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第16回 日本 化 学 療 法 学 会 総 会 一般講演II

期 日 昭和43年5月10,11日

会 場 東京都 日本都市センター

会 長 石 山 俊 次(日 大教授)

第2群 作 用 機 序

(173)化 学 療 法 学 的 活 性 を も つ 生 体 成 分

の 研 究(そ の7)

Antivirinの 作 用 機 作(2)(Eclipsephaseに

お け るAntivirinの 作 用 態 度)

瀬 戸 淑 子 ・戸 根 木 尚 子 ・=豊島 滋

慶応 大学 ・薬 化学 研 究 所

AntivirinはInterferon-lnducerを 加 え る こ とな く,

しか も生活 細 胞 か ら生産 され る高 分 子 抗 ウ イル ス 性 物 質

で あ る。そ の 性 質 はInterferonと は 異 な り,熱 に 安 定

で あ り,蛋 白分解 酵 素 に も抵 抗 性 の強 い 特 徴 的蛋 白 で あ

る。 そ こ で,こ の2つ のAntivirin特 性 を 利 用 し て

Antivirinの 精 製 と本 体 の検 討 を 行 な うと と もに 作 用機

作 を 検討 した 。

Antivirinの 精 製 の研 究 に お い て 最 大 の 隆 路 は,出 発

材 料 であ る大 量 の粗Antivirinを 得 る た め に非 常 に莫 大

め 細胞 培 養 液 を必 要 とす る こ とで あ り,aggregationに

よ り失 活 を まね き易 いた め,そ の 濃 縮 精 製 操 作 は極 め て

困 難 であ る。 そ こ で,我 々は 精 製 操 作 にAntivirin特 性

を 利用 す る こ とを試 み た 。NativeAntivirinをSepha-

dexG-200に よ りゲ ル 濾 過 す る と 常 に3つ のactive

peaksが 得 られ る。 この3つ のpeakの 分 子 量 は30万,

ao万,5万 に相 当 す る。 また,硫 安 沈澱 部 分 よ り得 られ

る活 性 部 分,及 びsucrose-densitygradientcentri。

fugationに よ り得 られ る活 性 部 分 も 分 子 量 約5万 で あ

つた 。 しか し なが ら,Trypsin処 理 後 に ゲ ル濾 過 を 行 な

うとTotalactivityは 変 ら な い の に も拘 わ らず3つ の

peakは 消 失 した 。 そ の 活性 は 透 折 に よ り除 去 さ れ る こ

ともな い。 従 が つ て,Antivirinはnativeに は 分 子 量

約5万 のproteinで あ り,そ れ はactiveelementと

stabilizingelementの 結合 した も のか ,或 い はactive

elementの 集 合 した もの では な い か と考 え られ る。

この よ うなAntivirinの 作 用 部 位 は,ウ イル ス の 細

1胞内再 生 過 程 の 初 期 に あ る。P。liotypelmahony株 と

HepNo.2cellsのsystemを 用 い て,そ の 作 用 のTime

courseを 検 討 した9そ の 結 果,感 染 後4hrsか ら5hrs

の 間 に最 も著 明 に 作 用 した 。 この 時 期 のvirus-induced

RNA合 成 も抑 制 され る。 従 が つ て,ウ イル ス 感 染 後,

eclipsephaseか ら ウ イル ス の立 上 りにか け て,ウ イル

ス 合成 に 関 係 の あ るfactorを 阻 害 し てい る もの と 考 え

る。

(174)化 学 療 法 学 的 活 性 を も つ 生 体 成 分

の 研 究(そ の8)

Antivirinの 作 用 機 作(3)(ウ イ ル ス核 酸 を め

ぐるAntivirinの 作 用 態 度)

