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原 著

リ ポ ソー ム(人 工 膜)の 形 で 与 え られ た レ シ チ ン の

抗 酸 菌 発 育 支 持 効 果.感 染 の部 分 的 モ デ ル と して
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は じ め に

結核 菌 を含 め病 原抗 酸菌 はマ クロ ファー ジ を宿 主 と

す る細胞 内寄 生菌 で あ り,食 胞 内 で増殖 ・生残 す る こ

とは よ く知 られ て いるが,こ の特殊 な環 境 で何 を栄養

源 として発育 す るか につ いて は い まだ報 告 が ない。 一

方私 たちは 自己 の形態 学 的,生 化学 的 アプローチか ら,

細 胞 内抗 酸菌 と食胞 膜 との密接 な相 互作 用 が,感 染 の

当初 におけ る過程 と帰 結 を支 配す る重要 因子 であ る こ

とを示 して きた1)。そ して,食 細 胞 膜 の主 要 構 成 りん

脂質 として レシチ ンが あ り,そ の レシチ ンは また,結

核菌 の分 離培 養 に欠 かせ な い卵黄 の主 成分 の ひ とつ で

あ るこ とに関心 を もっ た。 結核 菌 の発育 支 持物質 とし

て レシチ ンや ス フ ィン ゴ ミエ リンに注 目 した研 究 は こ

れ までに二,三 の報告 をみ るが2)3),私 たちは レ シチ ン

をコレ ステ ロー ル と ともに リポソー ムの形 で 用 い,結

核 感 染の部 分 的 モデル としてin vitroの 培 養 実験 を実

施 した4)。なお,今 回 は リポ ソー ム と菌 との接 触 につ

いては電 顕 的観察 を,ま た レシチ ンの分 解 ・利 用 につ

いて は標 識 化合物 を用 いて検 討 した。 そ の成績 を報 告

す る。

実 験材 料 と方法

抗酸菌:M ycobacterium tuberculosis としてH37Rv

R-KM,.M.bovisと してBCGとRavenelR-KM,そ し

てM.phleiを 用 い た 。菌 液 は精 製 水 を 媒 液 と して 手 振

法 で 調 製 した 。

培 地:上 記 の 菌 株 の 継 代 保 存 はSauton合 成 培 地 を

用 い て い る。 リ ポ ソ ー ム 添 加 に よ る 発 育 実 験 で は,

Hart5)ら の 半 合 成 液 体 培 地(Casamino acid,0.25g;

ク エ ン 酸 ソ ー ダ ・2H2O,0.159;MgSO4・7H2O,

0.06g;Na2HPO4・12H2O,0.25g;KH2PO4,0.10g,

ア ス パ ラ ギ ン,0.03g;グ リ セ リ ン,0.25ml;精 製 水

100ml)を 完 全 培 地 と し,こ の なか か らcasamino acid,
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クエ ン酸 ソ ー ダ,グ リセ リン を 除 い た 制 限 培 地 を基 礎

培 地 と し た 。 基 礎 培 地 に リポ ソー ム を 添 加 し て そ の 発

育 支 持 効 果 を観 察 した 。

リポ ソ ー ム の 調 製:レ シ チ ン,コ レ ス テ ロ ー ル,ジ

セ チ ル ポ ス フ ェ イ トを1.0:0.75:0.1の モ ル 比 で ク ロ

ロ ホ ル ム ・メ タ ノ ー ル(2:1)で 溶 解 し た あ と,丸

底 コ ル ベ ン 中 で 減 圧 に よ っ て 溶 媒 を とば し,コ ル ベ ン

底 に脂 質 膜 を つ くっ た。 レ シ チ ン 量80mgの 場 合 に は こ

れ に0.15MKCl溶 液10mlを 加 え,更 に100メ ッ シ ュ の

硝 子 粉 末 を適 量 添 加 し て か ら コル ベ ン を軽 く振 っ て 脂

質 を分 散 させ た。 分 散 液 は 超 音 波 処 理 し て半 透 明 な リ

ボ ソー ム 懸 濁 液 と した 。

試 薬:卵 黄 レ シ チ ン,ジ セ チ ル ホ ス フ ェ イ トは

Nutritional Biochemical Corporation (Cleveland,

 Ohio)か ら,他 の レ シチ ン分 子 種 はSigma (St. Louis.

