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研究成果の概要（和文）： 植物が光合成で作る同化澱粉は、ショ糖に転換される。植物はショ

糖を色々な組織から分泌し、微生物や昆虫など（環境生物）とクロストークするが、最近、その

量が膨大であることが分った（この系を「スクロース・ワールド」と仮称）。本研究の目的は、

花や根を対象にスクロース・ワールドのメンバー（環境生物と酵素）を調査することであり、特

に糖質に着眼した研究を光量の大きなタイで行った。その結果、根から放出されたショ糖に関し

「ショ糖→多糖→二次・三次転換体」に関わる菌株や酵素を明らかにできた。花バチやミツアリ

については「ショ糖→蜜・オリゴ糖」の生成酵素を調べた。 
 
研究成果の概要（英文）： Plants synthesize the starch in the leaves by photosynthesis.  Leaf-starch is 
converted to sucrose, and transported to storage organ (e.g., tubers and fruit-bodies), followed by 
re-formation of starch (storage-starch).  From many sites of bodies, plants secret sucrose, by which 
plants perform the cross-talk with environmental organisms (e.g., microorganisms and insects).  
Recently, it was found that huge amount of sucrose was secreted (this system is call as sucrose-world).  
The purpose of this research is survey of sucrose-world-members (environmental organisms and their 
enzymes) in Thailand, where high sunshine is available. As a result, the system of "sucrose -> 
polysaccharide -> secondary or ternary sugar" was investigated at sucrose secreted from roots. About 
flower bee, the enzyme converting sucrose to oligosaccharide was also investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
 葉中で光合成された同化澱粉は、ショ糖に
変換される。その一部は直接的に外部に放出
される。例えば、花や茎での分泌は多くの昆
虫を集め、受粉や防御に利用される。一方「シ
ョ糖は根からも土壌に分泌」されるが、最近、

大量であることが判明した。すなわち、１日
の光合成で生産される同化澱粉の 10~20％が
土壌中に放出される（植物種により 30％もあ
る）。この事実は、地球を被う緑地にショ糖の
大量供給がなされる世界があることを意味す
る。まさに「スクロース・ワールド」である。
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この現象は、多様な切り口を持つ研究者のア
プローチを可能とし、多彩な基礎・応用研究
の対象となる。我々は、糖質に根ざした研究
課題を提案したい。以下に詳細を述べる。 
（１）根からのショ糖放出： ショ糖は、ブ
ドウ糖と果糖から成る非還元性２糖である。
生化学的にはブドウ糖と果糖の結合エネルギ
ーは大きく、UDP-グルコースなどの糖ヌクレ
オチドに匹敵する。従って、ショ糖のブドウ
糖や果糖部分からα-グルカン（デキストラン
など）やフラクタン（レバンなど）を合成す
る土壌細菌が存在する。ショ糖を菌体内で
UDP-グルコースや UDP-ガラクトースなどに
転換し、多糖合成する例もある。第１の課題
は、ショ糖を多糖に変換する土壌微生物や酵
素の調査を行う、である。 注目すべきは、
多糖合成が菌体外で行われる点にある。すな
わち、多糖を他の糖質（二次転換体と仮称）
に変換し、二次転換体をさらに三次転換体に
導く微生物群の存在が示唆される。第２の課
題は、合成された多糖を他の糖質に転換する
微生物や酵素の調査、である。気温が高いタ
イにおける調査に、耐熱性に優れた転移酵素
の取得を求めたい。 このように、植物が生
息する土壌が、微生物を介した糖質転換系の
場（ショ糖を起点）と捉えられる点は興味深
く、太陽光量の点でショ糖供給が大きいタイ
で糖質転換系の把握を図りたい。 
（２）花からのショ糖分泌： 蜜腺のショ糖
を利用する昆虫は多いが、花バチを対象とし
たい。その理由は、花バチは花蜜（主成分は
ショ糖）を炭素源・花粉を窒素源とする「花
に依存し進化」した点にある。すなわち、10
~20％の高濃度ショ糖を含む花蜜に、自らの
加水分解酵素を加えブドウ糖と果糖にする生
化学反応で蜂蜜を完成する（ミツバチの例）。
最近、針ナシバチの蜂蜜にショ糖からオリゴ
糖を生成する酵素が見出された。タイには日
本にいない花バチが多数生息する。第３の課
題は、花蜜ショ糖をオリゴ糖に変換する花バ
チやその蜂蜜の酵素を取得するための調査を
行う、である。タイには、集めた花蜜を体内
に貯蔵するアリ（ミツアリ）が存在するため、
ミツアリの蜜や酵素も調査対象に加える。 
 
