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緒 言

近 年Serratiaに よ る 感 染 症 が 臨 床 的 に問 題 とな っ て

き て お り1～4),こ れ ら の 治 療 に ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 物 質 な

どが 使 用 され て い る。 これ ら ア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質 の作

用 機 作 に つ い て は 生化 学 的 面 か ら30Sリ ボ ゾ ー ム と結

合 し て蛋 白合 成 を阻 害 す る こ とが 知 ら れ てい る5～9)｡さ

ら にDAVISら はstreptomycinのEscherichia coli

の 細 胞 質 膜 障 害 につ い て報 告10～13)し て お り,そ の 中 で

膜 にdamageを 与 え る 結 果,早 期 にPotassiumの

effluxやnucleotideのexcretionが 見 られ る と述 べ て

い る｡私 ど もは す で に2,3の ア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質 の

E.coliやPsmdomoms aeruginosaに 対 す る抗 菌 像

を 報 告14,15)し て き た が,そ の 中 でE.coliで はcell

Wallにbleb形 成 が 見 られ,P.aeruginosaで はmu-

copeptideよ り外 側 のouter layerに 切 断 像 を 認 めた 。

い っぽ う,九 大 の小 池16)ら は ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 物 質 を

E.coliやP.aeruginosaに 作 用 さ せ た 時 に 多 くのbleb

が 細 胞 壁 表 層 に で き る と報 告 し て い る。 この よ うに 菌 種

に よ り異 な った 抗 菌 像 が 観 察 さ れ た の で,今 回 さ らに

Serratiaを 使 用 し,こ れ ら ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 物 質 を 作

用 させ た 場 合 に 細 胞 表 層 に ど の よ うな 変化 が 見 られ るか

を 明 らか に す る 目的 で 位 相 差 顕 微 鏡,走 査 電 子 顕 微 鏡 お

よび透 過 型 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て形 態 学 的 面 か ら検 討 を 行

