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緒 言

Lactobacillus属 細 菌 は,卵 白 リゾチ ー ム を

は じめ 各種壁 溶解酵 素 に対 して一般 に弱 い感受

性 しか示 さず,そ のため に本属 菌につ いての 完

全な プロ トプラ ス ト形成 の報告 はほ とん ど認め

られ ない.し か しなが ら,本 属 菌はStrepto

myces globisporus 1829培 養 上 清 よ り単 離精 製

され たend-N-acetylmuramidase(以 下M-1酵

素 と略す)に 対 しては感受性 を示 す.本 酵素は

蛋 白分解 酵素活性 の 混入 も非常 に少 な く, La

ctobacillus属 細 菌 のプロ トプラス ト形成 に有用

な酵 素 と考 えられ る1)

著 者等 は,今 まで全 く不 可能 であ ったLac

tobacillus casei var. rhamnosus(以 下, L.

 rhamnosusと 略 す)の プロ トプラス トを, M-1

酵 素 処理 に よ り短 時間 にかつ 高率 に 形成 し,か

つ形成 され たプ ロ トプ ラ ス トが良 く生理 活性 を

保持 して いる こ とを報告 した1).こ の 場合,浸 透

圧 調節物 質 として二 糖類 また は三 糖類 の存在が

不 可 欠であ り, L. rhamnosusのM-1酵 素 に対

す る感受性 が上 記の糖 質 の存在 で著 しく増強 さ

れ る現 象 を認め た.

口 分 田は2), Lactobacillus属 細 菌に対す るM-

1酵 素 作用機 序 を解析 して, L. rhamnosusに お

いては前述 の如 くM-1酵 素 作用 を示すためには

酵素処理 時 に二 または三 糖類 が必要 であ るが,

 L. plantarumで は 糖 質存 在の有無に関係 な くM-

1酵 素 に対 して強 い感受性 を示 す ことを報 告 し

てい る.

本 研究 にお いて は,こ のM-1酵 素 感受性の 異

なるL. rhamnosusお よびLplantarumの2

菌 種 のM-1酵 素 処理 に よるプ ロ トプラス ト形成

過程 の比較検 討 を電子 顕微鏡 観察 に よ り行 った.

そ の結 果,両 者のM-1酵 素 感 受性の差 は, M-1

酵 素 作 用部位 の違 いに 起因す る こ とが明 らか と

な り,両 菌種の 表層構造 の相違 を示唆 す る興 味

あ る知 見 を得 た.

材 料 と 方 法

1)供 試菌お よび培養

供 試菌 は, L. casei var. rhamnosus(以 下L.

 rhamnosusと 略 す)ATCC 7469,お よ びL.

 plantarum ATCC 8014で あ る.培 地 はdeV

-ries培 地3)を 改 変 した もの で,培 地11中 の 組

成 はneutrient broth, 12g; yeast extract, 5g;

 Tween 80, 1ml; K2HPO4, 2g; MgSO4・7H2

O, 0.19; MnSO4・4H2O, 0.025g; glucose,

 10gで,こ の培地 の最 終pHは6.8で あ る. glu

cose液 お よびMgSO4とMnSO4液 は別個 に高

圧 滅菌 後添加 した.な お培養 は37℃ 静 置 条件 で

行 った.

2) M-1酵 素 処理 条件

L. rhamnosusお よ びL. plantarumは ,対

数増 殖後期 あ るいは定常期 初期 の細菌 を供試 し

た.培 養後 の菌 は, 5,000×g, 10分 の 遠 心 分 離

に よ り集菌, 20mMリ ン酸 緩衝 液(pH7.0)で

2回 洗浄後,同 一 緩衝 液に懸濁 し菌 浮遊液 と した .

たM-1酵 素 に よる細 胞壁 の消化度 は,島 津UV-

200S分 光 光度 計 を使 用 して, 37℃ 恒 温 条件 にお

け る650nmの 濁 度変化 を自記記録 して測定 した.

