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　　A 　bacterium，　 which 　produces 　an 　agar
−1ike　 ge卜forming　 pQlysaccharide，　 was 　 isolated

from　 soil 　 and 　identi丘ed 　 as 　Ba ‘illus　 subt 挧 5　FT −3．　The 　optimu 皿 culture 　 mediu 皿 consisted

of　3％ 91ucQse ，0，3％ NaNOs 　 O ，G1％ yeast　extract
，
　and 　other 　inorganic　saltS ；the　oP 亡imum

culture 　conditions 　as 　so　far　tested　were 　5　days
’incubation　on 　a 　reciprocal 　shaker 　at　30° C

with 　120　rpm ．　 In　these　conditions
，
　 FT −3　 polysaccharide　 was 　 obtained 　 in　 a 　 yield　 of

4 ．5〜5．5gper 　l　of 　culture 　broth，　 The 　FT −3　polysaccharide（mQre 　than 　1％） forms　a　gel

when 　 heated　in　 aqueous 　 suspension 　 to 　100 ° C 　for　 5〜10　min 　 and 　 cooled 　 to　 room

temperature 、　 The 　polysaccbaride　was 　 an 　acidic 　 one 　comp （）sed 　 of 　glucose ，
　galactose，　fucese，

and 　glucuronic　acid 　in　 an 　approximate 皿 olar 　 ratio 　of 　2 ：2 ：1 ：1．

緒 言

　微生物 の 生産 す る 多糖 に つ い て は 医薬 上 ， 並 び に 食

品工 業一ヒの 観点から種 々 の 興味あ る多糖 が 報告 さ れて

い る．こ れ等 の 多糖 の 中で 1〜2％濃度で 固化する も

の と して は ，
AtCalige・nes 　faecalisの カードラ ン

，

1’2）

Agrobacterium　IFO　13127 の 生 産 す る 多糖
s＞

が あ る

が，加熱 に よ り溶解 し，冷却 に よ り固化す るい わゆ る

寒天 様 の 挙動を 示 す多糖 は，殆ん ど報告され て い な い

よ うで ある．そ こ で 著者 らは ， 加熱 に よ り溶解し， 室

温に 放冷す る と固化また は ゲ ル 化す る ， い わ ゆ る寒天

様の 粘性挙動を示す 多糖を 目的 として 生産菌の 検索 を

行な っ た．そ の 結果 ，

一
応 こ の 目的 に か な う と考え ら

れ る
一

菌株を分離す る こ とが で き た．本報で は，多糖

生産菌の 菌学的 性質，並 び に 得 られ た 多糖の 均一性，

糖組成等 に つ い て報告す る，

＊ Baciltus　subtilis 　FT −3 の 生産す る 多糖 に関す る

　研究 （第 1報）

　Studies　on 　the 　Polysaccharide　Produced 　by
　BaciUus　subtilis 　FT − 3　（工）

実　験　方　法

　 1． 菌 株 の 分 離

　 （i）一次 ス ク リーニ ン グ 各地の 土壌，河水等を

分離源 とし， 加糖ブ イ ヨ ン 寒天培地を用 い て ， 30 ° C ，

2 〜 5 日 間平板培養を行な っ た．生ず る集落 の 中か ら

粘性を持つ もの をブ イ ヨ ン 斜面培地 に 釣菌 し平板培養

法で 純化した．

　 （ii）二 次 ス ク リーニ ン グ　
ー一

次 ス ク リ
ーニ ン グ で

得 られた 分離菌株を グ ル u 一ス 3％，ポ リペ プ トン

0 ．5％，肉エ キ ス 0．5％，食塩 0．15％ ， pH 　7．0〜7 ．2

の 培地 に 接種 し，30°C ， 3 〜5 日間振盪 培養す る．

こ の 培養液を 100 ℃ ， 5〜10分間処理 後， 室温 に放冷

してゲ ル 化 の 認 め られ る菌株を 選 別 した．

　 2． 多 糖 生 産菌 株 の 培 養　予 め 30℃ ， 2 日聞 振 盪

培養 した 前培養液 1ml を培地 100ml を含む 500ml

容振盪 フ ラ ス コ に接種 して ， 本培養を行な っ た．振盪

培養 は ， 往復振盪 機 （振幅 7cm ，120回／ 分） を 使用

し た．

　 3． ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー　ペ ーパ ー

ク ロ マ
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トグ ラ フ ィ
ー

（PPC ） は 東洋炉紙 NQ．51 を用 い 上 昇

法で 行 な っ た．使 用 した 展開溶媒 を 以
