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要 約

黄色ブドウ球菌,ジ フテリア菌に対す るEnramycin

(ERM)の 試験管内抗菌作用像を電子顕微鏡により検討

した。その結果,ERMを 黄 色ブドウ球菌に作用させる

とすみやかに細胞質膜のシワの形成,内 側への嵌入,メ

ソソームの多発とい う膜の形態変化が現われ,次 いで細

胞質膜の透過性に支障をきた した結果起 こる らしい細胞

内容物の流出現象が観察され,こ れは溶菌へとすみやか

に進む。そ して こ の溶菌作用は試験管内発育阻止濃度

MIC以 下のERM低 濃度で短時間に起こるのが特 徴 で

ある。なお,こ の場合 ブドウ球菌は隔壁の肥厚,プ ロト

プラストの形成は認められなかつた。いつぼう,ジ フテ

リア菌に対するERMの 抗菌像についても膜のシワの形

成,内 側への嵌入とい う細胞質膜の形態変化に続 きすみ

やかに溶菌作用が見 られたことはブドウ球菌の場合とほ

ぼ同様であつた。なおこの場合,ジ フテリア菌の長大化

は見 られなかつた。

緒 論

ERMはStreptomyces fungicidicusか ら単 離 され た

抗 生 物 質1)で,分 子 量2,600の 塩 基 性 環 状 ペ プ タイ ド2)

