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1. はじめに

　好塩性アーキア（古細菌または始原細菌）
Natrinema pallidum JCM 8980は，イソプレノイ
ドジエーテル脂質を持ち，海水の pHに近い条件
（pH 7.5前後）の至適 pHと飽和食塩濃度に近い高
塩分濃度（25％ NaCl）で生育する高度好塩性アー
キアであり、もともと好塩性アーキアの代表株で
ある Halobacterium halobiumとされていた菌株で
ある。その成分にはイソプレノイド鎖の鎖長を添
字で示すとすると，Fig.1のようなC25-C20脂質（1）
と C20-C20脂質（アーキオール，2）が約 2：3の比
で存在する。一方 C25-C20脂質と C20-C20脂質の存
在比は好塩性アーキアの種によって様々であり，
Halobacterium salinarum（JCM 9120）で は C20-C20

脂質のみである一方，多くの菌では C25-C20脂質が

存在し，また C25-C20脂質の割合が多い菌も存在す
る。さらに一部の好塩性アーキアにおいてはさら
にイソプレノイド鎖の多い C25-C25脂質が存在す
る。（De Rosa et al. 1982, Kates 1997, Koga and Morii 

2005）。
　好熱好酸性アーキアのテトラエーテル脂質 

glyceroldialkylglycerol tetraether（GDGT）は，五員
環化合物がイソプレノイド鎖中に複数存在する成
分があり，生育温度が高くなるにつれて五員環
化合物の数と，五員環化合物を多く持つ成分の
割合が多くなるように変化し，高温でも膜を安
定に保っている（De Rosa et al. 1980, Gliozzi et al. 

1983）。ジエーテル脂質でも，疎水基成分の役割は
膜の性質にとって重要であるはずで，C25-C20脂質
と C20-C20脂質の存在は極限環境への適応である
可能性がある。しかし，その存在と成分比が種に
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よって多様である C25-C20脂質と C20-C20脂質はな
ぜ存在し，種によって成分比が異なるのかはよく
わかっていない。そこで好塩性アーキアの脂質成
分の多様性を与える生理学的要因を明らかにする
ために，いくつかの生育条件下で，その脂質成分
比の変化を検討する実験を企画した。本論文では
その第一段階として C25-C20脂質を簡便かつ的確
に分析する方法を示し，生育条件による脂質成分
の違いの基礎実験の結果を示した。
　アーキア脂質由来化合物はバイオマーカーとし
て環境復元等に用いられるが，特にアーキオール
はアーキアのバイオマーカーとして用いられてい
る。また，ヒドロキシアーキオール（3，Fig. 1）
がメタン菌由来のバイオマーカーとして，海洋の
無酸素環境指示指標としてよく用いられている
（Kates 1997，Ferrante et al. 1998, Koga and Nishihara 

1991, Hinrichs et al. 1999, 2000, Pancost et al. 2000, 

Oba et al.2006）。沿岸環境や高塩濃度の塩性湿地
の指標は，別の視点から観察可能なものではある
が，有機物を用いると炭素や水素の同位体とい
う，異なる軸での環境解析に展開が広がる可能性
を持っている。これまでに C25-C20脂質の分析に
関して Teixidorらが C20-C20脂質とともに C25-C20

脂質が存在するかについてメタン菌，好塩菌の数
種のアーキア培養液と，スペイン産岩塩や高塩性
湿地表層堆積物などから抽出した有機物のアル
コール成分を TMS化後分析し，好塩菌培養液と

岩塩中に C25-C20脂質が存在することを示してい
る（Teixidor and Grimalt 1992, Teixidor et al. 1993）。
しかし，彼らの実験では C25-C20脂質を通常の分析
と異なる短いカラムを用いて分析しており，操作
は煩雑で，なおかつ C25-C20脂質の質量分析スペ
クトルがアーキオールと比較して不鮮明であるな
ど，若干の問題を含んでいる。このような問題に
も関わらず，この文献がアーキオールの GC-MS

分析の引用文献の元となっている．これは，おそ
らく，他の研究では，C25-C20脂質の存在が示され
ていないためであると思われる。
　本研究ではアーキオールの簡便な分析法を作成
した。今後このデータをもとにC25-C20脂質がバイ
オマーカーとして積極的に利用されることを期待
している。
さてエレクトロスプレーイオン化質量分析

