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緒 論

ブ ドウ球菌属 が強 い食塩 耐性 を示す ことは周知 の

事実で あ り.こ の特 性は臨床 的に もブ ドウ球菌(以

下 ブ菌 と略す)の 選択 分離 に利用 されて いる。通常

生理的食塩濃度 の培地 に発育 する ブ菌が10%以 上 も

の食塩含有培地 に増殖 した場合には,高 塩 に対 して

特殊な防衛機構 を有 す るよ うにな らな ければな らず,

又高〓透圧 に対処す ること も必要 で あろ う.

すで に報告 した如 く,外 界 の食塩 濃度 が145mMか

ら1900mMま で変化 して も,菌 体 内 一価 カチ オン量

は極 めて恒 常性 が維持 されてい ることを明 らか に し

た1).この恒常 性保持 のための環境適 応に は,ブ 菌細

胞の変化 に色 々な可能 性が考 えられ るが,著 者等 は

原形質膜の障壁 としての関与 に注 目し,原 形質膜の

主要成分 である燐脂質 中の カル ジオ リピンが著明 に

増加 し,し か もその構成脂肪 酸に枝 鎖型が増加す る

ことを認 めた2).

この よ うに障壁概念 に立脚 し耐 塩機構 を考 える場

合,細 胞表層 の最外側 に位置 す る細胞壁に対す る考

慮が,対 浸透圧 的意 義 も含 めて不可欠 とな って くる.

ブ菌細胞壁 はペ プチ ドグリカ ンと リビ トール テイコ

イ ック酸のお およそ同量 か らな り,前 者 は壁 に"固

さ"を 与 えている ことが知 らされてい るのに対 し,後

者の役割 は未 だ明 白に されてないが,一 部 にはイオ

ン輸送の 制御 に関与 す ることが報告 され ている3).著

者等 は本実験 において,細 胞壁 に塩濃度の異 なる培

養 条件下で形態的変化 が認 め られ るか否か を,細 胞

表層 の観察 に有力 な武器 であ るフ リーズ ・エ ッチン

グ法 を用 いて電 顕 観察 を行な った5).さらに細胞表層

の観察 を容易 に し,又 細胞壁 の組成解析 に も役立 て

る目的で, Flabobacterium sp.か ら得 たL-11細

胞 壁 溶 解 酵 素6)に よる段 階 的 消 化 を行 な っ た試 料 に

つ いて も同法に よる観察 を行 なった.

材料及 び実験方 法

供試菌株 及 び培養:教 室 保 存のStaphylococcus

 aureus 209Pを 使 用 し,終 濃度 が0.5%及 び10%に

な るよ うに食塩 を添加 したブイ ヨン培地で振盪培養

を行 ない,後 期 対数増殖期 で遠心 沈澱 によ り集菌 し

た.各 々の 培養 菌 は,そ れぞれNormal-ブ 菌及 び

10%-ブ 菌 と略称す る.

細胞壁 消化法:集 菌菌体 を生理 的食塩水 で2回 洗

浄,次 いで10mM Tris-塩 酸 緩衝液(pH7.2)で2

回再 洗浄 後, 0.8M蔗 糖 加 同 上緩衝 液 に再浮遊 せ し

めて, 1mg/mlの 菌液 を作 った.ブ 菌細胞溶解壁 酵

素L-11は, Flabobacterium sp.の 培養〓液 か ら

得 た粗 酵素(大 阪大学歯学部小 谷教授 よ り分与 を受

けた)か ら加藤 等の方法6)に よ り精 製 され,上 記菌

液 に湿菌1mg当 り0.2単 位 の割で添加 した. 37℃ の

水浴 中で振盪 しなが ら反応 を行な い,細 胞壁 溶解の

程度 は島津製作所Spectromic 20型 を用 い650nm,

におけ る濁度の変化 で追跡 した.所 定時 間後氷冷 に

よ り反応 を停止 し, 12,000xg 30分 間の遠心沈澱 によ

り,処 理細胞 を回収 した.

