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北大水産業報
25(4)， 342-350. 1975. 

海洋細菌の脂質に関する研究

11. 海洋型の菌株の脂質について

国本正 彦 *

Lipids of Marine Bacteria 

11. Lipid composition of bacteria of marine type 

Masahiko KUNIMOTO* 

Abstract 

The lipid compositions of nine strains of marine andωrres位協l旬'Peswere 
determined. Results show that nonconjugated lipids，∞n自istingmainly of 
free fatty acid and w品x，and occurring among the自trainsof the marineも，ypediffered 
greatly fromもhoseof the strains of the句rre自trialtype. Among the sも，rainsof 
the marine type， free fat七yacid and wax occurred in sign泊cantquantities. But 
no other bacteria containing them乱bundantiyhas been found exω'pt in a few 
C乱ses.

The predominant phospholipids were phosphatidylethanol品mineand phosph-
atidylglycぽ 01in all examined自位晶ins.

The fi晶ttyacid composiもionsof some lipids were also inve釣ig品，ted. Results 
自howtha t odd number fa枇y品。idswere present in significanもproportionin m阻 y
strains of the marine type， and this finding is surprising since no bacterium 白紙

h納町chcomposition has been hitherto known. 
This sugge自tsth乱ももhestrain日ofmarine and terre自白i乱1types may be re倒 on-

ably distinguished with lipid composition. 

緒言

海洋細菌の脂質に関する報告は少<.Gordon'MacLeodl). De Voe・Oginsky2). Eberhard. Rous町の

および Oliver.Colwe1l4) の報告がみられるのみである。前報6) で，著者らは海洋より分離した菌株

であって，かっ.Hidaka. SakaiのSaltRequiring Testのにより海洋型に分別された Achromobacter 

sp. 60ー却-A-5の脂質を検討した結果， この菌株は遊厳脂肪酸と waxを主成分とする非複合脂質の

含量が多く，全脂質の 22.596に達し，グラム陰性菌としては特異な脂質組成を示した。また，これら

脂質の構成脂肪酸も直鎖の奇数酸の割合が高く，現在まで，他の細菌には知られていない脂肪酸組成

をもっ乙とを明らかにしたが，本実験では，海洋型の Pseudomonas.Achro例 obacterおよび Vibrio

の脂質組成と陸型の Escherichiacoliおよび Pseudomonasfluorescensの脂質組成とを比較検討し

た結果，海洋型の菌株は特異な脂質組成を示した。本文に入るに先立ち，本研究について終始御懇篤

なる御指導を賜わった北海道大学水産学部五十嵐久尚教授，座間宏一博士，並びに菌株の分与と有益

事北海道大学水産学部食品化学第一講座
(Laboratory 01 Food Ohemi8try 1， FalYUl，勿 01Fi8heri伺 ，Hokkaido U叫t間同ity)
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な御助言・御教示を頂いた本学水産学部坂井稔教授に深甚なる謝意を表する。また，ガスーマススペ

クトルを測定された日立製作所応技部秋森伯美氏に厚く御礼申し上げる。

実 験

供試菌株および培養:

供試菌株は表1に示すように，海洋型の菌株である Pseudomonassp. 4菌株，Achromobacter 

sp. Z菌株，Vibrio sp.および陸型の菌株である Escherichiacoli， Pseudo明 onasf/uorescensの9

菌株である。

Table 1. Strains U8ed仇 thi88tudy. 

Sも，rain Type so由旬

P8euゐmcnω8sp. 1-17 M市 Se晶W品句r

" 10-55 " " 
11 105ι1 " 

， 
， 2EI0 " 

， 
Achr.ω施。加:cterSp. 2E4 ， ， 

" 3-48 " " 
Evstbchr4e0巾8phu.mZt 12ー18 " " Es-l T事$ HPPHL柿 $

P8e悌伽附側8ft仰附cen8 Ps-12 11 EFDL**** 

本 Marinetype，料 Terrestri晶Iも，ype，林事HirωIhim晶Prefectur晶1Public H伺.Ith
Labor晶tory，料柿 East Fish Diseωe Labor晶tory，N.J.， U.S.A. 

