
423

Kekkaku Vol. 56, No. 9

原 著

飼 料 に よ る食 細 胞 膜 脂 質 の 修 飾 と結 核 感 染
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MODIFICATION OF THE FATTY ACID PATTERN OF PHAGOCYTIC CELL 

PHOSPHOLIPIDS AND THE COURSE OF TUBERCULOUS INFECTION

 IN MICE FED WITH DIETS DEFICIENT IN ESSENTIAL FATTY ACIDS

Eiko KONDO *and Koomi KANAI 

(Received for publication May 6, 1981)

Mice were fed with diets deficient in essential fatty acids for 3 to 7 weeks . Polymorphonuclear leuco
-cytes and macrophages were harvested from their casein-induced peritoneal exudate to be subjected 

to lipid analysis comparing with the corresponding materials obtained from the mice fed with control 

diets. As for the distribution pattern of constituent fatty acids of phospholipids , linoleic and arachidonic 
acids decreased in the mice fed with the deficient diets, and the rate of oleic acid increased . At the same 
time, tuberculous infection developed in a more exacerbated fashion . The correlation between these 
two observations was discussed referring to our previous finding that polyunsaturated fatty acids in 

free form are highly toxic to tubercle bacilli and that phospholipid degradation of the phagocytic cell 

membrane at areas of close contact with the bacterial surface may release such toxic fatty acids .

緒 言

脂 肪摂取 と感染抵抗性 との関 係は結核病学におけ る古

典的課題 であるが,こ れ までの発想は栄養 と感染 とい う

普遍 的命題 の域 をでていないか,あ るい はin vivoに お

け る脂肪酸 の抗菌力を漠然 と想定 した ものにす ぎなかつ

た1)2)。

私 たちは結核感染機構に関す る一連 の研究において,

食細胞 の膜構造 と菌体表層 との相互作用 に 注 目3)卿7)し,

特 に膜燐脂 質 の分解に よつて遊離す る多価不飽 和脂肪酸

の抗菌力に関心をいだいて きた8)9)。

この見地か ら私たちは必須脂肪酸(リ ノール酸)を 欠

く飼料に よつて マウスを飼育 し,そ の際,食 細胞燐脂質

の脂肪酸構成が どの ように修飾 され,同 時 に結核感染過

程がいかな る影 響を うけるかを検討 した。

実験 材 料 と方 法

動 物:市 販ddY系 マ ウス の雄 を用 い た 。 実 験 開 始時

の平 均 体 重 は25gで あ る。

飼 料:必 須 脂 肪 酸 欠 損 固 型 飼 料TD 77052(Teklad

 Mills,Madison,Wisc.)はSucrose 68.5% ,Casein 20

%,Medium chain(C8:0-C14:0)Triglyceride (MCT)5

%,Non nutritive fiber 2%,Mineral mix3.5%,Vi-

tamin mix 1%の 組 成 か ら 成 る。 対照 飼 料TD 77053

は上 記MCTをcorn oilに 置 き換 え た も の で,こ れ に

は 主 脂 肪 酸 と し てC16:010.8%,C18:123.0%,C18:2

39.8%が 含 まれ て い る10)。

菌:感 染用 有 毒 株 と して結 核 菌H37Rv R-KM株,あ

るい は 牛 型 抗 酸 菌Ravenel R-KM株 を用 い た 。 これ ら

の株 は カ ナ マ イ シ ン(KM)高 度 耐 性 株 であ る。 免 疫 用 に

はBCGを 用 い た。 以上 いず れ も ソー トン合 成 培 地 上2
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週 発 育 菌膜 よ り,水 晶球 入 り コル ベ ン で均 等 な 水 浮 遊 液

