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緒 言

細菌 細 胞 膜の 主要 構 成 成分 で あ る脂 質の 分子

種 組 成 は,環 境 や 細胞 構造 の変化 な どに ともな

って大 き く変動 す る.例 え ば細菌 の 生育 状 態,

培地 の塩 濃 度 あ るい は細 胞壁 の 欠落 の度 合 な ど

に よ り,脂 質 の組 成比 が適 応 的 に変 化 す る こ と

が 見い 出 され て いる1～5).特 に細 菌 は単 細 胞で

あ るだ けに,外 層 に あ る細胞 壁 が欠 落 した状態

に な った時,膜 リン脂 質 成分 は 著明 に 変動 す る.

す なわ ち黄 色 ブ ドウ球 菌 に お いて,自 己融 解酵

素 に よ り一 過性 に 壁喪 失 を来 た したautoplast

で は膜 リン脂質 中にCardiolipinが 著 増 し3),さ

らに壁 を有 しな いで安 定 に継 代 で き るL型 菌 に

至 っ て はCardiolipinの 増 加 に加 え てChole

sterolの 発現 を認め た4,5).こ れ ら細菌 の裸 膜化に

と もな う脂 質変 動 は,一 つ には 細胞 壁 に代 わ る

膜硬 化へ の 寄与 の 可能 性 を大 き く示 唆 して い る

もの と考 え られ る.

本研 究 に お いて は,こ の よ うな膜 構成 脂 質の

適 応 変化 現 象の 意 義 につ い て物性 論 的 見地 か ら

検 討 を加 え,膜 硬化 寄 与 の事 実 を解 明 しよ う と

考 えた.す なわ ち膜の 流動 性 を調 べ る物 理学 的

測 定法 の 一手 段 と して,高 感 度示 差 走査 熱 量計

(DSC)に よ り相 転移 温度 の 比較 を行 うこと を計

画 した6,7).

相転 移 温度 を知 る示 差熱 解析 法 は,供 試細 菌

か ら分 離 した生体 膜 に つ いて行 うの が理 想 であ

るが, DSCの 感 度 ・精 度 の点 か ら,リ ン脂質 構

造 の均 一性 が要 求 され るのが 現状 であ る.従 っ

て 本研 究 にお いて は,構 成脂 肪酸 が 一定 の リン

脂 質 に よる人工 膜 につ いて解 析 を試 み た.す な

わ ち裸 膜化 に ともな って 大 き く変 動 す るPhos

phatidylglycerol(PG)とCardiolipin(CL)

の 色 々な組 成 比か らな る人工 膜 につ いて のモ デ

ル実 験 に あた って, dipalmitoyl PGも し くは

dimyristoyl PGの 入手 は容 易 で あ るが, CLは

自製せ ざる を得 な い.そ こで単 純 な生 合成 系 で

あ るphospholipase D画 分 のtransphosphatidy

lation反 応8)に注 目 してPGか らCLの 生 合 成

を試 み,極 め て純 粋 なtetrapalmitoyl CLと

tetramyristoyl CLを 得 るこ とに成功 した.

純 粋 に得 られ た 同一 かつ均 一 な脂肪酸 をもつ

PG, CLを 供 試 して,水 中分 散 の リポ ソー ム 系

に お け る 膜流 動 性 へ のPG, CL骨 格 の 影 響 お

よび黄 色 ブ ドウ球菌 裸 膜化 に おけ る実 際 の組 成

変化 に 見合 う リン脂 質 組成 の リポ ソー ム を作 製

して相転 移 温度 測定 を行 った.さ らに2価 カチ

オ ンの効 果 につ い て も検 討 し, CL骨 格 が膜 硬

化へ 大 き く寄 与 して い る とい う確証 を得 たの で

報告 す る.

材料および方法

I.基 質

PhosphatidylglycerolはCarbiochem-Behr
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ing社 か ら, 99%以 上 の 純 品 を 購 入 し た . β-γ-

dipalmitoyl-D, L-α-phosphatidylglycerolは

(16:0)PG, β-γ-dimyristoyl-D, L-α-phosphati

dylglycerolは(14:0)PGと 表 わ す.

