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食細胞膜分 画 におけ るホス ホ リパーゼ活性の修飾 と抗菌効果
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Eiko KONDO*and Koomi KANAI

(Received for publication February 29 1984)

The membrane fractions were prepared from the samples of mouse peritoneal exudate 

cells in which polymorphonuclear leukocytes or macrophages were predominant. Each 
fraction was incubated at pH 5.6 with tubercle bacilli, staphylococci or E. coli in a high 

density. Time-course enumeration of viable bacteria in the mixture revealed that the 

decrease of viable count down to 1/100 was attained in more than ten hours for tubercle 
bacilli and within one hour for staphylococci. This bactericidal activity was enhanced by 

a membrane-active peptide (melittin) and inhibited by indomethacin, EDTA and heating 

of the membrane fraction. E. coli did not receive any killing effect under the same 
experimental conditions. The membrane fraction prepared from red blood cells was 

almost inactive against any species of above bacteria.

Melittin is an activator of phospholipase A2 but indomethacin and EDTA are the 

inhibitor. Therefore, phospholipase A2 activity of the membrane fraction was examined 

in the presence or absence of these agents and confirmed the expected results. All the 

above observations added a further support for our idea that hyperactivation of 

phospholipase A2 in the phagocyte membrane May act on endogenous phospholipids to 
release long-chain fatty acids in an enough amount to kill the sensitive bacteria. 

Discussion was made on the probable conditions which make the above in vitro event exists 

also in vivo.

Keywords Antibacterial activity, Phagocyte 

membrane, Phospholipase A2, Long-chain fatty
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は じ め に

感染 防御 が 自然抵 抗性 を基 盤 とし,更 に リンパ球,

マ クロフ ァー ジの提 携 に よる獲得 免疫 機構 の発 動 に よ

って成 立す るこ とは今更 言 うまで もな い。 また,こ の

一連 の機 構 の最 終段 階 にお いて
,感 染菌 に直接作 動 す

る抗 菌 力が,非 特 異的 な物質 に依 存 してい る こ とも確

実 とみ られ,殊 に近 年 にお いて は活性 化 され た酸 素 の

関 与が再 評価 され てい る。一 方,私 た ちは こ う した酸

化的 反応 に よらな い抗 菌 力の ひ とつ として,食 細 胞の
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膜 を構 成 す る脂 質 の分解 に由来 す るゆ う り脂 肪酸 の抗

