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Acholeplasma laidlawii細 胞 膜 に存 在 す るdiglucosyl

diacylglycerideの 培 養 細 胞 へ の 接 着
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要 旨

Acholeplasma laidlawiiの 細 胞膜か らT細 胞樹立株であるMOLT -4, Hut-78 , Jurkat, MT-4細 胞 に

対する結合活性物質 を分離精製した.A.laidlawiiの 細 胞膜か らBligh-Dyer法,シ リカゲルカラム,薄

層 クロマ トグラフィーを用 い活性物質を分離精製 し,nuclear magnetic resonance(NMR:1H
,13C)

で そ の化学構造を決定 した.本 物質 はdiglucosyl diacylglycerideと 同定された.さ らにacyl基 を明ら

かにするためC14, C16を 結合 させた合成DGDGを 作 製 した
.合 成DGDGはA.laidlawiiか ら分離 した

DGDGと 同様 にその活性が認 められた.DGDGの 細 胞 に対 する結合 はclathrin存 在 下で阻止 され るこ

とか らDGDGの 細胞への結合部位 は細胞膜のclathrinで あ ることが明 らかにな
った.今 後 はDGDGの

ウイルス感染や リポ蛋白の細胞内移行時での生物学的意義 を追求していきたい
.

序 文

細菌やマイコプラズマが宿主臓器に定着 し増殖

し,感 染を惹起するためには,微 生物の細胞壁や,

細胞膜 に接着因子が存在 し,微 生物の宿主細胞表

面への接着の過程が重要である.

ところで,diglucosyl diacylglyceride(DGDG)

やmonoglucosyl diacylglyceride(MGDG)は ,

細菌やマイコプラズマの細胞膜 に存在 し,細 胞膜

の流動 性 を規 制 す る因 子 と して知 られ て い

る1)～4).特に細菌の感染 に対する抗生物質の投与

により,細 胞膜 に存在する本物質が細菌の細胞膜

の構成成分 として大きな割合を占めるようになる

と考えられる.しか しながら,DGDGやMGDGの

宿主細胞 に対す る作用 については全 く不 明であ

る.

著者 はDGDGやMGDGと 宿主細胞 との関連

性 を研究することを企画し,種 々の実験事実 を明

らかにしてきた.本 稿では,DGDGが 動物細胞 と

親和性 を有 し,動 物細胞に接着することを見出し

たので報告する.

材料 と方法

1. 細胞:ヒ トT細 胞樹立株であるMOLT-4 ,
MT-4, Jurkat, Hut-78細 胞 を用いた.

細胞培 養培地 としてRPMI1640(GIBCO)に

60℃,30分 加熱処理牛胎児血清(三 菱)を10%に

添加 した ものを用いた.マ イコプラズマによる培

養細胞の汚染を避 けるため,細 胞浮遊液 を7日 毎

にマイコプラズマ寒天培地に接種 し,マ イコプラ

ズマ の汚染 の有無 を調べ ると共 に,隔 週毎 に

ニューキノロン系薬剤 を1μg/ml添 加 し3日 間培

養 し,マ イコプラズマの汚染 を防止 した.

2. DGDGの 細胞結合活性の測定:天 然および

合成DGDGは クロロホルムに溶解 し,直 径11mm

の円形カバーグラス上に本物質の被膜 を形成させ

た.こ のカバーグラスを24穴 プレー ト(Beckton
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Dickenson社 製)に 入 れ,こ れ に細 胞浮遊液 を添

加 し37℃,CO2艀 卵 器 で培 養 した.

カバ ーグ ラス面 への付着細胞 数 は次 の方法で算

出 した.各 ウェル 中の カバ ーグ ラス を ピンセ ッ ト

で取 り出 し,リ ン酸緩衝液 中で2回 静 か にゆす ぎ,

非 付着細胞 を除去後,カ バ ーグ ラス上 の付 着細胞

をポ リスマ ンで剥 が し,ヘ モサイ トメーターで そ

の細胞 数 を算 出 した.

3. Acholeplasma laidlawii PG8か らの細 胞 結

合 因子 の分 離精 製:0.1%牛 胎 児血清 加 マ イ コプ

ラズマ液体培地(Difco)1001中 でA.laidlawiiを

37℃ で7日 間 培養 し,26,000g(KUBOTA KR-

2000C:ロ ー ター,RC-1A),60分 の遠 心で菌体 を

集 め,最 終 的 に0.8gの 乾 燥 菌体 を得 た.

