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Bacillus　Polymyxaの 生産する高粘性多糖
＊
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雪印乳業株式会社技術研究所

High −viscosi £y　polysaccharide　produced 　by　Ba ‘ゴ〃us ♪01ア規 アxa ．　 MITsuDA ，　S．，　N ．　MlYA τA ，
　　T ．H1ROTA

，
　and 　T ，　K 匸Kuc 闘1 （Technical　1〜esearch ∬nstitute，　 Snow 　Brand 　Milh 　P ／oゴー

　　ucts 　Co．乙td．，　Kawa80e ・s乃’，　Saitama　350）　Hakkokogaku 　59 ：303−309．　1981 ．

　　A 　bacterial　 strain 　producing 　a 　high −viscosity
，　agar −−like　polysacchar量de　was

isolated　 from 　 soil 　 and 　 identified　 as 　 Bac 〃 us 　PolymJxa　 no ．458．　 Fifteen　 grams 　 of

the　polysaccharide 　 per　liter　 were 　produced 　by　 the　 strain 　after 　144　hr　 of 　 shaking

incubation　in　a 　 mixture 　 of　 glucose，
　 Polypepton

，
　 beef　extract 　and 　 salts ．　For　produc ・

tion 　 of 　the 　polysaccharide，　the　optimum 　pH 　was 　7．0−7．5and 　the　optimum 　temperature
was 　25−280C．

　　The 　polysaccharide　 was 　found 　to　be　acidic ，
　 and 　to　be　 composed 　 of 　glucose，

　man −

nose 　 alld 　glucuronic　acid 　 in　an 　approximate 　 molar 　 ratio 　of 　7 ： 7 ：2．　 The 　viscosity

of　the　polysaccharide　solution 　 at 　O．5％，1．0％ and 　1，5％ was 　about 　 1，000　cp ， 11，000
cp 　 and 　 42 ， 000　cp 　respectively ，　 which 　was 　 5−8　times　 higher　 than　 that　 of 　 locast
bean　guln．　 Solutions　 of　 more 　than　 O．7％ formed 　 an 　 agar −like　gel　on 　 heating　at　90℃
for　10　min 　and 　cooling 　to　25℃ ．

　　No 　acute 　 or 　 sub −acute 　toxicity　was 　found　on 　feeding　the　polysaccharide 　to　mice ．

　微生物が 細胞外 に 生産す る多糖は 既知 の 天然ガ ム 類

あ るい は高分子物質に みられない 物性 や 生理的活性 を

有する こ とか ら， こ れ を積極的 に 取得 し，食品，医薬

品 を初 め ， 各種工業製品の 素材と して 利用 し よ うとす

る研究が多 くな されて い る．1
’i，

　われわれ も， 微生物の 生産す る新規多糖 の 取得 と そ

の 利用を目的に
一

連の 実験を行 っ て い るが ， 今回 ， 土

壌 よ り分離 した Baciilas 属 の 1 菌株の 生産す る 多糖

が ，そ の 水溶液 を 加熱後 ， 冷却する こ とに よ り， 寒天

様 の ゲル を形成す る こ とを見出 した・寒天様の 性状を

示す微生物多糖に 関して は既 に 村尾 ら
5’

