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結 核 粛 の 深 部 発 育 に 関 す る 研 究

第4報 深部 発 育 因子 としての燐 脂質特 にLecithinに つ いて

九州大学医学部細菌学教室(主任 戸田忠雄教授)

三 淵 一 二

(昭和28年6月15日 受 付)

(本論丈の要旨は昭和28年5月 第26回 日本細菌摯会総会において報皆 した。)

結核菌深 部培養における添加血清 の作用の本態 に関 し .

ては今 日なおあ ま りつまび らかでないeさ きに第3報D

において血溜並びに卵黄 中の結核菌潔部発育因子 を追究

した結果,憐 脂質劃分が深部発育 に とつて最 も重要 な因

子であ ることを報告 した舜結核萬 の発育 と燐脂質 につい

ては,B。isseva癒&SchKltz2)1よ 卵黄燐脂質劃分が結核

菌 の発育を促進す ることを認め,続 いてDubos3)はSph-

ingomyelinに よる結 核菌の発育 を報告・してい る◎

本邦においては鴻上4)は 卵黄Lecith沁 培地 を検討

し,こ の場 合結核菌は発育 しない と述ぺ,吉 永5)はLe-

cithin,Cephalinを 培地 に添加する と却つて菌の発育を

阻害す ると報 じている。

本研究 は潔部発育有魁因子てある燐脂質劇分について

追究 し,深 部発育因子 が燐脂質そのものであることを潔

めたので,さ らに燐脂質中特にLecithinに ついてその

作用を調べた◎その結果血 清申の結核菌深 部発育因子 と

してLecithinの 意嚢は重要 であることを認め,血 漕の

作用 につ きい ささか考察 したので報告す る・

実 験

iI・ecithii}の 結 核菌潔部発育に及 ぼす影響

結核菌 の潔部発育因子 として燐脂 質翻分の重要性を認

めたが,先 ず この劃分申の有効因子が隣脂質 その もので

あるか,ま たは この申に含有 され る舞脂 質以外の ものに

よるのてあ るかを追究 したっすなわ ち燐脂質劃分 として

卵黄 よ り抽出 した ものを用いCdCも 法に よる燐脂質除

去残液を さらに抽 出した暗隅色脂質成分,・一方燐脂質劃

分申の アル ミナ吸着性の黄色水溶性成分を分離 し,そ れ

ぞれの潔部発育能 を調べたが,と もに結核菌の藻部発育

性は認め られ なかつたなすなわち燐脂質劃分申の有効因

子はその中に含 まれ る不純物中には殆 んど存在せず,燐

脂質その ものが主要因子であるこ とを認めた○

この よ うな結果か ら隣脂 質中最 も含量の多い代表的成

分 と考え られ るLecith短 について,そ の深部発育促進

性を考察 した。Lecithiltは 化学的純粋な住友化学製純

becithinを 使用 して実験 した(1.N.:66 .23,N:1.8996、

P;4.07%)o

Lee;thin加 培地の調 製法=1～3%Lecithi識aIcehel

溶液 の必要量 を ツベルク リン用注射器 に正確 にとり,あ

らか じめ減菌 したKirehker原 液 に急激に添加混合す

ると安定 なコロイ ド溶液 とな る。Alcoho1の 除去のため

に100◎C10分 程 度1～2回 加熱 した後に嘆用する。こ

の ように して作つたLecithh≧ 加原液は0.04%添 加で

はやや白濁 し0・02%以 下では微白濁ない しほ殆んど透

明で核発育観察上何 らのさしさわ りを認めないし,工e-

cith沁 の コロイ ドは安定で培養期間 中沈澱を生ずること

はない◎培地 にLecithinを 添加する場合,使 用Leci-

thin溶 液が5%以 上 の濃厚溶液 であ ると培地の潤濁が

著 しくなるこ とがあ り,ま たLeeithin添 加 の仕方が上

述 とは逆にLe¢ithinalc◎h◎1溶 液に培地 を注入すると

著 しく溜濁 して くる。

このよ うに調 製 したLecithik加 培地に人型結核菌青

山 君株のIO-3mg接 種 し,そ の潔部発育 を検討してみ

ると窮1表 及 び写真1に 示す如 く,Leeithin添 加の無

蛋 白「キ」原液 で菌は明 らかに深部発育を営む。この場合

Lecithin添 加量 と深部発育には密接な る関係があるよ

うで,添 加盤が多い と発育は却つて低下 しO.02%添 加

が最適量 であつた◎Leeith加 はこの よ うに結核菌深部

発育に有効 な因子であ ることは明 らかであるが,Leci'