戸 根 木 尚 子 ・瀬 戸 淑 子 ・豊 島 滋

慶 応 大学 ・薬 化 学 研 究 所

昨年 の本 総 会 でAVは ヴ イル ス 感 染 後再 生 初 期 の段

階 に阻 止 作 用 を示 す こ とを 報 告 し た 。 今 回 は ウ イ ル ス

RNAの 形 成 に 対 す るAVのEffectに つ い て 報 告 す

る。viralinfectiousRNAの 形 成 に 対 す るAvの

EffectのTime¢ourseを 検 討 し た 。Cellにpolio

MEFユstrainをmo1=2でActinomycinD作 用 下 で

60,吸 着 さ せ,PBSで3回 洗い,AVorPBSを 加 え一一

定 期 間i4cebateす る 。lnfectedce11か らinfectious

RNAをpheno1で 抽 出す る。

以 上 の よ うに抽 出 したinfectiousRNAのAssayは

RNAを2MMgSO"で 希 釈 し,cellにinoculateす

る。12～15分 吸着 し,PBSで1回 洗 いagaroverlay

しcountす る。 感 染後1～5hrで はinfectiousRNA

は 検 出 され な いが,6hrで は99.5%以 上 の 阻 止 作 用

を 示 し,18hrで は48.1%の 阻 止 を して い る。

次 に ラベ ル プ レカ ーサ ーに よ るViralRNAの 形 成 の

Effectを 検 討 した 。Ce11にActDの 作 用 下 でMEF1

をmo1=2で60t吸 着 させ,AVorPBSと3H-Uridine

2μc/bottle加 え17hrincubateす る。Vira1RNAを

抽 出 し,PFU測 定 とcountす る。PFUで は47.9%の

阻 止 を示 し,単 位RNA当 りのcpmで は38.1%の 阻

止 を示 して い る。

ラペ ル プ レカ ー サ ーに よ るRNA形 成 へ のAVのEf・

fectのTimeCourseを 検 討 して み た 。CellにMEF1

をm。1・=3でActDの 作 用 下 で60'吸 着 す る。 そ し

てAVorPBSを 加 え一 定 期 間incubateす る。 そ して

30'sH-Uridineをpu1se--labelす る。 そ し てinfected

cellをRSBにsuspendし,homogenizeし,8009 ,

10分 遠 心 し,そ の 上 清 に0.5%SDSを 加 え,再 び800
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lg,10分 遠 心 し,そ の 上 清 を15～30%Sucr。selinear

gradientcentrifugationす る。 各fractionに つ い て

countす る。 感 染 後1hr,2hrで はVirusRNAの 形

成 へAVは 阻 止 作 用 を 示 さ な い が,3hr,4hrで は

VirusRNA形 成 へ 阻 止 作 用 を 示 して い る。

AVのIntactcel1へ のEffectを 検 討 した 。Hep#2

cellで はTrypsin処 理 し てSinglece11と しAVor

PBSを 作 用 さ せ,37℃1hrincubateし,sH-Uridine

を30'pulse・-1abe1す る。

SCHMIDT-THANNHAUSER-・SCHNEIDERの 方 法 でRNA

を 分 画 して,3H・-Uridineの と りこみ をcountす る。 ま

たEHRLICHce11で は マ ウス に 接 種 後7日 目に 腹 水 を

harvestし,ZEY'sSolutionにsuspendしHep#2

celiと 同 様 に,操 作す る。

Hep#2ce11で はAVは,阻 止 作 用 を示 さず 。

EHRLICHcellで は 約50%の 阻 止 を示 す 。

以 上 の 結 果 か ら み る と,AVは ウ イル ス の 感 染 して い

な いintactHep#2ce11のRNA合 成 に は,な ん ら の

Effectを もつ て い ない の にか か わ らず,こ のCe11に ウ

イ ル スが 感 染 す る と,そ の ウ イル スRNAの 合 成 が 明 確

に阻 止 され る。 さら にVirusRNAとVirusprotein

のAssemblyとmaturationのprecessに 対 す るAV

のEffectを 検 討 して お るが,次 の機 会 に 報 告 す る。

(175)化 学療法的活性をもつ生体成分の

研究(そ の9)

AntivirinEの 抗 ウ イル ス 性 に つ い て

藤 田 晴 久 ・豊 島 滋

慶応大学 ・薬化学研究所

昨 年 の 本 大会 で私 共 は エ ー リヒ細 胞 を 接 種 した マ ウス

の 腹 水 中 に 腫瘍 抗体 と異 な る抗 腫 瘍 活 性 を 見 出 し,そ の

も の にAntivirinE(以 下AV・-E)と 仮 称 し て 報 告 し

た 。 今 回 はAV-Eの 抗 ウ イル ス性 に つ い て そ の 性 状 及

び 作 用 部 位 に つ い て 報告 す る。 腹 水 を 炭 末 処 理 し,酸 性

エ タ ノ ール で 溶 出,電 気泳 動 的 にSinglepeakの 分 画 を

部 分 精 製AV-Eと した 。AV-Eの 抗 ウ イル ス スペ ク ト

ル はRNA系 のP。1i◎virus1型,2型,3型 及 びDNA

系 のvacciniavirusに 対 して は90%以 上 の 抑 制 を,ま

たAdenovirus1型,12型 に 対 し て は1esssensitive

で あつ た 。 この こ とはAV-EがRNA系 ウ イル スに も

DNA系 ウ イル ス に も抑 制 効 果 を もつ こ と を示 して い る。

次 にAV-Eを12～36%sucroseのdensitygradient

分 析 を試 み た と こ ろOD2s。 で2つ のP。akが 得 ら れ 重

いほ う(P-1)は1ysozymeよ りや や 分 子量 が 大 き く軽

い ほ う(P・-2)はBovinalbuminと ほ ぼ 同 じ も の で,

2つ のpeakにpoliovirusMEF1に 対 して抗ウイルス

活性が認められた。

AV-Eの 酵素分解に対する影響ではtrypsinで 完全に

失活され,DNase,RNaseで は 失活を受けないことか

らAV-Eは タ ンパク質性のものである。.

