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A 群溶連菌 の リ ン 脂質お よ び糖脂質 に つ い て

金沢 大学医学部薬理学教室 ( 主任 ; 正印 連教授)

木 越

耕

義

島

( 昭和5 3年10 月27 日受付)

A 群溶連 菌に は抗腫瘍作用 を示すもの が あ り , 抗腫

瘍性溶連菌に つ い て 多 く の 研究 が なさ れ て い る
り2】

. し

か し なが ら . 抗腫瘍作用 に 関連が あ る と考え ら れ る溶

連 菌の 菌体 成分 に つ い て は ほ と ん ど知 られ て い な い
.

他方 , 細菌の リ ン脂質 あ る い は糖脂質の 組成 が菌 の 種

類 に よ っ て 著 L く異 な る こ とが 報告さ れ て お り t こ れ

ら の 脂質の 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 示唆 され て い る
3州

. し た が っ て .

溶連薗の 抗腫瘍作用 と菌休脂質 との 間に は何 らか の 関

係が あ る の で は ない か と推察 さ れ る .

A 群溶連 菌に は, ス ト レ プ トリ ジ ン S お よ ぴ 0 を産

生 す る薗( S v 菌 . S u 菌 , C 203 S 薗な ど) , ス ト レプ

ト リ ジ ン S の みを産生 す る 薗( Bl a c k m o r e 薗) お よ び

ス ト レ プ ト リ ジン 0 の み を産生す る菌 ( C203 U 薗) の

3 種類が あ るが . ス ト レ プ トリ ジ ン S を産生 する菌の

み が抗腫瘍作用 を示す こ とが 報告さ れ て い る
引

, 本研究

は , 溶 連 菌 S u の リ ン 脂 質 お よ び 糖脂 質 を 溶 連 菌

Bl a c k m o r e あ る い は溶連菌 C203 U の脂 質と 比較 しな

が ら , 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー な ら び に ペ

ー パ ー
･ ク

ロ マ ト グラ フ
ィ

ー

で 検討し た もの で あ る .

実験材料 お よ び方法

1 . 溶遵蘭株

数室 保 存 の 3 種 類 の A 群 溶 連 菌 ,
S u 薗 ,

B l a c k m o r e 菌お よ び C203 U 菌 を使用 した
5)

.

2 . 溶連菌の 培養

溶連 菌の 培養に は W o o d らの 合成培地
8
庵 用い た .

合成培 地の 組成 はB a c t o t r y p t o n e 20 g ,
B a c t o y e a s t

e x t r a c t l O g ,
K H 2P O 4 5 g ,

ブ ド ウ 糖 1 g , 精 製 水 11

で , 10 % N a H C O 3 で P H を 7 .3 に 調整 し た の ち ,

茂

作

則

也

120
0

c で 20 分間滅 菌し た も の を 用い た . 溶連菌の 合成

培地 に よ る 培 養液 200 m ほ 10上 の 合 成培 地 に 接種

し ･ 37
0

c で 1 2 時間培養 した の ち , 低温下 で 連続 遠JL､

( 1 0 ･ 000 r p m , 10 0 ml / 分) に より 集薗し . 菌体を生理

食塩水で 2 匝儀 浄 し た( 菌収量 は湿重量 で 20 - 25 g) .

3 . 溶連菌脂質の抽 出

溶連菌脂質 はF o I c h ら の 方法
7I
に よ っ て 抽出 し た

.

す な わち . 溶 連薗20 - 2 5 g を2 0 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 畳 の 生理 食塩 水を 加え て 混和し,

4
0

c 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

0

c で 濃

縮 して 油状物 質( 絵脂質) 2 ～ 2 .5 g を 得た . 得られた

総脂質を 100 山 の ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル に 溶解

し , 使用する ま で - 2 0
0

c に 保存 し た .

4 ･ 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー によ る 溶連菌脂質の分

離 ｡ 同定

(i) ク ロ マ ト プ レ ー

ト の 作製

ク ロ マ ト プ レ ー ト は S t a h l の 方法
8 )

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 ( 20 × 20 c m )

に 載せ て シリ カ ゲ ル の 薄層( 厚さ : 0 .2 5 m m ) を作り,

一

夜乾燥後 . 薄層 を 110
0

c で 30 分間加熱 し て 活 性化

し , 放冷後に 実験 に 用 い た .

(ii ) 展開溶媒

溶 媒 A : ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ○ 水

( 6 5 : 2 5 : 4 . v / v )
9 1

, 溶媒B : ジイ ソ プ チ ル ケ ト

ン ･ 酢酸 ･ 水( 80 : 50 : 10 , V / v )
刷

. 溶媒 C : 塩化

エ チ レ ン ･ メ タノ ー ル ( 9 8 : 2 . v / v )
川

. 溶媒 D : n

P h o s p h oli pid s a n d G ly c olip i d s of G r o u p A H e m ol y ti c s t r e p t o c o c ci . S h i g e r u K i g o s h i ,

E o u $ a k u K it aji m a
, Y o s h i n o ri ‡h y a $ hi a n d K a z u y a N i s hi . D e p a rt m e n t of P h a r m a c o l o g y

(D i r e c t o r ; P r of . S . S h o i n) , S c h o o l of M e d ici n e
, K a n a z a w a U n i v e r s i t y .



溶連歯の リ ソ 脂質お よ び楯脂賀

_ ヘ キサ ン ｡ エ チ ル エ ー テ ル ｡ 酢 酸 ( 70 : 30 : 2 ,

Ⅴ/ V )
1 21

.

(iii) 発色試薬

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

出)
13 l

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

ル溶液 , 脂質の 検 出)
川

. (C ) 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)
一引

. ( d ) 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20 % 酢酸 100 m = こ

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 m ほ よ び 水70 m ほ 混和し て

使用 .
コ リ ン の 検出)

9 J
t ( e) D i tt 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2 5 N 硫酸 1J に 加

熱溶解した も の
, B 液 : 粒末 モ リ ブ デ ン 1 . 78 g を A

液500 m = こ加熱溶解し 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)
l 引

.(f ) ア ン ス ロ ン

試薬 ( ア ン ス ロ ン 0 . 5 g と チ オ尿素 10 g を 66 % 硫 酸

1J に溶か し たもの
, 糖脂質 の 検出)

1 7}
, ( g ) ア ン チ

モ ン試薬( 三塩化 ア ン チ モ ン 25 g を ク ロ ロ ホ ル ム 7 5 g

に溶解した も の . ス テ ロ ー ル 規の 検出)
岬

. ( h ) 過

塩素酸試薬 ( 20 % 水溶液 , ス テ ロ ー ル類 の 検出)
珊

.

ヨ
ー

ド試薬 お よ ぴ Di tt 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 ま で 発色させ
, そ の

他の 試薬 を噴霧 した 場合 はプ レ ー

トを 110
0

c で 加熱 し

て 発色させ た .

