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(57)【要約】

【課題】本発明は、新たな植物免疫活性化剤を提供する

ことを課題とする。

【解決手段】本発明は、細菌由来の外膜小胞（OMV）を

含む、植物免疫活性化剤に関する。本発明はまた、該免

疫活性化剤を植物に施用する工程を含む、植物免疫を活

性化する方法、並びに細菌からOMVを精製する工程を含

む、植物免疫活性化剤の生産方法に関する。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 細 菌 由 来 の 外 膜 小 胞 （ O M V） を 含 む 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

　 細 菌 が 根 粒 菌 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

　 根 粒 菌 が Mesorhizobium属 に 属 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 植 物 が マ メ 科 植 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 を 植 物 に 施 用 す る 工 程 を 含 む 、 植 物

免 疫 を 活 性 化 す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 細 菌 か ら O M Vを 精 製 す る 工 程 を 含 む 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 生 産 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 細 菌 が 根 粒 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 精 製 工 程 の 前 に 、 リ ゾ チ ー ム の 存 在 下 で 細 菌 を 培 養 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ 又

は ７ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 、 植 物 免 疫 を 活 性 化 す る 方 法 、 及 び 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 生

産 方 法 等 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 動 物 は 、 免 疫 と 呼 ば れ る シ ス テ ム を 有 し て お り 、 体 内 に 侵 入 し た 微 生 物 等 の 異 物 を 認 識

し て 、 感 染 等 に 対 す る 防 御 応 答 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 近 年 、 植 物 も 自 己 防 御 シ

ス テ ム を 有 す る こ と が 明 ら か と な り 、 こ れ は 「 植 物 免 疫 」 と 呼 ば れ て い る （ 非 特 許 文 献 １

） 。 動 物 の 免 疫 系 と 同 様 に 植 物 に お い て も 、 細 胞 に 存 在 す る パ タ ー ン 認 識 受 容 体 が 、 微 生

物 の 構 成 成 分 で あ る 病 原 微 生 物 関 連 分 子 パ タ ー ン （ pathogen-associated molecular patt

erns; PA MPs） を 検 出 し て 防 御 応 答 を 誘 導 す る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 リ ポ 多 糖 （ lipopolysaccharide; LPS） は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 の 外 膜 に 存 在 す る 成 分 で あ り

、 PA MPsと し て 植 物 免 疫 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 LPSは 、 糖 脂 質

で あ る リ ピ ド Aに コ ア 多 糖 と O抗 原 多 糖 か ら 構 成 さ れ る 多 糖 が 結 合 し た 高 分 子 複 合 糖 質 で あ

り 、 部 位 ご と に 活 性 が 異 な る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 近 年 本 発 明 者 ら は 、 マ メ 科 植 物 で あ る ミ ヤ コ グ サ （ Lotus japonicum） を 用 い て 、 根 粒

菌 の 共 生 開 始 反 応 に つ い て 検 討 し て き た （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 そ の 結 果 、 ミ ヤ コ グ サ の 根 に

共 生 根 粒 菌 で あ る Mesorhizobium japonicum（ 旧 学 名 M. loti） を 接 種 す る と 植 物 免 疫 応 答

因 子 で あ る 一 酸 化 窒 素 （ nitric oxide; N O） が 根 で 一 過 的 （ 数 時 間 ） に 産 生 さ れ 共 生 開 始

に 寄 与 す る こ と 、 非 共 生 細 菌 の 接 種 で は N Oが 産 生 さ れ ず 無 反 応 で あ る こ と 、 病 原 細 菌 で は

N Oが 持 続 的 に 産 生 さ れ る 過 敏 感 反 応 を 起 こ す こ と が わ か っ た 。 さ ら に 細 菌 中 の PA MPsを 検

討 し た と こ ろ 、 M. japonicum由 来 の LPSが N O産 生 に 関 与 す る こ と 、 及 び LPSの 多 糖 部 分 が 一

過 的 な N O産 生 に 、 リ ピ ド A部 分 が 持 続 的 な N O産 生 に 寄 与 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 非 特

