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緒 言

細菌細胞は細胞質膜の外側に細胞壁を有 して

おり,そ れによつて一定の形態を保持 している.

この細胞壁を有する親株が壁合成阻害剤,リ ゾ

チーム等により誘導 され,細 胞壁が脱落 したま

まで増殖しうる細胞になったのがL型 菌である3).

ブ ドウ球菌のL型 菌 を例 に とって も,細 胞 壁を

有 しな いためL型 菌 細胞 は一定の形 を呈 しない.

大 きさの 点 で も0.2μm以 下 の もの か ら5μm

以 上 に至 る幅広 い細胞が混在 してお り,細 胞内

電 子密度にお いて も様々 に異 なった ものが存在

してい る1)～4).大 型 細胞 中には空 胞が形成 され

その空胞の 中に小 型 もし くは 中型細胞が存 在 し

てい ること もあ る.こ の よ うに非常に 多形性 に

富んだ細胞群 であ るため分裂機構や増殖単位 の

解 析の点にお いては不明の点が 多い.そ こでよ

り詳細に細胞形態 を把握 し,増 殖単位 との 関連

を明 らかにす る 目的で,ブ ドウ球菌安定L型 菌

をフ リー ズフラ クチ ャー法に よ り電顕観察 を行

なった.

材 料及び実験方法

I.供 試菌 と培養方 法

供 試 菌 に はStaphylococcus aureus 209P株

(以 下 親株 と略す),及 び それ よ り誘導確立 され

ている安 定L型 菌209 P-L株5)(以 下L型 菌 と略

す)を 使用 した.親 株 はブン イン ・ハー ト・イ

ンフュー ジョン培地(Difco)に て37℃ で5時 間

後期 対 数 増殖期 まで 振盪培 養 した. L型 菌 は

5%食 塩 加 ブ レイン ・ハー ト・インフュー ジ ョ

ン培 地にて37℃ で24時 間,弱 振盪培養 を行 なっ

た. L型 菌 集落は上記培地に寒天(和 光)を1

%の 割 合で加 え固型培地 とした ものに48時 間培

養 し形成 させ た.集 菌は12,000×g, 10分 間 の

遠心 を行ない,親 株は100mMリ ン酸 緩衝 液,

 L型 菌 は5%NaCl加50mMリ ン酸緩衝液 で2

回 洗浄 した.

II.電 子顕微 鏡観察

超薄切 片用試料の菌は緩衝 液で洗浄後, 2.5

%グ ル タールアルデ ヒ ドで1時 間の前 固定 を し

た.そ の後2%四 酸 化 オス ミウム で3時 間後 固

定 を行 ない,つ いでエ タノール系列 で脱水 し,

酸 化プロ ピレン置換後エ 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, Rey

noldの クエ ン酸鉛に よる電子染色 を行 なった .

フ リー ズフ ラクチ ャー用試料 としては,グ ル

ター ルアルデ ヒ ド固定 及び未 固定の もの,氷 晶

防止剤 として グ リセ リンを添加 した もの及び無

添加 の もの を互いに比較検討 した.そ の結果,

い ずれの場 合 もフラクチ ャー面 に差 異は認め ら

れず,未 固定,グ リセ リン無添加 の ものが最 も

像 が鮮 明なため主 としてこの方 法を採 用 した.

つ まり,洗 浄後の細胞沈渣 をその ままフ リー ズ

フラ クチ ャー用試料台 にのせ 液化窒素(真 空 ポ
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ンプで吸引し固型化 したもの)中 で急速凍結を

行なった.そ の後FD-2(EIKO)を 用い-110℃

にて割断し,プ ラチナ,カ ーボンでレプリカを

作成 した6).電 子顕微鏡観察にはH-500(HI-

TACHI)を 使用 した.

結 果

親株の超薄切片像においては細胞膜の外側に

厚い細胞壁が存在していた.分 裂途中のものは

隔壁が形成されてお り細胞質中央部には核域が

観察された(図1). L型 菌は超薄切 片像にお

いては0.2μmか ら10μm程 度の大小 さまざま

の細胞が存在 していた(図2, 3).し かしどの

細胞においても細胞質膜が直接外界に接してお

り細胞壁は全 く存在 していなかった.細 胞内電

子密度においてもさまざまな細胞が存在してお

り電子密度の高いものか ら非常に低いものまで

存在し,一 般的には中型細胞(0.4μm～4μm)

は電子密度が比較的高 く,大 型細胞(4μm以

上)は 低下する傾向にあった.小 型細胞(0.2

～0 .4μm)に おいては電子密度は非常に高いも

の とかなり低いものに分けられる傾向が強かっ

た.な お核域は中型および大型細胞においては

明瞭でありクモの巣状の核物質が認められたが,

小型細胞においては核域は明瞭ではなかった.

