
Pseudomonas aeruginosa脂 質 組 成 の

細 胞 壁 欠 落 に と もな う対 応 変化

岡山大学医学部細菌学教室(主 任:金 政泰弘教授)

内 藤 伸 明

(昭和58年2月22日 受稿)

Key words: P. aeruginosa, Spheroplast,

L-form, lipid composition,

Cardiolipin

緒 言

細菌が最外層の細胞壁を欠落 して生育 してい

くためには,そ の内層の細胞膜に何 らかの対応

変化が生 じているのであろうこ とは容易に推測

される.黄 色ブ ドウ球菌の場合 には,壁 欠落に

ともない,細 胞膜の脂質組成が変化 し,同 時に

元来発現 していない コレステロール合成系が発

現 していることが示 されている1～3).これ らの変

化は,ブ ドウ球菌が硬い細胞壁 を欠落すると,

その表層構造の補強を細胞膜で代償 していると

考えられる.グ ラム陰性桿菌の場合 は,細 胞壁

の外層に外膜を有 してお り,ま た細胞膜脂質組

成は グラム陽性菌 とは異っているため,ブ ドウ

球菌の場合 と同等には考え難い.

Pseudomonas aeruginosaは 土 中,汚 水,人

の皮膚等に広 く常在するグラム陰性桿菌である.

か つ環境適応力が強 く,し か も元来弱病原性菌

であるにもかかわらず,近 時化学療法剤の普及

と共に菌交代症の主役 として現今の グラム陰性

菌感染症の主要原因菌の一つになってきている4).

その理由 としてP. aeruginosaは 多 くの壁合成

阻害剤に対 し自然耐性 であることと,効 果のあ

る高濃度の壁合成阻害剤な どで壁合成を阻害 な

いし欠落 しても生育す ることにあると考え られ

る.し か しその反面Pseudomonasの 壁 欠落菌,

す なわちL型 菌 はあま り分離 されておらず,ま

たその性状 も不 明な点が 多い5～9).そこで本研究

では, Pseubomonasが 細 胞壁を欠落する過程に

おいて,細 胞膜構成の脂質成分が如何に変化す

るか を調べた.そ の 目的のためスフェロプラス

ト,不 安定L型 菌の分離 を試み,そ の脂質組成

変化 を検討 し, Pseudomonasの 環 境適応性の一

面を解明しようと試みた.

材 料および方法

I.供 試菌 と培養方法

菌はPseudomonas areuginosa IFO-3455株

(以下親株 と略す)を 供試 した.培 養は普通ブイ

ヨン(日 水製薬)(以 下N培 地 と略す)と4%

NaClと0.5%イ ース ト・エキス トラクト(Difco

 Laboratories)を 含 むプ レイン ・ハー ト・イン

フュージョン(Difco Laboratories)(以 下L培

地 と略す)の2種 類 を用いた.大 量培養には,

 1/
100接 種 で,強 振盪 しながら37℃ で5時 間(N

培地 中)ま たは7時 間(L培 地 中)培 養 した.

集菌は12,000×g 10分 間 の遠沈でお こない,冷

生理食塩水または4%NaCl添 加0.05Mリ ン酸

緩衝液で2回 洗滌 した.

II.ス フェロプラス トの作成

N培 地で培養 した親株菌を,後 期対数増殖期

(O. D. 650nm=1.2)で 集 菌 し, Osbornの 方法10)

で スフェロプラス ト化 した.ス フエ ロプラス ト

形成は位相差顕微鏡で確認 し, 90%以 上 スフェ

ロブラス ト化 した菌液を12 ,000×g 20分 間の遠

沈で集菌 した.

