
Candida　tγopicalis　OT－65に対する塩高張が

　　　　　　　　　脂質形成に及ぼす影響

Effect　of　salt　condition　on　the　lipid　formation

　　　　of　Candida　tropicatis　O　T－65

小　原　国彦
玉　置　ミヨ子

　筆者等は、さきに大阪周辺の土から炭化水素を唯一の炭素源としてよく資化し得る酵母菌を

分離し、これを同定の結果　Candida　tropicalis　に属することを明らかにし、　strain　を

OT－65として報告した。　なお本菌は、炭化水素のみならず各種の油をもよく資化するがその

状況は油の種類によって大きく異なることから、構成脂肪酸の資化に差異のあることを見出し
　　1）　2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
て報告した。本菌の脂肪酸資化に当たってはりノール酸は資化し得ないが、オレイン酸を最もよ

く資化し、ステアリン酸、パルミチン酸なども資化する。ブドウ糖も二化はするが、その二化

はオレイン酸等にはるか及ばない。しかし、培地にビオチンを添加することによって頗るよく

資化するようになる。本菌は、非耐塩性の酵母であるが0．5M－NaCl溶液の塩環境に於いて

も、通常培地でみられる増殖の二半量の増殖をみることができる。そしてこれら塩環境の及ぼ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）　5）　6）　7）
す阻害はCo－factor　の添加によって回復することも報告した。

　生体の塩環境にみられる特畢的な反応と、そのメカニズムは頗る興味漂く、また重要な問題

である。これら耐塩機構の究明への学問的な探究は、未だ日が浅く、特に耐塩機構と脂質に関
　　　　　　　　　　　・8）
する報告はその数が少ない。本報では、本菌の塩高張培地が細胞内脂質形成に、どのような影

響を与えるものであるかを探究すべく、通常培地と塩高張培地の両者でそれぞれ成育の菌体か

ら抽出した脂質の成分を比較検討し、若干の知見を得たので報告する。

試 料

菌体試料は前記の如く、土から分離した　Candida　tropicalis　OT－65　を用いた。

実　験　方　法

1．培　　養
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Candida　tropic．alis　OT－65に対す：る塩高張が脂質形成に及ぼす影響

　　　Tab．　1　medium

　．（A）　Ghicose・・一・…一t一・・　45．04g　（B）　Glucose””’”・一””’　45．04g

　　　　　NH，Cl・・…一・…一・一・・　6．6g　NH，Cl　・・・・・・・・・・・・…　6．6g

　　　　　KH，PO，　・一・・・・・…　2．5g　KH，PO，・・一・…一・・…　2．5g

　　　　　MgSO，一7aq　・・・…一・・　1．　Og　MgS　O，一7aq　・・・・・・…　1．　Og

　　　　　Biotin・・一・・・・…一・・・・…　2pg　Biotin・…‘・・・・・・・・・・…一　2”g

　　　　　dist．　water　”“””””　L　Oe　dist．　water　一一一一一一　1．Oe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NaCl・…一・一・’・・…””　29．21g

Tab．1のA及びB　の如き組成の各培地、それぞれ50認をSOO　me容肩付きフラスコにとり、

移殖後往復動しんとう培養機で1分間120往復で、29℃、48時間培養した。これは本菌の

Logarithmic　phase　が完了し、　Stationary　phaseに入るところに相当する。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9）　10）
　　菌体内脂質各種成分が生育の時期によって異なるから本菌は、Stationary　phaseに入っ