 Mo.)か ら 購 入 し た。 卵 黄 レ シ チ ン,大 豆 レ シ チ ン,

肝 レ シ チ ン 以 外 は2つ の 構 成 脂 肪 酸 が 同 一 の ラ ウ リ ン

酸(C12:0),ミ リ ス チ ン 酸(C14:0),パ ル ミ チ ン 酸

(C16:0),ス テ ア リ ン酸1(C18:0)あ る い は オ レ イ ン酸

(C18:l)よ り成 る合 成 品 で あ る 。 コ レ ス テ ロ ー ル は標

準 試 薬 の も の を用 い た 。標 識 レ シチ ン と しては 〔l-14C〕

-di-palmitoyl lecithinをAmersham , Englandよ り購

入 した 。

菌 体 脂 質 分 析:α 〔1-14C〕-di-palmitoyl lecitLinの

0.5μCiを10mlの 共 栓 遠 沈 管 に と り,よ く溶 媒 を とば

し た の ち,非 標 識 のdipalmitoyl lecithinを800μg/ml

に 含 む リポ ソー ム(レ シ チ ン,コ レ ス テ ロ ー ル,ジ セ

チ ル ポ ス フ ェ イ ト,1:0.75:0.1)の25μlを 加 え,

更 に 菌 液 の50mg/ml(Hart限 定 培 地 中)の0.5mlを 添

加 して37℃ に イ ンキ ュベ イ ト した 。 一 定 時 間 後 に100℃

で10分 間 加 熱 し て 殺 菌 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム ・メ タ ノー

ル(2:1)の2mlを 加 え,1昼 夜 室 温 に お い て 脂

質 を 抽 出 し た 。 抽 出 液 の 下 層 の20μlを 活 性 化 し た

(110℃,1時 間)シ リ カ ゲ ル60(E.Merck, Darm-

stadt, Germany)の 薄 層 に ス ポ ッ トし,り ん 脂 質 の 同

定 に は ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:水(65:25:4)で

展 開,中 性 脂 肪 の 同 定 の た め に はヘ プ タ ン:エ ー テ ル:

酷 酸(90:10:1)で 展 開 した 。 各 脂 質 成 分 へ の 標 識

の%分 布 は 放 射 活 性 の ス キ ャニ ン グ パ タ ー ン よ り計 算

し た 。

電 子 顕 微 鏡 観 察:超 薄 切 片 作 成 の た め に はBCGの

Santon上11日 培 養 菌 を用 い た 。この50mg/mlの0.8ml

と リポ ソー ム 懸 濁 液 の100μlを 混 合 して37℃ に4時 間

イ ン キ ュベ イ ト し た 。 反 応 混 液 に10%Ficolの10ml

を加 え,9,000rpm10分 間0℃ で 遠 沈 し,菌 体 へ 未 附 着

のliposomesを 除 い た6)。cell pelletは10mMTris buffer

で 洗 滌 し,よ く冷 や した 固 定 液(1%OsO42容 と2.5%

グル ター ル ア ルデ ヒ ド1容 を混 じた0.1MNa-cacodylate

緩 衡 液,pH7.4)の1mlを 加 え,30分 後 に は遠 沈 し て

上 清 を捨 て,新 鮮 な 同 固 定 液 を加 え て 氷 冷 し な が ら24

時 間 ず つ2度,計48時 間 固 定 し た 。 ベ ロナ ー ル 緩 衡 液

で 洗 條 後,1.5%寒 天 を45～50℃ に 保 っ て加 え,ス ラ イ

ドグ ラ ス 上 で 細 片 と し た。 以 下 の操 作 は 常 法 に従 っ て

graded ethanolで 脱 水 し,Epon812に 包 理 した 。 超 薄

切 片 はLKB Ultratome8800型 で 薄 切 し,重 染 色 し て

観 察 に 供 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ ステ イ ニ ン グ はInoueら7)の

方 法 に 従 っ た。 電 子 顕 微 鏡 はHitachiH-500型 を使 用

し75kVで 撮 影 し た。

実 験 成 績

培 養 実 験:基 礎 培 地 を5mlず つ 中 試 験 管 に 分 注 し,

リポ ソ ー ム 懸 濁 液 を50μlず つ 加 え た 。 リポ ソー ム 作 成

に は 構 成 脂 肪 酸 を異 に す る各 種 の レ シ チ ン分 子 種 を 用

い,レ シ チ ン量 と して 培 地5mlあ た り400μgと し た。

培 地 に は雑 菌 汚 染 防 止 の た め カナ マ イ シ ン を100μg/ml

の 濃 度 に加 え,H37RvR-KM(カ ナ マ イ シ ン耐 性 株)

Table 1. Supporting Effects of Lecithin-Cholesterol Liposomes for the Growth of Tubercle Bacilli (H
37RvR) i

n a Synthetic (Minimum) Medium

Each medium was dispensed into test tubes in an amount of 5ml.

Inoculum size was 10-4 mg per tube.

