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要旨：各々異なるポリアミン合成系を持つ細菌４菌種が，作用機構が異なる7系統の化学構造

を有する抗生物質によって増殖阻害を受けた場合の，菌体内ポリアミン構成やポリアミン含量

の変動を調べた。数種の培地にて，正常増殖した対照菌体と50％増殖阻害を受けた菌体とから

過塩素酸抽出したポリアミン画分の HPLC 分析を比較した。大腸菌はプトレスシン，カダベ

リン，アグマチン，スペルミジン，アセチルスペルミジンを，緑膿菌はプトレスシン，カダベ

リン，スペルミジンを，枯草菌はプトレスシン，スペルミジンとアグマチンを合成。腸球菌は

ポリアミンを合成せず，培地中よりスペルミジンを取り込む。グリコペプチド系のバンコマイ

シンでは，枯草菌と腸球菌のスペルミジンやアグマチン含量への影響は認められなかった。阻

害効果の低い大腸菌に対してもポリアミンレベルに影響しなかった。β-ラクタム系のペニシ

リン系（ベンジルペニシリン，ピペラシリン）とセファマイシン系（フロモキセフ）では，大

腸菌のプトレスシン，カダベリン，アセチルスペルミジンの低下を認めた。枯草菌や腸球菌で

はスペルミジンレベルの低下を認めた。アミノ配糖体系のストレプトマイシン，カナマイシン，

アミカシンにより，大腸菌ではスペルミジンのアセチル化が抑制され，緑膿菌ではカダベリン

合成が阻害された。感受性菌と耐性菌の比較分析においても同様であった。エリスロマイシン

（マクロライド系），テトラサイクリン，クロラムフェニコールでは，共通して大腸菌のアセチ

ルスペルミジンの低下と枯草菌と腸球菌のスペルミジンの低下を認めた。オフロキサシン，ノ

ルフロキサシン（ピリドカルボン酸系ニューキノロン）では大腸菌のアセチルスペルミジン，

プトレスシン，カダベリンの低下，枯草菌でのスペルミジンの低下があるが，腸球菌のスペル

ミジン含量に影響しなかった。大腸菌でのスペルミジンのアセチル化はアミノ配糖体系，マク

ロライド系，テトラサイクリン，クロラムフェニコール，ピリドカルボン酸系により抑制され

ていた。β-ラクタム系ではポリアミンレベル全体が低下していた。枯草菌でのスペルミジン

合成はグリコペプチド系以外で低下した。腸球菌でのスペルミジンの取り込みは7系統の抗生

物質の影響を受けなかった。
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はじめに

細菌感染症の治療薬である抗生物質（抗生剤）（本

稿では合成抗菌剤も含める）は，細菌特有の細胞壁ペ

プチドグリカン，リボソームサブユニット，あるいは

DNA トポイソメラーゼに作用し，細菌の細胞壁合成，

蛋白質合成，あるいは DNA 合成を特異的に阻害して

細菌の増殖（生育や発育とする場合もあるが，本稿で

は増殖とした）を阻害（阻止）する薬剤である1)。

β-ラクタム系抗生物質は４員環のβ- ラクタム環をも

ち，ペニシリン系，セフェム系（セファロスポリン系

とセファマイシン系），モノバクタム系，カルバペネ

ム系，ペネム系などがある。細菌の細胞壁ペプチドグ

リカン生成過程のムレインモノマー連結時にＤ-アラ

ニル-Ｄ-アラニン構造に競合結合し，細胞壁合成を阻

害する。グリコペプチド系抗生物質であるバンコマイ

シンは，細菌の細胞壁ペプチドグリカン末端の２個の

Ｄ-アラニンに水素結合して，架橋結合によるポリマ

ー化を阻害する細胞壁合成阻害剤である。

アミノ配糖体系抗生物質は，種々のアミノ糖がグリ

コシド結合したもので，細菌のリボソーム30S サブユ

ニットに作用して誤翻訳を誘導し蛋白質合成を阻害す

る。マクロライド系抗生物質は，多員環ラクトンと糖

をもち，細菌のリボソーム50S サブユニットに結合す

ることによってペプチジル tRNA がリボソームから

解離しやすくなり，蛋白質合成を阻害する。テトラサ

イクリン系抗生物質は，細菌のリボソーム30S サブユ

ニットに結合して，アミノアシル tRNA のリボソー

ムへの結合を阻害することにより蛋白質合成を阻害す

る。クロラムフェニコールはフェニルアラニンと類似

する構造で，細菌のリボソーム50S サブユニットに作

用し，ペプチド形成やペプチド鎖からの tRNA の遊

離を阻害することにより蛋白質合成を阻害する。

ピリドカルボン酸系の抗菌剤は，ピリドカルボン酸

を共通母核とし，細菌のトポイソメラーゼII型である

DNAgyrase のαサブユニットに作用し DNA の再結

合を阻害することで DNA 合成を阻害している。

一方，細菌から高等動植物にいたるまでの全ての細

胞で，複数のアミノ基を持つ高塩基性のポリアミン

（類）の数種類が細胞増殖に必須の生体成分として細

胞内で生合成されるか細胞外から輸送される2-6)。ジ

アミノプロパン，プトレスシン，カダベリンなどのジ

アミン（類）は１価や２価の金属陽イオンの代替えと

して種々の酵素の活性化に働き，スペルミジンなどの

トリアミン（類）やスペルミンなどのテトラアミン

（類）やグアニジノアミン（類）であるアグマチンは

核酸や酸性蛋白質などの酸性生体分子の構造安定化に

働いている。哺乳動物細胞でのポリアミン合成に関わ

るアミノ酸脱炭酸酵素やアミノプロビル基転移酵素の

阻害剤による抗癌剤の開発は進められている7)。これ

らポリアミン合成阻害剤により細菌の増殖が阻止され

る場合もあるが4)，細菌のポリアミン合成系のみを特

異的に阻害することによる感染症治療目的の抗菌剤は

開発されていない。

上記の抗生物質は細菌のポリアミン合成に関連する

酵素活性を直接的に阻害する薬剤ではないが，その構

造中には，アミノ酸，蛋白質，核酸，リン脂質などとイオ

ン結合や水素結合が可能なアミノ基，カルボキシル基，

水酸基，ケト基などを有し，細胞内の作用点において

生体内ポリアミンと競合結合する相互作用が想定され

る。したがって，抗生物質により増殖阻害を受けた細菌

体内でのポリアミン含量の変動を調べることにした。

本稿では，グラム陰性細菌の Gammaproteobacteria 綱

Enterobacteriales 目に属する大腸菌（Escherichia

coli）と Gammaproteobacteria 綱 Pseudomonadales

目に属する緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa），およ

びグラム陽性細菌の Bacilli綱Bacillales 目に属する枯

草菌（Bacillus subtilis）と Bacilli 綱 Lactobacillales

目に属する腸球菌（Enterococcus faecalis）のポリア

ミン分析を対象とした。各種の抗生物質により50％程

度の増殖阻害（生育阻止）を受けた時と，対照となる

正常増殖時の，各々の菌体からポリアミンを抽出し，

HPLC によるポリアミン分析を行った。細菌のポリア

ミン構成や含量は培養に使用する培地組成によっても

多少変動することから4)，種々の培地での増殖阻害と

ポリアミン含量の変動についても調べた。国内外で，

細菌のポリアミン分析技術を有する研究室は限られ，

抗生物質による増殖阻害と菌体内ポリアミン含量の変

動を系統的に調べた報告は初めてとなる。

実験方法

β-ラクタム系として，ペニシリン系のベンジルペ

ニシリン（ペニシリン G カリウム，明治製菓）とピ

ペラシリン（ペントシリンナトリウム，富山化学），

セファマイシン系のフロモキセフ（ナトリウム塩，塩

野義製薬）を選択した。グリコペプチド系としてバン

コマイシン（塩酸塩，和光純薬）を，アミノ配糖体系

としてストレプトマイシン（硫酸塩，明治製菓），カ

ナマイシン（硫酸塩，明治製菓），アミカシン（硫酸

塩，和光純薬）を，マクロライド系としてエリスロマ

イシン（和光純薬）を選定した。テトラサイクリン（

塩酸塩，和光純薬）とクロラムフェニコール（和光純

薬）も使用した。 ピリドカルボン酸系として，
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quinoline を基本骨格とするニューキノロン系のオフ

ロキサシン（タリビット，第一製薬）とノルフロキサ

シン（バクシダール，キョーリン製薬）を選択した。

Alanine racemase と Ｄ-alanine-Ｄ-alanine ligase の酵

素活性阻害剤であるＤ-サイクロセリン（Ｄ-cycloserine）

は Sigma 社（USA）より入手した。

大腸菌（Escherichia coli IAM 12119），緑膿菌

（Pseudomonas aeruginosa IAM 1514），枯草菌

（Bacillus subtilis IAM 12118），腸球菌（Enterococcus

faecalis JCM 5803）は，各々基準株（Type strain）

を東京大学分子細胞生物学研究所 IAM Culture

Collection または理化学研究所 Japan Collection of

Microorganisms（JCM）より分譲を受けた。アミノ

配糖体系抗生物質に耐性の E . coli GN 4351と P.