II.酵 素

Phospholipase D画 分 は キ ャ ベ ツ か ら 調 製

し た9).新 鮮 な キ ャ ベ ツ の 葉 と 茎100gに 蒸 留

水100mlを 加 え,ブ レ ン ダ ー に て5分 間 ホ モ ジ

ナ イ ズ し た あ と,さ ら し を 使 っ て ろ過 した.ろ

液 は10,000×g, 15分 間 遠 沈 し,そ の 上 清 を

55℃, 5分 間 処 理 した あ と,再 び13,000×g, 10分

間 遠 沈 した.そ の 上 清 に2倍 容 の 冷 ア セ トン を加 え,

沈 殿 物 を8,000×g, 5分 間 の 遠 沈 で 集 め,凍 結 乾

燥 し て0.25gの 粗 酵 素 画 分 が 得 られ た.

III.脂 質 の 抽 出 と分 析

脂 質 の 抽 出 ・精 製 はBligh-Dyer法 に よ り行 っ

た10).脂 質 は 薄 層 クロ マ トプ レー ト(TLC, Kie

selgel 60G)を 使 っ て 同 定 あ る い は 分 画 を行 っ

た.溶 媒 はCHCl3-MeOH-H2O(65/25/4,

 v/v/v)を 用 い て 展 開 し,二 次 元 展 開 を必要 とす る

場 合 は,さ ら にCHCl3-MeOH-7N NH4OH

(60/35/4.5, v/v/v)を 用 い た4).リ ン の 定 量

はKates法 に よ り行 っ た11).構 成 脂 肪 酸 の 確 認

は, PGとCLを 塩 酸 メタ ノー ル法 で エ ス テ ル

化 した の ち,ガ ス クロマ トグラ フィー(Hitachi

 K53 GLC, FID)を 行 っ た1).

IV.リ ボソー ム の調 製

クロ ロホル ム に溶解 した一 定量 の 脂 質 をパ イ

レ ックス小 試 験管 に分 注 し,管 壁 にフ ィルム状

に付 着 す る よ うevaporateし た.こ れ に蒸 留水

の 一 定 量 を加 え, 60～65℃ に 保 温 した 状 態 で

vortex mixerに よる振 と うで リポ ソーム を作

製 した.

V.示 差 熱 解析

DSCは 第2精 工 社 の高 感 度 示 差 走査 熱 量 計

(SSC/560U)を 使 用 した.試 料 は調 製 した リ

ポ ソー ム の50μlを ア ル ミニ ウ ム製 密封 型 試料 容

器 に入れて供 試 した. Referenceに は50μlの 蒸留

水 を使 った.昇 温速 度 は2.0℃/minで 温 度 上昇

法 に よ る吸 熱 のパ ター ンで相 転 移 を知 り,相 転

移 温度 は ピー クの 先端Tpを 読 み取 り温度 比 較

を行 った.

結 果

I.同 一 脂 肪 酸 を もつCardiolipinの 生 合 成

市 販 の(16:0)PG(Fig. 1A)を 基質 と し

Fig. 1 Thin-layer chromatogram. Solvent system: One-dimensional TLC, CHCl3-McOH-H2O
 (65/25/4, v/v/v); Two-dimensional TLC, CHCl3-MeOH-7N Am (60/35/ 4.5,

 v/v/v) after one-dimensional development. Spots were revealed by charring after
 spraying with 40% H2SO4. A: Commercial (16:0) PG; B: Enzymatic formation of CL
 from PG by phospholipase D fraction; C: One-dimensional TLC of synthesized CL; 
D: Two-dimensional TLC of synthesized CL.
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て,酵 素 は キ ャベ ツ のphospholipase D画 分

を用 い て, (16:0)CLの 生 合 成 を 試 み た.

 Phospholipase D画 分 のtransphosphatidylation

反 応 の 至 適 条 件 はpH 5.6,温 度28゜ ～30℃ で

あ り,反 応 は10～12時 間 で プ ラ トー に 達 し た.

