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細 菌の酵素活性力 を指標 にす る,新 しい迅速薬剤感受性試験測定法

第一報 新規の反応液と呈色系の構築

狩 山 英 之

大阪府立身体障害者福祉センター附属病院・研究臨床検査室'

(平成3年12月9日 受付 ・平成4年3月10日 受理)

薬剤感受性試験の迅速化 をめざし,新 しい観点からの測定法 を検討 した。目標は培地培養に

よる増菌操作の省略 にある。その手段 として細菌の酵素活性力を指標にすべ く,反 応液 は新た

に半合成 のものを,指 示薬 にResazurinを 組 み合わせる呈色反応系を考察 した。 この呈色法

は高感度 を有 し,Lag-Timeが ほ とんどな く,測 定 も簡便 であった。 この新法でATCC標 準

菌株8菌 種 を用い既報の迅速法 と比較 した結果,次 の事項が判明 した。

1)Resazurin呈 色法では接種菌濃度 に比例 した菌酵素活性反応値が得 られ,そ の測定感度

は培地培養による濁度モニター法 より数十～数百倍,高 感度であった。

2)Resazurin呈 色 法が高感度に得 られたのは,補 酵素 にビタ ミンK3添 加 の有用性 を見 い

だしたことが大 きい。

3)細 菌用自動機器法 と同等 の接種菌濃度,約3.0×106CFU/mlで,Resazurin呈 色 法 は

反応スター ト時よ りLag-Timeの な い鋭敏な菌の酵素活性力が捉 えられた。

4)Resazurin呈 色 法はCandida albicans,Streptocoms Pyogenesな ど特殊な発育培地が必

要な菌種が,EScherichia coli.Staphylococcus aureusと 同様に同じ反応液で鋭敏 な呈色が現れ

た。

Key words:迅 速 薬 剤感受性試験法,細 菌還元酵素活性力,新 規反応溶 液,Resazurin呈 色

法,Vitamin K3

今まで細菌検査には菌を培養する時間が,ど うしても必

要とされてきた。薬剤感受性試験法各種も通常,菌 接種後

18～20時 間程培養 してから判定する。患者投薬の指針と

もなる本試験の迅速化は,か なり以前からの要望事である

が,な かなか実現し難い。やっと迅速法として定着の兆し

が見えるものに細菌用自動機器法がある。これら機器には

振とう培養法が採用され1-5),光 学的に菌増殖に伴う濁度

上昇を精密にモニターする仕様が多い。その結果,発 育の

速い菌種では4～5時 間程の培養で成績がプリントアウト

される。しかし,い かに自動機器を駆使すると言っても,

菌を培養して増殖を待つ姿勢は変わらない。本当の迅速化

とは,こ の培養過程の省略を目指すことではないかと考え

た。その手段として細菌の酵素活性力を呈色反応として捉

える方法を検討 した。むろん,こ の細菌の酵素活性力を応

用する迅速化法はBartlette6)のTTC還 元法 をはじめと

し,多 数の報告7噸19)があ る。 これらの報告も既存培地を使

用したものばかりであるが,薬 剤感受性測定法はどの方法

でも,接 種菌量や使用培地の違いにより影響 を受けるた

め1,24),頻用 されるMueller-Hinton培 地 の使用が無難 と

思われる。そこで実験当初 はMeuller-Hinton培 地 を用

い,指 示薬にResazurinを 選択して反応を検索することに

した。Resazurinを 選択した理由は広範囲の菌種が持つ還

元反応を捉えられること,試 薬の調整が簡単かつ安定性が

良いこと,可 視波長しかも長波長に吸収 ピークを持つこ

と,色 調が鮮やかで肉眼的に見やすいこと,培 地に事前添

加ができ菌発育の阻害がなく,す でにチオグリコレー ト培

地での利用や歯科領域において,う 蝕活動試験20-22)の迅速

検索に活用されているためである。

しかし,Muellet-Hinton培 地そのままの活用ではRes-

azurin指 示薬を添加 しても濁度モニター法の測定感度を

上回る反応値が短時間内(2～3時 間以内)で は得られな

かった。そこで,別 途に独自の反応液を構築して検討を重

ねた。最終的に独自の反応液にResazurinを 組 み合わせた

呈色系は既報の迅速測定法3種10～15)および自動機器の濁度

モニター法に比べて高感度を有していたので報告する。

●大阪府堺市旭 ケ丘中町 牛3-1
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1,材 料 と 方 法

