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　Aureobasidiu，nPullutan 〜is　a　f加 gus　that　has　multiple 　ce 至lular　f（）rms ，　and 　preservation　and 　gr〔）wth 　of 　this

fUngus　has　proven〔o　bc　challenging ．・4．pztttuians　produces　the　extracellular 　pol｝Tsaccharide 　fi−glucan，　but
the　rclationship 　betwccn　ceU 　morphology 　and β

一glucan　production　in　this　organism 　remained 　to　be
elucidated ．　In　this　stud 称 we 　investigated　the 　complex 　lifb　cγcle 　of ．4．puUulans　strain 　N ’0202　and 　s［udied

the　relationship 　between　ccll　morphology 　and 　production　of β一glucan．　In　logarithmic　growth　phase，　the

cell　morpholog アof　the 　strain　changed 仕om 　a　conidia 　to　a　m アcelial　tbrm　through 　the　germ−tube ，　and 　the

fbrmation　of　an　endoconidium 　inside　the　mycelial 　fbrm 　was 　observed ．　Yeast−like　cells　proli±brated　by
budding　and 　division　of 　tlle　conidia ．　In　the 　stationary 　phasc，　both　the 　mycelial 　tk）rln 　and 　the アeast

−like

fbrm　became　swollen ．　SwoUen　mycelial 　cells 　then 　be（二ame 　seg 皿 ented 　and 　changed 　into　yeast−like　cells．
In　the 　 earl ア stationar ア phase，　 thc　 number 　 of 　sw ⊂）llen　 cclls 　incrcascd　 and 　 these 　 ceIls　 changed 　into
chlam アdosporcs．　Thc 　 chlamydospores 　then 　germinated 　 and 　 I

・
csumed 　 proliferation　in　 responsc 　 to

environmelltal 　 changes ，　 Microscopy　 of 　thc　 swollen 　 cells ，　 stained 　 with 　Indian　ink，　 rcvealed 　 a 　poly−

saccharide 　layer　formed 　by　fl−glucan．　When 　this　strain 　was 　cultivated 　in　rice 　bran　nledium ，　it　produced
β一glucan　but　no 　pullulan．　Our 　results 　revealed 　that　the 　swollen 　cells　ofboth 　the　mycelial 　fbrm　and 　the

ヲeast
−like　fbrm　are 　involved　in　thc　production　of β一glucan．　These　rcsults 　suggested 　that　shortcning 　the

time 　of 　differentiation　of 　the 　vcgctative 　cells，　i．e．，　differcntiation　ot
’
　conidia 　and 　m アce1 孟um 　into　swollen

cells，　and 　increasing　the 　duration　of 　the　swollen 　ce 旺 rnorphology ，　are 　irnportant　faα ors 　in しhe　highly
efflcient　production　of β一9且ucan 　by ［his　stllain．

［Key　words ：Aureobasidium　Puttz｛la・ns ，　life　cycle ，β一91ucan，　cell　morpholo9 γ］

　機能性多糖類の
一

つ で あるβ一グ ル カン は，キノ コ や海

藻類 酵母細胞壁 に多 く存在して い る．こ れらβ
一グ ル カ

ン は構造多糖成分で あ る た め，β一グ ル カ ン を産業利用 す

る 場合 に は抽出工 程が必要になる，そ こで 注 目され て い

る の は，Aureobαsidiumψullulans が細胞外に 生産する水溶

性のβ一1，3−1，6一グ ル カ ン で ある
1−s）．…般的に，A．Pttllulans

は a 一グ ル カ ン で あるプル ラ ン を生産する微生物 と言われ

て い るが 7一且゚｝，藤井 らは特殊な培養条件下で水溶性の β一

グル カ ン を生産す る 菌株を発見 した
ユーS）．β一グル カン を細

胞外に生産するん 伽伽伽 ∫の培養液はアウ レ オバ シ ジウ

ム培養液 として 1996 年度に厚生労働省か ら食品添加物

とし て認可 さ れ て お D，そ の安全性はすで に確認 されて

い る．ま た，キ ノ コ や酵母細胞壁か ら抽 出され る 水不溶

性 のβ一グル カ ン に比べ て ，A ．少祕伽忽郡 が生産す る水溶性
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のβ一グルカ ン は抽出操作が必要な い た め，比較的安価に

