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緒    論

 微生物の生産する多糖類は、細胞内多糖類，細胞壁多糖類，細胞外多糖類の三つ

に大別される。細胞内多糖類は、エネルギーの貯蔵を目的としたもので主にグリコ

ーゲンである。細胞壁多糖類には、ペプチドグリカンやリポ多糖類などがある。こ

れらの多糖類は細胞の構成成分であるために生産量は多くない。これに比べ、細胞

外多糖類は最適培養条件で多量に生産される。また、これを生産できなくなった変

異株でも野生株と同じように増殖できるので、細胞外多糖類は細胞の生命に必須の

ものではなく、ウィルスや食細胞などの攻撃に対して抵抗性を示したり、急激な乾

                     1）
操を防止したりするものであると言われている。 また、Xα。〃。m。舳。の生産す

る細胞外多糖類が宿主植物の導管をふさいで植物を枯死させたり、排水中に生育し

                           1）
ているZ。。gZ。。αの多糖類は自浄作用を示すと言われている。 マメ科植物の根に

根瘤を作る舳㍑。”。mの細胞外多糖類は、細菌が植物細胞に付着するのに役立っ

   2）
ている。

 最近、細胞外多糖類のいくつかは、数個の単糖からなるオリゴ糖が単位鎖となっ

                      3）4）5）
て反復している構造であることが明らかにされた。   そして、多糖類の構造と

物性との関係について、基礎と応用の両面から興味がもたれるようになってきた。

中でも、工業的に生産されているX舳〃・m・・ω・mμ・け｛・の多糖類、サンサ

                  6）7）
ンガムについては、数多くの報告がある。  この多糖類は、低濃度で高い粘性を

                        8）
示し、しかもその粘性は比較的広い温度、PH範囲で安定 なため、油田さく井川粘

滑剤などに使用されている。

      9）
 原田，吉村 は1964年10％のエチレングリコールを唯一の炭素源として生育

できる〃・〃｛g・… 加・・α㍑・var．mμ・g・… 10C3を土壌より分離した。

この菌株は、種々の炭素源からコハク酸を含む新しい酸性多糖類を生産することが

                       lO）11）12）
わかり、このものはサクシノグルガンと命名された。    このCa型の多糖類
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                            13）
は、無機塩の添加や、広いpH範囲に対して安定な粘性を示す ことから、食品添

加物として利用価値の高いものと考えられる。

 本論文において示すように、この多糖類は、D一グルコース，D一ガラクトース，

コハク酸，ピルビン酸が7：1：1：1の割合で構成されるオリゴ糖の単位が反復

した構造で、さらにO．1～0．2の割合で酢酸がところどころに結合していることが明

らかにされた。最近；この多糖類の名称をサクシノグリカンと改めた。

 λ．∫… α㍑・var．mμ・g・… 1OC3は、サクシノグリカンのほかに、少量の

水不溶性多糖類を生産するが、この保存菌株中からサクシノグリカンを生産せず、

                         14）
水不溶性多糖類を多量に生産する変異株が分離された。 この多糖類は興味あるこ

とに、その水懸濁液を加熱すると冷やさなくても高い一 ｷ度で凝固する性質があり、

            15）16）17）
カードランと命名され乍。    力一ドランは、ほとんどすべてβ一1，3－D－

           18）
グルコシド結合からなり、 β一1，4－D一グルコシド結合からなるセルロースと

β一1，3－D一グルコシド結合である点が畢なる。力一ドランは、マウスの移殖ガ

                       19）20）
ンに対して抗腫瘍性を示すことが認められている・   簡単な構造をもつ力一ド

ランが特有なゲルを形成する一方、抗腫瘍性を示すことから、この多糖類の高次構

                                  21）22）
造の研究は非常に重要である。すでにこの高次構造に関しては、x線画板、

13   23）    24）25）
 C－NMR、 電子顕微鏡   などを用いて総合的に研究されている。

        26）
 Nakanishiら は、醗酵研究所に保存されているλg。。みα。彦。。～m17菌株中

                                  27）
6菌株が力一ドランを生産することを見出した。さらに最近、Amemuraら は、

肋㍍・”mの菌株の中にもカードランを生産するものが存在することを詰めた。

また、これらの菌株は、細胞外にサクシノグリカンと糖組成の類似した水溶性多糖

類をも．生産することがわかってきた。

                            28）
 ところで、サクシノグリカンの構造については、Saitoら が化学的な方法で

研究を行なったが、構造が複雑なために解明するに至らなかった。一方、Harada

 29）
ら は、廿クシノグリカンを唯一の炭素源として生育できる細菌、川αη。あ“エ〃m・
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・p．M64を土壌より分離し、その菌株が生産する2つの酵素が、サクシノグリカ

                      30）31）
ンの構造解明に役立つらしいことがわかってきた。

 以上、細菌の生産する細胞外多糖類、主にん∫α。。α㍑。Var．mμ。g。。。。の

生産するサクシノグリカンと力一ドランに関する研究経過を記述したが、これらの

多糖類を生産する菌株の自然変異や、サクシノグリカン以外のコハク酸を含む多糖

類の研究は、ほとんど報告されていな一いし、さらにサクシノグリカンの構造も解明

されていない。そこで本論文では、これらの点を明らかにするため、次に示す点に

ついて詳細な研究を行なった。

 第一章では、λ．∫〃。α㍑。var．mμ。g。。。。10C3における多糖類生産の自

然変異について、変異株を感度よく検出できるアニリンブループレートを使用し、

変異株の出現する現象を調べた。

 第二章では、地。。あ“エ〃～mの水溶隼水不溶性β一グリカンの生産能力の変異

について、第一章と同じ方法で調べた。

 第三章では、第二章で調べたλg・・ろα・彦・・｛mの生産する水溶性多糖類について

高速液体クロマトグラフィーとHLNMR分析により構成有機酸を、またガスタ1コマ

トグラフィーにより構成糖の分析を行なった。その結果、これらの多糖類は有機酸

としてコハク酸とピルビン酸、それに少量の酢酸を、糖としてD一グルコースとD一

ガラクトースを含むことが明らかとなった。

 第四章では、サクシノグリカンおよびAg。。ろα。’。。｛m，舳㍑。〃砒mの酸性多

糖類の構造研究を行なった。〃㈹・ろα・i・・1州の2つの特異なβ一D一グリカテ

ーゼにより、サクシノグリカンを単位鎖8糖類を経て、2つの4糖類に分解し、こ

れらのオリゴ糖および多糖類のメチル化分析の値を比較検討した結果、サクシノグ

リカンの構造は、単位鎖8糖類が反復した構造であることがわかった。一方、

地“ろ“広・・～mと肋㍑・〃舳の酸性多糖類の構造についても同様にして調べ

たところ、有機酸の含量に違いはあるものの、その他はサクシノグリカンのものと
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全く同じであった。

 第五章では、サクシノグリカンの単位鎖オリゴ糖（SCG）の生産とその構造につ

いて調べた。このオリゴ糖は、ある変異株によって多量に生産された物質で、サク

シノグりカンの生合成の中間体と関連性のあるものと思われ、サクシノグリカンの

生合成を考える上で、極めて重要な物質である・
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第一章 ”・α～・m・μ・｛・… ．mグ仰舳・10C3 における

     多糖類生産の自然変異

 第一節 緒   言

 1965年、コハク酸を含む新しい酸性多糖類、サクシノグリカンを得るため、

〃・α㍑9・… ∫“・α㍑・var・mμ・g舳召∫10C3の大量培養カ精なわれた。しか

し、この時培養液の粘度は期待された穫高くならず、サクシノグリカンはわずかし

か得られなかったが、加えたグルコースは大部分消費されていた。原田らはこの培

養液を調べ、加熱すると寒天やコンニャクのようなゲルになる多糖類、力一ドラン

     14）～18）
を発見した。

 サクシノグリカンを生産しなくなった原因として、親株の10C3が変異を受け、

培養中その変異株が主として生育するためにサクシノグリカンの生産が減少し、そ

のかわりにカードランが多量に生産されたと考えた。そして、保存菌株中から力一

                                工4）
ドランのみを多量に生産する変異株（10C3K）の純粋分離に成功した。 このよ

うに、菌株10C3の多糖類の生産能力の不安定性については以前から知られていた。

        26）32）
 Nakanishiら   はカードランがアニリンブルーの染料で特異的に青く染る

のに対し、サクシノグリカンは染らないことを見出した。アニリンブルーを含むプ

レートに、菌株10C3を生育させると粘欄な白色コロニーとなり、変異株は青色コ

ロニーとなった。このプレートを使用すると、変異株を高感度で検出することがで

きるため、多糖類の生産能力の変異を研究するに極めて都合のよいものである。

 本章では、λ．∫α・・α㍑∫var．mμ・g… ∫10C3における多糖類の生産能力

の自然変異について、変異株の出現する条件および変異株の多糖類の生産性につい

て調べた。
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 第二節 実験材料および方法

 使用菌株

 ”cα㍑μne∫∫αecα㍑s va「．mμ09emes10C3（I F013714）を親株

       11）
として使用した。 菌株10C3Kは、親株をエチレングリコールの含んだ合成培地

                                  14）
で繰返し植えつぎを行なったものから純粋分離することによって得られた。

 培地組成

 下記の培地組成を使用した。

 1， P Y培地（菌株の保存用培地として使用した。）

      ポリペフトン      109

      酵母エキス         59

      食 塩          59

      水道水         1，O00〃

       pH  τ2

   固体培地を作るときには、寒天を2％となるように加えた。

       26）
 2．AB培地  （力一ドランを生産する菌株の検出に使用した。）

      グルコー一ス        109

      酵母エキス         59

      アニリンブルー      O．059

      寒 天          209

      水道水         1，000m4

       pH  7．2

   グルコースは別に殺菌した・

       33）
 3．合成培地  （多糖類の生産用培地として使用した・）

    「
     グルコース    409       FeC12・6H20  10n9

     （NH4）2HP04    1・5 9           Z n C12・7H20   70μ9
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     KH2P04       1．0 9           Cu S04・5H20   50μ9

     MgS04・7H20   0・59         Na2Mo04・2H20 20μ9

     NaC l        10mg          H3B03        王0μ9

     CaC12        10n茅          CaC03        10 9

     MnC12・4H20 10m9     蒸留水   1，000腕～

      pH 7．2

   グルコース，CaC03は別に殺菌した。特に、CaC03は120℃，5時間乾熱

  殺菌した。

 アニリンブループレート（以後ABプレートと略称す）における青色コロニーの

検出

 菌体懸濁液0．1〃をABプレートに広げ、30℃5日間培養し、コロニーの染色

性を調べた。多量のサクシノグリカンと少量の力一ドランを生産する菌株10C3は

アニリンブルーとわずかに染まる粘楯な白色コロニーを形成した。カードランのみ

を生産する菌株10C3Kは、しわのある青色コロニーを形成した・ 白色のコロニー

が優性に生育していると、青色コロニーを検出することは困難になるが、白色コロ

                   一7二一に対する青色コロニーの比が5×10 までは正確に測定できた。

 生理食塩水あるいはポリペプトンー酵母エキス培地て菌体を培養したときの、青

色コロニーの出現頻度

 新たに純化した菌株10C3を用い、そのPY液体培地で対数期の菌体を遠心分離

                                      ユOし、0．9％食塩水で洗浄後、同溶液に懸濁した。その懸濁液の1m～（約1．5×10

菌体）を500胴2容坂口コルベン中の100meの0．9％食塩水あるいはPY液体培地に接

種し、30℃で振湯培養した。定期的に試料を採取し、これを無菌水で適当な濃度

に希釈してからABプレートに広げ培養した。5日後、青色と白色のコロニー数を

測定した。
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 化学変異剤と紫外線による処理．

 PY液体培地で対数期の菌体を集め、0．1Mリン酸緩衝液（pH7．0）で洗浄後、

同緩衝液を使用して約108～1010菌体／冊4濃度の菌体懸濁液を調製し、これに種

              34）               35）
々の濃度のニトロソグアニジン、 エチルメタンスルフォネイト、 あるいは亜硝

酸ソーダ36）を加えた。30℃、60分間処理後、 リン酸緩衝液で菌体を2度洗浄し

同緩衝液に懸濁した。紫外線の影響を調べる実験では、菌体懸濁液を15W紫外線

燈で40cmの高さから60秒間照射した。処理後、菌体懸濁液を適当に希釈しABプ

レートに広げ培養した。

 ブラスミッド除去剤による処理

 PY液体培地で対数期の菌体を、O．1Mリン酸緩衝液（pH7．O）で希釈して、約

 5                           37）     寺
10菌体／mC濃度にした。このO．1m4を、マイトマイシンC、エチジウムフロマイ

 38）   、    、39）           ，40）
ド、 アクリジンオレンジ、 あるいはドデシル硫酸ソータ  を含むPY液体培

地に加え、30℃、2日間振湯培養した。培養液を適当に希釈後、ABプレートに広

げ培養した。

 多糖類生産の培養条件

 PY寒天培地で2日間培養した新鮮な生育菌体の1白金耳を5〃の合成培地に接

種し、2日間振鑑培養した。これを500例e容坂口コルベン中の95mの同培地に接種

し、30℃、5日間、1分間に120回転で振湯培養した。

 サクシノグリカン、カードラン、および菌体量の測定

         41）
 Haradaらの方法  に従って行なった。すなわち粘欄な培養液を20，000回転、

60分間遠心分離後、上澄液にNaClを加え約1％濃度にし、これに2倍量のエタノ

ールを加えた。沈殿した多糖類を遠心分離で集め、水一エタノール（1：2，V／V）

の溶液で2回洗浄後、アセトンで脱水し真空乾燥してサクシノグリカンを調整した。

はじめの遠心分離によって得られた沈殿物は、力一ドラン、菌体のほかに、CaC03

を含んでいるので・まず0・1MHC1でCaC03を溶解して除去した。つぎにO・5M
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Na0Hを加えて、カードランを溶解させ、20，000回転、30分間遠心分離した。上

