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Ⅰ. 緒 言

細菌脂質の研究は,脂 質の分離分析技術の進歩と

共に, 1955年 以後非常に広範に行なわれてきた.細

菌の構成脂質は, 2.3の 例外を除 くと,主 として複

合脂質である リン脂質よりなると考えられている.

すなわちグラム陰性菌では抽出可能な脂質のうち80

～90%ま でが リン脂質であり,グ ラム陽性菌でも40

～70%の リン脂質を含んでいるものが大部分である.

細菌 リン脂質の構成成分の中には,細 菌に特有なも

のも存在するが,そ の大半は動植物に普遍的に存在

するリン脂質とその骨格を一にするものである.た

だその構成脂肪酸においてはかな りの特徴がある.

細菌をグラム陰性菌および陽性菌 に大別 し,そ の

構成 リン脂質の面からみると,グ ラム陰性菌では,

 phosphatidyl ethanolamine (PE)が 主成分をなし,

その他にphosphatidyl glycerol (PG),少 量のCar

diolipin (CL)等 が含まれるが,グ ラム陽性菌で は

PEの 含有量が非常 に少ないか,又 は全 く見 出され

ていない.そ のかわりPGの ア ミノ酸 複合体及 び

CLな どが大量に存在 している.

グラム陰性菌の中でもつとも詳細な研究がなされ

ているのは大腸菌であり1)2),著 者等3)もE. coli B

におけるリン脂質は大量のPE, PG更 に かなりの

量のCLよ りなることを報告した.同 じグラ ム陰

性菌であるサルモネラ属 につ いて はCmelik4)～7),

 Grays8),等 が報告している. CmelikはSal. typhi4)6),

 Sal. ballerup5), Sal. paratyphi C6)等 について リピド

成分を追求 しているが,リ ン脂質の構成成分などの

詳細な研究にまで至つていない.し かしMacfarlane

9)はSal .typhimuriumの 菌株を使つてかなり詳細

な研究をしており,リ ン脂質はPF, PGよ り な る

ことを述 ベ, PGの 大 部 分 はDiphosphatidyl gly

cerolす な わちCLで あ ることを報告 している.更

にAmes10)は 同 じSal. typhimuriumの リン脂質の

培養条件変換時の動静を観察 している.

以上のサルモネラ属の各菌は, Sal. typhiを 除い

て,あ る動物にはチフス性疾患を誘起するが人には

せいぜい腸炎を誘発するにとどまる.サ ルモネラ属

のA群, B群, D群 の代表菌株 であるsat. paraty

phi A, Sal. paratyphi B, Sal. typhiは 人 にチ フ

ス性疾患をおこす特性を有する菌株であり,抗 原構

造的には勿論,生 物学的性状で鑑別は可能である.

このような特殊性をもつ3菌 株の リン脂質の組成及

び脂肪酸組成について分析を行なうことは意義ある

と考え,ま た三菌株間に差異があるかどうかを検討

することも考慮に入れて実験を行ない,以 下の成績

を得た.
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Ⅱ. 実験材料及び実験方法

1. 供 試 菌 株

当 教 室 保 存 の 標 準 株 で あ るSalmonella typhi H

901 (Typhiと 略), Salmonella paratyphi A (Para

 Aと 略), Salmonella paratyphi B (Para Bと 略)

を供 試 した.

2. 培 養 方 法

培 地 は下 記 の組 成 を有 す る半 合 成 培 地 を 用 い,モ

ノー 培 養 管 で振盪 培 養 を 行 な い増 殖 曲 線 を追 い な が

らlate log phaseの 菌 を 集 め,生 理 的 食 塩 水 で洗 條

後 実 験 に 供 した.