菌 性 に関心 を もち,こ の可能 性 がin vivoで 現実 にな

り うる条件 につ いて,生 化学 的,そ して形態 学的 観察

を も含 め て検討 して きた。

これ までの 成績 の示 唆す る ところ によれ ば,お そ ら

く食細胞 膜 と菌 との密 な接 触 を前提 と して,膜 の ホス

ホ リパー ゼが 強 く活性 化 され る こ とが現 象 の 中核 で あ

る と考 え られ る。 今 回試 みた実 験 は,食 細 胞由来 の粗

膜分 画 と菌(結 核 菌,ブ ドウ球 菌,大 腸 菌)と の密度

の高 い混 液 にお け る菌数 消 長 にお いて,ホ ス ホ リパ ー

ゼ活性 化物 質 としての メ リチン1)(melittin,蜂 毒 由来 の

塩 基性 ペ プ タ イ ド),ま た活性 抑制 物 質 としての イ ン ド

メサ シン2),EDTA3)の 影響 を観 察 した もの で ある。そ

の成績 は私 た ちの これ までの発 想 を一歩 すす め えた も

の と考 え,以 下報告 す る。

材 料 と方 法

菌株 と菌液 の調製:人 型結 核菌H37Rv株 のカナマイ

シン(KM)100μg耐 性 菌 を使 用 した。 ソー トン培地

上37℃ で7～10日 培 養 した菌膜 を濾 紙上 でよく水 洗 し,

乾 いた滅菌 濾紙 には さん で水 を切 り,こ の半 乾燥 量 を

秤 って水 晶球 入 りコルベ ン中で10mg/mlの 均等 浮遊

液 とした。これ を更 に適 宜 の菌 濃度 に希釈 して用 い た。

ブ ドウ 球 菌(Staphyrococcus aureus)と 大 腸 菌

(Eschrichia coli)は い ずれ もKM5μg,ア ク リフ ラビ

ン(ACR)10μg耐 性 菌 を用 いた。KM5μg/ml,ACR

10μg/mlを 含 む トリプ トソイブ イ ヨン(栄 研)中 で37℃

,一 晩発育 培養 し,生 食水 でSaureusは4倍 に,E

coliは10倍 に希釈 して,こ れ をテス ト菌液 と した。

動物:市 販ddY系 マ ウス雄,体 重30g前 後 の もの を

用 いた。モル モ ッ トはハ ー トレー 雌,体 重450g前 後 を

用 いた。 いず れ も正 常 動物 で あ る。

腹 腔 滲 出 細 胞 の 収 獲:Hammerstenカ ゼ イ ン

(Merck製)の9%溶 液4)を3ml,マ ウス腹 腔 内に 注

射 し(モ ルモ ッ トの場 合は15～20ml),15時 間あ るい は

3日 後 にマ ウ スは頸 動脈切 断 に よ り,モ ル モ ッ トは空

気塞 栓 に よ り殺 したの ち,開 腹 して腹 腔 内滲出 細胞 を

ヘパ リン加(5U/ml)冷 ハ ン クス 液で 洗 い出 して収獲

した。収獲 液 は100メ ッシュの ふ るいで1回 濾 し,1,000

rpm,5分 の遠 心 沈澱 に よって 細胞 をあつめ,2回 ハ ン

クス液 で洗 浄 した。一 部 をスラ イ ドグラス上 で ギー ム

ザ染 色 して細 胞 の構成 を,ま た 白血球計 算板 上 で細 胞

数 を数 えた。得 られ た細胞 は0.2MKCIで 浮遊 液5×107

～1×108cells/mlと し,容 器 を氷 水 中に いれ て4℃ に

保 存 した。

マウスは1回 の収 獲 に50～100匹,モ ルモ ッ トは5～10

匹 を用 いた。

膜 分 画 の 調 製:細 胞 の5×108～1×109個 を0.