に よ り報告 さ

れて い るが ， 今回 ， 取得 した 多糖 の水溶液の 粘性は 既

知の 天然 ガ ム 類 と比 し， 極めて 高い 粘性を示す こ と，

また グル コ ース ，マ ン ノース ，グル ク ロ ン 酸 か ら成 る

酸性多糖で ある 点 に お い て，そ れ とは異 な る もの で あ

っ た．

　以下，本報で は分離菌 の 菌学的性質，多糖 の 生 産 条

件．構成糖とそ の 比 ， 粘度特性な らび に毒性試験 に つ

＊ 微生物の 生産す る 多糖 に 関す る研究 （第 1 報）

　Studies　on 　the　polysaccharide 　produced 　by
　 microbes （工）

い て検討 した結果を 報告す る．

実験材料お よび 方法

　菌株 の ス ク リーニ ン グ　　国内各地 の 土 壌 を 分離源

と し， ワ ッ クス マ ン寒天培地
6〕

を用い て，30℃，3 日

間平板塗抹培養を行 い ，生育した コ ロ ：＝ 一の うち ， 粘

性を 呈 す る もの を釣菌し，平板塗抹培養 を くりか え し

て純粋株と した．

　 つ い で ，こ れ ら分離菌株を グル コ
ー

ス 5％ ，ポ リペ

プ トン 0．5％，酵母 エ キ ス O．5％ ， KHzPO ， 0．1％，

MgSO4 ・7H200 ．1％ ，　 CaCOs　O．75％ （pH 　6，8） よ

り成 る培地に 接種 し，30℃，5 日間，回 転振 と う培養

（220　rpm ） し， 培養液が高い 粘性を 呈 す る菌株を選択

した．培養ろ液 か らア セ トン 沈殿 に よ り粗多糖 を抽出

し，加熱処 理．pH お よ び 食塩や シ ＝ ク ロ
ース を 添加

した 場合 の 粘性 に 及 ぼ す影響を 調べ ，寒天 様の 多糖を

生産す る 1菌株を選択 した．

　多糖生 産菌株 の 培養　　30℃，2 日間 振 と う培養 し

た 前培養液 2ml を 上記液体培 地 100　ml を含む 500 　ml

容 エ ル レ ン マ イヤーフ ラス コ に接種，30℃ で 回転振 と
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う培養を行 っ た．

　多糖の 抽出お よ び 精製　　菌体 そ の 他 ， 不溶性物質

を遠心除去した培養上澄に 2 ％ の セ チ ル ト リメ チ ル ア

ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （CTACI ）を加え，沈殿 お よ び

上澄区分 に つ き， そ れ ぞれ メ タ ノ ール 分別 を 3度 く り

返 し， 沈殿区分 の 水溶液を透析し た後 ， 凍結乾燥 し精

製多糖を 得 た・

　多糖の化学的分析　　得られ た 精製多糖を 5％硫酸

を 用 い て加水分解し ，
ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
，

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 行 っ て 全構成糖 を検索 した．

ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは，n一ブタ ノール ニ ピ リ

ジ ン ：水＝6 ； 4 ；3 を 展開溶媒 と して 上昇法で 行い ，

硝酸銀，a 一
ナ フ トール ，

ニ ン ヒ ド リン試薬を そ れぞ れ

発色剤と して 用い た・ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ーは ピ リ

ジ ン 存在下 で ， トリ メ チ ル シ リル （TMS ）化 した 試料

に つ き，島津製作所製 GC −3AF を用 い て行 っ た．

　加水分解液に っ い て Dowex −1 （CHnCOO
一
型）を用

い た イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを行 い ，中性糖 画

分 に つ い て は ガ ス ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

に よ り， 酸性糖

画分 に つ い て は チ オ グ リコ
ー

ル 酸
一

マ ン ノ
ー

ス
ー
硫酸反

応
T， お よ び カ ル バ ゾール 硫酸反応

7〕
に よ り構成糖 とそ

の 比を求めた・

　粘度，ゲ ル 強度の 測定　　精製多糖 の 所定濃度水溶

液に っ き，粘度は B8H 型 回転粘度計 （東京計器製）を

用 い ，ゲル 強度は レ オ メーター
（富士理科工業製） を

用 い ，そ れ ぞ れ 25℃ で 測定 した．

　マ ウス に よ る急性 お よ び亜急性毒性試験　　 4週令

の ICR 系，雄 ま た は 雌マ ウ ス を用 い ， 飼育用粉末飼

料 （日本 ク レ ア 製 CE −2）に粗多糖を
一

定量混合 ， 成

型した もの を試験飼料と して，所定期間，自由摂取方

式で 摂食さ せ た．全試験期間を通 じて 体重増加量 ， 飼

料摂取量を 求 め る と共 に 行動，外観の 異常 の 有無に つ

い て 観察した ．飼育期間終了後 ， 剖検す る と共に 肝臓，

脾臓および腎臓を剔出し臓器重量を測定 した。ま た J

心臓穿刺 に よ り採血 し， 血糖値 （Ames 社製デ キ ス ト

ロ ス テ ィ ッ ク試薬 ） を 測 定後，常法に した が っ て 血 清

を 調製し，血清タ ン パ ク量 （ア タ ゴ社製血清タ ンパ ク

計）お よび肝臓機能の 良否を知る指標として ， GPT ，

GOT 活性 を 中外製薬製 ユ ニ キ ッ ト （ラ イ トマ ン フ ラ

ン ケル 百瀬変法）を用 い て 測定 した．

実　験　結　果

　分 離菌 の 菌学的 性 質　　本菌の 形態学的 お よ び生理

学的性状を Table　1 に 示す．本菌 は 偏性好気性 ， グ ラ

ム 陽性，直状桴菌で 運動性 を 有 し，中央か ら末端部に

か けて 内生胞子 を形成す る・表中に 示す諸性状 を もと

に Bergey ’
sManual 　of 　Deter皿 inative　Bacteriology

第 8 版 （1974）B，
に 従 っ て 分類 した とこ ろ，本菌 は

BaciUus 属 に 属 す る もの と 考え られ た・BacillUS 属

で グル コ
ース か ら酸と ガ ス を 生成す る もの は少な く，

通常，B ．　 Pelymyxa と B ．　 macerans に 限 られ る．

Table　1．　 Morphological　and 　physiological　characteristics 　of　the　isolated　strain 　 no ．458．