thin最 適添加 「キ」原液 での菌の発育は血清加 「キ」培地

に くらべ相当劣つてい る。これは使用 した培地の組成は

1血溶に くらべて極めて単純であ り栄養源に も相当の不冠

があ るもの と考 えられ る◎そ こでCasein酵 素消化物で

あ る"P◎lytamiBiノ(5%注 射 液「武田」)を ア ミノ酸供

給源 としてLeeithin加 「キ」原液に5%の 割 に添加する

と菌の発育は旺盛 とな り,通1滴 加 「キ」培地 に殆ん ど変ら

な くなるのを認めた◎

Le◎ith海 培地 におけ る菌の増殖 は血澹加培地 と同様

で潔 部は菌塊を形成 して くるが,血 清加培地に くらぺ菌

塊は幾 分粗 で袈状沈澱の如 き形 を呈 している(写 真1巻

頭参照)

一方血濟加培地 にさ らにLeo:thinを 添加 した場合は・

その添加量0,02%を 境 として添加量 の増大は却つて発

育を阻止する傾向がみ られ るが,適 量添加においては発

育をやや促進す るよ5で ある。
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第1表Le¢itbi訟 の結核菌深部発育 に及ぼす影響
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第2表Lecithinの 結 核菌 深 部 発 育}(及 ぼ す影響
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駐)接 種菌:人 型結 核菌青 山F株10輯 隔ρ

Lecithin最 適 量O.02%添 加 培 地 を もつ て 同様 の実 験

を くりか え して み たが,第2表 にみ られ るが ご と くLe-

cithin-"PQユyta!媛 ガノ加rキ 」原 液(PL2培 地)は 発 育 良
　

好で殆ん ど一血清 と変 らないe.血 満 にLe磁h加 さらにま

た"Polytamin'ノ を加 えた培地(KL2培 地 またはKP工2

培地)で は対照の血清加「キ」培地 よ りやや良好なる発育

を示 し,LeeithiBに は結核菌深部発育促進性 のあるこ

とを認めた◎

第3表 血清及び血 策中の燐脂質含有量

よ り 望o%血 清 加培 地 中 の 燐 脂 質 含

有彙 を算 出 した0.01～O.01r}%(総

燐脂 質 と して)の 値 に非 常 に 近 い こ

とは興 味 あ る こ と と考 えた0

2Glycogen培 地 に おけ る

Leeithi.xの 作用

Kirchlter原 液 申 のGlycer:ltの

代 りにGlye◎geRをO・3%添 加 し

た もの を用 い て 実 験 を 試 み たeGly-

C◎genは 水 に溶 解 し安 定 な コ ロ イ ド

溶液 とな り且 つ このtWStarch,Gly-

cegekに は こ,三 の細 菌 に 発 育促 進

性 の あ る こ とが 知 られ て お り(M濾

11ereta17),B◎issevain8))ま た高

分子 で あ るた め に或 程 度 保 護作 用 の

あ る こ とが 考 え られ る。 この血 清 を

含 まな いGlycoge1≧ 原 液 に は結 核 菌

は 発育 しな い が,こ れ に血 漕 を10%

添 加 した 場 合 で も萬 は殆 ん ど発育 増

殖 しない 現 象 を 認 めた 伽

か か る状態 のGIycc)gen原 液 また

はGlycogexx血 清 加 培 地 にLegithin

を0・02%添 加 す る と きは 両者 とも

に 結 核 菌 は発 育 増 殖 し菌 塊 を形 成 す

るに い た る。 また このGlycOg鋤 血

満 培地 にPant◎theRicacidを 添 加

するとき結 核菌 の深部発育 は回復 して菌塊 を形成 し,こ

の培地 にさらにLecithin,"P()iytamiガnを 追加す ると

きは菌 の発育は良 好とな るのを認めた。 これ らの関係は

第4表 及び写真 獲(巻頭参照)に みられ るごとくであるe

この事実の意義 はなお検討 を要 し充分な る解 明をえて

第4表gヱyeogell培 地 にお け る結 核 菌 の発 育

Glyc◎geR培 地5ml中 添 加 物
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(Sinclair,R.G.;J.Bi◎LChe斑 。,174:355,1948)