．
ドに示す．

　 A 　酢酸 エ チ ル ーピ リ ジ ン ー酢酸
一

水 （5 ： 5 ： 1

　　　 ： 3 ）

　 B　酢 酸 エ チ ル
ー ピ リ ジ ン ー水 （12 ： 5 ： 4 ）

　 C 　n 一ブタ ノ
ール ーピ 1，ジ ン ー水 （6 ： 4 ： 3 ）

　 D フ ェ ノ
ー

ル
ー

水 （5 ： 1 ）

　発色剤は，ア ニ リ ン 水素 フ タ ー
ル 酸を使用 した．

　4． ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（GLC ）　 装置は 昇

温装置 と FID （水素炎 イ オ ン 検出器）を 取 り付けた 島

津 GC − 4A 型ガス ク ロ マ トグ ラ フ を用 い ， カ ラ ム は

齷 3   ，長 さ 2m の SE − 52 （4 ％ SE − 52　on

60〜80mesh 　 Chromosorb　W ） カ ラ ム
， キ ャ リア

ー

ガ ス は N2 ガス を用い た．

　試料 は，3 ％塩酸 メ タ ノ
ー

ル を 加 え 封管後，80
°C ，

16 時間 メ タ ノ リシ ス ω を 行な い ，つ い で 溶媒を除去

後，Sweeleyら
li）

の方法 に 準 じて ト V メ チ ル シ リル 化

（TMS 化）し て GLC の 試料と した ．

　 5，　 粘度 の 測定　試料 の 粘度 は，オ ス トワ ル ド型粘

度計 （10秒計）を用 い 25ec で 測定 した．

実 験 結　果

　 1． 多糖生産菌 の 分離 　第一次 ス ク リーニ ン グ に よ

り分離試料 320点 か ら 250菌株が 得 られ た．こ れ等 の

菌株を第 二 次ス ク リー ＝ ン グに よ り選 別 した．そ の 結

果，培養液を加熱 後，室 温 に 放 冷す る こ と に よ りゲ ル

化が 認 め られ る 菌株 と し て ， た だ
一

株 FT − 3 が 得 ら

れた．

Table 　 1．　 Morphological 　 and 　 cultural 　properties　 of 　the　Strain　FT − 3 ．

1 ．Vegetative　 cells

　　　form　　　　　 ： rods
，
　not 　in　chains ，　uniformly 　stalned

　　　血 otile　　　　　 ： motile 　by　 means 　 of 　peritrichous　flagella

　　　 size 　　　　　　　　 ：　Q，3 〜 0 ．6× 1．0〜 2 ．G　microns

2 ．End 。 spore 　 　 ： spores ，0 ．2〜0．3× 0．7〜1．O　mierons

　　　　　　　　　　　　ellipsoidal 　to　 cy ！indr三cal ，　 central 　 or 　paracentral
3 ．Sp 。 rangia 　 　 ： n 。t　definitely　swollen

4 ．Sta血 ing　 characte τistic6

　　　gram 　　　　　　　　　：　positive

　　　acid 　fast　　　　　：　negative

5。Agar　 slants （24　to　48hr　 at　30°C，　DifcQ　media ）

　　　growth 　　　　　 ； mQderate

　 　 　 form　 　　 　 　　 ： echinulate

　　　C ・nsistency 　 ： viscid

　　　chromogenesis 　 ： cream
−
oolo τed 　to　light　brown

6．Agar　 colonies （24　to　48　hr　at　30°C，
　Difco　media ）

　　　form　　　　　　： ciτcular

　　　surface 　　　　　　　：　 rough

　　　edge 　　　　　　　　：　und ロ iate

　　　elevation 　of 　growth 　二　raised

7．Gelatin　 stab

　　　growth　　　　　 ： best　at　tops

　　　liquefact玉on 　　　：　craterifOrm 　to　stratiform

8 ．Glucose　agar 　 slant

　　　growd1 　　　　　 ：　田 oderate

9 ．Growth　on 　petato　agar 　81ant 　 ：　 negative

10．Gmw 出 in　 7 ％ NaCl 　bmth 　　 ： moderate

l1．　 Growth　on 　soybe 且 n 　agar 　slant ： abundant

12．Growth　i且 g…ucose 　broth　under 　anaerob 三c　 conditions

　　　growth 　 　 　 ： scanty

　　　pH 　　　　　　　二 5．5
13、Milk　　　　　 ： 810wly 　peptonレed 　　　　　　　 ・
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　2． 分離菌 FT −3 の菌学的 性質　常法に 従 い
，

