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A 群溶連菌 の 脂質 に 関す る研究

〔Ⅰ〕 溶連菌 の 脂質組成

金沢 大学医学部薬理学教室 (主 任 : 正 印 達教授)

北 島 耕 作
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鼠e y w o r d s H e m ol y t l C St r e p t O C O C Ci
,
li pid c o m p o siti o n

,
f a t t y a cid

p a tt e r n , p h o s p h olip id s
, gl y c o lip id s ･

A 群溶連菌に 抗腫瘍作用 の あ る こ とが 見 い だ され て

か ら , 抗腫瘍性格連薗 に つ い て 多 く の 研究が 行 な われ

た
l)2)

.
こ の う ち

,
A 群溶連菌 に は ス ト レ プ ト リ ジ ン S

お よ び ス ト レ プ ト リ ジ ン 0 を産生 す る菌 ,
ス ト レ プ ト

リ ジ ン S の み を産生す る商 お よ び ス ト レ プ ト リ ジ ン

0 の み を産生す る菌の3 種類 が知 ら れ て い るが
,

ス ト

レプ ト リ ジ ン S を産生 す る溶連菌 の み が 抗 腰 痛 作 用

を 示 し .
その 他の 溶連 菌や緑色連鎖球 菌に は抗腫瘍作

用が 認 め られ な い と報 告さ れ て い る
1 卜 3)

.

一 方 , 細 菌の

リ ン 脂質 や糖脂質の 組 成ほ 菌の 種 類に よ っ て 著 し く

異 な り , こ れ ら の 脂質組成と 細菌の 生物学的性 状と の

間 に は密接 な 関係の あ る こ とが指 摘 され て い る
4 州

. こ

の こ と か ら . 連鎖球菌の 抗腫瘍作用 と リ ン 脂質お よび

糖脂 質の 組成 の 関係 に つ い て 考査を 行う た め
, ま ず 生

物学 的性 状の 異な る連鎖球菌 4 株 に つ い て
, 脂質組成

に 関 す る実験 を 行な っ た .

本論文で は抗 腫瘍性 で ス ト レ プ ト リ ジ ン S ( S L S ) 産

生態 を有す る溶連菌S u 菌 と Bl a c k m o r e 菌 お よ び ス

ト レ プ ト リ ジ ン 0 (S L O ) 産生能 を 有し抗腫瘍性 の な

い C 2 0 3 U 歯並 びに ス ト レ プ ト リ ジ ン 産生能 を 欠 き 抗

腫瘍性 の な い 緑色連鎖球菌 を 用 い て
,

リ ン 脂質 ∴ 糖脂

質お よ び 中性脂質の 組成 な ら び に こ れ ら 脂質 の 脂肪酸

構成に つ い て 定性定量実験 を 行な っ た .

材料お よ び 方法

1 . 連 鎖球菌

教室保存の A 群溶連菌 S u 株 ( 3 型 . S L S お よ び

S L O 産生株 , 以 下 S u 菌と 略記) ,
B l a c k m o r e 株( 11

型 ,
S L S 産生株 ,

以 下 Bl a c k m o r e 菌と 略記) , C 2 0 3 U

株 ( C 2 0 3 S 菌の 変異種 , S L O 産生 株 . 以 下 C 20 3 U 菌

と略記) お よ び緑色連鎖球菌 90 を 使用 した
3I

.

2 . 連鎖球菌の 培養

連鎖球 菌の 培 養に は W o o d ら の 合成培地
81
を使用 し

た . 合 成培 地 の 組 成 は B a c t o tr y pt o n e 20 g ,
B a c to

y e a s t e x t r a c t l O g ,
K H 2P O . 5 g ,

ブ ド ウ糖 1 g , 精製水

1L で
, 1 0 % N a H C O 3 で p 汀を7 . 3 に 調製 し た の ち , 1 20

℃ で 2 0 分間滅菌 した もの を 用い た . 連鎖 球菌の 合成培

地に よ る培養液 200 m⊥を 1 0エの 合成培地に 接種 し . 37

℃ で 12 時 間 培 養 し た の ち
, 低 温 下 で 連 続 遠jL ､

( 1 0 , 0 0 0 r p m
, 10 0 鵬 / 分) して 集菌 し , 菌体を生 理食

塩水 で 2 回洗浄 し た .

3 . 連鎖球菌脂 質 の 抽 出

連鎖球 菌の 脂質 は F o I c b ら の 方法
9)
に よ っ て 抽出 し

た . す な わ ち ,
ほ ゞ 2 0 g の 連鎖球 菌を 20 倍量 の ク ロ ロ

ホ ル ム ･ メ タ ノ ー

ル ( 2 : 1 ,
Ⅴ/ V ) で 室温 で 2 回抽出し

た の ち , 抽 出液 に 1/ 5 量の 生理 食塩 水を 加え て 混和し ,

4 ℃ に 放置 して 混 液が 二 層に 分離し て か ら , 水溶性物

質を 含む 上 層 を 除去 し , 脂質を 含 む 下 層 を ロ ー タ リ

ー ･ エ バ ボ レ ー

ク
ー

を用 い て 窒素気流下に 40 ℃ で濃

縮 して 油状物質 ( 総脂質) を 得 た . こ の 総脂質( 収量:

2 0 0 - 2 5 0 m g / 2 0 g ) を 10 0 Ⅲl⊥の ク ロ ロ ホ ル ム
･ メ タ /

-

ル に 溶解 し
, 使用 す る ま で

-

2 0 ℃ に 保存 した .

S t u di e s o n t h e L ip id s of G r o u p A H e m oly ti c S t r e p t o c o c ci . [ Ⅰ] L ipid C o m p o siti o n

of H e m oly tic S t r e p t o c o c ci . K o u s a k u E it aji m a
,
D e p a rt m e n t of P h a r m a c o l o g y ( D ir e ct o r:

P r of . S . S h oi n) ,
S c h o ol of M e dici n e

,
K a n a z a w a U ni v e r si t y ･
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4 . 連鎖球菌脂質の 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

1 ) .
ク ロ マ ト プ レ ー ト の 作製

ク ロ マ ト プ レ ー

トは St a hl の 方法
1 0)

に よ っ て 作製 し

た .
す な わ ち , 2 5 g の シ リ カ ゲ ル H ( M e r c k ) を 70 mL

の 精製水に 浮遊さ せ た もの を ガ ラ ス 板 ( 2 0 × 2 0 c Ⅲ)

に載せ て シ リ カ ゲ ル の 薄層 (厚 さ: 0 ･ 2 5 m m , 0 ･ 5 m m お

よ び1 .0 皿m の 3 種類) を 作り ,

一 夜室温 で 乾燥後 , 薄

層を 110 ℃ で 3 0 分間加熱 して 活性化 し , 放冷 乱 実験

に用い た . な お , 厚 さ 0 .5 m お よ び 1 . O m m の 薄層 は分

離した脂質を回収す るの に 用い た ･

2 ) . 展開溶媒

展開溶媒液 と し て 次 の 5 種類を 用い た . すな わ ち ,

溶 媒 A : ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ｡ 水

( 6 5 : 2 5 : 4 ,
Ⅴ/ V ) 1 1)

; 溶媒 B : ジイ ソ プチ ル ケ ト ン
･ 酢

酸 ｡ 水( 80 : 5 0 : 1 0 ,
Ⅴ/ V )

1 2}

; 溶媒 C : ク ロ ロ ホ ル ム ･ ア

セ ト ン ･ メ タ ノ ー ル ･ 酢 酸 ｡ 水

( 65 :35 : 1 1 : 4 :1 ふ Ⅴ/ V )
1 3}

; 溶媒 D : 塩化 エ チ レ ン ｡ メ

タノ
ー ル( 9 8 : 2

,
Ⅴ/ V )

1 4}

; 溶媒 E :
ヘ キ サ ン ｡ エ チ ル エ

ー

テ ル
･ 酢酸 ( 70 : 3 0 : 2 , Ⅴ/ V )

1 5)
を 用意 した .

3 ) . 発色試薬

展開分離 され た 分画の 検出の た め
, 次の 7 種類の 発

色試薬を用 い た .

( 1 ) ヨ
ー ド試薬 ( 2% エ タ ノ ー ル 溶 液 , 脂 質 の 検

出)
1 6)

, ( 2 ) リ ン モ リ ブ デ ン 酸試薬 ( 10 % エ タ ノ
ー ル

溶液, 脂質の 検 出)
1 6)

, ( 3 ) D itt m e r - L e s t e r 試薬

( A 液: 4 0 .1 1 g の 三 酸化 モ リ ブ デ ン を 25 N 硫 酸 1エ に

加熱溶解し た もの . B 液: 粉末モ リ ブ デ ン 1 . 7 8 g をA

液500 mエに 加熱溶解 し た も の
. A 液1 容 ,

B 液1 容に 水

2 容を 加え る . リ ン 脂質の 検出)
1 7)

, ( 4 ) ア ン ス ロ ン 試

薬( ア ン ス ロ ン 0 . 5 g と チ オ尿素10 g を6 6 % 硫 酸 1£に

溶か した もの
. 糖脂質 お よ び ス テ ロ

ー

ル 頬 の 検 出)
1 8)

,

( 5 ) ニ ン ヒ ドリ ン 試 薬 ( n
- ブタ ノ ー

ル で 飽 和 し た

水 に 0 . 2 % に 溶か し た も の . ア ミ ノ 基 の 検 出) 1 6)
,

( 6 ) D r a g e n d o rff 試 薬 ( A 液: 塩基性硝酸 ビ ス マ ス

1 .7 g を 2 0 % 酢酸100 ml に溶解 した もの
.
B 液: ヨ ウ

化カリ ウ ム の 40 % 水溶液 . A 液20 mエ,
B 液 5 山 お よ

び水70 m⊥ を混和 して 使用 .
コ リ ン の 検出)

1 6)

( 7 ) ア

ン チ モ ン 試薬( 三 塩 化 ア ン チ モ ン 25 g を ク ロ ロ ホ ル ム

75 g に 溶解し た もの
.

ス テ ロ ー ル 類 の 検 出)
t 6)

.

ヨ ー ド試薬お よ び D itt m e r - L e s t e r 試薬を ク ロ マ

トプ レ
ー

ト に 噴霧 し た場 合は その ま ゝ で 発 色さ せ
,

そ

の他の 試薬 を噴霧し た 場合は プ レ
ー

ト を 11 0 ℃で 加熱

して 発色させ た .

4 ) . 連鎖球 刺 旨質の 分離 お よ び検出

二 次元蒋層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 連鎖球菌脂質の 成

分を調 べ た
.

