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大腸菌をはじめとするグラム陰性細菌の細胞膜は外

側より外膜,ペプチドグリカン層,細胞質膜の3構造

からなっている.この中で外膜はグラム陰性細菌に特

有な膜であり,その内側にあるペプチドグリカン層に

密着している. また外部と直接接していることから,

ある種の薬剤に対する作用障壁となっていることが知

られている (Nikaido,1976;PayneandGilvarg,

1968;RobbieandWilson,1969).

一方著者らはこれまで縮合 リン酸塩や食塩が界面活

性剤の一種であるコール酸塩の共存下で強力な抗菌作

用を示すことを見出だし,この作用機作の解明を試み,

若干の知見を得ることができた (堤ら,1976,1977,

1978). しかしまだ詳細な作用機作についてはほとん

ど解明されていない.したがって本研究では抗菌作用

発現の一方の担い手である界面活性剤に注目し,大腸

菌の細胞膜に対する界面活性剤の作用を検討した.す

なわち細胞質膜の結合酵素として知られているコハク

酸脱水素酵素 (SDH)を指標酵素として,基質の外膜

-ペプチドグリカン層 (外膜層)透過に対する界面活

性剤の作用を検討した.その結果二三の興味ある知見

が得られたので報告する.

実験材料および方法

1. 供託菌

大腸菌 (E.coII'JE1011)は東大応微研の松橋通生

教授より分譲を受けた.
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2. 界面活性剤ならびに一般試薬

特記した以外の試薬はすべて市販特級品か一級品を

用いた.

3.培地ならびに培養

培地は1%肉エキスブイヨン培地を用いた (培地組

成:エール7)ッヒ肉エキス (極東製薬工業KK)log,

潔))ペプトン (大五栄養化学KK)log,食塩 1g,慕

督水 ll,pH7).前培養はこの培地 10mlに斜面培

養より-白金耳をとって接種し,30℃ で20時間振と

う培養した.前培養液は 660nm の吸光度 (OD 660)

が0.3になるように滅菌水を加え, これを菌液とし

た.本培養は同培地 8mlに菌液 2mlを加え,30oC
で対数期中期 (OD660-0.3)に達するまで振とう培

養した.

4. 大腸菌浮遊液の調製

対数期中期に適した菌を3,000r.p.m･で20分間遠

心分離して集菌し,0.1M リン酸緩衝液 (pH7) で

洗浄した後再び同緩衝液にけん海して大腸菌浮遊液を

調製した.なお菌浮遊液の調製法を変更した場合はそ

の都度記載した.

5.二価性架構試薬による外膜屑の修飾

二価性架橋試薬 と して ジメチルスベロイミデー ト

(DMS;半井化学KK,特級品)を用い,Palvaand

Randall(1976,1978)の方法にしたがって外膜層の

修飾を行った.

6. 膜画分の調製
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MutoheloE.(1978)の方法にしたがっ て膜画分

(エンベロープ画分)を調製し,これを 4と同様にリ

ン酸緩衝液にけん淘して用いた.

7. SDH の活性測定法

水素受容体として赤血塩を用い,400mm の吸光度

の減少 (△E..o)を測定 す る SlaterandBonnen

(1952)の方法を若干改変して SDH活性 を測定 し

た.すなわち 0.5M コハク酸ナ トリウム 1.5m1,

0.15M 青酸カリウム 0.5m1,0.1M リン酸緩衝液

(pH7.4)lml,10mM 赤血塩 1ml,蒸留水 0.5ml

を順次加えた後 大腸菌浮遊液あるいは膜画分 0.5ml

を加え,30oCで反応を開始した. 一定時間後 lN塩

酸 1mi を加えて反応を停止した後エタノール 6ml

を加えて撹拝後 10,000r.p.m･で20分間遠心分離を

行って沈澱を除き,上清の OD… を測定した.SDH

活性に対する界面活性剤の影響を測定する場合は,莱

留水のかわりに界面活性剤を加えて同様に処理した･

なお反応停止に塩酸を加えた際沈澱が生じたが,この

沈澱に赤血塩は全く吸着しないことを確認した･SDH

活性は蛋白質 1mg当たりの赤血塩の還元量 (OD 4｡○

の減少値)に102を乗じて示した.なお大腸菌浮遊液

ならびに膜画分の蛋白質量は Lowryelal.(1951)

の方法で定量した.

実 験 結 果

1.SDH 活性に対する各種界面活性剤の影響

生体膜の研究において汎用されている界面活性剤の

中から数種を選び,大腸菌浮遊液の SDHに対する影

平を検討した.

