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緒 言

単細胞である細菌 は個々の細胞が直接外界に

接 しているため,環 境の影響 を全表面に受ける

ことは周知の事実である.そ の表層を構成する

主要なものの一つ として細胞膜があ り,ホ メオ

スタシスにはかけがえのない主役を演 じている1)～4).

しか もその外側 には細胞壁が存在 し,機 械的防

御 と形態保持に貢献 している。したが って細胞

壁 を失いL型 化 したような細菌では,細 胞膜の

みで細胞機能の維持 を計 らな くてはならない5).

さらに,元 々細胞壁 を有 しないマイコプラズマ

では,よ り高度な細胞機能維持能力を有 してい

ることが考えられ る.

細菌細胞膜は,外 界の変化や形態変化に対応

して特殊 な適応変化 によ り膜の安定性 を計 って

いる事実 を,金 政 らは化学的な分析 により把握

している6)～10).特に壁を失った時の外部環境に

対する膜の安定性については,細 胞内圧が極め

て高いことか ら考えて,と りわけ低浸透圧に対

する安定性が重要であると言える.

膜 の安定性の物性解析法には,示 差走査熱量

測定(DSC),電 子 スピン共鳴(ESR),核 磁 気

共鳴(NMR)な どいろいろな機器 を使用す る方

法があるが11)～19),これ らの方法では薄浸透圧の

観点からの安定性をうかが うことは充分にはで

きない.そ こでそのための最 も合理的な方法 を

開発す るために,カ ルボキシフルオレッセイン

を用 い たい わゆ る蛍 光色素 遊 出法 を導 入 し

て20)～24),細菌 の膜脂質 そのもので作製 したリボ

ソー ムの対浸透圧安定性測定法を確立 した,そ

の結果, L型 菌 の膜脂質によるリボソームは親

株のそれに比して極めて安定性が高く,マ イコ

プラズマは更に高いことを知った.そ の安定性

に貢献する成分 としては, L型 菌 においてはカ

ルジオ リピンの増量,マ イコプラズマにおいて

は総脂質中約30%を 占めるコレステロールであ

ることも明らか となった.

材 料および方法

I. 供 試菌 と培養方法

菌は, Staphylococcus aureus 209P(親 株 と略

す),そ れ より誘導分離 された安定L型 菌(L型

菌 と略す) 25),お よびMycoplasma orate CH

19299 (M. oyaleと 略す)(東 京大学農学部尾形

学教授 より分与 を受けた)を 供試 した.

S. aureus 209Pの 基礎培地は, Brain heart

 infusion broth(BHI brothと 略 す) (Difca

 Laboratory, Detroit, Mich.)を 用 いた.親 株の

大量培養はBHI brothを 用 いて行い, L型 菌 は

浸透圧調節剤 として5%NaClを 添加したBHI

 brothを 用 いた.大 量培養は,親 株およびL型 菌

ともに3回 の前培養の後, 1/100量 接種 でモノー

振 とう培養法により,微 弱振 とうしなが ら37℃

で行った.後 期対数増殖期に達 したとき(親 株

8時 間, L型 菌48時 間) 12,000×g, 20分 間 の

遠沈集菌 を行い,冷 食塩水(培 養時 と同一食塩

濃度)で3回 洗浄 して以下の実験に供 した.

M. oyaleの 培 養は, Chanock and Hayflick

の培 地26)に自家調製 した新鮮馬血清を15%加 え

た液体培地 を用い, 37℃ で2日 間静置培養 した.

菌 は12,000×g,20分 間遠沈 して回収 したのち,
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生 理 的 食 塩 水 で3回 遠 沈 洗 浄 を行 っ て 以 下 の 実

験 に 供 し た。

Ⅱ. 脂 質 の 抽 出 お よ び 精 製

脂 質 は,親 株, L型 菌 お よ びM. oraleか ら抽

出 ・精 製 し供 試 した.総 脂 質 は,供 試 菌 体 の 約

20培 量 の ク ロ ロ ホ ル ム/メ タ ノー ル(2/1, v/v)

