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要 約

Enramycin(ERM)は 大 腸 菌 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト,Ba-

cillus megateriumプ ロ トプ ラス トを 容 易 に 溶 解 す る。

ERMの 作 用 でERM感 受 性 菌 が プ ロ トプ ラ ス トに変 形

しな い 点 はPenicillin,Cephalosporin類 とは 異 な るo

ERMはUV260mμ 吸 収 物 質 の 強 い 漏 出 作 用 を 有 す

る。

緒 論

ERMはStreptomyces fugicidicusか ら 分 離 され た1)

分 子 量 約2,600を もつ 新 し い 塩 基 性 環 状 ペ プ タイ ドで

あ り2),ま た デ プ シペ プ タ イ ドで も あ る。 ま た,ERMは

グ ラ ム陰 性 菌 に は作 用 せ ず,グ ラ ム陽 性 菌 に対 して著 し

い 殺 菌 作 用 を有 す る3～5)。

ERMの 作 用 機 序 研 究 に 関 し 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 細 胞 壁 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。

著 者 の前 報9)はERMの 黄 色 ブ ドウ球 菌,ジ フテ リア

菌 に対 す る電 子 顕微 鏡 像 を 報 告 し た 。 そ れ に よ る と

Gramicidin,Polymyxin Bな ど の 抗 菌 像 に 類 似10～12)

し,Penicillin,Cephalosporin類 な どの そ れ に は 類 似

しな か った13～16)。

今 回 の 報 告 は こ の も の の作 用 機 序 を 生 化 学 的 面 か ら検

討 を して と りあ げ た も の で あ る。

材 料 お よ び 方 法

使 用 菌 株:大 腸 菌NIHを ス フ ェ ロ プ ラス ト溶解 実 験

で,Bacillus megaterium KMを プ ロ トプ ラ ス ト溶 解 実

験 で,黄 色 ブ ドウ球 菌FDA 209-Pを プ ロ トプ ラ ス ト形

成 の実 験 で,そ れ ぞ れ使 用 した 。

使 用 培 地:全 て の実 験 にお け る 増 殖 用 培 地 お よび 菌 体

内 成 分 測 定 実 験 で の 振 と う培 養 に お け る 培 地 と し て

TSB(Trypto-soy Broth,Nissan)を 用 いた 。 プ ロ トプ

ラ ス ト形 成 の 研 究 に お け る 平 板 培 地 に は普 通 寒 天 培 地

(肉 エ キ ス10g:ペ プ トン10g:食 塩3g/1,000ml,pH

7.0)を 用 い た 。 ス フ ェ ロ プ ラス ト,プ ロ トプ ラス ト形

成 の た め に 増 殖 させ た 菌 の 培 養 に はMedium B(Na2・

HPO4 4g;KH2PO4 2g;(NH4)2SO4 1.2g;MgSO4・

7H2O 0.4g;Bactopeptone 10g;Yeast Extract 2g/

1,000ml,pH7.0)を 使 用 した 。

大 腸 菌 ス フ ェ ロ プ ラス トの 調 製:大 腸 菌NIHのover-

night culture1容 量 をMedium B100容 量 に加 え37

℃,4時 間振 と う培 養す る 。 培 養 液 を遠 心 して 得 たpel-

1etを0.6M sucrose加Tris Buffer(0.01M Tris-

hydroxymethyl)amino methane Buffer,pH8.0)に

懸 濁 す る。 これ に 最 終 濃 度120μg/mlのlysozymeと

480μg/mlのEDTAを 加 え る。30℃,25分 放 置 後 懸

濁 液 を遠 心 し,沈 渣 は500mμ のoptical densityで

0.5か ら0.6に な る よ うにosmotic stabilyzer(0.01M

MgCl2加0.9Msucrose溶 液)加Tris Buffer中 に ゆ

っ く りと懸 濁 させ る。

Bacillus megateriumプ ロ トプ ラ ス トの調 製:

