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新合成化学療法剤であ るPimomidic acid5, 6)(以下,PA

と略記)に つい て,わ れわれは4)さ きにそ の 抗菌力,ま

た その主要生 体 内代 謝 物 で あ る β- Hydroxypiromidic

acid, Substance Nの 抗菌力,さ らに生体内活性代謝物

の分離定量法について報告 した。今回は本剤使用 の際 に

臨床 検査 として必要 な感受性 ディスク法 に検討 を加 え,

さ らに少数ではあ るが尿路感染に使用 した ので,そ の成

績を報告する。

感受性デ ィスク法に関す る検討

PAの ように新 らし く出現 した薬剤 の臨床的 感性,耐

性に相当する最小発育阻止濃度(MIC)の 基準 は全 く不

明で,多 くの起因菌につい てのMICと 薬剤投与 に よる

臨床効果 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 でない薬剤量 を含有するデ ィ

スクに よ り 十,一 などの成績 のみ 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 と考え られ る。わ れ わ れ1～3)は,単 一デ

ィスク(single disc)を 用 いる定量 測定をふ くめて,化

学療法剤の感受性測定法について た び た び報告 してき

た。今回はPAに ついて も本法 が適用 さ れ る か,と く

に本剤は生体内活性代謝物が臨床効果 に大 き く影響す る

と考え られ るので,活 性代謝物 をも含有す るデ ィス クの

調製について もと くに検討 した。

実験材料ならびに実験方法

培 地: つ ぎの ような組成の粉末寒天培地(感 性デ ィス

ク用培地,MUELLER- HINTON変 法)を 用 いた。

Heart infusion 300ml

Casamino acid 16.5g

Starch 1.5g

Glucose 2.0g

L- Tryptophane 50mg

L- Cystine 50mg

Biotin 0.005mg

Agar 15.0g

Distilled water 1,000ml

pH 7.4 NaCl 0.8%

5%血 液添加または非添加

供試 菌株: Fig.1に 示す よ うに,臨 床 検査の対象にな

る ことが多い と考え られ る18種112株 を用いた。

希 釈法に よるMIC値 測定: 薬 剤 の2倍 希 釈 系 列,

400, 200, 100, 50… …mcg/ml濃 度 含 有の 寒天平板培

地 上に,発 育が よ く,コロ ニー形成 の比較的早い菌 は,寒

天平板cm2当 り103～104程 度に,コ ロ ニー形成 のやや

おそい菌 はcm2 当 り 104～105程 度 に 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,

約6回 繰返 して得た値の幾何平均 の1/√2を 最 も信頼

すべ きMIC値 と した｡

デ ィスク法の実施方法: 内径85～90 mmの 規格型ペ

トリ皿 に培地を20mlず つ分注 し,水 平 に 固め た。供

試 菌 コロ ニーの1～2白 金耳程度を1mlの 滅菌水 また

はbrothに 懸濁 し,ブ ドウ球菌,腸 内細菌 の場 合 は そ

の1白 金耳 を,淋 菌,ヘ モ フ ィル ス,レ ンサ球菌 肺 炎

球菌 な どはそ の10白 金耳程度 を0.5mlに 懸濁 し,そ

の1白 金耳を,1枚 の寒天平板上 にお とし,20個 程 度

の小ガ ラス玉を入れ,ゆ りうこか して均等 に拡げた。 こ

のさいの接種菌量 は前者 ではcm2当 り103～104程 度,

後者で は104～105程 度の ことがた しかめ られ ている。

デ ィスクをおい て直 ち に 培 養 し,16時 間後に阻止 円

直径を測定す る(普 通法)。

寒天平板cm2当 り105～107程 度に濃厚に菌を接種 し

て,3～4時 間 で阻止 円の出現 した場合,5～6時 間で阻

止 円の出現 した場 合に分けて判定す る(迅 速法)。

普通法 の1/10程 度に菌 を接種 し,27℃ 程度 で培 養 し

て,16時 間で阻止円が 出現せず,24時 間以内で阻止円

の出現 した菌 株についてのみ阻止 円を計測 する(遅 延判

定)。

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。
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実 験 成 績