G・T）

FT − 3 菌株の 菌学的性質を 調べ た．形態的性質を

Table　 1 ， 生理学的性質を Table　 2 に示す，こ の 結

果を ， Bergey’

s　Manual　of 　Determinative　Bacterio・

logy第 7 版 （1957年） に従 い ， 分類学上 の 位置 を検

討 し た ．本菌は好気性 の 桿菌で ，内生胞子 を 形成 し ，

グ ラ ム 染色陽性 ， 栄養細 胞 の 短径が 0．9ミク ロ ン 以 下

で，7％食塩肉汁 に 良 く生育し，硝酸塩を還元 し ， ス

ターチ を 資化す る ，
sporangia が 明 らか に ふ くれな

い ，嫌気条件下グル コ
ース 培地 で 殆ん ど 生育が み られ

な く pH 低 下 が み られ な い こ と，大 豆 寒 天 培地 で の 生

育が 良好な こ と，嫌気下 ア ル カ リ性 の 培地 で 硝酸塩 よ

りガ ス 発生がみ られな い こ と等 の性質 よ り　 BacillUS

subtilis に 属 す る と考 え ざ る を 得な い ． た だ ポ テ ト培

地で の 生育，クエ ン 酸 の 資化が み られ な い こ と， ま た

菌体外 に特徴的な多糖を 生産す る こ と等 の点 で type

culture と異な っ た．　 Srnith ら
8）に よ る と ク エ ン 酸 の

資化性 ， ポ テ ト培地で の 生育 の 有無 は
“

uariatien
”

に

な りうる と 記 載 さ れ て い るの で， こ の 点 に 着目す れ

ば， BacillUS　subtiJis の 変種 と も考 え られた が ，

一
応

BaciUus∫ Sttbtilis 　FT − 3 と 同定 した．

　3． 多糖生 産条件の検討　FT − 3 株 の 多糖 の 生産

条件を検討 した．生 産 され る多糖量 は．培養液 を蒸溜

水で 4 〜 5 倍 に 希釈 して 21，000 × g ，60分 間 遠 心 除菌

後，上清液 に 2倍容量の ア セ bン を加え生ず る多糖 の

沈澱 を 集め ア セ ト ン で 脱 水後，五 酸化 リン 上 で 真空 乾

燥 し多糖量として 求めた．多糖生産条件の 検討 に は ，

二 次 ス ク リ
ー＝ ン グ用 培地を基本とし種 々 の 炭素源 に

つ い て 調 べ た 結果 ， グ ル コ
ー

ス ， デ キ ス ト リン ， ス タ

ーチが 良 好で あ り， つ い で マ ル F 一ス ， ガ ラ ク ト
ー

ス ，イ ノ シ トール ， シ ー＝ク ロ
ー

ス，ラ ク トース の 順 に

生産量 は減少した．フ ラ ク トース ，キ シ ロ
ー

ス で は ，

殆ん ど生 産 が み られ な か っ た．グ ル コ
ー

ス の 最適 濃度

は約 3％ で あ っ た．窒素源 で は，ポ リペ プ トン，酵母

エ キ ス ， NaNO3 ，　 KNO3 等 が 良好で あり　（NH4）−

H2Pq ，　 NH
‘
NOs ，（NH4 ）2SO ，，　 NH4cr 等 の ア ン モ

ニ ウ ム 態 の 窒 素 源 で は，多糖 の 生 産 は殆 ん ど認 め られ

な か っ た，又 ，
ビ オ チ ン

，
ビ タ ミ ン 類等の 微量成分も

殆ん ど効果 が なか っ た．初 発 pH は 6 ，8〜7．4 が 良好

で あ っ た．

　以上 の 基礎実験をもと に して Table　 3 の 最適培地

を設 定 し た．こ の 培地 に お ける 多糖 の 生産経 過 を Fig．

1 に 示す．多糖 の 生産 量 は培養 4 〜5 日で 最高 とな り

4．5〜5、5gll の粗多糖 が 得られた．

　4． 多糖 の 分離穰製　培養液 を 蒸溜水で 4 〜5 倍 に

希釈 して 21，000g ， 60分間遠心 除菌後 ， 上清液 に 2

倍容量 の ア セ トン を加え粗多糖を得た．つ ぎ に こ の 粗

多糖 に 蒸溜 水 を 加 え約 0 ．05％ に とか し 40，eOO　9 ，60

Table 　2 ．　 Physiological　properties 　 of 　the 　 strain 　FT − 3

A ．　Hyd τolysis 　of 　starch …・・……・……・…
　…………・……・…………………

　
…9…・…………・

positive

B ．Hydrolysis　 of　 casein …………・・………・……・・……………………・一…・・一一 ・…・…・・positive
C ．Production　 of 　indole　・・・……・……・……・……・………・………・・……・…・・・…………・…negative