1)使 用菌株

ATCC標 準株8菌 種8株 を用いた。これらの菌株

はゼラチンディスクから立ち上がらせたが,数 代継代

培養して,コ ンタミがないのを確認の後,実 験に供し

た。日常検査に近い条件で実施できるよう,各 菌は各

種寒天平板培地で16～20時 閥培養の定常期初期の菌

苔より直接採取して(プ ロスによる数時間の事前培養

は実施せず)接 種菌液 を作製 した。菌租の内訳 は,

Staphylococcus aureuse ATCC 29213, Euterococcus

faecalis ATCC 29212, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Candida albicans ATCC 10231, Haemophylus
influenzae ATCC 9795, Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Kleb-

siella pneumoniae ATCC 13883 である。接種菌濃度

はCobas-bact(Roche)やms-2(Dynabotte)で 実

施 の濃度 と同等の2.0～4.0×106CFU/m1を 以 下に示

す検討各方法に接種 した。

2)使 用培地および既存反応液

濁度モニター法および既報の酵素反応応用迅速法3

種,ブ ドウ糖 消 費 追 跡 法10,11),MTT-PMS呈 色

法12.13.39),Resazurin呈 色法14,15)の検 討に当初,Muel-

ler-Hinton Broth(BBL,以 下M.H.Bと 略)を 使

用 した。同時にM.H.Bに 替 えてOtto23)ら が グ

ラム陰性ブ ドウ糖非発酵かん菌の同定に使用 した細菌

用 リン酸緩衝液 を少し変更 した溶液 とサルファ剤検討

時 に用 いる半合成 のスル ホ ンア ミ ド試験 溶液2のに

Resazurinを 添 加 してM.H.Bと の差 を求めた。 リ

ン酸緩衝液の組成はNa2HPO4・2H2O14.49,KH2

PO22。729,酵 母 エキ ス3.09,硫 酸 マ グネ シウム

0.19/L,pH=7.4で,ス ルホンア ミド用液の組成 は

Na2PO489,KH2PO429,ク エ ン酸ナ トリウム0.4

g,硫 酸 アンモニウム1.0g,硫 酸 マグネ シウム0.1

g,カ ザ ミノ酸2.0g,ト リプ トファン0.01g,ニ コ

チ ン酸0.0029,ビ タ ミ ンB10.019,ブ ドウ糖2.0

g/LpH=7.3を 調合 した。

3)新 規の反応液

スルホンア ミド試験溶液組成を基に,酵 母エキスや

ブ ドウ糖 などの添加に よるResazurin呈 色 の増強 を

求 め,補 酵素9種,ビ タ ミンB1,B2,B6,B12,C,

H,K3,NAD,PABAを 種 々濃度 を添加 して新規反

応液の構築を模索 した。

4)濁 度モニター法

M.H.Bに いずれの添加物 も入れず,そ のままで

8菌 種に使用 した。菌接種後37℃ にて振 とう培養 し,

経時的に600nmに お ける混濁度を測光セル部が37℃

保温が可能 なGiMordstasar3(CORNING)に より

測定 した。

5)ブ ドウ糖消費追跡法

ブドウ糖 を200mg/d1に な るようM.H.Bに 添加

し,各 菌を接種後,振 とう培養 しながら経時的にプロ

ス中の残存 ブ ドウ糖量を計測 した。計測法はglucose

oxidase/peroxidase呈 色 法25)(KAINOSGL-5)を

用 いた。

6)MTT-PMS呈 色 法

本 法 も振 と う培 養中,経 時 的 に0.1%MTT(3-

(4,5-dimethylthiazo1)-2,5-diphenyltetrazolium-

bromide:SIGMA)と,0,05%PMS(phenazineme-

thosulfate:SIGMA)を 等 量添加 し,約10分 呈 色 を

待ち紫赤色の呈色 と沈澱を求 めた。

7)Resazurin呈 色 法

Resazurin(WAKO)を17.5mg/L濃 度M.H,B

に事 前添加 した。Resazurin(600nmλmax・ 紫 青色)