と して 静 注 接 種 に用 い た。

感 染:Ravenel R-KM株0,25mgを 静 注 し,そ の後

の生 存 日数 を 観 察 す るか,あ るい はH37Rv R-KM株

0.05mgを 静 注 後,経 時 的 に 動 物 を サ ン プ リン グ して肺

お よび脾 に お け る感 染 菌 数 を 測 定 す る方 法 を とつ た 。後

者 の場 合 は肺 ・脾 を 摘 出 し てそ れ ぞ れ ホモ ジネ イ トと し,

そ れ らの10倍 希 釈 系 列 か らKM 100μg/ml含 有 小 川培

地 に接 種 し,4週 後 の発 生 集 落 数 よ り組 織 内 感 染 菌 数 を

算 定 した 。

食 細 胞 の収 獲:9%カ ゼ イ ン(Hammersten)の2ml

を 腹腔 内 に注 射 し,多 形 核 白血 球 の収 獲 のた め に は6時

間 後,マ ク ロ フ ァー ジ収 獲 のた め に は3日 後 に 開 腹 し,

腹 腔 滲 出 液 を ヘ パ リン加Hanks液 で 洗 い 出 した。 そ の

洗 出 液 を1,000rpm5分 遠 沈 して 細 胞 を 集 め,更 に2回

遠 沈 洗 浄 後 に 脂 質 分析 に供 した。

脂 質 の抽 出 と分 析:細 胞 は ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノー ル

(CM)2:1で 一 晩 脂 質 を抽 出 した 。抽 出液 の下 層 を1%

KC1,次 い で0.5%KCI(メ タ ノー ル ・水50:50)で

洗 浄 した のち,溶 媒 を とば して 乾燥 した。 得 られ た脂 質

は 再 び 少 量 のCM2:1に 溶 か し,110℃1時 間 で活 性

化 したSilica gel Gの 薄 層 上 に ス ポ ッ ト し,ク ロ ロホ

ル ム ・メ タ ノ ール ・水(65:25:4)で 展 開 し,個 々 の燐

脂 質 を分 画 した 。

脂 肪 酸 組 成 の定 量 のた め に は 燐 脂 質 を メ タ ノ リシ ス し,

Shimazu GCIC装 置 で ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 な

つ た。 使 用 した カ ラム(2.25m×3mm)は25%diethy-

Iene glycol succinateでcoatし たChromosorb Wま た

は2.5%SE-30でcoatし たChromosorb Wで あ る。

カ ラム温 度180℃,窒 素 ガ ス流 量36cc/min,圧 力1.75

kg/cm2で あ つ た。

成 績

食細胞 の脂質:必 須脂肪酸 欠損 飼料 投与(EFA・DD)

あ るいは対照飼料投与(3週)群 それ ぞれ25匹 ずつ のマ

ウスか ら9%カ ゼイン誘出6時 間で多形核 白血球 を得た。

収量 は前者が4.6×108,後 者か ら7.6×108個 の細胞が

得 られた。総脂質量は4.7mgと5.5mgで あつた° マク

ロファージの誘 出にはおのおの15匹 ずつ のマウス(飼 料

投与7週)を 使用 した。 カゼイ ンを腹腔 内注射後3日 目

の収獲 では マクロファー ジが76%と78%を 占めていた 。.

収量 は5.5×107と6,0×107個 で,総 脂質量 は2.5mg

と3.0mg得 られた。

多形核 白血球,マ ク ロフ ァー ジのいずれ も燐脂 質 とし

て主成分 はホス ファチジルエタノール ア ミン(PE),レ シ

チン(PC),ス フ ィンゴ ミェ リン(Sph)で あ り,中 性脂肪

では コレステ ロールお よび トリグ リセライ ドであつた。

またカゼインで誘 出しているので,マ クロファー ジには

コレステ ロールエステルが存在 した11)。これ ら脂質組成

においてEFA-DDマ ウスか らのものは,対 照 とほ とん

ど変わ るところはなかつ た。

食 細胞膜燐 脂質 中の脂 肪酸組成:EFA-DD群 におい

ては3週 で既に多形核 白血球 中の脂肪酸組成 は変化を来

した(Table 1)。PE,PCい ず れ においても リノール酸

は著 しく減少 し,対 照動 物PEに おいて含有量 の高い ア

ラキ ドン酸 も減少 した。 これ らにかわ り,PE,PCの い

ずれにおいて もオ レイン酸が増 加 した。飼料投与7週 後

に収獲 した 腹腔 マクロファージでは(Table 2),PEお

よびPCに おけ るアラキ ドン酸 の減少 が 目立つ た。 また,

特 にPCに おい てオ レイン酸が増加 した。更 にC22の 不

飽和脂肪酸 と,C20:1～3が 増 加 した。 マ クロファージ収

獲 の3週 前にBCGの1mgを 静注 しておいたマ ウスか

らのものにお いても,脂 肪酸組成 の変動は似か よつてい

た(Table 3)。 なお,こ れ らマウスの脾 の燐脂質中の脂

肪酸組成 も,飼 料に よる影響におい てほ とん ど上記食細

胞 のそれ とかわ る ところはなかつた。ただ飼料 の違いに

かかわ る ことな く,BCG接 種 に よつ て総脂質中 の中性

脂肪の量が激減 したのが特 徴であつた。

必須 脂肪酸欠損飼料投与(EFA-DD)に よる結核感染

へ の影響:実 験1)各 群10匹 よりなる2群 のマ ウスを用

意 し,一 方にはEFA-DDを,他 方には対照飼料 を与 え

て飼育 した。いずれ の飼料 もマウスは1日 に平均3.5g

前後を摂取 した°これ らの飼料投与は マウス平均 体重25

gの ときから開始 し,感 染時 までの6週 間いずれ の群 に

Table 1. Fatty Acid Pattern in Phosphatidylethanolamine and Phosphatidylcholine of Peritoneal Polymorpho-
nuclear Leucocytes of Mice Fed with Essential Fatty Acids (EFA)-deficient or Control Diets

