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論文内容の要旨

細菌の中で， Baci llus 属， Clostridium 属は，その生活環の一部として芽胞を形成することが知ら

れている。その静止芽胞は，熱や薬剤に対し強い抵抗性を示し，栄養型とは生理的にも形態的にもま

ったく異なる耐久型細胞である。この芽胞形成菌の生活環における生理機構の変動に関しては，これ

まで形態学的に，あるいは，化学成分などを中心とした生理学的研究が多く行なわれてきたが，まだ

不明の点が多い。とくに，これらの過程において，細胞の重要な構成成分である脂質がどのような役

割を演じているか，あるいは，生理的変動にともないどのように変化していくかについては，わずか

な知見しか得られていない。 Bacillus 属の細菌は 1-7) とくにその脂肪酸組成が特徴的であることなど

が認められているが，芽胞形成菌における脂質研究は，単に成分としての検討にすぎず\芽胞形成菌

の生理機構との関連性を明らかにする意図で行なわれたものはない。そこで，芽胞形成菌の生理機構

との関連性を明らかにするための基礎的知見を得ることを目的として，各期の細胞における脂質の組

成とその変化について検討を行なった。

本 ヨふ
再開

1 )枯草菌の静止および発芽芽胞の脂肪酸組成とその分布について

Baci llus 属の細菌では，その脂肪酸組成として，炭素数15 ， 17の奇数枝鎖脂肪酸が存在しているこ

とが知られており :-7) 枝鎖脂肪酸の物理化学的性質から，脂肪酸組成と芽胞の特性との聞に関連性が

あるかどうか，あるいは，発芽時にどのような変化がおこるかについて検討した。

静止芽胞には， 7.8%の総脂質， 2.1%の脂肪酸が含まれ，総脂質は Cortex 画分にはほとんど含有
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されず， Coat 画分と Core 画分にほご同量ずつ分布し，脂肪酸については，その約昔がCore 画分，約

すがCoat 画分に検出された。

静止芽胞の脂肪酸組成について， GLC により検討したところ，約16ケのピークが確認され，炭素数

13~18，とくに15 ， 16 , 17 に集中していた。それら脂肪酸の百分率(Table 1) では， isoC14:0 , iso 

C 15:0, anteiso C 15:0, iso C 16:0, n C 16:0, iso C 17:0, anteiso C 17:0 の 7 種で約 98.5% を占めた。また，

不飽和脂肪酸はほとんど検出されず，枝鎖脂肪酸が:'95%以上を占めた。

これら脂肪酸の分布は， Coat 画分では， anteiso C 15:0が最も多く，以下iso'C 15:0, iso C 17:0の順と

なり， anteiso 型4l. 8% ， iso 型55.3% ，直鎖型3%以下となった。 Core 画分においても， Coat 画分

とほゾ同様の組成であったが， isoC15:0 が最も多く， iso 型62.6% ， anteiso 型32.8% ，直鎖型4% と

なり， Coa.t 画分と比較して， 1S0 型が多く，直鎖型もわずかに多く検出された。 Cortex 画分も同様の

脂肪酸が検出されたが量が非常に少なかった。また，偶数鎖，奇数類の分類では， Coat 画分， Core 

Table 1. Distribution of fatty acids in dormant spore 

Fatty acid Spore 
Fraction 

Coat Cortex Core 

i so C 13: 0 0.07 0.02 0.05 

2 antei so C 13: 0 

3 i so C 14: 0 2.88 0.79 0.01 2.08 

4 n CHO 0.13 0.03 0.10 

5 iso C 15: 0 28.96 7.57 0.06 21.33 

6 antei so C 15: 0 29.83 10.78 0.06 19.00 

7 n C 15: 0 0.18 0.18 0.16 

8 iso C 113: 0 8.32 3.07 0.02 5.22 

9 n C 16: 0 2.86 0.72 0.01 2.13 

10 C16:0 0.08 0.07 

11 iso C 17: 0 19.80 6.12 0.04 13.64 

12 anteiso C 1で 0 5.85 2.54 0.01 3.30 

13 n C17:0 0.04 

14 iso C 18: 0 0.23 0.04 0.19 

15 n C 18: 0 0.37 0.06 0.31 

16 C 18: 0 0.39 0.08 0.31 

Total 100.0 31.84 0.21 67.89 

画分ともに15 : 85 の存在比となり 奇数鎖脂肪酸が優勢で、あった。

一般に脂肪酸は，不飽和より飽和の方が，直鎖型より枝鎖型が，さらに枝鎖脂肪酸の中でも iso型よ

より anteiso型の方が，その物理化学的性状が高温においてもより安定な性状を示すf 芽胞に存在する

脂肪酸として，枝鎖飽和脂肪酸が圧倒的に多いことは，静止芽胞のもつ種々の抵抗性などの特性と無

関係ではなく，また， anteiso 型の分布割合が Coat画分に高いことは，芽胞の特性の発現にCoat の果
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たす役割が大きいことを示唆するものである。

