
第 3章 バクテロイドへの分化における

ヒドロキシリシンの役割

第 1節 目的

土壌中に生息している根粒菌はフリーリビング細胞 (単生菌)の状態で､梓状であ

るo しかし､宿主植物に感染して根の表皮細胞を肥大化させ､根粒を形成した後､

その感染細胞内でバクテロイ ドと呼ばれる特殊な細胞に形態変化し､窒素固定能を

有するようになる｡ バクテロイ ドの増殖に関しては､これまで､ポリアミンの一つ

であるスペルミジンが増殖抑制効果を持っていることが報告されているが 39,41)､ア

ミノ化合物がバクテロイ ドの増殖や形態変化に与える影響に関する報告はない｡本

章ではバクテロイ ドの増殖に与える Hylの影響を調べるとともに､フリーリビング

細胞からバクテロイ ドへの分化における Hylの役割を明らかにすることを目的とし

た｡

第 2節 実験材料および方法

2.1使用菌株および種子

接種菌には Rhizobl'umleguml'nosarumbv.phaseoh'USDA2676､宿主にはイ

ンゲンマメ種子[Phaseolusvulgul'S(L.)cv.Taishoukintoki]を用いた.

2.2使用培地

菌株の保存には第 2章 第 2節で示した組成のYEM培地を､培養にはMM､ある

いは10倍希釈したバクテロイ ド用YEM培地 [0･2gMgSO 4 ･ 7日 20,0･8gK2HPO4,

0･2冒KH 2PO 4,0･1gCaC12 ･ 2H20,10gmannitol,1･O冒yeastextract,0.1g

NaCl/Ldistinedwater(pH6.8)]を使用した｡
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2.3植物栽培

按種菌にはR･1eguml'nosal･umbv.phaseoliUSDA2676､宿主はインゲンマメ[P.

vulgan'S(L･)cv･Taishoukintoki]を用い､菌液の調製および接種栽培は､第 2章第

2節と同じ方法で行った｡

2.4バクテロイ ドの増殖測定

1)バクテロイ ド懸濁液の調製

第2章第2節の手順で接種栽培した宿主植物体から､形成された根粒 (約0.1g)を

採取した｡根粒を滅菌蒸留水で十分に洗浄した後､70%エタノールで洗浄し､滅菌

蒸留水で 2回水洗いした｡さらに 10%の次亜塩素酸ナ トリウムで表面殺菌した後､

滅菌蒸留水で十分水洗いした｡この根粒をあらかじめ2mlの 1%塩化ナトリウムを

入れて滅菌した試験管 (10mm¢×90m )に移し､ガラス棒で破砕した｡1分間静

置した後､上清を1･5ml容のチューブに移してバクテロイ ド懸濁液とした｡

2)平板培養法による増殖測定

MMあるいはバクテロイ ド用YEM培地 (10倍希釈)にHylを終濃度 1mMの濃

度で添加し､1･5%寒天を加えた後､オー トクレーブで 15分間加熱して寒天を溶解

したoこれらの培地を滅菌済のプラスチックシャーレに約 30mlずつ無菌的に注ぎ

入れ､寒天が固まるまで静置した｡この寒天培地に､上記のように調製したバクテ

ロイ ド懸濁液の 50LLlあるいは 100lLlを塗末し､30℃で 12日間培養し､その間の

コロニー形成状況を経時的に観察した｡

3)菌液濁度法による増殖測定

あらかじめ5mlのMMを入れて滅菌した試験管(13m ¢×150mm)に､終濃度

1mMのHylを無菌的に添加し､上記のように調製したバクテロイ ド懸濁液の0.1ml

を入れ､100strokes/min､30℃で往復振とう培養した｡菌の増殖は菌液のOD660

nm の吸光値で測定したo
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2･5バクテロイ ドおよびフリーリビング細胞の形態観察

フリーリビング細胞のR.1eguml'nosarumbv.phaseoliUSDA2676を､MMに

懸濁して対数増殖中期まで前培養した.また､インゲンマメ(P.vL也ul･S(L.)cv.

