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緒 言

Mycoplasmaは 自己増殖する生物の最小単位で

あ り,細 胞壁を有せず細胞膜が直接外界からの

浸透圧や刺激に対 し反応 し,調 節 している.し

かもMycoplasma細 胞 は細菌 よりも小 さいなが

ら,細 胞膜は真核細胞の組成に似ているこ とか

ら,細 胞生物学的に極めて興味深 く,多 くの研

究がなされている1),2).し か し,細 胞膜の脂質組

成とその代謝特性につ いては,ま だ充分に調べ

られていない.特 に, Mycoplasma科mycoplas

ma属3)は そ の生育にcholesterolと 長鎖脂肪酸

を要求す るが,そ の膜における脂質動態 と言 う

観点からの追求は数菌種 に及ぶのみで,し か も

その結果は統一性に欠けている4),5).ヒ トに常在

するMycoplasma6)に つ いて も,そ の細胞膜組成

は生物学的に重要でありながらも,研 究 ・報告

されているものが少 ない.そ こで本報告 ではヒ

ト口腔内に常在するMycoplasma oraleの 膜脂質

組成を分析 しその特性 について調べ,他 のMy

coplasmaと 比 較検討 した.

材 料 及 び 方 法

菌株 と培養方法:供 試菌株Mycoplasma orate

 CH-19299は 尾形 学教授(東 京大学農学部)か

ら分与 を受け,下 記の培地に馴化 させた.培 地

はChanock and Hayflick7)の 培地に,新 鮮に自

家調製 した馬血清 を15%加 えた液体培地 を用い

た.培 養は37℃ で2日 間静置培養 し,菌 は12000

×g, 20分 間遠沈して回収したのち,生 理的食塩

水(pH 6.8)で3回 の遠心洗浄を行 ない,以 後の

実験に供 した.コ ロニー形成単位(CFU)の 測

定はSmithの 方 法8)に よ り,乾 燥重量の測定 は

100mlの 試料 を蒸発乾固し(150℃, 2時 間)測

定 した.

脂 質の抽出 と精製:脂 質の抽出はFolch法9)

に よった.す なわち湿菌量1gに 対 しchloro

図1　 Mycoplasma orale CH19299の 増 殖 曲 線

15%新 鮮 馬血 清加Chanock and Hayflickの

培地 で37℃,静 置培 養

●-● コ ロニ ー 形 成単 位(CFU)

○------○ 乾 燥 重 量(mg)
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図2　 Mycoplasma orale CH 19299の コ ロニ ー 形態

倒 立 位相 差 顕 微鏡 ×40で 撮 影

form/methanol(2/1, v/v)混 液20mlを 加 え

2時 間,室 温 で撹 拌 抽 出 し,そ の 沈 渣 に 上 記 と

同 様 の 混 液20mlを 加 え,一 夜 攪 拌 再 抽 出 し た.

抽 出 した 粗 脂 質 分 画 は, Folch静 置 法10)に よ り

純 化 した.中 性 脂 質 と リ ン 脂 質 はUnisil(100～

200メ ッ シ ュClarkson社)の カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラフ ィー(1×15cm)に よ り,分 別 抽 出 した11).

脂 質 分 析:中 性 脂 質 分 画 は, Silica Gel G

(Merck社)薄 層 ク ロ マ トプ レ ー ト(以 下TLC

と略 す)上 でpet. ether/diethylether/acetic 

acid(82/18/2: v/v/v)に よ り 展 開 し同 定 した12).

 cholesterol, cholesterol esterはRosental法13)

に よ り定 量 した.リ ン脂 質 分 画 は 同 様 のTLC

上 で,一 次 元 展 開 はchloroform/methanol/

H2O(65/25/4: v/v/v),二 次 元 展 開 はchloro

form/methanol/7N-NH4OH(60/35/4.5: v/

v/v)に よ り行 な い 同 定 した14).リ ン 脂 質 の 定 量

は 各 ス ポ ッ トを掻 き取 り,抽 出 後, Kates法15)

で リ ン を定 量 し,そ の 分 子 比 で 表 わ し た.馬 血

図3　 液 体 培 地 で48時 間培 養 後 のM. oraleの 超薄切

片電 子 顕 微鏡 像(×20,000で 撮影,ス ケー ル

0.5μm)

2.5%グ ル ター ル ・2%オ ス ミッ ク酸 固定

エ ポ ン包埋 酢酸 ウ ラニ ウム,ク エ ン酸

鉛 に よ る後 染 色

清 の 脂 質 は 血 清100mlを 凍 結 乾 燥 し た 後Myco

plasmaと 同 様 の 方 法 に よ っ て 抽 出 ・分 析 した.