2MKCI浮 遊 液 とし,そ の10mlを60秒 音 波処 理 した。

そ して1,000rpm,5分,更 に3,000rpm,20分 の遠 沈 に

よって粗 大分 画,核 分画 を除 いた。上清 は15,00Orpm

で1時 間遠沈 し,その沈渣 を水 で1回 洗 浄,15,000rpm,

30分 で再 び沈 澱 させ た。得 られた分 画は1～2mlの 水

に浮遊 させ,10秒 間音 波 をか けて均 等 と し,こ れ を粗

膜分 画 とした。雑 菌 の汚 染防 止 としてKMを50μg/ml,

ペ ニ シ リン を100u/mlの 割 合 に添加 した。調 製 され た

膜分 画浮遊液 は100μl当 り,りん脂質 として100～200μg

(King法 に よる),蛋 白量 は200～300μg(Folintest,

標 準 はBSA)前 後 含 まれ る。

細胞 収獲 時 に同 時 にあつ めた 血液 は,ハ ン クス液 中

3,000rpmで 遠 沈 して血球 をあつ め,水 を加 え滲透 圧 に

よ って破壊 したの ち10,000rpm,20分 で膜分 画 を得 た。

水 で よ く洗浄後,再 び水 に浮遊 させ 音波処 理 で均 等 な

血球 膜 浮遊 液 とした。

結核 菌 に対 す るマ ウス腹 腔滲 出細 胞膜分 画 に よ る殺

菌 テ ス ト:上 記 膜分 画浮 遊液;100μl,0.05M酷 酸 緩衝

液pH5.6;100μl,100mMCaCl2;10μl,菌 液1mg/

ml;100μl,以 上 の 混液 を適 宜の 時間 イ ン キュベ イ トし

たの ち,0.05M酷 酸緩衝 液0.7mlを 追加 して更 に30分

イ ンキ ュベ イ トした。 この 混液 の10倍 希釈 系 列 をつ く

り,そ の0.1mlを キル ヒナー寒 天培 地(5%に 血 清 を

含む)に 接 種 し,4週 後 に出現 す る コロニー数 を測定

した。混 液へ の添加物 質 としてのイン ドメサ シン(Sigma

製)は0.5%溶 液5)を20μl,メ リチ ン(Sigma製)は250

μg/mlを10μl,EDTAは60mMを20μ/を それ ぞれ

添加 量 とした。 なお,イ ン ドメサ シ ンの使用 にあた っ

て は,ま ず 膜 浮遊液 と緩 衝液,Ca2+の みの混 液 に添加

し,30分 インキュベ イト後 に菌 液,更 に メ リチ ンを加 えた。

結核 菌 に対 す るモル モ ッ ト腹腔 滲 出細 胞膜分 画 に よ

る静菌 テス ト:キ ル ヒナ一半 流動 寒 天培地(寒 天0.1%,

牛 血 清3%)を10本 の ス ク リュ ー キ ャ ップ 付 試 験 管

(1.0×10cm)に3m/ず つ分 注 し,5本 ずつ の2系 列

に分 けた。うち1系 列 には膜分 画浮 遊液 を100μlず つ加

えた。 そ して,各 系列 にメ リチ ン溶液 の10μlを 絶対量 と

して10μg,5μg,2.5μg,1.25μgと な るよ うに添加 し

た。最 後 に結核 菌菌 液0.1mg/mlの100μlを すべ ての試

験管 に一 様 に接種 した。37℃ に イ ンキュベ イ トし,2

～3週 後 の菌 の発 育 の様相 を観 察 した
。

ブ ドウ球菌 または大 腸菌 に対 す るマ ウ ス腹腔 滲 出細

胞膜分 画 に よ る殺 菌 テス ト:こ れ ら菌株 に対 す るテス

ト用 膜 分 画 浮 遊 液 は 雑 菌 汚 染 防 止 と し てKMを5μg/

mlに 添 加 し た が,結 核 菌 の 場 合 と異 な り,ペ ニ シ リ ン

は 含 ま れ て い な い 。 膜 分 画;100μl,0.01Mト リ ス

buffered saline pH7.0;100μl,菌 液;100μl,100mM

CaC12;10、 μl,以 上 の 混 液 を適 宜 の 時 間 イ ン キ ュベ イ ト

後,0.005M酷 酸buffered saline pH5.6を0.7ml加

え 更 に15分 イ ン キ ュ ベ イ ト し た。 混 液 のsaline 10倍 希

釈 系 列 をつ く り,そ の0.3mlを ト リプ トソ イ 寒 天(栄
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研)培 地(KM5μg/m/,ACR10μg/mlを 含 む)に 接

種 し,2日 目の コ ロ ニ ー 数 を カ ウ ン トし た 。

ホ ス ホ リ パ ー ゼA2 assay:L-α-Phosphatidyl-

choline, ƒÀ-•k1-14C•larachidonyl, ƒ¿ƒ¿'-stearoyl (The

 Radio-chemical Centre Amersham, England) の0.2

μCiを10mlの 試 験 管 に と り,よ く溶 媒 を と ば し て 乾 燥

し,0.05M酷 酸 緩 衝 液pH5.6;100μ/,100mMCaC12;

100μl,膜 浮 遊 液;100μlを 加 え て ミ キサ ー で 振 盛,握

拝 し,更 にBCG菌 液(1mg/ml);100μlを 加 え て イ

ン キ ュ ベ イ トし た 。 適 宜 の 時 間 に ク ロ ロ ホ ル ム ・メ タ

ノー ル(CM)2:1の1.2mlを 加 え て 反 応 を 止 め,

一 晩 放 置 後 抽 出 さ れ た 下 層 の 脂 質 を別 の 試 験 管 に とっ

て 乾 燥 し,新 た にCM(2:1)で 脂 質 を と か した 。 そ

の 一 部 を110℃,60分 で 活 性 化 し た薄 層 フ°レ ー ト(シ リ

カ ゲ ルG60,E.Merck,Darmstadt,Germany)に ス

ポ ッ トし て ク ロ ロ ホ ル ム ・メ タ ノー ル ・水(65:25:

