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1.緒言

AgobactezILLm tumefactensは,植物に外

来遺伝子を導入するための形質転換用ベクター

系として現在盛んに用いられているグラム陰

性の土壌細菌である｡本菌は､培地中に多量

のセルロース(繊維状)やcyclic β 1,2lglucan

(環状)等の多糖を分泌することが知られて

おり､それら多糖を用いた新たな生物繊維素

材の開発を目指すことを目的として本研究を

開始した｡昨年度,当研究室で併有している

多数のA. tumeねdens菌株や変異株を用いて､

上記の多糖類の生産性について比較検討した｡

その結果､ Agrobactezlum変異2菌株(いずれ

もトランスポゾンTn5挿入による変異株)のβ

1,2-glucanの合成能が,野生株に比べ著しく

低下していることがわかった｡

そこで､本年度はA伊･Obacten'um野生薗株

を用いて効率的な多糖生産条件および菌体､

培養液液からの精製方法について検討した｡

2.実験方法

併記薗顔と膚登方法

A. tumefadens野生株(A208菌)を本研

究に供試した｡ A208菌は､ 0.5% (Wノ～)グルコー

スを含むABプレート培地で1週間おきに28℃

で継代培養した｡

多磨生産のための虐養方法

ABプレート培地上のA208菌のシングルコロ

ニーを0.5% (W/V)グルコースを含む多糖生産

性前培養培地10miに植菌し､ 2駅二で2E]間120

rpmで振盗培養した0
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続いて, 4% (W/v)グルコース､ 0.5%(W/v)読

酸カルシウムを含む多糖生産性培地125 mlに

先に2日間培養した前培養菌10 mlを植菌し､

28℃で120 rpmで6E]間振亀培養し多糖を生産

させた｡

密着慮疲からの多暦の薗出と農製

28℃､ 6日間培養したA208菌(135ml)を

10,020gで60分間遠心し､得られた上清に2倍

量のエタノールを加え､ 4℃に一晩置いたo　続

いて､ 10,020gで60分間遠心し,その上清を

エバボレートし約1/10に濃縮した｡それに2倍

量のエタノールを加えて､生じた不溶物を

16,000gで30分遠心して除去した｡その上清

を4倍量のエタノールで希釈し､ 16,000gで30

分間遠心した｡得られた上清に含まれるエタノー

ルをエバボレータ-で除去し､ DEAE-セルロー

スカラム(1.6×5cm)に添加したo　蒸留水で非

吸着多糖を溶出した後､ 1 mM KClおよびト15

mM KCl直線的濃度勾配で吸着した多糖を溶出

した｡各溶出分画の多糖をフェノール硫酸法で

定量したo最後に､中性多糖分画(非吸着分画)

を凍結乾燥したo

面体からの多麿の招出と潜塵

6日間培養したA208薗(135ml)を上記のよ

うに遠心し､得られた菌体を含む沈殿分画に少

量の5NHClを加えて炭酸カルシウムを溶解し

た｡ 16,000gで30分間遠心後の沈殿に､ 200

mlの70%エタノールを加え､ 80℃で60分間ボ

イルし多糖を抽出したo　続いて､ 16,000gで

30分間遠心して,その上清をエバボレータで

濃縮しエタノールを除去し､上記の培養液液の

場合と同様に､ DEAE-セルロースカラムに添



加し､多糖を溶出した｡溶出された分画の多

量をフェノール硫酸法で定量し､中性多糖を

含む非吸着分画を凍結乾燥した｡

3.結果と考察

A. tumeJTaciens野生株(A208菌)を高濃

度グルコース含有(4%,W/v)培地で培養し,そ

の確液および菌体から多糖を抽出し､中性多

糖であるβ 1,2-glucan (cyclosphorans)をイオ

ン交換クロマトグラフィーで精製したo　培養

液液および菌体ともに､大部分の多糖が中性

多糖として非吸着分画に溶出された(Fig. 1)o
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Fig 1 DEAE<euulsoe column chromatography ol

the polysacchaddes prepard丘om culture Gltrate (A)

aJld cell-sur息ce P) ofA. ttlmefaclellS A208　strain.

Samples (ca15 ml) were applied to a column, and

elutedwith water, 1 mM KCl and thenwith a lineN

gradient ofl t0 15 mM KCl (.....). Fractions (120
drops) Were analyzed lbr carbohydrate by

phenol-sul丘lric acid method (一･ Bars indicate the

鮎ction ofneutra川1 12 glucans.

今回は､ 15mM以上のKCl濃度での溶出は行

わなかったが､ A. tume由densA208菌が生

産する多糖の大部分は中性多糖であると思わ

れる｡また,今回培養液液中から抽出されたβ

1,2-glucan量は､菌体から抽出量の約1･7倍で

あったo　しかし､ A208菌野生株と2変異株との

β 1,2-ducan生産量を比較した昨年度の結果

では,いずれの菌株でも､液液よりも菌体から

のβ 1,2lglucan抽出量の方が高い値を示した｡

この相違の原因が菌の培養条件あるいは培養日

数の違いに基づくものかもしれないが､今回の

検討からは明らかでない｡

A. tumefTacl'ens A208菌の生産する多糖の大

部分は､細胞外へ分泌されると思われる｡その
一部は､細胞壁(細胞表層)に結合(菌体結合

型)し､何らかの生物学的機能を果たしてい

ると考えられるoそしてその他の多糖は､培養

液液に中に放出(遊離型)されることになるo

これら両者の多糖間で､どのような構造およ

び生化学的な特性に相違があるのかは明らかで

ないo

今後,培地中のグルコース濃度等の培養条件

のβ 1,2-glucan生成量に対する影響､また菌

の増殖過程とβ1,2-glucan生成量および菌体

と溶液中での存在比との関係について検討を行

うoそして､ A. tume由cl'ensA208菌によるよ

り効率的なβ 1,2-glucan生成法を確立し､新

たな生物繊維素材としての特性と可能性につい

て多角的に検討する｡

4結論

A. tumefadens A208菌を高濃度(4%, W/V)

グルコースを含む培地で培養し､その培養液液

および菌体から多糖を抽出し､ DBゝE-セルロー

スカラムクロマトグラフィーで精製したoその

結果､菌体および培養液紋とも中性多糖である

β 1,2-ducanが抽出された多糖の大部分を占

め､非吸着分画に回収されることがわかったゥ

また､培養液液中から抽出､精製されたβ

1,2-ducan量は,菌体からの精製された量の

約1.7倍であった｡
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