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Enduracidinに 関す る検討

と くに寒天平板拡散法 による濃度測定な らびに感受性測定について

金 沢 裕 倉 又 利 夫

新潟鉄道病院

抗 グラム陽性菌性新抗生物質Enduracidinに つ い て

の基礎的検討 として,寒 天平板拡散法 に よる体液 中濃度

測定,な らびにデ ィスクに よる感受性測定法,お よび一

部 臨床的検討 を行なつたの で報告す る。

L薄 層平板法による濃度測定法

実験材料 ならびに実験方法

さきに私 ど も1)・2)s3)・4)が多 くの化学療法剤 の体液 中濃

度測定法 として,微 量の検体(0.05m1程 度)で,し か

も低濃度 まで測定 し うる ことを報告 した薄層平板 カ ヅプ

法 を用 いた。

検定菌:多 くの薬 剤に高感受性を有 し,し か も芽胞浮

遊液 と して長期保存に耐 え る の で,操 作 の便利な 鼠

subtilisPCI219(ATCC6633)を 型 のご と く調製 し,108/

ml程 度 の芽胞 を含む ように して用いた。

検定平板用培地:検 定平板用基礎培地 として感性 デ ィ

スク用培地(日 水)pH7.4,NaCI濃 度0。8%を 基礎培

地 として用いた。

実験 方法:検 定菌芽胞浮遊液 を1%の 割 に溶 解,培 地

に混和接種 し,そ の5m1ず つをプラスチ ックシャー レ

に分注 して机の上で水平に固めた。 平板上 に カ ップをお

いて,被 検体 をカ ップに入れ,4時 間 冷所放 置後,14時

間程度培養 した。

力価測定:出 現 した阻止円直径 を垂直2方 向か ら計 測

し,そ の平均値を求めた。
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培地pHの 影響:培 地pHを6.4～7.8に 調製 して

阻止 円直径 にお よぼす影響 を検討 した。Fig.1に 示す よ

うに アルカ リ側で阻止円が増大 し,鋭 敏 度の向上す る傾

向が うかがわれ た。

サ ソプルpHの 影響:つ い で培地pHを7.8に 調製

した平板上に,各 種pHのBuffer2s'よ びPlasmaに 標

準濃度 を含 有させ,サ ンプルpHの 阻 止円におよぼす

影響 を観察 した。Fig.2に 示す よ うに,サ ンプルのpH

もアル カ リ側 で阻止 円の増 大がみ られた。

検定平板中NaCl,KC1濃 度 の阻止円にお よ ぼ す 影

響:Colistin,PolymyxinBな どのPolypeptide系 抗生

剤はNaC1,KClな どの無機塩 に よ り,そ の抗菌力およ

び培地 中の拡散が影 響され る ことが しられてい るので,

同様lPolypeptide系 の本 剤の この点 について も検 討 を

加 えた。 培地 中NaCI濃 度 の規 定 され てい る感受性 デ1

ス ク用 培地(NaC10.8%)にNaC1,KCIを 追加 して,

阻 止円にお よぼす影響 を検討 し た。Fig・3に 示す よう

に,NaCI濃 度の増加につれ て阻止 円 は 拡大 し,2,0～

3.0%で 最大 に達す る傾 向がみ られ た。 またKCIに つ

い て もF三9.4に 示す よ うに 阻止 円に お よぼ す影響がみ

られ たが,NaClほ ど著 しくない よ うであつた。

薬剤 濃度 と阻止 円直径 の関 係:pH7.8,NaCl濃 度
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2.0%の 検定用培地 に,Buffer7.8お よびPlasmaに

標準濃度を含有させ,上 述の方法を行ない,薬 剤濃度 と

阻止円直径の関係を検 した。Fig.5に み られ るよ うに,

薬剤の対数濃度 と阻 止円の直径め禍 にはほぼ直線関係が

成立す ることがみ られ た。 また血清中,BufferpH7.8

中の測定可能下限は0.1Ptg/m1程 度 であつ た。

Fig.3EffectofconcentrationofNaCIintheassay
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測定 法について

