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Abstract 

  The MIC/MBC/Viable cell counting of Cu2+ in Cu(NO3)2 3H2O solution were measured 

against Staphylococcus aureus and the antibacterial activities of Cu2+ with the S.aureus 

peptidoglycan cell wall were considered. The MIC and the MBC values obtained were 

625 ppm and 1250 ppm, respectively. The killing curve in viable cell counting is greatly 

decreased with the MBC concentration region. Cu ion induced breaking of the S.aureus 

peptidoglycan cell wall was considered that the antibacterial actions of Cu2+ in the 

peptidoglycan cell wall had been occurred by the damages of synthetic enzymes and the 

activities of autolysins, accompanying the copper complex formations

 

アブストラクト 

 黄色ブドウ球菌に対する硝酸銅溶液の Cu2+の抗菌感受性試験を実施した結果、静菌作用

MIC 値=625ppm、殺菌作用 MBC 値=1250ppm が得られた。銅イオン濃度と生菌数の関係

の殺菌曲線から、Cu2+ 溶液濃度増加に伴う生菌数の減少が観測され、Cu2+ 溶液は十分な殺

菌作用効果を示す。Cu2+ によるペプチドグリカン細胞壁の破壊は、合成酵素と分解酵素の

バランス喪失による強固なペプチドグリカン網目構造の溶菌要因の結果である。黄色ブド

ウ球菌表層のペプチドグリカン細胞壁における Cu2+ 溶液の抗菌反応は、銅イオン誘導によ

る銅錯体を形成しつつ、2 種のトランスグリコシラーゼ(TG)・トランスペプチダーゼ(TP)合

成酵素の阻害と 4 種の自己溶菌酵素の活性化により、ペプチドグリカン細胞壁破壊の溶菌・

殺菌を起こすものと推察した。 
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１． 緒言 

 近年､金属イオンと金属錯体が､微生物細菌やウイルスに対する抗菌､抗ウイルスなどの

抗微生物対策に有効的に発揮されている１)｡ 特に､白金や銅などの金属錯体が制癌２）、プリ

オン病・アルツハイマー病３）・ウイルス感染症などの疫病や重金属蓄積・ウイルソン病４）・

筋萎縮性側索硬化症５）・パーキンソン病６）などの難病に対して効果的になることが予想さ

れる７）。 銅イオンと銅錯体についての研究も盛んに行われてきており､抗菌を初め､細菌感

染防止８)､防汚９）など画期的に進んでいる｡しかし､いずれにしても､細菌やウイルスに対す

る金属イオンと金属錯体の抗菌･抗ウイルス挙動の抗菌・殺菌作用過程の解明までには至っ

ていないのが現状である｡  

本研究の目的は､グラム陽性菌に対する銅イオン溶液よる抗菌･殺菌過程の解明の一環と

して､黄色ブドウ球菌への銅イオン溶液による抗菌感受性試験を行い､細菌細胞壁ペプチド

グリカン層で起こる抗菌･殺菌反応を明らかにすることにある｡前報ではグラム陰性菌に対

する銅イオンと活性酸素種の抗菌作用機構を考察した１０）｡今回の実験では､グラム陽性菌

の代表として黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)に対する銅イオンの最小発育阻止濃

度 (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ､最小殺菌濃度 (Minimum Bactericidal 

Concentration, MBC)、および生菌数(Account of bacterial cell, cfu/mL)の測定を行い､その

測定結果と考察､および銅イオン溶液による黄色ブドウ球菌ペプチドグリカン(PGN)細胞壁

の溶菌・殺菌・破壊挙動について銅錯体形成１１）、合成酵素阻害、自己溶菌酵素活性化から

考察を試みた｡  

 

 