　たところを以て分析の対象とした。

2．菌体の分離

　　所定の時間培養後、培地を遠沈管にうつし、3500r．　p．　m．3分間遠沈の後、上澄液を捨て

　水を加えて掩拝の後、再び遠沈して直ちに一30℃に凍結して供試用とした。

3．脂質の抽出

　　Fig．1の如く、Bligh　一dyer　法の改良法によって、凍結細胞からそのまま抽出した。

　　　　　　　　Cultured　yeast

Washed　with　distilled　water　centrifuged　at　3500　r．　p．　m．　10min．

Wet　Cells

Suspended　in　Chloroform　：Methanol　：Water＝1

voL）mixture　filtered　with　glass　filter

’Filtrate Residue一　1

2　：　O．8　（vol．／

Suspended　in　Chloroform　：　Methanol：　Water＝

1　：　2　：　O．8（voL　／vol）mixture　centrifuged．

Filtrate Residue－2

Suspeded　in　Chloroform　：　Water＝　1　：　1　（voL　／vol．）

Chloroform　phase　（total　eipids） Methanol－Water　phase

Fig．　1　Procedure　for　extraction　of　lipids　from　yeast　celL
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Candzda　trOPicaliS　OT－65に対する塩高張が脂質形成に及ぼす影響

4．薄層クロマトグラフ

　　プレートは、merckのSillca　gel　Gを用いた。展開溶液は次の如く総脂質分析用には、

石油エーテル：エーテル：酢酸＝＝80：30：1を、極性脂質分析用には、クロロホルム：メタ

　ノール：アセトン：酢酸：水＝5：1：2：1：0．5を用いた。

　なお呈色試薬は次の如くである。

（1）総脂質には………50％硫酸

（2）リン脂質には……Dlttmer－Rester　の試薬

　　　〔A液〕　25N－H2SO、　1000meに40．ユlgのM。0、　をゆるやかに沸騰させながら溶解

　　　　　　　する。

　　　〔B液〕　A液の500　m2に1．78gの粉末M。を加え15分間、ゆっくり沸騰させる。

　　使用にあたって、A液：B液：水一1：1：2を混ずる。

　　　　このようにして得たSpotについて次の二波長クロマトスキャナーに供した。

5．二波長クロマトスキャナー

　島津二波長クロマトスキャナーCS－900形を用いて測定し、測定の条件は次の如くである。
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Fig．2

Tab．　2

Candida　trOPiCahs　OT－65に対する塩高張か脂ビ’・形成に及ぼす影響

Chromatograms　of　total　hpids　of　Candida　tropicahs　O　T－65　by　Dual－Wavelength

Chromato　scanner．

Wave　length　：A，　400nm，　AR700nm

　（A）　normal　condition

　（B）　salt　condition

Ratio　of　each　spot　m　total　hpids　separated　from　Candida　tropicalts　OT－65

under　norma｝　and　salt　cadition　by　chromato　scanner．

Spot 一Nae／e 十NaO／e

Polarlipid 6．　2 7．　7

Monoglyceride 3．　3 4．4

Sterm 4．　4 3．　6

1．2Diglyceride 3．　6 3．　5

1．3Diglyceride 9．　2 6．　9

Fattyacid 55．　0 53．　8

Triglyceride 12．　5 13．　0

Stermester ，5．　7 7．1

errors　of　all　data　are　between　±O．Ol一一±O．03
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　　　　　　　　　　　Candida　tropicalis　OT－65に対する塩高張が脂質形成に及ぼす影響

2・クロマトスキャナーによるリン脂質の分析結果はFig．3及びTab・3の如くである。
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Fig



Candida　tropicalis　OT－65に対する塩高張が脂質形成に及ぼす影響

’t’ig．4　Gas　chromatograms　of　the　fatty　acid　methylesters’　separated　from　the　cellular