III. L型 菌の誘導

上記の方法で分離 したスフェロプラス トの0.1

mlを10%馬 血清, 0.5M蔗 糖 および0.5%イ ー ス
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ト・エ キス トラ クトを添加 したブレイン ・ハー

ト・インフュージ ョン(BHI)培 地 に1%の 寒

天(和 光純薬)を 加えた平板培地(以 下LSC

培 地 と略す)に 接種 し, 30μg carbenicillin

(CBPC)含 有diskを 置 き, 37℃ で ガス ・パ ッ

ク法(BBL)に よ り嫌気的に培養 した.培 養10

日目にdisk周 辺 のコロニー を選び, LSC培 地

で上記 と同様の方法で継代 し,更 に7日 間培養

した,再 びdisk周 辺 に生育 したコロニー を選

択 し, CBPC 500μg/ml(Gripenin:藤 沢薬品)

を添加 したLSC培 地 で好気的に継代培養 を重

ねた. 8代 目継代時に典型的L型 菌 コロニーを

認め るようにな り, 9代 目よ りCBPC 2mg/ml

を含むLSC培 地 で継代 し,こ れを不安定L型 菌

とした.こ のL型 菌は, LSC培 地 から継代的に

馬血清 を漸減除去す ると4代 目から無血清培地

で充分成育 し,前 記L培 地にも馴化増殖 した.

膜 脂質分析のための供試菌はこの血清無添加L

培 地で培養 したもの を用いた.ま た培養は微弱

振盪 し,好 気的にお こなった.な おこのL型 菌

はCBPCを 含 まない培地で培養す ると, 10～14

日後 には全て親株に復 し,生 化学的特性 は全て

親株 と一致 した.

IV.脂 質の抽出および分析

集菌 した湿菌量の20倍 量のchloroform/me

thanol(2/1, V/V)混 液 で3回(1回 目, 2

時間, 2回 目, overnight, 3回 目, 3～4時 間)

抽 出して粗脂質 を得,こ れ をFolch静 置法にて

精製 した11).中 性脂質および リン脂質はUnisil

(100～200mesh, clarkson社)の カラム クロマ

トグラフ ィー(1×15cm)に よ り,分 別抽 出し

た.リ ン脂質の分析 は二次元薄層 クロマ トグラ

フ ィー(Silicagel. G, Merck社)(以 下TLC

と略 す)に よった.一 次元展開はchloroform/

methanol/H2O(65/25/4, V/V/V),二 次 元展

開はchloroform/methanol/7N-NH4OH(60

/35/4.5, V/V/V)で 行 った12).リ ン脂質の定

量はKates法13)で お こない,相 対含量はP比 で

表わ した.中 性脂質画分はTLC上 でpetrole

um ether/diethyl ether/acetic acid(82/18/

3, V/V/V)系 に より展開 し,標 準物 質 との

Rf値 によ り同定 した2). L型 菌 においては全菌

の脂質分析以外に膜分画の脂質分析 を行った.

図1)　 Pseudomonas aeruginosa IFO-3455の 増 殖

曲 線N培 地, L培 地 に1%接 種, 37℃ で

振 盪培 養

•œ-•œ N-broth

•¡-•¡ L-broth

図2)　 Fseudomonas aeruginosa IFO-3455よ り分

離 したL型 菌 の増 殖 曲 線

2mg/ml CBPC加L培 地 で37℃,弱 振 盪 培

養
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図3)　 Pseudomonas aeruginosa IFO-3455よ り分離 し たL型 菌 の コ ロ

ニ ー 形態

倒 立 位 相 差 顕微 鏡 ×40で 撮 影

L型 菌 膜分画は前処置 として全菌を10mMリ ン

酸緩衝液(PH 7.4)で 低 張処理の後, 10分 間超

音波処理(海 上電機, 19.5KHz)を 行 った.

 DNase, RNase処 理 後15,000×g 10分 間 で残

存菌体 を除去 し, 170,000×g 30分 間 で得た沈渣

を膜分画 とした.膜 分画か らの脂質の抽出お よ

び分析は全菌の場合 と同様に上記の方法に従った.