Bacillus megateriumのovernight culture1容 量 を

Medium B 100容 量 に 加 え る。37℃,4.5時 間 の 培 養 の

後,培 養 液 を 遠 心 す る。Cell pelletはosmotic stabi-

lyzer(0.01MMgCl2加0.2M sucrose)加0.03M

Tris Bufferで2度 洗 浄 後,反 応 に 適 し た 濁 度 に な る

よ うに,同 液 で 調 整 す る。 す な わ ち,optical density

500mμ で0.5か ら0.6に な る よ うに 調 整す る 。

プ ロ トプ ラス ト形 成 の 研 究:黄 色 ブ ドウ球 菌FDA

209-Pのovernight cultureをosmotic stabilyzer

(0.01M MgCl2加1.2M sucrose)加Medium B中

で0.39お よび0.78μg/mlのERMを 作 用 さ せ る。

対 照 と して2.5お よび50μg/mlのPenicillin Gを 作

用 させ た 培 養 液 を 同 様 に 測 定 した 。 薬 剤 添 加 して2時 間

培 養 後,培 養 液 を1% peptone水 お よびosmotic sta-

bilyzer加1%peptone水 で希 釈 し,生 菌 数 は 普 通 寒

天 培 地 お よびosmotic stabilyzer加 普 通 寒 天 培 地 で 調

べ た 。

漏 出 した菌 体 内成 分(UV260mμ 吸 収 物 質)の 測定:

黄 色 ブ ドウ球 菌FDA 209-Pのovernight cultureを
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Medium Bに 接 種 し,18時 間 培 養 後,培 養 液 を 遠 心

す る。 沈 渣 と し て 集 め たcellpelletは0.03MPBS

(Phosphate Buffer Solution,pH7.0),ま た は1.2M

sucrose加PBSに1mg of dry cells/mlに な る よ う

に 懸 濁 させ る。35mlの 細胞 懸濁 液 に5mlの 薬 剤 液 を

加 えた 反 応 液 を37℃ の 水 浴 中 で培 養 し30分 お ぎに7

mlの 細 胞 懸濁 液 を採 取 し,3,000rpmの 遠 心 に よ り得

た 上 清 に つ い てU.V.260mμ で 吸収 を 測定 した 。

菌 体 内 成 分DNA,RNA,Proteinの 定 量:黄 色 ブ ドウ

球 菌FDA 209-Pのovernight cultureを5%の 割 合

で 接種 したTSBを37℃,3時 間 振 と う培 養 し,そ の培

養 液3mlと 薬 剤1mlをL-字 管 に 入 れ,37℃ で2時

間 振 と う培 養 を 行 な った 。細 胞 成 分 はPARK,HANCOCK

の 方 法17)に 従 が い 分 画 した 。 す な わ ち,3,000rpm15分

間 の遠 心 で 得 た 細 胞 分 画 を5% cold TCA(Trichloro

acetic acid)で 抽 出 した 。 残 査 は75% ethanolで 抽 出

後,さ らに5% hot TCAで 抽 出 した 。 上 清 はDNA,

RNAの 定 量 に 用 い,DNAはdeoxypentoseのdiphe-

nyl amine反 応,RNAはpentoseのorcinol反 応 に

よ り定 量 した18)。 残 渣 は25mlの0.04N NaOHで 溶

か した 後,LOWRY-FOLIN反 応 に よ り蛋 白 の 定 量 を 行 な

った18)。

結 果 お よ び 考 察

大 腸 菌 ス フェ ロ プ ラ ス トの溶 解12):Fig.1は 正 常 な 大

腸 菌NIHの 電 子 顕 微 鏡 像,Fig.2は リゾ チ ー ム,

EDTAの 作 用 で で き た大 腸 菌 ス フ ェ 官 プ ラ ス トの 像 で

あ る。Fig.3は 大 腸 菌 ス フ ェ ロプ ラ ス トにERM50μg/

mlを30分 間 作 用 させ た 像 で あ る。 大 腸 菌 はERMに

感 受 性 が な い に もか か わ らず,大 腸 菌 ス フ ェ ロ プ ラス ト

は か な りの感 受 性 を 有 し,短 時 間 で溶 菌 す る こ とがFig.