PE: Phosphatidylethanolamine, PC: Phosphatidylcholine, ND: Not detected
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Table 2. Fatty Acid Pattern in Phosphatidylethanolamine and Phosphatidylcholine of Induced Peritoneal
 Macrophages of Mice Fed with Essential Fatty Acids (EFA)-deficient or Control Diets

PE: Phosphatidylethanolamine, PC: Phosphatidylcholine, ND: Not detected

Table 3. Fatty Acid Pattern in Phosphatidylethanolamine and Phosphatidylcholine of Induced Peritoneal 
Macrophages from BCG-vaccinated Mice Fed with Essential Fatty Acids (EFA)-deficient or

 Control Diets

PE: Phosphatidylethanolamine, PC: Phosphatidylcholine, ND: Not detected

Fig. 1. Time-course observation of % survival in two groups of tuberculous 
mice fed with essential fatty acid (EFA)-deficient diets or control diets.

お いても体重増加傾向を維持 したが,EFA-DD群 は対照

群 よりも常に多少体重 は下 まわつて,飼 育4週 後の感染

時 において前者 は33g,後 者は35gで あつた。Ravenel

 R-KM0.25mgの 静注感染8日 後,対 照 群 で は更 に

36.59ま で体重は増加 したが,EFA-DD群 では この と

き既に平均5gの 体重減少を示 した。 しか し以後,両 群

とも体重 減少 を続け,全 身症状 の悪化 とともに弊死動物

がでて,感 染後 の平均生存 日数はEFA-DD群 が21.9日,

対照群 は35.3日 となつた(Fig.1)。

実験2)そ れ ぞれ40匹 よりなる4群 のマウスを用意 し,

その うち2群 にはEFA-DDを,残 り2群 には対照飼料

を与えた。4週 飼育後,そ れ ぞ れ の1群 に の みBCG

を1mg静 注 し,更 に3週 間飼育を続けた。 ここで各群

の15匹 ずつに9%カ ゼイ ン2mlをipし て マクロファ

ージ収獲 材料 とした。残 りのマ ウスは4群 ともH37Rv

R-KM株0.05mgで 静注感染 し,以 後,各 群 の肺 お よ

び脾におけ る感染菌数 の消長を追つた。成績をFig.2,3

に示 した。各時点におけ る菌数は4匹 ずつの平均 であ る。

Fig.2は 非免疫群におけ る菌数消長 であ るが,い ずれ

の臓器 内において も,感 染12日 までは飼料 の違いに よる

影 響はみ られ ていないが,そ れ 以降,感 染菌数が ピーク

に達す る前後においてはEFA-DD群 におい て生菌数は

上 まわつ て消長 した。Fig.3はBCG接 種動物におけ る

場合 で,い ずれ の飼料群 でも感染防御効果は感染菌 の増

殖抑制 とい う形 でよ く表現 され た が,感 染後期におい

てEFA-DD群 の菌数消長は多少対照群 を上 まわ る傾 向
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Fig. 2. Fate of virulent tubercle bacilli (H37RvR-KM) in the lung and spleen 
of mice fed with essential fatty acids (EFA)-deficient or control diets.

Fig. 3. Fate of virulent tubercle bacilli (H37RvR-KM) in the lung and spleen 
of BCG-vaccinated mice fed with essential fatty acids (EFA)-deficient or control 
diets.

