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緒 言

黄 色 ブ ドウ 球 菌 の 細 胞 膜 リ ン 脂 質 は, Phos

phatidylglycerol(PG), Cardiolipin(CL),

 LysylphosphatidylglycerolとPhosphatidic

 acidで 構 成 さ れ 各 々 の 相 対 含 量 比 は そ れ ぞ れ50,

 20, 20～25お よび5%程 度 である1),こ れ らリン

脂質の相対含量比は,細 菌の生育状態,培 地の

塩濃度1)あ るいは細胞壁の欠落の度合 などによ り

対応的に変化す ることが報告されている2～4).

なか で もPGとCL含 量 はもっ とも変化 し易 く,

例 えばブ ドウ球菌が高塩 濃度培地で生育 した り,

図1.　 S. aureus細 胞 膜 リン脂 質 の オー トラ ジ オ グ ラフ ィー

32Pで ホ モ ラベ ル した菌 か ら細 胞 膜 を分 離 し,リ ン脂 質 画 分 を薄 層 ク ロマ トグラ フ ィー(二 次 元)し

 たの ち,オ ー トラ ジ オ グ ラフ ィー をお こ な った.

A)分 離 した 膜, B)至 適 条 件 下 で5分 間 反応 した後 の もの

PG: Phosphatidylglycerol, CL: Cardiolipin, LPG: Lysylphosphatidylglycerol, 

PA: Phosphatidic acid, OR: Origin

79



80 木 口 健 一 郎

図2. PG: CL転 換反応に対するpHの 影響

pH 2～4は50mM酢 酸緩衝液, pH 5～6は

50mMリ ン酸緩衝液を用い, 37℃5分 間反応

後,膜 リン脂質の相対分子比を%で 表示 した.

PG: Phosphatidylglycerol

CL: Cardiolipin

LPG : Lysylphosphatidylglycerol

細胞壁 を欠損 してL型 化 した り2)オー トプラス

ト化3)し た場合には,そ の細胞膜の総 リン脂質量

の50%がCLと な り, PGは20%に 減 少すること

が見出されている.

CLは2分 子のPGか らカルジオ リピン合成酵

素に より作 られることが報告 されている.こ の

酵素 はLactobacillus5), Micrococcus6)やS.

 aureus7)の 細 胞膜に局在 していることが報告 さ

れているが,未 だ精製されていない.そ の性状

につ いては, Triton X-100や デ オキシコール酸

で膜か ら可溶化 した状態で ミセル化 したPGを

基質 にして しらべ られている.し か し実際には

この酵素 は脂質2重 層の膜の中にあり,基 質 と

なるPGも,産 物であるCLも,全 て同一膜の

中に局在 している.そ れ故 このCL合 成酵素 の

反応形式は,可 溶化 された もの と異っている可

能性が ある.

本 研究においては,細 胞膜内でのPGか らCL

へ の転換反応 について しらべ, CL合 成 酵素の

反応形式 を可 溶化 したもの と比較検討 し,同 時

図3. PG: CL転 換 反応に対する温度の影響

pH 4.0, 50mM酢 酸緩衝液で,各 温度にあら

かじめ反応液を保温し,膜 画分を添加 し反応

開始.反 応時間は5分 間,実 験の詳細は方

法の項参照.

PG, CL, LPGは 図2に 同じ.

図4. PG: CL転 換 反 応 の 時 間経 過

pH 4.0, 37℃ で 反応 し,経 時 的 に試 料 を抽 出

 した.縦 軸 は 図2に 同 じ.

に膜内にCLが 増加する生理的意義について考

察 した.