2． 供試材と実験方法 

(1)供試材  

銅イオン抗菌剤：和光純薬・特級試薬で硝酸銅(Ⅱ)三水和物 Cu(NO3)2 3H2O の 10 種 Cu2+ 

濃度各溶液の準備、試薬硝酸銅の選択は、溶液では銅イオンと硝酸イオン全解離および銅

イオンの MIC、MBC 測定に硝酸イオンの影響が殆どないことからなされた。 

微生物：黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureus (NBRC12732) 

使用した培地は全て日水製薬製である。 

(2)実験方法 

初めに検体の銅イオン濃度を 10,000 ppm になるように、ハートブレインインフユージョ

ン培地で調整する。次に 2 倍段階希釈法で 9 段階希釈した合計 10 段階の希釈液を用意し

た。その後、それぞれの希釈液１ｍL に対して最終濃度が 5ｘ10５cfu/mL になるように調整

した菌液を１ｍL づつ接種した培養液を用い、以下に記す MIC 測定、MBC 測定、生菌数

測定に供した。 

① MIC 測定；上記により調整した培養液 35℃で 20 時間培養し、発育の有無を肉眼で判
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別した。 

② MBC 測定；MIC 測定直後の培養液 0.1ｍL を SCDLP 寒天培地 20ｍL により希釈し、

35℃で 24 時間培養し、シャーレで生育したコロニーの有無で判別した。 

③ 生菌数：まず MIC 測定直後の培養液を、SCDLP ブイヨン培地により 10 倍段階希釈法

で 7 段階希釈した。次に標準寒天培地により 35℃で 24 時間培養し、シャーレで生育し

たコロニーを拡大鏡付きコロニーカウンターで計数した（生菌数は標準寒天培地に形成

されたコロニー数、生菌数単位；Colony Forming Unit, cfu/ｍL で表す）。 

 

3.  実験結果および考察 

3.1  抗菌力測定結果 

表 1 に黄色ブドウ球菌に対する銅イオンの抗菌力測定試験結果を示す。 

 

表 1  黄色ブドウ球菌に対する銅イオン溶液の MIC(ppm), MBC(ppm),生菌数(cfu/mL) 

     の試験結果 

検体液 

硝酸銅溶液 

銅イオン濃度（ppm） 

5000 2500 1250 625 313 156 78 39 20 9.8 

MIC(+)陽性 

（－）陰性 

_ _ _ 

 

_ 

 

 + + + + + + 

MBC (同上) _ _ _ + + + + + + + 

生菌数 

(cfu/mL) 

＜10 ＜10 ＜10 1.1 X 

102 

3.1 X 

108 

4.0X 

108 

4.5X 

108 

5.1X 

108 

5.5X 

108 

5.3 X 

108  

（－）; No visible bacterial growth, （＋）; Bacterial growth(visible turbidity) 

 

MIC 値は 625 ppm、MBC 値は 1250 ppm、MBC/MIC=2 が得られた。MIC と MBC の

値の差が小さいほど良好な抗菌剤であり１２）、MBC/MIC の比の値が静菌的と殺菌的とで異

なり、一例として、静菌的な場合は 32 以上、殺菌的な場合 2～4 以内とされる１３),１４）。従

って、従来から得られている銅イオンの静菌作用でなく、本実験の場合、銅イオンは殺菌作

用として働くものと判断される。他方、従来から研究されている黄色ブドウ球菌に対しての

銅イオンの MIC 値 78.1～250 ppm、MBC 値 500 ppm１５）が得られている。 本実験の硝酸

銅イオン溶液よる MIC、MBC 測定結果とは合致せず、単純な比較はできないが、本実験で

得られた結果は、従来の研究より比較的高い Cu2+ 濃度が得られている。この要因について

は今の所不明である。 
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図１ 黄色ブドウ球菌に対する Cu2+ 濃度と生菌数との関係 

 