培 地組 成(培 地1l中)

Na2HPO4・12aq… …13.95(g)

KH2PO4… …2.10

NaCl……0.50

CaCl2……0.0146

MgSO4… …0.22

FeCl2… …0.000024

Poly-peptone… …5.O

Yeast extract… …1.O

Sod. lactate (50%)… …5.0 (ml)

3. リビ ド抽出方法

リピドの抽 出は図一1に 示 す如 くCHCl3-MeOH

 (2:1 v/v)で3回 抽出を行ない, Folch法11)で 精

製し総脂質を得た.

4. リン脂質の構成成分及び定量法

リン脂質の構成成分の検討はシリカゲルG薄 層 ク

ロマ トグラ フ法(TLC)に よ つ た.展 開溶 媒 は

CHCl3-MeOH-H2O (70:25: 4v/v)又 はCHCl3-

MeOH-7N・NH4OH (65:35:5 v/v)を 用 い,一 次

または二次元TLCを 行なつた.同 定 にはヨウ素蒸

気発色,ニ ンヒドリン発色, Dittmerの リン発色12)

を行 なつた.ま た各成分の定量は,ク ロマ トプレー

ト上の各スポ ットをかきとつて, Allen法 のKates

の変 法13)によ り発色させ680mμ で比色定量を行な

つた.

5. 脂質の脂肪酸組成及び定量法

総脂質の脂肪酸組成 は, HCl-MeOH法14)で メチ

ル化し,ガ スクロマ トグラフ(K53型　 日立ガスク

ロマ トグラフ)に より観察した.定 量はガスクロマ

トグラフ上の各 ピー クを三角法で測つて,そ れぞれ

の%を 求めた.

Figure-1 Preparation of the lipid fraction
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Ⅲ. 実 験 成 績

1. 脂質の構成成分の同定

Typhi, Para A及 びPara Bの 各菌の総脂質 の

含有量は,そ れぞれ乾燥菌量 の11.6%, 12.3%,

 11.4%で 各菌とも脂質の含有量は似かよつた値を得

た.

脂質構成成分の検討は,二 次元シリカゲルG-TLC

の クロマ トプレー トの各スポ ットの発色定性試験,

及 び各スポット成分の緩和なアルカ リ分解(Dowson

分解法)15)に よ り得 られた脱アシル水溶物のペーパ

ークロマ トグラフィにより行なつた.勿 論,標 準物

質及び金政の得ている大腸菌の脂質構成成分 と比較

検討 して同定を行なつた.

Figure-2 Two-dimensional thin-layer chromatog

ram of total phospholipid from Salmonella

 typhi H 901.

Solvent system: first development, CHCl3-

MeOH-H2O (70/25/4, v/v); second develop

ment, CHCl3-MeOH-7N・NH4OH (65/35/5, v/v).

Spots were revealed by charring after spray

ing with Dittmer reagent.

PA, Phosphatidic acid; PS, Phosphatidyl

 serine; PE, Phoephatidyl ethanolamine;

 PG, Phosphatidyl glycerol; CL, Cardiolipin.

三菌間に成分種類の差異は認め られなかつたので

Typhiの 脂質のみのクロマ トグラムを示 した.フ ロ

ントに上つたスポ ットは中性脂肪であり,そ の他の

極性脂質はすべて リン脂質よりなることが判つた.

図-2で 明 らかな如 く,大 量のPE, CL及 び か な

りの量のPG及 び微量のphosphatidyl serine (PS),

 phosphatidic acid (PA)が 認 められ た.そ の他 に

minorな 成分は全 く見 られずかなり単純な組成を し

ていることが判つた.

2. 脂質構成成分の定量

二次元TLCで 展 開せ られた各スポ ットを数枚の

プレー トよりかき取 り, Katesの 変 法で比色定量 し

た結果を表-1に 示す.

Table-1 Phospholipid composition of Sal. typhi,
 Sal, paratyphi A and Sal. paratyphi B.