 EGTA添 加 で 活 性 は約4倍 増 加 した. Fig. 1Bは 至

適 条 件 で 反 応 させ た と き のTLCパ ター ン を 示

して い る が, PG:CLの 重 量 比 は,ほ ぼ1:1

で あ っ た.大 量 のCardiolipinを 合 成 す る た め

Table 1 Reaction mixture

にTable 1に 示 した反応混 液 を調製 した.使 用

したphospholipase D画 分 には リン脂質 の 混

入が な いこ とを二 次 元TLCに よ り確 認 した.

反応条 件 は28℃ 恒 温 槽 中 で12時 間,マ グネチッ

ク ・ス ター ラー で攪 拌 しなが ら反応 を行 った.

反応後diethyl etherをevaporateし, Bligh-

Dyer法 抽 出 に よ り,リ ン 脂 質 を得 た.こ れ

を調製 用TLCで 分 画 し, PGとCLそ れ ぞ れ

を単 離 し,再 度Bligh-Dyer法 で 精 製 し た.

得 られ たCLの 収量 は, 8.9mg～12.0mgで 収率

は22～30%で あ っ た. PGとCLは 塩 酸 に より

塩 の形 か ら遊 離 型 に変 え, GLCとDSC用 試料

に使 用 した. Fig. 1C, 1Dに 示 した ように一 次

元お よび 二次 元TLCに よ りCLが 単 一 の ス ポ

ットであ る こ とを確 認 した. GLCで の脂 肪酸組

成 はFig. 2の よ うに な り,合 成 したCLの 構 成

脂 肪酸 はpalmitic acidの み のone peakと な

た. (14:0)CLに つ い て は,上 記 と同様 の方

法 で合 成 し,高 純 度 なCLが 得 られ た.収 量は

14.1mgで 収率 は35%で あ った.

II. PGお よびCLリ ポ ソー ム の 相 転 移 温 度

Fig. 3は 市 販の(16:0)PG, (14:0)PG,

合成 した(16:0)CL, (14:0)CLのDSC

での 示差 熱解 析 を示 してい る.リ ポ ソー ムは,

リン脂 質 濃度 が50mMに な るよ う調 製 した.

Fig. 2 Gas chromatograms of fatty acid

 prepared from comm. PG and

 synthesized CL. Apparatus: Hitachi K53

 Gas Chromatograph with FID.

Operating conditions: Column; 10%

 DEGS on Diasolid L, 2m.

Temperature; 193•Ž. N2 flow

rate; 0.6kg/min.

Fig. 3 Differential scanning calorimetric

profiles of PG and CL liposomes.

Furnace: SSC/560U (Daini Seikosha);

Sample: 50mM in H2O, 50ƒÊl;

Reference: H2O, 50ƒÊl;

Heating rate: 2.0•Ž/min.
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Table 2に は,そ れ ぞ れ の相 転移 温度 を ま とめ

た. (16:0)PGと(16:0)CL, (14:0)PG

と(14:0)CLの 温度 差 は両 者 と も22℃ 程 度

で あ り, CLは 明 らか にPGよ り相 転 移 温 度 が

高 か っ た.

III. PG・CL混 合 リポ ソー ムの相 転 移 温度

黄 色 ブ ドウ球 菌 細 胞膜 の リン脂 質 モデ ル とし

て, PG:CL=4:1, PG:CL=2:1の モ

ル 比 で,リ ン脂質 濃 度 が50mMに な るよ うリ

ポソー ム を作製 した.す なわ ちPG:CL=4:1

は細 胞 壁 を持 つnormalな 黄 色 ブ ドウ球 菌 の

リン脂 質組 成 を反映 し, PG:CL=2:1は 細

胞壁 を欠落 したL型 菌, autoplastの リン脂 質

組成 を反 映 して い る. Fig. 4は(16:0)PG,

 (16:0)CLを 混 合 した リポ ソー ム の 示 差 熱

解析 を示 し, Fig. 5は(14:0)PG, (14:0)CL

を混 合 した 場 合 の 示 差 熱 解 析 で あ る. Table

 2に はFig. 4, 5の 相 転 移 温 度 を ま とめ た.