で抽 出 を3回 行 つ た後, Folch静 置 法 に て 純 化,

精 製 して 得 た27).リ ン 脂 質 は,総 脂 質 をUnisil

(100～200mesh, Clarkson Chemical Co., Inc.,

 Wiliiamsport, Pa.)を 用 い た ケ イ酸 カ ラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィー(1×20cm)に て分 画 し,メ タ ノ

ール 画 分 を分 取 して用 いた28).ま たphosphatidyl

glycerol(PGと 略 す)お よ びcardiolipin(CL

と 略 す)は,リ ン 脂 質 画 分 をKieselgel 60G

(Merck, Darmstadt)を 用 い て ク ロ ロ ホ ル ム/

メ タ ノー ル/水(65/25/4, v/v/v)に よ る一 次 元

薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィー を行 っ て 分 画 し た.そ

の 各 ス ポ ッ ト をか き と っ た も の を,ク ロ ロ ホル

ム/メ タ ノー ル/水(1/2/0.8, v/v/v)を 用 い る

Bligh-Dyer法29)に て抽 出 して 供 試 し た.

Ⅲ. リボ ソー ム の 作 製

リ ボ ソ ー ム に 封 入 す るマ ー カー 物 質 と して は,

水 溶 性 の 蛍 光 色 素 で あ る カ ル ボ キ シ フ ル オ レ ッ

セ イ ン(5, 6-carboxyfluorescein, GFと 略 す)

 (Eastman Kodak, Rochester, N. Y.)を,

 Ralstonら の 方 法30)に よ り精 製 した もの を用 いた.

リ ボ ソ ー ム の 調 製 は,総 量1mgの 脂 質 を試 験

管 内 壁 に フ ィ ル ム 状 に 付 着 させ,自 己消 光 濃 度

で あ る0.2M CF水 溶 液 の500μlを 加 え て 推 定 相

転 移 温 度 以 上 の70～75℃ に 保 ち,ボ ル テ ッ クス

ミキ サ ー に て 振 と う混 和 し た.

リポ ソー ム形 成 後 取 り込 まれ な か っ たCFの 除

去 は, Sepharose 4Bカ ラ ム(0.5×20cm, Phar.

 macia Fine Chemicals, Uppsala)を 用 い, 0.18

MNaCl加0.02M phosphate buffer(pH 7.6)

に て 溶 出 す る ゲ ル ろ過 法 に よ っ た24).

Ⅳ. ス ト ップ トフ ロー 装 置 に よ る リ ボ ソ ー ム変

化 の 追 跡

S. aureusの 親 株,そ のL型 菌 お よ びM. orale

の 総 脂 質 を用 い て,前 述 Ⅲ の 方 法 で0.2M NaCl

ま た は0.2MCFを トラ ッ プ し た リボ ソー ム を作

製 し,ス ト ップ トフ ロ ー ス ペ ク トロ フ ォ トメ ー

ター ・ユ ニ オ ンRA-401 & RA-450 (ユ ニ オ ン,

 Osaka)に て測定 を行 った31).リ ボ ソーム を低浸

透圧溶液中に投入した場合の体積変化の追跡は,

 0.2M NaCIを トラップさせた りポソーム懸濁液

と等量の水の混釈系で, 450nmの900光 散 乱測定

により行った.同 様に蛍光色素遊出の追跡は,

 0.2MCFを トラップ させた リボソーム懸濁液 と

等量の水の混釈系で,励 起光490nm,蛍 光520nm

の測定によった.

V. 蛍 光色素遊出法

リボソームを低浸透圧緩衝液に投入 しバース

トした際,リ ボソーム外へ遊出す るCF量 を分光

蛍光光度計 ・日立560-10S(日 立 製作所, Tokyo)

に よ り,励 起光を490nmと し, 520nmに て蛍光

測定 を行った22).すなわち,分 光蛍光光度計に電

子恒温循環装置(小 松エレクトロニクス, Tokyo)