反 応 液 は,最 終3mlの20mMリ ン酸 緩衝 液
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(pH7.0)中 に0.6～0.8mg乾 燥 菌体 量(3mg

湿 菌 量)を 含む 条件 で, 37℃5分 間の イ ンキュ

ベー ト後, M-1酵 素 を添加 して反 応 を開始 した .

プ ロ トプ ラス ト形 成時 には,上 記 反応液 に浸透

圧 調節物 質 として0.75M sucroseを 添 加 した.

3)電 子 顕微鏡 試料 の作 製法

M-1酵 素 処理前 お よび処理 後の 試料 は, 20m-

Mリ ン酸 緩衝 液(pH7.0)に 溶 解 した2 .5%グ

ル ター ル アルデ ヒ ドにて0℃1時 間 固定 後前 記

緩衝 液に て2回 洗浄 し, 2%オ ス ミック酸 を含

む上 記緩衝 液 中に て さらに2時 間固定 を行 った .

固 定 後の試 料 は,緩 衝 液 で1回 洗浄 し,エ タ ノ

ー ル系列 にて 脱水後
,エ ポ キシ樹 脂に 包埋 固化

した.固 化 した試料 の超 薄切 片は, Poter-Blum

 MT-2Bウ ル トラ ミクロ トー ム に よ り作 成 した.

超 薄 切 片試 料 は, 2%酢 酸 ウ ラニ ー ル お よび

Reynoldsの ク エ ン酸鉛 に て 二 重 染 色 し,検 鏡

した.

結 果

1. L. rhamnosusお よ びL. plantarumのM-

1酵 素 に よ る溶菌に 及ぼすsucroseの 影 響

L. rhamnosusお よ びL. plantarumをsuc

roseの 存 在および 非存在下 に てM-1酵 素 処理 を

行 った. Fig. 1に 示 したご と くsucrose非 存 在

Fig. 1 L. rhamnosusお よ びL. plantarumのM-1

酵 素 処 理 に 及 ぼ すsucroseの 影 響.菌 懸 濁 液

は,両 菌 と も に1mg湿 菌 量/mlに 調 整 し1.5

μg/mlのM-1酵 素 を 添 加 した. +Sucと は,

菌 を0.75M sucroseに 懸 濁 し た も の で あ る.

-: L. rhamnosus

---: L. plantarum

下 でM-1酵 素 処理 を行 った場合, L. rhamno

susは ほ とん ど感受性 を示 さな い に もかか わ ら

ず, L. plantarumは 著 しい濁 度の減少を示 した.

と ころが両菌 懸濁 液 に0.75M sucroseを 添 加 す

る とODは 瞬 間的 に約1/2に 下 降 し,こ れ にM-

1酵 素 を添加 す る と両 菌種 共 に 添加 後 に著 しい

濁度 の減 少 を示 した.し か も, L. plantarumの

方 が よ り強いM-1酵 素 感受 性 を示 した.こ の よ

うに,両 菌種 間 にはM-1酵 素 に対す る著 しい感

受性 の差 異が認め られ た.以 下の実 験 にお いて

は,前 述のM-1酵 素 感受性 の差 異がいか な る細

菌表 層構造上 の相違 に基づ くか を明 らか にす る

ため に, M-1酵 素 処 理過 程の 経時的 変化 を電子

顕微鏡 観察 に よ り調 べ た.

2. L. rhamnosusお よびL. plantarumの

微 細構 造比較

M-1酵 素 添加 前 の両菌種 の微 細構造 を比 較す

るため に,両 菌種のsucrose添 加 前 後の 形態 を

調べ た.

Fig. 2に はL. rhamnosus, Fig. 3に はL.

 plantarumのsucrose添 加 前 の菌体の微細構造

を示 した. L. rhamnosusは 菌 体 縦断 面 で の 長

軸短軸 比の大 きい長 い菌型 をしてお り,細 胞壁

お よび細胞 膜 ともに 凹凸の 激 しい構造 を してい

る.細 胞壁 は非常に電 子密度 が低 く,細 胞壁部

分に は何 らの特徴的 な微細構 造 を認め なか った.