芽胞は発芽により，耐熱性その他の特性を一挙に失うが，その際，流出成分もあり，乾燥重量が約

70% となり，総脂質含量も減少した。その減量は，いず、れの画分においても認められた。

発芽芽胞の脂肪酸組成は(Table 2) 静止芽胞と比較して，質的にはほとんど変化はなかったが，各

Table 2. Distribution of fatty acids in germinated spore 

Fatty acid Spore Coat 
Fraction 

Cortex 
Core 

1 iso C 13 ・。 0.05 0.01 + 0.04 

2 anteiso C13: 0 

3 iso C 14 ・ 0 2.63 0.64 + 1.99 

4 n C14 ・ o 0.12 0.04 0.08 

5 iso C 15 ・ 0 27.71 7.21 ++ 21.50 

6 anteiso C 15 ・ o 30.14 8.03 ++ 22.11 

7 n C15 ・ o 0.10 0.03 0.07 

8 iso C 16 ・ 0 8.69 2.11 + 6.58 

9 n C16 ・ 0 2.41 0.75 ++++ 1.66 

10 C16 ・ 1

11 iso C 17 ・ 0 19.03 4.14 ++ 14.89 

12 anteiso C 17: 0 7.69 1.98 + 5.71 

13 n C17 ・ 0

14 iso C 18 ・ o 0.09 0.04 + 0.05 

15 
n C18 ・ o 0.15 0.05 + 0.10 

16 
C18 ・ 1 0.19 0.08 + 0.11 

Total 100.0 25.11 74.89 

. = trace or not detectable 

十， ++ =detectable , but a little amount 

画分の分布割合など，量的に変動が認められた。すなわち， Coat 画分に対して Core 画分は相対的に

増加し，とくに antei so 型が増加していた。

個々の脂肪酸の量的変動は，発芽時にすでに代謝や生合成が進行しているか，あるいは， Coat 画分

から Core 画分への脂肪酸の移行に起因すると考えられる。また， Core 画分において，発芽により

anteiso 型が増加したことは，栄養型細胞で， anteiso 型が相対的に多いことから考えて，脂肪酸組成

の上からも芽胞から栄養型への変換が，栄養型細胞の母体となる芽胞のCore画分において，発芽時に

おこっていることを示すものである。

2 )枯草菌の増殖および芽胞形成過程における菌体内脂肪酸組成の変化

栄養型細胞には総脂質，脂肪酸ともに多く，その脂肪酸組成を静止芽胞と比較すると，相対量の相
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違が認められた。すなわち，栄養型細胞には，直鎖型脂肪酸が比較的多く，枝鎖脂肪酸のうちで、はiso

