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化 学 療 法 剤 の 研 究 第1報

数種Nitrostyrene化 合物 の基礎的研究

服 部 善 八 郎

三共株式会社高峰研究所

(昭和38年2月7日 受付)

1.緒 言

抗生物質 による化学療法 の発展 に伴 い耐性 菌の出現が

重大な問題 となつ て来た。

著者は化学療法剤 の検索 の一端 として耐性赤 痢菌 な ら

びに耐性 ブ ドウ球菌に対 して抗菌作用 を示 す化合物 を探

索するため,Screeningを 試 みて来 たが,そ の中で2,

3の 有効 なNitrostyrene化 合物 を発見 したので,そ れ

について若干の基礎的 な検索 を行 なつ た。

皿.試 料 な らび に実験方 法

1)試 料

表1に 示 したRl,R2の 組 み合わせに よる66種 の当

研究所で合成 され たNitrostyrene誘 導体を 使用 し各項
ヤ
において述 べた方 法に より実 験 した。

2)実 験 方 法

くi)E.coliお よ びSta.aureusに よ るScreening

Nitrostyrene関 連化合物66検 体 についてEsckeγiehia

eeliNIHJお よびStaPhylecoceusaureus209-Prc対 す

る試験管 内抗菌作用 を検 索 した。培地 は普 通寒天を使用

表1使 用 検 体

R・-c・-c〈鉱

Rl R2

〈=〉 一

Cl'一〈=〉

/C1

⊂ 〉

〈⊃-
C1/

N・2-〈=〉

NO2＼

〈⊃ 〉

CH・一く⊃ 一

CH・・一〈=〉

・猛〈=〉

c罫80

・匹〈=〉

甲一一く⊃-
CH2-0

H

CHa

C2Hs

C3H7

C4Hg

一⊂ 〉

し,平 板稀釈法に よ り測定 した。検体 の溶解には アセ ト

ンを用い,培 地中 のアセ トン量は最高濃度に お い て も

5%以 下 とな るよ う調整 した。

判定は37。C,24時 間培養後その発育の有無を観察 し

最少発育阻止濃度 をもつ て抗菌力を示 した。

(ii)No。2お よびNo.8の 抗菌作用

66検 体中No。2お よびNo.8に お い て比較 的強い

抗 菌作用を認めたので,こ れ に つ い てSarcinalutea,

SalmonellatyPhosa,SalmenellaParalyphiA,Salmo-

nellaPαra彦yPhiB,Shigellaガexneri,Pγo伽s,病 原性

好 塩 菌,Pseudo脚 紹 ε,MPtcobacteriPtm伽berculosis,

Candidaalbicans,な らびにTriehoPhyton等 の試験管

内抗菌作用 の検 討を行 なつた。

使用培地 は病原性好塩 菌に対 しては3%NaCl加 普 通

寒天,MycobactePtinmに 対 しては10%ア ル ブ ミ ン加

KIRCHNER培 地,Trichophytoneel:SABOURAUD固 型

培地 を,そ の他 の菌株 に対 しては普 通寒天 培地を使用 し

た。

試験方法 は固型培地 は総て平 板法に よ り,ル 砂ω加σオか

rinmは 稀釈法に より検討 したo

検体 の溶解 は当初何れ もアセ トンを用 い,培 地中 のア

セ トン量 は最高濃度 において5%eと な るよ う調整 した。

培養温度 な らびに時 間は,Mycebacteriumは37℃4

週間,Trichophytenは27℃ に1週 間,そ の他 は37℃

に24時 間培養 した。

移植菌は,TrichoPhytonはSABOURAUD培 地 に1週

間培養の菌体を用 い,平 板法 におけ るその他の菌は,24

時間普通 ブイヨンに培養 した ものを1自 金耳づっ塗抹 し

た。Mycobacteriumは37℃ で岡,片 倉培 地に3週 間培

養 した菌体を採取 し硝子玉入 りの滅菌 生理 食塩水 内でよ

く振醗懸濁 させた ものを使用 した。

(iii)耐 性菌に対す る抗菌 作用

耐 性赤痢菌17株,耐 性 ブ ド ー球菌2株 に つ い て

Heartinfusionagarを 用 い 平板 法に よ りNo.2お よ

びNo.8の2検 体 の抗菌 力試験を実施 した。

検体 φ溶解 培養方法 等は総て実験(i)と 同一 な方

法に よつた。

また本実験に おいて上記耐 性菌の耐性度 の検索 も兼ね
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てChloramphenico1(CM),Tetracycline(TC),Stre・

ptomycin(SM)を 対照 として使用 した。.