Taishoukintoki)の種子を表面殺菌し､第 2章第 2節のように調製した同菌株の懸濁

液を接種した後､第2章第 2節と同条件で50日間栽培し､根に着生した根粒から前

述のようにバクテロイ ド懸濁液を調製した｡あらかじめ 5血 の MM を入れて滅菌

した試験管に､1mMの終濃度でHylを無菌的に添加し､0.1血 のフリーリビング

細胞の前培養菌液､あるいはバクテロイ ド懸濁液を加えて培養した｡培養した各細

胞は､一般固定染色法(フクシン染色)により染色した後､光学顕微鏡(10×100倍)

で観察した｡

2.6細胞内ポリヒドロキシ酪酸(PHB)の定量 82)

フリーリビング細胞をMMで前培養した後､あらかじめ 200mlのMM を入れた

500ml容の三角フラスコに4血 の前培養菌液を入れ､30℃､150rpmで旋回振と

う培養した｡培養菌液を4℃､10分間､8,000rpm で遠心分離して上澄液を除き､

沈殿を30血 のPBSで洗浄した｡洗浄後の菌液を4℃､8,000rpmで 10分間遠心

分離して上澄液を除いた後､沈殿を4血 の上記と同じ緩衝液に懸濁してスクリュー

キャップ付きのガラスチューブに移し､4℃､8,000rpm で 10分間遠心､分離した｡

上澄液を除き､キャップをはずしたチューブをドライバス上に置き､沈殿を 100℃

で 1時間､乾燥させた｡乾燥後､1mlの濃硫酸を加え､再びキャップをして 90℃

で30分間､ドライバス上で処理し､PHBをクロトン酸に解重合した｡冷却後､0.05%

の H3P04で希釈し､フィルター(ミリボア社製､ポアサイズ 0.45LLm)でろ過して試

料とした｡ これらの試料中のクロトン酸の含量を高速液体クロマ トグラフィー

UASCO社製､イオン交換樹脂 ‥日立カスタム#2618,溶離液 ‥0･05%H3PO 4,Flow

rate:0･3ml/min)で分析定量し､細胞内のPHB含量を求めた｡
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第 3節 実験結果

3･1バクテロイ ドの増殖におけるヒドロキシリシンの影響

R･1eguml'nosaz'umbv･phaseoh'USDA2676を宿主植物であるインゲンマメ(P.