海洋型の菌株には ZoBell2216E培地7入酵母エキス(大五栄養 K.K)19，ポりベプトシ(大五栄

養K.K) 5g，寒天(極東製薬 K.K) 15 g， Herbstの人工海水 1l，およびこの培地から寒天を除いた

液体培地を用いた。

陸型の菌株には ZoBe112216E培地の人工海水を蒸留水に置き代えたものを用いた。それぞれの培

地は N-NaOHで pHを7.8にした。

Pseudomonas sp. 1-17， 10-55および Achromobactersp. 2E4は斜面培地に 250Cで3日間前培

養した後，平板培地に塗沫し，さらに， 25
0

Cで3日間培養後，集菌した。その他の菌株は液体培地に

25
0

Cで振渥培養し，初期定常期に集菌した。海洋型の菌株は人工海水で，陸型の菌株は蒸留水で菌体

を洗浄した後，凍結乾燥して脂質の抽出に供した。

脂質の抽出:

粗脂質の抽出は凍結乾燥菌体に同量の水を加え， 20倍量のクロロホルムーメタノール(2:1，v/v)で

抽出し，残涜は，さらに，クロロホルムーメタノール (2:1， v/v)で抽出を 4回繰り返えした。これ

らの抽出液から溶剤を減圧留去した後，粗脂質を少量のクロロホルムーエタノールー水 (800:200: 

25， v/v)に溶解し，前報のと同報に，セルロ{ス(WhatmanCFll)カラムで精製し，全脂質を得た。

また，脂質の抽出法を検討するため，Ps，印 domonωsp.2E10， 1055-1および 7-17の菌体より

Sehgalらの方法8) を改良した方法ので得た脂質量と本法で得た脂質量を比較検討した。

ケイ酸カラムによる脂質の分画:

全脂質は少量のクロロホルムに溶解した後，ケイ酸 (Ma11inckrodt.100メッシュ)カラムに注加し，
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北大水産業報 25(4). 1975. 

保持容量の 7倍量のクロロホルムで非複合脂質を5倍量のメタノールで複合脂質に分画した。

DEAE-セルロースカラムによる複合脂質の分画:

複合脂質は少量のクロロホノレムーメタノーノレ (7:1， v/v)に溶解した後， DEAE-セルロース (Brown，

アセテ{ト型)に注加し，保持容量の2倍量のクロロホルムーメタノール (7:1， v/v)で未知物質，ク

ロロホルムーメタノール (7:3， v/v)でホスフ 7チジルエタノールアミン(以下， PEと略すれ メタ

ノールでリゾホスファチジルエタノ{ルアミソ〈以下， Lyso-PEと略す)， アンモニア水飽和クロロ

ホルムーメタノール (4:1， v/v)でホスファチジルグリセロール(以下， PGと略す)およびカノレジ

オリピン(以下， CLと略す)に分画した。

薄層クロマトゲラ7-rー(以下， TLCと略す)による脂質の検討:

Silica gel G (Merck)の薄層を用い，非複合脂質は rヘキサンーエ{テルー酢酸 (90:10: 1， v/v)で，

複合脂質はエーテルーアセトン (1:1，v/v)で展開後.さらに，クロロホルムーメタノールー酢酸一水

(60: 30: 2: 1， v/v)で再度展開した。

脂質の検出は 5096硫酸で，リンは Dittmer試薬.アミノ基はニンヒドリン試薬，糖はアンスロン

試薬，コリンは Dragendorff試薬で検出した。脂質組成は 5096硫酸で発色後， Ozumor 82型デンシ

トメーターにより測定した。

脂質構成脂肪酸のガスクロマトゲラフィー(以下， GLCと略す)およびガスーマススペクトJI，..法

による検討:

脂質構成肪肪酸は塩酸ーメタノールおよびジアゾメタンでメチル化し，表 2-a)に示す条件でガス

クロマトグラフィーを行い，半値巾法で各ピークの面積を求め.相対面積比較法で組成を求めた。

Pseudo明 onassp. 2E10の各構成脂肪酸はカeスーマススペクトル法により確認し. この脂肪酸を標準

として，他の菌株の脂肪酸を同定した。ガスーマススベクトルの測定は目立製作所応技部に依頼して行

ない，その条件は表 2-b)に示す。

T晶ble2. Operat仇gco叫itio叫801 gas-liquid chromatograph仰 dmω8
mω8ure'怖 ent.