Fig.1から明らかなように,SDH活性はコール酸

ナトリウム (SC)の添加により著しい活性の増加を

示した.グ))セロールモノカプ レー ト (MCIO) や

Brij58,TritonX-100も活性の増加を示したが,N-

ラウロイルザルコシンナ トリウムやラウリル硫酸ナト

リウム,Tween20は逆に阻害した.デオキシコール

酸ナトリウム (DOC)の影響はほとんどみ られなか

った.

本報においてはこれらのうち著者らの研究と関連あ

る界面活性剤 (SC,DOC,MCIO)について実験を行

った.

2.界面活性剤の濃度の影響

SDH 活性に対する界面活性剤の濃度の影響を検討

した.

SC の場合 SDH活性は0.2%以上で,MCIOの場

合は0.1%以上で活性の増加がみられた･DOC の場

須田郁夫 ･渡辺忠雄
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Fig.I.EffectsofdetergentsonSDHactiv-
ityofE.coIL'L'nvL'vo.●-● control,〇一
〇 0.5% deoxycholate(DOC),▲-▲ 0.5
% cholate (SC),△-△ 1% glycerol
monocaprate(MCIO),I-I 0.5% sodium
dodecylsulfate,+･･･+ 0.5% TritonX-loo,
0-･0 0.5% Brij58,^･･4 0.5% Tween
20,△-･△0.5%sodiumlauroylsarcosinate.
Theabbreviationofdetergentswasshown
inparentheses.

Table1. E打ectsofdifferentconcentrations
ofdetergentsonSDH activityof E.coIL'
F'TIZJEvo. TheratiosofSDH activityare
showninparentheses.

Detergent SDHactivity

Control
Na-cholate

Na-deoxycholate

Glycerolmonocaprate
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合は0･2%で僅かに活性の増加がみられたが,1%で

はやや阻害する傾向を示した.

31 膜画分の SDH活性に対する界面活性剤の影響

本菌から調製した膜画分の SDH 活性 に対 す る

SC,DOC,MCIOの影響を検討した.

菌浮遊液の場合と異なり,膿画分の SDH活性は上

記界面活性剤によって著しく阻害 され た (Table1,

Fig.2).これらの結果から,菌浮遊液の SDH の界

面活性剤による活性の増加はみかけ上の活性化,すな

わち界面活性剤による基質の外膜層透過促進による活

性の増加であろうと思われる.したがって以下の実験
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Fjg.2.EffectsofdetergentsonSDHactiv-
ityofthecellenvelopepreparedfrom E.
coIL-.Thecellenvelopewaspreparedbythe
methodofMutohelaL.(1978)andSDHac-
tivitywasmeasuredinthepresenceofthe
rollowingdetergents:●-● control,0-0
1% DOC,△-△ 1% MCIO,▲-▲ 1%
SC.Forabbreviations,seeFig.1.

は,外膜層の性状の変化が SDH活性発見にどのよう

に影響するかを明らかにする目的で行われた.

4. 界面活性剤含有培地で増殖した菌の SDH活性

界面活性剤含有培地で増殖した菌の膜は正常菌の膜

とは性状が異なるため,基質の透過性に違いがみられ

るかもしれない.したがってこのような菌を使って

SDH活性を測定した.

培地 7mlに菌液 2mlを加え,終濃度として SC

は1%,DOC と MCIOは0.1%になるように界面

活性剤 lmlを加え,常法にしたがって対数期中期ま

で培養し,集菌,洗浄後リン酸緩衝液にけん埼して菌

浮遊液を調製した.この界面活性剤の濃度において本

菌の増殖は対腰区と変わらなかった.なお酵素活性測

定時には界面活性剤を添加しなかった.

界面活性剤含有培地で増殖した菌の SDH活性は,

界面活性剤を含まない対照培地で増殖した菌の SDH

活性よりも高い値を示した (Table2).

5.培養温度の異なる菌の SDH活性ならびにこれ

らの菌に対する界面活性期の影響

同一菌株でも培養温度を変えて培養すると,リン脂

質の脂肪酸組成に変化がみられる.この変化は膜の物

質透過に影響する (Deenen,1971). したがって培

養温度の異なる菌の SDH活性ならびにこれらの菌に

対する界面活性剤の影響を検討 した.菌は 20oC,

30oC,40oC で対数期中期まで培養後集菌,洗浄し,

これまでと同じ方法で菌浮遊液を調製した.

Fig.3の結果から明らかなように,菌の SDH 活

Table2.It7VLvoSDH activltyOfE.cotf
culturedindetergent-containingmedium.
TheratiosofSDHactivityareshownin
parentheses.