で あ り,ま た デ プ シペ プ タイ ドで もあ る。ERMの 細 菌

学 的 研 究 に よれ ば,グ ラ ム陽 性 菌 群 に 対 して有 効 で あ り,

殺 菌 的 な 抗 菌 作 用 を 示 す が,グ ラ ム陰 性 菌 群 に対 して は

全 く無 効 で あ る3～5)。

ERMの 作 用 機 序 に関 す る生 化 学 的 研 究 につ い て は 土

屋,竹 内6, 7)ら はUDP- N- acetyl muramyl pentapeptide

の 菌 体 内 蓄 積 お よ び14C- Glutamic acidのcell wall

分 画 へ の 取 り込 み 阻 害 に よ り,ま た 松 橋8)ら は ラ ベ ル し

たUDP- N- acetyl muramyl pentapeptideとN- acetyl

glucosamineを 基 質 と したcell free系 の 生 合 成 実 験 で

cell wall peptide glycanの 形 成 阻 害 に よ りそ れ ぞ れ

ERMの 細 胞 壁 合 成 阻害 を 報 告 して い る。

今 回,私 ど もはERMの 黄 色 ブ ドウ球 菌,ジ フ テ リア

菌 に対 す る作 用機 序 を電 子 顕 微 鏡 観 察 に よ り検 討 した 結

果,ERMの 抗 菌 像 はPenicillin, Cephalosporin系 抗

生 物 質 な どの 細 胞 壁 合 成 阻 害 抗 生 物 質 で観 察 さ れ る抗 菌

像 とは著 し く異 な り,む しろPolymyxin B, Colistinな

ど の細 胞 質 膜 障 害 の 強 い抗 生 物 質 に よ る抗 菌 像 と極 め て

類 似 して い る こ とを 認 め た。

材 料 お よび 方 法

Staphylococcus aureus FDA 209 P JCお よびCory-

nebacterium diphtheriaeを こ の実 験 で 用 い た 。 試 料 作

製 はSeries I, Series IIの2通 りの 方 法 で 行 な つ た 。

す な わ ち,Fig.7とFig.8の みSeries IIの 寒 天 平 板

培 地 で 行 な い,そ れ 以外 は 全 てSeries Iに よ る 液 体 培

地 を 用 い て 行 な つ た 。

Series I: Heart infusion broth (Nissan)の 入 つ た2

個 の フ ラス コに18時 間Tryptosoya broth (TSB Nis-

san)で 前 培 養 した菌 液 を1%各 々 に 加 え る。37℃ で4

時 間 培 養 後 薬 剤 の 最 終 濃 度 が0.5mcg/mlに な る よ うに

Enramycin (Takeda, Osaka)を,い つ ぼ うの 培 地 に だ

け 加 え る。 他 方 の培 地 に は 何 も加 えずControlと す る。

薬 剤 添 加 か ら0.5, 1.5, 3.0時 間 後 に試 料 を採 取 す る。

0.1% OsO4で 前 固 定 した 菌 液 を遠 心(1,800G)に よ り

集 菌 し,少 量 の1.5% warm agarと 混 合 し た 後 固 ま

らせ 小 さい ブ ロ ッ クに 切 る。

Series II: 18時 間TSBで 前 培 養 した 菌 液 を2%の

割 合 に50℃ に 加 温 したHeart infusion agar (Nissan)

と混 合 した 後 平 板 とす る。 平 板 上 に 享 て たCupに0.5

mcg/mlのERMを 入 れ る。24時 間 培 養 す る と 阻 止 円

が で き る の で,そ の 阻 止 円 の境 界 付 近 を 切 りと りブ ロ ッ

クを 作 る。

Series Iお よびSeries IIで 作つたブロック試料 を

1% OsO4緩 衝液で18時 間固定す る(KELLEUBERGER

法9))。 0.5% Uranyl acetateで2時 間染色後Ethanol

seriesで 脱水する。LUFT法10)に 従がい,Epoxy樹 脂 で

包埋後LKB社 ウル トロ トームで超薄切片を作製する。

切片染色はUranyl acetateとLead citrateで 行 ない,

観察は明石S-500大 型電子顕微鏡を用いた。

結果および考察

Fig.1は 正常な黄色ブ ドウ球菌209 P JCの 超薄切片

標本による電子顕微鏡写真である。分裂を終えたばかり

の細胞とこれから分裂を始めようとする細胞 が 見 られ

る。各々の細胞について細胞壁,細 胞質膜,核,メ ソソ
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ー ムが 明瞭 に観 察 され る。 全 て の電 子 顕 微 鏡 写 真 の ス ケ

ール は0.1μ を 示 し て い るQ

Fig.2.～ Fig.6.はERM 0.5 mcg/mlを 作 用 させ た

黄 色ブ ドウ 球 菌209 P JCの 抗 菌 像 で あ る。 な お,ERM

の こ の菌 に 対 す るMICは0.78～1.56 mcg/mlで あ り,

そ れ 故 こ の実 験 で 用 い た0.5 mcg/mlと い う濃 度 は 第1

次 作用 点 を 調 べ る の に適 用 で,か つ 充 分 に低 い 濃 度 で も

あ る。Fig.2で は 細 胞 質 膜 はcontrolに くらべ て,い

くぶ ん 厚 く,シ ワ が寄 り内 側 へ 入 り込 も うと し てい る。

Fig.3で は 月莫の 入 り込 み は,さ ら に 進 ん で 袋 状 の 細 長

い 構 造 物 に な つ て い る。Fig.4の 写 真 はFig.2お よび

Fig.3と 同 程 度 の 状 態 の も の の 膜 付近 の 拡 大 で あ る。

Fig. 1. Electronmicrograph of ultrathin section of 
normal cells of Staphylococcus aureus 209 P 
JC (control).

Fig. 3. Section of a cell exposed to enramycin. 

The membrane has been further indented to 

form a long, bag-shaped structure.

Fig. 5. Electronmicrograph of a cell which further 

reacted with ERM.

Fig. 2. Section of Staphylococcus aureus 209 P JC 

exposed to enramycin. The cell membrane 

is somewhat thicker than the control, the folds 

are formed, and the cell membrane is about 

to be indented into the cell.

Fig. 4. This electronmicrograph is the enlarge-

ment of parts around the membrane which 

is in a state similar to that shown in Figs. 

2 and 3.

