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緒 言

Staphylococcusが 黄 色,橙 色 あ る いは レモ ン

色色 素 を生 産す る こ とは, Staphylococcus発 見

当初 か ら認 め られ て い る特 性 で あ る.従 っ て

Rosenbach, Passet以 来,そ の産 生 す る色素 の

肉 眼的所 見 に よ りS. aureus, S. albus, S. ci

treusに 分類 され,こ の 分類 がBergey 7版 ま で

踏襲 されて 来 た.し か し, Staphylococcusの

色素産生能 は不安 定 で変 異 しやす い こ ともあ り1),

近 年 色素 産 生性 で分類 す る こ とは不 適 当 と考 え

られ る よ うに な った.そ してBergey 8版 以 来

生 物性 状 お よび生 化学 性 状 を基盤 に した分 類 に

改正 され, S. aureus, S. epiermidis, S. sapro

phyticus,そ の他10菌 種 に分 類 され て い る。

S. aureusは 橙 黄 色の 色素産 生が 強 く,病 原性

の強 い こ と もあ って,そ の 色素 の性 状や,色 素

産 生性 と病 原性 との関 連 に つ い て 多 くの研 究 と

報 告が な され て お り,そ の 生理 的 意 義 につ いて

も解 明 されつ つ あ る.2-6)

従 来,病 原 性 が 弱 く,し か も人の 皮 膚,粘 膜

の常 在 菌 で あ るS. epidermidisは,医 学的 に も

研究が 限 られ,産 生 の メ カニ ズム,色 素性 状や

産生能 につ いては極 め て報 告 が少 ない.し か しこ

のS. epidermidisも 近年,日 和 見感染 や 院内感 染

の起因菌 と して注 目を集 め再 認識 され る様 にな っ

た.そ こ で レモ ン色 を呈す るS. epidermidis

に つ い て,色 素 の性 状,色 素 の産 生 能 を追 究 す

る こ とは意 義 深 い もの と思 われ る.

篠 井 らは, S. aureusの 産 生 す る カ ロ テ ノ イ

ド色 素 の分 析,同 定 を行 い,特 に そ の主 要 色素

がC30カ ロ テ ノ イ ドであ るこ との 新 知 見 を得,

さ らに これ ら カ ロテ ノイ ドが膜 の 透過 性 に関 与

してい るこ とを報告 して い る.7)その事 実 をふ ま

え て,病 原性 の 強 いS. aureusと 病 原 性 の 弱 い

S. epidermidisの 産 生 す る色素 には 如何 な る差

が あ るか を調べ るため, S. epidermidis産 生 色

素 の 物理 化 学 的性 状 に つ い て分 析 し,そ の 産 生

に影 響 を与 え る培 養 温 度 と色素 組 成 の関 係 に つ

いて 検討 した.

材 料 およ び方 法

I　 供 試菌 と培 養 方 法

教 室保 存 のStaphylococcus epidermidisを

nutrient agarお よびbrothで 馴 化 継 代 した も

の を供 した.培 養 はnutrient broth(日 水)で

0.1%接 種 に よ り37℃ に お け る振 盪 法(モ ノー

振 盪 管200ml)に よ り行 っ た.な お 培 養 時 間 に

つ い て は, 24, 48時 間 培 養 後 の 色 素 産 生 量 お

よび そ の 組 成 を比 較 した が,色 素 産 生 量 とそ

の組 成 に は 有意 な差 は認 め られ な か っ た.そ の

ため,こ とわ りの な い 限 り, 24時 間培 養 でお こ
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な った.培 養 温 度 に つ い ては, 25℃, 37℃ また

は42℃ の 温度 選 定 を した.色 素 の 物性 を検 定 す

るた め に は,色 素 が 大 量 に必 要 で あ っ たの で,

その 目的 の ため に0.5%グ リセ リンモ ノアセ テ

ー トをnutrient brothに 加 え培養 した書)培養 し

た菌 は7000×g, 15分 間 の 遠 沈 集 菌 を行 い, 3

回生 理 食塩 水 で遠 沈 洗 浄 した.