欄
. 厚さ 0 . 2 5 m m の ク ロ マ ト プ レ ー

ト の 一

隅 ( 両端か ら 2 . 5 c m ) に 1 5
- 20 mg の 総脂質 を マ イ ク

ロ ピ ペ
ッ ト で 点状に ス ポ ッ ト した の ち , 溶媒 A で 15

c皿展開 し た
. 展 開後 . ク ロ マ ト プ レ

ー ト を 90 度回転 さ

せ て か ら
, 溶媒 B で 1 5 c Ⅲ展開 し た . 溶媒 を除 い て か

ら
,

ヨ
ー ド試薬 をプ レ

ー ト に 噴霧 して ス ポ ッ ト の 位置

を確認 し たの ち
.

そ の 他 の 試其 を噴霧し て 脂質の 種類

を調 べ た
Ⅰ9)

.

展開溶媒 A お よび B を 用い る二 次元薄層 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 連鎖 球菌 の リ ン 脂質と糖脂質 は個

々 の 成分 に 分離 され たが
, 中性脂質の 分離が 不充分 で

あ っ たの で
, 展開溶媒 D お よ び E を用い る二 次元薄層

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 連鎖球 菌の 中性脂質の 種類 を調

べ た
2 0)

. な お 沖 性脂質の 成分 を 同定す るた め に コ レ ス

テ ロ
p ル ( M e r c k ) ,

コ レ ス テ ロ
ー ル ｡ パ ル ミ テ

ー

ト

( S i g m a ) ,
パ ル ミ チ ン 酸 ,

モ ノ パ ル ミ チ ン
.

ジバ ル ミ

チ ン
,

ト リ パ ル ミ チ ン ( P L
- Bi o c h e m i c a l s ) な どを

標準物質 と し て 用 い た .

5 ) . 連鎖球 菌脂質の 分取 薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

連鎖球菌 の リ ン 脂質 , 糖脂質の 加水分解産物 を ペ
ー

パ ー
･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

で 調 べ た り t 各脂 質の 脂肪

酸構成を ガ ス ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

で 調 べ る た め に
. 総

脂質の 各成 分を
一 次 元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー で 分

離 ･ 精製 した
1 0)

.

厚さ 0 . 5 m 皿ま た は 1 m m の 薄層 ( 20 × 2 0 c Ⅲ) の
一

端

か ら 2 . 5 c m の 所 に 総脂質 100 喝 ま た は 200 喝 を線状 に

ス ポ ッ ト し , 展開溶媒 A を用 い て 17 c m 展開 し, ク ロ マ

ト プ レ ー ト を 充分に 乾燥 し たの ち
,

ヨ
ー ド試 薬を 噴霧

して ス ポ ッ ト の 位置を確 め た . つ い で
, 脂質を 含む シ

リ カ ゲ ル を プ レ
ー ト か らか き とり t

ク ロ ロ ホ ル ム ■ メ･

ク ノ ー ル ( 2 :1
,
Ⅴ/ V ) で 脂質 を抽出し た . リ ン 脂質に

つ い て は同様な 操作を 2
- 3 回線り 返し た . ま た , 展

開溶蝶 A を 用 い る
一 次元 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

で

分離 し た糖脂質に つ い て
, さ ら に 展開溶媒 C を 用い る

一 次元薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 2
- 3 固 練 り 返 し

た .

中性脂質 は展開溶媒E を用 い る
一 次 元 薄 層 ク ロ マ

ト グラ フ ィ
ー

で 分離 した の ち , 展開溶媒 D ま た は E を

用 い る
一 次元 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に よ っ て 各脂質

画分を 精製 した . な お ,

一 次元薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

で 分離 した リ ン 脂質ま た は糖脂質 は
. 展開溶媒 A お

よ び B を用 い る 二 次元薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ っ

て
, ま た

, 中性脂質の 成分 は展開溶媒 D お よ び E を 用

い る二 次元薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て , それ ぞ

れ の 脂質 画分 が単 一 で ある か 否か を調 べ た .

5 .
ベ ー パ ー

･ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る 脂 質水

解雇物 の 同定



1 9 8

一 次元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り分離 し た リ ン

脂質お よび 糖脂質を 同定 す る た め , そ れ ぞ れ の 脂質の

水解産物に つ い て ペ ー パ ー
｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

を行

な っ た
1 g)

.

1 ) . リ ン 脂質

リ ン 脂質の 各画分を 0 . 1 N K O Il で 3 7 ℃ , 1 5 分 間 処

理 して 悦 ア シ ル 化し
2 1)

. 脱 ア シ ル 化物を二 次 元 ペ
ー パ

ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 調 べ た

2 2 耶 I
. 濾紙( 東洋濾紙

N o . 5 0 , 4 0 × 4 0 c m ) の T 端 ( 両線 よ り 5 c m ) に リ ン 脂

質 の 脱 ア シ ル 化物を ス ポ ッ ト し , は じめ に 水飽和 ブ タ

ノ ー ル ･ 酢酸 ･ エ タ ノ ー

ル ( 1 0 0 :1 0 :1 2 ,
Ⅴ/ V ) を 用 い

て 上昇填 で 16 時間展 開 した の ち
,
濾紙を ド ラ イ ヤ ー で

充分に 乾燥 さ せて か ら , 濾紙を 90 度回転さ せ , メ タ ノ

ー ル ･ ギ酸 ･ 水( 8 0 :1 3 : 7 .
Ⅴ/ V) を 用 い て 上昇法で 4

時間展 開し た . 展開の 終 っ た濾紙を 乾燥 した の ち , 濾

紙上の リ ン 酸化合物 を H a n e s
- I s h e r w o o d の 試 薬

( 5N 塩酸20 1 山
,
7 2 % 過塩素酸 40 血 と 5% モ リ ブ デ ン

硬水溶 液130 血 を混和 し た も の)
2 4)

で 検出 して
,
リ ン 酸

化合物 の Rf 値を求 め た . なお , 標準物質 と し て ホ ス フ

ァ チ ジル ー ノ ー セ リ ン ( N b C o .) お よ び ホ ス フ ァ チ ジ

ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ( N b C o .) の 脱 ア シ ル 化物 を用 い

た .

ま た , リ ン 脂質画分お よ び標準物質 の 脱 ア シ ル 化物

に つ い て , フ ェ ノ ー ル ･ 水 ( 1 0 0 : 30 , Ⅴ/ V ) 〔上昇法 t

16 時間展開〕 お よ び ブ タ ノ ー ル ･ プ ロ ピ オ ン 酸 ･ 水

( 土42 : 71 : 1 0 0 ,
Ⅴ/ V ) 〔上昇法 , 1 4 時 間展 開〕を展開溶

媒 とす る二 次元 ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー も行 な

っ た
2 6I

.

さ ら に
,
リ ン 脂質の 各両分 を 0 . 1 N 塩酸 で 10 0 ℃ , 4 0

分間処理 し
2 8!

, 得ら れ た水解産物 を脱 ア シ ル 化物 と 同

様 に ペ ー パ ー
･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

で 調 べ た .

2 ) . 糖脂質

糖脂質を リ ン脂質 と同 様に 0 . 1 N K O H で脱 ア シ ル 化

し . 得 られ た脱ア シ ル 化物 を
一 次元 ペ ー パ ー ･ ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

で 調 べ た
2 6)2 7 )

. 展 開溶 媒に は ( 1 ) プ ロ パ

ノ ー ル ･ ア ン モ ニ ア (比重: 0 . 90 ) ･ 水( 6 :3 : 1 .
Ⅴ/ V)

〔下降法 t 2 0 時間展 開〕
2 4)

, ( 2 ) ブタ ノ ー

ル ･ ビ リジ ン

･ 水( 6 : 4 :3 .
Ⅴ/ V) 〔下 降法 , 13 時間展 開〕

紬 )

, ( 3 ) ブ

タ ノ ー ル ･ プ ロ ピオ ン 酸 ･ 水 ( 142 :7 1 : 1 0 0 ,
Ⅴ/ V ) 〔下

降法 . 1 4 時間展開〕2 糾
お よ び ( 4 ) 酢酸 エ チ ル ･ ビ リ

ジ ン ･ 酢酸 ･ 水 ( 5 : 5 : 1 : 3 , Ⅴ/ V ) 〔下降法 , 1 2 時間展

開〕叩 の 4 種類を 用 い た . 濾紙 ( 東洋 濾紙 N o .5 0 , 20 ×

4 0 c m ) の 一 端か ら 5 c m の 所に 糖脂質の 脱ア シ ル 化物 お

よ び グ ル コ ー ス ( 標準物 質) を 線状 ( 長さ: 2 c m ) に ス

ポ ッ ト し
,

それ ぞ れ の 溶媒 液を 用い て 下降法 で 一 定時

間展開 した の ち , 濾紙を ド ラ イ ヤ
ー

で 充分に 乾燥 さ せ
,

濾紙 上の ス ポ ッ ト を 硝酸銀 試薬 ( A 液: 飽和硝酸銀水

溶液1 m£に ア セ ト ン 20 0 m ほ 加え て 生 じた 沈澱 を少量

の 水を 加え て 溶解 し た もの . B 液: 0 . 5 N N a O H メ タ ノ

ー ル 液 . C 液: 5 % チ オ 硫酸ナ ト リ ウ ム 溶液 . 濾紙 を A

液 .
B 液お よ び C 液 で 順次処理 す る) 帥

で 検出し て ス ポ

ッ ト の Rf 値 を求 め た .

ま た
. 糖脂質の 各画分を 0 .1 N 塩酸で 1 0 0 ℃ , 4 0 分

間処 理 して 得 られ た部分水解産物に つ い て
, 上記 の展

開溶 媒に よ る
一 次元 ペ

ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を

行な っ た
2 6) 2 7 1

. さ ら に , 糖脂質の 各画分を 3N 塩 酸 で

1 0 0 ℃
, 9 0 分間処理 し , 得 られ た糖脂質の 完全水解産

物 を 濾 紙 に ス ポ ッ ト し
,

ブ タ ノ ー ル ･ 酢 酸 ｡ 水

( 6 : 4 : 3
,
Ⅴ/ V) ま た ほ 酢 酸 エ チ ル

｡ ビ リ ジ ン ･ 水

( 1 2 :

.
5 : 4 , Ⅴ/ V) を 展開溶媒 と して 下降法 に より 展開し

た
2 7) 3 2)

. 穂幅質の 完全水解産物の 検出 に は
,
ア ニ リ ン水

素 フ タ レ
ー ト 試薬 ( ア ニ リ ン 0 . 9 1 雨 と フ タ

ー ル 酸

1 .66 g を 水飽和 ブ タ ノ ー ル 1 0 0 mエに 溶解 し た もの)
33】

ま た は ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン
･ ア ニ リ ン 試薬 ( ジ フ ェ ニ ル

ア ミ ン 2 g と ア ニ リ ン 2 mエを ア セ ト ン 10 0 mエに 溶解 し

た もの)
3 4)

を用 い た .

6 : 連鎖球菌脂 質 の 定量

連鎖球菌 の リ ン 脂質 , 糖脂質 お よ び中性脂質の 各成

分 の 量を A m e n t a の 方法
3 5)

に よ っ て 測定 し た .