Detergent SDHactivity

Contro1 9.5(100)
1%Na･cholate 29.5(305)
0.1%Na･deoxycholate 12.5(132)
0.1%Glycerolmonocaprate 22.0(232)

性は 20℃ 培養菌で最も高く,30oC培養菌,40oC
培養菌と高温培養になるにしたがって低下した.一方

SC,MCIOによる SDH活性の増加 の程度をそれぞ

れの対照区を基準にして算出すると,活性の増加は高

温培養菌程高 くな る傾向を示した. DOC の場合,

20℃ 培養菌に対 して は SDH 活性 を阻害したが,

40cc 培養菌に対しては逆に活性の増加が みられた.

これらの結果は外膜の性状の変化,おそらくリン脂質

の脂肪酸組成の変化が基質の膜透過性に影響を与えて

いることを示唆する.

6. EDTAによる前処理の影響

大腸菌のリポ多糖体 (LPS)はある種の物質の透過

障壁として作用することが知られて いる(Nikaido,

1976).一方 EDTA は本菌の LPSを一部遊離させ,

物質の膜透過を促進させる (竜口ら,1979). したが

って本菌を EDTA で前処理し,SDH 活性を測定し

た.

菌は対数期中期 まで培養後集菌,洗浄し,1mM

EDTA-0.1M リン酸緩衝液にけん淘後 30℃ で 30

分間処理した.この処理法で全 LpSの30-50%が

遊離するといわれている (Leive,1965;Volt,1970).

処理後の菌体はリン酸緩衝液で洗浄し,常法にしたが

って菌浮遊液を調製し,SDH を測定した.

TablC3から明らかなように,本菌の SDH 活性

は EDTAによる前処理で変化しなかった.すなわち

本菌の LPSは基質の外膜層透過に密接に関与してい

ないものと思われる.

7. DMS処理された菌の SDH活性ならびにこの

菌に対する界面活性剤の影響

外膜層の基質透過に際LLPS以外のどのような成

分が関与しているかを明らかにする手掛かりとして,

DMSを用いて外膜成分の修飾を試みた.

Fig.4の (A),(B)に示されたよ うに,DMS

によって修飾された菌 (Control3)の SDH活性は

対照の菌 (Control2)の SDH活性にくらべ低い値

を示した.すなわち DMS処理に用 いられたトリエ
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Fig.3.EffectsofgrowthtemperaturesonSDHactivityofE･coLfl17VIvo.TheSDH
activitywasmeasuredinthepresenceofthefollowingdetergen.ts:+-+ control,
〇一〇 1% DOC,△-△ 1% MCIO,▲-▲ 1% SC･ForabbreviatlOnS,SeeFig.l･

Table3. EffectsofdetergentsonSDHactivityofE･coLL'pretreatedwithEDTA.
TheratiosorSDHactiyityareshowninparentheses.

Detergent

Control
1%Na-cbolate
1%Na-deoxycholate
0.1% Glycerolmonocaprate

クノールアミン塩酸緩衝液 (pH 8.5)は菌の SDH

活性をやや高めるが,DMS処理によって SDH活性

は低下する ことを示す.なお無処理の菌 (Control

1)の SDH活性は DOCで 阻害 され (A),DMS

処理された菌 (Control3)の SDH 活性は DOC

で更に強く阻害された.一方無処理菌の SDH 活性

は SC,MCIOで活性化されたが,DMS処理された

菌の SDH活性 は SC,MCIOで著しく阻害された

(B),なお DMSは蛋白質の架橋試薬として知られ

ていることから,本実験における DMSは外膜蛋白

質に対する作用であろうと思われる.

考 察

著者らはこれまで食品衛生学の立場から,より安全

で効果的な食品保存法の開発を目指し,いくつかの試

案を提出した (渡辺ら,1977,1979).その一例 と し

て人の胆汁酸の主成分であるコール酸と食品改良剤と

して広く使用されている縮合リン酸塩の組み合わせに

より,広い抗菌スペクトルが得られることを明らかに

し,食品保存料としての応用も試みた (堤ら,1976,

1977). しかしこれらの物質の組み合わせによる抗菌

SDHactivity
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作用機作についてはまだ十分解明されていない.した

がって本研究ではこれまでの研究に基づき,界面活性

剤として SC,DOC,MC.｡の3種を選び,大腸菌に

対する作用を検討した.この際細胞膜結合酵亮である

SDH を指標酵素として,上記界面活性剤の外膜層に

対する作用機作の解明を試みた.すなわち SDH活性

は基質や水素受容体が外膜層を透過し,細胞質膜の

SDH と反応することにより測定されることから, 基

質や水素受容体の外膜層透過が酵素反応促進の重要な

要因となる.したがって若し界面活性剤の作用により

SDH 活性に変化がみられるならば,それは界面活性

剤による外膜層の変化か,あ るい は SDH に対する

直接の作用のいずれかであろうと考えられる.一方基

質や水素受容体の外膜層透過は培養条件を変えて膜の

性状を変化させることにより,あるいは,外膜の化学

修飾によって変化するかも知れない.このような推察

に基づいて本実験を行った.