脂 肪 酸 の 分 析:総 脂 質,総 リ ン脂 質 ま た は 分

画 し た 各 リン 脂 質 を 塩 酸 メ タ ノー ル 法 で メ チ ル

エ ス テ ル 化 後,日 立GCK 53を 用 い て 同 定,相

対 量 を定 量 し た.

32p-正 リ ン酸 に よ る 標 識: 50mlの 培 地 に2m

Ciの32P-正 リ ン酸(Amersham社)を 加 え, 2

日間 培 養 した.集 菌 後, Bligh and Dyer法16)

で 脂 質 分 画 を抽 出 し, Silica Gel G TLCで 展 開

し,オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を行 な っ た.確 認

され た 各 ス ポ ッ ト を掻 き取 りAloka LSC-653で

カ ウ ン ト測 定 し た.

14C-酢 酸 の 脂 質 分 画 へ の 標 識: 0 .38mCiの14C-

酢 酸(1-14C acetic acid sodium salt, New En

gland Nuclear社)を100mlの 培 地 に加 え, 48
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時間培養 後, 32Pの 場 合 と同様に脂質分画 を抽

出し,ス ポッ トにつ いてカウン トした.

結 果

M. oraleの 増 殖: M. oraleの 液体培地での増殖

曲線を図1に 示 した.接 種量は1/100で,コ ロニ

ー形成単位(CFU)(図2)で 測定すると培養48時

間後2×109/mlに まで増殖 し,以 後漸時減少 し

た.こ れを乾燥重量で測定す ると, 24時 間か ら

48時 間 までに約10倍 量の増加があ り, CFUと よ

く一致 した.こ の時期のM. oraleの 電 子顕微鏡

下での形態を図3に 示 した.菌 は0.3～1μmの

不定形 を呈 し,い わゆる多形態性 を示 し,菌 体

M. orale Horse serum

図4　 M. orateと 馬 血 清 の 中 性 脂 質 の 一 次 元 薄 層 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィー

ChE: cholesterol ester, TG: triglyce

ride, FA: 脂 肪 酸, FA-E: 脂 肪 酸 エ ス テ ル

Ch: cholesterol, PL: リ ン 脂 質

Silica Gel G薄 層 プ レ ー ト,

展 開: pet. cther/diechylether/acetic acid:

 82/18/2: V/V/V

図5-A

図5-B

図5　 M. oraleと 馬 血 清 の リ ン 脂 質 の 二 次 元 薄 層 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィー

A: M. orale, B: 馬 血 清

Or: 原 点, SPM: sphingomyelin,

L-PC: lysophosphatidylcholine

PC: phosphatidylcholine,

PG: phosphatidylglycerol,

NL: 中 性 脂 質

Silica Gel G薄 層 ク ロ マ トプ レー ト

展 開: 一 次 元, chloroform/methanol/

H2O: 65/25/4: v/v/v

二 次 元, chloroform/methanol/7N-

NH4OH: 60/35/4.5: v/v/v
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表1　 Lipid compositions of M. orale and horse serum

図6　 M. orateの リン脂 質 オー トラ ジオ グラ フ ィー

展 開 は図5と 同様 に して お こな っ た.

内の リボソーム ・核酸 の密度 も多様であった.

しか し,ゴ ース ト化 したものや破壊 された もの

は見 られず,全 ての菌 は正常 な発育形態 を示 し

ていた.す なわち,培 養48時 間 は後期対数増殖

期～静止期にあた り,菌 は正常な生育状態にあ

り,菌 量の回収 も良好で,実 験材料には適正 で

あるこ とを認めた.

脂質分析: Mycoplasmaは 生 育にcholesterol

と長鎖の脂肪酸を必要 とし,そ のために培地に

は高濃度の血清を添加 してあ り,そ れが主たる

脂質源である.細 胞膜の脂質は血清中から取 り

込んだ もの と,自 力合成 したものがある と予測

され,そ の相関性 を調べるために,ま ず,添 加

した馬血清 とM. oraleの脂質組成の分析 を行な

った.図4は 中性脂質のTLCパ ターンを示 し,

図5は リン脂質の二次元TLCパ ターンを示 し

た.こ れ らの組成比分析結果は表1に 示 した.

中性脂質量はM. oraleで は総脂質の43.5%を 占

め,そ の うちの64%はcholesterolで, 9%は

cholesterol ester(ester比0.12),他 はtrigly

cerideが 占めていた,こ れに比べ培地に添加 し

た馬血清中の中性脂質は総脂質の62.4%を 占め,

この うちcholesterolは11%, cholesterol ester

は31%の 割 で存在 し(ester比0.75), esterの

方 が 多く存在 した.