提供で きる利点があ り，予防医学に活用で き る新たな機

能性素材 として 注 日 され て い る．

　A．Pullulαns　5ま醸造場，植物 ⊥壌な どか ら しばしば分

離され るが，微生物学的研究はほ とん ど進ん で お らず，

この微生物 に関す る研究報告は少な い，本菌は菌糸形 と

酵母形で増殖する二 形成真菌で，無性生殖で生育 し，温

度や栄養条件などの 生育環境の 変化や菌齢 に 伴 っ て複

雑に 細胞形態を変化させ る こ とは 明 らかにな っ て い る

が
II−IM，詳細な生活環に つ い て は未だ不明であ る，これ

までに，炭素源や窒素源
mS ｝．無機 イオ ン 1｛PUI ，，酸素供

給量 22黜 ，pH24）の 違 い が A ．Pullulansの細胞形態に影響 を

与え る こ とが報告され て い る．また．細胞形態の違い と

プ ル ラン 生産 の 関連性 に つ い て，Simon らや Bradly らは

休眠性胞 子である膨張細胞や厚膜胞子が ブル ラン を生産

す る細胞であると報告 して い る 7・8・25〕が，Auer と Seviour

は細胞形態とプル ラ ン 生産 に は 関連性が な い と報告し て

お り 17），未だ結論に は至 っ て い な い ．こ の よ うに，結論

に 至 っ て は い な い もの の，A ．Pvtllttlα ns に お け る細胞形態

とプ ル ラン 生産の 関連性に 関す る研究報告がある
・
方

で ，本菌の 細胞形態 とβ
一1

，3−1，6一グル カ ン 生産の関連性

や，本菌に お ける β
一L3一し6一グル カ ン 合成経路に つ い て

はまっ た く分か っ て い な い ．

　A ．餌伽 1α ’恥 に よ っ て 生産され る β
一1，B−1，6一グル カ ン を

機能性素材として産業利用する場合，未だ不 明な点が多

い 本菌の 生活環 に 関す る知 見，お よび本菌 の 細胞形態 と

β一1，3−1，6一グルカ ン 生産 の 関連性 に関する知見は，機能性

！7−1，3−1，6一グル カ ン の 生産性の向 Lや優 良菌株の管理保

存に大き く寄与で き る，そ こ で本研究では，A．p’ultulctn，s
の生活環 を明らか に し，細胞形態の違い が β一L3−1，6一グ

ル カ ン 生産に 学え る影響に つ い て 調 べ た．

実．験方法

　材 料 　供試菌株 として A．　Puttutans　AFO202 を用 い

た．コ ロ ニ
ー

の形態観察には，PDA 培地 匸2．4％ （w ！v ）ポ

テ トデ キ ス トロ
ー

ス （BD 　D靴 o 社製），1．5％（wtv ）寒天，

pll　5，2］と 1〆6　PDA 培地 ［0，4％（w 〆v）ボテ トデキ ス トロ ー

ス 〔BD 　Difco社製），2．O％（w 〆v ）グル コ ー
ス ，1．5％ （w ！v ）

寒天 pH 　5．2］を使用 した．　AL　pullzttaw，s　AFC）202 に細胞

外多糖 を生産 さ せ る場合 に は．米糠培地 （0．2％ （w ！v ）米

糠 〔IAコ ス モ ス吾川支所か ら購人），　 O．2％（wlv ）ア ス コ ル

ビ ン 酸，LO ％ （w ！v）ス ク ロ ー一ス，　 pH 　5．2） と半 合成培地

［O．06％ （w ！v ）（NI−L）2SO4 ，3．O％ （w 〆v ）ス ク1コ ース，0，2％

（w 〆v）KH2POI ，0．02％ （w 〆v ）MgSo4 ・7HvO ，0．Ol％ （w 〆v ）

NaCl，　 O，04％（、vfv ）酵母 エ キ ス （オ リエ ン タ ル酵母），　pH

5．2］を用 い た．化学薬占占は 和光純薬工 業，ナ カ ライ テ ス

2010年　第12号

クで最高純度 の もの を使用 した．

　培養条件　　平板培養は，PDA 培地 で 4 日間．25°C で

静 置 して 前培養 し，コ ロ ニ ーの 端 を白金鈎で 釣菌 し，

PDA 培地 と 1〆6　PDA 培地 の 中心部に それぞれ
一

白金耳植

菌 した後 25℃ で 4 週間，静置培養した，生育した コ ロ

ニ
ー

の 肉眼的観察 （コ ロ ニ
ー
形態，色，直径），培養菌体

の 顕微鏡観察 （細胞形態観察）は経時的に行 っ た，

　液体培養は米糠培地 と半合成培地 を使用 した．液体培

養に使用する前培養液は，各培地を 30ml 入れた 100　ml

フ ラ ス コ に，PDA 培地 で 4 日間，25°C で培養し た菌を
一

白金耳植菌して，25°C で 48 時間，LL）5　rpm で振 とう培

養した．本培養液は各培地 を 35  ml 入れた llフラス コ

に前培養液を1％ （v〆v ）植菌して 25°C で 72時間，180rpm

で旋回培養 した．

　細胞形態変化の観察　　培養液を 24 時間ごとに採取

して，Tllonla血球計算盤で 分生f ，膨張細胞，厚膜胞予

の数を計測 した ，顕微鏡下 でβ一グル カ ン を生産し て い る

細胞を特定する た め に 臨床微牛物検査で 用 い られて い

る墨汁に よ る 莢膜識別法 26）を応用 した．墨汁染色液は 3．O

％ （v 〆v ）ブル ー
イン ク （ペ リカン 社製），4．O％（v！v）墨汁

（3000rpm ，10分遠心後の 上清） とし．細胞計測時の希

釈液として 用 い た，

　グル コ
ー

ス量 全多糖量 プルラ ン量， β
一グルカン量

の測定　　培養液を遠心分離（18，000rpm ，20分間，4°C）

し，上清中に含まれ るグル コ
ー

ス 量 を F−kit（和光純薬製）

で 測定 し，培養液に 残存するグル コ ース 量 とした．培養

液 中の 全 多糖量 は，上清 に 99％ エ タノール を 2倍 量加え，

遠心分離 （18，000　rpm ，20 分間，4°C）して得られた沈

殿物を蒸留水に再溶解 し，フ ェ ノ
ー

ル 硫酸法
？7）で測定 し

た，エ タ ノ ール沈殿した多糖標品中の プ ル ラ ン量 の 測定

は，20mM ク エ ン酸 リン 酸緩衝液 （pH 　6．0）に溶解 した

多糖標品に プル ラナ
ー

ゼ （和光純薬製）を 50°C で 12時

間作用 さ せ，遊離した還 元糖を ソ モ ジーネル ソ ン 法 28・29〕で

定量 した．多糖標品中に含まれるβ一グル カ ン の 定暈：には，

当研究室で 分離さ れftMitsuαrift　chito．s’ctnitab’ida　H　1，StrePto−

m ）
，ces　omi ＞

iaensds
　SY26 が それ ぞれ菌体外 に生 産 する β一

1，3一グル カ ナ ーゼ とβ一】，6一グル カナーゼ を用 い た．エ タ

ノール沈殿 した標品中に含まれ るα 一グルカ ン を分解する

た め，ア ミ ロ グ リコ シ ダーゼ （シ グマ 社製） を加 え て

50°C で 12 時間処理 した後，99％ エ タ ノール を 2 倍量加

え，ア ミロ グ リコ シ ダーゼ に よ っ て 分解されて い な い 多

糖を沈殿させた，この 沈殿物を 】OmM 酢酸　酢酸ナ トリ

ウム緩衝液 （pH 　6．0）に 冉溶解 し，　M ．　chitosanitabidα　H 　1

と∫．omtya ・ens’is　SY26 の β一グル カナ
ーゼ粗酵素液を40°C

で 72時間作用 させて遊離 した還元糖をソモ ジーネル ソ ン

法 で 定量 し，β一グル カン 量 を算出した．
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実験結果

