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試 験 管 内 抗 菌 作 用 と感 染 防 御 効 果 との相 関 に つ い て(1)

Ampicillin, Cyclacillin, Cephalexinの 感受性測定法の検討

一 色 義 人

東邦大学医学部微生物学教室

(昭和50年6月14日 受付)

抗 菌 薬 の基 礎 的評 価 を 行 な う場 合,も っ と も問 題 とな

る の はin vi〃0の 感 受 性 値 と,in vinoに お け る 感 染 防

御 効 果 ない しは治 療 効 果 との 相 関 で あ る。

感 受 性 値 は測 定 法 に よっ て 大 き く動 揺 す る こ とか ら,

日本 化 学 療 法 学 会 で は1968年 に 寒 天 平 板 希 釈 法 に お け

る標 準 法 を設 定 した1)。 こ れ に よっ て感 受 性 値(最 小 発

育 阻 止 濃 度minimum inhibitory concentration,通 常

MICで 表 わ さ れ る)の 相 互 比 較 が 可 能 と な っ た が,薬

剤 や 菌 種 に よ っ て は,こ の標 準 法 で 行 な って も,や は り

測 定 条 件 のわ ず か な違 い に よるMICの 変 動 が 問 題 視 さ

れ,日 本 化 学 療 法 学 会MIC測 定 法 改 訂 委 員 会 に お い て

種 々検 討 の 結 果,1974年MIC測 定 法 の 改 訂 を 行 な っ

た2)。 これ よ り先 に 感 受 性 測 定 の 再 現 性 に つ い て 藤 井3)

らは 高 感 受 性,高 耐 性 の株 に お い て は 動 揺 の 少 な い こ と

を 示 して お り,三 橋4)ら は13種 の 常 用 抗 菌 薬 に 対 す る

赤 痢菌 の 感 受 性 を し ら べ,Sulfonamide, Colistin, 

Furatrizine, Furazolidonが 接 種 菌 量 を 減 ら す こ とに

よ っ て,MICが 著 し く動 揺 す る こ とを 明 らか に して い

る。Sulfa剤 に つ い て 野 藤5)は 接 種 菌 量 に よ るMICの

変 動 がSulfa剤 の作 用 機 作 に 由来 す る こ とを 確 か め て

お り,日 本 化 学 療 法 学 会 のSulfa剤 とTrimethoprim

合 剤 研 究 会 のMIC測 定 小 委 員 会 報 告 で も 接 種 菌 量 につ

い て の 検 討 が な され て い る6)。 またFosfomycinに つ い

て は,薬 剤 の作 用 機 作 に よ る抗 菌 作 用 の 変 動 が 問 題 とな

り,変 動 要 因 に つ い て の 検 討 が 行 なわ れ て い る7)。

本 実験 はPenicillin系 のAmpicillin(ABPC), Cycla-

cillin(ACPC),お よ びCephalosporin系 のCephalexin

(CEX)の3薬 剤 に つ い て,in vitroお よ びin vivo抗

菌 作 用 の 相 関 を 明 らか に す る 目的 で,ま ずin vitroの

抗 菌 作 用 に つ い て,そ の 測 定 に影 響 を あ た え て い る と思

わ れ る要 因 の 検 討 を 行 な っ た 。

また 当 教 室 で は 多 くの 菌 株 を 測 定 す る た め に 考 案 した

菌 接 種 装 置 を 用 い た 押 捺 接 種(stamp法)を 行 な っ て い

るの で,そ の 方 法 と従 来 の 塗 抹 接 種(streak法)と を

比 較,両 測 定 法 の 関 連 につ い て 明 らか に した 。

実験材料および方法

1.　 実験材料

1) 使 用菌株

Staphylococcus aureus 209-P 

Staphylococcus aureus Smith 

Staphylococcus aureus B-5 

Escherichia coli NIHJ 

Escherichia coli 29 

Escherichia coli 45 

Escherichia coli C 1 1-1 

Escherichia coli C 1 2-1 

Escherichia coli C 1 6 

Klebsiella pneumoniae 16 

Klebsiella pneumoniae 25 

Klebsiella pneumoniae C 14 

Proteus mirabilis 1287 

Proteus mirabilis 19 

Proteus mirabilis 52 

Proteus mirabilis C 1 1-2 

Proteus mirabilis C 1 2-2 

Enterobacter cloacae

2) 薬 剤

Ampicillin (ABPC) 867,ug/mg 

Cyclacillin (ACPC) 1,000 ug/mg 

Cephalexin (CEX) 952 ug/mg

3) 培 地

前培養培地

トリプ トソイブイヨン(栄 研)