な っ た｡

実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1.　 使 用 菌 株 お よび使 用 薬 剤

臨 床 分離 セ ラ チ ア 菌Serratia marcescens T-55(筑

波 大 清 水 喜 八 郎 助 教 授 分 与 株)を 用 い 薬 剤 と し て は

Gentamicin ( GM, Shionogi Pharmaceutical Co., Ltd., 

Osaka), Dibekacin (DKB, Meiji Seika Co., Ltd., 

Tokyo)を 用 い て 行 な った 。

2.　 位 相 差 顕 微 鏡 に よる 観 察

ス ラ イ ードグ ラ ス上 で薬 剤 を 含 ませ た フ ィル ム寒 天 を作

製 し,い っぽ う約4時 間振 と う培 養 を 行 な った 対 数 期 途

上 の菌 液 を カバ ー グ ラ ス に 塗 抹 し,寒 天 上 に か ぶ せ,パ

ラ フ ィ ンで封 入 した｡こ れ を37℃ 恒 温 装 置 付 の位 相 差

顕 微 鏡(Nikon, Tokyo)に よ り観 察 した｡

3.　 電 子 顕 微 鏡 的 実 験 法

Tryptosoya broth ( Nissui Seiyaku, Tokyo)で 前

培 養 を お こな い,こ れ を2%の 割 合 でHeart infusion 

broth ( Nissui Seiyaku, Tokyo )に 接 種 した 。 培 養 約

3時 間後 の対 数 期 途上 に 薬 剤 を 作 用 させ,1,2,4時 間

後 に生 菌 数 を測 定 す る と同 時 に 菌 体 を 集 菌 し,電 子 顕 微

鏡 の試 料 と した 。す な わ ちKELLENBERGER17)ら の 方 法

に 従 って1%OsO4で 固 定 後,ア ル コ ール 系 列 で 脱 水 を

お こ な っ た｡走 査 電 子 顕 微 鏡試 料 作 製 の 場 合 は そ の 後,

酢 酸 イ ソア ミー ル に置 換 し,臨 界 点 乾 燥 法18,19)に よ り乾

燥 を 行 な った｡そ して,カ ーボ ン,金 に て 蒸 着 し走 査電

子 顕 微 鏡JSM-35(JEOL, Tokyo)で 菌 体 の 表面 構造 を

観 察 した 。 い っ ぽ う,超 薄 切 片 に よ る電 子 顕 微 鏡試 料作

製 の場 合,脱 水 後LUFTの 方 法20)に よ りEpoxy樹 脂 に

包 埋 し,LKB ultramicrotome 4801A( Sweden )を 用

い て,切 片 を 作 製 した｡こ れ を酢 酸 ウ ラニ ー ル,ク エ ン

酸 鉛 で 二 重 染 色21)を お こな った 後,電 子 顕 微 鏡Akashi 

S-500(Tokyo)を 用 い て観 察 した｡

実 験 結 果

1.　 位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観 察

Fig.1a,bは 正 常 なS. marcescens T-55の 分 裂 増 殖

像 で,aは 培 養 直 後,bは 培 養2時 間30分 後 の像 であ

る が,時 間 の 経 過 と共 に 増 殖 して い る様 子 を 観 察 す る こ

とが で きた｡な お,こ の実 験 条 件 下 ではS. marcescens

のgeneration timeは 約19分 位 で あ り,E. coliや

P. aeruginosaよ りも早 い こ とが 判 った 。

GMの0.09,0.19μg/ml,DKBの1.56,3.12μg/

ml作 用 ではcontrolと ほ とん ど同 様 に 増 殖 した 。GM

の0.39μg/ml,DKBの6.25μg/ml作 用 で は や や 薬 剤

の 影響 を 受 け,分 裂 速 度 はcontrolと 比 べ て 遅 く な る

が,増 殖 して い く様 子 を 観 察 す る こ とが で きた 。 そ して

GMの0.78μg/ml,DKBの125μg/mlを 作 用 さ せ

た と ころ増 殖 は 停 止 した が,著 明 な 形 態 変 化 は 認 め られ

な か っ た｡Fig.1c,dはGMの1.56μg/ml作 用 さ せ

た 抗 菌 像 で,cは 作 用 直 後dは 作 用4時 間 後 で 菌 体 内 部

に空 胞 様 構 造(矢 印)が 見 ら れ る｡ま たFig.1e,fは

GMの15.6μg/mlを 作用 さ せ た 像 で,fは 作 用4時 間

後 で あ る が顆 粒様 構 造(矢 印)が 認 め られ た 。Fig.1g,h
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はDKB25μg/mlを 作 用 さ せ た 抗 菌像で,GM 1.56

μg/ml作 用 の場合 と同様,菌 体内部に空胞様構造 が 認

められた。DKBの125,250μg/ml作 用 に ついて も検

討をおこなったが,空 胞 お よび穎粒様 構造 を観察す るこ

とができた｡

2.　 電子顕微鏡に よる観察

薬剤作用1,2,4時 間後 に,電 顕 の試 料作製 を お こ

なったが,試 料作製時 の菌数 の変化 はFig.2,3に 示 す

とお りである。 す な わち,Fig.2はGMのS.mar-

cescens T-55に 対す る作用をみた もので,1.56μg/ml

作用 では2時 間 目まで静菌的 な作用 が見 られ,15.6μg/

mlで は著 しい殺菌 作用 が認め られた｡

またFig.3はDKBの 作用 をみ た もので,25,125,

250μg/ml作 用 のいずれの濃度 において も著墾な殺菌作

用が見 られ た。

a)　 走査電 子顕微鏡に よる観察

Fig.4は 正常 なS. marcescens T-55の 走 査 電顕像

で,衷 面構造 はsmoothな 形 状を示 し て お り,ちxう

ど分裂時に ある像 を立 体的に捉え る ことができた｡

Fig.5はGMの1.56μg/mlを1時 間作用 さ せた時

の抗菌徐 で,細 胞表層 の凹凸が 目立つ菌 も見 られ る｡

GMの15.6μg/mlを 作用 させた時 の抗菌像 はFig.