本 菌体 の0.59か らBligh-Dyer法 で 糖脂 質 を抽

出 した.さ ら に シ リカゲ ル カ ラム ク ロマ トグ ラ

フィー に よ り分離 を進 めた.直 径15mmの シ リカ

ゲ ル カ ラ ム を作 製 し(シ リカ ゲル60;Merck,

Germany,流 速2ml/分),ク ロ ロホルム画分 を吸着

させ,100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40と,比

率 を変 えた クロ ロホル ム/メ タ ノール混合 液 で溶

出 した.更 に活性 の認 め られ た画分 につ いて再 度,

シ リカ ゲル カ ラム ク ロマ トグ ラ フィー(溶 出溶

媒:ク ロ ロ ホル ム/メ タ ノール=200/8,200/9,

200/10, 200/11, 200/12, 200/13)で 分 画 を行 い,

得 られ た活性 画分 を薄 層 クロマ トグ ラフ ィー にて

分離精製 した.カ ラムの画分 の活性 分画 を分 取用

薄層 クロマ トグラ フィー を用 い分離 を試 みた.展

開溶媒 として,ク ロロホル ム/メ タノール/酢 酸:

85/15/0.5を 用 いた.ヨ ウ素 で呈 色反応 を示 した部

位 をか き取 り,ク ロロホルム/メ タ ノール:1/1で

溶 出 し,NMRに て その構造 を解析 した5)～7).

4. DGDGの 合 成:A.laidlawiiの 細 胞 膜 か ら

分離 され たDGDGのacyl基 を変 えて,DGDGが

Boom等8)の 方 法 によ り合成 された.合 成 は東 北

大 学理学部 平間正博教授 の研究 グルー プに よ り行

われ,そ の合成 品の分 与 を受 けた.今 回の実験 に

用 い た 合 成 品 はC14, C16のacyl基 を 有 す る

DGDGで あ る.

成 績

1. A.laidlawii細 胞 膜 成分 の分画 とMOLT-4

Fig. 1 The binding activity of silica gel column-

fractions to MOLT-4 cells. MOLT-4 cells (10 •~

104/well) were cultured in the well of 24 well-

plate containing with a round cover slip with

each fraction for 48h in CO2 incubator. Values are

the means•}standard deviations of five samples.

Ratio of chloroform / methanol

細胞 へ の 吸着:シ リカゲル カ ラム ク ロマ トグラ

フ ィーお よ び,シ リカ ゲ ル 薄 層 ク ロ マ トグ ラ

フ ィーで分 画 した各 画分 のMOLT-4細 胞 に対 す

る吸着能 を検討 した.Fig.1に 示 す如 く,MOLT-

4細 胞 に対 す る吸着能 を有 す る画 分 は クロ ロホル

ム:メ タノール,80:20で 溶 出 した画分 に認 め ら

れた.さ らに この画分 をシ リカゲル薄 層 クロマ ト

グ ラフ ィー によ り分画 し2つ の スポ ッ トを得た.

Fig.2に 示 す如 く,細 胞 吸着活性 はス ポ ッ トA画

分 の10μg存 在下 で明 らかに認 め られ た.こ れ に対

し,ス ポ ッ トBで は20μg存 在 下で もその吸着能

は認 め られ なか った.

2. A.laidlawii細 胞 膜 のMOLT-4吸 着 活 性 物

質 の化 学構造 の決 定:本 物質 は東北大学理学部 化

学第2講 座 平 間正博 教授 の研究 グルー プで解 析 さ

れ,3-O-[2'-O-(α-D-glucopyranosyl)-6'-O-acyl-

α-D-glucopyranosyl]-1, 2-di-O-acyl-sn-glycerol

と決 定 された.さ らに,Boom等8)の 方 法 に よ り

acyl基 が 明 らか なdiglucosyl diacylglycerideが

合 成 された.
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Fig. 2 The binding activity of fractions separated
by silica gel thin layer chromatography . The
fraction (chloroform/methanol, 80/20) obtained
by coulumn chromatography was applied on thin
layer chromatography plate silica gel 60, and
separated by chloroform/methanol : acetic acid ,
85 : 15 : 0.5. Spots were scarified and their activ-
ities to bind to cells were determined as described

in Fig. 1. Values represent the means of five
samples from one representative experiment .