フ リー ズ ・エ ッチン グ法:未 処理細胞及 び処理細

胞 は,各 々0.8M蔗 糖 を含 む20%グ リセ リン溶液 に

浮遊 させ, 4℃ で5時 間放 置 した後,試 料台 に載せ

て,液 体窒素 で冷却 した フレオン12で 凍結 した.試

料 は4～10×10-6mm Hgの 条件下に置 き,切 断 を-110

℃及 びエ ッチングを-100℃ で行 なった.シ ャ ドウイ

ングはプラチナ ・カー ボン蒸着 で行 ない,次 いでカ

ー ボン蒸着 によ りレプ リカ膜 を作製 した.レ プ リカ

膜 は70%硫 酸 中で附着 試料片 を除去 した後,蒸 留 水

で洗浄 して検鏡 に供 した.フ リーズ ・エ ッチ ング装

置 は日本電子K. K. のEE-FED型 を使用 し,電 子顕

微鏡 は日本電子K. K. のJEM-7型 を用 いた.
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結果 と考 察

Ⅰ. Normal-ブ 菌及 び10%ブ 菌 の表層構造の比較

Normal%ブ 菌の フ リーズ ・エ ッチ ング像 を図1.及

び図2.に 示す.図1.は エ ッチ ングをやや強 く行 った

場合 の像 で あ り,図2.は エ ッチ ングの弱 い場合 の像

であ る.細 胞壁 の厚 さは210～260Aと 計算 され,そ

の微細構 造は粒子性構造 を もった約160Aの 外層 と,

粒子構造 がほ とん ど認 め られない約80Aの 内層か ら

成 ることが認 め られ た.こ の外層 を形成す る粒子群

は160～180Aの 直径 を有 し,細 胞壁 の化学分析 デー

ターや9細 胞 壁 にお ける リビ トールテ イコイ ック酸

の最 表 層 局 在の可能性 か ら7),おそ らくテイコイ ック

酸 とペ プチ ドグ リカンか ら成 る粒子 と考 えられ る.

これに対 して細胞壁 内層 はペプチ ドグ リカンの みか

ら成 ってい ると思 われ る.ブ 菌細胞 壁の微細構造 に

関 して, Suganuma8)は 超薄切片 法によ る観察か ら,

電子密度 の高 い外層 と電子密度 の低 い中間層及 び細

胞壁 と原 形質 膜 が融合 した内層 の3層 か ら成 ること

を報告 してい る.一 方, Futai9)等 はL-11酵 素処理

法 によ る細胞表層の観察 か ら, Suganamaの 報告 し

てい る第3層 は観察 されない ことを示 した.ブ リ-

ズ ・エ ッング法 による微細構造 の観 察はMorioka等

10)によ り行な われて お り
,細 胞壁 は多層構造 を有す

ることが報告 されているが,し か しその 多層構造 は

きわめて不明瞭 であ る.我 々の行な った結果 はFu

tai等 の報告 す る2層 構造 とよ く一致 し,又Stromi

nger7)の 化学分析 結果か ら画 かれ た想 定 図 と もよ く

一致 す る.

ひるが えって,カ ッテイ ングに よ り現 われ た細胞

膜表面(PM)を 見 る と,約150Aの 直径 を有す る粒

子 で均 一 に覆 われて お り,又 細胞 膜裏面(PM)は,

 PMに 比べて若干粒 子 性 に乏ぼ し く,約200Aの 直径

を有 す る粒子が平滑面 に散 見 された.

10%食 塩含有培地 で増殖 した菌すな わち10%-ブ

菌 のフ リーズ ・エ ッチング像 は図3.及 び図4.に 示 し

たち図3.は 強 くエ ッチングを行な った ものであ り,

図4.は 弱 いエ ッチングによ り得 られた像 である.図

3.と 図4.を 比 較 して最 も注 目 され るの は細胞壁構造

であ る.す なわ ち,エ ッチ ングが充分 に行われ た場

合 には280～300Aの 厚 さを有す る細胞壁 が良 く観察

されたが,エ ッチングが弱 い場 合には その構造 が非

常 に不鮮 明であ った(図4.). Normsl-ブ 菌 と比較 し

て, 10%-ブ 菌 では壁 の肥厚が著明 で約1.5倍 であ る

ことが判 り,他 方菌 自体 も大 きくな って いる ことが

示 された.こ れ らの現 象はすでにKanemasa等 が超

薄 切片 像観察 な どで明 らかに してお り11f)耐塩機構上

菌形増 大及 び細胞壁 の関与 は確実 と考 え られ る.