この よ うにLecithinは 深 部 発育 に重 要 な る 因子 とな

つ てい るが,そ の最 適 の添 加 量 はO・02%で あつ て第3

表 にみ られ る ご と く人 また は 牛血 清 申 の燐 脂 質 含有 量6♪
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駐)接 種 菌:人 型 結 核菌 青 山B株10-:)m,7

い ない が,Lecithinは 菌 の栄 養 源 摂 取 力 また は菌 体 の

親 水 性 化 等 に はた らい て藻 部発 育 促 進 的 に 作 用 す るの で

は な いか と考 え られ,Pakt◎theiticaeidの 作 用 は 明 ら

一35-一 一



450

か で な い が恐 ら く菌 の代 謝 を促 進 しGlycogeR培 地 で の

発 育 を うな が してい るの で はな い か と考 え られ る◎

3Pelytax血 一hecithin加 培 地(PL培 地)と

血 清 加Kirchller培 地 との比 較

P◎1ytamill-Lecithill加 培地 と血 清 加Kirchner培 地

を比 較 す 検討 す るた め に入 型 結 核 菌 の接 種量 をか え 菌 の

発 育状 況 を調 べ たe培 地 は5%に"Polytamin"を 加

えたKirehller原 液 にLeeithinを それ ぞ れ0.0ユ,O.02、

O・04及 び0.06%添 加 した1'Ll.PL2,PI4とPL6

培地 を用 い,ま ずLeeithin添 加量 と発 育 を比 較 検 討

tW第5表

した。接種菌は三週間培養の青 山B株 で・ これ らの培地

に10-9mgよ り10}8m.7ま で接種菌量を逓減的にかえ

て培養 し菌塊 発現状態を しらべた◎結果は第5表 に示 し

たがPL2培 地は発育良好 でPL1及 びPL4培 地は発

育 やや低下 し,PL6培 地 では殆 ん ど発育はみ られなか

つたeす なわちLecithin添 加量は0・02%を 最適 とす

ることを さらに確認 しえたが,菌 塊発現 日数は血清にく

らべて約2～3日 遅 れ るよ うである◎ しか しながらこの

培地 は血清培地 と同様 に10m6"i9の 微量菌接種 まて発育

し,培 養 を長期に観察する と発育菌蚤は血清加 のものよ

lLecithhユ 加培 地 とKirchRer血 清 加 培 地 との 比較
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元 来 血 漕 の組 成 は複 雑 で 非常 に多 くの もの が含 まれ て

い るに 反 し,PL2培 地 は これ に比 べ組 成 は いた つ て 簡

単 で あ るか ら補足 物 質 と してVitamikBi,10Y/ee;Ferrie

amftroniumcitrate・2Y/ee;C浦0塗,0・1Y/ceを さ らに 添

加 し間 様 の実 験 を試 み た ○第6表 に み られ る ごと く,こ

の実 験 で はPL2培 地 は血 清 加Kire}mer培 地 に くらべ

約4日 程遅 れ て発 育 す るが,Vlt麟 ぬ 島 及 び重 金 属 塩

齢灘 繍 繕:8辮}
の微 蟄添加 によつて菌塊 発現 日数は短縮 し次第に血清に

近づき うることを知つた。一方血溝加培地にさらにLe-

cithinをo.01及 びo.02.%添 加 したKL1及 びKL2

培地は対照の血 清加Kir6hker培 地 より菌発現 日数が幾

分短縮 され るのを認めた◎

このよ うにPL培 地 に種 々なる発育物質を添加 し血

清培地 に近づけ うることを認めたが,な お1血湾 そのもの

による発育促進作用 と同一なる培地は見出 しえない。 し
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か しなが らLecithiRは 結核菌深部発育因子 として重要

