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研究成果の概要（和文）：本研究では腸内細菌における生合成機構の解明に取り組んだ。腸内細菌におけるプラ
ズマローゲンは、エタノールアミン型プラズマローゲン（PlsEtn）であること、そのうち上位10種の分子種が全
PlsEtnの約90%を占めていること、sn-2位に多価不飽和脂肪酸が結合したPlsEtnは見られないことを明らかにし
た。
　また、いずれの株でもΔ1'-desaturaseホモログ遺伝子は見い出せず、ジオレオイル型ホスファチジルエタノ
ールアミン添加時にも、プラズマローゲン組成の変化は見られないこと、菌体内PEとPlsEtnの分子種の分布に相
関性が低いことなど生合成経路がヒトとはことなることが強く示唆された。
　

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted to elucidate the plasmalogen biosynthetic 
mechanism in gut microbes. We revealed that most of plasmalogens  were ethanolamine-type 
plasmalogens (PlsEtn), the top 10 molecular species accounted for about 90% of the total PlsEtn, and
 no PlsEtn with a polyunsaturated fatty acid bound at the sn-2 position, like human type 
plasmaloges.
　No Δ1'-desaturase homolog gene was found in these strains which accumulated some plasmalogens. 
The addition of dioleoylphosphatidylethanolamine to the medium did not change the plasmalogen 
composition. In addition, low correlation between the distribution of molecular species of PE and 
PlsEtn in these bacteria. These results strongly suggested that the plasmalogen biosynthetic pathway
 in gut microbes is different from that in humans.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 腸内細菌　plasmalogens

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラズマローゲンは、生体内では希少なリン脂質ではなくむしろありふれた脂質であるにもかかわらず、いまだ
具体的な生理的機能は明らかにされていない。本研究では、生体への供給源となりうる腸内細菌群のプラズマロ
ーゲンに着目し、その分布、形態、組成を精査し、さらに生合成経路の解明に取り組んだ。研究成果として得ら
れる機能性微生物・脂質は食品素材・医薬品としての機能が期待されるものであり、それら業界を刺激するもの
と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 プラズマローゲンは、sn-1 位にビニルエーテル構造（図 1 枠内）
をもつアルケニル基を有したリン脂質である。ヒトではプラズマロ
ーゲンがリン脂質全体の約 20％を占め、主にエタノールアミン型と
コリン型として存在する 1)。近年、生体内プラズマローゲンが正常な
発育に極めて重要な働きをすること 1, 2, 3)、アルツハイマー病をはじ
めとする種々の病態においてプラズマローゲンが減少すること 4, 5, 6)

などが報告され、これら病態との関係性に注目が集まっており、そ
の体内動態や具体的な生理機能の解明が強く望まれている。 

 プラズマローゲンの生合成経路は、好気性の動物にお
いて、ジヒドロキシアセトンリン酸を初発とする de novo
生合成経路と、アルキルあるいはアルケニルグリセロー
ルから生合成経路に入るサルベージ経路の存在が確認さ
れている（図 2）。2 つの生合成経路の調節メカニズムに
ついては不明であるが、de novo 合成系の初期反応酵素
が欠損した変異細胞にアルキルもしくはアルケニルグリ
セロールを添加することで細胞内プラズマローゲン量が
回復すること 7)、また、若年ラットへのアルキルグリセ
ロールの給餌により、組織中の給餌由来のアルケニルエ
ーテルを有するプラズマローゲン分子種が顕著に増加す
ることが報告されている 8)。 
 これらの報告から、申請者は動物ではプラズマローゲ
ンの取り込みが生体内の恒常性に影響を与えている可能
性があるとの着想を得て、食餌や腸内細菌由来のプラズマローゲンが重要な供給源になるとの
考えに至った。しかしながら、腸内細菌群のプラズマローゲンの分布、脂質形態、組成、加え
て、生合成経路も動物と嫌気性微生物では大きく異なることが報告されているのみであり 9)、
その全体像は明らかにされていない（図 3）。 
 
 
２．研究の目的 

 本申請では、プラズマローゲンの体内動態解析や機能解析を見据え、まず(1) 代表的なヒト
腸内細菌群のプラズマローゲンの分布、形態、組成を明らかにし、特に顕著なプラズマローゲ
ン蓄積を示す腸内細菌を対象に、蓄積条件を精査、さらに(2) プラズマローゲン生合成機構の
解明に取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 腸内細菌群のプラズマローゲンの分布、形態、
組成の解析 
 既に報告されている腸内細菌構成種の情報をもと
に、培養可能な菌を収集し、ヒト腸内において供給
されうる種々の菌のプラズマローゲンの分布と量、
また分子種を調査した。具体的には、培養後、全脂
質を抽出し、脂質クラス解析（LC/MS）を行い、さ
らに脂質を酸性条件下にてメチル化し脂肪酸組成の
解析（GC／MS）を行った。この際、ビニルエーテル構造に由来するアルデヒドがジメチルア
セタール（DMA）として検出できることを利用し（図 4）、プラズマローゲン蓄積能を簡易的
に評価した。続いて、プラズマローゲンを LC/MS/MS にて定量するとともに、LTQ Orbitrap
により sn-1 と sn-2 位の詳細な分子種を明らかにした。 
 