デ ィスク含有 量の検討

本剤 の主要生体 内活性代 謝 物 と し て は β- Hydroxy

PAが 知 られ ている。われわれ4)も,PAお よび β- Hy- 

droxy PAを 中心 に体内活性物質 の分離 定 量 を 行 なつ

た。そ の成績 ではPAと β- Hydroxy PAの 割 合 は,

血 中で は2～5:1,尿 中では1:3～25,胆 汁では2～7:

1程 度 の成績 がえ られた。いつぼ う,本 剤使用 の適応症

として は,第1に 尿 路感染症,つ い で胆道 感染 と考え ら

れ るが,こ れ ら疾患で起因菌に薬剤 の作用 する部位は,

それ ぞれ 腎組織,尿 路壁 の組織,お よび胆道系 内壁 の組

織 であろ う。 したがつて,前 者 では血 液中 と尿中 の薬剤

活 性濃度,後 者では血液 中と胆汁 中の薬 剤活性濃度が,

そ の臨床 効果を左右す るものと考 え られる。 したがつ て

血 中 と尿中濃度 の中間,ま たは血 中 と胆汁中濃度 の中間

の活性物質濃度が臨床効果 に関係する可能性が大 きいと

思 われ る。デ ィスク法 としては,こ れ らの組合せ をある

程 度共通に表現す る必要 があろ う。上記の成績か ら適 当

と推定 され るPA: β-HydroxyPAの 比を1:1, 1:3, 

1:4と した混 合物 と,そ れぞれ単独 の場合 につ い て の

抗菌 力を比較検討 した。

PA,β-Hydroxy PA混 合比 のMIC値 に 及 ぼす影

響: す なわちFig.2に 示す よ うに20株 の菌に対 して各

各 のMICを 寒 天平板 希釈法で測定 した。そ れぞれ 単独

と混合物ではか な り差 があるが,混 合物では そ の 比 が

1:1, 1:3, 1:4の 間に は大差 のない傾向がみ られ た。

デ ィスク含有薬剤濃度につい て: これ らの成績 を参考

にす るとPAと β-HydroxyPAの1:1の 混合物 で,

本剤投与時 の生体抗菌 力を ある程度代表 しうる可能性 が

あ ると考 え られ た。 またその際のデ ィス ク含有量 として

は,尿 中活性濃 度の下 限である100 mcg/ml程 度以下 の

Fig.1 Microorganisms used for constructing regression lines and their sensitivites 

against the mixture of piromidic acid and β- hydroxy piroomidic aｃacid (1:1)

Fiy.2 Effect of ratio of PA and β-Hydroxy-PA on MICs of the mixture
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MICの 菌 が阻止 円を示す50 mcg/ml含 有が適 当である

ことが,予 備実験でた しか め られた。

デ ィスク含有薬剤 のMICと 阻止 円直 径の関係:PA

単 独,β-Hydroxy PA単 独,両 者の1:1混 合物 の3つ

を そ れ ぞ れ50mcgず つ,デ ィスク(直 径8mm)に

含 有 させデ ィスク法を行 ない,阻 止 円直径 と希釈法に よ

るMICの 関係を実 験的に求めて,そ の値 を統計学的に

検討 した。 そ の結果はTable 1に 示す ように,い ずれ

の場合 もMICと 阻止円の間には充分な相関が み とめ ら

れ,ま た混合物(1:1)を 用い た場合に も,単 独に比 し

そ の相 関が低下す るとい う傾 向はみ られなか つた。 した

がつ てデ ィスク法 と して,混 合物(1:1)を 用いて も不

都 合でない と考 え られ た。そ こで以下1:1の 混合物を

基 準 として用い るデ ィスク法 を検討 した。

血液添加のMIC値 に及ぼす影響:Table2に 示 す よ

うな菌株 を用 い て,脱 フ ィブ リンメン羊血液を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1.19程 度でMIC値 の変動 はす くない と考え

られ た。

標 準曲線の調製

普通法 は6回,迅 速法 と遅延法 は2回 に分 け て 実 施

し,そ れ ぞれ の菌 種の阻止 円直径 の平均値 を もとめた。

Table 1 Statistical analysis on the relationship 

between MICs and diameters of inhibition 

zones obtained by the single disc method 

of piromidic acid, ƒÀ- hydroxy piromidic 

acid and their mixture (1 : 1)

