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1. 緒 言

Agrobacteri山η tumefac1ens は グ ラ ム 陰 性 の 土

壌細菌の一つで、 双子葉植物 に感染 し、 癌 (ク ラ ウ

ン ゴ ー ル ) を 誘 導 す る 能 力 を 持 つ 。 近 年 、 A

tumefac1ens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 一系 と して盛んに使われてい る 。

一方、 本菌は、 培地中 に多量のセルロース (繊住状)

やcyclic ß 1 ，2-glucan (環 状) 等 の多 糖 を 分泌 す

る 特徴 を持 つ。 当 研究室 で保 有 し て い る 多 数 の A

tumefac1ens菌株や変異株を用 いて、 上記の多糖 類

の 生産 を試み、 それ ら の物性を調べる こ と に よ り 、

新たな生物繊維素材 の 開発 を 目 指す こ と を本研究の

目 的 とす る 。

2. 実験方法

供 試 菌株 の 調 製 : A tumefaclens 野 生 株

(A208菌) か ら ト ラ ン ス ポ ゾ ン 5 が挿 入 さ れる と

と に よ り 生 じ た環 状多糖、 ß 1 ，2-glu回n生産 性 変

異 2 菌 株 ( M3菌 と M14菌) を 分 離 し 、 親株A208

菌 と と も に本研究 に供試 し た。

各:Agrot汲cterium菌株の培養と菌体およ び培地か

ら の β 1，2-g1uαn の分離 : A208菌はAB最小寒天

培地で、 M3 とM14菌はカ ナマイ シ ン を含むAB最小

寒天培 地、 28 'Cで それぞ れ培養 し た 。 各菌 の シ ン

グルコ ロ ニー を多糖 生産 前培養 培地 に 接種 し 、 20

℃、 2 日 間 の前培養の 後、 多糖生 産培地 (100rnl)

で各菌株を30'C 、 6 日 間 振壷培養 し た。 培養液を 遠

心に よ り 、 上清 (培地画分) と沈殿 (菌体画分) と

に分 け、 各画分か ら ß 1 ，2-g1uαnを 抽 出 し た 。 培

地画分 に2倍量の エ タ ノ ール を 加 え4 'C で一 晩放 置

し た。 遠心後の上清 を エパポ レータ ーで濃縮 し 、 さ
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ら に2倍量の エ タ ノ ール を加え、 遠心 し た。 得 ら れ

た上清 に4倍量のエ タ ノ ール を 加 え、 得 ら れたそ の

上清 を濃縮後、 DEAE-Sephadex A-50カ ラ ム ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー に か け、 β 1 ，2--g1ucanを 1mM KCl

で溶出 し、 続いてHW-40S.カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー

で脱塩 し た。 菌体画分は、 200mlの 70%エ タ ノ ール

を加え80 'Cで30 分間抽 出 し 、 そ の抽 出 液 を遠心 し

た。 得 ら れた 上清 に4倍量 の エ タ ノ ー ル を加 え て 遠

心 し 、 そ の 上 清 を 回 収 し 、 培 地 画 分 と 同 様 に

DEAE -Sephadex A-50お よ びHW-40Sカ ラ ム ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー にか けた。 それぞれ、 最後に得 ら れ

た試料 を 凍結乾燥 し ß 1 ，2-glucanの 精製 標品 と し

た。

β 1 ，2-g1u伺nの 重 合度分析 : ß 1 ，2-glu叩1 の

重合度 をHPLCで分 析 し た。 カ ラ ム は、 ア ミ ド カ ラ

ム (エルマ光学株式会社) 、 溶媒はアセ トニ ト リ ル :

水 (6 : 4) 、 検出 器は、 東 ソ ー の悶 8000 を用 い

Tこ。

3. 結 果

A tumefaclens の親菌株 (A208菌) と変異菌株

(M3およ び'M14菌) の β1 ，2-g1uαn合成能の比較 :