 PGとCLの 混合物 では, PGお よびCLの み の 相

転 移 温度 の 中 間の 値 を取 り, CL含 量 の 多 いリポ

ソー ムの 方 が 高 い値 を得 た.

IV. 2価 カチ オ ンの相 転 移 温度へ の影響

10mM CaCl2ま た は10mM MgCl2を 添加 し

て リン脂 質 濃 度が50mMに な る よ う リポソー ム

を作 り, Ca2+, Mg2+がPG, CLの 相 転 移 温度に

及ぼ す影 響 に つ い て調 べ た. Fig. 6は 示差 熱 解

Fig. 4 Differential scanning calorimetric

 profiles of (16:0) PG, (16:0) CL

 and mixed PG•ECL liposomes.

Fig. 5 Differential scanning calorimetric

 profiles of (14:0) PG, (14:0) CL

 and mixed PG•ECL liposomes.

Table 2 Thermotropic phase transition

 characteristics of PG, CL and

 mixed PG•ECL liposomes

Sample concentration: 50mM in total

Fig. 6 Effect of Call and Mgz+ on the DSC 

profiles of (16:0) PG and (16:0) CL 
liposomes.
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析 を示 し, Table 3に は そ の時 の相 転 移温 度 を

ま とめ た. PGにCa2+を 添 加 す る と7℃ の温

度上昇がみ られ, CLにCa2+を 添 加 す ると16℃

の上 昇, CLにMg2+を 添 加 す る と5℃ の上 昇

がみ とめ られ た.

考 察

生体 膜 の 流動性 を測 定す る物理 学 的方 法 には

X線 回折 法,磁 気共 鳴(ESR, NMR),分 光 学

的手法(ORD, CD,レ ー ザー ラマ ン,け い光),

示 差熱 測 定 な どが あ り,得 られ る情報 に特 徴 が

あ る6,7,12).極 性 脂 質 は水溶液 中で 生体膜 と同 じ

よ うに2分 子 膜構 造 を と り多形現 象 を示 す.す

なわ ち結晶(異 方 性),液 晶(異 方性),液 体(等 方性)

の状 態があ り,さらに液晶 には多 くの配列の可能性

があ る.生 体 膜 の流 動性 を想定す る上 で重要 なの

は,結 晶状 態 か ち液 晶状 態へ の転移 であ る.液

晶状 態 は生 理 的 な状態 にお け る生体 膜 脂質 の 基

本構 造 で あ り,生 体 膜 の 流動 性や 透 過性 に 極 め

て深 い 関係 を もって い る.極 性 脂質 が結 晶 状 態

の時 はLβ 型配 向 を して お り,規 則正 し く膜面

に直 角 に炭化 水 素鎖 が 密 着 して い る.結 晶状 態

(低 温)か ら液 晶状 態(高 温)へ の移 行 あ る い

は逆へ の移行 を相転 移 とい い,そ の 時 の温度 を

相転移温度 として表わす.液 晶状態 ではLα 型 配

向 とな り炭化 水素 鎖 が低 距離 の秩 序 を保 ち なが

ら液状 に 自由 運動 を して い る.

本研 究 では,黄 色 ブ ドウ球 菌 が 細胞 壁 を欠 落

す る こ とに よ り極 性 脂質 であ るCLが 著 増 す る

とい う リン脂 質種 の 変化 に 注 目した3,4).黄 色ブ

ドウ球 菌 の 膜構 成 脂肪 酸 はバ ラエ テ ィー に富 ん

で いて枝鎖 飽和脂肪酸 が 多 く,平均鎖長 が16.5で

あ り13), L型 化 して も脂肪 酸 に は と り上 げ る べ

き変化 が 認め られ なか っ た.そ こで リン脂 質 の

主 要 成分 で あるPG, CLの 骨格 構造が 膜rigidity

に如 何 に貢献 して い るか に主 眼 をお き,物 性 を

追 求 す る こ とに よ り細 胞膜適 応 現 象 を解 明 し よ

うと考 えた.示 差 走 査 熱量 計 に よ る相転 移 の動

態解 析 が,以 上 の 目的 を把握 す るの に もっ と も

適 した手段 と考 え た7).