許 文 献 ４ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】
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【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 上 記 の 通 り 、 LPSは 植 物 免 疫 活 性 化 剤 と し て 用 い ら れ 得 る が 、 抽 出 さ れ た LPSは 、 持 続 的

な N O産 生 に 寄 与 す る リ ピ ド Aが 露 出 し て い る こ と に 起 因 し て 過 敏 感 反 応 を 惹 起 し 得 る た め

、 植 物 免 疫 の 刺 激 に は 不 適 切 で あ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 好 ま し く は 過 敏 感 反 応 を 生 ず る リ ス ク が 低 い 、 新 た な 植 物 免 疫 活 性 化 剤 を 提

供 す る こ と を 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 は 、 根 粒 菌 が 外 膜 小 胞 を 産 生 す る こ と 、 及 び 根 粒 菌 由 来 の 外 膜 小 胞 が 植 物 免 疫

を 活 性 化 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 の 態 様 を 包 含 す る 。

（ １ ） 細 菌 由 来 の 外 膜 小 胞 （ O M V） を 含 む 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 。

（ ２ ） 細 菌 が 根 粒 菌 で あ る 、 （ １ ） に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

（ ３ ） 根 粒 菌 が Mesorhizobium属 に 属 す る 、 （ ２ ） に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

（ ４ ） 植 物 が マ メ 科 植 物 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 。

（ ５ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 活 性 化 剤 を 植 物 に 施 用 す る 工 程 を 含 む 、 植

物 免 疫 を 活 性 化 す る 方 法 。

（ ６ ） 細 菌 か ら O M Vを 精 製 す る 工 程 を 含 む 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 生 産 方 法 。

（ ７ ） 細 菌 が 根 粒 菌 で あ る 、 （ ６ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ８ ） 精 製 工 程 の 前 に 、 リ ゾ チ ー ム の 存 在 下 で 細 菌 を 培 養 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 （ ６ ）

又 は （ ７ ） に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ り 、 外 膜 小 胞 を 含 む 新 規 植 物 免 疫 活 性 化 剤 が 提 供 さ れ る 。 外 膜 小 胞 に 含 ま れ

る LPSは 、 膜 側 に リ ピ ド Aを 向 け て 存 在 す る た め 、 リ ピ ド Aに よ る 刺 激 に 起 因 す る 植 物 の 過

敏 感 反 応 の リ ス ク が 低 い 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 リ ピ ド Aが 直 接 露 出 し て い な い た め に 疎 水

性 が 低 い と い う 点 で 、 好 ま し い 物 性 を 有 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 外 膜 小 胞 は 、 LPS

よ り も 優 れ た 植 物 免 疫 活 性 化 剤 で あ り 得 る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 図 1は 、 M. japonicumを Y M液 体 培 地 で 1～ 7日 間 培 養 し た 際 の 、 濁 度 、 及 び FM4-64

蛍 光 基 質 の 蛍 光 強 度 に よ っ て 測 定 さ れ た O M Vの 量 を 示 す 。

【 図 ２ 】 図 2は 、 M. japonicumを 、 100μ g/ml リ ゾ チ ー ム を 含 ま な い か （ A） 又 は 含 む （ B

） Y M培 地 中 で 1～ 7日 間 培 養 し た 際 の 、 濁 度 、 及 び FM4-64蛍 光 基 質 の 蛍 光 強 度 に よ っ て 測 定

さ れ た O M Vの 量 を 示 す 。

【 図 ３ 】 図 3Aは 、 crude O M Vを 100000rcf、 4℃ で 16時 間 遠 心 分 離 し て 9つ の 分 画 に 分 け 、 各

分 画 を 15% SDS-PA GE Gelで 分 離 し 、 過 ヨ ウ 素 酸 -銀 染 色 し た 結 果 （ A） 及 び CBB染 色 し た 結

果 （ B） を 示 す 。

【 図 ４ 】 図 4は 、 ミ ヤ コ グ サ に 水 、 又 は 精 製 O M Vを 処 理 し 、 3時 間 後 に 一 酸 化 窒 素 検 出 用 蛍

光 試 薬 （ D AF-FM D A、 五 稜 化 薬 ） で 1時 間 処 理 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 蛍 光 を 観 察 し た 結 果 を