AV-EのpH安 定性については25℃60分 の条件下

では中性で最 も安定であり,熱 安定 姓では37℃66分

の条件で約50%の 失 活が認められた。

次にAV-Eの 作用部位 につ い てHp辞2cellsと

poli。virusMEFiの 系 で検 討 したところ,ウ イルス吸

着,及 び遊出には影響がなく,.ウ イルス感染後の比較的

初期,す なわちウイルスRNAの 合成され るstageに

最 も強い抑制作用のあることが認められた。

以上の如くAV-Eは タ ンパク性のものでその本体は

1ysozymeよ りやや重い分子量のものとAlbuminと 母ぽ

同一の分子量のものから成 り,易 熱性でpH中 性で安定

であり,抗 ウイルススペクトルはRNA系 及びDNA系

の ウイルスに対して活性があり,ま た作用部位はvirus

RNA合 成 されるstageに 最 も強い抑制作用が認められた。

(176)試 験 管 内 に お け るN',N'-anhLy・

drobis-(β 一hydroxyethyl)bigua・

nidehydrochloride(ABOB)の

パ ライ ソフ ル エ ンザ ウイ ル ス抑制

作 用

北 本 治 ・飛 田 清 毅

東京大学医科学研究所 ・内科

細胞培養系におけるABOBの パラインフ』ルエンザウ

イルス抑制作用について調べた。

実験に用いたウイルスは,パ ラインフル昌ンザウイル

ス3型 の患者分離株で,こ れを数回サル腎初代細胞で継

代 し,107・eTCID5④ ノO.2mlのtiterの ものを得たので,

これを実験に使用した。細胞は主としてHEp-2を 用い

たが,赤 血球凝集素価をみるときに限り,初代サル腎細胞

を使用した。また,ABOBは1.Omg/mlあ るいはそ

れ以下の濃度であれば,6日 間の培養でみる限り,細 胞

に対する毒性はみとめられないので, .1・0あるいはO・5

mg/mlで 使用した。

まず,HEp-・ ・2細胞での感 染性 ウイ ルスの産 生がte

ABOBに よつてどの程度抑えられるかをみ るために,

ウイルス接種の24時 間前に,細 胞層 に0.5mg/mlの

ABOBを 投与しておき,つ いで同じ濃 度にABOBを 含

む10s・eTCID5。 の ウイルス液を接種,1時 間吸着させた

あと,ABOBを 含む培養液で培養 をは じめ,ウ イルス

吸着終了直後,2日 後,4日 後 の3つ の時点でウイルス
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を収穫,各 々の感染価を,同 じくHEp-2細 胞を用いて,