リン脂質量はM. oraleで は総脂質の56.5%,

馬 血 清では37.6%で あ った.こ の リン脂質を構

成す るものは, M. oraleで は,図5-Aか ら も明

らかな如 く,比 較的単純 な構成であ り, phos

phatidylglycerol(PG)が32%, sphingo

myelin(SPM)は53%を 占めている.こ れに対

し,馬 血清ではphosphatidylcholine(PC)が

70%を 占め, PGは3%, SPMは10%で あ っ

た.こ れらの分析結果は, M. oraleは 選択的に

脂質分子種 を取 り入れているか,あ るいは独 自

の合成系があることを示唆す る.

32P-正 リン酸の リン脂質への取 り込み: 32P-

正 リン酸 を用いて リン脂質の合成能 を調べ る目

的で,リ ンの リン脂質分画への取 り込み を調べ

た.抽 出 した脂質分画の二次元オー トラジオグ

ラムを図6に 示 した.図5-Aと 対比すれば明ら
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表2　 Fatty acid compositions of M. orale and horse serum

Values are expressed as %

FA: Fatty acid, PC: Phosphatidylcholine, SPM: Sphingomyelin,

PG: Phosphatidylglycerol, PL: Phospholipid, L: Lipid

かなように, PGに の み32Pの 取 り込みが認め ら

れ,比 活性は23000dpmを 示 した. PG以 外 の

スポットにはオー トラジオ グラム上でも掻 き取

り測定において も取 り込みは全 く認め られなか

った.こ のことはPGはM. oraleでde novoに

合成されていることを示 し,他 のPCとSPMは

培地か ら取 り込んでいることを強 く示唆 している.

脂肪酸分析: M. oraleと 馬血清の脂質の構成

脂肪酸の分析結果を表2に 示 した. M. oraleの

総 リン脂質の構成脂肪酸はC16とC18の 直鎖飽和

脂肪酸が95%を 占めている.各 リン脂質分子種

についても,ほ ぼ同様な傾向にあり,培 地か ら

取 り込んだ と見 られるPCやSPMに お いても

C16・C18が 主 体 を占め,特 にC16が その主成分

であった.

脂肪酸合成能の検定: 14C-酢 酸 を用いて脂質

分画への14Cの 取 り込み を調べ たが,抽 出 した

脂質分画にはア イソ トープ活性は全 く認め られ

なかった.こ の ことは, M. oraleに お いては長

鎖脂肪酸の合成能は欠如 していると推察 される.

考 察

Bergeyの 分 類によるとMycoplasma目 はste

rol要 求性の相違によ りMycoplasma科 とAcho

leplasma科 とに区別 されている3). Acholepla

smaの 細 胞膜についてはRazinら17)に よ り多 く

の 研 究 が な さ れ 統 一 的 見 解 が 得 られ て い る が,

コ レ ス テ ロ ー ル と長 鎖 脂 肪 酸 を そ の 生 育 に 要 求

す るMycoplasma科 の36種 に つ い て は 充 分 に は

研 究 が な さ れ て い な い.殊 に ヒ トに 常 在 す るM.

 salivarium, M. orale等 に 関 す る も の は ほ とん

ど 見 られ な い.本 研 究 で はM. oraleの 膜 脂 質 の

分 析 とそ の 動 的 特 性 に つ い て 調 べ,新 た な事 実

を 明 らか に した.

リ ン脂 質 で はsphingomyelin(SPM)とphos

phatidylglycerol(PG)が 主 体 を 占め, phos

phatidylcholine(PC)は 比 較 的 少 なか っ た. ly

sophosphatidic acidやcardiolipin等 は 認 め られ

ず,ま たM. gallinarumやAcholeplasma4)に 一

般 に 存 在 して い るglycosyldiglyceridesも 認 め

ら れ な か っ た.脂 肪 酸 で はC16・C18直 鎖 脂 肪 酸

が 主 体 を 占め,リ ン脂 質 分 子 種 間 に 特 別 な差 異

は 認 め ら れ ず,お そ ら く培 地 か ら取 り込 ん だ と

見 な さ れ るPCやSPMで さ え もC16・C18が 主

体 を 占め て い た.PCやSPMに 認 め られ たC18:1,

 C18:2は,培 地 中 の 成分 そ の も の を 取 り入 れ た と

推 察 さ れ る 。 ほ と ん ど のMycoplasmaはC14,

 C16, C18:1を 主 体 と し て お り4),5),そ の 組 成 比 は

培 地 の 条 件,温 度 等 に よ り変 化 し易 い と報 告 さ

れ て い る. M. oraleで はC14が 少 な くC18:1が

C18よ り少 な い の は 培 地 組 成 に よ る と推 察 され る.