D ．Production　of　H2S………・・……………・………・・……・・・…一・・………・・…・・……・………・positlve
E ．Production　of　acetyl 　methyl 　carbinol …・…・……り・……・・…・…・・……・…・…・・…・……positive

F 嚠Assimilat三〇n 　 of 　 citrate ・…………・……・…・・…・…・…………………・……・…・・…・．・…・…negative

G ．Utilizatlon　 of　 ammonium 　 salts
…………・……・……………・………・………・…・………positive

H ．Reduction　of 　nitrate −・一……………・・……一 …一…・…．…＿…．……．＿・＿＿ ・＿＿positive
I ．Reduction 　 of 　methylene 　blue ………・…一 ・…………・…一 …・一………・…・………negative

J．Reduction　of 　2，6　dichloTophenol　indophenol……・・………・…・……・・…・………・…・
negative

K ．Methyl　red 　test ・’：一 ・・一…・…．…一…．．．・＿＿．＿＿＿．＿＿＿．＿ ＿．．．．．＿ ．．．．．．．＿＿
positive

L ．U 肥 ase 　 activity ……・・…一・・………・・…一・…………・……一 ……一……・・……・・…・・negative

M ．Catalase　activity……・・………一 …・……………・………………………・・…一………− positive

N ．Reaction　to　free　exygen ・・……・一・………………・・……・・……・・……・……・………・…・ae τobic

O ．　Productien　of 　ga8　from　nitrates 　under 　alkaline ，　 anaerobic 　conditions 　…………negative

P ．Fermentation　of　sugars

　　 Weakly 　 acid 　but　no 　gas 　from　 xyl 。se ，　glucose ，　 sucrose ，　 lact。 se ，　galactose ，　mannito1 ，

　　 sorbitol ，　and 　inositol．

　　No　acid 　and 　no 　gas　from　arabinose ，　inulin，　raf 丘nose ，　glycerol，　methyl
−D −glucoside，

　　 salicin．　and 　cellulose ．
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4。薯
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20

F玉g。1 ． T   ◎ cou 鵬 of 　POlysacchIロ ide　forrnation

　　by 恥 幽 5 鎚め‘偽 FT −3．
　　Thg 　mediu 皿 脳 80d 　 w 回曝 the 　8amc 　8応 　in　T紅ble
　　 3．C磁ti鴨 丘on 　w 邸 ca π 団 out 　at　 306C　 on　8