（ESI-MS）は，化合物を気化させることなくイオ
ン化し，分子イオンを生成する“ソフトイオン化”
の有力な方法で，試料溶液をキャピラリーより導
入し，キャピラリーの先端に 3 kV程度の高電圧
をかけ溶液ごとイオン化し，液滴が大気圧下で蒸
発してゆき，その後高真空の質量分析系へ導入す
るというもので，タンパク質やオリゴヌクレオチ
ド，金属錯体のような極性物質のイオン化に適し
ている（Chapman, 1995, Achcroft, 1999）。従来の方
法ではアーキオールや C25-C20脂質は，トリメチ
ルシリル（TMS）化の後に GC-MS分析を行って
いる。一方，脂質成分は簡単に精製され，ジエー
テルしか含まないのでその混合物を直接分析でき
ればより簡便な分析法になる。C25-C20脂質は必
ずしも高極性分子ではないが，条件を選ぶと容易
にイオン化し分解せずに分子イオンが検出される
ので，化合物を同定しながら定量できると思われ
る。そこで本論文ではジエーテルの ESI-MSによ
る分析方法を検討した。一方 C25-C20脂質の分析
を，より一般的である TMS化後の GC-MS分析に
ついても，簡便な方法となるように条件を出来る
限り簡略化し，C25-C20脂質 TMS化体の分析法を
検討し，フラグメンテーションを解析した。

2. 試料の調製

好塩性アーキア N. pallidum JCM 8980（RIKEN）
を以下の培地 300 ml（NaCl 75 g（25％ NaCl）ま
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Fig. 1.  Structure of C20-C20 and C20-C25 diether lipid core 
of archaea
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たは 45 g（15％ NaCl）, Casamino acid 2.25 g, yeast 

extract 3.0 g, sodium citrate 0.9 g, potassium chloride 

0.6 g, Magnesium sulfate heptahydrate 6.0 g, water 

300 ml, pH 7.4）にて 7日間 37℃もしく 42℃で培
養し，遠心分離（3,000g×30 min）にて集菌した。
7日め濁度と遠心分離後の菌体湿重量はこの培養
条件の変化（温度および塩濃度）でほぼ変化はな
く（±10％），生育はほぼ同等と考えられる。そ
の後菌体は Bligh-Dyer法にて（25％ NaCl-MeOH- 

CHCl3（8 ml - 10 ml - 10 ml）を加え，1時間撹拌
後，25％ NaCl-water（10 ml - 10 ml）を加え，分液
ロートに移し，CHCl3層を分離）脂質抽出の後溶
媒を除いて，3％ HCl-MeOH 10 mlを加え 2時間，
80℃にて加熱，引き続き 7 M NaOH 5 mlを加え
て 8時間加水分解した。得られた脂質コア化合物
（1と 2の混合物を含む）はシリカゲルカラムに
て hexane, hexane-ethyl acetate（10:1）, hexane-ethyl 

acetate（2:1）で精製， hexane-ethyl acetate（10:1）溶
出分を得た。溶媒を減圧下除いた後 1.0～1.5 mg

の脂質混合物を得た。試料は薄層クロマトグラ
フィー（Wako-gel，hexane-ethyl acetate（10:1）にて
展開後，3％ リンモリブデン酸-EtOH溶液に浸出
後，加熱して発色，Rf 0.62）で確認した。

3. 分　　析

試料はまずESI-MS（Applied Biosystems Mariner）
にて分析した。分析試料は CHCl3-MeOH（1 ml - 

3 ml）に溶解し，その 5 μlをシリンジポンプにて
（2 μl/min）infusion導入しESI-MS（Negative Mode）
で分析した。なお ESIの条件は以下の通りであっ
た（Nozzle temp. 140℃, Nozzle potential 90 V, Spray 

