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　　　　　　　　トマ ト根表 面 の バ イ オ フ ィ ル ム と
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バ イ オ フ ィ ル ム 間 隙 水 中 の 糖 成 分 の 解析
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バイ オ フ ィ ル ム 　（以 下 、BF ）は 、主 に 固液 界 面 に 形成 され る 微 生物 共

同体 で 、水環境 中に普 遍的 に見 られ る 。有 機 水耕栽 培 した トマ トの 根 表

面 に も BF が形 成 さ れ 、水 や 栄 養分 は 根の BF を 通 過 した 後、トマ トに 吸

収 され る と考 え られ る 。この こ と か ら 、トマ トの 生 長 に 、BF が 何 ら か

の 影 響 を 与 え て い る可 能性 が 推 測 され る 。そ こ で 、本 研 究 で は 、BFが

トマ トの 生長 に 与 え る 影 響 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。
複 数 の トマ ト苗 を

一
定 期 間有 機水 耕液 で 育 苗 した。その 後、そ れ らの 苗

を2つ の グ ル
ー

プ、すな わ ち、そ れ ま で と 同条件で 栽培を継続 したも の

（Bf形 成 株 群 ） と毎 日1回BF を 除 去 した もの （BF除去 株 群 ） 、に 分 け

て 栽 培 した。な お、BF除 去以外 の 栽培 条件 は 、両 株 群 間 で 同 様 に し た 。
栽培中、トマ トの 生 長 を観 察 した 結 果、BF形 成 株群 の 根体 積 と 茎 丈 が