モルモット赤血球吸着法でしらべ,対 照と比較してみる

と,2日 目で1・5,4日 目で1・0,109単 位の抑制がみ

とめられた。

次に,こ のウイルスのサル腎初代細胞の中での赤血球

凝集素の産生を,ABOBが どの程度度抑えるかを み る

と,ウ イルス接種の24時 間前からo.5mg/mlのABOB

が投与されてある場合,6日 後に4～8倍 の凝集素価の

掬制がみとめられた。ウイルス接種め24時 間後にABOB

を投与しても,あ る期間培養をつづけると,結 局は対照

に較べて,赤 血球凝集素価の産生は抑えられた。

また,パ ラインフルエンザウイルスは,ア クチノマイ

シンDで,宿 主細胞のRNAの 合成をとめておいても,

その細胞質内で,ア クチノマイシンDに 全 く影響されず

に増殖することがしられているので,ウ イルス接種の1

時間前から,こ れの2mcg/mlを 投与してHEp-2細 胞

のRNAの 合成をとめておき,そ こに,す べての細胞

が同時に且つ一様に感染するような濃度のウイルスを接

種し,ウ イルスによるRNA合 成 の程度を,ト リチウ

ムウリジンのce11-viruscomplexへ の取 り込みの程度

を指標としてみてみ ると,あ らか じめ1・Omglmlの

ABOBで 処理 してあるほうが,そ うでないものにくらべ

て,ト リチウムウリジンの取 り込みは,あ きらかに少な

かつた。

ABOBは,こ のウイルスを直接不活化したり,ウ イル

スの細胞への吸着から侵入の過程を阻害する作用をもた

ないので,以 上の成績から,ABOBは このウイルスの

のRNA合 成をprimaryに 抑制し,そ のため感染性ウ

イルスや赤血球凝集素の生産が抑えられるものと考えら

れる。

(177)コ リスチ ソの作用機構,と くに大

腸菌 の膜構造にお よぼす影響

中島久二瑛 ・川 俣 順 一・

大阪大学微生物病研究所化学療法

菅沼 淳 ・原 一仁 。岸田綱太郎

京都府立医科大学微生物

コリスチン(ポ リミキシンE)(「co1」)は グラム陰性菌

の菌体表層に作用し,そ の膜構造を変化せ しめることが

従来より知られているが,我 々は大腸菌を用いてその作

用機構を研究し,「co1」 が菌体表層に局在す るリボヌク

レアーゼ1や アルカリ性フォスファターゼの如き"表 在

酵素"を 低濃度作用下37℃ で,そ の大部分を培地へ短

時間内に遊離せしめることを見出し,し かも培地内のリ

ボヌクレアーゼ1が 細胞RNAを 分解し,260疏 μ に極

大吸収を示す リボ化合物を遊離せしめる原因となること

を リボヌクレアーゼ1欠 損株を用い明らかにした。さら

にこれらの現象は大腸菌の細胞壁や細胞質膜に対し,ポ

リミキシン系抗生物質が特異的に作用することに基づく

ことを,「co1」 存在下に大腸菌が リゾチーム感受性に変

化することや"ス フェロプラス ト"が0.5Mシ ョ糖溶液

中においても低濃度の 「col」に より,容 易に溶菌するこ

とから明らかにした。またこのような膜構造の形態学的

変化として,細 胞壁外層に膜構造を有する"Bleb"が 出

現することを電顕を用いて観察し本学会においてもすで

に報告した。

今回はニ トロソグア"ジ ン処理によりE.coliBか ら

分離した 「co1」耐性株について行なつた 「co1」の大腸

菌表層の膜構造に対する作用を中心に報告する。

大腸菌 「co1」耐 性株に耐性濃度以下の 「co1」を37℃

で作用せしめても,1)"Bleb"の 形成は観察されないe

2)同 時 に菌体外へのUV一 吸収物質や"表 在酵素"の 遊

離は検出されないQ3)大 腸菌のリゾチーム感受性 の変

化もみとめられない。4)3H一 標識 「co1」の37℃ におけ

る菌体内分布を検討すると,耐 性化になることにより細

胞壁,細 胞質膜,リ ボソーム画分への分布の比率には感

受性菌とほとんどかわりがないが,菌 体その ものへ の

SH-rcolJの 結合が著るしく減少することか ら
,耐 性化

により主として 「col」の菌体内への透過が阻害されると

考えられる。

以上の実験から「col」の作用により起る菌体表層の変

化は細胞壁の外層に変化が起るものと推定される。つい

でT系 ファージの細胞壁上のレセプターがかな り明らか

になつているので,こ れを利用 して細胞壁の変化を検討

した。あらか じめ 「col」を5μ9/m137℃10分 間 大腸

菌B株 に作用し,M・O・1・≒O・1で5分 間ファージを吸着

せしめ,ク ロロホルム処理により未吸着 ファージ数を測

定すると,T3,T4,Tτ の如きリボ多糖類(LPS)を レセ

プターとするファージの吸着は著るしく阻害された。ま

たT2,T6の 如 きリボたんぱく(LP)に 吸着するファー

ジも阻害されたが,比 較的その吸着阻害が弱かつた。Ts

フ ァージの吸着は対照ならびにファージ吸着後 「co1」を

作用せしめたときと同様,吸 着阻害がみとめられなかつ

た。また2℃ の低温下でもTsフ ァージの吸着は「co1」

に より阻害された。これらの事実から,ポ リミキシン系

抗生物質は細胞壁の外層,お そらくLPS層 に 作用しつ

つ菌体内へ浸透 し,細 胞質膜に達し透過性の変化をもた

らし,細 菌の生存に必須の物質の崩壊や遊離 を もた ら

し,遂 に菌を死滅せしめるものと考えられる。
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(178)ポ リミキシソの作用機作 に関す る

電子顕微鏡的研究(第3報)