The degree of growth is described arbitrarily by the symbols -, +, ++, +++ and ++++ on the basis of the 

macroscopical appearance of submerged growth.
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Table 2. Supporting Effects of Lecithin-Cholesterol Liposomes for the Growth of
 Tubercle Bacilli (H37RvR-KM) in a Synthetic Basal Medium

Inoculum size: 2•~10-2 mg per 100ml medium.

Fig. 1. Appearance of submerged growth of mycobacteria in liposomes

containing basal medium (MgSO4•E7H2O, Na2HPO4•12H2O, KH2PO4, 

asparagin, distilled water).

Note: This photograph of culture tubes was taken by placing them in

 slant position to make the observation of submerged growth

 easier.
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を10-4mg接 種 した。37℃ で インキュベ イ トし,相 対的

な発 育度 を肉眼的 に比 較 した。4週 までの発育 成績 を

Table1に 示 した。

基礎 培地 の みで は4週 後 にお いて 肉眼的 な発育 は全

くみ られ なか ったが,リ ポ ソー ム添加培 地 に おい ては

3週 以 後程 度の差 は あれ,培 地 底 に深部 発 育が み られ

た。 生体 に もっ とも普 遍的 な脂 肪酸 で あ るパル ミチ ン

酸,ス テア リン酸 を含む レ シチ ンよ りも,生 体 には稀

な ラ ウ リン酸,ミ リスチ ン酸 を含 む レシチ ンの方 が発

育 支持 効果 はよか っ た。 しか し一 方,不 飽 和 脂肪酸 で

あ るオ レイ ン酸 を含む合 成 レ シチ ンや ア ラ キ ドン酸 の

多い肝 レシチ ンは,よ り効 果 的 であ った。 しか しなが

らこれ らの 発育 は この時点 が 限度 で あっ たの に比 べ て

完 全培地 で は6週 後 まで旺 盛 な発育 が続 いて,培 地表

面 に菌膜 を形 成す る状 況 とな って大 きな差異 がみ られ

た。

Table2は 同一 目 的の実 験 で あるが,200mlの コル

ベ ンに培 地100mlを 分 注 し,2×10-2mg菌 量 を接 種

して6週 後 の発育 量 を ミクロキ ェル ダー ル法 に よるN

量 と して測 定比較 した。 ス テア リン酸 含有 レシチ ンの

効果 が特 に悪 いこ とは前 回同様 で あ り,一 方,卵 黄 レ

シチ ンの発育 支持 効果 は一 番す ぐれて いた。 いずれ に

せ よ,こ の定量 的,客 観 的 発育量 に よって,基 礎培 地

に おけ る もの の数 倍か ら10倍 量 の菌生 育 が リポ ソーム

添 加 に よって得 られ るこ とが 明 らか とな った。

Fig.1は 深 部 発育 の状況 を培 地 を斜 面 と して上 方

か ら写 した もの で ある。菌 は粗 な菌 塊 と して存在 す る

が,パ ル ミチ ン酸,ス テ ア リン酸 を 含む レシチ ンの場

合 には,菌 塊 は比較 的密 で固 い印 象 を うけ た。 この リ

ボ ソーム を含 む液体 培地 は外見 は オパ レスセ ン トで あ

るが,菌 の生育 が すす む につ れ て透 明度 がす すむ。

電子顕 微鏡 観 察:私 た ちの使 用 した リポ ソー ム はネ

ガテ ィブ ステ イニ ン グで み る と,径0 .2μか ら1μ の

vesicleが 主体 で あ り(Fig.2,A),そ れ ら を菌 液

(BCG)に 加 え る と,一 部 は 菌 体 の周 辺 に あつ ま り,

菌体 表層 に接 して存 在 す るか にみ え る(Fig.2,B)。

そ うしたvesicleは 時 間 とともに菌 体 周 辺 で融 合 し,

菌 体 は融合 リポ ソーム の 中 に うず もれ た形 状 に な る

(Fig.2,C,D)。 過 剰 の リボ ソー ム を除 去 したの ち

に超 薄切 片 で両 者の接 触 の状況 をみ る と,Fig.2,E ,

Fに 示 す よ うに,リ ボ ソーム は その膜構 造 の一部 分 で

菌体 表層 に かな り密接 に存 在す るこ とがわ か る。

脂 質分析:上 記 の発 育実 験 にお いて,リ ポ ソー ム は

単に菌 発育 に好 適 な物理 化学 的環 境 を与 え る もの で あ

るか,あ る いは私 た ちが推 定 す る よ うに,実 際 に レ シ

チ ンを菌体 脂質 と して 利用 して い るか 否か を検 討す る

ため に,標 識 レシチ ンに よる脂 質分 析 実験(実 験 材料

と方 法)を 行 な っ た。H37RvR-KM, BCG, Ravenel

 R-KM,そ し てM. phleiを そ れ ぞ れ 〔1-14C〕-dipal

mitoyl lecithinの0.5μCiを 含む基 礎 培 地 中で4週 間

Fig. 2. Electron microscopic pictures of dipalmitoyl 
lecithincholesterol liposomes and M. bovis (BCG) cells.
A: Liposomes alone (Negative staining)
B: 1-hr incubation mixture of liposomes and BCG cells 