II　 脂 質 の 抽 出,精 製

集 菌 した ペ レ ッ ト量(ml)の75倍 量 の クロ ロ

ホ ルム/メ タ ノー ル(2/1, V/V)を 加 え

室 温(25℃),暗 所 で攪 拌 しなが ら24時 間抽 出 し,

その 後, Folch静 置 法 に よ り総 脂 質 画 分 を精 製

した.8)物理 化学 的性 状 を見 る たの の 色素 は総 脂

質画 分 か らカ ラ ム クロマ トグラ フ ィー お よ び薄

層 クロマ トグラ フ ィー(TLC)に よ り精 製 を行

っ た.カ ラム(500mm×20mm)に は ワ コー ゲ

ルC-100(40-100mesh)を 使 用 し,充 填 はベ

ンゼ ン で行 い,総 脂 質 は 少量 のベ ンゼ ンに 溶か

して カ ラム に ロ-ド し,溶 出 はベ ンゼ ン(200ml),

クロ ロ ホル ム(600ml),エ ー テル(150ml),メ

タ ノー ル(100ml)の 順 に 行 った.3)全 て の 色素

は クロ ロ ホル ム 溶 出分 に 回収 され た.ク ロロ ホ

ル ム を留 去 した 色素 画 分 は,一 次 元TLC(Merk

 Art 5721. 20cm×20cm)に よ り,イ ソプ ロ ピ

ル エー テ ル/酢 酸(144/6, V/V)で 展 開 し,

着 色 して い る色素 部 分 をか き取 り,ク ロ ロホ ル

ム/メ タ ノー ル(4/1, V/V)25mlで 抽 出 し

て,精 製 色 素 を得 た.

III　色素の 高速 液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)

分 画

Folch静 置 法 に よ り精 製 した総 脂 質 は カ ラム

YMC pack A-313(6mm×150mm)を 使 用

した 島津LC-50 HPLCに よ り分 画 した.試 料

は, 1mg/0.1mlに な る よ う溶 出 液 に溶 か し,

その10μlを ロー ドしクロ ロ ホル ム/メ タ ノー ル/

水(5/4/1, V/V/V)で 流 速0.6ml/minで

溶 出 した.溶 出物 の ピー クは440nmの 吸収 で検

出 した.

IV　 可視 お よ び赤 外 吸収 スペ ク トル

可 視 吸収 スペ ク トル は,島 津MSP-5000を

用 い て クロ ロ ホル ム 溶 液(試 料1.5mg/ml)で

測 定 した.赤 外 吸 収 スペ ク トルは, K Br錠 剤

法 に よ り,日 立 赤 外 分光 光度 計IR-215を 用 い

て 測定 した.

V　 ガ ス クロマ トグラ フ イー-マ ススペ ク トロ

メ トリー(GC-MS)

TalerとDaviesの 方法9)に 従 つて, Pigment

 4mg. Pt O2 100mg. CHCl3 50mlを 攪 拌 しな が

ら,室 温 でH2ガ スに よ り2.5時 間還 元 した後滬

過 し,水 添試 料2.6mgを 得,島 津GC-MS9020

 DFを 使 用 し測定 した.ま た 試 料 不 足 の もの は,

直 接MSに よ り測 定 した.

VI　 糖 の呈 色 反 応

滬 紙上 に試 料 を吸着 させ,ア ンス ロ ン, α-

ナ フ トー ル,硝 酸 銀 法 に よ る呈 色 反応 に よ り検

出 した10)

結 果

I　 主要 色素 の物 理 化学 的性 質

Folch静 置 法 で純 化 精製 した総 脂 質 を,カ ラ

ム クロマ トグラ フ イー で分 画 し,そ の 各溶 出画

分 につ い て,一 次 元TLC展 開 を 行 っ た(図1).