(i v ) 溶遵薗脂質の 分離お よ び検出

溶遵歯脂質 の 分離 は二 次元薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

でお こ な っ た . す なわ ち , ク ロ マ ト プ レ ー ト の
一 隅( 両

端か ら2 . 5 c m ) に 3 0 ～ 40 m g の 脂質を マ イ ク ロ ピ ペ

ッ トで 点状 に ス ポ ッ ト し . あ らか じ め 展開溶 媒 A200

扉を入れて 槽内を溶媒蒸気で 飽和さ せ た展 開槽 内に ク

ロ マ トプ レ ー ト を置 い た . 溶媒尖端が 脂質 塗布点か ら

15 c m 上昇 して か ら ク ロ マ ト プ レ ー ト を 展開槽 より 取

り出し . ド ラ イ ヤ ー

で 1 5 ～ 20 分間乾燥さ せ た .
つ ぎ

に . プ レ ー

トを 90 度回 転さ せ て
, 溶媒 B200 山 を入れ

た別の 展開槽内に 置 い た . 2 回目 の 展 開 が 終 っ て か

ら. ク ロ マ ト プ レ
ー

ト を充分に 乾燥さ せ , 噴霧試薬 を

剛 ､ て 脂質 を検出し た .

なお , ク ロ マ ト プ レ ー トか ら 回収 し た 一 部の 脂質 に

つ い て , 溶媒 C お よ び D を用い る二 次元薄層ク ロ マ ト

グラ フ ィ
ー に よ っ て 脂質 の 種蝮を調 べ た . こ の 際 , 標

準物質と し て コ レ ス テ ロ ー ル ( M e r c k ) お よ び コ レ ス

テ ロ ー ル ｡ ノヾ ル ミ テ p ト ( S i g m a ) を 用い た .

ア ミノ 基を含む 脂質 . リ ン脂質お よ び糖脂質を 一 枚

の プ レ ｢ 卜上 に検出する た め に
,

は じ め に ヨ
ー

ト試薬

を噴霧して 脂質の ス ポ ッ ト の 位置を確認 し た の ち
,

ニ

6 65

ン ヒ ド リ ン 試薬 で ア ミ ノ 基の 有無を調 べ
. D i tt m e r

-

L e s te r 試薬で リ ンの 存在を確め , さ い ごに ア ン ス ロ ン

試薬で 糖 を検 出した . ま た . ア ミ ノ 基を含む脂質 .
コ

リ ン を含 む脂質お よび ス テ ロ
ー ル類 を

一 枚 の プ レ ー

ト

で 検出する た め に , ヨ
ー

ド試薬で 脂質を検出し た の ち .

ニ ン ヒ ドリ ン試薬 . D r a o g e n d o rff 試薬 ,過塩素酸試

薬 を順次に使用 して 脂質 の 種類を調 べ た .

4 . 脂 質水解産物の ペ ー パ ー

｡ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

ニ 次元 法で分離さ れ た脂質画分を ク ロ マ トプ レ ー

ト

よ り回収し て ペ ー パ ー
｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に 用 い

た , す なわ ち
. 溶連薗の 総脂質 70 ～ 80 m g を ク ロ マ ト

プ レ ー ト ( 厚さ : 0 . 5 m m ) に ス ポ ッ ト し . 溶媒 A お

よ び B を 用い て 二 次元法で展開 した の ち , ヨ
ー ド試薬

で ス ポ ッ トの 位 置を確 めて 脂質を含む シ リカ ゲ ル を プ

レ
ー

ト か ら 採取 し . ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル

( 2 : 1 .
v / v ) で脂質を 抽出し た .

(i) リ ン 脂質

ク ロ マ ト プ レ ー

トか ら回収し た リ ン 脂質の 各画分を

B e n s o n
･ M a r u o の 方法細

で 脱 ア シ ル 化し た . リ ン 脂質

の メ タ ノ ー ル 溶液 (脂質畳 : 10 ～

1 5 m g ) 5 ml と

0 .1 N K O H メ タノ ー ル 液5 m ほ 混和 し て 3 7
0

c に 15

分間置い た の ち , 氷冷し , D o w e x 50 ( H
+

型) を 加

えて 中和し た .
つ い で , ガ ラ ス 線維を つ め た濾斗 で 樹

脂 を除去し て か ら . 適当量 の ク ロ ロ ホ ル ム お よ び水を

加 えて ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル ｡ 水 の 組 成 比 が

4 : 2 : 1 ( V / v ) に な る よう に し て 混和し た . 混液

がこ 層 に 分離し て か ら , 水溶性物質を含む上層 を 採り .

上層液 に つ い て , D a w s o n の 方法
2 り

に よ っ て二 次元

ペ
ー パ ー

｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を お こ な っ た . す な わ

ち , 濾紙 ( 東洋濾紙 N o .50 . 40 × 40 c m ) の 一 隅( 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 ( 100

: 10 : 1 2 ,
Ⅴ/ v )

紺
を用 い て 上 昇 法 で 1 6 時 間 展 開

し た の ち . 濾紙を ド ライ ヤ ー で 充分 に 乾燥 して か ら濾

紙を 90 度回転さ せ ,
メ タ ノ ー

ル ･ ギ 酸 ･ 水 ( 80 :

13 : 7 ,
V / v )

紺
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 ∴ 疲紙上の リ ン 酸化

合物を H a n e s
･l s h e r w o o d の 試薬( 5 N 塩酸20 mL ,

7 2 % 過 塩素酸月0 最 と 5 % モ リ ブ デ ン 散水溶液 130 雨

を混和し た も の)
2 2】

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 ー上

一セ リ ン( N b C 0 .) お よ ぴホ 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 .

さ ら に
, 上記試料 お よび棲準物質の 脱 ア シ ル 化物 に

つ い て , フ ェ ノ ー ル ｡ 水 ( 100 : 3 0 , Ⅴ/ V ) 〔上 昇 法 ,

1 6 時間展開〕2 3I
お よ び ブタ ノ ー ル ● プ ロ ピ オ ン 醸 ｡ 水
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( 1 4 2 : 7 1 : 1 00 . v / v ) 〔上 昇 法 ,
1 4 時間展 開〕

2 3I

を展 開溶媒 とする 二次元 ペ
ー パ ー

｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー を お こ な っ た .

(ii ) 糖脂質

薄層 ク ロ マ ト ゲ ラ マ ィ
ー で 回収 した 糖脂質 の 各画分

を リ ン 脂質と 同様 に0 . 1 N K O Il メ タ ノ ー ル 液 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 . 展 開溶媒 に は ( a) プ ロ

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

1 ･ Ⅴ/ v ) 〔下降法 , 20 時間展 開〕
22 I

, ( b ) ブ タ ノ
ー

ル ･ ビ リ ジ ン ･ 水 ( 6 : 4 : 3 .
v / v ) 〔下降法.

1 3 時間展 開〕2 4I
. ( C) ブタ ノ ー ル ･ プ ロ ピオ ン 酸 ｡ 水

( 14 2 : 7 1 : 1 00 , Ⅴ/ v) 〔下 降 法 , 1 4 時 間展 開〕
2引

お よ び ( d) エ チ ル 酢酸 ｡ ビ リ ジ ン ･ 酢酸 ･ 水( 5 :

5 : 1 , 3 , Ⅴ/ v ) 〔下 降法
,

1 2 時 間展 開〕
2 8 )

の 4

種類 が 用 い ら れ た . 濾 紙 ( 東洋 濾 紙 N o . 50 , 2 0 ×

40 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 プ ド
ー 糖 ( 標準物質) を線状 ( 長さ : 2 c m ) に

ス ポ ッ トし , 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 ml に ア セ ト ン

200 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)
2 7〕

で 検 出し ,
ス ポ ッ ト

の Rf 値を求め た .