澄液に1MHClを加え下中和すると力一ドランが沈殿した。これを遠心分離によっ

て集め、水で洗浄した後、アセトンで脱水し真空乾燥した。また遠心分離で沈殿し

た菌体も、水で洗浄後、アセトンで脱水し真空乾燥した。

 第三節 実 験 結 果

  1．多糖類の生産能力の自然変異

 多量のサクシノグリカンと少量の力一ドランを生産する菌株10C3を、PY寒天

培地に長く保存すると、その多糖類の生産能力は不安定となり、サクシノグリカン

よりもカードランをより多く生産する菌株に変異した。この保存菌株をABプレー

トー

ﾉ広げて培養すると、変異株は青色コロニーとして検出された。（Fig．1－1参

照）

 純化した菌株10C3をPY寒天培地に接種し、30℃で培養した。 定期的に菌体

を1白金耳採取し、無菌水で適当な菌体濃度に希釈した。これをABプレートで培

養してコロニー・を調べた結果をTable1－1に示した。寒天培地で培養している日

数が長くなるにつれて、青色コロニーが増加した。培養60日目では、白色コロニー

に対する青色コロニーの比は約1／1oOであった。一力、60日間のあいだ2日の

間隔で植えつぎを行なったときには、青色コロニーは出現しなかった。このことか

ら、菌株10C3の変異は細胞分裂の活発な時期には起らず、細胞分裂の停止した時

期が長くなるにつれて、青色コロニーに変異しやすくなることが明らかとなった。

レ中し、固体培養では培養日数にともなう生菌体数と変異菌体数との関係を調べる

ことは困難なため、つぎに、液体培地によって再検討した・

 菌株10C3の菌体を第二節で記述したように調製した。これを0．9％食塩水ある

いはPY液体培地に接種し、30℃で振湯培養した。定期的に培養液を採取しABプレ

ートで調べた結果をTable1－2に示した。
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Fig． 1－1． Co1onies of s train 10C3 af ter growth a t 30o C for 5days

on AB mediu皿．

（A） f士esh1y purified cu1ture； （B） cu1ture that had been maintained

for 1 year with transfers every 2 weeks．
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Table 1－1． Appearance of blue co1onies in s tocks of cells in

polypeptone－yeast extract agar

Mothod of incubation Ratio of b1ue to white coユ。nies

2 days     1O days    20 days 45 days     60 day昌

              一フ         一6         －4         －3         －3
Continuous s tock              く5 x l0      4 x 10      7 x 10      5 x 10      9 x 1O

              －7         －7         －7         ＿7         －7
Transfer at 2－day inte1＝va1昌  く5 x lO    く5 x 1O    く5 x 1O    く5 x 1O    く5 x 10

Table 1－2． ApPearance of blue co1onies upon incubation of ce］一1s

in s od ium chlor ide so lu t ion and po1ypep tone－yeas t ex trac t medium

Inoub目tion皿日diu皿
            蛆。． of oo1onie貝ノp1a1二e
町P厘。f
   Di1ution日。o王。nie畠
       Day O Day 1  Day 2  Day 3  D目y 4  Day 6  D目y 11  D目y 14

O．9買 Sodiu皿 oh1oride 彗。1ution  】ヨ1ue      1O

          Whito    1O
1寛 Po1ypeptone－O．5毘 yeast
extr目。 t－O．5尾 蛆目C1皿。dium     B1u旦      10

          H11ite    10

00015912ユ56    153    140    132    115    48    10

00120！5フ518    410    400    155     フ2     1フ      6

  Oe11 昌u昌p直nsion （O．1 皿1） w目昌 sp1＝ead on p1ate冨 of a日i1ine 1コ1ue皿直diu皿。 V目1ue冨 昌1＝日 目v旦r昌ges of those in

t刊。 昌ep目ra te exp旦r i皿ents・

 生理食塩水の場合、青色コロニーは3日目から現われ工1日目まで増加し続けた

が、白色コロニーは3日目から減少しはじめた。11日目では、生菌体数は初めの約

4．6％となり、白色コロニーに対する青色コロニーの比は1／1×104であった。

PY液体培地の場合、青色コロニーの数は、総菌体数が減少をはじめる3日目で

最も多くなり、このときの白色コロニーに対する青色コロニーの比は約1／1×105

であった。

 つぎに自然変異した青色コロニーのいくつかを純粋分離し、それぞれの多糖類生

産性を調べた。その結果をTable1－3に示した。
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Tabユe 1－3・  Formation of．succinog1ycan and curdlan by
                             aspontaneous mutant s trains derived from s train lOC3

Strain

10C3

10C3K

㎜ヨー11

MlB－8

MB－10

㎜3－9

MB－6

MlB－1

MB－2

MB－7

MB－4

｝昭一5

｝田一3

Succinog1y－
can formed

（mg／100m1）

1．190

  0

  0

 10

 10

 20

 22

 28

 41

 86

 92
 105

 150

 Curdlan
 formed
（〕皿g／100 m1）

Ce11s for一皿ed

 （dry wt）

（mg／100m1）

 98        129

1．410             130

1．800            180

1．050            185

 850        157

1．420            205

 975        130

 960        185

1．770            235

1．180            178

1．260            203

1，080            ユ50

1．380            190

a
 Ceユ1s grown for 2 days on PY agar s1ants were used．

 この中で、菌株王OC3Kと同じように力一ドランのみを生産するものは、菌株一M

B－11のみで、他の菌株はいずれも、少量のサクシノグりカンと多量のカードラ

ンを生産した。これらの変異株はPY寒天培地で1年以上も保存したが白色コロニ

ーは現．われず、多糖類の生産能力は安定であった。

 2．化学変異剤や紫外線の影響、およびプラスミッド除去剤の影響

ニトロソグアニジン、エチルメタンスルフォネイト、紫外線処理によって青色コ
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白二一の出現頻度は非常に高くなったが、

（Table1－4参照）

亜硝酸ソーダでは、 その頻度は低かった。

 Table 1－4． Eff ec ts of cheInical mu tagens and ul traviole t light

■rrad■at■on on㎜utat■on of the ab■1■ty for polysacchar■de
         aproduction

Mutagen

N－methy1－Nl－nitro－N－

  ni troso－9uanid ine

Ethy1 皿ethane
  su1fonate

Sodium nitrite

Ultravio1et light

Concn     Surviva1

（Perm1）   （Z）

30μ9

100μ9

500μ9

61皿g

10mg

4mg
8Ing

Ratio of blue
  to white

  colonies

                  一3
75         1．4 × 10

                  －3
30        2．5 x 10

                  －2
14        1．1 × 10

                   一3

 65    1．4xlO
                   －3
 15         4．O．x 10

                   －6
100         8．5 x 1O

                   －6
 75        6．6 × 10

                   －3
  0．1     2．0× 10

  a
     Cells with a ratio of blue to white colonies of・1ess
          －7
than 5 x lO  were used．

 一方、プラスミッド除去剤であるマイトマイシンC、エチジウムブロマイド、ア

クリジンオレンジ、ドデシル硫酸ナトリタムの影響は認められなかった。
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 第四節 考   察

 多量のサクシノグリカンと少量のカードランを生産するA．∫α・・α㍑∫Var．

mμ・g・π・∫10C3は、保存期間中に、多量のカードランと少量のサクシノグリカ

ンあるいは多量のカードランのみを生産する菌株に自然変異することがわかった。

そして、この変異現象は、菌体が活発に細胞分裂している時期には見られず、むし

ろ細胞分裂が停止してから死滅期にかけて起こることが明らかになった。このよう

な核酸の複製とかかわりのない自然変異は、肋。〃～∫舳〃〃＾の貯蔵した胞

 42）             43）             、、44）子、 亙∫・ゐ〃づ・ゐ㍑・・㍑の乾燥菌体、 あるいは貯蔵したパクテリオファーン

で観察されている。

 菌株10C3の変異株は、ABプレートで青色コ．ロニーとして観察されるが、これら

の菌株は、初めから親株と強く結合していて、寒天培地で保存中、あるいは液体培

地で振濠中に親株から分離してきた可能性も否定できない。そこで、菌株10C3を

                                   45）
ニトロソグアニジンで処理し常法に従ってアミノ酸要求性の変異株を分離した。

この中から多糖類生産性が菌株10C3と類似し、しかもアミノ酸を要求する菌株M

17（His’）、菌株C（Leu’）、 菌株M86（Cys■）を選んだ。（Tab1e1－5

参照）。これらの菌株の多糖類の生産能力は、菌株10C3と同じように不安定で

あり、30℃、60日間の保存で青色コロニーが現われた。それぞれの青色コロニー

を鈍化して菌株M17B、菌株CB、菌株M86Bとし、アミノ酸要求性を調べたと

ころ、菌株M17Bはヒスチジン、菌株CBはロイシン、菌株M86Bはシステイン．

を要求し親株と同じであった（Tab1e1－5参照）。これらの結果より青色コロニ

ーは親株が変異したものであることが明らかとなった。

 一方、ニトロソグアニジン、エチルメタンスルフォネイト・紫外線処理によって高頻

度に青色コロニニが出現した。しかし、プラスミッド除去剤では少しも影響されな

かったので、菌株10C3の多糖類の生産能力の変異には、プラス三ッドは関与して

いないと思われる。
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Table 1－5． Formation of succinoglycan and curdlan by amino acid

auxo troPhic s trains and i ts sp ontaneous mutan亡s

Strain

M17 （His
M ］一7B  （ His

C   （Leu

C B  （Leu

M86  （Cys
M86B   （ Cys

Succ■no91ycan
 （ 皿 ／100m1 ）

1353

 75

1049

 41

1214

565

curdlan
（m ／100m1 ）

154

890

79

845

82

609

 ところで、菌株10C3Kと、菌株王0C3をニトロソグアニジン処理して得られた

菌株22は、それぞれ多量の力一ドランとサクシノグリカンのみを生産するが、 こ

れらの生産性は非常に安定していた。

 第五節 要   約

 多量のサクシノグリカンと少量のカードランを生産するλ．∫“。α㍑。Var．

刎w・g・“∫10C3は・保存用寒天培地に長く保存していると、遺伝子が不安定に

なるためか、サクシノグリカンよりもカードランをより多く生産する菌株に自然変

異した。この変異は、細胞分裂の停止時期を経た細胞に起り、また、ニトロソグア

ニジン、エチルメタンスルフォネイト、あるいは紫外線の処理によっても高頻度で

起った。変異株の多糖類生産能力は安定していて、少なくとも1年間保存していて

も親株に復帰しなかった。
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第二章 々・06m”・5・mの水溶性、水不溶性β一グリカンの生産能

     力の変異

 第一節 緒   言

 中西らは、アニリンブルー法により多数の醗酵研究所保存菌株を調べた。その結

果、λg・・あ“C・～・mの菌株中には、水不溶性多糖類（力一ドラン）生産株が存在

すること、調べたλg・・あα・C・〃mの菌株は、すべて水溶性多糖類を生産すること、

さらに、これらの保存菌株中には、ABプレート上で青色と白色のコロニーの混在

するものがあることがわかった。これらのことから、地・・あα・C・・～m の多糖類

の生産能力は、〃。α㍑g。〃。∫∫α。・α㍑。var．mμ・g．n。∫10C3のものと類

似しているものと思われる。

 本章では、醗酵研究所から入手した9菌株の相。。あα。C。〃。mについて、まず

保存菌株の多糖類生産性を調べ、ついでそれらの多糖類の生産能力の安定性につい

て第一章で行なった方法に準じて調べた。

 第二節 実験材料および方法

 使用菌株

 醗酵研究所保存のλgブ。みα。i。。｛舳。α〃。あα。c。。IF012607，IF012664，

IF012665， IF013127， IF013256， IF013532， IFO王3533、λgroろα一

。㍑rゴ砒m r危｛20gene∫ IF013259、 λgroムαc’er｛m刎 ’砒me∫αc～ns IF0

3058を使用した。

 培地組成、多糖類の培養方法、多糖類および菌体量の測定、A Bプレートによる

変異株の検出、以上の実験方法は第一章の記述に従った。
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 第三節 実 験 結 果

  1．λg。。ろα。i。。～mの保存培地にみられる異質タイプ菌の共存

 λg・・ろα・広・～mの保存9菌株について、多糖類の生産性をABプレートで調べた

結果をTable2－1に示す。

Table 2＿1．

Formation of water＿s olub1e and water＿inso1ub le p o］一ys accharides

by strains isolated from various stock cultul＝es of Agrobacterium

Straih

       Exoc目11廿1昇］＝ po1y＿
                Wt of organis皿昌ApPe趾ance  sa㏄h且rideproduced、、、、、昌、、昌」幽し一［、、、、二：「？詣。皿1）一・］

      Wate］＝一     Wate1＝一

      昌。1ub1e   inso1ub1e

一生． radiobacter IF012607   Bユue                 70

      IF012664   White ．            2フO

      IF012665   B！ue and Whi te      6フO

      工F013127   Bユue and Whi te      ｛00

      工F013256  B1ue （two 亡ype目）    ユ30

      工F013532   White              3CO

      IF013533   White              1200

ム幽工F013259 虹・・（・w“yp・昌） ユ20

■』． tu皿efac i8ns IF03058   White             180

500

 0

15

80

120

 o

 0

480

 0

1フ0

155

100

ユ20

150

100

8C

160

60

 菌株12665と菌株13127は、青色コロニーと粘欄な白色コロニーを混在して生

じた。また、菌株13256と菌株13259では、粘性の高い青色コロニーと粘性の少

ない青色コロニーを混在して生じた。そこで、前者の2菌株については白色コロニ

ーを、後者の2菌株については粘性の高いコロニーを分離し、残りの5菌株は保存

培養そのまま使用し、4％グルコースを含む合成培地で多糖類の生産性を調べた。

（Table2－1参照）青色コロニーのみが存在していた菌株は多量の水不溶性多糖

類と少量の水溶性多糖類を生産した。白色コロニーのみが存在していた菌株は、水

溶性多糖類のみを生産した。青色と白色のコロニーが混在して生じた保存菌株から
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分離した白色コロニーよりのクローンは、多量の水溶性多糖類と少量の水不溶性多