aeruginosa GN231は群馬大学医学部薬剤耐性菌実験

施設より提供された。Nutrient Broth（NB）（日水製

薬 ）， Trypticase Soy Broth（ TSB）（ Becton

Dickinson，USA），Brain Heart Infusion Broth

（BHIB）（日水製薬），GAM 培地（日水製薬），合成

培地199培地（199）（日水製薬），RPMI1640培地

（1640）（日水製薬），Eagle MEM培地（MEM）（日水

製薬），Fisher’s 培地（FM），あるいは当研究室で調

整した完全合成培地（SM+Ｌ-Ala）（Ｌ-alanineに替

えてＤ-alanine添加の場合はSM+Ｄ-Ala）にて，37℃

で好気的に液体培養した。市販の天然培地であるNB，

TSB，BHIB，GAM は酵母エキスやペプトン等を含

むので，微量のプトレスシン，カダベリン，スペルミ

ジン，スペルミン，アグマチンを含む。合成培地の

199，1640，MEM，FM は動物細胞培養用の市販品で，

ポリアミンを含有しない。完全合成培地SMは199培

地組成からＬ-Alaを除いた組成に近い。

濾過滅菌した各薬剤を試験管にて4ml の培地中に２

倍系列希釈を行い，各菌の前培養液を各10μlずつ接

種し，20-24時間培養後，分光光度計（日立 100-10）

にて600nm 波長の吸光度（濁度）を測定し，増殖曲

線を作製した。増殖が阻止された濃度を最小増殖阻止

（発育阻止，生育阻止）濃度（minimum growth-

inhibitory concentration）（MIC）とした。対照の

50%の濁度を与えた濃度を推定し，50%増殖阻害（発

育阻害，生育阻害）濃度（fifty percent growth-

inhibitory concentration）（IC50）とした。薬剤濃度は

μg/mlを使用した。１章－３章と４章－６章とでは

増殖阻害曲線の薬剤濃度方向が逆向きに作図されてい

る。ポリアミン分析可能な菌体量の確保のため，対照

とする１－２本分のコントロール（薬剤無添加，

100%増殖）と IC50前後の２倍系列希釈試験管１－３

本分より，遠心分離（10,000 xg，10分間）（サクマ

M150）にて菌体を集めた。薬剤を含まない培地で増

殖した菌と IC50付近の薬剤濃度で増殖した菌のポリア

ミン分析値を比較するためである。増殖阻害の測定や

ポリアミン分析は後期対数増殖期の菌について行って

いる。

細胞は PBS（リン酸緩衝溶液）（日水製薬）にて遠心

分離操作による洗浄後，菌体湿重量を測定し，10%

（1.0M）過塩素酸（HClO4）（PCA）を加えて200μlと

し（最終PCA濃度は5-7%），遠心分離後の上清をポリ

アミン抽出画分とした。メンブランフィルター

（DISMIC-13HP）濾過後の100μlを使用して，日立高

速液体クロマトグラフ装置 L6000型による，o-フタル

アルデヒド（OPA）ポストラベル-陽イオン交換クロマ

トグラフィー法による高性能液体クロマトグラフィー

（HPLC）でのポリアミンの定量分析を行った8)。培養

上清画分の100μlもHPLC分析した。強酸性陽イオン

交換樹脂カラム（日立2619F）（径4mm x 長さ50mm）

はオーブン装置中で70℃に保持した。３種類の NaCl-

クエン酸緩衝溶離液による段階/直線塩濃度勾配溶出

を採用した。溶出液は OPA 反応液と混合後70℃で加

熱し，蛍光光度計で測定し，チャート上に記録した。

標準ポリアミン標品の分析ピーク高から各ポリアミン

ピークを定量した。分析標準のジアミノプロパン

（1,3-diaminopropane）（Dap），プトレスシン（putrescine）

（Put），カダベリン（cadaverine）（Cad），スペルミ

ジン（spermidine）（Spd），スペルミン（spermine）

（Spm），アグマチン（agmatine）（Agm），N1-アセチ

ルスペルミジン（N1-acetylspermidine）（AcSpd）は

塩酸塩をSigma 社（USA）からから購入した。アミノ

プロピルカダベリン（aminopropy lcadaver ine）

（APCad）は当研究室にて合成した。

結果と考察

研究対象とした４種類の代表的な真正細菌は，各々

特徴あるポリアミン合成経路を有していることが知ら

れている4，9-14)。大腸菌は，オルニチン脱炭酸酵素に

よりＬ-オルニチンよりプトレスシンを生成し，スペ

ルミジン合成酵素によりスペルミジンを合成する。ス

ペルミジンの N1位のアミノ基にアセチル化する酵素

活性も強い。アルギニン脱炭酸酵素とリジン脱炭酸酵

素により，Ｌ-アルギニンとＬ-リジンより各々アグマ

チンとカダベリンを生成できる。プトレスシンはアグ

マチンより生成される部分もある。スペルミジンの酸

化分解やＬ－２，４－ジアミノ酪酸の脱炭酸により微

量のジアミノプロパンを検出する場合もある。培養条
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件によりカダベリンから微量のアミノプロピルカダベ

リンも生成する。アセチルスペルミジンからプトレス