銅イオン濃度に対する黄色ブドウ球菌の生菌数を図 1 に示す。Cu2+ 濃度(ppm）の増加

と共に生菌数は減少する。銅イオン濃度に対する 黄色ブドウ球菌の殺菌能は、銅イオン濃

度の増加と共に、9.8～20 ppm では減少が見られず、39 ppm 以上から減少している。特に

MBC 付近の Cu2+  濃度では急激な減少が見られる。この減少は殺菌作用が急激に起こる領

域であり、Cu2+ による細菌表層のペプチドグリカン細胞壁の溶菌、破壊へと導く。 

 

3.2 測定結果の考察 

(1)生菌数の濃度依存性,殺菌曲線と殺菌速度との対応, 銅イオンによる静菌作用と殺菌作用 

図 1 の Cu2+ 濃度に対する生菌数の減少曲線、即ち殺菌曲線は、24 時間培養され、特に

菌の増殖期間に強い殺菌効果を経た結果得られたものである。殺菌効果から死滅速度 D 値、

殺菌速度、殺菌時間が推定され１６）、 殺菌曲線の勾配は、概ね殺菌速度の濃度依存性に対応

すると考えられる。それ故、銅イオン濃度増加と共に,低濃度では MIC 値までは殺菌量は少

ないが、特に MBC 値付近の濃度においては急激に殺菌量と殺菌速度は増加する｡ MIC 値

は静菌作用効果の範囲、MBC 値は殺菌作用効果の範囲を示すものと考えられる。MBC 以

上の殺菌的薬物は細菌を死滅させることができるので細菌の生存数は極端に少なくなるが、

殺菌効果は強力になる。一方、人体に対しての適応は、この条件では銅の許容量から考えて

過剰摂取となり安全性が保たれるかどうか疑問が残る。本測定の結果から、黄色ブドウ球菌

に対しては、銅硝酸水溶液による殺菌作用効果が十分発現されていることが理解される。 

 

(2)銅イオンによるペプチドグリカン細胞壁の破壊 
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黄色ブドウ球菌細胞壁の破壊は銀錯体（AgNO3, MIC 値＝100μg/mL）によって起こる

ことがはっきりしている１７）。また、銀イオン溶液（銀イオン濃度 0.2 ppm）による黄色ブ

ドウ球菌ペプチドグリカン層の一部破壊での溶菌が起こることを報告している１８）。同様な

ことが本実験においても銅イオン溶液よる黄色ブドウ球菌に対する殺菌作用効果が十分発

揮している事実からして、即ペプチドグリカン細胞壁の溶菌・破壊による殺菌作用が連関さ

れる。そのことは銅イオンによる黄色ブドウ球菌表層のペプチドグリカンの溶菌・破壊から

の殺菌現象が初めに起こり、特に MBC 値以上の濃度の場合にはペプチドグリカンの剥離破

壊による溶菌が起こり得ると考えられる。 

 

４．銅イオン溶液による黄色ブドウ球菌ペプチドグリカン層の溶菌に対する考察 

4.1  ペプチドグリカン層の強固な網目構造およびペプチドグリカン生合成と合成酵素 

グラム陽性菌細胞構造の特徴は１９)、グラム陽性細菌の細胞壁はペプチドグリカンと呼ば

れる強固な網目構造を有し、ムレインとも呼び、グリカン糖鎖にペプチド鎖（架橋）がつい

た構造をいい、細胞壁の最も重要な構成要素である。 ペプチドグリカンの基本単位は、N-

アセチルグルコサミン NAG (GlcNAc)と N-アセチルムラミン酸 NAM (MurNAc)がβ-1, 4

結合で連結した交互に共有結合し、5 つのグリシン鎖であるペンタグリシンで横に架橋され、

さらに 4 つのアミノ酸の鎖であるテトラペプチドで縦に架橋された分子構造を持つ。これ

が幾重にも重なり、細胞を取り巻いて内圧から守っている。 グラム陽性菌は細胞膜(内側)

の外側に厚い層の細胞壁があり、タイコ酸や細胞壁タンパク質が貫通している。グラム陽性

菌では、このような層が 40 層にも重なっている。 

グラム陽性菌の代表である黄色ブドウ球菌細胞壁ペプチドグリカンの分子構造を図 2 に

示す。 

 