が菌 によって還元 され ると,Resomn(570nmλmax・

桃 色)に 変化す る。振 とう培養中Resolfinの 出 現時

間を観察 した。 あわせて,リ ン酸緩衝液 とスルホンア

ミド用液 にもResazurinを 添 加 して反応を求めた。

8)新 規反応液でのResazurin呈 色 法

独 自に作製 した半合成溶液(18物 質配合)にRes-

azurinを 添 加 し,Gilford staser3に て600nmに お

ける吸光度の減少 を追跡 した。

II.結 果

1)濁 度 モニター法

被検菌8株 の濁度上昇曲線 をFig.1に 示 す。培養

開始後,2.0時 間(以 下,hと 略)ほ どはどの菌も濁

度の上昇 は肉眼的には認められない。 しかし,濁 度上

昇 は認め られ ない ものの生菌数 の動 きは徐々に増加

し,腸 内 細 菌2種 は初 発 時 の 菌 量 か ら3.5×107

CFU/m1に な っていた。この時 間後,腸 内細菌2菌

種 は素早 い濁 度上昇 が認 め られ,4h後 に は吸光度

(以下,O.Dと 略)0.207と な り,生 菌数 は7.5×108

CFU/mlに な った。S.aureus,E.faecalisは 腸内細菌

よりやや遅 れ,2.5h頃 か らの濁度上昇が見 られた。

H.influenzaeやS.pyogenes, C.albicansは4～5h時

で も濁度 の明瞭 な上昇 は認 め られな い。Paem盛

nosaは4h頃 に少 し,濁 度上昇の兆 しが認められ,0.

Dは0.028ほ ど で,増 菌 に よ る生 菌 数 は6.7×107

CFU/mlに なっていた。

2)ブ ドウ糖消費追跡法

ブ ドウ糖の減少が最 も早 く認 められたのはE.coli

とK.pneumoniaeの2菌 種で,振 とう培養開始後2h

時 であった。他の菌種 も含め,ブ ドウ糖残存量の変化
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Fig. 1. Time course of tubidity for 8 ATCC strains.

Fig. 2. Glucose concentration in M. H. broth.

をFig.2に 示 した。 この図か ら,8菌 種 ではブ ドウ

糖の消費が認知 され出す時間は濁度モニター法の濁度

初期感知時間と差 はなかった。ブ ドウ糖の消費減少量

は腸内細菌2菌 種で は1hで2～3mg/dlと 極 少量で,

2hで10mg/dlほ どが消費 された。E.faecalisやS.

amusで は さ らに少 な く2hで3～5mg/dl量 ほ ど

で,そ の他の菌種の消費 はほ とん ど0に 等 しか った。

この2h以 降,前 記4菌 種のブ ドウ糖消費 は活発 にな

り,3hで は20mg/dlに,5hで は50～90mg/dl量

が 消 費 され る まで 反 応 が進 ん だ。一 方,P.aer-

uginosaは 消費の進行が遅 く,5hで も10mg/dlほ ど

で あ っ た。 ま た,S.pyogenes,C,albicans、H.

influenzaeで は5hで もほ とん どブ ドウ糖の消費 はな

かった。本法では呈色試薬を添加すると,以 後の菌増

殖は期待できず,連 続モニターは叶わなか った。

3)MTT-PMS呈 色 法

MTTは0.05%,PMSは0.005%濃 度 でグ ラム 陽

性球菌の発育 を阻害 したため,ブ ドウ糖消費追跡法 と

同様,経 時的な試薬の添加 を行 った。本法の呈色態度

をFig.3に 示 した。 この図 に示すご とく,本 呈色法

でも反応出現が早かったのはE.coliとK.pneumo-

niaeで あ り,そ の出現時間 はブ ドウ糖消費追跡法 と

同様 の2hで あった。8菌 種全体 でもブ ドウ糖消費追

跡法 と同様,濁 度モニター法 と,そ の検出最短時間 は

変わらなかった。ただ,呈 色色調は強 く,得 られる0。

D値 は大 きかった。5hで 色調が得 られた菌種 は6菌

種で,H.influenzae,S.pyogenesは 無呈色のままであ

った。 しか し,明 瞭な色調 を示 したの は4菌 種 でP

aerugunosa,C.albicansの2菌 種は呈色があっても色

調はきわめて弱 く,肉 眼的に見ず らかった。 また,調

整後の試薬は光 と温度に不安定で保存がきかず,添 加

後は菌の増殖進行は阻 まれ,連 続モニターは叶わなか

った。

4)Resazurin呈 色法

S.aureusを 接種 したM.H.Bお よ びリン酸緩衝

液,ス ルホンアミド試験溶液 の3種 での呈色態度 を
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Fig. 3. Time course of MTT-PMS color change for 8 ATCC strains.