BF除 去 株群 よ り も 明 ら か に 大 き く 生 長 し た 。こ の こ と か ら、　 BF が トマ

トの 生 長 を 促 進 して い る と推 測 され た。BFは周 囲 の イ オ ン を 濃縮す る

こ とが こ れ まで の 研 究で 知 ら れ て お り、水耕 栽培 の 場 合 にも周 囲 の 栽培

養 液 か らBF に栄 養塩 が 濃縮 され、そ れ を トマ トが 吸 収 し て い る と考 え

られ た。栽 培 養液 中の 栄 養 塩 （NH ∴ NO ，
．
、　 por

．
） 量 の 経 時 変 化 を調

べ た結果、NOs
．
の み BF形成株 群 の 方 が よ り i咸 少 し て い た 。こ の こ とか ら、

BFに よ る 栄 養 塩 の 濃 縮 に 加 え 、そ れ 以外 の メ 力ニ ズム 　（例 え ば、　 BF 内

で 有 機物 が 分解 され、栄養 塩 が生産 さ れる 等 ）が 存在 し 、そ れ に よ っ て

も トマ トの 生長 が 促進 さ れ て い る 可能 性 が考 え ら れ た。現在 、BFの 持

つ 機 能 に つ い て 解 析中 で あ る 。

バ イオ フ ィ ル ム （以 下BF ＞ とは 固液界 面 に 普遍 的 に 見 ら れ る微 生 物 共

同体 で、主 に微 生 物、細 胞外 ポ リマ
ー、ポ リマ ー間 を 満 た す 間隙水 で

構成 され て い る 。こ れ ま で の 研 究で 、琵 琶 湖 で 形 成 さ れ た BF の 間隙水

中 に は 、糖様 物 質 が高 濃 度 で 存 在 して い る こ と 、お よ び 低 分 子 量 の 糖

様物 質 が 主 に 含 まれ て い る こ と が 明 ら か に な っ て き た 。低 分 子 量 の 糖

様 物 質 は BF 内の 微 生物 に とっ て 炭 素源 と な り う る 重 要 な 物 質で あ る と

考え られ る 。し か し な が ら 、琵 琶 湖 以 外 の 環 境 で 形 成 さ れ た BF の 間 隙

水 中の 糖 様 物 質 に つ い て はま だ調 べ ら れ て い な い 。さ ら に ．BF 間 隙水

中の 低 分子 量 の 糖 様 物 質 は未 同 定で あ る 。そ こ で 本 研 究 で は 、様 々 な

環 境 で 形成 され たBF の 間 隙 水中 の 糖組 成 を比 較す る こ と 、およ びこ れ

ら糖 様 物質 を 同定す る こ とを 目的 と した。
高速 液 体 ク 囗 マ トグ ラ フィ

ー
（HPLC ） によ り、様 々 な環境 で 形成 さ れ

たBFの 間 隙水 中 の 糖 様 物 質を 分析 した 。ま た、　 BF間隙 水 中の 主 要 な 低

分子 量 の 糖様 物質 を 分 取 し、IHNMR
ス ペ ク トル を測 定 した。

HPLC の 結果、全 て の BF間 隙水 で ク ロ マ トグ ラ ム が 似 て い た ；検 出 され

た ピ
ー

ク の ほ ぼ 全 て が、どの BF で も 共 通 し て 見 ら れ た 。環 境 が 異な っ

て もBF間 隙水 の 糖 組 成 は 似 て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。主 要 な ピ ー
ク を

分取 し、IHNMR

ス ペ ク トル を 測 定 し た 結 果、そ れ ぞれ グ リセ ロ
ー

ル、
グル コ

ー
ス 、マ ル ト

ー
ス の ス ペ ク トル と

一
致 し た 。こ れ らの 物質 は 、

BF 内で 細 胞 外ポ リ マ
ー

の 分 解 や 微 生 物 の 溶 菌 な ど に よ っ て 生 じて い る

可能 性 が考え られ た。現 在、他 の ピーク に つ い て も 同 定 を 進 め て い る。
発表 で は、物 質の 同定結 果 を も と に 、BF間 隙水 に お け る 糖成 分 の 起 源、
糖組 成の 類 似 性 に つ い て 議 論す る 予 定で ある。
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cAMP が

緑 膿 菌 の 基 質 へ の 付 着 に及 ぼ す影 響
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実 環 境 中に お い て 微 生物 は浮 遊状 態 だ けで 生 活 し て い る の で は な く、多
くが 固体 表面 に 付着し 増殖す る こ と によ っ て 集合 体 を形成 して い る こ と

が 広 く知 られ て きて い る 。ま た 、微 生 物集 合体 は 浮遊 菌 と異な る 遺 伝子

発 現 や 挙 動 を 示 し、微 生物 間 相互 作用 の 場 とな る こ と も 知 ら れ て い る 。
菌 の 付 着 には 可逆 的付 着 と 不 可 逆 的付着 の 二 種 類 が あ る 。一

度 固体 表面

に 可 逆 的 に 付 着 し た 菌 は す べ て が集 合体 を 形成 す る わ け で は な く 、環 境

に応 答 して 浮遊 状態 へ 戻 る か 不 可逆的付着へ 移行 す るか 判 断 し、不可 逆

的付 着へ 移行 した菌 が 固体表 面 上で 集合 体 を形成 す る 。しか し 、こ の 可

逆 的付着 か ら不 可逆 的付 着へ の 移行が どの ような 因子 に よ っ て 制御 され

て い るか は 明 らか とな っ て い な い 。そ こ で 本研 究 で は 環境 常在 菌 で あ る

緑 膿 菌 を モ デ ル と し て 、環 境 応 答 セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ーで あ る

cAMP が 緑膿 菌の 付 着 制 御 に 関与 して い る可能 性 に着 目 し た。
cAMP 分 解 酵素 を欠損 した cAMP 蓄積 株 に お い て 初期 付着 の 様 子 を野生 株

