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In a series of our study on tuberculous infection at the cell membrane level we have been con

cerned with a possibility that free fatty acids released from membrane phospholipids may have an op

portunity to act on the bacilli as a nutrient or a growth-inhibitor depending on their molecular species, 

amounts or the environmental conditions. As an extension along the line of study, this paper reports 

the effects of lysolecithin, another degradation product of phospholipids, on the growth of tubercle 

bacilli in vitro.

The effect was examined by adding various molecular species of lysolecithin to liquid media of a 

minimum composition to which tubercle bacilli had been inoculated. It was found that the effect 

is different depending upon the kind of constituent fatty acid; e.g. stearoyl-lysolecithin is growth-sup

portive but myristoyl-, palmitoyl and oleoyl-lysolecithin are bactericidal at a concentration of 0.2

mM. Experiments with 1414C1]-palmitoyl-lysolecithin revealed that tubercle bacilli can split it to 

release 1-[14C]-free fatty acid and utilize it for the biosynthesis of bacterial phospholipids.

From these and other collateral experiments, it was suggested that tubercle bacilli were killed 

in the presence of lysolecithin by their own activity to degrade it releasing fatty acids toxic to them.

緒 言

私たちは,細 胞膜 レベルにおける結核感染 の問題 に関

心 を もち,形 態 学的そ して生化学的 な手法 に よつ て研究

を行なつて きた1)～5)。

焦点のひ とつは,宿 主 細胞膜 の構成脂質 あるいはそ の

分解産物が,結 核菌の生育 と分裂増殖 に及ぼす影響 と,

その ことがin vivooで 現実に 起 こ りうる感染条件 の検討

であつた。

そ してこ うした一連の研究 の中心 をなす ものは,膜 り

布脂質に由来す る長鎖脂肪酸 の動態 であるが,本 報告 は

同 じ くりん脂質の 分 解 産 物 のひ とつであ る リゾ体 が,

in vitroに おけ る結核菌 の 生育に どの ような 影響を及ぼ

すかを検討 した ものであ る。

材料 と方法

菌株 と菌液 の調製:H37RvR-KM株 のSauton培 養

菌を使用 した。培養2週 前後の菌を濾 紙上 に集め,水 で

よ く洗源 し,重 層 した濾紙には さんで水をき り,湿 重量

をはかつて水晶球 コルベ ンにいれ,少 量ずつ よく冷や し

た水を加えつつ適宜の菌濃度の水浮遊 液 とした。

培地:Na2HPO4・12H2O, 0.25g; KH2PO4, 0.1g;

*From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, 2-10-35, Kamiosaki, Shinaga,wa-ku, Tokyo 
141, Japan.
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ア スパ ラギ ン,0.03g;水100mlを120℃ で20分 滅 菌

