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北大水産葉報
55(1)， 17-21， 2∞4 

海洋細菌に存在する非天然型リン脂質

蒲野淑子1)・藤島裕典1)・津辺智雄2)・板橋 豊1)

(2∞4年 l月20日受付， 2∞4年5月27日受理)

Occurrence of Unnatural Phospholipid in Marine Bacteria 

Toshiko GAMAN01)， Hironori FUJlSHIMA1)， Tomoo SAWABe) 

and Yutaka ITABASHI1) 

Abstract 

Using chiral phase high-performance 1iquid chromatography (HPLC)， we have determined the stereochemica1 

configuration of phosphatidy1g1ycero1s (PG) from some marine bacteria， Pseudoalteromonas sp. (5 strains)， Vibrio 

sp. (8 strains)， Deた'yaaquamar，的a，Alteromonas macleodii and Stappia aggregata. For this purpose， PGs iso1ated 

from tota1 lipids by thin-1ayer chromatography were converted into bis(3，5-dinitropheny1urethane) derivative杭

which were separated on two co1umns having chira1 phases of opposite configuration， (R)-and (S)一1-(1-

naphthyl)ethy1amine po1ymeric phases. The results c1early showed that the PG合omall the strains of Pseudoaltero・

monas sp. and Alteromonas macleodii consisted of a sing1e R， S isomer (1， 2-diacy1-sn-glycero-3-phospho-3' -sn-

glycero1)， whi1e PG from three strains of Vibrio sp. and Deleya aquamarina contained an unnatural R， R isomer 

(1，2-diacy1-sn-g1ycero-3-phospho-3'-sn-g1ycero1)， glVlng 1.5%~7.1% in tota1 PG. Stappia aggregata a1so 

contained a small amount of the R， R isomer (0.3%). The present study demonstrates that chira1 phase HPLC 

provides direct and unambiguous information about the configuration of bacteria1 PG. 

Key words: Marine bacteria， Pseudoalteromonas sp.，円briosp.， Deleya aquamarina， Alteromonas macleodii， 

Stappia aggregata， Phosphatidy1g1ycero1， Stereoisomer， Chira1 phase HPLC， 3， 5-Dinitropheny1urethane 

はじめに

ホスファチジルグリセロール (PG)は細菌の細胞膜を

構成するリン脂質の主要成分であり，細菌中に広く分布す

る (Shibuya， 1992)0 PGは膜成分の一つであるリポプロ

ティンや膜の浸透圧調節に必要な MDO(membrane-der-

ived oligosa∞harides)の生合成に関与しており，その欠損
は菌の増殖速度や致死性に大きな影響を及ぽすとされてい

る (Kikuchiet al.， 2α)(); Matsumoto， 2∞1)。

PGは分子中にキラル中心を 2つ有するので，4種の立体

異性体が考えられる。従来，細菌由来PGの立体構造は，リ

ン脂質分解酵素(ホスホリノfーゼ Az，C及びD)を用いる

酵素法によって， 1，2ージアシル-snーグリセロ 3ホスホー

l'グリセロール {(R，S)配置， Fig.1A}であるとされてき

たが (OPden Kamp et al.， 1968; Ruettinger and Brewer， 

1978; Hosletler， 1982)， Itabashi and Kuksis (1997)は，キ

ラル高速液体クロマトグラフィー (HPLC)を用いて大腸

菌 PGを分析した結果，従来その存在が知られていない 1，

1)北海道大学大学院水産科学研究科生物資源化学講座

2ジアシノレ-snーグリセロ 3ーホスホ-3'-snーグリセロール

(R，R配置， Fig. 1B)が全PG中約 11%存在することを見

出した。最近，著者らは海洋細菌30株の PGをキラル

HPLC法で分析し，そのうちの 16株に R，R体の存在する

ことを明らかにした。特に Pseudoalteromonas sp.には全

PG中6.2%のR，R体が存在した(藤島ら， 2∞4)。本研究で
は，細菌における R，R体の分布をより明確にするために，

海洋細菌 16株 (Pseudoalteromonas 5株 vi必巾 8株，

De/eya aquamaゆ1a， Alteromonas mac/eodii及び Stappia

aggregata)を前報(藤島ら， 2∞4)と同様の方法で分析し
た。その結果，新たに Vib，巾 (3株)と D.aquamarinaから

比較的高い割合(全PG中2ト 7.1%)のR，R体が検出さ

れたので報告する。

実験方法

部ヰ

Table 1に，供試した 16株の細菌を示す。 PS，仰 doalter-

(Laboratory of Bioresources Chemistry， Graduate School of Fisheries Sciences， Hokkaido University) 
2)北海道大学大学院水産科学研究科応用生物科学講座