A ．Morphological　characteristics

　　　 rods
，
0．8〜1．0× 3．0〜4．　O　ptm，

　 motile
，
　Gram 　positive，　 endospore 　formed

B ．Cultural　 characteristics

　　　Glucose−meat 　 ext ．　 agar ： moderate 　gτ owth ，
　 rough ，

　 beige，　 slightly 　transparent ，

　　　　　　　　　　　　　　　 non −glittering，　 viscous 　colony

　　　Glucose−meat 　ext ．　 bouillon： moderate 　growth ，　 no 　film

G ，　Physiological　characteristics

　　　indole　production　（一），　hydrogen 　sulfide 　production 　（一），　nitrate　 reduction 　（十 ），

　　　citrate 　 utilization （
一
），

　 ammonium 　 utilization （± ），
皿 ethylene 　 blue　 reduction （十 ），

　　　MR 　reaction （
一
），

　 ammonium 　production （± ），
　 gelatin　liquefaction（十 ），

　 urease （
一
），

　　　catalase 　（十 ）

　 　 Acid　and 　gas 　production 　from

　　　glucose ，　 sucrose ，　 xylose ，　 mannose ，　 fructose，　 maltose ，　 raffinose ，　 dextrin，　 starch ，
　 　 　 inulin

　　No 　acid 　and 　 llo　gas　product｛on 　from

　　　lactose，　galactose，
　arabinose ，

　trehalose，　 sorbitol ，　 inosito1，　 glycerin，　salicin

　　Temperature 　for　growth ：good 　growth 　at 　20　to　37℃，　 optimum 　 at 　30℃ ，　 no 　growth 　 at

　 　 　 45℃
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Tab 監e　2．　 Comparison　of　some 　characteristics 　 of β．　PeJ丿myxa 　and β．觚 σ σθ7碑 3．

B．Pol丿m ンxa ＊　　 B ．　 macerans ＊　　 Strain　 no ．458

Production 　 of　 acetoin

Production　of 　dihydrQxy 　acetone

Decomposition 　of　 casein

Growth 　in　 O．001％ 1ysozyme

子

十

d

十

±

十

十

＊ from 　Bergey ’
s　Manual 　of 　Determinative 　Bacteriology

， 8th　Ed．

そ こ で両菌の 鑑別を，Tab 藍e　2 に示すよ うな諸性状に

つ い て 比較検討 した．Bergey ’
s 記載の 両菌の 性状と

照合して ，本菌が ア セ トイ ン を 生産 す る点 ， カ ゼ イ ン

を分解す る点 で B ，Polymptxaとよく
一

致 し， さ らに

コ ロ ニ
ー

の 形態 ， そ の 他の 生理学的性状 か ら も，本菌

を B。Polymyxa と同定 した・

　多糖生産条件　　各種予備試験 に基づ い て，本菌 の

最適多糖生産培地 と して 以下 の 組成 の 培地 を設定 した・

　グル コ ース 6％， ポ リペ プ ト ン 0．5％，肉 エ キ ス

0．5％，KsHPO40 ．1％，　 Na2SO 岨 O．5％，　 CaClg　O，5％，

CaCOs 　O．75％，（pH 　6．8）．

　本培地 に おけ る 多糖生産 の 経時変化を Fig．1 に示

す・図 よ り明らか な ご と く，本菌 の 生育は培養開始後

1 日で 衰 え る が，多糖生 産 は 1 日 以降 ， 徐 々 に 蓄積，

6 日 目で 15g 〃（対糖収率 25％）に 達 し，初発 6 ％ の

グル コ
ー

ス は 6 日間で ほ ぼ 消費 された．また 培養液 の

粘性 は 3 日 目以後に ， 急激に 増加し，そ の 後，多糖の

蓄積 に 比例 して 増加 した・
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Fig，　L 　Time 　 course 　 of 　 the 　 polysaccharide　pro −

　　duct童on 　by　B ．1）oly 〃t丿π a 　no ．458，

　　0 　polysaccharide ，　●　viscosity ，　△ 　residua1

　　91ucose ，▲ cell 　count ，口 pH

　　Medi1皿 ； 6 ％ glucose， 0．5 ％ Polypepton，
　　　0．5％ beef　 extrac ち　0．1％ K2HPO ‘， 0，1 ％