10%-ブ 菌 の原 形 質 膜表 面について は構成 す る粒

子 が,約100～120Aの 直径でかな り不均一 で あった.

 Normal-ブ 菌 と10%-ブ 菌 で原形質膜 の 粒 子 が異 な

3こ とは,細 菌細胞 におけ る多 くの酵素活性 が原形

質膜 に局 在す る膜蛋 白に存 す ることと考 え合せ て,

膜 機能 の変化 も考慮す る必要 があ り,目 下追研究 中

で ある.

Ⅱ. L-11酵 素処理細胞 におけ る細胞形態 の比較.

 Normal-ブ 菌及 び10%-ブ 菌のL-11酵 素処理 によ

る濁度 の推移 を図5.に 示 した. Normal-ブ 菌 におい

ては, L-11酵 素処理15分 まで急 速に減少 し,そ の後

35%の 比濁度減少 を示 した ところで プラ トーに達 し

た.一 方10%-ブ 菌で は,最初 の10分 間比濁度 は減少

し,そ の後一時的 に比濁度 が上昇 して, 15分 に ピー

クを有 す るシ ョルダーを示 した.な お も反応 を続 け

ると, Normal-ブ 菌 よ りやや低 くい40%の 比濁度減

少 の レベルで プラー トーに達 した.

図5.

図6.は, Normal-ブ 菌 をL-11酵 素 で5分 間 処 理

し た もの で あ る.矢 印 で 示 す ご と く,細 胞 壁 外 層 を

形 成 して い た粒 子 層 が,酵 素 処 理 に よ り,原 形 質 膜

か ら大 き く遊 離 した 像 と して 観 察 され た.し か も,

この 粒 子 の大 き さが 酵 素 処 理 に よ り変 化 しな い こ と

や, L-11酵 素 の 有 す る活 性 が 主 と してGlycyl-gl-

ysin-endopeptidase, D-alanine-glysin-endope-

ptidaseお よ びNAc-muramyi-L-alanine-amidase

活 性 で あ る こ とか ら12),この粒 子 は 殆 ん ど リ ビ トー ル

テ イ コ イ ッ ク酸 か ら成 る こ とが 想 像 され る.次 に酵

素 処 理 を さ らに長 く30分 間 行 な うと,こ れ らの粒 子

層 も認 め られ な くな り,細 胞壁 は全 く溶 解 も し くは

散 逸 した もの と考 え られ る.し た が っ て 原形 質 膜 表
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層 は完 全 に裸 出す るためPMは 非常 に鮮明 に認 め ら

れ全域が ほぼ均一 な粒子か ら成 ることが示 され た.

(図7.)

10%-ブ 菌にお ける酵素 処 理 像 は図8.及 び9.に 示

した.図8.は10%-ブ 菌 を10分 間L-11酵 素処理行 な

った もので あ り,ほ とん ど細胞壁成分 は認 め られな

か った.な お10分 間の酵素処理 は前述 の如 く比濁度

の一時上 昇す る点 に対応 す るが,そ の原因 とな るよ

うな形態 変化 は うか がわれなか った.図8.で 特筆す

べ き点 は細胞の割断面 の原形質膜 に接 した場所 に空

胞 様構 造(矢 印)が 認 め られた ことで ある.こ れは

Popkin等13)の 報 告 してい る350～500Aの 直径 を有

す る空胞型 メソゾーム と非常 に良 く一致す る像 で,

著者等 もこれ をメソゾーム と断定 して いる.我 々の

実験範囲 内で は,こ のメソゾ-ム が10%食 塩存在下

で増殖 した菌 に特異的 に認 め られ る給果 となったが

11)その生理的意義 に関 しては今後 の検討 を要す る。

他方酵素処理 によ り現 われた原形 質膜表面の粒子性

が, Normal-ブ 菌 に比較 して不鮮 明に なって い る

(PM)こ とが認 め られ た,次 に10%-ブ 菌 を, 30分 間

酵素処理 を行 なった ものの像を図9.に 示 した.図8.

