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緒 言

黄 色ブ ドウ球 菌 の細 胞膜 を構 成 してい る リン

脂質 は ホス ファチ ジル グ リセ ロー ル(phosphati

dylglycerol: PG), リジル ホス ファ チ ジル グ リ

セ ロール (Lysylphosphatidylglycerol: L-PG),

カル ジオ リピン(Cardiolipin: CL)及 びホスフ ァ

チ ジン酸(phosphatidicacid)で あ る1).そ れ ら

の構成 々分 比は 生理 的 条件下ではPG50%, L-PG

 25%, CL20%及 びPA5%で あ るが,そ の 比 は

ブ ドウ球 菌 の培養 条件,環 境 条件 に よ り変動 す

る2).特 に ブ ドウ球菌 が 高塩 濃度 下 で生 育 した

り,細 胞壁 を欠落 した状態(L-form化)な どい

わゆ るス トレス のかか った状 態 では,CLが50～

60%に 増加 し, PGが 比較 的 に減 少 して くる3).

しか し他 のL-PGやPAに はほ とん ど変動 は認め

られな い.

ブ ドウ球 菌 の細 胞膜 のCLはPG2分 子 より膜

に局在 す るCL合 成 酵素 に よって合成 され るが4)

CLの 増加 の生理 的意味 は,リ ボ ソー ム を用 いて

のNaイ オ ンや グル コー スの透 過実験 な どか ら細

胞膜 の障壁性 の 増強(barrier能)に あ るこ とが

示唆 されて い る2).し か しー 方 にお い ては,CL

合成酵素 の性 状,特 に至 適pHが4.0,反 応 はCL

側に傾 いて い る5)6)ことか ら推 察 す る と, PGか

らCLの 合成 は よ り終 末産 物 的 で あ るか もしれ

ない.

CLの 生物化学 的特 徴 は極 性部 が2分 子 の リン

酸 であ り,強 い酸性 を示す こ と, 4分 子 の 脂肪

酸 で もって疎 水性 も強 く,分 極性 が 強 い こ と,

さらに他 の リン脂 質 と異 な り免疫 原性 のあ るこ

とで あ る7-10).こ れ らの特性 か ら推 測 す る と膜

内の カル ジオ リピンの増 加 は,細 胞膜 の構 造 に

何 らか積 極 的役 割 りを与 えてい るとも考 えられ る.

そ こで 本論 文 では ブ ドウ球 菌 か ら各 リン脂 質

を精 製純化 し,そ の 各成 分 の ミセ ル形 成 の特徴,

電子 顕微 鏡 下 にお け る超 微形 態 の特 性 につ い て

調 べ,さ ら に 各 成 分 を種 々の割 合 で 混合 し リ

ポ ソー ム を再構 成 した形 態 と比較 し,各 リン脂

質 の細 胞構 造,特 に脂 質2重 層 に おけ る特 異性

につ いて検 討 した.

材 料 お よび方 法

菌 は Staphylococcus aureus 209P FDA株 を

教室 で馴 化 継代 した もの を供 した.培 養 に は液

体 ブ イ ヨン(ニ ッス イ ・東京)を 用 い逆T字 管

(200ml)に よ る37℃ 振 とう法(40サ イ クル/分)に

よ った.菌 は後 期対 数 増殖 期 に遠 沈 法に よ り集

菌 し, 0.85%NaCl液 で3回 洗浄 して脂 質 の抽

出精 製 に供 した.粗 脂 質 の抽 出,リ ン脂 質分 画

の精 製 はFolchi法11)に よっ た.

各 リン脂 質の 精製 は,リ ン脂 質 分 画 を更 にユ

ニ シル カラ ム(Clarkson Chemical CO.1NC

 pennsylvania)12)で 分 画 し,純 リン脂 質の分画 を

分離 用 シ リカゲルG薄 層 クロマ トグラフ ィー法13)

で分別 抽 出 した.精 製 したPG, CL, L-PGは 薄

層 クロマ トグラフ ィー 上 で ワ ン ・ス ポ ッ トで あ

る こ とを確 認 して実 験 に供 した.