糖類を生産した。2」種類の青色コロニーが混生した保存菌株から粘性の高い青色コ

ロニーを分離し、それに由来するクローンは水溶性多糖類と水不溶性多糖類の両者

を相当量生産した。（Tabl e2－1参照）

 これらの保存菌株中、ABプレート．で青色と白色のコロニーの色調が最も鮮明で

あったのは、λ．…〃・ゐα・左〃 IF012665である。この菌株に由来する1株の

白色コロニーと2株の青色コロニーを選び純粋分離した。それぞれ菌株12665W、

菌株12665B、、菌株12665B。とし、ABプレートに生育させた。（Fig．2－1

A，C，D参照） この菌株12665WをPY寒天培地で30℃、60日間培養した後

ABフレートで調べるとFig．2－1Bに示したように高頻度で青色コロニーが出現

した。しかし、菌株12665B1、菌株12665B。を同じ条件で培養してABプレート

で調べたが、白色コロニーの分離は認められなかった。

 つぎに、これらの菌株の多糖類の生産性を合成培地で調べた。Table2－2に示

したように菌株12665Wは、水溶性多糖類を多量に生産するのに対し、水不溶性多

糖類は少量であった・一方・菌株12665B、・菌株12665B。は・不溶性多糖類を多

量に生産したが、水溶性多糖類は少量しか生産しなかった。
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茎

D

Fig． 2－1． Co1onies of Agrobacterium radiobacter af ter growth at

30o C for 5 days on AB med ium．

（A） stra■n 12665W （fresh pure culture）； （B） stra■n 12665W （culture

incubated for 60 days after purification）； （C） s train 12665B1 （fresh

pure cu1ture）； （D） strain 12665B2 （fresh pure cu1ture）．
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Table 2－2． Forma亡ion of water－soluble and water－insoluble

po1ysacchar■des by stra■ns ■sola ted from stock cul ture

of A．radiobacter IF012665

St胞in

12665W

．12665 B1

12665B2

冠xoce11u1ar p◎1ysaccharides
Pmd…d［㎎（100m1）・11

Wat er－so1ub1e Watel＝一inso1ub1e

670          15

87         990

89         560

  2．多糖類の生産能力の自然変異

 菌株12665WをPY寒天培地で30℃、60日間培養すると青色コロニーが出現し

た。（Fig．2－1参照） この中から、コロニーの形態が少し異なるものを4個選

び、純化して菌株12665Wb1、菌株12665Wb。、菌株12665Wb3、菌株1266

5Wb。とした。 それぞれの菌株の多糖類の生産性をTable2－3に示した。また、

これらの変異株をPY寒天培地で30℃、60日間培養したが、多糖類の生産能力に

は変化がみられなかった。

 つぎに、菌株ユ2665Wの菌体を、生理食塩水、あるいはO．02Mリン酸緩衝液中

で振盤したときの影響を、第一章で記述した方法に従って調べた。すなわち菌体懸

濁液1〃（約1×1011菌体）を、0．9％食塩水あるいはO．02Mリン酸緩衝液（pH

6．0）1．00〃に加え、500m4容坂口コルベン中30℃で振濠した。 定期的に菌体懸

濁液を採取し、適当な菌体濃度に希釈し、その0．1〃をABプレートに広げ培養し

た。得られた結果をTable2－4に示したが、生理食塩水の場合、4日目から青色

コロニーが急に増加を始め、8日目で最も多くなった。これに対し、白色コロニー
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Tabユe 2－3． FOrmatiOn of water＿solub1e and water一

insolub1e polys acchar■des by s trains derived

spontaneously from A．radiobacter strain12665W

Mutant
S tra■n

Exoce11ular polysaccharide produced

Water＿so1ub1e Water－insolub le

12665Wb1

12665Wb2

12665Wb3

12665Wb4

10

84

72

1100

600

330

190

Tab1e 2－4． Effect of incubation time in sodium chloride solution or

phosphate buffer On the apPea「ance
of blue colonies on aniline bユue

plates

工ncub且亡ion mediu皿

Type of

colonie日
Dilution8

 No． of coユ。nie昌 pel＝ P1ate

after incubation fo士 （day昌）：

0    1    2    3   4    6    8   10

O．9Z画aC］二 solution

O．02 M－pho昌phate 1〕uffer pH 6．O

Blue

Whi te

Bユue

Whi te

 1

  5
10
  6

！0

 1

10
  5

10
  6
10

00111480102
                          8

！32 101 93   90  62   21

0   1  28  31

12フ 123

］．05

  9 212

ユ05   94  90   82

94

297

31

9

1

0

2

0

  Agrob且。terium radiobacter strain ユ2665W wa昌 incubated at 30oC in 日。dium ohloride

soユuti01］ or pho日phate buffer・ Periodica11y samp1e昌 were removed and O，1 ml portions of

appropriately diluted 昌uspen昌ion we1＝e spread on ani1in巴 blue plate昌・ Numbers of blue and

whi亡e coユ。nies－were counted af亡er 5 days at 30o C． Value目 are the average昌 fro皿 t町。

expe］＝i皿ents．
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は自己消化によると思われるが、日数がたつにつれて減少した。生菌体数が約0，6

％となる8日目では、白色コロニーに対する青色コロニーの比は約1／8×103で

あった。一方、リン酸緩衝液の場合は、2日目から青色コロニーが急に増加を始め

6日目で最も多くなった。その時の白色コロニーに対する青色コロニーの比は、約

1／4×104であった。

 第四節’考   察

 λ．用〃。あ“4。。IF012665の菌株を、PY寒天培地で長く保存すると高頻

度で変異株が出現し、また、この菌体を無機塩の溶液中で振撮すると、生菌体数が

減少を始めるころから、変異細胞は著しく増加することが明らかとなった。これら

の結果よりλ．ブ。〃。ゐα。庄〃 IF012665の多糖類の生産能力は、第一章で記述

したλ．∫α・・α㍑・var、刎w・g・…  10C3と同様に変異することがわかった。

 このことから、λg。。あα。f。。｛。例の保存菌株刊こ、多糖類の生産性の著しく異な

る菌株の混在が認められるのは、水溶性多糖類を多量に生産する菌株の一部が、保

存中に、水不溶性多糖類を多量に生産する菌株に自然変異したためであると言うこ

とができる。

 第五節 要   約

 保存されていた地・・ろα・‘・・え舳9菌株中、4菌株に、水溶性多糖類と水不溶性

多糖類（カードラン）の生産性が著しく異なる菌株が混在していた。このうち、水

不溶性多糖類を多量に生産する菌株は、保存中に自然変異したものである。

 多量ρ水溶性多糖類と少量の水不溶性多糖類を生産するん。α〃・み“㍑。IF0

12665は、PY寒天培地で長期間培養したり、無機塩の溶液中で振鍛したりすると、

水不溶性多糖類を多量に生産する菌株に自然変異した。この変異様相は、λ．∫に

・・α㍑・var．mμ・g。〃・・1OC3と全く同じであった。
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第三章 々・・炊〃〃mの種々な菌株の生産するコハク酸含有酸

    性多糖類

 第一節 緒   言

        26）
 Nakanishiら は、地。。ゐα。エ。。～mの菌株中に力一ドラン生産性のものを

見出したが、同時に水溶性多糖類も生産することを見出した。また第二章では、多

量の水溶性多糖類と少量の水不溶性多糖類（力一ドラン）を生産するλg・・ろ“オ・一

八舳の菌株は、〃。α㍑g。〃。∫α。。α㍑。var．mw．g。〃。10C3と同様に

多糖類の生産能力が不安定で、保存中に自然変異をおこすことを述べた。

        46）47）
 Zevenhuizen   は、相。。あα。左。。1m彦m。∫α。｛。。。の水溶性多糖類の

構造について報告した。その糖組成に関してはサクシノグリカンのものと類似して

いたが、エステル結合している有機酸に関しては、前者が酢酸で後者がコノ・ク酸で

ある点が異なる。

 本章では、第二章で調べたλgブ。あα。彦。。｛舳の生産する水溶性多糖類について、

糖と有機酸の種類が多くなると一それらの分析は困難になる。そこで、著者は多糖類

に含まれる有機酸の分析を迅速かつ正確に行なうため、高速液体クロマトグラフィ

ーによる方法を試みた・この結果、これらの多糖類は、有機酸としてコハク酸、ピ

ルビン酸、酢酸を、また糖としてD一グルコース、D一ガラクトースを含むことが

明らかとなった。

 第二節 実験材料および方法

 使用菌体

 第二章と同じ、地。。ろα。士。〃m 。α〃・ろ“彦。・7菌株、ルブ。ろα。左。ブ｛m

・ゐ㍑・g… ∫1菌株、Ag・・ろ“㍑・～m士m・∫α・｛…  1菌株を使用した。こ

のうち4菌株（λ．・α〃・ろα・彦・・玉F012665，IF013127，IF013256，A．
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・ゐ㍑・g・・一E・IF013259）については、第二章、第三節で記述したように、粘欄

性の高いコロニーを親株として使用した。

 培養方法

 第一章の記述に従って行なった。

 水溶性多糖類の調製方法

 培養液を25，000回転、30分間遠心分離し、この上澄液にNaClを加えて約1％

濃度にした。ついで上澄液の2倍量のエタノールを加え多糖類を沈殿させた。多糖

類を遠心分離で集め、水一エタノール（1：2，V／V）の溶液で2回洗浄した。こ

れを蒸留水に溶解し、蒸留水で2日間透析した。さらに、アンバーライト1R－120

（H＋型）でカチオンを除去し、30℃で減圧濃縮した後、凍結乾燥して試料とした。

凍結乾燥試料は、11．8－12．8％の水分を含んでいたので、構成成分の分析値は乾

燥重量を基にして計算した。このようにして得られた試料は、超遠心分析より単一

         48）
であり、ローリー法  よりタンパク質量を求めるとO．4％以下であった。

 有機酸のぺ一パークロマトグラフィ＿

 多糖類100m9を密栓付試験管の中で川H．S041meに溶解し、100℃、60分間

窒素下で加水分解した。これを工一テルで48時間連続抽出した。この工一テル抽

出物は東洋濾紙κ50を使用し、ぺ一パrクロ々ドグラフィーを行なった。展開溶媒

                      49）
はフェノール：水：ギ酸（75：25：1，V／V） を使用した。展開後、溶媒を

完全に除去してから、ブロムクレゾールグリーン溶液を噴霧し黄色のスポットとし

て有機酸を検出した。また、ヒドロキザム酸の誘導体についてもぺ一パークロマト

                        49）
グラ7イーで展開溶媒として水飽和イソブチリック酸  を使用して調べた。

 有機撃の定量分析

 1．高速液体クロマトグラフィー

            50）
 PalmerとListの方法  に準じた・東洋曹達HLC－802型の装置に 強アニ

オン交換樹脂をつめたカラムを使用し、次の条件で分析した。
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   カ ラ ム   ステンレス、4×600mπ

   充 填 剤   LS－222（東洋曹達社製）

   溶出液  1Mギ酸ソーダ

   流速1．0〃／min
   温   度   室  温

   検出器 示差屈折計

 多糖類100m9を密栓付試験管の中で1MH．S041〃に溶解し、100℃、60分間

窒素下で加水分解した。これにBaC03を加えてH2S04を沈殿させ遠心分離した。

この沈殿物を水で3回洗浄し、上澄液と洗浄液を合わせて減圧濃縮した。これを、

1m4の溶出液に溶解し、分析器に注入した。また、有機酸の標準試料は種々の濃度

に変え先と同じ方法によって調製した。各有機酸量はクロマトグラムのピーク面積

を重量法で測定して求めた。

 2．比 色 法

                                5ユ）
 ピルビン酸は、ヒドラジンを形成させるKoepsellとSharpeの方法 に従っ

て測定した。また、エステル結合している有機酸は、ヒドロキシルアミンを使用す

               52）
るMcCombとMcCreadyの方法  に従って測定した。

 構成糖の定量分析

 多糖類20m茅を密栓付試験管の中で1M H2S041〃に溶解し、100℃、4時間窒

素下で加水分解した。BaC03でH．SO。を除去した加水分解物を減圧濃縮した。こ

れに少量の水と水素化ホウ素ナトリウム20m9を加え、一30℃、12時間還元した。

             十          十
アンバーライトIR－120（H型）でNa を除去し、これにメタノールを加えて

減圧濃縮をくり返してH3B03を除去した。よく乾燥した後、ピリジン1〃と無水酢

酸015m4を加えて、30℃、12時間、あるいは100℃、1時間反応させアルシトー

         53）
ルアセテートとした。 これをまず冷却してから、適当量のメタノールを加えて過

剰の無水酢酸をエステルに変えた。つぎにピリジンを共沸させるため少量のトルエ
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ンを加え減圧濃縮した。これらを完全に除去した後、クロロホルムに溶解し、日立

K－53型ガスクロマトグラフを使用して次の条件で分析した・

   カラム：ステンレス、3×1，OOOmm

   充填剤：3％ECNSS－M

   キャリヤーガス1窒素

   流速：50m4／min
   温   度 ： 170℃

   検 出 器 ： 水素炎イオン化検出器

 定量分析を行なうときには、加水分解後に5腕茅のキシロースを加え内部標準とし

た。

 一方、ウロン酸はガスクロマトグラフィーで検出できないため、カルバゾール反

                 54）
芯を利用するBitterとMuirの方法 に従って比色法で測定した。

 サクシノグリカンデポリメラーゼの調製

 サクシノグリカンを炭素源とした合成培地で〃α”ろα・㍑ブ主砒m・p．M64を培

                   3o）
着し、その培養液からAmemuraらの方法 に従って調製した。

 サクシノグりカンテポリメラーゼによる酸性多糖類の加水分解

 多糖類1n茅を200μのO．1M酢酸緩衝液（pH5．8）に溶解し、サクシノグリカ

ンデポリメラーゼ溶液（2単位）100μを加え40℃、5時間反応させた。 反応

                         十液を3分間沸騰させた後、アンバーライトIR－120（H型）で脱塩し、30一℃で

減圧濃縮した。この反応生成物は東洋濾紙κ50を使用し、ぺ一バークロマトグラ

フィーを行なった。展開溶媒はn一ブタノール1ピリジン：水（6：4：3，V／V）

を使用レ、アルカリ性硝酸銀で還元糖を発色させた。

 脱アシル化多糖類の調整

               55）
 S10nekerとJeanesの方法 に従って調製した。0．01MKOH（100〃）に

多糖類（100m茅）を溶解し、20℃、5時間窒素下で摺絆した。HC！で中和後、蒸
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留水で透析を行い凍結乾燥した。