本報告の結果から明 らか な よ うに,菌浮遊液の

SDH活性は SCや MCIOにより著しい活性の増加

を示したが,DOCでは僅かに差がみられるにすぎな

かった.一方本菌から調製された膜画分の SDH活性
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Fig.4.Effectsofdetergentson thecells
αoss-linkedwithdimethylsuberimidate.(A):
Control,(B):Test.ThecellsofcontrolI,
contro12,andcontrol3,weretreatedwith
phosphatebuffer(pH7),triethanolamine-
HCl(pH8.5)andtriethanolamine-HCl(pH
8.5)plusdimethylsuberimidate,respectiyely･
Theeffectsofdetergenton SDH activity
weredeterminedusingthecellsorcontrol
1(A)andcontrol3(B).+･-+ controlI,
〇一〇 1% DOC,●-● contr012,▲-▲
1% SC,●一･一･一● contr013,△-△ 0.1%
MC".Forabbreviations,seeFig･I.

は,菌浮遊液の場合と同濃度の界面活性剤により阻害

された.このことから界面活性剤は菌の外膜層に作用

して,外膜層の基質透過性に変化を与え, みかけ上

SDH 活性が変化したものと考える.なおこれらの界

面活性剤は大腸菌のスフェロプラストを溶解するが,

健全な菌体に作用させても菌は死滅せず,正常な溶存

酸素の取り込みを示すこと (堤ら,1978),また SC

は健全な大腸菌の細胞壁を通過することができないと

いう報告 (Burmanetalリ 1972) などからもこの考

えは支持される.

本菌の外膜層は SDHのみかけ上の活性化に密接に

関連していると考えられるので,培養条件などを変え

て外膜の性状を変え,SDH活性におよぼす界面活性

剤の影響を測定した.まず界面活性剤含有培地で増殖

した菌の SDH活性を測定したところ,程度の差はあ

るがいずれも対照区の菌よりも高い活性を示した.す

なわち界面活性剤含有培地で増殖した菌は基質などの

外膜層透過が容易になっていることを示唆する.なお

未発表の結果であるが,SC含有培地で増殖した大腸

菌は食塩などの無機塩の添加により溶菌することか

ら,界面活性剤含有培地で増殖した菌の外膜層は物質

の膜透過に対する障壁としての作用にも影響を与えて

93

いるものと思われる.

菌体膜,特にリン脂質の脂肪酸組成は培養温度によ

って変わり,この変化によって膿の透過性も違ってく

る.本研究において も低温 (ュo℃),中温 (30oC),

高温 (40℃)で培養した菌の SDH 活性 ならびに界

面活性剤の影響を検討した.その結果,対凧の菌にお

いて SDH活性は低温培養菌で最も高く,高温培養に

なるにしたがって低下した.また SCや MCIOはど

の培養温度で培養した菌の SDH活性 を も増加させ

たが,活性増加の程度は高温培養程高かった.一方

DOC は低温培養菌に対しては SDH 活性を阻害し,

高温培養菌では逆に活性を促進した.このように低温

あるいは高温で培養した菌の SDH活性の違い,ある

いは界面活性剤に対する反応の違いは両菌の外膜,と

くにリン脂質の脂肪酸組成の遠い,ひいては外膜の界

面活性剤に対する親和性の違いに起因するものと考え

られる.

以上の結果から,界面活性剤による SDHの活性促

進あるいは阻害は本菌の外膜層の基質透過性の違いに

よるものと推察された.しかし上記界面活性剤が外膜

層のどのような成分と反応するのか,についてはふれ

なかった.著者らは これらの現象が外膜層のいかな

る成分に依存するのかを明らかにす るため に,まず

EDTA処理により LPSを遊離させた菌の SDH 活

性を測定した.その結果菌の SDH活性は LPSの遊

離にもかかわらず同じであった.このことから本菌の

LPSは基質の膜透過に対して直接関与していない も

のと推定した.