リン 脂 質 の 合 成 能 は32P-正 リ ン酸 を用 い て 調
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べ た と こ ろ, PGの み が 合 成 さ れ て い る こ と が

判 明 し た.し か し リン酸 がglycerolに 直 接 入 っ

た の か, Sn-glycerol-3-phosphateを 介 し て 入 っ

た の か は 明 ら か で な い が, Acholeplasma laid

lawii Bで み る と,後 者 の 可 能 性 が 強 い18).も

しそ うで あ っ た 場 合 に,問 題 は 脂 肪 酸 のacyla

tionが ど の よ う に し て 起 こ っ た か で あ る. 14C-

酢 酸,を 用 い た 実 験 で は 脂 肪 酸 は 合 成 さ れ ず,

こ れ は 他 のMycoplasmaと 一 致 す る.構 成 脂 肪

酸 は す べ て 培 地 中 か ら取 り込 まれ る とす れ ば,

 M. oraleに はC16, C18を 選 択 的 に 取 り込 む 機 構

が 存 在 す る こ と に な る. Acholeplasmaの 例 で は

glycerolの1位 に 飽 和 型, 2位 に 不 飽 和 型 を 取

り込 み 易 い こ と が 報 告 さ れ て お り, saturaseに

よ り2位 の 不 飽 和 を飽 和 後1位 にtransacyla

tionす る 例 も報 告 さ れ て い る19). M. oraleで も

こ れ ら の 過 程 が 膜 内 で お こ っ て い る可 能 性 が 強

く, PCやSPMに お い て もC16が 圧 倒 的 に 多 い

こ とはdeacylation-acylationの 転 換 が お こ っ て

い る こ と を示 唆 す る.し か し こ の 確 認 の た め に

は 更 に 各 種 脂 肪 酸 を 用 い た 綿 密 な 実 験 が 必 要 で

あ る.

膜 脂 質 組 成 の 約43.5%は 中 性 脂 質 で あ り,そ

の 大 部 分 はcholesterolでester比 は0.12で あ り,

他 のMycoplasmaに 比 し てesterが 少 な く, M.

 gallisepticumに 類 似 して い た5). M. oraleで

cholesterolが 圧 倒 的 に 多 く培 地 血 清 の もの と全

く逆の組成であることは,選 択的取 り込みによ

るものなのか,あ るいは取 り込み後の修飾機構

によるものなのかは現段階では結論出来ず,興

味ある問題 として残 されている.

結 語

Mycoplasma orale CH-19299の 細 胞膜の脂質

特性 について調べた.膜 総脂質の43.5%は 中性脂

質であり,そ の64%はcholesterol, 9%は

cholesterol esterで あった.総 脂質の56.5%は リ

ン脂質で,そ の うちsphingomyelinが53%, phos

phatidylglycerolは32%, phosphatidylcholine

は15%で あ った.構 成脂肪酸はC16とC18の 直鎖

飽和型が95%を 占めていた.リ ン脂質の うち,

 phosphatidylglycerolだ け はde novoに 合 成さ

れていたが,他 の組成は培地 より取 り込んでい

た.脂 肪酸のde novo合 成能は無 く,培 地 中の

組 成を取 り込んでいると推察 されたが,培 地中

の成分 と比較 し他のMycoplasmaと の異同を論

じなが ら膜内での脂質合成の機構について言及

した.
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Lipid compositions of cell membrane of Mycoplasma orale CH 19299 were examined. 
The membrane lipids consisted of neutral lipids (43.5%) and phospholipids (56.5%). In the 
neutral lipid, 64% was cholesterol, 9% was cholesterol ester and the rest mainly consisted 

of triglycerides. Phospholipids comprize 53% of sphingomyelin, 32% of phosphatidy
lglycerol and 15% of phosphatidylcholine. There was not any lysophosphatidic acid, 
cardiolipin or glycosyldiglycerides. The fatty acids were restricted to C16 and C18 
regardless of the phospholipid species. Phosphatidylglycerol was the sole phospholipid 
that was de novo synthesized in the cell. No fatty acid was synthesized when examined 
by using 14C-acetate as the substrate. The mode of lipid synthesis in the cell membrane 
was discussed with reference to other mycoplasma species.