と同様,細 胞壁 は全 く認 め られな くて,完 全 な プロ

トプラス トが形成 されてい ると思 われ た.こ のよ う

に細胞壁 は全 く認 め られないに もかか わ らず,分 裂

途中の細胞(左 端 の菌)が その形態 を良 く維持 して

いる.小 池等14)はブ菌 を リゾス タフ ィン処理 して得

たプロ トプラス トは球状及 び半月状の形態 を示 し,

その原形質膜 の表面 にはSilver-methenamine染 色

によ りムイ レンを認 めない ことか ら,原 形質膜 があ

る程度のrigidityを 持 ち形 状を保持す る ことを報告

して いるが,著 者等 の結果 もこの事実 を示 唆す る も

ので ある.

L-11酵 素処理細胞 の比較 にお いて, 10%-ブ 菌で

比濁度の一時的上昇 と云 う顕著な差異 が認 め られた

が,こ の ことは細胞表層 の構造 がNormal-ブ 菌 と10

%-ブ 菌 で質 的に も差異 が あ ることを示唆 して いる

もの と思 われ る.従 って,細 胞壁成分 にお ける差異

の検討 が必要 とな って お り,目 下 この点 に関 して研

究 中で あ る.

結 論

ブ ドウ球菌耐 塩機構 にお ける細胞表層 の役割の解

析 を フ リーズ ・エ ッチ ング法 によ り行 な った.さ ら

に細胞表層観察 をよ り詳細 に行な うために,細 胞壁

溶解酵素処理 を0.5%食 塩含有条件下増殖菌(Nor

mal-ブ 菌)及 び10%食 塩含有条件 下増殖 菌(10%-ブ

菌)に 行 な った試料 について も検討 を加 えた.

Ⅰ. 酵 素処理 細胞及 び非酵素処理細胞 において,

 10%-ブ 菌 はNorural-ブ 菌 に比 べ て約1.5倍 の大 き

さを有 してお り,さ らに細胞壁 も約1.5倍 の厚 さを示

した.し か し, 10%-ブ 菌細胞 壁構造 はエ ッチ ングの

程度 によ りその明瞭 さに差異 が認 め られた.こ の現

象 はNormal-ブ 菌 では認 め られない ことか ら,両 者

間において細胞 壁が質的 に異 なる可能性 が示 唆 され

た.

Ⅱ. 細 胞壁 溶解酵素の作用 を菌浮遊液 の濁度の減

少 でみ ると, Normal-ブ 菌 では処理 開始 後15分 ぐら

い までは比濁度 は急速 に減少 し,そ の後 徐々 にプラ

トーに達す るの に対 して, 10%-ブ 菌で は処 理 開始

後10分 まで は急速 に比濁度 の減少 が見 られ るが,そ

の後一時的 に比濁度 の上昇 が認め られた.こ の こと

も細胞壁 が質 的 に変化 してい ることを意味 してい る.

Ⅲ. Normal-ブ 菌 と10%-ブ 菌の原 形 質 膜表 面の

比較 において両者 間に粒子 性の差異が認 め られた.

この ことか ら原形質膜 にお ける種 々の酵素活 性 にお

いて量的 あ るいは質 的に変化 して いる ことが想定 さ

れ る.