と 比較 し た と こ ろ 、顕 著 に不 可 逆 的付 着の 低 下 が見 ら れ た 。cAMP 蓄 積

株 に お い て cAMP 受 容 タ ン パ ク の
一

つ で あ る Vfrを 欠損 さ せ る こ と に よ っ

て 野 生 株 様 に表 現 型 が 回復 し た こ と か ら 、こ の 現 象 は cAMP −Vfr複 合 体

の 蓄積 に よっ て 起 こ る こ と が考 え ら れ た 。初期 付 着 に 関 連因 子 と し て 、
細胞 表 面 の 疎 水 性や 電荷 、鞭 毛、多 糖、eDNA な どが 挙 げ ら れ る 。こ れ

ら の う ち 。AMP 蓄 積 株 で は 野 生 株 に比 べ 細胞 表 面 の 疎 水 性が 低 下 して い

た 。ま た 多糖 の 生 産量 も野 生株 と 比べ 減 少 し て い る可 能性が 示唆 され た。
こ れ ら の 結果 よ り 、cAMP が 付着 に 関与 す る 菌 体表 面 の 性質 を 変 化 さ せ

て い る こ とが 示 唆さ れ 、緑 膿 菌 が 環 境 変 化 に応 じ て 付 着 を制御 し て い る

可能性 が 示 され た 。
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近 年、微 生 物 は も は や浮 遊 状態 の 単体 細 胞で はな く、高分子の マ トリッ

クス に 覆 われ た 不 均
一

な 集合 体 で あ るバ イオ フ ィル ム を形成 し 、生 存 し

て い る こ とが 明 らか に な っ て きた。微 生 物 はCl）固 体表 面 に接 近 、付 着 し 、
（2）細胞 の 凝集 と細 胞外 マ トリ ッ ク ス の 生 産を伴 っ て バ イ オ フィ ルム を成

熟 さ せ 、（3）あ る 条件 に 達 す る と細 胞 が、能 動 的あ る い は 受 動 的 に 、バ イ

オ フ ィ ル ム か ら脱離 し て 新 た な 場 所 に 付 着 し 、バ イ オ フ ィル ム を 形成 す

る と い っ た 生 活 環 を 営 ん で い る 。こ の 脱 離 と い う過 程 は多 くの 細 菌 で 観

察 され る 現 象 で あ り、固 着 型の バ イ オ フ ィ ル ム 細 胞 か ら 浮遊 状態 に 移 行

ずる とい う 点で バ イ オ フ ィ ル ム 形 成の ライ フサ イクル を構 築 させ る ため 、
生 態 学 的 に 非常 に 重 要な プ ロ セス とな る 。した が っ て、脱 離 に関 する課

題 は長 年、バイ オフィ ル ム 研 究の 中核 を担 っ て きた。ま た最 近で は 、バ

イ オ フィ ル ム形成 におい て 重要 な 役割 を 果 た し て い る 因子 として 、細胞

間 シ グ ナル 物質 が報 告 さ れ て い る 。そ れ らが バ イオ フ ィ ル ム 形成過 程 に

お け る 付着 や成熟 に影 響 を 及 ぼす と い う 報 告 は 多 数 存 在す るが、脱 離へ

の 関与 を 明 ら か に し た 報 告 は少 な い 。そ こ で 我 々 は、バイ オ フ ィ ル ム 中

で の 細胞 間 コ ミ ュ ニ ケ ーシ ョ ン と脱 離因 子 と し て 知 ら れ て い る
一

酸 化窒

素（NO 〕の 蓄 積量 の 関 係 に着 目 した 。本研 究 で は緑膿 菌の バ イ オ フ ィ ル ム

にお い て PQS と い う シ グナ ル 物 質が 脱窒 の 過程 で 生 産 さ れ る NO の 蓄 積 量

を 調 節 し、バ イオ フ ィル ム か ら の 脱 離を 誘 導 す る現 象 を見 出 した。さ ら

に我 々 は 、こ の 過 程 に おい て C−di−GMP と い う細 胞 内 シ グ ナ ル 物 質が 干渉

して い ると い う 可能 性 も 示 した 。
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