Fig. 4. Time course of resazurin color change at M . H. B and two

reaction buffer again St Staphylococcus aureus.

Fig.4に 示 した。呈色が出現 して くる最短時間 に3

種 の溶液に大 きな差はでなかった。Resazurin呈 色 法

(以下,Res呈 法 と略)はE. col4 K.pneumoniaeの

他 にE. faecalis,S. aureusも2h頃 に呈色変化がとら

えられだした。 しか し,こ の最短検出時間はブドウ糖

消費追跡法やMTT-PMS呈 色 法,さ らに濁度モニタ

ー法 とほぼ同等であった
。 また,P.aeruginosaとS-

pyogenesは どの溶液でも呈色 は遅 く5h以 上 を要 し,

色調 もかな り弱 い。Calbicans, H. influemaeは3溶

液 とも呈色が認め られなかった。呈色が明瞭だった4

菌 種 での600nmで の0. D減 少 量 は濁度モニ ター法

の獲得0. D量 よ り大 きかった。その差はE. coliの 場

合,Res呈 法 が反応4hで0.D差 が0.75で あ ったの

に対 し,濁 度モニ ター法では0.197で あ った。3種 類

の培地および反応液での長時間培養(オ ーバーナイ

ト)後 の残存生菌数はM-H・Bが 最 も多 く,リ ン酸

緩衝液 とスルホンアミド溶液は混濁度 も弱 く,生 菌数

も少なかった。

5)新 規反応液 の組成

新 しい反応液の組成をTable 1に 示 す。スルホンア

ミド試験溶液 を基に検討 し,添 加物質 は18種 になっ

た。溶 液 のpHの 維 持 は リ ン酸 塩 とNaHCO3で

pH=7.25±0.05に 調 整 した。炭素源 はクエ ン酸ナ ト

リウムを使用,特 にP.aeruginosaの 活 性増 になった

が,2価 イオ ンCa2+, Mg2+の 効 力 を妨 げ ない量 の

0.29/Lに した。NaC1は 反 応溶液 の浸透圧を考慮 し

6.59/lに した結果,305 mosm/Lと な り,M。H.B

の浸 透圧327 mosm/Lに 近 似 した もの となった。ア

ルギニ ンはS. aureusやE. faecalisの 活性 を若干上昇

させ,ニ コチン酸 アミドおよびシスチンは腸内細菌の

活性力を少 し上昇 させた。酵母エキスは被検菌全種の

酵素活性上昇に役立つことが判明 し,反 応液組成から

は外せなかった。 さらに,補 酵素9種 を添加検討 した

結果 はビタミンB2, B6, Cは それ自身,強 い還元性 を
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持つ ため,B12は 赤 色色調 を強 く帯びるためにRes呈

法 には当初か ら活用で きなか った。 また,Bi,H,

NAD,PABA4種 は反応の増長が認められなかった。

しか し,ビ タ ミンK3はRes呈 法の感度を大いに助長

させた。

6)ビ タミンK3の 添加量

Table 1. Composition of the new reaction buffer

ビタミンK3は 脂溶性であるため,エ タノールに10

mg/ml濃 度 に溶解 させて新規反応液に種々濃度に添

加 した。 ビタ ミンK3の 代 わ りにMenazion-disul-

fate(SIGMA:水 溶性)を 用いると調整が便利 であ る

が,反 応液ブ ランクの シフ ト化(時 間 とともにO.D

の下降)が お き,測 定 しずらか った。種々濃度に添加

され た ビタ ミンK3に よるRes呈 法 の反応 態 度 を

Fig.5に 示 す。 またFig.6に 生 菌数 を求め,添 加 量

に よる発育阻害の程度 を被検菌全種 について示 した。

この2つ の成績 より発育阻害を最小に,酵 素活性 は最

大に捉えられる添加量を調べた結果,S,aureus,E.