　CIN 比が コ ロ ニ ーの形態に与える影響　　Flg．1にPDA

培地 と 1！6PDA 培地 で培養したA ．　Pullulans　AFO202 の コ

ロ ニ ー形態を示 し た．PDA 培地 で培養する とコ ロ ニ ーは

培地表面や基質中に菌糸を伸長させ て 生 育した．コ ロ

ニ ー表面は粘物質に覆われ て湿っ て お り，特に コ ロ ニ ーの

中心 か ら半径5〜 10　mm の範囲で 粘物質による光沢が強

か っ た，粘物質に は分生子や膨張細胞が観察された，稀

に気中菌糸をの ばして表面が乾性状に な り毛羽立 つ コ ロ

ニ ー
も観察されたが，その原因 に つ い て は不 明 で あ っ た．

培養初期 の コ ロ ニ ー
は白色 もし くは桃 色 で あ っ た が，培

養 7凵目頃に コ ロ ニ
ーの 中心部の みが淡黄色に なっ た．

　1〆6PDA 培地 で 培養す る と，　 A ．μ‘磁 」研 ∫ AFO202 は 培

地基質中 に菌糸を伸長させ て生育した． コ ロ ニ
ーの表面

はPDA 培地 で 培養したA ．　PuUulans　AFO202 とは異な り乾

性で ，菌糸を伸長さ せ て帯状に生育した．培養時問の経

過に 伴 っ て コ ロ ニ ー全休が 白色から淡緑色に変化 し，粘

物質は コ ロ ニ ー中心か ら半径 1 〜2mm の範囲 の み で観

察された．

　培養 14 日目に お い て PDA 培地 に 比 べ て CIN 比が高 い

116PDA 培地でA ．　Pullulans　．NI；0202 を培養す ると，その

コ ロ ニ ーは黒緑色を呈 し，コ ロ ニ
ー
表面を覆う粘物質は

Fig、1．　Colonies　ofA ．pttil・u，iaiis　strain 　A．FO2 （｝2．（A ）Gotonjes　incu−

　　bated　Ht　25°C　fヒ，17doll 　116　potuto−dextrose　agar （PDA ）

　　（lefi）or 　l】DA （1
・ighI）．（B ）Colo皿icsincubated　at　25℃ fbr　I4　d

　　on 　レ6　PDA （lefi）or 　PDA （1
・ight）．　To　 observe 　ll〕じ colc）ny

　　morphology ，　thc　co 里｛）r量ng 　fr  皿 melaIlin 　and 　thc　viscosity 　of

　　lhe　 col ｛mies ，　PDA 「2．4％ （w ！v ）p〔〕tato −dextrose　br帆 h （BD

　　Difto），1・5％ （wlv ）agar ，　at　P正152 亅IncdiuIn 　was 　used ．　lb

　　anal ＞
・ze α Tlonies 　uIldcr 　limiしcd 　nitrogen ，116　PDA 　m εdhlm

　　I
．
｛1．4％ （w ！v ）potato−dextrose　broth，2．0％ （、v！v ）glucose，1．5％

　　（w ！v ）ag 既 at 　pH 　521　was 　uscd ．

636

少なか っ た．黒緑色化 した コ ロ ニ ーを顕 微鏡観察す る

と，二重の細胞壁を持つ 厚膜胞子が多 く観察され，こ の

細胞 は分生子 よりも濃い 褐色を呈 して い た．

　A．PuUulansの細胞形態　　固体培地 （PDA 培地，1！6

PDA 培地）や液体培地 （米糠培地，半合成培地）で培養

してA．Pttttz‘Zαns　MO202 の 綱胞形態を観察した．細胞形

態は，培養温度，培地 の pH ，培地成分な どの 生育環境

や菌齢に伴 っ て変化 し，その細胞形態は分生子，膨張細

胞，厚膜胞子，菌糸の 4 種類に 大別 で きた．

　分生子　　培養初期な どの 生 育環境が比較的 良好な時

に観察される酵母形の 栄養細胞で，菌糸形細胞か らは隔

壁周辺 の 出芽，酵母形細胞か ら は多極出芽や分裂に よ っ て

生じ，対数期で多 く観察された．この細胞は透明で楕円も

し くは長惰円形 で長さ 4〜6 μ m ，1隔2〜3μm で あ っ た．

　膨張細胞　　培養初期に 観察された分生子や菌糸は，

定常期になる と細胞の幅が 2倍ほ どに大き くなり，細胞

内に小胞が観察された．この ような細胞を膨張細胞とし

た．膨張細胞は対数期の終わ りか ら定常期で多く観察さ

れ，酵母形の膨張細胞は分裂や多極出芽で増殖し，菌糸

形の 膨張細胞は隔壁周辺 の出芽に よ っ て分生子を生じ

た．菌糸形 の 膨張細胞 は菌糸隔壁周辺が分節する こ とに

よ り，酵母形 の膨張細胞 へ と移行 した．酵母形 の膨張細

胞の大きさは長さ 10〜20μm ，幅 5 〜7μm で，菌糸形

細胞 の 幅は 4〜7μm であ っ た．

　厚膜胞子　　栄養飢餓や低温な ど生育環境が悪化する

と，菌糸形や酵母形 の 細胞 は膨張細胞 の 2〜4倍ほ どの幅

に肥大して細胞壁が 二 重 で細胞内に 多くの小胞が観察さ

れ る厚膜胞 了に 分化した．細胞形態が膨張細胞か ら厚膜

胞子に変化するとT コ ロ ニ ーや培養液は厚膜胞子が生産

する メ ラ ニ ン色素に よ っ て 黒 色を呈 した．厚膜胞子 の大

きさは通常，長さ 13〜20 μln ，幅10〜20μm であるが，

中に は巨大化した細胞も存在し，長さ 20〜45 μ肌 幅10〜

30μm の 細胞 も観察された，

　菌糸　　培養初期や栄養源が比較的豊富 にある環境下

で観察され た 菌糸は隔壁が薄 く，幅が L5 〜2．5μm で あ

り，菌糸を伸長 して生育した，同時に酵母形細胞であ る

分生子 か ら出芽管が突起 して菌糸形細胞に変化した．培養

の経過に伴 っ て菌糸細胞は膨張して幅が 4〜ブμm になり，

細胞内に小胞が観察された，菌糸形の膨張細胞に は二 重の

隔壁があ り，隔壁 の 周辺 か ら 分生子 の 出芽が観察さ れ た．

　黒酵母 の 生活環　　A ．御伽 rα階 AFO202 を平板培地や

液体培地 で培養して細胞形態の変化を顕微鏡観察し，そ

の結果推定され た ん 餌 伽 」αη ∫の 生活環をFig．2に示した．

　江 伽 ♂‘z‘嬬 5AFO202 の培養初期に お い て，菌糸形細胞

と酵母形細胞 の 両者が顕微鏡下で観察されたが，そのほ

とん どは酵母形細胞 で あ っ た．栄養条件が 良い 培養初期
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噸
凵
皙

齟翻
Fi琶．2．1．i’Fe　cycle 　ofA 　．　pu・llula・n」 stra 正nAFO202 、

「
11he　mycc 旦ial　and 　Veast−like　fbrms 　c，fccU ∬ in】ultaIieouslypropagatcd 　inA，pullulans　strain

　 AFO202 　havc　a　complex 　life　cycle ．　They 　are 　di挽 rcntlated 貸om 　vegctative 　ceEls 　such 　as 　m
ア
cclhlIn ，　and 　have　thill 　scpLa 　and 　germ −

　　tubes ．　Conidia　fbr皿 （：elk 　biggeT　thanvcgctative 〔
・
ells，　su （

・h　as　swdlcn 　ce甅s　arld　ch 】am アdospores，　depelldil〕g　on 目rowt ｝≧ conditions

　　and 　cell　age ．　A，　conidia ；B，　germir1ヒ走tcd　conidia ；C，　hyphal；D ，　eIld 〔x ：〔，nidhlm ；E ，ycast一旺ke　cell　｛budding　zmd 　division）；Eswollen
　　Inycelia 　ccll ；G ，　sc 呂

mcnlal め n 　orswollen 　m ｝
・
celia 　cell；H −1，　swollen 　cel】（yeast

−｝ike　ce11 ）；II−2，budding　and 　division；H −3，　budd重ng ；H −

　　4，division；1，　chlam
｝
・dospore （m ア

celia 　fbrln）；J、　chlumydospore （yeast−like　fbl
’
m ）；K ，　germinalcd　chlamydospore ； L、　coaled 　layer