小 池 聖 淳 ・飯 田 恭 子

九州大学医学部細菌学教室

わ れ わ れ は 前 報 で,グ ラ ム陰 性 桿 菌 に 対 す るpoly-

myxin類 抗 生 物 質(polymyxinB,c。listin)の 作 用 機

作 に つ い て電 顕 的 に 観 察 し,PolymyxinのPrimary

action醸cellwa11のouterlayerに 突 起 を生 ぜ しめ ・

次 にcytoplasmicmembraneを 部 分 的 に断 裂,破 壊 せ

しめ る こ とを 報告 した。 今 回はcellwa11のouterlayer

の い か な る部 分 にpolymyxinの 作 用 点 が あ る のか を 明

ら か に す る こ とを試 みた 。

方 法:用 い た菌 は,EceliB及 びE・coliO113(東

北 大 ・福 士 博 士 よ り分与)で あ る。

1.細 胞 壁 よ り脂 質 層 の抽 出:WESTPHALに 従 が い

phenolwater(1=1)で 抽 出 後,aqueousphaseよ り

lipopolysaccharide(LPS)の 精 製 を した 。

2.精 製LPSに 対 す るpolymyxinの 作 用:精 製

LPsを 電 顕 メ ッ シ ュに と り,100x`9/mlpolymyxinに,

膜 面 を液 面 に 対 向す る よ うに 浮 ぺ,10分,30分 処 理 後,

PTAに てnegativestainingを 行 な つ た 。

3.T系phageの 吸 着pelymyxinB,colistin,各

各10μ9/m1に て108cellを37℃,10分 処 理 緩,T

系phage(MOI,1～10に な る よ うに)を 加 え,37℃,10

分 吸着 後,chlorof◎rm処 理 後,未 吸着phageをplaque

countし た 。 また,電 顕 用 と し,polymyxin処 理 菌,

ま た は 未 処理 菌 に 対 し,T2をMOI,200に 加 え,37

℃,10分 後,固 定,包 埋 した。 また,そ の 逆 に,T2・

T4をMOI,200に 加 え,10分 吸 着 後,PLB処 理 を

行 な い,10分 後,固 定,包 埋 した 。
つ

結果:1)精 製LPSは 幅50～60Aの 特 有 なLPS

polymerの 紐状構造が見られるが,polymyxin処 理 後

では,10分 で殆んどこの構造をみることが で きず,30

分では全 く見られなくなる。

2)T系phageの 吸着は,polymyxin,colistin処 理

菌ではT1,T2,T6は 無 処理菌に比 し,や や低下す

るが,40～80%の 吸着が見られるのに比し,T3,T4,

T7は 吸着率は0で あ る。電顕的にはT2はpoly・

myxin突 起の無い部分に不可逆吸着燥を示 した。

考察及び総括:以 上の事実か ら,polymyxinの グラ

ム陰性桿菌の細胞壁に対す る作用機作 は,LPSを 溶

解変性せしめ,細 胞壁 に突起 を作 らせ,T系phage

のreceptorと しての機能を失わしめ,そ の結果,透 過

性を高めることが考えられる。

(179)ア デ ノウィルスの化学療 法に関す

る研究

光 内 極 司 。加 地 正 郎

九州大学柳瀬内科

各 種 のBiguanide誘 導 体 及 び そ の 他 の 化 分 物 に つ い

てAden。virusに 対 す る抑 制 作 用 のprimaryscreening

を行 な い,そ の成 績 の 一一部 は 本学 会 西 日本 支 部総 会 に鉛

い て,す で に 報 告 して い る が,今 回 はIDUに つ い て

Adenovirus型3小 糸 株 一 一HeLa細 胞 系 で著 明な 効 果

を 認 め た の で 報 告す る 。

まずDoseresponseを み て み る と,IDU6.25meg/ml

の 存 在 はAdenevirus型3小 糸 株 の増1殖 に ほ と ん ど影