図 は ヨー ド発 色 したパ ター ン で あ り色素 以 外の

脂質 も ス ポ ッ トとして 認 め られ る.主 要 色素 は

クロ ロホ ル ム 溶 出画 分 にpig. 1, pig. 2の スポ ッ

トとして 認 め られ,他 に も微 量 なが らマ イナー

な色 素 ス ポ ッ トが 存 在 した.こ れ ら をさ らに,

 TLCに よ り精 製 し た標 品 の 物 性 を表1に 示 し

た.表 に示 す ご と くpig. 1, pig. 2のRf値 は近

接 して お り, pig. 2の 方 がや や 極 性 が強 い.

可 視 吸 収 スペ ク トル11)(図2)で は, pig. 1

は428nmに, pig. 2は447nmに それ ぞれ主 ピー

ク を もち,と もに カロ テ ノ イ ド色素 特 有 の3ピ

ー ク型 の吸 収 を示 して い る.12)

精 製 したpig. 1お よ びpig. 2に つ いて,ア ン

ス ロン法, α-ナ フ トー ル法 お よび硝 酸 銀 法に

よ り糖 の検 出 を試 み た とこ ろ,両 者 と も糖 の存

在 が 明 らか に確 認 され た.

赤 外 吸収 スペ ク トル13)(図3)で はpig. 1は1740

cm-1に カル ボ ン酸 エ ステ ル(-COO-)の 吸収,

 3460cm-1に 会合 水酸 基(-OH)の 吸収, 2940

cm-1, 2860cm-1, 1460cm-1, 1380cm-1に メ

チ ル基(-CH3)の 吸 収 を示 し, 1200cm-1-

1150cm-1に 糖 の エ ー テ ル酸 素(-C-O-C-)

お よび 糖 の 水酸 基(-OH)の 吸 収 帯 が 複 雑 に

あ らわ れ て い る. pig. 2は ほ ぼ 同様 の位 置 に吸
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Analytical data of the fractionated pigments.

Fig. 1) TLC patterns of individual fractions
 derived from Silica Gel column chroma
tography.
I: benzen fraction
II: chloroform fraction (colorless).
III: chloroform fraction (color).

IV: ether fraction.
V: methanol fraction.
Plate: Merck Art 5721
Development: isopropyl ether/acetic acid

 (144/6, V/V)
Spots were revealed by iodine vapor.

収 を もつ が,精 製 の 際, pig. 1を 優 先 して か き

取った ため に, pig. 1の混 入で1740cm-1に-COO-

の弱 い吸収 が 見 られ,ま た1200cm-1-1150cm-1

の糖 の 吸収 帯 の分 離 が 悪 くな っ て い る.

GC-MSの 結 果 を図4に 示 す. pig. 1の 水 添

物 の 分子 量 は698で, m/e 193は 糖 の1番 目の炭 素

Fig. 2) Visible light absoption spectra of pigment
 1, pigment 2 and total lipid.

- pigment 1.
--------------- pigment 2.- - - 

total lipid.

と カ ル ボ キ シ ル 基 との 結 合 部 で 離 脱 し た3分 子

脱 水 糖 骨 格 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン ピ ー ク を 示 し,

 m/e 167, 153, 140, 126, 111, 97, 83, 69,

 57に 炭 化 水 素 特 有 の フ ラ グ メ ン トイ オ ン ピ ー ク

を示 して い る 。 ま たm/e 432以 上 の 高 質量 部 に

はそれぞれの炭化水素に相対するフラグメン ト
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Fig. 3) Infrared absorption spectra of pigment 1

 and pigment 2.

Measurement: K Br pellet method.

イ オ ン ピー クが 見 られ る.な おpig. 2は 試料 が

微 量 の ため,水 添 を行 なわ ず 直 接MS分 析 をお

こ な っ たが,明 確 な結 果 は 得 られ なか っ た.

以 上 の 分析 結果 よ り, pig. 1は 図5に 示 す ご

と くイ ソプ レ ノイ ドを単 位 と した重 合 体 を骨 格

とし,末 端 位 の カ ル ボ キ シル基 で糖 と結合 し,

二 重 給合 を7個 も った構 造glucopyranosyl-1-

0-(4.4´-diapo-7´. 8´. 11´. 12´-tetrahydrolyc-

open-4-oate)-6-0-(2-methyl butanoate)が

推定 され る.

pig. 2はpig. 1に 比 較 す る と可視 吸 収極 大 波

長 が20nm長 波長 に ず れ,赤 外吸 収 スペ ク トル

で-COO-の 吸 収 を示 さな い こ とか ら,共 役二

重 結 合 が2個 増 し,末 端 は-CH2-O-の 様 な基

で糖 と結 合 して い る と想定 され るが詳 細 は わか

らな い.

II　 産 生 色素 の培 養 温 度 に よ る吸 収 スペ ク トル

菌 を37℃(中 温), 25℃(低 温), 42℃(高 温)

で培 養 した場 合,菌 体 自体 の 着 色 は 肉眼 的 には

明 瞭 な差 は認 め られ な か っ た.各 々の 菌 か ら抽

Fig. 4) GC-MS spectrum of hydrogenated pigment 1.

The operating conditions were as follows: column temperature, 250-300•Ž, temperature program

 rate, 4•Ž/min; isobutane flow rate, 30ml/min; injector block temperature, 300•Ž; ion source tem

perature, 250•Ž; electron energy, 100eV.
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Fig. 5) Expected structure of pigment 1.

Formula: glucopyranosyl-1-0-(4.4•L-diapo

-7•L, 8•L, 11•L, 12•L-tetrahydrolycopen-4-oate)-6-0-

(2-methyl butanoate).

Fig. 6) Visible light spectra of total lipids

 derived from 25•Ž, 37•Ž and 42•Ž

 grown cells.

Solvent: chloroform.- 

Spectrum of pigment from cells

 cultured at 37•Ž.- 

Spectrum of pigment from cells 

cultured at 25•Ž.

------ Spectrum of pigment from cells

 cultured at 42•Ž.

出 した総 脂質 の 可視 吸 収 スペ ク トル を図6に 示

す. 37℃ 培 養 で は第1ピ ー ク を432nm,第2ピ

ー クを458nm
,第3ピ ー ク を408nmに もち,全

体 としては 明 黄色 を呈 して い る.こ れ に比 し,

Fig. 7) HPLC patterns of total lipids derived 

from 25•Ž, 37•Ž and 42•Ž grown cells.

Column: YMC pack A-313.

Elution: chloroform/methanol/water

 (5/4/1, V/V/V).

25℃ で は 同様 に3ピ ー クを呈 す る ものの,そ れ

ぞれ の ピー クは 約20nm長 波 長側 に シ フ トし,

 37℃ 培 養 の もの よ り赤 味 を帯 び た黄 色 を呈 して

くる.そ れ に対 し42℃ では436nmに 幅 広 い吸 収

を も ち カロ テ ノ イ ド特 有 の3ピ ー ク型 吸 収 は 認
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Fig. 8) Visible light absorption spectra of individual HPLC

 peaks of total lipids derived from 25•Ž, 37•Ž and 42•Ž

 grown cells.

め られ なか った.

III　各 培 養温度 にお け る色素 画分 のHPLC解 析

HPLCは 固相(カ ラム),移 動 相(溶 媒)を

適 当に 選 択 す る こ とに よ り,分 子 極 性 の相 違 で

色素 を短 時 間 に分 画 す るこ とが 出来 るの で,光,

酸 素,熱 等 に 弱 い菌 体 抽 出 色素 の 分 離,分 析 に

は有用 であ る5).各 温度 培養菌 か らの 総 脂 質画 分

をHPLCで 分 画 した パ ター ンが 図7で あ る.

37℃ 培養 菌 でのHPLCパ ター ン は,図 の如 く

Fr-1: RT. 6.00min., Fr-2: RT. 6.37min.,

 Fr-3: RT. 9.33min.の3つ の 主要 ピー クを示

した. Fr-1の 吸 収 スペ ク トル(図8)は 前 述 の

pig. 1に 一 致 した. Fr-2は 次 の25℃ でのFr-2

とRTが 一致 す る こ とか らpig. 2と 推 定 され る

Fr-3お よび その他 の微 少 な ピー クはTLCで も

検 出 され た(図1参 照)マ イナ-色 素 に相 当す る

もの と思 われ る.

25℃ 培 養 菌 で は最 も主 要 な ピー クはFr-4:

 RT. 5.82min.お よびFr-5: RT. 4.47min.で

あ る.こ れ らの画 分 の 吸 収 スペ ク トルは 図8に

示 す とお りで あ り, Fr-4, Fr-5と もに447nm

に吸 収極 大 を もち,ス ペ ク トル上 で は区 別 で き

ない.し か しレ テ ン シ ョン タ イム が 明 らか に異

る こ とか ら,お そ ら く主 鎖 の イ ソプ レ ノ イ ド部

分 は 同一 で あ るが 分子 内極 性 を異 にす る もの と

思 われ る.し か もFr-4は37℃ でみ られ るFr-1

とはHPLC値 は極 微 の差 であ るに もかか わ らず

可 視 吸収 スペ ク トル は大 き く異 り, 25℃ 培養 に

よ り特 徴 的 に出 現 す る もの と推 察 され る.

42℃ 培 養菌 では主要 ピー クはFr-6: RT. 4.84

min.お よびFr-7: RT. 6 .63min.と 全 く異 な っ

た パ ター ン を示 す.こ の 画 分 の吸 収 スペ ク トル

は 図8に 示 す とお1)で, Fr-6は436nmに 極 大

を もっ た ブ ロー ドな単 一 吸 収 スペ ク トル で カ ロ

テ ノ イ ド特 有 の3ピ ー ク性 の 吸収 極 大 は 示 さな

か っ た. Fr-7は 紫 外部 に吸収 を有す る もの で長

波 長側 の広 が りが 可視 部 にの び た もの で あ った.

す な わ ち, 42℃ と言 う過 酷 温 度域 で培 養 す る と,

色素 の産 生 は著 し く変化 して い る こ とを示 して

い る.こ の温 度変化 実験 は3回 繰 返 したがHPLC

とそ のFraction吸 収 スペ ク トルは 何 れ も再 現

性 が確 認 され た.

IV　 培 養 温 度 の 途 中変 換 に よ る産 生 色素 の 変化

各温 度(低,中,高 温)培 養 に よる色 素 の質
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Fig. 9) HPLC patterns of total lipids

 derived from cells which were

 cultivated at 37•Ž for 24h and 

then at 25•Ž or 42•Ž for

 another 24h.

的 変化 は 前述 の 結 果 で明 らか で あ るが,一 般 に

Staphylococcus類 の 色素 は,至 適 条 件37℃ で培

養 後,室 温 に放 置 す る と色 調 が増 強 す る とされ

て いる14).こ の 点 を明 らか にす る ため に, 37℃

で静止 期 まで培 養 した菌 を異 っ た温 度 に移 行 さ

せ て産 生 色素 に お よぼ す 影 響 を調 べ た.す な わ

ち, 37℃ で24時 間培 養 したの ち, 25℃ ない し42℃

に温度 シフ トして,さ らに24時 間培 養 した.そ

の後 同様 にHPLC解 析 した ものが図9で あ る.

そ して それ らの 各 フ ラ クシ ョンの可 視 吸収 スペ

ク トル を図10に 示 す.

高温 側 に シ フ トして も,低 温側 に シ フ トして

も, 37℃ で一 度 形 成 され た色素 は温 度 に 対応 し

て変化 す るこ とは 認 め られ なか った. 37℃ で培

養 した菌 を, 25℃ ない し42℃ に移行 して 培養 す

る と,増 殖 は極 め て遅 く24時 間 で は ほ とん ど増

殖せ ず,静 止 菌状 態 に あ る.こ の こ とか ら, 37℃

Fig. 10) Visible light absorption spectra 

of individual HPLC peaks of

 total lipids derived from cells

 which were cultivated at 37•Ž

 for 24h and then at 25•Ž or 42•Ž

 for another 24h.

で 形成 され たpig. 1, pig. 2の 色素 は,菌 体 内 の

酵 素 系 に よ り25℃ で 認め られ るFr-4, Fr-5(図

7)や42℃ で認 め られ るFr-6, Fr-7物 質(図

7)に 代謝,転 換 され る こ とは な い こ とが 推 測

され た.

考 察

現在, S. epidermidisと 分 類 命名 され て い る

菌 種 の うち,レ モ ン色 の色 素 を産 生 す る株 は過

去S. citreusと 言 われ て い た もの で,こ の 色素

の性 状 につ いて解 析,同 定 を試 み た.

本研 究 では 先ず 至適 温 度 で あ る37℃ 培 養菌 に

つ いて,総 脂 質か ら カラ ム クロマ トグ ラフ イー,

 TLCに よ り色 素 を分 画 し可 視 吸収 スペ ク トル,

赤 外 吸 収 スペ ク トル お よびGC-MS解 析 等 に よ

り同 定 と分 析 を行 っ た結 果,本 菌 は主要 色素 が

2種 類 で あ る こ と を確 認 した.

す な わ ち, pig. 1はC30カ ロ テ ノ イ ドで あ る

glucopyranosyl-1-0-(4.4´-diapo-7´, 8´,

 11´, 12´-tetrahydrolycopen-4-oate)-6-0-(2-

methyl butanoate)と 推 定 さ れ る.本 色 素 は



756 小 合 一 輝

J. H. Marshalら3)がS. aureusで 同定 して い る

Staphyloxanthineと 構 成 主骨 格 形 は 同様 で,

イ ソプ レ ノ イ ド鎖 の 末 端 カル ボ ン酸 に 六単 糖 が

結 合 して いるglycocyl型 で は あ るが,糖 の6位

のhydroxymethylに 結 合 のalkylcarbonylの

alkyl鎖 が 異 なる もの と考 え られ る(S. epider

midis: C4H9, S. aureus: C14H29).し か も色

調 の 基 因 とな る イ ソプ レ ノイ ド鎖 も異 な る.す

な わ ち, S. aureus特 有 の橙 黄 色 を呈 す る主 色 素

の 可 視 吸収 スペ ク トル は475nmに 極 大 を も ち,

 S. epidermidis特 有 の レモ ン色 を呈 す る主 色 素

は 吸 収極 大428nmで あ り, 47nm短 波長 に シ フ

トしてい る.こ の波 長 の ズ レは 発 色 団 であ るC30

イ ソプ レ ノイ ド鎖 中 の共 役 二 重 結合 数 の 差 に よ

る もの で, S. aureusの 共 役 二 重 結合 数9個 に 対

し,本 菌 は7個 で あ る こ とが 推 察 され る.糖 部

分 に つ い て は決 定 的 な解 析 は 出 来 なか っ たが,

 S. aureus, St. faecium15)の 主要 色素 と生合 成 系

のpathwayお よびGC-MSか ら六単糖 と推 定 し

た.

pig. 2に つ いて はTLC分 離 の 不 良 と量 不 足 の

関 係 か ら,水 添 して の充 分 なGC-MS解 析 が 得

られ ず,予 想 構 造 の域 を出 な い.し か しTLC,

可視 吸収 スペ ク トル,赤 外 吸収 スペ ク トル で の

判 断 か らイ ソプ レ ノイ ド鎖 中 の共 役 二 重 結 合数

は9個 で,六 単糖 とは エ ー テ ル結 合(-0-)し

て いる もの と考 え られ る.し か も, pig. 1よ り極

性 が 少 し強 い こ とか ら,糖 の6位 の 酸 素 に は

alkyl鎖 は 有 し な い もの と思 わ れ る.参 考 の た

め にSt. faeciumの 色 素 を挙 げ たが,こ の 様 な

構 造 に類 似 した もの で は な か ろ うか.

細菌や植物からの色素成分の分離,分 析は,

抽出→精製→機器分析の手順で行われる.生 物

成分は不安定なものが多く,こ れらの操作の過

程で変性することもあり,ま た操作が繁雑で,

分析 までに大量の試料 を必要 とすることが多い.

これらの欠点を改良すべ く研究者は種々工夫を

行ってきた.近 年, HPLCの 急速な発達にとも

ない,簡 便な操作により分析が可能になってき

た. HPLCの 特 徴 は カ ラム(充 填 担 体),移 動

相 溶媒,送 液速 度 を調 節 す る こ とで微 少 の極 性

差 も分 離 出 来 る.し たが って,本 研 究 の 様 な菌

体 成 分 の1つ で あ る色 素 の分 析 に は,極 め て有

用 な方 法 で ある.例 えば25℃ 培 養 菌 の2種 の主

色 素 は 可 視 吸収 スペ ク トル で は,同 一 ピー クを

示 したが, HPLCで はFr-4, Fr-5と 明 らか に

分 離 して 得 られ る.こ の2つ の 色 素 は 何 れ も

pig. 2の 吸 収 パ ター ン と酷似 して い るが,構 造

上 どの 部 分 の置 換 基 に よ り極 性 を異 に す るの か

は 同 定 出 来 な か っ た.し か し,少 な く と もS.

 epidermidisの 色 素 も極 く少 量 の 試 料 で分 画 出

来, TLCや カ ラム ク ロマ トグラ フ ィー に よ る分

画,分 析 よ り有 用 で あ るこ とが わ か っ た.

色 素 産生 性 に与 え る培 養 温 度 の 影響 につ い て

のHPLCに よ る実 験 は, 19℃, 25℃, 31℃, 37℃,

 42℃ の 各 温度 につい て調 べ たが,典 型 は25℃,

 37℃, 42℃ に 見 られた の で,こ れ を結 果 の項 に

示 したわ け で あ る.結 論 的 には 培養 温 度37℃ で

はTLCでpig. 1と 名 づ け た 吸 収 極 大 を428nm

に もつFr-1(30%)が 主 成分 で あ る.こ れ に対

し31℃, 25℃, 19℃ 培 養 ではpig. 1は 消 失 し,

新 たに447nmに 吸収 極 大 を もつFr-4(31℃,

 51%: 25℃, 34%: 19℃, 22%), Fr-5(31℃,

 13%: 25℃, 23%,: 19℃, 27%)が 特 徴 的 に出

現 し主 色素 とな る.又pig. 2と 名づ け た色素Fr-2

は37℃(17%), 31℃(9%), 25℃(11%), 19℃

(6%)培 養 で いず れ も産 生 され るが量 は 少 な い.

一 方 本菌 の 発育 最 高 温度42℃ では通 常 の 細菌 色

素 の合 成 系か らは 判 断 出 来 な い組 成 の もの に変

異 した.こ の現 象 は 高温 と言 う過 酷 な培 養 条件

が しか ら しめ た もの で,す なわ ち42℃ では大 き

く異 っ た 色素 合 成 径 路 が 発現 す る もの と考 え ら

れ る.こ れ らの こ とか ら産 生 色 素 の種 類 は培 養

温 度 に 強 く依 存 して 変化 す る こ とが 明 らか に な

っ た.

一 般 に細 菌 色素 の産 生 量 は 培養 定 常 期 か ら静

止期 に増 加 す る と言 われ てい る.細 菌 学 の初 期

か ら, Staphylococcusの 分 類 は 色調 を主 体 とし

て 行 って きたが,現 在 で もStaphylococcus類

の 同定 には 色 調 を第一 判 定 の 指標 と して用 い て

い る こ とに は 間違 い な い.色 素産 生 の観 察 に は,

 24時 間 培 養 し コ ロニ ー形 成 後,室 温 に放 置 し,
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色調 が 強 ま った と き判 定 す る方 法 が 用 い られ て

い る.本 研 究 に お いて も37℃ で培 養 した菌 を温

度 シ フ トす る こ とで,そ の温 度 に適 応 して構 造 ・

組成 が 変換 す るか, de novo合 成 す るか は 興 味

あ るこ とで あ る.し か し, 37℃ で24時 間 培 養 し

た菌 を, 25℃, 42℃ に シ フ トして24時 間 培 養 し

た温 度 の シ フ ト実験 か ら見 て,一 度 その 温 度域

で合 成 され た色素 は分 子種 の変 化 を起 さ ない こ

とが わ か った.た だ し低 温 側 に 移 した25℃ 培養

で はHPLCの ピー クは高 くな り,全 体 的 に 色素

の増 量 を示 した.こ の こ とは,コ ロ ニー 観 察 に

お いて 室温 放 置 す る こ とで色 調 を濃色 化 す る こ

とに通 じる.今 後 は菌 の分 裂 が 盛 ん で酵 素 活性

も活発 なlog phaseの 菌 で温 度 シフ トに よる色

素 の形 成変 化 が あ り得 るか を調べ る必 要 が あ る.

Staphylococcusの 色素 は変 異 しやす い と言

わ れ,そ の発 現機 構 に つ い て も遺伝 子 操 作 法 を

導 入 して解 析 が お こ なわ れ は じめ て い る.し か

し,合 成径 路 が複 雑 で あ る ため16),取 り上 げ ら

れ るよ うな知 見 は得 られて い ない.今 後, HPLC

を導 入 し,そ の産 物 を指 標 に して 各色 素 の 発現

能 や合 成 径 路 を追 跡 す る こ とが 有益 な研 究方 法

に な るで あ ろ う と思 わ れ る.

結 語

S. epidermidisの37℃ 培 養(至 適 温 度)に お

け る主 要 色素 の物 理化 学 的 性 質 を解 析 し,そ の

構 造 をglucopyranosyl-1-0-(4.4´-diapo-7´,

 8´, 11´, 12´-tetrahydrolycopen-4-oate)-6-

0-(2-methyl butanoate)と 推 定 した.

HPLCを 用 いて色 素 産 生 に対 す る温 度 の影 響

を検討 した結 果 では, 25℃ 培養 菌 は37℃ 培 養 菌

色 素 とは構 造 が わず か に 異 るC30カ ロテ ノイ ド

を主 要 な色素 と し, 42℃ 培 養 菌 は まった く異質

の 色素 を有す る こ とが 認 め られ た.

37℃ で培 養 した後, 25℃ あ るい は42℃ に培 養

温 度 を シフ トす る実験 では,温 度 シフ トに よ る

色素 の 変換 や 組 成 変化 はみ られなか ったが, 25℃

シフ トの場 合 に の み色 素 は増 量 す る こ とが わ か

っ た.
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Properties of pigments produced by S. epidermidis

Kazuteru OGO

Department of Microbiology Okayama University Medical School

(Director: Prof. Y. Kanemasa)

The major pigment isolated from S. epidermidis cells grown at 37•Ž was analyzed by 

various physicochemical methods. The chemical structure was presumed to be

 glucopyranosyl-1-0-(4, 4'-diapo-7', 8', 11', 12'-tetrahydrolycopen-4-oate)-6-0-(2-methyl 

butanoate).

The effect of growth temperature on the production of pigments was studied by HPLC. 

Cells grown at 25•Ž had a different C30-carotenoid as the major pigment from cells grown 

at 37•Ž. Cells grown at 42•Ž had a pigment which was not a carotenoid.

By shifting the culture temperature from 37•Ž to 25•Ž or 42•Ž, the composition of the 

pigments did not change, but the amount of pigments increased in the case of a shift to 

25•Ž.