シンも分解生成しやすい。緑膿菌は，プトレスシンを

生成し，スペルミジンを合成する。Ｌ-リジンよりカ

ダベリンを生成するが，Ｌ-アルギニンからのアグマ

チン生成はない。スペルミジンの酸化分解で微量のジ

アミノプロパンを検出する場合もある。スペルミジン

のアセチル化は検出されない。枯草菌は，プトレスシ

ンを生成し，これからスペルミジンを合成している。

Ｌ-アルギニンからアグマチンも生成する。主要なポ

リアミンはスペルミジンとアグマチンである。腸球菌

は，ジアミンやトリアミンを合成していない。ポリア

ミンを含有する培地中からは主にスペルミジンを取り

込んでいる。以上の４種類の細菌は，他の幾つかの細

菌では検出されている２－ヒドロキシプトレスシン，

ノルスペルミジン，ホモスペルミジン，スペルミン，

ノルスペルミンなどは合成していない4)。アグマチン

からのスペルミジンの合成系も持たない。

本報告で主に使用した，ポリアミンを含有する天然

培地の NB と GAM 中のポリアミン分析値と４菌種の

典型的な菌体内ポリアミン含量（濃度）を，μmol/g

wet weight（湿重量）としてTable 1に示した。天然

培地 TSB と BHIB 中のポリアミン分析値も NB や

GAMと同様の値であった。菌体内ポリアミン含量は，

培地組成，培養温度と時間，菌の接種量などの培養条

件を反映し，培養状況により多少変動するので，同一

実験内での対照菌と増殖阻害菌との間で比較すること

にした。幾つかの培養条件（異なる培地）での，作用

機序の異なる各種の抗生物質による４種類の細菌に対

する最小増殖阻止濃度（MIC）を確認しつつ，約50%

増殖阻害濃度（IC50）時での集菌を行い，菌体より酸

抽出したポリアミン画分と培養上清に遊離したポリア

ミンを分析した。同じ湿重量にあわせた，抗生物質無

添加の対照菌体からのポリアミン成分構成や含量を比

較することにより，ポリアミン合成に対する抗生物質

の影響を調べた。HPLC ポリアミン分析クロマトグラ

ムそのものでの比較や，菌体湿重量あたりの各ポリア

ミンのモル数を算出して比較した。

１章．バンコマイシン（VCM）とＤ-サイクロセリン

（D-CS）による大腸菌，枯草菌，腸球菌に対す

る増殖阻害とポリアミン合成阻害，およびＤ-

アラニン（alanine）添加の影響

VCMやD-CSは細菌の細胞壁ペプチドグリカンに含

まれるＤ-alanine 部分に作用して細胞壁の合成を阻害

する。そこで，Ｌ-または Ｄ-alanine を含む完全合成

培地（SM）と合成培地199，天然培地の NB と GAM

を用いて，３菌種の増殖とポリアミン構成を確認した

上で，VCM と D-CS による増殖阻害とポリアミン合

成への影響を調べた。

大腸菌と枯草菌は NB や199で良好な増殖を示した

が，腸球菌は良好ではなく，GAM での増殖が良好で

あった。３菌種とも完全合成培地では，増殖は乏しく，

Ｌ-または Ｄ-alanine の添加での増殖の差は認められ

なかった。アラニンの無添加では枯草菌は全く増殖し

なかった。大腸菌では，SM+Ｌ-Ala 培地または SM+

Ｄ-Ala 培地での培養菌体からのポリアミン抽出画分

の HPLC 分析は同一でプトレスシンとカダベリンの

みを合成していた（Fig．1-1A）。アラニン無添加の

SM でもほぼ同一であった。199培地での培養菌体で

はスペルミジンとアグマチンが検出され，アセチルス

ペルミジンも微量含有していた。NBでの培養菌体で

はプトレスシン，カダベリン，スペルミジンが主要ポ

リアミンで，アグマチンを欠き，アミノプロピルカダ

ベリンを検出する場合もある（Fig．3-2のA-controlや

Fig．4-2の A-control や Fig．5-2の A1-control 参照）。

Table 1 Cellular concentration of polyamines of Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa , Bacillus subtilis and
Enterococcus faecalis, and polyamine content of Nutrient Broth and liquid GAM medium used for their
culture.  Typical data from Fig. 1-1 (E. faecalis grown in GAM), Fig. 3-2 (P. aeruginosa grown in NB) and
Fig. 5-2 (E. coli grown in NB, B. subtilis grown in NB, E. faecalis grown in NB) are shown.  Bacteria
growing at 37℃ were harvested at late-exponentially growing phase.  T, Type strain.  Abbreviations for
polyamines are as shown in Fig. 1-1.
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大腸菌は多様なポリアミン合成系を有することもあ