faecalis,S.pyogenesの グラム陽性球菌とH.influen-

2aeは0.3mg/Lが 適 切であった。一方,腸 内細菌 は

5.0mg/Lで 高 活性 が得 られ るが,P.aeruginosaは

5.0mg/Lで も活性 は弱 く20.0mg/L濃 度 で最 も還元

反応力が強 く出現 した。 また,C.albicansは 腸 内細

菌 と同 じ5.0mg/Lで 高感度であった。以上の結 果,

新規の反応液 はビタ ミンK3添 加量の違 いで3種 類 に

なり,対 応菌種 に合わせて使用することにした。

7)新 規反応液でのRes呈 法

今までの検討を総括 し,M.H.Bに よる濁度モニ

ター法,M.H.Bに よるRes呈 法,新 規反応液によ

るRes呈 法 の計3方 法での3.5h間 の獲得O.Dを 比

較 した成績 をFig.7に 示 した。検討8菌 種すべてで

新規反応液のRes呈 法が一番高感度なO.Dの 進行が

認 められ る。その反応感度(反 応スター トか ら2.5h

まで)は 濁度モニター法に比べる と菌種 にもよるが,

数十～数百倍以上 を示 した。新規の反応液によるRes

呈 法 で最 も酵素活性の強か ったK.pneumoniaeと 最

も弱かったP.aeruginosaの 感度差 は約4.5倍 ほ どで

あった。 しか し,弱 かったP.aeruiginosaも 図 に示す

ごとく4.5h間 に獲得するO.D変 化 量 は大 きい。 ま

Fig. 5. Resazurin color change and vit. K3 content.
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Fig. 6. Cell viability and vitamin K. content.

Fig. 7. Sensitivity of resazurin method against 8 ATCC strains.

た,ビ タミンK3添 加量 の異なる3種 類の反応液は対

応被検菌 の酵素活性 を引き出すのみならず,短 時間で

の発育支持能 はM.H.Bよ り若干,強 い結果を示し

た。K.pneumoniaeで は5.0×105CFU/ml接 種 で,

3h後 で は新規 反応液 では2.3×107CFU/mlに,M.

H.Bで は7.6×106CFU/mlで あ った。 しか し,オ

ーバーナイ トの培養では新規反応液での生菌数はM 。

H.Bの 生 菌数よ り少な く,濁 度 は高い ものの死滅が

早い結果を示した。

8)接 種菌量差 によるRes呈 法

E.faecalisを 種 々の菌濃度で新規反応液 に接種 し,

Res呈 法 を追 った成績 をFig.8に 示 した。菌還 元力

による呈色変化度合は接種 され る菌量 に比例 した。他

の7菌 種 も同様,接 種菌量 に比例す る呈色変化 を示 し

た。E.faecalisの 場 合,接 種菌濃度2.0×108CFU/

ml以 上 の菌濃度で反応スター ト直後 よりRes変 化 に

よるO.D値 の減少(Lag-Timeが ほ とん どない)が

認め られた。反応 スター ト直後か ら菌活性が とらえら

れ る各菌種の最少接種菌濃度はE.coli.K、Pneumo-

niae,S.aureusはE.faecalisと 同等であった。P.

aeruginosa,H.infulenzaeは4.0×106CFU/mlで,

S.pyogenes,C.albicansは6.0×106CFU/mlで あっ

た。腸 内細 菌 やE.faecalisで は さ らに高菌 濃度 の

3.0×107CFU/ml接 種 で のス ター トで は反応1.Oh

ほ どでResを すべてResolfinに 変 化させてしまった。

むろん,菌 を接種 しないRes呈 法 反応ブランク液の

O.D変 化 はほぼ認 め られず,時 間経過 とともに極小

のO.Dの 上 昇(4h間 で0.005ほ ど)が あるにす ぎ

ない。次に,微 量液体希釈法26)に指 定される接種菌濃

度5.0×105CFU/mlで のRes呈 法 の感度 を検索 した。

その結果は発育 の早い腸内細菌で も反応スター ト後,

約2hま で はO.D変 化 がな く,色 調 は青色の ままで

あった。結局,増 菌を待 っての呈色変化が始 まり,呈

色の兆 しが認め られるの は2.5h頃 で紫青色への変化

を示した。他の菌種では鮮明な桃色 に至 るまでの反応

時間はS.aureusやE.faecalisで は4.0～4.5h時 に,
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Fig. 8. Sensitivity of the new resazurin solution method against

Enterococcus faecalis and inoculum size.