し,冷 却 して か ら 別 に 滅 菌 したMgSO4の 60mg/ ml

をlml添 加 した。pHは6.8と な る。 こ の処 方 はHart

の 培 地6)か ら カ シ トン,ク エ ン酸 ソー ダ,グ リセ ロー ル

を ぬ い た もの で 以 後 限 定培 地 と記 載 す る。

リ ゾ レシチ ン(LPC):Sigma製,l-α-リ ゾ ホ ス フ ァ

チ ジ ル コ リンで,α 位 の 脂 肪 酸 は そ れ ぞ れ ミ リス トイ ル,

パ ル ミ トイル,ス テ ア ロイル,オ レオ イル で あ り,い ず

れ も合 成 品 でGrade1の98～99%6に 精 製 され た 標 品 で

あ る。 必 要 量 が0.1ml中 に 存 在 す る水 溶 液 を つ くり

(ス テ ア ロイ ルLPCの み は溶 解 に 加 温 を 要 す る),上 記

限 定 培 地 に添 加す る。

菌 培 養試 験:中 性 洗 剤,さ らに ク ロム硫 酸 で よ く洗 源

した 滅 菌 中試 験 管 に,別 途 乾 熱 滅 菌 した 綿 栓 を 付 け る

(乾 熱 中綿 栓 か らの溶 出脂 肪 酸 に よ る汚 染 を 防 ぐた め)。

こ こに 上 記 限 定 培 地 の5mlを 分 注 す る。LPC各 濃 度

水 溶 液 の そ れ ぞ れ0.1mlを 添 加 し,さ らに10-1mg/ml

の 菌 液 を0.1ml接 種 す る。 以 後 経 時 的 に一 定 量 を くみ

出 し て10倍 希 釈 系 列 を つ くり,そ の0.1mlを 小 川 培 地

上 で37℃ に 培 養 し,3週 以 後 の コ ロ ニー数 か ら生 菌 数

消 長 を 追 求 した 。

菌の リ ゾ レシ チ ナ ー ゼ に よるLPCの 分解:1-〔14C〕-

パ ル ミ トイ ルLPC(Amersham, England)の0.5μCi

をl0mlの 滅 菌 試 験 管 に と り,溶 媒 を よ く とば して乾

燥 す る。 こ こ に1,000μg/mlの 非 標 識 の パ ル ミ トイ ル

ILPCを25μl加 え る。 菌 はHart完 全培 地6)の 均 等浮

遊 液50mg/mlと し,そ の0.2mlを 加 え た 。37℃ で

60分 あ る い は5時 間 イ ン キ ュベ イ トし,100℃10分 加 熱

後 に0.8mlの ク ロ 潔ホ ル ムーメタ ノー ル(CM)2:1を

加 え,1晩 放 置 し て脂 質 を抽 出 した 。2層 に 分 か れ るの

で,下 層 の5μlず つ を100℃,1時 間 で 活 性 化 した2

枚 のsilicagel60(E.Merck, Darmstadt Germany)の

薄 層 板 に ス ポ ッ トし, CHCl3-CH30H-H2O (65 : 25: 4)

と,そ し て一 方 はheptane-ether-aceticacld ( 90 : 10:

1)で 展 開 した 。 残 存 す るLPCの 量,分 解 遊 離 した 脂

肪 酸 量 あ るい は と りこ まれ 生 合成 され た とみ られ る菌 体

脂 質 量 の ス ポ ッ トを ス キ ャ ン した。 ス キ ャ ニ ング チ ャー

トは コ ピー し て ス ポ ッ トの 紙 重 量 か ら各 標識 脂 質量 の百

分 率 を 算定 した。

成 績

1)　結 核 菌 の生 育 に 及ぼ す各 種LPCの 作 用:分 子 種

を 異 に す る各 種LPCを,5mlの 限 定 培 地 に100μg/ml

の 濃 度 に 加 え,こ こにH37RvR-KM株 のlO-1mg/ml

を0.1ml接 種 して37℃ で培 養 した。 経 時 的 に菌 数 の

消 長 を み る と(図1),工PCを 含 ま な い 限定 培 地 中 で は

生 菌 数 は や や 下 降 した が,殆 ん ど一定 の レベ ル で生 存 を

つ づ け た 。 こ こに ス テ ア ロイル-LPCが 添 加 され る と常

In the presence of BSA

In the absence of BSA

Fig. 1. Effects of various molecular species of lyso

lecithin (100ƒÊg/ml) different in constituent fatty 

acid on the growth of M. tuberculosis (H37RvR-KM) 

in a minimum medium with or without BSA.