普 通ブイヨン(栄 研)

Heart infusion broth(栄 研)H l broth

Brain heart infusion broth (Difco)BH l broth

peptone water (Polypepton大 五 栄 養)

測定用培地

普通寒天(栄 研)

Heart infusion寒 天(栄 研)

2.　 実験方法

1) 感受性測定法
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塗抹接種では日本化学療法学会による標準法に準 じた

が,stamp法 ではFig.1の よ うな装置を用いた。小試

験管用のプラスチ ック製キャップをシャールに21個 立

て,シ ャールの蓋を して,あ らか じめ高圧蒸気滅菌す

る。使用にあた り,キ ャツプを立てたシャールに溶解 し

た寒天を流 し込み,菌 液接種用ステンルス円柱(直 径2

mm,長 さ84cm)21本 を埋込んだ木製円板 を,そ れ

ぞれのキャップの中に1本 の円柱が入るように固定した

まま,寒 天が固まるまで置 く。個々のキャップの中の接

種用ステンルス柱が,ス タンプのたびごとにずれないよ

う,位 置を定めてしるしをつける。接種用菌液を各キャ

ップにそれぞれ2.5mlず つ入れる。薬剤含有寒天平板

上に1度 に21菌 株 の菌液をスタソプ接種する。 この条

件で接種された菌液量は,ほ ぼ1白 金耳量である。菌株

を数多 くしらべる時には,接 種用ステソルス柱をシャー

ルに入れたアルコールに浸して菌液を洗い落 した後,直

ちにバーナーで火焔滅菌する。

2) 生 菌数測定法

平板混釈法により測定 した。

3) 培 養濾液中の抗生物質活性の測定法

培養菌液を遠心 した上清に,同 じ培地に溶解 した抗生

物質を加え(500μg/ml)37℃ で2時 間接触させた後,

100℃1分 間加熱 して酵素を不活化させる。反応液中の

抗生物質の残存力価はカップ法により,CEXで はBacij-

jus subtijis ATCC 6633, ABPCで は Saroina jutea

9341を 用いて測定 した。

実 験 成 績

1. 接種菌液によるMICの 変 動(Table 1)

試験 菌株を トリプ トソイブイヨンに20時 間培養 した

菌液, お よびその100倍 希釈液をstamp法 で接種 した

Fig. 1 Apparatus for inoculation in stamp method

Table l Effect of size of inoculum on MICs of three antibiotics

Medium : tryptosoy broth (for inoculum) and heart infusion agar stamp method
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場合のMICを 示 した ものである。

日本化学療法学会標準法で行なっても1夜 培養菌液 と

100倍 希釈液との間に同傾向のMICの 変動が見られ,

とくにCEXに おいては接種菌量によるMICの 差が著

しい。そのパターンは菌株によって培養原液と100倍 希

釈液との間の差が,著 しく耐性値から感性値となるもの

(Re-Se),ど ちらも感性のもの(Se-Se),双 方 とも耐性

値を示すもの(Re-Re)の3種 にわけ られる。

2. 各種増菌用培地,測 定用培地におけるMICと 接

種菌量(Fig.2)

接種用菌液とする増菌用液体培地を トリプ トソィブイ

ヨン,普 通ブイヨン,測 定用培地をハー トインフユジョ

ン培地,普 通寒天培地とし,各 々を相互に組合せた4組

について,1夜 培養菌液と そ の100倍 希釈菌液を接種

し,3薬 剤のMICを 測 定した成績をFig.2に ま とめ

た。

菌株による差はあるが原 菌 液 接 種 のMICに 比べ,

100倍 希釈液のMICが 小さい値を示す場合が多 く,と

くにCEXに おけるグラム陰性桿菌の場合,も っとも顕

著であった。

ABPC,ACPCで はMICが 変 動 しな い 株 もみ とめ られ

る。

グ ラ ム陰 性 桿 菌 で は 同一 菌 株 に お い ては ど の培 地 の 組

合 せ で も,100倍 希 釈 菌 液 で のMICは ほ ぼ 同程 度 の 数

値 を示 した が,多 剤 耐 性 の Staphyjococcus aureus B 5

株 で は,100倍 希 釈 で もか な りの 変 動 が み られ た。

3.　 接 種 用 増 菌 培 地 の 検 討

1) 1夜 培 養 に お け る 菌 数 とpH(Fig.3)