　　　Na2SO ‘，0，5 ％ CaC12
， 0，75％ CaCO6．

　　Shaking　incubation　at　28℃，

　 なお ， 多糖生産 の た めの 最適培地組成お よ び 最適培

養条件 を ま とめ る と次 の 通 りで あ る．

　 1） 有機窒素源として は ポ リペ プ ト ン ー肉 エ キ ス （各

0，5％ ）の 組み 合 わせ が 最良で あ っ た．また 無機 窒 素

源 につ い て は，単独で は 多糖生産 を認め た もの は な く，

ポ リペ プ トン 0．5％ と共存させ た 場合に の み，KNOs

あ る い は NaNOa の 0．3 ％ 添加量 で ，7 〜 8g ／1 の 生

産が認め られ た ・

　 しか し，良好な 多糖生産は pH が 7．0〜7・5 に 維持

され た 場合 に 得 られ，こ れ は原 田 ら
9コ

の Alcaligenes

faecalis　var ．　myxogenes の変異株に よ る多糖生産 に

お い て ，窒 素源 の 種 類 よ り も pH が 大 きな 因子 と な る

とい う報告 と一致 した．

　 2） 糖源は グル コ ース ， シ a ク ロ ース ，イ ヌ 1丿ン で

約 10　g／lの 多糖生産が 認め られ たが，そ の 他で は著し

く低 い 生産量で あっ た．

　3） 初発グル コ ース 濃度 が 8 ％ ま で は 多糖生産 量 は

増加す るが，そ の対糖収率は 初発濃度 3％ 以上に な る

と減少 した．

　4）　グル コ ース は 予め培地 中に添加して 滅 菌す る よ

りは，別滅菌 して 培養直前 に 添加す る方が多糖生産量

は多か っ た・

　5） 生育最適温度（30℃ ）と多糖生産最適温度（28℃ ）

と で は若干 の ずれがあ っ た・

　6） 酸素供給条件の 多糖生産に 与え る影響を み るた

め に ，500ml 容 フ ラ ス コ 中の 培地液量を変化 させ，回

転振とう培養 （220rpm ） した 結果，液量 100　m1 以 下，

つ まり亜硫酸酸化法で 求めた酸素吸収速度に換算して ，

O．　29　mM 　02／1−min 以上で，10　g／’以上 の 多糖生産 が

認め られ た・

　多糖の 精製　　本菌培養液の 粘性 は極 めて 高 く， 10

g／t以 上 の 多糖を 生 産 した もの で は 流動性が ほ とん ど

な く，ま た 60℃ 以上 の 加熱処理に よ り， さ らに 粘性

は 高 くな る こ とか ら，多糖の 抽出 ， 精製に あた っ て は

必要以 上 の 加熱操作 を さ けた．す な わ ち，培養液 を
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50〜55℃ の 温水 で 7 〜 8 倍 に 希釈後，遠心分離して 菌