品) G品8・liquidchromatogr却 h
Insもrumenも
Oolumn 
C品目ierg嗣

Deもector
Oolumn Temp. 
Injection Temp. 

b) M脇島 measurement
Instrumen七
Oolumn 
Oven Temp. 
Injecωr Temp. 
Separa品orTemp. 
Oarrier gω 
lonizing V olt乱ge
Accelating V oltage 
lon Source Temp. 
TIM Sensiもivi七y

Hitachi Perkin-Elmer F6ーD
10% DEGS， 3 mmx 1.5 m glas8 column 
Na 0.5 kgfcm2 

Hydrogen fl畠meionization detector 
17000 
25000 

RMU-6MG 
2% DEGS， 3 mmx 1 m gl制 目 column
130-18000 Program rate 500fmin 
25000 
28000 
He， 1.2 kgfcm2 

20 eV 
3.2 kV (mfe m日.1500) 
2∞。C

10 Recorder mV. 0.5 V. 
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Poly-s-hydroxybutyrate:の分画および同定:

全脂質を少量のクロロホノレムに溶解した後 4倍量のメタノールを加え，生じた沈殿を遠心分離に

より集める。これを，さらに，少量のクロロホノレムに溶解し，メタノ{ルを加えて再沈殿させ， poly-

β-hydroxybutyrateを分取した。 このものはクロトシ酸誘導体とした後， 235mμ の吸収から同定し

Tこ9)。

菌体の灰分含量:

菌体を電気炉で灰化し，重量法により灰分含量を求めた。

脂質含量:

脂質含量は，すべて，無灰菌体に対する含量として表わした。

結果および考察

本実験で用いた凍結乾燥菌体より脂質を抽出する方法および前報6) で用いた Sehgalらの方法を改

良した方法で抽出した脂質量は表 3に示すように，差が認められず，本実験で用いた方法は簡便で有

効な方法であると考えられる。

各菌株の脂質含量は表4に示すように， 5.7-12.8%で，菌株により含量が異っている。 Achro.

mobacter叩.シ48の脂質には poly-β-hydroxybutyrateが 53.9%含まれるが，このものは他の脂質

成分とは性質が異なるため，ここでは対象としなかった。

これらの全脂質をケイ酸カラムで非複合脂質と複合脂質に分画した結果，表4および図 1に示すよ

うに，海洋型の菌株の非複合脂質画分は全脂質の 10-30%であり，陸型の菌株の 3.1-4.9%に比べ，

海洋菌の菌株は非複合脂質の占める割合が多い。一方，複合脂質画分の占める割合は陸型の菌株で多

く，海洋型の菌株では少ない。

一般にグラム陰性菌では，複合脂質が脂質の主成分であり，非複合脂質は全脂質の数%に過ぎない

が，本実験に用いた海洋型の菌株で、は非複合脂質の占める割合が高く，特に，Pseudomonas属の菌

株ではその傾向が著しい10-12)。

非複合脂質画分を TむCで分析した結果は表4，図 2-a)および図 3に示すように， 陸型の菌株で

はCoenzymeQが非複合脂質画分の大半を占め.waxは存在せず，遊離脂肪酸(以下， F.F.A.と略

す)もごく少量で，グラム陰性菌に一般的に認められる結果と一致した10-12九しかし，海洋型の菌株

では F.F.A.および Waxの含量が多く. これらの含量の最も少い Achromobactersp. 3-48でも全

脂質の 6.5%を占め，多い Pseudomonassp. 1055-1および Vibro sp. 12-18では 20.8%，19.4%

に達した。

Pseudomonas sp. 2E10の複合脂質の分別例を図4および図2-b)に示し，また，複合脂質を DEAE-

セルロ{スカラムおよび TL<コで PE，PG， Lyso-PE， CLなどの各成分に分別，定量した結果は表4

Table 3. Yield of the均 id8fro帥 80側 8tra'仰 bytwo method8. Data prωented 
in perce1陶 ge0叫 thewet weight of the ceU. 