3か ら わ か る ° 大 腸 菌 ス フ ェ ロ プ ラ ス トに 対 す るERM

の作 用 は細 胞 壁 に お い て は 多 数 の 突 起 な ど とい う顕 著 な

変 化 は見 ら れ な か った が,原 形 質 の 急 激 な 流 出に よ っ て

起 る急 速 な 溶 菌 はPolymyxinBl3～15),Gramiciding)の

場 合 の 溶菌 過 程 と類 似す る。Fig.4は 大 腸 菌 ス フ ェ ロ

プ ラ ス ト懸 濁 液 にERMを 作 用 させ た 溶 菌 曲線 で あ る 。

ス フ ェ ロ プ ラス トの 溶 菌 過 程 が0.D上 値 の 滅 少 と して示

され てお り,こ の 溶 菌 は30分 か ら60分 とい う きわ め

て短 時 間 で起 る もの で あ り,し か もERMの 濃 度 に 比 例

して 起 る こ とが 示 さ れ て い る。

B,megateriumプ ロ トプ ラス ト溶 解 能 の 測 定19,20):

細 菌 細 胞 質 膜 に対 す る種 々 の抗 生 物 質 の もつ 膜 溶 解 活 性

を 比 較 す る た め に,Gralnicidin,PolymyxinBに 対 し

Fig. 1 Electron micrograph of Escherichia coli 

NIH. The magnification bar represents 

O. 1 ƒÊ. Three layers of cell wall were 

observed clearly. CW : cell wall, PM : 

plasma membrane, M : mesosome, N : 

nucleons.

Fig. 2 Electron micrograph of cross section of 

Escherichia coli. Tripartide nature of cell 

wall and plasma membrane may be seen. 

Densely packed ribosomes can be seen. 

This cell is early stage in the formation 

of spheroplast induced by lysozyme and 

EDTA.

Fig. 3 Electron micrograph of lysed cells of 

spheroplasts of Escherichia coli exposed 

to enramycin 50 ƒÊg per ml for 30 minutes.
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て感受性を もつBacillus megateriumを リゾチーム処

理によって得たプロトプラス トをこの実験で用いた。細

菌細胞質膜に対する抗生物質の溶解活性を定量化するた

め溶解能の基準を次のように定めた｡す なわち30分 間

で最初のプロトプラスト菌量を半減させるような薬剤濃

度を仮にLD50と し た。Fig.5はERMとPenicillin

GのFig.6はERMとCephalexinのB.megaterium

プ ロ トプラス トへの影響を示 した 溶 菌 曲 線 で あ る。

PenicillinG,CePhalexinの 作用ではO.D.値 に変化を

与えないが,ERMの 作用では急激なO.D.値 の 減少を

示 し,ERMが プロトプラス ト溶解能の強いことを 示し

ている。種々の抗生物質について同様 な 実 験 をくり返

し,溶 菌曲線を描きLD50値 を求めた。Table1は その

LDso値 を ま とめ た もの であ り,こ のTableか ら各 薬 剤

の 膜 溶 解 活 性 を比 較 す る こ とが で き る。 これ に よ る と,

Gramicidin,Polymyxin B,EMRの 示 すLD50値 は 小

さ く,こ れ らの 抗生 物 質 の 作 用 部 位 が 細 胞 質 膜 に あ る こ

とを示 して い る。 ま た,い っぽ うPenicillin G,Cepha-

lexinの 示 すLD50値 は 大 きい 。 これ は そ れ らの 薬 剤 が

細 胞 質 膜 の 溶解 作用 を もた な い こ とを示 す もの で あ るO

ま た,蛋 白 合 成 阻 害 抗 生 物 質 で あ るTetracyclineは

LDsoが150で あ るの に 比べ,そ の 新 しい 誘 導 体 で あ る

MinocyclineのLD50は きわ め て 小 さ く15で あ るが,

この こ とはbMinocyclineの 強 力 な 殺 菌 作 用 と関 係 が あ

り,こ の もの の 作 用 部 位 が 細 胞 質 膜 に もあ るの で は な い

Fig. 4 Lytic curves of spheroplasts of Escheri-

chia coli exposed to enramycin.

Fig. 5 Lytic curves of protoplasts of B. mega-

terium against penicillin G and enramycin.

Fig. 6 Lytic curves of protoplasts of B. mega-

terium against cephalexin and enramycin.

Table 1. Lytic activities of protoplasts of 

B. megaterium against various 

antibiotics 

LD50 means the concentration which 

leads to decrease the cell density of 

protoplasts suspensions to half of 

initial density for 30 minutes.

Fig. 7 Comparison of the viable counts of sta-

bilyzed and osmotically shocked cultures. 