リン脂 質の 骨格 構造 に注 目 して リポ ソー ムー

水 系 で示差 熱解 析 を行 うため には,同 一 か つ均

一 な脂肪 酸 を もつPGとCLで 比較 す れ ば
,明

確 な結 果 が 得 ら れ る と期 待 さ れ た.同 一 脂 肪

酸 を もつCLは 合 成 せ ざ る を得 な いの で,黄

色 ブ ドウ球 菌 の 構 成 脂 肪 酸 を考 慮 に 入 れ て,

 (16:0)CL, (14:0)CLを 合成 して,こ れ

らPGとCLに よ る人工 膜 につ い て モデ ル実験

を行 った.

CLの 有 機合 成 法 は い くつか の方 法 が報 告 さ

れ てい て, Ramirezら の 方法 が 比較 的す ぐれ て

い る と考 え られ た が14),い ず れ も 煩 雑 で あ

る.そ こ で 同一 脂 肪 酸 を もつ 市 販 のPGか ら

CLへ の一 段 階生 合成 反 応 を利用 す れば,よ り

簡 単 にCLが 合 成 で きる と考 えた.ま ず 黄 色 ブ

ドウ球 菌細 胞 膜 に局在 して い るCL合 成酵 素 に

着 目 した15).こ のCL合 成酵 素 は 膜 に埋 め 込 ま

れ た疎 水 性 の 酵 素 で あ り,種 々 の部 分 精 製 を

試 み た が,活 性 が 失 活 しや す い の で 精 製 の段

階 に は 至 らな か っ た.そ こで 膜 分 画 そ の もの

を使 用 して 生 合 成 を 試 み た が,元 来 細 胞 膜 内

に存 在 す るendogenousなPGか らCLへ の 転

換反 応 が主 反応 としてあ らわれ,外 か ら添加 し

た(16:0)PGのCL転 換 は む しろ 従 反 応 的

に行われ た.従 って反応 後分画精 製 したCLに は

細 胞 膜 のCLが25%程 度 も混 入 し,均 一脂 肪 酸

組 成 の もの と して は極 め て劣 る もの であ った.

合 成 されたCLで 示 差 熱解析 を行 った ところ,

期 待 された結 果 は得 られ た もの の,ブ ロー ドな

ピー クであ った の で,よ り高純 度なCLで 相 転

移 温度 の 比較 を行 うべ きで あ る と考 えた16).

そ こ で次 の可能 性 としてphospholipase D画

分 のtransphosphatidylation反 応に着 目 した8).

 Yangら はphospholipase D画 分 が加 水分解 と

同 時 に ホス フ ァチ ジル基転 移 能 を もつ こ とを見

Table 3 Effect of Ca2+ and Mg2+ on thermotropic 

phase transition characteristics of (16:0)PG 
and (16:0) CL liposomes

Sample concentration: 50mM
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い 出 し,活 性 発現 に はCa2+が 必 須 で あ る と報

告 した17).ま たStanacevら はPGにphospho

lipase D画 分 をCa2+存 在下 で作用 させ てtrans

phosphatidylation反 応 によりCLが 合 成 され る

ことを報 告 した8).キ ャベ ツや 人参か ら簡単 に分

画 し う るphospholipase D画 分には,リ ン脂 質

の混 入 が なか った の で高純 度 なCLが 得 られ る

と期 待 で きる.著 者 がtransphosphatidylation

の活性 発現へ のCa2+の 依存 を調べ たところ, CL合

成量は無 添加, Ca2+添 加, EDTA添 加, EGTA添

化 で3:1:10:12で あった.こ の ことか ら, Ca2+は

phospholipase D画 分 の加 水 分解 反 応 には 必須

で あ るがtransphosphatidylation反 応 には阻害

的 に働 く と考 え られ る.結 果 の項 で述べ た著 者

の確立 した生合 成法はRamirezら の有 機 合成 法

に比 して簡便 であ り不純物 の混入はな く,収 率 は

高 か った.示 差 熱解 析 では シャー プ な ピー クが

見 られ,信 頼 し うる結果 を得 た.