これ ま で の 実 験 で接 種 菌 液 が1夜 培 養(18～20時 間)

そ の ま ま の 場 合 と,100倍 に 希 釈 した 場 合 とで は ほ とん

どの 株 のMICに 差 の あ る こ とが わ か っ た の で,接 種 用

菌 液 に つ い て検 討 す る こ と と し,ト リプ トソイ ブ イ ヨ ン

(栄 研),Nutrient broth (Difco),普 通 ブ イ ヨ ソ(栄 研),

Heart infusion broth (Difco) ,お よび ペ プ トン水(ポ リ

ペ プ トン)に つ い て,S. aureus 209-P , E. coji NIHJ

を試 験 菌 と して,37℃,20時 間 培 養 に お け る増 殖 菌 数

とpHの 変 動 を し らべ た 。 成 績 はFig.3に ま とめ た 。

両 菌 株 と も ト リプ トソィ ブ イ ヨ ン,BH 1 brothに お

け る発 育菌 数 が 多 く,ペ プ トン水 が も っ と も少 な い 。

pHは 両 株 と も ト リプ トソ ィブ イ ヨ ン とBH 1 broth

のpHが 培 養 前 に比 べ て 低 く,と く にS. aureusで は

トリプ トソ イブ イ ヨ ンの培 養 後 のpHは5.4以 下 とな

った 。 ペ プ トン水 で はpHは 全 く変 らず,2種 の普 通 ブ

イ ヨ ン(NutriEmt broth)で はE. cojiは 不 変,S. aureus

だ け や や 下 降 が み られ た 。

2) 培 養 時 間 に よ る生 菌 数 の変 動(Fig.4)

E. cojiを 試 験 株 と して ト リプ トソ イ ブ イ ヨ ン,Nut-

rient brothに お け る菌 の発 育 を37℃,18,22,26時

間 に それ ぞれ の 生 菌 数 に よ っ て比 較 す る と,18時 間 と

26時 間 で は か な りの 差 のみ られ る場 合 が あ り,同 一 培

地 に37℃ で1夜 培 養 と い っ て も,時 間 に よ っ て は1m1

あ た り108～109の 幅 で差 の あ る こ とが 示 され た。

Fig. 2 Effect of size of inocu1um and sort of medium

on MICs of three antibiotics

Fig . 3 Ratio of growth of orgamisms and f1uctuation

of pH in various culture fiuids
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このことは培養時間の違いが接種菌量に影響 し,ひ い

てはMICに も影響をおよぼす可能性を示 している。

4.接 種用各種培養菌液 と接種菌量によるMICの 変

動(Fig.5,6,7,8)

上述 の実験によってMICの 変動が接種菌量 によって

大きく影響されていることが明らかとなったので,接 種

菌量とMICの 関連をさらに詳細 に し らべ た。前述の

Fig.2に 示 した成績から,MICの 動揺の大きい菌株 と

薬剤の組合せを選んで試験した成績の一部をFig.5,6,

7,8に 示 した。

Fig.5はS. aureus B5株 のCEXに 対するMICと

接 種菌量の関係である。この株は多剤耐性株でPCに 対

しても感受性は低い。 この株はCEXに 対 し接種菌量を

減 らすほどだんだんにMICが 小 さ くな り,108/ml以

上 で は100μg/ml以 上 の 耐 性 を示 す が106～107/mlの

菌 数 で は6.25μg/m1と な る。

E. coji NIHJ は CEX に 対 し,108/ml以 上 の 菌量 で

Fig. 4 Growth curve of two orgamisms cultured in

various 1iquid media

Fig. 5 Corre1ation between number of viab1e cell
in various culture fluids used as inocula sus-

pensions and MIC (1) 