vulgan'S(L･)cv･Taishoukintoki)の種子に接種し､得られた根粒からバクテロイ ド

を分離したo得られたバクテロイ ドを､1mM あるいは5mMのHylを加えた寒天

MM上で培養し､形成されたコロニーの観察によって増殖速度を比較した(Fig.14)0

Hyl無添加の培地では､培養開始から6日目からコロニー形成が確認されたが､Hyl

を 1mM 以上の濃度で加えた培地ではコロニーの形成は認められず､強く抑制され

ていたo次に1mMのHylを添加した液体 MM を用い､同菌株のバクテロイドの増

殖を調べ､同時に同菌株のフリーリビング細胞の増殖を同条件で測定し､バクテロ

イ ドの増殖と比較した(ng･15)oフリーリビング細胞の増殖は､Hyl無添加では短

い誘導期の後増殖を開始し､測定開始から3日から4日間で定常期となった｡また､

Hylを添加した場合では3日間増殖が停止し､その後回復して測定開始から約 10日

後にはコントロールの約 70%まで増殖した｡一方バクテロイ ドでは､Hyl無添加の

場合､測定開始 3日後から増殖が始まり､10日後にはフリーリビング細胞と同程度

まで増殖したが､Hylを添加した培地では､測定した少なくとも10日目までは増殖

する傾向が全く認められなかった｡

3･2細胞のバクテロイ ドへの形態変化におけるヒドロキシリシンの影響

R･1eguml'nosarumbv･phaseoliUSDA2676のフリーリビング細胞あるいは宿主

植物根粒から分離したバクテロイ ドを Hyl存在下あるいは非存在下で培養し､細胞

の形態を一般染色法(フクシン染色)で観察した(Fig･16).このとき､培養開始直後

の菌体の長さは､フリーリビング細胞では 1LLm-2〟m であった(Fig.16A).Hyl

を加えていない培地でフリーリビング細胞を培養した場合､培養開始後 2 日から 8

-5 5-

[･･･
-∴
.1･1.
･･_･･
1---
㌦
r'
･1
.t
r
ト
:.卜
.･･.･-工
....･-=1

∴
ト

-
J
rJ..--.
.
;
.'A
"
tt
ド
/
A_.
..I:･巨
.t
.:]
･b
_卜.:i_
...
･L･L.i
;∴
∵

_.･..._ド
.･.ト
.∫



㌧′

日の間､菌体の長さに変化は認められず､約 1LLm-2FLmで一定していた(Fig.16B)0

しかし､1mM の Hylを加えて培養した場合では､6日から8日の間に長さが 3〟

m～4〟′m に達した細胞が多く見られ､Y字型に分岐した細胞もいくつか認められた

(Fig･16C)o一方､バクテロイ ドの形態観察では､培養開始直後の細胞の長さは3〟

m～4〟m であり､いくつかのY字型に分岐した細胞が観察された(Fig.16D)0Hyl

を加えない培地で培養して 2 日後から 9日の問､細胞の長さは次第に短くなり､9

日後には1〝m-2〃′m程度になった(Fig.16E)｡しかし､1mMのHylを添加した

場合､9日後でも長さは3LLm～4LLm に維持されていた(Fig.16F)0

3･3 ヒドロキシリシン存在下でのpolyhydroxybutyrate(PHB)含量の変化

Hyl存在下で培養したR.1eguml'nosamm bv.phaseolfUSDA2676のフリーリ

ビング細胞について､バクテロイ ドのマーカー物質であるPHBの含量の変化を調べ

た(Fig･17)0Hylを加えないで培養した場合､細胞内の PHB含量は培養開始から2

日後に0･2mgcrotonicacid/mgdⅣ weightofceu程度まで増加したが､その後

次第に減少し､10 日後には培養開始直後の含量と同程度まで減少した｡一方､Hyl

存在下で培養した細胞では､培養開始後 2日目からPHB含量が増加し始め､10日

後にはコントロールの約3.5倍 (0.38mgcrotonicacid/mgdryweightofcell)

まで増加した｡

第 4節 考察

4･1バクテロイ ドの増殖に与えるヒドロキシリシンの影響

根粒菌のフリーリビング細胞の再分離には､酵母エキス-マンニトール培地ⅣEM)

が広く用いられる｡この培地はバクテロイ ドのコロニー形成率が非常に低いとされ

ていたが 83)､その後ダイズ根粒菌のバクテロイドが 10倍希釈のYEM培地で高いコ
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Fig.14.EffectofHylonthegrowthof
bacteroidsofR.1eguml'nosaI-um bv.
phaseoll'USDA2676.

Bacteroidcultureswerepreparedasdescribed
inMaterialsandMethods,andincubatedonthe
plateofminimalmedium withHyl(1mM,5mM)
for(A)6d,(B)9d,or(C)12d.
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Fig.15.EffectsofHylonthegrowthoffree-
1ivingcellsandbacteroidsofR.1eguml'nosarum
bv.phaseoll'USDA2676.

One-tenthmloffree-livingcells(circles,48-h-old
cultures)orthebacteroidsuspensions(triangles)ofR.
1eguminosaTumbv.phaseolI'USDA2676wastransferred

to5mlofminimalmedium with(●,▲)Orwithout(○,
△)Hyl(1mM)at0dayandincubatedat30℃

aerobically.
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Fig.16.Lightmicrographsoffree-livingcells(A,Band
C)andbacteroids(D,EandF)ofR.1eguml'nosaI-umbv.
phaseoll'USDA2676incubatedinminimalmedium with

(C,F)orwithout(A,B,DandE)Hyl(1mM)at30℃
aerobically.

Free-livingorbacteroidcultureswerepreparedasdescribed

inMaterialandMethods,andafterstainingbyFuchsin,thecells
wereobservedbymicroscope(1,000×).Bars,10/⊥m (allpanels).
Incubationperiods;AandD:1d,BandC:8d,EandF:9d.
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Fig.17.EffectsofHylonPHBcontentsin
R.1eguml'nosaI･um bv.phaseoll'USDA2676
incubatedinminimalmediumwith(●)Or
without(○)Hyl(1mM).

Theculturesoffree-livingcellswereprepared
asdescribedinFig.15.Aportionoftheculture
waswithdrawnafteradditionofHylatzeroday
andPHBcontentsinthecellsweremeasuredas
describedinMaterialsandMethods.PHBcontents

wereexpressedasmgofcrotonicacidpermgdry
weightofcell.
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ロニー形成率を示すことが報告された 39)｡ 予備実験では､寒天MMでのバクテロイ