(iv)抗 菌作用 の機 作

普通ブイヨン培地中に アセ=トンに溶解 した前記2検 体

を各々100,50,25,12・5,6・25,3・125mcg/ccづ っ

添加 し,こ れ に24時 聞ブ イ ヨ ン培 養のE・colt,Sta・

aureusを0.1ccつ つ移植 し37℃ に 培 養 し た。 培養

後,5分,10分,15分,30分,1時 間,2時 間,4時

間お よび8時 間 と経 時的に薬剤を含有 しない培地に0.1

ccづ っ転培を行 ない,37。Cに24時 間培養 し,菌 発育

の有無に よ り静,殺 菌 作用の検討を行なつた。

検体添加培地中の アセ=トン量は5%e以 下 となるよ うに

した。

(v)血 清添加に よる影響

E.eoli,Sta.aureus,Shig.ガex(2a)お よび多剤耐性

:Shig.fiex(1b)の4株 に対 して 培地 中に馬血 清を添 加

し効力低下 の検討 を こころみた。

血清はザ イ ツ濾過 に よ る無菌血清 を使用 し,約50。C

に冷却 した普 通寒天培地 中に10%お よび20%と な る

よう添加 し,よ く混 合 した ものを使用 した。

試験方法は前実験 と同様平板 法に よ り,検 体の溶解,

培養および移植菌 等は実験(i)と 同一一であ る。

本実験に使用 した多剤耐性Shrg.∬exはCMに 対 し

300mcg/cc,Tcに 対 し400mcglcc,sMに 対 して は

800mc91ccの 耐 性を有す るものであ る。

(vi)局 所刺 戟作用

1群3羽 の2.5kg前 後 の雄性 家兎を用 い,そ の眼結

膜および角膜 に対 す る刺戟作用を ナイスタチ ンを対照 と

して比較検索 した。

検液の濃度は,1,0.5,0.05,0.005%と し,ナ イス

タチンは有効成分 の2,1,0.5,0.1%と し,そ れ ぞれ

0・1%の トラガ ン ト末を加 え懸濁液 として使用 した。

投与方法は家兎 の下眼瞼 を索引 しO.05ccを 点 眼 し速

かに眼瞼を閉 じ正確 に1分 間保持 した後,1,2,3,4,

6,24時 間後 の眼瞼 の開 閉,流 涙,粘 膜 の充血 等を観察'

した。

本実験における刺戟 の判定基準は下記 の通 りとした。

一:眼 瞼 を閉 じず流涙等の刺 戟作用を認めない場合
傷

十:眼 瞼は閉 じないが流涙等を認めた場合。

卦:粘 膜 の充血 を認 めるが水 泡形成を認めない場合。

帯:水 泡形成 を認 めた場 合。

(viり 急 性 毒 性

209前 後の1群5匹 のddS系,雄 のマ ウスを使用 し,

経 口および腹腔 内投 与に より急 性毒性を観察 した。各検

体は トラガ ン ト末 を0.1%と な るよ うに加え よ く混合 し

懸濁液 として使用 した。

LD50は 投 与7日 後 の致 死率 か らVANDERWARDENr

の面 積 法 に よつ て 算 出 した 。

III.実 験 成 績

(i)E.coliお よびSta.aureusに よ るScreening'

種 々のNitrostyrene関 連 化 合 物 に 対 し,E.coziとSta・

aureusを 用 いScreeningを 行 な つ た 結 果 が 表2で あ

る。

裏 に 明 らか な ご と く,何 れ の 菌 に 対 して もR2が メ ヂ

ー ル基 で あ る も のが 抗 菌 力 の強 い傾 向が 認 め られ た。 ま

たE.coliに お い て はR2の アル キル 炭 素 数 が 増 加 す る・

事 に よ り抗 菌 力 の低 下 す る 事 が 認 め られ た が,Sta・au～

γθ㈱ の場 合 は炭 素 数 の 増 加 に よ る 抗 菌 力 低 下 の傾 向 は

認 め られ なか つた 。

これ らの化 合物 の 内,抗 菌 力 の 比較 的 強 い と思 われ る

No.2お よびNo.8の2検 体 に つ い て 以 下 の実 験 を行

な つ た。

(ii)N◎.2お よびNo。8の 抗 菌 作 用

2検 体 の 普 通 寒 天 培 地 に お け る菌 発 育 阻 止 作 用 は表3'