型が少なかった。奇数鎖，偶数鎖の比較では，奇数鎖が約88% を占めていた。これは，静止芽胞の場

合とほど同様で、あるが，他の菌種4-7.9-11) è 比較すると，より高い値であり，本菌株に特徴的であると

いえる。

対数増殖期から芽胞形成に至る細胞の主な脂肪酸組成についての経時変化を検討した。 anteiso

C15: 0 は対数増殖期に高く，芽胞形成期に一時的に減少し，成熟期に再び急増した。 iso C15: 0 は an

teisoC15:0 と逆の変動を示した。また， iSOC16:0は漸次増加傾向を示し， nC16: 0は芽胞形成にともな

って減少した。

Table 3. Fatty acid composition of cells during growth and sporulation 

Vegetative 

1 iso C13: 0 0.28 0.22 0.19 0.10 0.10 

2 anteiso C13: 0 
3 iSOC14:0 1.44 1. 79 2.32 2.86 2.86 

4 n C14: 0 0.20 0.16 0.10 

5 iso C15: 0 25.12 29.56 33.59 33.93 30.60 

6 anteiso C15: 0 30.48 28.49 24.89 23.07 29.03 

7 n C15 ・ 0 0.15 0.10 0.10 0.10 

8 iso C 16: 0 3.85 4.17 5.33 6.91 7.74 

9 n C 16: 0 5.69 4.19 3.28 3.03 2.33 

10 C16: 1 
11 isoC17:o 22.17 22.89 22.26 23.05 21.27 
12anteiso C 17 ・ 0 9.46 8.10 7.79 6.95 5.93 

13 n C17: 0 

14 iso C 18: 0 0.05 0.23 

15 n C 18: 0 0.77 0.23 0.15 0.10 0.10 

16 C 18: 1 0.29 0.10 

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

. = trace or not detectable 

他の脂肪酸に関しでもいくらか変動が認められた。これらの変動は，芽胞形成期において脂肪酸の生

合系，あるいは，代謝系の変換，変動を示すものである。

脂肪酸生合成系には，奇数枝鎖脂肪酸系と直鎖脂肪酸系の酵素系が存在し，高温菌の場合，増殖温

度の変化により，その均衡が変動する 12) ことが報告されているが，本菌の芽胞形成期における脂肪酸

合成系の変動は，何らかの環境因子，あるいは，菌体内成分の量的変化により調節されている可能性

が考えられる。しかし， B, megaterium の芽胞形成期に取り込まれたグリセリンや酢酸が，静止芽胞

中にはほとんど検出されない 13) ことを考慮すると，芽胞形成中の母細胞部分と 前駆芽胞部分におけ

る脂肪酸生合成系の相違，あるいは，母細胞部分から前駆芽胞部分への選択的な移行，蓄積が脂肪酸

組成の変動として検出されたとも推察される。そこで，芽胞形成期の細胞を母細胞部分(リゾチーム
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可溶性画分)と前駆芽胞部分(リゾチーム非感受性画分)とに分画し，脂肪酸組成を検討した。その

結果， iso C15: 0 の変動は，母細胞部分の変動の結果であり，芽胞形成後期における anteiso C15: 0 の

増加は，前駆芽胞部分における増加の結果と判明した。

3 )静止芽胞，栄養型細胞の脂質成分，および芽胞形成期におけるリン脂質成分について

静止芽胞，栄養型細胞の脂質成分を抽出し，中性脂質，糖脂質， リン脂質を分離同定するとともに，

それらと芽胞の特性との関連について検討したO また，各期の細胞におけるリン脂質含量をしらべ，

芽胞形成期におけるリン脂質の変化について検討した。

枯草菌の栄養型細胞と静止芽胞の脂質組成は，前者はリン脂質:中性脂質:糖脂質の比が70 : 25 : 

5 であるのに対し，後者は56 : 43: 1 と大きな相違が認められた。 B. megaterium 14) ， 15) にわいて，リ

ン脂質含量が芽胞形成初期に最大となり，静止芽胞ではそのすに減少し，中性脂質が増加するという

ことからも，脂質成分に関する酵素系が芽胞形成にともない大きな変動があることを示す口

リン脂質組成のうち， CL は， S. aureus 16, 17) において耐塩機構の関連が論じられているが，本菌

においても静止芽胞では， リン脂質中 CL が73% と非常に高く， CL と芽胞のもつ抵抗性機構との聞

に何らかの関連があることを示唆するものといえる。

Table 4. Lipid composition of vegetative ce11s and spores 

Phospholipid Neutral Glyco 

Total CL PdE PdG Nh十 A
lipid % lipid % 

vesgpceoetrlalets lsve|i||((11600590 0 5 6 

26.0 21.3 6.2 16.1 

.0) (37.3) (30.6) ( 8.9) 
24.9 5.5 

(23.2) 

.6 41.0 7.1 6.0 1.5 

.0 ) (73.7) (12.8) (10.8) ( 2.7) 
43.2 1.2 

CL = Cardiolipin, PdE = Phosphatidy lethanolamine, 

PdG= Phosphatidylglycerol , Nh+ A=Unidentified ninhydrin positive lipid 

中性脂質に関しては， Polyβ-hydroxy batyrate がエネルギー貯蔵型18) として，あるいは，抗酸性

性染色の原因物質 19， 20) として芽胞形成菌において知られているが，本菌においてはWax 様物質のうち，

β- ヒドロキシ脂肪酸エステルが，これに近い成分と考えられる。

糖脂質として， DGDG およびMGDGが検出されたが，これらの本菌における存在意義は不明で、ある

が，一般に，高温菌，好塩菌，芽胞形成菌など，苛酷な環境条件下で生育しうる菌種に糖脂質が多い

傾向があり ?MM3) 環境に対する抵抗性機構の一因子としての意義も推察される。

リン脂質含量について，生活環全体にわたり，その変化をしらべたところ，まず，発芽時にわずか

に減少が認められたが量的には大差なく，発芽によるリン脂質の消費または流出はあまりないものと

推定された。発芽による変化は， Coat 画分ではほとんどなく， Core 画分では，逆に増加が認められ，

発芽とともに脂質生合成の開始が示唆され，脂肪酸組成の変化とも一致した。対数増殖期に入るとリ

ン脂質は増加し， stationary phase で最大となり，芽胞形成期に減少する傾向を示し，芽胞形成過程
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にリン脂質が大きく関与している可能性が示唆された。