リピ ドミセル の作 成 は クロ ロホル ム ・メ タ ノ

ー ル(2/1
, V/V)中 の 脂 質0.5～1.0mgを エ バ ポ レ

ター で減圧 乾 固 した後,室 温(20～25℃)に 保 ち

なが ら1mlの 緩衝 液(100mM, NaC1, 5mM,
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PIPES, pH 7.4)を 加 え径0.5mmの ガ ラス玉 を少

量共 存 させ1分 間 ボ ルテ ッ クス で強振 して 懸濁

液 とした. Mg2+やCa2+の 影響 をみ る ときは緩

衝 液 に5mM MgC12,お よ び1mM CaC12を 添

加 して ミセ ル を作 成 した.ネ ガ テ ィブ染 色 に は,

リン タ ングス テ ン酸(1%水 溶液pH 7.℃),ウ ラ

ニ ル酢酸(1%水 溶 液pH 4.0)お よび モ リブ デ ン

酸 ア ンモニ ウム(1%水 溶 液pH 7.0)を 用 い た14).

試料 の作 成 に は コロ ジオ ン又 は ホル ムバ ー ルの

膜に カー ボン蒸着 した後親 水処理(エ イコーIB-3)

した グ リ ッ ドを用 い た.

フ リー ズ ・フ ラ クチ ャー 法 は,リ ピ ッ ド ミセ

ル を105.000×g30分 間 で遠 沈 した沈 渣 を フ リー

ズ,フ ラ クチ ャー 用の 試料 皿 に のせ,液 体 窒素

で 急冷 し,FD-2型(日 立)を 用 い て割 断 した.シ

ャ ドウ ィン グには プ ラチナ カー ボ ン又 はプ ラチ

ナ を用 いた.超 薄切 片法は,ミ セル懸濁液 を105.000

×g30分 間超遠心 して得た沈 渣 を2%グ ル ター ル

ア ルデ ヒ ド1%オ ス ミッ ク酸2重 固定 した後,

エ タノー ル脱水,エ ポ ン包埋 しMT-2型 で薄切

し,酢 酸 ウラン,酢 酸鉛 の2重 染 色で鏡 検(H-500,

日立)し た15).

結 果

1) ミセ ル作 成 の 条件 とネ ガテ ィブ染 色 の 条件

の検 討

ミセル作 成 の緩 衝 液pH,温 度,混 合 法 の条 件

に つ いて検 討 した.緩 衝 液 のpHは4～8℃ の間

では大 差 はみ られ なか った.し か しpH8.0以 上

では ネ ガテ ィブ染 色 で コ ン トラ ス トが 悪 くな り

観 察 は困 難 であ る.ネ ガ テ ィブ染 色液 のpHは

4.0～7.6に 調 節 して もその 構造 に影 響 を与 え て

いなか った.ミ セル 作 成の 温度 はそ の構 造 に微

妙 な変 化 を与 えて い る. 0-4℃ で作 成 した ミ

セル は親 水化 した グ リッ ドに も試 料 が載 り難 く

ネ ガテ ィブ染 色 で もコン トラ ス トが悪 か った.

室 温20-25℃ で作成 した もの は その構 造 に 再現

性 が あ り一定 性 を認 め た の で,本 研 究 では20-

25℃ の 条件 で ミセ ル を作成 した.ミ セ ル作 成 時

の懸濁 方 法 は,単 な るボ ル テ ッ クスに よ る強振,

 0.5mmガ ラスビー ズの共存 で強振,バ ケ ッ ト型 ソ

ニ ケー ター に よ る攪 絆 を試 み た が, 0.5mmガ ラス

ビー ズ共 存下 での 強振 法が も っ とも一定 性 の あ

る構 造 を示 した.染 色 剤 につ いて リン タングス

テ ン酸(PTA),ウ ラニル 酢 酸(UA),モ リブデ

ン酸 ア ン モニ ウム(AM)に つ いて調 べ た ところ,

図1, 2, 3に 示 す如 くの 結果 を得 た.即 ち, PTA

で は コン トラ ス トは良 好 で あ るが ミセ ルの ラメ

ラ構 造 に一定 性 が無 く人工 的 産物 が 多か った.

 UAは コ ン トラス トは 良 好 で あ るが,ラ メラ構

造 の微 細 な 点が 観 察 され 難 く染 色剤 が ミセルの

間 隙 に浸透 せ ず,バ ック グラ ウン ドの粒子 が荒

ら く, pH 7.0付 近 での 染 色 にやや 難 点が あ った.