 L. plantarumは 卵 円形の短桿 菌 で細胞 壁の電

子密度 も高 く,細 胞 壁中に は不鮮 明 なが ら層状

構造が 観察 された.な お細 胞壁構 造の観 察 を容

易にす るため,以 下 の実験 にお いては,若 干厚

めの超 薄切 片試料 を鏡 検 した .

両 菌 を0.75M sucroseに 懸濁す る と前 述の ご

と く菌 液の濁度 は著 し く減 少す るの で,こ の過

程 での 形態学 的変化 を明 らか にす るためsucro

se添 加 時の両菌 種の微 細構造の変化 を調べ た .

Fig. 4aお よび4bに はL. rhamnosusの 微 細

構 造, Fig. 5aお よ び5bに はL. plantarumの

微 細構造 を示 した.

L. rhamnosusは 高 張 条件 下 に 移 す と菌体 の

著 しい収 縮 を きた した. Fig. 4aお よ びFig.

 4bに 示 され るご と く細胞 質の収 縮に伴 ない細 胞

壁は細 胞膜に結合 した まま収 縮 し,過 剰 とな っ

た細胞壁 が突 出 した像 を示 した .ま た, Fig. 4a
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Fig. 2 L. rhamnosusの 微 細構造.

20mMリ ン酸緩衝液に懸濁 したL. rhamnosusの 微 細構造を示 している.写 真 中

の スケールは0.5μmを 示す.以 下の電子顕微鏡写真中のスケール も同様 である.

Fig. 3 L. plantarumの 微 細 構 造.

20mMリ ン酸 緩 衝 液 に 懸 濁 したL. plantarumの 微 細 構 造 を示 し て い る.



748 船 橋 達 天

Fig. 4 L. rhamnosusの 原 形質分離像.

菌 体を0.75M sucrose加20mMリ ン酸級衝液に懸濁直後の微細構造 を示 している.

 aは 菌体 の縦断像 を, bは 菌体の横断像 を示す.
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Fig. 5 L. plantarumの 原形質分離像.

菌体 を0.75M sucrose加20mMリ ン酸緩衝液に懸濁直 後の微細構造を示 してい

る. aは 菌 体の縦断像 を, bは 菌 体の横断像 を示す.
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Fig. 6 M-1酵 素処理L. rhamnosusの 微 細構造.

1.5μg/mlのM-1酵 素 添加2分 後(a),お よび5分 後(b)の 菌 体微細構造 を示 し

ている. aで は菌体先端部 および隔壁部の消化が進行 している. bで は 側壁部 の

進化が進行 しているが消化の度合は両側で異っている.原 形質分離像は観察 され

ない.
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Fig. 7 M-1酵 素処理L. plantarumの 微 細構造.

1.5μg/mlのM-1酵 素 添加2分 後(a)お よび5分 後(b)の 菌体微細構造を示 して

いる. a. b共 に菌体側壁部の消化が進行 している. aで は杆菌状のプロ トプラ ス

トが観察 される.
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Fig. 8 L. rhamnosusプ ロ トプラス トの微細構造.

1.5μg/mlのM-1酵 素 添加8分 後の菌体 を示 したが,ほ ぼ完全にプ ロ トプ ラス

ト化 していた.メ ソゾームに富むプロ トプラス トが多く観察された.

Fig. 9 L. plantarumプ ロ トプラス トの微細構造.

1.5μg/mlのM-1酵 素 添加8分 後の菌体 を示すが,完 全にプ ロ トプラス ト化 し

ていた.原 形質膜が破線状に示されている.
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お よ び4bに お いて,前 述 の細 胞壁 突 出部 の 構

造 が一部 破壊 され たが ご とき像 も観 察 された.

しか もFig. 4aに 示 した菌体 の縦 断面に おいて,

原 形質分 離 間隙に 突 出 した メ ソゾー ム構造 が 多

く観察 され る.

他 方, L. plantarumで は 大 多数の 菌 に お い

て明確 な原 形質分 離像 が観察 され,細 胞 膜は収

縮の結 果完全 に細 胞壁 か ら遊 離 して いた.

