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　　　Biosynthesis　of　Unsaturated　Fatty　Acids　in　a

Psychrotrophic　Ba　c　t　e　r　i　um，　1！sts2us！s21！！gngEe　udomona　s　S　p．　S　t　ra　i　n　E－3

Masato　Wada

　　　　Abbreviations：　fatty　acids　are　denoted　by　shorthand

designat二ion：　C　number　of　carbons：　number　of　double　bond・

Position　of　double　bond　is　indicated　by　delta　（A）

nornenclature，　which　describes　a　bond　position　relative　to

the　carboxyユ　carbon．　　Otherwise　unsaturated　fatty　acid

without　A　indicates　no　identification　of　doubie　bond

position；　ACP，　acyl　carrier　protein；　NACt　N－

acetylcystearnine；　TLC，　thin　layer　chrornatograhy．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　　Biosynthetic　pathway　of　unsaturated　fatty　acids　in　a

psychrotrophic　b　a　c　t　e　r　i　urn，　2steJ2s！g！ggggEe　u　d　omonas　s　p．　s　t　r　a　i　n　E－3，　wa　s

examined．　The　results　obtained　by　gas－chromatography－mass－

spectrometry　demonstrated　that　the　main　unsaturated　fatty

acids　in　this　bacterium　are　A　9－Cl　6：1　and　A　11－Cl　s：1・

　　　　　Radioactive　A　9－C16：1　and　A　l　l－Cl　s：1　were　aerobically

produced，　but　not　anaerobically，　from　exogenous　［1－
14c］c12：0，　［1一一14c］c14：0，　or　［1－14c］c16：0．　xn　the　case　of

［1－14c］c16：0，　radioactivity　in　the　product　C16：1　was

exclusively　distributed　on　carboxyl　carbon．　Under　the

anaerobic　conditions，　proportion　of　C16：1　in　fatty　acids

newly　synthesized　frorn　acetate　was　very　low，　whereas　those

Of　C16：0　and　Cls：1　were　higher　than　that　of　aerobic

conditions．　The　membrane　fraction　was　found　to　have　the

activity　to　desaturate　the　［1－14c］c16：0－coA　in　the　presence

of　NADPH．　Furthermore，　the　mernbrane　fraction　couid　form

All一’Cls：1　from　C16：1－CoA　and　［14c］acetyl－coA．　These

results　indicate　that　C16：0　is　aerobically　desaturated　to

A9－C16：1　（aerobic　pathway），　and　the　A　9－C16：1　is

elongated　to　A　11－Cl　s：1．

　　　　　On　the　other　hand，　fatty　acid　synthetase　was　partially

purified，　which　produced　saturated　and　unsaturated　fatty

acids　（anaerobic　pathway）．　This　is　first　report　which

demonstrate　the　co－existence　of　two　pathways　for　the

biosynthesis　oC　unsaturated　fatty　acids　in　one　organism．

　　　　　3－Decynoyl－NAC，　specific　inhibitor　of　the　anaerobic

pathway，　completely　inhibited　the　synthesis　of　unsaturated
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fatty　acid　by　partially　purified　fatty　acid　synthetase．

However，　the　inhibitor　did　not　blocked　the　unsaturated

fatty　acid　synthesis　in　whole　cells　and　reconstituted　system

which　contained　fatty　acid　synthetase　and　the　mernbrane

fraction．　High　concentration　of　3－decynoyl－NAC　completeiy

inhibited　the　cell　growth，　but　the　growth　inhibition　was

completely　restored　by　addition　of　A　9－Cls：1　and　partly

recovered　by　addition　of　C16：0　to　the　growth　medium．　Thus，

the　aerobic　pathway　can　synthesize　unsaturated　fatty　acids

to　sustain　cell　growth　under　the　condition　in　which　the

anaerobic　pathway　was　blocked．

　　　　　P一＄一e．u－d－glgQo　gausn　a　s　s　p．　s　t　r　a　i　n　E－3　g　r　e　w　i　n　t　h　e　m　e　d　i　u　m　w　h　i　c　h

contained　a　fatty　acid　or　hydrocarbon　as　the　sole　carbon

source．　Fatty　acid　composition　of　phospholipids　and　growth

curve　were　affected　by　the　carbon　source．　The　added　fatty

acid　and　its　desaturation　product　were　increased　in

phospholipids．　　　Saturated　and　unsaturated　odd－chain　fa『ヒty

acids　appeared　in　phospholipids　of　the　cells　grown　on　Cl　l：o

or　Cl　s：o，　though　odd－chain　fatty　acid　was　not　synthesized　sLt

novo．　The　in　v．iv．一Q　desaturase　activity　was　increased　when

the　cells　were　grown　on　the　carbon　source　which　was　the

enzyrne　substrate，　whereas　the　activity　was　lowered　when　the

carbon　source　was　unsaturated　fatty　acid．　Composition　of　sj1Lt

ngyg　synthesized　fatty　acids　was　altered　to　save　the

synthesis　of　the　supplernented　one．　Therefore，　this

bacterium　utilizes　efficiently　exogenous　long　chain　fatty

acid　for　the　membrane　lipids　synthesis　with　and　without

modification　（desaturation　and　elongation）．　Fatty　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
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metabolism　was　regulated　in　accordance　with　the　cellular

economy．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction

　　　　Temperature－dependent　changes　in　the　ratio　of

unsaturated　to　saturated　fatty　acids　in　membrane　lipids

have　been　considered　to　be　one　of　the　major　control

mechanisms　to　control　mernbrane　fiuidity　［1，　2］．　Adequate

membrane　fluidity　is　necessary　for　the　mernbrane　function

such　as　membrane　transport，　and　activities　of　severaユ．

membrane一一bound　enzymes　［3，　4］．　To　compensate　the　decrease

of　rnembrane　fiuidity，　many　exothermic　organisms　increase　the

proportion　of　unsaturated　to　saturated　fatty　acid　in

membrane　lipids　at　lower　temperature　［5－12］．

　　　　　Many　bacteriai　rnernbrane　lipids　contain　saturated　and

monounsaturated　fatty　acids　with　chain　length　of　C14　to　Cl　s

［13－15］．　Some　species　have　branched　chain　fatty　acids　or

cyclopropane　fatty　acids　instead　of　unsaturated　ones　［13，

16］．　Few　bacteria　produce　polyenoic　fatty　acids　［17，　18］．

　　　　With　the　exception　of　archaebacteria，　all　organisms

synthesize　fatty　acids　by　fundamentally　the　same　rnechanism．

The　synthetic　reactions　consist　of　two　steps　catalyzed　by

two　enzyme　systems．　The　first　committed　step　is　the

carboxylation　of　acetyl－CoA　to　rnalonyl－CoA　by　acetyl－CoA

carboxyiase　（Fig　1．　A）　［19］．　C16：0　can　then　be

synthesized　by　a　series　of　reactions　catalyzed　by　a　fatty

acid　synthetase　from　one　molecule　of　acetyl－CoA　（primer）　and

7　moiecules　of　malonyl－CoA　｛19］．　1nitially，　acetyl　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4
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malonyl　thioesters　condense　to　form　the　／3－keto　thioester

with　the　concerned　loss　of　the　free　malonyl　carboxyi　group

as　CO2　（Fig．　1　E）．　Subsequent　reduction　of／3－keto　group

to　a　／3－hydroxy　group　（Fig．　1　：F），　dehydration　of　this　to　a

！Elt：Ansans一　o（　，／（3－enoyl　i　ntermediate　（Fig．　1　G），　and　reduction　o　f

the　double　bond　（Fig．　1　H）　complete　the　first　cycle　to　yield

butyryl　thioester．　A　second　cycle　begins　when　butyryl　and

malonyl　thioesters　condense　to　yield　CO2　and　／3－ketohexanoyl

thioester．　Seven　such　cycles　yield　C16：0　with　the　overall

stoichiometry　of：

　　　　CH3CO－S－X　＋　7HOOCCH2CO一・S－X　＋　14NADPH　＋　14H＋　一一一＞

　　　　　CH3（CH2）14CO－S－X　＋　7CO2　＋　14NADP＋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（X　is　CoA，　ACP，　or　enzyme）

　　　　The　chemical　rnechanism　of　fatty　acid　synthesis　is　common

in　all　organisms．　However，　the　molecular　architecture　of

fatty　acid　synthetase　does　vary　with　phylogenically

conceivable　way　and　can　be　broadly　separated　into　two

distinct　groups，　designated　type　r　and　type　11　systems．

Type　1　systems　are　stable　（non　dissociable　by　cell

fractionation）　multifunctional　enzyme　complexes．　All　the

activities　of　fatty　acid　synthetase　are　located　in　one

protein．　Such　stable，　multifunctional　complexes　are　found

in　animals，　fungi，　protozoa，　and　in　several　bacteria　［20］．

All　type　工　fatty　acid　synthetase，　except　that　of
Bit1eyj．pac：Le14！gupe　v　i　b　a　c　t　e　r　i　u　m　ggu1｝gn－4．ggepes　r　p　r　oduce　o　n　l　y　s　a　t　u　r　a　t　e　d　f　a　t　t　y

acids　［21）．

　　　　The　distinguishing　characteristic　of　type　II　fatty　acid

synthetase　is　that　each　chemical　reaction　involved　in　fatty

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5
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acid　synthesis　is　catalyzed　by　separate　monofunctional

polypeptides．　Although　it　is　possible　that　these

monofunctional　enzymes　may　associate　iLn　］LELyzgr　such

association　would　be　noncovalent　and　is　not　necessary　for

activity．　Type　II　fatty　acid　synthetase　have　been　found　in

blue－green　algae，　higher　plantsr　and　various　bacteria　［20，

22，　23］．

　　　　For　the　biosynthesis　of　unsaturated　fatty　acids，　all

organisrns　so　far　exarnined　utilize　either　of　two　pathways．

The　first　pathway，　found　in　all　anaerobic　and　some　aerobic

bacteria，　produces　iong　chain　monounsaturated　fatty　acids　by

the　elongation　of　medium　chain　length　f2－it－Es－3－unsaturated

intermediates．　Trans－monounsaturated　deriva’ヒives　are　formed

temporarily　during　every　steps　of　fatty　acid　elongation　by

C2一一unit　（Fig．　1　G）t　and　are　usually　reduced　to　form

saturated　fatty　acids．　Only　at　the　chain　length　of　Cl　o　or

C12，　the　S1gnE－interrnediate　is　isornerized　to　gLE－3－

intermediate，　and　is　then　elongated　to　C16　and　Cls

unsaturated　fatty　acids　（Fig．　2）．　The　overall　process

proceed　under　aerobic　conditions　as　well　as　under

anaerobic　conditions　［24，　25］．　Thus，　it　is　generally　called

the　anaerobic　pathway．　ln　most　cases，　Cl　o－g2t．ss－3－unsaturated

interrnediate　is　elongated　to　A　9－Cl　6：1　and　A　11－Cl　s：1・

Exceptionaily，　C12－s．lt－ss－rnonounsaturated　intermediate　is

elongated　to　forrn　A　9－Cl　s：1　in　lextgyt．12As！Eg］2A．y1uevibacterium　Agu！！g！AAgelt：LeEes