Tip Potential 3000 V）。分析は通常5回繰り返し，各
イオンのイオン強度を平均した。通常 ESI-MSは
水溶性（メタノールに溶解する程度）の物質のイ
オン化に適しているが，この条件（MeOHに少量
のクロロホルム（10～25％）を含む）では水酸基
やアミノ基をもつ脂溶性な物質でも（分子イオン
＋Cl-）付加イオンが生成し，比較的高感度で簡便
に観測可能である（Cole and Zhu 1999, Cech 2001，
Murae et al. 2002）。
    GC分析条件の再検討として以下の実験を行っ
た。上記試料を ESI-MS分析後，半量を分取し，
pyridine-chlorotrimethylsilane（TMSCl）（1 ml - 0.1 

ml）を加えて 60℃にて数分加熱後，水を加えヘ
キサンで抽出，ヘキサン層を乾燥後，溶媒を除い
て 1 ml ヘキサンに再溶解し，1μlを GC-MS（島
津製作所 QP-5000（+GC-17A））にて分析した。な
お GC-MSの条件は以下の通りであった（気化室
300℃ , カラム 180°から 3℃/minにて 320℃まで昇
温し，その後 320℃を維持，MSインターフェース
260℃ , カラムは GLサイエンス Inert Cap 5（OV-5

相当）0.4 μm df, 0.25 mm I. D. X 30 m, キャリアガ
ス 100 kPa, 全流量 50 ml/min,カラム流量 1 ml/
min）。
通常堆積物中の有機物のアルコール画分中の

C20-C30のアルコール（の TMS化体）とアーキオー
ルやヒドロキシアーキオール（いずれも炭素数は
C43のアルコール）の分析では，アーキオール検出
後も充分長時間（20分以上）クロマトグラフィー
を追跡し，他の分子種が存在しないことを示して
いる場合が多い。本実験でも通常の 25 mキャピ
ラリカラムで分析を行い，アーキオール検出後も
GC-MS分析を継続し，より高分子の C25-C20脂質
TMS化体の分析を検討した。

4. 結　　果

4.1. ESI-MSによる C25-C20脂質の分析
    Fig. 2に 37℃，25％ NaCl（通常の好塩性アー
キア培養条件）での加水分解後の脂質コアの ESI-

MS 分析結果を示す。ESI-MSによる少数の官能基
を持った比較的非極性の物質の分析には，官能基
を足がかりにする極性化合物への誘導体化と溶媒
構成などを工夫し直接分析する方法との 2つの方
法がある。特に後者は極性溶媒（メタノールなど）
に少量のクロロホルムを添加することで塩化物イ
オンとし分析する方法が既に報告されている。本
分析では infusion分析で最低 0.2 μg/ml程度の濃度
の試料を 10 μl程度持っていれば分析可能であっ
た。地球化学試料としては決して高感度ではない
ものの，ESI-MSシステムは通常高分解能MSと
直結しているので，水酸基を持っている化合物が
塩化物イオンとして観測されることも用いると，
組成式の確認が同時に可能であるという利点があ
る。
　本試料の測定においては C20-C20脂質，すなわち
アーキオールの分子イオンに相当する（M＋Cl）-
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イオンである m/z 687.64175（Calcd. 687.64220 for 

C43H88O3Cl）と C25-C20脂質の分子イオンに相当す
る（M＋Cl）-イオンである m/z 757.72026（Calcd. 

757.72045 for C48H98O3Cl）が同時に観測できた。そ
の強度比は測定間における誤差は小さく（Table 

1）， 例として，37℃ , 25％ NaCl培養での試料に
対し， m/z 687.6を 100とした時の m/z 757.7の値
は培養 1回め，2回目に対し，5回の測定の間で
70.32±3.78，71.61±2.23であった。今回の実験の
目的である C20-C20脂質と C25-C20脂質の存在比の
簡便分析という点ではその目的にあった分析方法
であるといえる。また有意なフラグメンテーショ
ンは観測されず，組成式の推定が容易であった。

同位体比分析や生合成研究における重水素を用い
た標識実験を考えると，35Clと 37Clの塩素同位体
が存在するので分子イオン領域に広い同位体分布
を持ったピーク群を生じることから，脂質そのも
のの炭素，水素同位体比や標識実験での標識化合
物の取り込む割合を正確に決定することはやや困
難である。その様な若干の問題はあるものの，脂
質コア画分中の C25-C20脂質と C20-C20脂質の割合
を簡便に分析する方法を確立する，という初期の
目的を達することができた。

4.2. 培養条件による，脂質成分の変化
　バイオマーカーとしての C25-C20脂質につい
て，培養条件によって変わらず好塩性アーキアが
C25-C20脂質を生合成しているのかということが問
題になると思われる。実験室での培養条件として
一般的である 37℃， 25％ NaClでの脂質コアの分
析結果から，それぞれ塩濃度を 15％まで下げた条
件と温度を 5℃あげた条件について，C20-C20脂質
と C25-C20脂質の存在比を比較した（Fig. 2）。なお
37℃において塩濃度を 15％にしても有意な生育
阻害が見られなかったが，10％にすると生育阻害
がしばしばみられ，再現性ある実験が出来なかっ
た。結果を Table 1に示す。通常培養の 25％ NaCl 