Fig. 6 Correlation between number of viable cell
in various culture fluids used as inocula susｰ

pensions and MIC (2) 

Fig. 7 Correlation between number of viable ce11
in various culture fluids used as inocula sus-

pensions and MIC (3) 

Fig. 8 Corre1ation between number of viable celi

in various culture fluids used as inocula sus

pensions and MIC (4) 
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は200μg/ml以 上のMICを 示 すが107/mlで は12.5

μg/mlと な り,接 種菌量をそれ以下にしてもMICは 動

かない(Fig.6)。

同様のパターンがKjebsiejja 16とCEXの 組 合せで

もみられる(Fig.7)。

PmirabijisはABPCに 対 し接種菌量が少な くなるほ

どMICが 小 さくな りFig.5の パ ターンと類似 している

(Fig.8).

5. 培養済液の検討

以上の実験により増菌用培地に培養 した菌液をそのま

ま接種するとMICが 大 きくな り,希 釈 した菌液を使 う

と小さなMICを 示 すことが確認されたが,こ の現象に

培養炉液の影響があるか否かを調べるため次の実験を行

なった。

1) 培 養菌液 と洗浄菌液のMICの 比較(Fig,9)

トリプ トソイブイヨンに37℃,20時 間培養 した菌液

を対照 とし,そ れを遠心沈殿 して培養上清を除き,等 量

の トリプ トソイブイ玄ン,普 通ブイヨン,生 理食塩液を

それぞれ加えて菌を再浮遊させたもの,お よびその100

倍希釈液を用いてMICを 測定 した。

Fig.9に 示す ように4種 の菌液のMICは ほ とんど同

程度で菌液間の差がなく,MICの 変 動 こは菌 の培 養炉

液の影響はな く,も っぱら菌量によるものであることが

明確 となった。

2) 培養 炉液の不活化作用(Table 2)

培養 上清(炉 液)の 影響をさらに検討する目的で次の

実験を行なった。

トリプ トソイブイョンに培養 した菌液を遠心 し,そ の

上清,お よび菌体を再び新しい トリプ トソィブイョンに

懸濁 したものにCEX,ABPCを それぞれ加え,37℃ に

置 き,2時 間後に残存活性を測定 したところ,対 照の培

地だけで行なったものと比べ,抗 菌活性の低下のみられ

たのはABPCに おけるS. aureus B5とKjebsiejjaの

2株 であった。 しかしCEXで は活性の低下はみ とめら

れない。

以上の実験によりMIC変 動 の直接の原因は,培 養上

清 または菌体の不活化酵素の作用で は な い と判断され

た。

6. 日本 化学療法学会標準法(Streak法)とStamp

法 との比較(Table 3)

この成績は化学療法学会標準法と,当 教室で行なって

いるStamp法 を比較 したもので,も っともMICの 変

動幅の大 きいCEXを 用 い,2つ の方法をとくに接種菌

量の面か ら比較 してある。すなわち,測 定用平板上に接

種 した菌数,接 種面積,お よび1cm2あ た りの菌数を

明らかに し,MICと の関連を示 した。

Fig. 9 Comparison of MICs obtained from tryptosoy

broth cultures and from resuspEmsiOn of 

orgamisms cultured in the tryptosoy broth as

inocula suspensions

Table 2 Imactivation of antibiotics by culture broth and cell suspEnsions

Amount of antibiotics added : 500μg/mltryptosoy broth , pH 7.2, incubated at 37℃,2hrs.
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Table 3 Correlation between f1uctuation of cepha1exin MIC according to different method of inoculation

and number of viable cell of inoculum broth

Incubation; tryptosoy broth, 37℃, 20hrs。

Table 4 Effect of inoculum size on growth and morphology of organisms on agar plate containing 

cephalexin
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S. aureus B-5の トリプ トソイ ブ イ ヨ ン 培 養 菌 液 は