［21］．　A　specific　inhibitor　of　the　anaerobic　pathway　have

been　known．　　3－Decynoyl－NAC　irreversibly　bind　to　／3－

hydroxydecanoyl－ACP　dehydrase，　and　inhibits　anaerobic

6
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formation　of　unsaturated　fatty　acids　［25，　26］．　By

interfering　the　anaerobic　pathwayr　3－decynoyl－NAC　inhibits

the　growth　of　里2．coli　［27】．　　On　the　other　hand，　this

substance　did　not　inhibit　the　production　of　unsaturated

fatty　acid　by　the　aerobic　pathway　［27］．

　　　　　The　second　pathway，　which　operates　in　certain　aerobic

bacteriat　blue－green　algae，　and　all　eukaryotes，　involves　the

oxygen－mediated　introduction　of　double　bond　into　a　pre－

existing　long－chain　saturated　fatty　acid．　This　mechanism，

which　is　also　utilized　in　polyunsaturated　fatty　acids

synthesis，　is　known　as　the　aerobic　pathway　or　fatty　acid

desaturation　［25，　28，　29］．　Conversion　of　saturated　fatty

acid　to　unsaturated　one　is　catalyzed　by　a　distinct　enzyme

from　fatty　acid　synthetase，　fatty　acid　desaturase．

　　　　Based　on　enzyrnatic　properties，　the　desaturase　systerns

which　is　concerned　in　monounsaturation　are　categorized　into

two　groups．　Fatty　acid　desaturase　of　rat　liver　and　yeast

are　rnembrane　bound，　and　catalyses　the　desaturation　of　C16：0－

or　Cls：o－CoA　［29，　30］．　The　enzyme　system　consists　of　3

amphipathic　protein　components；　cytochrorne　bs　reductase，

cytochrome　bst　and　the　desaturase．　Purification　and

extensive　characterization　of　this　enzyme　have　been　carried

out　［30］．　Another　type　of　the　desaturase　is　found　in　plants．

Monounsaturation　in　higher　plants　is　catalyzed　by　soluble

enzyrnes　that　utilize　Cl　s：o－ACP　as　the　substrate　［31］．　Its

soluble　electron　transport　system　includes　ferredoxin

rather　than　cytochrome　bs．

　　　Information　about　polyunsaturation　is　hardly　available

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7
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“

mainiy　because　of　difficulty　to　solubilize　the　enzyme

from　membrane．　All　experiments　about　polyunsaturation

have　been　performed　with　mernbrane　fraction　as　the　enzyme

source．　Desaturation　of　Cl　s：1　and　Cl　s：2　in　spinach　proceeds

after　formation　of　complex　lipid，　digalactosylglycerol　［31］．

　　　　　　Some　enzymatic　properties　of　bacterial　desaturase

systems　h　a　v　e　b　e　e　n　e　x　a　m　i　n　e　d．　T　h　e　s　y　s　t　e　m　f　r　om　！ttLzgg12gs　Lg；ilugb　t　u　m

sggglgg：t2－s　is　particulate　and　utilizes　C16：0一　or　Cl　s：o－CoA

［32］．　The　C16：0－CoA　desaturase　activity　has　been　also

detected　in　the　membrane　fraction　of　Z辿翌旦皇旦　faecalis

［33，　34］．　Cofactor　requirement　and　involvement　of

cytochrome　bs　of　this　enzyme　are　similar　to　rat　liver

desaturase　system．　ln　this　case，　however，　A　l　l－Cl　s：1　is

produced　rather　than　A　9－Cls：1・　The　A　11－Cls：1　iS

considered　to　be　elongated　from　aerobically　produced　A　9－

C16：1．　The　need　of　iron　in　desaturation　reaction　wasL

demonstrated　from　whole　cell　studies　of　Bacillus　巫⊆蛙二今旦皿

［35］．　The　substrate　for　A　5　desaturation　in　this　bacterium

appears　to　be　C16：0　of　phosphatidyiglycerol　［36］．

Desaturation　of　phospholipid－bound　C16：0　have　been　also

reported　with　Micrococcus　≦鍵LL声声　［37】．

　　　　　sheuerbrandt　a　n　d　B　l　o　c　h　［38］　r　e　p　o　r　t　e　d　t　h　a　t　2steydg！ggpg－se　u　d　o　m　o　n　a　s

g一1t．lu一一〇zes－gtepusens　synthesizes　unsaturated　fatty　acids　by　the

anaerobic　pathway．　Since　then，　the　bacteria　belonging　to

the　g　e　n　u　s　2．st　egs2－gg｝hg－1｝一A．Ee　u　d　o　ra　o　n　a　s　h　a　v　e　b　e　e　n　r　e　f　e　r　r　e　d　t　o　a　s

representatives　having　the　anaerobic　mechanism，　though　they

are　strictly　aerobic　bacteria．　On　the　other　hand，　some

workers　［16，　39］　suggested　the　possibility　of　presence　of

8
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the　a　e　r　o　b　i　c　p　a　t　h　way　i　n　IRst£g11glggnAEe　u　d　orn　o　n　a　s　s　p　e　c　i　e　s．

　　　　　The　molecular　mechanism　of　temperature　regulation　by

which　proportion　of　unsaturated　fatty　acids　in　membrane

lipids　is　altered　have　been　studied　in　a　number　of

organisms．　Most　extensively　investigated　organism　is

Esche．rlc一一h一一ia　g！ttl，u；li　［40，　41］．　Primary　site　of　temperature

control　is　elongation　of　A　9－C16：1　to　A　11－Cls：1・　This

is　catalyzed　by　13－ketoacyl－ACP　synthetase　II．　The　mutant

strain　which　lacks　this　enzyme　cannot　control　the　content　of

unsaturated　fatty　acids．　Furthermore，　much　higher

proportion　of　unsaturated　fatty　acids　are　synthesized　upon

100C　by　cells　grown　at　400C　（400C－cells）　than　cells　grown　at

100C　（100C－cells）．　This　results　suggest　that　fatty　acid

synthetase　of　different　properties　in　100C－cells　and　400C－

cells．　Cornposition　of　fatty　acids　produced　frorn　fatty　acid

synthetase　is　solely　determined　by　reaction　temperature

rather　than　growth　ternperature　in　IB一：．一　g1g1ggn2．gggpsE　（42］e

　　　　　Proportion　of　unsaturated　fatty　acid　is　regulated　by

the　level　of　fatty　acid　desaturase　in旦」」皿≦…．9迦　［43】。

When　this　bacterium　grows　at　350C，　transcription　of　the

C16：0　desaturase　is　blocked，　and　thus　the　desaturation　do

not　occur．　But　when　it　grows　at　200C，　the　transcription

occurs，　and　C16：0　in　phospholipid　is　desaturated．

　　　　：n　this　paper，　three　topics　are　concerned：

（1）　A　psychrotrophic　strict　aerobe，　2！tsy！slgg1gaAE1eudomonas　sp．　strain

　　　　E－3，　posses　both　of　the　aerobic　and　the　anaerobic

　　　　pathways　for　the　biosynthesis　of　unsaturated　fatty

　　　　acids，　however　the　former　pathway　alone　can　sustain　the
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（2）

（3）

normal　growth．

　Besides　s11“t　ngtMgvo　synthesized　fatty　acids，　exogenous

fatty　acid　are　utilized　for　phospholipids　synthesis　with

and　without　modification　（desaturation　and　elongation）．

Fatty　acid　metabolisrn　was　controlled　according　to　the

fatty　acid　supplemented．

　　Sorne　enzymatic　characterization　of　fatty　acid

synthetase，　fatty　acid　desaturase，　and　fatty　acid

elongase　were　perforrned．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　Methods

　　　　　Bacterial　strains　and　culture　rnedia　一　Ps．e．u．d－ornonas　sp．

strain　E－3　（Pseudqm－Q1nlasas　E－3）　was　isolated　in　this　laboratory

from　dust　in　a　cold－roorn　［44］．　Xt　is　gram－stain　negative，

catalase　positive，　non　spore　forming　［44］，　and　strict

aerobe．　Pseudomona＄　E－3　belongs　to　psychrotroph，　since　it

grow　at　O－300C　and　optimum　temperature　for　growth　is　250C

（Fig．　3）．　The　bacterium　was　grown　at　the　desired

temperatures　with　vigorous　shaking　in　Tris－salt　rnedium　（pH

7．2）　consisting　of　50　mM　Tris－HCI，　50　mM　NaCl，　10　mM　IくC1，

3．3　rnM　K2HPO4，　3　mM　sodium　citrate，　25　rnrvl　NH4Cl，　1　mM

MgC12，　and　O．1　mrv！　FeSO4．　0．1　M　sodium　succinate　and／or

O．04　g　fatty　acid　（w／v）　were　used　as　the　carbon　source．

When　fatty　acid　was　supplemented，　O．5　g　（w／v）　of　Triton　X－

100　was　added　to　the　rnedium　to　disperse　it．　This

concentration　of　the　detergent　did　not　affect　the　cell

growth　and　fa’ヒty　acid　composition　of　membrane　lipids．
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Escherichia　coli　Iく一12　was　grown　in　nutrient　broth　（peptone

10　g，　meat　extract　10　g，　NaCl　5　g，　and　1　1　tap　water，　pH

7e2）　at　370C．

　　　　工鯉L旦　ext：raction　and　幽　一　cells　in　the　late－

logarithmic　phase　were　harvested　and　washed　once　with

deionized　water　by　centrifugation　at　3，000　x　g　for　10　min　at

40C．　Lipids　were　extracted　from　the　cells　with

chloroform　and　methanol　by　the　method　of　Bligh　and　Dyer

［45］．　Phospholipids　and　neutral　lipids　were　separated　by

silicic－acid　column　chromatography　［46］．　Amounts　of　total

lipids，　phospholipids，　and　neutral　lipids　were　determined

gravimetrically．　Phospholipids　were　separated　by　TLC　on

silica　gel　plate　using　chloroform　／　methanol　／　acetic　acid　／

water　（65：25：0．5：3．5，　v／v）　as　a　solvent　system．　Each　spot

of　phospholipids　was　scraped　off　and　extracted　three　times

with　chloroform　／　methanol　（1：1，　v／v）．　They　were　quantified

from　phosphorous　content　by　the　method　of　Bartlett　［47］．

Neutral　lipids　were　separated　by　TLC　on　siiica　gel　using

hexane　／　diethyl　ether　／　acetic　acid　（8：2：0．5，　v／v）　as　a

solvent　system．　They　were　tentativeiy　identified　by

comparing　Rf　value　with　standard　sample．

　　　ム旦皇■エ三主旦　gS　エ皇」三1」エ皇．≦三id　co皿EgEition　－　Lipids　were

transmethylated　by　heating　in　5　g　methanolic　HCI　at　900C

for　3　h．　When　lipid　was　separated，　it　was　directly

transmethylated　along　with　silica　gel．　Fatty　acid　methyl

esters　were　extracted　three　tirnes　with　hexane，　and　analyzed

by　gas－liquid　chrornatography　on　a　2　m　column　of　10　g　EGSS－

X　at　90－1900C　（heating　rate　40C／min）　with　N2　as　the　carrier
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gas　at　flow　rate　of　30　ml／min．

　　　　　Itns2gx］2g1：g！2．g11r　a　t　l　o　n　glfL　xgtsUggg1ESy12d　l　o　a　c　t　i　v　e　lgat！1g！zSg2－st　e　r　i　a　l　s　2xt！9gt　o　ggt，L－u，AEI　I　u　l　a　r

1fA－Lt　t　gstj．slEi　d　s　一　T　o　t　h　e　10　rn　1　o　f　m　i　d　d　l　e－logarithmic　p　h　a　s　e　c　e　l　i

culture　grown　at　150C　was　added　radioactive　fatty　acids　at

the　desired　concentration　for　each　experiment，　and　incubated

at　150C　for　1　h　with　shaking．　Then，　the　culture　was

chilled　in　ice　water，　and　the　cells　were　harvested　and

washed　once　with　chilled　deionized　water　by　centrifugation

at　3，000　x　g　for　10　min　at　40C．　For　the　determination　of

released　14co2，　sO　ml／min　of　air　was　flowed　through　the

culture　and　was　bubbled　into　5　ml　of　Hyamine　10X　during　the

incubation．　Then，　O．3　ml　of　the　Hyamine　10X　and　5　ml　of

scintillation　cocktail　（2，5－diphenyloxazole　4　g，　2，2’一

phenylenebis　（5’一phenyloxazole）　50　mg，　toluene　1　1）　were

mixed　in　a　scintillation　vial，　and　the　radioactivity　was

measured　by　liquid一一scintillation　counter．　To　make　anaerobic

conditions，　the　reaction　rnixture　was　flushed　with　N2　gas　for

15　to　30　min．　To　certify　the　anaerobic　condition，　one　drop

of　reduced　methylene　blue　was　added　to　the　medium．　As　long

as　anaerobic　condition　is　maintained，　the　indicator　rernain

colorless．　Presence　of　trace　amount　of　oxygen　is　indicated

by　expression　of　blue　color．

　　　　Radioactive　fatty　acids　were　extracted　and　transmethy－

lated　by　the　same　method　as　described　above．　The

distribution　of　radioactivity　arnong　fatty　acids　was　analyzed

by　radio　gas－liquid　chromatography　or　silver　nitrate　TLC．

Each　analytical　condition　was　described　in　legends　of　figure

and　tabie．
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　　　　一蹴14£distributi。n塾皇radi。active幽acid