　　around 　chlam アdospore　celL 　Scale　bars　illdicate　5メ川 ，

で は，分生子 （Fig．2−A ）か ら 出芽管が発達して伸長途

中菌糸 とな っ た （F玉g，2−B）．そして，長 い 菌糸に伸長 し，

菌糸細胞 に は薄い 隔壁が観察された （Fig．　2−G）．菌糸形

の 出芽形態は，菌 糸形細胞 の 隔壁周辺か ら分生子 を生 じた

が （Fig．2−F），ごく稀に菌糸細胞内に内生胞子 （Fig，2−D ）

を形成 した．こ の よ うに，少数で は ある が分生子 か ら菌

糸形細胞に 成長す る細胞が存在する
一

ガで ，分生子 か ら

出芽，分裂に よ っ て増殖を繰り返す酵母形紲胞 〔Fig．2−E）

が 多く存在 した ．

　定常期に な る と，対数期に観察 される栄養細胞 に比 べ

て 菌糸形，酵母形細胞 ともに 細胞 の 幅が 2 倍ほ どに 肥 大

した膨張細胞が観察 された．菌糸形細胞では隔壁が 軍

に な り，隔壁周辺 か ら 分生子 を 出芽 した （Fig．2−F），さ

ら に培養が 経過す る と分節 して 酵母形細胞 へ 移行 した

（Fig．2−G）．同時に膨張 した酵母形細胞 も出芽 と分裂を

繰 り返 しなが ら増殖 し，その 出芽は多極出芽で，分裂中

に 出芽して い る 細胞 も観察された （Fig．　2−｝｛），

　栄養条件が乏 しい 培養後期や培養温度の低下な どの要

因で生育環境が悪化す る と，菌糸形細胞 と酵母形細胞 は

厚膜胞 子に変化し た （Fig．2−1，J）．厚膜胞子は栄養豊富

な新しい 培地 な ど に植菌した り．至 適な培養温度に な る

とい っ た生育環境が 良好 になれば，出芽管を伸ばし，菌

糸 へ と発達 した （Fig．2−K ）．発達した菌糸は，出芽 に よ

り分生子 を生 じて通常の生活環 に戻 り，酵母形 と菌糸形

の 両細胞形態 を維持 し なが ら生育 した，
．一
方 低温や貧

栄養状態が続 くと，厚膜胞子は細胞 の外側に さらに大き

な 膜を形成 した （Fig．2−L）．

　顕微鏡観察 の 結果か ら，A．　Pttllulans　AFO202 は菌 糸形
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と酵母形細胞が 同時に増殖 して，菌齢に伴 い 栄養細胞，

休眠性胞子 で あ る 膨張細胞 や 厚膜胞子へ と分化す る複雑

な生活環を持つ こ とがわか っ た．

　細胞形態と多糖生産の関連性

　米糠培地　　A ．Pttllutczns　AFO202 を米糠培地 で培養し

た結果，墨汁に よ る細胞染色で は，墨汁粒子 に覆わ れる細

胞 （Fig．？，・−A ）と細胞周辺に リン グを形成する細胞 （Fig．

3−B，C）が観察され，リン グ形成 の有無は容易に 判別 で

きた （Fig．　3−1））．　 Fig．3 の 矢印で 示 した リン グの外問は，

細胞周辺 に存在する多糖に よ っ て 墨粒子が滞 っ て形成 さ

れた もの と考え ら れた．以後　リン グを形成 した細胞 を

染色細胞 と呼ぶ．染色細胞 は酵母形 と菌糸形の膨張細胞

で 多 く観察された，細胞 の 大 きさ と細胞 内の 小胞 の数で

膨張細胞 と分生子を区別 した とこ ろ，分生子は い ずれ も

非染色細胞 であ っ た．　
・
方，酵母形 と菌糸形の膨張細胞

は培養 48 時閭か ら培ts　72時間 目にか けて増加 し，ほぼ

その す べ てが染色細胞であ っ た （Fig．4−A），詳細に観察

した とこ ろ，膨張細胞 と思 われ る細胞 で も墨汁染色 で リ

ング形成 をしな い 細胞が存在 した ことか ら （Fig．3−D），

分生子か ら膨張細胞 に移行 した後に 多糖の 生産が開始さ

れ る可能性 が示唆された．

　炭素源 で ある ス ク ロ ース は培養 24 時間冖まで は急激

に，培 as　72時問 目までは緩やかにグル コ
ー

ス とフ ル ク

ト
ー

ス へ と分解された （Fig．4−B）．ス ク ロ ース の 分解で

Fig．3．　Micrograph 　of 　cells 　of ／1，pullulans　st1
・
ain 　AFO202 　culti−

　 　 vated 　oll　 dce−bran　 Incdium 　 nnd 　 stained 　1、・ith　India 疋1　ink．

　　（A）Unstuincd　cells （conidia ）．（B）S電ained ⊂e1】．　The　poly−

　　saccharide 　layer　atound 　thc 　ccll （swo11ell 　yeast一五ke　ceU 〕was

　　observed 　by　Illdian　ink　 staining ．（C）Stained　cell，　The

　　polysaccharide　iayer　aroundthc 　ceU （swollcn 　rほ｝
・
cc］jacell）1、・as

　　observed 　by　Indian　inkstaining ．（D ）Conユparison　hctween　a
　 　 stained 　cell　and 　an 　unstaLned 　cell ．「11he　Indian 重nk 　fbrmed　a

　　ring 　arou ηd 出 c　cell，　defining　the 　ce 正1，　Arrows 　ind孟cate 　the

　 outside 　of 　thc　poly〜accharide 　laycr　around 　ce 丑s．　Scale　bars
　 indicale　lOμm ．

638

生じたグル コ ース が資化され，pH が低下 し始めた培養

24時問目頃か ら培養液の粘性が 高 くな り，培 地 に含ま れ

る細胞外多糖の濃度は0．7　g／t，β一グル カ ン 濃度は0．4　gft
で あ っ た （Fig．4−G）．そ の 後 培養 72 時間目 ま で ん

Pullulansは細胞外に 多糖を生産し続け，こ の時に培地 に

含まれ る細胞外多糖の濃度は4．Igμで β一グル カ ン濃度

は2．1g ！lとな っ た．一
方で ブ ル ラン は培養開始か ら 72

時間後まで に採取した，い ずれの培養液中に も検出され

なか っ た （Fig．4−C ），
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lhe　tirne　coursc 　ofceil 　numbers ，　and 　residuai 　sug −

　　ars 　alld 　cxlraceilulal
・
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・A ，putlt‘
一

