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研究成果の概要（和文）：　私たちは浮遊水生植物、いわゆるウキクサの表層に共存する細菌P23が、ウキクサ
の成長を約 2倍に促進することを 2010年に世界に先駆けて発見した。本研究課題では、P23が生産する植物成長
促進因子が新規細胞外多糖化合物であることを明らかにした。さらに、酵母細胞表層マンナンもウキクサ植物成
長促進活性を有することを発見した。その活性には主鎖α-1,6ポリマンノース構造のみが必要であることを見出
した。また、酵母マンナンは、長鎖多糖化合物のままウキクサ細胞表層受容体を刺激して成長を促進することを
示唆した。以上、新しい植物－微生物相互作用の分子機構を解明し、共進化の理解に一石を投じる事ができた。

研究成果の概要（英文）：   We discovered for the first time in 2010 that a bacterium P23 coexisted 
on the floating aquatic plants so-called a duckweed, promotes the plant growth by two-folds. In this
 research project, we clarified that a plant growth-promoting factor produced by P23 is a novel 
extracellular polysaccharide compound. Furthermore, we discovered that yeast cell surface mannan 
also has duckweed growth-promoting activity. It was found that only the main chain α-1,6 
polymannose structure is necessary for its activity. It was also suggested that yeast mannan 
stimulates duckweed cell surface receptors as long chain polysaccharide compounds to promote the 
growth. We have successfully uncovered the molecular mechanism of novel plant-microbial interaction 
and casted a stone to understand co-evolution.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 地球上には、大きく分けて陸域および水
域の環境がある。そこに生存する生物種はそ
れぞれの環境に応じた独自の進化を遂げて
きた。一方、動物や植物の巧みな進化戦略に
おいて、体内及び体表に共生する微生物との
相互作用の果たす役割の大きさが注目され
ている。これを共進化という。これまでに、
土壌植物では根粒細菌などを代表例として
植物–微生物共生機構について詳細に研究が
進められてきた。具体的には、根粒細菌は特
別な修飾オリゴ糖因子を分泌することによ
って宿主となるマメ科植物の根粒形成遺伝
子の発現を誘発する。このようにして、自ら
にとって快適な居住環境となる根粒を植物
に準備させる代わりに根粒細菌は、空気中の
窒素を固定し、その一部を硝酸などの窒素肥
料として植物に提供する。そして植物の生育
を加速させて、お互いの繁栄を実現している。
他には、植物ホルモンそのものを合成して分
泌する共生細菌も多数報告されている。 
私たちはこれまで研究が遅れていた水域環
境に分布する浮遊性水生植物：いわゆるウキ
クサと表層細菌との共進化に着目している。
バイオマス生産という視点から、ウキクサに
はいくつかの有利な点がある。まず、ウキク
サは排水や湖沼環境水などで生育すること
が可能である。次にタンパク質含量が高く
（最大 30％）栄養価値が高い。一方、栄養枯
渇や高塩分などのストレス条件下ではデン
プンなど炭水化物を多く蓄積する（最大
50％）ことが知られている。また、ウキクサ
は微細藻類に次いで生育速度が大きく、新し
いバイオマス資源としても注目されている。 
 本研究開始当初の準備状況は、以下の通
りである。 
まず、野生ウキクサの表層に共生する細菌

Acinetobacter calcoaceticus P23 が、無菌ウ
キクサの成長を約 2 倍に促進することを世
界に先駆けて発見した  (Environ. Sci. 
Technol. 44, 6470-6474 (2010))。続いて P23
が単子葉植物であるウキクサ以外にも双子
葉植物であるレタス幼苗に対してクロロフ
ィルを増加させる作用を有することを見出
した（特願 2013-150997, J. Biosci. Bioeng. 
118, 41-44 (2014)）。さらに、本細菌のドラフ
トゲノム解析から新規糖転移酵素遺伝子群
(P23_2757-P23_2761)を見いだし [Genome 
Ann. 3: e00026-15(2015)] 、 別 種 の 
Acinetobacter 属細菌および大腸菌で機能発
現することに成功し、この遺伝子群がウキク
サの成長促進作用に必要十分であることを
発見した（特願 2015-130895）。 
 
２．研究の目的 
 水生植物で見出された土壌植物とは異な
る新しい植物–微生物相互作用を手がかりと
してその理解を深めることを本研究の目的
とした。具体的には、微生物多糖によるウキ
クサ成長促進分子機構を解明し、その作用の

汎用性と特異性について検討する。 
 
３．研究の方法 
 研究は以下のように計画した。モデル水生
植物として、北海道大学植物園幽庭湖より採
取したコウキクサ  Lemna minor RDSC 
#5512 を用いる。同ウキクサに共生していた
成長促進細菌としてゲノム情報が揃ってい
る A. calcoaceticus P23 を用いる。P23 培養
液上清から成長促進因子（細胞外に分泌生産
される多糖化合物）を精製し、その構造を解
析する。次に、多糖化合物の構造と機能との
相関について構造変異体等を用いて検討す
る。さらに、ウキクサ以外の植物として野菜
レタスを選び水耕栽培条件において成熟個
体まで生育させた場合の P23 の影響を評価
する。 
 