 旋光度の測定

 0．25％濃度の多糖類水溶液を、パーキンエルマー241型施光度計で測定した。

 NM Rスペクトル分析

 JEOL－FX100NMRスペクトロメーターを使用した。試料を重水に約0．5％

（W／V）になるように溶かし、85℃にて測定した・

 第三節 実 験 結 果

  1、酸性多糖類に含まれる有機酸

 酸川水分解物の工一テル抽出物、およびそのヒドロキザム酸誘導体のぺ一パーク

ロマトグラフィーでは、コハク酸とピルビン酸が検出された。ただし、菌株IF0

12665、菌株IF013127、菌株IF013256の多糖類ではコハク酸に相当するスポ

ットは弱かった。さらに、菌株IF012607と菌株IF013532の多糖類29を酸川

水分解し、この工一チル抽出液を濃縮すると結晶が得られた（約100mg）。

このものの元素分析は

   分析値：C40．03 H5．06

   理論値：C40．68 H5．12
で、融点は184－185℃を示し、いずれもコハク酸のそれと一致した。 また、φ

一ブロモフェナジルエステル誘導体の融点も210℃を示し、コハク酸の誘導体

     56）
（211℃） と一致した。

 次に、高速液体クロマトグラフィーで有機酸の分析を行なった・酢酸、コハク

酸、ピルビン酸を混合した標準試料のクロマトグラムをFig．3－1に示す・ピルビ

ン酸は第二節で記述した方法で処理すると2本のピークになった。酸性多糖類に含

まれる有機酸のクロマトグラムをFig．3－2A（IF013532）と Fig．3－2B

（IF013256）に示す。 いずれの多糖類にも、酢酸、コノ・ク酸、ピルビン酸が検
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Fig． 3－1．High－speed liquid chroma togram of a calibration mixture

containing 0，625Z（w／v） of each of the indicated organic acids・

A， ace亡ic acid；B， succinic acid； C pyruvic acid．Eluant，M sodium

formate； separation column， 4x600 mm； flow rate， 1．O m1／min．

出された。酢酸よりも少し早く溶出される微小なピークについては確認できなかっ

た。

 これらのクロマトグラムから、それぞれの有機酸の含量を求めた結果がTable

3－1である。

 この酸性多糖類を0．01M KOHで処理すると、酢酸とコハク酸は遊離されるが、

ピルビン酸は遊離されなかった・（Fig．3－20）この結果、酢酸とコノ・ク酸はエ

ステル結合で、ピルビン酸はアセタール結合で多糖類に結合しているものと考えら
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Fig． 3－2． Chromatograms of hydrolys ates of wa ter－so luble po！y－

s accharid es and deacyla亡ed polys ac char ide．

A， polysaccharide of A・radiobacter IF0 13532； B， polysaccharide

of A．radiobac亡er IF013256；C，deacylated polysaccharide of

A．radiobacter IF013532．

れる。この点に関しては第四章でさら1と詳しく検討した・

 ま走、これらの有機酸を比色法によっても測定し、高速液体クロマドグラ7イー

の分析値と比較した。その結果、ピルビン酸の値については両方法とも二致してい
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Table 3－1．  Components of water一・soluble po1ysaccharides

Str目in  D01ucosεGa1且。tos昌
      a    （deg．）      （宏）       （毘）

＝α］25 D一。 D一。榊市舳（毘）Suωnic Acetic舳d日～自
。
I

     C    C eS亡旦r （毘）
d  呂。iO ・ω 。f。。㏄i．i。
工I   （蒐）  （寛） 且。id

Ag1＝obactorium

 IF012607  －i4

 IF0 12664     二18

 IF0 12665      － 9

 IF01312フ   一9
 工F0 13256      －17

 IF0 13532     －17

 。工F0 13与33      －10

ム主山一 1＝百0 13259      r16

ム・ tu皿efac i6n畠

IF0 3058      ＿11

78．O

η．5

83，0

82，5

82，0

79，0

77，0

76．O

フ8．5

 9．4

 9，3

10．5

ユ1，6

11，5

10，4

11．0

I lO．9

10．2

5．5   5．6

6，2   5．9

5．0   5．3

5．8   5．5

5．0   5．2

4．9   5．3

6．3   6．0

5．7   6．0

5．8   5．7

5．6

6．1

0．4

0．4

0．5

5．6

5．2

フ．4

4．8

O．5

0．4

0，3

0．4

1．5

0．5

0．4

O．5

O，5

6，0

6．8

0．7

1．3

2，4

6，4

6．5

7．9

5．8

 畠             b                     c
  In”atel＝， o 1．O．    As日ayed by ga昌 ohro皿目togl＝aPhy．    As昌ayed by high－speed 1iquid
．h。。㎜・。。。。。h。．d・昌畠。。日・。。1。。・。。。。・。。ユ・。b。。h日刊日・・。・。fk。。。昌。・・。皿・・h。工。日．

o
 As昌ay自d oo1orimεt1＝ioa11y 1］y the 耐ethod of McCo皿b and MoCl＝eady and ex1〕1＝皇宮sed a昌 昌uccinio 目。id・

るのに対し、エステル結合している有機酸については、高速液体クロマドグラ7イ

ーの酢酸とコハク酸の合計値が比色法の値とほぼ一致していることがわかった。た

だし、これはつぎの仮定のもとで言えることである。

 11）コハク酸の1つのカルボキシル基は、糖の水酸基とエステル結合している。

 （2）ヒドロキシルアミンとの反応で、コハク酸と酢酸のエステルは同一色調を示

、九

  2．．酸性多糖類に含まれる糖、および旋光度

 いずれの多糖類もD一グルコース、D一ガラクトースを含み、Table3－1で示

したように、それぞれ76．0～83，0第、9．3～11．6％であり、ウロン酸は含まれてい

なかった。
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              25
 これらの多糖類の旋光度〔α〕Dは一9。～一18。・（C＝一1，0，水）であり、β一

グリ．カンであることを示唆した。

第四節 考   察

                              55）
ピルビン酸、酢酸を含む細胞外多糖類については、Xα。〃。m。。α∫、Rん㍑。ろ｛一

”。t6）。、。、。あ、、彦、、17）λブ、ん、。ろ、、広、、ll）。。プツ、苫ろ、、、、、i、。19）。、、工、∂。。。、、、ツ

        46）      61）
地。oろ“士e．4砒m，KZeあ。｛e〃α それに、そのほかのル彦。。。ろαCC〃ゴ“〃e

      62）
に属する菌株 においてすでに多くの報告がある。これに比べ、コハク酸を含む細

胞外多糖類の報告は少ない。現在のところ、A．∫〃ω㍑。Var．mμ。g。。。。

   1O）12）                       63）
1OC3   以外にλg。。ろ“‘。。｛舳用〃。ろα。丘。。strain A＿1、 ル〃＿

                   64）
・・あα・㍑・・㍑”㍑・NRRL B－3225、 それに本章で明らかにした9菌株の

Ag・・ろ“エ〃ま舳 の細胞外多糖類においてのみコノ・ク酸が存在する。一方、細胞

                      65）
壁には、λ。㍑。。mぷ。。∫”。Zα。。。。のダイコ酸、Mツ。。ろα。宕。。～m〃Z。｛の

     66）                         67）
’リポ多糖類、 山。ノ、。。｛。〃α。。㍑のグリセロリン酸一オリゴ糖 にコノ・ク酸の

含まれているgとが報告されている。また、P。。｛。〃㍑舳～庄。舳の生産する

                     68）
多糖類（ルテイン酸）にはマロン酸が存在する。

 1つの多糖類に含まれる有機酸は1種類か2種類であるため、それらの定量分析

には滴定法や比色法などが用いられてきた。著者はこれらの有機酸の分析に初めて

高速液体クロマトグラフィーを導入し、9菌株の地ブ・あα・ε〃｛批mの水溶性多糖

類にコハク酸、酢酸、ピルビン酸が含まれていることを明らかにし、かつそれらの

有機酸の定量分析をより正確に行なった。このうち、コハク酸と酢酸は共にエステ

ル結合で多糖類に結合しているので、これらの有機酸を従来の分析方法で正確に定

                    1
量分析することは非常に困難である。最近、 H－NMRの分析技術が進歩し多糖類

を加水分解することなくコハク酸、．酢酸、ピルビン酸のメチル、メチレンプロトン

            64）69）
を検出できるようになった。   そこで、地・・ゐα・広〃｛舳の水溶性多糖類に
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ついてl g－NMRで測定したところ、Fig．3－3に示したように、いずれもコノ・ク

酸、酢酸、ピルビン酸のピー．クが検出された。

r

Pw

Suo

＾00

                         s1叩川

              1
Fig． 3－3． High－resolution  H－n．m．r． spectrum of water－soluble

po lysacchar ide from A．rad iobc ter IF0 13532．

Suc， suc c inic ac id； Ace， ac e亡ic ac id； Py r， py ruv ic ac id．

         46）47）
 Zevenhuizenは、  すでに地川ろα。i。。｛舳 〃m。∫α。｛。。。の酸性多糖類

の構造について報告している。この多糖類の構成糖に関しては、本章で調べた9菌
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株の地τ。ろ“広け～mのものとよく一致しているが、コハク酸の存在を見逃した。

細胞外多糖類にエステル結合している有機酸の多くは酢酸であることから、彼は比

色法によってエステル結合している有機酸を測定し、その値をすべて酢酸としたよ

うである。一方、著者らはサクシノグリカンにピルビン酸の存在を見逃していた。

A．∫α。。α〃。var．mμ・g・n・・10C3のサクシノグリカン中のピルビン酸、コ

ハク酸、酢酸の含量は、それぞれ5．8％、6．3％、0，4％であった。

 次に、サクシノグリカンを炭素源として、〃〃・ろα・fけ圭舳sp．M64を培養

し、その培養液より調製したサクシノグリカンデポリメラーゼをAg・・ろα・i〃｛m

       A8CDEFGHlJK
Fig． 3－4． Paper chromatogram of hydrolys is p roduc ts o f wat er＿

soluble polysaccharides produced by succinoglycan depolymerase．

A－J： polysaccharides of A・radiobacteτ IF0 12607， I F0 12664

1F0 12665， IF0 13127， IF0 13256， I F0 13532， I F0 13533，

A．rhizogenes IF013259，A．tumefaciens IF03058，and Alcaliσenes

faeca1■s var・理三 10C3； K， s亡andard m■xtur es of glucose

and gentiobios e・
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の水溶性多糖類に作用させた。分解生成物をぺ一パークロマドグラ7イーで調べる

と、いずれもサクシノグリカンの場合と同様なR∫値を示す1つのオリゴ糖が検出

された。（Fig．3－4参照） この酵素の基質特異性をTab1e3－2に示したが、
                           29）

サクシノグリカンにしか作用しない。 これらのことから、地・・あα・f〃｛・m の

水溶性多糖類の・構造はサクシノグリカンのものと非常に類似していることがわかっ

］＝ab！e 3＿2． Subs tra te specif icity of s｛ccinoglycan depo1ymerase

Substrate

Activity of crude enzyme prepared
     from cul ture med ium of

         succinog1ycan

  Specif ic ac tivity

（1」mole／hr／mg Protein）

Succinoglycan

Deacylated succinoglycan

Curdlan

Carboxymethy l c eユ1ulos e

Lutean

Luteose

Laminaran （Eis enia b icyclis）

Laminar ib ios e

Ce11obiose

Gentio1⊃iose

12

13

 0

 0

0．07・

O．09

0．62

 0

 0

 0

  F1avobac ter ium Sp・M64 was incubated in chemically def ined

medium （5 m1） containing lZ succinoglycan for 3 days at 30oC．

The cultures were cen1：rifuged and the supernatants were

b・。・ghtt．60Z．・・tn．f（｝旧4）2S04・Th・p…ipit・t・w・・

collec ted by cen亡r ifugation and d issolved in 5 ml of O．01M

acetate buffer （PH 5．8）． The solution was dialyzed overnight

against the saIne buffer at 4oC．
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た。ところでこれらの構造に関しては次章で詳しく記述する。

 第五節 要   約

 9菌株の北ブ。ろα。左。～舳の水溶性多糖類には、有機酸としてピルビン酸、酢

酸の他にコハク酸が含まれていた。コハク酸はエステル結合で多糖類に結合し、そ

の含量はO．4－7．4％であった。 一方、D一グルコース、D一ガラクトース、ピル

ビン酸の含量は、いずれの多糖類でもほぼ同じであった。これらの多糖類にサクシ

ノグリカンデポリメラーゼを作用させると、いずれも単一のオリゴ糖が生じ、これら

の構造はサクシノグリカンのものと類似していることがわかった。
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第四章 2つの特異なβ一D一グリカテーゼによる分解とメチル化分