り，培養培地の組成によりポリアミン構成の変動が大

きいことがわかる。異なる培地での大腸菌の培養菌体

のポリアミン構成については，６章でも検討している。

枯草菌では，使用した培地で培養した全ての場合に

おいて，スペルミジンとアグマチンを検出し，微量成

分のアグマチンは合成培地で増大傾向であった（Fig．

1-1B）（NB 培地培養菌体での HPLC 分析は Fig．4-2

の B-control や Fig．5-2のB-control 参照）。腸球菌で

は，ポリアミンを含む培地（NBやGAM）からポリア

ミンを取り込んで良好に増殖する。GAM 培養ではス

ペルミジンを（Fig．1-1C），NB 培養ではスペルミジ

ンの他にアグマチンを検出する場合もある（Fig．4-2

の C-control や Fig．5-2の C-control 参照）。

SM+Ｌ-Ala 培地または SM+Ｄ-Ala 培地における

D-CS による増殖阻害曲線をFig．1-2のA，B，Cとし

Fig. 1-1.  HPLC analysis of polyamines extracted from Escherichia coli IAM 12119 (A), Bacillus

subtilis IAM 12118 (B) and Enterococcus faecalis JCM 5803 (C) grown in the complete
synthetic medium supplemented with Ｄ-alanine (SM+Ｄ-Ala), synthetic 199 medium
(199) and GAM medium (GAM) in the absence (control) or presence of Vancomycin (VCM)
at the concentration (IC50), shown as arrow in Fig. 1-2.  Bacteria growing at 37℃ were
harvested at late-exponentially growing phase.  Abbreviations for polyamines: Dap,
diaminopropane; Put, putrescine; Cad, cadaverine; Spd, spermidine; APCad,
aminopropylcadaverine ; Spm, spermine; Agm, agmatine; AcSpd, N1-acetylspermidine.
Printed numbers on elution peaks are corresponded to the elution time in scale of
abscissa (min). Relative fluorescence and elution times are omitted in other HPLC
chromatograms in the present study.
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て示した。３菌種ともに，D-alanine 含有培地の方が

最小阻止濃度（MIC）や50％増殖阻害濃度（IC50）

は高い濃度値となっており，D-alanine 存在下で D-

CS に抵抗性を増大している結果であった。D-CS が

Alanine racemase と D-Alanine-D-alanine ligase の酵

素活性阻害剤であることを裏付けるデータである。

SM+Ｌ-Ala 培地または SM+D-Ala 培地での培養菌体

間でポリアミン構成差は認められないこと，これらの

培地での実験系ではポリアミン分析に必要な増殖阻害

菌体量を得ることが困難なこと，などから D-CS 阻害

菌のポリアミン分析はしていない。

VCM は大腸菌には無効なため，NB での培養では

高濃度（80μg/ml）の VCM 存在下でも増殖し，この

点での培養菌体のポリアミン構成も対照菌体のそれと

差異を認めなかった。199培地での枯草菌とGAM培地

での腸球菌に関して，VCM による増殖阻害実験をお

こなった。Fig．1-2D，2E に示した約50％増殖阻害濃

度での菌体を集め，ポリアミン分析を行った。図D，

E中で矢印で示した点がそれである。対照（control）

と同一菌体量からのポリアミン画分の HPLC 分析結

果から，ポリアミンの成分構成や含量には変動を認め

ない結果であった（Fig．1-1B，1C）。この結果は，

VCM は枯草菌でのスペルミジン合成とアグマチン合

成，および腸球菌でのスペルミジンの取り込みに影響

は与えていないと判断される結果であった。両細菌で

のこれらのポリアミンレベルは増殖に必須であること

をも示しているといえる。細菌の細胞壁ペプチドグリ

カン末端の２個の Ｄ-アラニンに水素結合して，架橋

結合によるポリマー化を阻害する細胞壁合成阻害剤で

ある VCM の作用とはポリアミンは競合する可能性は

低いのであろう。菌体内のポリアミンレベルが上昇す

ることで VCM の作用を軽減していることもなさそう

である。

Fig. 1-2.  Growth inhibition curves of Escherichia coli IAM
12119, Bacillus subtilis IAM 12118 and Enterococcus

faecalis JCM 5803 in the complete synthetic medium
containing Ｌ-Ala (SM+Ｌ-Ala) (○) or Ｄ-Ala (SM+Ｄ-
Ala) (△) (in Figs. A-C), synthetic 199 medium (in Fig. D)
(○) or GAM medium (in Fig. E) (○)by Ｄ-Cycloserine (Ｄ-
CS) or Vancomycin (VCM).  The growth of Escherichia

coli was not inhibited by VCM at the concentration of 80
μg/ml . Arrow indicates the fifty percent growth-
inhibitiory concentration (IC50) by VCM (Figs. D and E).
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２章．３種類のβ-ラクタム系抗生物質（ベンジルペ