(Negative staining). Arrow shows a liposome in close
 proximity to a BCG cell.

C,D: Overnight incubation mixture of liposomes and
 BCG cells (Negative staining) Liposomes around

 a bacterial cell are confluent and deformed.
E,F: 4-hr incubation mixture of liposomes and BCG

 cells (Ultrathin sections). Arrows show the sites 
of contact between liposomes and a bacterial cell.

イン キュベ イ トし,反 応混 液か ら脂 質 を抽 出 して分析

した。結果 はFig.3お よびFig.4に まとめ た。Fig.3 ,A

は中性 脂肪 分画 の 薄層 を放射 活性 をス キャ ン した パ タ

ー ンであ り
,Bは 同 じく りん 脂質 分画 のパ ター ンであ

る。Fig.4は こ うしたパ ターンか ら放 射活性 の%分 布

を計 算 し,そ の数 値 に よって画 いた各脂 質 の消長 であ

る。

これ らの成績 に示 され てい る ように,レ シチ ンは菌

との 混合系 の 中で徐 々 に分解 を うけ,は じめ は脂肪 酸

が 遊離 し,中 性 脂肪 に と りこ まれ るが,放 射標識 は次

第に レシチ ン以 外の りん脂 質 の 中に と りこ まれ て い く。

リゾ レシチ ンの生 成 は比較 的少 な く,個 々 の りん脂質

の スポ ッ トは同定 していないが,菌 体 りん脂 質のRf値

に ほぼ相 当す る もので あ る。
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A

B

Fig. 3. Degradation of L-ƒ¿-phosphatidyl di[1-14C] palmitoyl lecithin and incorporation of 

reledsed [14C] fatty acid in four species of mycobacteria.

Note: Scanning patterns of thinlayer chromatography developed by a solvent system of heptane

etheracetic acid (90:10:1) in A and of chloroformmethanol-H2O(65:25:4) in B.

考 察

結 核 感染 に おけ る生体 レシチ ンの意 義 につ いて は古

くは戸 田8)に よって と りあ げ られ,ま た三淵2)は 血 清

リポ 蛋 白の もつ 結核 菌発 育促 進 因子 として レシチ ン に

注 目 した。 この場合,栄 養源 として よ りも,結 核菌 発

育 に対 す る阻害 剤,例 えば遊 離 脂肪 酸 に対す る中和剤

と しての 可 能 性 が 問題 とされて い る。Dubos3)の 研 究

対 象 と した スフ ィンゴ ミエ リン もほぼ 同様 の発想 に基

づ い て い る。 したが って,こ れ らの研究 は私 たちが今

回 目的 とした分解 ・利 用 とい う局面 と同 じでは な いが,

私 た ち もそ うした レシチ ンの意 義 を否定 す るもので は

な く,ま た,リ ボ ソー ムの もつ物 理化 学的 活性 の重 要

性 につ い ては なお研 究価 値 は ある と考 えて いる。

リポ ソー ム を添加 した液体 培地 は,稀 釈 した牛乳 の

よ うなオパ レ ッセ ン トな外観 を呈 す るが,そ こで菌 が

生 育 す るにつ れ てその リポ ソー ム に よる濁 度 は減 じて

い く。 お そ らく増殖 す る菌体 周辺 に リボソー ムが吸 着

され て い くため と考 えて いたが,今 回の電 顕観 察 に よ

って もその こ とは確 認 され た もの とい え よう。 これ は

抗 酸菌 の表 層脂 質 が リポ ソー ムの脂質 二 重層 と疎水 性

の親 和 性 を もつ もの と理 解 してい る。一 方,Jonesと

Osborn6)は ネ ズ ミチ フス菌 を用 いて菌 体 に リボ ソー ム

の接 触 しが たい こ とを述 べ て お り,こ れ らグ ラム陰性

菌 の もつ 細胞 壁(リ ポ ポ リサ ッカラ イ ドの糖 類)の 親

水性 に よ る もの とされ る。

上 述 の よ うな菌 と膜 との物理 的接 触 を出発点 として,

膜 の レシチ ンは分 解 され,少 な くと も遊 離 した脂 肪酸

は菌 に と りこまれ て菌 体脂 質 の生合 成 に利 用 され る こ

とが 明 らか となっ た。 この際,レ シチ ンの分解 に あた

って は ホス ホ リパー ゼ の活 性が期待 され るが,そ れに

ついてはOno and Nojima9), Nishilima, Akamatsu and

 Nolimalo)がM. phleiに お いてホスホ リパーゼAの 存 在

を証 明 して い る。 また,レ シチ ンの分 解物 の ひ とつ と
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Fig. 4. Degradation by M. tuberculosis 