示 す 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 由 来 の 外 膜 小 胞 （ O M V） を 含 む 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 に

関 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 細 菌 は 、 植 物 免 疫 活 性 化 剤 を 投 与 す る 対 象 と な る 植 物 に 対 し て 共 生 し

て い る 細 菌 又 は 共 生 す る こ と が 可 能 な 細 菌 で あ る こ と が 好 ま し い 。 共 生 細 菌 と 植 物 の 組 み

合 わ せ 例 と し て 、 根 粒 菌 と マ メ 科 植 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 細 菌 」 の 種 類 は 外 膜 小 胞 （ O M V） を 形 成 可 能 な グ ラ ム 陰 性 菌 で あ

る 限 り 、 限 定 し な い 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 「 細 菌 」 は 根 粒 菌 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て

、 「 根 粒 菌 」 と は 、 植 物 の 根 に 根 粒 を 形 成 し 、 特 に 窒 素 固 定 を 行 う 微 生 物 を 指 し 、 そ の 例

と し て Mesorhizobium属 、 Bradyrhizobium属 、 Rhizobium属 、 及 び Sinorhizobium属 細 菌 が

挙 げ ら れ る 。 な お 、 一 般 に Bradyrhizobiumは ダ イ ズ と 、 Mesorhizobiumは ミ ヤ コ グ サ と 、 S

inorhizobiumは ア ル フ ァ ル フ ァ と 共 生 す る 種 で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 細 菌 は 好 ま し く は

Mesorhizobium属 細 菌 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は Mesorhizobium japonicumで あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 植 物 の 種 類 は 、 限 定 さ れ ず 、 単 子 葉 植 物 及 び 双 子 葉 植 物 を 含 む 被 子 植 物 並 び に 裸 子 植 物

（ 種 子 植 物 ） 、 コ ケ 植 物 、 シ ダ 植 物 、 草 本 植 物 及 び 木 本 植 物 等 い ず れ の 植 物 に も 本 発 明 を

適 用 で き る 。 た だ し 、 本 発 明 を 適 用 す る 植 物 は 、 植 物 免 疫 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 植 物

は 、 好 ま し く は 双 子 葉 植 物 、 例 え ば マ メ 科 植 物 で あ っ て よ い 。 マ メ 科 植 物 の 例 と し て 、 ダ

イ ズ 、 ア ズ キ 、 ラ ッ カ セ イ 、 イ ン ゲ ン マ メ 、 エ ン ド ウ マ メ 、 ハ ナ マ メ 、 ソ ラ マ メ 、 サ サ ゲ

、 ヒ ヨ コ マ メ 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 ク ロ ー バ ー 、 レ ン ゲ ソ ウ 、 ミ ヤ コ グ サ 、 ア カ シ ア 、 リ ョ

ク ト ウ 、 レ ン ズ マ メ 、 ラ イ マ メ 、 バ ン バ ラ マ メ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 外 膜 小 胞 」 と は 、 細 菌 の 外 膜 か ら 細 胞 外 に 放 出 さ れ る 膜 小 胞 を 指

す 。 外 膜 小 胞 は 、 LPS、 膜 脂 質 、 膜 タ ン パ ク 質 等 を 含 ん で い る 。 外 膜 小 胞 に 含 ま れ る LPSは

、 膜 側 に リ ピ ド Aを 向 け て 存 在 す る た め 、 リ ピ ド Aに よ る 刺 激 に 起 因 す る 植 物 の 過 敏 感 反 応

の リ ス ク が 低 い 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 リ ピ ド Aが 直 接 露 出 し て い な い た め に 疎 水 性 が 低 い

と い う 点 で 、 好 ま し い 物 性 を 有 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 外 膜 小 胞 は 、 LPSよ り も 優

れ た 植 物 免 疫 活 性 化 剤 で あ り 得 る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 外 膜 小 胞 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に と っ て 公 知 で あ る 。 外 膜 小 胞 は 、 例 え ば 液 体 培 養 又 は 固