1 ) . リ ン 脂質 お よ び糖脂質

展開溶媒 A お よ び B を用 い る二 次元帝 層 ク ロ マ ト

グラ フ ィ
ー

で 連鎖球 菌の 総脂質 を 個 々 の 成 分 に 分離

し ,
ヨ

ー

ド試 薬で ス ポ ッ トの 位 置を確認 し た の ち . ク

ロ マ ト プ レ
ー

ト を 10 0 ℃ に 30 分間置い た . 放椅後 , ク

ロ マ ト プ レ ー ト よ り 脂質を 含む シ リ カ ゲ ル をか き と っ

て 試験管 に 移 し
, 重 ク ロ ム 酸試 薬( 2 .5 g の 重ク ロ ム 酸

カ リ ウ ム を 1エ の 36 N 硫酸に 溶角牢し た も の)2 - 3 m ほ

加 え て 1 0 0 ℃で 45 分間加熱 した . 放 冷後 , 1 5 分間遠JL ､

( 2 0 0 0
-

3 0 0 0 r p m ) し; そ の 上清 0 . 5 mL に 水 20 m ほ

混 和 した の ち , 3 5 0 n m で 吸 光度を 測定 し次式に よ っ て

脂質量 を 算出 した . ま た脂質を 含ま な い シ リ カ ゲ ル を

プ レ
ー

ト よ り か き と っ て 同様の 操作を 行な い 盲検とし

た .

シ リカ ゲ ル 盲検健 一 被験物測定値

シ リカ ゲ ル 盲検儀 一 標 準脂質測定値

= 〟g 被験脂質

×
〃g 標準月旨質

標 準 脂 質 に は ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ( 50 m g

/ d L .
M e r c k ) を 用 い た .

2 ) . 中性脂質

展開溶媒 D お よ び E を用 い る二 次元薄 層 ク ロ マ ト
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グラ フ イ
ー で 連鎖球菌の 中性脂質 を個 々 の 成 分に 分離

したの ち . 脂質を 含 む シ リ カ ゲ ル を か き と っ て
t

リ ン

脂質ま た は糖脂質の 場合と 同様に 重 ク ロ ム 酸試薬 を用

い て 比色法で 脂質量を 測定し た . ま た ､ 標準物質と し

て コ レ ス テ ロ
ー ル ( 5 0 m g / d L

,
M e r c k ) お よ び パ ル ミ チ

ン酸 ( 50 m g / d L
.
P L - B i o c h e m i c al s ) を 用 い た ･

7 . 連 鎖球菌脂蛋の 構成々分 の 定 盤

1 ) .
リ ン の 定量

Ki Il g の 方法
3 6}

に よ っ て 脂質の リ ン 量 を測定 し た
. す

なわ ち
,
連鎖球菌の 総脂質 ( 1 - 2 m g ) に 6 0 % 過塩素

酸を加え て 直火で 加熱 し , 黒い 浮遊物 が完全 に なく な

る ま で 続 け た の ち
,

試 料 中 の リ ン を Fi s k e
-

S u b b a r o w 試 薬 ( 1
→

a m i n o
-

2
-

n a P h th o l -

s u lf o n i c a ci d O . 2 5 g を , 1 5 % N a H S O 3 100 m L に と か

し ,
つ づ い て , N a 2S O 3 0 . 5 g を 溶解 した も の)

3 7)

で 発色

させ
, 830 n m で 比 色 し て 脂質の リ ン 畳を求 め た

. 標準

物質と して , リ ン 標準液 ( 1 m g / Ⅲエ
, 第 一 化学) を用

い た .

2 ) . 糖 の 定量

ア ン ス ロ ン ｡ 硫酸法
3 8)

で 脂質の 糖畳 を 測定 した . 連

鎖球菌の 総脂質 ( 1
- 2 m g) に ア ン ス ロ ン 試薬 (試薬

の頓に 記載) を加 え て 100 ℃で 1 5 分間加熱 した の ち ,

生じた青緑の 発色液 を 625 n m で 比色 して 脂質 の 糖 畳

を求め た . 標準物質 と し て グ ル コ ー ス ( 2 0 m g / dエ
, 和

光) を用 い
, 脂質 の 糖量 を グ ル コ

ー

ス 量で 表わ し た .

8 . ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

によ る 脂 質 の 構 成脂

肪酸の 分析

一 次元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 分離さ れ た 連鎖球

菌の リ ン 脂質 , 糖脂 質ま た は中性脂質の 各成分脂質を

硫酸メ タ ノ ー ル で メ チ ル 化 し たの ち
,

そ れ ぞ れ の 脂質

の 脂肪酸構成を ガス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 調 べ た
a別

.

1 ) . 脂肪酸の メ チ ル 化
4 0)

5
-

1 0 m g の 脂質 に 5% 硫酸 メ タ ノ ー ル 2 mエを 加 え

て6 5
-

7 0 ℃の 水浴 中に 15 時間置 い たの ち
, 水 5 mエと

ヘ キサ ン 2 mエを加 え て 混 和し
,

二 層 に 分離 して か ら ヘ

キサ ン 層を と り
,
窒素 ガス の 下 で 減圧濃縮 し た . 残癒

を少量 の ク ロ ロ ホ ル ム で 溶解 し ,
シ ク ロ ヘ キサ ン ･ ク

ロ ロ ホ ル ム ( 1 : 1 , Ⅴ/ V )
4 0}

を展開溶媒 とす る
一 次元 薄

層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 脂肪酸 メ チ ル エ ス テ ル

を分離し たの ち
,

ク ロ マ ト プ レ ー ト よ り脂肪酸 メ チ ル

エ ス テ ル を含む シ リ カ ゲ ル を か き とり ,
ヘ キ サ ン で 脂

質を抽出して ガ ス ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に 用 い た .

2 ) . 装置お よび 測定条件

ガス ク ロ マ ト グ ラ フ は水素炎イ オ ン 化検 出器付 きの

日立モ デ ル 06 3 を 使用 した . カ ラ ム は長 さ 200 c m , 内

径 3 m の ガ ラ ス 管 で . 60 - 8 0 メ ッ シ ュ の

1 9 9

C h r o m o s o r b W (A W
-

D M C S ) に N P G S を 20 %

に コ
ー

テ ィ ン グ した もの を 充填 した . カ ラ ム の 温度 は

21 0 ℃ で , 試料気 化室の 温度 は230 ℃ . 検出器の 温度

は 28 0 ℃ で あ っ た . キ ャ リ ア ガ ス と し て 用い た 窒素 ガ

ス の 流 量 は2 0 mエ/ 分 で あり ,
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ の 検

出感度は レ ン ジ が 10 .
ア ッ テ ネ ー シ ョ ン が 16 で あ っ

た .

3 ) . 脂 肪酸の 定性 お よ び定量

ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム か ら連鎖球菌脂質の 構成 脂肪酸

を同定 する た め
,

そ れ ぞれ の 脂肪酸メ チ ル エ ス テ ル の

相対保持時間を ,
ガ ス ク ロ 用の A n al y ti c al r e f e r e n c e

St a n d a r d k it s 〔M et h y l e s t e r ki t E S - 9 (E v e n

C a r b o n
,

S a t u r a t e d ) ,
M e th yl e s te r k it E U - 1 1

(E v e n c a rb o n
,

u n S a t u r at e d) お よ び M et h y l e s t e r

K i t O S
-

8 ( O d d c a r b o n , S a t u r at e d)
-

ガ ス ク ロ

工 業〕 を 用い て 比較し た .

ま た
, 構成脂肪酸の 含量 は全 ピ ー

ク 面 積 の 合計 を

100 と して 百 分率 ( %) で 表わ した . す なわ ち
,

ピ ー ク

面積 ( 半値幅 × ピ ー

ク高) を それ ぞ れ の 脂肪 酸に つ い

て 求め た の ち t 全 ピ ー

ク面積を 算出し て 100 と した
4 1)

.

9 . 糖脂質の 構成糖 の ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に

よ る分析

連鎖球菌の 糖脂質を塩酸 メ タ ノ ー ル で 処 理 し た の

ち
,

ト リ メ チ ル シ リ ル 化合物 に 導い て ガ ス ク ロ マ トグ

ラ フ ィ ー で 調 べ た
42)

.

1 ) . 糖の ト リメ チ ル シ リ ル ( T M S) 化法 ㈹

5
-

1 0 m g の 糖脂質を 5% 塩酸 メ タ ノ ー ル 1 一皿エと 共

に 封管 して 10 0 ℃で 5 時間加熱 した の ち .
A m b e rli t e

I R
-

4 B ( メ タ ノ ー ル で 洗浄 した も の)1 mエを 加え て 塩

酸 を除 き
, 溶媒を 1 00 ℃ で 蒸発 させ た . 残瘡に 1 mエの

ビ リ ジ ン
. 0 . 2 山 の ヘ キ サ メ チ ル ジ シ ラ ザ ン お よ び

0 . 1 mエの ト リ メ チ ル ク ロ ロ シ ラ ン を加 えて 6 0
-

7 0 ℃

に 3 0 分間置 い たの ち , 等量 の ク ロ ロ ホ ル ム と 水( 6 山

宛) を加え て 混和 し
,
二 層 に 分離 して か ら下層を と っ

て 減圧蒸留 し た . こ の 残瘡 を少量の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶

解 し て ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に 用い た .

2 ) . 装置 およ び測 定条件

日立 モ デ ル 06 3 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ( 水素炎イ オ ン

化検 出器付 き) を 使用 し た .
カ ラ ム の 長 さ 200 c m

, 内

径3 m m で 6 0
-

8 0 メ ッ シ ュ の C h t o m o s o r b W (A W

-

D M C S) に S E
-

30 を3 % に コ ～ テ ィ ン グ し た も の

を 充填 し た .

カ ラ ム の 温度 は19 0 ℃ で , 試料気化室の 温度 は300

℃ , 検出器の 温度 は320 ℃ で あ っ た .
キ ャ リ ア ガ ス と

し て 用 い た窒素 ガ ス の 流量 は3 0 mエ/ 分で あ り ,
ガス ク

ロ マ ト グ ラ フ の 検出感度 ほ レ ン ジ が 10 ,
ア ッ テ ネ ー シ
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T a bl¢ 1 . A m o u n t s o f t o t al 止pid s a n d c o n t e n ts o f p h o sp h o r u s o r c a rb o h y d r at e s

in t o t al 1i pid s o f s tr e p t o c o c ci
*

.