以上 の成績か らつ ぎの測定法が適 当と考 え られ た。

検定培地:感 性 ディスク用培地(NaCl濃 度O.8%)に

NaClを 追加 之O%に し,pHも7 .8に 調製す る。

サ ンプルの調製:検 体はpH7.8のM/15の 燐 酸

Bufferに2倍 以上に希釈(血 漿,血 清 は2倍,尿 は2

～4倍 〉 して被検サ ソブル と した。標準サ ンプル も同様

に希釈,標 準濃度 を含有 させ て調製 した。

検 定平板調製:前 記培地 を溶解 し,検 定菌B.subtilis

PCI219(ATCC6633)芽 胞 液(約108/ml濃 度)を1%

に接種 し,5mlず つ底の平 らな シャー レに分注 し薄層

平 板を作製する。 カ ップを立て,標 準な らびに被検サ ン

プル0、05m1以 上をその中に滴下す る。

培養:4時 間冷所10℃ 以下に放置 し14時 間培養す

る。

力価測定:出 現 した阻止門直径を垂 直2方 向か ら測定

して平均 値を求 める。 半対 数方眼 紙上に阻止円直径を整

数 目盛 で,薬 剤 濃度 を対 数 目盛 で とり,標 準サ ンプルに

つい ての座標 をプ ロ ノトして標 準曲線を画 き,そ の上 に

被検体阻止円直径に相 当す る濃度 を求め る。

濃度測定成績:実 際に上記 の方法 を利用 して,本 剤注

射時のPlasma中,お よび尿中濃 度を測 定 した。Fig.6

に示す よ うに50mgま たは100mg筋 注では,2時 間

後か ら血 中に出現 し,72時 間程度 まで測定 可 能 で あ

り,最 高は1.0～1.2μ9加1程 度 であつた。 尿中濃度 も
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Fi9.7に 示 す よ うに50,100mg筋 注 で2～6μg/mlを

示 し,回 収 率 は24時 間6～8%,72時 間14%程 度 で

あ つ た 。

II.単 一一テ ィス ク 法(Singledisc"meth、od)

に ょ る 感受 性測 定 法

つ い で 感 受 性 測 定 法 と して多 くの薬 剤 に つ い て さ きに

検 討 を 加 え て き た 単一 デ ィス ク法 §)・6)17)・8)・9)(Single

discmethod)に よる 本 剤 の感 受 性 測 定 法 に 検 討 を 加 え
窺・、

た 。

Fig.8

・rganisms翻1

98
1}

実験材料

培地:つ ぎのような組成の培地(感 受性ディスク用培

地) を 用 い たe
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Tablelhfluenceofadding5%sheepbloodto

thetestmediumontheMICvalues

obtainedbytheagardi}utionme重hod

Mediumused:Sensit三vitydiscmed且um(modi丘ed

MvEuER.HiNToNagar,pH7.4)

Bacter三alstrainsempIoyed:ε`ψ 乃.4麗γ鍬5… …28

8妙 ゐ.epidermidis… …18

α一HemelyticStrePt.…10

Enterecocci

Total

… …10

...…66

RatioofMIC

(w五thbloodwithoutblood)Numbe「ofdataobtained
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Geometricalmean≠1.34