体 培 地 培 養 で 増 殖 し た 細 菌 又 は 培 地 か ら 得 て も よ い が 、 好 ま し く は 培 地 （ 例 え ば 培 養 上 清

） か ら 得 る こ と が で き る 。 培 養 上 清 か ら 外 膜 小 胞 を 得 る 場 合 、 培 養 上 清 か ら 細 菌 細 胞 を （

例 え ば 、 濾 過 及 び ／ 又 は 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 沈 殿 さ せ る こ と に よ っ て ） 分 離 し 、 そ の

培 養 上 清 か ら 外 膜 小 胞 を 精 製 す る こ と が で き る 。 細 胞 か ら 外 膜 小 胞 を 得 る 場 合 、 上 記 の 様

に 沈 殿 さ せ た 細 胞 を （ 界 面 活 性 剤 を 用 い ず に ） 溶 解 し 、 細 胞 溶 解 液 か ら 、 外 膜 小 胞 を 精 製

す る こ と が で き る 。 外 膜 小 胞 の 精 製 は 、 例 え ば 上 記 培 養 上 清 又 は 細 胞 溶 解 液 に 対 し て 、 濾

過 、 外 膜 及 び ／ 又 は 外 膜 小 胞 の 密 度 勾 配 遠 心 法 等 に よ る 選 択 的 沈 殿 又 は 凝 集 、 外 膜 小 胞 を

特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 等 の リ ガ ン ド を 使 用 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 方 法 の 一 つ 以 上 を 適 用

す る こ と に よ っ て 、 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 、 外 膜 小 胞 は 粗 精 製 さ れ た も の で

も 精 製 さ れ た も の で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 液 体 培 養 を 行 っ た 細 菌 の 培 養 上 清 か ら 、

密 度 勾 配 遠 心 法 に よ っ て 精 製 さ れ た も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 植 物 免 疫 の 刺 激 は 、 植 物 の 病 害 虫 防 御 の 強 化 に 寄 与 す る た め 、 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化

剤 は 植 物 免 疫 活 性 化 剤 農 薬 の 代 替 と な る 新 規 な 農 業 資 材 と し て 利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。

植 物 免 疫 の 刺 激 の 有 無 は 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 一 酸 化 窒 素 の 産 生 の 有 無 を 調 べ る

こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】
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　 植 物 免 疫 活 性 化 剤 は 、 細 菌 由 来 の 外 膜 小 胞 （ O M V） か ら な っ て も よ い し 、 細 菌 由 来 の 外

膜 小 胞 （ O M V） に 加 え て 任 意 に 他 の 成 分 、 例 え ば 各 種 補 助 剤 を 含 ん で も よ い 。 補 助 剤 と し

て は 、 例 え ば 、 担 体 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 、 増 粘 剤 、 安 定 剤 、 分 散 剤 、 展 着 剤 、 湿 潤 剤 、 浸 透

剤 、 凍 結 防 止 剤 、 及 び 消 泡 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤 に 含 ま れ

得 る 他 の 成 分 と し て 、 化 学 農 薬 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 化 学 農 薬 を 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤

に 加 え る こ と で 、 病 害 虫 に 対 す る 相 加 的 な 効 果 が 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 形 態 は 限 定 さ れ ず 、 常 法 に 従 っ て 、 液 剤 、 水 和 剤 、 乳 剤 、

粉 剤 、 懸 濁 剤 、 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 等 の 製 剤 形 態 に 調 製 し て 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤 を 植 物 に 施 用 す る 工 程

を 含 む 、 植 物 免 疫 を 活 性 化 す る 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 施 用 法 は 限 定 し な い が 、 例 え ば 植 物 の 全 体 又 は 一 部 、 例 え ば 根 、 花

、 茎 、 種 子 、 果 実 、 又 は 植 物 が 生 育 し て い る 土 壌 若 し く は 担 体 に 植 物 免 疫 活 性 化 剤 を 適 用

す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 施 用 濃 度 及 び 頻 度 は 、 当 業 者 で あ

れ ば 本 明 細 書 の 教 示 を 参 照 し 、 植 物 の 免 疫 活 性 化 の 程 度 等 を 考 慮 し て 選 択 す る こ と が で き

る 。 施 用 濃 度 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 例 え ば 0.001μ g/ml以 上 、 0.01μ g/ml以 上 、 0