を連結 してセルホルダー を20℃ に保 ち,セ ルに

990μlの 低浸透圧緩衝液 を入れておき,こ れに10

μlの リボソーム懸濁液を投入後,直 ちに混和 し

て蛍光測定に供 した.測 定は投入後継続的に行

い,遊 出蛍光量 は2～10分 の間のプラ トー値 を

持ってあてた.測 定後,全CFト ラ ップ量を求め

るため, 10% Triton X-100を10μl添 加 し蛍光量

を測定 した.そ してその全CFト ラップ量に対す

るCF遊 出量 を%で 算出した.な お,リ ボソーム

を投入する緩衝液は, 0,18M NaCl-0.02M phos.

 phate buffer(pH 7.6)を0.02M phoshate buffer

(pH 7.6)で 段 階的に希釈 していろいろの程度の

低浸透圧溶液 を作成 した.な お実際の浸透rは

オスモメー ター(Fiske, Needham Heights,

 Mass.)に て実測 した.

結 果

I. リボ ソームの低浸透圧対応変化の追跡

一定の溶質を保持 させた リボソームを急激に

低浸透在溶液にさらす と外部の水が流入して膨

化 してバー ス トし,中 に保持 された溶質が流出

す ることが考えられる.こ の変化 をサブセ コン

ドレベルで追跡するため,親 株 の総脂質で作成

したリボソームにつ いてス トップ トフロー装置

を応用 した.

Fig. 1に 示すごとく, 360mOsrnか ら180mOsm

の低 浸透圧 にした直後か ら水が急激に リボソー

ム内へ流入して膨化が始 まり, 400msecで はほ
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とん ど完結 した.こ れに対 してCFの 遊出は膨化

の起始点よ り約50msec遅 れ て始 まり, 40sec程

度継続 した.

Fig. 2は, L型 菌 の総脂質 を供試した場合であ

る.膨 化は約600msecで 完 結した. CFの 遊 出は

膨化の起始点 より約50msec遅 れ て始 まり,その

完結には約1分 を要 した.

F1g. 3は, M. oraleの 総 脂質 を供試 した場合

である. Fig. 3か らは読み取れないが,膨 化の完

結には約6秒 かかった.ま た, CFの 遊 出は膨化

の起始点より約100msec遅 れ て始まり,約2分

で完結 した.

Ⅱ. 蛍光 色素遊出法による脂質人工膜の対浸透

圧安定性測定

1) まず親株 とL型 菌およびM. oraleの 総脂

質を用いて,前 述Vの 方法で蛍光色素遊出法を

行 った結果をFig. 4に 示 した.横 軸の浸透圧落

差 を与えた時のCF遊 出量を,全 トラップ量に対

する%で 表わした.親 株では160mOsm浸 透圧差

によつて17.4%のCFが 遊 出し, 320mOsmの 浸

透圧差では44.0%が 遊 出した.一 方L型 菌では,

 160mOsmの 浸 透圧差により16.4%のCFが 遊 出

し320mOsmの 浸透圧差では43.0%の 遊 出が認

められた. M. oraleに おいては, 160mOsmの

浸 透圧 差 に よ り13.0%のCFが 遊 出 し, 320

mOsmの 浸透圧差でも38.0%が 遊 出するのみで

あった.

以上の結果から,親 株, L型 菌, M. oraleの

順 に,同 じ浸透圧差に対 してCF遊 出量が少なく

なることがわかった.

2) Fig. 5は 親株 とL型 菌のリン脂質を用いた

場合の結果である.親 株, L型 菌 のCF遊 出%を

見 ると, 160mOsmの 浸透圧差では,順 に20.9%,

 14.9%で あ り, 320mOsmの 浸 透圧差では,そ れ

ぞれ57.1%, 47.9%で あ った.親 株 とL型 菌で

は リン脂質が細胞膜の主要構成成分であるため,

両者の対浸透圧安定性の差がより顕著に表われ

た,

Fig. 6は,分 画精製した親株およびL型 菌由来

のPGとCLで 作 製 したリボソームを供試 した結

果である.親 株 由来のPGの リボソームは, 160

mOsmの 浸透圧差により29.3%のCFが 遊出 し,

 320mOsmの 浸透圧差では70.1%が 遊 出した。と

ころが同様に親株由来のCLの リボソームでは,

 160mOsmの 浸透圧差によ914.6%, 320mOsm

の浸透圧差でも47.0%が 遊 出するのみであった.