88×108/mlの 生 菌 数 で,そ れ をStreak法(標 準 法)と

Stamp法 で 行 な うと,1回 の接 種 菌 量 は7.5×105,9.3

×105と な って お り,ほ ぼ 等 し い 。 しか し 接 種 面 積 は

Streak法 は0.8cm2, Stamp法 は0.28cm2で,1cm2

あ た りの 菌 量 はStreak法 で9.9×105,Stamp法 で83

×106と な る。 そ の場 合 のMICは そ れ ぞ れ25,200μg/

mlと な る。 しか しそ の 菌 液 の10倍 希 釈 を 用 い る と,

そ れ ぞ れ6.25,12.5μg/21と な り,100倍 希 釈 で は双

方 と も6.25μg/mlと な る。

Ecoji, Kjebsieiiaで も 同様 の傾 向 が み られ,Fig.10

は この 中1 cm2あ た りの 生 菌 数 とMICと の 関 係 を 図示

した もの で あ る。 こ こに示 さ れ た よ うに,ど の 方 法 で 行

な っ て も1cm2あ た りの生 菌 数 が106以 下 で あ れ ば

MIC値 は ほ ぼ 一 定 の 値 が 得 られ るが,106/cm2を 超 え る

菌 量 が 接 種 さ れ る時 は,MICは 耐 性値 を 示 す こ と が 明

らか で あ る。

他のABPC, ACPCに おいてもCEXほ ど著 しくはな

いが同様の傾向がみ とめられ,し たがって安定 したMIC

を示 すのには105小cm2以 下の菌量,す なわち トリプ トソ

ィブイヨンで1夜 培養した菌液を100倍 に希釈 した も

のを用いればStreak法 で もStamp法 で もほぼ同様の

MICを 得 られることになる。

7. CEXに よる菌の形態変化とMIC(Tab=E4)

ペ ニシ リンやセファロスポ リン系薬剤は,桿 菌に作用

すると菌体が長く延びて,い わゆるフィラメント像を示

す ことが知られている。CEXに 対 してRe-SE型 の感

受性を示すE. eozi, Kjebsiellaお よびRE-Re型 を示す

R. vulgarisを 試験菌 とし,化 学療法学会標準 法 によっ

てMICを 測 定,肉 眼的に菌の発育を判定 し,か つ染色

標本によって形態の変化をしらべた結果 をTable 4に

示 した。

Re-ReのP. vulgarisで は接種菌量を107,108,109

としても1,600μg/ml以 上 のMICで 耐性であ り,こ の

菌の形態変化はみられ ない。RE-SE型 の2株 は109接

種 ではMICは200μg/mlで あ るが108ま たは107と

す ると6.25μg/mlと な り,MICが200μg/ml以 上 を

示す接種菌量では,200μg/mlの ところまで著明なフィ

ラメソト形成がみ とめ られ る。MICが6.25μg/mlを

示す接種菌量では,MICの 濃度以下 でフィラメン トは

み とめられるが,Mncの 濃度では 肉眼的な発育 も,フ

ィラメントもみ とめられない。こ の こ とからCEXの

RE-SE型 では接種菌量によるMICの 変動は形態変化に

よって影響されていると考えられる。

8. 一定の菌集団中の耐性細胞の分布

CEXに 対 しRE-SEの 感受性パターンを示すRmira-

bijis1287とEcoji JC-2に ついて108/mlの 菌液を,

CEXの400μg/mlか ら0.02μg/mlま での各濃度を含

有するカンテン平板上にコンラージ棒で接種し,各 濃度

における生菌数を数え,耐 性細胞の出現率を しらべた成

績がFig.11で あ る。

R. mirabijis 1287,E. coli NIHJ-JC-2と もTable 1

に示すようにMICは 大量菌接種 で200μg/ml以 上,

100倍 希釈菌液接種で125μg/mlで あ るが,こ の実験

によれば25μg/mI以 上の平板には発育した 集 落 はな

く,耐 性細胞はみとめられなかった。

このことはTable 1に 示 した 大 量 菌 接 種の場合の

MICは 耐性細胞の存在を示したもの で はないとい うこ

とができる。

考 察 と 結 論

MICは 種 々の測定条件によって変動する。CEX,AB

PC,ACPCに ついて増菌用培地の種類お よびpH,培 養

時間,菌 の薬剤不活化酵素産生,測 定用培地のpHと 種

Fig. 10 Correlation betwEen f1uctuation of cepha-

lexin MIC and size of inOculumpercm2

Fig. 11 Distribution of CEX sensitivities in cell

populations
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類,接 種菌量などの検討を行 なった結 果,MIC変 動の