　 隔”δ AFO2020n 　 rice −bran　medhlm 　lO．2％ （w ！v ）rice −hran，
　　1．0％ （w 〆v）suCI

・
osc ，0．2％ （w 厂v ＞ascorbi ⊂ ac孟d，　at　pH 　5．2］認 ．

　 pultulα
・ms　strainAFO202 　was 　cultivated 　in　350　m 正oflnedia 　in

　 a1 −t　tlask　af　25°C　fbr　72　h，　w 正1ile 　shaking 　at　180　rl，m 〔｝n　a

　 rotary 　shakeL 　Syml｝01s （A）；■，total　ce1正nul 皿 bers；●，　conidia ；
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　　匚，P。 】y・… 瞬 d・；◇，β一1，3−1，6−gl・・a・・；◆，　p・正lu1・・．
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　米糠培地 で A．Putlulans　AFO202 を培養す るとβ・グル カ

ン の生産は ス ク ロ ース が分解されて pllが低 下する頃に

始まり，細胞の 増殖が安定した定常期で促進 されて い た．

β一グル カ ン 量 と墨 汁染色法で観察された染色細胞数の増

加に は相関性がある こ とか ら，墨汁によ っ て 細胞周辺 に

形成 される リン グの内側の多糖層 はβ
一グル カ ン であ る と

考 え られた，したが っ て，菌糸形や酵母形 とい っ た細胞

形態に関わ らず，休眠性胞子 である膨張細胞が 主にβ一グ

ル カ ン を生産 して い る こ とが明 らかにな っ た．

　 半合成培地　　硫酸ア ン モ ニ ウムを窒素源 とした半合

成培地 でA．　Pullulans　A｝）
iO202

を培養する と，培養48時問

目まで分生子 が 多く観察さ れ た が，培養 72時間 目で は膨

張網胞数が全細胞数に 対して 71％ で あっ た （Fig．5−A ）．

半合成培地 で観察さ れ た 膨張細胞 は，米糠培地 で 観察 さ

れた細胞に比べ て肥大して細胞内の 小胞は小 さ く，数が

少なか っ た．

　 培養開始か ら 24 時間目 に ス ク ロ
ー

ス がグ ル コ
ー

ス

とフ ル ク ト
ース に急速に 分解されたの と同時に pllが低

下した，培養時間の 経過に伴 っ て培地中の グル コ ース 量

は減少 した が，フル ク ト
ー

ス 量 には変化 がな か っ た

（Fig．5−B）．

　半合成培地で培養 したA．　Pullula，ns　AFO202 は培養開始

から 72時間目ま で細胞外多糖を生産し続けた．プル ラ ン

の 生産は培養開始か ら48時間頃まで続き，それ以降は生

産されず，最終的な培地 中の プ ル ラ ン 濃度は 2．5　gftで

あ っ た．β一グル カ ン も同様に培養開始 か ら 48時閭頃 まで

生産 し続け，培養開始か ら 72時間目の培地 中に は 1．O　gft

含まれ て い た （Fig．5−G ）．半合成培地 で 72時間培養 した

後の 培養液に は，米糠培地 で の培養で観察されたよ うな

粘性はな く，米糠培地 で培養した場合 と物性が異な っ て

い た．

　 半合成培地 に お い て も，分生子は墨汁染色法で染色 さ

れ る こ とは な か っ た ．培養72時問 に お い て膨張細胞数が

71％ に達 したが，染色細胞数は増加 して い た もの の．全

細胞数に対 して の 割合は 39％ を占め る に とどまっ て い

た （Fig．5「へ），また，墨汁染色法に お ける細胞周辺の リ

ン グ形成は不明瞭で，米糠培地 で観察された リン グに比べ

て厚みが薄か っ た （Fig．6）．細胞外に生産 される多糖 は

β一グル カ ン よ りもプル ラン が多か っ た こ とか ら （Fig．5−

C），染色細胞 の割合が低か っ た理 由としてプル ラン は墨

汁に よ っ て は染色されな い ことが示唆された．そ こ で プ

ル ラ ン 生産菌 の 墨汁染色 に よ る リン グ形成観察が 可能か

を調 べ た，プル ラン の み を細胞外に生産する A ．Pullutttns
TR48 に 墨汁染色法 を適用 した と こ ろ，プル ラン を生産

す る に も関わ らず細胞の周 りには リン グが観 察 されな

か っ た （データ未掲載）．すなわち，ブル ラン 生産細胞は
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Fig．5．　Cultivation （）f ．t，　f丿uilula ・rns　 strain 　AFO2020n 　 dcfined