(Laboratory of Biochemistry and Biotechnology， Graduate School of Fisher;的 Sciences，Hokkaido University) 
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Fig. 1. Structures of diastereomeric phosphatidylglycerols. 
A， 1，2-diacyl-sn-glycero-3-phospho-I'-sn-glycero1 
(R， S configuration); B， 1， 2-diacyl-sn-glycero-3-
phospho-3'-sn-glycerol (R， R configuration). 

産

omonasとVibrioは北海道七重浜の沿岸海水，海草及びア

ワビから分離し，定法に基づき，表現形質と 16SrRNA遺

伝子の部分塩基配列を調べ，属レベルの同定を行った菌株

である。 Deleyaaquamarina， Alteromonas macleoa百及び

Stappi，α aggregata はIMAから分譲されたものである。

PseudoalteromonasとVibrioの培養には， ZoBell 2216Eブ

ロス(ポリペプトン 5.0g，酵母エキス1.0g， 75%人工海水

1 L， pH 7.8)を用い，D. aquamαrina， A. macleodu及びS

aggregataの培養には B-2培地 (Marinebroth 37.4 g，蒸留

水 1L， pH 7励を使用した。両培地は使用前にあらかじめ

滅菌処理した。これらの細菌を 2ぴC暗所にて 24時間振翠

培養(1∞rpm)した後，遠心分離 (10，側Xg，20分)に

よって菌体を培養液から回収した。

PGの単離

生理食塩水を用いて数回洗浄した菌体から Bligh-Dyer

法 (Blighand Dyer， 1959)を用いて脂質を抽出した。得ら

れた総脂質から薄層クロマトグラフィー (TLC)により

PGを単離した。 TLC板 (Merck製シリカゲルωF254，20X

葉 報 55(1)， 2∞4. 

20cm，厚さ 0.25mm)に，少量のクロロホルムに溶解した

総脂質(約 IOmg)をスポットした後，クロロホルム/メタ

ノール/水 (65:25 : 4， by vol)を用いて展開した。風乾後，

2'，7'ージクロロフルオレセインエタノール溶液 (0.2%)を

噴霧して紫外線下でPGを検出しは:fO.35)，クロロホル

ム/メタノール/酢酸 (20:10: 1， by vol)を用いてシリカゲ

ルから抽出した。

ウレタン誘導体の調製とキラルHPLC分析

PGのビス (3，5ジニトロフェニルウレタン)誘導体の

調製とキラルHPLC分析は， Itabashi and Kuksis (1997) 

の方法で行った。 PG(約0.5mg)を乾燥トルエン 1mlに

溶解した後， 3，5ジニトロフェニルイソシアネートを約5

mg加えて、溶解した。これに乾燥ピリジンを約30μl加えて

30
0

Cで3時間揖枠しながら反応させた。生成した PGのビ

ス (3，5ジニトロフェニルウレタン)誘導体は， TLC (シ

リカゲル6OF254プレート，20x20cm，厚さ 0.25mm;展開

溶剤:クロロホルム/メタノール/水， 80: 20 : 2， by vol)に

よって精製した。ウレタン誘導体の HPLC分析には，目立

製の L-6(削ポンプと (R)一及び (S)一1-(1←ナフチル)エ

チルアミンをキラルセレクターとする 2種のカラム

(YMC製 A-K03及びA-L03， 250 X 4.6 mm i.d.)を使用し

た。移動相(和光純薬工業製HPLC溶媒)には，ヘキサン/

ジクロロメタン/メタノ-}レ/トリプルオロ酢酸 (60:20: 

20 : 0.2， by vol;流量 1ml/min)を使用し， 1O'Cのカラム

温度で分析した。ジクロロメタンに溶解した試料(1mg/ 

ml)の 5μlをRheodyne製インジェクター (Model7125) 

を用いてカラムに注入し，溶出した成分を 254nm(日立製

L-4αゅ検出器)でトモニターした。クロマトグラムの記録と

ピーク面積の測定には C-R6Aインテグレータ(島津製)

を使用した。また，大腸菌の脂質から分離した PGを標品

に用いた (ltabashiand Kuksis， 1997)。

結果と考察

立体異'1主体組成

分析した 12株の脂質含量(湿重量)は 1%前後であっ

た。総脂質中の PG 含量は 5~拍%であり，菌株によって大

きく異なった (Table1)0 Fig.2に，Vib.巾 ezuraeHDS5-2 

由来PGのキラルHPLCクロマトグラムを示す。 A-K03

カラムを用いた場合， PGは大小2つのピークに明瞭に分

離された (Fig.2A)0 15分と 20分付近に溶出した成分の保

持時間は大腸菌PGのR，R体と R，S体のそれらとほぼ

一致した。 A-K03と逆の立体配置を有する A-L03カラム

を使用した場合， 2つのピークの溶出順序は逆転した (Fig.