稿 を終 わ るに当 り, L-11酵 素 の分与及 び御 助言 を

賜 わった ことを大阪大学歯学部小谷教授及 び加藤助

教授 に深謝 す ると共 に,本 研究 の推進 に技術的援助

を賜 わった共 同実験室林信男氏 に感謝 致 します.な

お本研究 は文 部省科学研究費(総 合研 究A)及 び 山

陽放送学 術文化財団研究助成金 に負 うところ大 であ

る ことを付記 致 します.
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図1.　 強 い エ ッ チ ン グ を 行 な っ たNormal-ブ 菌 の フ リー ズ ・エ ッ チ ン グ 像

CW:細 胞 壁, PM:原 形 質 膜 表 面

シ ャ ド ウ イ ン グ の 方 向 は 左 上 の 矢 印 で 表 示 し て あ り,ス ケ ー ル は1μ を 示 し て あ る.以 下 の 図 も 同 様.

図2.　 弱 い エ ッ チ ン グ を 行 な っ たNormalブ 菌 の フ リ ー ズ ・エ ッ チ ン グ 像

PM:原 形 質 膜 裏 面

図3.　 強 い エ ッ チ ン グ を 行 な っ た10%-ブ 菌 の フ リ ー ズ ・エ ッ チ ン グ 像

図4.　 弱 い エ ッ チ ン グ を 行 な っ た10%-ブ 菌 の フ リ ー ・エ ッ チ ン グ像

図5.　 L-11酵 素 処 理 の 効 果.処 理 はNormal-ブ 菌 及 び10%-ブ 菌 を0.8M蔗 糖 添 加10mM Tris-塩 酸 緩 衡 液 に

1mg/mlに な る よ う に 懸 濁 し た も の にL-11酵 素 を0.3単 位/ml添 加 し て 行 わ れ た.縦 軸 は%比 濁 度 を,横

軸 は37℃ に お け る 処 理 時 間 を 示 す.

a. L-11酵 素 非 添 加 対 称

b. L-11酵 素 添 加Normal-ブ 菌

c. L-11酵 素 添 加10%-ブ 菌

図6.　 5分 間L-11酵 素 処 理Normal-ブ 菌 の フ リ ー ズ ・エ ッ チ ン グ像

矢 印 は 細 胞 壁 外 層 を 構 成 す る 粒 子 の 遊 離 過 程 を 示 す.

図7.　 30分 間L-11酵 素 処 理Normal-ブ 菌 の フ リ ー ズ ・エ ッ チ ン グ像

図8.　 10分 間L-11酵 素 処 理10%-ブ 菌 の ブ リー ズ ・エ ッ チ ン グ 像

矢 印 は メ ソ ゾ ー ム 様 構 造 物 を 示 す.

図9.　 30分 間L-11酵 素 処 理10%-ブ 菌 の フ リー ズ ・エ ッ チ ン グ 像
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CONTRIBUTION OF CELL SURFACE TO SALT TOLERANCE

 OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS

-STUDIES BY FREEZE-ETCHING METHOD-

By

Ken-ichi TOMOCHIKA, Katsuko SASAI and

 Yasuhiro KANEMASA

Department of Microbiology, Okayama University

Medical School (Director: Prof. Jutaro TAWARA)

The role of cell surface in a haloresistant mechanism of S. aureus was analyzed by free-

ze-etching method. Our comparative studies were carried out on S. aureus cultivated in  0.5 %

NaCl containing medium (Normal-Staph) and in 10% NaCl containing medium (10%-Staph), as th

ey were or were treated with L-11 enzyme (cell wall lytic enzyme obtained from Flabobacteriu

m sp.).

1. As shown in photographs of non-treated and enzyme-treated cells, both the cell size

 and cell wall thickness of 10%-Staph increased to about 1.5 times Normal-Staph.

2. When Normal-Staph was exposed to L-11 enzyme, there occurred a gradual decrease

 in the OD. In the case of 10%-Staph, the OD showed a down-slope with a shoulder which rose

 in OD once at about 10 minutes after incubation.

3. The surface pattern of plasma membrane of Normal-Staph appeared to be made up of

 closely arranged spherical subunits. But in the case of 10%-Staph, the spherical subunits we

re indistinct and appeared to be sparsely located.
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