P.aeruginosaは5.5hほ どで,H.infuluenzae,S,

pyogenes,C.albicansな どは6hを 要 した。

III.考 察

濁度モニター法 を基に,既 報の細菌酵素反応3測 定

法の迅速性をM.H.Bを 用 いて検討 した。16～20h

培養 の平板上菌苔か ら直接採取の3.0×106CFU/ml

濃度 では,い ずれの迅速法 も3.5×107CFU/mlほ ど

に菌数が増 え(反 応 スター トか ら約2h),対 数 期 に

移った時点での初期検出であった。ブ ドウ糖消費追跡

法を検討した菅原 らの成績10)はプロスでの事前培養を

数時 間行 った後,対 数 期 に移行 した菌 を1.0×107

CFU/ml濃 度 接種 して培養4～5hほ どで結果が得 ら

れたと報告している。 この点,濁 度モニター法でも0.

D値 が低い ものの発育 の早 い菌で は,ほ ぼ同時間 の

2.5hで 認知だけは可能である。

元来,平 板上に発育 した菌 は定常期初期でも,そ れ

なりの酵素活性 を持つため27～鋤,何 が しか の反応値

が得られるものと考 える。広範囲の細菌が保有するブ

ドウ糖消費力やMTT-PMS法 の電子伝達力,Resの

還元反応力がM・H・Bの 使用で は2h以 内には引 き出

せなかった。 その一要因 として,反 応環境が適 してい

ないことが推測 され た。次 の段階 としてResを(色

調が鮮やかで,可 視波長での測定が可能で,菌 発育 に

阻害がな く培地あるいは反応液 に事前添加が可能など

の理由か ら)選 択固定 し,菌 運元酵素力がResに よ

って鋭敏に とらえられ る環境設定(新 規反応液)に 力

を注いだ。考案した反応液 は半合成のスルホンアミド

試験溶液を もとに改良 を加 えたもので,臓 器エキスや

カザ ミノ酸 は用 いていない。 この新規反応液 にRes

を添加 した呈 色反応系 は同 じ くResを 添 加 したM.

H.Bの 組 合せでは得 られなかった鋭敏性 を示 した。

その感度は従来の方法が時間単位 を必要 とするのと異

な り,分 単位で反応がとらえられ,ま た接種菌量 に対

応 した菌酵素活性力 を引 き出 させた。Lag-Timeが

ほ とん ど認め られない最少菌接種濃度 は106CFU/ml

前半 オーダーであ り,こ れ以上 になる とO.D測 定 限

度を短時間内に越 えてしまう。むろん,実 験 に際 して

は反応液を事前に37℃ に暖めておかな くては菌接種

直後の反応活性はきわめて小 さい。また,薬 剤感受性

試験 はいか なる方法に しろ接種 菌量 の影響 を受 け

る1,24)。迅 速化を計 るための一方法 に接種菌濃度 を上

げる手段が考 えられるが,MIC値 測 定標準法26,31)や

頻 用されるディスク拡散法 との成績一致の面か ら,新

しい迅速法 は接種菌濃度の問題を,ま ず対等 にしなけ

ればな らない と思われ る。その菌濃度 とは105～106

CFU/mlほ どが頻用 されてい るが,今 回検 討のRes

呈 法 はこの菌濃度相当で短時間化が望めそうである。

加 えて,接 種菌 は平板培地 に16～20h培 養後 に発育

した集落 をその まま利用し,微 量 プロスによる事前培

養の手間が省略できる。 日常の細菌検査が当面する一

次分離平板上の集落 と菌世代が同じであることから菌

検出時点か ら即刻,高 感度で短時間の感受性試験が実

施で きるものと思われ る。

Res呈 法 が鋭敏で高感度 になったのは新規反応液 の

組成内容,硫 酸 アンモニウムや クエ ン酸ナ トリウム,

ブ ドゥ糖,Mg2＋ 、Ca2+な どのバランスが とれた こと

もあ るが,大 きな影響 があ ったの は酵 母 エキス と

Mg2+イ オ ン と,特 に ビタ ミンK3の 添加 である。 ビ

タ ミンK3は 合成 ビタ ミンKと 呼 ばれ,天 然 に存在

す るビタミンK1,K2に 比 べる と,1分 子当た りの活
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性 は等 しいが,重 量当た りではビタ ミンKsが 最 も活

性が大 きい鋤。 ビタ ミンKlは 緑葉櫨物の光合成にお

けるリン酸化の必須要素であり32),動 物組織でも同様

の酸化的 リン酸化に必要な副成分 の機能 を有す る33)。

3種 のビタ ミンK1,K2,K3お よびきわめて近縁のキ

ノン物質が動物肝細胞内 ミトコン ドリアの酸化的 リン

酸化 に重要な役割 を演 じている34)。今 回のRes呈 法

での ビタ ミンK3の 働 きは,Crane35)が キ ノ ン物 質,

Coenzyme Q (Ubiquinone=2,3-Dimethoxy-5-me-

thylbenzoquinoneのC-6にPolyisoprenoid鎖 が つい

たもの)が 電子伝達系の最終段階で,お そらくは酸化

的 リン酸化での電子運搬体 としての働 きがあると述べ

ること。 また,KANBE C36)もPediococcus halophi-

lusの 還 元力 としてのNADHデ ヒ ドロゲナーゼ活性

の検討で本酵素はNADHに 特 異的で,電 子受容体 と

してビタ ミンK3添 加 で活性が上昇 したとの報告など

か ら推測すると,Res呈 法 におけるビタミンK3の 働

きは電子運搬体 として菌還元反応の助長 を行い,指 示

薬のRes色 調変化を増長 した もの と考えている。

一方
,従 来の方 法で はC.albicansやS.Pyogenes

は感 受性測定 にさいしては培地を変えたり,血 液成分

の添加が必要であ る37～39)。しか し,そ れ は菌増殖 を

促すためで,細 菌細胞の酵素活性面か ら考えると,同

じ内容組成の反応液で酵素活性 はとらえられ るはずで

ある。今回の新規反応液では,こ の意図通 り,C.al-

bicansやS.pyogenesに も呈色 が得 られ てい た。特

に、真菌に対する抗真菌剤感受性試験 は,そ の使用培

地 の種類 や培養時 間 の長 さな ど,手 技 が複雑 で あ

り37),標 準 となる測定法が確立 されていない。 この真

菌用感受性試験面に も今回開発の呈色反応系が利用で

きれ ば と考 えている。次に,Heamophylusに はヘ ミ

ンとNADH2の 添加が必要であるが,Res呈 法 は600

nmで の減少反応 として測定するため,ヘ ミンによる

反応液への色調干渉 も大 きな影響 はなく測光可能であ

った。

以上,Res呈 法 は菌種により接種菌濃度 に若干の違

いはあるが,反 応開始直後から菌酵素活性が捉えられ

るため,今 までのオーバーナイ ト培養法では得 られな

かった短時間下の抗生物質や抗真菌剤の作用 を簡便に

見 られ る特徴 を有す る方法 との期待が もてる。ただ,

微 量液体 希釈標準法 とまった く同 じ接 種菌濃 度 の

5.0×105CFU/mlで は測定感度 がや や低 く,2～3h

の増 菌を待たな くてはいけない。 これでは本呈色法の

特色が半減し、真の迅速化がなされていないようにも

感 じられた。 まだ基礎検討の域 で,肝 心の抗菌剤 を添

加 した場合,薬 剤作用によ り細菌 のRes反 応 態度 が

どう変化 して出現するかは記 していない。抗菌剤の細

菌に対す る作用は薬剤各々で異なり,複 雑である。第

二報 にて薬 剤添加 時 のRes呈 法 の詳細 を報告 した

い。
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In order to speed up susceptibility tests,a new approach to the measurement method was inves-
tigated. The objective was to omit some of the culture procedures. I devised a special reaction
mixture using a color indicator (resazurin) for bacterial enzyme activity as the index. This colora-

tion system had a high sensitivity with no lag time , and was easily measured. Eight standard ATCC
strains were tested using system, and the following results were obtained.

1) The intensity of resazurin coloration increased in proportion to the inoculum size. The
sensitivity of the resazurin coloration method was tens to hundreds of times greater than that of
turbidity elevation in M.H. Broth.

2) Vit. K3 had a significant influence on the reducing activity of the microorganisms used in the

present study.
3) A high sensitivity with no lag time was obtained for 3-5 x 106 CFU/ml inoculum size as well

as for the bacterial autoanalyzer inoculum size.
4) The same intensity was obtained by Candida albicans, Streptococcus pyogenes as well as by

Escherichia coli or Staphylococcus aureus in the new color mixture solution.