体 そ の 他不溶性物質を除い た液に，2 ％ セ チル トリメ

チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ドを 加え，酸性多糖と中性

多糖と の 分画を試 み た ．そ の 結果，中牲多糖 画分 は全

く得 られず，本菌に よ っ て 生産 され る 多糖は酸性多糖

の みで あ る と認 め られ た・得 られ た 酸性多糖画分は 3

度 の メ タ ノ
ール 分別後，透析，凍結乾燥 を 行い ，精製

多糖 と して 以 下 の 実験に 供 した．

　多糖 の 化学的お よ び 物 理 化 学 的性 状　　精製多糖 は

淡褐色 ， 無味 ， 無臭で あり，冷水に も可溶で あ る・

　1） 均
一

性　　精製多糖 を 0．1M ホ ウ酸緩衝液 （pH

9．3） に 0．1％ とな る よ うに 溶解 し，分析 用 超遠心 機

（日立製作所製 282型）に よ っ て 沈降パ タ
ーン （56，

000

rpm ，25℃，35〜85分間）を検討した結果 ， 単
一

の ピ

ークの みが得 られ た こ と か ら ， 超遠心 的に は 均
一

な 多

糖 と思われた ．

　2） 呈 色反応　　ア ン ス ロ ン 反応，ナ フ ト レ ゾ ル シ

ン 反応 ， フ J．ノ
ール 硫酸反応 お よび カル バ ゾール 硫酸

反応 は陽性 ，
ヨ
ード反応，フ ェ

ーリン グ反応お よ び ニ

ン ヒ ド リ ン 反応 は 陰性で あ る こ とか ら，ア ミ ノ 基，ア

ミノ 糖を含 ま ず ， また 還元性 を示 さ な い 酸性多糖で あ

る と思われた・

　3） 一
般分析　　本多糖の

一
般成分 は 粗 タ ン パ ク質

0．149％ ， 脂質 0。00％ ，灰分 6．49％ で あ っ た・

　 多糖 の構成糖

　 1）　ペ ーパ ー
ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーお よ び ガ ス ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ーに よ る 構成糖 の 検索　　精製 多糖を 5 ％

硫酸 と共 に 封管 し，100℃ で 8 時聞加水分解 した 後，

炭酸バ リウ ム で 中和，ろ液を A 皿 berlite　IR−120で 処

理 した もの に つ き，ペ ーパ ーク ロ マ トグラ フ ィ
ーを 行

っ た．その 結果，本多糖 の 加水分解液 か らは グル コ ー

ス ，マ ン ノ
ース お よ びウ ロ ン 酸が 検出 され，そ の 他 の

糖 は 全 くみ られ な か っ た・

　 つ い で ， 加水分解液を Dowex −1 カ ラ ム に 負荷し，

溶出 区分か ら中性糖画分を，吸着区分か らは O．1M 酢

酸で 溶出 させ て 酸性糖画 分を 得，両画 分 に つ い て 構成

糖 の 確認 を 行 っ た ．

　 まず中性糖画分に つ い て ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを

行 っ た結果を Fig．2 に 示す．本図か ら明らか な よ う

に ， こ の 画分 に は グル コ ース と マ ン ノ
ース の み が検出

さ れ ， こ れらの ピー
ク は 標準品 の そ れと全 く一致す る

もの で あ っ た．

　 2）　 ウ ロ ン 酸の 同定　　酸性糖画分 に つ い て ， チ オ

グ IJ コ ール 酸
一

マ ン ノ
ー

ス
ー
硫酸反応 を行 い ，450〜570

A

B

醸酵工学　第59巻

AB

c

0 5　　 　　　 10　　　 　　 15

Retention　time 　（rnln ）

Fig，2．　 Gas　chromatogram 　ef　the 　neutral 　fraction

　　 of 　the　acid 　hydrolysate　of 　the 　polysaccharide．

　　A ：mannose ，
　B ：glucose，　C ：inositol　as 　inter−

　 　 nal 　 standard ．

　　Apparatus ：Shimazu　GC −3AE

　　Salnple ：TMS −sugar 　in　pyridine　2　ge1．

　　Column ： stainless 　 stee13mm φ× 3m レ 3％

　　　SE −52　chromosorb 　WAW −DMCS 　60〜80 皿 esh ．

　　Detector ： hydrogen 　flame　 ionization（FID ）．

　　Carlier　gas ：N2．

　　Te 皿 perature ：175℃．

nm に お け る吸収ス ペ ク トル を求めた．そ の 結果，酸

性糖画分 の 極大吸収 は ，530　nm に み られ，こ れ は グ

ル ク ロ ン 酸の 標準品と
一

致 した．さ らに ， 塩基性酢酸

鉛呈 色反応
10j

の 結果 よ り，構成 ウ ロ ン 酸は グ ル ク ロ ン

酸 の み で ある と推定 した．

　以上 の 結果よ り，本多糖は グル コ ース ，マ ン ノ
ース

お よ び グル ク ロ ン 酸を 購成糖 とす る酸性多糖 で あ る と

い え る．

　糖構成比 　 Fig．2 に 示した ガ ス ク ロ マ トグラ ム か

らグル コ ース とマ ン ノース の モ ル 比を 求めた．すな わ

ち，各糖 と内部標準として の イ ノ シ トール との 示す面

積比から標準曲線を作成し， モ ル 比を 求め た と こ ろ．

グル コ ース ： マ ン ノース ＝＝1 ：0．89〜1．14 が得られ た

こ と か ら，両者 の モ ル 比は 約 1 ： 1 で あ る と推定 され

た．

　つ い で ，加 水 分解液中 の グル ク ロ ン 酸量 を カ ル バ ゾ

ー
ル 硫酸改変法

7｝ に よ っ て求め た．こ の 方法を用い た

ウ ロ ン 酸定量値は 中性糖の 存在に よ り影響され る こ と

か ら，予 め酵素法 （藤 沢 薬 品 製 グル コ ス タ ッ ト試薬）

で 加水分解液中の グル コ ース 量 を求 め，こ れ に相当す

る グル コ
ース と さ らに 等量 の マ ン ノース の 混合溶液 に

グル ク ロ ン 酸 を加 え た もの を 用 い て 検量 線 を 作成 し た ．

こ の 検量線に よ り加水分解液中の グル ク ロ ン 酸量を求

め た結果，加水分解液中に は 35μg／ml の グル コ ース

N 工工
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が存在し ， こ の 時 ， グ ル ク ロ ン 酸量 は 9．5〜 IO．　O　Pt9／