大型細胞(図3)に おいては細胞質内に明らか

に二重膜によって形成された空胞が存在し,そ

の空胞中には小型及び中型細胞が存在していた.

次にフ リーズフラクチャー法による観察結果

を示す.親 株ではP面 に非常に高い粒子密度を

有 しており,平 滑の面はほとんど存在していな

かった(図4).こ れに反してE面 は粒子が非

常に粗であ り平滑な面が観察 される.

L型 菌のフ リーズフラクチ ャー観察において

は粒子密度の高いP面 における比較検討を行な

った.

L型 菌のフ リーズフラクチャー面においては

親株に比 しかな りの粒子密度を有するものから

ほとんど粒子の存在しないものまで色々の細胞

が存在した.図5, 6に はL型 菌中最 も粒子密

度の高いものを示 した.図7, 8, 9に は順次

粒子密度が低 くなっているフラクチャー面 を示

した.図8に おいては粒子密度の低下 とともに

残存粒子が凝集 している典型的な像が観察され

る.し か もその残存粒子の分布は一様ではなか

った.そ して図9の フラクチャー面のようにほ

とんど膜粒子は観察されなかったもの もある.

細胞の大 きさと粒子密度の相関 を見ると,中 型

細胞は一般に粒子密度が高いものが多く,大 型

細胞では粒子密度が低 いものが多 く観察された.

小型細胞においては図10に 示す ように大部分の

細胞のP面, E面 双方とも膜粒子はほ とん ど存

在しなかった.

一方細胞質内空胞のフ リーズフラクチャー面

をみると, P面 の粒子密度は不均一であるが粒

子密度の高いものは稀であ りほ とんどのものは

粒子密度は非常に低かった(図11, 12).

考 察

L型 菌の分裂および増殖細胞の解析について

はいまだ充分ではない1),7)～9)江田らは超薄切片

法による解析により, L型 菌の分裂を二分裂方

式,出 芽方式,大 型細胞内空胞中での娘細胞増

殖方式の3つ に大別 している1).ま た最小増殖

単位細胞の大 きさについては,各 種pore size

のfilterを 培地上におきその上にL型 菌 を接種

し, filter下 に観察される集落形成より解析が

されている.こ れによると0.2μm以 下のpore

 sizeのfilterで はfilter下 にほとん ど集落が出

現してこない.従 って0.2μm程 度 の細 胞は増

殖能力がないと考えられている.こ れ らの事は

超薄切片法による形態観察でも裏付けがなされ

ている7) 8).

ところで本研究の目的は, L型 菌細胞膜を極

力artifactの 少ないフ リーズフラクチャー法で

観察 し,し か もこの膜構造と今まで超薄切片法

などに立脚 して通説とされている増殖活性 との

間の相関性を検討することにある.従 って細胞

構造を維持 している大中小のL型 菌細胞膜をシ

リーズ的に比較観察する必要がある.し かしL

型菌は液体培養菌でも,固 形培地上の集落菌 で

も多少こわれた細胞および膜片が混入している

ことが多い.こ のため単に集菌沈渣のフ リーズ

フラクチャー面だけの観察ではこわれたL型 菌

の細胞膜像が含まれる可能性が多い.従 ってこ

のような事を避けるためには,図6に 示すような
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細胞質および膜フラクチャー面が同時に観察さ

れる細胞に限定するのがよい.極 力このことを

念頭におきなが ら膜フラクチャー面の解析を行な

った.た だ し観察 しやすいため図には膜面のみ

のフラクチャー面を示 した.

超薄切片像において中型細胞は細胞内電子密

度が高 く,か つ核域が明瞭である事から増殖活

性は高いものと考えられてきた.フ リーズフラ

クチャー法による解析で中型細胞の膜はP面 膜

粒子密度が最 も高 く均一に分散 している.超 薄

切片像 との総合判定か ら蛋白合成も活発に行な

われ,膜assemblyも スムー ズであると考えら

れる.こ れに比べ大型細胞は超薄切片像で細胞

内電子密度 も平均して低 く,か つ膜粒子密度 も

低 く不均一であった.従 って大型細胞では膜タ

ンパ クの合成もしくは取 り込みが阻害されてお

り,一 方で膜脂質の合成は残存してお り,両 者

のassemblyの バランスが くずれていると考え

られる.こ の大型細胞は分裂,増 殖能力は低 く

いずれは退行的に破壊されるものと思われる.

ー方小型細胞は超薄切片像では細胞内電子密度

の高いものがかなり存在するが核域は明瞭でな

い.フ リーズフラクチャー法では膜粒子はほと

ん どの細胞で粗であり平滑の面が多く見られる.

従って小型細胞もほ とんど増殖能力はないと考

えられ,小pore size filter通 過によって増殖

がほ とんど見られない結果とよく一致している.