に 示 した 通 りで あ る。

Sta.aureus,E.c・liの 他ecSalm・nella,Pr・teus,病'

原 性 好 塩 菌,Candida,TrichOPhytenお よ びMycobac・

彦θγ伽伽 に も抗 菌 作 用 を示 した ◎

特 にE.coliに 比 しShig.ガexに 強 い 作用 が認 め られ

た 。Pseudomonasに 対 して は僅 か に 感 受 性 を示 した に

過 ぎ な かつ た。

表3試 験管内抗菌作用

論 一 一二二些 鍵 包」N・ ・2
Saγcinall`tea

Salmenella彦yPhosa

Salmonel彦 σPaγatyPhi-・A

SalmonellaParatyPhi-B

Shigel彦aガexneri2a

Pγoteusre彦 彦geri夏FO3850

ProteusmirabilisIFO38夷9

Pγo彦ε裾s獅 」organiIFO38盛8

ProteusvulgarisYO-1

病 原 性 好 塩 菌3086

〃KT47

〃KC-4

Pseudomonasaeruginosa

Myeebac彦eriumtuberculosis--

Hs7Rv

CandidaalbicansYU-1200

TrichoPhytonas彦eroides

Trichophツ 彦伽interdigitale

Trichophツ 彦伽rubr%m

6.25

12.5

6.25

12.5

0.78

6.25

25。0

6.25

0.78

1.56

1.56

1.56

100.0

2.5

0,78

0.39

<0.39

<0.39

No.8

3.12

12.5

6.25

12.5

0.78

6.25.

25.0

3.12

0.78

0.78

1.56,

0.78,

50.0

5.0

0.78

〈0.39

<0.39

<0.39

数字は最少発育阻止濃度mcgiccを 示 す
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(iii)耐 性菌 に対 する抗菌作用

2検 体 についてShig.卿 κ.,Shig・

son.お よびSta.auγeUSの 耐性菌に

対 す る抗菌 作用の検討を行 なつた結

果が表4で あ る◎その結果は一部 の

ものを除 きShig.ガex.に 対 しては比

較 的高い効果が認 め られ るが,Shig.

son.に 対 する感受性は弱 い ようであ

る。 また前実験のShig.ガex.の 感受

性 菌 と比較 した場合耐性菌 に対 して

は約 数倍抗菌力が低下す る ように思

わ れ る。

Sta.aureUSの 耐 性 菌に対 しては

Shig.flex.,Shig.son.の 場 合 と同様

感 受 性菌に比 し効力低下 が認 め られ

る が,比 較的良好 な成績 を得た。

使用 した耐性菌 はShigellaの 場

合 は何 れ もCM,TC,SMに 対 し高

度 耐性 であ る事が認 め られ た。

'(iv)抗 菌作 用の機作

Nitrostyrene化 合 物 が 諸種 の細

菌 に対 して静菌的に作用す るか,あ

る いは殺菌的に作用す るかの点に つ

・ti・て,No.2,No.8の2検 体 を 用

～・検討を行 なつた。

すなわち検体添加培地にE.celi,

Sta.aureusを24時 間培養 した所,

E.coliは3.12mcg/cc添 加 の もの

のみ菌 の 発 育 を 認 め,Sta.aureUS

'は何れの培地に も菌 の発育 は認 め ら

れなかつた。 これ らの培養液 を菌 発

表4耐 性菌に対する抗菌作用

菌 株 N・・21N・・8【呈懸 劉 識 」鷺雛

Shigellafiexnerilb

ノ

ノ

"

ノ

"

ノ

'

'

'

'

"

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

2a

童
～

虚
1

〃

2b

"

3a

〃variant-X

〃variant・-Y

'

ノ

'

ノ

SI-467

SI-488

4型 一478

4型 一491

Shigellasennei10

1ノ 〃78

StaPhylococcusaureus

3242

〃 〃3238

1

2

1

2

1

1

2

2

5

1

5

5

5

3

6

3

6

3

3

6

6

2

3

2

0

0

2

2

5

5

1

1

5

5

1

1

2

2

3.1

3.1

1

1

5

1

1

5

2

2

5

1

5

2

3

3

1

3

3

1

6

6

2

3

5

5

0

2

6

5

5
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500
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500
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6.2