 
図２  黄色ブドウ球菌細胞壁ペプチドグリカンにおける縦糸方向のグリカン鎖 

と横糸方向のペンタグリシン架橋の分子構造 
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縦糸方向には、NAG(GlcNAc)と NAM(MurNAc)との二糖グリカンの繰り返しを基本とし、

一方、横糸方向には、NAM に４つのアミノ酸からなるテトラペプチドが結合した構造を持

ち、隣り合ったペプチド鎖の D-アラニンと L-リジンの間は 5 分子のグリシンで架橋されて

いる。このグリシンによる架橋構造は黄色ブドウ球菌に特異的である。 

ペプチドグリカン合成過程は、細胞質で細胞壁前駆体の合成で始まり、細胞質膜で脂質キ

ャリアに結合した新規細胞壁サブユニットの合成、細胞壁でペプチドグリカンへの新規細

胞壁ユニットの結合によって、伸びゆくペプチドグリカン鎖に新たな細胞壁ユニットが組

み込まれる２０）。ペプチドグリカン重合体は、２糖の繰り返し骨格をなすサブユニットが

（NAG）と（NAM)で構成されている。この骨格鎖はペプチド（PEP）によって架橋されて

いる。ペプチドグリカンの生合成は、次の 5 段階によって行われる２１）。 

細胞質・細胞膜において、 

① サブユニットの活性化（NAM と NAG の活性化ペプチドグリカン前駆体 UDP(Uridine 

diphosphate)-MurNAc-pentapeptide と UDP-GlcNAc の合成）。 

②架橋ペプチドの合成。ペプチドは UDP-NAM にアミノ酸が連続的に付加され、末端に２

個のアラニン残基がジペプチドとして加えられている。 

③NAM-PEP 複合体は UDP から膜に結合したバクトプレノールリン酸（BPP）に転送され

る。 

細胞壁において、 

④ 既存のペプチドグリカンへの繰り返し単位の添加（重合反応）である。 この重合反応

はトランスグリコシラーゼ（TG）酵素によって触媒される２２）。 

⑤ ペプチドグリカン骨格へのペプチドの架橋を行う（架橋反応）。この架橋反応を触媒とす

る酵素をトランスペプチダーゼ（TP）という２２）。黄色ブドウ球菌のペプチドグリカンは、

５残基の Gly オリゴペプチドによって間接的に架橋され、ペンタペプチドの３番目の位

置に存在する L-Lys に予め(Gly)5 が結合し、(Gly)5 の末端アミノ基と D-Ala の間に架橋

が形成される。 

 

4.2 黄色ブドウ球菌特有の自己溶菌酵素（autolysin） 

ペプチドグリカンの切断に関与する酵素として、黄色ブドウ球菌では、4 種類の自己溶菌酵

素、N-アセチルムラミダーゼ、N-アセチルグルコサミダーゼ、N-アセチルムラミルーL-アラ

ニンアミダーゼ、およびエンドペプチダーゼが存在する２３）。また、さらにリゾスタフィン

酵素がペンタグリシン(Gly)5 の分解酵素として働く２４）。ペプチドグリカン合成酵素、TGと

TP の 2 酵素、黄色ブドウ球菌の 4 種類の自己溶菌酵素、およびリゾチームとリゾスタフィ

ン酵素の各作用部位を図 3 にそれぞれ示す。 
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N-acetylmuramidase ↓       ↓ N-acetylglucosamidase,  Lysozyme breaking down 