　 　 mcd ｝um ．「［
1hc

　timc 　 coursc ．
　 of 　ccll　 numbers ，　 aud 　residual

　　sugars 　 and 　 cx しra ⊂ellular 　p【〕ly〜acc 　larides 　produccd　b＞厂 A・

　 pullu，iαns　 strain 　AFO2020n 　defined　medillm 　lO．06％ （吋 v ）

　　（NH ，）2SO4 ，3．0％ （w 〆v ）sucrose ，0．29L （w ／v ）KHal コOa ，0．02％

　　（w 厂v ）MgSO ギ 7H ，O，0．  弖％ （w ！v ）NaCt，0．047｛1 （w 〆v ）γ
cast

　　extract 　at　pH 　5．2］．A ．putlulans　strain 　AFO202 　was 　cultivatcd

　 　in　350 　 mbf 　media 　in　 a　 i−1伺ask 　at 　25°C 且｝r 　72　h，　 while

　　shaking 　at　l80　 rpm 　 on 　 a　 rQlary 　 shaker ．　Symbols　are 　lhe

　　same 　as　in　Fig．4．

墨汁染色法で は染色 されな い こ とを意味 して い る こ とか

ら，半合成培地 で生育 した膨張細胞 は，細胞 の 周 りに多

量 の プ ル ラン と少量の β
一グルカ ン が存在す るた め，染色

され る膨 張細胞の 数が少なく，また染色されて もリン グ

の厚みが薄くな る と推察さ れ た．

考 察

　Att，n），obasidiTtm 属 の 細胞形態や生活環 に 関 して Her −

manides −Nljhof　F　i｝，　 Ramos ら
ユm ，　 Kockova−Krato⊂hvil（｝va

ら Is ｝が 報告して お り，本研究で得たA ．ク漁 磁 η∫AFO202
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Fig．6，　Micrograph　ofswollen 　cetls ⊂）fA．pullularis　strain 　AFO202