    析によって、サクシノグリカンおよび々κ・6・C≠｛・m，

     R”舳”mの酸性多糖類の構造解明

 第一節 緒   言

 著者らは〃。α㍑g。。。。加。。α㍑。var．mμ。g。。。。10C3 の細胞外酸性

多糖類、サクシノグリカンがD一グルコース、D一ガラクトース、コハク酸、ピル

                              28）
ヒシ酸、それに少量の酢酸から成ることを明らかにした。Saitoら はサクシノ

グリカンの構造を過ヨウ素酸酸化法、メチル化法、スミス分解法、部分加水分解法

などの方法を用いて研究し、一応推定構造を提出したが、その構造解明にはいたら

           29）30）31）
なかった。一方、原田ら     は酵素によるサクシノグリカンの加水分解につ

いて研究してきた。その結果、〃ω・みα・エ・・｛舳sp．M64の年産する2つの酵

素たよって、サクシノグリカンは単位鎖8糖類を経て2つの4糖類に逐次分解され

ることが明らかにされた。

 第3章では、地・・ろ“’・〃・m9菌株の水溶性多糖類は、サクシノグリカンと類

                            47）
似の構造をしていることを明らかにした。またZevenhuizenは 地。。あα。’ダ

ブ～m 用π・∫α・6・・∫とR〃尾・あ｛舳m・J㍑・㍑ の細胞外多糖類についてメチ

ル化分析を行っているが、それらの結果はサクシノグリカンのものと類似していた。

        5）
また、Janssonら は、彼らが考案したメチル化分析と特異な化学的分解方法に

                                 70）
よってR．m。㍑Z。〃の細胞外多糖類の構造を解明した。一方、Haradaら  は

       I3
メチル化分析、 C－NMR、および酵素分解法によってR．m・J〃・〃、A．∫仁

・・α㍑．∫Var・mμ・g〃・∫、ん川〃〃α・‘・・の細胞外多糖類を比較検討した

結果、これらの多糖類はアシル基を除いて同じ構造であることを報告した。

 本章では、酵素を用いる方法によって、サクシノグリカンおよび地ヶ・あα・f・一

・～mの水溶性多糖類の構造について調べた。その結果、いずれも単位鎖8糖類が
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規則的に反復する構造であることがわかった。

 第二節 実験材料および方法

 使用した細胞外酸性多糖類

 サクシノグリカン、および地70ろαc彦e7～m rα〃。あα。左er IF012665、

λgroあαcjer｛〃m rん圭茗。genes IF013259， Agroみαc’er乞批m c批me∫αc｛en5

IF03058の多糖類は、第三章で記述した方法で調製した。肋㍍・”mηm・㍑Z・一

八 U27の多糖類はB，Lindberg教授より御供与いただいた。

 特異なβ一D一グリカテーゼによるオリゴ糖の精製

  （a）単位鎖8糖類（S G－D）

 サクシノグリカンをサクシノグリカンデポリメラーゼで分解して得られるオリゴ

糖を、雨村らはSuccinoglycan depolymerizedを略してSG－Dと称した。

                  30）
このSG－Dの調製はAmemuraらの方法 に従った・すなわち、サクシノグリカン

工00m茅を0．1M酢酸緩衝液（pH58）20m6に溶解し、これに、〃H〃・・f・・ゴ舳

sp．M64の細胞外酵素、サクシノグリカンデポリメラーゼ溶液（2単位）10例2

と1滴のトルエンを加え、30℃、48時間反応させた。反応後、1分間沸騰させ生

じた沈殿物は遠心分離で除去した。上澄液をコロジオンバックに入れ減圧下で透析

した。透析外液を濃縮後、セファテックスG－15のカラムで脱塩し、SG－Dを含

む溶出液を集め減圧濃縮した・アセトンで脱水後、真空乾燥し約80m茅のSG－Dが

得られた。

  （b） 2つの4糖類（O I，O］I）

 脱アシル化したSG－D40m9を0．1M酢酸緩衝液（pH58）10〃に溶解した。こ

         31）
れに、Abeらの方法  によって調製した〃“・ろα・士・・ll・ηsp．M64 の細胞

内酵素、エンドー（1→6）一β一D一グルカテーゼ溶液（2単位）5m～と王滴の

トルエンを加え、30℃、24時間反応させた。反応後、1分問沸騰させ生じた沈殿
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                              十物は遠心分離で除去した。上澄液をアンバーライトI R－120（H型）でカチオン

を除去し減圧濃縮した。この反応生成物を適当量の水にとかし、東洋濾紙κ50で

ぺ一パークロマトグラフィーを行なった。展開溶媒はn一ブタノール：ピリジン

：水（6：4：3，V／V）を使用した。RG値が0．25と0．07の物質を水で抽出し、

それぞれ脱アシルオリゴ糖I（脱アシル0I）、オリゴ糖皿（0皿）とした・それ

ぞれの収量は17π9、工5腕9であった。アシル基（主にコノ・ク酸）の結合したSG－

Dを、この細胞内酵素で分解しべ一パークロマトグラフィーを行なうと、上記のO

IはO皿の位置に重なり分離できなかった。このこと」 ﾍ、アシル基がOIのどれか

の糖に結合していることを示唆している。

 メチル化分析

          71）
 Hakomoriの方法  に従った。試料O．5～2．0m9をジメチルスルホキシド（p

MS0）に溶解し、メテルスルフイニルカルバニオンとヨウ化メチルを用いてメチ

ル化反応を行な二た。この反応溶液はアルカリ性が強く、エステル結合しているコ

ハク酸と酢酸は反応中に遊・離するが、アセタール結合しているピルビン酸はアルカ

リ性に強く反応中に遊離しない。それ故、ピルビン酸の結合位置についてはメチル

化分析によって知ることができるが、コハク酸と酢酸の結合位置については知るこ

とができない。

 メチル化多糖類は、まず密栓付試験管に移し90％ギ酸1〃を加え100℃、6時

間窒素下で加水分解した・つぎに、エバポレーターでギ酸を除去した後、2Mトリ

フルオロ酢酸0．5mCを加え、さらに100℃、6時間窒素’下で加水分解した。一方、

メチル化オリゴ糖の場合には、2Mトリフルオロ酢酸による加水分解のみで行なっ

た。エバポレーターでトリフルオロ酢酸を除去した後、第三章に記述した方法で、

アルジトールアセテートの誘導体にし、島津GC－7A型ガスクロマトグラフを使用し

てつぎの条件で分析した。

   カラム：ステンレス、3×2，OOOmπ
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   充填剤：O．3％OV275－0．4形GEXF1150

   キャリヤーガス：窒素

   流 速：50”／min

   温   度 1 120℃で4分間保持後、1℃／minで180℃まで昇温

   検出器：水素炎イオン化検出器

 この条件で脱ピルビン酸サクシノグリカンをメチル化分析したときのガスクロマ

トグラムを Fig．4－1に示す・ピークA，B，D，E，Fは、それぞれ、2，3，

4，6一テトラーO一メチルーD一グルシトール、2，4，6山トリーO一メチル

ーD一グルシトール、 2，3，4冊トリーO一メチルーD一グルシトール、2，3，

6一トリーO一メチルーD一グルシトール，2，3一ジーO一メチルーD一グルシ

トールであることを、ラミナリビオース、ゲンチオビオース、マルトース、グリコ

ーゲンのメチル化分析を行なって明らかにした。ピークCについては、まず、ガラ

スキャヒラリーにこのピークのところを分取した。そして、これを従来よく使用さ

れている3形ECNSS－Mのカラムで分析すると、その保持時間は、2，3，4，6

…テトラーO一メチルーD一グルシトールに対して2．28であった。この結果より、

                             72）
ピークCは、2，4，6一トリーO一メチルーD一カラクチトール であることが

わかった。現在、A～Fの6種類のメチル化糖を完全に分離することができる充填

剤は、著者が見出した 0．3男OV275－O．4％GEXF 1150だけである。

 S G－Dの還元末端糖の分析とその重合度

 SG－D2m9を水2腕6に溶解し、これに、水素化ホウ素ナトリウム4m茅を加え、

30℃、12時間還元した。還元後、アンバーライトIR－120（H型）とメタノー

ルでカチオンとH3B03を除去した。これに2M HClを加えて試料を溶解し、密栓

付試験管に移した。100℃、2時間窒素下で加水分解後、エバポレーターでHCl

を除去し、ピリジンと無水酢酸でアセチル化を行なった。得られた糖と糖アルコー

ルのアセチル誘導体をクロロホルムに溶解し、島津GC－7A型ガスクロマドグラ7
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                74）

を使用してつぎの条件 で分析した。

カ  ラ  ム

売 填 剤

ステンレス、 3×2，000例m

1．5％シリコン0V－17

島

…≡1

景

2

ε

τ

2
⑭

o

B

C
  D

E

F

10 20    30

Retention

40    50    60

量ime（min）

70

Fig． 4－1． Gas－1iquid chromatogram of the alditol acetates of

エnethylated sugars from d epyruvylated succinogユycan on an

OV275－GEXF．1150 co lu皿n．

（A）

（B）

（C）

（D）

（E）

（F）

1，5－di－O－ac ety1＿2，3，4，6一亡e亡ra－O－me thy1－D＿glucito1

1，3，5－tri－O－acety！－2，4，6－tri－O－methy1－D－g！ucito1

1，3，5－tri－O－acety1－2，4，6－tri－0一一皿e亡hy1－D－9alactito1

1，5，6－tri－0－acety1－2，3，4－tri－0－methy1－D－glucito1

1，4，5＿tri＿O－acety1－2，3，6－tri－0－methy1－D－gluci亡。1

1・4，5，6－tetra－0－acety1－2・3－di－O－methy1－D一・glucito1
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   キャリヤーガス：窒素

   流 速：60”／min

   温   度 ： 190℃

   検出器：水素炎イオン化検出器

 ガスクロマドグラ7の試料採取口にガラスキャヒラリーを取り付け、これに糖ア

ルコールを分取した。分取した試料をクロロホルムに溶解し、3％ECNSS－Mの

カラムで再びガスクロマトグラフィーを行ない同定した。

 脱アシル化の条件

 第三章に記述した条件で行なった。オリゴ糖の場合は、反応後透析のかわりにア

            十シバーライトIR一王20（H型）で脱塩した。

 脱ピルビン酸の条件

           73）
 Chaudhariらの方法 に準じた。0．01MHCl（100m4）に多糖類あるいはオ

リゴ糖（1OOm9）を溶解し、窒素下で100℃、90分間反応した。多糖類は、NaOH

で中和後、蒸留水で透析した・オリゴ糖は、アンバーライトIR－45（炭酸型）で

脱塩した。

 アーモンドのβ一D一グルコシダーゼによるオリゴ糖I（oI）の加水分解

 脱アシルOエを、弱酸性の条件で脱ピルビン準化した。この0．2m9を50mM酢酸

緩衝液（pH5．0）100μに溶解した。これにアーモンドのβ一D一グルコシダー

ゼ（シグマ化学社製）20岬を加え、40℃、2時間反応させた・この分解生成物

をぺ一パークロマドグラ7イーで調べた。展開溶媒には、n一ブタノール：ピリジ

ン：水（6：4：3，V／V）を使用し、発色剤にはアルカリ性硝酸銀を使用した。

 アーモンドのβ一D一グリコシダーゼによるサクシノグりカンの側鎖の分解

 脱ピルビン酸、脱アシルサクシノグリカン5ηを50mM酢酸緩衝液（pH510）

50m4に溶解した。 これに、アーモンドのβ一D一グルコシダーゼ5n9と1滴のト

ルエンを加え、30℃、72時間反応させた。反応後、1分間沸騰させ生じた沈殿物
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を遠心分離によって除去した。上澄液を蒸留水で透析後、凍結乾燥した。

 構成成分の分析および旋光度測定

 第三章に記述した方法で行なった。

 第三節 実 験 結 果

  1 サクシノグリカンの構造解明

 サクシノグリカンとその関連オリゴ糖の構成成分および重合度をTable4－1に

                  25
示す。サクシノグリカンの旋光度〔α〕Dは一1ゼ（C＝1－O，水）であった。こ

れはサクシノグリカンがβ一グリカンであることを示唆している。

 SG－Dを水素化ホウ素ナトリウムで還元すると、還元末端の糖だけが糖アルコ

ールになる。これを完全加水分解してアセチル誘導体にし、シリコン0V－17の

カラムでガスクロマトグラフィーを行なうと、Fig．4－2のクロマトグラムが得ら

Table 4－1・ Componepts and degree of polymerization of

  succinoglycan and related oユigoξaccharides

Mo1ar ratio

D－G1ucose

Succinog！ycan          7．1

0ctasaccharide of
succinog1ycan          7．2
（SG－D）

De6cy1ated
oligosaccharide I      4．1
（DA OI）

01igosaccharide ユエ
（0I工）               2．9

a

b

D－Ga1actose
Pyruvic  Succinic
。。id  。。id D・P・

                a1．0      1．1      0．9    1600

                b
1．0      1．1      0．9      8

0    1．O

1．0

    b0    4

          b0     0    4

                          5
Estimated by tak■ng the mo1ecular we■ght as 3 x 10

Detel＝mined by gas chromatography
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Fig・ 4－2・ Gas－1iquid chroInatogram of 亡he acetyl derivatives of an

ac id hydr o lys a te of r educ ed oc tasaccharid eてSG－D） on an OV－17 c olumn．

A， α＿D－gユucose pentaacetate； B， β＿D＿glucose pentaacetate；

C， D－91uci亡。l hexaacetate or D－9alactitol hexaaceta亡e．

れた。ピークA、ピークBは、それぞれα一D一グルコースペンタアセテート、β

一D一グルコースペンタアセテートである。ピークCが糖アルコールのヘキサアセ

テートである。このピークを分取して3％ECNSS－Mのカラムで分析すると、

Fig．4－3のクロマトグラムが得られた。このピークの保持時間がD一グルシトー

ルヘキサアセテートに対してO．87であることから、Fig．4－2のピークCは、D一
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Fig・ 4－3． Gas－1iquid chroma togram of peak C in Fig．4－2 on an