一一　Chemical　cleavage　of　unsaturated　fatty　acid　between　its

double　bond　was　perforrned　by　permanganate一一periodate

oxidation　［48］．　Resulting　rnonocarboxylic　and　dicarboxylic

acid　fragments　were　transmethylated　with　diazomethane　and

analyzed　by　radio　gas－liquid　chromatography．

　　　　Percentage　of　carboxyl　carbon　labeling　was　determined　by

the　chemical　decarboxylation　［49］．

　　　一　and　皇．旦旦皇エgニェ幽　acid　s　nthesizin　　旦エ白血　一

Celis　grown　on　succinate　were　sonically　disrupted　in　50　mM

sodium　phosphate　buffer　（pH　7．0）　containing　4　mM　2－

mercaptoethanol　（buffer　A）．　Unbroken　cells　and　cell　debris

were　removed　by　centrifugation　at　10，000　x　g　for　20　rnin．

The　supernatant　was　centrifuged　at　100，000　x　g　for　90　rnin．

The　supernatant　of　the　second　centrifugation　was

fractionated　with　55－75　g　saturation　of　ammonium　suifate　and

resolved　in　appropriate　volurne　of　buffer　A．　Then，　the

obtained　sample　was　dialyzed．　　工n　some　experiments，　this

fraction　was　used　as　fatty　acid　synthetase．　1n　other

instances，　this　preparation　was　stirred　with　activated

charcoal　for　2　h　to　remove　low　rnolecular　substances．　Fatty

acid　synthetase　preparation　was　obtained　by　removing　the

charcoal　by　centrifugation．　These　preparations　synthesized

long　chain　fatty　acids　frorn　acetyl－coA　and　［2－14c］rnalonyl－

CoA．　All　the　above　procedures　were　carried　ou・ヒ　at　40C．　　ACP

was　prepared　from　EE一，．£g－L2，coli　K－12　according　to　the　method　of

Rock　and　Cronan　［50］．　ACP　from　P－seudornonas　E－3　was　prepared

from　the　supernatant　of　75　g　ammonium　sulfate　precipitation

13
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of　the　soluble　fraction．　The　supernatant　was　acidified　to

pH　3．9　by　adding　gracial　acetic　acid　and　stood　for

overnight　at　room　temperature．　The　precipitate　was

collected　by　centrifugation　at　8，000　x　g　for　10　min　and

suspended　in　appropriate　volume　of　50　mM　sodium　phosphate

buffer　（pH　7．0）．　The　precipitate　was　dissolved　by

neutralization　with　1　M　Tris　base．　The　solution　thus

obtained　was　used　as　the　ACP　of　Pseudomonas　E－3．

　　　Protein　concentration　was　determined　by　the　method　of

Bradford　using　bovine　？r－globulin　as　the　standard　［51］．

　　　The　reaction　mixtures　（total　volume　500　）al）　contained

varying　concentration　of　acetyl－coA，　［2－14c］rnalonyl－coA　（1．s

GBq／mmol），　NADPH，　and　NADH，　according　’ヒ。　the　experimental

design．　Besides　them，　40　Jpg　ACP，　140　i｝ig　enzyrne　protein，　and

buffer　A　were　always　included　in　the　mixture．　1n　some

instances，　NADPH　and　NADH　regeneration　systerns　instead　of

the　above　concentration　of　the　reduced　pyridine　nucleotides

were　included　in　the　reaction　mixture；　i．e．　1．5　mM　NADP，　O．7

units　glucose－6一一phosphate　dehydrogenase，　5　rnM　glucose－6－

phosphate，　2　mM　NADH，　2　units　alcohol　dehydrogenase，　and　5

mM　ethanol．　The　reaction　was　initiated　by　the　addition　of

enzyme　protein．　After　1　h　of　incubation　at　15　OC，　fatty

acid　synthesis　was　terminated　by　the　addition　of　500　｝il　of

10　g　methanolic　KOH．　The　rnixture　was　heated　at　800C　for

30　min．　After　acidification　of　the　rnixture　to　pH　3．0　with　5

N　H2SO4，　free　fatty　acids　were　extracted　with　diethyl　ether．

The　r　a　d　i　o　l　a　b　e　i　e　d　f　a　t　t　y　a　c　i　d　s　a　n　d　c　a　r　r　i　e　r　l　i　p　i　d　（2Eteuglgg1gpgEe　u　d　omonas

E－3　total　lipids）　were　transmethylated．　Distribution　of
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radioactivity　was　determined　by　radio　gas－liquid

chromatography．

　　　一」⊇Lf　membrane　fraction　and　聾旦皇エ　」⊇」：．」遮エ　acid

desaturase　一　Cells　were　suspended　in　O．1　M　sodium　phosphate

buffer　（pH　7．0）　containing　O．25　M　sucrose　and　were　sonically

disrupted　for　2　min　in　an　ice　bath．　The　obtained　suspension

was　used　as　crude　cell　extract．　Unbroken　cells　and　cell

debris　were　removed　by　centrifugation　（10，000　x　g，　20　rnin）．

The　supernatant　was　centrifuged　again　at　100，000　x　g　for　90

min．　　The　precipitate　was　suspended　in　’ヒhe　same　buffer　to

give　a　protein　concentration　approximately　10　rng／ml．　This

fraction　was　used　as　the　rnembrane　fraction．　All　procedures

were　done　at　40C．

　　　Fatty　acid　desaturase　was　assayed　with　the　following

reaction　mixture：　O．1　M　sodium　phosphate　buffer　（pH　7．0）r

lOO　pM　NADpH，　100　｝iM　［1－14C］Cl　6：0－CoA　（1．9　MBq／」trnol），　and

O．3－1．0　mg　of　the　membrane　fraction　in　a　total　voiume　of　500

pl．　The　rnembrane　fraction　and　mixture　of　other　components

were　separately　equilibrated　to　the　desired　reaction

temperature．　The　reaction　was　initiated　by　mixing　all　the

component　and　performed　for　4　min．　The　following　procedures

of　saponification，　and　transmethylation　were　the　same　as　the

described　in　fatty　acid　synthesizing　system．　Methyl　esters

of　saturated　and　unsaturated　fatty　acids　were　separated　by

silver　nitrate　TLC．　The　separated　spots　were　scraped　off

and　were　took　into　scintiliation　vial．　Radioactivity　was

measured　with　a　liquid－scintillation　counter．　Specific

activity　of　the　fatty　acid　desaturase　was　calculated　by　the
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following　formula．

　　　Formed　unsaturated　fatty　acid　／protein　／min

　　　　　　　　　　　　　　　　　（nmol／mg　protein／min）

　　radioactivity　in　unsaturated　fatty　acids
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×

radioactivity　in　total　fatty　acids

　　　　　　　　　　　added　［14c］cl　6：0－CoA　（nmol）

　　　　　　　　　　　　membrane　protein　（rng）　x　reaction　time　（min）

　　　旦二⊆鯉⊇旦　≦≧g　nonradiolabeled　and　radiolabeled　g，gZtl，．：s，LgACoA

and　皇．S2．Lユ」ニム⊆⊇≧　一　C16：0－CoA　and　C16：1－CoA　were　synthesized

chernically　by　the　method　of　Bishop　and　Haj　ra　［52］　from　CoA－

SH，　and　C16：0　and　C16：1，　respectively．　Radioactive　acyl一一

coA　was　synthesized　from　［1－14c］cl　6：0　or　［1－14c］cl　s：o，　and

coA　with　the　sarne　method．　［1－14C］Cl　6：0－ACp　was　synthesized

enzymatically　from　［1－14C］C16：0　and　ACP　isolated　from　11．．一gg2．lcoli

K－12　cells　by　the　method　of　Rock　and　Cronan　［53］．

　　　王≧二皇P皇二門主ユ≦≧⊇L　and　一皇　≦≧．1f．　．⊇」二≦ユ皇⊆一⊆　一　3－

Decynoyl－NAC　was　synthesized　from　3－decynoic　acid　and　NAC

according　to　the　method　of　Iくass　and　Brock　【54］．　　3－Decynoic

acid　was　obtained　by　oxidation　of　commercially　obtained　3－

decyn－1－ol　［55］　and　converted　to　chloride　salt　［54］．　NAC

was　synthesized　by　acetylation　of　cysteamine　［56］　and

converted　to　a　lead　salt　［54］．　3－Decynoic　acid　chloride

and　lead　salt　of　NAC　were　cornbined　by　refluxing　them　in

benzene　at　810C　for　1　h．　Obtained　3－decynoyl－NAC　was

purified　by　reverse　phase　high　performance　liquid

chromatography　equipped　with　a　TSK　ODS－120T　（4．6　mrn　x　250

mm）　column　using　acetonitrile　／　water　（9：1，　v／v）　as　the

solvent　system　at　flow　rate　1　ml　／　min．　Concentration　of

16
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the　product　was　quantified　by　measuring　absorbance　at　233　nm

and　calculated　by　using　extinction　coefficient　of　4，000

［54］．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results

　　　　　四脚≦≧⊆UpRgEUt主ts⊇．ユ　一　Total　lipids　consisted　of　90　審

phospholipids　and　10　g　neutral　lipids　（Table　1）．

Phospholipids　were　phosphatidylethanolamine，　phosphatidyl－

glycerol，　and　cardiolipin　（Table　1）．　Though　total　lipid

content　increased　a　little　at　50C，　the　proportion　did　not

vary　with　alteration　of　growth　temperature　（Table　1）．　Based

on　co－chrornatography　with　standard　samples，　neutral　lipids

were　presumed　to　be　free　fatty　acid，　triacylglycerol，

rnonoacylglycerol，　and　diacylglycerol．

　　　　幽　acids　一≧旦　一　C16：0’　C16：1’　and　C18：1　were

major　fatty　acids　（Tabie　2）．　At　300C，　rninor　components

increased　a　little．　As　the　growth　ternperature　lowered，

C16：1　and　Cl　s：1　increased　and　C16：0　decreased　（Table　2）．

This　response　to　temperature　was　rnore　conspicuous　in

phosphatidylethanolamine，　than　in　phosphatidylglycerol　and

cardiolipin　（Table　3）．

　　　　　11gt　s2．！1GLgns　i　t　i　o　n　！21fL　s2gt3a121gu　b　l　e　12gt　psln　d　Lt　S　l　6：1　g1n1gd　Sl　s：1　一　P　o　s　i　t　i　o　n

of　double　bond　in　a　unsaturated　fatty　acid　rnolecule　is

prerequisite　to　determine　the　biosynthetic　pathway　by　which

they　are　synthesized．　The　double　bond　positions　of　C16：1

and　Cl　s：1　in　2Etg！lsl！s2！ggugE1eudomonas　E－3　were　deterrnined　by　gas－liquid

chrornatography－mass　spectrornetry．　Analytical　results　show

that　C16：1　had　fragment　ions　of　m／z　73，　187，　and　259，　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17
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Cl　s：1　had　fragrnent　ions　of　m／z　73，　187，　287　（Fig．　4）．　These

results　indicate　that　C16：1　and　Cls：1　are　A　9－C16：1　and

A11－Cl　s：1r　respectively．

　　　　エー2至radi・active幽acids－When［1－
14C］C16：0　was　added　to　cell　culture，　20　g　of　the　added

radioactivity　was　incorporated　into　cellular　lipids，　and　20

g　of　the　incorporated　radioactivity　was　found　in　unsaturated

fatty　acids（Table　4）．　Radioactivity　was　incorporated

into　phospholipids　（90　g），　neutral　lipids　（7　g），　and　water

soluble　fraction　（3　g）　after　30　min　（Fig．　5）．　Zncorporation

of　the　radioactivity　into　lipids　and　the　formation　of

［14c］unsaturated　fatty　acid　proceeded　for　initial　15　min　and

then　leveled　off　（Fig．　5）．　A　portion　of　the　［1－14C］C16：0　was

oxidized　to　form　14co2　（Table　4）．　under　the　anaerobic

conditions，　no　［14c］unsaturated　fatty　acid　was　produced　from

［1－14C］Cl　6：0　（Table　4）．　These　results　suggest　that　［1－

14C］c16：0　was　aerobically　desaturated　（the　aerobic　pathway）．

However，　［14c］unsaturated　fatty　acid　can　be　obtained　by　i（3－

oxidation　followed　by　resynthesis　through　the　anaerobic

pathway．　To　examine　this　possibilityt　the　same　incorporation

experirnent　was　carried　out　in　the　presence　of　cerulenin．

Cerulenin　is　a　specific　inhibitor　of　fatty　acid　synthesis

［57］．　When　cerulenin　（100　2ag／ml）　was　added　to　the　culture

rnedium，　radioactivity　incorporated　into　fatty　acids　frorn

（3H］acetate　reduced　to　7　g　of　the　control　value　（［Vable　4）．

The　same　concentration　of　cerulenin　did　not　inhibit　the

forrnation　of　［14c］c16：1　from　［1－14c］c16：0　（Table　4）．

Therefore，　degradation　and　resynthesis　of　C16：0　do　not
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participate　to　the　conversion　of　C16：0　to　C16：1．　On　the