3. 合成DGDGの 細胞吸着活性:種 々の濃度の

DGDG(C14)存 在下でのMOLT-4細 胞 の吸着 を検

討した.Table1に 示す如 く,ガラス面に吸着する

細胞数 はDGDGの 濃度依存性 に増加す ることが

明 らかである.Fig.3にDGDG(C14)存 在下での

培養細胞数 と吸着細胞数 との経時的変化を示 し

た.60×104,30×104/wellの 細胞の接種では,ガ

ラス面に接着する細胞数 は培養48時 間後 に急速に

増加することが明らかになった.ま た比較的高濃

度の細胞 を接種 した条件下では(120×104/well)

24時問後か ら接着細胞数の増加が認められ,48時

間以後に急速 に接着細胞の増加が認められた.ま

た,DGDG非 存在下のコン トロールでは120×104

の大量の細胞存在下で もガラス面への細胞の接着

は認められなかった.

4. DGDGの 種々の細胞 に対 す る接着活性:

Fig.4にT細 胞 系細 胞 に対 す る合 成DGDG

(C14,C16)お よびA.laidlawii細 胞膜から精製 し

たDGDGの 接着能 を示 した.DGDGに 接着能 を

有する細胞 はMOLT-4,Hut-78細 胞であった.し

Table 1 The binding activity of synthesized DGDG

(C14)

Values represent the means of five samples from one

representative experiment

Fig. 3 Time course of adherent cell numbers of

MOLT-4 cells on the cover slip with 10ƒÊg of

DGDG (C14). The graded number of cells
, 12 •~

105/ml (•œ), 6•~105/ml (•£), 3•~105/ml (I)
, were

incubated in the presence (-) or absence (•c) of

10ƒÊg of DGDG, at 37•Ž. Values are the means•}

standard deviations of five samples .

Incubation (h)

かし,Jurkat, MT-4細 胞では,ほ とんどその接着

は認 められなかった.

5. 細胞 膜上 のclathrinとDGDGの 結 合:高

分子やエンベロープを保有するウイルスの細胞内

侵入 には細胞膜の内側 に存在す るclathrinが 重

要な働 きをすることが報告されている.そ こで今

回の実験では細胞膜 の流動性 を規制す るDGDG

感染症学雑誌 第71巻 第6号
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Fig. 4 The binding activities of DGDGs to various

cell lines. Each cell line, 20 •~ 104 of MOLT-4, Hut-

78, Jurkat and MT-4 was added to wells of 24well

plate containing with a round cover slip with or

without 10ƒÊg of DGDGs.

Symbols : •¡, control : •¬, native DGDG : •¬,

synthesized DGDG (C14) ; •¬, synthesized DGDG

(C16) . Values are the means•}standard deviations

of five samples.

のclathrinへ の結合 性 を検討 した.Fig.5に 示 す

様 にDGDGとclathrin(Sigma)を あ らか じ め

37℃ で 培 養 す る とDGDGの 細 胞 との 結 合 性 は

clathrinの 濃 度依 存性 に消 失す る こ とか ら,細 胞

膜 に存 在 す るclathrinがDGDGと 結 合 す る こと

が強 く示唆 された.

考 察

glycosyl diglycerideは 微 生物 の細胞 膜 に広 く

分 布 して い る こ とが 知 られ て い る1).特 にmo1-

licutesに 属 す るマイ コ プラズ マや ア コレプ ラ ズ

マの細胞 膜 に存在 す るglycosyl diglycerideは そ

の細胞 壁 を保有 しないため,物 質 の生 理学的意義

について も詳 し く調べ られて いる10)～13).今回我 々

Fig. 5 Abilities of clathrin to block binding of

MOLT-4 cells to DGDG (C14) on the cover slip.

Various concentrations of clathrin were prein-

cubated on the cover slip with 10ƒÊg of DGDG for

12h 37•Ž. After rinsing the cover slip, 60 •~ 104 of

MOLT-4 cells were incubated on the well with

the cover slip. After 48h, binding cells were count-

ed. (-) : with DGDG, (•c) : without DGDG.

Conc. of clathrin (ƒÊg)

が,A.laidlawiiか ら分離 した,DGDGはA.laidl-

awiiの 細胞膜の流動性を規制する物質 として,以

前 より知 られていた.一 方,glycosyl diglyceride

は微生物の細胞膜 に広 く分布 しているにも関わ ら

ず1),細 菌感染の場での動物細胞 との関わ り合 い

については全 く不明である.特 に化学療法により

細胞壁を欠落 した状態の細菌では細胞膜 と宿主細

胞 との関連性 を究明することが重要である.著 者

は細菌の膜成分 とリンパ球 との関連性 を追求 して

来たが14)～16),本研究ではDGDGが ヒ トリンパ球

系樹立細胞 に結合することを初めて明 らかにし

た.