芽胞形成期細胞のリン脂質組成の変動をしらべた結果，栄養型細胞と比較して， PdE , Nh+A が少

なく，相対的にCL， PdG の増加が認められた D そこで，芽胞形成期細胞の母細胞と前駆芽胞における

これら脂質の分布をしらべたところ，母細胞画分中， PdE は，栄養型細胞のときの約半分に減少し，

Nh十A は非常に少なかった。一方，かなり多量のニンヒドリン陽性物質が検出され，この大部分はE

A であり， PdE , Nh+A がこの時期に分解されていることが明らかとなった。そして，これらは，前

駆芽胞中にも少ないことから，芽胞形成のためのエネルギー源として消費されるか，または，これら

のリン脂質が中間体となって芽胞構成成分に変換することにより，見かけ上減少した可能性も推定さ

れた。

CL , PdG が前駆芽胞中に多くとりこまれていたことは，前駆芽胞の種々の抵抗性などの特性の獲得

との関連が示唆された。また，前駆芽胞のリン脂質組成が，全体として静止芽胞と類似の組成を示し，

この時期にすでに成熟芽胞と同様の脂質含有構造が形成されてきていることが推定された。

結論

1 )枯草菌は，各期の細胞を通じて特徴的な脂肪酸を含有し，その組成は炭素数13~18 に集中し，と

くに奇数枝鎖飽和脂肪酸が高比率で存在し 不飽和脂肪酸はほとんど存在しなかった。

2 )芽胞のCoat 画分は， anteisoC15:0の比率が高いことなど，芽胞の特性と，含有する脂肪酸の物理

化学的な性質の聞に関連性のあることが京唆された。

3 )芽胞の発芽により， Core 画分において anteiso C15: 0 が増加することから，静から動への大きな

変化に脂肪酸生合成も関与することが示唆された。

4 )対数増殖時には，直鎖型脂肪酸生合成系の作用も認められたが，一般には，奇数枝鎖型生合成系

が活発で、あった。また，芽胞形成期には，脂肪酸組成の変動があり，その母細胞部分と前駆芽胞部分

との代謝の相違，あるいは，後者への移行，蓄積によるものと判明した。

5 )栄養型細胞と静止芽胞の脂質組成は，前者はリン脂質が多く，後者は中性脂質が増加し，リン脂

質はやや減少した。しかし，リン脂質組成のうち， CL は静止芽胞中に高比率で存在し，芽胞の特性

との関連が示唆された。

6 )芽胞の発芽により， Core 画分のリン脂質の増加は， リン脂質生合成の開始を示唆したO

7 )芽胞形成期においτ，リン脂質含量の減少が認められ，これは， PdE , Nh+A の減少によるもの

であり，また，相対的に C L , PdG が増加した。このことは，母細胞部分での代謝と前駆芽胞部分へ

のとりこみの結果わこったものと考えられた。
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なお，文中には以下の略語を使用した。

C 13:0 : tridecanoic acid 

C;14:0: myristic acid 

C 15: 0: pentadecanoic acid 

C 16: 0 : palmi tic acid 

C 16: 1 : palmitoleic acid 

C 17: 0 : margaric acid 

C 18: 0 : stearic acid 

C 18: 1 : oleic acid 

n : normal 

CL: cardiolipin 

PdE: phosphatidy 1 ethanolamine 

PdG: phosphatidy 1 glycerol 

DG: diglyceride 

TG: triglyceride 

F A: fatty acid 
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DGDG: diglucosyl diglyceride 

MGDG: monoglucosyl diglyceride 

EA: ethanolaminaime 

論文の審査結果の要旨

枯草菌芽胞およびその生活環における各時期の脂質成分を検討し司細胞分化にともなう脂質成分の

変動を明らかにした。すなわち，本菌は生活環各時期を通じて特徴的な脂肪酸を含有し.炭素数15~

17の奇数枝鎖飽和脂肪酸が高比率で存在すること，芽胞発芽時Anteiso C 15: 0 の増加がみられ.芽

胞形成期には栄養型細胞でみられた脂肪酸組成に変動がおこり‘その組成が芽胞型に移行することを

明らかにした。また。リン脂肪組成の検討から，栄養型細胞ではリン脂質が高比率に存在するかー芽

脂では中性脂肪が多く.またカルジオリピンが高比率に存在することなどを明らかにした。これらの

研究は細胞分化と脂質成分の関連性を追求するための基礎的知見を得たものでー薬学博士の学位論文

に{直するものと 2忍めた。
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