Strains employed 

Staph. aureus 4 Shigella 2 
E. coli 2 Salmonella 2 
Klebsiella 2 Ps. aeruginosa 2 

Cloaca 1 Proteus-Providence 4 
Serratia 1 Total 20

Table 2 Influence of adding sheep blood at the 

rate of 5% on the MICs of the mixture 

of piromidic acid and ƒÀ-hydroxy piromi-

dic acid (1 : 1) obtained by the 2-fold 

agar dilution method

Basal medium : Modified MUELLER-HINTON 

(Sensitivity disc) agar pH 7. 4
Strains employed :

Staphylococcus aureus 40 

Salmonella 8 

Citrobacter 2 

E. coli 16 

Shigella 6 

Klebsiella 8 

Enterobacter 4 

Serratia 2 

Proteus-Providence 10 

Pseudomonas 13 

Total 109

Geometrical mean≒ 1.19

Table 3 Statistical analysis of the relationship between MICs of the mixture of piromidic acid 

and ƒÀ- hydroxypiromidic acid and diameters of inhibition zones

Rejection limit was obtained by the formula : ±t0.05. √ S2yx  (1+
 1

/ n
 + 

(x-x)2 
Sx2 )

where, y= diameter of inhibition zone t= T-distribution coeffcient of STUDENT

x=
 logMIC- log400/213

/log2
+ 0.5

Sx2= Sum of squares of deviations of x

S2xy= variance from regression line

* Where MIC corresponding to the diameter of the inhibition zone is taken as 1 .0; α= 0.05
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つい で,片 対数方眼紙上に阻止 円直径 を整 数 目盛 に,希

釈法に よるMIC値 を対 数 目盛に と り,各 々の 実験条件

の下 でMICと 阻止 円直 径の関係を 示す1次 回帰式お よ

び相 関係数 を求めた(Table3, Fig.3)。 この際,希 釈

法に よるMIC値 はさきに報告 したPA,β- Hydroxy PA

の単 独,ま たはそ の中間に ある程度近い値を示 した。た

だ この際注 目すべ きことは,淋 菌 がPA,β-Hydroxy 

PAの 混合物にMlC 0.1 mcg/ml以 下で極 め て強 い感

受性を示す との成績が え られ た ことであ る。

デ ィス クに よる感受 性測 定法について

普通法におい て,16時 間培養で測定に充分 な 阻 止円

が出現 した場合 は簡 易法,16時 間で充分 な 阻 止円が出

現 せず,24時 間 で出現 した場合は遅延判定 の曲 線 を 用

いて,MICを 推定で きるわ けである。

迅速に感受 性を知 るために0.1m1の 滅菌水 に10白

金耳程度に菌 を濃厚 に浮遊 し,濃 厚菌液 をつ くり,そ の

1白 金耳 を寒天平板 上にガ ラス玉法で接種 して,37℃ で

培養 し,4時 間以内に阻止 円の出現 した場合に は迅速3

～4時 間 の曲線 で,5～6時 間で阻止 円の出現 した場合に

は迅速5～6時 間の曲線で,感 受性を スク リーニ ングす

ることが出来 るわ けである。

また被検体(膿,尿 など)を 直接接種 した 寒天平板 に

デ ィス クをおい て,感 受性試験 を お こ な うPrimary 

culture sensitivity disc法 のさいは,接 種菌量 を 規定

す ることが時に 困難な ことがあ るので,測 定に充分な阻

止 円の出現 した時 間に応 じて,す なわち迅速3～4時 間

法,迅 速5～6時 間法,簡 易法(16時 間培養),遅 延法

(24時 間培養)の いず れかを適用 して感受性を推定す る

ことが可能 であろ う。

実験誤差 について: 本デ ィス ク法 の実験誤差を検討す

るた めに,求 め られたすべての成績 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

Fig.3 Standard curves representing the relationship between 
the MIC and the diameter of inhibition zone