Fig. 5aお よ びFig. 5bよ り明 らか な よ うに,

細 胞壁 の最 下層 には電子 密度 の高 い層が 存在 し,

そ れ よ り外 層側 にお いて も若 干電子 密度 の異な

る層状 構造 が観察 され た.

3. M-1酵 素 添加後 にお ける表層微 細構 造の

変化

前 述の0.75M sucroseに 懸 濁 した細胞 を37℃

で5分 間 イ ンキュベ ー ト後, 1.5μg/mlのM-1

酵 素 を添加 して 細胞壁 の消化 を行 った.

Fig. 6aお よ びFig. 7aは, M-1酵 素 添 加2分

後の 両菌細 胞の微 細構 造 を比 較 した もの であ る.

この 時に両 菌細 胞共 に全 く原形質分 離像 を示 さ

なか った. L. rhamnosusで は 細 胞壁 の 消化 が

菌の 先端部 お よび隔壁部 に おいて顕 著に観察 さ

れ,側 壁部 にお け る消化 は あ ま り観 察 され なか

った(Fig. 6a).ま た,本 菌 にお いて は この時

間 内での細 胞横 断面 におけ る細胞壁 の消化像 は

ほ とん ど観 察 されなか った.一 方, L. planta

rumお い ては,酵 素処 理開 始2分 後です でに細

胞壁 の完全 に消化 され たプ ロ トプ ラス トが観 察

され たが,こ の時 点 でのプ ロ トプ ラス トは菌 の

形状 を有 してお り,球 形化 してい なか った(Fig.

 7a).ま た,消 化途 中 の細 胞 に お い ては まず側

壁部 か ら消化 が進 行 し,菌 端部 の細胞壁 が無傷

で存在 す る像 も多 く観察 され た.

Fig. 6bお よびFig. 7bは,よ り消 化 の 進 ん

だ酵素 添加5分 後 におけ る両細 胞の微細構 造 を

示 した. L. rhamnosusに お い ては,菌 の先端

部 で細 胞壁の離 脱 とメソゾーム の突 出が 観察 さ

れ(Fig. 6b),ま た, Fig. 6bの 中 央部 に示 され

た菌 で は,側 壁 の細 胞壁 におけ る消 化像 が両端

で著 し く異 って い た. L. plantarumで は, Fig.

 7bに 示 したよ うな壁消化 の進 行の遅 い細 胞で も

両側 消化像 が ます ます 明 らか に なって いる.

4. M-1酵 素 処理 に よ り形成 された両菌 プ ロ

Fig. 10 L. rhamnosusお よびL. plantarumの

M-1酵 素処理時における菌体形態変化の模

式図.

原 形質膜は破線で,細 胞壁は実線で示 した.

トプラス トの微 細構造

M-1酵 素 処理8分 後 には両菌共 にほぼ完全 に

プ ロ トプ ラス ト化 していた.両 菌の プ ロ トプ ラ

ス トの微 細構造 をFig. 8お よびFig. 9に 示 し

た. L. rhamnosusプ ロ トプ ラス トは,非 常 に

明瞭 な細 胞膜 で囲 まれ てお り,そ の厚 さは約70

Aで あ った.ま た本菌 の メソゾーム は良 く発達

してお り,細 胞 膜 よ りの突 出部 も明確 に観 察 さ

れ る(Fig. 8).一 方, L. plantarumプ ロ トプ

ラ ス トでは,細 胞膜の境 界が非 常に不 鮮明 で,

不 連続 な点の集 ま りとして観察 され た(Fig. 9).

膜 の 厚 さもL. rhamnosusの 約 半 分 であった.

本 菌プ ロ トプ ラス トに おい ては メソゾーム は全

く観察 され なか った.

考 察

Lactobacillus属 細菌は卵 白 リゾチームに対

して非常に弱い感受性 または全 く感受性を示さ

ないため,本 酵素 を用いてのプロ トプラス ト形

成の試みには非常な困難を伴 う.こ れ以外の酵
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素 に よる試み も多 くの研 究者 に よ りな されて い

るが4),い ず れ の 研 究 にお いて も良好 な成績 が

得 られ て いな い.