主 な原因は接種菌量に帰すること大であることが明らか

になった。

接種菌量とMCの 関係は108/ml以 上 の点と106/ml

以下 の2点 のMICを しらべた場合,次 のような3つ の

タイプに分けられた。

1.　 接種菌量が少なくても多 くてもMICが 感性を示

す もの(Se-Se)

2.　 接種菌量が多いときは耐性値,少 ない時は感 性値

を示す もの(Re-Se)

4.　 接種菌量が多 くても少なくても耐性値を示すもの

(Re-Re)

以上 のうちもっとも問題となるのはRe-Se型 の 菌群

であって,こ のパターンのものが測定条件によってもっ

とも動揺が大きく,ま た再現性に乏 しい。 このことは藤

井 らの報告にも指摘されている。またこのパターンを示

す菌株はin nivoと の関連が当然問題 となる筈である。

本実験成績ではCEX, ABPC, ACPCの うち,と くに

MICの 動 揺幅の大きいCEXに ついて,そ の原因解析

を行なったのであるが,接 種菌量によるMICの 変動が

主 として菌の形態変化によるものであることが明らかに

された。

他の薬剤において菌の形態変化によってMICの 変動

す る例はSulfa剤 に見られる。WOOD 11)はSulfa剤 の

抗菌作用が,菌 の約4回 分裂後にあらわれると報告して

いるが,そ の時には菌数が接種時の約16倍 となるわけ

である。野藤はこれらの関連を詳細に検討 し,接 種菌量

が106以 上 になるとSulfa剤 の作用がは じまる前に菌

数は107以 上 となって,肉 眼的に発育 とみなされて しま

うと報告 している。

CEXも その作用機作は異なるが,細 胞壁 の合成阻害

のため,菌 体が分裂を阻止されて長 くのび,容 積を増 し

たfilament状 の菌が発育 とみなされるためMICの 判

定がまぎらわ しく,大 量菌接種では耐性と判断されるの

である。

ABPCで は少量菌接種でもMIC値 の大きいS. aureus

B-5とklebsiella16が2株 ともPenicillinaseを 産生

す ることから,不 活化酵素の影響が明瞭にみ とめ られ

た。

接種法はstreak法 で もstamp法 で も,接 種面積あ

た りの菌量が同じであれば両者の間に差はなく,測 定用

培地1cm2あ た りの菌数が106/cm2以 下 であればMIC

の再現性も良好であった。

終 りに御指導いただいた五島瑳智子教授,桑 原章吾教

授に感謝すると共に,実 験を御援助下さいました教室員

各位に厚 く御礼申上げます。

この論文の内容は第18回 日本化学療法学会総会で報

告した。
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THE CORRELATION BETWEEN IN VITRO ANTIBACTERIAL 

ACTIVITY OF ANTIBIOTICS AND THEIR PROTECTING 

EFFECTS IN EXPERIMENTAL MICE INFECTIONS 

(1) Studies on the Method of Determination of the Minimum Inhibitory Concentration of 
Ampicillin, Cephalexin and Cyclacillin 

YOSHIHITO ISSHIKI 

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine, Tokyo, Japan

The in vitro sensitivities of bacteria to the antimicrobial agents, even if measured by the standard 
method recommended by Japan Society of Chemotherapy, fluctuate depending upon the used test strain 
and the sort of test antibiotic. 

This experimental report with cephalexin(CEX), ampicillin (ABPC) and cyclacillin (ACPC), based on 
the studies on the factors that may cause the fluctuation in MICs, confirms that the size of inoculum 
was most responsible for the fluctuation of MIC. The comparison of the standard streak method with 
the stamp method proved that, if inoculated bacterial counts were less than 106 cells per 1 cm2 of cul-
ture plate, either of the methods produced no different result in the determined MIC values. 

Among the three antimicrobial agents, the fluctuation of MIC by the sizes of inocula was most 
remarkable with CEX, and it was evidenced that this was mainly caused by the morphologic change 
of the bacterial cell induced by the drug action. In the bacillus in particular, the range of the drug 
concentration to allow a filament formation was widest with CEX as compared with the other two 
antibiotics, clearly demonstrating the relation to the fluctuation of MIC.