なるものであつて血清 申の深部発育作用 の有効因子 とな

っていることは うかがえた もの と考 える◎

総括並びに考 察

結核菌深 部発育には卵黄 または血満申の燐脂質劃分が

重要なる因子 となつ てい ることを先に報告 したがD・ さ

らに二,三 の抽出法 を以 てこの劃 分中の燐脂質以外 の含

有物を検討 した結果・燐脂質そのものが深部発育有効因

子なることを確めたvそ こで化学 的純粋 なLecithinを

以て結核菌深部発育 を追究 し,Lecithin加 無 蛋白培地 に

明らかに結核菌が深部発育す ることを認めた"ま たLe-

eithiBの 添加量は菌 の発育に著 しい影響 を有 しO・02%

添加が最適で,こ れ以上高濃度添加は却つて菌の発育を

阻害す るのを認めた◎実験に使用 したKirchnex原 液は

組成が単純でなお多 くの栄養源 の不足が考え られ るので・

becithi11の最適量添加「キ」原液 に"Pglytamiiユ"(C舗ehi

酵素消化物),Vitamk≧Biさ らに また重金属塩の微量 を添

加するときは,結 核菌の発育が血清加Kirch≧ 盆er培地 に

次第に近づいて くるのを認めた。なおLecithin培 地は

血清培地 と同様,菌 の微量接種 においてもよ く発育 し,

血清 とひ とし く10-1;・VIO一m7mg菌接種 まで明 らかに発育

を認め る◎ また一方血清加培地 にさらにLecithiRを

0・02%添 加する と,そ の菌の発現 日数 はやや短縮 され

明らかに発育促進的傾向を示 していたeこ の ようにLe-

oithinは結核菌 の深部発育 に有効な る因子 として作用 す

ることを認めた。

結核菌の発育 因子としてLipidの 重要性は早 くより

認められ,Boissevain等 馨)は卵黄 中燐脂質劃分の意義を

詳細に検討 し,こ れ を寒天培地 に加 えれば無蛋白で卵培

地に変らない結核菌の発育 を認めてい る。Dub◎s3)は高級

脂肪酸の重要性を認 めSphingemyelinの 作用を検討 し,

これの添加に よつて結核菌は無蛋 白培地 によ く発育す る

ことを認め,そ の作用の本態は1血清 と同 じ く保護的 な作

用 と一面高級脂肪酸の供給 源 としての意義を報告 してい

る。またPmtt9)はMyc◎bacteriumphleiに ついて燐脂

質劃分の発育促進性を論 じている。

Lecithinと 結核菌の発育 についてはBoissevaiRag12)

は卵黄よりの分離Lecithinに 菌 の発育性を証 明 しえな

かつた。また鴻上4)は 氏のアルカ リ性卵黄培地 をさらに

追究すべ く卵黄Lecithin培 地を作 り実験 したが結核菌

の深部発育を認 めない と述 べてい る。吉永の はLecithin

に は か え つて菌 の発育を阻害す る こ と を報告 してい

る◎

一方培地に添加 された1血清の意義に関 してはなおいま

だ不明の点が多 いよ うであ るが,Duboslo)始 め多 くの研

究者は血渚蛋 白ことにAlbumikを 重要視 し,蛋 白はア

ミノ酸等の供給 源 として役立つているのは勿論であるが,

蛋白体に よる物理化学的保護作用が重要 なる役割をな し .