500

500

1,000

3.1

>1,000

500

1,000

>1,000

>1,000
1,000

1,000

12.5

6.2

1,000

>1,000

500

>1,000

300

>1,000
1,000

>1,000

>1,.oeo
1,000

500

>1,000

>1,000

>1,000

>1,000
700

500

>1001

100

数字 は最少発育阻止濃度mcg/ccを 示す◎

表5馬 血 清 添 加 に よ る 影 響

Escheγichiacoli

Stmphylecocc"saureus

Shigellafiexneri2a

〃 〃1b

No。2

・%{・ ・%12・%

6.2

3。1

0.7

3.1

12。5

25

6.2

25

12.5

25

12.5

25

No.8

0%

6,2

0.7

0.7

3.1

10%

50

6.2

12.5

50

20%

100

12.5

25

100

数字 は最少発育阻止濃度mc9/ccを 示す。

育 の有 無に関係な く薬剤無添加培地 に転培を行 なつた結

果,本 実験 におけ る濃度に おいては総 て菌の発育が認 め

られ た。

以上 の結果 よ り100mcglcc以 下の濃 度において,8

塒 間以内の作用時間 ではNo、2,No.8と もに静菌的に

作 用す る事を認めた。

(v)血 清添 加に よる影響

馬血 清を培 地に添加 した際 の感受性 低下の成 績は表5
'に示 す通 りであ る

。No.2の 場 合E.colile対 しては10

%,20%添 加は ともに1/2,Sta.aureusに 対 しては何

れ も118,Shig.卿 ズ.感 性菌は10%添 加 で1/8,20%

添 加 で1/16,耐 性 菌は何れ も1/8に 効 力の低下す る事

が認 め られた。

No。8に お いてはE,coliに 対 して10%添 加 が118,

20%添 加 で1116,Sta・aureusに お い て も10%添 加

1/8,20%添 加1/16に 低下 し,Shig.fiex.感 受性菌 も

耐性菌 も共 に10%添 加で1/16,20%添 加 で1/32の

効力低 下が認 め られた。

(vi>局 所刺戟作用

家兎 の眼結膜 お よび角膜 に対す る局 所刺戟作用は表6

に示す 通 りであ る。

そ の結果刺 戟作 用 の強 さは,No.8>No.2>ナ イスタ

チンの順 であ りNo.2の0.05%は ナ イスタチンの1%

に,No.8のO,05%は ナ イ スタチンの2%に ほぼ相

当す る ことが認 め られた。

また点眼 の際ナイ スタチ ンは何れ の濃 度においても動

物は沈静 であ るが,2検 体は何れ も1%お よび0.5%点

眼 の際約5分 間程度 動物が苦 悶す る点 が認め られた。

(vii)急 性 毒 性

マ ウスに対 す る急 性毒性試験 を経 口お よび腹腔内注射
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表6局 所 刺 戟 作 用

試 験 物 質

対 照

ナ イ ス タ チ ン

β一methy1一 β一

nltrostyrene

β一methy1一 β一

nltro-P-

chlorostyrene

濃 度

(%)

判 定

・回314同24

ト ー1-1--H-一

2

1

0.5

0.1

1.0

0.5

0.05

0.005

十

帯

十

十

柵

帯

朴

柵

+

帯

升

冊

一

5

05

0

5

0

()