　 　 α 山 iv臼［ed 　on 　defined　mediuru 　 and 　stained 　1、頃山 Indi缺n 　ink．

　　Arrows　indicate　 the 　 ol1tside 　 of 　thc　 polアsa〔：charide 　layer

　 　 around 　cells．　Sca些∈ bar　indicates　l　Oμ m ．

の生活環に 関する知見は彼 らの 見解 と概ね
一
致 した．し

か し，彼ら の報告で は低温保存下 や貧栄養状態 ドで厚膜

胞子の細胞壁 の 周辺 に外膜が形成された ことは報告 され

て お らず，こ の細胞形態は本研究によ Dはじめて明 らか

に な っ た，厚膜胞子は乾燥 や温度変化 とい っ た ス トレ ス

に耐性があ る休眠性胞子であ る．Brown ら13°・SL）は厚膜胞

子の細胞壁 多糖類の構成成 分を調 べ ，膨張細胞の細胞壁

には17％ のβ一1，3−1，6一グ ル カ ン が含まれる の に対して，厚

膜胞 子で は細胞壁中の β一1，3−1，6一グル カ ン は 37％に増加

した と報告 して い る こ とか ら，β一グ ル カ ン によ っ て細胞

の 耐久性が増 して い る こ とも予想さ れ，厚膜胞子の細胞

壁外側に形成された外膜の 主成分が β一1，3−1，6一グ ル カ ン

で あ る か は今後の検討課題で ある，

　黒酵母が細胞外に生産する多糖類 として プ ル ラン とβ一

1
，
3−1

，
6一グル カ ン が知られ て い るが，これら多糖の定量

法として ，プ ル ラ ン はプ ル ラナ
ーゼ に よ る定量法が確立

して い る一方で β一1β一1
，
6一グル カ ン の定量法は確立 して

い ない ．そ の原因として β
一1β一グル カ ナ

ーゼ とβ
一1

，
6一グ

ル カナ
ーゼに よる酵素分解で はグル コ

ース まで完全に分

解で き な い こ とが挙げられ る．Fig．4−c ，　 Fig．5−c で み ら

れる フ ェ ノール 硫酸法に よ る全多糖量 と酵素法に よ る

β一グル カ ン 量 の差は，現在の酵素法 に よ るβ一グル カ ン の

定量に 問題がある と予想された，本研究で はβ一グル カ ン

の 定量に 当研究室で 分離 した放線菌が細胞外に生産す る

β
一グル カナーゼを使用 した が 本酵素は エ ン ド型で ある た

め，A ．　Putlulans　AFO202 が ，“［E胞外に生産するβ一グル カ ン

をグル コ
ー

ス にまで分解できず，ゲ ン チオビオースやラ

ミナ リ ビオ
ー

ス，ラ ミナ リトリオ
ー

ス とい っ たオ リゴ糖

が 残存 し，β一グ ル カ ン の 定量 に 誤差が生 じた と予想 し

た．した が っ て，A ．　Putltttans　AFO202 のβ一グル カ ン 量 は

フ ェ ノール 硫酸法による全多糖量か らプル ラ ン 量を除い

640

た値であ る と推測 した．

　A　．　Pullztla，ns 　AFO202 は培地成分 の違い に よ り細胞外に

生産す る多糖の種類や細胞形態を変える こ とがわ か っ

た．米糠培地では，主 に β
一グル カ ン を生産し，その生産

細胞は膨張細胞であ っ た．…方，硫酸アン モ ニ ウム を窒

素源 とした半合成培地では，主 にプルラン を生産して お

り，墨汁染色法による膨張細胞 の リン グ形成 は不明瞭 で

あ っ た．米糠培地 にお い て も，半合成培地 に お い て もβ一

グル カ ン は生産 されてい るが，培地成分 もし くは細胞形

態の い ずれがβ一グルカン の生産量 に強い 影響を与えるか

は不明であ る．米糠培地では墨汁染色で膨張細胞 に リン

グ形成が 観察されたが，半合成培地 で は墨汁染色 に よ っ

て膨張細胞に リン グ形成が観察され る細胞 とリン グ形成

が さ れ ない 細胞が 観察された （Flg．6）．米糠培地 と半合

成培地で は膨張細胞の特微 も異なる，またプル ラ ン の み

を生産するA ．　Pulluta・
n“　

’
1
’
R48 で は墨汁染色法に よ る プル

ラン 生産細胞の 判別はで きなか っ たこ とか ら，半合成培

地 に おける膨張細胞 の リン グ形成の差は，細胞周辺 の 多

糖がβ一グル カ ン とプル ラン の 両方存在 して お り，同
一

の

細胞がプル ラン とβ一グル カ ン を生産して い て も，プル ラ

ン に よ っ て 染 色が阻害された こ とが推察された ，培地中

の炭素源の消費にお い て も米糠培地 と半合成培地 は異な