　　shalting 　culture

　　ResiA己U自1　sugar 　w 轟臨 8脳 8yed 　by　tbe　m6dbod 　of

　　No   一So　nogyi ．

　　●
一一

くL 　　  ユde　po！脚   ゴdo ；

　　o − − o ，　 gmwth ；　 ●一 ● ，　 pH　；

　　⊂〉
一

｛），　　residual 　giUCO酬 ｝

分間遼心後 ， 上清液を集め，再び 40，000g で 60分間

遠心 除菌後 5 ％ に食塩を加え ， 2 倍容t の メ タ ノール

を添加して 多糖を沈澱させ た．こ の多糖を再 び鰲溜水

に とかし鰲溜水に対して 透析後 40，000× 930 分間遠

心分離し上清液中の多糖を凍結乾燥して精製標品を得

た．以下の奚験には ， こ の 標品を用 い た．

　 5． 糟製標品の均一性

　 （i）　 元紊分析　本標品の 元素分析を柳本製  

N −corder 　MT − 1 を用い 測定した ．　 C ＝ 42．03％ ，

H ＝ 5．63％で 窒素は含まない．　 ・

　 （ii）　 魍遣心分析　本標品を ホ ウ酸緩街液 （pH

9．3，1 ＝ O．1）に溶解し 0．1％とし ， Beekmen 製 ス

ピ ン コ E型超遠心分離機を用 い ， 52 ，000　rpm ， 25 ° C

で分析した．そ の シ ュ リ
ー

レ ン 光学系の沈降パ タ
ー

ン

を Fig．2 に 示す．即ち単一の ピークの みが得られ超

遠心的に かなり均一な多糖 と予想され る．

　 （ili）　 チゼ リゥス ■側泳動　 日立 HTB −− 2 型 チ

ゼ リウ ス 電気泳動装置を用 い ， 多糖 0．2％の ホ ウ酸緩

衝液 （pH 　9．3， 1　＝O．1）で 6．4　mA ， 20°C で測定

した．そ の 泳動パ ター
ン を Fig．3 に 示す．即ち単

一

な ピーク の みが得られ電気泳動的に もか なり均一な多

糖と予想され る．な お pH 　4 ．5 の酢酸緩衝液 で も同

様IC単一の ピーク が得られ た．

　 e． 多糖の構成鰭

　 （i）　 星色反応 に よる検出　試料の ア ン ス ロ ン反

応 ， フ ＝ ノ
ー

ル 硫酸反応等 の 糖一般の 反 応 は ， いずれ

も陽性，ヨ ード反応は陰性で あ っ た．また加水分解試

料で はオ ル シ ン 反応 （メ チル ベ ン トース ， ウ ロ ン 酸），

カ ル バ ーゾー
ル 硫酸反応 （ウ ロ ン 酸）は陽性 ， ．Eb ◎n

Morgsn 反応 （ア ミノ 糖），
ニ ン ヒ ド リン 反応は 陰性

で あっ た．

　 （ii）　 ベ ーパ ーク ロ マ トケ ヲ フ ィ
ーに よ る構成糖

　　　Fig・
’
2 ．　Sedhコ鵬凪 t践偵on

’
P 驫   of 　FT −3　pob隅巴  haridら

The 　d…τectio 馳 of　sedimentation     1eft　to τighし Phαog 雌 ph8　a総

dhcrWtl　at　85 ，　90，　110，　and 　120　mi “ 　8ftet　at抛     　a　5peed 　of

52 匿000rp ロ L　　The　poly  b厘：i己e　eeneantratim 　w88 　0●1％　　in　bρ覇良te
buffer（pH 臨 9．3， 1温 0，1）．　 Thc　temperatute　wa825

°C．
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の検出 試料 20α  1ζ 2N 　HtSO ‘ を 10Fnl加え封

管後100° C で 加水分解したが ， こ の条件に おける加水

分解率を Nelson・Somnogyi法で 検討したと こ ろ，　 3

〜 5 時間で最高となりttそ れ以上 の加水分解で は分解

する ζ とが判明した．そ こ で 加水分解時間は 4 時間と

した。ζの 加水分解液に炭酸バ リウム を加えて 申和す

る．生じた硫酸バ リウ ム の 沈澱 と残存し た炭 酸バ リゥ

ム を除去後濃縮し， PPC を行な っ た．1 例として 溶

媒A に おける竜 値を示すと 127， 100， 90， 36で ， そ

れぞれ対照とした標準単糲の 結果 より， 本多糖は フ コ

ー
ス （125）， グル コ ース （100）， ガラ ク トース （90），

（3｝

〔2｝

に ｝

　　F量9，3．　ElectrepbOretic　pattem 　of 　l司「− 3、

，　　 poly鵬 6  τidc・

　　　 The 　e恥c   ph  軸   c面 ●d　 out 　 at

　　　
』
6 ．4 ロ：A8 紅d　200C．　The 　poly88ccha』悉de．

　　　　conoenth 巳tion　　▼788 　　0。2％　　iτL　borate
　　　

「
buffer　（pH 国露9．3，　1冨0．1）．

　　　　（1） Omin 　　 （2） 10匝 in

　　　　（3） 30、曲 1

1．O

0，8

　 o，6
畚
書
葱

o・4 、

蔭
　 O．2

　　　　　／へ

藁づ ．
ミご＼  

　 　420 　　 450 　　　　　 500 　　　　　550 　　　　　 600
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Wove　 Length〔nm ｝