従来より細菌の細胞壁の構成成分の一つである

lipopolysaccharideやteichoic acidは リンパ 球

を幼若化 し,ま たマクロファージから,種 々のサ

イ トカインの産生を誘起するなど,免 疫担当細胞

に対 し,多 彩な生物活性 を示 し,更 に動物細胞に

対 し強い毒性を示すことも知 られている.今 回著

者が研究対象 としたDGDGは リンパ球 に対 し,結

平成9年6月20日
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合能を有するにも関わらず,細 胞の核酸合成の促

進や,マ クロファージ系細胞か らの腫瘍壊死因子

やインターフェロンの産生誘起活性は全 く認めら

れなかった(デ ーター未掲載).こ のことは本物質

が細菌の細胞壁 を構成するLPSやteichoic acid

と異なる生物活性 を有 していることを示唆するも

のである.Christiansson等17)はA.laidlawiiの 細

胞膜 のDGDGお よび,MGDGの 構成比 は温度に

より異なることを報告 し,細 胞膜のnip-napに 関

与 している因子であることを報告 している.本 研

究では本物質が結合した リンパ球の膜 の流動性は

検討 していないが,DGDGが 結合 した リンパ球の

免疫学的機能や生理学的変化を解明することが今

後の課題である.

今 回の実験でDGDGはclathrinと 結合す るこ

とを明らかにした.clathrinは,細 胞膜の被覆 ピッ

トの細胞質側に存在 し,糖 蛋白8)や,エ ンベロープ

を持つウイルスのエン ドサイ トーシス9)に関与す

る物質である.従 ってDGDGがclathrinに 結合

することは糖蛋白の細胞内移行やウイルスの細胞

内侵入機構に影響 を及ぼしていることが推定 され

る.

著者は今回の実験で2種 の合成DGDGを 用い,

細胞への結合能 を測定 した.そ のacyl基 はC16

(パル ミチン酸),C14(ミ リスチン酸)で ある.2

種のacyl基 の変化で結合能の差異は認められな

かった.Jarnes等19)やGanong等20)はacyl基 の異

なるPMAを 合成し,そ の活性の相異 を検討 して

お り,acy1基 の炭素鎖の数により生物活性が異な

ることが報告されている.DGDGの 細胞への結合

活性はPMAの 生物活性 とは全 く異なるが,今 後

は更にacyl基 を変えて,結 合能の変化 を検討する

ことにより本物質 とclathrinの 結合様式 をより

明確にしたい.

以上著者は,微 生物の細胞膜に存在するDGDG

が動物細胞 と結合することを明 らかにし,そ の結

合部位がclathrinで あることか ら,本 物質が動物

細胞のウイルス感染やコレステロール代謝に深 く

関わっていることを示唆 した.
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The Binding Activity of Diglucosyl Diacylglyceride Derived from

Membranes of Acholeplasma laidlawii PG8 to Lymphoid Cells

Saori ONO

Department of Bacteriology, Kurume University School of Medicine

A chemical component has been purified from Acholeplasma laidlawii which binds to tissue
culture cells, MOLT-4, Hut-78, but not MT-4 and Jurkat. The glycolipid in the membranes of A.
laidlawii was extracted by Bligh-Dyer method. Further purification of chloroform phase of
Bligh-Dyer method was performed by silicagel column chromatography and thin layer chromato-

graphy.
Finally, the active component was assigned to be diglucosyl diacylglyceride by using nuclear

magnetic resonance (1H, 13C). Furthermore, diglucosyl diacylglyceride(s) with Cl, and C,6 were
synthesized, by the method of Boom.

Both native and synthesized diacylglycerides bind to MOLT-4 and Hut-78 cells. The binding

activity of these substances to cells was inhibited by preincubation of diglucosyl diacylglycerides
on the cover glass with clathrin.

These results suggest that the binding site of diglucosyl diacylglycerides on cells was
clathrin.

It is necessary to clarify the biological activities of diglucosyl diacylglycerides in viral
infections and transmission of lipoprotein and the how mechanism of envelopment of the virus
into the cell.
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