ECNS S－M coluTnn、

Peak A corresponds to D－galac1二■tol hexaace tate

カラクチトールヘキサアセテートである。この結果よりSG－Dの還元末端糖は、

D一ガラクトースであることがわかった。またFig・4－2において、ピークAとB

の面積をピークC’の面積で割ると、ほぼ7になった。この結果よりSG－Dの重合

度は8であることがわかった。

 つぎに、O，3％OV275－O．4％GEXF1150のカラムを使用して、サクシノグ

リカン、脱ピルビン酸サクシノグリカン、アーモンドのβ一D一グルコシダーゼ処
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Table 4－2． Methylation analysis of

       oligosaccharides

succinoglycan， repeating unit of

I and I I and their der iva tives

succino91ycan，

牡
伽

Me仁hylated sugar （relative proPortions）

2，3，4，6－G1c
（T・1．00a）

2，4，6－Glc

（昨1．39a）

2，4，6－Ga1
（T＝1．48a）

2，3，4－G1c
（T・1．56a）

2，3，6－G1c
（T・1．64a）

2，3－G1c
（T・2．11a）

Succino9！ycan

Depyruvy1a ted
  succ inog1ycan

β一G1ucosidasedigest・d，

  depyruvy1ated，一deacy1ated
  succino91ycan

Octasaccharide of
  succ inog1ycan（SG－D）

Depy ruvy1a ted SG－D

Deacy1ated
  ・1ig。・…h6・id・I

Depy ruvy1a ted，

  deacy1at＝ed
  o1igosaccharide I

01ig・・g㏄h・・id・II

1．0

1．0

0

1．0

1．0

1．0

1．9

2．1

0．2

2．3

2．2

1．9

2．1

〈0．1

0．9

！．1

1．0

0．8

0．7

0

0．9

O．9

1．0

0．3

2．2

2．1

O．8

0．8

0

2．1

2．3

2．3

2．1

2．0

＜0．1

〈0．1

2，4

2．O

1．1

1．2

1．0

0

1．0

0

0

   a
      Retention time of the corresponding alditol acetate re1ative to 1，5－di－O－acety1－2，3，4，6－tetra－

0－methy1－D－91ucito1． Column； 0．3Z OV275－O．4Z GEXF1150 on Shimalite W．



現したサクシノグリカン、・SG－D、脱ピルビン酸SG－D、脱ピルビン酸脱アシル

OI、およぴOI［のメチル化分析を行なった結果をTable4－2に示す。

 これらの分析結果をもとにして、サクシノグリカンの構造を解明するため、つぎの

6項目を明らかにした。

 （a） ピルビン酸の結合位置

 サクシノグリカンを弱酸性（pH2）の条件で処理してピンビン酸をのぞくと、

2モルあった2，3一ジーO一メチルーD一グニレシトールが1モル減少し、かわりに

1モルの2，3，4，6一テトラーO一メチルーD一グルシトールが増加した。（Tab1e

4－2参照） この結果、1モルのD一グルコー子残基が（1→4，1→6）結合

で分岐に関与していること、．また1モルのピルビン酸が非還元末端のグルコースの

0－4，O－6にアセタール結合していることがわかった。（Fig．4－5参照）

 （b）サクシノグリカンデポリメラーゼの切断点

 脱ピルビン酸SG－Dのメチル化分析では、2，3一ジーO一メチルーD一グルシ

トールが認められないので、SG－Dは直鎖のオリゴ糖である。一方、（a）で記述した

ようにサクシノグリカンは分岐構造をしているから、この細胞外酵素は分岐に関与

している結合を切断していることになる。そこで、脱ピルビン酸サクシノグリカン

と脱ピルビン酸SG T Dのメチル化糖を比較すると、2，3，6一トリー0一メチルー

D一グルシトールは共に2モルで変わっていないが、オリゴ糖の2，3，4一トリーO

一メチルーD一グルシトールは1モル増カロし2モルとなった。この結果より、サク

シノグリカンデポリメラーゼは、（1→4，1→6）結合で分岐しているD一グル

コース残基の（1→4）結合を切断していることがわかった。

 （c）脱アシルOIの構造

 メチル化分析より、2モルの（1→3）一D一グルコース残基、1モルの（1→

6）一D一グルコース残基、およ。び（a）で説明したようにピルビン酸の結合した非還

元末端のD一グルコース残基1モルから成ることがわかった。また、脱ピンビン酸
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Fig． 4－4． Paper chromatogram of 亡he products formed by

p ar tial hydrolys is of d epyruvylated，d eacy lated o1工9o－

saccharide 工 with β一D－91ucosidase of a1皿。nd．

S td，s tandard mixtures； G，glucose； 几B，ユaminarabiose；

rT，ユaminaratriose； DPS－OI，depyruvy1ated，deacylated

oligosaccharide I； CB，ce1！obiose； GB，9en亡iobiose・

脱アシル0Iを、アーモンドのβ一D一グルコシダーゼで作用させ、反応生成物を

ぺ一パークロマトグラフィーで調べると、Fig．4－4 に示されているように唯一

の2糖類としてゲンチオビオースが検出された。この酵素は、非還元末端からユキ
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ソ型に作用することから、OIの還元末端側の構造は・β一D－Glcp一（1→6）

一D－Glcpであることがわかった。

以上の結果より、脱アシルOIの構造はつぎのように決定された。

β一D－Glc月一U叫3）一β一D－Glc－D－O→3〕一β一D－Glc月一U→6）一D－GlcP

 ノ ＼
40 0o
 ＼ ！
  一C，

H．C CO．H

（d） O皿の構造

 メチル化分析より、2モルの（1→4）・一D一グルコース残基、1モルの（1→

3）一D一ガラクトース残基、および非還元末端のD一グルコース残基1モルから

成ることがわかった。すでに、SG－Dの還元末端はD一ガラクトースであること

を明らかにしたので、O皿の還元末端の糖はD一ガラクトースである。以上の結果

より、0皿の構造はつぎのように決定された。

β一D－GlcμU→4〕一β一D－G1c月一U→4）一β一1〕一GlcP－U→3〕一D－G目1戸

 （e）脱アシルSG－Dの構造

 メチル化分析より、2モルの（1→3）一D一グルコース残基、2モルの（1→

4）一D一グルコース残基、2モルの（1→6）一D一グルコース残基、1モルの

（1→3）一D一ガラクトース残基、およびピルビン酸の結合した非還元末端のD

一グルコース残基1モルから成ることがわかった。つぎに、脱ピルビン酸SG－D

のメチル化糖の値と、脱ピルビン酸脱アシルOIとO］Iのメチル化糖の値の印とを

比較すると、後者の場合、2，3，4，6一テトラー0一メチルーD一グルシトールが

1モル多く、乞，3，4一トリーO一メチルーD一グルシトールが1モル少なくなって

いた。このことは、0IとOIとが、（1→6）一D一グルコシドで結合してSG一
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Dになることを意味している。以上の結果より、脱アシルSG－Dの構造は、つぎ

のように決定された。

β一D－G！cP一｛1→3）一β一D－GlcP－U→3トβ一I）一Glc月一U→6〕一β一D－GicP一リ→6）一β一D－GlcP一｛1→4）一β一D－GlcP－U→4）一β一D－GlcP－U→3〕一D－GH1戸

 ノ＼
40ぴ
 ＼／一

 C
 ノ＼
H．C CO．H

 （f）分岐に関与する糖の決定

 脱ピルビン酸サクシノグリカンと脱ピルビン酸SG－Dのメチル化糖を比較する

と、2，3川ジーO一メチルーD一グルシトールおよび2，3，4一トリーO一メチルー

D一グルシトールの値に、それぞれ1モルの差が見られるので、サクシノグリカン

は（1→6）一D一グルコシド結合で分岐していることがわかる。SG－Dには、

2個の（1→6）一D一グルコース残基が存在するので、この申のいずれが分岐に

関与するかを明らかにする必要がある。そこで、非還元末端のD一グルコースから

逐次加水分解するアーモンドのβ一D一グルコシダーゼを、脱ピルビン酸脱アシル

サクシノグリカンに作用させ、どこまで分解されるかをメチル化分析で調べた。こ

の結果、酵素作用を受けた多糖類は作用前のものに比べ、2，4，6一トリーO一メチ

ルーD一グルシトールがほぼ90％、 2，3，4一トリーO一メチルrD一グルシトー

ルが70％減少することがわかった。（Table4－2参照） これより、サクシノ

グリカンの側鎖には、（1→3）一D一グルコース残基と（1→6）一D一グルコ

ース残基の存在することがわかると同時に、SG－Dの非還元末端側（1→6）一

D一グルコース残基がサクシノグリカンの側鎖に位置し、還元末端側の（1→6）

一D一グルコース残基が分岐に関与することが明らかとなった。（Fig14－5参照）

 一方、アシル基、主にコノ・ク酸であるが、0Iのどの糖に結合しているかは明ら

かでない。
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                                   a              a              →4牌α・件11→・〕一β廿Gl・川→・〕抄G1・川→3）一外D’C州1→

                 6
                 ↑b
                 ↓
畑G1・州→3ト肘α・川→3〕一牌G1・川→6〕仙GlcP

．6㌧

 ／、ノ

 ∵     ？
 ノ＼           ■
H，C C0〕H       CH！CO

        CHユCO．H
                                    〃

Fig． 4－5． Structure of succinog1ycan・

Linkages a and b are hydro1yzed by succinoglycan depolymerase

and the intrace11u1ar β一D－g1ycanase，respect■vely．

 以上の結果を総合することにより、サクシノグリカンの構造をFig．4－5 に示

すことができた。

  2．地。。ろα。彦〃～mの水溶性多糖類の構造

 第三章で使用した地・・あ“彦・〃m9菌株の水溶性多糖類は、〃〃・ろα・i・フー

～m sp．M64の2つの特異なβ一D一グリカテーゼの逐次分解を受け、サクシノ

グリカンと同じようなぺ一パークロマトグラムのパターンを示した。また、本章で

                        5）明らかにしたサクシノグリカンの構造は、Janssonら が報告したR．m．Z〃・一

㍑U27の多糖類の構造とアシル基を除いてまったく同じである。そこで、これ

らの多揮類の構造について、本章で記述した分析方法に従って調べることにした。

 まず、A．rα〃。み“‘。r IF012665、λ．・〃完・g・…  IF013259， A．

㍑m。∫α。i。。∫IF03058，R，m。㍑王。”U27の多糖類に、サクシノグリカン

デポリメラーゼを作用させオリゴ糖を調製し、これらの多糖類とオリゴ糖のメチル
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化分析を行なった結果をTable4－3に示す。 これらすべてのメチル化糖の値は

サクシノグリカンのものとよく一致していた。この結果、地。。ろα。彦。～舳の水

溶性多糖類はサクシノグリカンと同じ構造をしていると結論した6ただし、第三章

で記述したようにコハク酸わよび酢酸の含量には相違がある。また、サクシノグリ

カンと、R・m・㍑～〃U27の多糖類は、アシル基を除いて共に同じ構造である

ことが本章においても確認された。

 第四節 考   察

 本章で、サクシノグリカンは、重合度8の単位鎖オリゴ糖（SG－D）が反復し

Table 4＿3．

Methy1at■on anaユys is of the extraceユ1u1ar ac id ic polysaccharides

（PS） froIn s tra■ns of Aユ。a■igenes， Ag］＝obacterium and Rhizob■u皿， and

of 亡heir produc ts （0S） ob tained with succinoglycan depo1ymerase

M皇thy！邑t昌d 日ugal＝ （ro！目tiΨ日 proportion昌）

2，3，4，6－G1o   2，4，6－G1o  2，4，6－Gaユ   2，3，4－G1c   2，3，6－01c   2，3－G1c

坦・fa・o・1i・冊・・理
 10C3PS
 10C3 0S （SG－D）

全昌・岨diobact・r

 IF0 12665 PS

 IF0 12665 0S

坐工幽 Il≡℃ 13259 PS

 工百0 13259 0S

坐・t口囮efaci帥s

 IF0 3058 PS

 I百0 3058 0S

Rh． 皿e1i1oti

u27PS
u270S

1．9

2．3

2．3

2．O

旦．8

2．3

1．8

2．4

1．8

2．3

O．9

0．8

1．2

0．8

o．9

0．8

1．O

O．9

1．O

o．9

o．9

2．2

O．8

！．9

o．7

2．3

O．8

2．2

O．8

2．4

2．ユ

2．1

2．4

2．1

2．0

2．3

2．2

2．4

2．0

2．2

2．0

1．0

2．0

1．O

2．0

1．0

2．0

1．O

2．O

ユ．o

Co1u皿n； 0．3里 oV275－0．4冤 GEXF1150 on Shi皿a1i仁e田．
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                             5）た構造であることを明らかにしたが、この構造は、Janssonら が提出したR．

m・㍑Z・”の多糖類の構造とアシル基を除いてまったく同じであった。彼らは、

側鎖の非還元末端から糖を1つっつ化学的に分解して得られる多糖類について、そ

れぞれメチル化分析、スミス分解などの方法によ一 ﾁて分析し構造を決定した。この

ような複雑な構造をしている多糖類の構造を明らかにするには、従来一般に行なわ

れている構造研究の方法のみでは不可能で、Janssonらの考案した化学的な方法か、

特異な酵素を使用する著者の方法を採用すべきものと思われる。

 数多くの菌株の生産する細胞外多糖類中、サクシノグリカンタイプの多糖類の存

在を調べるためには、サクシノグリカンデポリメラーゼとエンドー（1→6）一β

一D一グルカテーゼは大変有用な酵素である。本論文の中で一も、9菌株のAg。。一’

5α・C・・｛舳の水溶性多糖類にこれらの酵素を作用させぺ一パークロマドグラ7イ

ーで調べたところ、すべての多糖類の構造はサクシノグリカンの構造と基本的に同

じであることが明らかとなった。このほか、13菌株の〃㍍・〃・mの多靖類につ

いて同じようにして調べたところ、 R．m．Z〃。㍑ 5菌株、 R．けげ。㍑i

                                     27）
1菌株がサクシノグリカンと基本的に同じ構造の多糖類を生産することがわかった。

また、これらの研究中、〃㈹・あ“彦・・｛m sp．M64の2つの特異なβ一D一グ

リカテーゼの作用を受けるものの、サクシノグリカンとは構造の異なるR．m・Zト

J・㍑IF013336の細胞外多糖類を見出すことができた。この多糖類は側鎖の構

                    75）
造がサクシノグリカンと著しく異なっていた。

 細胞外多糖類を単位鎖オリゴ糖に分解する酵素に関する研究は、細菌由来の酵素、

サクシノグリカンデポリメラーゼのほかは、バクテリオファージ由来の酵素である。

多糖類．を生産している細胞にファージをかけるとプラークができるが、ときには拡

                             76）77）
散した酵素がその周辺の多糖類を分解して量（halo）ができる。   ファージ由

来の可溶性酵素あるいはファージ粒子そのものを多糖類に作用させると、単位鎖オ

リゴ糖の他に、分子量がその2倍あるいは3倍のものも生ずる。このよらな研究の
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                      78）      79）80）
対象とな一っている多糖類は、亙・・ん〃｛・〃α・・㍑  とKZ・ろ・｛・〃α   の多