4),あ る い はn-ヘ フ.タ ン ・エ ー テ ル ・酷 酸(90:10:

1)で 展 開 し,ス キ ャ ナ ー で 標 識 脂 質 量 を確 認 した 。

イ ン ドメサ シ ン,メ リチ ン,EDTAの 添 加 に つ い て は

殺 菌 テ ス トの 場 合 と同 様,同 量 の 操 作 法 で あ る 。

実 験 成 績

結 核 菌 に対 す る マ ウ ス腹 腔 滲 出 細 胞 膜 分 画 の 抗 菌 活

性-メ リチ ンまたはイン ドメサ シン添加 の影響:Fig.1

-Aは カゼ イ ン誘 出3日 後 の腹 腔滲 出細 胞(単 核 白血球

78%,多 形核 白血球22%,Fig.1-Bは カゼ イ ン誘 出15

時 間(単 核 白血球lo%,多 形核 白血球90%),Fig1-C

は赤 血球 を原 材料 と して得 られ た膜分 画 を使 用 した抗

菌 テス トの結果 であ る。各膜分 画 はそれぞれ100μ/当 り,

りん脂質60μg,蛋 白量232μg(Fig.1-A,Fig.2-A),

りん脂質95μg,蛋 白量300μg(Fig.1-B,Fig.2-B),

りん脂 質260μg,蛋 白量360μg(Fig.1-C,Fig.2-C)

を含 んで い る。 成績 は いずれ もイ ンキュベ イシ ョン混

液0.1ml当 りの 生菌数 で 表現 してい る。方 法 に示 した

条件 にお いて,結 核菌 は16時 間 イ ンキュベ イ シ ョン し

て も生菌 数 に変化 はな いが,こ こにマ クロフ ァー ジ を

主体 とす る細 胞標 本 由来 の膜 が添加 され る と,8時 間

で1/10,16時 間で1/10,000以 下 まで 生菌数 は減少 した。

混液 に更 に メ リチ ンが 添加 され る と抗菌 活性 は促 進増

強 され,8時 間で1/1,000以 下 となった。これ らの殺菌

作用 は混液 へ の イ ン ドメサ シンの添加 に よって いず れ

も抑制 を うけた(Fig.1-A)。 多形核 白血球 の 多い細胞

標 本 よ り得 た膜分 画 によ って も抗 菌 活性 が認 め られ,

8時 間で1/10,16時 間 で1/100ま で菌数 は減 少 した。そ

して また,メ リチ ン添加 に よっ て8時 間 で1/100,16時

間で1/10,000以 下 に まで殺 菌効 果 が 強め られ た。 これ

らの活性 もイ ン ドメサ シ ンに よって いず れ も抑 制 を う

けた(Fig,1一B)° しか し,赤 血球 由来 の膜 の使 用 では

膜 自体 の抗菌 活性 は僅 か な もので あ って,こ こに メ リ

チ ン を加 えて も前2者 の 食細 胞膜 の抗菌 力 と比べ て活

性化率 は低 く,16時 間 を経 て も1/100ま での菌 数減 少 に

とど まった。 この減 少 に対 して もイ ン ドメサ シン に よ

る抑制 はみ られ た(Fig.1-C)。 なお,メ リチ ン 自体 は

本 テス ト条件 にお い て16時 間 イ ンキュベ イシ ョン して

も結核 菌 に対 す る殺 菌効 果 は ない。

ブ ドウ球 菌 に対 す るマ ウス腹腔 滲 出細 胞膜分 画 の抗

菌 活 性:Fig.2はS.aurensに 対 す る抗 菌 テス トを 上 記

結核 薗 に対 して使 用 した同一 膜分 画(KM5μg/m/,

Fig. 1. Mycobactericidal effect of the membrane fractions of various cell origin as activated

 by melittin and inhibited by indomethacin.
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ペ ニ シ リンは含 まな い)で 行 なった成 績 で ある。 いず