著 者 等1)は, Streptomyces globisporus 1829

株 培 養 上清 よ り精 製 され たendo-N-acetylmu-

ramidase(M-1酵 素)を 用い てL. rhamnosus

の プ ロ トプ ラス トを短時 間にかつ 高率 に形成 す

る条件 を見 い出 した.ま た 口分 田2)は, 6種 の

Lactobacillus属 細 菌 に お け るM-1酵 素 感受 性

を調べ,そ の 細胞 壁分解 形態 の違 いか ら各菌 種

間 の表層 構造 の差 異に検 討 を加 えた.

著 者 は,前 述の 報告 に基づ きM-1酵 素 感受 性

が 著 し く異 って いたL. rhamnosusとL. plan

tarumの プ ロ トプ ラス ト形成過程 の電子顕微 鏡

観 察 を行 ない, M-1酵 素 感受性 の差 を示す 形態

学 上 の相違 に検討 を加 え た. Fig. 10に 結 果 を要

約 した如 く,両 菌 は高 浸透圧 条件下 での 原形質

分 離 お よびM-1酵 素 に よる細胞壁 消化 像 に 著

しい違 い を示 した.

L. rhamnosusはM-1酵 素 消化 にsucrose存

在 を必須 とす る.す なわ ちsucroseに よ る原形

質分 離が 消化 に必要 な過程 で ある とす るな らば,

口分 田が推 論す るよ うに細 胞壁表 面 を外側 か ら

陰蔽 す る物 質 の存在 が考 え られ る.か か る成分

と しては まず規 則的 配列構 造 であ るregular

 arrayが 考 え られ るが,著 者 の得 た電顕像 では

認め られ るべ き構造 物は存 在せ ず,増 田 らの報

告 で もL. rhamnosusに はregular arrayは 存

在 しな い とされて い る5).さ ら にWickenら は

本菌 に はrhamnose-containing R-polysaccha-

ride(R多 糖 体)が 存在す る株 が あ り,し ば し

ば英 膜状 に外 層 を覆 うと指摘 してい る6),本 実

験 に供試 したL. rhamnosus ATCC 7469は,

培 養 条件 によ りR多 糖体 の含量が 変動 し,ま た

本物 質がM-1酵 素 による細胞壁消 化 を妨 げ る程

の量 で あ る確証 は得 られ なか ったが,本 物質か

あ るいは 全 く異 る未知 物質 が菌表 面 を覆 いM-1

酵 素 不 感受性 を与 える可能性 は考 え られ る.原

形質分 離 後のM-1酵 素 による消化が菌端部 か ら

始 り時間経過 に よる消 化の進 行に部 分的不均 一

が 認め られ るの は,原 形質分 離が不 均一 に起 る

こ と と関連 が ある と思 われ るが,今 までに得 ら

れ た結 果か らは明解 な結論が 出来 ない状態 である.

L. plantarumはM-1酵 素消化にsucroseの

存在 を必ず しも必要 としない.し か も消化は菌

の側壁部か ら始 るという特異な像 も著者は明ら

かにしている.本 菌の表層に関す る報告はさし

て多 くはないが,細 胞壁に タイコ酸(Ribitol

teichoic acid)が 存在することが指摘 されてい

る7).し か もこのタイコ酸は一般に細胞壁形成

後時間を経過す る程に量を増 し完成されること

が明らかにされている.一 般論でいわれる如 く

菌発育にともなう細胞壁伸長は菌体 中央部に起

こるとするならば, M-1酵 素抵抗性のあるタイ

コ酸の比較的少ない菌中央部か ら消化が始まる

のは当然の事 と考えられる.

今後は,か か る未知あるいは既知の細胞壁構

成物質の存在または局在性を生化学的および免

疫化学的解析により明らかにし, Lactobacill

us属 細菌のM-1酵 素感受性 の菌種特異性 によ

り詳細な解析を加 えたい.