糖類であり、これらの構造は比較的簡単なため、従来一般に行なわれている分析方

法（部分水解法、過ヨウ素酸酸化法、スミス分解法、メチル化分析法）で解明され、

ファージの酵素は構造解明の手段としては利用されていない。ファージは単位鎖オ

リゴ糖をさらに分解する酵素を生産していないようである。したがって、ファージ

由来の多糖類分解酵素に対する関心は、その酵素作用点にある。種々な微生物やバ

クテリオファージの多糖類分解酵素の性質が明らかになれば、今後、多糖類の構造

研究において役立ってくることであろう。

 第五節 要   約

 A．∫“。α㍑∫var．mμ。g。。。。lOC3 の細胞外多糖類、サクシノグリカン

の構造は、まずサクシノグリカンを〃〃・ろα・彦〃｛・m sp．M64の細胞外酵素、

サクシノグリカンデポリメラーゼで重合度8の単位鎖オリゴ糖に分解し、ついで、

これを細胞内酵素、エンドー（1→6）一β一D一グルカテーゼで分解して2つの

4糖類にし、これらのオリゴ糖、および多糖類のメチル化分析の値を比較検討して

解明された。

 A・用山・みα・彦〃、ん・〃・・9・… 、A．㍑m・∫α・｛・・∫、R．m・Z〃・〃

の細胞外多糖類について、本章で記述した方法により分析した結果、いずれの多糖

類もアシル基を除いてはサクシノグリカンの構造と同じであることがわかった。

 また、サクシノグリカンの構造は、Janssonらが報告したR，m。㍑Z。〃U27

の細胞外多糖類の構造と、アシル基を除いて同じであった。
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第五章 サクシノグリカンの単位鎖オリゴ糖（S C G）の生産とぞ

     の構造

 第一節 緒   言

。、、、。aら4’）は、〃、、㍑、、”。、∫側、、、㍑、var．。ツ、。、、、、、1Ob3をニ

トロソグアニジン処理して、多量のサクシノグリカンのみを生産する変異株22を

分離した。著者は、この菌株22をさらにニトロソグアニジン処理して得た変異株

22－33を酵母エキスを含む合成培地で培養すると、かなりの量のオリゴ糖が生産

されることを見出した。

 微生物の生産するいくつかの多糖類は、数個の単糖からなるオリゴ糖の単位が規

                        3）4）5）
則的に反復する構造であることが明らかにされている。   サクシノグリカンの

構造についても、SG－Dの単位鎖からできていることを第四章で明らかにした。

しかし、多糖類の構造研究だけでは、多糖類の生合成サイクルが単位鎖オリゴ糖の

いずれの単糖から始まるかについて、知ることができない。ところで、多糖類の生

合成系の中間代謝物質、あるいは、それ一と関連性のある物質が得られれば、生合成

サイクルを考えることができる。

 本章では、変異株22－33の生産するオリゴ糖について、サクシノグリカンの生

合成中間代謝物質との関連性に注目しつつ、それが生産される培養条件、ならびに

その構造を調べた。その結果、このオリゴ糖はサクシノグリカンの単位鎖（SG－D）

と全く同じ構造をしていることが明らかとなった。

第二節 実験材料および方法一

使用菌株

                          41）
 〃。α㍑g。。。。∫α。。α㍑。var mμ。g〃。。菌株22 は、λ．∫“・α㍑・

var．刎μ・g。・。。1OC3 を、ニトロソグアニジンで処理してサクシノグリカン
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のみを多量に生産する変異株として得られた菌株である。この菌株22をさらにニ

トロソグアニジンで処理してかなりの量のオリゴ糖を生産するようになった変異株

22－33を分離した。この両菌株を実験に使用した。

 培養条件

 4％グルコースを含んだ合成培地にO．1形の酵母エキス、あるいは種々の濃度の

ペニシリンG（明治製菓製）、パシトラシン（P－L Biochemicals製）を加え

て、30℃．で振鑑培養した。

 サクシノグリカン、オリゴ糖、および菌体の調製

 培養液にNaClをカロえてi％濃度にした後、2倍量のエタノールを加え5，O00回

転、20分間遠心分離した。 この沈殿物には、サクシノグリカン、菌体、それに過

剰のCaC03が含まれ、オリゴ糖は上澄液に含まれていた。この上澄液を約1／10の

量まで減圧濃縮し、まだわずかに混在しているサクシノグリカンを除去するために

再び2倍量のエタノールを加え遠心分離した。上澄液を減圧濃縮後、4倍量のエタ

ノールを加えてオリゴ糖を沈殿させた・さらにつぎの操作によって精製した・分子

量が1O，000以上の物質を分画することができるダイアフロー膜PM10（アミコン社

製）を使用して、オリゴ糖の溶液を限界炉過した。この炉液に4倍量のエタノール

を加え、遠心分離によってオリゴ糖を集めた。これを、水一エタノール（1：4，

V／V）溶液で3回洗浄した。このオリゴ糖を再び水に溶解し、アンバーライトIR

     ＋
一120（H型）とアンバーライトIR－45（炭酸型）のカラムに通して脱塩した。

溶出液を減圧濃縮した後、4倍量のエタノールを加えてオリゴ糖を回収した。これ

をアセトンで脱水し、真空乾燥した。一方、サクシノグリカン、菌体などを含む沈

殿物に約100倍量の水を加え十分撹拝した。この懸濁液を第一章で記述した方法に

従って処理し、サクシノグリカンと菌体を得た。

 高圧炉紙電気泳動

 富士理研の高圧炉紙電気泳動装置を使用した。ヘキサンを冷媒として使用し、
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40vo1ts／cmの電圧をかけた。緩衝液としてピリジン：酢酸：水（20：20：960，

V／V，pH4．7）を使用した。 スポットの発色にはアルカリ性硝酸銀を使用した。

 構成糖および有機酸の分析、エンドー（1→6）一β一D一グルカテーゼによる

オリゴ糖の分解、およびその分解生成物あ調製、メチル化分析、以上の実験方法は

第三章と第四章の記述に従った。

 第三節 実 験 結 果

  1．オリゴ糖の生成

 λ．ル・“㍑・var．mμ・gm・・菌株22をニトロソグアニジンで処理し、種

々の変異株を分離した。これらの変異株の培養生産物をぺ一パークロマトグラフィ

ーで調べたところ、原点付近に還元性を示すオリゴ糖の存在を認めだ。このような

変異株の中で、とりわけ菌株22－33がオリゴ糖を多一量に生産した。また、この菌

株を少量の酵母エキスを加えた合成培地で培養すると、オリゴ糖の生産量が非常に

増大することを認めた。当初このオリゴ糖はShort－chain glycan（SCG）で

あると考えた。以後、これをSCGと略称する。

 そこで、菌株22と菌株22－33について、4％グルコースを含む合成培地、あ

るいはこれに0．1彫酵母エキスを加えた培地で、サクシ！グリカンとSCGの生産性

を調べた。

 Table5－1に示した結果より明らかなように、菌株22によるサクシノグリカン

とSCGの生産量は、6日目で最大に達するのに比べ、菌株22－33はかなり遅く

それらの生産量は9日目で最大に達した。この菌株22－33は、合成培地では100

腕e当り戸5ηのSCGしか生産しなかったが、この培地に0，1勉酵母エキスを加える

と100m当り366ηのSCGを生産した。菌株22は、いずれの培地でもそれほど

多くは生産しなかった。

 SCGは、いったん生成したサクシノグリカンが酵素により分解して生成する可
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Table 5－1・ For皿ation of SCG and succino91ycan in synthe亡ic media by・

Alca1■genes faeca］一■s var． myxogenes stra■n 22 and strain 22－33

        Production （皿g／1001面1） of SCG
工ncub at ion t i一皿e

   （・…） 崇r
Without yeast extract
 SCG

Succino91ycan

With 0．1Z yeast extract
 SCG

 11           11

 16          55
 17          85

950         145
1050         725
1060         764

58          95
67         166
71         366

Succinog1ycan
3

6

9

980          50
1150        480
1190         640

能性が考えられた。そこで、これらの菌株がサクシノグリカンをオリゴ糖に分解す

る酵素を生産しているのかどうかについて検討を行なった。0・1％酵母エキスを含

む合成培地で、菌株22と菌株22－33を3，6，9日間培養した・菌体を遠心分離

によって集め、その一部は超音波処理を行なった。リン酸緩衝液（pH7と8）を

使用して、培養上澄液、生菌体、および細胞破砕液を長時間サクシノグリカンに作

用させた。それらの反応生成物をぺ一パークロマトグラフィーで調べたところ、い

ずれの場合にもオリゴ糖の存在は認められなかった。

  2．SCGあ生成における抗生物質の影響

 菌株22－33はサクシノグリカンを分解する酵素を生産していないので、この菌

株が多量のSCGを生産する要因として、多糖類の生成に関与する細胞表層の変化が

                                     81）
考えられる。そこで、細胞壁の生合成糸を阻害する抗生物質としてペニシリンG
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       82）
とバシトラシン を、また、界面活性剤としてはドデシル硫酸ナトリクムを選択し、

三れらの適当量を合成培地に加えて、菌株22を振濠培養した。 サクシノグリカ

ンとSCGの生産量を調べた結果をTab1e5－2に示す。これよりペニシリ

ンG、特にパシトラシンの添加は、サクシノグリカンの生産量を減少させ、かわり

にSCGの生産量を増加させることがわかった。一方、ドデシル硫酸才トリウムの一影

響は認められなかった。

Tab1e 5－2． Effects of some reagents on formation of o1igosaccharide

（SCG） and succinog1ycan by A】一。aligenes faecalis var． 孤yxogenes 22

Produc tion ofI

COnoentratiOn        Succino－            GlucOse        SCG            Ce11s
 （ 1」9／m1 ）         91ycan          consu㎜ption

                       （z）           （mg／100m1 ）

None

Penici1ユin G         1．2

           6．0
Bacitracin         10

          50
          100

SodiuID            10

dodecy1＿           20

su1fate

ユ5

ユ7

37

43
87

106

18
ユ5

1075－

956
767

675
535
527

558
415

175

ユ74

150

174
151
147

145
149

100

ユ00
100

100
100
100

100
100

Cu1tures were harvested after 9＿day incubation．
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  3．SCGの精製とその性質

 菌株22－33を使用してSCGの生産分離を行なった・4％グルコースを含む合

成培地にO．1％酵母エキスを加え、500腕4容坂口コルベンを使用して30℃、10日

間振鑑培養した。SCGの精製は、第二節で記述した方法で行ない、54の培養液か

ら約159のSCGを得た。このオリゴ糖の元素分析値は、C43．80；H6．27で、

その組成を調べると、D一グルコース、D一ガラクトース、コハク酸、ピルビン酸

が7：旦：1：1の割合で含まれていた。これは、第四章で記述した、サクシノグ

リカンをサクシノグリカンデポリメラーゼで加水分解して得られるオリゴ糖（SG

－D）と同じであった。そこで、菌株22および菌株22－33の培養液から精製し

たオリゴ糖（SCG）と、サクシノグリカンの酵素分解物のオリゴ糖（SG－D）に

ついて、高圧炉紙電気泳動で調べたところ、いずれも陽極側に同じ移動度の1つの

スポットを示した。（Fig．5－1参照） また、脱ピルビン酸、脱アシル化したこ

れらのオリゴ糖に、〃〃・あ“エ。・｛m sp．M64の細胞内酵素、エンドー（1→

6）一β一D一グルカテーゼを作用させ、ぺ一パークロマトグラフィーで分解生成

物を調べると、いずれも同様なR∫値を示す2つのオリゴ糖に分解された。（Fig．

5－2参照）これらの結果から、SCGとSG－Dは同じ構造をしているものと思われた。

  4．SCGの構造

 Fig．5－2において、移動度が大きい方をオリゴ糖A（OA）、小さい方をオリ

ゴ糖B（0B）とした・ 第四章で記述した方法で、OAとOBの物質をぺ一パークロ

マトグラフィーにより分取した。そこで、SCG、脱ピルビン酸SCG，OA，OBに

ついて、メチル化分析を行なった。その結果をTable5－3に示す。

 SCGのメチル化分析では、2，4，6一トリーO一メチルーD一グルシトール、 2，

4，6一トリーO一メチルーD一カラクチトール、2，3，4一トリーO一メチルーD一

グルシトール、 2，3，6一トリー0一メチルーD一グルシトール、2，3一ジー0一メ
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●●○

一、一

Fig・5－1・ A B C D

○●●

」山

Fig・5－2・ABCD

Fig． 5－1． Chromatogra㎜ of SCG from s train 22 （A） apd 22－33

（B）， and SG－D （C） by high－voltage paper electrophoresis・

Con亡rols， 91ucos e and g1ucuronic acid （D）・

Fig・ 5－2． Chromatogram of hydrolysa亡es of SCG from s亡rain

22 （A） and 22－33 （B）， and SG－D （C） by end一（1＋6）一β一D－

glucanase o f F1avobac ter■um sp．M64．

Contro1， glucos e and gentiob ios e （D）．

チルーp一グルシトールのモル比が、2：1：2：211であった。ここで、ジー

O一メチルーD一グルシトールは、分岐に関与するグルコース残基ではなく、0－

4，O－6でピルビン酸がアセタール結合している非還元末端のグルコー．ス残基由

来のものである。これは、SCGを脱ピルビン酸化すると、ジーO一メチルーD一グ
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Table 5－3． Methyla tion analys is of SCG， depyruvylated SCG and

o1igosacqharidesAandB

Methyユated sug且r （1＝elative proPortio血s）

2，3’一4，6－  2，4，6－  2，4，6－

Gユ・。 Gユ。  G目1。
（T・1．00） （T・1．39a） （T・1．48）

2，3，4－     2，3，6－

Gユ。     G1c
  a          昌（T＝！．56 ）   （丁告1．64 ）

2，3－

CユC
  a（不自2．11 ）

SCG

Depyruvyユated

SCC

01igosaccharideA

01igosaccharid旦 B

2．1      0．8       2．2       2．2      1，O

1．0       2．2       0．9

1．0      2，1      0

1．O      0       0．9

2，3     2．0

0．9     0

0       212

 且  Retention ti血e of the corresponding a1dito1acetate re1ative to 1，5－di－O－acety1－