 AMは 浸 透性 が 良 くバ ッ ク グラウ ン ドの粒 子 も

均一 性 が あ り再 現性 も良 好 で あっ た.

以上 の 検討 の結 果,ミ セ ル作 成 は方法 の項で

述べ た如 く,又,染 色 はAMに よって主 として

観 察 した.

2) カ ル ジオ リピ ン(CL)の ミセ ル構造

CLは 緩衝 液 中では混濁 した懸濁液 となる.ネ

ガテ ィブ染 色 では ラメ ラ構造 を示 す ミセ ル を作

る(図3).ミ セル 層 間は5.8nmでPGよ りは巾が

広 い.フ リー ズフ ラ クチ ャー では 図5の 如 くラ

メ ラ構 造 を 認 め 層 間5.8-6.5nmで その表層

は平 滑,割 断 され た大 きな ラメ ラの面 も平滑で

あ る.超 薄切 片像 は極 め て観 察 が 困難 であ るが

図4に 示 す 如 くbilayerの 構造 が よ く保 たれてい

る もの が あ り,構 造 的 には フ リー ズ ・フ ラクチ

ャー 像 とよ く一致 す る. 5mM Mg2+の 存在 で

は 懸濁 液 は更 に濁 度 が 増 して 図6の ご と くラメ

ラの層間 が拡 が リラ メ ラの走 行が 乱れ て方向性

が交 叉 して い る構 造 を呈す る.フ リー ズフラク

チ ャー 像 で は図7の 様 に ラ メ ラの層 が無添加 の

もの ほ ど密 で はな く波 状 を呈 す るもの,一 部 で

は 陥 凹,凸 出 を示 す面 が あ る もの な ど,多 形性

を示す.ネ ガ テ ィブ染 色 像 で観 察 され るラ メラ

の 不 整 走行 は,立 体 的 には 波紋 状 な い し凹凸状

の 面 を ミセル層 が形 成 して いる ものである. Mg2+

は カル ジ オ リピンの ミセル に よ り流動性 を与 え

て い る よ うであ る. 1mMCa2+の 存在 の微細構

造 は図8, 9, 10に 示 す.ネ ガテ ィブ像 では ミセ

ル層 間 が無 添 加 の もの よ りや や 広 くその構造 は

Mg2+に 比 して硬 く密 で,球 状 ミセ ルで ある.フ

リー ズ フラ クチ ャー 像 では 多様 の構 造 を呈 する.

図9に 示 す如 くラ メラ の層 に小 円 形 の “紋様”

が い り,一 部 では 凸 又 は凹 に変 形 す る.小 さな
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小胞 ミセルが 融合 して大 きな ミセ ル に移行 して

い る像 も認め られ る.ま た図10に 示 す 如 くの柱

状結晶構 造が 観察 され る.こ れ らの 多様構 造 は

同 じ程度 の頻 度 で認め られ る. Ca2+が カル ジ オ

リピンの ミセル構 造 を変化 さ してい る こ とは明

らか であ り,ミ セ ルの融 合,結 晶化 の過程 は,

 Ca2+が カル ジオ リピンの流 動性 を制 限 して いる

こ とを示 してい る.

3)ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル(PG)の ミセ

ル構 造

PGは 緩衝液 中では透明 な懸濁液 となる.ネ ガ

テ ィブ染 色法 では小 さなvesicle(径100nm)や

連続 した板 状構 造 を示 し表 面無 構造 的 で ミセ ル

の ラ メ ラ構 造 は 観 察 さ れ 難 い.し か し強 拡

大 で 観 察 す る と染 色 剤 の 濃 い部 分 に 層 状 構

造が 認め られ る(図11).そ の層 間は4.0-4.5nm

と計測 され る.フ リー ズフ ラ クチ ャー で は図12

の如 く,密 に配列 した ミセル が認 め られ,層 間

は4.5-5.0㎜ であ る.ネ ガテ ィブ染 色像 では観

察 されなか った層状 ラメ ラは フ リー ズフ ラ クチ

ャー では よ く認 め られ る.即 ちネ ガテ ィブ染 色

で はPGに お いては 染 色剤 の浸透 が 悪 いの で あ

り,ラ メラの形 成は 実在 す る. 5mMMg2+の

存在下(図13, 14)の ミセル は無 添加 の もの とほ

とん ど変わ らないが 層 間がやや 広 が りラ メラが

よ く観 察 され る ように なる.一 部 に お いて は,

表面 に浅 い陥凹や 凸 出が あ り,波 紋状 を呈す る.