要 約

Sucrose非 存 在下 でM-1酵 素 感受性の著 しく

異な るL. rhamnosusとL. plantarumのM-1

酵 素 に よるプロ トプラス ト形 成過程 の微 細構造

の電子顕微 鏡観 察 を行 った.両 菌共 にsucrose

存 在 下 でM-1酵 素 感受性 を示 し,プ ロ トプ ラス

ト形成 が観察 された.両 菌 は,高 浸透圧 条件 で

の原形 質分離像 お よびM-1酵 素 による細胞壁 の

消化像 に著 しい差 を示 した. L. rhamnosusで

は 細胞 壁消化 が菌体先端 部 お よび隔壁部 で進行

す るの に対 して, L. plantarumで は 菌 体側 壁

部 の消化 のみが 進行 してい た.し か しなが ら,

 sucrose非 存 在下 におけ る両 菌のM-1酵 素 感受

性 を反 映す る と考 え られ る表 層微細 構造 は全 く

観察 されなか った.

謝 辞

稿 を終えるにあたり終始御 懇篤なる御指導,御 校

閲いただきました金政泰弘教授に深甚の謝意を表 し

ます.併 せて御指導 ・御援助賜わ りました友近講師,

平井助手,細 菌学教室の諸先生に深謝致 します.

本研究の遂行にあた り精製M-1酵 素 を御分与頂 き

ました大 日本製薬株式会社中央研究所,西 村温樹博

士,横 川哉恵博士,河 田茂雄博士に感謝いたします.



M-1酵 素 に よ るLactobacillus属 細 菌 プ ロ トプ ラス ト形成 課程 の形態学 的解析 755

文 献

1. 友 近 健 一,船 橋 達 天,永 田 哲 英,藤 井 高 志,金 政 泰 弘: Endo-N-acetylmuramidaseに よ るLactobacillus

 caseiプ ロ トプ ラ ス トの 調 製 .日 本 細 菌 学 雑 誌, 37, 777-787, 1982.

2. 口分 田 晃: Lactobacillus属 細 菌 の プ ロ トプ ラ ス ト形 成 に 及 ぼ す 糖 質 の 影 響.岡 山 医 学 会 雑 誌, 96,掲 載

予 定

3. deVries, W., Kapteijn, W. M. C., Van der Beek, E. G. and Stouthamer, A. H.: Molar Growth Yields and 

Fermentation Balances of Lactobacillus casei L3 in Batch Cultures and in Continuous Cultures. J.

 Gen. Microbiol. 63, 333-345, 1970.

4. Van Driel, D., Wicken, A. J., Dickson, M. R., and Knox, K. W. Cellular Location of the Lipoteichoic 

Acids of Lactobacillus fermenti NCTC 6991 and Lactobacillus casei NCTC 6375. J. Ultrastructure 

Res. 43, 483-497, 1973.

5. Masuda, K., and Kawata, T. Distribution and Chemical Characterization of Regular Arrays in the 

Cell walls of Strains of the Genus Lactobacillus. FEMS Microbiol, Lett, 20, 145-150, 1983.

6. Wicken, A. J., Ayres, A., Campbell, L. K., and Knox, K. W. Effect of Growth Conditions on Production 

of Rhamnose-Containing Cell Wall and Capsular Polysacchrides by Strains of Lactobacillus subsp.

 rhamnosus. J. Bacteriol. 153, 84-92, 1983.

7. Kandler, O. Amino acid sequence of the murein and taxonomy of the genera Lactobacillus, Bifidobac

terium, Leuconostoc and Pedincoccus. International J. System. Bacteriol., 20, 491-507, 1970.



756 船 橋 達 天

Electronmicroscopical Observations of Protoplast Formation Induced

 by M-1 Enzyme Treatment on Lactobacillus.

Michitaka FUNABASHI

Department of Microbiology, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

Lactobacillus rhamnosus and L. plantarum cells suspended in buffer solution showed 

the big differences in endo-N-acetylmuramidase (M-1 enzyme) susceptibility. Both strains 

had high susceptibility to M-1 enzyme in 0.75M sucrose solution and at this conditions 

the protoplast of these cells were formed. L. rhamnosus and L. plantarum were totally 

distinguished by the cell structures of plasmolysis and patterns of cell wall digestion with 

M-1 enzyme. However other specified fine structures responsible for M-1 enzyme 
susceptibility in buffer solution were not observed.