V.脂 肪酸の分析

Unisilカ ラムクロマ トグラフ ィーにより分別

抽 出した リン脂質画分 をTLCで 分 画精製 し,

各 リン脂質 を塩酸 メタノール法でエステル化 し

た脂肪酸 メチルエステルを,ガ ス クロマ トグラ

フ(Hitachi K53 GLC, FID)を 用 いて同定,

相 対量 を定量 した.脂 肪酸の同定はガスクロマ

トグラフにおいて標準物質 との保持時間(reten

tion time)の 比 較 とマ ススペ ク トロメ トリー

(Shimazu GCMS-9020 OF, CI-EI)に よった.

VI.電 顕観察

菌体 を0.1Mリ ン酸緩衝液(PH 7.4)で 調 製

した2.5%グ ル タールアルデハイ ドと2%四 酸化

オスミウムで固定 し,エ タノール系脱水後,酸 化プ

ロピレン置換 し,エ ポン812に 包埋 した.超 薄切

片はPoter-Blum MT-2Bウ ル トラミクロ トー

ムにて作製 し, 2%酢 酸 ウラニ ウム, Reynold

の クエ ン酸鉛による電子染色を行った.電 子顕

微鏡は 日立H-500型(加 圧電圧75KV)に よ り

観察 した.な おL型 菌の場合は,固 定操作 まで

は浸透圧調整のため4%NaClを 添加 した.

結 果

1.増 殖曲線 と形態変化

図1に 親株の増殖曲線を示 した.親 株は4%

NaClを 添加 した高塩培地に もよく増殖 し, N

培 地, L培 地 共にO. D.が1.2の 対数増殖期のも

のを実験に供 した.一 方L型 菌の増殖は親株に

比較 し非常 に緩慢であるが,血 清無添加培地で

も十分に増殖 した.し か し浸透圧調整剤のNaCl

を含 まない培地では増殖 は見 られなか った.
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図4, A

図4, B

図4)　 培 養 後 の 超薄 切 片 電 子 顕微 鏡 像(×40,000で 撮 影,押 入 ス ケー ル0.5μm)

2.5%グ ル ター ル ア ル デ ハ イ ド, 2%オ ス ミッ ク固定,エ ポ ン包埋,酢 酸 ウ

ラニ ウ ム,ク エ ン酸 鉛 に よ る後 染 色

A:親 株 菌 液 体 培 地 で5時 間 培 養

B: L型 菌 液 体 培 地 で6日 間 培 養
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表1　 LIPID COMPOSITION OF PARENT,

 SPHEROPLAST AND L-FORM OF

 P. aeruginosa

Dato were expressed as Percentage of total extracted lipid fraction

図5)　 親 株 菌 とL型 菌 の 中性 脂 質 の一 次 元薄

層 クロマ トグラ フ ィー

TG: triglycerides

P: Pigment

FA: fatty acids

DG: diglycerides

MG: monoglycerides

Silica Gel G薄 層 クロ マ トプ レー ト

展 開:一 次 元petroleum ether/die

thyl ether/acetic acid (82:
18:3, V/V/V)

図2にL型 菌のCBPCを 含 むL培 地での増殖曲

線を示した.コ ロニー形成単位(C. F. U.),湿 重量

ともに1%接 種量で12日 間測定 を行った. C. F. U.

では接種時2×103/mlが12日 目に1.6×107/ml

まで増殖 した.ま た湿重量でも12日 目まで漸次

増加傾向をとっていた.な お分析用供試菌には

L型 菌 として もっとも安定 に生育 している6日

目の もの も供試 した.

図3にL型 菌のL培 地上 での コロニー形態 を

示 した.特 有なfreid egg状 の コロニー を呈 し

ているこ とがわかる.親 株 とこのL型 菌の電子

顕微鏡像 を図4に 示 した.親 株は0.5～0.6×1.5

μmの 桿状 を呈 し,外 膜,細 胞壁,内 膜の構造

が確認され,細 胞内構造 も一定性 を示 している.