Table 4 Range of deviation of MIC values of the mixture of piromidic acid and -hydroxy 
piromidic acid (1 : 1) obtained by the 2-fold agar dilution method



VOL. 19 NO. 9 CHEMOTHERAPY 1083

して計 算 し,Table3に 示 す値がえ られた。い つ ぼ う,

参考 と しての寒天平板2倍 希釈法 の実験誤差を検討す る

意味 で,す べて の寒天平板2倍 希釈 法に よるMIC値 を,

同一菌株に ついて6回 ずつ測定 し,そ の各菌株 ごとの成

績を総合 して,MIC値 の存在範 囲の棄 却限界 の 幅 を求

め,Table4の 成績がえ られた。

両者は,実 験 条件がすべて同一でな く,ま たデ ィスク

法評価 の基準 とな るMIC値 が,寒 天平板2倍 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

と,本 デ ィスク法の精度は,寒 天平板2倍 希釈法 のそれ

に ある程度近 く,臨 床的感受性測定法 として,あ る程度

用 い られる と推定 された。

臨 床 使 用 経 験

つ ぎに少数例では あるが,PAを 臨床的 に 使用 し,そ

の際上述のデ ィスク法につい ても経験 を加えたので,概

要 を表 に示 す(Table5)。

いず れ の症例 も本剤 の適応 症 と考 え られ るPA感 性

のグ ラム陰性桿菌 に よる急性 の尿路感染症 であ り,4例

と も有 効の成績がえ られた が,う ち1例 は2週 間 目に再

発 した。 いずれ の症例で も上述 のデ ィスク法に よる判定

が本 剤使用の有要性を充分推 定す るのに役立つた。

考 按

デ ィス ク法,希 釈法 を含 めて臨床的感受性測定法 とし

ては,従 来 はほ とん どは投 与薬剤に対す る感受性(MIC)

を求めて,臨 床使用 の指標 としていた。 しか し生体 内で

新たに活性代謝 物を生ず る薬剤投与 の場合 は,そ の代謝

物を も充分考慮 したす なわち代謝物を も含 んだ薬 剤に対

す る感受性値 が臨床 検査成績 として はさ らに有要 であ ろ

う。た とえばAcetylsPiramycin投 与時 の臨床的 感受性

Table5 Piromidic Acidの 臨 床 経 験
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測定 と しては,主 要な活性代謝 物であ るSpiramycin含