Fig. 6. Electronmicrograph of a cell which further 

reacted with ERM.
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Fig.4か ら判断 す る と,こ の タ イ プ の 袋 状 に な つ た 嵌 入

は 膜 の 形 態 変 化 して で きた も の で あ り,メ ソ ソー ム で あ

る こ とが 判 る。 この よ うにERM作 用 に よ りこの タ イ プ

の メ ソ ソ ー ムが 多数 現 わ れ る とい う特 徴 が あ る。 しか し

な が ら,メ ソ ソ ー ムの 発 生,機 能 に つ い ての 明確 な こ とが

判 つ てい な い 現 在,ERMな どの 薬 物 との 接 触 で な ぜ メ

ソ ソ ー ム が 多発 す るか とい う機 構 につ い て は 判 つ てい な

い 。管 沼 ら11)は 次 の よ うに 報 告 して い る 。す なわ ち,正 常

な ブ ドウ球 菌 に お い て も培 養 初 期 に は この タ イ プの 膜 の

袋 状 の 嵌 入 が 数 多 く見 られ る。そ して この 嵌 入 をcarelae

intracellureと 名 づ け て い る。 土 屋 ら12)は 抗 生 物 質 を 次

の よ うに 分 類 して い る 。i)殺 菌 作 用 のみ を示 す もの,

Fig. 7. Electronmicrograph of a cell of the test 

organism which reacted with ERM.

Fig. 9. Electronmicrograph of ultrathin section of 

normal cells of Corynebacterium diphtheriae.

Fig. 11. Section of a cell cut in the direction of 

the major axis.

Fig. 8. Electronmicrograph of a cell which reacted 
with gramicidin (GR), an antibiotic of the pe-

ptide group which is active against Gram-
positive bacteria like ERM.

Fig. 10. Section of the cells cut vertically in the 

direction of the major axis in which occurs the 

separation of the cell wall and the cell mem-

brane.

Fig. 12. Electronmicrograph of section of a cell in 

which bacteriolysis has been completed.
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ii)殺 菌作用を示す濃度 と同程度の濃度で溶菌作用を示