 L型 菌 は球状 多形性 を呈 し,細 胞壁は完全に欠

落 してお り,一 部外膜が残存 しているがほ とん

どの部分は細胞膜が露出していた.菌 体内構造

は親株 と比較 し リボゾーム,核 酸の密度が粗

で核域 の拡大 を認めた.

II.構 成 総脂質の変化

N培 地の親株菌, L培 地 の親株菌,ス フェロ

プラス トおよびL型 菌の リン脂質,中 性脂質,

糖 脂質の含有比を表1に 示 した.

親株菌は総脂質の92.9%が リン脂質であるが,

 L型 菌 では リン脂質は71.5%で 中性脂質が23.2

%に 相 対的に増加 していた.糖 脂質は含量 も少

ないが4者 の間に著明な差は認め られなかった.

またL型 菌の膜分画においては リン脂質70.8%,

中性脂質21.0%,糖 脂 質8.2%で あ り, L型 菌 全

菌 との差異は認め られ なか った.

III.中 性脂質の分析

図5に 親株菌 とL型 菌の中性脂質のTLCパ

ターンを示 した.図 か らも明 らかな如 くL型 菌

ではFatty acidの 増 加 が み られ,そ の他 の

Triglyceride等 に は著明な変化は認め られなか

った.

IV.リ ン脂質組成

親株菌 とL型 菌の リン脂質の二次元TLCパ

ターンを図6に 示 し,各 成分比 を表2に 示 した.

 N培 地 での親株菌ではPhosphatidyl-ethanola

mine(PE)が72%で 主 体を占め,以 下Pho

sphatidylglycerol(PG)が15%, Cardiolipin

(CL)が8%, Phosphatidylcholine(PC)が4

%で あ る. 4%NaClを 含 むL培 地ではCLが

18%に 増 加 し, PEは 相 対 的に61%に 減 少 して
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図6)　 親 株 菌 とL型 菌 の リ ン 脂 質 の 二 次 元 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィー

Or:原 点

PE: Phosphatidylethanolamine

PG: Phosphatidylglycerol

CL: Carbiolipin

PC: Phosphatidylcholine

FA: fatty acid

NL: Neutral lipid

Silica Gel G薄 層 ク ロ マ トプ レ ー ト

展 開:一 次 元chloroform/methanol/H2O

(65:25:4, V/V/V)

二 次 元chloroform/methanol/7N-NH4OH

(60:35:4.5, V/V/V)

表2　 PHOSPHOLIPID COMPOSITION OF

 Parent, spheroplast and L-FORM OF

 P. aeruginosa

Data were expressed as percentage of phosphorus In total phospholiolds.

い る.ス フェロプラス トはPEが72%でCLは

13%で あるが, L型 菌 ではCLが27%に 増加 し,

 PEは 逆 に53%に 減 少 している. CL含 量 はま

たL型 菌の継代に よって も異な り,表 に示 した

結果は継代32代 目の菌であるが, 25代 目ではCL

表3　 FATTY ACID COMOSITION OF THE

 VARIOUS PHOSPHOLIPID SPIECIES

Values were expressed as X

は16%, 45代 目の ものでは34%ま でCLが 増加

してお り,不 安定L型 菌の継代代数によりCL

が増加す る傾向 を示 した.

又CLの 増加 は リン脂質内相対的増加のみで

はな く絶対量においても増加 している.
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なおデー タには示 していないが, L型 菌 の膜分

画より得られたリン脂質組成は全菌から得られたも

のとまったくかわらなかったことを強張 しておく.