6,7に 示す とお りであ る。 すなわ ち,Fig.6は 作用1

時間後で,Fig.7は4時 間後の像 であ るが,作 用時 間の

経過 と共に細胞 内部に球 状に陥没す る像(矢 印)や 細胞

表層 の凹 凸が 目立 つ菌 を観 察す ることが できた｡

またFig.8はDKBの25μg/mlを4時 問作用 さ せ

た時 の抗菌像 でGMの 場合 と同様,細 胞 内部 に球状 に

陥没す る像 を捉 える ことがで きた｡

DKBの125,250μg/ml作 用につ いて も 検討 をお こ

な った が,ほ ぼ同様な抗菌像が認め られたQ

b)　 透過型電子顕 微鏡に よる観察

Fig.9は 正 常 なS. marcescens T-55の 超 薄切片象

で細胞壁(CW),細 胞質膜(CM),リ ボ ゾーム(R),核

(N)な どを明瞭に観察す ることが でき,さ らに細胞壁の

外側 に爽膜様構造 が存在す ることが判 った。

Fig.10,11,12はGMの1.56μg/mlを1時 間 作 用

させ た時 の抗菌 像であ る｡す なわ ち,Fig.10に おいて

はouter layerにbleb様 構造 が認め られるが,こ の よ

うな構造 は ご く少数の細胞に しか認 め られ なか った。

Fig.11に お いて はPlasmlysisや 細 胞 質 内 部 に

densityの 高い構造を観察す る ことがで きるが,こ れは

おそ ら く位 相差 顕微鏡で見 られた穎粒状構造 に相当する

もの と思われ る。

またFig.12に おいては細胞質 内部に空胞様構造 が認

め られた。

Fig.13はGMの1.56μg/mlを2時 間作用 させ た時

の像 で細胞質 内部 に空胞様構造や穎粒状構造 を観察 する

ことがで きる。

S. marcescens T-55にDKBを 作用 させた時 の抗 菌

豫はFig.14,15,16,17,18に 示す とお りである。す な

わちFig.14はDKBの25μg/ml作 用1時 間後 の像 で

細胞質 内部 に膜様 構造物(矢 印)が 認め られ る◎

Fig.15,16はDKBの25μg/ml作 用2時 間後 に 観

察 された像 で,Fig.15で は細胞質内部 に,unit mem-

braneで 囲 まれた空 胞様構造(矢 印)を 認 める。

Fig. 2•@ Effect of gentamicin on the viability of 

Serratia marcescens T-55.

Fig. 3•@ Effect of dibekacin on the viability of 

Serratia marcescens T-55.
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Fig.16で は著 しいPlasmolysisを 観察す る ことがで

き る4｡

Fig.17はDKB125μg/ml作 用1時 間後 の 抗菌 像で

plasmolysisお よびouter layerに,bleb様 構 造 が認

め られ る｡

さ らに抗菌作用が進む とFig.18に 示 す とお り菌体内

容物 が溶出 し,菌 は死滅す るもの と考 えられ るが,細 胞

壁 はほ とん ど影響を受 け ず,細 胞質膜にdamageが 認

め られ る。

考 察

今回,私 共 が使用 したSerratia marcescems T-55は

超 薄切片を用 いた透過型電 子顕 微鏡に よる観察に より細

胞壁 の外側 に爽膜 様構造を有 してい る こ と が 判 ったQ

BERGYの 分類 を見 るとSerratiaの あ る種 の 菌株 では

泰 膜 を有 する と述べ られてお り,こ の菌株 はそれ に属 す

るもの と思わ れ る｡私 共は この菌株 を用い て望ウスに対

す る病 原性の検討 もお こな ったが,強 い毒 性を有 してお

り22),爽 膜 が病原性の1因 であ ると思われ る。

私 共14)は す で にGentamicinやDibekacinをR

aeruginosaに 作用 させた時にmucopeptideよ り外 側

のouter layerに 切 断嫁を認め,九 大の小池 らは16)E.

coliやP. aeruginosaに おいてbleb形 成 を 認めてい

る｡今 回,私 共 がお こな ったSerratia mrcescms T-

55を 用いた実 】験で はGentamicinやDibekacinを 作

用 させた場合,ご く一 部の細胞にbleb形 成 が認 め られ

た｡こ れ をE.coliの 場合 と比較 して み る と,E.coli

で は観察 できるほ とん どすべての細胞が 多 くのblebを

有 してお り,明 らかにSerratia marcescensの 場 合 と

異 な っていた。

またP. aeruginosaで 認 めたouter layerの 切断像

はS. marcescens T-55で は見 られなか った。 こ の よ

うに ア ミノ配糖体抗生物質 の作用 については菌種に より

異 なった作用 を用 している よ うに思われ るが,今 回使用

したSerratiaは,葵 膜様構造を有 してお り,葵 膜 をも

たないSerratiaに 対 す る抗菌像に も興味が もたれ る。

DAVIS10～13)ら は ア ミノ配糖体抗生物質 の膜 に 対 する作

用 を報 告 してお り,今 回,私 共がS. marcescens T-55

で認 めた著明なPlasmolysisは これを裏付けて い る よ

うに思われ る。今後 さらに菌種,菌 株 を変 えて これ らア

ミノ配糖体抗生物質 の形態学的変化 お よび生 化学 的な裏

付 けをお こないたい と考 えて いる。

要 約

Gentamicin,Dibekacinの よ うな ア ミノ配糖体抗生

物 質をSerratia marcescens T-55に 作用 させた場合 の

抗 菌像 につ いて位相差 顕微鏡 走査型お よび透過型電子

顕 微鏡 を用 いて形態学 的面か ら検討をお こなった。

1.　 位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観 察 で は,Gentamicin(GM)