 1mM Ca2+の 存在 で はほ とんど構 造 的 に影 響 を

受 け なか った.

4)リ ジルボスフ ァチジル グ リセ ロール(L-PG)

L-PGの ネガテ ィブ染色像 は図15,フ リー ズフ

ラ クチ ァー像 は図16に 示す. PGやCLと は 異な

り形 成 され る ミセ ル は 多層 小胞 を作 り易 く,そ

のラ メラ層間 は広 く(6.5nm)そ の 走行 も整然 と

してい る.

L-PGの ミセ ル懸濁 液は た易 く均一 に混濁 し,

放置 す る と凝集 ・沈澱 物 を生 じて くる.こ れ は

図16の フ リー ズフ ラ クチ ャー像 に 認め られ る如

く小胞様 ミセル が互 い に凝集 し塊 を形 成す る.

 5mM Mg2+や1mM Ca2+の 存在 ではCLやPG

に見 られた様 な変 化 は 認め られ なか った.

5) PG/CL/L-PGの 混合 ミセ ル構 造

正常 なブ ドウ球 菌 膜 を構 成 して い る リン脂 質

モ ル比 は, PG/CL/L-PG: 5/2/2で あ る.こ

の比 に な る よ う精 製 した リン脂 質 を混合 し ミセ

ル化 した ものが 図17で あ る.こ れ に 反 しス トレ

ス下 に培 養 され た菌 はPG/C正/L-PG比 が2/5/

2でCLが 増 加す る.そ の比率 で混合 ミセ ル を

作 った ものが 図18で あ る.明 らか に ミセ ル構 造

が 異 な り,後 者 での ミセ ル構造 は カル ジオ リピ

ンの特 徴 を示 して い る.こ の こ とは膜 内 の主 要

リン脂 質 が主 と して 膜 の形 態,構 造 を支配 的 に

して い る こ とを示 して い る。

考 察

一 般 の細 胞膜 は リン胞 質 の2分 子 層 で その基

本構 造 が保持 され て い る.し か しその脂 質 組成

は細 胞 に よ り異 な り,又 細胞 の機 能 状態 に よ り

変化 す る.す なわ ち細 胞 膜 を構 成 して い る リン

脂 質は構 造 的 に も機能 的 に も特 異性 が あ るは ず

で あ る. S. aureusの 細 胞 膜 リン脂 質 の組 成 は比

較的 に単 純 で あ るが その 組成 比 が 外界 の環境 変

化 に明 らか に対 応 的 に変 化す る.こ の点 に 着 目

し リン脂 質 の細 胞 膜構 造 にお け る特 異的 役割 り

を調 べ よ うと,そ れ ぞれ 純化 した リン胞 質 の ミ

セ ル構造 に つ いて検 討 した.

ブ ドウ球菌 の膜 リン脂 質の 化学 構 造 は図19に

示 した如 くで あ る.化 学構 造 的 にL-PGは もっ

とも規水 性 が強 く,次 い でCL, PGの 順 で あ る.

この性 状 を電 子 顕微 鏡像 と考 え合 わせ れ ば脂 質

2重 層 の層 間隔 は その 極性 基 の水 和 力 を示 して

い る と考 え られ る.こ の こ とは ネ ガテ ィブ染 色

法 で もフ リー ズフ ラ クチ ャー像 で も同 じであ る.

 L-PGは 水層 で小 胞 ミセル(リ ポ ソー ム)化 しや す

く,凝 集 もお こ し易 い.そ れ はL-PGが 極 性部 に

ア ミノ基 の(+)と リン酸 基 の(-)を持 つ こ とに よる

電 荷 の反 映 で あ る と考 え られ る.こ のL-PGは

ブ菌 の膜 脂 質の 成分 の う ち塩 基性 を示す 唯 一 の

リン脂質 であ り,環 境 に対 応 す る含 量 変化 は ほ

とん どな い. L-PGは 恐 ら く膜 の水 和 性 と表 面 荷

電 の 維持 重要 な役割 を して い るで あ ろ う.ホ ス

フ ァチ ジル セ リンや ホ スフ ァチ ジル イ ノシ トー

ルが 膜酵 素 の活 性 に 関与 す る こ とが知 られ て い

るが16)L-PGが そ れ と同 じよ うに機 能 に 関与 し

てい るか 否 か は まだ 明 らか に され て い ない.