材 料 および方法

供試菌 と培養:教 室保存のStaphylococcus

 aureus 209P FDAを 供 した.培 地は液体ブイ ヨ
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Table 1. Effect of detergents on the conversion of phosphatidylglycerol to cardiolipin in isolated cell

 membrane of S. aureus.

a) Relative molar ratio•~100(%)

PA: Phosphatidic acid, LPG: Lysylphosphatidylglycerol,

 PG: Phosphatidylglycerol, CL: Cardiolipin

Table 2. Effect of salts on phosphatidylglycerol: cardiolipin conversion.

a) Relative molar ratio•~100(%)

PA: Phosphatidic acid, LPG: Lysylphosphatidylglycerol,

 PG: Phosphatidylglycerol, CL: Cardiolipin

ン(日 水製薬)を 使用 し,培 養は37℃ で好気的

培養 をした.

細 胞膜分離:後 期対数増殖期(O. D. 650nm=

1.2)ま で増殖 した菌を10,000×g, 10分 間 の遠

沈で集め,菌 は0.85% NaCl液(pH 7.0)で3回

洗浄 した.湿 重量5gの 菌体 を直経0.1mmの ガ

ラス ・ビー ズと混合 し,少 量の50mMリ ン酸緩

衝液 を加 え50mlと し, Buhler Vibrogen Cell 

Millで 氷冷水 を循環 させ なが ら最高回転数 で30

分 間,細 胞 を破砕 した.ガ ラス ・ビー ズと破砕

した菌の混合物は, 200mlの リン酸緩衝液に懸

濁 し,上 清 を20,000×g 20分 間遠沈 し,そ の上

清 を105,000×g 60分 間遠沈 し,そ の沈渣 を膜分

画 とした.膜 分画はさらに3回 リン酸緩衝液 で

同様の遠沈で洗浄 し実験に供 した8).

32Pで 標 識 した細胞膜の分離は, 8mCiの32P

(carrier free, New England Nuclear)を1200

mlの ブ イヨンに加え培養 した菌か ら,上 記 と同

様の方法でおこなった.標 識 した膜のアイソ ト

ープ活性は1mg蛋 白量の膜あた り5 .2×105cpm

であ った.

脂質の抽出 と分析:総 脂質はBligh and Dyer9)
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Table 3. Effect of SH reagents , phosphatidylglycerol, cardiolipin, glycerophosphate or glycerol on the 

phosphatidylglycerol: cardiolipin conversion.

a) Relative molar ratio•~100(%)

PA: Phosphatidic acid, LPG: Lysylphosphatidylglycerol,

 PG: Phosphatidylglycerol, CL: Cardiollpin

法に よって抽出 した.リ ン脂質は シリカゲルG

に よる薄層 クロマ トプレー ト上で,溶 媒はCH

Cl3-MeOH-Water(65:25:4, V/V/V)を 用

いて展開 し,二 次元展開 を必要 とす る場合は更

にCHCl3-MeOH-7NAm(60:35:4.5)を 用 い

た1).各 ス ポッ トはI2蒸 気中で発色確認後,か

き取 り, Kates法 で リンを定量 または液体 シン

チレー シ ョンカウンター(Aloka)で 定 量 した.

リン脂質の重量は,測 定 した リン重量に25(リ ン脂

質の平均分子量 を750と す るため)を 乗 じて表

わ した.

PG: CL転 換 反応の測定:反 応系は62.5mM

酢酸 緩衝液(pH 4.0)0.8ml,添 加 物溶液0.1ml

お よび膜懸濁液(2.4mg蛋 白/ml)0.1mlを 加

え全量1mlと した.反 応はあ らか じめ緩衝液 と

添加物 を37℃ で保温 し,膜 懸濁液を添加すること

で開始 した. 5分 間 の反応後, 7.5m1のChlo

roform-Methanol(1:2, v/v)を 加 え,強 振 し,

反 応停 止 と同時に脂質の抽出 をお こなった. pH

の 影響 を調べ るためにはpH 2.2～4の 緩衝液は

酢酸緩衝液, pH 5～6に はリン酸緩衝液を用いた.

蛋 白量の測定: Lawry法11)に よ った.