other　hand，　forrnation　of　［14c］Cl　s：1　from　［14c］c16：0　was

inhibited　by　cerulenin　（Table　4）．

　　　　Another　evidence　to　confirm　the　aerobic　pathway　is

distribution　of　14c　in　a　［14c］c16：1　molecule　which　was

derived　from　［1－14c］c16：0．　Exclusive　distributions　of　14c

on　carboxyl　end　of　C16：0　and　C16：1　（Table　5）　indicate　that

the　［14c］cl　6：0　was　directly　desaturated　to　［14C］Cl　6：1．　lf

the　［14c］fatty　acids　are　produced　through　degradation　and

resynthesis，　distribution　of　14c　would　be　randomized．　For

example，　in　［14C］Cls：1　which　was　produced　frorn　［1－

14c］acetate，　only　17　g　of　the　radioactivity　was　on　carboxyl

end　（Table　5）．　This　value　agree　with　the　theoretically

expected　value　（2／18　＝　O．11）．

　　　　When［3田。r［14C］acetate　was　radi・active　precurs。r，

53　g　of　the　radioactive　fatty　acids　were　unsaturated　fatty

acids　（Table　4）．　To　exarnine　the　participation　of　the

anaerobic　pathway　to　unsaturated　fatty　acid　synthesis　Lt

MAt，yLst；，　the　same　experiment　was　carried　out　under　the

anaerobic　conditions．　Under　the　anaerobic　conditions，

radioactivity　incorporated　into　fatty　acids　from
［14c］acetate　reduced　to　1．9　g　of　the　value　obtained　under

the　aerobic　conditions　（Table　4）．　And　the　proportion　of

C16：1　was　severely　reduced，　whereas　considerable

radioactivity　was　incorporated　into　Cl　s：1　（Table　4）．　Thus，

it　is　considered　that　C16：1　is　produced　by　the　aerobic

desaturation，　and　direct　step　of　Cl　s：1　forrnation　is　chain

elongation　of　pre－existing　C16st．
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　　　　　when　［1－14c］c12：0　was　used　as　the　radioactive

precursor，　radioactive　C16：0，　C16：1，　and　Cl　s：1　were　appeared

in　cellular　lipids　（Table　4）．　No　［14C］C12：0　was　appeared　in

cellular　lipids．　Therefore，　the　added　［1－14C］C12：0　was

converted　to　longer　saturated　and　unsaturated　fatty　acids，

but　was　not　directly　esterified　to　phospholipids．　This　is

another　evidence　of　presence　of　the　aerobic　pathway　in

PseudQ－m－onas　E－3，　because　unsaturated　fatty　acid　cannot　be

produced　frorn　saturated　fatty　acid　longer　than　Cl　o　by　the

anaerobic　pathway　（Fig．　2）．　The　［14C］Cl　6：1　derived　from　［1－

14c］c12：0　was　offered　to　chemical　cleavage　between　its

double　bond．　The　result　is　shown　in　Fig．　6．　The

exclusive　distribution　of　radioactivity　on　the　fragment

derived　from　carboxyl　side　confirms　that　the　［14C］C16：1　is

produced　by　elongation　of　［1－14C］C12：0　without　degradation．

when　［1－14c］c14：0　was　added　to　the　culture　medium，　C14：0t

C16：0，　C16：1，　and　Cl　s：1　were　radiolabeled　（Table　4）．　This

is　also　indicative　for　the　operation　of　the　aerobic　pathway．

And　a　portion　of　incorporated　［14C］c14：0　was　immediately

esterified　to　phospholipids．

　　　　　when　［1－14c］cl　s：o　was　radioactive　precursor，　much

Cls　and　little　C16　were　radiolabeled　（Table　4）．　The

［14c］cl　s：1　was　found　to　be　mixture　of　A　9－Cl　s：1　and　A　11－

Cl　s：1　by　silver　nitrate　TLC　（Fig．　7A）．　Since　A　9－Cl　s：1　is

not　s　y　n　t　h　e　s　i　z　e　d　i　n　2Ets｝gS！s21Bs2ng－se　u　d　o　m　o　n　a　s　E－3　f　r　o　rn　a　c　e　t　a　t　e，　i　t　i　s

expected　to　be　synthesized　by　desaturation　of　Cl　s：o．　This

inference　is　supported　by　the　finding　that　Lt　yLit　1gs2tro　stearyl－

CoA　desaturation　produced　A　9－cl　s：1　（Fig．　7c）．　The　［14c］
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A11－Cl　s：1　may　be　synthesized　by　condensation　of　Cl　6：1　and

［14c］c2，　since　it　was　not　appeared　when　cerulenin　was　added

to　the　culture　medium　（Fig．　7B）．

　　　　　　Effect　g至　carbon　source　g旦　the　幽　acid　一⊇旦

」，！t；　］2！t］s2E｝211gELU2」，slEh　1　d　・一　2Et　gggs2g！s21IAEe　u　d　omonas　E一一3　i　s　a　b　l　e　t　o　g　r　ow　i　n　t　h　e

medium　containing　various　fatty　acid　and　hydrocarbon　as　a

sole　carbon　source．　Fatty　acid　composition　in　phospholipids

was　altered　according　to　the　kind　of　the　carbon　source．

cells　grown　on　C16：0　contained　higher　proportion　of　C16：0

and　C16：1　in　their　phospholipids　than　the　cells　grown　on

succinate　（Table　6）．　This　suggests　that　the　exogenous

C16：0　was　directly　transacylated　to　phospholipids　and　was

also　desaturated　to　C16：1　before　transacylation．

Pseu．d．．p－monas　E－3　grew　rnore　slowly　on　this　carbon　source　than

on　succinate　（Fig．　8）．　When　hexadecane　was　the　sole　carbon

sourcet　proportion　of　C16：0　and　C16：1　was　increased　in

phospholipids，　too　（Table　6）．　However，　growth　rate　was

iower　than　that　on　C16：0　（Fig．　8）．　When　C16：1　was　used　as

a　carbon　source，　proportion　of　C16：1　was　increased　in

phospholipids　（Table　6），　and　the　growth　rate　was　higher　than

the　value　obtained　with　the　C16：0－culture　（Fig．　8）．

　　　　When　succinate　was　the　carbon　source，　more　than　98　g　of

the　cellular　fatty　acids　were　even－chain　at　150C　（Table　2）．

On　the　other　hand，　when　Cl　l：o　or　Cl　s：o　was　used　as　the　sole

carbon　source，　saturated　and　unsaturated　Cl　s　and　C17　fatty

acids　appeared　in　phospholipids　（Table　6）．　lt　is　most

unlikely　that　the　supplernented　odd－chain　fatty　acid　was

cleaved　to　c3　and　C2　and　resynthesized　to　Cl　s　and　C17　fatty
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acids，　since　propionyl（C3）一CoA　is　converted　to　succinyl（C4）一

coA　［58）．　When　propionic　acid　was　used　as　the　carbon

source，　odd－chain　fatty　acids　were　only　14　g　of　the　total

fatty　acids　（Table　6》．　　Thus，　at　least　most　of　．ヒhe　odd－

chain　fatty　acids　were　produced　by　elongation　and　aerobic

desaturation　of　the　supplemented　Cll：o　or　Cls：o．

Conversely，　the　even－chain　fatty　acids　produced　are　rnay　be

product　of　degradation　followed　by　resynthesis．

　　　　　　When　Cl　s：o　was　sole　carbon　source，　it　was　directly

incorporated　into　phospholipids　（Table　6），　though　it　was

scarcely　detected　in　phospholipids　in　the　cells　grown　on

succinate　（Table　2）．　When　A　9－Cl　s：1　or　Cl　s：2　was　carbon

source，　they　were　directly　incorporated　into　phospholipids，

though　they　were　not　synthesized　in　the　cells　grown　on

succinate．　Even　when　the　carbon　source　was　Cl　s　fatty　acid，

C16　fatty　acids　were　maj　or　component　in　phospholipids　（Table

6）．

　　　　Effect　of　ca：rbon　source　g⊆1　the　皇Sl：t！1，．ILyti　vj」」」エ　≦≧至．」幽　acid

desaturation　and　≦三⊆一　≦≧皇　亘皇　novo　一　」幽

acids　－　Carbon　source　also　affected　to　the　activity　of

fatty　acid　desaturation　and　composition　of　gg　ngyg

synthesized　fatty　acids．　As　shown　in　Table　7，　C16：0－

desaturase　activity　was　higher　in　the　cells　grown　on　C16：0

0r　hexadecane　than　control　（succinate－grown　ce】ユs》，　but　it

was　ユow　in　the　cells　grown　on　C1830　0r　unsaturat：ed　fatty

acids．　Furthermore，　unsaturated　fatty　acids　but　not　C16：0

were　synthesized　from　［14c］acetate　in　c16：0－grown　celis

（Table　8）．　Contrarily，　in　the　cells　grown　on　Cls：lt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22　．

．灘・　　．、．

き1
1
・
・

＝一　Y一．



そ叢認、’」　彗tt・＿

り
寄

蕩雛繍繍黛襯’議講盤灘・醸矯‘ 落O一薦

proportion　of　［14C］Cl　6：0　in　sLt　ngtygvo　synthesized　fatty　acids

was　higher　than　the　cells　grown　on　succinate　（Table　8）．

　　　　　：Effects　≦1L1f；　幽　and　reaction　tem　eratures　≦⊇⊇L　the

desaturation　幽　一　工⊇L　vivo　C16：0－desaturation　activity

was　affected　by　growth　ternperature　of　the　cells　and　the

assay　ternperature　for　the　desaturation　reaction．

C16：0－desaturation　activity　of　the　cells　grown　at　250c

（250C－cells）　was　enhanced　about　2．5－fold　by　lowering　the

assay　temperature　from　300C　to　50C，　whereas　those　of　the

cells　grown　at　50C　（50C－cells）　decreased　a　little　at　lower

temperature　（Fig．　9）．　At　50C，　the　desaturation　activity　of

50C－cells　was　only　10　g　of　that　of　250C－cells．

　　　　工旦　vit：ro　l⊆16：0　desaturase　旦）乙§塑　一　Above　experiments

using　intact　cells　revealed　that　exogenous　C16：0　was

desaturated　by　the　aerobic　pathway．　The　desaturase

activity　was　assayed　with　cell　free　systems．　As　shown　in

Table　9，　when　［14C］C16：0－CoA　was　aerobically　incubated　with

the　rnembrane　fraction　in　the　presence　of　NADPH，

［14c］unsaturated　fatty　acid　was　produced．　NADH　could

partly　substitute　for　NADpH．　unesterified　［14C］C16：0　was

not　desaturated　by　the　rnembrane　fraction　nor　the　soluble

fraction，　but　was　desaturated　when　［14c］c16：0　was　incubated

with　combination　of　the　membrane　fraction　and　concentrated

soluble　fraction　in　the　presence　of　CoA，　ATp，　Mg2＋，　and

NADPH　（Table　9）．　This　results　suggests　that　［1一一14C］C16：0

was　desaturated　when　is　was　esterified　to　form　C16：0－CoA　bY

acyl－CoA　synthetase　in　the　soluble　fraction．　When　［1－
14
　　C］C16：0－ACP　was　incubated　with　the　mernbrane　fraction，
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radioactivities　were　detected　in　saturated　fatty　acids　of

phospholipids，　and　free　fatty　acids　（Table　10）．　However，　no

　radioactivity　more　than　background　ievel　was　found　in

unsaturated　fatty　acid．　By　the　incubation　of［14c］c16：0－

ACP　with　soluble　fraction，　no　radiolabeled　unsaturated　fatty

acid　was　formed　（data　not　shown）．　Another　possibility　that

phospholipid　is　the　substrate　of　desaturation　might　be

　excluded　by　considering　the　kinetics　of　incorporation　and

desaturation．　As　seen　in　Fig．　5，　proportion　of

［14c］unsaturated　fatty　acid　increased　as　far　as

incorporation　of　radioactivity　from　［1－14c］16：0　into

phospholipids　continued，　but　it　did　not　increase　after　the

inc・rp・rati・n　level。ff（Fig・5）．　エf　ph・sph・lipid　is

desaturated，　［14c］unsaturated　fatty　acid　would　be　increased

even　after　the　radioactivity　incorporation　leveled　off．

Therefore，　it　is　concluded　that　［14C］C16：0　is　desaturated

before　incorporation　into　phospholipids．　Furthermore，　time

course　of　UtL　y2t，su2tro　experiments　with　［1－14c］cl　6：0　supports

this　conclusion．　Until　the　C16：0－CoA　was　depietedt　the

［14c］unsaturated　fatty　acid　steadily　increased　（Fig．　10）．

However，　after　4　min，　as　the　［14C］Cl　6：0－CoA　reduced，　the

increasing　rate　of　［14c］unsaturated　fatty　acid　slowed　（Fig．

10）．

　　　　　When　the　［1－14C］Cls：o－CoA　was　incubated　with　the

membrane　fraction，　［14c］　A　9－cl　s：1　was　formed　（Fig．　7）．

Therefore，　12Etgys12g！g！2AEeudomonas　E－3　is　able　to　desaturate　Cl　s：or　if

it　is　supplied　in　the　form　of　Cl　s：o－COA．
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．　Fatty　acid　synthetases　in　animals　and　plants，　which　have