F三9．4 ．　Abgorption司冫● ctra 　of 　urq ロic　aci己 bythc

　　th量  】yco匪ie 墨磁 一fnurmoeeSttlfuric 　acid
・
color

　 　 reaction ．

（D−一一（D，　　hアd：ob 屡 砿 6　d「FT −3　polysecdb創 rid6　；

⊂ト騨一  ，　 D印glucuroni　cacid ；

●一一●，　 D ．9山 畑 C 面 己

ウ ロ ン 酸 （36）を含むもの と推定され た．こ ζ で RK

の値 の 最も小 さ い ウ ロ ン 酸推定区分は ， グ ル ク ロ ン 酸

か ， ガ ラ ク チ ュ ロ ン 酸か い ずれか の 判別が 困難で あ

り ， 次の 方法で検討 した．

　 （i董i）　 ウロ ン 酸の同窟　 PPC の ウ ロ ン酸 推 定 区

分を薫溜永で溶出し約 100 μg／m1 の 試料とし， チ オ

グ ル 竃
一

ル 酸
一マ ン ノ

ー
ス
ー
硫酸反 応

●鋤 を行な う た．

F噛 4 に そ の 吸収 ス ペ ク トル を示す．試料で は 明ら

か にグル ク ロ ン 酸の特異吸収が 認められ構成ウロ ン 酸

はグル ク ロ ン 酸と確認 され た，

　 （i▼）　 ガ スク ロ マ トグラ7 イ
襯に よる媾成糖の検

出　以上 の PPC の 結采よ り構成糖は ， グル コ
ー

ス ・

ガ ラ ク トース ， フ コ
ー

ス ， グル ク ロ ン 酸 と 推定 され

た．さらに こ の点を 確 かめるた め に GLC を行な っ

た．試料として FT − 3 多糖の メタ ノ リゼ ートを用 い

TMS 化後 ，
　 GLC を行 な っ た．結果を Fig．5 に示

す．図の各ピー
ク a ， b，

　 c ，
　 d は ， それぞれ壕準糖 の

フ コ
ー

ス ， ガ ラク トース ， グル コ ース ， グ ル ク ロ ン 酸

の 相対保持時間に よ く一致 した．

需
‘

a
謦
」
O舮
8
都
ロ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 6　　 10　　 14　　18

　　　　　　 Rietention　　time　　（皿 1駆）

Fig．5 ．　G 囎 ChromatOgmamα正TMS 　derivatives

　　of　methyl 　g1凶rc唱旧ide8　dbtained　by　rnethamolysis

of　FT −3　 polysaech訂 ide・

Operating　　ecmditiens 　　：　 4％　　SE
−52　 0n

dmmo80 ：b　W 　in　a 　 3　 mm × 200　 cm 　 5ぬ 1e関

8t●ol 　colu   ，　temperatUre　programrrred　器t

120°CtO 　180°C 旦t　a　rate αf　4°C／min ，　hydmgen
f  e   セat   d嘸 ctOr ，

　 nitrogen 　carrter 　ga8
’
at　30　ml ／血 　（a）fucose，（b）gaimse ， （c）

gluco5e，　　（d）91ucuronic　acid ，　　（9）80rb …to1

（inVernal　standard ）
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　以上の 結果よりFT − 3 多糖は ， グル コ ー
ス ， ガ ラ