れ もイ ンキュベ イシ ョン混液0.3ml中 の菌数 で表現 し

てい る。 この菌 に対 しては マ クロフ ァー ジ ある いは 多

形核 白血球 の 多 い細胞標 本 に由 来す る膜 は強 い抗 菌活

性 を示 し,1時 間 で1/10о以 下 に,2時 間 で1/10,000以

下 に生菌数 は減少 した。 そ して この殺菌 作 用 は,イ ン

ドメサ シンの添加 に よって抑制 を うけた(Fig.2-A,B)。

しか し,赤 血球 由来 の膜分 画 で は全 くこの殺菌 効 果 は

示 され なか った(Fig.2-C)。 また後述 の よ うに上 記 食

細 胞 膜分 画 のS.ameusに 対 す る抗菌 活性 は100℃,5

分 の加 熱 に よって減 弱 した(Fig.4-A)。 なお,S.amus

は本 テ ス ト濃度 の メ リチ ンに対 し感受 性 で あ るため,

メ リチ ンに よる活性 化 テ ス トは行 なわ なか った。

マ ウス腹 腔滲 出細 胞膜分 画 の抗結 核 菌活性 に対す る

Fig. 2. Bactericidal effect on staphylococcus aureus of the membrane fractions of various cell 

origin as activated by melittin and inhibited by indomethacin.

Fig. 3. Inhibitory effect of EDTA on the mycobactericidal activity of 

the membrane fraction.
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EDTA添 加の 影響:イ ンキュベ イション混液 にEDTA

を添加 す る と,膜 自体の 抗菌 活性 も,メ リチ ンに よっ

た 活性 化 され た効果 も ともに部 分 的阻害 を うけた(Fig.

3)。 また,膜 の100℃,5分 の加 熱 に よ リ,抗 菌 活性 は

著 し く減 弱 し,対 照 と しての 菌の16時 間 インキュベ イ

シ ョン後 の 残存生 菌数 が 対数 で4.39,膜 分 画の 添加 で

1.59で あ るの と比 べ,加 熱膜分 画 添加 で は3,78の 減 少

に とどま った。加 熱 膜 とメ リチ ンの共存 では わずか な

が ら活性 化 が認め られ,2,90で あ った。 この テス トに

使用 した膜分 画/単 核 白血球71%,多 形 核 白血球29%

Fig. 4. Comparison of the sensitivity to the 

bactericidal activity of the membrane fraction 

between S. aureus and E. coll.

由来)は100μ/当 りりん 脂質65μg,蛋 白量300μgを

含ん で い る。

大 腸菌 に対 す るマ ウ ス食細 胞膜分 画の 抗菌 作 用:S.