黄 色 ブ ドウ球 菌 の 細 胞 膜 の 主 要 リン脂 質 は

PGとCLで,相 対 含量 比は それぞれ70～80%と

5～15%で あ る.細 胞壁 を欠落 してautoplast

化 した りL型 菌 にな る と,こ の 比率 が逆 転 して

20～30%, 50～60%に な る1, 3, 13)こ の 脂 質 分 子

組成 を反 映 させ た膜 モデ ル実験 に よ り, CL増

加 の意 義 を考 察 す る. (14:0)PGと(16:0)

PGの 相 転 移 温 度 は そ れ ぞ れ25.0℃ と40.5℃

で あ っ た が,こ れ はPapahadjopoulosら の

結果 と一致 してい る18).(14:0)CLと(16:0)

CLの 場 合 は,そ れ ぞ れ47.0℃ と62.2℃ で

あ っ たが, Rainierら の結 果 とは(16:0)CL

に つ いて は ほぼ 一致 した が, (14:0)CLは

40.0℃ と報告 され てお り7℃ の差 が あ っ た19).

本研 究 に お いて(16:0)と(14:0)の 両 方

でPGとCLの 温 度差 が 同 程度 にな った こ とか

ら,得 られ た値 は合 理 的 であ り信 頼 で き る結 果

と判 断 した.い ず れに して も同一 脂肪 酸 を もつ

CLはPGよ り相 転 移 温度 が 高 く, CLの 骨 格構

造 自体 が 膜 のrigidityに 直 接 関与 して い るこ と

が 容 易 に理 解 で きる.ま たPGとCLの 混 合 リポ

ソー ム で は, PG, CLの み の相 転移温度の 中間値

を と り, CL含 量 の 多い混合 リポ ソー ム の方 が

高 い値 を得 た こ とか ら,細 胞壁 を欠落 したL型

菌, autoplastで はCLが 増加 す るこ とに よ り膜

rigidityを 増加 して い る こ との 確 証 を得 た こ と

に な る.こ れ は生 物 学 的現 象 を物 理 学 的 方法 で

証 明 したこ とに な り,大 きな意 味 を もつ と考 え

られ る.

さ らに 黄色 ブ ドウ球 菌 の リン脂 質 の 主成 分 で

あ るPG, CLの 相 転 移 温度 へ の2価 カチ オ ンの

効 果 を調べ た. CLは 分 子 相互 間に2価 カ チ オ

ンの架 橋 がか か か り易 い構 造 で あ るた め, PG

に比 して特 にCa2+の 影 響 を受 けや す いと考 え ら

れる.こ の結 果 はRainierら の報 告 と一 致 した19).

す なわ ち細胞 壁 を欠落 したL型 菌, autoplast

ではPGか らCLへ の転 換 を起 こし,さ らにCa2+

が 結合 す る と,お そ らく分 子 のmobilityお よび

自由度 が 制御 され て膜rigidityが 著 し く増加 す

る こ とが 示唆 され た.

黄色 ブ ドウ球菌 のモ デル 実験 で,物 性 論 的に

CL増 加 の意 義 が 証 明 で きた が,さ らに安 定L

型 菌 でCholesterolが 発 現 した事 実 を明 らか に

して い るの で,今 後 この現 象 につ い て も物性 論

的見地 か ら検 討 を進 め た い.ま た色 々 な動 物 細

胞 膜や 細 菌細 胞 膜,特 にMycoplasmaに 関す る

文 献 に見 られ る よ うに7),よ り実 際 に近 い物性

変 化 を把 握す るため に黄 色 ブ ドウ球 菌 か らの抽

出脂 質や 分離 細 胞膜 そ の もの につ い ての相 転 移

温度 測定 の可 能性 も検 討 す る予 定 で あ る.

結 語

1)同 一 脂肪 酸 を もつCLの 生 合 成 法が 確 立 し

た.基 質 と して市 販 の 同一 脂肪 酸 を もつPGを

用 い,酵 素 として キ ャベ ツのphospholipase D

画分 を用 いる生合 成法 は,簡 便で高純度 なCLを

得 るこ とが で きる.