ク トース ， フ コ
ー

ス ， グル ク ロ ン 酸を構成成分とする

酸性多糖で ある こ とが 明 らか とな っ た．

　 （V ）　 糖構成比 につ いて 　FT − 3多糖の構成比

を決定す る に あたり， Fig．5 の ガ ス ク ロ マ トグ ラ ム か

らは ， 独立 した ピー
クの 得 られない グル ク ロ ン 酸を除

き， フ コ ー
ス ， ガ ラ ク トース ， グル コ ー

ス の 組成を求

めた．即ち内部標準法に よりソ ル ビ トール 100 μg に

対す る各標準糖 100 μg の メ タ ノ リゼ ートの ピ ー
クよ

り検量線を求め た．次 に FT − 3多糖 450 μg の メ タ

ノ リゼ ートか ら得られ る各ピークを検量線 よ り求め た

と ζ ろ フ コ ー
ス 69．1pg ，

』
ガ ラク b一ス 150．5 μg ，

グル コ ー
ス 147．5 μg が得 られ ， そ の モ ル 比 は， 約 1

： 2 ； 2 とな う た．

　グル ク ロ ン 酸 の 定1 に は ， カル バ ゾー
ル 硫酸改良

法
tt）

を用い た．対照として ， グル コ ース
， ガラ ク トー

ス ， フ コ
ー

ス を 2 ： 2 ： 1 の モ ル 比で 含 む溶液 に グ ル

クロ ン 酸を 5〜 25％添加した もの を用い検量線を求め

た．FT − 3 多糖 100　Pt9／rn1 を含む試料で の 発色 値

を検量線 よ り求 め た所，18％ な る値が 得 られ た．同様

な 方法を GLC に も応用 し て ， グ ル ク ロ ン 酸含量20％

なる定量値を得た．

　以上 の結果より， FT − 3多糖は ， グル コ
ー

ス ， ガ

ラ ク トース ， フ コ ース
， グル クロ ン 酸が約 2 ： 2 ： 1

；1 の モ ル 比か らな る酸性多糖で ある．

　 （畷 ）　 多糖の構戯 分 に及ぽす炭棄源 の影響　各

種炭素源か ら得 られる （培養 5 日間）多糖を試料とし

構成糟を GLC 法で 測定した ． そ の 結果 ガ ラ ク トー

ス
， ラ ク ト

ー
ス ， シ ュ クロ

ー
ス ，

マ ル トース ， イ ノ シ

トール 等を炭素源 とした場合は， グル コ ー
ス を炭業源

と した場合と殆んど変化は 見 られなか っ た．た だ ス タ

ーチ ， デ キ ス ト リン の煽合 は ， グル コ ース ，ガ ラ ク ト

ー
ス 含量が やや高い多糖が得 られた．

　 7． 多糖の物週的性貫

　 （［）　 多糖の ゲル 化　本多糖 は，低濃度で は水に

溶解するが ， 0．5％ 以上 にな る と溶解 しに くくな る．

多糖に蒸溜水を加え 1％とし， 100℃ ， 5 〜10分間加

熱溶臓 室温に 放冷す る と熱可逆性のゲ ル を形成す

る．ゲ ル化の 状態を Fig．6 に 示す．しか しゲル の 強

さは寒天に比較して ， やや弱 く衷面は ， やわらかい ．

ま た透析に より完全 に 脱塩 され る とゲル 形成能は 弱 く

なる．

　 （ii）　 比旋光度 Union 技研製 PM − 70　high
sensitivity 　 polathneter を用 い

， 多糖 0．2％ホ ウ酸

緩衝液 （pH 　9．3，
　1　＝ O．1）の 589　m μ で の 比旋光度

は ， 25°C ， 2　cm の 観測管を用 い 測定し 〔tt）Dss 　＝・　−

17°

で あ っ た．ζ の 溶液を加水分解す る と比旋光度は

上 が るの で ， 主構成糖で ある グ ル コ
ー

ス ， ガ ラ ク トー

ス が D一型 と仮定すれば こ の多糖中の 糖残基の 結合様

式は ， β結合が優先して い る と推定され る．

　 （iii）　 多糖の 漫度と粘度　濃度と粘度 の 関係は，

Fig．7 に示す，　 F　T − 3 多糖水溶液は市販の CMC ，

ス クレ ロ タ ン よ り， は るか に 高い 値を示 した．

考 察

　BacMds 属 の 多糖 生産菌に は ，　 B  伽 齣 加

No ・271蕊紛
，　　勵 」噸 ソua 　C818・猫≧9　1靴翼伽

sttrain　F − 573i●〕，　」黝 3 μ胸 亀 3　tur．　lactOvts

casuslS）等 々 が 知 られ て い る．こ れ ら B 佛 伽 属 の 生

産す る多糖は，一般 に構成糖と して，グル コ ース ，ガ

ラ ク トース 等の 中性楓 グル ク ロ ン 酸等 の ウ ロ ン酸 を

含有す る こ とが認められて い る．著者らの FT − 3多

糖もこ の 点で は ， こ れ らの 刀漁 属 の多糖 ic類似

した．しかる に ， FT − 3多糖は フ コ ー
スを含有する

　　 F  ．　6．　PhotOguph 　of 　a　gel　fermed　by
　　　　hq蛇 tre艮tmont ．
Th 蹲 e 　 ml 　 of 　 an 　8quoou88u8pen5 童  　of 　 FT − 3
pob悶 acchAride （1 ％）wa8 　heated　in　a 動e6t 　tube　for
10mi ロ in　 a　 boili  wuter −b曲 皿 d　 cooled 　 to

  呶 醐 e．撫 r   ding　f。r　30 皿 in，
　the

tc8t　tube　vvas　tuπ 鴇 d　魑P8ide　down ，　then　the　gel
formation　wa8 甑 ed ，
The 　 t魑 bc　 o 臆 th6　kft　 of　the　ph 劬ogr 露ph 　w 閃

  t。d ； th5t　 on 止 e 　 r量ght　 w 己8　 n 。t 』α 鵬 d
（rafererice ）．
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Fig．　7 ．　Viscosity　 vs・concentration 　of 　FT − 3