ま た , 糖 脂質 の 各面分を0 . 1 N 塩 酸で 100
0

c ● 40 分

間処理 して 縁ら れた部分 水解産物
2 別

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 お こ な っ た . さ ら に ∴ 糖脂質の 各画分を3 N 塩 酸 で

100
0

c ･ 90 分間処理し
2 8 )

. 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 )
2勘

ま た は エ チ ル 酢酸 ･ どリ ジ ン ･ 水( 1 2

‥ 5 : 4
1

V / v )
2 8I

を展 開 溶媒 と し て 下 降法 に よ り

展開 した . 糖脂質の 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 .91 山 と フ タ
ー ル 酸

1 ･66 g を 水飽和 ブタ ノ ー ル 100 m = こ溶解 し た もの)
2 gI

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 山 を ア セ ト ン 100 m = こ 溶 解

し. 80 % リ ン酸溶液10 扉 を混和 した もの)
叩

を用 い た .

実 験 成 績

1 . S u 菌脂質の 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

ク ロ ロ ホ ル ム ● メ タ ノ ー ル ･ 水 ( 6 5 : 2 5 : 4 ,

Ⅴ/ v ) お よ ぴ ジイ ソ プチ ル ケ ト ン ･ 酢酸 ･ 水 ( 80 :

5 0 : 10 , Ⅴ/ V ) を 展 開 溶媒 と する 二 次 元 博 層タ ロ マ

ト グ ラ フ ィ
一

に よ っ て , S u 薗 の 総脂質 は11 個のス

ポ ッ ト に 分離 され たが , 原点の ス ポ ッ ト を除い た残り

の 1 0 個 の ス ポ ッ ト ( L l - L l O ) は い ずれも ヨ
ー

ド試

薬 や リ ン モ リ ブデ ン 酸試薬な ど の 脂質用試薬に 対して

陽性反応 を示 し た ( 図 1 ) . 義1 は こ れ ら 10 個 の スポ

ッ トの 各種検 出試薬 に対す る反応 結 果 を 示 し た もの

で , ス ポ ッ ト L l , L 2 ,
L 4 お よび L6 は Di tt m e r ･L e s te r

試薬 に 対し 陽性反応 を示 し , ス ポ ッ ト L l
,
L 3 お よぴ

L 5 は ア ン ス ロ ン 試薬 に 陽性反応 を示 し たが . こ れら

の ス ポ ッ ト は い ず れ も ニ ン ヒ ド リ ン 試 薬 お よ び

D r a g e n d o rff 試薬 に 対 し陰性反応 を 示し た . し たがっ

て
,

ス ポ ッ トL 2 , L 4 お よ び L6 はリ ン脂質で あり , ス

ポ ッ ト L3 と L 5 は糖脂質で あ り , ス ポ ッ トLl はリ ン

と 糖を 含む脂質 で あ る と考え られ た . ま た , ス ポ ッ ト

L 8 と LlO は ア ン ス ロ ン 試薬に 対し 陽性反応を 示した

が
,

ア ン チ モ ン試薬 や過塩素酸試薬 な ど の ス テ ロ ー ル

用 試薬 に 対 して も 陽性反応 を示 した の で , ス テ ロ ー ル

類 で あ ると 考え ら れ た . 以上の ごとく t S u 菌 の 総脂

質 に 3 種類の リ ン脂質 t 2 種 類 の 糖脂 質 および リ ン

と 糖を 含む脂 質が 見 い だ され た の で , そ れぞ れ の脂質

成分 を同定す る た め に
, 各画分の 脱 ア シ ル 化物および

水解産物に つ い て ペ ー パ ー
｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

をお

L 7 0
｡
9 L:

-0

し6 0
L8

し-云
2

♂○
ロ L4

Fi g ･ 1 ･ A t w o -d i m e n si o n al th i n
-l a y e r c h r o m a t o

･

g r a m o f t o t a 1 1i pid s f r o m a h e m ol yti c s tr e p-
t o c o c c u s

,
S u . T h e c h r o m a t o g r a m w a s d e v el ･

O p e d i n c hl o r o f o r m
･

m e th a n al -

W a te r (s ol v e nt A
,

6 5 : 2 5 : 4
,
b y v o l .) i n th e ガ･d ir e c ti o n a n d th e n

i n diis o b u tylk e t o n e
･

a C e tic a cid -

W a t e r ( s ol v e nt

B
,
8 0 : 5 0 : 1 0

, b y v ol .) in th e y d ir e c ti o n . s p o ts

W e r e d e t e c t e d b y i o di n e
,
f oll o w e d b y st ai ni n g

W ith ph o s p h o m o l yb d a t e . N um b e r s r ef e r t o

th o s e i n T a bl e l .
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T a bl e l . C h r o m a t o g r a p h i c c h a r a c t e ri s ti c s o f lip i d f r a ct i o n s o f

a h e m o ly ti c s t r e p t o c o c c u s
,
S u

*

6 6 7

S p o t

n u m b e r

A v e r a g e R f v al u e s i n C ol o r r e a cti o n b y s p r a y r e a g e n ts
=

Li pid cl a s s e s

S o I 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 R 8

Ll 0 . 2 7 0 . 17 + + 十 + - - U n k n o w n

L 2 0 . 4 3 0 . 2 8 + 十 - れ + P h o s p h oli pid s

u 0 . 5 6 0
.
3 4 十 十

一

一 - + 一 G ly c oli pi d s

u 0 . 6 7 0 . 4 1 + 十 -
† 十 - - - P h o s ph oli pid s

u 0 . 7 3 0 . 4 8 十 + - - -

+
-

- Gl y c oli pi d s

田 0
. 7 9 0 . 7 2 十 +

-
- 十 - - - P h o s ph oli pid s

L 7 0 . 6 2 0 . 8 7 + + N e u t r a l li pid s

L 8 0 . 8 7 0 . 8 0 十 + + + 十 N e u t r a l li pid s

L 9 0 . 9 3 0 . 8 5 + + N e u t r a l li pid s

L l O 0 . 9 4 0
. 9 3 + 十 + + + N e u t r a l li pid s

*
T o t a l lip i d s o f a h e m o l y ti c s t r e p t o c o c c u s

,
S u

,
W e r e C h r o m a t o g r a p h e d t w o

･d i m e n si o n a ll y o n

a sili c a g e l H p l a t e u si n g c h l o r o f o r m q m e th a n ol -

W a t e r (s o I v e n t A
,
6 5 :2 5 :4

,
b y v o l .) a n d d ii s o

-

b u ty l k et o n e ･ a C e ti c a ci d ･

W at e r ( s ol v e n t B
,
8 0 :5 0 :1 0

,
b y v o l .)

,
a n d t h e s p o t s w e r e d e t e ct e d w it h

V a ri o u s s p r a y r e a g e n t s .

* *
S p r a y r e a g e n t s: i o d i n e ( R l) a n d p h o sp h o m ol y b d a t e ( R 2) f o r li p i d s; n i n h y d ri n ( R 3) f o r a m i n o

g r o u p ; D r a g e n d o r ff r e a g e n t ( R 4) f o r c h oli n e; D itt m e r
- L e st e r r e a g e n t ( R 5) f o r p h o s p h oli p id s;

a n th r o n e (R 6) f o r g ly c o lip id s a n d st e r o I s; a n ti m o n y ( R 7) a n d p e r c h l o ri d e ( R 8) f o r st e r o I s .

T a b l e 2 ･ R f v a l u e s o f d e a c yl a t e d p r o d u ct s o f st r e p t o c o c c al p h o s p h olip i d s
*

N u m b e r o f

p h o s p h oli pid s

k f , al ｡ ｡ S ｡ f d ｡ a ｡ yldt e d p r o d u c ts i n

I d e n tifi e d a s

S o l v e n t I S o l v e n t I

L 2 0 .8 4 (0 . 5 1)
* *

0 . 53 G ly c e r o ph o s ph o r yl gl y c e r ol
…

L 4 0 .2 9 (0 . 3 0) 0 . 56 ( 0 . 5 9) 1
,
3 ,d i gl y c e r o ph o s p h o r yl gly c e r ol

L 6 0 .3 4 (0 . 3 3) 0 .7 6 (0 . 7 4) Gl y c e r o ph o s ph a te

0 .3 1 (0 . 31 ) 0 .4 5 ( 0 . 5 0) L 廿 gl y c e r o p h o s p h o r yl s e ri n e ( G P S )

0 . 4 4 (0 . 4 7) 0 .6 2 ( 0 . 6 3) し α - gl y c e r o ph o s p h o r yl e th a n ol a m i n e (G P E )

*

D e a c y l a t e d p r o d u c t s o f s t r e p t o c o c c a l p h o s p h olip i d s w e r e t w o
･ d i m e rl Si o n a 11 y c h r o m a t o g r a p h e d

O n a P a p e r ( T o y o R o s h i N o . 5 0) u si n g p h e n o I s a t u r a t e d w a t e r
-

a C e ti c a ci d -

e t h a n o l ( s oI v e n t I
,

1 0 0 :1 0 :1 2
,
b y v o l .) a n d m e th a n o l -f o r m i c a ci d -

W a t e r ( s oI v e n t II
,
8 0 :1 3 : 7

,
b y v o l .)

,
a n d t h e s p o t s w e r e

d et e ct e d w it h H a n e s
-I s h e r w o o d r e a g e n t .

柵

R f v a l u e s o f p h o sp h a t e e s t e r s i n s o l v e n t I a n d II w e r e r e p o rt e d b y D a w s o n
2 1 )

.

* * *
R f v a l u e s o f d e a c y l a t e d p r o d u c t f r o m p h o s p h o li pi d L 2 0 n a p a p e r W ith p h e n o l -

W a t e r (1 0 0 :3 0
,

Ⅴ/ v) a n d b u t a n o l ･

p r O p i o n i c a c id- W at e r (1 4 2 :7 1 : 1 0 0
,
b y v ol .) w e r e O A 2 a n d O .1 9

,
a n d R f v a l u e s o f

g ly c e r o p h o sp h o r yl g l y c e r o l i n th e s a m e s oI v e n t s y st e m s w e r e O .4 0 a n d O .1 7 2 3 )
.
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こ な っ た .

2 . リ ン脂質の 同定

3 種類の リ ン 脂質( L 2 ,
L 4 お よび L6 ) の 脱 ア シ ル 化

物の 二 次元 ペ ー パ ー
｡ ク ロ マ ト グ ラ ム ( 図2 ) で の Rf

値と ホ ス フ ァ チ ジル ー

エ
ー

セ リ ンお よび ホ ス フ ァ チ ジ

ル エ タ ノ
ー ル ア ミ ン の 脱 ア シ ル 化物の Rf 値 な ら び に

D a w s o n
2 11 の 報告 した リ ン酸化合物 の Rf 値 と の 比 較

に よ っ て t リ ン脂質 L2 , L 4 お よ び L6 の 脱 ア シ ル 化物

はそ れ ぞれ グ リセ ロ ホ ス ホリ ル グリ セ ロ ー ル , 1 , 3 ジ

グリ セ ロ ホ ス ホリ ル グリ セ ロ ー ル お よ び グリ セ ロ ホ ス

フ ェ
ー ト で あ ると 同定さ れ た ( 蓑2 ) . し たが っ て ,

S u 菌の 3 種規 の リ ン脂質 L 2 , L 4 お よ び L6 は そ れ ぞ

れ 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 ホ ス フ ァ チ ジ ン酸で あ ると 考え られ

た ,

3 . 糖脂質の 同定

S u 菌 の 2 種板の 糖脂質( L3 と L5 ) の 脱 ア シ ル 化物

Fi g . 2 . A t w o
･di m e n si o n a l p a p e r c h r o m a t o g r a m

of d e a c yl at e d p r o d u c t s f r o m s t r e pt o c o c c a l

p h o s p h o lipid s .
T h e c h r o m a t o g r a m w a s d e v e

-

l o p e d i n ph e n oI s a t u r a t e d w a t e r
-

a C e ti c a c id -

e th a n ol ( S O lv e n t I
,
1 0 0 : 1 0 : 1 2

,
b y v ol .) in th e

脾 d ir e cti o n a n d th e n i n m e th a n o l -f o r m i c a cid -

w a te r ( s oI v e n t Il
,
8 0 : 1 3 : 7

,
b y v ol .) i n th e yr

d ir e c ti o n . S p o ts w e r e d e t e c t e d b y H a n e s
･

I s h e r w o o d r e a g e n t . S p o t s D 2
,

D 4 an d D 6

r e p r e s e n t th e d e a c yl a t e d p r o d u c ts of ph o s p
-

h oli pid L 2
,
L 4 a n d L 6

,
r e S p e C ti v e ly ･ し α

･

gl y c e r o p h o s p h o r yl s e ri n e (G P S) a n d L a
･

gl y c e r o ph o s p h o r yl e th a n ol a m i n e (G P E ) w e r e

th e d e a c yl a t e d p r o d u ct s o f ph o s ph a tid yl s e r in e

a n d ph o s ph a tid yl e th a n ol a m i n e
,

r e S p e C ti v el y ･

の 一 次元 ペ
ー パ ー ｡ ク ロ マ ト ゲラ ム で の Rf 値と 石塚

ら
紺

の 報告 し た糖脂質脱 ア シ ル 化物 の Rf 値と の 比較

に よ っ て
. 糖 脂質 L 3 と L 5 の 脱 ア シ ル 化物 はそれぞれ

ジ グ ル コ シ ル グリ セ ロ
ー ル お よび モ ノ グル コ シ ル ダウ

セ ロ
ー ル で あ る と 同定 さ れ た( 表3 ) . 他方 , 糖脂質L3

の 0 . 1 N 塩酸 に よ る部分水解産物か ら ジ グル コ シ ル グ

リ セ ロ
ー ル

,
モ ノ グ ル コ シ ル グリ セ ロ ー ル お よびプド

ー 糖が 得ら れ
, 糖脂質 L 5 の 0 .1 N 塩酸 に よる部分氷解

産物か らモ ノ グル コ シ ル グ リ セ ロ
ー ル お よ び プド 一

緒

が 得 ら れた ( 図3 ) . ま た
, 糖脂質 L3 お よ び L5 の 3 N

塩酸 に よ る完全水解産物 か ら プ ド
ー 糖と グリ セ リ ンが

得 られ た . し たが っ て , S u 菌 の 2 種類の 糖脂質L3

と L 5 は そ れ ぞ れ ジグ ル コ シル ジ グリ セ ラ イ ド お よ ぴ

モ ノ グ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドで あ る と推定された .

4 . リ ン と糖を 含む脂質

S u 菌 の リ ン と 糖を 含む脂質 L l の 水 酸 化カ リ ウ ム

お よ び塩酸 に よ る水解産物 の ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト ゲラ

ム か ら , 脂質 L l の 脱 ア シ ル 化物 の Rf 値が 石塚ら
細

の

報告 し た ジ グル コ シ ル グリ セ ロ ホ ス ホ リ ル グリ セ ロ
ー

ル の Rf 値 に 一 致し て お り ( 表3 ) . 部分水解産物にグ

リ セ ロ ホ ス ホ リ ル グリ セ ロ ー ル
, グ リ セ ロ ホ ス フ ェ

ー

ニ

ー

‥

∴
一

二

へ

.
｣

一

〇

(

U

O

T

Fi g . 3 . A n o n e - di m e n si o n al p a p e r c h r o m a t o g r a m

o f d e a c yl a t e d p r o d u c t s (A ), p a r ti al h y d r oly s ate s

( B ) a n d t o t al h yd r o ly s a t e s (C ) o f gly c olipid L 5 ･

T h e c h r o m a t o g r a m w a s d e v e l o p e d wi th b u t a n oト

p y ridi n e
-

W a t e r (s ol v e n t V
,
6 : 4 : 3

,
b y v o い in

d e s c e n di n g m e th o d ,
a n d s p o t s w e r e d e t e c te d by

sil v e r nit r a t e . D i glu c o s yl gly c e r ol (a) ,
m O n Oglu

･

c o s yl gl y c e r o l (b), gl u c o s e ( c) a n d m o n o a c yl a te

(d) w e r e o b t ai n e d f r o m gl y c oli pid L 5 . G lu c o s e

( D) w a s u s e d a s a st a n d a rd .
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T a b l e 3 ･ R f v a l u e s o f d e a c y l a t e d p r o d u c t s o f st r e p t o c o c c a l gl y c o li p id s
*

6 6 9

N
習

b e r

離
■

Rf v al u e s of d e a c yl a t e d p r o d u c ts i n

Id e n tifi ed a s

S oj v e n t IⅡ S ol v e t Ⅳ S ol v e n t V S ol v e n t VI

Ll 0 . 4 1 (0 . 42)
=

0 . 0 7 (0 . 0 6) 0
.
0 5 (0 . 0 3) 0 . 3 0 (0 . 2 8)

D i gl u c o s yl gly c e r o ph o s p h o r yl

gl y c e r ol

u 0 . 5 3 (0 . 53) 0 . 2 1 (0 . 0 2) 0 . 2 0 (0 . 2 0) 0 . 4 6 (0 . 4 8) D i gl u c o s yl gly c e r ol

u 0 . 6 3 (0 . 63) 0 . 3 0 (0 . 3 1) 0 . 3 6 (0 . 3 6) 0 . 5 8 (0 . 5 6) M o n o gl u c o s yl gl y c e r ol

0 . 5 6 0 . 1 9 0
. 3 6 (0 . 3 6) 0 . 4 8 (0 . 4 8) G l u c o s e

* …

*
D e a c yl a te d p r o d u c t s o f st r e p t o c o c c al g l y c o lip i d s w e r e c h r o m a t o g r a p h e d o n e

･ di m e n si o n all y

o n a p a p e r (T o y o R o s h i N o . 5 0) u si n g th e f o ll o w i n g s o I v e n t sy st e m s a n d d e t e c t ed w it h sil v e r

n it r a t e : p r O p a n Ol ･

a m m O n i a ( s p e ci丘c g r a vi t y : 0 .9 0) ･

W a t e r ( s oI v e n t Ⅲ
,
1 6 : 3 : 1

,
b y v ol .); b u t a n ol ･

p r op i o n i c a c id - W at e r ( s o I v e n t Ⅳ
,
1 4 2 : 7 1 : 1 0 0

,
b y v ol .); b u t a n o l -

p y rid i n e
q w a t e r ( s o l v e n t V

,
6 :

4 : 3
,
b y v ol ･); et h y l a c e ti c a ci d -

p y rid i n e
･ a C e ti c a ci d -

W at e r (S O I v e n t Ⅵ
,
5 : 5 : 1 : 3

,
b y v ol .) .

=
R f v al u e s o f d e a c yl a t e d p r o d u ct s of gl y c o li p id s w e r e r e p o r t e d b y Is h i z u k a a n d Y a m a k a w a

3 1 )
.

* + *
T his s u b st a n c e w a s u s e d a s a st a n d a r d .

T a bl e 4 ･ C h r o m at o g r a p h i c c h a r a c t e risti c s o f n e u t r al lip i d 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

*

S p o t

n u m b e r

A v e r a g e R f v al u e s i n D e t e cti o n b y s p r a y r e a g e n t s
* *

P o s sibl e id e n ti負c a ti o n

S ol v e n t C S ol v e n t D R I R 2 R 6 R 7 R 8

L 8 a 0 .3 9 0 . 24 + + -

-
- U n k n o w n

L 8 b 0 . 3 4 0 . 27 + + + + + S t e r oI s
… *

L 8 c 0 . 4 1 0 . 30 + + - - - 1
,
3 ･di gly c e rid e s

L 8 d 0 . 5 2 0 .2 8 + + -
-

- 1
,
2 ･di gl y c e rid e s

L l O a 0 . 8 6 0
.7 0 十 + 十

- - T ri gl y c e ri d e s

L l Ob 0 . 8 8 0 .8 4 + + + + + S t e r ol e st e r s
* *

L l O c 0 . 9 3 0 .9 4 十 十 -
-

- H yd r o c a r b o n s

*
T w o li pi d f r a c t i o n s ( L 8 a n d L l O) f r o m a h e m o l yti c s t r e p t o c o c c u s

,
S u

,
W e r e C h r o m a t o g r a p h e d

t w o
-d i m e n si o n a ll y o n a sili c a g el H p l a t e wi th e th yl e n e c hl o r id e

-

m eth a n ol (S O l v e n t C
,
9 8 : 2

,

Ⅴ/ v ) a n d n
･h e x a n e

- d i e th yl et h e r
-

a C e ti c a ci d (s o l v e n t D
,
7 0 : 3 0 : 2

,
b y v o l .) ,

a n d d e t e c t e d wi t h

V a ri o u s s p r a y r e a g e n t s .

* *
S p r a y r e a g e n t s: i o d i n e ( R l) a n d p h o s p h o m o l y b d a t e (R 2) f o r li pi d s ; a n th r o n e ( R 6) f o r c a r b o

-

h y d r a t e s a n d s t e r o I s; a n ti m o n y ( R 7) a n d p e r c h l o rid e ( R 8) f o r st e r o I s .

+ + *
R f v al u e s o f c h o l e st e r ol a n d c h ol e st e r o l p a l mi t a t e i n s ol v e n t C a n d D w e r e f o u n d t o b e O .3 4

a n d O .2 4 0 r O .8 7 a n d O .8 4
,

r e S p e C ti v el y .

ト , プ ド
ー 糖 など が含 ま れて い る こ と が 見い ださ れ た .

したが っ て
, S u 薗の 脂質 Ll は ジ グ ル コ シ ル ホ ス フ

ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル で ある と考え られ た .

5 . その 他の 脂 質の 同定

S u 菌の 脂質 L 8 と Ll O は ア ン ス ロ ン 試 薬 の み で な

く ア ンチ モ ン 試薬や 過 塩素酸 試薬な ど の ス テ ロ
ー ル 用

試薬に 対して も 陽性反応を 示した の で , 糖 を含む 脂質

で あ るか 否か を 調 べ た . 塩化 エ チ レ ン ｡ メ タ ノ ー ル

( 9 8 : 2 ,
V / v ) お よ び n

-

ヘ キサ ン ● エ チ ル エ
ー

テ

ル ･

酢 酸 ( 70 : 30 : 2 , Ⅴ/ V ) を展 開 溶媒と す る

二 次元 薄層 ク ロ マ ト ゲ ラ ム で . 脂質 L 8 は 4 個 の ス ポ

ッ ト に 分線 し , 脂質 LlO は3 個の ス ポ ッ ト に 分離 し た

( 図 4 ) . こ れ ら の ス ポ ッ ト の う ち , L 8 b と L l O b は

ア ン チ モ ン 試薬 お よ び過塩素酸試薬 に対し陽性反応 を
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Fi g . 4 . A t w o ･di m e n si o n al th i n
-1 a y e r c h r o m a

-

t o g r a m of t w o li pid f r a c ti o n s ( L 8 a n d L l O)

f r o m a h色m ol ytic st r e p t o c o c c u s , S u . T h e

C h r o m a t o g r a m w a s d e v el o p e d i n e th yl e n e

C hl o rid e
･

rn e th a n ol (s ol v e n t C
,
9 8 : 2

,
V / v) i n

th e x - di r e c ti o n a n d th e n i n n
-h e x a n e

-di e th yl

e th e r
-

a C e ti c a cid ( s o l v e n t D
,
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 e t e c t e d

b y i o di n e
,
f oll o w e d b y s t ai n l n g W ith p h o s p

-

h o m oly b d at e . N u m b e r s r e f e r to th o s e in

T e bl e 4 .

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 Rf 値 と同 一 で あ っ た ( 表

4 ) . ま た , ク ロ マ ト プ レ ー

トか ら回収 した脂質 L 8b と

L l O b は .
L i e b e r m a n n - B u r c h a r d 反応( ス テ ロ ー ル

頓 に特異的な呈色反応)
ユ2 I

が陽性で あり , ジ ギ ト ニ ン と

不溶性沈澱
33 J

を作 っ た . し たが っ て . 脂質 L8 b と L lO b

は ス テ ロ ー ル お よ び ス テ ロ ー ル エ ス テ ル で あ る と 同定

さ れ た . すな わ ち , 脂質 L 8 と LlO は ス テ ロ ー ル ま た は

ス テ ロ
ー ル エ ス テ ル と他 の 中性脂質 の 混合物 で 糖脂質

で は な い と 考え ら れた .

6 . B l a c k m o r e 菌お よ び C 203 U 菌の リ ン 脂 質 と 糖

脂質

Bl a c k m o r e 菌お よ び C20 3 U 菌の リ ン脂質 と糖 脂 質

を S u 菌の 場合と 同様 に 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

で 調 べ た( 表 5 ) . ク

ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ･ 水 ( 6 5 : 2 5 : 4 .
Ⅴ/ v )

お よ び ジイ ソ プ チ ル ケ ト ン ･ 酢 酸 ･ 水 ( 80 : 50 :

1 0 ,
Ⅴ/ v ) を展開溶媒 とす る Bl a c k m o r e 菌総脂質 の 二

次元薄層ク ロ マ ト ゲラ ム は S u 菌総脂質の ク ロ マ ト ゲ

ラ ム と同
一

で あ り .
ペ

ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で

調 べ た Bl a ck m o r e 菌の リ ン脂質 お よ び 糖脂 質 は S u

F i g . 5 . A t w o-di m e n si o n a l th i n ･1 a y e r c h r o m a to -

g r a m of t o t al lipid s f r o m a h e m ol y tic s tr e p
･

t o c o c c u s , C 2 0 3 U .
T h e c h r o m a t o g r a m w a s

d e v e l o p e d i n c hl o r of o r m ･ m e th a n ol -

W a te r (s ol ･

V e n t A
,
6 5 : 2 5 : 4

,
b y v o l .) in th e x

-dir e c ti o n a n d

th e n i n dii s o b u t yl k e t o n e
-

a C e ti c a c id -

W a t e r (s ol ･

V e n t B
,
8 0 : 5 0 : 1 0

,
b y v ol .) i n th e y qdi r e c ti o n .

S p o t s w e r e d e t e c t e d b y i o di n e
,
f o1l o w e d b y

St a l n l n g wi th ph o s p h o m o ly b d a te . T h e t o t al

li pid s w e r e s e p a r a t e d i n t o l l c o m p o n e n ts
,
5

0 f w h i c h w e r e p h o s ph oli pid s (P L) a n d 2 c o m
-

p o n e n t s w e r e gl y c oli pid s (G L ) .

菌 の リ ン 脂質 およ び糖脂質 と同 じで あ っ た . すな わち ,

B l a c k m o r e 菌の 総 脂質 に は ,
ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ

ロ ー ル
, ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル

,
ホ ス フ ァ チジ

ン 酸お よ び ジグル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル

の 4 種類 の リ ン脂質と 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 の 2 種類の 糖脂質

が 見 い だ さ れ た .