濃度では C20-C20脂質（1）のイオン m/z 687.6（M

＋Cl）-と C25-C20脂質（2）のイオン m/z 757.7の比
は 100 : 70.32±3.78, 100 : 71.6±2.2（培養 1回目 

と 2回め）であった（Fig. 2A）のに比し，塩濃度
を 15 ％まで下げた場合では 100 : 41.04±0.48, 100 

: 38.71±0.78（培養 1回目 と 2回め）まで 2が減少
した（Fig. 2B）。一方温度を通常培養より高い 42°
で培養するとこの比が 100 : 94.87±2.51とほぼ 1:1

となるように 2が増加した（Fig. 2C）。この結果か
ら N. pallidumにおいては，高温で C25-C20脂質が
明らかに増加し，低塩濃度では C25-C20脂質が減少
する，言い換えていうなら現在の条件の範囲内で
は，高温ないし高塩濃度で C25-C20脂質が増加する
という結果を得た。

4.3. GC-MSにおける C25-C20脂質の挙動
　前述したようにTeixidorらがC25-C20脂質のTMS

化後の分析方法を報告しているが（Teixidor and 

Grimalt 1992, Teixidor et al. 1993），質量分析スペ

Fig. 2.  ESI-MS spectra of the lipid core of Natrinema 
pallidum for several incubation conditions. A: 
37℃, 25% NaCl (normal), B: 37℃, 15% NaCl 
(salt depleted), C: 42℃, 25% NaCl.
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クトルがアーキオールと比較して不鮮明であるな
どの問題があった。今回，試料の分析を行った
質量分析のスペクトルを Fig. 3に示す。C25-C20脂
質の TMS化体は C20-C20脂質にくらべかなり長い
保持時間を示した（Fig. 3A）。本条件で C20-C20脂
質 TMS化体が 64.9分， C25-C20脂質の TMS化体
が 89.7分で検出された。なお同一条件で C26, C28, 

C30, C32, C34, C36, C38 Hydrocarbon標準物質を測定し
ており，それぞれの保持時間は，30.2, 35.1, 39.8, 

44.2, 48.3, 52.5, 57.9分であった。フラグメントイ
オンは Teixidorの示すものと若干異なり，m/z 600

以下において最大の質量となる強いピークは m/z 

482にあった（Fig. 3C）。これは C20-C20脂質（アー
キオール）での m/z 412（（M－C20H41OCH3）+）に
対応し（Fig. 3B），これより C5H10すなわち分子量
で 70（＝C5H10）大きいものであると考えられる。
その他フラグメントは m/z 200以上では 278, 369, 

426の 3つが顕著であり，これらは C20-C20脂質と
C25-C20脂質で共通であった。Teixidorらの研究と
同様に，これらはそれぞれ C20H38

+，（C20H41O＋Si

（CH3）3－H）+，（M－C20H41OH）+であると思われる。
そして C25-C20脂質として特徴的で，しかも十分
な強度をもつものはごく少なかった。ここで示し
たフラグメンテーションイオンの生成の予想図を
Fig. 4に示した。これは C-2位エーテル周りでの
切断（a, b）では，生じるフラグメントイオンが共
鳴安定化され，それぞれのイオンが観測されやす
い一方，C-3位エーテルは C-O結合の単純切断に
優先して，6員環遷移状態をとるトリメチルシリ
ル基の転位反応が進行し（c），元々イソプレノイ
ド鎖とエーテル結合はしていないトリメチルシリ
ル基を持つ 369のフラグメントイオンが生じ，さ
らにこれより 278のフラグメントイオンが生じる

ものと考えると C25-C20脂質に特徴的なイオンが
少ないことが理解できる。Teixidorらは C25-C20脂
質の C25イソプレノイドがグリセロール C-3位に
結合した構造式が示されているがこれは誤りで，
実際は C-2位に結合している。彼らの記述には
C25-C20脂質に特徴的なピークが必要以上に挙げら
れていると思われ，これは構造式の誤解より生じ
る問題かもしれない。いずれにせよ本実験の結果
より m/z 482が本化合物検出の鍵になると思われ
る。
　一方，GC分析での定量性は Teixidorらの指摘
にもあるように，通常のカラムにおいて C20-C20脂
質が十分な強度で分析できる場合でも C25-C20脂
質の強度は十分ではなく広幅化も見られた。Fig. 