PGとCLは その親 水性 に関 して はCLが1)ン
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図19.ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル(PG),カ ル ジ オ リピ ン(CL)お よ び

ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロ ー ル(L-PG)の 化 学 構 造 式

酸基 を2分 子 持 っ ためか 電 顕下 で ミセル の層 間

が広 く観 察 され る.こ のPGか らCLへ の 親水 化

へ の変化 が 膜 の構造 に与 え る影 響 に つ いて は い

ます こ し明確 では な い. PGとCLの 明確 な差 異

は 二価 カチオ ンに対 す る反応性 で ある. CLは

Ca2+と 結合 しヘ キサ ゴナ ール の結 晶構造 を作 る

こ とはX線 回析 で示 され,不 明確 なが らも電子

顕微 鏡 下 で も示 され て い る17-19).本 論文 では1

mM Caの 存在下 では ミセル 間 の融 合,ラ メ ラの

不 整化,結 晶 化 の 多様 性 を呈 す るこ と を明 らか

に した. Ca2+に よるCLの ミセ ル構 造 変化 は,

 Ca2+の 濃度 の変化 に よって移 行 す る こ とが最 近

明 らか に されて い る20). CLにCa2+が 結合 す る

こ とに よ り膜構造 に微 少環境 的変化 を与 え て い

る こ とは明 らか で あ る.そ の物 理化 学 的性 状 の

差 につ いて は,さ らに示 差 熱 測定 ・透 過性 の差

に よ らねば な らな いで あ ろ うがCL分 子 にCaが

結 合 し, CLの2分 子 配 列 の配 向を変 え,親 水,

疎 水 系 での分 子 流動 を制 限 して い るこ とは 明 ら

か で あ る21).

Mg2+はCＬ の ミセル,ラ メ ラ構 造 にCa2+と

は 異 な る影 響 を与 えて い る.即 ちネ ガテ ィブ染

色 で は層 間が 広 が り水 和性 を増 して い るよ うで

あ り,ま た ラメ ラの層 間 に 流動性(波 状 ラ メラ

の 形 成)を 与 えて い る.お そ ら くMg2+はCLの

極 性部 の2個 の リン酸 部 分 に錯 体結 合 した結果,

脂 質2重 層 の配 列 に影 響 し極性 部 の水和性 を増

して 波状 ない し小 胞状 の変 化 を与 え た もの と考

え られ る. Mg2+とCa2+の ラ メラ構 造 に与 える

影 響 の差 は,当 然Mg2+とCa2+の 化学 的性状の

差 に よ る もので あ ろ うが,そ れ らの イ オンが低

濃度 で膜 脂質 の構 造 上 の 反応性 を調 節 してい る

の は興 味 深 い.

PGはCLに 比 し親水 性 が弱 く, CaやMgの

影 響 を受 け に くい.化 学 構造 的 に は リン酸の極

性 基 が親 水性 を示 す で あ ろ うが,グ リセ リン基

が どの よ うに配 向す るか に よ り ミセ ルの構造 は

影 響 され るの で あ ろ う.ま たPGは 細胞 内の物
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質代謝能としてCLよ ワ活性のある中間体であ

るので,膜 内での存在様式,代 謝速度は興味深

い22-27).

CLの もう1つ の特性 は, Wasslrman抗 原 と

して知 られ る ご と く抗 原性 のあ るこ とで あ る28).

 PGに も抗原性 のあ るこ とが報告 されて はい るが

29) 30)
, CLほ ど強 い特 異性 の あ る抗 体 は で きて い

ない.即 ちCLは 構 造 的 にPGよ りも よ り剛性 が

あ る とい え るで あ ろ う.ブ ドウ球 菌 に お いて,

 CLは 膜 内のPGを 基質 に して,膜 内に局 在 す る

カル ジオ リピン合 成 酵素 に よ り合 成 され る4).

この酵素 が何 らか の 条件 で 活性化 され,膜 内 の

CL量 が 増加 す る. CLが 増加 す るの は一 般 に環

境変化 に よ り細 胞側 が対 応 を強 い られ て い る条

件 下 であ る.こ れ を構 造 の特性 と考 え合 わせ る

と膜 内のCLは 膜のbilayerを 安定 化ない し硬化

させCa2+やMg2+の 結合 で その構 造維 持 特性 を

す るべ く働 いて い るの では ない か と考 え られ る.