ドのコロニー形成率が 10倍希釈したYEM培地と同程度であったため､本実験では

1mMあるいは5mMのHylを添加した寒天MM を用いてUSDA2676のバクテロ

イ ドのコロニー形成速度を比較した(Fig.14)｡その結果､1mM あるいは5mMの

Hylを加えた培地ではコロニー形成が認められず､培養開始後少なくとも12日目ま

では強く抑制されていた｡データには示していないが､クローバー根粒菌のバクテ

ロイドの増殖についても同様に実験を行った結果､1mM の Hylで培養開始後少な

くとも6日目まで増殖が抑制されていた｡次に､液体 MM を用いて増殖測定した場

合､Hyl無添加でのバクテロイ ドの培養では､培養開始から 3日間の遅滞期の後に

増殖した｡しかし､1mM の Hylを添加した場合は測定した 10日目までは増殖す

る傾向が見られなかった(Fig.15)｡一方､フリーリビング細胞の増殖は､Hylを添

加した場合､測定開始から4日目まで抑制された後､回復した｡これらの結果から､

Hylはバクテロイ ドの細胞数の増加を抑制､もしくはその維持に作用しており､バ

クテロイ ドの Hylに対する感受性はフリーリビング細胞よりも高い可能性が考えら

れた｡

4.2バクテロイ ドおよびフリーリビング細胞の形態変化におけるヒドロキシリシ

ンの役割

一般的に液体培地でバクテロイ ドを培養した場合､細胞はもとのフリーリビング

細胞にもどって増殖するとされている｡ したがって､Hylがバクテロイ ドにおよぼ

す影響は､増殖抑制よりもフリーリビング細胞への脱分化を阻害している可能性が

考えられた｡そこで Hylを加えた液体培地でのフリーリビング細胞およびバクテロ

イ ドの形態を観察した(Fig.16)｡その結果､Hyl無添加の培地ではフリーリビング

細胞の大きさに変化が見られなかったが､Hylを添加した場合には､長さが約 2倍

以上になった細胞が認められ､また分岐が生じてバクテロイ ド様に変化した細胞も
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存在した｡一方､バクテロイ ドでは Hyl無添加の場合､細胞の長さが次第に小さく

なり､9日目にはフリーリビング細胞と同程度の長さになった｡また Hyl存在下で

は､細胞数の増加が抑制され､細胞の長さはほとんど変化が認められずに維持され

ていた｡さらに､バクテロイ ドのマーカー物質の一つとして知られているPHBにつ

いて､Hyl存在下で培養したフリーリビング細胞を用い､そのPHB含量の変化をHyl

無添加の場合と比較した(Fig.17)｡その結果､Hyl無添加では細胞内のPHB含量は

0･1から0･2(mgcrotonicacid/mgdryweightof°en)の間であったが､Hylを加

えて培養した場合､培養開始から約 8日目から著しく増加し､10日目には 0.38に

達した｡これは､Fig.16で細胞の長さに十分変化が認められた時期と一致している｡

Urban とDazzoは､コハク酸存在下でR.]eguml'nosarum bv.trl'Ioll'1'の形態が

バクテロイ ド様に変化したことを報告した 84).また､A此iaらは､コハク酸の添加

によってRhizobl'um (Sl'noFhl'zobl'um)melilotl'のフリーリビング細胞の増殖が抑制

されるとともに､細胞のサイズが増加すると報告している 85)｡しかしこれらの報告

では､バクテロイ ドのマーカー物質であるPHB含量の細胞中における変化について

は述べ られていない｡ また､Karr らは成熟根粒中か ら分離 した 助 izobl･um

(BTadyI.hizobhm )japonl'cum のバクテロイ ドの PHB含量は､細胞乾重量の 40%

から45%(約0.4から0.45mgcrotonicacid/mgdⅣ weightofcellに相当)であ

ると報告している 82)｡本実験の結果では､Hyl存在下で培養したフリーリビング細

胞が､バクテロイド様に形態変化するとともに､細胞内のPHB含量がバクテロイド

に含まれる量に十分近い値まで増加した｡また､根粒中のバクテロイ ドでは､窒素

固定活性とこれに関連した酵素活性が増加することが知られている｡ 前章で述べた

ように､Hylを添加してフリーリビング細胞を培養した場合､GDHおよび GOGAT

などのアミノ酸生合成に関わる酵素活性が､約 1.9倍､2.1倍に増加した(Table6)0

これらの結果から､Hylがフリーリビング細胞およびバクテロイ ドの増殖を抑制す

るだけでなく､両者間のダイナミックな形態および機能の変化にも関与しているこ
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とが示唆された｡

第 5節 要約

R･1eguml'nosaz.umbv･phaseoll'USDA2676のバクテロイ ドはフリーリビング細

胞よりも Hylに対して高い感受性を示した｡また､Hylを添加して培養すると､フ

リーリビング細胞の長さが増加する傾向が見られ､バクテロイ ド様の長さ(約 5〝m)

に達し､分岐した細胞が見られた｡さらに､細胞内のポリヒドロキシ酪酸の含量の

著しい増加が見られたことから､Hylは根粒菌の増殖を抑制するとともに､バクテ

ロイ ドへの分化に作用している可能性が示唆された｡
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