結 果

膜内PG: CLの 転 換:図1Aは32Pラ ベ ル し

た分離膜の リン脂質のオー トラジオグラフィー

である.リ ン脂質は均一 に標識され,ア イソ ト

ープ活性による各脂質の相対比は
,発 色法によ

るそれ とよく一致 していた.分 離 した膜をpH

 4.0, 37℃ で5分 間反応した後の リン脂質は図

1Bに 示す如 く変化 し,肉 眼的にもPGが 減少

しCLが 増加 しているこ とが明 らかである.こ

れ を定量 したものが表1の 中, original memb

raneとadditive-noneと に 示 してある.即 ち分

離 した膜 を適当な条件 で反応させればPGか ら

CLへ の転換がお こっている.こ の ときのpH,温

度,反 応時間の影響は下記に示すが,熱 変性 し

た膜, 0.1%グ ル ター ルアルデヒ ドで固定 した

膜では この反応はおこ らず,明 らかに酵素 によ

る反応であることが確認 された.

PG: CL転 換 の至適条件:転 換反応のpH,温

度 による影響 を図2,図3に 示 した.至 適 条件

はpH 4.0,活 性 を示すpH範 囲は3～5で 強い

酸性下で反応する.温 度は30～50℃ の広範 囲に

わたっている.こ の至適条件 における反応時間

を図4に 示 した.反 応 は比較 的早 く, 3分 以 内

に反応終点に達 し, 30分 の 後もその量比は一定

し, CLは60%以 上に増加することはなかった.

 LPGはpH,温 度,時 間に全 く影響 を受 けず一

定 であった.こ の反応の間に総 リン脂質量は変
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化 せ ず,脂 質/蛋 白の値 も一定で, phospholipase

様 の活性は認め られなか った.

至適条件下 でKmは 測定不 可能 であ るが,

 Vmaxを 概 算 する と74nmoles CL合 成/分/mg

蛋 白であった.膜 を0.15% Tritonで 可 溶化 し,

ミセル化 したPGを 基質 にして測定 した場合,

この膜標 品はKm=3.0×10-4Mを 示 しVmaxは

198nmoles CL合 成/分/mg蛋 白量であった.

界面活性剤,イ オン,薬 物の影響:そ れぞれ

の添加物の作用 をしらべたのが表1, 2, 3で

あ る.ド デ シル硫酸ナ トリウム(SDS)は, 0.1%,

 NP-40とTriton X-100は0.5%で 反 応を阻害 し

た.

EDTAは この反応に全 く影響を及ぼさず, Mg2+

は必 要ではなかった. Ca2+は1mMで は影響 を

与えなかった. K+, Na+は0.2M程 度 では影響

はなかったが, 1M K+, 2M Na+で は この反

応を強 く阻害 した.

SH阻 害 剤であるN-Ethyl maleimide, N-cy

clohexyl-maleimideは 全 く影響 を与えず,逆 に

SH保 護 剤であるdithiothreitolも 影響 を与えな

かった.

基質 となるPGを ミセル化 し加 えて も,界 面

活性剤が存在 しなければCLに 転換 しなかった.

過 剰量のPGを 添加 して も,膜 内のPG: CL転

換 には全 く影響 を与 えなか った.産 物 であ る

CLを 同様に過剰に添加 しても転換反応に変化 は

なかった. PGやCLの 骨格構造物であるglyce

rolを 添加 して も反応に変化はなか ったが, α-

glycerophosphateの 場 合は, 100mMの 高 濃度

で転換反応を阻害 した.

考 察

E. coli12,13), Micrococcus lysodeikticus6,14),

 Lactobacillus plantarum5), Mycobacterium

 smegmatis15), Bifidobacterium bifidum16),

 S. aureus7)な ど の 細 胞 膜 に カ ル ジ オ リ ピ ン合 成

酵 素 が あ る こ とは1971～1972年 に か け 多 く報 告

されて い る. Short and WhiteはS. aureusのCL

合 成 酵 素 活 性 に つ い て し らべ,そ れ は 膜 に 強 く

結 合 し た 酵 素 で,至 適pH 4.4,至 適 温 度37～45

℃Km 2.1×10-4M, Vmax 200nmoles CL合

成/分/mg膜 蛋 白 で あ り,そ の 活 性 は 対 数 増 殖

期 にもっ とも強い活性 を示す と報告 してい る7).