有デ ィスクの使 用が合理的 と思われ る。今回 検討 の対象

となつ たPAに ついては,そ の主要活性代謝 物 としての

β- HydroxyPAが 明 らかに されてお り,ま た 現 時点で

はそ の純 品を適当量入手す ることが可能 であ る。 そ こで

われわれ4)はTLC- Bioautogmam法 に より,PA投 与後

の血清,尿,胆 汁 に つ い て 活性代謝物 の分離 定量を試

み,β- Hydmoxy PAの 活 性代謝 物 とし て の重要 性を確

認す るとともに,服 用 薬剤で あるPAと の 濃 度 比を求

め ることが でき た。 そ の 成 績 は,血 中 で はPA>β-

Hydroxy PA,胆 汁 中ではPA>β- Hydroxy PA,尿 中

ではPA<β-Hydmoxy PAで あった。

本薬剤使用 の主要適応 症であ る尿路感染,お よび第2

適 応症 と考え られ る胆道感染 症の各 々に対す る化学療法

の効果は,そ の病巣部位 の化学療 法剤の活性濃度,す な

わ ち尿 路感染 の場合 は血 中と尿 中,胆 道感染の場合 は血

中 と胆汁 がそれぞれ,臨 床効果に 関係す る と 考 え ら れ

る。

いつぼ う,PAと β- Hydroxy PAの 混合比が1:1, 

1:3, 1:4で はその抗菌力がほぼ 同一傾 向 を示 す こと

が,実 験 的にみ とめ られた。そ こで1:1の 混 合物をデ ィ

スク含有薬剤 としてデ ィス ク法の検討 を行 な いSingle

disc法 が成立す る ことをた しかめ る ことができた。

実際 にPA投 与の有効で あつ た尿路感 染 症 の 起 因菌

は,本 デ ィスク法 で充 分な感受性を示す ことがた しか め

られた。

結 論

1) PA投 与時 の臨床効果 を推定す るための感受性 デ

ィス ク法 として,PAお よびそ の生体内主要活性代謝 物

を同時に含有す る感 受性 デ ィス クの使用を適 当と考 え,

検討 を加えた。

2) 本剤投与の適応症 である尿 路感染,胆 道感染 の治

療 にあたつて,重 要な血 中,尿 中,胆 汁中の活性物質 を

共 通に 表 現 す るPA,β- Hydrexy PAの 比は1:1～4

程 度 と考え られた。

3) 両物質 の混 合比は1:1, 1:3, 1:4と して もin

vitro抗 菌 力な らびに抗菌 スペ ク トラムには大差 はみ ら

れなかつた。

4) そ こでPAと β-Hydroxy PAの 等量混合物を

含有す るデ ィスクを検討 した。す なわち,18種112株

を用いて の繰返 し実験 の結果 として,希 釈法MICと デ

ィスク阻止 円の関係を示 す1次 回 帰 曲 線 を,i) 1夜16

時間培養 の普通 法,ii) 24時 間後判定 の遅延 法,iii) 濃

厚菌接種に よる3, 4時 間培養後の4時 間 迅 速法,iv) 

同様に して5, 6時 間培養 後判定を行な う6時 間迅 速法

の各 々につ いて調製 し,Single disc法 の成 立 を た しか

め ることがで きた。 また,本 デ ィスク法における実験誤

差 を も,希 釈法 のそれ と比較 しつ つ検討 した。

5) 本剤を4例 の尿路感染 症に使用 し,い ず れ も効果

がみ られた。そ の際 の 分 離 起 因 菌 は,上 述 のPA,β-

Hydroxy PA含 有 のデ ィスクに感受 性 を 示 し,本 感受

性 デ ィス ク法が臨床検査 と して有要 と考 え られ た。
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1) Piromidic acid has been appreciated to be applicable to the urinary tract infections as well as 

the biliary tract infections. In the treatment of these diseases, it is considered that the concentration 

of active substances in the infected tissues, i.e. active levels in blood and in urine in the case of uri-

nary tract infection and the ones in blood and in bile in the case of biliary tract infection, play im-

portant roles. According to our experiments, active principles of piromidic acid in body fluids were 

unchanged piromidic acid and ƒÀ -hydroxypiromidic acid, a main active metabolite and the average 

ratios of them were about 4 : 1 in blood, about 1 : 10 in urine and about 3: 1 in bile, respectively. 

It was considered under these circumstances that the mixture of piromidic acid and ƒÀ-hydroxypiromidic 

acid might be one representative at the ratio of 1 : 1-4 if only one ratio should be selected for sim-

plification of clinical tests on piromidic acid. 

2) In vitro antibacterial activity of the mixture of piromidic acid and 8-hydroxypiromidic acid was 

almost similar at the ratios of 1 : 1, 1 : 3 and 1 : 4. 

3) On the basis of these results, sensitivity discs containing piromidic acid and ƒÀ-hydroxypiromidic 

acid at the ratio of 1 : 1, were prepared. Correlations between minimum inhibitory concentrations by 

the serial dilution method and diameters of inhibition zones by the disc method were repeatedly in- 

vestigated using 112 strains of 18 bacterial species. Then the linear regression curves were drawn 

for the following disc methods ; 1) conventional method where incubation time was about 16 hours, 

2) delayed method where incubation time was about 24 hours, 3) rapid method where incubation time 

was 3•`4 hours with heavy inoculum and 4) rapid method where incubation time was 5-6 hours with 

heavy inoculum, respectively. 

4) Piromidic acid was administered in 4 cases of urinary tract infection and was effective in all 

cases. Infecting bacteria isolated from these cases were all determined to be sensitive by means of 

the disc method above mentioned. The results indicated the usefulness of the sensitivity test using 

the disc containing piromidic acid and ƒÀ-hydroxypiromidic acid simultaneously for the laboratory cont-

rol of chemotherapy with piromidic acid.