1 : control, 2 : penicillin G 2. 5 ,ƒÊg per ml, 

3 : penicillin G 50 ,ƒÊg per ml, 4 : enramy-

cin 0.39 ,ƒÊg per ml, 5 : enramycin 0.78

μg  per ml. Dotted lines are viable counts

of shocked cultures, and solid lines are 

those of stabilized cultures.
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か ということを示唆するものである。

ERMに よるプロトプラスト形成実験:Fig.7-1に 示

す ように,Penicillin G2.5お よび50μg/mlを 作用さ

せた場合,osmotic stabilyzerを 含 まない培地では,そ

れを含んでいる培地に比べて1/2お よび1/5の 減 少が

見られた。この生菌数の減少 はPenicillin Gに よって

できたプロトプラス トが溶解 したために起るものである

ことを示 している。いっぽう,ERM0.78μg/mlを 作用

させた場合はFig.7-2に 示 してあるが,osmotic sta-

bilyzerを 含む培地でも含まない培地でも,生 菌数は、同

様に10-3 cells/mlに 減少し,差 は見られ なかった。こ

のように差がみられなかったことは,ERMに よ りプロ

トプラス トが形成されていないことを推測し得る。

菌体内成分,UV 260mμ 吸収物質の漏出:Gramici-

din,Bacitracin,Penicillin G,Vancomycinお よ び

ERMの5薬 剤を黄色ブ ドウ球菌懸濁液に作用させ,そ

の懸濁液の遠心上清についてU.V.吸 収を測定したとこ

ろ,い ずれの薬剤についても260mμ に極大吸収 を 示

した。Fig.8は 上記5薬 剤を作用させた懸濁液の 遠 心

上清が示 した260mμ 吸収値の経時変化 で あ る。Gra-

micidin,polymyxin B,ERMを 作用させた細胞 懸濁

液はBacitracin,Vancomycin,Penicillin Gを 作用さ

せたものより強い吸収を示 した。これはERMがGra-

micidin,Polymyxin Bと 同様に強力な細胞内容物流出

作用を有することを示 している。 この現象はある種のペ

プタイ ド系抗生物質で細胞質膜障害を作用機序 とするも

のに共通にみられる。Fig.9に 示 す実験成績はERMの

作用により流出する菌体内成分量が懸濁液の温度に支配

されるか どうかを調べた結果である。 この成 績 か らは

ERMの 作用による菌体内成分の漏出に関 しては至適温

度はみられず,漏 出量は温度に依存 しないことが示され

ている。

また,Gramicidinの 場合その漏出量は培地温度 に依

存しないことが報告され てお り23),Polymyxin Bの 場

合においても,2℃ とい う低温でもその作用を発揮する

ことを,T4フ ァージ吸着阻害実験により報告され てい

る22)。

菌体内成分,DNA,RNA,Protein量 の変化:Fig.10

はERM0.09か ら3.12μg/mlの6段 階の濃度を黄色

ブ ドウ球菌に作用させた時の,菌 体内成分DNA,RNA,

Protein量 を定量しその結果を示したものである。予試

験 として同じ条件でERMの 作用による生菌数 の 変 化

を調べたところ,ERM0.78μg/ml以 上 で は生菌数に

Fig. 8 Release of cellular constituents, U. V. 

260 mg absorbing materials by exposing 

to antibiotics. Medium : 0. 03 M phosphate 

buffer pH 7.0 containing 1.2 M sucrose.

Fig. 9 Influence of release amounts against 

medium temparature. 

Medium : 0.03 M phosphate buffer. Solid 

lines show release amounts treated with 

enramycin, dotted lines show release 

amounts no treated. Remainders found 

release amounts treated enramycin minus 

release amounts no treated show the same 

value at the various temparatures 3, 24 

and 37•Ž.

Fig. 10 Changes of cellular constituents DNA, 

RNA and protein. Increase rate : Increase 

amounts of enramycin treated cells for 2 

hours incubation time was divided by 

increase amounts of control cells for the 

same period.
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かな りの減少がみられることがわかった。菌体内成分を