なお,観 株のPGに 対 するL型 菌のPG,親 株 の

CLに 対するL型 菌のCLを 比較するとほとんど

差は認め られなかった.す なわち親株 とL型 菌

のPG, CL画 分 では脂肪酸の差異による影響 も

考えられたが,上 記の如 く大差ないことが明 ら

か となったので,成 分の大半を占め収量のよい

親株のPGお よびL型 菌のCLを 以後の実験に供

試 した.そ して,親 株のPGとL型 菌のCLを 等

量混和 した リボソームは,ほ ぼPGリ ボ ソームと

CLリ ボソームの中間のCF遊 出量であった.

3) 対 浸透圧安定性におけるこ価カチオンの

影響 をみるため, 10mM CaCl2 (Ca2+と 略す)

お よび10mM MgCl2 (Mg2+と 略 す)を 添加 して

リボソームを作製 し検討 した. Fig. 7は,親 株の

リン脂質 を用いて二価 カチオンの影響 をみたも

のである. CF遊 出量を比較す ると, 160mOsm

の浸 透圧差により,無 添加の場合 は20.9%で あ

るがCa2+を 添加すると15.3%, Mg2+を 添 加する

と17.5%に 抑 えられた. 320mOsmの 浸透圧差で

は, 57.1%が,そ れぞれ42.4%, 50.2%と な っ

た.

次 に, L型 菌 の リン脂質を供試 した場合の結

果 をFig. 8に 示 した.同 様にCF遊 出量で比較す

ると, 160mOsmの 浸透圧差により無添加の場合

は14.9%で あるがCa2+を 添 加すると3.8%, Mg2+

を添加すると8.3%に な り, 320mOsmの 浸透圧

差では, 47.1%が,そ れぞれ21.1%, 36.5%と

な り,特 にCa2+に よって大 きく抑えられたこと

がわかる.

以上のごとく,リ ボソームの種類に よって差

はあるものの,二 価カチオンの添加が,対 浸透

圧安 定性の増強に,貢 献 していることは明 らか

である.

4) 次 に コレステロールによる影響 を検討 し

た.一 例 として,分 画精製した親株由来のPGと

L型 菌由来のCLを 等量混和 して作製したリポソ

ームに
, 50%コ レス トロールを添加 した結果を

Fig. 9に 示 した. PG: CL=1:1の リボソーム

は160mOsmの 浸透圧差により25.5%のCFが 遊

出したが, 50%コ レ ス トロールを添加 した リポ
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Fig. 1 Follow-up of swelling and carboxyfluorescein release of total lipid liposome of S. aureus 209P 
by Stopped flow spectrophotometer.

Fig. 2 Follow-up of swelling and carboxyfluorescein release of total lipid liposome of S. aureus 209P 

L-form by Stopped flow spectrophotometer.
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ソームでは12.2%のCF遊 出量であった.同 様に

320mOsmの 浸透圧差では,無 添加の場合の56.4

%が, 42.3%に 抑制 された.

Fig. 3 Follow-up of swelling and carboxyfluorescein release of total lipid liposome of M. orale by 

Stopped flow spectrophotometer.

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 4 Stability of total lipid liposomes of S.

 aureus 209P, its L-form and M. orale for 

the differences of osmotic pressure.

•›: Parent, •œ: L-form, •£: M. orale

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 5 Stability of phospholipid liposomes of S. 

aureus 209P and its L-form for the differ

ences of osmotic pressure.•›

: Parent, •œ: L-form

以上の全結果 を対比するために, 50%のCFの

遊 出を起 こさせ うる浸透圧落差を求めてTable

 1に 示 した.最 高落差320mOsm以 上 になる場合

は,外 挿値をとり()で 示 した.総 脂質で比の
較 す る と,親 株 は350mOsm, L型 菌 は375mOsm,

 

そ してM. olaleは, 405mOsmで あ り,親 株 よ

り もL型 菌,さ ら にM. oraleの リボ ソー ム が よ
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り安定であることがわかる.また, PGは220mOsm

程 度 で, CLは340mOsm程 度 で50%のCFが 遊

出し, CLの リボソームの方が圧倒的に浸透圧抵

抗性が高 く,安 定なことが明らか となった.