しか し,こ の研究は,外 か ら添加 したPGを 基

質にし,界 面活性剤の存在下で しらべ られてお

り,膜 内でのPG: CL転 換 との関係は明 らかで

はない. M. lysodeikticus6)の 場 合 も同様な条件

で しらべ られている.従 って本研究の結果 と異

なる点があるが,そ れ らの点を列挙 してみると

次の如 くである. Vmaxに つ いては,膜 内にあ

る場合は可溶化 した場合に比 して遅 い.界 面活

性 剤は0.1～0.5%で 膜 内での転換反応 を阻害す

るが,外 か ら添加 した基質に対 しては促進 的に

はたら く.添 加 した基質 ・産物は 膜内の転換反

応には影響 を与えないが,可 溶化 した場合 は抑

制 されている14). Mg2+やCa2+は 両者で影響 を

与えないが, Na+, K+は 膜内の転換を阻害 し,

可 溶化 した場合は阻害 を受けない7).可 溶化 した

場合は基質の90%以 上 がCLに 転換する6)が,膜

内の場合は, 50～60%が 限 界である.可 溶化 し

た系では反応は30分 以上直線的に進むが,膜 内

でのPG: CL転 換 は1～3分 間でプラ トーに達

している.

これ らの相違点は, CL合 成酵素が脂質2重 層

の中に埋め込め られ,そ の活性中心は脂質2重

層の内側 で恐 らく疎水性の部分にあ り,そ の活

性 は膜脂質の流動性によ りコン トロールされて

いると仮定すれば以下に述べ るような諸点につ

いて矛盾少な く説明できる.

CLが 細胞膜に増加す るのは,細 胞のエネルギ

ー源が減少 したときにおこるという説もあるが12,4)
,

金政 らの一連の研究では, CLの 増加 は,細 胞が

ス トレス下におかれた とき(例 えば2Mの 食塩

存在下),細 胞壁が欠落 したときなど,細 胞表層

の環境対応反応である とする考え方が強 く打ち

出されている17). PGとCLの 物性 的研究,即 ち

NaClに 対 す る透過性 の障壁性, DSC測 定 によ

る膜流動性の変化な どの研究か ら18), CLの 増

加 は生物的 な環境適応反応 と考えるのが妥当か

もしれない.そ の立場 をとり,上 述のCL合 成

酵素の局在形式 との関連でCLの 増加 の機序を

考 えてみる.

CLの 増加 は, CL合 成 酵素の増加に よるので

はな く適応的な活性化 によることは本研究で明

らかになったが,そ の活性化の重要 な鍵 を握る
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因子はpH変 化であると考 えられる.即 ちこの

CL合 成酵素 の至適pHが4 .0付 近 であるので,細

胞膜の内側 で,微 小環境的にpH 4.0と な り活性

化 され る可能性は,細 胞膜のプロ トン勾配 を考

えれば あり得 ることである. S. aureusの 細 胞

膜にはcytochrome b5とcytochrome Oを

含 む電子伝達系 とATPaseが 局 在 してい る8,19).

又 膜輸送系の研究か ら,い わゆ る化学 浸 透圧

(H+濃 度 勾配)が 重要 な役割 を果 してい ること

が示 されている20,21).即 ち正常 な発育 をしてい

る菌は,細 胞外にH+を 放出 し,そ れにより生ず

る膜 ポテンシャルでATP合 成 その他のエネル

ギー源 を得 てい ると考え られ る22).し か し何 ら

かの環境因子で発育が抑制 された場合には, H+

の放 出が抑 えられ,細 胞内側の微小環境でH+

が蓄積 される結果pHの 低下がおこ り得 る.こ

の とき膜の透過機能 を補修(ま たは障壁)す る

対応反応 として, PGか らCLに 転 換すると考え

れば, CL増 加 の生理的役割が明らかになろう.