･･････   ーＮＡＭ―ＮＡＧ―ＮＡＭ―ＮＡＧ－ＮＡＭ－  ･･････ Glycan chain 

          ┃    N-acetylmuramyl-L-alanine amidase 

      L-alanine 

      ┃ 

D-glutamate               

      ┃                    Tetrapeptido 
L-lysine    

┃     

D-alanine 

                  Glycine 

          ┃         

Glycine      DD-endopeptidase 

          ┃ 

Cleavage by        Glycine        Pentaglycine(Gly)5  crosslinking 

Lysostaphin       ┃ 

Glycine      DD-endopeptidase 

          ┃         

Glycine  

           ┃ ←Transpeptidase,TP 

D-alanine 

          ┃    

L-lysine         Tetrapeptido 
          ┃ 

D-glutamate           

          ┃ 

L-alanine 

          ┃            Transglycosylase,TG 

･････ ―ＮＡＧ―ＮＡＭ―ＮＡＧ―   ･･･････････   Glycan chain 

 

図 3  黄色ブドウ球菌細胞壁ペプチドグリカンにおける 2 種の TG･TP 合成酵素、4 種の自己溶

菌酵素、およびリゾスタフィン酵素の各作用部位 

 

細胞壁の合成が阻害されただけでは細菌は死滅しない。一方で、自己溶菌酵素が活発化しな

ければ、既存の細胞壁のペプチドグリカン層の溶菌も破壊も起こらない。その自己溶菌酵素

は、細胞壁の成長、分離および細菌細胞の分裂、増殖に必須のものであるが、自己溶菌酵素
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は溶菌・殺菌にも大きな役割を果たすものである。 

細胞分裂時におけるペプチドグリカン細胞壁の形成の観点から考えると、ペプチドグリ

カン形成における細胞分裂時の分裂部位に隔壁ペプチドグリカンが形成され、細胞質が分

割される。その後、隔壁が分解酵素により分割され、娘細胞を分離する。細胞分裂部位では、

隔壁合成酵素と隔壁分割酵素のバランスによる厳密な制御がなされている。銅イオンが隔

壁合成酵素を阻害して、隔壁分割酵素による隔壁の分解が進み、溶菌を引き起こすことが考

えられる２５）。隔壁合成酵素は通常は不活性であり、細胞分裂時のみ活性化するが、黄色ブ

ドウ球菌のように細胞分裂時に隔壁が形成され、後ほど隔壁分割が独立して起こるとされ

ている２５）。その場合の隔壁分割酵素とその制御機構についてのメカニズムはまだ明らかに

なっていない。自己溶菌酵素の活性化に隔壁分割酵素の活性化を付加することによる溶菌

が起こることも考えられるが、今時点ではその詳細は分からない。 

 

4.3  ペプチドグリカン細胞壁における合成酵素と分解酵素とのバランス喪失による溶菌

要因 

ペプチドグリカンの合成には合成酵素が働く。ペプチドグリカンは静的なものでなく、菌

の増殖と共に常に代謝回転を受け、細胞分裂をして増殖する。このため、このペプチドグリ

カンを切断する酵素を必要としている。その酵素は一義的にはリゾチーム、補酵素としてリ

ゾスタフィンがある。一方、ペプチドグリカン形成にはペプチドグリカン細胞壁合成酵素も

必要だが、分解酵素も重要な役割を果たしている。銅イオンは補酵素による生合成を活発に

することが明らかにされている２６)。このことは銅イオンの誘発による自己溶菌酵素の活性

化に寄与すると考えられる。それらの合成酵素と分解酵素の活性は通常厳密に制御されて

いる２５）が、この合成と分解のバランスが失われると、ペプチドグリカンは欠損し、溶菌す

ることとなる。即ち、銅イオンによって細胞壁合成酵素が阻害され、一方で細菌自身が保有

する自己溶菌酵素の阻害剤の役目を持つリポタイコ酸（LTA）が細胞外に遊離されると共に、

銅イオンによって自己溶菌酵素が活性化され溶菌・殺菌が起こり、ペプチドグリカン層の破

壊に繋がるものと考えられる２７）。 

 