.1μ g/ml以 上 、 0.5μ g/ml以 上 、 0.8μ g/ml以 上 、 又 は 0.9μ g/ml以 上 で あ っ て よ く 、 ま た 1

mg/ml以 下 、 100μ g/ml以 下 、 10μ g/ml以 下 、 2μ g/ml以 下 、 1.5μ g/ml以 下 、 又 は 1.1μ g/m

l以 下 で あ っ て よ い 。 施 用 用 量 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 例 え ば 0.01μ l以 上 、 0.1μ l

以 上 、 1μ l以 上 、 5μ l以 上 、 8μ l以 上 、 又 は 9μ l以 上 で あ っ て よ く 、 ま た 10ml以 下 、 1ml

以 下 、 100μ L以 下 、 20μ L以 下 、 15μ L以 下 、 又 は 11μ L以 下 で あ っ て よ い 。 施 用 は 一 回 の

み で あ っ て も よ い し 、 複 数 回 行 っ て も よ い 。 例 え ば 、 1日 1回 、 2日 に 1回 、 3日 に 一 回 、 1週

間 に 1回 等 の 頻 度 で 複 数 回 施 用 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 か ら 外 膜 小 胞 （ O M V） を 精 製 す る 工 程 を 含 む 、 外 膜 小

胞 を 含 む 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 生 産 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 外 膜 小 胞 の 精 製 は 、 公 知 の 方 法 に よ り 、 例 え ば 上 記 の 通 り 、 細 胞 溶 解 液 又 は 細 胞 培 養 上

清 か ら 外 膜 小 胞 を 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 培 養 上 清 又 は 細 胞 溶 解 液 に 対 し て

、 濾 過 、 外 膜 及 び ／ 又 は 外 膜 小 胞 の 密 度 勾 配 遠 心 法 等 に よ る 選 択 的 沈 殿 又 は 凝 集 、 外 膜 小

胞 を 特 異 的 に 認 識 す る リ ガ ン ド を 使 用 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 方 法 の 一 つ 以 上 を 適 用 す る

こ と に よ っ て 、 外 膜 小 胞 を 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 は 、 粗 精 製 又 は 精 製 の い ず れ で あ

っ て も よ い 。 液 体 培 養 を 行 っ た 細 菌 の 培 養 上 清 か ら 、 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ っ て 精 製 を 行 う

こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤 の 生 産 方 法 は 、 外 膜 小 胞 の 精 製 工 程 の 前 に 、 細 菌 を 培 養 す る

工 程 を 含 む 。 培 養 は 、 振 と う 培 養 等 の 通 常 の 培 養 法 に よ り 、 目 的 の 細 菌 に つ い て 通 常 使 用

さ れ る 条 件 下 で 培 養 さ れ う る 。 培 養 に 用 い る 培 地 と し て は 炭 素 源 と し て グ ル コ ー ス 、 ス ク

ロ ー ス 、 デ ン プ ン 等 の 糖 類 又 は マ ン ニ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； 窒 素 源 と し て 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硝 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 硝 酸 塩 等 の 無 機 窒 素

源 ； 酵 母 エ キ ス 、 肉 エ キ ス 、 小 麦 胚 芽 、 ポ リ ペ プ ト ン 等 の 有 機 窒 素 源 ； 無 機 塩 と し て リ ン

酸 一 カ リ 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸 マ ン ガ ン 、 硫 酸 第 一 鉄 等 の 、 リ ン 、 カ リ ウ ム 、 マ ン ガ

ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 鉄 等 を 含 む 塩 類 を 、 一 以 上 含 む 合 成 又 は 天 然 の 培 地 （ 例 え ば 、 Y M培 地

） が 挙 げ ら れ る 。 培 養 温 度 は 、 通 常 、 20～ 37℃ 、 好 ま し く は 27～ 32℃ で 、 好 気 的 又 は 嫌 気

的 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。 培 養 期 間 は 、 例 え ば 12時 間 以 上 、 2日 以 上 、 4日 以 上 、 又 は