高Na+濃 度 の環境で生育 した菌はCLが 増加

するにもかかわらず,分 離膜のCL合 成酵素活

性は2MのNa+で 阻害 される.こ の ことは,高

Na+濃 度 下であって も菌体 内のNa+濃 度 は恒常

性に保 たれているので1), Na+やK+のchaotro

pic作 用が膜の内側か らはた らいた と考えれば矛

盾 しない.

膜 内でのPG: CL転 換 は極めて速い反応であ

るが, CLの 合 成が総 リン脂質量の60%を 越 えな

い事実 は,脂 質2重 層におけるPG, CL,そ の

他の リン脂質の存在様式 と関連する と考 えられ

る.即 ち基質であるPGは 流動性のない,蛋 白

分子の限界脂質(boundary lipid)と して結合 し

てい るものがあった り,ま た脂質2重 層の外側,

内側のいずれに局在す るか とい う問題 もあろう.

2分 子のPGか ら1分 子のCLが 形成されたと

き生ずる1分 子の グリセ リンのゆ くえ,ま たCL

の分 解は如何になっているかなどの問題は,興

味深 くさらに今後の研究に またねばな らない.

結 論

黄色ブ ドウ球菌の環境適応 反応の機構 として,

細 胞膜にカル ジオ リピンが増加す るこ とが認め

られているが,そ のメカニ ズムと生理的意義 に

ついて検討 した.

分 離 した細胞膜 を至適条件下で保つ と,膜 内

のカルジオ リピンは増加 し,逆 にホスファチジ

ル グリセロールが減少す る.そ の反応の至適pH

 4.0,温 度30～50℃ で,反 応速 度は74nmoles

 CL合 成/分/mg蛋 白であり,こ の反応は,膜 内

のボスファチ ジル グリセ ロー ルを基質に して膜

内でカルジオ リピン合成酵素 により遂行 されて

いることが判明 した.可 溶化 されたカル ジオ リ

ピン合成酵素の諸性状 と比較検討 した ところ,

この酵素 は膜の脂質二重層に埋没 され,活 性中

心は細胞内側に局在す ることが推測された.細

胞がス トレス下におかれた ときのエネルギーの

代謝 との相関性 において,カ ルジオ リピンが膜

に増加する意義 について考察 した.
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Conversion of phosphatidylglycerol to cardiolipin in the cell

 membrane of Staphylococcus aureus

Kenichiro KIGUCHI

Department of Microbiology Okayama University Medical School

The conversion of phosphatidylglycerol(PG) to cardiolipin(CL) in isolated Staphy

lococcal cell membrane was studied to clarify the physiological role of the reaction in 

the membrane. CL content in the isolated membrane was about 20% of the total phospho

lipids and that of PG was 50%. When the isolated membrane was kept at optimal 

conditions, the CL content increased to 50% and that of PG decreased to 20%. The 

optimal pH range of the reaction was between 3.0 and 5.0, and the optimal temperature 

was between 30 and 50•Ž. The reaction appeared to be completed within three minutes 

with an apparent Vmax of 74nmoles CL produced/min/mg of membrane protein. 

The maximum CL content that could be reached in the membrane was no more than 60%. 

The reaction was mediated by cardiolipin synthetase in the membrane. The mode of the 

reaction seemed to be different from that of previous reports (Short S. A. and White 

D. C. J. Bacteriol. 1972, and Burrit M. F. and Henderson T. O. J. Bacteriol. 1975) in

 which the reaction was examined by solubilized enzyme with exogenous PG as the sub

strate. In comparing the mode of reaction in the membrane with that in the solubilized 

system, it is reasonable to conclude that CL synthetase is buried in the lipid bilayer 

with its active site facing toward the inside of the cell. The activity of CL synthetase 

probably is regulated by the pH of the microenvironment brought about by the chemi

osmotic potential of the membrane together with the fluidity of the lipid bilayer.