aureusに 示 した 多形 核 白 血球(94%)由 来 の 膜 分 画(100

μl当 り,り ん 脂 質113μg,蛋 白量240μgを 含 む)の

強 い 抗 菌 活 性 はE.coliに 対 して は 全 く効 果 を 発 揮 しな

か っ た(Fig,4-a,b)。

モ ル モ ッ ト腹 腔 滲 出 細 胞 膜 分 画 に よ る結 核 菌 に対 す

る静菌 効果:モ ル モ ッ トの腹 腔 滲出 細胞 膜分画 の結 核

菌に対 す る殺 菌 テ ス トにお いて も,メ リチ ン添 加 に よ

る活性 化 が認め られ た(成 績 未 発表)の で,本 静菌 テ

ス トには材料 としてモ ルモ ッ ト腹腔 滲出細 胞(単 核 白

血球51%,多 形 核 白血球49%)に 由来 す る膜分 画 を使

用 した。Fig.5は メ リチ ンの 存在下 にお ける正 常 モルモ

ッ ト膜分 画 の結核 菌 に対 す る静菌 作 用 を示 す。 膜分 画

を添 加 しない系 列 にお いては,メ リチ ンの 濃度 の高低

に よ らず,い ず れ も菌 発育 は 旺盛 で あって,日 数が 経

つ につれ て管 壁 を這 い上 るほ どの様 相 がみ られ た。 し

か し一方,膜 分 画の 存在 にお いて は,添 加 メ リチ ンの

濃度 に応 じて菌発 育 は阻害 を うけ,コ ロニ+数 が減 少

す る と同時 に深 部 発育 に変 ってい くことが観 察 された。

コロニ+は 深 部 であ る程度 の 大 きさ にまで 発育 した。

マ ウス腹腔 滲 出細 胞膜分 画 とメ リチ ン ある いは イン

ドメサ シ ンの 存在 下 に お け る レシチ ンの分 解:L-α-

phosphatidyl choline,ƒÀ-(1-14C) arachidonyl, ƒ¿'-

stearoylを 基 質 と し て 膜 分 画(単 核 白 血球85%,多 形

核 白 血 球15%由 来,100μ/当 り,り ん 脂 質168μg,蛋

Fig. 5. Melittin-induced bactericidal effect of the membrane 

fraction on tubercle bacilli.
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白量280μgを 含む)と ともに6時 間 イ ンキ ュベ イ トし

た とき,4%の 分解 が み られ たが,こ こに メ リチ ンが

添 加 され る と分 解 は促 進 され て,3時 間で21.3%,6

時間 で36.5%で あ った。 このphospholipase A活 性 に

よる レシチ ンの分解 は イン ドメサ シ ンの添加 によ って

部 分 的阻 害 を うけた(Fig.6)。 また,多 形核 白血 球 を

主体 と した 膜分 画(Fig.4の 実験 に も使用)も メ リチ

ンに よって 活性 化 され たが,EDTAの 添加 に よって分

解 の阻 止が み られ た。 メ リチ ン添 加 で8時 間 で88%,

これ にEDTAを 加 え る と僅 か0.4%の 分 解 に お さえら

れ た。 メ リチ ン とイ ン ドメサ シン添加 で は59.7%で や

は り部分 的 阻害 が み られ た。膜 自体 の分解 率 は3.3%で

あ った。

考 察

食 細胞の もつ抗菌 物質 に関す るElsbach6)の 総 説によ

れば,生 細胞 の代 謝産物 としては,活 性 酸素 や乳 酸 等

の蓄積 に よる細胞 内(お そ ら くは食胞 内)pHの 低 下 な

どが あ り,一 方,代 謝 に依 存せ ず,細 胞分 画 として検

討 され た もの に は,非 酵素 性 蛋 白あ るい は物 質分 解能

の あ る酵 素蛋 白(lysozyme,protease,phospholipas 

A2等)が 挙 げ られ て い る。

私 た ちが この報 告 で と りあげ た主題 は,上 の2つ の

可能 性 の うち後 者 に属 す る もの であ るが,し か しphos-

pholipase Aそ の ものが菌 に働 くの では な く,食 細 胞

膜 に 内在 す るこの酵素 の過度 の活 性化 に よって,膜 り

ん脂 質 の不 可逆 的分 解 が あ り,そ れ に よって遊 離 す る

抗 菌 活性 の 強 い 脂 肪 酸 や リゾ体 が 菌 に対 して 直接的

に作用 す る とい う発 想 にお いては,Elsbachの 示 した2

つ の可 能性 の 中間 に位 置す るもの と言 え よ う。

膜 に内在 す るphospholipase A2の 生理 的意 義 に関 し

Fig. 6. Phospholipase a activity of the membrane 

fraction as activated by melittin and inhibited 

by indomethacin.