H e m ol y ti c Y i eld s o f

C O ¢C d c e 皿s

丘o m l O I

St r e P tO C O C Ci c u lt u r e

A m o u n ts o f t o t al u p id s a n d c o n t e n t s o f p h o s p h o r u s o r

C a rb o h y d r a te s i n t o t al lip id s ( m g/ 1 0 g w e t c e u s) * *

(g w e t c ell s) T o t a‖如id s P h o s p h o m s
* * * C a rb o h yd r a t e s

* * * *

S t r 血 S Ⅶ 3 0 .5 ± 1 .8

S な 血 B h 血 o r e 2 6 . 3 ± 1 .O

S t r 血 C 2 0 3 ロ 2 5 . 4 士 2 .O

A vi ri d an S St r ai n 1 6 .7 士 1 .8

1 1 3 .2 ± 9 .5 0 .8 6 ± 0 .0 5 1 2 .5 3 士 0 . 7 3

8 8 .3 ± 4 .5 0 .5 5 ± 0 .0 0 1 2 .5 0 ± 0 . 2 8

1 0 4 .9 ± 7 . 7 0 .8 3 土 0 .0 4 1 3 .2 0 ± 0 .1 4

4 3 . 7 ± 0 .5 1 .0 0 ± 0 .0 5 ･ 2 .3 9 ± 0 .0 乙

*
S t r e p t o c o c ci w e r e g r o w n i n W o o d a n d G u n s al u s m e d i u m a t 3 7

O

c f o r 1 2 h r
,

a n d th e t o t al

1ip id s o f c o c c al c ¢u S W e r e e X tr a C t e d wi th c hl o r o f b r m i n e th an 0 1 (2 : 1
,
V/ v) a t r o o m t e m p e r a

-

t u ∫¢.

* * E a c h v al u e 工eP r e S e n t S m ¢a n ± S ,E . o f 4 e x pe ri m e n t s .

*:;:慧慧;芸…芸慧て禁£1諾慧慧
S

芸£冨慧£慧霊芸三ぷ琵莞ゝ u ｡ ｡ S e a S a

St an d a r d $ u b st an C e . Ⅴal u e s a r e gi v e n a s gl u c o s e c o n t e n t s .

ヨ ン が 32 で あ っ た .

3 ) . 糖 の 定性

ガス ク ロ マ ト グラ ム か ら連鎖球菌脂質の 構成糖 を同

定す るた め に
,

トリ メ チル シ リ ル 化糖 の 相対保持時間

とガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム 上の パ タ
ー ン に つ い て 標準 物質

〔T M S D
-

G al a c t o s e と T M S a
-

D
-

G l u c o s e

( ガ ス ク ロ 工 業)〕 を 用い て 比 較 した .

成 績

1 . 連 鎖球菌 の リ ン 脂 質 と糖脂 質

溶連菌の 総脂質畳 は菌体 10 g (湿重量) に つ い て 90

-

11 0 m g で . S u 菌 , B l a c k m o r e 菌及 び C 2 0 3 U 薗の 間

に は著 しい 差異が認 め ら れ な か っ た ( 表1 ) . ま た , 溶

連歯脂質の 糖の 含量 も ほ ゞ 同 じで 菌 休 1 0 g に つ い て

13 m g で あ っ た . しか し , S u 菌お よ び C 2 0 3 U 菌の 脂質

の リ ン 含 量 が 0 . 8 5 m g 前 後 で あ っ た の に 対 し ,

B l a c k m o r e 薗の リ ン 量 は 0 . 5 5 m g で 他の 溶連菌 より も

少な か っ た . 他方 , 緑 色 連 鎖球 菌 の 総 脂 質 は 44 mg

/ 1 0 g と溶連薗 の 1/2 で あ り . リ ン 含量 は 1 帽 , 糖含量

は 2 . 4 m g と溶連菌 に く ら べ て , か なり 異 な っ て い た .

以上 の 如 く リ ン 脂質 ある い は糖脂質の 含量 は連鎖球頗

に よ っ て 異 な っ て い た . つ い で
. 連鎖球菌の リ ン 脂質

お よ び糖脂質 の 種類を 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー お よ び

ペ
ー パ ー

･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 調 べ て

t 次の

如き成 績 を 得 た . ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ･ 水

( 65 : 2 5 : 4 .
Ⅴ/ V ) お よ び ジ イ ソ プ チ ル ケ ト ン ･ 酢酸 ･

F i g . 1 . A t w o
-di m e n si o n al th in J a y e r c h r o m at o g r a m

O f t o t al u p id s 丘o m a h e m o l yti c str e pt o c o c c u S
,

S tr ai n S u
. T h e t o t al h p id s w e r e d e v el o p e d i n

c hl o r o fb r m
- m e th a ll O l - W a t e r ( S OI v e n t A ; 6 5 : 2 5 :4

,

b y v o l .) i n th e x J i r e c ti o n a n d th e n i n dii s ob u ･

t y 比 e t o n e . a c e ti c a ci d - W a t e r ( S O I v e n t B ; 8 0 : 5 0 :1 0
,

b y v o l .) i n th e y
-d ir e cti o n . S p o t s w e r e d e t e c te d

w ith i o d in e
,
f o ll o w e d b y s t ai Am g wi th p h o s p h o

･

m ol y b d a t e . N u m b e r s r e f b r t o th o s e i n T a bl e 2 ･
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T abl e 2 . C h r o m at o g 工a ph i c c h a r a c te ri s ti c s o f lip i d fr a cti o n s o f a h e m ol y ti c st r ep t o c o c c u s
,
S u

*
.

2 01

S p o t A v e r a g e R f v al u e s i n C o l o r r e a c ti o n b y s p r a y r e a g e n t s
* *

n u m b e r

s oI v e n t A S ol v e n t B R I R 2 R 3 R 4 R 5 R 6 R 7

Li pid c h s s e s

1

2

3

4

5

′

b

7

8

q
ノ

(

U

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

7

3

`
V

7

3

9

つ
〟

7

つ
J

4

つ
】

4

5

′

0

7

7

`
V

8

0
ノ

Q
ノ

0

0

(

U

O

ハ

U

O

n
)

0

0

0

0 .1 7 + 十

0 .2 8 + 十

0 .3 4 十 +

0 .4 1 + 十

0 .4 8 + +

0 .7 2 + +

0 .8 7 + +

0 .8 0 十 +

0 .8 5 十 +

0 .9 3 十 +

+ 十 - - - G l y c o p h o sp h oli pid s

十 - P b o s p b o 均)i 由

+ - G l y c o揖pid s

+ - p b o 叩b o王ip id s

+ - - - G l y c oli pi d s

+ - P血o sp b o払p id s

- N e u tェal li pid s

+ - - + N e u tr al u pid s

- N ¢u tf 血h p id s

十 + N e u tI 山1わid s

*
T o t al 】如id s o f a h e m ol y ti c st r e p t o c o c c u s

,
S u

,
W e r e Ch r o m a t o g r a p h e d t w o J i m e n si o n all y o n

a s u c a g el H p l a t e u s in g c hl o r o fb r m ヰn e mi J l Ol -

W at e r ( S O lv e n t A
, 6 5 : 2 5 : 4

,
b y v o l .) a n d

diis o b u t ylk e t o n e - a C e ti c a ci d - W at e r ( S O b e n t B
,
8 0 : 5 0 : 1 0

,
b y v ol .) ,

a n d th e sp o t s w ¢r e d e ･

t e c t ed w ith v a ri o u s sp r a y r e a g e n ts .

* * S p r a y r e a g e n ts : i o di n e (R l) a n d p h o sp h o m ol y b d at e ( R 2) f o 貫通pi d s; Ditt m e 工L e s t e r r e a g e n t

(R 3) f o r p h o sp h o鱒pid s; a n th r o n e r e a g e n t (R 4 ) f o r gl y c o止p id s a n d s t e r oI s; n i n h y d 血 工e a g e n t

(R 5 ) f o r a m in o g r o u p ; D r a g e n d o 工ff r e a g e n t ( R 6) f o r c h o h l e; an ti m o n y ( R 7) fb r st e 工OI s .

水( 8 0 : 50 : 1 0 ,
Ⅴ/ V) を展開溶媒 と す る 二次元 薄層 ク ロ

マ ト グラ フ ィ
ー に よ っ て

.
S u 菌の 松 脂質は 10 個の ス

ポ ･

ソ ト ( L l - L IU) に 分離さ れ た (図 1 ) . こ れ ら の 10

個の ス ポ ッ ト の 各種検 出試薬 に 対する 反応結果( 表2 )

から ,
ス ポ ッ ト L 2 , L 4 お よ び L 6 はリ ン 脂質で あ り ,

ス

ポ ッ ト L 3 と L 5 は糖 脂質 で あり ,
ス ポ ッ ト L l は糖 と リ

ン を含む脂質と 同定 さ れ た . ま た
,
B l a c k m o r e 菌お よ

びC 2 0 3 U 繭の 総脂 質の 二次 元 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ ム

は , S u 菌総脂質の ク ロ マ ト グラ ム に 類似 して お り , リ

ン 脂質や糖脂質の 種類が 同じ で あ っ た . しか し
, 緑 色

連鎖球菌の 松脂質は 上記展 開溶媒 に よ っ て 11 個 の ス

ポ ッ ト に 分離さ れ
,
S u 菌の 場合 と は異 な っ て , 上 記の

糖脂質以外 に ア ン ス ロ ン 試薬に 陽性反 応 を呈す る ス ポ

ッ トが 見 い ださ れ た ( 図 2 - G L l) .

二 次元 蒋層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 分離さ れ た

これ らの リ ン 脂質 ま た は糖脂質の 個 々 の 脂質成分を 同

定す る ため に
, 各成分 の 脱 ア シ ル 化物 お よ び水解産物

に つ い て 行な っ た ペ
ー パ ー

･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 成

綾は表3 に 示す 如 く で あ っ た
1 9)

. す な わ ち , リ ン 脂 質

L 2 , L 4 およ び L 6 は そ れ ぞれ の 睨ア シ ル 化 物 お よ び 水

解産物か ら
,

ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー ル
,

ジ ホ ス フ

P Ll (⊃

P L 2

⊂つ
⊂)

G Ll

C )

0 8
∂ p L ち

O G L 3

0慧㌘
L 3

Fi g . 2 . A t w o - di m e n si o 11 al th h J a y e>r C h r o m a t o g r a m

O f t o t al li pi d s 丘 o m a h e m o l yti c st I e P t O C O C C u S
,

a

Vi ri d a n s st r ai n . T h e t o t al li pid s w e r e d e v el o p e d

W ith t w o diffb r e n t s o h r e n t s y s t e m s a s d e s c d b e d i n

F i g . 1
,

a n d sp o t s w e r e d e t e ct e d w i th i o d in e an d

p h o sp h o m ol y b d a te . P L
, P h o s p h olipi d s ; G L

, gl y c o
･

塩pid s .
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T ab お 3 .
D e a c y h t e d p r o d u c t s a n d h y d r o王y s at e s o f p h o s p h o 払p id s an d gl y c o 追pi d s o f str e p t o c o c ci