2B)。これらの結果から，分離された 2つのピークを R，R

及びR，Sと同定した。立体配置の異なるカラムでの PG

ジアステレオマーの溶出順の逆転現象はItabashiand Kuk-

sis (1997)及び板橋ら(1999)によっても報告されている。

Table 1に，本研究で分析した全PGのジアステレオマー組
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Table 1 Content and diastereomer composition of phosphatidy1g1ycerols of marine bacteria. 

Diaster巴⑪mer(mo1 %) 
Straina PG content (wt %)b 

(R， S)" (R， R)d 

Pseudoalteromonas sp. No. 36 23.1 100 N.D.e 
Pseudoalteromonas sp. No. 37 18.5 l∞ N.D. 

Pseudoalteromonas sp. No. 38 17.4 100 N.D. 

Pseudoalteromonas sp. No. 39 11.9 100 N.D. 

Pseudoalteromonas sp. No.40 40.8 100 N.D. 

Vめriohaliotico/i IAM 14596T 22.5 98.5 1.5 

Vめ'fIoezurae HDV1-1 12.2 98.3 1.7 

Vibrio ezurae HDS5-2 6.0 92.9 7.1 

Vめがり superstesG3-15 22.4 100 N.D. 

Vib'fIo superstes G3-29 7.2 100 N.D. 

Vibrio gallicus HT 1-3 5.1 100 N.D. 

Viblぜり gallicus HT3-2 13.4 l∞ N.D. 

円'briosp. UG-1 6.7 l∞ N.D. 

Deleya aquamarina IAM 12645 30.1 97.6 2.4 

Alteromonas macleodii IAM 12920 26.4 l∞ N.D 

Stappia aggregata IAM 12614 13.7 99.7 0.3 

aBacteria1 strains except for D. aquamarina， A. macleodii and S. aggregata were tenta-

tive1y identified by phenotypic and phylogenetic characterizations. 
bPhosphatidy1g1ycero1 content in tota1 lipids. 
C1，2-diacyl-sn-g1ycero-3-phospho-1'-sn-g1ycero1 (R， S configuration). 
d1， 2-diacy1-sn-glycero-3-phospho-3'-sn-glycerol (R， R configuration). 

enot detected. 

A sn-3，sn-1 '(R，S) B sn-3，sn-1 '(R，S) 

10 15 20 25 30 m阻 10 15 20 25 30 皿皿

Fig.2. Chira1 phase HPLC profiles of the bis(3，5-dinitrophenylurethane) derivatives of phosphatidy1g1ycero1s from 
VibriりezuraeHDS5-2 on a column containing (R)一l一(l-naphthyl)ethylamine(YMC A-K03) (A) and (S)-I-(1 

naphthyl)ethylamine (YMC A-L03) (B). sn-3， sn-l' = 1， 2-diacyl-sn-glycero-3-phospho-1' -sn-glycerol (R， S 
configuration); sn-3， sn-3' = 1， 2-diacy1-sn-glycero-3-phospho-3' -sn-glycerol (R， R configuration). Column 
temp.， lOT; Mobile phase， hexane/dichloromethane/methanol/trifluoroacetic acid (60・20:20 : 0.2， by vol) 
Detection: 254 nm. 

成を示す。 R，R体と R，S体は A-L03よりも A-K03カラ

ムで良好に分離されるため (Fig.2A)，その組成は A-K03

カラムで分析した結果から算出した。 Viblおでは 8株中3

株から，全 PG 中1.5%~7.1% の R， R 体が検出された。特

に，Viめ巾 HDS5-2株には7.1%の R，R体が存在したが，こ

れは，これまでに著者らが分析した海洋細菌(藤島ら，

2∞4)の中で最も高含量であった。 D.aquam明rinaとS
aggregataからは，それぞれ2.4%と 0.3%の R，R体が検出

されたが，A. mac/eo掛からは R，R体は検出されなかっ

た。前報(藤島ら， 2α>4)では Pseudoalteromonas属の一株
から全PG中6.2%のR，R体が検出されたが，本研究で供

試した同属の 5株のいずれからも R，R体は検出されな

かった。これらの結果は，同属の細菌でも R，R体の生合成

能が異なることを示唆する。
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Fig.3. Possible biosynthetic pathways of 1， 2-diacyl-sn-glycero-3-phospho-3'-sn-glycerol (R，R configuration). 