て は,現 在,プ ロス タグ ラン ジンの前 駆体 と して の 多

価不 飽和 脂 肪酸 を膜 りん脂質 か ら遊離 供給 す る点 に関

心 が集 中 して い る。また,Bリ ンパ球 にお いて は,Fcγ

レセプ ター にphospholipase A2活 性 が認め られ ると報

告 され7),NK細 胞の細 胞毒性 に際 して もphospholipase

 A2の 活性化8)が 観 察 され るな ど,当 酵素 の 重要性 が次

第 に注 目 され て い る。

しか し,私 た ちが今 回報 告 した食細 胞の抗 菌 活性 に

お け るphospholipase A2の 意義 は,上 記 の よ うな生理

的事 象 とい うよ りは病 理 的現 象 に属 す る もの と考 えて

い る。phospholipase A2の 活性 化 に よ って,抗 菌効 果

に発揮 され る程 の脂 肪酸 や リゾ体 が遊 離す るに は,お

そ ら く膜 それ 自体 の崩 壊が あ ると推 定す るか らで ある。

ブ ドウ球 菌 に よ る膿瘍 その もの の もつ抗菌 活性 を リピ

ドに属す る物 質 に帰 しているDyeとKapre19)の 報告 は,

この菌 の侵 入 に対 して 集積 した多形核 白血球 の分 解産

物 が抗 菌 力 を発揮 して感染 が停 止す るこ とを示唆 して

い る。

私 た ちは 食細胞 膜 におけるphospholipase A2の 活性

化が,菌 と細 胞表 面 膜 との問 の レセプ ター対 リガ ン ト

とい う生 理 的接触 で は な く,そ れ を超 えての両 細胞 の

表面 密着 とい う病理 的 状況 で あ る と想定 した。 これ は

電顕 に よ る形 態学 的所 見か らの仮説 に す ぎな いが,こ

う した仮 説 の も とに実 験条 件 として微少 容積 の 中で の

菌 と膜分 画 との密 な接 触 を準備 した。 この こ とが果 し

て電 顕写 真 でみ られ る食 胞膜 と細 胞内菌 の密 着状 況 を

再 現 しえた か否 か,今 後 の検討 を待 つ こ とに な るが,

私 た ちは この実験 条件 が殺 菌効 果 を定常 的 に発現 しえ

た理 由 のひ とつ と考 えてい る。intactの 食細 胞 と菌 との

単 な る混 合 で は成 功 しないの は,限 られ た時 間内 では

目的 とす る膜 と菌 との密 着が実 現 しない のか もしれ な

い。 また,ブ ドウ球菌 の場 合 に は,こ の菌 の もつ 白血

球 崩壊毒 素(ロ イ コ シジ ン)が 膜のphospholipase A2

を活性化 す る10)こ とが 知 られ てい るの で,菌 は 白血球

を殺 し,崩 壊 した 白血球 の分解 産 物 が,今 度 は逆 に菌

に作用 す る とい う図式が 一層 可能 性 を秘 めて い る。

菌 と細胞 膜 との密着 ということは,単 にphospholipase

 A2の 活性 化 の ため ばか りで はな く,遊 離 した脂 肪 酸や

リゾ体 が体 液 中の蛋 白質 に よって 中和 され ることな く,

ただ ち に菌 に作 用 し うる場 を提供 す る とい う可能性 で

も重要 で あ るか も しれ な い。抗 酸菌 の もつ リポフ ィ リ

ックな表 層 は膜の脂 質2重 層 との接 触 に好条 件 で あろ

う。

また,ブ ドウ球菌 は結核 菌 よ りも遊離 脂肪 酸 に対 す

る感受 性 が弱 い に もか か わ らず,今 回 の実験 条件 で は

急速 な殺 菌効 果 を うけて い る。これ は,リ ゾ体 の殺 菌作

用 に対 して ブ ドウ球 菌 が結 核菌 以上 に強 い感 受性 を も

つ こ と と関係 が あ るか も しれ な い。 また,長 鎖脂 肪 酸

に も リゾ体 に も感 受性 を もた な い大 腸菌 に対 して,膜
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分画 が抗 菌 力 を示 さなか っ たこ とは,私 た ちの仮説 を