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 6 Stability of PG, CL and mixed PG-CL 

liposomes of S. aureus 209p and its 

L-form for the differences of osmotic 

pressure.

○: PG(Parent), □: CL(Parent),

●: PG(L-form), ■: CL(L-form),

▲: PG: CL(1:1)

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 8 Effects of Call and Mg2+ on the stability 

of phospholipid liposomes of S. 

aureus 209P L-form for the differences of 

osmotic pressure.

●: L-form(PL), ▲: L(PL)+10mM

 CaCl2, ■: L(PL)+10mM MgCl2

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 7 Effects of Ca 2+ and Mg2+ on the stability 

of phospholipid liposomes of S. aureus 

209P for the differences of osmotic pres

sure.

○: Parent(PL), △: P(PL)+10mM

 CaCI2, □: P(PL)+10mM MgCl2

(head drop of osmotic pressure)

Fig. 9 Effect of additon of Cholesterol on the 

stability of mixed PG-CL liposomes of S. 

aureus 209P and its L-form for the differ

ences of osmotic pressure.

○: PG: CL(1:1), ●: PG: CL(1:1)+

50%Ch

考 察

生体膜は脂質 とタンパク質を主成分としてい

るが,中 でも基本構造の保持と機能発現に重要

な役割をしている物質はリン脂質である.し た

がって細胞膜の構造と機能を物性論的に解析す
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ることは,細 胞表層の基本活動 を分子レベルで

理解するために不可欠なことであ る。その膜物

性の研究方法には,① 細胞膜をその まま材料 と

する 合12)～14),②細 胞膜 より分離精製 した脂質

を用いる場合12),③合成 リン脂質によるモデル解

析15)～19)などがある.そ して膜の物性論的解析法

には示差走査熱量測定(DSC),電 子 スピン共鳴

(ESR),核 磁 気共鳴(NMR)な ど多 くの方法

が研究開発 されているが11)～19),いず れも合成 リ

ン脂質 を用いたモデル実験によらなければ良好

な結果 を得 ることができない.

Table 1 Head drop values of osmotic pressure 

giving 50% release of carboxyfluores
cein trapped in liposomes.

ちなみに,著 者 らはDSCを 用しきた相転移温度

測定により,黄 色ブ ドウ球菌の細胞壁欠落に と

もなう膜構成 リン脂質組成適応変化の物性論的

検討 を行った19)黄 色 ブ ドウ球菌の細胞膜の主要

リン脂質はPGとCLで,相 対含量比はそれぞれ

70～80%と5～15%で あ るが,細 胞壁 を欠落し

てオー トプラス ト化 した りL型 菌になると,こ

の比率が逆転 して20～30%お よび50～60%に な

る6)～10).この脂質組成を反映 させた膜モデル実

験を合成PGと 合成CLを 用いて行い, CL増 加

の意義 を検討 した19),そ の結果,細 胞壁を欠落 し

た黄色ブドウ球菌ではCLの 著増が相転移温度上

昇 をもた らし,分 子の流動性が制限されて膜硬

化が起 こることを明 らかにすることができた,

しか し, DSCの 感度 ・精度の点から リン脂質構

造の均一性が要求 されるため,供 試菌か ら分離

精製 した生体系で行 うことは不可能であり,前

述のごとくモデル実験の域を脱することがで き

なか った.

過 去において膜物性に多角的な検討 を加えて

きた経験か ら,著 者は細胞壁欠落にともな う細

菌細胞膜の安定性 を検討するには,細 胞内圧が

高い点 を考慮 して,細 菌かちの抽出脂質 をその

まま供試 した リポソームの低浸透圧に対する安

定性 を検討することが最 も妥当であると考えた.