m1 で あ っ た，こ れ らの こ とか ら，本多糖の 構成糖比 は

ほ ぼ，グル コ ース ：マ ン ノ
ー

ス ： グ ル ク ロ ン 酸＝35 ：

35 ： 10 （7 ：7 ：2）で ある と推定 さ れ た ．しか し，多糖

中の グル ク ロ ン 酸結合部位 は 加水分解 さ れに くく，

11｝

オ リゴ 糖 と して 残 る可 能性 もあ り，実際の グル ク ロ ン

酸量は こ の 値 よ りも若干多い こ とも考え られ る・

　多糖の 粘性特性　　B8H 型回転粘度計で 測定した本

多糖水溶液 の 粘度は，回転速度の 増加 と共 に 低下 して

ゆ く，い わ ば非 ニ
ュ
ートン 流動を示 した．こ の こ とか

ら粘度は，回aXta　20　rpm で 測定 した 見掛けの 粘度 と

して 示す こ と と し た．

　1） 濃度 の 影響　　O，4〜1．5％ 多糖水溶液の粘度

を Fig．3 に 示す．本多糖水溶液の 粘度は，　 o．5％ で

1，　OOO　cp ，1％ で 11，
　OOe　cp ，

1．5％ で 42
，
000　cp で あ

り ， 同濃度 の ロ ーカ ス ト ビ
ー

ン ガ ム に 比べ ，そ れ ぞ れ

8．4倍，4，9倍，4．7 倍 とい う高粘度 を示 し た ・ま た

90℃ − 10分間加熱後，冷却す るこ とに よ り粘度 は さ ら

に 増加し，0．7％ 以上 の 濃度で は 熱可逆的ゲル を形成

し た．こ の 時の 寒天 と比 較 した相 対 ゲ ル 強 度を Fig．4

に 示す・本多糖 の 相対ゲ ル 強度は 寒天の 1／7〜1／8 で

あ っ た．

　 2） 加熱温度 の 影響　　O．4 ％ 多糖 水溶 液 を 60〜

120℃ の 各温度 で 5 分間加熱後 ， 冷却 した ときの 粘度

変化 を Fig．5 に 示す．粘度 は 温度 の 上 昇 に 応 じて 増

（
a
り）
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蕊
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憩
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Fig．3．　Viscosity　change 　 with 　 concentration 　 of

　　 Ilo．458　polysaccharide 　and 　locast　bean　gum ．

　　O 　no ．458　polysaccharide ；　●　no ．458　poly ・

　　 saccharide ，　 heated　at 　90
°
C 　for　IO　min 　and

　　 cooled 　to　25℃ ；△ locast　bean 　gum ．

　　Measurement ： B8H 　 rotary 　 viscometer 　 at 　 2G

　　　rpm ，25℃．

　 　 O 　　　　　　O5 　　　　　10 　　　　　 15　　　　　2D

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Concentration　 （
°1。）

Fig．4．　Comparison　 of 　 re ！ative 　gel　 strengths 　 of

　　 no ．458　polysaccharide ，　 agar 　 and 　 1  ast 　bean

　 　 gum ・

　　O 　no ，458　polysaccharide ，　● agar ，△ 　Iocast

　　beaロ 9ロm

　 　Heated 　at　90℃ for　10　min 　and 　cooled 　to　25 ℃

　 　 Measurement ：rheometer 　 at　 25℃

（
8
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Fig，5．　 Effect　of 　heating　temperatIlre 　on 　the

　　 viscosity 　 of 　the　polysacchar 三de．

　　Po ｝ysaccharide ： O．5％ 　solution
，
　 heated　and

　　　cooled 　tQ　25℃
　　Heating　t三me 　l　5　min

加 し ， 90℃ で 最高に 達 し，120℃ で もほ とん ど低下 は

み られなか っ た．

　3）　加熱時間の 影響　　0，4％ 多糖水溶液 を 95℃ お

よ び 121℃ で 5 〜30分間加熱後，冷却 した と きの 粘度

変化を Fig．6 に 示す．95QC で は加熱 20分まで 粘度は

増加 しつ づ け，30分の 加熱で もか な り高い 粘度を維持

して い る の に 対 し，121℃ で は 加熱 5 分 まで は 高い 粘
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Fig．6．　 Effect　of　heating　 time　on 　 the　viscosity