Agar(Nissui)15.Og

DistilledwaterI,000ml

pH7.3～7.4NaCl濃 度 はO.8%に 調 製=,5%

に メ ン羊血 液 添 加 ま たは 非 添 加

供試 菌株=Fig.8に 示す よ うな,臨 床 検 査 の対 象 とな

る ことの 多い と考 え られ る19種86株 を用 い た。

実 験 方 法 な らび に 実 験 成績

希 釈 法 に よるMIC値 の 測 定:loo,50,… …μ9/mlと

EDCの2倍 希 釈 薬 剤 濃 度 含 有 の寒 天 平板 培 地 上 に,発

育 の よい コPtニ ー 形成 の比 較 的早 い菌 はcm2ず つ103～

104程 度 に,コ ロニ ー形 成 の や や 遅 い菌 はcm2ず つ

104～105程 度 に そ れ ぞ れ 接 種 した 。37℃ に16～24時

間培 養 し,肉 眼 的 に 発 育阻 止 濃度 を 測定 し,6回 繰 返 し

1
てえた値の平均(幾 何)の 万 を最 も信頼 すべ きMIC

値 とした。

血液添加の影響:Tablelに 示 すよ うな菌 株 を 用 い

て・メ ン羊血液5%添 加,非 添加の際のMIC値 の変

動を検 し,5%血 液添加 で 平均1.34程 度のMIC値

の上昇がみ られた。

デ ィスク法の実施;内 径85～90mmの 規格型 シャー

レに培地 を20mlず つ分注 し,水 平に固めた。ブ ドウ球

菌,腸 内細菌お よびその類似菌の場合は菌苔1白 金耳程

度を,淋 菌,ヘ モ フ ィル ス,レ ンサ球菌,肺 炎球菌な ど

の場合は,そ の数～10白 金耳を1mlの 滅菌水 または

brothに 懸濁 し,そ の1白 金耳を寒天平板上にお と し,

20個程度の小 ガラス玉をゆ りうこか して均等に拡げ る。

この際 の接種菌量は前者ではcm2ず つ103～104,後 者

では104～105程 度の ことがた しか め られ ている。 デ

4ス クをおいて直ちに培養 し,16時 間な らびに24時 間

後 に判定 した。 さらに寒天平板上cm2ず っ106～107程

度 に濃 厚に菌を接種 して4時 間,6時 間後に も測定 した

(迅速法)。

デ ィス クの薬剤含有量:EDCを50,30,20,10ptg含

有デ ィス ク(直 径8mm>を 作製 し,普 通 法(16時 間培

養)に よる阻止円直径 とMICの 関係を回帰曲線で求め

てみた。Fig.9に 示す よ うに50,30で は 曲線 の脅曲が

著 し く,し たがつてMIC推 定の標準曲線 と しては測定

精 度の点で不適当であ り,一 方10μgデ ィスクでは阻止

円が小 さく中等度感受性菌 を見逃すおそれがあ ると考え

られ たので,そ の中間20μ9デ ィス クを用い ることに し

た。

阻止円の計測 上述のそれぞれ の方法に よつ て現われ

た阻止円直径 を直角2方 向か ら計測 し,平 均値 を 求 め

た。 また迅速法では4時 間以 内,6時 間以 内に肉眼的 判

定 に充分な阻止円の現われ た場合の2つ のグループに分

けて計測 した。

標 準曲線 の調製;普 通法は6回,迅 速法は2回 ずつ繰

返 して実施 し,そ れ ぞれの菌株の阻止 円を求め た。つ い

で阻止円直径 とMIC値 の関係 を示 す 回帰 曲線 を求 め

た(Fig.IO,Fig.ll)。

感受性測定法:普 通法で1)16時 間培養 で測定に

充分な阻止円が出現 した場 合(普 通法),2)16時 間培

養で充分な阻止円が出現せず24時 間で出現 した場合は

遅延法判定の曲線を用いて,あ る程度MICを 推定で き

るわけであ る。 また迅速に感受性 を しるために,た とえ

ばO.1mlに10白 金耳程度 の菌 を濃厚に浮游 し,そ の

1～2白 金耳 を寒天平板上に ガラス玉法 で接種 して,37℃

4時 間以 内に計測に充分 な阻止 円が出現 した場合 には,

3)迅 速3～4時 間 の判定基準 で,5～6時 間 で阻止 円

が出現 した場合は,4>迅 速 法5～6時 間 の基 準で感受

Fig.9Effectofdrugcontentofdiscontheregression

curvescorrelatingMICwlththediametersof

inhibitionzones

Disc:8mmindiameter;waterabsorption;

0.027±0.004ml

表幽
〃`臨 0276!137σ θ6702XaOiア



488 CHEMOTHERAPY MAY1968

Fig.10RelationbetweenMICobtainedbythedilu-

tionmethodanddiameterofinhibitionzone

bythesing】e-diskmethod
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Table2RangeofdeviationofMICsobtainedby

thesingle-discmethodfromtheones

obtainedbytheagardilutionmethod

expressedasrejectionlimit*・**
な

(α==0.05)