る傾向が観察された．β一グル カ ン 生産が顕著な米糠培地

では ス ク ロ
ー

ス が分解されながらβ一グルカ ン が生産され

るが 半合成培地では ス ク ロ ース が分解された後にプ ル

ラン やβ一グル カン が生産され て い た （Fig．　4−B，　Fig．5−B）．

ス ク ロ ース の分解速度がβ一グル カ ン の生産量に影響する

の か は今後の課題で あ る．米糠培地 で は，半合成培地 に

比べ てβ一グル カ ン の生産性が向上する こ とか ら，米糠に は

β一グル カン生産の誘因物質が存在する ことも予想された．

　ん ρ翩 祕醐 ∫が細胞外に プ ル ラン を生産する こ とは多く

報告されて い る が，ん 伽伽 如那 の多糖合成経路に つ い て

は解明されて お らず，プル ラ ン の 生産と細胞形態の 関連

性 に つ い てはさまざまな見解があ っ た．一
方で β一グル

カ ン に関する報告は構造や その機能性に つ い て調査され

て い る ものが多く，A．Puttulansのβ一グル カン の 生産 と細

胞形態 の 関連性 を示す報告はな い ．プ ル ラ ン生産と細胞

形態に関する報告にお い て Simon ら7・s〕や Bradly25〕らは，

休眠性胞子である膨張細胞 と厚膜胞予がプ ル ラン を生産

し て い る 細胞 で あ る と報告 して お り，Simon ら 7・s｝は厚膜

胞子 の莢膜に 形成された繊維状 の ブルラ ン が加水分解酵

素に よ っ て培地中に 可溶化す ると報告 して い る．しか し，

本研究で は プル ラン 生産と細 胞形態 の 関連性は確認で き

な か っ た こ とか ら，著者ら の 研究結果はAucr とSeviour ］7）

の 報告 と
一
致 した．一一

方，A，pulgutansのβ一グル カ ン 生産

に関す る報告 に つ い て は，培地 中に ア ス コ ル ビ ン 酸 を添
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加する こ とで厚膜胞子へ の分化を抑制し，β一グル カ ン 生

産が促された こ とが 浜 田 らに よ り報告され て い る程度 で

あ る
1−6｝．本研究 にお い て も，A　．　Putlula，ns　AFO202 のβ一グ

ル カ ン 生産に は菌糸形や酵母形 とい っ た細胞形態は関係

な く，厚膜胞 予に分化する前段階の細胞であ る膨張細胞

が主 に β一グル カ ン を生産 して い る と考え られた．した

が っ てA ．脅ZLIIutrtns　AFO202 にβ一グ ル カ ン を効率よ く生産

させ る ため に は，分生子か ら膨張細胞へ の 分化の 短縮化

と膨張細胞の 維持が重要で あ る こ とがわ か っ た ．さらに，

A．Pu／lutans　AFO202 のβ一グル カ ン 生産の管理に は，墨汁

染色 に よ る 多糖生産細胞の識別 が 大 い に役 立 つ こ とが本

研究結果で 明らか に な っ た．

要 約

　A〜u・reobasidiu・ne　ptittutansは多様な細胞形態を示 し，菌 の

保存と培養の制御が難しい ，また，本菌株 の 細胞形態 と

β一グル カ ン 生産の関連性が解明されて い な い ．本研究で

は，A 　．　Puttulan∫　AFO202 の 生活環の解明 と．細胞形態と

β一グル カン 生産の関連挫 につ い て検討 した，対数増殖期

に 本菌株は，分生子か ら伸長途 中菌糸を経て菌糸形細胞

に な り，内生分生 予が観察された．一方，酵 母形細胞で

は分生子が 出芽や分裂を繰 り返す こ とに よ っ て増殖 し

た．定常期の菌糸や酵 母形細胞は，膨張細胞 へ と移行し，

菌糸形膨張細胞は，分節す る こ とに よっ て酵母形膨張細

胞に変化した．定常期初期に は膨張細胞が増加 し，次 い で

厚膜胞予へ と変化したが，その後，生育環境の 変化に応

じて 発芽し，再増殖を開始 した．顕微鏡 ドの 膨張細胞 に

お い て，β一グル カ ン が形成する多糖層の観察に は1 墨汁

染色法が有効であ っ た，米糠培地 では，本菌株はブル ラ

ン を生産せ ずにβ
一グル カ ン を生産し，菌糸形 と酵母形の

両膨張細胞が関筝して い る こ とが明 らか になっ た．本 菌

株を用 い て 効率 よくβ一グル カ ン を生産する ため に は，分

生子や菌糸 とい っ た栄養細胞か ら膨張細胞 へ の 分化 に要

する時間の短縮 と，膨張細胞の 維持が重要で あ る こ とが

示唆された．
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