す もの,iii)さ らに高濃度でなければ溶菌作用を示さな

いもの。今回の電子顕微鏡観察の結果では,ERMは きわ

めて低濃度でしかも短時間ですみやかな溶菌を起こすこ

とが判つた。これはERMがii)の 殺菌作用を示す濃度

と同程度の濃度で溶菌作用を示す抗生物質に属するとい

う土屋 らの報告と一致 している。Fig.5, Fig.6はERM

の作用がさらに進んだ場合の抗菌 像 で あ る。これ らの

Figureか らは細胞内容物漏出の結果起つた細胞内の希

薄化,す なわち溶菌現象が観察される。 この溶菌作用は

ERM 0.5 mcg/ml作 用後30分 で も起つ ていた。そ し

て希薄化した細胞内には単位膜構造からなる球形物がみ

られる。これは細胞内の内圧低下のため膨化した異常な

メソソームらしい。 また,こ れ らの両Figureは 細胞分

裂中の細胞にERMが 作用したものであるQ細 胞内の希

薄化か らも判るように溶菌が起つているが細胞壁,隔 壁

は正常で肥厚は見 られなかつた。 さて細胞壁合成阻害抗

生物質であるPenicillin, Cephalosporin系 抗生物質を

分裂中の細胞に作用した場合には細胞壁前駆物質蓄積の

ため細胞壁および隔壁に肥厚が見 られることが知 られて

お り,さ らに,土 屋,松 橋 らの生化学面か らの研究によ

るとERMに よる細胞壁合成阻害の作用点は細胞壁ムコ

ペプタイ ド生合成系の膜のlipidが 関与す る以後である

と述べている。 それゆえ,ERMは 細胞壁合成阻害を1

次作用点とするならば蓄積する細胞壁前駆物質は細胞壁

または隔壁に可視性の肥厚像を作るはずである。 しか し

なが ら私 どもの行なつた電子顕微鏡による観察ではこの

ような肥厚は全 く見られなかつた。

Fig.7, Fig.8はSeries IIの 方 法に従がい寒天平板

で培養 したもので,前 者はERMを 後者はERMと 同様

グラム陽性菌に有効なペプタイ ド系抗生物 質Gramici-

din (GR)を 作用した場合の抗菌像である。両者 とも細胞

壁は正常であるが細胞内はすでに希薄化 してお り溶菌が

起つている。また後者は分裂中の細胞にGRが 作用 した

抗菌像であるが,隔 壁の肥厚は見られず溶菌が起つてい

る。これはERMの 抗菌像 とほぼ同じである。

Fig.9.～ Fig.13は ジフテ リア菌に対して行なつた実

験である。Fig.9は 正常なジフテリア菌の超薄切片標本

による電子顕微鏡である。正常なジフテリア菌の電子顕

微鏡像の特微としてはメソソーム,ポ リホスフェイ ト顆

粒が多数見 られたことである。Fig.10は 長軸方向に垂

直に切つた切片像であ り細胞壁と膜が分離 し原形質分離

を起 こしている。これは膜の透過性に影響を与えた結果

と思われる。この写真は細胞内が希薄化 していることか

ら判るように,す でに溶菌が進んでいるが細胞壁には変

化が見 られない。Fig.11は 長軸方向に切つた切片であ

り,Fig.10と 同程度の状態のものである。細胞 内の希

薄化,原 形質分離,管 状メソソームな ど が見 られ る。

Fig.12, Fig.13は 溶菌の完了 したものであるが細胞壁

は正常であり,肥 厚は見 られない。以上のとお り,ジ フ

テ リア菌に対するERMの 抗菌像は膜に始まる形態変化

に続 くすみやかな溶菌作用およびプロ トプラス トの形成

が見 られないことはブ ドウ球菌に対する抗菌像の場合と

同じであつた。また,ERMに よるジフテ リア菌の長大

化は見られなかつた。

以上をまとめると,黄 色ブ ドウ球菌,ジ フテ リア菌に

対するERMの 抗 菌作用像はプロ トプラス トの形成,隔

壁の肥厚が認められないとい う点で細胞壁合成阻害抗生

物質Penicillin, CePhalosporin系 の抗菌像 とは大ぎく

異なる。それよりむしろ膜の形態変化に続 くすみやかな

溶菌過程は細胞質膜障害抗生物質 といわれてい るPoly-

myxin B, Colistinを 用いて大腸菌などについ て観 察

したCHAPMAN 13, 14),ま たKOIKE 15)らの抗菌像に類似

するものであつた。それゆえ,ERMの 第1次 作用点は

その電子顕微鏡的抗菌像から判断すると細胞質膜障害に

あるのではないかと推定 した。 さらに私どもはこれらの

抗菌像を裏付けるための生化学的研究を実施したので,

第I報 で報告する。
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STUDIES OF THE MECHANISM OF ACTION OF ENRAMYCIN, 

AN ANTIBIOTIC OF THE PEPTIDE GROUP 

(I) Electron-microscopic Study
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and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy 

Summary

Electronmicroscopic study was carried out to examine the in vitro antimicrobial activity of enra-
mycin (ERM) against Staphylococcus aureus and Corynebacterium diphtheriae. Exposure of Staphylococcus 
aureus to ERM rapidly caused morphological changes in the cell membrane such as fold formation , 
inward incarceration and formation of many mesosomes followed by transudation of the cellular con-
tents which appeared to result from the impaired permeability of the cell membrane, and this pro-
ceeded rapidly to bacteriolysis. The bacteriolytic action is characterized in that it takes place in a 
very short time at such low concentrations of ERM as are lower than the in vitro minimum inhibi-
tory concentration (MIC) of the antibiotic. In this case, neither hypertrophy of the septum nor forma-
tion of protoplast has been observed with Staphylococcus aureus. On the other hand, the anti-
bacterial pattern of ERM against Corynebacterium diphtheriae has been found to be similar to that against 
Staphylococcus aureus. Namely, morphological changes, such as formation of folds in the cell mem-
brane and inward incarceration of the membrane, took place immediately followed by bacteriolysis . 
No elongation of the cells of Corynebacterium diphtheriae has been found.