　　of　the　polysaccharide．

　　Heating 　temperature ： 090 ℃ ；● 121℃ ．

　　Polysaccharide： 0．4％　solution ，　heated　and

　 　 　cooled 　to　25 ℃ ．

度を示す もの の ，そ れ 以降，次第に 低下 し，30分で は

溶解時の 粘度以下 に な る こ とが認め られ た．

　4）　 pH の 影響　　2　N 塩酸 または水酸化 ナ ト リウ

ム で 0．4％ 多糖水溶液の pH を調整 し， 粘度測定 した

結果 ， pH 　4〜10 の 範囲で 安定で ある が ，　 pH 　4 以 ドで

著 し く低下す る こ とが 認め られ た・

　急性および 亜急性毒性試験　　本多糖 の 筴全性 に つ

い て ，ICR 系 マ ウ ス を用 い Table 　3 に 示す試験要領

で 急性 お よ び 亜急性毒性試験を行 っ た．す な わ ち，急

性毒性試験で は 1 群 5 匹，6 群に 分け，多糖を 0〜6％

混 合 した 飼 料を 7 日間，亜急 性 毒性 試験で は 2 ％ 混合

した 飼料を 15匹 に 70日間給与した．

　 こ の 結果，全期間を 通 して 両試験 とも体重増加，飼

料摂 取 量，行 動，外観 お よ び 剖 検所 見 と も対照 群 に 比

して 異常 は み られ な か っ た・そ の 他，臓 器重 量 比，血

清 タ ン パ ク量 ，血糖 量 お よび GOT ，　GPT 活性 に っ い

て ， 得 られ た 測定値の 分散分析 を行 っ た が，両試験 と

も対照群 との 間に 5 ％ 水 準 で の 有意差 を認 め られ る 項

目は な か っ た．

　 こ れ らの こ とか ら， 供試多糖 の マ ウ ス に 対す る急性

お よ び亜急性毒性は ほ とん どな い もの と判断され た．

考 察

　Bacitlzas属 の生産す る多糖につ い て は古くか ら研究

さ れ て お り，同
一
菌種 で も構造，特性 の 異な る 多糖を

生 産 す る こ とが知 られ て い る・例えば ， 今回分離した

B ．Polymyxaに つ い て も ， レバ ン ，12）
マ ン ナ ン

le ）
を

初め，ラ ク トース 培地 か ら ラ ム ノース と ガ ラ ク トース

を構成糖とす る 多糖，14） また グル コ ース 培地 か らグ ル

コ
ー

ス ，マ ン ノース ，ガ ラ ク トース ，グル ク ロ ン 酸 を

構成糖とす る 高粘性多糖の 生産
15J

が報告 されて い る．

　今回得られ た 多糖 は，グル コ
ース ： マ ン ノ

ース ： グ

ル ク ロ ン 酸 ＝ 7 ：7 ：2 か ら成る もの で あ っ た ，B．　Poly・

myxa お よ び B ．　 circ ＃lans が ， こ の 3 種 の 構成糖か

らな る多糖を生産 す る こ とは ， 既 に 1949年 ， Forsyth

と Webleyie 〕
に よ っ て 報告 され て は い る が，こ の 時の

多糖は 寒天培地上 に 生育 した コ ロ ニ ーか ら抽出 した も

の で あり， 主として 菌学的興味 に止まり，ま た ウ ロ ン

酸 の 確認も行わ れ て い な い ・

　 Bacillus属 に限 らず ， グル コ ース ，マ ン ノース お よ

び ウ ロ ン 酸 か ら成 る微生物由来多糖は比較的少な く，

Serratia　marcescens が グル コ ース ，マ ン ノ
ース

，
マ

ン ス ロ ン 酸よ り成る多糖を生産 す る こ と，

1fi） Nocardia

Paraffinicaが ブタ ン を唯一
の 炭素源 と して グル コ ー

ス ，マ ン ノ
ース ，ウ ロ ン 酸 か ら成 る多糖 を生産す る こ

Table 　3．　 Toxicity　test　 of 　 the　polysaccaride 　 against 　ICR 　 rnice ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Acute 　toxicity