響 は な く,CPE,HA価,感 染価 と も にviruscontro1

と差 が な い が,12.5mcg加1か ら次 第 に 差 が 出 は じめ,

100mcg/m1で はVirus感 染120時 間 後 に はHA価

で27,感 染 面 で10sTCIDsoの 低下 が み ら れ た。200

mcglml以 上 で はHala細 胞 にcelltoxicityが み られ,

従 が つ て化 学 療 法 係 数 は8と な つ た 。

補 体 結 合 反 応 は3型 の 回 復 期 血 清 及 び8型 の 免 疫血 清

を用 い て,KOLMERの 微 量 法 で 行 な つ た が,mU100

mcg/mlの 存 在 下 で はvirus感 染120時 間後 のLF抗

原 価 はviruscontrolと くらべ て 約4倍 の 低 値 を 示 し

た 。

IDuloomcg/ml,50mcg/m1の 存 在 下 でvirus感 染

後,時 間 の経 過 と と もにCPE,HA価,感 染 価 が ど う変

化 す るか を 調 べ た と ころ,感 染 後24時 閻 ま では,virus

contro1と 全 く変 ら な いが,36時 間 よ り次 第 に差 が 出は

じめ,120時 間後 に は著 明 な差 が み られ た。

さ らにIDUをvirus感 染 後 何時 間 ま で に 加 え ると

virus抑 制 作 用 が あ るか を調 べ た と ころ,24時 間 ま で

に 加 え る と,0時 間 に 加 え た もの と同 じ くらい にvirus

抑 制 を 示 す が,36時 間 後 に 加 え て もな お 若 干 の 差 が み

られ た 。

次 にIDU50mcg/m1を0時 間 に 加 え て お い た ものを

36時 間 後 に 除 くと,72時 間 後 に はviruscontro1と ほ

とん ど差 が な い ほ どCPE,HA価 め 感 染 価 が 上 昇 した 。

IDUの 作用 機 序 を調 べ る た めcontacttestを 行 なつ

たが,viruscontr◎1と 差 が な く,IDUはvirusを 直

接 殺 す 殺 ウ イ ル ス剤 で な い こ とが 確 か め られ た。 また 吸

着 阻 害 で な い こ と も確 か め られ た 。 さら にThymidine

を 加 え てIDUに よ り抑 制 され たvirusの 感 染 が 回復す

るか を 調 べ た と こ ろ,Thymidine約 半 量 でIDUの

virus抑 制 効 果 は 完 全 に 消 失 した 。 またThymidineを

virUS感 染後 何 時 間 ま で に加 え る とvirUS感 染 が 回 復す
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・るか を 調 べ た と ζろ
,36時 間 ま で に加 え る と完 全 に 回

復 し,48時 間 後 で も著 明 な 回復 を示 した 。

以 上 の こ とか らIDUのAdenovirus抑 制 作 用 は,直

接 ウ イル スを殺 す もの で も,吸 着 阻 害 で も,侵 入 阻 害 で

もな く,DNAの 合 成 阻 害 に あ る こ とが示 唆 さ れ る。 一

般 にIDUのDNAvirusに 対 す る抑 制 の作 用 機 序 と し

ては,IDUがThymidineと 競 合 して,virusDNAに

と りこ まれDNA-lodouracilと な り分 裂 力,感 染 力 が な

くな るい つ ぼ う,正 常 のThymidineか ら,DNA-Thy・

1nineに 至 る 過 程 を も抑 制 す る こ とが 考 え られ てい るが,

・Adenovirusに お い て も同様 の こ とが 考 え られ る。 な お

ごの点 に つ い て は 続 け て 検 討 して行 き た い と思 う。

第3群 感 受 性1

(180)臨 床応 用を 目的 とした感受性ディ

スク法 の研究(第36報)