Strain 2ElO 1055-1 7-17 

Method* I II I II I II 

Crude lliippiidds soontenむ 0.82 2.30 1.14 2.88 1.14 1.16 
Toぬ1linids content 0.73 0.75 1.ω 1. 08 1.05 1. 01 

本 Method1: Modi宜edmethod of Seghal et al. 
Method II: Method by whichもhelipids were exも，ractedfrom the lyophilized 
田l1s.
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Table 4. Compositi01る ofthe lipids f1"Om the 

Str剖 n

1-17 
10-55 
1055-1 
2ElO 
2E4 
3-48 
12-18 
Es-1 
Ps-1 

Total 
lipid 

8.4 
5.7 
10.5 
6.9 
6.1 
12.8* 
8.8 
8.9 
8.4 

INO門片N恥Nonc叩叩n即c叩乱叫耐t胎e
lipid 

24.6 
30.6 
29.2 
15.8 
10.4 
10.1 
29.7 
3.1 
4.9 

Conjugated 
lipid 

75.4 
69.4 
70.8 
84.2 
89.6 
89.9 
70.3 
96.9 
95.1 

* 印 ntained6.9% of polyーかhydroxybutyrate

戸F.A.

6.5 
9.7 
20.2 
7.2 
6.3 
5.2 
17.7 
0.1 
1.6 

、，vax

3.7 
10.1 
0.6 
5.0 
1.8 
1.3 
1.7 

Abbreviaもionsfor lipids are: F.F.A. Free fa悦yacid; Co Q. Coenzyme Q; PE， 

』一一一一一一-M・加e一一一ーー一一→一一・了、，.. 

1-17 10古町5i 2EIO 2E4 3-48 12-IB 1¥-12 E5-j 

Fig. 1. Composition of nonconjugated and 
conj ugated Iipids . from the studied 
stra.ins. 

Fig. 2. Thin layer chromatogram of non-
conjugated and conj ugated Iipids 
from Ps印 domoηα8sp. 2ElO 

.: Nonconjugated Iipds， 
口 Conjugatedlipids目

*M type: Marine type， T type: 
Terrestrialもype

a) Nonconjugated lipids. 
b) Conjugated Iipids. 
Chromatographic solvents are des-
cribed in experimen七al methods. 
Lipids detected with 50% H2SO，・

-ーーー一一一-Jtt.:rFe一一ー一一一一一司 >-T"tYre噌

止

。 1-17 旧 5而5-1 2D:l 2E 4 J司B百円吃 Es'!

Fig. 3. Composition of free fa仇yacid and wax from the studied strains 
口 Freefatty acid，園 、Nax
本M type: Marine七ype，T type: Terres七rial七.ype.
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国本: 海洋細菌の脂質-11

8t也died8trai倒 . Daωpr四 entedi協 perce'略的ge.

目。可ω
 

PE L
 

P
U
 l

 
m
 

o
 

ao hw 

r
B
I
l
l
a
-
-
'
 

G
 

P
 

uk 

8.9 5.5 4，1.1 21. 0 0.6 1.1 11.6 
6.4 4，.4 89.2 15.8 8.8 3.5 7.1 
6.1 2.8 33.5 17.9 6.6 + 12.8 
1.8 1.8 51. 3 26.0 2.0 0.5 4.4 
0.7 1.6 65.2 20.9 1.1 1.6 0.8 
1.8 1.8 23.5 42.4 6.6 17.4 
4.1 6.2 48.8 8.7 0.7 4.0 8.6 
1.6 1.4 74.7 16.4 0.4: 3.2 2.2 
3.1 0.2 66.2 14.4 0.5 8.0 6.0 

Phosph晶tidyleもh晶nolamine;PG， Phosphatidylglycerol: Lyω・PE，Lyso-Phosphatidyl-
ωhanolamine; CL， Cardiolipin; Uk， Unknown. 

C一一一ー"'C:Il.7: l-+-C:M. 7:ち-.-+ーC:K.‘:l-A掴・on1a

ヲO
 。.. 

昌

i O• 1 

'0 
~ube )00. 