に対照を上 まわ り,1カ 月を過 ぎるころには菌塊片が観

察 できるよ うになつた。 しか し,そ の後の菌の増殖には

限度が ある。一方,ミ リス トイルー,パル ミ トイルー,オレ

オイル-LPCの 添加に よると,い ずれ も10日 目までに生

菌数 は1/100,1/1,000ま でに減少 した。 この抗菌活性は

5%にBSAを 添加ず ることに よつ て中和 され,い ずれ

も旺盛 な増殖 を開始 し,1カ 月経つ ころには多数 の菌塊

片がみ とめ られ た。限定培地 にBSAの みを添加 した対

照 も増殖度 は他 と同 じくめ ざましかつた。

2)　結核菌生育 に及ぼ すLPC濃 度の影響:オ レオ イ

ル-と ステ アロイル-LPCを それぞれ4,8,16,32,64,128

μg/mlの 濃度に5mlの 限定培地 に加え,H37RvR-KM

の10-1mg/mlを0.lml接 種して37℃ で培 養 し,生

菌数 の消長を 追 つ た(図2)。 オ レオイルーLPCに おけ

る殺菌効果 も,ス テア ロイルーLPCの 生育支持 効果 もと

もに32,64,128μg/mlの 高濃度において顕 著であつた。

このILPCの 効果のdoseresponseは 接種菌をM.phlei

として も観察され,ミ リス トイルー五PCで は殺菌効果 を,

ステ アロイル-LPCで は発育支持効果が発揮 された(図

3)。

3)　接種菌量 とLPCの 殺菌効果:100μg/mlに ミ リ

ス トイルーあ るいはステア ロイルーLPCを 含む0.9mlの

限定培地 にH37RvR-KMの5 0mg/ml, 5mg/ml, 0.5

mg/mlの0.lmlず つ を接種 し,37℃ にイ ンキ ュベイ

トして一定時間 ごとに0.05M酷 酸 バ ッファの 射nlを

加 え,さ らに1時 間 インキ ュベ イ トし,,そ の10倍 希釈 系
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18: 1 ILPC 18: 0 ILPC

Fig. 2. Effects of oleoyl (18:1) and stearoyl (18:0)-lysolecithin (LPC) on the 

growth of tubercle bacilli (H37RvR-KM).

Myristoyl LPC

Stearoyl LPC

Fig. 3. Contrasting effects of myristoyl- and stearoyl-lysolecithins on the growth of M. phlei

列 をつ くつ て小川培地に接種 した。図4に 生菌数の経 時

的変化 を示 した。 ステア ロイル-LPC溶 液中におい ては

生菌数 は対照 と全 く変わ るところはないが,ミ リス トイ

ル-LPC溶 液中ではいずれの接種量において も生菌数は

減少 した。殊 に大量5mg接 種におけ る殺菌効果は著 し

く,48時 間 で1/1,000量 まで減少 した。

4)　菌 による1-〔14C〕 パル ミ トイル-LPCの 分解:1-

〔14C〕パル ミトイル-LPCの0.5μCiに 50mg/ mlの

H37RvR-KMを0.2ml添 加 して 標識LPC量 の変化

をみた(表1)。 菌 と混合 インキ ュベイ トす ることに よ

つて,LPGは1時 間 で76%,5時 間 で92%分 解を うけ

た。そ の際の遊離脂肪酸量 は標識全脂質中の27%と35%

であ り,そ の他 は薄層 のスキャニングチ ャー ト(図5)

にみ られ る ように,い くつか の菌 体 脂 質 とみ られ るピ

ー クとしてあ らわれ てい る。 またそ のひ とつはILPCが

土 ステル化を うけ て レシチ ンが生成 された とみ られ る
。

M.phleiの 使用では1時 間で98%のLPCが 分解 を うけ

たが,遊 離 した脂肪酸量は78%と カウン トされ,他 の燐
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Size of inoculum 5mg Size of inoculum 0.5mg Size of inoculum 0.05mg

Fig. 4. Bactericidal effects of myristoyl lysolecithin (C:14 LPC) of 100ƒÊg per ml on 

 tubercle bacilli (H37RvR-KM) in relation to the size of inoculum.

Table 1. Drgradation of l-[14C]-palmitoyl lysolecithin by mycobacteria

Fig. 5. Degradation of 1-[14C]-palmitoyl lysolecithin 

by tubercle bacilli (H37RvR-KM 10mg) and incorpo

ration of released 1-[14C]-fatty acids into other lipids.