CLの 膜 内の増加が他 の菌種 で もお こ り得 るか

につ いては なお 明 らか に されて い ない.し か し

多くの菌,大 腸菌,枯 草菌,乳 酸 菌,バ チ ル ス

属 な どには存 在 し,捕 乳動 物 で は ミ トコ ン ドリ

アに局在 してい る こ とか ら30), CLが 何 か 特殊 な

機能 性 を発揮 してい る こ とは確 か で あ る と推 察

され る.ま た,細 菌類 の 細胞 膜 にお い て も,脂

質2分 子 層の 外側 ・内側側 でそ の分子 種 の 配列

が 異な るこ とが報 告 され は じめ てお り,こ の こ

とはブ ドウ球菌 にお いて も本報 告 の 各 リピ ドの

構造特 性 の上 か ら も今 後検 討 されな け れば な ら

ないだ ろ う.

結 語

細 胞 膜 を構 成す る リン脂質 の化 学 構造 特 異性

と膜形 態形 成 の特 異性 との相 関性 を調べ るため

に,黄 色 ブ ドウ球菌 細 胞 膜 を構成 す るホ スフ ァ

チ ジル グ リセ ロー ル,カ ル ジオ リピン,リ ジ ル

ポ ス フ ァチ ジル グ リセ ロール の各 々 の ミセ ル構

造 の特性 につ いて 電子 顕微 鏡 下 で観 察 した.そ

の結 果,各 脂質 の ラメ ラ形成性,ラ メラ 巾に相

違が あ るこ とが わ か り,こ れ は 各々 の極 性部 分

の水 和性 の相 違 をあ らわ す もの で あろ うと推 察

され た.ま たCa2+は カル ジ オ リピンに種 々 の ミ

セ ル形態 変 化 を与 え,分 子 集合 の“硬 化”へ働 き,

 Mg2+は カル ジオ リピ ンの分子 集合 に"流 動 性"を

与 え る よ うで あ った.ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロ

ー ルや リジル ポ スファチ ジル グリセ ロー ル はCa2+

やMg2+に あ ま り影 響 され なか った.こ れ らの観

察事 実 に立 脚 して,黄 色 ブ ドウ球 菌 の細 胞 膜 で

カル ジオ リピンが環 境 対 応的 に増 加 する こ との

生理 的 意義 につ いて考 察 を加 えた.
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附 図 脱 明

図1-18の 電 子顕 微 鏡 写 真 は 撮 影 倍率15,000～60,000倍 であ り焼 付 の 引伸 ば しは2～4倍 であ る.挿 入 した

示 標 は全 て100nmを 示 す.

図1.カ ル ジ オ リ ピン の1%リ ン タ ン グス テ ン酸 に よ る ネ ガテ ィブ 染 色像.染 色剤 に よ る人工 的構造 変化 が 多い.

図2.カ ル ジ オ リ ピン の1%ウ ラニ ル 酢酸 に よ る ネ ガテ ィブ 染 色 像.染 色剤 の 浸透 が 悪 く内 部 の ラ メラが 見 え

な い.

図3.カ ル ジ オ リ ピンの1%モ リブ デ ン酸 ア ン モニ ウム に よる ネ ガ テ ィブ染 色 像.ミ セ ル の ラ メ ラ構 造 が よ く

観 察 され 人工 的 産 物 は ほ とん ど見 られ な い.

図4.カ ル ジオ リ ピンの 超 薄切 片像.多 層 の ラ メ ラ構 造 が 観 察 され る,

図5.カ ル ジオ リピ ンの フ リー ズフ ラ クチ ャー 像.平 滑 な ラ メラ の表 層 と多層 性 が よ く観 察 され る.

図6. 5mM Mg2+存 在 下 の カル ジオ リピ ンの ネ ガ テ ィブ 染 色像.図3に 比 して ラ メ ラの 層 間 が広 く,走 行 も

入 り乱 れ て い る.

図7. 5mM Mg2+存 在 下 の カル ジオ リピ ンの フ リー ズ ・フ ラ クチ ャー 像,ネ ガ テ ィブ 染 色 像 で み られ るラ メ

ラの 走 行 の不 整 は フ ラ クチ ャー 面 で は 凸凹 ・波 状 の 形態 と して認 め られ る.