定量す る場合,溶 菌していない細胞について測定するべ

きであるから,ERM0.78μg/ml以 上の濃度 で は,溶

菌した細胞がかなりあると考えられるのでこの実験に適

さない。そ こでERM0.78μg/ml以 下の濃度を作用 さ

せ,DNA,RNA,Protein量 を測定したところ,そ れら

の量にほとん ど変化は認められな かった。しかしRNA

量 はERMが 高濃度になるに従がって減少した。この結

果は細胞内容物の流出によ りRNAが 流出したことによ

るもの と推 測 され る。それゆえRNA合 成阻害とか

RNase活 性の増大に起因するRNA量 の減少23)で はな

いと推定される。

今回の実験結果をまとめると,ERMは 次のような作

用をもつことが判明した。i)強 力な細胞質膜溶解作用

を有する。ii)プ ロ トプラストを形成させない。iii)菌

体 内成分U.V.260mμ 吸収物質の強い漏出作用を有す

る。iv)菌 体内成分DNA,RNA,Protein量 に変化を与

えない。以上i)～iv)ま での性質は細胞質膜障害を作用

機序とする抗生物質に共通にみられるものであ り,上 記

の生化学的実験成績から,ERMは 細胞質膜障害を作用

機序とすることが推定できる。

いっぽう,前 報で報告した電子顕微鏡による形態学的

研究での抗菌作用像の解析結果は次のとお りであった。

すなわち,黄 色ブ ドウ球菌,ジ フテ リア菌に対する作用像

では,i)プ ロ トプラス トの形成が認められない,ii)

隔壁 の肥厚が認め られないという点は,細 胞壁合成阻害

抗生物質Penicillin,Cephalosporin系 での抗菌像 とは

著 しく異なる。iii)細 胞質膜の形態変化に 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

Polymyxin B,Colistinを 大腸菌等に作用させ観察 した

CHAPMAN10,11),小 池12)らの報告 している抗菌像に類似

するものであった。前報の形態学的研究の要旨は上記の

とお りであるが,こ のような抗菌作用像の解析結果に追

加した今度の実験成績はそれを生化学的に裏づけたもの

であ り,両 者はきわめてよく一致す ることが判明した。

以上はERMの 細菌細胞に対する作用を検討 したもの

であるが,次 にERMの もつi)化 学構造,ii)物 理化

学的性質,iii)毒 性 などに関する報告を調べると以下

のとお りである。i)塩 基性環状構造を もつ2)ポ リペプ

タイ ドである。その化学構造をもつため,ii)陽 イオン

界面活性剤でもあ り,強 い界面活性作用を示す ことが報

告されている。iii)毒 性に関しては,I.V.で のLD50が

31.2mg/kgと い うきわめて高毒性を示す25)。これは細

胞壁合成阻害抗生物質は秀 れた選択毒性をもつので,低

毒性を示す とされていることに反する。この よ うなi)

～iii)の 事実は全て,細 胞質膜障害抗生物質として知ら

れているGramicidin,Tyrocidin,Polymyxin Bお よ

びColistin等 に共通す ることである。

電子顕微鏡による形態学的な研究(第1報)と,今 回

(第II報)の 両実験成績に 付け加えて,ERMの もつ化

学構造,界 面活性作用,毒 性等をも考慮に入れた上で,

総 括すると,ERMの 抗菌作用機序は次の ように推定し

うる。すなわち,ERMは 細胞壁を 通過後,細 胞質膜に

接触した際,膜 の溶解,透 過性の変化とい う,膜 に対す

る構造的,機 能的な障害を与えることによって抗菌作用

を発揮す るものであ り,し かもこの細胞質膜に対する作

用が,抗 菌作用において主な作用で,最 初に起こる作用

であると推測される。それゆえERMの 抗菌作用機序に

おいて,そ の第1次 作用点は細胞質膜の機能的構造的な

障害にあると推定した。
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STUDIES OF THE MECHANISM OF ACTION OF ENRAMYCIN, 

AN ANTIBIOTIC OF THE PEPTIDE GROUP

(II) Supplemental Study on the Disturbance of 

Cytoplasmic Membrane

KENSUKE MATSUMOTO, HIDEAKI MIWA and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

Enramycin (ERM) even in low concentrations lyses Escherichia coli spheroplasts and Bacillus mega-
terium protoplasts easily. ERM does not transform sensitve bacteria to protoplasts, not as by penicillin 
or cephalosporin derivatives. ERM has the action of the release of cellular constituents, US 260 mg 
absorbing materials. No distinct changes of DNA, RNA and protein amounts of Staphylococcus aureus 
are observed by exposition to ERM. So there are little possibility of ERM to cause inhibition of 
nucleic acids and protein synthesis. This report agrees with the result of previous paper about 
morphological study by electron microscopy. Both reports show the antibacterial mechanism of action 
of ERM is the impairment of cytoplasmic membrane.