(H37RvR-KM) of [14C]-dipalmitoyl lecithin 
and incorporation of released [14C]-fatty acid 
into mycobacterial phospholipids.
FA-Fatty acids, NF-Neutral fats, PL

-Phospholipids, PC-Phosphatidyl choline 
(lecithin)

して の リゾ レシチ ンの結 核菌 に対 す る生物 活性 につ い

ては,私 た ちは最近 の実 験11)に よって発育 支持 と抗 菌

性 の2面 が あ り,構 成脂 肪酸 の種 類 が重要 な意味 をも

つ こ と,ま た,リ ゾ レシチ ンは結核 菌 あるいはM. phlei

等 に よっ てすみ やか に 分 解 を うけ る こ と を示 した。

Fig.3でM. phleiが レシチ ン を分解 す るの み で分 解

物 の利用 性 に乏 し く,病 原性 の高 い菌種 であ る人型 あ

るいは牛 型結 核菌 が その 利用度 の 高 い事 実 は,寄 生性

との関連 で興 味深 い。

私 た ちは以 前 に,菌 との混合 イ ンキ ュベ ー トに よ り

レ シチ ンの分解 に伴 って 共 存 す る コ レス テ ロ ー ル の

脂 肪 酸 エ ステ ルが生 成 され る こ とをみ とめ たが4)が,

この コレステ ロー ルエ ス テルが と くに抗酸 菌 の菌体 に

親 和 性 が つ よ いこ とは,私 た ちはin vivoの 発 育 抗 酸

菌 につ いて繰 り返 し指 摘 し12),そ の感 染論 的 意義 につ

いて も検 討 を加 えた こ とが あっ た13)。

以上 の諸 現象 に関 して,抗 酸 菌 の ホス ホ リパ ーゼ,

リゾ ホス ホ リパ ーゼ,コ レステ ロール エ ステル 化酵 素

に加 えて,食 細 胞の ホ スホ リパ ー ゼ,コ レス テロー ル

エ ステ ラーゼ な どが 重要 な意 味 を もって い るが,こ れ

らにつ い ては私 た ちは既 に 一 連 の総 説14)～16)の中で詳

述 してい るの で割 愛 した い。 今 回の培 養実 験 は感染 マ

クロ ファー ジの 食胞 膜 と,そ こに と りこまれ た結 核 菌

との密 な接触 の可 能性 を示 唆 す る人工 膜 モデル で あ る

が,リ ポ ソー ム の形 としての レ シチ ン を菌 が分解 し,

その分解 物 を 自己の脂質 合 成 に利用 す る とい う所 見 の

み では,宿 主 細胞 内 での菌 の栄 養源 の証 拠 として不充

分 で あ ろ う。 しか し,今 回の よ うな極 め て制 限 され た

in vitroの 条件 で もな お菌 の成 育 が支持 されたこ とは,

感 染 の部分 的 モデ ル と して の意義 が 少 な くない。なお,

最 近 レ シチ ンや コレス テ ロー ル が そら い菌 や らい菌 の

培 養 の試 みに用 い られ て いる17)～19)。

稿 を終 え るにあ た り,標 識 化合物 実 験操 作 の指 導 を

いた だい た当所技 術部,前 放射 能室 長駒 井 知好博 士 に

謝 意 を表 す る。

結 語

1)　レシチ ン は リボソー ム(人 工 膜)の 形 で合成 限 定

培地 に加 え ると,結 核 菌(抗 酸 菌)の 発育 を支持 した。

2)　添加 リボ ソー ム は菌体 と近 接 して存 在 す る こ とが

電顕 的 に観察 され た。

3)　レシチ ン分子 は函 に 内在 す る酸 素 で分解 を うけ,

そ の際遊 離す る脂 肪酸 は菌体 脂質 に と りこ まれ た。

4)　以上 は 食細胞 膜 と細胞 内結核 菌 との相互 作用 の部

分的 モ デル を想定 して計画 され た もの で ある。
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