the　aerobic　pathway，　produce　only　saturated　fatty　acids．　To

examine　whether　11st　gy1dg1ggpgse　u　d　omona　s　E－3　f　o　l　l　ows　t　h　i　s　g　e　n　e　r　a　l　r　u　l　e，

products　of　partially　purified　fatty　acid　synthetase　was

analyzed．　Since　this　enzyme　required　ACP　for　full　activity

（［rable　11），　it　is　presumed　to　be　type　IT　fatty　acid

synthetase．　Fatty　acids　were　scarcely　produced　in　the

absence　of　NADPH，　whereas　75　g　of　the　fuil　activity　was

obtained　without　NADH　（Table　11）．　lncorportion　of　［2－

14c］malonyl－coA　into　fatty　acids　proceeded　iinearly　for　50

min　at　150C．　The　ratio　of　unsaturated　to　saturated　fatty

acids　did　not　change　significantly　with　incubation　time

（Fig．　11）．

　　　　　　Although　varying　the　reaction　conditions　altered

composition　of　products，　both　of　saturated　and　unsaturated

fatty　acids　were　always　produced　by　partially　purified　fatty

acid　synthetase　（Table　12）．　When　fatty　acid　synthesis　was

carried　out　under　the　anaerobic　conditions，　the　same　ratio

of　unsaturated　to　saturated　fatty　acids　as　that　obtained

under　the　aerobic　conditions　was　produced　（data　no’ヒ　shown）．

Reaction　conditions　which　were　found　to　affect　the　product

distribution　are：　（i）　treatment　of　the　enzyme　with　charcoal

at　the　final　step　of　the　enzyme　preparation；　（ii）　Mode　of

addition　of　NADPH　and　NADH．　When　NADPH　and　NADH　were

Continuously　supplied　from　their　regeneration　systern，　fatty

acid　synthetase　without　charcoal　treatment　produced　only

C16＝O　and　Cl　8：1（Tabユe　12　a’9’h》・H。wever’after　the

treatment　of　the　enzyme　with　charcoalt　Cl　o　一　Cl　s　fatty　aCidS
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　　　　　　　　　　　　　were　produced　（Table　12　b）．　　When　fixed　concent二ration　of

　　　　　　　　　　　　　NADpH　and　NADH　was　added，　Cl　o　一一　Cls　fatty　acids　were

　　　　　　　　　　　　　produced　（Table　12　c，　d，　e，　f）．　By　omission　of　NADPH，

　　　　　　　　　　　　　average　chain　length　decreased　（Table　12　f）；　（iii）

　　　　　　　　　　　　　concentration　of　acetyl－CoA　and　rnalonyl一一CoA　（Table　12　g，

　　　　　　　　　　　　　h）；　and　（iv）　reaction　temperature　（Fig．　12）．　When　ACP　of

　　　　　　　　　　　　　pseud－Q！rnggga－so　n　a　s　E－3　w　a　s　u　s　e　d　i　n　s　t　e　a　d　o　f　1一，．一ggl一．c　o　l　i　A　C　P，　b　o　t　h

　　　　　　　　　　　　　saturated　and　unsaturated　fatty　acids　were　produced，　too

　　　　　　　　　　　　　（Table　12　e）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Effect　≦≧ニー⊆g旦　鮭」三エ　acid　一　一

　　　　　　　　　　　　　Above　results　indicate　that　both　the　aerobic　and　the

　　　　　　　　　　　　　anaerobic　p　a　t　hways　a　r　e　p　r　e　s　e　n　t　i　n　2Et　gyLgg！ggpg，se　u　d　omonas　E－3．　H　owever，

　　　　　　　　　　　　　it　is　not　clear　what　extent　each　pathway　contribute　to

　　　　　　　　　　　　　unsaturated　fatty　acid　synthesis　2．p　ieiLyg．　Therefore，　to

　　　　　　　　　　　　　assess　the　physiological　role　of　the　two　pathways，　effects

　　　　　　　　　　　　　of　3－decynoyl－NAC　on　the　fatty　acid　synthesis　and　cell

　　　　　　　　　　　　　growth　were　exarnined．

　　　　　　　　　　　　　　　　　As　shown　in　Table　13t　ratio　of　unsaturated　to　saturated

　　　　　　　　　　　　　fatty　acids　produced　from　［14c］acetate　by　whole　ceus　was

　　　　　　　　　　　　　scarcely　affected　by　3－decynoyl－NAC．　Howevert　total　amount

　　　　　　　　　　　　　of　synthesized　fatty　acids　was　reduced　as　the　concentration

　　　　　　　　　　　　　of　3－decynoyl－NAC　increased　（Table　13）．　On　the　other　hand，

　　　　　　　　　　　　　3－decynoyl－NAC　completely　inhibited　the　unsaturated　fatty

　　　　　　　　　　　　　acid　synthesis　by　fatty　acid　synthetase　（Table　13）．

　　　　　　　　　　　　　Similarly　to　whole　cells，　total　fatty　acid　synthesis　by

　　　　　　　　　　　　　fatty　acid　synthetase　was　inhibited　by　3－decynoyl－NAC　（Table

　　　　　　　　　　　　　13）．　lncorporation　of　［1－14c］c16：0　into　cellular

　　　　　　　　　　　　　phospholipids　and　desaturation　of　［1一一14c］c16：0　were　not
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affected　by　3一一decynoyl－NAC　（Table　14）．　These　results

suggest　that　the　aerobic　pathway　in　whole　cells　was　not

inhibited　by　3－decynoyl－NAC，　though　the　anaerobic　pathway

was　inhibited．　To　confirm　this　possibility，　the　effect　of

the　inhibitor　was　examined　with　reconstituted　system　which

contains　partially　purified　fatty　acid　synthetase　and

membrane　fraction．　The　later　fraction　contains　fatty　acid

desaturase．　As　shown　in　Table　15，　saturated　and

unsaturated　fatty　acids　were　produced　from　acetate

irrespective　to　the　presence　of　3－decynoyl－NAC．　Besides

them，　polar　fatty　acid，　which　was　not　migrate　on　silver

nitrate　TLC，　was　produced．　This　polar　fatty　acid　did　not

rnigrate　on　plain　TLC，　too．　However，　after

trirnethylsililation，　this　component　migrated　as　saturated

fatty　acid　on　silver　nitrate　TLC．　Thus，　this　is　presumed

to　be　dihydroxy　fatty　acid．　Because　of　very　iittie

quantity，　further　characterization　of　this　component　have

not　been　undertaken．

　　　The　insensitivity　of　unsaturated　fatty　acid　synthesis　to

3－decynoyl－NAC　can　also　be　brought　on　if　3－decynoyl－NAC　is

mod　i　f　i　e　d　t　o　i　n　a　c　t　i　ve　f　o　r　m　b　y　2ste！1gg1ggpase　u　d　orn　o　n　a　s　E－3　c　e　l　l　s．　H　owever

such　a　inactivation　is　excluded，　because　after　incubation　of

3－decynoy1一一NAC　w　i　t　h　2st　ggs＃glggpase　u　d　omonas　E－3　c　e　l　l　s，　t　h　e　s　u　b　s　t　a　n　c　e

retain　the　ability　to　inhibit　the　synthesis　of　unsaturated

fatty　a　c　i　d　by　；Q，．一gg！lc　o　l　i　（data　n　o　t　s　h　own）．

　　　The　growth　of　Pseudomonas　E一・3　cells　was　no・ヒ　affected　by

lx10扁5　M。f　3－decyn・yl－NAC，　but　was　c。mpleteユy

inhibited　by　1　x　10”4　M　of　the　inhibitor　（Fig．　13）．　The
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growth　inhibition　by　1　x　10－4　M　of　3－decynoyl－NAC　was

relieved　by　supplementation　of　Cl　6：0　or　Cl　s：1　（Fig．　13）．

　However，　when　C16：0　was　suppiernented，　proportion　of

　unsaturated　fatty　acids　in　phospholipids　was　lower　than　the

　value　obtained　in　succinate　grown　cells，　and　the　obtained

　growth　rate　was　iower　than　the　control　（Fig．　13）．

　　　　⊆16：1　皇ユ迦皇≦2：t1iYi．11i　v　i　tエ≦≧9　membrane　fraction　－　Judging

from　their　structure，　A　l　l－Cl　s：1　is　elongation　product　of

A9－C16：1．　Tracer　experirnents　confirmed　that　this

elongation　occurred　in　the　cells　（Table　4）．　To　distinguish

the　elongation　system　from　the　fatty　acid　synthetase，　fatty

acid　synthesis　was　examined　with　cell　free　systerns　with

and　without　primer　（C16：1－CoA）．　When　crude　cell　extract

was　usedr　besides　saturated　and　unsaturated　fatty　acids，

marked　proportion　of　polar　fatty　acid　was　produced　（Fig．

14》．　This　component　was　not　synthesized　in　the　　whole　ceユls

（Table　6）．　Both　of　acetyl－CoA　and　rnalonyl－CoA　were

utilized　for　fatty　acid　synthesis　（Table　17）t　but　C16：1－CoA

stimulated　acetyl－CoA　incorporation　into　fatty　acids，

whereas　malonyl－CoA　incorporation　was　rather　inhibited　by

the　addition　of　C16：1－CoA　（Table　17）．　Therefore，　the

elongation　reaction　may　prefer　acetyl－CoA　as　the　C2　donor，

and　general　fatty　acid　synthesis　utilizing　malonyi－CoA　may

be　inhibited　by　C16：1一一CoA．　The　elongation　activity　was

detected　also　with　membrane　fraction　（Fig．　15）．　On　the

Other　hand，　neither　soluble　fraction　nor　fatty　acid

synthetase　el・ngated　C163ザC。A（data　n。t　sh・wn》．
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　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion

　　　　phospholipids　c　o　rn　p　o　s　i　t　i　o　n　o　f　2Rst－eu！CLglggug．se　u　d　o　m　o　n　a　s　E－3　w　a　s　t　h　e

same　as　that　of　many　gram－negative　rnesophilic　bacteria　［14，

15］．　Although　the　proportion　of　phospholipids　remain

unchanged　with　alteration　of　growth　ternperature，　proportion

of　unsaturated　fatty　acids　increased　with　lowering　the

growth　temperature　（Table　2）．　Marked　increase　of

unsaturated　fatty　acid　was　observed　in　phosphatidyl－

ethanolarnine　which　comprised　to　75　g　of　total　phospholipids

（Table　1），　indicating　that　fluidity　of　bulk　membrane　lipids

was　controlled．

　　　　unsaturated　fatty　acids　of　22Etgy1ctg！ggngEeudomonas　E－3　are　A　9－

C16：1　and　A　l　l－Cl　s：1　（Fig．4）e　Scheuerbrandt　and　Bloch

analyzed　positions　of　double　bond　in　monounsaturated　fatty

acids　of　rnany　rnicroorganisms　and　showed　that　the　organism

which　utilize　the　anaerobic　pathway　contains　a　series　of

homologous　even－numbered　unsaturated　fatty　acids　in　which

double　bonds　are　located　between　carbon　atorns　of　7th　and　8th

counting　frorn　the　methyl　end　of　the　fatty　acid　molecule，

i・e．　A7－Cl　4r　A　9－C16，　and　A　l　1－Cl　s．　lf　a　double　bond　is

introduced　between　the　7th　and　8th　carbon　of　C16　by　aerobic

desaturation　and　then　the　chain　is　lengthened　by　C2，

All－Cl　s：1　would　be　obtained．　Such　a　pathway　have　been

confirmed　in　cellular　slime　rnold　［59］，　rat　liver　cell　［60］t

and　Kaki　pulp　［611．　Therefore，　the　presence　of　A　l　1－Cl　s：1

do　not　certainly　exclude　operation　of　the　aerobic　pathway．

In　this　bacterium，　C16：1－CoA　elongation　activity　was　found
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　to　be　present　in　the　membrane　fraction　（Fig．　15）．　The

　stimulating　effect　of　C16：1－CoA　（Tabie　17），　products　pattern

　（Fig．　14，　15），　and　membrane　bound　activity　distinguish　this

　elongation　systern　from　fatty　acid　synthetase．

　　　　The　same　unsaturated　fatty　acids　are　synthesized　in

！iL，．一gg！L2，c　o　l　i　a　nd　1IEts231s｝g！ggng，se　u　d　omonas　E－3，　b　u　t　t　h　e　i　r　p　r　o　p　o　r　t　i　o　n　i　n　t　o　t　a　l