その方法 として,蛍 光色素遊出法を導入す るこ

とを計画 した.こ れは リボソーム内に高濃度に

トラップ された水溶性蛍光色素であ るカルボキ

シフルオレッセイン(CF)が,遊 出 して希薄溶

液化 した場合に強い蛍光を発す ることを指標 と

するものである.同 法は,保 田らが糖脂質抗体

測定法22)に,ま たWeinstein,沖 増 らは相転移遊

出法23),24)に応用 しているが,著 者は一定量のCF

を トラップしたリボソーム を作製 し,い ろいろ

の程度の低浸透圧溶液へ投入してバース トさせ,

遊出 して発現す る蛍光量を測定する方法 を考案

した.

本蛍光色素遊出法は,マ ーカー として高濃度

では 自己消光を起 こし蛍光を発 しないが,希 薄

溶液では蛍光を発す るCFを 用いるため,そ の濃

度が問題 となる.著 者が トラップに用いた0.2M

CFは 完 全に自己消光レベルであるが,遊 出によ

り希薄溶液化 した時には蛍光発色に全 く自己消

光がみ られない リボソーム量である必要がある.

著 者の用いた量は1mgの 脂 質か ら作製 した リポ

ソームの うち1/1000量 を緩衝液1000μlに 投入 し

たので,ト ラップCFが 全部遊出しても自己消光

は全 く起 こらない系であることを段階希釈法に

て確認 した.し たがっCFの 全 トラップ量に対す

る遊出割合 で測定結果を検討す ることに妥当性

があることを確認できた.

ところで, CFを トラップした リボソームを低

張に移 した場合,い かなる現象が起きてCFが 遊

出するか を正確に追跡 してお く必要があると考

えた。それには,サ ブセコン ドオーダーの解析

が行 えるス トップ トフロースペ ク トロフォ トメ

ーターが最適である31)
.同 装 置で リボソームの体

積変化とCF蛍 光増加 を追跡 したところ,物 理的

変化 としては,急 激な水分流入によ りリボソー

ムの体積変化が起 こり始め,短 時間(50～100

msec)の1agの 後,リ ボソームが抗 しきれな く

なってバース トを始めるためCFが 遊出すること

を明らかにできた.し か も,各 供試菌の総脂質
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で作製 したリボソームを用いて検討 したところ,

親株, L型 菌 そしてM. oraleの 順 に膨化の完結

に要す る時間が長 くなった.こ れは リボソーム

膜を通過す る水の流入速度差に起因す るものと

考 えられ る.

膨 化の結果,抗 しきれな くなって リボソーム

がバース トしてCF遊 出が起こるが,最 も時間を

要 したM. orateの 総脂質 リボソームの場合 でも

2分 で完結 した.し たがって本蛍光色素遊出量

測定では,低 浸透圧緩衝液に投入後2～10分 の

間のプラ トー量を求めたので, CF遊 出が完全に

終了した量を測定 したことにな り,極 めて合理

的な方法であると確認できた.

ところで,細 菌は単細胞であるため,外 部環

境や細胞構造の変化 に対 し膜脂質組成を大き く

変える適応変化が認め られている1)～4).特に,強

固な細胞壁を欠落 したオー トプラス トや細胞壁

を欠落 しても細胞分裂 を行つて増殖で きる安定

L型 菌は,そ の適応変化が著明であ り好個の材

料 であると言える5)～30).また元々細胞壁を有 さ

ず裸膜で存在 しているマイコプ ラズマは,特 殊

な組成 をしており非常に興味深い32).

黄 色ブ ドウ球菌の親株 においては通常の培養

時にはカルジオリピンは数%を 占めるに過 ぎな

いが,細 胞壁欠落のオー トプラス トお よび安定

L型 菌では50～75%に もカルジオ リピンの著増

す る事実がある8),10).一方 マイコプラズマは元来

細胞壁 を有 さず生育できる特殊な菌であ り, M.

 oraleに おいては総脂質中約30%を コレステロー

ルが占めていることが明らかとなっている32).

以上 の各菌株の細胞膜脂質組成の特徴をふま

えた上で,こ のたび開発 した蛍光色素遊出法に

よる検討 を行 つた.そ の結果,親 株の総脂質 リ

ボソーム とL型 菌の総脂質 リボソームでは大差

はなかったものの, M. oraleの 総 脂質の リポソ

ームは同じ浸透圧差に対 してCFの 遊出量が圧倒

的に少な く,よ り対浸透圧安定性の高い リポソ

ームであることがわかった.