ニシリン PCG，ピペラシリン PIPC，フロモ

キセフ FMOX）による大腸菌，枯草菌，腸球

菌の増殖阻害とポリアミン合成阻害の比較

NB にて大腸菌，枯草菌，腸球菌を培養し，PCG，

PIPC，FMOX による増殖阻害実験より，各薬剤での

50％増殖阻害濃度（IC50）を求めるとともに，その濃

度近辺での増殖菌体からポリアミンを抽出し分析し

た。Fig．2-1として3菌種の増殖阻害曲線を作製した。

計算上求めた IC50は，大腸菌で PCG は18μg/ml，

PIPC は0.5μg/ml，FMOX は0.09μg/ml。枯草菌で，

PCG は8μg/ml，PIPC は12μg/ml，FMOX は0.08μ

g/ml。腸球菌で，PCG は0.7μg/ml，PIPC は0.4μ

g/ml，FMOX は36μg/ml。本実験条件下においては，

大腸菌と枯草菌にはペニシリン系の PCG や PIPC よ

りセファマイシン系の FMOX の方が抗菌作用が大き

く，腸球菌にはその逆の結果であった。

IC50近辺の培養菌体を遠心分離操作により集菌し，

酸抽出したポリアミン画分の HPLC 分析結果を，Fig．

2-1で測定した培養液の吸光度（A600nm）あたりの各ポ

リアミンのモル数（pmol）として算出したものが Fig．

2-2である。したがって，この値は各菌体中のポリア

ミンレベル（濃度）を表していることになる。50%程

度の増殖阻害を受けている大腸菌では，PIPC や

FMOX による阻害ではポリアミン含量の低下があり，

プトレスシンとカダベリンの低下が著しかった（Fig．

2-2A）。統計処理できる実験回数はないが，増殖阻害

を受けても，スペルミジン濃度の低下は軽度であり，

相対的なスペルミジン含量は大きくなっていた。分析

可能範囲内で増殖阻害が最大であった PIPC の1μ

g/ml増殖菌体（Fig．2-1A参照）では，アセチルスペ

ルミジンが低下し，その分スペルミジンか増大してい

た。しかし，これらの薬剤がスペルミジンのアセチル

化を特異的に阻害しているのではなく，ぎりぎりの増

殖時では，結果としてスペルミジンのアセチル化が抑

制されていると判断される。

枯草菌では，微量成分で定量が困難であったアグマ

チンを除く主要ポリアミンのスペルミジンの定量値の

変動を Fig．2-2B として示した。増殖阻害を受けると

スペルミジン濃度は低下する傾向にあったが，必ずし

も増殖阻害程度に比例せず，PIPC によって顕著に低

下した。３種類のβ-ラクタム系抗生物質の中では

PIPC が枯草菌のスペルミジン合成に最も影響が大き

いように思われる。

腸球菌はポリアミン合成系をもっておらず，培養に

用いた培地の NB から主にスペルミジンを取り込んで

いる。腸球菌によるスペルミジンの取り込みは６章で

も確認している。NB 中の主要ポリアミンはスペルミ

ジンである（Table1）。PCG や PIPC で増殖阻害を受

けるとスペルミジンレベルは低下傾向であるが，

FMOX による阻害では増大傾向にあった（Fig．2-2C）。

セファマイシン系のFMOX では腸球菌の増殖阻害に

は高濃度を必要した点もあり，ペニシリン系の PCG

や PIPC と異なる影響を与えたと考えた。

細菌細胞壁合成阻害剤ではあっても，作用機構に差

異のあるβ-ラクタム系抗生物質とグリコペプチド系

抗生物質であるバンコマイシンとで，４細菌の菌体内

ポリアミンレベルへの影響が異なっている点の解明は

今後の課題となる。

Fig. 2-1.  Growth inhibition curves of Escherichia coli IAM
12119 (A), Bacillus subtilis IAM 12118 (B) and
Enterococcus faecalis JCM 5803 (C) in Nutrient
Broth by Benzylpenicillin (Penicillin G)(PCG),
Piperacillin (PIPC) or Flomoxef (FMOX).  Arrows
indicate the tubes near at IC50 used for polyamine
analysis.
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３章．大腸菌と緑膿菌でのアミノ配糖体系抗生物質に

対する感受性菌と耐性菌の増殖とポリアミン合

成

カナマイシン（KM）耐性菌はアセチル化酵素

Aminoglycoside acetyltransferase ACC（6’）を産生

する緑膿菌GN231を，ストレプトマイシン（SM）耐

緑膿菌の感受性菌と KM 耐性菌菌では，カダベリ

ンとスペルミジンの量比に差異を認めたが，KM によ

り増殖阻害を受けた場合には，いずれの場合もプトレ

スシンの増加とカダベリンの低下が観察された（Fig．

3-2C）。培養上清中でもカダベリンが減少していたの

で，KM の存在下での緑膿菌ではカダベリン生産が抑

性菌はアデニリル酵素A m i n o g l y c o s i d e

adenyltransferase AAD（3’’）を産生する大腸菌

GN3451を使用した14,15)。KM又はSMに対する対

照基準株（感受性菌）と耐性菌の感受性の確認の

ための増殖阻害曲線を Fig．3-1に示した。NB培

地にて測定したものである。アデニル化による

SM耐性大腸菌は30倍の耐性で，アセチル化によ

る KM 耐性緑膿菌は5倍の耐性であった。

また，培地中に，添加する薬剤の10倍および

100倍モル濃度のスペルミジンを同時添加した場

合，いずれの感受性菌と耐性菌ともにKM あるい

は SM による最小増殖阻止濃度や50％増殖阻害

濃度は変動しなかった。培地中のポリアミン（こ

の場合スペルミジン）レベルがアミノ配糖体系抗

生物質の細菌体内移行に影響するのではないかと

考えられたのだが，感受性測定実験からは，これ

ら薬剤とポリアミンとの競合は確認されなかっ

た。培地中へのポリアミン添加実験については４

章と６章でも行っている。

すでに報告済みではあるが、本研究でのポリア

ミンの HPLC 分析では，陽イオン交換クロマト

グラフィー法を採用していて，KM がプトレスシ

ンとカダベリンの間に溶出され，OPA で蛍光検

出されている16)。HPLC クロマトグラフ上にKM

と表示した（Fig．3-2C，D）。SMはポリアミンの

分析範囲内に溶出されない。

SM 又は KM 添加による大腸菌または緑膿菌の

菌体内および培養上清中のポリアミン構成の変化

を HPLC分析し，Fig．3-2に示した。緑膿菌では

微量のジアミノプロパンを検出する場合がある。

感受性大腸菌は，IC50付近の10μg/ml での増殖

で，スペルミジンに対するアセチルスペルミジン

の割合が低下していた（Fig．3-2A）。培養上清

のポリアミン構成の変化はほとんどなかった。

SM 耐性大腸菌ポリアミン構成でも量比に若干の

差がみられたものの，統計処理しなければ識別で

きない程度に，感受性大腸菌のポリアミン構成と

類似していた（Fig．3-2B）。SM で50％増殖阻害

（500μg/ml存在下）を受けている菌体でも変化

はほとんどなかった（Fig．3-2B）。

Fig. 2-2.  Cellular polyamine content (pmol /absorbance at
600 nm for growth turbidity) of Escherichia coli