fatty　acids　and　the　modes　of　alteration　in　response　to

ternperature　change　are　different　between　the　two　bacteria．

エnE・c・li，△11－C18：1　is　the　maゴ。r　unsaturated　fatty　acids，

and　its　percentage　increase　with　lowering　the　growth

ternperature，　whereas　proportion　of　A　9－C16：1　remains

constant　［10］．　On　the　other　handr　A　9－C16：1　is　predominant

in　2Et　guslg！ggnAEe　u　d　omonas　E－3，　a　n　d　i　t　s　c　o　n　t　e　n　t　c　h　a　n　g　e　s　w　i　t　h　a　l　t　e　r　a　t　i　o　n

of　ternperature　（Table　2）．　since　melting　point　of　A　g－

C16：1　（一〇．5　一　O．50C）　is　lower　than　that　of　A　l　l－Cl　s：1　（14．5

一　15．50C），　IREtgygg！！！gngEeudomonas　E－3　rnembrane　abundant　in　A　9－C16：1

would　be　able　to　keep　the　membrane　lipids　fluid　at　about

oOc．　And　from　this　mode　of　alteration，　the　step　of　A9－

C16：1　formation　is　considered　to　be　the　major　site　of

temperature　control　of　fatty　acid　composition　in　Pseudomonas

E－3．

　　　　Experimental　results　with　Lt　yitIa2s1tro　systems　revealed　that

fatty　acid　desaturase　in　this　bacterium　utilized　acyl－CoA

（Table　9），　but　did　not　desaturate　acyl－ACP　（Table　10）　and

phospholipids　（Fig．　5）．　The　desaturation　product，　C16：1－COA

Was　elongated　to　forrn　Cls：1－CoA　（Fig．　15）．　These

membranous　enzyme　systerns　are　similar　to　the　desaturase　and

elongase　systems　found　in　animal　cells　［28］　in　the　point
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that　they　utilize　acyl－CoA．　　　　Furthermore，　acetyl－CoA

utilization　rather　than　malonyl－CoA　for　the　elongation

　（Table　17｝　may　be　responsible　to　preferential　incorporation

of　C2　unit　to　C18：1　under　the　anaerobic　conditions　（Table　4，

5》．　　Besides　fatty　acid　desaturation　and　elongation，　active

side　reactions　such　as　t：ransacylation，　degradation，　and

hydroxylation　are　detected　in　the　membrane　fraction　（Fiqure

10，　14》．　　The　．主旦y主主三．9　desaturase　activity　may　be

underestimated　because　of　the　substrate　deficiency．　To

clarify　the　properties　of　the　membrane　bound　desaturation

and　elongation　systems，　identification　of　the　polar　fatty

acid　（Fig．　14，　Table　15）　and　purification　of　the　enzyme

protein　from　the　membrane　fraction　are　necessary．

　　　　エ旦　vivo　and　主皇　vitro　experiments　revealed　that　the

aerobic　pathway　is　operating　in　Pseudomonas　E－3．　On　the

other　hand，　fatty　acid　synthetase　also　produced　unsaturated

fatty　acids　（Table　12》．　This　is　first　report　of　the　co－

existence　of　the　aerobic　and　the　anaerobic　pathways　in　　an

organism。　　The　two　pathways　distribute　mutually　exclusive　in

all　organisms　so　far　examined．　　The　anaerobic　pathways　were

found　in　strict　and　faculative　anaerobic　bacte：ria，　and　some

ae「・bic　bacteria　while　the　aer・bic　pathways　were　disc。vered
ロ

■n　some　aerobic　bacteria’　blue－green　algae’　and　all

eukaryotes　［39，　62，　63】．　　Considering　these　phylogenetic

distributi。n，　the　c・一existence。f　the　tw・pathways　may　be

intermediary　in　the　ev。ユuti・n・f　the　bi。synthetic　pathway。f

unsaturated　fatty　acids．　Up　t・this　time，　genus　Pseud・m。nas

have　been　c・nsidered　t。　have。nly　the　anaer。bic　pathways
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　［25，　38t　39t　62，　63］t　though　it　is　strict　aerobic　bacteria．

This　conclusion　is　based　on　the　experiments　of　some　species

in　t　h　i　s　g　e　n　u　s．　S　i　n　c　e　2steli1s：1g！ug！lszse　iu　d　omonas　i　s　q　u　i　t　e　h　e　t　e　r　o　g　e　n　o　u　s

group　［64］，　and　the　aerobic　pathway　has　physiological

advantage　for　cell　growth　（see　below　discussion），　deviation

of　Pseudomonas　E－3　from　the　above　general　rule　is　not

unacceptable．　ln　general，　gram－positive　aerobes

（mycobacteria，　corynebacteria，　bacilli，　and　micrococci）

utilize　the　aerobic　pathwayr　but　gram－nega’ヒive　aerobes　are

unpredictable．

　　　　Other　interests　for　the　co－existence　of　the　two　pathways

are　their　relative　contribution　and　physiological　meaning．

So　far　examined，　the　anaerobic　pathway　seems　not　to　work　gt；

sLitygvo　at　least　as　rnajor　route　for　the　biosynthesis　of

unsaturated　fatty　acids．　Anaerobiosis　from　acetate

resulted　marked　reduction　of　C16：1　（Table　4）．　This　result

suggests　that　the　aerobic　pathway　is　concerned　in　the

production　of　the　most　C16：1．　Anaerobic　formation　of　Cl　s：1

（Table　4）　can　be　explained　by　chain　elongation　of　pre－

eXisting　C16：1．　3－Decynoyl一一NAC，　inhibitor　of　the　anaerobic

pathway，　did　not　affect　the　ratio　of　unsaturated　to

saturated　fatty　acids　synthesized　in　whole　cells，　whereas

completely　blocked　unsaturated　fatty　acid　synthesis　by　fatty

acid　synthetase　（Table　13）．　Sensitivity　of　totai　fatty

acids　synthesis　to　3一一decynoyl－NAC　was　sirnilar　in　three

different　systems　of　IREtguslglggRgEeudomonas　E－3，　fatty　acid　synthetase，

reconstituted　system，　and　whole　cells　（Table　13，　15）．

These　results　indicate　that　3－decynoyl－NAC　effectivelY
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inhibits　the　anaerobic　pathway　in　Lt　yitys1vo　as　well　as　Lt

ILIt　Lss）tro　system．　Thus，　the　aerobic　pathway　can　produce　enough

unsaturated　fatty　acid　to　sustain　the　growth　under　the

condition　that　the　anaerobic　pathway　is　inhibited．

　　　　The　growth　inhibition　by　1　x　10e4　M　of　3－decynoyl－NAC

seems　to　be　due　to　insufficiency　of　total　fatty　acids　rather

than　inhibition　of　unsaturated　fatty　acid　synthesis，　because

the　ratio　of　unsaturated　to　saturated　fatty　acids　newly

synthesized　was　not　altered　（Table　13），　and　the　totai

fatty　acid　synthesis　is　reduced　to　12　g　of　the　control　by

the　addition　of　the　inhibitor　at　this　concentration　（Table

13）．　Moreover，　addition　of　C16：0　relieved　the　growth

inhibition　　（Fig．　13》．　　This　resul’ヒ　indicates　that　a　part　of

the　supplemented　C16：0　was　desaturated　to　C16：1　by　the

aerobic　pathway　and　used　for　membrane　lipids　synthesis．

However，　the　addition　of　C16：0　only　partly　recovered　the

cell　growth，　though　the　supplementation　of　Cl　s：1　alrnost

fully　restored　the　cell　growth　（Fig．　13）．　Proportion　of

unsaturated　fatty　acids　in　phospholipids　（Table　16）　cannot

expユain　this　difference．　　The　relationship　between　the　kind

of　carbon　sourcet　fatty　acid　composition　of　phospholipids，

and　celi　growth　rate　is　complicated．　For　example，　when

C16：0　was　carbon　source，　the　growth　rate　is　low　than　that　of

controi　（succinate－culture）　（Fig．　8）　in　spite　of　its　high

content　of　unsaturated　fatty　acids　（73　g，　Table　6）．　Rather，

it　seems　that　cellular　energy　economy　to　obtain　unsaturated

fatty　acids　determine　the　growth　rate．　Conversely，　when　a

unsaturated　fatty　acid　（1．8　mM）　was　sole　carbon　source，　cell
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growth　rate　was　similar　to　that　obtained　with　100　mM

　succinate　as　the　carbon　source　（Fig．　8）．　Thus，　the

forrnation　of　membrane　lipids　utilizing　exogenous　unsaturated

fatty　acid　is　fairly　advantageous　for　the　growth　at　150c．

　　　　！IEts！ags1111！gRgEe　u　d　orn　onas　E－3　c　e　l　l　s　s　y　n　t　h　e　s　i　z　e　s　C　16　a　n　d　C　l　s　f　a　t　t　y

acids　from　acetate　（Table　4）．　Products　of　fatty　acid

synthetase　was　not　agree　with　this　cellular　composition．

They　contained　shorter　chain　（Cl　o　一　C14）　fatty　acids　（Table

12）．　However，　their　chain　length　distribution　and　proportion

of　unsaturated　to　saturated　fatty　acids　were　greatly　changed

by　the　incubation　conditions　（Table　12）．　Thus，　products

of　fatty　acid　synthetase　may　be　controlled　to　suit　the

cellular　requirement　UtL　y2tys！vo．　Another　possible　control

site　of　fatty　acid　composition　is　transacylation　of　fatty

acid　to　phospholipids．　For　instance，　exogenous　Cl　l：o　or

C12：0　itself　did　not　appeared　in　cellular　phospholipids

（Tabie　4，　6），　whereas　supplemented　Cl　s：o，　C16：0，　Or　Cl　sS

were　directly　acylated　to　phospholipids　（Table　4，　6）．

These　chain　length　selectivity　agree　with　the　chain　length

of　cellular　components，　i．e．　C16　and　Cl　s　e　HOWeVer，　Cl　4：0

was　scarcely　found　in　phospholipids　of　succinate－grown　cells

（Table　2），　whereas　it　was　rapidly　incorporated　into

phospholipids　when　it　was　exogenously　supplemented　（Tabie

4）．　This　discrepancy　remains　unsolved　at　present　stage．

　　　　This　bacterium　utilizes　exogenous　long　chain　（C16　and

Cl　s）　fatty　acid　for　phospholipids　synthesis．　For　the　de

119t5LgVo　synthesis　of　rnembrane　lipids，　much　energy　and　materials

are　necessary　（16acetyl－CoA　＋　28NADPH　＋　28H＋　＋　14ATP　＋
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qlycer・1－3－ph。sphate→　dipalmit・yl－ph。sphatidic　acid＋

28NADP＋　＋　14ADP　＋　14Pi）．　　　Since　　economy　of　energy　and

nutrients　is　important　for　bacterial　growth，　the　utilization

of　exogenous　fatty　acid　　for　the　phospholipids　synthesis　is

reasonable．　　According　to　fatty　acid　supPlementation，　垂≦≧

novo　fatty　acid　synthesis　was　altered　so　as　to　save　the

synthesis　of　the　supPlemented　one　（Table　8）・　　　And　the

activity　of　C1630　desaturation　rose　when　hexadecane　or　C16：0

was　carbon　source’　whereas　the　activity　decreased　when　C18：0

0r　unsaturated　fatty　acid　was　carbon　source　（Table　7》．　　　As

a　result’　proportion　of　C16：0　and　C16：1　were　increased　in

phospholipids　of　C16：0－grown　cells　than　succinate　grown

cells　（Table　6）・　　　On　the　other　hand’　proportion　of　C16：1　is

lower　in　Cl　8：1－　or　C1832－grown　cells　than　succinate・一grown

cells　（Table　6》．　　　In　these　cells，　the　exogenous　unsaturated

fatty　acid　substituted　to　C16：1・

　　　Exogenous　fatty　acid　was　incorporated　into　phospholipids

with　and　without　modification．　　　Saturated　fatty　acid　was

desaturated　　by　　the　　aerobic　pathway．　　　This　　conversion

correspond　with　the　　necessity　of　unsaturated　fatty　acid　for

the　growth　at　low　temperature．　　In　the　organism　in　which

only　the　anaerobic　pathway　operates，　desaturation　of

exogenous　saturated　fatty　acid　is　impossible．　　For　example，
　

ユn　E・coli’　exogenous　fatty　acid　is　oxidativeユy　degraded　to

C2【65］・t・sh。rter　chain　fatty　acid［66】，・r　directly
ロ

ユ・nco「porated　into　complex　lipids　［67】，　but　is　not

desaturated　nor　elongated　［64］．　　For　the　desatu：ration　of

exogenous　fatty　acid，　it　is　a：1so　　prerequisite　that　the
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substrate　of　desaturation　is　acyl－CoA．　Transport　of