Fig. 4. DEAE-ceIlulosecolumn chrom'l.togram of conjug晶飴dIipids from P8e'lU1o冊。na8sp. 
2EI0. 
Sample 130.9 mg 
DEAE-伺 IIUIOS6(Aceta品etype) 20 g 
Holding volume 200 ml. Each coIlection 15 ml 
Temperature 40C 
Solvent sy胸 m:Chloroform-Methanol (7: 1， vJv)ωOml 
αlloroform-Me色h組 01(7: 3， vJv) 400 ml， Methanol 300 ml， 
Chloroform-Meもhanol(4: 1， vJγ)-satur品句dwith 27% Ammonia 500 ml. 
Abbreviations for Iipids are: PE， Phosph抗idylethanolamine;
PG， Phosphatidylglycerol; Lyso・PE，Lyso・Phωphatidyleth品nolamine;CL， Cardiolipin. 

』ーー一一一一一一一酢句"一一一一一'一司 4・'1>・4

!∞ 

T 
'包

o凹 10毛5'白日 注目2E4 J-48 1剖8 Psi2 E."I 

Fig. 5. Lipids ∞mpo自itionof conjug晶旬dIipids from the studied前ra.Ins.
Eコ Phosph叫idyleth晶nol晶mine，_: Phosphatidylglycerol， 
騒~: ~戸o-Phωpha.tidyleもha.nola.mine， 隆盛 Cardiolip泊， III!四 Unknown.
*M type: Marine色.ype，Tも，ype:Terr倒凶晶l色，ype.
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Tab!e 5. Fatty acidω例，positi偶 ofs棚 elipids fro刑 the

加ml ト
白1:m I F.F.A. PE PG I F.F.A. PE PG F.F.A. PE PG I F.F.A. PE PG 

14:0 1.1 1.3 1.0 1.1 
14:1 1.6 1.5 1.1 1.5 1.2 
15:0 5.7 7.6 6.7 10.5 8.5 6.5 10.1 4.2 4.0 9.0 10.5 10.4 
15:1 9.4 15.1 13.9 8.6 12.1 8.6 5.3 6.0 2.9 7.8 13.7 10.6 
16:0 9.1 7.9 5.0 12.1 8.4 5.5 18.6 14.2 14.~ 16.6 19.8 16.9 
16:1 13.7 23.4 28.4 19.5 25.0 27.5 21.1 4.8 35.7 48.9 28.9 31. 8 
17:0 7.6 8.5 6.6 14.4 10.1 7.9 11.9 5.9 6.9 5.5 6.7 7.0 
17:1 19.1 31.3 M.6 28.3 31. 3 38.1 16.3 15.5 17.2 7.7 7.1 9.6 
18:0 1.0 1.1 
18:1 5.2 1.8 2.4 5.2 2.2 2.9 4.7 9.8 8.~ 1.7 2.8 1.9 
19:1 28.1 1.4 1.0 
20:1 

事 Br晶.nchedch晶inおももy晶cid.

74 
ひI:!CCH2)"co，CH3

( (CH2)nCO;?CH司令

n-2 
87 

M+ 

256 

74 

円色

CHiCH2lx: CCH2)yco，Cトb
X+Y"'13 

CG 

87 C， 
M-32 

Cs 

n=6 
143 

同寸111 M骨7

内
明

。-
付
加

札
一
叫
判
例

印

刷

‘

同

[

B 1∞ fIJ-香 2∞ 3∞ 
Fig.6. M制 sspec'もil"aof fi晶もも，yacids fil"om Ps，側めrnona8sp. 2EI0. 

Opemting conditio回晶regiven in T晶，b!e2-b). 
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国本: 海洋細菌の脂質ー11

8t叫必ed8trains. Data prω四ltedin percentage. 

2E4 3--48 12-18 E8-1 P;8-12 
F.F.A. PE PG I F.F.A. PE PG IF.F.A.* PE* PG* I PE PG I PE PG 

1.3 5.0 4.6 4.1 I 1.6 1.2 
1.6 8.2 6.9 3.5 

10.0 9.0 7.8 1.7 1.8 1.2 1.1 1.3 1.2 1.2 
16.0 13.8 10.9 1.1 1.7 1.2 
8.6 8.8 6.7 21. 7 8.8 19.4 20.1 23.9 21.1 31.1 28.9 27.9 20.1 
25.4 23.0 24.5 7.3 3.9 5.2 56.8 56.0 60.7 21.1 19.1 21. 6 19.4 
8.2 11.0 9.0 1.8 1.7 1.1 2.9 2.2 1.3 1.2 
25.9 28.8 34.9 1.2 1.1 2.0 1.0 1.1 2.0 4.2 3.0 17.4 30.9 