IAM 12119 (A), Bacillus subtilis IAM 12118 (B) and
Enterococcus faecalis JCM 5803 (C) grown in
Nutrient Broth in the presence of Benzylpenicillin
(Penicillin G) (PCG), Piperacillin (PIPC) or Flomoxef
(FMOX) at the concentrations  shown as arrows in
Fig. 2-1.  Abbreviations for polyamines are as shown
in Fig. 1-1.
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あり，TC 阻害菌で顕著であった（Fig．4-2）。CP阻

害菌ではカダベリン量が低下していた。枯草菌と腸球

菌では，３薬剤によりスペルミジンが低下する傾向に

あり，EM で顕著であった。

NB 培地と完全合成培地（SM+L-Ala）（Fig．4-3で

はSMとしてある）にスペルミジンを200μg/ml（約

1mM）添加した培地を作製し，この培地での EM に

よる大腸菌の増殖阻害濃度を調べたものがFig．4-3で

ある。スペルミジンの存在により増殖そのものが良好

になった結果であったが，スペルミジン存在下で EM

による増殖阻害濃度そのものに変化をきたすことはな

かった。３章において，アミノ配糖体抗生物質（KM

やSM）による大腸菌や緑膿菌の増殖阻害濃度は NB

培地へのポリアミンの添加によって影響されなかった

ことを確認している。

培地に約1mM スペルミジンを添加した場合は，大

腸菌の菌体内ではアセチルスペルミジンの上昇が，両

方の培地で認められた（Fig．4-2D，2E）。相当量の

スペルミジンが培地中より取り込まれていて，その分

アセチルスペルミジンが増大しているような結果であ

った。実験により菌体量は一致しないが，Fig．4-2A

（大腸菌）の control とFig．4-2D（大腸菌）の control

が相対的に比較できる。ともに NB による培養である。

上昇したアセチルスペルミジンは EM で50%増殖阻害

を受けた場合は半分に低下していた（Fig．4-2D，2E）。

SM 培地では大腸菌は主にプトレスシンとカダベリン

のみを生成していた。

制されていると考えられる。HPLC 分析結果を各ポリ

アミン成分ごとにモル計算し，総計モル数に対する割

合（％）として作図したものがFig．3-3であり，ポリ

アミン成分の相対量比の変動が分かり易い。

大腸菌群と緑膿菌群はともに Gammaproteobacteria

綱に属するが，緑膿菌にはアセチルスペルミジンが検

出されないことは多くの Pseudomonas 種で認められ

ている。KMの6’-NH2のアセチル化による KM 耐性緑

膿菌でもスペルミジンの N1-アセチル化は起こってい

ないことも確認できた。

４章．エリスロマイシン（EM），テトラサイクリン

（TC），クロラムフェニコール（CP）による大

腸菌，枯草菌，腸球菌の増殖阻害およびポリア

ミン合成阻害と培地へのポリアミン添加の影響

NB 培地による大腸菌，枯草菌，腸球菌の増殖に対

する EM，TC，CP の阻害効果を測定し，Fig．4-1と

した。各菌種の３薬剤による50％増殖阻害濃度（IC50）

を推定し，その濃度による増殖菌体を集菌し，ポリア

ミン画分の分析を行った。Fig．4-1A，1B，1C の中

で矢印の点である。大腸菌については，３薬剤による

阻害においてアセチルスペルミジンの相対量の低下が

Fig. 3-1.  Growth inhibition curves of Escherichia coli

IAM 12119 (sensitive Type strain) and E. coli

GN3451(SM-resistant strain) grown in
Nutrient Broth by Streptomycin (SM) (A), and
Pseudomonas aeruginosa IAM 1514
(sensitive Type strain) and P. aeruginosa

GN231 (KM-resistant strain) grown in
Nutrient Broth by Kanamycin (KM) (B).
Arrows indicate about IC50 in this experiment.
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Fig. 3-2.  HPLC analysis of polyamines extracted from the cells of Escherichia coli IAM 12119 (sensitive
Type strain) (A) and E. coli GN3451 (SM-resistant strain) (B), and the culture supernatant (Sup)
grown in Nutrient Broth in the absence (control) or presence of Streptomycin (SM) at the
concentration of IC50, and the cells of Pseudomonas aeruginosa IAM 1514 (sensitive Type
strain) (C) and P. aeruginosa GN231 (KM-resistant strain) (D), and the culture supernatant
(Sup), grown in Nutrient Broth in the absence (control) or presence of Kanamycin (KM) at the
concentration of 100 or 200μg/ml.  Abbreviations for polyamines are as shown in Fig. 1-1. 
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５章．ピリドカルボン酸系抗生物質による大腸菌，枯

草菌，腸球菌の増殖阻害とポリアミン合成阻害

すでに1章でも述べたが，大腸菌では，Fig．5-1に

示すように，完全合成培地（SM+L-Ala）では増殖度

が低く，NB では増殖度が高い。オフロキサシン

（OFLX）による増殖阻害には増殖度が低い完全合成

培地で，より高濃度を必要とした。また，他のニュー

キノロンであるノルフロキサシ（NFLX）による増殖

阻害実験でも同様の結果であったので，以降は OFLX

によるポリアミン合成への影響を調べた。

Fig．5-2のポリアミン分析結果をみると，OFLX に

より50％増殖阻害（IC50）近辺の NB 培地による培養

菌体では，カダベリンとアセチルスペルミジンの低下

が顕著なのが分かる。Fig.5-1中の矢印の濃度での集

菌体についての HPLC クロマトグラムが示されてい

る。プトレスシンとスペルミジンの相対量の変化は認

められない。完全合成培地 SM による培養菌体では，

OFLX 阻害ではプトレスシンの変動が大きかった。ス

ペルミジンとアセチルスペルミジンの合成は NB 培地

Fig. 3-3.  Comparisons of polyamine distributions in
the cells of Escherichia coli IAM 12119
(sensitive Type strain) (A), E. coli GN3451
(SM-resistant strain) (B), Pseudomonas

aeruginosa IAM 1514 (sensitive Type strain)
(C) and P. aeruginosa GN231 (KM-resistant
strain) (D).   The bacteria were grown in
Nutrient Broth in the absence (control) or
presence of Streptomycin (SM) or Kanamycin
(KM) at the concentration of IC50.  Polyamine
contents (μmol/wet weight of cells) were
shown as a percent (%) against to the total of
cellular polyamines (μmol/wet weight of
cells).  Abbreviations for polyamines are as
shown in Fig. 1-1.