(2) プラズマローゲン生合成機構の解明 
 (1)の検討にて見いだした菌のうちゲノムが公開されているものを選抜し、そのゲノム情報を
もとに、生合成経路を推定するとともに、生合成に関与する遺伝子群、酵素群の推定を行った。  
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図3 嫌気性菌における推定プラズマローゲン生合成経路
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 嫌気性微生物において推定されている図 3 の経路に基づき、プラズマローゲンの基質となる
と考えられているアルキルエーテル型脂質を添加し培養を行い、推定生合成経路の検証を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 (1) 腸内細菌群のプラズマローゲンの分布、形態、組成の解析 
 プラズマローゲン生産菌の探索に先立ち、菌体脂質中のプラズマローゲンを簡便に検出でき
る分析系の確立を試みた。菌体中の総脂質に対して酸性条件下でメタノールを反応させると、
プラズマローゲンからはビニルエーテル構造由来のジメチルアセタール（DMA）が生じる（図
4）ことを利用した。菌体からの脂質抽出およびメタノール処理の各ステップについて条件検
討を行なった結果、まず菌体を凍結乾燥破砕し、Bligh-Dyer 法にて総脂質を抽出した後、10%
塩酸-メタノール溶液を作用させることにより、試料中のプラズマローゲンを効率的に DMA 化
できることを明らかにした。さらに、GC-MS 分析条件を最適化し、DMA の高感度検出を可能
にした。以上により、DMA 検出を指標にプラズマローゲンの存在を簡便に確認できる系を確
立した。 
 上記手法を用いて、プラズマローゲン生産菌の探索を行なった。研究室保存菌 867 株（真菌
154 株、担子菌 54 株、嫌気性菌および乳酸菌 660 株）および自然界からの新規単離細菌 187
株の合計 1055 株について GC-MS 分析を行なったところ、236 株（真菌類 5 株、嫌気性細菌
161 株、新規単離細菌 70 株）から DMA が検出された。この 236 株のうち、特に高い DMA
値を示した 60 株を LC-MS 分析に供したところ、Clostridium 属、Megasphaera 属、
Bifidobacterium属をはじめと
する嫌気性細菌 25 株において、
エタノールアミン型プラズマ
ローゲン（PlsEtn）が検出さ
れた（図 5）。 
一方で、DMA が検出されたに
もかかわらずプラズマローゲ
ンが確認できなかった菌も存
在した。メタノール処理前の脂
質分析結果から、そのような菌
ではアルデヒド類が生産され
ていることが明らかとなり、ア
ルデヒド由来の DMA が検出
されたものと考えられた。 
 
 見い出された 25 株を LTQ Orbitrap に供し、生産される PlsEtn の分子種について詳細な分
析を行なった。その結果、sn-1 位、sn-2 位ともに、主に炭素数 16～20 の飽和脂肪酸または一
価不飽和脂肪酸から構成されていることを明らかにした。これは先述の GC-MS による DMA
分析結果（図 5）とも合致した。この結果は、GC-MS による簡便な DMA 分析のみによって
PlsEtn の構成分子種をある程度推測できることを示唆しており、分析の効率化に繋がる。 
 続いて、三連四重極型 LC/MS/MS による多重反応モニタリング（MRM）プログラムを用い
て、上記プラズマローゲン生産菌を対象に、プラズマローゲンの定量分析を試みた。その結果、
見い出されたプラズマローゲンは全てエタノールアミン型プラズマローゲン（PlsEtn）であり、
コリン型などのプラズマローゲンは検出されなかった。さらに、sn-1、sn-2 位それぞれのアシ
ル基の炭素鎖長 12～30、不飽和度 0～5 の組み合わせからなる PlsEtn 約 3000 種について測定
したところ、PlsEtn32:0(16:0/16:0)や PlsEtn34:1(16:0/18:1)など、上位 10 種の PlsEtn が全
PlsEtn の約 90%を占めていることが明らかとなった。この結果は、上述の Orbitrap-LC/MS
による分析結果とも合致している。一方で、ヒト体内に含まれるような sn-2 位に多価不飽和脂
肪酸が結合した PlsEtn は、これら微生物においては見られないことがわかった。 
 なお、MRM による測定では、一度に検出できる分子種の数に限りがあるため、効率的な分
析のためには測定対象となる分子種を絞る必要がある。そこで、上記の結果をもとに、存在比
率の高い PlsEtn を対象とする MRM プログラムを構築し、微生物 PlsEtn の LC/MS/MS によ
る効率的な半定量定性分析を可能にした。 
 
(2) 微生物におけるプラズマローゲン生合成経路の解明 
 哺乳類など高等生物では、プラズマローゲンの特徴であるビニルエーテル結合は生合成経路
の一番最後に Δ1'-不飽和化酵素によって生成されると推測されている（図 6）。上記で取得した
プラズマローゲン生産微生物のうち、既に全ゲノムが解読されている数株についてホモログ検
索を行ったところ、いずれの株のゲノムでも Δ1'-desaturase ホモログは見い出せなかった。こ
のことから、これら微生物では、哺乳類などの生合成経路とは異なる経路でプラズマローゲン
が生合成されている可能性が示唆された。 



 微生物におけるプラズマローゲン生合成経路に
ついてはほとんど解明されていないが、嫌気性微
生物においてジアシル型リン脂質のグリセロール
骨格がプラズマローゲン合成に利用されている可
能性があるとする報告があり、図 3 に示す経路が
可能性のひとつとして推測されている。これを検
証するため、プラズマローゲン生産菌に対してジ
オレオイル型ホスファチジルエタノールアミン
（PE18:1/18:1）を添加し培養を行ったが、非添
加時と比較してプラズマローゲン組成に変化は見
られなかった。このことから、これら微生物における PlsEtn 生合成経路は PE を経由しない
ことが示唆された。プラズマローゲン生産菌における菌体内 PE と PlsEtn の分子種の分布に
相関性が低いことからも、図 3 とは異なる経路で PlsEtn が生合成されている可能性が考えら
れた。 
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