基質の膜透過に対する LPSの関与は小さいと思

われるので,他 の外膜成分である蛋白質 に注目し,

DMSによる修飾を試みた.その結果 DMS処理 は

SDH 活性を低下させると同時に,界面活性剤による

SDH 活性阻害をも著しく増大した.本実験におい

て,DMSが外膜蛋白質とのみ反応 して い るのか,

については詳細な検討を行っていないが,本実験は

PalvaandRandall(1976,1978)の方法にしたがっ

て行ったことから,DMSが外膜蛋白質と反応してい

ることは十分考えられる.

以上の結果から上記界面活性剤の作用点の一つは外

膜蛋白質であろうと思われるが,その作用機作と基質

の膜透過との関連については今のところ明らかではな

い.また膜脂質の性状変化は当然膜蛋白質の存在状態

にも微妙に影響するものと思われる.今後はこれらの

諸問題を含め詳細に検討しなければならない.
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要 約

1. 大腸菌浮遊液の SDH活性に対する界面活性剤

の作用を検討した.SDH活性は SC,MCl.,Brij58,

TritonX-100の添加で活性を増加 したが,Tween

20,N-ラウロイルザルコシンナトリウム,ラウリル硫

酸ナトリウムでは逆に阻害された.

2. 大腸菌 よ り調製 した膜画分の SDH活性は

SC,DOC,MCIO により阻害された.

3. SC,MCIO,DOC を含む培地で増殖した菌 の

SDH 活性は,これらを含まない培地で増殖した菌の

SDH活性よりも高い値を示した.

4. 培養温度の異なる菌の SDH活性を測定した.

菌の SDH活性は低温 (ュo℃)培養菌で最も高く,

中温 (30●C),高温 (40℃)培養菌となるにしたがっ

て低下した.しかしSCやMCIO による SDH活性

の増加の程度は高温培養菌程高くなる傾向を示した.

一方低温培養菌の SDH活性は DOC によって阻害

されたが,高温培養菌では逆に活性が高められた.

5. 本菌を EDTA によって前処理して LPSを遊

離させても,SDH 活性に変化はみられなかった.

6. DMSによる外膜成分の修飾によって SDH活

性は低下した.また DMSによって修飾された菌の

SDH活性は SC,MCIO,DOC によって著しく阻害

された.

7. 以上の結果から,上記界面活性剤は細胞質膜に

存在する SDHに直接作用するのではなく,むしろ外

膜層に作用して外膜層の基質透過性に変化を与えるも

のと思われる.したがって SDH活性の変動は基質の

外膜透過性に依存したものと考える.なお基質の外膜

層透過に LPSの関与は認められなかったが,外膜蛋

白質と膿脂質の関与が示唆された.
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Summ&ry

TheactionofsomedetergentsonsuccinatedehydrogenaseofE.coIL'wasinves-
tl'gatedLTIVL'vo.Theenzymeactivitywasactivatedbysodium cholate(SC),glyc･
erolmonocaprate(MCM),Bri358andTritonX-100butinhibitedbyTween20,
sodium lauroylsarcosinateandsodium dodecylsulfate.Insodium deoxycholate
(DOC),theenZ:ymeactivitywasslightlyactivatedinthepresenceof0.2% DOC
butnotactivatedin1.0%DOC.Theenzymeactivitywasalsoactivatedby pre･
treatingthecellswith SC,DOCorMCIO.Onthecontrary,theenzymeactivity
ofthecellenvelopepreparedfrom thecellswasstronglyinhibitedbythesedeter･
gents.

TheenzymeactlVltyOfthecellsculturedindetergentmedium containingSC,
DOCorMCIOWashigherthanthatofthenormalcells.Theenzymeactivityof
thecellsculturedatdiqerenttemperatureswasdetermined.Theenzymeactivitywas

thehighestin thecellsculturedat20oC,followedbythecellsculturedat300C
andthen at400C inorderofdecreaslngactivity.However,theactivationorthe

enzymebySCorMCIOWashigherinthecellsculturedathightemperaturethan
thoseculturedatlowtemperature.Ontheotherhand,theenzymeactivityofthe
cellsculturedat20°C wasinhibitedbyDOCbutwasactivatedincaseofthecells
culturedat40oC.

TheenzymeactlYltyWasinhibitedbycross･linkingtheoutermembranewith
dimethylsuberimidate;besides,theenzymeactivityofthecellscross-linked was
markedlyinhibitedbydetergents.

Theseresultssuggestthatthesedetergentsdonotdirectlyactontheenzyme
ofthecells,butratherontheoutermembrane･peptidoglycanlayerandtheperme-
abilityofthelayerwouldalterasaresultoftheaction.ThevariationofenZyme
activity,ElfVllvo,maybedependentonthepermeabilityofthealteredlayertothe
substrates.