　　polysaccharide　 and 　 various 　gums ．

　　Viscometry　 was 　carried 　 out 　 at 　25 ℃ using

　 　 an 　 Ostwald　 vi3cometer ．

　　●一 ●，　 sclerotium 　polys ．；

　　  
一

●，　 CMC ；

　　∈）一 ⊂），　　 xanthomonas 　polys ．　；

　　○
一

〇，　　FT．・3　polys ．

点 で 既 報 の B α‘認粥 属の 多糖 と異 な っ た ．　 フ コ
ー

ス

を含む 多糖は，酵母，1e・17） 糸状菌
1S・1e）に広 く認 め ら

れ るが ， 細菌で は 比較的 そ の 例が 少 な い ．即 ち グ ラ

ム 陽性菌で は ，Cor：ymebacterium 　sOPedonicum ，（］ory ・

η8う側 εr ’砌 insldi・SZtm ，

2°） 加 ‘診o 加 c ‘z畑 bifidus2i）

に ， ま た グ ラム 陰性菌 で は 腸内菌科
t −〜“ ） に存在が 知

られ て お り，BCtciaus属 の 多糖に は フ コ
ー

ス の 存在

は，い ま だ 知 られ て い ない よ うで ある．

　本多糖は ， 1％以上で 加熱溶解後 ， 放冷す る と熱可

逆 性 の ゲ ル を 形 成 す る 点 が 特徴 の ひ とつ で あ る．本多

糖 の ゲ ル 化 の 原因 につ い て は ， 現段階で は rJjらか で な

い が，寒天 の ゲ ル 化 は分子量，構成糖の 種類 とそ の 比

率，硫 酸 基 と カ ル ボ キ シ ル 基 等 の 電解基 の 組成 ， 分子

形態 等 が 影響 す る
25 ）とい わ れ て い る．こ こ で ，FT −

3 株をグ ル コ
ー

ス を炭素源 とす る代 わ りに ，そ の 重合

体 で あ る ス タ
ー

チ ，デ キ ス ト リン を 炭 素源 に す る と得

られ る多糖 の構成成分は ， グ ル コ
ース を炭素源 とし た

場合の そ れ と一致 す るが ，構成比 で グル コ
ー

ス ， ガ ラ

ク トース 含 量 が や や 高 くな り，ゲ ル 形成能も弱 くな る．

こ の 事実 は，多糖 の 構成成分比 が ゲル 化 に 大きな関係

を もつ こ とを示 唆して い る もの と思われ興味深い ，と

こ ろ で Bac ”lus　rdの 多糖 は， 前述 の 如 く 数多い が ，

ゲ ル 化の 見 られ る もの は殆ん どな く，僅 か に Bacillus

polymyxa　No．271 の 多糖 （glc ； gal ： man ： glc−

UA 　・− 3 ： 3 ： 1 ： 2 ）
26 ）

が 1．5．％ で ゲル 化 す る と報告

されて い る に すぎない ．こ の 多糖 と本多糖と比較す る

と，構成糖 に 於て も，グ ル ク ロ ン 酸 と他 の 中性糖 との

比 に於て も 差 が 見 られ 明 らか に 異 な る 多糖 と 思 わ れ

る．

要 約

　著者 らは ， 土壌中 よ リゲ ル 形成能を有す る多糖生産

菌を分 離 した ．こ の 菌株 の 分類学上 の 位置 を 明 らか に

し，得 られ た 多糖 の 均
一

陛， 糖組成等 に つ い て 検討 し

次の 結果を得た．

　 1　 分 離 株 No ．　FT − 3 の 菌 学 的 諸 性質 を 検 討 し，

B αrcillUS 　Subtilis と同定 した ．

　 2　多糖 の 生産条件を 検討し， グル コ
ー

ス 3 ％ ，

NaNOs 　O．3％，酵母 エ キ ス O．Ol％，塩類等 よ りな る

最適培地を 設定 し た、 こ の培地で の 多糖 の 収量 は ，

4 ．5・一・5．5g／tで あ っ た．

　 3 　 FT − 3 菌株 の 生 産す る 多糖 は，超 遠 心 的，チ

ゼ リウ ス 電気泳動的 に 均…
で ， グ ル コ ース

， ガ ラ ク ト

ース ，フ コ
ース ， グ 丿レ ク ロ ン 酸が，約 2 ： 2 ； 1 ； 1

の モ ル 比 か らな る酸 性多糖 で あ る．

　 4　多糖に蒸溜水を加 え 1 ％ と し，100“C ，5 〜10

分間加熱溶解 し，室 温に放冷す る と熱可逆性の ゲ ル を

形成 す る．

本研究 の
一

邪は，昭和 47年 4 月，日本農芸化 学会大会 で 親告 した ．
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