≡芝誌即

D e a c y h te 頼 0 血 血 n 仙 y 血0 抽 ¢S
串 工d ¢n t 漬 e d a s

D i gh l C O S yl 由
･

C e r O P h o sp h o r yl g b r c e r ol
,

D i g h c o s yl p h o sp h a tid yl gl y c e r o k

gl y c e r o p h o sp h o r yl gl y c e r o l
, gl y c e r o p h o sp h a t e

,

威y c¢r Ol a n d g b c o s ¢

G l y c e r o p h o sp h o r yl gb rc e ‡01
, gl y c e = O P h o sp h a t e P h o sp h ati d yl g y c e r o Is

m d gl y ¢e工01

D igl u c o s yl 癖y c e r o l , m O n O g h c o s yl gl y c e r ol
,

由y ¢e f O l a n d g h c o s ¢

1
,
3 di gl y c e 工O P h o sp h o r yl gl y c e r ol

,

gl y c e r o p h o s p h o ∫yl gl y c e r o l
, gl y c e r o p h o sp h a t e

a 皿 d 癖y c 現 01

L 5 M o n o gl u c o s yl gl y c e r o l
, gl y c e r ol a n d gl u c o s e

L 6 G l y c e 工O P h o s p h at e a n d gl y c e r ol

D i g b c o s yl d 短1 y c e Ii 由 s

D ip h o s p h ati d yl gl y c e r o Is

M o n o gl u c o s yl d i gl y c e ri d e s

P h o sp h a tidi c a ci d s

* S t r e p t o c o c c al p h o sp h o 追p id s an d gl y c o lip id s w e r e d e a c yl a t e d w i th 0 ･1 N K O H o r h y d = 0 1 y s ed

wi th O
.1 N H C l a Jl d 3 N H C l

,
a J ld t h e d e a c yl a t e d p r o d u ct s a n d h y d r o l y s at e s w e 工e e X a mi n ed

b y p a p e r c h r o m a t o g = a P h y o n e >di m e n si o n al 1 y o r t w o
･ di m e n si o n 姐 y wi th v a ri o u s s o b e n t

s y st e m s . c a 工b o h yd r a t e s o f st = e P t O C O C C al 由y c o u pid s■W e r e al s o e x a m i n e d b y g a siiq ui d

c h r o m a t o g r ap h y a f te r h y d r oly si s w i th m e th a n o h c H C l ･

ァ チ ジ ル グ リ セ ロ
ー

ル お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ン 観 で あ る

と 同定 され t 脂質 L l は ジ グル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ

リ セ ロ ー ル で あ ると 同定 さ れ た . ま た t 糖脂質 L 3 と L 5

は そ れ ぞ れ の 脱 ア シ ル 化物 お よ び 水解産物か ら ,
ジ グ

ル コ シ ル ジグ リセ ラ イ ドお よ び モ ノ グ ル コ シ ル ジ グリ

セ ライ ドで あ る と同定さ れ た . さ らに
, 緑色連 鎖球菌

に の み 見い だ され た糖脂質 は t
そ の 脱 ア シ ル 化物お よ

び 水解産物 か ら ト リ グ ル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ドで あ る

と考え られ た
2 7I4 4 )

.
なお

, 糖 脂質の 構成糖 を ガ ス ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー で 調づた成績か ら

,
い ず れ の 連鎖球菌の

糖脂質 も グル コ ー ス の みを 含 む こ とが 明ら か と な っ た

( 図3 ) .

連鎖球菌の リ ン 脂質 お よ び糖脂質 の 種類 が薄層 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー

と ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ

っ て 同定 され たの で
, 個 々 の 脂 質の 含量を A m e n t a の

方 法で 調 べ た . 成績 は表4 の 如 く で あ っ た .

S u 菌 ,
C 2 0 3 ロ 菌お よび緑 色連鎖 球菌で は菌体1 0 g

の リ ン 脂 質 量 が 20 m g 以 上 で あ っ た の に 対 し
,

B l a c k m o r e 菌 の リ ン脂質量 は 14 m g で 他の 連鎖球菌 よ

り も少 な か っ た＼ ま た
, 溶連菌の 糖脂質量 は菌体 10 g

に つ い て 50
-

6 3 m g で あ っ たが , 緑色連鎖球菌の 糖脂

質量は 10 m g に 過 ぎず , 溶連菌の 糖脂質真の 1/5.以下で

Fig . 3 . A g a sJi q u id ch r o m a t o g r a m o f T M Si m e th yl

gl y c o si d e s ft o m di gl u c o s yl d i gl y c e ri d e s o f a h e m o
･

1 y 也c s 仕 ep t o c o c c n s
,
St r由n 餌 ■

あ っ た . す な わ ち
.
S u 菌 と C 2 0 3 U 菌 は リ ン 脂質およ

び糖脂 質の 含量が 類似 して い た が , B l a c k m o r e 薗は他

の 溶連菌 と リ ン 脂質量が 異な っ て お り , 緑色連鎖球菌
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T a bl e 4 . C o n te n ts o f p h o s ph o 追pi d s a n d 癖y c o lねid s o f h e m ol y ti c st r ep t o c o e ci
*

2 0 3

L ipi d c o n t ¢n 也 O f h ¢m O ly 也c st 工甲t O C O C Ci ( m 離 O g Ⅵ椅t ¢d 均
糾

Li p id d a s s e s

S t r ai n S u S tr 血 I S tr 血 C 2 0 3 U A Yiri d BLn S

B h ¢b n o 工e S仕由n

T o tal h pid s

P h o sp h oli pi d s

P h o s ph ati d yl gl y c e r oI s

D ip h o sp h a ti d yl gl y c e r o Is

D i gl u c o s yl p h o s ph ati d yl gl y c e r oI s

G l y c o li pid s

M o n o 如 C O S yl di gl y c e ri d e s

D igh l C O S yl di gl y c e ri d e s

N e n 仕出追pid s

1 1 3 .2 ± 9 .5 8 8 .3 ± 4 .5 1 0 4 .9 ± 7 .7 4 3 .7 土 0 .5

5 .2 ± 0 .3 1 .7 ± 0 .2

1 3 .8 ± 0 .9 1 0 .8 ± 0 .1

2 .4 ± 0 .2 1 .2 ± 0 .1

2 8 .0 ± 3 .2 1 0 .0 土 0 . 8

3 5 .1 士 3 .0 4 3 .8 ± 2 .1

2 8 .6 ± 1 .4 2 0 .8 ± 1 .2

2 .0 ± 0 .1 1 .2 土 0 . 1

1 6 .9 ± 0 . 7 2 2 .2 ± 0 .9

1 .7 ± 0 .1 1 .7 士 0 .1

5 .6 士 0 .
4 1 .2 ± 0 .1

4 8 .7 土 1 .8 8 .7 ± 0 . 3

3 5 .5 ± 臥0 8 .6 土 2 .6

*
C o n te n ts o f p h o sp h o埠pid s an d gl y c o lip id s o f s tr e p t o c o c ci w e r ei d e t e r m i n e d b y th e m eth o d

｡ f A m e n t a
3 5)

* * E a ch v a h e r e p r e s e n t s m e a n ± S . E . o f 4 e x p e 血 e n ts ･

* * * C o n t e n ts o f p h o sp h a tidi c a cid s i n l O g o f s tr ep t o c o c c al c e n s w e r e l e s s th an 1 m g .

の 糖脂質量は溶連菌の 糖脂質量 と異 な っ て い た .

他方 , 個々 の リ ン 脂質の 各成分あ る い は糖脂質の 各

成分も連鎖球繭 ご と に 異 な っ て い た . S u 薗で は ホ ス フ

ァ チ ジ ル グリ セ ロ
ー

ル と モ ノ グ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ

ドの 量 が多く , 他の 連鎖球菌の 両 脂 質 の 含量 が 菌 体

10 g に 対 し1 . 2 - 2 .O m g と 1 0 m g 以 下で あ っ た の に く

ら べ
.
S u 菌で は 5 , 2 m g と 2 8 . 0 咽 で あ っ た . ま た , 緑

色連鎖球菌で はモ ノ グ ル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ドお よ び

ジ グル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド の 量 が 1 . 2 帽 / 1 0 g お よ

び8 . 7 mg / 1 0 g と ,･ 溶連菌の 糖脂質量 の 1/ 4 以 下 で あ

っ た . さ ら に
.

モ ノ グ ル コ シ ル ジグ リ セ ラ イ ドの 含量

が溶連繭 ごと に 異 な っ て お り ( 2 8 m g / 1 0 g , 1 0 m g /1 0 g

および 6 mg / 1 0 g ) , リ ン 脂質ま た は糖脂質 の 組成が 連

鎖球菌の 種類 に よ っ て 著 しく 異な っ て い た . ま た
､ 表

4 の 成績 はS u 菌 や Bl a c k m o r e 菌で は ジ ホ ス フ ァ チ

ジル グリ セ ロ ー ル
,

モ ノ グ ル コ シ ル ジ グリ セ ライ ド お

よび ジ グ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドが 主要な 脂質成分 で

あり
,
C 2 0 3 U 繭や緑色 連鎖球菌で は ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル

グリ セ ロ ー ル と ジ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドが主要 な

脂質で あ る こ と を 示 して い る｡

2 . 連鎖球菌 の 中性脂 質

Fi g . 4 . A t w o
- di m e n si o n al th i n -l a y e r ch r o m at o g r a m

O f n e u tr al B pi d s ff o m a h e m o l y ti c st r ep t o c o c c u s
,

st r ai n S u .
T h e n e u tr al 止pid s w e r e d e v el o p e d i n

e th yl e n e ch l o ri d e ･ m ¢th an Ol (S Oh re n t D ; 9 8 : 2
,
b y

v o l .) i n t h e x -di r e c ti o n a n d th e n in h e x a n e Q th yl

eth e r - a C e ti c a cid ( S Ol v e n t E ; 7 0 :3 0 : 2
,
b y v ol .) i n

th e y
-di r e c ti o n ･ S p o t s w e r e d et e c te d w ith i o d i n e

a n d p h o s p h o m o ly b d a t e ･ N u m b e r s r efb I tO th o s e

k l T a bl e 5 .
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S t e 工01 s
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F a tty a cid m etb yl e s t e ∫S
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- di m e n si o n al 1 y o n

a sih c a g el E p l a t e w ith et h yl e n e c hl o ri d e - m e th an 01 (S O h re n t D
,
9 8 :2

,
b y v ol ･) a n d n J l e X an e

-

d i e th yl e th e r
q

a c eti c a cid ( S O I v e n t E
,
7 0 : 3 0 : 2

,
b y v ol .) a n d th e sp o t s w e r e d e t e ct e d wi th
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f o 工 S t ¢工01 s .