感受性デイクス法測定精度検討法の問題点について

金 沢 裕 ・倉 又 利 夫

新潟鉄道病院

感受性Disc法 の測定精度検討法についての問題点を

とり上げてみたい。

Disc法 の感受性の表現は習慣的に ÷,一 などが用い

られているが,そ の基準は一定したものであろうか。1

例 としてPC-Gの 帯 に相当する境界濃度につい てみ

ると,Tunerall11の0.1か らB.B.L.お よびDifico

Discの2と20倍 も幅があ り,学 者により,ま た同一学

者でも年により異なり一定していない。また同一ディス

クについても,た とえば3濃 度法の 卦 に相当する境界

MICは 現在使用されている濃度改正の基礎となつた村

山縛士J.Antibiotics,Ser、A12(4)ユ961の 成績 と,

桑原教授の指導で行 なわれ た三宅博士Chem。therapy

15(6)1967の 成績 とは5～10倍 も大きな差異を示 して

いる。また 十.一 などの境界MICは1濃 度法では明

記されているが,3濃 度法では示されてなく,そ の幅は

3濃 度法ではせまく,1濃 度法では広く区分されている。

したがつて方法の良否は別としても,3濃 度法では帯に

ふくまれる幅が広いから,そ の部の再現性はよいわけで

あ り,3濃 度法ではあまい判定に,1濃 度法ではこれに

比してからい判定になる。また判定区分の境界MICに

あたる菌株の成績は再現性の悪いほ うが正しいことさえ

ある。以上のことから →一,一 のレベルでDisc法 の一

致度,再 現性を比較 しても無意味であ り,世 界共通の基

準単位であるMICレ ベ ルで検討してはじめて意味のあ

ることが理解される。

しかしDisc法 に よるMICの 測定,す なわち阻止円の

大いさからMICを 推定する1濃 度方式が果して可能で

あろ うか。桑原教授の指導で三宅博士によりDisc径 と

基礎的検討が行なわれたが,そ の成績では阻止円直径と

MICの 高度の相関性が一見してよみとられた。これに

ついて推計学的に検討すると,い ずれ も99・9%以 上の

信頼度で,す なわち化学的定量法にも近い相関があ り,

したがつて1濃 度方式が研究室 レベルで充分成立するこ

とが示された。また第13回 東 日本化学療法学会シンポ

ジアムの研究課題 として,藤 井,桑 原教授の企画で全国

的な規模で,同 一菌株について,キ シャク法とディスク

法のMIC値 が集計され,そ の成績が参加機関に配布さ

れ自由な検討にゆだねられた。このデータを推計学的に

処処してみた。1)測 定の正確度Precisionの 検 討では

4菌 株,6薬 剤 のi組合せ24ケ ース中,Disc法MIC平 ・

均値がキシャク法平均値信頼区間に含まれ,す なわちよ

く一致したものが22、 含まれなかつたが有意差 のない

ものが1,有 意差をもつて不一致が1で,こ の有意差を

もつて不一致の1ケ ースは個数の多いデータからキシャ

ク法の実験誤差にもとつ くことが明らかにされた。2)両

方法の再現性Reproducibilityの 検討を分散比で算定す

ると,全24ケ ース中23ケ ースには有意差はな く,1ケ

ースでは有意差をもつてDisc法 のほ うが再現性のよい

成績であつた。すなわちDisc法 でキシャク法MICを 推

定しえないという成績は全 く得られず,む しろ1濃 度方

式で0.048～100の 広い範囲にわたつてキシャク法に劣

らぬ精度でMICを 推定しえたことが明らかにされた。

(181)現 行 ディス ク法 の実態 と限界

小 池 聖 淳 。飯 田 恭 子

九州大学細菌学教室

福岡臨床細菌研究会

現行の常用デ ィスク法では1濃 度,3濃 度法により,

成績の不一致をみることがかなりの頻度で発生 し,こ の

ため,検 査成績を臨床治療に反映 させることに支障を来

すことが間々あることが経験されている。吾 々は現行デ

ィスク法の臨床検査室での実施にあたつて,そ の実態を

把握すうことが,そ の精度を高めるために必要であるた

め,次 のことを試みた。

患者より分離,同 定された黄色ブ ドウ球菌11株,大

腸菌11株,肺 炎桿菌6株,プ ロテウス菌4株,緑 膿菌

5株 に一連番号をつけ,ま た,各 技術者の技術精度をみ

るために各菌種の中の1株 は5本 に分けて異なつた番号

をつけ,こ れを福岡市内の9病 院臨床検査室に送 り,予

じめ用意した同一ロットの培地,PC,SM,KM,CM,TC,
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EM,LM,OL・,CL,CERの10種 の薬剤の3濃 度用デ ィス