一面 で支 持 す る もの で ある。加 熱 膜分 画 は結核 菌,ブ

ドウ球菌 の いず れ に対 して も抗 菌 力の 減 弱 をみた が,

なお残存 して いる活性 は膜分画 に既 存の遊離 脂肪酸,あ

るい はその他 の抗 菌物 質 の作 用 と理 解 して いる。加 熱

した膜分 画,あ るいは抗 菌活性 を殆 ん ど示 さなか っ た

赤 血球 膜分 画 にメ リチ ンを添加 した ときの活性 上 昇 は,

精 製 され た メ リチ ンに なお爽 雑 して い るホ スホ リパー

ゼA2活 性 の 存在 に よ る と思 われ る。

In vivo,つ ま り結核 感 染病 巣 にお いて,こ の報告 で

設 定 した よ うな実験 条件 が成 立 す るか否 か につ いて更

に検討 が必 要 で あるが,少 な くと もこれ までの私 た ち

の一連 の報 告11)に よれ ば,感 染病 巣 での 菌 と組織 との

接 触部位 にお いて は脂肪 酸 の動 きが 活発 で あ り,そ れ

に よる膜 コレス テロー ルの エ ステル 化,更 にエ ス テル

の菌体 へ の吸着 とい った現 象が得 られ,ラ イ ソゾー ム

由来 の水解 酵素 の菌 体へ の 吸着 とい う観 察 と総合 す る

時,phagolysosomeの 膜構 造 と菌体 との密 着 とい う可

能性 が 強 く示唆 された。 しか も,こ の こ とを私 た ちは

既 に電 顕的 に観 察 して い る12)。

更 に,in vitroの 系 で大量 の結 核菌 と膜分 画 とを混

合 イン キュベ イ トして,膜 の ホス ホ リパ ーゼAの 活性

化 され るこ とを認 め た13)。また,結 核菌 は脂 肪 酸の エ ス

テル化 活性 が 強 く,殺 菌 に有 効 な不飽 和長 鎖脂 肪 酸 も

コレス テロー ル とエ ステル結 合 す る と,そ の抗 菌 力が

失 わ れ た14)。そ して,膜 分 画 に含 まれ るコ レステ ロール

エス テ ラー ゼ活 性 は菌 の存 在の もとで阻害 をうけた13)。

清 谷 らも結 核菌 培養 濾 液 中か ら腹腔 マ ク ロフ ァー ジの

リパー ゼ を阻 害す る物 質 を証 明 した15)。

以上 の よ うに,宿 主 生体 膜 な らびに菌体 の 相互 作用

にお いて,脂 質代 謝機構 の 関与 が病理 学 的 に重要 な要

因 と考 え られ るが,そ う した生 化学 的 な反応 の方 向 と

強弱 を支 配す る微 小 環境 条件 もまたさま ざまで あろ う。

殊 に,遊 離脂 肪酸 は その分 子種,量,環 境条 件,菌 の

生 理 的状 態等 に よ って,菌 に対 して発育 阻止 に も,ま

た発 育支持 に も働 くので,結 核 感染 にお ける リピ ドの

意義 につ い ては,単 一 モ デル実 験 の成績 か ら短絡 的 に

考 え るこ とな く,種 々の条 件 の実験 成績 か ら,総 合 的

に評価 す るこ とが 必要 で あ ろ う。

ま と め

正 常マ ウス,モ ル モ ッ トの腹 腔 滲 出細胞(マ クロフ

ァー ジ,あ るいは 多形核 白血球 を主要成分 とす る)か ら

膜分 画 を調 製 し,こ れ と結 核菌,ブ ドウ球菌,あ るい

は大 腸菌 の密 度 の高 い混 液 をつ く り,pH5.6の 酸性 環

境 での 生菌数 消長 を追求 した。 この両 者 の接 触 度 の高

い条件 にお い て,結 核 菌並 びに ブ ドウ球 菌 の生 菌数 は

顕著 に減 少 し,前 者 は10数 時 間で,後 者 は1時 間で1/

100に もなっ た。この 殺菌効 果 は膜 活性 物質 で あ るメ リ

チ ンで加 速 され,ま た イン ドメサ シ ン,EDTA,膜 の

加 熱 等 で抑制 された。 大腸 菌 の生菌 数 は同一 条件 で全

く影 響 を うけず,ま た,赤 血球 由 来の 膜画分 は それ 自

体 で殆 ん ど活性 を もた なか った° 以上 の成績 並 び に膜

分 画 の ホス ホ リパ ー ゼ活性 の 測定 か ら,上 記 の抗 菌効

果 はこの酵素 活性 の上 昇 によって膜 りん脂 質 が分 解 し,

この反 応 に由来 す るゆ うり脂 肪酸 の直接 作 用 と説明 さ

れ た。 この現 象 のin vivoに お け る可能 性 につ い て論

議 し,食 細 胞 自体 の 崩壊 を犠 牲 としての感染 防御 効 果

を示 唆 した。
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