他方 . 二 次 元 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て

C 203 U 菌 の 総脂質か ら5 種類 の リ ン 脂質 と 2 桂根 の

糖脂質 が得 ら れ( 図 5 ) .
ペ

ー パ ー
･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に よ っ て 4 種類 の リ ン脂質 と糖脂質が S u 薗の リ ン

脂 質お よ び糖脂質 と同 じで あ る こ とが 示さ れ た . また ,

C 2 0 3 U 菌の もう 1 個 の リ ン 脂質 は ,

こ ン ヒ ドリ ン試薬

に 陽性反応 を 示し , そ の 水解産物か ら グリ セ ロ ホ スホ

リ ル グリ セ ロ ー ル
, グ リ セ P ホ ス フ ェ

ー ト , ア ミ ノ酸

な ど が 得ら れ た の で . ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル に

ア ミ ノ 酸 が結 合し た も の で あ る と考 え られ た
3 4 卜3 8I

. し

た が っ て , C 203 U 菌 は ア ミ ノ 酸 の 結合 し たホ ス フ ァ

チ ジル グ リ セ ロ
ー ル を 含 有 す る 点 で S u 菌 ま た は

Bl a c k m o r e 菌と は異 な っ て い た .
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T a b l e 5 ･ P h o sp h o li p id s a n d gl y c o li p id s o f th r e e st r a i n s o f h e m o l yti c st r e p t o c o c ci
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S tr ai n s of

St r e pt O C O C Ci

P h o s ph oli pi d s
*

G l y c o li pid s
♯

P A P G D P G G l u
- P G

A m i n o
･

P G
G l u - D G

G lu ･ G l u
･

D G

S u + + + 十 + +

B l a c k m o r e 十 + + 十 + 十

C 2 0 3 U + + + 十 + + 十

*
P h o s p h olip i d s a n d g l y c oli pi d s f o u n d i n t h e s t r e p t o c o c ci a r e a s f oll o w s : p h o s p h a tid i c

a ci d ( P A); p h o s p h a ti d yl gl y c e r ol ( P G); d i p h o s p h a tid yl g l y c e r ol ( D P G ); digl u c o s y l

p h o sp h a ti d y l g ly c e r o l ( G l u
- P G ); p h o sp h atid y l gl y c e r o I c o n t ai n i n g a m i n o a ci d ( A mi n o ･

P G); m O n O gl u c o sy l di g l y c e rid e ( G l u
･ D G ); d ig l u c o s yl d i gl y c e ri d e (G l u

- G l u
- D G) .

考 接

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 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

とが示され , リ ン脂質 は ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー

ル
,

ホ ス フ ァ チ ジル グ リ セ ロ ー ル
, ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸

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 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 . ま た ,

A 群溶連菌Bl a c k m o r e の 総脂質 に も , 溶連菌 S u と 同

様に , 4 種規 の リ ン 脂質と2 種類の 糖脂質 が含 ま れ

て いる こと が示さ れ た . し か し なが ら , A 群溶連菌

C203 U の 総脂質 に は上記の 脂質以外に ア ミ ノ 酸 の 結

合した ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル が 見い ださ れ た .

これら の 成績 は , A 群溶連菌 S u と Bl a c k m o r e と は

リ ン 脂質お よ び糖脂質の 構成が 同じ で あ るが
.

A 群溶

連薗 C 20 3 U の リ ン 脂 質構 成 が 溶 連 菌 S u ま た は

Bl a ck m o r e と は異な る こ と を示し て い る .

ス ト レ プ ト リ ジ ン S を産生す る A 群溶連薗( S u 菌 ,

Bl a c k m o r e 薗な ど) は 抗腫瘍作用を示 す が
,

ス ト レ プ

トリ ジ ンS を産生し な い A 群溶連菌(C20 3 U 薗) ま た

は レ ン サ球 菌( S t . f a e c a li s な ど) は抗腫瘍作用を 示さ

ない こと が報告さ れ て い る
1)

. s t . f a e c ali s の 糖脂質

構成は溶連菌S u や Bl a c k m o r e な ど と は 異 な っ て お

り , ト リ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド , ホ ス フ ァ チ ジル

グル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド な ど の 糖 脂 質 が S t .

鮎 c a li s に 見 い だ さ れ て い る
37I

. し た が っ て , 抗腫瘍性

溶連菌と 抗腫瘍作用を 示さ な い 溶連菌 ま た は レ ン サ 球

菌とで は , リ ン脂質あ る い は糖脂質 の 構成が 異な る の

で はな い か と推察さ れ る .

結 論

3 種 類 の A 群 溶 連 菌 , S u 薗 t B l a c k m o r e 薗 お

よ び C 20 3 U 菌の リ ン 脂質と 糖脂質を 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 で 調べ

て 以 下 の 成績を 得た .

1 . S u 菌お よび Bl a c k m o r e 菌の 絵脂質に は 4 種類

の リ ン 脂質と 2 種類 の 糖脂質が 含まれ て い た .

2 . 両溶連菌の リ ン 脂質 は ジホ ス フ
ァ チ ジル グ リ セ

ロ
ー ル , ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ

ー ル
,

ホ ス フ ァ チ ジ

ン 酸お よ ぴ 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 ジ グル コ シル ジグ リセ ライ ドお よぴ

モ ノ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドで あ ると 同定さ れ た .

3 . C 2 0 3 U 菌の 総脂質 に は上記 の リ ン脂質以外 に ア

ミ ノ 酸の 結合 した ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル が 含ま

れ て い た .

稿を終 るに の ぞ み . 御校閲を賜 わ っ た 正印達教授に深謝 い

た します .
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, H . : K li n . W o c h s c h r . , 3 7 ,

7 6 3

(1 9 5 9).

1 9) L e p a g e . M . : J . C h r o m a t o g r . , 1 3 , 9 9 (1 9 6 4) .

2 0 ) B e n s o n , A . A . & M a r u o , B . : B i o c h i m .

Bi o p h y s . A c t a
,
2 7

,
1 8 9 (1 9 5 8) .

2 1) D a w s o n
,

R . M . C . : B i o ch e m . 上 7 5 , 4 5

(1 9 6 0) .

2 2) H a n e s , C . S . & Ⅰ$ h e r w o o d , F . A ･ : N a t u r e ･

1 6 4 . 1 1 0 7 (1 9 4 9 ) .

2 3 ) B e n s o n , A ･ A ･ & S t ri c k l & n d
,
E . H . : B i o c hi m .

B i o p h y s . A c t a
, 4 1 . 3 2 8 ( 1 9 6 0) .

2 4 = e 8 n S
,

A .
,

W i s e
, C . S . & D i m ‡e r , 軋 J . :

A n al y t . C h e m . , 2 3
,
4 1 5 (1 9 5 1) .

2 5 ) B e n $ O n , A ･ A ･
, B 8 S S h 8 m . J , A ■ , C a l m i n

, 軋

G 00 血1 e
.
T . C .

.
H 8 S S

,
V . A . & S te p k a . W . : J .

A m e r . C h e m . S o c .
,
7 2

,
1 7 1 0 (1 9 5 0) .

2 6 ) F i s h e r , F ･ G ･ & N e b el , H . G . : H o p p e
l

S e yl e r
'

s Z . P h y si o l . C h e m .
, 3 0 2 , 1 0 (1 9 5 5 ) .

2 7 ) T r e v el y a n
,
W . E .

,
P r o c t e r

.
D . P . & H a r ri s o n

,

3 . S . : N a t u r e , 1 6 6
,
4 4 4 (1 9 5 0) .