が みられた。

考 察

必須脂肪酸欠損飼料を用いて,そ の生理 学的意義を検

討 した仕事は既に膨大であ るが,食 細胞燐脂質 の脂肪酸

構成へ の修飾を検討 し,同 時に感 染に対す る影響 をみた

研究はほ とん ど見 当た らない。

一般に この種 の実験にお い て は,EFA-DDの 投与期

問は大変長 く,少 な くとも数 ヵ月に及ぶ のが普通 であ る。

しか し私たちはそれ に よつて動物 の全身症状に影響を来

さない程度 に とどめ,し か も食細胞 の膜燐脂質 の変化を

来 す条件 を求めて数週 の投与期間 としたわけであ る。

結 果 と し て も,EFA-DD3週 投与後,多 形核白血 球

においては既 に リノール酸 と,リ ノール酸を生合成の前

駆体 とす るといわれ る12)アラキ ドン酸が激減 し,オ レイ

ン酸やC20:1～3の 脂肪酸が増加 した。 またマク ロファー

ジにおい てはC22の 不飽和脂肪酸が増 加 した。 こ の よ

うな脂肪酸組成 の変化につい ては,HayashidaとPort-

man(1960)13)の ラッ ト肝に おけ る ミトコン ドリア,Zibof

とHsis(1972)14)の ラッ トの皮 膚,Odutygs(1977)15)の

ラ ッ ト脳等におけ る成績 とよく一致 してい る。

このことはEFA-DD投 与の影響 が多種類 の体細胞へ

共通 のものであ り,食 細胞に特異的 な ものでない ことを

示唆 してい る。

したがつて食細胞におけ るこの ような脂質変化 を,直

ちに感染増悪の原因に結 びつける ことはできないが,感

染菌に直接的な交渉を もつ宿主細胞 が食細胞 であ ること

か ら,私 たちは この成 績に一層関心 を高め てい る。特に

これ までの形態 学的観 察6)7),生 化学的研 究3)～5)から,私

たちは食 細胞の膜構造 と菌 との密な接触,そ れにひ き続

く膜燐脂質 の分解,そ の結果遊離す る抗菌力の強い多価

不飽和脂肪酸 の役割に注 目してきただけ8)9)に,今回の成

績 を矛盾 な く理解 できる。

更に私たちは感染菌が抗菌的不飽 和脂肪 酸に暴露 され
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るとすれば,む しろ食細胞の崩 壊 とそ の膜 の 自己分解 に

際 してであ ろ うと推察 してい る。本研究において も,感

染菌数 の消長に差 のでて きた のは感染 ピー クの前後 か ら

であ り,特に大菌量接種に よる発死実験において,EFA-

DD飼 育群 と対照飼料群 との間に生存 日数 の顕著な差 が

表 現 され た。 この場 合はマ ウス死亡 の原 因とな る肺 の広

範な病変において,多 形核 白血球 の浸潤 と壊死 とが極め

て著明であ る° この ことは宿主 細胞の 自己犠牲 に よる抗

菌現象 ともいえ よ う。

結核菌に抗菌 力の強い脂肪酸は飽和酸 ではC12:0(ラ ウ

リン酸),C14:0(ミ リスチ ン酸),そ して他は多価不飽 和

酸 であるが16),生 体 内,こ とに 燐 脂質の構成脂肪酸 に

おけ る分布 を 考 え る と き,問 題 とな るのはオ レイン酸

(C18:1),リ ノール酸(C18:2),ア ラキ ドン酸(C20:4)で あ

る。オ レイン酸 に比 して後者2つ の多価不飽和脂肪酸は

は るかに抗菌 力が強いので,こ れ らが減少 してオレイン

酸が増加す るとすれ ば,総 合的な脂肪酸 の抗菌 力は低下

す ることになろ う。 しか し遊離の長鎖脂肪酸 の抗菌 力は

そ の量 と,環 境 のpH,そ して血 清蛋 白等の中和物質 の

存在 を免れた条件を必要 とし,こ れ らの条件 が 満 足 さ

れ ない ときは逆に発育支持に傾 くこ とに もなる2)。この

二重 の方 向性を考慮すれば,本 研究でみ られ たEFA-DD

の感 染増悪へ の影響 は決 して小 さい ものではない と思わ

れ る。

以上は脂 肪酸 の菌へ の直接作用 を論 じた のであ るが,

他方,燐 脂質 の脂肪酸構成 は膜 の流動 性を変化せ しめ,

膜に内在す る各種 の酵素活性 にも影響 を与え る17)。また

アラキ ドン酸は生理 活性の強 いプ ロスタ グランジンの生

合成 の出発材料 として重要であ る18)。これ らが食細胞 の

.み ならず リンパ球を介 して感染に影 響を もつ ことも否定

できない。Hoilundら(1970)19)はEFA-DDラ ッ トで

は骨髄や胸腺皮質等 の リンパ系組織で小 リンパ球の数の

減少す るこ とを指摘 してい る。

ま と め

必須脂肪酸 欠損飼料 をマ ウスに投与 し,食 細胞膜燐脂

質 の脂肪酸構 成の変化 を腹腔滲 出細胞にお いて観 察 した。

対照飼料投与 マウス のそれ と比較 し,抗 菌 活性の強 い リ

ノール酸 とアラキ ドン酸量が減少 し,オ レイ ン酸量 が増

加 した。 これ ら2群 におけ る感染抵抗性を比較 した とこ

ろ,EFA-DDマ ウス肺お よび 脾におけ る感染菌数は対

照群 を上 まわつ ていた。 また大量菌感染に よつて生存 日

数 が短縮 され,必 須脂肪酸欠損に よる結核感染抵抗性 の

弱 くな ることが認 め られた。

稿 の終 りに のぞみ,本 研究に御 助言,御 助 力をいただ

いた国立予防衛生研究所獣疫部 の中川雅 郎博士,技 術部

の中沢敏博士,森 林敦子技官に謝 意を表 す。
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