* * *
R f v a h e s o f s tr e p t o c o c c al 】卸id s w e r e c o m p a r e d w ith R f v al u e s o f st a n d a r d s u b st a n c e s ･

T ab l e 6 . C o n t e n t s o f n e u tr al h pid s o f h e m ol y ti c st r e p t o c o c ci
*

L ipi d c o n t e n t s o f h e m ol y ti c $ t r eP t O C O C Ci ( m g/ 1 0 g w e t c e11 s)
* *

Lip id 丘a c ti o n s

S t r ai n S u S tr ai n S t r ai n C 2 0 3 U A v i ri d an S

B l a c k m o T ¢ St r由n

T o t al li pi d s

N e u tr al li pid s

M o n o gl y c ¢d d e s

D igl y c e ri d e s

T ri由y c 打i d e s

F r e e h tt y a cid s

O th e ェ c o m p o n e n t s

1 1 3 .2 ± 9 .5 8 臥3 士 4 .5

2 .7 ± 0 .2 1 .3 ± 0 .0

1 4 .4 士 0 .6 1 0 .1 ± 0 .4

2 .2 ± 0 .2 2 .9 士 0 .
2

3 .6 ± 0 . 1 3 .8 ± 0 .3

5 .7 ± 0 . 3 2 .7 ± 0 .3

1 0 4 .9 ± 7 .7 4 3 .7 ± 0 .5

2 .2 ± 0 .0 0 .8 ± 0 .1

1 3 .5 ± 1 . 1 4 .2 ± 0 .6

6 .8 土 0 .2 0 .9 ± 0 .3

6 .4 ± 0 . 7 1 .5 ± 2 .6

6 .6 ± 0 .5 1 .4 ± 0 .7

*
C o n t e n t s o f n e u t r al lipi d s o f st r e p t o c o c ci w e r e e x a mi n ed b y th e m et h o d o f Am e n t a ･

* *
瓦a c h v al u e r e p r e s e n t s m e an ± S .E . o f 4 e x p e d m e n ts ･



A 群溶連菌の 脂 質に 関す る研 究

塩化エ チ レ ン ･ メ タ ノ ー ル( 9 8 : 2 ,
Ⅴ/ V) お よ び ヘ キ

サ ン
｡ エ チ ル エ

ー テ ル ｡ 酢酸 ( 70 : 3 0 ‥2
,
Ⅴ/ V ) を 展開

溶媒とす る二 次元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 連

鎖球菌の 中性脂質は 1 1 個の ス ポ ッ ト ( N l - N ll) に 分

離され た ( 図 4 ) . こ れ らの ス ポ ッ ト の う ち ･
N 4 と N 10

はア ン ス ロ ン 試薬お よ びア ン チ モ ン 試薬 に 対 して 陽性

反応を 示し
,

そ れ ぞ れ の Rf 値が コ レ ス テ ロ ー ル お よ

び コ レ ス テ ロ
ー ル パ ル ミ テ ー ト の R f 値 と同 じ で あ っ

た (表 5 ) . ま た
,

ス ポ ッ ト N l .
N 2 ,

N 5 , N 6 . N 8 お よ び N g

はそ れぞ れ の Rf 値 と標準物質の R f 値 と の 比 較 に よ

っ て .
モ ノ グリ セ リ ド , 遊離脂肪酸 ,1 , 3 ジ グリ セ リ ド,

1 ,
2 ジグリ セ リ ド, 脂肪酸の メ チ ル エ ス テ ル お よ ぴ ト

リ グリ セ リ ドと 同定 さ れ た . 表6 は連鎖球 菌の 主 な 中

性脂質 の 含量を 示し た も の で
, 溶連菌の 中性脂質は菌

体10 g に 対 し 21 - 36 喝 で あ っ た が
, 緑色連鎖球菌 の

中性脂質 は9 m g に す ぎず
, 溶連菌の 中性脂質の 1/2 以

下で あ っ た , 他方, 個々 の 中性脂質 も連鎖球菌 ごと に

異な っ て おり ,
モ ノ グ リセ リ ドの 含量 は , C 2 0 3 ロ 菌お

よぴ S u 菌 で は 2 . 2 m g / 10 g と 2 . 7 m g / 10 g で あ っ た

20 5

が . 他 の 連鎖球菌 で は1 . 3 喝 / 1 0 g 以下 で あ っ た . ま

た
,

ジ グリ セ リ ドの 含量 は
, 溶 連 菌 で は 10

-

1 4 喝

/ 1 0 g で あ っ た が
. 緑色連鎖球菌で は 4 喝 /1 0 g に 過 ぎ

な か っ た . さ ら に
,

ト リ グリ セ リ ドお よ び遊離脂肪酸

の 含量 は
,
C 2 0 3 U 薗 で は他の 連鎖 球菌にくら ぺて多く,

そ れ ぞ れ6 m g / 1 0 g 以上含 まれ て い たが , S u 菌 お よ び

Bl a c k m o r e 菌の 遊離脂肪酸の 含量 は 3 .6 m g / 10 g と

3 . 8 喝 / 1 0 g で あ っ た . 以上の 如 く 中性脂質の 組 成 が

連鎖球菌の 種類 に よ っ て 異 な る成績 を得た が
, 連鎖球

菌の 主要 な 中性脂質 は ジ グ リセ リ ドお よび 遊離脂肪酸

で あ っ た .

3 . 連 鎖球菌脂質 の脂肪酸構成

リ ン 脂質 , 糖 脂質お よ び中性脂質の 脂肪酸構成 に つ

い て の 実験成 績は 次の 如 く で あ っ た(衰 7 ) . すな わ ち ,

S u 菌の ジホ ス フ ァ チ ジル グ リセ ロ ー ル お よ び 糖脂 質

( モ ノ グル コ シ ル ジグ リ セ ラ イ ドと ジ グル コ シ ル ジ グ

リ セ ラ イ ド) で は C l餌
の 飽和脂肪酸が最 も多く 構成脂

肪酸の 6 0% 以上を 占め て お り , 次に 多い の は C l 餌 の 飽

和脂肪酸 で t 両飽和脂肪酸が 構成脂肪酸の 90 % に達 し

T a bl e 7 .
F a tt y a cid c o m p o siti o n o f p h o s p h 坤pid s aJ ld gl y c (心p id s o f str ep t o c o c ci *

H e m ol y ti c Lip id F a tty a cid c o m p o siti o n o f 滋p id s ( %)
* * *
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,
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-
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S tI ai n S u .

て い た . しか し . S u 菌 の ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル

で は C 臓 ｡ の 飽和脂肪酸以 外 に C
1 6‥1 と C 1 8;1 の不飽和脂

肪酸が 多 く
, 両不飽和脂肪酸 が構成 脂 肪酸 の 34% に 達

して い た ( 図5 ) . Bl a c k m o r e 菌 で も,
C 1 6=0 の 飽和脂

肪酸が リ ン 脂 質お よ び モ◆ノ ダ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド

の 構成脂肪酸 の 6 0% 以 上 を 占 め て い たが
.

ジ グ ル コ

シ ル ジ グリ セ ライ ド で は C は l の 不飽和脂肪酸が 著 しく

多 く構成脂肪酸 の 57 % に 達 し て お り , C l 餌 の 飽和脂

肪酸 は C 駄 l
の 不飽和脂肪酸 の 半 分 に す ぎな か っ た . な

お ,
モ ノ グ ル コ シル ジ グリ セ ラ イ ド に は , C 16 :1 ,

C 1 8:1 な

ど の 不飽和脂肪酸が 比較的 多く 含 ま れ七い た . し か し

な が ら , C 2 0 3 U 菌の リ ン 脂質 お よ び糖脂質 の 脂肪酸構

成 は S u 菌や Bl a c k m o r e 菌 の 脂 肪酸構成 と は か なり

異 なり ,
C 2 0 3 U 菌の 糖脂質 で は C 1 8=1 の 不 飽和脂肪酸 が

多く
t 構成脂肪敢 の 50 % 以 上 を 占め

,
つ い で C 16 :0 の

飽和脂肪酸が 多く 両脂肪酸 が 構成脂肪酸の 80% に 達 し

て い た . ま た
,
C 2 0 3 口 菌の ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ

ー

ル で は C 1 6 :｡ と C . 帥 の 飽和脂肪酸が 多 く
_
( 4 2 % と3 2 %) ,

ジホ ス フ ァ チ ジル グリ ヤ ロ
ー ル で は C 18 :1 甲不飽 和脂肪

酸が 39 %
,
C 16 ;0 の 飽和 脂 肪 酸 が 3 5 % で あ っ た .

他方 . 緑色連鎖球菌 で はそ れ ぞ れ の 脂質 ごと に 脂肪

酸構成が 異な っ て い た
.

ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル

で は C 16 ;｡
の 飽和脂肪酸と q 放 l の 不飽和脂肪酸が 多く ･

それ ぞ れ構成脂肪酸の 42 % と36 % を 占め て お り ,
C 14 :0

の 飽和脂肪酸 も 13 % と比較的多く 含 まれ て い た . 糖脂

質 に は C 16 畑 の 飽和脂肪酸 お よ び C 18 1 と C 18 :1 の 不飽和脂

肪酸が 多 く .
モ ノ グ ル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ドで は それ

ぞ れ構成脂肪酸 の 27% . 1 0 % お よ び 50 % を 占めて おり
,

ジ グ ル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド で は 構 成 脂 肪 酸 の

43% . 1 0 % お よ び 38 % を 占め て い た . しか し緑色連鎖球

菌の ジホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ
ー ル に は , C 胴

の 飽和

脂 肪酸が 多く 含ま れ て い た . すな わ ち ,
ジホ ス フ ァ チ

ジ ル グリ セ ロ
ー ル の 主 要 な構成脂肪酸 は C lO :0 ( 1 7 % )

t

C 14 :0 ( 1 0 % ) , C 16 : 0 ( 4 5 % ) お よ び C 18 :l ( 1 7 % ) で あ っ た .

表 8 は リ ン 脂質 お よ び糖脂質 の 脂肪酸構成を 飽和脂肪

酸 と不飽和脂肪酸 に わ け て 比較表示 し た もの で ,S u 菌

の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ
ー ル お よ び糖脂質で は飽

和脂肪酸 が不飽 和脂 肪酸 よ り も多 く 8 倍 以 上 で あ っ

た . C 2 0 3 U. 薗の リ ン 脂質 や糖 脂質 で は不飽和脂肪酸が

飽和脂 肪酸 よ り も多 い 傾向に あ り t
ジ グル コ シ ル ジグ

リ セ ラ イ ドに 結合 した 不飽和脂肪 酸の 童は飽 和脂肪酸

の 3 倍以 上 に な っ て い た . B l a c k m o r e 菌や 緑色連鎖球

菌の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロ
ー ル で は

, 飽和脂肪酸

が 不飽和脂肪酸 より も 3
-

5 倍多か っ たが
, 糖脂質で

は 両 脂 肪 酸 の 量 に 著 し い 差 異 が 認 め ら れ な か っ

た
4 5 卜 4 7 )

表 9 は 中性脂質 の 脂肪酸構成 の 成 績 を 示 し た も の

で
.
S u 菌の 遊 離脂肪 酸 ,

モ ノ グリ セ リ ド お よ び ト リグ

リ セ リ ドで は C 16‥0 の 飽和脂肪 酸が最 も 多く , 構成脂肪

酸の 40 % を 占め て お り , 次に 多い の は C 18 :0 の 飽和脂肪

酸 で 両 飽和脂肪酸が 構成脂肪酸の 70% に 達 して い た .

ま た , 1 . 2 ジ グ リ セ リ ド で は C 別
の 不 飽和脂肪酸 が 最

も多く 構成脂肪酸の 43 % を 占めて お り ,
C I6 :l の 不飽和

脂肪酸を 合せ る と構成脂肪酸の 52% が 不 飽 和 脂肪酸

で あ っ た . し か し , 1 ,3 ジ グIj セ リ ド で は C 抽 0 の 飽和脂

肪酸が 最 も 多く構成脂肪 酸の 72% を 占め , 1 , 2 ジ グリ

セ リ ドの 脂 肪酸 量 と 著 しく 異な っ て い た .
B l a c k m o r e

菌 の トリ グリ セ リ ドと ス ≠ロ
ー

ル エ ス テ ル で は
,
C 胴

の 飽 和脂肪酸が 最 も多く 構成脂肪 酸 の 50% を 占 め
.

C 18‥｡ の 飽和脂肪酸を 合せ る と
, 両飽和脂肪酸で 構 成脂

肪酸 の 6 0% に 達 して い た . ま た
,
遊離脂肪酸 . 1 , 2 ジ グ

リセ リ ド お よ び 1 , 3 ジ グ リ セ リ ド に は C 削 と C 肱l
の 不

飽和脂肪酸が 多 く含 まれ
,
両不飽和脂肪酸で 構成脂肪

酸の 30% 以 上 に 達 し て い た . S u 菌の 1
,
2 ジ グ リ セ リ

ド と 1
,
3 ジ グリ セ リ ド で は構成脂肪酸 塞が異 な っ て い

た が , B l a c k m o r e 菌で は C 18 :l の 不飽和脂肪酸が 両脂質

と も ,
C は ｡ の 飽和脂肪酸畳の 3 倍含ま れ て お り構 成階

肪酸量 は類似 し て い たこ C 2 0 3 U 繭の 遊離脂肪酸･

モ ノ

グ リ セ リ ド お よ び 1 ,3 ジグ リ セ リ ド で は C l& ;0 の 飽和脂

肪酸 が最 も 多く
,

次 に 多い の が C 胴
の 飽和脂肪酸で 両

飽和 脂肪 酸が 構成脂 肪酸の 80 % を 占め て い た ･ ま た ･
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トリ グ リ セ リ ド と ス テ ロ
ー

ル エ ス テ ル で は S u 菌 や

Bl a c k m o r e 菌と 同様 に C 16 : 0 の 飽 和 脂 肪 酸 が 最 も 多

く ,
C ほ ｡ の 飽和脂肪 酸を 合せ る と両飽和脂肪酸が 構 成

脂肪酸の 86% に 達 して い た ･ ま た
,
1

,
2 ジ グ リ セ リ ドで

は C はl
の 不飽和脂肪酸を 多く含ん で い たが ( C 胴 の 3

倍量) , 遊離脂肪酸で は 他の 溶連菌 に く ら べ て 不飽和脂

肪酸が著 しく 少な く 1/ 5 以下 で あ っ た . 他方 , 緑色連

鎖球菌の 遊離脂肪酸で は C 16こ0 の 飽 和 脂 肪 酸 が 最 も 多

く ,
C 1 8 :｡ の 飽和脂肪酸を 合せ る と両飽和脂肪酸 で 構 成

脂肪酸の 89% に 達 して お り , 不 飽和脂肪酸量 は S u 菌

やBl a c k m o r e 菌 に く ら べ て 少 な か っ た . ま た
,
1

,
2 ジ

グリ セ リ ド と モ ノ グ リ セ リ ドで は C 1 8 :1 の 不飽和脂肪酸

が多く 含ま れ構成脂肪酸の 20 % を 越 え て い た . 特 に

1 ,2 ジ グリ セ リ ド で は C は 1 の 不飽和脂肪酸が C l &:0 の 飽

和脂肪酸の 10 倍 に 達 して い た
. 以 上 の こ とか ら

, 不飽

和脂肪酸 ( C l 帖 C 16!l , C 18 :1 お よ び C I か2) が最 も多く 含

ま れ る の は Bl a c k m o r e 菌の 中性脂質 ( 含有量: 33 %)

で 最も少 な か っ た の は . C 2 0 3 U 菌の 中性脂質( 含有盈:

14 %) で あ っ た .

考 察

薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー お よ び ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー に よ っ て

,
A 群溶連菌(S u 菌 ,

B l a c k m o r e

菌お よ び C 2 0 3 U 菌) の 総脂質に は 4 種類の リ ン 脂 質

と2 種類 の 糖 脂質が含 まれ て い る こ と が 明 ら か に さ

れ . リ ン 脂質は ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸,
ホ ス フ ァ チ ジル グ

リセ ロ ー ル
,

ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル お よ び ジ

グ ル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロ ー ル で あ り , 糖脂

質 はモ ノ グ ル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド と ジ グル コ シ ル ジ

グ リセ ラ イ ドで あ る と同定 され た
2 7)4 4 ) 4 8~ 5 1 )

. し か し
, 緑
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fIe m ol y d c Li pi d
R e h ti v e a m o u n ts o f 止pi d s

* *

u n s a t u r at e d a cid s /

S tr e P t O C O C Ci c o m p o n e n ts * S a tu r a t ed U n s a t u r at e d S a tu r a t ed a ci d s

fh tt y a cid s fh tt y a cid s

uS
=

削tS

S t工a血

B l a ck m o r e

S t 工a血I

C 2 0 3 ロ

A vi ri d an S

St工a血l

P G

肌

蹴

温
和

D P ｡

旧

識
P G

D p G

M G ｡

D G ｡

囲

P G

肌

M G ｡

温

4

8

8

つ
】

3

7

0

7

1

5

5

Q
ノ

3

3

0

7

5

5

5

2

3

3

4

っ
-

4

1
凸

フ

′

b
▼
Q
ノ

`
V

1

7

つ
一

(

∠

4

0

つ
ー

0

4
0
0

1

つ
】

3

7

1

3

1

つ
一

l

l

つ
`

▲

ワ
一

つ
J

4

0
0

0

1

q
′

8

(

U

8

3

7
0
〇

一

)ヽ

(

U

つ
J

5

3

5

5

7

2

q
′

1

0
つ
J

一つ
-

7

0

1

つ
J

4

q
ノ

0

9

3
′

▲

U

Q
ノ

0

3

0

4
0
0

2 .0 5

* P G
, P h o s p h atid yl gl y c e r oI s; D P G
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･
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* *
R el a ti v e a m o u n ts o f s a t u r at e d o r u n s a t u r a t e d f att y a cid s w e r e c al c ul at e d a s f b 皿o w s :

R el a ti v e a m o u n ts o f li pi d s
=

C o n t e n ts o f 追pi d c o m p o n e n t s ( m B) × 二払tt y a cid C O m p O Siti o n ( % )

1 0 0



2 0 8

色連鎖球菌の 総脂質に は 上記 の 糖脂慣以 外 に ト リ グ ル

コ シ ル ジ グ リセ ラ イ ドが 含ま れ て い た
2 7)3 錮 4)

. ま た . 溶

連菌 の 松脂質 に は ,
モ ノ グリ セ リ ド

,
ジ グリ セ リ ド ,

遊離脂肪酸 . 脂肪敢の メ チ ル エ ス テ ル
,

ス テ ロ
ー ル な

どの 中性脂質 が含 ま れて お り . 緑色連鎖球菌の 中性脂

質 と類似 して い た .

実験 に 用い ら れ た 3 種頬 の 溶連 歯の 脂質 の 構成 は ,

リ ン 脂質 , 糖脂質 お よ び中性脂質 と も共通 し て お り ,

緑色連鎖球菌に お い て も同様 で あ っ た が
.

こ れ ら 各脂

質の 構成成分の 含量は表 10 に み られ る如 く そ れ ぞ れ

異 な っ て い た . しか し
,

一 般 に 溶 連菌で は , 糖 脂質の

ジグ ル コ シ ル ジ グ リセ ラ イ ドが 多く . 緑色連鎖 球菌で

は
t

リ ン 脂質の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ
ー ル が 多か

っ た が , 糖 脂質 は溶連俄に く ら べ て 少な か っ た .

ま た リ ン 脂質 , 糖脂質お よび 中性 脂質の 構成脂肪酸

の ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よる 分析実験か ら

,
S u 菌

の リ ン 脂質 や 糖 脂 質 に は 飽 和 脂 肪 酸 が 多 い こ と ,

C 2 0 3 U 菌の リ ン 脂質 お よ び糖脂質 に は不飽 和 脂肪酸

が 多 い こ と , さ ら に Bl a c k m o r e 菌 の 脂質 の 構 成 脂肪

酸 は S u 菌 や C2 0 3 U 菌 と 異な る こ と な ど の 成 績 が 得

られ た .

一 方 .
A 群溶 連菌に 属す る S u 菌 ,

Bl a c k m o r e 菌

よ び C 2 0 3 U 菌 ほ ス ト レ プ ト リ ジ ン 産生能 が 異 な る こ

と が 報告さ れ て い る
8}

. す なわ ち , S u 菌 は ス ト レ プト

リ ジ ン S お よ び 0 を 産生す るが
,
B l a c k m o r e 菌 は ス

ト レ プ ト リ ジ ン S の みを 産生 し
.
C 2 0 3 U 菌 は ス ト レ
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*
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プ ト リ ジ ン 0 の み を 産 生 す る
｡

ま た
,

S u 菌 と

Bl a c k r n o r e 菌 は抗腫瘍 作用 を示す が . C 2 0 3 U 菌は抗

腫瘍作用を 示さ な い
. 他方 , 緑色連鎖 球菌 は ス ト レ プ

トリ ジ ン S お よ び 0 を 産生 せず , 抗腫瘍作用 を 示さ な

い な ど
‖2)

,
こ れ ら 4 種頬の 連鎖球菌 は それ ぞれ 生物学

的性状が異 な っ て い る .

本研究で は 4 種類の 連銭球 菌 t す な わ ち , 溶 連 菌

S u
. 溶連菌Bl a c k 血 O r e

, 溶連 菌 C 2 0 3 U お よ び 緑 色

連鎖球菌の 問に は リ ン 脂質 , 糖 脂質 ま た は 中性脂質の

組成ある い は脂肪酸構成 に 遠い が あ る こ と を実証 し た

の で あ るが ,
こ れ ら は そ れぞ れ の 連鎖球菌 の 生物学的

性状の 遠 い に 関係 が あ る もの と 考え られ
,

さ ら
'

に くわ

しい研究が 必要 で あ る
4) 珊

結 論

3 種類の A 群 溶連菌 (S u 菌 ､
B l a c k m o r e 菌お よ び

C 20 3 U 菌) な らび に 緑色連鎖球菌の リ ン 脂質, 糖脂質

および 中性脂質の 組 成と脂質の 脂肪酸構成を 調 べ て 以

下の 成績 を得た .

1 . S u 薗 およ ぴ Bl a c k m o r e 菌 の 主 要 な 脂 質成 分

は,
ジグ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド

,
モ ノ グル コ シ ル ジ

グリ セ ライ ド お よ び ジホ ス フ ァ チ ジル グリセ ロ
ー ル で

あ っ た
.

し か し , 糖 脂 質 の 構 成 成 分 は S u 菌 と

Bl a c k m o r e 菌 と で は著 しく異 な っ て い た
.

2 . C 2 0 3 U 菌 で は ジ グル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド と

ジ ホ ス フ ァ チ ジル グ リセ ロ
ー

ル が 主 要 な 成 分 で あ っ

た .

3 . 緑色連鎖球菌 に は ジホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ

ー ル が 著 しく 多く含 まれ て お り . 糖脂質の 含量 は リ ン

脂質量に 比較 して 少 なか っ た .

4 . S u 菌の リ ン 脂質や 糖脂質の 構 成 脂肪 酸 に は 飽

和脂肪酸が 多か っ た が
,
C 2 0 3 U 菌の 脂質の 構成脂肪酸

に は不飽和脂肪酸が 多か っ た . ま た
. 4 種類の 連鎖球菌

の リ ン 脂質 , 糖脂質お よ び中性脂質の 脂肪酸構成 はそ

れ ぞ れの 菌 に よ っ て 著 しく異 な っ て い た .

稿を終る に の ぞ み , 御指導御校閲を賜っ た正印連教授 な ら

びに 本研究 に対 し直接の 御指導 を賜わりま した 木地茂助教授

に深く 感謝 の 意を 表 しま す .
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,
M . A . & M o s s

,
C . W . : C e11 u l a r f a tt y

a ci d c o m p o si ti o n o f S t r e p t o c o c c u s m u t a n s a n d

r el a t e d s t r e p t o c o c ci . J . D e n t . R e s .
,
5 5

,
A 9 6

-

1 0 2

(1 9 7 6).

4 7) F i s c h e r
,
W . : T h e p o l a r li pi d s o f g r o u p B

S t r e p t o c o c ci . Ⅱ . C o m p o si ti o n a n d p o siti o n aI

d i s t ri b u ti o n o f f a tt y a ci d s . B i o c hi m . B i o p h y s .

A ct a , 4 8 7 , 8 9
-

1 0 4 ( 1 9 7 7).

4 8) C o h e n , M . & P a n o s , C . : M e m b r a n e li pi d

C O m p O Si ti o n o f S t r e p t o c o c c u s p y o g e n e s a n d

d e ri v e d L f o r m . B i o c h e m i s t r y ,
5

,
2 3 8 5 M 2 3 9 2

(1 9 6 6) .

4 9) S a n t o s M o t a
,
J . M . , K a m p ,

J . A . F .
,
V e r h eij ,

H . M . & D e e n e n
,

L . L . : P h o s p h o li p i d s o f

S t r e p t o c o c c u s f a e c a li s . J . B a c t e ri o l .
,
1 0 4

,
6 1 l -

6 1 9 ( 1 9 7 0) .

5 0) M o n t g o m e ri
,
J . Z .

,
K a pl a n

,
D .

,
S c h o t z

,
M . &

G u z e , L . B . : E ff e c t o f s e r u m o n p h o s p h o l i pi d s

O f S t r e p t o c o c c u s f a e c a li s . I rlf e ct .
I m m u n it y ,

1 4
,
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9 5 l
-

9 5 4 (1 9 7 6) .

5 且) Fi s c h e r , W .
: T h e p o l a r li pi d s o f g r o u p B

S t r e♪t O C O C Ci . Ⅰ . G l u c o s yl a t e d di p h o s p h a ti d yl

gl y c e r o l
, a n O r m a l gl y c o p h o s p h o li pi d ･ Bi o c hi m .

B i o p h y s . A c t a
,
4 8 7

,
7 4

-

8 8 ( 1 9 7 7) ･
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輌 e 馳 ep ぬC 鵬 e主 監o u 由k u 鮎t毎ぬ a
,

伽 p art 皿 ¢n t O f 馳 ar 皿 a C Ol o gy , S ch o ol of M 祀 血 e
,

K a n a z a w a U niv e r sit y , K a n a z a w a 9 2 0 - J
.
J u z e n M e d . S o c .

,
9 0

,
1 9 6 - 2 1 3 ( 1 9 8 1) ･

K e y w o rd s : H e m oly ti c s tr e p t o c o c ci ,
1ipid c o m p o siti o n

,
fht ty a cid p at t e m

, p h o sp h olip id s
,

由y c olip id s

A b s 血a c t

L i p id c o m p o siti o n o f f o u r h e m o ly ti c st r e p t o c o c ci ( St r ai n S u
,

St r a in B l a c k m o r e
,
St r ai n C 2 0 3 U

a n d a vi ri d a n s st r ai n ) w a s e x a m i n e d b y t h i n J ay e r
, p a P e r a n d g a s -1i q ui d c h r o m a t o g r a p h y .

S t r e p t o c o c c al c ell s w e r e c u lt u r e d i n W o o d an d G u n s al u s m e d i u m a t 3 7
0

c f o r 1 2 h o u rs
,

a n d

t h e t o t a l li p i d s w e r e e x t r a c t e d f r o m t h e c ell s a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d o f F oI c h e t al ( y i el d s o f

t ot al li p i d s f r o m l O g o f w e t c e ll s : a b o ut 4 5 m g f o r a vi ri d a n s st r ai n a n d l O O m g f or o t h e r $ tr ai n s) .

B y t w o
- d i m e n si o n al t h i n

-l a y e r c h r o m at o g r a p h y
,
t h e t o t al 1i p i d s o f t h r e e str ai n s o f h e m ol y ti c

st r e p t o c o c ci ( S u
,
B l a c k m o r e an d C 2 0 3 U) w e r e s e p a r at e d i n t o l O c o m p o n e n t s

,
4 0 f w hi c h w e r e

P h o sp h olip id s a n d 2 c o m p o n e n t s w e r e gl y c o li p i d s . H o w e v e r
,
3 gl y c olip id s w e r e f o u n d i n t h e

t ot al 正pid s f r o m t h e c e】ユs o f a vi ri d a n s st r ai n . O n t h e o t h e r h a n d , ff e e f at t y a c id s , g ly c e ri d e s an d

st e r oI s w e r e f o u n d i n t h e t o t al li p i d s o f t h e st r e p t o c o c ci e x a m i n e d . A c c o r d i n g t o t h e p a p e r

C h r o m at o g r a p h y o f w at e r
- S O l u b l e d e a c yl a t e d p r o d u c t s an d h y d r ol y s a t e $ O f e a c h c o m p o n e n t , t h e

p h o sp h o u p id s o f t h r e e st r e p t o c o c ci ( St r ai n S u
,
B l a c k m o r e an d C 2 0 3 U) w e r e id e n tifie d a s d ib h o -

SP h ati d yl gl y c e r o I s
, P h o s p h ati d y l g ly c e r o I s

, p h o sp h ati d i c a ci d s a n d digl u c o s y l p h o sp h a ti d y l

gly c e r oI s
,

a n d t h e g ly c o lip i d s o f t h e s e st r e p t o c o c ci a s d igl u c o sy l d igl y c e ri d e s a n d m o n o gl u c o s y l

d igl y c e ri d e s , r e S P e Cti v el y , T h e p h o 声p h o li p i d s an d gl y c o吐pid s f r o m t h e c ell s o f a vi ri d a n s st r ai n

W 8 r e Si m 止a r t o t h o s e f r o m t h e o t h e r st r e p t o c o c ci , e X C e P t a g l y c o 止p i d i d e n ti fi e d as t ri g h c o s y l

digl y c e ri d e s .

T h e q u a n titi e s o f p h o sp h o u p i d s an d gl y c o li p i d s
,
h o w e v e r

,
m a r k e d ly d i ff e r e d w it h t h e st r e p t o -

C O C Ci e x a m i n e d
. T w o h e m o l y ti c st r e p t o c o c ci

,
St r a in B l a c k m o re a n d C 2 0 3 U

,
C O n t ai n e d a l a rg e

a m o u n t o f digl u c o s y l di gl y c e ri d e s ( a b o u t 5 0 % o f t o t al li p i d s) , an d t h e c o n t e n t s o f d igl u c o sy l

digl y c e ri d e s a n d m o n o gl u c o sy l d igl y c e ri d e s i n t h e c ell s o f S u s t r ai n w e r e a b o u t 3 0 % a n d 2 5 % . I n

C O n t r a St
,
t h e gl y c o li p i d c o n t e n t s i n t h e c e u s o f a v i ri d an S St r ai n w e r e a b o u t 2 0 % . D i p h o sp h a ti d y l

gl y c e r o Is w e r e a m ai n c o m p o n e n t i n t h e c e11 s o f a v i ri d a n s st r ai n ( a b o u t 5 0 % ) ,
W h e r e a s t h e

a m o u n t s o f t h is p h o sp h o lip id s i n t h e o t h e r s t r e p t o c o c ci w e r e 1 2 - 1 6 % .

I n a d d iti o n
,

a Sig n ifi c a n t d if fe r e n c e w a s f o u n d in t h e f a tt y a cid p a tt e r n o f p h o s p h olip id s an d

gl y c o lip i d s a m o n g f o u r h e m o l y ti c st r e p t o c o c ci . T h e r a ti o o f u n s a t u r a t e d f a tt y a ci d s t o s at u r at e d

f att y a ci d s i n t h e s e li p i d s w a s O .1 1 f o r S u st r a i n
,
0 . 8 2 f o r B l a c k m o r e s t r ai n , 2 .0 5 f o r C 2 0 3 U

St r ai n a n d O ･4 9 f o r a v i ri d a n s st r ai n
,

r e S p e C ti v e ly ■
F a tt y a ci d p at t e rn O f n e u t r al u p id s o f h e m o

-

1 y ti c st r e p t o c o c ci w a s si m il a r t o t h o s e o f p h o s p h o lip i d s o r gl y c o lip i d s .

T h e s e r e s u lt s i n d i c at e t h a t a m a r k e d d i ff e r e n c e i s f o u n d i n t h e q u a n titi e s o f p h o s p h o li p id s a n d

gl y c oli p id s o r i n t h e f att y a ci d p at t e rn O f t h e s e lip i d s a m o n g f o u r h e m o l y ti c st r e p t o c o c ci
.