ト ラ ン ス ポ ゾ ン、 Tn5 の挿入 に よ り 得 ら れた2 変

異菌株 と親株(A208菌) の β 1，2-glucan合成能 を 比

較 し た (Table 1 .) 。 各菌 株を6 日 間培養 し 、 菌 体

に 結 合 し た β 1 ，2--gluαn と 培 地 中 に 存 在 す る β

1 ，2--g1u伺nと を 分 けて定量 し た。 A20 8 菌では菌体

に結合 し た も の の約 1 /5量の β 1 ，2-gluαnが培地 中

に存在 し た 。 M3菌で も ほ ぼ同 比率で菌体結合型 と

培地 中 の 遊 離 型 と が 存在 し た 。 と れ に 対 し て 、

M14菌 で は 、 菌 体 に 結合 し た β 1 ，2-gluαn は全 く

検出 さ れず、 培地 中 僅か に検出 さ れた。 菌体に結合

した ß 1 ，2-gluαn量は、 M3菌ではA208菌の19%、



M14菌では0%であ っ た。 一方 、 培地 中 の遊離型 3

1 ，2-g1u伺n量は 、 M3菌 はA208菌 の21% 、 M14菌

では1 2%で あ っ た。 以上の結 果 よ り 、 M3菌では 、

ß 1 ，2-g1uαn の 合 成能 と 菌 体保 持能 と も に親株の

20% に減 少 し て い る と と が わ か っ た 。 M14菌で は

ß 1 ，2-g1ucan の 合 成能 が僅 か に 残存 して い た が 、

合成 さ れ た ß 1 ，2-g1u伺nを 菌体 に保持す る 能 力 は

完全に 消 失 し てい た。

Table 1 .  Pr'αhlction of β 1 ，2-g1u回n III vanous 

Agrobacterium s住氾ns*

S train Genotype β 1ユglu回n 包/cell X 1014) 

Binding type F民e type

(in cells) (in medium) 

A208 chvA +， chvB+ 89.9 (1∞) 16.8 (1∞) 

M3 chvA-

恥114 chvB 

17.2 (19) 3.45 (21) 

Not d出光臨i 1.96 (12) 

*Each strain was cultnred at 30 "c for 6 days. 

A. tumefaciensの盤菌株 (A208車) と変異菌株

(M3および�M14 菌) の合成 する β 1 ，2-g1u臼nの 重

合度の比較 : A. tumefac1ensの 各菌株が合成する

ß 1 ，2-g1u回nの 重合度をHPLCで分析 し た(Fig. 1 ) 。

A208菌が合 成する ß 1 ，2-g1ucanは、 菌体中 お よ び

培地 中 と も に保 持時間 1 7分か ら 24分の 聞 の成分 よ

り 構 成 さ れ て い た 。 M3 菌 の 菌 体 に 結 合 し た β

1 ，2-g1ucanは、 A208 菌でみ ら れた重合 度の成分 の

他に、 保持時間8分 と 1 5 分 の位置 に特徴的な ピー ク

が認め ら れた。 ま た、 A208菌 と 比べ、 保持時聞 が

1 9分 と22分の成分が多い と と も M3菌の菌体結合型

ß 1 ，2-g1ucanの 特徴 で あ る 。 M3 菌 の培 地 中 の 3

1 ，2-g1ucan に つ い て は 、 生産 量 は 少 な い も の の

A208菌で認 め ら れた すべての 重合度の 成分が検 出

さ れ、 さ ら に 保持 時間 12 分の 位置 に 別 の ピ ー ク も

認め ら れた。

M14菌培 地 中 の ß 1 ，2-g1ucanは 、 A20 8 菌や M3

薗の よ う に、 保持時間 が 17分か ら 24分 の 聞 の 成 分

陥検出 さ れず、 代わ り に備寺時間 12分の位置 に ピー

ク が認め ら れた。

以 上 の 結 果 よ り 、 M3 菌 や M14 菌 で は 3

1 ，2-g1ucanの 合成 量が 減少 し て い る だけ でな く 、

合成 さ れ る ß 1 ，2-g1ucanに 質 的 な変化が 生 じ て い
る こ と が明 ら か にな っ た。
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Fig. 1 .  HPLC patt回18 of ß 1 ，2-g1ucans produced 
by 3 strains õf A tumefaciens. A208(A and B)， 
M3(C and D) ， M14(E) . ん C and E: Free type 
(in medium)， B and D: Binding type (in cells) . 

4 考 察

Tn5 の 挿 入 に よ り 生 じ た2 変異 株、 M3お よび

M14菌の β 1 ，2-g1u伺n の合成能 は 、 親株A208菌 と

比べて著 し く 低下 し た。 Tn5挿入 に よ り 機能喪失 し

た遺伝子(chゎ4 と chvB) は、 ß 1 ，2-g1u回n合成お よ

びその分泌に 関与 し て い る 考 え ら れる 。 今後 こ れ ら

の 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 解析 が 進 め ば 、 S

1 ，2-g1ucan の よ り 高 い 生 合 成 能 を 備 え た

Agrobaderlumの 育種 が 可能 と 思わ れる 。 ま た 3

1 ，2-g1uαnの 重合度を 決め る 要 因 は何か 、 重合度

と物性と の関係に つ いて も明 らか にする 必要があ る 。

5. 結 論

Agrobact臼T凶η3 菌株 (2菌 株 はTn5 挿 入 に よ る

変異株) の β 1 ，2-g1uαnの 合成 能 と 合成 さ れ た 3

1 ，2-g1ucanの 重合度 を 調べた。 変異 2菌株で は、 3 

1 ，2-g1ucanの 合成能が低下 し 、 質 的 変化 がお き て

い る と と がわ か っ た。