ていると考 えられ てい る◎Y◎u拠a賂等1わば血 清中のAト

bunnii)に 結核菌深部発育能 のあるのは従来 の研究 と変

らないが,血 溜中 ハPreantithr()mbinが 菌の発育 に最

も促進的 であ ることを認め てい る。 しか しなが ら血 清蛋

白に よる菌の発育促進性 は複雑でなお不 明であ ると述べ

ている。他方勿論血 満中の発育有 肋因子 を探索せん とす

る試み も行われてはいるがゆ 董2)1罎り,今 日なおみるぺ

きものがあま りない ようであ る◎

前報Dで 血清においても燐脂 質劃分が深部発育有効因

子であることを述べたが,燐 脂質 と くにLecithinを 中

心にその作用 を検討 し,こ れが血清中の結 核菌深部発育

有効因子の重要なる一つであるこ とを本実験に よつて認

めえた。すなわちtm清 加KiTehner培 地 中に含 まれる憐

脂質含有最(0.01～0.015%)と 大体同一濃度にLecithin

をKirchDef原 液に添茄す る場 合(o・02%)結 核菌は血

清加培地 と殆 ん ど変らない深部発育を営み うる○この こ

とはLecithillが 血済 中の深部発育因子 として重要 なる

役割 をはた しているだ ろ うとい うことを うかがわせ るも

のでは ないか と考 えられ るoまたGlycogen培 地において

の菌 の発育を観察 すると,こ の培地に血清のみの添加 で

は結核菌の発育 は困難であ るにかかわ らず,こ れにPa-

Rtothexxicacidま たは1・eclthi"を 添加す ると結核菌は

深部発育 を営む ようになつて くる。この事実はなお検討

を要 することであるが,血 満申に含 まれ る深部発育有 効

因子 は恐 ら く蚕 白 との結合において存在 していると考 え

られ,高 分子のGlyeogeM添 加はその有効性 をさらにお

おい,そ の結果菌の発育 を困難 としているのではないか

と思 う。Pai}tothenieacidの 添加は菌 の代謝 ことに解

糖作用 を促進 しこのGlyc◎ge・ ・ の作用を排除す るにあ

り,Lecithix添 加は発育有効因子 の補足にあ るは 勿論

なが らまた一面菌の栄 養源摂取作用を良好 とし結核菌の

深部発育 を可能な らしめているのてはないか と想像 され

る。

結核菌 とはい ささか巽 るが他方別箇に,私 は協 同研究

者川田 と共 に発育に血 清を 必須物質 とす るワイル氏病原

体Leptosplraieterohaemorthagiaeの 培養において も

LecithiBが 血 満中の有効因子 であるだ ろ うとい う観点

か ら実 験を試み,こ の場 合において もまたT・eeithixユが

Lept。spiraの 発育に一つの重要 なる因子 として作 用す

ることを認 めている蔦)◎

これ らの結果か ら考察 してみると血瀞申の菌発育に主

要 なる役割をはた している ものは燐脂 質であつ て,Le-

cithiMは 一一つ の重要因子 となつ ていることが推測され る。

従つて血清 のはたす役割は菌 の発育促進因子 としての隣

脂質の供給源 であつて(勿 論 これ以外のなお不明の因子

も考え られる),蛋 白体は これ らの憐脂質の担 体 としてD

役をはたす もの と考 えられ る。勿論蛋白はそれ 自体一つ

の栄養源 であつて,ま た一面物理化学 的保護物質 として
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重要な作用 をもつてはいるが,菌 の発育増殖 におけ る血

満添加の意義はむ しろ発育因子であ る燐脂質等 の供給 こ

そ主要なるものではないか と考 えられ るようであ る◎

血湾中のLecithinの 結 核菌深 部発育 因子 としての意

義は この よ5に 大 きいが,そ の作用の機序 につ いては本

実験では明 らかでない。 しか しなが ら恐 らくその分子申

の不飽和脂肪酸の菌の栄養上 または菌 の呼 吸の上に及ぼ

す作用 と,一 面その表 面活性的性状に よる菌 の親水化或

いは また栄養源摂取力の増大等の作用はみのがせない も

の と考えられ るが,こ の問題は今後の研究 を必要 とす る

ものであ る¢

む す び

.結核菌深都培養 の際添加使用 され る血清 または卵黄中

の深部発育促進 因子は燐脂 質が主要なる ものであ る。

純LecithinをKir◎}mer原 液 にo・02%添 加 する と

結核菌は この無蛋 白培地に発育 し,こ れ に更に"P・ly-

tamin"5%;VitaminBiIOY/ee;Ferricammonium

eitrate2Y/ec;Cuso,0・1Y/ee添 加する と血満加Kir-

cbner培 地に殆 んど近い結核菌 の深部発育を認 め,且 つ

血清加Kirchner培 地 と全 く同様に微量菌接種で もよく

発育す る。

Lecithin添 加量は0・02%が 最適 で,こ れ以上添加鑑

が増す と却つ て菌の発育 を阻害す る。

他方血 溝加Kirehncr培 地にLecithinをO.02%添

加す ると結核菌 の発育が穂 ぐ促進 される。

この ように1・ecithh主は結核菌深部発育 に とつて重要

な る因子 と考 えられ,結 核菌藻部培地に血清を添加する

の議発育 因子 としての燐脂質の供給に こそ意義を有 して

い るのではないか と考 える○

終 りに臨み戸田教授 の御指導 と御校閲 を深 く感謝 し,武

谷助教授の御援助 に謝意を表 します◎

なお本研究 にあた り燐脂質を分与 され・ また種々に御

教示御援助を下さつ た住友化学研究部松井平 八郎氏に深

甚 の謝意を表 します◎
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