Fig. 4-1.  Growth inhibition curves of Escherichia

coli IAM 12119 (A), Bacillus subtilis IAM
12118 (B) and Enterococcus faecalis JCM
5803 (C) in Nutrient Broth in the presence
of Erythromycin (EM), Chloramphenicol
(CP) or Tetracyclin (TC).  c, control (0μ
g/ml).  Arrows indicate the tubes near at
IC50.
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Fig. 4-2.  HPLC analysis of polyamines extracted from Escherichia coli IAM 12119 (A), Bacillus

subtilis IAM 12118 (B) and Enterococcus faecalis JCM 5803 (C) grown in Nutrient Broth in
the absence (control) or presence of Erythromycin (EM), Chloramphenicol (CP) or
Tetracycline (TC) at the concentrations shown as arrow in Fig. 4-1.  HPLC analysis of
polyamines extracted from Escherichia coli IAM 12119 grown in Nutrient Broth (NB)
containing 200μg/ml of spermidine (D) or the complete synthetic medium (SM+Ｌ-Ala)
containing 200μg/ml of spermidine (E), in the absence (control) or presence of
Erythromycin at the concentration (IC50) as shown in Fig. 4-3.  Abbreviations for polyamines
are as shown in Fig. 1-1. 
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Fig. 4-3.  Growth inhibition curves of Escherichia

coli IAM 12119 in Nutrient Broth (NB) or
the complete synthetic medium (SM+Ｌ-
Ala) (SM) by Erythromycin in the absence or
presence of spermidine (Spd) at the
concentration of 200μg/ml.  c, control (0μ
g/ml).  Arrows indicate the tube near at IC50.

Fig. 5-1.  Growth inhibition curves of Escherichia

coli IAM 12119, Bacillus subtilis IAM 12118
and Enterococcus faecalis JCM 5803 in
Nutrient Broth (NB) or the complete
synthetic medium (SM+L-Ala) by Ofloxacin
(OFLX).  c, control (0μg/ml).  The cells in
the tube of the arrow were subjected to
polyamine analysis.

Fig. 5-2.  HPLC analysis of polyamines extracted from Escherichia coli IAM 12119 (A) Bacillus subtilis IAM
12118 (B) and Enterococcus faecalis JCM 5803 (C) grown in Nutrient Broth (NB) (A-1, B, C) or the
complete synthetic medium (SM+Ｌ-Ala) (A-2)  in the absence (control) or presence of Ofloxacin (OFLX)
at the concentrations shown as arrows in Fig. 5-1.  Abbreviations for polyamines are as shown in Fig. 1-
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に依存していることは明確なのだが，増殖阻害を受け