２．研究の目的 
 本申請の目的は、太陽光量の点で光合成量
が大きいタイで「ショ糖→多糖→二次・三次
転換体」を調査し、応用研究への基盤形成を
図ることである。以下に具体的な目的を示す。 
（１）「ショ糖→多糖」の系： ① 調査植物・
微生物取得：ショ糖を組織に蓄積するサトウ
キビとウチワヤシを対象に根の表面・周辺土
壌を採集する。ショ糖のみを炭素源とした培
地で多糖合成菌を取得し、菌種を決定する。 
② 多糖の構造：多糖を大量精製・構造決定を
行う。  ③ 多糖合成酵素：多糖の合成酵素を

精製・性質解析する。  ④ 季節変動：タイの
乾季と雨季に調査を行う。 
（２）「多糖→二次・三次転換体」の系 ① 微
生物取得：得られた多糖を炭素源とした培地を
用い、その変換菌（「多糖→二次転換体」の変
換）を前項の土壌から取得する。 ② 二次転換
体：変換菌が生産する二次転換体であるオリゴ
糖を精製・構造決定する。  ③ 二次転換体の
生成酵素：オリゴ糖を与える酵素の精製・性質
解明する。  ④ 三次転換体：三次転換体（オ
リゴ糖）を与える微生物や酵素を取得する。オ
リゴ糖の精製と構造決定を行い、酵素精製と性
質解明を試みる。 
（３）花バチとミツアリ ① 昆虫と蜜の採
集：タイの花バチとミツアリの成虫と蜜を採
取する。  ② 蜜のオリゴ糖：蜜からオリゴ糖
を精製・構造決定する。  ③ オリゴ糖の生成
酵素：蜜と成虫からオリゴ糖の生成酵素を精
製し性質解明する。 
 
３．研究の方法 
 計画の概要は、植物の光合成量が大きいタ
イにおいて、スクロース・ワールドを調査す
ることである。 
（１）土壌試料：  
① 調査植物からの土壌採取：サトウキビと
ウチワヤシを選び、根の表面土壌や周辺土壌
を採集する。地上部近傍の根・根の先端・そ
の中間地点、の３部分の土壌を対象とする。 
② 季節変動：タイの雨季と乾季を調査時期
に選ぶ。雨季（降雨で土壌のショ糖・微生物
叢の移動が大きい）は、多糖で根に強く固着
する細菌を調査でき、乾季（降雨による移動
が少ない）は「多糖→二次・三次転換体」を
行う細菌を採取できる可能性が高い。 
（２）「ショ糖→多糖」の転換系： 
① 多糖合成細菌：根自体や土壌を滅菌水に
懸濁し、ショ糖を唯一の炭素源とした寒天培
地（無機窒素、ミネラル、酵母エキスを含む）
で培養し、多糖を生産する土壌細菌を単離す
る。次に 16S rRNA配列などから菌種を決定
する。ヒトに有害な土壌細菌を取得する危険
性があり、菌種同定は重要である。  
② 多糖の精製と構造：液体培養で多糖を生
産させ、精製する。単糖分析・メチル化分析・
NMRなどで構造を推定する。  
③ 多糖合成酵素：多糖の合成酵素活性を菌
体外と菌体内で調べ、精製を行う。精製標品
については性質を解析する。 
（３）「多糖→二次・三次転換体」の系： 
① 微生物の取得：前項と同じスクリーニン
グ法を用いるが、大量に調製した多糖を寒天
培地の炭素源とする。ハロー形成を「多糖→
二次転換体（オリゴ糖）」の指標とする。 
② 二次転換体とその生成酵素：取得した微
生物が産するオリゴ糖を精製し、構造を決定
する。オリゴ糖の生成酵素を精製し、性質を