４．研究成果 
１）P23 が生産するウキクサ成長促進活性を
有する細胞外多糖化合物の精製と構造解析 
 P23培養液上清からエタノール沈殿法ある
いは硫安沈殿法による高分子画分の濃縮、フ
ェノール抽出法による除タンパク処理によ
って、ウキクサ成長促進活性を有する多糖化
合物を精製し、酸加水分解後にその糖組成を
分析した結果、N-アセチルグルコサミン、グ
ルコース、ガラクトースが 17:2:1 の割合で含
まれることを明らかにした。土壌環境に比べ
て常に水の流れにさらされる水域環境にお
いては、共生微生物はその宿主となる植物に
より強固に付着しておく必要がある。多くの
環境微生物は動物個体や植物個体などの有
機物、および岩石や砂あるいは金属表面など
無機物固体表面に付着するために、細胞外に
多糖化合物などを生産していわゆるヌメリ
を形成することが知られている。これをバイ
オフィルムと呼ぶ。バイオフィルムは環境ス
トレスから身を守る微生物の生存戦略の一
つである。すなわち、水生植物共生細菌が植
物固体表面に安定に固着するために細胞外
多糖を生産することは必然と言えよう。本研
究で見出したウキクサ成長促進細菌 P23 由
来の多糖もそのうちの一つといえる。しかし、
ここで重要な発見は土壌環境に生息する同
属同種の細菌が生産する多糖化合物とは構
造が異なっていたことである。その結合様式
など高次構造は未だ明らかではないが、ウキ
クサとの長い共生の歴史において多糖の構
造に様々な試行錯誤があり、その結果として
ウキクサの成長を助ける現在の構造に到達
したと解釈できる。これは共進化の新しい例
といえよう。 
２）ウキクサ成長促進活性を有する微生物由
来細胞外多糖化合物の機能単位 
次に、この多糖の合成に関わる５つの遺伝
子クラスターを誘導発現型の強力なプロモ
ーター下流に連結し、大腸菌でウキクサ成長
促進因子の大量生産を試みた。しかし、目的
多糖化合物の細胞外への生産量はほとんど



増加しなかった。これは輸送過程が律速した
ため、あるいは複数の遺伝子発現量のバラン
スが崩れたことが原因と推定されたが、本研
究期間内ではその解決には至らなかった。 
そこで、さまざまな微生物由来多糖につい
てウキクサの成長を促進活性を比較検討し
た。その結果、出芽酵母 Saccharomyces 
cerevisiae の細胞表層に存在する糖タンパク
質の糖鎖：マンナンにもウキクサの成長を促
進する活性を有していることを発見した。さ
らにその機能に必要な構造を特定するため
に、正常なマンナン構造体を持つ野生株
BA4741 とマンナンの基部構造のみを有する 
OCH1 変異株及びマンナン骨格主鎖構造の
みを有する MNN2 変異株からそれぞれマン
ナンを精製し、それらのウキクサ成長促進活
性を比較した。その結果、MNN2 変異株由来
マンナンは野生株由来マンナンと同一の活
性を維持していることがわかった。一方、基
部のみを持つ OCH1 由来変異マンナンは活
性が大幅に低下していた。以上のことから、
分岐した酵母マンナン多糖の構造のうち側
鎖部分は機能に必須ではなく、骨格となる主
鎖α1-6 ポリマンノース構造だけで成長促進
活性を持つことを明らかにした。さらに興味
深いことに、野生株 BA4741 と変異株 MNN2
の生細胞を添加した培地でウキクサの生育
速度を比較した結果、後者の方が約２倍近く
高い成長促進活性を有していることが分か
った。これは、マンナンの側鎖構造を欠失し
たことに伴ってもう一つの酵母細胞表層多
糖である β1-3 グルカンあるいは β1-6 グルカ
ンの高次構造に変化が生じたことによる複
合効果と推定され、今後の有用微生物多糖の
構造デザインに新たな指針を与えるものと
言える。ちなみに、β1-6 ヘテロポリマンノー
ス構造を有するコンニャク植物由来グルコ
マンナンや α1-4 ポリグルコース（アミロー
ス）など植物固有の多糖はウキクサ成長促進
活性を全く有さなかったことも、微生物との
共進化の重要性を示唆する結果と言える。 
３）レタス水耕栽培における P23 の効果 
最後に、P23 が水耕栽培レタス幼苗のクロ
ロフィルを増加させる効果（ J. Biosci. 
Bioeng. 118, 41-44 (2014)発表済み）につい
てさらなる応用可能性について検討するた
めに、OAT ハウス A 処方培地に P23 細胞を
添加し、レタス成熟個体までの長期間水耕栽
培試験を行った（N=3）。その結果、P23 無
添加区と比べてクロロフィル量に有意な違
いは見られなかったが、個体成長量で 20％程
度の促進効果が見られた。次に、光照度を通
常の半分に減らした条件で栽培試験を行っ
たところ、すべての個体で生育不良（ねじれ）
が見られたが、P23 添加区ではクロロフィル
量は 30%程度、個体湿重量においても最大
50%増加していた。今後はクロロフィルだけ
ではなく、他の栄養価など品質への影響につ
いても調べることも必要である。 
以上、本研究の推進により、バイオマス資

源としてさまざまな利用が期待されている
水生植物ウキクサの成長を促進する微生物
多糖の構造−機能相関について新たな知見が
多数得られた。特に、当初予想していなかっ
た酵母マンナンにその活性を見出したこと
は正に挑戦的萌芽研究課題にふさわしい成
果をあげることができた。 
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