結果はリン定量による成績で,約10%近 く存在す

る中性脂質を除外 した総 リン脂質中の各成分の%で

ある.三 菌種 とも75～78%のPEを 含 有 し,リ ン

脂質の大部分はPEで あることが分る. PGはTyphi,

 Para Aで は数%で あるが, Para Bで は11%存 在

する. CLは 何れの菌種でも10%以 上存在する結果

を得た.そ の他PA PSの 少量を認めたが,何 れ

の菌種の場合 も極微量であるので菌相互での有意の

差は考えられなかつた.

3. 脂質 の構成脂肪酸組成及び定量

GLCに よる脂肪酸組成の分析結果 は表-2に 示

す如 くであつた.三 菌株 とも大量を占める脂肪酸と

してはG16, C16:1, C18:1で あ り,こ れ以 外 にC14,

 C17, C18 C14-OH, C22及 び未知の脂肪酸 が僅 か

に認められた.し かしC19-_??_すな わちLactobacillic

acidはPara Bに 痕跡程度 に認められた のみ で他

Table-2 Fatty acid composition of Sal.typhi, Sal paratyphi A, Sal. paratyphi B and E. coli.
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の菌株には認め られなかった.三 菌株間の差異とし

ては有意なものは認め られず,強 いてあげればPara

Bに おいてC16:1が 少な く,こ れに返 してC18:1が

や や多い結果を得た.

Ⅳ. 考 察

本研究において,サ ルモネラ属の中のA群, B群,

 D群 の 代表 的菌 種 で あ るPara A, Para B及 び

Typhiを 用いたのは,人 にチフス性疾患をおこす菌

の リピド成分が,他 の腸内細菌と如何 に異なるかを

追求するにある.他 の腸内細菌は腸 内にとどまるの

に反 して,上 記3菌 は腸管壁を通過 して菌血症をお

こす特徴がある.

所 でサルモネラ属中で リピド成分が最 もよく研究

されているのはSal. typhimuriumで,こ のものは

ネズミにチフス疾患 をお こす菌 で あ る.古 くは

Macfarlane9)の 研究があり,リ ピドの約90%が リン

脂質であり,そ の中の大部分(84%)がPEで,残

りの殆んどはCLで あることを報告 して い る.又

Ames10)は 非 常に詳細な研究の結果,リ ピドは乾燥

菌量の6.3%を 占め,こ のうち10.4%が 中性脂質で

あり, 89.6%が リン脂質であると述べている.又 こ

の リン脂質のうち75%がPE, 18%がPG, 4.5%が

CLで あ ると述べている.著 者等は同 じくSal. typh

imuriu (Typhimuriumと 略)で 実験を行ない, PE

が75.5%, CLが7.5%, PLが9.5%と い う結果

を得ている.

サルモネラ以外の腸 内細菌の中では大腸菌につい

ての研究が最 も多 く見 られ る. Law1), Kanfer &

 Kennedy2), Kanemasa3)等 の報告があるが,本 研究

における実験方法はKanemasa3)の 大腸菌脂質にお

ける研究と全 く同一で あるので, Kanemasaが 大腸

菌について得た結果 と比較考察するのが最 も妥当と

考える. Kanemasaの 報告によれば3), E. coli Bは

乾燥菌量の8.6%の リピドを含み,こ の大部分(96

%)が リン脂質であり,リ ン脂質 の68.1%がPE,

 18.5%がPG, 4.9%がCL, 2.0%のPS及 びPA

よ りなつて い る.更 にE. coliで はUnknownの

リン脂質が4%あ ることが認められている16).従 つ

て本研究で得られた実験結果をTyphimuriumとE.

 coliの リピド組成と比較考察することにした.