6日 以 上 と す る こ と が で き 、 2週 間 以 下 、 12日 以 下 、 10日 以 下 、 又 は 8日 以 下 と す る こ と が

で き 、 例 え ば 約 7日 で あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 培 養 工 程 は 、 リ ゾ チ ー ム の 存 在 下 で 行 う こ と が 好 ま し い 。 こ れ に よ り 、 外 膜 小 胞 の 収 率

を 高 め る こ と が で き る か ら で あ る 。 リ ゾ チ ー ム の 存 在 下 で 培 養 を 行 う 場 合 の 培 地 中 の リ ゾ

チ ー ム 濃 度 は 、 例 え ば 10μ g/ml以 上 、 50μ g/ml以 上 、 80μ g/ml以 上 、 又 は 90μ g/ml以 上 と

す る こ と が で き 、 ま た 1000μ g/ml以 下 、 200μ g/ml以 下 、 120μ g/ml以 下 、 又 は 110μ g/ml

以 下 と す る こ と が で き る 、 例 え ば 約 100μ g/mlで あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は こ れ ら の 実 施 例 に 制 限 さ

れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

＜ 実 施 例 １ ： 根 粒 菌 に よ る O M Vの 産 生 ＞

（ O M Vの 産 生 条 件 の 検 討 ）

　 根 粒 菌 M. japonicum (M. loti) M AFF303099（ 農 業 生 物 資 源 ジ ー ン バ ン ク よ り 入 手 ） を T

Y寒 天 培 地 （ 0.5% tryptone、 0.3% yeast extract、 0.083% CaCl 2 ・ 2H 2 O、 1.5% agar） に

植 菌 し 、 1週 間 後 に 5mlの Y M液 体 培 地 （ 0.1% yeast extract、 1% mannitol、 0.1% K H 2 PO 4 、

0.1% K 2 HPO 4 、 0.02% NaCl、 0.05% N H 4 Cl、 0.018% MgSO 4 ・ 7H 2 O、 0.013% CaCl 2 ・ 2H 2 O） に

移 し 、 前 培 養 を 行 っ た 。 培 養 2日 後 に 、 こ れ を 25mlの Y M液 体 培 地 に 移 し 、 本 培 養 を 行 っ た

。 培 養 1～ 7日 に つ い て 吸 光 度 （ 600 nm） に 基 づ い て 増 殖 曲 線 を 作 成 し た と こ ろ 、 1～ 3日 目

に 対 数 増 殖 し 、 4日 目 頃 に 定 常 期 に な っ た 。 培 養 液 は 毎 日 採 取 し 、 遠 心 分 離 で 菌 体 を 除 去

し た 後 、 0.45 μ mメ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー で ろ 過 し 、 さ ら に 40000 rpm、 2 hで 超 遠 心 分 離 し

、 沈 澱 物 を 回 収 し た 。 沈 殿 物 中 の O M V量 を 、 二 重 膜 脂 質 を 染 色 す る FM4-64蛍 光 基 質 を 用 い

て 推 定 し た と こ ろ 、 培 養 7日 目 に 最 も 多 く 膜 脂 質 が 存 在 し て い る こ と が わ か っ た 。

　 培 養 日 数 と 濁 度 、 FM4-64蛍 光 基 質 に よ る 蛍 光 強 度 を 図 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 TE M（ 透 過 電 子 顕 微 鏡 、 TH7700; 日 立 ハ イ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） 及 び DLS（ 動 的 光 散 乱

、 Zetasizer; Malvern） を 用 い て 観 察 し た と こ ろ 、 直 径 20-100nm程 度 の O M V が 存 在 す る こ

と が わ か り 、 M. japonicum の O M V 産 生 能 が 明 ら か に な っ た 。 そ の た め 、 上 記 沈 殿 画 分 は

、 以 下 crude O M Vと 記 載 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 続 い て 、 M. japonicum (M. loti) M AFF303099を 、 100μ g/ml リ ゾ チ ー ム を 含 ま な い か

又 は 含 む Y M培 地 中 で 培 養 を 行 い 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で Crude O M Vを 得 た 。 結 果 を 図 2に 示 す