2 8) B r u n d i s h , D . E . . S h a w , N . & B a dd il y , J . :

B i o c h e m . J . . 2 5 , 2 1 c (1 9 6 5) .

2 9 ) P a rti g e
,
S . M . : N a t u r e , 1 6 4 , 4 4 3 (1 9 4 9 ) .

3 0 ) B 乱il e y , R . W . & B o u r n e , 臥 J . : J .

C h r o m a t o g r .
,
4

,
2 0 6 (1 9 6 0 ) .

3 1) Ⅰ$ b i z u k a
,
Ⅰ. & Y 8 m a k 8 W 臥 T . : J . B i o ch e m . .

6 4 , 1 3 (1 9 6 8) .

3 2 ) B u r c h 8 r d , H . : C h e m . Z e n t r り 6 Ⅰ,
2 5 (1 8 9 0) .

3 3 ) W i n d 8 u S
,

A . : H o p p e
- S e yl e r

'

s Z . P h y si ol .

C h e m り 6 5 , 1 1 0 (1 9 1 0) .

3 4 ) V o r b e c k . M . L . & M a ri n e tti
. G . V . :

B i o c h e m i s t r y ,
4

,
2 9 6 (1 9 6 5 ) .

3 5 ) S 8 n t O S M o t 臥 J . M .
,
K 8 m p ,

J . A . F .
,
V e rIl eij ,

H . M . & D e e n e n . L . L , : J . B a ct e ri o l . , 1 0 4 , 6 11

(1 9 7 0 ) .

3 6) E o c u m
,
F . J . : B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a

,
2 0 2

,

2 7 7 (1 9 7 0 ) .

3 7) F i s c h e r , W . : B i o c h i m . B i o p h y s . A ct a , 3 0 6 ,

3 5 3 (1 9 7 3 ) .

A b s t r a c t

H e m ol y ti c s t r e p t o c o c ci c a p a b le of f o r m i n g s t r e p t ol y si n S , S u Ch a s S u , B l a c k m o r e

a n d o t h e r s , h a v e b e e n r e p o rt e d t o b e c y t ot o xi c t o t h e t u m o r c el ls , b u t t h e st r e p t o c o c c us

w ith o u t t h e f o r m ati o n o f st r e p t ol y si s S (C 2 0 3 U) w a s s h o w n t o b e i n e rt u p o n t h e t u m o r

c ells . I n th is st u d y ,
t h e p h o s p h o li pid s a n d g l y c o li p i d s of t h r e e s t r ai n s o f h e m oly tic

s t r e p t o c o c ci
,
S u

,
B l a ck m o r e a n d C 2 0 3 U , W e r e e X a m i n ed b y t h i n - 1a y e r a n d p a p e r

c h r o m at o g r a p h y t o c o m p a r e th e c o n stit u ti o n of th e s e li p i d s a m o n g th r e e s t r e p t o c o c ci ･

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 l O l of W o o d an d G u n s al u s rn e d i u m at 3 7
0

c

f o r 1 2 h o u r s
,

an d th e t o t al li pid s w e r e e x t r a c t e d f r o m t h e c ells a c c o r d i n g t o th e m e t h o d of

F oI c h e t al ( yi eld s of t o t al 1ip id s : 2 - 2 . 5 g / 1 0 1) . T h e t o t al l i p i d s w e r e c h r o m at o g r a p h e d

t w o - di m e n si o n a11 y o n a sili c a g el H p l at e (0 .2 5 m m t h i c k
,
2 0 × 2 0 c m ) u si n g c h l o r of o r m

･

m eth a n o l - W a t e r (6 5 : 2 5 : 4
, b y v ol .) a n d dii s o b u t y l k e t o n e - a C e ti c a ci d - W a t e r (8 0 : 5 0 :
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1 0 ,
b y v ol .) ,

a n d t h e s p o t s o n t h e p l a t e w e r e d e t e c t e d w it h v a ri o u s s p r a y r e a g e n t s . T h e

t ot al li p i d s o f S 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 h i c h w e r e p h o s p h oli p i d s

a n d 2 c o m p o n e n t s w e r e gl y c oli p i d s
,

a n d t h e r e w a s n o li p i d c o m p o n e n t c o n t ai n i n g

a m i n o g r o u p .

T h e li p i d c o m p o n e n t s f o u n d i n t h e t ot al l i p i d s of Bl a c k m o r e w e r e si m il a r t o t h o s e

of S u . O n t h e d t h e r h a n d
,

a p h o s p h oli p i d c o n t ai n i n g a mi n o g r o u p w a s f o u n d i n t h e

t ot al li p i d s of C 2 0 3 U
,
f r o m w h i ch 5 p h o s p h oli pid s a n d 2 g l y c oli p i d s w e r e o b t ai n e d .

T o i d e n tif y t h e s e p h o s p h olip i d s a n d g l y c o lip id s
,

e a C h c o m p o n e nt o b t ai n e d b y

p r ep a r ati v e t h i n -1 a y e r c h r o m at o g r a p h y w a s d e a c y l a t e d w it h O . 1 N K O H , a n d t h e

d e a c y la t e d p r o d u c t s w e r e c h r o m at o g r a p h e d o n a p a p e r (T o y o R o s h i N o . 5 0) o n e ･

d i m e n si o n ally o r t w o - di m e n s i o n all y w i t h d iff e r e n t s oI v e n t s y s t e m s . l n a d d iti o n
,
t h e

g ly c o li p i d s w e r e h y d r ol y s ed w it h O .1 N H C l o r 3 N H C l
,

a n d t h e h y d r o ly s at e s w e r e

e x a m i n ed b y p a p e r c h r o m at o g r a p h y . T h e p h o s p h o li p i d s o f t w o s t r ai n s of t h e

St r ep t O C O C Ci , S u a n d B l a c k m o r e , W e r e i d e n tifie d a s d i p h o s p h atid yl gly c e r ol
,

p h o s p h ati d y l g ly c e r ol
, p h o s p h a tidi c a cid a n d d i gl u c o s y l p h o s p h a ti d y l g l y c e r ol , a n d th e

g ly c oli p i d s of t h e s e s t r e p t o c o c ci a s di gl u c o s y l di gly c e ri d e an d rn o n o g l u c o s y l

di gly c e ri d e
,
r e S p e Cti v ely . T h e p h o s p h o li pid s a n d g l y c oli p i d s o f C 2 0 3 U w e r e si m il a r t o

t h o s e of S u
･
e X C e p t t h e p h o s p h oli pid c o n t ai n i n g a m i n o g r o u p . T h i s p h o s p h o li p i d w a s

i n d e n tifi e d a s p h o s p h atid yl gl y c e r o I c o n t ai n i n g a m i n o a ci d .

T h e s e r e s u lt s i n di c at e th at t h e c o n s tit u ti o n of p h o s p h oli p i d a n d gl y c oli p id i n t w o

St r ai n s of h e m o ly ti c s t r e p t o c o c ci
,

S u a n d Bl a c k m o r e
,

i s th e s a m e
,

b u t t h at t h e

C O n S tit u ti o n of p h o s p h oli p i d of C 2 0 3 U diff e r s f r o m t h at o f S u o r B l a ck m o r e .