2)黄 色 ブ ドウ球 菌 の 膜モ デ ル実験 を行 っ た.

 PG, CLお よびPG・CL混 合 リポ ソーム で の相 転

移 温度 の動態 か ら, CLの 骨 格 が膜 の硬 度 を 増

加 して い るこ との確証 を得 た.つ ま り細 胞壁 を

欠落 した菌 ではCLが 増 加す る こ とに よ り膜 硬

化 が 起 こ り細 胞 壁 欠落 を補償 す る機 能 を もつ こ

とが裏 付 け られ た.

3) 2価 カチ オンが 相転 移 温度 に 及ぼ す影 響 を

調 べ た ところ, CLはPGに 比 して特 にCa2+の

影 響 を受 けや す い こ とがわ か っ た.つ ま り細 胞

壁 を欠 落 した菌 でPGか らCLへ の 転 換 が お こ
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り,さ らにCa2+が 結合す る と膜は著 し く硬 化す

る可能性 が あ る.

謝 辞

稿 を終 えるに臨み,御 懇切 なる御指導 を賜わ りま

した金政泰弘教授に深甚の謝意 を表 します.さ らに

多くの討論 ・教示 を頂 きました友近健一講師,速 水

正 明講師 ならびに香川医科 大学微生物学講座 林英生

教授,岡 部昭延助教授に心 か ら御礼 申し上げ ます.

また実験 を進め るにあた り種 々御協力 を頂 きました

細菌学教室各位に心か ら感謝 いたします.

なお本論文の主旨の一部 は,第54回 日本細菌学会

総会,第23回 日本脂質生化学研究会において発表 し

た.

文 献

1. Kanemasa, Y., Yoshioka, T. and Hayashi, H.: Alteration of the phospholipid composition of Staphylo

coccus aureus cultured in medium containing NaCl. Biochem. Biophys. Acta 280 , 444-450, 1972.
2. Kanemasa, Y., Katayama, T., Hayashi, H., Takatsu, T., Tomochika, K. and Okabe, A.: The barrier

 role of cytoplasmic membrane in salt tolerance mechanism in Staphylococcus aureus. Zbl. Bakt. Hyg. 1 .

 Aft, Suppl. 5, 189-201, 1976.

3. Okabe, A., Hirai, Y., Hayashi, H. and Kanemasa, Y.: Alteration in phospholipid composition of Sta

phylococcus aureus during formation of autoplast. Biochem. Biophys. Acta 617, 28-35, 1980.

4. Hayami, M., Okabe, A., Kariyama, R., Abe, M. and Kanemasa, Y.: Lipid composition of Staphylo

coccus aureus and its derived L-forms. Microbiol. Immunol. 23, 435-442,1979.

5. Hayami, M., Okabe, A., Sasai, K., Hayashi, H. and Kanemasa, Y.: Presence and synthesis of chole

sterol in stable Staphylococcal L-forms. J. Bacteriol. 140, 859-863, 1979.

6. Chapman, D.: Physical chemistry of phospholipids.

 White, D. A.: The phospholipid composition of mammalian tissues. In Form and Function of Phospholipids,

 Second Ed. (B. B. A. Library, Vol. 3) ed. G. B. Ansell, J. N. Hawthorne and R. M. C. Dawson, Elsevier

 Scientific Publishing Company, Amsterdam, pp. 117-142, pp. 441-482, 1973.

7. McElhaney, R. N.: The use of differential scanning calorimetry and differential thermal analysis in

 studies of model and biological membranes. Chem. Phys. Lipids 30, 229-259, 1982.

8. Stanacev, N. Z., Stuhne-Sekalec, L. and Domazet, Z.: Enzymatic formation of cardiolipin from phos

phatidylglycerol by the transphosphatidylation mechanism catalyzed by phospholipase D. Can. J. Bio

chem. 51, 747-753, 1973.

9. Davidson, F. M. and Long, C.: The structure of the naturally occurring phosphoglycerides. 4. Action

 of cabbage-leaf phospholipase D on ovolecithin and related substances. Biochem. J. 69, 458-466,

 1958.