図8. 1mM Ca2+の 存 在 下 の カ ル ジ オ11ピ ンの ネ ガテ ィブ染 色像.図6に 比 して 層 間 が密 な とこ ろ と小円状

に ぬ け る とこ ろが み られ る.

図9. 1mM Ca2+の 存 在 下 の カ ル ジ オ リピ ンの フ リー ズフ ラ クチ ャー 像,図8に 認 め られ た 小 円状 の構 造 は,

ラ メ ラ面 でみ る と円 型 の 凸 凹 の構 造 物 と して 観 察 され る.

図10. 1mM Ca2+の 存 在 に お け る カ ル ジ オ リピ ンの フ リー ズ ・フ ラ クチ ャー 像.柱 状 の 結 晶性 構 造 が 認め ら

れ る.

図11.ホ スフ ァ チ ジ ル グ リセ ロー ル の ネ ガ テ ィブ 染 色像.ラ メラ の構 造 は観 察 され 難 く,ミ セ ル の辺 縁 で一部

ラ メラ が認 め られ る.

図12.ホ ス フ ァ チ ジル グ リセ ロ ー ルの フ リー ズフ ラ クチ ャ ー像.図11の ネ ガ テ ィブ 染 色 で は 見 られ なか った ラ

メラ構 造 は,フ りー ズフ ラ クチ ャー で は,は っ き り と観 察 され る.

図13. 5mM Mg2+存 在 下 の ボ ス フ ァ チ ジル グ リセ ロー ル の ネ ガ テ ィブ染 色 像.図11に 比 して ラ メ ラ間 隙が 認

め 易 くな って い る.

図14. 5mM Mg2+存 在下 の ボ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル の フ リー ズ ・フ ラ クチ ャー 像.図12と 比 して ラ メラ

層 に凸 凹 が あ り,カ ル ジ オ リピ ンに 類 似 す るが, Mg2+の 作用 が それ ほ ど著 明 では な い.

図15.リ ジル ボ スフ ァチ ジ ル グ リセ ロー ル の ネ ガテ ィブ 染 色像.小 ミセ ル と層 間 の 明 らか な 多層 ラ メ ラが認 め

られ る.

図16.リ ジル ボ スフ ァチ ジ ル グ リセ ロー ル の フ リー ズ ・フ ラ クチ ャー 像.小 胞 の ミセ ルの 凝 集 が 認め られ.ミ

セ ルは 多層 の ラ メラ を形 成 して い る.

図17.カ ル ジ オ リピン／ ボ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル ／ リ ジル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロー ル: 2/5/2で 混 合

した ミセ ル.図11の ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル に よ く似 た構 造 を呈 す る.

図18.カ ル ジ オ リピン／ ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル ／ リ ジル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロー ル: 5/2/2で 混合

した ミセ ル.図3の カ ル ジ オ リピ ンの ミセ ル 構造 に 類似 した構 造 を呈 す る.
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Ultrastructure of phospholipid micelles from Staphylococcus aureus

 Kinya OKU

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

 (Director: Prof. Y. Kanemasa)

The ultrastructure of the phospholipid micells (Phosphatidylglycerol: PG, cardiolipin: CL
 and lysylphosphatidylglycerol: L-PG) from S. aureus were examined by negative staining

 and freeze-fracture to elucidate the role of each phospholipid in staphylococcal cell mem
brane. The width of lipid bilayer of each phospholipid was: PG: 40A, CL: 58A and L

- PG: 65A, respectively, indicating that the hydration of each lipids was different. Ca2+ caused
 the fusion of cardiolipin micell followed by hexagonal-cylindrical comformation. Ca2+ seemed 
to give "rigidity" to the cardiolipin bilayer. Mg2+ modified the cardiolipin lamella causing

 random-ripple form. Mg2+ gave "fluidity" to the micellar structure. PG and L-PG were 
less affected by Ca2+ or Mg2+. Conversion of PG to CL was enhanced when S. aureus was 

exposed to stress condition or when the cell lost the wall. Molar ratio of PG/CL was 5/2 in 
normal condition, while 2/5 under stress. This adaptational changes of the lipid composition 
in the membrane may well correlate with the characteristics of cardiolipin micellar structure.