6.7 2.7 一
3.0 2.3 4.1 49.2 84.1 6'.8 1.5 4.0 5.2 29.9 39.6 22.9 16.4 

1.0 3.1 
2.2 

および図5に示すように，Achromobacter sp. 3-48を除き，海洋型および陸型のいずれの菌株も PE

が最も多く.PGと合わせて，複合脂質の 80%以上を占めており，グラム陰性菌に広く見られる脂質

組成のパタ {γを示し10)11)13).著しい差異は認められなかった。

Pseudomonas auraginosaではホスファチジノレコリンおよび糖脂質を10)14)，Pseudomonas jluore. 

scensではホスファチジルコリンを検出した報告があるが12)，本実験で用いた Pseudomonas属の菌株

には，これらの脂質は検出されなかった。

以上のことから，海洋型と陸型の菌株の脂質組成の差異は非複合脂質に認められ，複合脂質には認

められなかった。また，陸型の菌株では脂質のほとんどが複合脂質であることから， 菌体内における

脂質の生理的役割を負っているものは，主として，複合脂質であると考えられるのに対し，海洋型の

菌株では，非複合脂質，特に.F.F.A.および Waxの含量が多いことから， これらも複合脂質と同

様に生理的役割を持つことが推測された。

各菌株の脂質構成脂肪酸は GLCにより分析し，標準物質の tRとequivalentchain length value 

から C12-C20の飽和酸および不飽和酸からなることが認められた。また.Pseudomonas Sp. 2EI0 

の各脂肪酸をガスーマススベクトル法により確認同定し，これを標準として他の菌株の脂肪酸の同定

を行った。

Pseudomonas Sp. 2EI0の脂質構成脂肪酸は C12-C18の直鎖飽和脂肪酸.C12-C18の直鎖モノエ

ン酸および C19の側鎖脂肪酸よりなることが明らかになった。 この菌株の脂質構成脂肪酸より得られ

た C15飽和脂肪酸メチル.C15モノエン酸メチルおよび構造未決定の C19側鎖脂肪酸メチルのマスス

ペクトルを図6に示す。

各菌株の PE.PGおよび F.F.A.の構成脂肪酸組成を表5に示す。陸型の菌株の F.F.A.は含量

が少いため，分析は行なわなかった。

Vibrio sp. 12-18の脂質構成脂肪酸は IR-スベクトルで側鎖に由来する 2370cm-1の吸収が認めら

れることおよび GLCの結果から C12-C18の側鎖脂肪酸よりなるものと推測される。

これらの結果から，陸型の菌型の菌株の脂質構成脂肪酸は，主として，直鎖の C16:0，16:1および C18・1

酸からなっており，グラム陰性菌に特徴的な脂肪酸組成を示しているが，海洋型の菌株では，陸型の

菌株にみられるような脂肪酸組成を持つ Achromobactersp. 3-48および側鎖酸からなる Vibriosp. 

12-18を除き，他の菌株は直鎖の奇数酸の割合が高く，現在まで知られていない脂肪酸組成を示して

いる10)。
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要旨

海洋型の菌株の特異性を明らかにするため，海洋型の Pseudomonωsp.，Achromobacter sp.およ

びVibriosp.の脂質を陸型の Escherichiacoliおよび Pseudomonasfluorecensの脂質と比較検討

し，次の結果を得た。

(1) 陸型の菌株では， F.F.A.は少量しか存在せず Waxは存在しぽいが，海洋型の菌株では，

F.F.A.および Waxの含量が多いことが認められた。

(2) 陸型および海洋型の菌徐の複合脂質は，いずれも.PE， PG， Lyso-PEおよび CLからなって

おり，荷者におけるこれらの組成に著しい差異は認められなかった。

(3) 陸型の菌株の脂質構成脂肪酸はC16:0，16:tおよびC18・1が主成分で， グラム陰性薗に特徴的な

組成を示すが，海洋型の菌株は.2菌株を除き.C1e， C17の奇数酸の割合が多く.細菌には現在

まで知られていない脂肪酸組成を示すことが認められた。
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