調べる。  
③ 三次転換体：二次転換体を唯一の炭素源
とした（２）① 項の操作で、三次転換体を
与える微生物を取得する（二次転換体の資化
能力の有無を指標）。三次転換体を単離し構
造を決定する。二次転換体に対する活性を基
に酵素単離を行い、性質を調べる。特に、耐
熱性が高い長鎖オリゴ糖生成酵素（転移酵
素）については、２糖を基質とした TLCを行
い、丹念に存在を確認する。 
（４）花バチとミツアリ： 
① 試料採集：タイ研究者の協力で、花バチと
ミツアリの成虫と蜜を採集する。 
② オリゴ糖と生成酵素：蜜からオリゴ糖を精
製し、構造を決定する。蜜と成虫からオリゴ
糖の生成酵素を単離し、性質を解明する。 
 
４．研究成果 
（１）土壌試料の採集：  
① 採集部位と採集時期：サトウキビに関し採
集部位の影響はなかった。ウチワヤシは根長
が大きく水平分布の調査としたが、大きな変
化は認められなかった。乾期と雨期における
調査を行った。雨期は乾期に比べ、多数の多
糖合成菌が得られる傾向が認められた。雨期
期間の降雨により土壌のショ糖・微生物叢の
移動が大きいことが理由と思われた。  
（２）「ショ糖→多糖」合成： 
① 合成細菌の取得・同定：炭素源をショ糖
にした寒天培地（他は無機塩）を用いて多数
の多糖合成菌を得た。特に合成能力の強い菌種
の同定を行い、２株の Rhizobium sp.と Leuco-
nostoc sp.が得られた。 
② 多糖の精製と構造：それぞれの株で多糖
生成の至適条件（培地組成）を決定し、大量
生産を行った。構造解析に供したところ、Rhi-
zobium sp.の１株が産した多糖は β-グルカン
であり、他方の Rhizobium sp.株のそれはガラ
クトグルカンであった。また、Leuconostoc sp.
はデキストラン様の α-グルカンを生産するこ
とが判明した。 
③ 多糖合成酵素：Rhizobium sp. ２株の合成酵
素は菌体表面に存在するので、菌体破砕液から
精製を行い、部分精製酵素を得た後、性質を調
べた。Leuconostoc sp.は培地上清を酵素源とし
て精製を行った。部分精製標品を得たので、
性質を調べた。Leuconostoc sp.の酵素はショ糖
を基質に多糖を生産した。 
（３）「多糖→二次・三次転換体」の系： 
① 微生物の取得：本プロジェクトの比較的
早い時期に得られた Leuconostoc sp.について
検討を行った。本菌が産するデキストラン様
多糖を炭素源とし、ハロー形成を指標に菌株
のスクリーニングを行った。単コロニー分離
後に Bacillus sp.と同定した。 
② 二次転換体とその生成酵素：デキストラ
ン様多糖からイソマルトオリゴ糖が生成さ

れた。本酵素を精製し性質を調べ、デキスト
ラナーゼであることが判明した。  
③ 三次転換体：イソマルトオリゴ糖（二次
転換体）から三次転換体を与える微生物を取
得し Bacillus sp.と同定した。三次転換体は二
次転換体より鎖長が長く、不均一化反応を触
媒する新規な酵素と考えられたため、単離を
行った。その結果、予想通り不均一化酵素が
得られた。 
（４）花バチとミツアリ： 
① 試料採集：花バチ・ミツアリの生息地に行
き、成虫と蜜を採集した。ミツアリの蜜は微
量であったが、一定量確保できた。 
② オリゴ糖と生成酵素：それぞれの蜜からエ
ルロースと推定できるオリゴ糖が得られた。
成虫からは α-グルコシダーゼが得られたため、
本酵素がオリゴ糖生成を行うと推察した。 
③耐熱性が高い新規な転移酵素：サトウキビ
やウチワヤシの根周辺土壌の懸濁液を熱処
理したサンプルをスクリーニングの対象と
し、候補となる菌株を得た。 
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