Method

x=(購繁1戸島2
、2

21d
薦7薦4劒7

Conventionユ1

0ver-night

(approx.16hrs)

缶 撫 缶
3
∂137

Fig。11Standardcurverepresentingtherelationbe-

tweenthesizeofinhibiti◎nzoneandthem三ni-

muminhibitoryconcentration◎fenduracidin

Contentofd三sc:20μg(p◎tency)

delaycd
(approx.24hrs)
incubation

Rapid

3-4hrs

5-6hrs

Rangeofdiameterofinhibition 、

zonein

mm

9 15 20 25 30

2.2-O.42

2.4-O、42

3.Oto.33

3.O-O.27

3.0-0.33 3.3-O.30

3.2-0.31 4.1-0.24

4、1-0.24

4。8-0.21

3.4-0.29

4.3-0、29

〃 〃1の.a〃
μ'伽 湘 ん勧 ケζ儲 砺6掬1抑 幽 ・ノ)んど

*R(謡ectionlimitwasobtainedbytheformula:

y士 丁一/s2欝(1+÷+」 コ5壼)2)

wherey=・diameterofinhibitionzone

logMIC-logO.Ol7
』5=l

o92

5=variancefromregress三 〇nline

**WhereMICobtainedbytheagardllution

m、ethod誌takenas1.0;α 需0.05

性を スク リーニ ングす ることが で きる と考 え られ る。

測定精度について ・本 デ ィス ク法 の測定精度 を検 討す

るために,各 方式 ごとにすべて の成績 の標準 曲線か らの

へだた りの存在範 囲 を 棄却限 界の式(α=0.05)を 適用

して計算 しTable2の 値が え られ た。 また一方 参考 と

して寒天平板2倍 希釈法の実験誤差 を検討す るため に,

2倍 希釈法の値を同一菌株につい て6回 行 なつた成績 を

集計 して,各 菌株 ごとに6回 の重複検査 とみ な して,そ

の値の存在範 囲の棄却限界 を求め てTable3の 成績 がえ

られ た。 両者の比較にあたつては デ ィスク法評価の基準

となるMIC値 が,希 釈法の実験 誤差を必然的に含ん で

い るので厳 密な比 較はやや困難 と思われ るが,測 定値 の

存在範 囲の幅 か ら推 定する本デ ィスク法(普 通法)の 測

定精度は,多 くの場合2倍 希 釈法にはお よば ないが,あ

る程度それに近 く,3～3.5倍 希釈 法の精度にほぼ比適

し,臨 床的感受性測定 法 としては充 分用い られ ると考え

られた。 しか し迅速法 では精度は やや低 く,ス ク リーニ

ソグ検査 と しての成績 を示すに とどめるべ きであろ う。

Table3RangeofdeviationofMICvaluesob-

tainedbythetwo-foldagardilution

method

Enduracidin

No.oforganisms
empleyed

61strains

No.ofi
multipIicative
test(N)

61(316)

Rejection

limit*

(α=O.05)

2.3-0。48

*Wheresamplemeanistakenas1 .O

Reject量・nlimit:±St・ .es1/i+÷

S:samplestandarddeviati・n:漂i

R:differencesofMICvaluesinthemultip]ica-・

tivetestrepeated6times(}Σ(V')2)
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Table4Drug-sensitiv三tyofβ 一hemolyticstreptococcus

(Agroup)isolated丘 ・omtonsil(bysingle-

discmethod)