2，3，4，6－tetra－0一皿ethy↓一D－91ucito1 on an OV275－GEXF1150 co1u皿n．

ルシトールのピークが無くなり、テトラー0一メチルーD一グルシトールが現われ

争ことからわかる。この結果より、SCGは直鎖のオリゴ糖で、

 （a） ピルビン酸と結合した非還元末端のD一グルコース残基、1モル

 （b） （1→3）一D一グルコース残基、2モル

 （c） （1→3）一D一ガラクトース残基、1モル

 （d） （1→6）一D一グルコース残基、2モル

 （e） （1→4）一D一グルコース残基、2モル

から構成されていることがわかった。一方、SCGの還元末端の糖について、第四章

で言己述したgと同じ方法で分析したところ、D一ガラクトースであった。

 メチル化分析よりO Aは、

 （a）非還元末端のD一グルコース残基、1モル

 （b） （1→3）一D一グルコース残基、2モル

 （c） （1→6）一D一グルコース残基、1モル

から構成されていることがわかった。この0Aを、第四章で記述したのと同じ方法

により、アーモンドのβ一D一グルコシダーゼで処理すると、唯一の2糖類として
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ゲンチオビオースが検出された。この結果、OAの還元末端側の構造は、β一D－

Glcp一（1→6）一D－Glcpであることがわかった。

 以上の結果より、OAの構造はつぎのようになる。

β一D一αc月一U→3）一β一D－Glc．P一（1→3）一β一D－G1c月一（1→6〕一D－Gic戸

 メチル化分析より0Bは、

 （a）非還元末端のD一グルコース残基、1モル

 （b） （1→4）一D一グルコニス残基、2モル

 （c） （1→3）一D一ガラクトース残基、1モル

から構成されていることがわかった。SCGの還元末端は D一ガラクトースである

から、ガラクトースを含む0BはSCGの還元末端側の構造を示し、その還元末端も．

D一ガラクトースである。また、アーモンドのβ一D一グルコシダーゼで処理する

                      、         28）
と、唯一の3糖類として3－0一β一D一七ロヒオシルガラクトース が検出され

た。以上の結果より、0Bの構造はつぎのようになる。

β一D－G1c月一（1→4〕一β一D－GlcP－U→4）一β一D－GlcP一｛1→3〕一D－G31ρ

 つぎに、OAとOBのメチル化糖の値の印と、脱ピルビン酸SCGのメチル化糖の

値を比較すると、前者の場合、2，3，4一トリーO一メチルーD一グルシトールが1

モル少なくなっている。これより、OAとOBは（1→6）一D一グルコシド結合に

よってSCGとなることがわかった。脱アシルSCGの構造をつぎに示す。

β一D－GlcP－U→3）一β・D－GlcP－U→3j一β一D－Glc月一U→6j一β一1〕一Glc月一11→6）一β一D－Glc月一U→4）一β一D－GlcP一（1→4トβ一I〕一Glc月一U→3〕一1〕一G日1ρ

 ／一・．

4000・
 ＼！
 C
H．C CO．H

この構造は、サクシノグリカンを酵素分解して得られた脱アシル単位鎖オリゴ糖
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（SG－D）と全く同じである。アシル基の位置に関しては、SG－Dと同様、解明さ

れていない。

 第四郎 考   察

 細胞壁ペプチドグリカン生合成系に作用するペニシリンGやパシトラシンを適当

量作用させると、細胞壁の構造が一部変化することが考えられる。実際、これらの

抗生物質を加えた合成培地でA．∫“・α㍑∫var．mμ・g舳・・菌株22を培養す

ると、サクシノグリカンの生産量が減少し、SCGの生産量が増加した。この菌株

はサクシノグリカン分解酵素を作っていないので、SCGの増加は抗生物質による

細胞壁の変化によるものと考えられるよすなわち、細胞壁の構造が変化すると、サ

クシノグリカン生合成系に影響が現われ、その中間代謝物質の一部はサクシノグリ

カンに移行されず、そのかわりに細胞外へSCGとして遊離されたものと考えられ

る。菌株22－33は、合成培地のみでも多少のSCGを生産するが、酵母エキスを

加えるとその生産量は著しく増大した。この菌株もサクシノグリカン分解酵素を作

っていないので、細胞壁の構造が変化したものであると思われる。

 パシトラシンは、細胞壁ペプチドグリカン生合成系において、C55ポリイソプレ

                         82）         。
！一ル2リン酸と結合してリピッドサイクルを阻害する。 このC55ポリイソフレ

ノールは、細胞壁ペプチドグリカン、リポ多糖類、ダイコ酸、それに細胞外多糖類

                                 83）
の生合成に、構成糖の運搬役として利用されていることがわかってきた。 それ故

C55ポリイソプレノールはキャリヤーリビッドとも呼ばれている。このリピッドの

細胞中の量には限りがあるため、増殖が活発な間はもっぱら細胞壁ペプチドグリカ

ンの合成に働き、ついでリポ多糖類の合成に、増殖が終って停止期に入ってから細

                           83）
胞外多糖類の合成に働くとされている。（Fig，5－3参照・）

 このような細胞外多糖類の生産は、細胞の増殖が完了してから活発に行なわれる

                 lO）    15）
ことを、原田らは早くから（1964年、 1965年 ）報告している。（Fig．5－4）
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 培養液から得られたSCGは、

                             規則性のある反復構

造を有するサクシノグリカンの単位鏡物質そのものであり、また生合成中間代謝物

質と関連のある物質と考えられるため、規則性のある反復構造を有するサクシノグ

リカンは、Fig．5－5に想定した生合成サイクルより作られるものであると考えら

れる。

N－Go1
N（nudeotide）

          P－upid
           ！
        P－P－Lipid

   段旬・・1

         ！今SCG
Succin◎9Iycon

段匂・

SCGPPLipid

GdPPLipid
       N一αc

        N

G－c－GdPPLipid

Fig． 5－5， ProPosed scheme for the biosynthesis of succinoglycan・

Sugars are transferred from sugar nucleotides to form the

oc tasaccharide rep eating units （SCG） of succinoglycan． Lip id，

po1yisopreno1； N，nucleotide； P，phosphate．
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 第五節 要   約

 A．加・・切㍑∫var．mμ・g・… 菌株22の変異株22－33は、0．1％酵母エ

キスの入った合成培地100例2から、約370ηのオリゴ糖（SCG）を生産した。 ま

た、菌株22は、合成培地にペニシリンG、特にパシトラシンを加えて培養すると、

サクシノグリカンの生産量が減少し、かわりにオリゴ糖の生産量が増加した。

 このオリゴ糖（SCG）は、D一グルコース、D一ガラクトース、コハク酸、ピル

ビン酸がモル比で7：1：1：1からなり、〃〃。ろα。’。。6mm sp．M64の細

胞内酵素、エン・ドー（1→6）一β一D一グルカテーゼで2つの4糖類に分解され

た。これらのオリゴ糖のメチル化分析より、SCGは、第四章で記述したサクシノ

グリカンの単位鎖オリゴ糖（SトD）とまったく同じ構造をしていることがわかっ

た。
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総     括

 微生物の生産する細胞外多糖類の中には、特徴のある物性や生理活性を示すもの

があり、多くの研究がなされている。しかしながら、微生物多糖類の総合的な科学

としての発展を示しているものは少ない。原田が中心となって進めてきた〃。α一

Z｛g。。。。ル。。切㍑。Var．mμ。g。。。∫の細胞外多糖類（カードランとサクシノ

グリカン）の研究は、菌株の改良や培養条件の検討、多糖類の構造と物性、食品や

医薬品への応用、さらには多糖類の分解酵素の研究など、基礎から応用まで幅広く

総合的に行なわれている。これらの研究は多糖類科学の発展に寄与している。本論

文は、これら一貫した研究において大いに貢献するものである。

 第一章では、A、∫“。α㍑。var．mμ。g。。。。 10C3 における多糖類の生産

能力の変異について研究した。多量のサクシノグリカンと少量のカードランを生産

する菌株10C3は、保存用寒天培地で長く培養すると、サクシノグリカンよりもカ

ードランをより多く生産する菌株に自然変異した。この現象について、生理食塩水、

あるいはポリペフトン・酵母エキス・食塩の液体培地で培養して調べた結果、この

自然変異は、細胞分裂が活発な時期には起りにくく、むしろ細胞分裂がおさえられ

て細胞が死につつある時期に起りやすいことがわかった。

 そして、この変異は、ニトロソグアニジン、エチルメタンスルフォネイト、ある

いは紫外線の処理で促進された。なお、これらの多糖類の生産には、プラスミッド

は関与していないものと考えた。

 第二章では、地。。あα。f。ブ1舳の細胞外多糖類の生産能力の変異について研究

した。醗酵研究所に保存されていた9菌株のうち4菌株に、水溶性多糖類と力一ド

ランの生産性が著しく異なる菌株が混在していた。A．“山。ろα。オ〃IF012665

の多糖類の生産能力を調べたところ、A．加・・α㍑∫var．mμ・g・…  10C3と

同様な条件下で自然変異することがわかった。この菌株IF012665は、多量の水
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溶性多糖類と少量のカードランを生産し、自然変異した菌株は多量の力一ドランと

少量の水溶性多糖類、あるいはカードランのみを生産した。このような変異株ある

いは水溶性多糖類のみを生産する菌株の多糖類の生産能力は安定であった。保存菌

株に混在していたカードランを多量に生産する菌株は、保存中に自然変異したもの

である。

 第三章では、第二章で調べた9菌株の地・・あ“C・・｛mの水溶性多糖類に、 コ

ノ・ク酸、酢酸、ピルビン酸が含まれていることを、高速液体クロマトグラフィーと

1

 H－NMR分析により明らかにした。酢酸、ピルビン酸を含む細胞外多糖類は数多

く知られているが、コハク酸を含むものは著者の研究以外には、ル〃・・ろ“i・・

5iα〃㍑5 NRRL B－3225 とλ星roあαc’〃～m rαa｛oろαc’er s t ra i n A－1

の細胞外多糖類に知られているにすぎない。一方、Ag。。印。‘。～舳 9菌株の水

溶性多糖類の構成糖は、いずれもD一グルコース、D一ガラクトース（モル比で7

～8：1）であった。

 また、これらの多糖類は〃〃・あ“f・・～m sp－M64 のサクシノグリカンデ

ポリメラーゼによって、サクシノグリカンの場合と同様のR∫値を示す1つの単位

鎖オリゴ糖に分解された。従って、地・・ろα・C・～舳9菌株の水溶性多糖類は、

サクシノグリカン型多糖類であることが示唆された。

 第四章では、サクシノグリカンの構造を特殊な酵素を使用して明らかにした。サ

クシノグリカンに〃〃。あ“j。。｛m sp．M64の細胞外酵素（サクシノグリカン

デポリメラーゼ）と細胞内酵素（エンドー（1→6）一β一D一グルカテーゼ）を逐次作

用させ、単位鎖8糖類（SG－D）を経て、2つの4糖類を得た・まず、この2つの

4糖類ρ構造をメチル化分析、還元末端糖の分析、β一D一グルコシダーゼの分解

パターンより明らかにし、ついで、多糖類、8糖類、それに2つの4糖類のそれぞ

れのメチル化糖の数値を比較検討することによって、サクシノグリカンの構造を次

のごとく決定した。
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              →4）β一D－G1c円1→4〕一β一D－GlclP一｛1→4）一β一D－Glc戸U→3）一β一D－G目1P－U→

                 6
                 ↑

β一D－GlcP－O→3）一β一D－GlcP－U→3）一β一D－GlcP－U→6〕一β一D一αcP

 ／＼
4006
 ＼ノ C         0
 ／＼        l
HコC C02H      CHユCO

        CHユCO．H

 この構造は、Janssonらが特殊な化学的方法によって明らかにした〃㍍。ろ6州

m・㍑i・〃U27の細胞外多糖類の構造とアシル基を除いて同じであった。

 基質特異性の高い〃〃・あ“エ・〃m sp．M64の2つの酵素は、数多くの細胞

外多糖類の中から、サクシノグリカン型の多糖類を検出することができる。すなわ

ち、これらの酵素による分解物をぺ一パークロマトグラフィーで調べ、その展開パ

ターンがサクシノグリカンのものと同じ多糖類は、メチル化分析においてもサクシ

ノグリカンのものと同じであったOこのようにして、A．rα〃。ろα・f。・、A．r一

〃洲g・・。∫、A．〃m・∫“｛・・∫、それに沢．m・㍑1・㍑の水溶性細胞外多糖類

は、アシル基を除いてサクシノグリカンと同じ構造であることがわかった。

 第五章では、変異株により生産されるオリゴ糖について調べた。A．加。。α㍑。

var．mμ・g．n。。菌株22の変異株22－33は、O．1％酵母エキスを含む合成培地

で培養すると、培養液100m4あたり約370ηのオリゴ糖（SCG）を生産した。一

方、菌株22もペニシリンGやバシトラシンを加えた合成培地で培養すると、サクシ

ノグリカンの生産量が減少し、かわりにSCGが増加した。このSCGは、サクシノ

グリカンの分解によって生じたも．のでなく、サクシノグリカンの生合成中間体と関

連めある物質であることが示唆された。その構造は、サクシノグリカンをサクシノ

グリカンデポリメラーゼで分解して得られた単位鎖オリゴ糖（SG－D）と同じであ
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った。このように、このオリゴ糖が、微生物によるサクシノグリカンの酵素分解の

際の単位物質であると共に、生合成の際の単位物質でもあることは興味深い。

 以上、多糖類生産能力の自然変異、および多糖類の構造解明について記述したが

本論文は、基礎的にも応用面でも微生物の多糖類科学の発展に寄与するものと確信

する。
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