4.4   銅イオンの細胞壁ペプチドグリカン層への侵入、攻撃部位、銅錯体形成  

(1)縦方向への銅イオンの侵入と糖鎖間銅錯体形成による重合反応の阻止 

－NAG-NAM-NAG-NAM－連結における糖鎖結合の NAM-NAG 結合部位に Cu2＋イオ

ンが侵入して、Cu2+ が TG 酵素と結合し、TG 酵素によるグリカン 2 糖鎖の結合、末端で

ある N-アセチル酸 MurNAc との間でのグリコシド結合の重合反応を阻止する。また、リゾ

チーム酵素併用による NAM-NAG 結合の切断の促進で、切断後の部位に糖鎖間銅錯体の形

成が推察される２８）。その糖鎖間銅錯体は CuL2＝Cu(O2N2) と考えられ、次の反応式で進行

する。 

Cu2+ +   LH  → CuL+ + H+ 
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CuL+ +  LH  → CuL2 + H+ 

Ｌは有機リガンドを表す。 

 

(2)横方向への銅イオンの侵入とペプチド銅錯体形成による架橋反応の阻止 

銅イオンのペプチドグリカン層への侵入で､合成酵素の不活化､分解酵素の活性化が起こ

ることが推察される。グリカン部分とペプチド部分とを結ぶ MurNAc→ L-Ala-結合部分の

架橋反応を銅イオンが侵入して阻害する。その際は、次の反応式により、ペプチド銅錯体

3N-Cu-O、Cu(Gly-L-Ala)H2O が形成されると考えられる。 

Cu2+ +  2LH → CuL2  +  2H+ 

 

(3)リゾスタフィンによるペンタグリシン分子の開裂、銅-グリシン錯体の形成 

ペンタグリシン架橋分子への銅イオンの侵入で、図 3 に示すように、リゾスタフィン酵

素の活性化による(Gly)5 中の Gly-Gly 結合の切断と開裂によって、銅イオンとグリシンと

の錯体 Cu(Gly)X  
２９）が形成されると考えられる。 

  Cu + Gly → Cu(Gly) 

Cu(Gly) + (Gly) → Cu(Gly)2 

 

4.5   細胞壁における活性酸素(ROS)  O2
－, H2O2 の産生 

黄色ブドウ球菌の認識におけるタンパク質リン酸化酵素から構成される情報経路の活性

化を介して活性酸素(ROS)の産生が導かれる３０）。また、金属イオン依存性の活性酸素の産生

はキレート化合物生成に依存する３１）。それ故、細胞壁では銅イオンは銅錯体または銅キレ

ート錯体を形成して活性酸素を生成する。さらに、タイコ酸とリポタイコサンとの銅イオン

の結合で、O2－、OH－ を生成する３２）。そのうち､O2については､ NADPH ＋ H+ が､縦糸方向

の糖鎖間 NAG－NAM間で反応して、 O2 →  O2－  により、スーパーオキシドアニオン O2－が

生成される。さらに､次のように過酸化水素 H2O2を生成する｡ 

2Ｏ２
－ ＋ 2Ｈ＋  → Ｈ２Ｏ２ ＋ Ｏ２ 

 

5．結論 

黄色ブドウ球菌に対する硝酸銅溶液の Cu2+の抗菌感受性試験の結果、静菌作用 MIC 値

=625 ppm、殺菌作用 MBC 値=1250 ppm が得られ、Cu2+ 溶液濃度増加に伴う生菌数の減

少が観測され、Cu2+ 溶液は十分な殺菌作用効果を示す。 Cu2+ によるペプチドグリカン細

胞壁の破壊は、合成酵素と分解酵素のバランス喪失による溶菌要因の結果である。黄色ブド

ウ球菌表層のペプチドグリカン細胞壁における抗菌反応は､ 銅イオン誘導による糖鎖間銅

錯体とペプチド銅錯体を形成しつつ､ 2 種の TG・TP 合成酵素の阻害と 4 種の自己溶菌酵

素の活性化により､ペプチドグリカン細胞壁の溶菌・殺菌による細胞壁破壊を起こすものと

推察した。 
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