10. Bligh, E. G. and Dyer, W. J.: A rapid method of total lipid extraction and purification. Can. J.

 Biochem. Physiol. 37, 911-917, 1959.

11. Kates, M., Allison, A. C. and James, A. T.: Phosphatides of human blood cells and their role in sphero

cytosis. Biochim. Biophys. Acta 48, 571-582, 1961.

12. Fox, C. F. and Keith, A. D.: Membrane Molecular Biology. Sinauer Associates, Stanford, pp. 115-286,

 1972.

13. Hayashi, H., Hamada, H., Hirai, Y., Kariyama, R., Koujima, I. and Kanemasa, Y.: Effect of glucose

 and oxygen on the structure of the plasma membrane of Staphylococcus aureus. Acta Med. Okayama

 33, 379-387, 1979.



302 狩 山 玲 子

14. Ramirez, F., Ioannou, P. V., Marecek, J. F., Dodd, G. H. and Golding, B. T.: Synthesis of phospholipids

 by means of cyclic enediol pyrophosphates. Optically active monovalent and divalent cation salts of

 diphosphatidylglycerol (cardiolipin). Tetrahedron 33 , 599-608, 1977.
15. Short, S. A. and White, D. C.: Biosynthesis of cardiolipin from phosphatidylglycerol in Staphylococcus

 aureus. J. Bacteriol. 109, 820-826, 1972.

16. 狩 山 玲 子,平 井 義 一,友 近 健 一,林 英 生,金 政 泰 弘:壁 欠落 に と もな う細 胞 膜 リ ン脂 質 変動 の 物 性論 的検

討. Proc. J. C. B. L. 23, 66-69, 1981.

17. Yang, S. F., Freer, S. and Benson, A. A.: Transphosphatidylation by phospholipase D. J. Biol. Chem.

 242, 477-484, 1967.

18. Papahadjopoulos, D., Hui, S., Vail, W. J. and Poste, G.: Studies on membrane fusion. 1. Interactions of

 pure phospholipid membrane and the effect of myristic acid, lysolecithin, proteins and dimethylsulfoxide.

 Biochem. Biophys. Acta 448, 245-264, 1976.

19. Rainier, S., Jain, M. K., Ramirez, F., Ioannou, P. V., Marecek, J. F. and Wagner, R.: Phase transition

 characteristics of diphosphatidylglycerol (cardiolipin) and stereoisomeric phosphatidyldiacylglycerol

 bilayers. Mono-and divalent metal ion effects. Biochem. Biophys. Acta 558, 187-198, 1979.



黄色ブ ドウ球菌の壁欠落にともなう膜 リン脂質組成変動のモデル解析 303

Model studies on the alteration of the phospholipid composition of

 Staphyloccous aureus in response to the lack of the cell wall

Reiko KARIYAMA
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Okayama University Medical School

(Director: Prof. Y. Kanemasa)

In order to elucidate why cardiolipin increases markedly in Staphylococcus aureus 

cells which lack cell walls, the phase transition temperature of cardiolipin (CL) was 

determined and compared with that of a major phospholipid, phosphatidylglycerol (PG). 

CL composed of a fatty acid with a given length was synthesized from dimyristoyl PG 

and dipalmitoyl PG with the aid of phospholipase D prepared from cabbages and was 

purified by chromatography. Analysis by differential scanning calorimetry showed that 

the phase transition temperatures of dimyristoyl PG, tetramyristoyl CL, dipalmitoyl 

PG and tetrapalmitoyl CL were 25.0, 47.0, 40.5 and 62.2•Ž, respectively. A mixture 

of the two phospholipids showed a higher phase transition temperature than PG alone, 

but lower than CL alone. In the presence of divalent cations, especially Ca2+, the phase 

transition temperature of CL increased more than that of PG. These results clearly 

indicate that cardiolipin can increase the membrane rigidity and suggest that S. aureus 

may increase cardiolipin content of the membrane to compensate for the loss of mechani

cal protection due to the lack of the cell wall.