3Aのピークは N. pallidumの通常培養条件での脂
質組成のものであり本来 C20-C20脂質と C25-C20脂
質は約 3：2で見られるはずだが，C25-C20脂質が
実際は少なく見積もられてしまう（ピーク強度で
約 3：1）。これは ESI-MSの結果が誤りであると
いうわけではない。N. pallidumの C20-C20脂質と
C25-C20脂質混合物は直接導入の EIスペクトルで
分子イオンを検出することが可能であり，さらに
このとき通常培養条件で得られる脂質混合物中の
各脂質コア成分の比は，ESI-MS分析の結果に同
様で C20-C20脂質と C25-C20脂質の比がおおよそ 3：
2であった（Yamauchi et al., 2000）。これはアーキ
オール分析と同じ条件では C25-C20脂質は見過ご
してしまう可能性があり，この化合物を分析する
ために GC条件等（気化器や検出器温度をあげる
など）を最適化する必要があると思われる。しか
し，本実験条件においても，もしアーキオールの
1/3程度の C25-C20脂質が存在すれば検出が可能
であると思われ，フィールド試料で本化合物を見

Conditions
Int. of ion peak at m/z 687.6

(for compound 1)
Int. of ion peak at m/z 757.7

(for compound 2)

37℃, 25% NaCl Run 1 100 70.32±3.78

Run 2 100 71.61±2.23

37℃, 15% NaCl Run 1 100 41.04±0.48

Run 2 100 38.71±3.78

42℃, 25% NaCl Run 1 100 94.87±2.51

Table 1.  The ratio of C20-C20 and C20-C25 diether lipid core at several incubation conditions. Intensitiy 
of ion peak at m/z 687.6 was settled at 100. Analyses were performed for 5 times for each run 
(incubation) and experimental errors were calculated.
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るには十分（アーキオール TMS化体検出後 30分
以上）時間を待って，m/z 482（C25-C20脂質に特徴
的）と m/z 426（アーキオールと C25-C20脂質両方
に特徴的）を指標に探索すれば検出できる可能性
があることを示している。

5. 考　　察

    好塩性アーキアは高塩濃度環境にはしばしば
見られ，環境中に一般的に存在、生育している。
C25-C20脂質の割合が変化するという結果は，他の
菌株ではどうなるか，より低温側，また今回の条

件を補完する条件， pH変化の影響などの実験が
必要と思われる。しかし，本実験で見る限り，そ
の中の代表的な一菌株においては，どんな条件で
も C25-C20脂質は生産される。海水の pHを考える
と，沿岸域等で，高塩濃度環境となる場所で，よ
り C25-C20脂質の割合の多いとされる好アルカリ
性好塩性アーキアの存在も十分に考えられる。好
塩性アーキアのバイオマスにおける寄与の割合は
未知であり， TMS化体の GC分析の感度には難が
あるものの，高塩濃度環境の指標として好塩性
アーキアに特徴的な C25-C20脂質を少し注目して

Fig. 3.  GC and GC-MS spectra of the trimethylsilyl (TMS) ether of 
C20-C20 and C20-C25 diether lipid core. A: GC profile (with a part of 
chromatographic chart of hydrocarbon standards (upper)), B: Mass 
spectrum of C20-C20 diether lipid core-OTMS, C: Mass spectrum of 
C25-C20 diether lipid core-OTMS. 
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よいのではと考えられる。近年，好冷性アーキア
が南極圏の塩湖より発見され，その低温耐性は注
目度が高く，詳しく研究が行われている（Nichols 

et al., 2004, Cavicchioli, 2006）。極性脂質の主成分
が，低温（4℃）で不飽和イソプレノイド脂質を多
く生産し，高温（23℃）では飽和イソプレノイド
脂質を多く生産することより，脂質成分比変化
が，本菌での直接的な低温耐性の一つとしてあげ
られている。今後C25-C20脂質の成分比変化が高塩
濃度での耐性機構として注目される可能性も十分
にあると思われる。
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