の1.56,15.6μg/ml,Dibekacin(DKB)の25,125,250

μg/ml作 用 で 増 殖 は 完 全 に 停 止 し1時 間 後 か ら 菌 体 内

部 に 穴 の あい た よ うな構 造 を観 察 す る こ とが で き た。

2.　 走 査 電 顕 に よる観 察 で はcontrolはsmoothな

形 態 を 示 し,GMの0.39μg/ml,DKBの6.25μg/ml

作 用 で は ほ とん ど変 化 は 認 め ら れ な か った｡GMの

1.56,15．6μg/ml,DKBの25,125,250μg/ml作 用 に

お い て細 胞 内 部 に球 状 に 陥 没 す る よ うな 構 造 や,細 胞 表

層 の 凹 凸 が 圏立 つ 菌 が 認 め られ た ◎

3.　 透 過型 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察 で はcontrolに お い

て,cell wallの 外 側 に爽 膜 様 構造 が 存 在 す る こ とが 判

っ た｡GMの1.56,15.6μg/ml,DKBの25,125,250

μg/ml作 用 で は,1時 間後 に お い て 著 しいplasmolysis,

菌 体 内 部 の 希 薄 化 そ し てunitmembraneで 囲 まれ た空

胞 様 構 造 も観 察 で きた 。 ま た一 部 の細 胞 で はcell wall

のouter layerにblebが 認 め られ た｡
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Fig. 1•@ Phase contrast micrographs of Serratia marcescens T-55.
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Fig. 4•@ Scanning electron micrograph of normal 

Serratia marcescens T-55 cells. •~20,000

Fig. 5•@ Scanning electron micrograph of Ser-

ratia marcescens T-55 exposed to 1. 56

μ91ml of gentamicin for 1 hour. ×20,000

Fig. 6•@ Scanning electron micrograph of Ser-

ratia marcescens T-55 exposed to 15. 6

μg/ml of gentalnicin for 1 hour. ×15,600

Fig. 7•@ Scanning elect ron micrograph of Ser-

ratia marcescens T 55 exposed to 15. 6

μg/ml of gentamicin for 4 hours. ×20,000

Fig. 8•@ Scanning electron micrograph of Serratia

marcescens T-55 exposcd to 25μg/ml of

dibekacin for 4 hours. ×20,000
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Fig. 9•@ Electron micrograph of ultrathin section. 

of normal Serratia marcescens T-55 cell. 

The capsule-like structures on the cell 

wall are observed. •~80, 000

Fig. 10•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 1.56μg/ml of gentamicin

for 1 hour. ×80,000

Fig. 11•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposcd to 1.56μg/ml of gentamicin

for 1 hour. ×80,000

Fig. 12•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 1.56μg/ml of gentamicin

fon 1 hour. ×60,000

Fig. 13•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 1.56 μg/ml of　 gentamicin

for 2 hours. ×70,000
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Fig. 14•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 25μgl/ml of dibekacin for 

1 hour. ×90,000

Fig. 15•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 25μg/ml of dibekacin for 

2 hours. ×46,000

Fig. 16•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 25μg/ml of dibekacin for 

2 hours. ×60,000

Fig. 17•@ Thin section of Sarratia marcescens T-

55 exposed to 125μg/ml of dibekacin for 

1 hour. ×70,000

Fig. 18•@ Thin section of Serratia marcescens T-

55 exposed to 250μg/ml of dibekacin for

1 hour. ×100,000
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EXPERIMENTAL CHEMOTHERAPY AGAINST 

SERRATIA MARCESCENS. III 

Antibacterial Picture of Aminoglycoside Antibiotics 

SHOZO NAKAZAWA, TAKESHI NISHINO and JUNICHI YAMAGISHI 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy, Kyoto

Employing phase contrast microscope, scanning and transmission electron microscopes, antibacterial 

picture of aminoglycoside antibiotics such as gentamicin (GM) and dibekacin (DKB) for Serratia 

marcescens T-55 was morphologically studied. 

By phase contrast microscope, the growth of bacteria was observed at 1/8 and 1/4 •~ MIC of DKB and 

GM, almost same as the control. At 1/2 •~ MIC of DKB and GM, the growth of bacteria was completely 

inhibited. At 1, 5 and 10 •~ MIC, a hole-like structure was observed in the cytoplasm of bacterial cell. 

By scanning electron microscope, a markedly collapsed structure was observed on the surface layer 

of bacterial cell in 1, 5 and 10 •~ MIC of DKB and GM, and the finding, which could be considered to 

correspond to the hole-like structure noted by phase contrast microscope, were also observed. Observa-

tion with transmission electron microscope revealed the presence of a layer (capsule-like structure) in 

the outer layer of cell wall in the control. Marked plasmolysis and a thinning of cytoplasm in 

bacterial cell were noted one hour after the exposure of 1•~ MIC of DKB and GM, and also almost the 

same phenomenon was found by the exposure of 5 •~ MIC of DKB and GM. 

In the study of the antibacterial effect of aminoglycoside antibiotics against E. coli, a bleb formation 

was observed, and against Ps. aeruginosa, a cutted face was found in the outer layer of cell wall, 

but in Serratia those changes were not noted. Thus, aminoglycoside antibiotics appear to have a 

differential antibacterial action against each organism.