結局L型 菌は中型細胞が増殖,分 裂の中心を

なしており,何 らかの要因で大型細胞化したも

のや発芽などにより形成された小型細胞は増殖

能力はあまりないと考えられる.た だし大型細

胞中の空胞内には小型および中型細胞が存在 し

てお り,時 に大型細胞の死滅後のghost cell中

に中型細胞が密集 して存在するのが超薄切片像

で観察される.こ れらの細胞は増殖能力がある

という説があるので,こ れらの細胞の膜粒子解

析がまたれる所である.

本観察においては空胞膜そのもののフラクチャ

ー面は観察され,そ の膜粒子密度は平均 して低

いことが判明した.し かし空胞内細胞のフラク

チャー面は得られず,今 後フラクチャー条件等

を検討 しこの点を明らかにする予定である.

結 語

Staphylococcus aureus 209 P-L株 を使用 し,

 L型 菌のフリーズフラクチャー法による膜粒子

の解析を行なった.そ の結果中型細胞(0.4～4

μm)が 最も高 く,均 一な粒子密度を有 してい

る.超 薄切片像の結果 と合わせて考えるとこの

細胞群が最 も活発に分裂,増 殖を行なっている

と考えられる.大 型細胞(4μm以 上)は 膜粒

子密度 も低 くかつ不均一であるため分裂,増 殖

能は低 くいずれ死滅するものと考えられるが細

胞内空胞中の細胞についてはいまだ不明である.

小型細胞(0.2～0.4μm)は 膜粒子 をほとんど

有せず増殖能はないものと考えられる.
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付 図 脱 明

図1. Staphylococcus aureus 209P株(親 株)の 超薄切 片像(ス ケールは0 .5μm)

図2. Staphylococcus aureus 209P-L株(L型 菌)の 超薄切片像.空 胞および空胞内細胞を有する大型細胞を

示す.(ス ケールは1μm)

図3. L型 菌 の超薄切片像.大 小さまざまの細胞群 を示す.(ス ケールは1μm)

図4.親 株のフ リーズフラクチャー像. P面 には膜内粒子が均一で密に存在 してお り, E面 に は粒子は粗に存

在 している.(ス ケールは0.5μm)

図5. L型 菌 のフリーズフラクチャー像. P面, E面 とも親株 と同じ膜内粒子の分布および密度 を有するフラ

クチャー面を示す.(ス ケールは0.5μm)

図6. L型 菌 のフリーズフラクチャー像.同 一細胞のフラクチャー面においてP面, E面 お よび細胞質が観察

される.(ス ケールは0.5μm)

図7. L型 菌 のフ リーズフラクチャー像(P面).膜 内粒子は比較的均一であるが密度は親株に比べて低下 し

ている.(ス ケールは0.5μm)

図8. L型 菌 のプ リーズフラクチャー像(P面).膜 内粒子は密度がかなり低下 してお り,不 均一で凝集をお

こしている.(ス ケールは0.5μm)

図9. L型 菌 のフリー ズフラクチャー像(P面).膜 内粒子はほ とんど存在せず.一 部に凝集 している.(ス

ケールは0.5μm)

図10. L型 菌のフ リーズフラクチャー像.小 型細胞のフラクチャー面を示す. P面, E面 と も膜内粒子は観察

されない.(ス ケールは0.5μm)

図11. L型 菌 のフリーズフラクチャー像.細 胞質が割断 されて中の空胞膜のフラクチャー面が観察される. P

面 を見ても粒子密度がかなり高いものとほ とんどないものが存在する.(ス ケールは0.5μm)

図12. L型 菌 のフリーズフラクチャー像.図11と 同 じく空胞膜のフラクチャー面が観察される. P面 の粒子密

度はかなり低い.(ス ケールは0.5μm)
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Ultrastructure of Staphylococcal L-form cell membrane 

by freeze-fracture replica

Yoshikazu HIRAI, Tomoaki NAKAMURA, Tomohisa KANATANI,. 

Kentaro SHIDA, Akihiro FUKUHARA and Yasuhiro KANEMASA

Department of Microbiology, Okayama University Medical School

L-form cells are generally pleomorphic and show variety in size ranging from 0.2ƒÊm 

to more than 10ƒÊm in diameter. We investigated the ultrastructure of the cell membrane 

of such variable L-form cells derived from Staphylococcas aureus 209P in terms of 

membrane particle distribution by freeze-fracture replica electron microscopy. The 

specimens were prepared by immediate freezing in liquid nitrogen without any chemical 

fixatives followed by freeze-fracture with Eiko FD-2. We focused on the structure of 

the P face only. The particles were densely dispersed on the cell membrane of medium

sized cells (0.4-4ƒÊm). Large (>4ƒÊm) and small (0.2-0.4ƒÊm) cells showed very few 

particles. In conclusion, the medium-sized cells were growing actively, while large and 

small cells were not growing.