Mice （ICR ）　　　　　　　　　　　　 4−week −
old ，　 females

Feed主ng 　ratio 　of　the　 polysaccharide　O， 0．5，　1， 2， 4， 6％

Feeding 　 scale 　　　　　　　　　　　　 5m 玉ce 　x 　6　cages

Dosage 　length　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　days

Items

Sub −acute 　toxicity

4−weekr ）ld，　 males

　 　 2％ al1

5mice 　X 　6　cages

　 　 70days

body 　weight ，　feed 孟ntake 　efficiency ，
organs 　 weight （kidne ア，

　 spleenp 　 liver），

blood　suga ら 　serum 　protein ，
GOT ，　GPT

GOT ； Glutamic　 oxaloacetic 　 transaminase ，

GPT ： Glutamic　pyruvic 　transaminase ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1981年　第 4 号 Bacitlus　 Polymyxa の 粘性多糖 309

と
IT ）が知 られ て い る 程度で ある・

　
一
方，寒天様 の特性を有す る 多糖 に 関す る報告 も比

較的 少 な く，Alcaligenes　faecalis　var ．　myxogenesiS 〕

や Agrebacterium 　 radiobacterie
，

の 生産す る β
一1，3

グル カ ン （カ
ー

ドラ ン ）が加熱に よ り不可逆的なゲル

を形成す る とい う報告を別に すれば ， い わ ゆ る寒天 様

多糖 の 生産菌は も っ ぱ ら BacillUS 属に み られ る・村

尾らの B ．subtitis 　FT −3 株の 生産す る 酸性多糖が 1％

以 上 で 熱可逆性 の ゲ ル を形成す る とい う報告
5j

を初 め ，

B ．subtilis 　var ，　 Palysaceharolyticumの 多糖が 同様

な性質 を有す る こ と，2
°1B ．　circntans の 生産す る多糖

が O．3 ％ 以上で 溶解時 にゼ ラチ ン 状を 呈す る21 ｝

等，興

味あ る現象が報告 され て い る．しか し， 今回わ れわ れ

が 取得 した 多糖は，こ れ らの もの と構成糖を異に す る

と共に溶解時の 粘性が著し く高 く，しか も O．7％以上

で は ， 加熱，冷却後に 寒天様に 固化す る とい う特性を

併せ もつ 等 ， 既報 の 寒天 様多糖 とは性 格 を異 に す る も

の で あ っ た・多糖 の ゲル 化機構 は極 めて 複雑で あ り，

分子 量 ，分 子形態 を初 め，構成糖お よ び構成糖比 もゲ

ル 強度に 関与して い る と い われ，

5，
こ れ らの 点か ら も

今回 の 多糖 が既報 の もの とは異 な る特性 を示すもの と

思 わ れ る・

要 約

　土壌 よ り分離 した 多糖生産 菌 1 株に つ き，多糖生 産

条件 ， 得られた多糖 の 構成糖および そ の 比 ， 粘性特性

等を調べ ．以下の 結果を得た・

　1． 分離菌は Bacitlus　Polytnyxa　No ．458 と岡定し

た．

　2． 本菌は グル コ ース ，ポ リペ プ トン ，肉エ キ ス ，

塩類か ら成 る培地で ，28℃ ，6 日間の 振と う培養に よ

り，15g〃 の 高粘性多糖を 生産 した．

　3． 多糖生産の 最適 pH は 7．0〜 7．5，最適温度は

28℃ で あっ た．

　 4， 本菌株 に よ り生産 さ れ る多糖 は ， グル コ
ース ：

マ ン ノース ： グル ク ロ ン 酸＝7 ： 7 ： 2 か ら 成 る と推定

され る酸性多糖 で あ っ た・

　 5． 本多糖は0．5％水溶液で 1，000　cp ， 1％ で 11 ，000

cp ，
　 L 　5％ で 42，　000　cp の 粘度 を もち ，

ロ ーカ ス ト ビ

ーン ガ ム に 比 べ 5 〜8 倍 の 高粘性を示 した．

　 6． O．7％ 以上 の 多糖水溶液 を 90℃，10分間加熱後，

冷却す る こ とに よ り， 寒天様の 可逆的ゲル が 形成 さ れ

た．

　7． 本多糖の マ ウ ス を用 い た急 性 お よび 亜 急 性 毒 性

試験で は，体重増加率，臓器重量 比，血清性状，肝臓

機能等に 全 く異常は認め られ なか っ た ．

　本研究 の 一部は，1978年 11月の 日本醗酵 − 学 会大会 で 発

表 した，
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