た菌体ではプトレスシンとカダベリンは等量ずつとな

り，両培地間での差がなかったのは興味深い（Fig．

5-2のA-1，A-2）。

NB 培養の枯草菌の同一菌体量からのポリアミン分

析では，OFLX 阻害時でスペルミジンとアグマチンの

若干の低下を認めた。NB 培養の腸球菌では，スペル

ミジン量に対照菌体と OFLX 阻害菌体とで差異は認

められなかった。

ピリドカルボン酸系抗生物質により，大腸菌では合

成量の高いポリアミン成分がかなり特異的に合成を抑

制され，枯草菌では合成活性の高いスペルミジン合成

が抑制され，腸球菌でのスペルミジン取り込みは阻害

を受けなかった。

６章．天然培地と合成培地における大腸菌のポリアミ

ン合成

１章から５章においては，完全合成培地 SM，合成

培地199，天然培地 NB，天然培地 GAM での培養に

よるポリアミン分析を行った。大腸菌はポリアミン合

成経路が多様で，そのポリアミン構成は培地組成に影

響を受け易いと考えられるので，他に４種類の培地で

の培養によるポリアミン構成を分析し Fig．6-1に示

した。天然培地の TSB と BHIB による培養菌体のポ

リアミン構成は NB 培養による構成とほぼ同一であっ

た（Fig．3-2とFig．4-2参照）。合成培地の RPMI1640

と FM では菌体内アグマチン含量の増大があり，こ

の点では合成培地199（Fig．1-3）と同一傾向ではあ

るが，1640培地で特に顕著であった（Fig.6-1A）。

1640培地は他の合成培地と比較してＬ-アルギニンの

含有量が３倍程であることがアグマチン生産量を高め

ていると考えられる。完全合成培地 SM ではプトレ

スシンとカダベリンのみが検出されている（Fig.1-3

とFig．5-2参照）。いずれの培養でも，大腸菌はプト

レスシン，カダベリン，アグマチンを菌体内含量にほ

ぼ比例して培養液（培養上清）中に放出（分泌）して

いる（Fig．6-1B）。

緑膿菌では，カダベリン含量に差を認めるものの，

合成199培地，合成1640培地でも天然 NB 培地での培

養と同一のポリアミン構成であった（Fig．6-1C）。ア

グマチン合成が検出しやすい1640培地でもアグマチン

は全く検出されない。枯草菌では，1640培地でスペル

ミジンのほかにアグマチンが主要ポリアミンとして検

出された。また，アグマチンは培養上清中にも放出さ

れていた（Fig．6-1D）。SM や199などの合成培地や

天然培地ではアグマチンは微量成分である。腸球菌で

は，SM 培地や199培地での培養と同様に1640培地で

も全くポリアミンを合成しなかった（Fig．6-1E）。

1mMプトレスシンを添加した199培地での培養でもス

ペルミジンを合成しなかった。1mM スペルミジンを

199培地および1640培地に添加して培養した場合は

Fig．6-1E に示すように，菌体から大量のスペルミジ

ンを検出した。ただし，増殖の程度はスペルミジンの

有無で差はなかった。スペルミジンを含有する培地か

らのスペルミジンの取り込み活性の強い菌であること

を確認した。

まとめ

ポリアミンのうちでもトリアミンやテトラアミンが

核酸への結合親和性が高く，細胞内でその多くが

RNA に結合して存在している。リボソーム RNA

（rRNA）への結合によるリボソームタンパク質との

集合体形成促進，転移 RNA（tRNA）への結合による

アミノアシル化反応の促進，メッセンジャー RNA

（mRNA）の安定化，に働いている5,18-20)。本研究で用

いた常温増殖性の真正細菌４菌種はポリアミン成分と

してスペルミンを欠き，スペルミジンが最も長鎖で高

塩基性である。したがって，スペルミジンの合成や取

り込みによる細胞内スペルミジンレベルの変動がリボ

ソームの活性化と翻訳活性化に大きく影響することに

なる。事実，上述の３種類の RNA が関わるタンパク

質合成系の抑制を作用点とするアミノ配糖体系，マク

ロライド系，テトラサイクリン系，クロラムフェニコ

ール系の各抗生物質において，増殖阻害時のスペルミ

ジンとアセチルスペルミジンレベルの変動が顕著であ

った。スペルミジンとこれら抗生物質の結合が競合し

ているものと考えられる。細胞壁合成阻害や DNA 複

製酵素阻害を作用点としている抗生物質では，増殖の

初期段階で活性が上昇して細胞増殖因子ともなるジア

ミン類の変動が大きかったように思われた。もともと

プトレスシンやカダベリンのレベルが低い菌ではスペ

ルミジンレベルに影響している。本研究は７系統の抗

生物質のポリアミン含量に与える影響を網羅的に把握

することを目的とし，統計処理による解析を加えてい

ないので，個々の結果の詳細な解明は次の課題となろ

う。

また，培養培地にポリアミンを添加する実験手法で，

細菌における抗生物質感受性に対してスペルミンの添

加が影響するとの報告がある21)。抗生物質の種類と濃

度，対象菌種と培地の種類，培養条件などにより，各

抗生物質による最小阻止濃度や50％増殖阻害濃度は

様々で複雑でもある。スペルミンは常温増殖性の感染
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Fig. 6-1.  HPLC analysis of polyamines extracted from the cells of Escherichia coli IAM
12119 grown in Tripticase Soy Broth (TSB), Brain Heart Infusion Broth (BHIB),
RPMI1640 medium (1640) and Fisher’s medium (FM) (A), and the culture
supernatant (Sup) after the cultivation in the media (B).  Polyamines extracted
from the cells of Pseudomonas aeruginosa IAM 1514 grown in 199 medium or
1640 medium(C).   Polyamines extracted from the cells of Bacillus subtilis IAM
12118 grown in 1640 medium and its Sup (D).   Polyamines extracted from the
cells of Enterococcus faecalis JCM 5803 grown in 199 medium, 1640 medium, the
199 medium supplemented with 1 mM spermidine (Spd) or the 1640 medium
supplemented with 1 mM spermidine (Spd) (E).  Abbreviations for polyamines are
as shown in Fig. 1-1. 
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症原因細菌や臨床的に通常分離される細菌には含有さ

れていないポリアミンでもあり，その結果の判断は難

しい。本報告では，幾つかの細菌と抗生物質と培地の

組み合わせにて，培地中に添加したスペルミジンはか

なりの高濃度でも細菌の抗生物質に対する感受性や耐

性に影響を与えていない結果であった。
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細菌株を提供していただいた各菌株保存機関に感謝

申し上げます。当研究室では，「Polyamine World in
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行い，平成19年度にその主要部分をまとめて紀要論文

とした。図表の一部は，卒業論文５編と修士（保健

学)学位論文（横山)に掲載されたものを修正・改変し

て利用したので，スタイルが統一されていない所もあ

ります。和文論文としたが，図表に関しては英語表記
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Inhibition of Growth and Cellular Polyamine Synthesis of 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis and

Enterococcus faecalis by Antibiotics
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Abstract：Cellular polyamines extracted from the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus subtilis and Enterococcus faecalis grown in the absence or presence of

antibiotics belonging to seven chemical families, at fifty percent growth- inhibitory

concentration (IC50 ), were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC).  E.

coli synthesize putrescine (Put), cadaverine(Cad), agmatine(Agm), spermidine(Spd) and

acetylspermidine(AcSpd), P. aeruginosa Put, Cad and Spd, and B. subtilis Put, Spd and Agm.

E. faecalis produce no polyamines and uptake Spd from media.  Cellular levels of the

polyamines were compared between control bacteria and the inhibited bacteria by antibiotics.

All polyamine levels in E. coli, and Spd and/or Agm levels in B. subtilis and E. faecalis were

not sensitive for the presence of Vancomycin (glycopeptide).  By Benzylpenicillin, Piperacillin

and Flomoxef (β-luctam), Put, Cad, AcSpd were decreased and Spd was increased in E. coli ,

and Spd in B. subtilis and E. faecalis was decreased.  Streptomycin, Kanamycin and Amikacin

(aminoglycoside) repressed acetylation of Spd in E. coli and Cad synthesis in P. aeruginosa,

including sensitive and resistant strains for the drugs.  AcSpd level in E. coli and Spd level in

B. subtilis and E. faecalis were decreased in the presence of Erythromycin (macrolide),

Tetracycline (tetracycline) and Chloramphenicol (phenylalanine derivative).  AcSpd, Put and

Cad in E.coli and Spd in B. subtilis were decreased whereas Spd was not effective to Ofloxacin

and Norfloxacin (pyridone carboxylic acid).  AcSpd synthesis in E. coli was inhibited whereas

Spd uptake in E. faecalis was not, by the antibiotics.  
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