リン脂質の構成成分の種類は三菌種 と もE. coli

及 びTyphimuriumと 殆ん ど異なる所はな く,た だ

E. coliでminorな 成 分として認め られるUnknown

の物質(山 上等16)はBisphosphatidic acidと 想定 し

ている)が 三菌種 に認められなかつた.各 構成成分

の組成から比較検討すると,酸 性 リン脂質 であ る

PGとCLの 量 において見るべき差異がある.三 菌

種及びE. coli, Typhimuriumと も PG+CLの 総

和は18～21%の 範 囲内に存 しているが,三 菌種 にお

いてはCLの 量が他に比 して多 く, PGの 量が少な

いという点は注目すべきである.と くにE. coliの

有す るCLの 量 に対 して,三 菌種 で は2倍 以上 の

CLを 含有する. Typhimuriumに 比 べて もCLの 量

は多いことが認め られる.こ の事実を直ちに人のチ

フス性疾患を起す特性 と結びつけることは出来ない

が,腸 管壁を通過する性質と直接又は間接に関連性

があるのではないかとの想定がなされ得 る.こ の点

は更 に追及する必要があると考えている.更 に三菌

種間の差異であるが, Para Bが 最 もE. coliに 近

い リン脂質組成を有 していた.生 物学的性状からも

Para BはE. coliに 最 も近縁で あるとされている

が,そ の点 ともよ く一致することが判つた.

更 に脂肪酸組成では三菌種間に特筆すべ き大きな

差異 は認められなかつたが, Para Bが 他菌に比 し

てC16が 少 な く, C18:1が 多 く,又Lactobacillic

acidを 微量含む点においてE. coliの 脂肪酸組成に

近いことがわかり,こ の点 におい て もPara Bと

E. coli内 の近縁性が認められた.

Ⅴ. 結 言

Salmonella typhi H 901, Salmonella paratyphi A,

Salmonella paratyphi Bの 三菌種を供試菌として,

脂質を抽出しその定性と定量及び脂肪酸の定性と定

量を行ない,そ の結果をE. coli B及 びSalmonella

 typhimuriumと 比較検討を行なつた.

(1) リン脂質の成分は三菌種において全 く同様

の成分であつて, E. coli及 びSalmonella typhimu

riumと 比 べてみた場合もほぼ同一組成 であ り,た

だサルモネラには認められないUnknownの 物質が

E. coliに は認められた.

(2) リン脂質の成分組成では,三 菌種はE. coli

に比べてcardiolipinの 含有量が多 く10～13%を 含

み, phosphatidyl glycerolは これに反 して数-11%,

を含有するのみであつた.

(3) 三 菌株間の間ではSalmonella paratyphi B

はCardiolipinが 最 も少な く, phosphatidyl glycerol

が最 も多 くて, E. coliの リン脂質組成に最 も近 い

傾向を示 した.

(4) 脂質 構成脂肪酸はC16, C16:1, C18:1が 主要
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脂 肪 酸 で あ り, E. coli.の そ れ と 大 差 は な か つ た.

特 にSalmonella paratyphi BはE. coliに 近 い 脂 肪

酸 組 成 を示 す こ とが わ か つ た.

(本研究の要旨は昭和43年11月,第21回 日本細菌

学会中国四国支部総 会にて発表 した.)
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Phospholipids of Salmonella Group
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(Director: Prof. Jutaro TAWARA)

Sal. typhi, Sal. paratyphi A and Sal. paratyphi B which are the representative strains 
of group D, A snd B of Salmonella group respectively, have special characteristics of induc
ing typhoid fever in man. Their complex antigenic structures and biochemical characters are 
already well known.

The authors studied the difference, if any, in the lipid components among these strains, 
while comparing with the lipid components of other Enterobacteria.

1. The ma_??_or components of phospholipid were found to be identical in all the three 
strains. Moreover, these were almost the same in E. coli and Sal. typhimurium, with an 
exception of a minor unknown component in E. coli.

2. Considering the composition of individual components, three strains contained a consi
derable amount of cardiolipin (10-13% of total phospholipid). On the other hand, they 
contained phosphatidyl glycerol in several to 10%.

3. Among the three strains, Sal. paratyphi B tended to show the quautities of cardiolipin 
and phosphatidyl glycerol very similar to those in E. coli B.

4. The fatty acid composition of total lipids in these three strains did not differ so 
appreciably from that of E. coli. Main components of the fatty acid were palmitic, palmi
toleic and oleic acids.