exogenous　fatty　acid　is　coupled　with　activation　to　acyl－CoA

　E6s］．　For　example，　exogenous　C16：0　or　Cl　s：o　are　converted　to

monounsaturated　fatty　acids　in　animal　and　yeast　cells．

Fatty　acid　desaturase　in　these　organism　utilize　acyl－CoA

　［29，　68］．　On　the　other　handt　ceils　of　higher　plants　cannot

produce　unsaturated　fatty　acid　from　eXOgenOus　C16：0　or　Cl　s：o

［6g，　70］．　rn　plant　cells，　exogenous　Cl　6：0　or　Cl　s：o　iS

acylated　to　acyl－CoA，　but　is　not　convert　to　acyl－ACP　［71，

72］．　Thus，　acyl－ACP　desaturase　in　plant　cells　cannot

desaturate　exogenous　C16：0　0r　C18：0・　工n　plant　cells’

endogenous　C16：0　or　Cl　s：o－ACP　produced　from　acetate　is　able

to　be　desaturated．

　　　The　different　response　of　the　C16：0－desaturase　activity

in　the　cells　grown　at　250C　（250C－cells）　and　the　cells　grown

at　50C　（50C－cells）　（Fig．　9）　can　be　explained　in　relation　to

pre－existing　fatty　acid　composition．　Since　the　50C－cells

already　contains　higher　proportion　of　unsaturated　fatty

acids　than　that　of　250C－cells　（Table　2），　the　desaturation

activity　is　not　requisite．　On　the　other　hand，　for　the　250C－

cells，　which　contains　lesser　proportion　of　unsaturated

fatty　acid，　formation　of　unsaturated　fatty　acids　is

necessary　to　increase　the　unsaturated　fatty　acids　in

membrane　lipids．　However，　since　the　substrate　of

desaturation　is　C16：0－CoA，　the　enzyme　cannot　desaturate

phosphoiipid－bound　fatty　acid．　The　acyl－CoA　desaturase　can

modify　only　the　newly　synthesized　or　exogenously　supplied

fatty　acids．　However，　if　retailoring　system　operates，
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modification　of　pre－existing　fatty　acids　by　acyl－CoA

desaturase　is　possibler　i．e．　acyl　chain　is　released　from

phospholipid，　desaturatedr　and　reacylated　to　lysolipid

（monoacyl－phospholipid）　［73］．　Activity　of　the　retailoring

system　is　relatively　high　in　eukaryotes　［73］，　but　is

scarcely　detected　in　1！，．一gs2－1．2，coli　［73］．　Now，　no　information　is

available　whether　the　retailoring　system　is　operating　or　not

in　Pseudomonas　E－3．

　　　　Tn　the　cells　grown　on　succinate，　Cl　s：o　was　scarcely

detected　in　phospholipids　（Table　2）．　On　the　other　hand，

when　［1－14C］Cl　s：o　was　added　to　the　medium，　it　was　directly

incorporated　into　cellular　lipids　（Table　4）．　And　in　the

cells　grown　on　Cl　s：ot　Cl　s：o　forms　13　per　cent　of　total　fatty

acids　in　phospholipids　（Table　6）．　These　results　indicate

that　Cl　s：o　is　acylated　to　phospholipids　if　it　is　supplied　in

plenty．　Therefore　determinative　step　for　the　the　presence

or　absence　of　Cls：o　in　phospholipids　is　before

transacylation．
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Table　1．　Effect　of grOWth　te皿peratUre　On
1ipids　co皿position ofノと∫rθ〃乙わ」〃。〃2∫　　E－3

Growth　te皿perature
50C 150C　　　　　　　　300C

（皿9 1ipids　／　g　cell　dry　weight）

Total　lipids　　　　109．4士4．2 78．4士12．8　　81．7」＝5．6

Phospholipids　　　102．8士3．9 68．6士　　2．7　　76．2士6．9

Neutral　lipids　　　　6．6士3．9 9．8士　　2．7　　　5．5：士6．9

Phospholipids　　　　　（＊　of total　phospholipids）
PEa　　　　　　　　　　74．7士3．4 72．5士2．3　　　79．0士2．4
PGb　　　　　　　　　18．4士4．4 19．3士2．5　　　15．2士1．7
CLC　　　　　　　　　　6．9士1．8 8．2士0．4　　　　5．8士0．9

Values　are　a▼erage　of　4 experi田ents士S．　D．

aphosphatidylethanola皿ine．　b　phosphatidy191ycero1．

CCardiolipin．
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Table　2．　Fatty　acid　compos　ition　of　total
／7se〃伽。刀：ピz∫E－3

1ipids　of

Growth　temperature

Fatty　ac　id 50C 15et 30　Oc

12：0
12：1

14：0
14：　1

16：0
16：1

17：0

17：1

18：0
18：1
Ne　D．b

　　　　ta

　　　　t

O．5士0．3
　　　　　t

16．1　±　1．1

59．4士0．4
　　　　　0

　　　　0

　　　　0

23．7士1．2
0．4士0．2

　　皿01＊

　　　　o

　　　　o

1．5士1．2
　　　　0

20．3　±　O．6

55．3士1．9
0．4士1．0

0．5士0．4
0．6土0．2

20．8士1．8
0．7士0．0

　　　　t

　　　　t

1．7士0．5
　　　　t

36．4士1．7
45．2士1．1
1．8士0．2
1．6士0．2
2．8士1．2
8．4士0．7
2．1士0．4

Fatty　acids　are　denoted　by　the　chain　length　：　nu皿ber

of　double　bond．　Yalues　are　averages　of　three
different　experiments±S．D．　a　t．　trace　amount　（below
O．4　％）．　blot　determined．
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　Table　3．　　正

　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　1Pln

Fatty
acid
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16：0
16：1
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Table　3． Fatty　acid　composition　of　each　phospholipid　class

Phosphatidylglycero1 Phosphatidylethanc

Fatty
acid 5　OC 15　Oc 30　Oc

　　　　Growth　temperat

50C　15　OC

12：0
14：0
14：1
16：0
16：1
17：0
17：1
18；0
18：1

　　　　o

　　　　o

　　　　o

20．8士2．5

57．0ま3．5
　　　　0

　　　　0

　　　　0

21．8土3．8

5
2
　1
5
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2
0
　1
9
　
　
　
1
4

　
　
　
2
5
　
　
　
　
1

2．1士1．1
1．7土0．8
1．1士0．8

28．6士2．0
52．4士5．O
　　　　ta

　　　　t

2．3士2．0
11．8士2．8

　　　　0

　　　　0

　　　　0

19．2土1．8
57．6t　2．3
　　　　0

　　　　0

　　　　0

23．2士2．9

　　　mol　Sl；

0．7士0．5

1．9土0．3

　　　0

24．8士0．6

53．3土3．2
　　　0

L　O
1．4士1．3

17．9士2．6

　1

　2

　4

3E
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Fatty　acids　are　denoted　by　the　chain　length　：　number　of　double　t

are　averages　of　three　different　experiments±S．　D．
at．　trace　amount　（below　O．4　＊）．
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Table　4・　Distribution　of　radioactivity　among　fatty　acids　in　total　lipid

Labeled　Precursor Atmospheric

　condition

Amount　added

　to　culture

　（ntuoI／m1）

Cerulenin

（pg／m1）

Percent　of

　radioactiv

　in　1ipids

［1一’‘C］Acetate

　　　　　　　sodium　salt

［3H］Acetate

　　　　sodium　salt

［1一’“C］Lauric　acid

［1－14C］Myristic　acid

［1一’‘C］Palmitic　acid

［1一’”C］Stearic　acid
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●
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Number　of　carbons：　number　of　double　bond．

Not　determined．
For　the　determination　of　radioactive　fatty　acids　compositien　which　ve
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Table　5・ Carboxyl　carbon　labei　ing　of　fatty　acids

derived　from　［1一’‘C］fatty　acids．

Radiolabeled

　precursor

Atmospheric

condition　of

incorporation

　　　　14C

　　（X　of

16：0a

in　carboxyl　carbon

total　radioactivity）

　　　　　16：1　18：1

［1－i‘C］Palmitic

　　　　　　　　　acid

［1－i‘C］Acetate

　　sodium　salt

Aerobic

Aerobic

Anaerobic

101．5　±　3．lb　99．7　±　6．3

C
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り
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D

42．5　±　3．0

16．9　±　2．3

48．3　±　8．1

O
h
一
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NuNber　of　carbons　：　number　of　double　bond．

Average　of　three　or　two　experiments　±　standard

Not　detected・
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Table　7．　Effect　of　carbon　cource　on　the
fatty　acid　desaturation　activity

Carbon
source

Desaturation　substrate
［1－14c］16：0a　［1－14C］18：0

Succinate
　　16：0

　　16：1

　　18：0
　　18．　1

　　18：2

Hexadecane

＊　of　desaturation
20．　8

27．　5

6．　5

4．　0

1．　2

8．　4

27．　8

33．　0

　　－b

　　－

48．　0

　　．

　　一

　　一

a　Number　of　carbons：

b　Not　determined．
number　of　double　bond．
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Table　8．　Effect　of　carbon　cource　on　the
composition　of　de　novo　synthesized　fatty
ac　id　s

Carbon
source

Distribution　of　radioac七ivi七y
　　　among　fatty　acids
produced　from　［1－i4c］acetate

　　　　（X　of　radioactivity）

16：0a 16：1 18：1

Succinate
　　16：0

　　18：1
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aNumber　of　carbons：　number　of　double　bond．
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Table　9．　ln　vitro　desaturase　activity

System Unsaturated　fatty　acid　production

　　　　（ntso1／reg　protein／minute）

［1－i‘C］Pa　ltu　i　ty1－CoA　as　the　substrate

　Co“eplete　systetR　e

　　一　NADPH

　　－　NADPH，　＋　NADH

　　Boiled　l詠e掘brane

　Soluble　fraction

　　Nitrogen　atraosphere

［1・14C］Pal面tic　acid　as　the　substrate

　　Met”brane　fraction　supplemented　with

soluble　fraction　and　cofactors　b

　　一　Soluble　fraction

O．84

0．07

0．62

　　　0

　　0

　　　0

－
」
0

5
●

0

ー

ギ

s

・Reacti。n覇ix加re　c・nsisted・f　100”旺1一’　4C］繭it。y卜C・A・100ア門

　NADPH，　O．5－1．0　mg　of　membrane　prote　i　n，　and　O．1　M　sod　i　um　phosphote

Mfer（pH　7・0）in　t。ねl　v・1u嘱e　500戸・Reacti。醐xtu「e　uas　s　ncu’

　bated　at　250C　for　4　m　i　n・

・Reacti。n棚ix加re　c。nsis圃。f　NADPH　I州・ATP　10ア門・C・A　1アM・DTT

s　yM，　soluble　fraction　280　yg　protein，．nyeqbrape．fraCiion　50AUg

pr。tein，［1－1・C］pal面tic　acid　10　n嗣・1（8・3　x　104　cp田）・and　O・1　N

　　sod　ium　phosphate　buffer　（pH　7・O）　i　n　tota1　volume　1．0　ml．
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Table　10．　Distribution　of　radioactivity　in　each　lipid　class

from　［1－i‘C］palmiteyl－ACP　incubated　with　membrane　fraction

Lipid　class Radioactivity　（cpm）

Phospholipids

Triacylglycerol

Fatty　acids

Acy　1－ACP

14，820

1，819

7，037

14，911

ζ
リ
ハ
U
2
4

Ω
U
7
－
0
0
「
0Reaction　mixture　consisted　of　50　nmo1　［1－i‘C］palmitoy1－ACP

（47，000　cpm），　100　，pM　NADPH，　350　pg　membrane　protein，　O．1　M

sod　ium　phosphate　buffer　（pH　7・O），　in　total　volume　500　，pl．

tncubation　wascarried　out　at　150C　for　5　Min．　e　Saturated

fatty　acid，　bUnsaturated　fatty　ac　id．
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Tab　l　e　11．　Cofactor　requ　i　rement　of

purified　fatty　acid　synthetase

partially

Reaction　systera lncorporation　of　ma　lony1－CoA

　　　　（rbt”01／min／mg　prote　i　n）

Complete　systet”　e

一　acety　l－CoA

一　NADPH

e　NADH

一　ACP

ACP　of　Pseudomonas　E－3

52．4

10．4

0．4

39．1

6．2

25．0

●　50メ」M　acety　l－CoA・　20ノ」M　［2－14C］鵬alony　l－CoA　（55●8　C　iノ田01），

　　900ノ」凹　NADPH・　900ノμM　NAD“・　40／M9　旦・coli　ACP，　140ノ」g　enzyme

　　protein，　50　mM　sodiuM　pbosphate　buffer　（pH　7．0）　containing

　　4　ldi　2一嗣ercaptoethanol・　total　vo警ume　500ノ」1・
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Table　12．　Effects　of　vary　i　ng

fatty　acid　synthetase

incubation　conditions　on　the　products　e

Charcol

treatment

Ace－CoA
（　，pM　）

ha1－CoA　NADPH

（，pM）　（，pM）

NADH

（　JiH　）

Distribution　of

　　　　　　　　　　　（x）

10：0●　12二〇 14：0 16：C

a
ト
U
　
　
O

C
」
O
e
ρ
了σ
O
h

，

e

↓
・
十
十

　　　50

　　　50

　　　50

　　　50

　　　50

　　　50

　　　25

1，000

RSb

RS

900

900

900

seo

RS

RS

RS

goo

900

900

　　0

RS

　
　
1
　
　
　1

　
1

　
4
2
1
1
《
∠

e　Number　of　carbons　：　number　of　double　bond．　”

　　glucose－6－phosphate　dehydrogenase　for　NADPH．

　　were　carried　out　using　E．coli　ACP・　“’