　　　　　lipid　extract　of　Candida　tropicalis　OT－65．

　　　　　column　：　3　mm　X　2　m　stainless　steel　tube　packed　with　25e／o　diethylenglyco－

　　　　　lsuccinate．

　　　　　Temperature　：　column，　180℃：　inj　ection　port　and　detecter，　210℃　．

　　　　　carriet　gas　：　He

　　　　　　（A）　normal　condition

　　　　　　（B）　salt　codition

Tab．　4　Ratio　of　each　fatty　acid　separated　from　cellular　lipid　extract　of　Candida

　　　　　tropicatis　OT－65　under　normal　and　salt　condition　by　gas　chromatography．

Fatty　Acid c 一NaO／o 十　Na　O／e　十　Na　／　一　Na

Palmitic　Acid Ci6　：O 12．　9 ILO O．　9

Palmitoleic　Acid q，：1 4．2 9．　8 2．　3

Unidentified　peak O．　8 O．　9 1．1

Stearic　Acid C，，　：　O 1．6 L2 O．　8

Oleic　Acid Cis　：1 41．　5 51．2 1．2

Linoleic　Acid C，，　：2 33．　7 24．　0 O．　7

Linolenic　Acid Cis　：3 5．　3 L9 O．4

errors　of　all　data　are　between　±O．02N±O．04

考 察

　本菌は非耐塩性の好気的な菌であるがこれを塩環境においた場合、．その生育は大きく阻害を受

，けっっも生育は続ける。塩濃度は0．5M－NaCl環境で生育半減を示しLiClの阻害は更に強烈
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
である。このような性状をもつ本菌を塩環境下に培養し、塩高張による影響をみることは耐塩

機構・能動輸送の機構の解明にとって頗る意味深いものと思われる。通常培地で培養した本菌

の含有脂質についてみた場合、Tab．4に見る如く飽和脂肪酸であるステアリン酸とパルミチン
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Candida　tropicalis　O：r－65に対する塩高張が脂質形成に及ぼす影響

酸がそれぞれ全脂肪酸の1．6％と12．9％を占めていたものが塩高張培地で培養した場合はそれぞ

れ1．2％と11．0％とに両者とも減少していることは、塩高張が本菌の菌体内脂質生成時、ステア

リン酸とパルミチン酸の不飽和化への影響を与えていることが推定される。　これは塩高張の

Osmotic　Stressがこの影響を与えているものなのか、あるいはNa＋がその影響を与えている

ものであるのかは、今後の研究に待つべきであるが、，いずれにしても塩高張が飽和脂肪酸の不飽

和化を促進することが推測される。本実験で通常培地における合成脂質の各脂肪酸含有率は、
金子等の難とおよそ一致している．なお、全月巨霊の薄層ク。マトグラフによる分析の結果Cよ、

Fig．2とTab．2に示される如くであるが、原点にとどまったPolar　lipidの差をみると、塩高張

培地における細胞内脂質は通常培地に於けるものよりも、その含有率が多いことから、塩高

張はPolar　lipid　の生成を促進するものであることが推定される。なお、リン脂質について、

両環境下に於ける消長を比較した結果が　Tab．3とFig．3　であり・塩高張・通常培地両者に

若干の差が認められるのも意義深い。

これらは、クロマトスキャナーの特定波長下での各スポットを％で示し、それを比較したもので

あるから、その条件に於てのみ一応の比較は可能であるが今後は各Spot毎に適正波長を求

めて、両環境下での比較を更にくわしく試みたいと思っている。なお、リン脂質ばかりでなく、

糖脂質についても検討を加えたい。更に本報では細胞内全脂質の比較を行っているが、細胞膜、

リボゾーム等、細胞各分画毎に主としてどの部分での変化が示されているのかを追求すること

も、今後の問題であると思っている。

要 約

　非耐塩性の炭化水素資化性酵母Candida　troρicalis　OT－65が塩高張下、ブドウ糖培地で合

成する脂質を、通常培地でのそれと比較したところC、s：0，C、6：0の不飽和化がおこりq8：1，

q6：1が多く見出された。なお、極性脂質も通常培地のそれよりも多くなっている。これは

塩高張下における脂質合成のパターンが、通常培地のそれと異なっていることを示すものであ

ろう。

本稿を終わるに当たり、終始積極的に努力された戸川成代嬢に深甚の敬意と謝意を表します。
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