41

0

0

0

副 升
冊

+

帯

帯

帯

十

升

冊

に よ り測 定 した結 果 は次 の 通 りで あ る。

No・2:経 口 投 与LD5。1,176土117mg/kg

腹 腔 内 注 射LDso154土11mg/kg

No・8:経 口 投 与LD5e408.5±26.5mg/kg

腹 腔 内 注射LDse150.5土2.5mg/kg

No・2は 経 口に お い て毒 性 は 弱 く,腹 腔 内 注 射 に お い

て は両 者 に お い て 有 意 の 差 は認 め られ な か つ た 。

IV.考 按 お よび 総 括

β一Nitrostyrene化 合 物 が 殺 菌,殺 虫 作 用 を 有 す る事

舷 多 くの研 究者1～3)に よ り報 告 され て い る。 これ ら関 連

化 合物 の 抗 菌 性 に っ い て 一 部 高 峰 研 究 所年 報4)に 報 告

したが,更 に詳 細 な検 討 を行 なつ た 。Sta.aureus,E.coli

を 用いScreeningを 行 なつ た所,Riの 位 置 の ベ ンゼ ソ

核 に,ク ・一 ル基,一 ト・基 メチ ール 基,メ トキ シ ー

ル 基あ るい は メチ レ ン ジオ キ シ 基 等導 入 した 何 れ の もの

艇 おい て も・R2を メチ ール 基 と し た もの が 何 れ の 菌 に

対 して も有 効 に作 用 す る 事 が 認 め られ た 。 ま たE.coli

に おい てはR2の ア ル キ ル 炭 素 数 の 増加 に よ り抗菌 力 の

低 下 が認 め られ た が,Sta.aureUSに お い て は 炭 素 数 の

影 響 が認 め られ な か つ た事 は興 味 あ る点 と思 わ れ る。

次 にScreeningに お い て比 較 的抗 菌 力 の 強 か つ た

N・o・2お よびNo.8の2検 体 にっ い て検 討 を試 み た
。

この2検 体 はE・coli,Sta・aureus以 外 の菌 に も有 効

に作 用 す る事 が 認 め られ,Shig.fiex.,病 凍 性 好 塩 菌 ,

Candidaお よびTrickoPhytonに 対 して は特 に強 い抗 菌

作 用 を示 した 。

以上 の結 果 よ りこれ らの 化 合 物 が 耐 性 赤 痢 菌 お よ び耐

性 ブ ドウ球菌 に対 し て も 有効 ではないか と思考 し,16

種 の高 度 耐 性 のShig.flex.,Shig.son.お よび2種 の耐

{SiSta・aureusに 対 しinvitroの 感 受 性 の検 討 を行 なつ

た所,一 部 の菌 株 を 除 き殆 ん ど10mcg/cc以 下 で菌 の

発 育 を 抑 欄 した。 この 際Shig.son.ec対 して は 若 干 感受

性 が 低 い よ うであ り,ま た耐 性 度 の高 い 菌 に 対 して は 検

体 の 感 受 性 も また 弱 い よ うな傾 向 が 認 め られ た。

抗 菌 力 の 作 用 機 作 の 検 討 に お い て は,本 実 験 に おけ る

培 地 中 含 有 薬 剤 最 高 濃 度100mcg/ccに お い て も殺 菌 作

用 は な く,静 菌 的 に 作 用 す る事 が 認 め られ た。

2検 体 の 血 清 添 加 に よ る効力 低 下 の検 討 を 行 な つ た

所,相 当力 価 の低 下す る事 が認 め られ,No.2がNo.8に

比 し若 干 低 下 率 は少 い よ うであ つ た。 ま た阻 止 濃 度 の 低

い も の程 血 清 に よ る効 力 低 下 は 大 であ る傾 向 を 認 め た 。

この よ うな点 よ り して実 験(ii)に お い てTrichoPhyton

に対 し て強 い抗 菌 作 用 が 認 め られ た 事 はSABOURAUD培

地 を使 用 した ため,培 地 組 成 の関 係 よ り良 好 な 成 績 が 出

た も の とも考 え られ る◎ 局 所 刺 戟 作 用 は 比 較 的 強 い よ う

に思 わ れ る。 対 照 と して 用 い た ナ イ ス タチ ソに 比 しNo,

2は20倍,No.8は40倍 の 刺 戟 作 用 が 認 め られ た 。

毒 性5)はNo.2のLD50が 経 口 で は1,176mglkg,

腹 腔 で は154mg/kgで あ り、 一一方No.8は 経 口で408.5

mg/kg,腹 腔 で150.5mg/kgで あ つ た。 こ の 結 果 は 経

口投 与 ではNo.8の 方 が 毒 性 の強 い 事 を 示 して い るが,

これ はNo.2が 消 化 管 か ら の吸 収 が 悪 い た め 経 口毒 性 が

弱 く出 た の で は な い か と考 え られ る。

以 上,β 一methy1一 β一nitrostyrene(No.2)お よ び β一

methy1一 β一nitro-P-chlorostyrene(No.8)の2検 体 な ら

び に これ らの 誘 導 体 はinvitroecお い て は 何 れ も強 い 抗

菌 作 用 を 示 し,耐 性 菌 に対 して も良 好 な 成 績 が 得 られ て

い る の で,血 清 添加 に よ る効力 低 下,あ るい は 刺 戟 性 が

若 干強 い 点 な どが 問 題 と して 残 され て は い るが,一 応 化

学 療 法 剤 と して 有 効 な 化 合 物 で は な い か と考 え られ る。

終 りに耐 性 赤 痢菌 を 御 分与 下 さ れ た 駒 込 病 院 小 張 一・

峰 医長,試 料 の 提 供 を受 け た 惟村 光 宣 博 士 な らび に合 成

研 究 室 の方 々,御 指 導 御校 閲 を 賜 つ た 薬 理 研 究室 長 水

上 明彦 博 士,御 協力 を 頂 い た 五 十 嵐 勇,北 村 公 一 の 諸 氏

に深 謝 す る。
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