Regeneration　system，　al（

o　ACP　of　Pseudomonas　E’：’
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Table　13．　Etfect　of　3－decynoyl－NAC　on　the　fatty　acid　synthesis
　　　　by　」L？seudo－onas　E－3　vhole　cells　and　fatty　ac　id　synthetase

Reaction
syste馳

Concentraat　ion　ot
　3－decynoyll－NAC
　　　　　（／z　M）

Radioactivity　in
total　fatty　ac　ids
　　　　　（DPM）

　Distribution　of
radioactivity　（X）
　　　SFA　a　UFAb

Whole　cells

Fatty　ac　id

　　synthetase

噌
⊥
¶
⊥

1

o

x10－5
x　lo－4

0

x10口5

285，146（100）C
153，411（　54）

　33，620（　12）

　70，837（100）
　42，795（　60）

28
30
33
27
100

2
0
8
2
」
｛
U

7
．
7
5
■
0
7

a　saturated　tatty　acid．　b　Unsaturated　tatty

in　parentheses　’are　relatives　te　the　value
absence　of　3““decynoyl－NAC．

acid．　C　Yalues
obtained　in　the
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Table　14．　Etfect　of

and　incorperation
cells

3－decynoyl”NAC　on　the　desaturation
of　［1－14C］paliitic　acid　by　whole

CaAce．atration　ot
　3－decynoy1’NAC
　　　　　（，“　，M）

Radioactivity　in
total　tatty　ac　ids
　　　　　　（DPM）

　Distribution　of
radioactivity　（X）

　　　sFAa　uFAb

　
に
」
4

　
一
　
〇

　
（
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O

　
1
1

0
X
X

　
l
1

6．　724

6．　950

6．　712

2
J
ζ
」
4

8
8
8

7
r
D
1
O

1
1
1
⊥asaturated　fatty　acid．　b　Unsaturated　fatty　acid．
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Table　15．　Effect　of　3－decynoyl－NAC
synthesis　in　reconstituted　system

on　the　fatty　acid

Concentration　ot
　3－decynoyl’NAC
　　　　　（／L　M）

Radioactivity　in
total　fatty　acids
　　　　　　（DPM）

　Distribution　of
radioactivity　（％）
　SFAa　UFAb　PFAC

O
X
X

　
－
↓
－
↓

10　一5

10鱒4

109，252（100）d
　68，062（　62）

　18．168（　17）

39e　3　36・4　24・3
36．1　39．8　24．0
36．2　35．8　28．0

盤等躍｛；轄懸章慰翼語語難iiぎ雛盤撫
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Table　16．　Effect　of　3－decynoyl’NAC　on　the
fatty　acid　composition　of　phospholipids　in
ce　l　ls　grown　on　succinate　and　fatty　ac　id

Fatty
acid

Contro　1：

Succ　inate
　皿ediu皿

3－Decynoy1－NAC

Fat七y　acid　supPle皿ented

16：0a　18：1　16：0　18：1

　
　
　
　
　
　
C

（
U
O
ー
ム
噌
⊥
（
U
噌
⊥
　
．

●
：
一
・
：
●
：
・
D

4
／
b
／
b
7
8
8
　
．

trb
21
51
tr
　1

25
　2

Mol
tr
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58
tr
tr
14
　1

％

｛
⊥
ノ
0
■
O
r
く
⊥
『
》
喧
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ー
ム
2
」
十
U
　
」
4

1
2
ー
ム
2
0
4
0

　
3
4
轟
　
　
2

噌
⊥
1
0
7
B
4
⊥
0
＝
J
（
U

　
2
9
臼
　
　
4

1

Growth　nedium　consisted　of　100　mM　succinate，
O．5　％　Triton　X“100．　0．04　％　fatty　acid．　and

indicated　concentration　of　3－decynoyl－NAC．
a　Number　of　carbons：　number　of　double　bond．
bTrace　amount　（below　O．5　＊）．　C　Not　deter一

皿ined．

’
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Table　17．　Activity　of　fatty　acid　synthesis　and
chain　elongation　in　crude　cell　extract

C2　donor C16：rCoA
　C2　donor　incorporated
　　　into　fatty　acids
（n皿01！mg　protein／15　皿in）

Acetyl－CA

1　alonyl－CoA

脚
＋
一
＋

o．　ls（loo）a

O．　26　（1　70）

1．01（100）

O．70（　69）

Reaction　mixture　consisted　of　crude　cell　extract
（1皿9　Protein），NADPH　100　n皿01，　C16：1－CoA　100　nmo1，

［2－14C］malonyl－CoA　or　［1－14C］acetyl－CoA　50　nmol，

and　O．IM　sodium　phosphate　buffer　（pH　7．0）　in
total　volllme　1．Oml．　a　Nllmbers　in　parentheses　are
relative　values　to　the　value　obtained　without
C16：1－CoA　for　each　C2　donor．
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Figure　1．　Reaction　steps　of　fatty　ac　id　synthesis

CH3－1－SC。A＋HC。ヨ＋ATP－1隅一SC・A＋ADP＋Pi　2XSIXI；？：全e（A）

acetyl－CoA　ialonyl一一CoA
cH3－2’一scoA＋Acp－sH一‘ts一一bcH3－Oc”一sAcp＋coA”sH　217g．II：llj：1．．．　（B）

cH3－2’　一sAcp＋　enzyie－sH　一一〉　cH3－Oc”一s　enzy－e　＋Acp－sH　（c）

　　　　　　　　　　　　　B－ketoacyl－ACP　synthetase

Cc，：02H．ca－Oo－sc．A．Acp－sH　“一一〉　2’RO2H．c／z－Oo－sAcp＋coA一・一sH　（D）

　　　　　　　　　　　　　　ACP　nalonyltransacylase

CH3－1－S、enzy．e＋1隅一SACPやCH3逐H22SACP＋enzy・e－SH（E）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CO2

　　　　　　　　　　　　　　　B－ketoacyl－ACP　synthetase　（condensing　enzyie）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH　O　　　　o　　o
cH3　c’i6H2c”：sAcp　＋　NADpH　＋H＋　一一一一〉　cH36AcH2　ci’・一sAcp＋　NADp’　（F）

　　　　　　　　　　　　　　　B　一ketoacyl－ACP　reductase

cH32HHcH2c／LOsAcp　一一一一一〉　cH3cH＝cHciLOsAcp　一i　H20　（G）

　　　　　　B　一bydroxyrACP　dehydrase．

CH3CH＝CHCiLOrACP＋NADPH＋H＋一CH2CH2CH2C’OZ－SACP＋NADP’　（H）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　enoyl－ACP　reductase

．

’
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Figure　2．　Anaerobic　production　of　unsaturated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acety1－CoA

　　　　　　　　　　　　　　3腫a1－y1－C・A一寸。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH　3（CH2）5CH－C－SACP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　octanoy1。ACP

一alonyl－CoA

0
1
一

0
1
1

fatty　ac　ids

　　CH3（CH2）5CH2CCH2C－SACP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コの

　　CH3（CH2）5CH　CHCH2→C。SACP

　　β一hydroxydecanoy1－ACP　dehydrase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

　　　　　　　　　　　　　　　　　HH　9，

　　　　　　　　CH　3（CH2）sC＝CCH2－C一一SACP

　　　　　　　　　cis－3－decenoy1－ACP

…1…
　　　　　　　　　　　　HH一　．9，

　　　　CH　3（CH2）sC＝C”（CH2）7－C－SACP

　　　　　　　　　Pa1－itoleoy1’一ACP

・a1・ny卜C・A
　　　　　　　　　　　　　H’　H．　．　9，

　　　　CH3（CH2）sCi＝C（CH2）g一一C－SACP

　　　　　　　　cis－Vaccenoy1’一ACP

　　　　　　＼　　H鼎

　　　　　CH3（CH2）sCH2C＝ili一一C－SACP

　　　　trans－2－decenoy1－ACP

　　　　　　撒⇒9
　　　　　　　　　　　CH　3（CH2）s　〈　一SACP

　　　　　　　　　　　decanoyl－ACP

3匿a10ny1－CoA

　　　　　　　　　　　CH3（CH2）14－C－SACP

　　　　　　　　　　　Paliitoy1－ACP
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Relative　int．（el．）
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73 187　　　　　　　　　　　　　　259

50m／z 100 15　0 200 250

　　TMSO

m／z18　7←

OTMS
．．一r　Mlz　259

cooMe

Re竃Qtive　int．（●ム》

）b
10　0

o

73 187

287
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Figure　4．　Mass　spectra　of　hexadecenoate　（a）
and　octadecenoate　（b）　of　Pseudomonas　E－3．
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Figure　7．　Radioactivity　tracings　of　siiver　nitrate　TLC

of　fatty　acid　raethyl　esters．　Fatty　acid　methyl　esters

were　separated　on　20　g　silver　nitrate　irnpregnated　silica

plate　with　toiuene　as　the　developing　soivent　by　triple

developernents　at　一250C．　Radiolabeled　areas　were　located

by　a　radiochrornatogram　scanner．　A，　［1－14c］stearic　acid

was　added　to　cell　culture　and　incubated　at　150C　for　1　h．

B，　sarae　as　A　except　that　incubation　was　carried　out　in

the　presence　of　cerulenin　（100　Mg／rn1）．　C，　products　of　Lt

vitro　［1－14c］stearyl－coA　desaturase．　Reaction　was

carried　out　at　250C　for　15　rnin．
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20，u　l　［2”i4C］malonyl－CoA．　regeneration　system　of

NADPH　and　NADH　in　total　volu皿e　500μ1．Incubation
was　carried　out　at　150C．
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Enzyme　was　prepared　from　150C－grown　cells，　and　was　七rea七ed

wi七h　charcoa1．　Reac七ion　mix七ure　consisted　of　140μgenzyme
protein，40μgACP，50μMace七y1－CoA，20μM［2－14C］malony1－
CoA，900μMNADPH，900μMNADH，　to七al　volume　500μ1．　Incu－
ba七ion　　was　　carried　　ou七　for　l　h．　　Open　　and　　shaded　bars

indica七e　saturated　and　unsa七urated　fa七七y　acids，　respec七ively・
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F土gure　14．　Radi。tracings。f　silver　nitrate　thin　layer

chromatograms　of　fatty　acid　met：hyl　est；ers　produced　in　crude

celi　extract．　　　Samples　we：re　developed　three　times　on　20　亀

silve：【・natrate　impregnated　si：Lica　ge：L　plaしe　with　toluene　at：

・25。C・Ar　Pr・ducts　fr。m〔14C】acetate；B’pr。ducts　fr。m［1・

14C】acetyl。C。A；C，　pr。ducts　fr。m［1　一1　4C］acetyl－C・A　and

C16：1－C。A・
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Figure　I　S．　Radiotracings　of　silver　nitrate　thin　iayer

chrotuatograra　of　fatty　acid　methyl　esters　produced　in

rnernbrane　fraction．　Reaction　mixture　containing　SO　nmol　［1－

14c］acetyi－coA　’ is　x　104　dpm），　50　nmol　C16：1－CoAt　50　nrnol

NADPH，　O．5　mg　mernbrane　protein，　and　O．1　b4　sodiun　phosphate

buffer　in　total　volurne　SOO　yl　was　incubated　at　150C　for　30

rnin．　Sarnples　were　developed　on　20　“　silver　nitrate

impregnated　silica　gel　plate　with　toluene　at　一250C．
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