（ リ ゾ チ ー ム を 含 ま な い Y M培 地 で の 結 果 を Aに 、 含 む Y M培 地 で の 結 果 を Bに 示 す ） 。 図 2に

示 さ れ る 通 り 、 培 養 中 に リ ゾ チ ー ム を 添 加 す る と 、 Crude O M Vの 収 率 が 向 上 す る こ と が わ

か っ た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

（ O M Vの 精 製 ）

　 続 い て 、 crude O M Vの 精 製 を 行 っ た 。 精 製 は 常 法 に 従 っ て 、 Optiprep
T M

（ コ ス モ ・ バ イ

オ 株 式 会 社 ） を 用 い た 密 度 勾 配 遠 心 法 を 用 い て 実 施 し た 。 具 体 的 に は 、 100000rcf、 4℃ で

16時 間 遠 心 分 離 し て 9つ の 分 画 に 分 け た と こ ろ 、 Optiprep
T M
 濃 度 25%付 近 （ 分 画 3） に 精 製

O M Vが 回 収 さ れ た 。 O M Vが 精 製 さ れ て い る こ と は 、 TE Mに よ る 観 察 に よ り 確 認 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

（ 根 粒 菌 LPSの 調 製 ）

　 M. japonicumを 45% フ ェ ノ ー ル に 分 散 し 、 65℃ で 20分 攪 拌 後 、 氷 上 で 冷 却 し 、 遠 心 分 離

し て 、 水 相 を 得 た 。 3500カ ッ ト の 透 析 膜 （ Spectra Por7） で 透 析 後 、 D Nase（ 10 μ g/ml、

Sigma） 、 RNase(10 μ g/ml、 Sigma)で 1日 消 化 し 、 さ ら に Proteinase K（ 10 μ g/ml、 タ カ

ラ バ イ オ ） で 消 化 し 、 再 度 透 析 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 つ い で 、 サ ン プ ル を 0.1M NaO Ac (pH 4

.5) に 溶 解 し 、 OctylSepharose 4FF（ GE healthcare） を 用 い た 疎 水 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に 供 し 、 15-60%1-PrO H グ ラ ジ エ ン ト で 溶 出 し て 、 吸 着 画 分 を 透 析 す る こ と で 、 L

PSを 精 製 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】
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（ 過 ヨ ウ 素 酸 ・ 銀 染 色 ）

　 得 ら れ た 精 製 O M V分 画 及 び LPSを SDS-PA GEで 分 離 後 に 、 以 下 に 従 っ て 過 ヨ ウ 素 酸 ・ 銀 染 色

に よ り 糖 を 染 色 し た 。 ま ず 、 泳 動 し た ゲ ル を 、 固 定 液 （ エ タ ノ ー ル ： 酢 酸 ： 水 ＝ 8:1:11）

で 10分 振 と う し 、 つ い で 酸 化 液 （ 0.7% HIO 4 ・ 2H 2 O、 固 定 液 ） で 30分 振 と う し た 。 ゲ ル を

水 洗 後 、 硝 酸 銀 溶 液 （ 0.7% AgN O 3 、 0.4% N H 4 O H、 0.02 M NaO H） で 10分 振 と う し た 。 ゲ ル

を 水 洗 後 、 現 像 液 （ 0.01% ク エ ン 酸 、 0.1% ホ ル マ リ ン ） で 振 と う し 、 発 色 後 に 停 止 液 （ 1

0% 酢 酸 ） で １ 分 振 と う し 、 水 洗 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 そ の 結 果 、 精 製 O M V（ 分 画 3） に お い て 根 粒 菌 由 来 LPSと 同 じ バ ン ド を 含 ん で い た （ 図 3、

精 製 LPSの 過 ヨ ウ 素 酸 ・ 銀 染 色 の デ ー タ を 図 3Aの 右 端 に 示 す ） 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