V.脂 肪 酸分析

親株 とL型 菌の各 リン脂質の主たる構成脂肪

酸の分析結果 を表3に 示 した. L型 化 に ともな

い主た るリン脂質 であるPE, CL, PGに お いて

C16:1お よびC18:1の 不飽和脂肪酸が減少する傾

向があり,前者において特にその傾向は顕著であっ

た.また特異な現象 として親株にはほとんど認めら

れなかったC17cyc, C19cyc, Cl8-OHが 出現 した.

考 察

Pseudomonas aerginosaのL型 菌の分離,性

状につ いては, Hubert5), Bertolani6), Braude7),

 Kaganら8)の 報告があるが,一 般に緑膿菌は,

 carbenicillin, sulbenicillin,以 外 のpenicillin

系抗生物質に対 し強い抵抗性 を示すため, L型

菌 の分離は困難である.

本研究ではグラム陰性桿菌であるP. aeru

ginosaの ス フェロプラス ト化,不 安定L型 化に

おけ る膜欠落過程 での脂質組成変化,な らびに

細胞膜形態変化 を検討 した. L型 菌 の分離方法

についてHubertら5)はcarbenicillin加 濃度勾

配培地 で連続培養 を行 いP. aeruginosaのL型

菌 を分離 しているが,本 実験供試菌ではcar

benicillin単 独 でL型 菌 を得 ることは難か しく,

したが ってlysozyme-EDTAを 用 いてまずスフ

ェロプラス ト化 し,次 にcarbenicillin添 加 培地

を用いてスフェロプラス トからL型 菌への誘導を

行った.一 般にL型 菌の誘導には浸透圧調整剤,

血清,壁 合成阻害剤等が必要とされるが,本 実験

では10%馬 血清加BHI培 地 に浸透圧調整 として

0.5M蔗 糖,な らびにcarbenicillinを 添加 し嫌

気的に培養 を行いL型 菌の分離を行った.ま た

細胞壁欠落に ともないL型 菌はこわれ易 く,特

に機械 的刺激に弱い14).し か しL培 地に適応 し

た後の液体培養においては,静 置培養では増殖

が悪いため,微 弱振盪 し好気的に培養 を行わ ざ

るを得 なかった.

本研究での脂質分析にはP. aeruginosaの 親

株,ス フェロプラス トおよびL型 菌の全菌 を用

いた.こ の三者の脂質分画においてL型 菌の中

性脂質が増加 していた.細 菌の脂質はほ とんど

膜中にのみ存在 している と考えられるが,こ の

L型 菌で増加 している中性脂質がすべて膜中に

存在するものかいなか を, L型 菌 の膜 を分離 し

分析 を行 った.そ の結果,膜 分画 と全菌か らの

脂質分画に差は認め られなかった.し たが って

親株,ス フェロプラス トおよびL型 菌の全菌か

ら抽出 して得 た脂質の分析結果はすなわち膜の

脂質組成 を反映 していると考えられ る.

P. aeruginosaは 元来弱い耐塩性 を有 している

が,本 実験に用いたL培 地は4%NaClを 含ん

でいる. L培 地 で生育 した菌はNaClを 含 まな

いN培 地で生育 した ものに比べて,表2に 示 し

た如 くCLが 相対的に増量している.こ れは黄

色ブ ドウ球菌に認め られた耐塩性変化 と類似 し

てお り,そ の意義は黄色ブ ドウ球菌で示された

もの と同 じであろう15).

P. aeruginosaが スフェロプラス ト化またはL

型 化す るにともない膜 リン脂質組成変化はCL

の増加であ り,特 にL型 化 での増加 は著 しい.

しか もL型 菌 を継代す るほど著明になり,ま た

それ と併行 してL型 菌の親復帰率は低下す る.

その相関性や メカニズムの解明にはさらに詳細

な研究が必要である.グ ラム陽性のブ ドウ球菌

では, PGとCLが 膜 脂質の主体 を占め,そ れ

がL型 化す ると, PGがCLに 転 換 し, CLが50

%以 上 占め るようになることが報告 されている3). 

P. aeruginosaの 場 合は,グ ラム陰性菌の共通的

性質 としてPEが 主体 を占め, CL, PGは 少量

しか認め られない.し か もCLが 増 加 してもPE

が相対的に減少 していた.こ の代謝経路につい

ては更に検討を加 える必要があろう.し か し現

実にCLが 増量 していることは,示 差熱測定法

による相転移点の高温シフ トに示 された如 く,

 CLがL型 菌の膜の硬さの補強をしているとみ

られる16).一 方 リン脂質構成脂肪酸のL型 化に

おけ る変化 をみ ると, C16:1が 減 少 し, Cl6.0が

あ る程度増加す るとともにシクロプロパン脂肪

酸 も増加が認め られ た. C16:0等 の飽 和脂肪酸

の増加においても相転移点の高温シフ トがおこ

るが,こ の シクロプロパン脂肪酸に関 しては相

転移点の高温シフ トをおこす17),も しくは関与

しない18)とい う報告 もあ り,相 転移に対す る影
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響は明らかでないが,シ クロプロパン脂肪酸 で

は相転移点 を低下 させ ることはない と思われる.

したがって膜 リン脂質構成脂肪酸の変化におい

て もある程度膜の硬さの補強 を行 っているもの

と考 えられ る.ま たL型 菌でも同様にProteus

 mirabilisでC17cyc, C19cycが 増 えるという報

告 もあるが19), P. aeruginosaの 親株菌でも長期

培養 により同様の現象がみ られ る20)ことか ら,

この シクロプ ロパ ン脂肪酸の増加 がL型 化に

いかなる生理的意義 をもつかは今後の問題 とし

て追求が必要 と思 われる.

結 語

親株 よ り不安 定L型 菌 の分 離,誘 導 には,

 carbenicillin, 10%馬 血 清,浸 透圧調整剤 とし

て0.5M蔗 糖 の三者を用い嫌気的条件にて施行 し

た.親 株の リン脂質は膜脂質組成中92.9%を 占

めているのに対 し, L型 菌 では71.5%で リン脂

質中CLは 親株 に対 し約20%ま で増加 していた.

またCLの 相対量は継代に ともない増加 し,逆

にL型 菌の親復帰率は減少 をきたした.ま たL

型 菌の脂肪酸組成ではC16:1が 減 少 し, C16:0の

増加 と,特 異的にC17cyc, C19cyc, C18-OHを 認

めた.こ の ようなCLの 増加や,脂 肪酸組成の

変化はL型 菌が細胞壁の補償手段 として膜の硬

さを補強 し,自 ら生物学的な環境適応反応 を起

しているもの と考え られた.
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The effects of removing the cell wall on the lipid composition of the plasma membrane 
of Gram-negative Ps. aeruginosa were examined, and compared with the effects ob

served with Gram-positive bacteria like S. aureus (Hayami et. al, Microbiol. Immunol. 
23(6), 1979). The L-form, which was derived from Ps. aeruginosa IFO 3455 by treatment 

with EDTA-lysozyme, was comprised of 71.5% phospholipids(PL), 5.3% glycolipids(GL) 
and 23.2% neutral lipids(NL). The phospholipids included phosphatidylethanolamine

(PE), cardiolipin(CL), phosphatidylglycerol(PG), and phosphatidylcholine(PC) at the 
relative concentrations of 53, 27, 12, and 5%, respectively.

In comparison with the bacterial form, neutral lipids and CL content was higher in 

the L-form, but PE was lower. Fatty acid analysis showed that the L-form contained 
more C16 saturated fatty acid than the bacterial form. The L-form also contained the 
C17cyc' C19cyc' and C18-OH types of fatty acids which were not detected in the bacterial 
form.

These findings are similar to those obtained with S. aureus, indicating that the 

phospholipids and fatty acids in the plasma membrane play an important role in adap
tational changes or compensation for the loss of the cell wall.