LPC•clysolecithin, PL•cphospholipids, FA•cfree fatty 

acids, NF•cneutral fats

脂質への とりこみはH37RvR-KMの 場合 よ り少 なかつ

た。

考 察

1953年 三淵7)8)は,血 清 リポ プロテイ ン中の燐脂質 が

結核菌 の増殖を支持 し,こ れは レシチ ンの作用 に よる も

のであろ うと示唆 した。そ の後私たち も極めて限定 され

た培地 に レシチンを添加 し,結 核菌の増殖を支持す るこ

乏 を報告 した9)。 しか し,レ シチ ンを用いた人工膜 と菌

の共存 においてさ らにホスホ リパーゼA2を 添加せ しめ

ると,レ シチ ンを構成す る脂肪酸 の分子種に よつて殺菌

効果を もた らす こともみ とめた10)。私た ちは この抗菌現

象をホスホ リパーゼA2に よつ て分解遊離 した脂肪酸の

効果 と解釈 して きた。脂肪酸 は遊離 の形 で,殊 に酸性 の

環境におい て結核菌に対 し強 い抗菌効果 をもつ ものが あ

る11)。そ の活性は分子種に よつて異な るが,ホ スホ リパ

ーゼA2添 加に よつて得 られた抗菌活 性の成績 がこれ と

平行 していたためであ る。 レシチ ンか ら脂肪酸 が遊離す

る 際に生ず る リゾ レシチ ンは脂肪酸 同様強 い表 面活性物

質 として知 られ てい るので,今 回の報告は,分 子種 の異

な る数種 の合成 リゾ レシチ ンについての抗菌活性を比 較
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す るとともに,そ の機構 につ いて考察 を加 える。

各種 リゾレシチ ン中ステア ロイル-LPCの みは菌 の増

殖 を支持 し,他 の ミリス トイルー,パ ル ミトイルー,オ レ

オイルーLPCの いずれ も殺菌効果を示 した。

LPC添 加な しの 限定培地 中では菌 は 生残はつづけて

も増殖 しえない状態 にあ り,こ こにLPCが 添加 された

ときにみ られ る菌数 の増加 はLPCの 組成が栄 養源 とし

て菌 にと りこまれ て生育を支持す ることが予想 され る。

事実,LPCは 菌に よつ て 分解を うけ,そ の一 部はい く

つか の燐脂質への 転換がみ とめ られた(図5)。 またそ

のひ とつはエス テル化を うけた レシチ ンともみ られ,こ

れが菌を増殖 しやすい 環境 としてい る可能 性 もあ る7 ) ～ 9 )。

1969年,小 野 と野 島はMycobacterium phleiに ホスホ

リパーゼAを 証明 し12),そ の後1974年 西島13)らに よつ て,

この酵素 の詳細が報 じられ た。 この酵素は ホスホ リパ ー

ゼA1型 で燐脂質を分解す ると同時に リゾ燐脂質の活性

も示 す。今 回私たち もH37RvR-KM株 において もその

活性をみ とめたわけ であ るが,そ の反応 速度が速やかで

あるこ とは,菌 に対す るLPCの 発育 支持,か つ また殺

菌作用 のいずれにおい ても菌がLPCを 分解 し,遊 離 し

た脂肪酸が作用 している可能 性が示唆 され る。一般的 に

同 じ環境の中で大量 の菌が接種 された場合 には増殖が支

持 され ると考え るが,殺 菌効果 を もつLPCの 存在にお

いては逆 に接種菌量 の多 い方が殺菌効果の高かつた こと

は,同 時 に大量 のLPCの 分解が起 こり,そ の際遊離 し

た脂肪酸 が 菌 に 作用 した と考え ることもで きる。 この

3)の 実験におい て,イ ンキ ュベ イ トの途中でpHを 酸

性に したの も遊離脂肪 酸の活性を高め る目的で行 なつ た

もの であ る。

レシチ ンに由来す るこれ までの一連 の結核菌 の増殖 の

支持,あ るいは 殺菌作用 の発現に関す る実験1)4)5 ) 9 ) 1 0 )は,

結 核感染における食細胞膜 と菌 との相互作用を想定 した

ものである。形態学的観 察1)に よつ て も,感 染組織 内で

食 細胞 に とりこまれた菌周辺 には食胞膜が存在 し,そ の

一 部は菌表面 と密着 してい る個所 もあ り
,こ の よ うな接

点 におい て,食 細胞の,あ るいは菌の ホスホ リパ ーゼA

が活性化を うけ,レ シチ ン,さ らに リゾ レシチ ンの分解

に よ り遊離 した脂肪酸が蛋 白等の中和を うける ことな し

に抗菌活性を発揮 し うるもの と推 察 してい る。

上述の よ うに想定 され る現象が,現 実 に起 こる として

も,殺 菌効果 に充分 な反応 に よつ てはおそ らく食胞膜 自

体 も崩壊 を来 すにちがいな く,こ の意味 においては,い

わゆ る"bidirectional'な 反応 である。 いずれにせ よこ

の報告 は,菌 自体 の もつ酵素が周辺 の特定 の基質へ働 き

かけ,そ の分解物に よつて 自滅 しうる可能性 を示唆す る

ものであ る。
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