Drug職 鑑1椰 幣EヲC

M・Cl…612616・ll・21S・21・ ・121・ ・25

Sensitivity1什1+1+iitt・1・1什i

m.臨 床 使 用 経 験

さ らに1例 ではあ るが臨床的に使用 し,ま た血中尿中

濃度測定例 をも含めて副作用について も観察 した｡

症例:32才 女性,急 性扁桃炎(溶 連菌感染)3日 前

発熱,咽 頭痛 あ り,最 高38｡5℃｡42.9.20初 診,咽 頭 発

赤,扁 桃腫脹 し,膿 栓多数附着,直 ちにEDClOOmg

筋注を3日 間連続 して行 なつた｡注 射翌 日か ら平熱 とな

り,2日 目か ら咽頭痛は消失,3日 目来院時には咽頭は

全 く正常 となつていた｡初 診時の咽頭 膿栓か ら培養に よ

りA群 溶連菌 を純培養の よ うに検 出しえた｡分 離A群 溶

連菌の薬剤感受性はTable4の ようであつた｡

副作用について'本 例を含め て 体 液中濃 度測定 例50

mg2回,iOOmg5回(計7回,5ケ ース)の 筋 注で,

いずれ も注射局所痛は軽度 で硬結 発赤はみ られ な か つ

た｡

IV・ 考案な らびに結語

新抗生剤 としてのEuduracidinの 基礎的検討 と して,

寒天平板拡散法 による濃度測定を検討 した が,本 剤は

Polypeptide系 薬剤であるので,培 地中拡散は必ず しも

良好ではないが,培 地お よびサ ンプルのpHを アル カ リ

側に,ま た培地食塩濃度を2%程 度に調製する ことに よ

り測定感度をあげ,他 の多 くの抗生剤 と同様に薄層平板

拡散法で体液中濃度を充分測 定 し うる ことをた しかめえ

た｡

さ らに感受性測定法 として検討を加えたが,と くに

EDCの よ うに新 たに出現 した薬 剤の臨床 的感性 ,耐 性

の限界に相当す るMIC値 の基 準は全 く不 明で,起 因菌

に対す るMIC値 と薬 剤投与 に よる臨床 効果の多 くの集

計の上に将来定め られ るべ きものであ り,必 ず しも根拠

の明 らかでない十,一 な どの成績が検査 室か ら天下 り式

に臨床家にお しつけ られ るべ きものではな く,適 当に規

定された実験 条件でのMICを 推 定する ことが,臨 床 的

感受性検査の 目的であ ると考え られ る｡こ の 目的にそ う

意味で私 ど もは,単 一一デ ィス ク(Single-disc)法 につい

てもたびたび検討を加えて きたが,今 回はEDCに っ い

て も本法が適用 され るこ とが た しかめ られ た｡

本剤はPolypeptide系 薬 剤であ るので培地中 の拡 散速

度がおそ く,MIC推 定 の標準曲線がやや 羅曲 し,し た

がつて測定精度 もColistin,Polymyxinな どをのぞ く他

の多 くの薬剤に比 しやや劣 る傾 向がみ られたが,2倍 希

釈法の測定精度の幅を考慮すれば,臨 床 検査 と してはあ

る程度用い られる もの と考え られた｡

以上,EDCに ついての基 礎的検討を行ない,

1)体 液中濃度測 定法 と して薄層平板拡 散法が適用 さ

れ,そ の測定下 限は血漿中0.1μ9/mlで あつ た｡

2)感 受性 測定法 として単一 デ ィス ク(Singledisc)法

が適用 され る ことがた しか め られ,測 定精 度について も

2倍 希釈 法のそれ と対比 しつ つ検討 を加えた｡

3)臨 床的に はまだ充分 な検討 を行 なつ ていないが,

今後検討 の要 ある薬剤 との印象を うけ た｡
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LABORATORY AND CLINICAL STUDIES ON ENDURACIDIN

YUTAKA KANAZAWA &  TOSHIO KURAMATA

Niigata Railways Hospital

 On a new antibiotic, enduracidin, some laboratory and clinical studies were performed and the 
results were summurized as  follows: 

 1) Plasma level of enduracidin was assayed to the lower limit of 0.1  pgi/lm by the thin-layer 
cylinder-plate method. 

 2) Employing 86 strains of 19 species of microorganisms, single-disc method was performed in 

parallel with the two-fold agar dilution method. As the results the standard curves representing the 
relationship between MICs and sizes of inhibition zones in the single-disc method were constructed. 

 3) No side effect was observed in 5 cases of intramuscular injections.