PG， phosphatidylglycerol; (R， S)， 1， 2-diacyl-sn-glycero-3-phospho-l'-sn-glycerol; (R， R)， 1，2-diacyl-sn-gly-
cero-3-phospho-3' -sn-glycerol; sn-G-I-P， sn-glycero-I-phosphate; CDP-DG， cytidine 5' -diphosphate-diacyl-
glyc右rol;PG-I-P， phosphatidylglycero-l-phosphate; PE， phosphatidylethanolamine; PLD， phospholipase D; 
CL， cardiolipin. 

生合成

本研究と前報 (Itabashiand Kuksis， 1997 ;藤島ら， 2側)

の結果から， 1，2-ジアシル-snーグリセロ-3ーホスホ-3'-snー

グリセロール (R，R体)異性体は，細菌に比較的広く分布

することが明らかになった。従来その存在が知られていな

かったこの非天然型 PGの推定される生合成経路を Fig.3

に示す。生物由来 PGの立体構造としてこれまで明らかに

されている 1，2ジアシル snグリセロ 3ホスホ-1'-sn-

グリセロール (R，S体)は，シチジンタ二リン酸
(CDP)ージアシルグリセロール (DG)とsnグリセロール

3ーリン酸から生成することが明らかにされている

(Shibuya， 1992 ;西島， 1997)0 R， S体はカルジオリピン

(CL)からホスホリバーゼ D (PLD)の加水分解作用に

よっても生成する (Hostetler，1982)。一方，古細菌には，sn 

グリセロール 3ーリン酸ではなく sn-グ、リセロール lリ

ン酸を生成する株が存在する (Kakinumaら， 1990)。大腸

菌や本研究で分析した海洋細菌が，古細菌と同様に sn-グ
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リセロール lリン酸を生合成するならば， CDP-DGと

snーグリセロール 1-リン酸からホスファチジルグリセロー

ルーlリン酸を経て 1，2ージアシル snグリセロ-3ーホスホ-

3'-snグリセロール (R，R体)が生成すると考えられる

(Fig.3，上のパネル)。また，原核生物では 2分子の PGが

縮合して CLが合成されるのと同時にグリセロールが生成

する(西島， 1997)。このグリセロールと菌体膜脂質の主要

成分の一つであるホスブアチジルエタノールアミン (PE)

を基質として， PLDによるホスファチジル基変換反応

(Yangら， 1967; Joutti and Renkonen， 1976)が起こるなら

ば，R，S体と R，R体のジアステレオマー混合物が生成す

ると考えられる (Fig.3，下のパネル)。また， CLに特異的

に作用する PLDは， CL分子中 2つのリン酸基にはさまれ

た中央のグリセロール骨格の sn-3位の結合を特異的に加

水分解し，R，S体のみを生成すると考えられているが，こ

の酵素がsn-l位も加水分解するならば， CLから R，R体

がホスファチジン酸と供に合成される (Fig.3，下のパネ

ル)。脂質ラセミ化酵素の存在はこれまで知られていない

が，R，S体から R，R体へのラセミ化も考えられる (Fig.

3，中央のパネル)。本研究では大腸菌の培養上清およひ冒体

ホモジネートを組酵素として用い，ラセマーゼ活性の測定

を試みたが，培養上清からは明瞭な活性は認められなかっ

た。従って，R，R体を含む Vib，めでもラセマーゼ、活性は検
出されないか，検出されたとしても極めて弱いと推測され

る。このように，R，R体の生合成には複数の経路が考えら

れるが，いずれの経路によるかは現在のところ不明であ

る。

おわりに

本研究では，キラル HPLCを用いて海洋細菌 16株の産

生する PGの立体異'性体組成を調べた。その結果，Vib.巾 3

株と D.aquamarina及びS.aggregataから，これまでその

存在が知られていない R，R型配置の PGが検出された。

今後，この非天然型PGの生合成経路と生理機能を明らか

にしたいと考えている。
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