次に親株 とL型 菌については膜系脂質のみに

精製する必要があると考 え,分 画した リン脂質

系で行ってみ ると,親 株 よりもL型 菌の リポソ

ームの方が明 らかに対浸透圧安定性が高 く,安

定であるという確証が得 られた.

そ れでは リン脂質中で特に膜安定性に貢献 し

てい る分子種は何 であるか を知 る目的で,主 成

分であ りしかも組成変動の大きなPGとCLを 親

株お よびL型 菌 より分画精製 し,そ の リボソー

ムにつ いて検討 した. PGの みの リポソームに比

べCLを 加 えると安定性が増 し, CLの み の リポ

ソームは更に安定であった.し たがって, CLが

膜の安定性に大 きく寄与 していることが明確 と

なった.し か も,二 価 カチオンの添加 により親

株, L型 菌 いずれの リン脂質 リボソームも対浸

透圧安定性の増強が認め られたが,特 にCa2+の

影響が大であるという事実 も把握できた.ま た

りン脂質のみの系にコレステロールを添加す る

再構成実験により,対 浸透圧安定性の増強がみ

られた事か ら,コ レステロールの膜安定性への

寄与 も明らかにできた.

浸 透圧差によるリボソームのバース ト実験は,

菌 から抽出 ・精製 した脂質を用いるため,よ り

細菌細胞膜に近 い状態の人工膜での安定性の比

較 を行 うことができ,対 浸透圧安定性測定は膜

形態維持能力の比較にはより実際 を膜 した最適

の方法であるといえる.

結 語

蛍光色素遊出法 を応用して,細 菌細胞膜の対

浸透圧安定性測定法を確立 した.黄 色ブ ドウ球

菌およびその安定L型 菌 と, M. oraleを 供 試菌

として検討 を行った結果,以 下の如 き結論 を得

た.

1) 浸 透圧差によるリボソームのバース ト実験

は,菌 か ら抽出 ・精製した脂質 を用いるため,

よ り細菌細胞膜に近い状態の入工膜での安定性

の比較 を行 うこ とができ,対 浸透圧安定性測定

は膜形態維持能力の比較には より実際 を模 した

ものであるといえる.

2) S. aureus209P(親 株),そ の安定L型 菌(L

型菌)お よびM. oracleの リボソームを用いた実

験では,親 株, L型 菌, M. orale由 来 の順に浸

透圧差に対 してCFの 流出量が少な くなった.す

なわちこれが,膜 の安定性 を表現す るもの と考

えられる.

3) 脂質 の分画・再構成実験 で, CL自 身が細菌

細胞膜安定性に大 きく寄与 している ことが明 ら
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か となった.

4) 細胞 壁を有 さず生存しているM. oraleは,

その総脂質中約30%を 占めるコレステロールの

存在によ り,さ ちに安定性の高い細胞膜を有す

ることも明らかにできた.
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Studies on anti-osmotic stability of bacterial membrane lipids

by carboxyfluo rescein release.

Eiko NAGAMACHI

Department of Microbiology, Okayama University Medical School,

Okayama 700, Japan

(Director: Prof. Y. Kanemasa)

I have developed a method for measuring the anti-osmotic stability of liposomes prepared 

with lipids extracted from bacteria, using the release of carboxyfluorescein trapped in 

liposomes as an indicator. I also examined the sub-second physical changes of liposomes 

submerged in a solution of low osmotic pressure with a stopped flow spectrophotometer. The 

trapped carboxyfluorescein was released when the liposomes burst upon the inflow of excess 

water. Liposomes prepared with the lipids of a stable S. aureus L-form strain or Mycoptasma 

orate were more resistant to osmotic pressure than those prepared from the wild strain of S. 

aureus. It was found that cardiolipin enhanced the membrane-stability in S. aureus and 

cholesterol (about 30% of the total membrane lipids) in Mycoptasma orate. By the present 

method, the resistibility of membranes to low osmotic pressure could be determined precisely 

with extracted and purified bacterial membrane lipids.