ク,1濃 度用ディスクを用いて,一 定の菌接種法により

接種 し,そ れぞれのディスク判定法により判定を行なつ

た。また,上 記50種 の菌の感受性は寒天稀釈法により

別 にMICを 判定し,そ れぞれの成績と比較 され,1濃

度法,3濃 度法の実用精度,再 現性が検討された。

結果:1)デ ィスク法の精度の検討:寒 天稀釈法によ

るMIC値 を1濃 度法の判定基準に従がい,-f十,升,

斗トに調定 し,こ れを標準として,1濃 度3濃 度デ ィス

ク法のそれぞれの判定 と比較 した結果,そ れぞれ4,SOO

何 の判定の中で,3濃 度は寒天稀釈法の判定と一致した

ものが,3,265(72.5%土0.067),1濃 度は2,944(65.4

%土0.071)で あ り,や や3濃 度のほうが精度は良い。

これを薬剤別にみると,SM,KM,CLは 明 らかに3濃 度

が優れているが,CMは1濃 度がやや良好である。その

他は大差がない。

2)デ ィスク法の再現性:50株 の菌株 の うち,そ れ

ぞれの薬剤に対し,9施 設が同一判定をつけた もの(再

現率9/9)を,3濃 度 と1濃 度とで比較 す る と,3濃 度

法では52.2%で あ るに反 し,1濃 度法は29%で あ り,

一その内容をみると3潔 度法では(帯)107,(一)154で

あ るのに対し,1濃 度は(柵)22,(十)1,(一)122で,

薬 剤抵抗牲菌に対 しては一般によく一致 した 成 績 を 示

す。しかし両法とも(+),(醤)で 表現されるべきもの

きは殆んどなかつた。 このことは,中 等度感受性菌をこれ

らの方法で選択することは,極 めて精度が悪く,そ の得

ちれた成績は信頼度が薄いことを意味する。

3)同 一術者に よ る同一菌株の再現性:StaPh.,E

tcoli,Klebsiellaの 同一菌株を番号を異にして,そ れ ぞ

一れ5検 体とし術者に配布し,5検 体とも一致した薬剤感

受性を示したものの分布を見ると,9施 設中,3濃 度での

.的中率は,79.6%土10・49と1濃 度では63.6%土10.44

の 差を認めるが,F検 定の結果,3濃 度法と1濃 度法に

有意の差はなかつた。

以上のことから,3濃 度法と1濃 度法の精度について

轄差は認められないが,再 現性においては3濃 度法が極

め て優れているが,中 濃度ディスクの実用性 は全 くな

馬・o

(182)血 中および尿中濃度の点から検討

した尿中菌の薬剤感受性

小 林 章 男

千葉大学医学都中央検査部

尿路感染症の化学療法にあたつて,抗 菌剤の血中濃度

よ り,尿 中濃度のほうが重要であるといわれている。現
'

在広く行なわれているデ ィスク法では測定濃度範囲が狭

く,尿 路感染症治療の薬剤選択に際し誤 りをおかすおそ

れがある。さらにデ ィスク法で(帯)感 受性を示す薬剤

が2つ 以上あるとき,ど の薬剤を採用すべきか と ま ど

う。本実験はこれらの問題を解明し尿路感染症治療を全

く細菌側から探究しようとした。

本実験では当検査室で最も感受性率のよかつ たColi・

stin,Kanamycin,NalidixicacidとCephaloridineを

用 い,こ れら薬剤の常用量投与によつてえられる平均血

中および尿中濃度を各々CL2,100,KM2,100,ND

2,40,CER2,200mcg/mlと えらび,こ れらの濃度を

寒天培地(15ml)内 で細菌尿O.2mlと 作用させ,48時

間培養後菌数を算え,原 尿のそれ と比較 した。 この際寒

天培地のpHは 検体尿のpHと 同 じくした。これらの

結果をディスク法に よる感受性成績と比較検討 した。

KMで はディスク法で(辮)感 受性の検体の うち半数

は血中,尿 中濃度で菌数を著るしく減少せしめ(10』5以

下),半 数は尿中濃度のみで著減が認められた。(一)の

検体20例 中2例 に尿中濃度で10-5・v10-3に 減 菌させ

られたものがあつた。他はすべて尿中濃度で も無効であ

つた。CLで はディスク法で(帯)を 示す36例 中1例 に

尿中濃度でも全く無効のものが認められ,2例 に菌減少

が1r3～10"sに 止つた。(一)を 示したもの7例 は全例

尿中濃度でも無効であつた。NDで はデ ィスクで(柵),

(甘),(+)を 示 したものでも,尿 中および血中濃度での

菌数減少にはさしたる差がみられなかつた。(一)を 示し

た22例 中6例 では尿中濃度で菌減少が10層5以 下に及

んでいた。CERで は同様(辮),(暮),(+)を 示 した検体

中,血 中および尿中濃度での菌減少には差がなく,か な

り有効であつた。(一)を 示した17例 中7例 は尿中濃度

で10's以 下に菌を減少せしめ,他 はほとんど尿中濃度

でも無効であつた。すなわ ちNDとCERの デ ィスク

(一)を 示 したものは,直 接感受性の成績で矛盾を示す

ものが多かつた。

105以 上 の菌数を含む尿40検 体の実際の菌数 とpH

を調べると,菌 数 の上 限 は1～2×1081mlで,pHは

4・8か ら8・6に 及んでいた。pH5附 近 を示す 検体は

全体の約30%を しめていた。

1×108/m1のE.coli(大 谷株)を 含むブイヨンにCL,

KM,NDを 各 々尿中濃度の範 囲 まで種 々加え,37℃4

時 間振盗培養 し抗菌力を比較 した。その結果CL>KM>

NDの 順 に菌を減少せしめるカがつよいことが 判 明し

た。同様の培養様式 を用 いKM・CLのpH5とpH7

における抗菌力の差を各々調べた ところ,KMで はpH

5に おいて10・v102だ け菌減少が劣ることが認められた。

CLで はこれに反し,低 濃度(M・1・C・)で はpH5で か