（ O M V中 の 成 分 の 検 討 ）

　 ま た 、 精 製 O M V（ 分 画 3） を SDS-PA GEで 分 離 後 に 、 CBBで タ ン パ ク 質 を 染 色 し た と こ ろ 幾

つ か の バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 3B） 。 タ ン パ ク 質 バ ン ド を ト リ プ シ ン 消 化 後 （ In-Gel Try

ptic Digestion Kit、 Thermo Fisher） に M ALDI-TOF-MS（ autoflex、 Bruker Daltonics）

分 析 し た と こ ろ 、 M. japonicum由 来 の ポ リ ン 様 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は

O M Vに LPS及 び 膜 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 TE Mに よ り 画 分 3が 外

膜 小 胞 で あ る こ と も 確 認 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

（ 単 糖 分 析 ）

　 サ ン プ ル を 2M TFAで 100℃ 、 3時 間 加 水 分 解 し 、 減 圧 乾 燥 し た 。 2 mg/ml NaBH 4 水 溶 液 で

１ 時 間 還 元 後 、 過 剰 の NaBH 4 を 酢 酸 で 除 去 し 、 減 圧 乾 燥 し た 。 無 水 酢 酸 － ピ リ ジ ン （ 1/1）

を 加 え 100℃ 、 30分 加 熱 し ア セ チ ル 化 し た 後 、 減 圧 乾 燥 し 、 さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム － 水 系 で

ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト を 抽 出 し 、 減 圧 乾 燥 し た 。 ア セ ト ン に 再 溶 解 し 、 キ ャ ピ ラ リ ー カ

ラ ム （ SP-2330、 Supelco） 用 い て CG-MS（ 2010、 島 津 製 作 所 ） に て 分 離 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 単 糖 分 析 の 結 果 、 M. japonicum由 来 LPSと 同 じ く O M Vに お い て 6-デ オ キ シ タ ロ ー ス 、 ラ ム

ノ ー ス が 検 出 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

＜ 実 施 例 ２ ： O M Vに よ る 免 疫 活 性 化 の 検 討 ＞

　 O M Vの 植 物 免 疫 刺 激 能 を ミ ヤ コ グ サ 根 の N O 産 生 誘 導 を 指 標 に 検 討 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 発 芽 後 2週 間 の ミ ヤ コ グ サ の 根 に 、 水 、 又 は 1mg/mlの 精 製 O M Vを 10μ lで 3時 間 処 理 し た 。

精 製 O M Vは 、 実 施 例 １ に 従 っ て 調 製 し 、 リ ゾ チ ー ム な し の 培 地 で 生 産 し た M. japonicumか

ら 得 ら れ た も の を 用 い た 。 処 理 後 に 10μ mol/mlの 一 酸 化 窒 素 検 出 用 蛍 光 試 薬 （ D AF-FM D A

、 五 稜 化 薬 ） に 根 を 浸 漬 し 、 1時 間 処 理 し た 。 そ の 後 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ Leica D M LB） に よ り

蛍 光 を 観 察 し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 結 果 を 図 4に 示 す 。 図 4は 、 O M Vが N Oを 誘 導 で き る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 O M Vを -80℃

で の 凍 結 後 に 融 解 し 、 及 び 凍 結 乾 燥 後 に 水 で 再 分 散 し た 後 に 、 サ ン プ ル 60μ l を 12 m mキ

ュ ベ ッ ト に 加 え 、 Zetasizer Nano-ZS90（ Malvern, Worcestershire） 用 い て 粒 子 径 を 測 定

し た 。 そ の 結 果 、 凍 結 融 解 及 び 凍 結 乾 燥 後 に 水 で 再 分 散 し た 場 合 で も 、 粒 子 径 に 変 化 は 観

察 さ れ ず 、 安 定 で あ る こ と も わ か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 に よ り 、 新 た な 植 物 免 疫 活 性 化 剤 が 提 供 さ れ る 。 植 物 免 疫 の 刺 激 は 、 植 物 の 病 害

虫 防 御 の 強 化 に 寄 与 す る た め 、 本 発 明 の 植 物 免 疫 活 性 化 剤 は 植 物 免 疫 活 性 化 剤 農 薬 の 代 替

と な る 新 規 な 農 業 資 材 と し て 利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。

10

20

30

40



(8) JP  2019-210234  A   2019.12.12

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings

