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新 カナ マ イシ ンDKB (3',4'-Dideoxykanamycin B)の 抗 菌 作 用

飯 田 恭 子 ・小 池 聖 淳

九州大学歯学部口腔細菌学教室

R因 子によるKanamycin耐 性菌はKanamycin不 活

化酵素を産生し,そ のうちの1つ は3',4'の 水酸基を燐

酸化するKanamycin燐 酸化酵素に よ り,Kanamycin

を不活化することが知られている。この ことから,Ka-

namycin Bの3',4'の 水酸基を水素に置換することによ

り,こ の酵素による不活化を免れさせようとする目的で

作製されたものが3',4'-Dideoxykanamycin B (DKB)

である1)。この薬剤の抗菌スペクトラムはグラム陽性球

菌からグラム陰性桿菌 と非常に幅が広 く,と くに各種抗

生物質に抵抗性を示すKlebsiella, Preteus, Psmdomoms

に著効を示すことが,わ れわれの成績も含めて第19回

東日本化学療法学会シンポジウムにて発表され た2)。さ

らにわれわれは,大 腸菌,緑 膿菌を用いて,こ の薬剤の

抗菌作用の機序を調べた結果,こ の 作 用 は殺菌的であ

り,き わめて早期にその作用を発現すること,お よび,

この殺菌作用と併行して,こ れ らの菌に重要な形態変化

を与えることなどを明らかにした3)。今回 はそれについ

ての詳細な結果を報告すると同時に,化 学構造もその骨

格を同じくして,か つ抗菌スペクトラムも非常によく似

ているGentamicin (GM)4,5)と 比較した結果もあわせて

報告する。

実験材料ならびに方法

1)　 使用菌株および抗生剤:大 腸菌 としては教室保存

のEscherichia coli B,緑 膿菌 としては,Pseudomonas

aemginosa P28, P29(東 京大学医科学研究所 本間遜

博士から分与されたもの)を 用いた。

DKBは 明治製菓株式会社のものを,GMは 塩野 義製

薬株式会社のものを用いた。

これらの薬剤は生理食塩水 に100μg/mlに,使 用前

に溶解され,stock solutionと された0

2)　 薬剤の最少発育阻止濃度(MIC)測 定 法ならびに

抗菌作用測定法

これらの菌株に対するMICの 測定は,化 学療法学会

が定める寒天稀釈法により,BHI寒 天培地(Difco製)を

用いて測定された。抗菌作用の測定には,こ れらの菌株

のBHI-broth中 での対数増殖期の中期(Klett unit 90

～100)に それぞれの薬剤が最終濃度10μg/mlに なる

ように添加され,添 加直後10分, 20分, 30分, 60分,

120分 後にKlett type spectrephotemeter(日 本光電社

製)に て,波 長660mμ でそのoptical densityが 測定

されると同時に,培 養液がそれらの時間毎に0.1 mlぬ

き とられ,寒 天平板法により生菌数が測定された。また

対照としては,添 加薬剤液 と同量の生食水が同時期に培

養液に加えられ,同 様にoptical density生 菌数が測定

された。

3)　 電子顕微鏡法

薬剤作用後10分, 30分, 60分, 120分 に,こ れら

の菌はKELLENBERGER-RYTER 1% OsO4液 に て法6)

の とお りに16時 間固定され,0.5%酷 酸 ウラニール液

にて2時 間処理 され た。そ の後エタノール脱水,pro-

pylene oxide置 換を経て,Epon 812に て包埋され7),

電子顕微鏡用試料とされた。これらの試料 はReichert

UMO2超 ミクロトームにより薄切され,0.4%ク エ ン酸

鉛にて電子染色され,日 本電子JEM 100Bに て観察さ

れた。

結 果

使用菌株に対するDKB, GMのMICはTable 1に

示す,E. coli B, P28, P29と ともにこれ らの薬剤に

対しては高感受性である0

さらに,E. coli B, P28の 対数増殖期 にこれ らの薬

剤を加えると,optical densityは15分 ま ではそのま

ま上昇するが,そ の後は上昇を完全に停止 し,そ の後は

非常に緩慢であるが下降を示 し,120分 後を見ると明ら

かに薬剤添加時のoptical densityよ り下方にある(Fig.

Table 1.

Fig. 1. Effect of DKB and GM on the growth 

of Ps. aeruginosa P 28 and E. coli B.



1038 CHEMOTHERAPY JULY 1974

1)。 こ の こ とは 徐 々に で は あ るが,溶 菌 して い る こ とを

示 す と考 え られ る,ま た 薬 剤 のP28の 生 菌 数 に 与 え る

影 響 を 測 定 す る実 験 で は 対 数 増 殖 期 の 生 菌 数5×107/ml

の 時期 に 薬 剤 を 加 え ら れ る とDKBで は10分 後に 約

10-3,30分 で10-5に 生 菌 数 が 低下 し,GMで も 同 様

に 生菌 数 が 低 下 す る。E. coli Bで は,10分 で10-5, 30

分 で10-6に 生 菌 数 の低 下 がみ られ た(Fig.2)。 す なわ

ち,両 薬 剤 と も増 殖 期 の菌 に対 し て は30分 で99.9%

以 上 の菌 を殺 菌 す る こ とが 分 つ た。

以 上 の よ うに これ らの薬 剤 はE. coli B,お よ びPs.

aeruginosaに 対 し激 烈 な作 用 を もつ こ とが 確 め ら れ ,

と くにoptical density曲 線 で は 落 菌 を思 わ せ る結 果 が

得 られ た こ とか ら,電 子 顕 微 鏡 的 形 態 学 的 裏 付け を得 る

こ とが 試 み られ た 。Photo.1はE. coli Bの 対 数 増 殖 期,

Photo.2はP28の 対 数 増 殖 期 の 菌 を示 す 。 細 胞 壁 は 二

重 膜 構 造 を示 す 外 層 とそ の 内側 の 顆 粒 層か らな り,い ず

れ も外 層 は 波 動 状 を 示 す 。 原 形 質 膜 は 同 様 に 二 重 膜 か ら

な り,裏 面 は 平 滑 で あ る。 原 形 質 内 は リボ ゾ ー ムに よつ

て 占 め られ,中 央 部 に や やelectron lucentな 核 部 が あ

り,核 線 維 が 存 在 す る。 これ に 薬 剤 を 与 え て30分 後 で

は,E. coli B (Photo.3), Ps. aeruginosa P28 (Photo.4),

P29細 胞 壁 表 面 に 露滴 状 に 突 起 が 生 じ,そ の 突 起 は 細

膜 壁外 層 と連 絡 して い る こ とが 示 され て い る(Photo.5

矢 印)。 ま た菌 がそ の表 面 でtangentialに 薄 切 を うけ る

と,細 胞 壁 表 面 を電 子 顕 微 鏡 的に 観 察す る こ と に な る

が,こ の よ うな状 態 で も 明 らか に そ の突 起 を観 察 す る こ
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Fig. 2. Bactericidal effect of DKB 

and GM against Ps. aeruginosa 

P 28 and E coli B.

Photo. 1. Thin section of a normally growing 

cell of E. coli B. Markers represent 

100 nm. 

Photo. 2. Thin section of a normally growing 

cell of Ps. aeruginosa P 28. 

Photo. 3. Thin section of E. coli B cell treated 

with 10ƒÊg/ml of DKB for 30 min. 

Photo. 4. Thin section of Ps. aeruginosa P 28 

cell treated with 10ƒÊg/ml of DKB for 

30 min. 

Photo. 5. A high magnification of Ps. aeruginosa 

P 29 cell treated with DKB for 120 

min. Arrows show the blebs derive 

from the outer layer of the cell wall. 

Photo. 6. Lysis of Ps . aeruginosa P 29 cell 

treated with 10ƒÊ/ml of DKB for 120 

min.
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とが出来る(Photo.3)。 さらにE. coli B, P29で は原

形質は収縮 し,原 形質膜も瘤状の突起を示して くる。こ

のような変化は時間とと もに は げしくな り,120分 で

は,菌 は正常な桿菌状の外形を保つことが出来ず,細 胞

壁は,断 裂はないが,無 数の突起によつておおわれる。

原形質は不規則に収縮 し,原 形質膜は部分的に消失 し,

核 線維と思われる線維状構造が直接Periplasmic space

に露 出し,明 らかに溶菌の像を示すようになる(Photo.

6)。

考 察

新抗生物質DKBがGMと 同様に非常に広い抗菌ス

ペクトラムを持ち,と くに緑膿菌に対 し数少ない有効な

抗生剤であることが知られている。今回の実験において

この薬剤の抗菌作用はGMと 同様に殺菌作用であるこ

とが判明した。元来ア ミノ配糖体系抗生剤はストレプト

マイシンを始めとして殺菌的に作用することが知られて

いる8)。またこれら抗生物質の作用機序 はストレプトマ

イシンを中心として,蛋 白合成系とくに リボゾームの機

能構造に関連させて詳 しい研究がなされてい るが9),リ

ボゾーム以外にも作用点をもつていることが明らかにさ

れている。すなわち,こ れらの薬剤の構造中 に 含 まれ

てい るcationic substance (streptamine)が 菌 側 の

anionic substmceと 結合 し,そ の物質 の もつ機 能を

失活 させ る こと で あ る。DUBIN & DAVIS10)はSM

がcell envelopeに 早期に損傷を与え,そ の結果,菌 体

内K+が 菌体外に流出することを報告 し, TZAGOLOFF

& UMBREIT11)はnucleotideが 流 出することを明らか

にしている。われわれが今回明らかにしたDKB, GMに

よる細胞壁ならびに原形質膜の変形は,DUBINらTZA-

GOLOFFら の生化学的結果と極めてよく一致 し,こ れら

の変形は細胞壁,原 形質膜中に多 量 に 含 まれ て い る

phospholipideと これら薬剤とが結合 し,こ れらの膜の

分子配列にdistortionを きたしたがために,形 態変化

を招来し,ま た機能を消失 したために,菌 体内容物を流

出させるに至つたと考えている。
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ANTIBACTERIAL EFFECTS OF DIDEOXYKANAMYCIN B 

ON GRAM NEGATIVE BACTERIA

KYOKO IIDA and MASAATSU KOIKE 

Department of Microbiology, School of Dentistry, Kyushu University

Dideoxykanamycin B, a new aminoglycoside antibiotic showed the bactericidal effect on the gram-

negative bacteria, as well as gentamicin. Short treatment of Escherichia coli B, Pseudomonas aerugi-

nosa P 28 and P 29 with dideoxykanamycin B and gentamicin resulted in bleb-formation from the outer 

layer of the cell wall, and prolonged treatment caused lysis of the cells. These alterations may be 

interpreted that dideoxykanamycin B primarily acts to distort the molecular arrangement of the cell 

envelope.


