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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
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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。

文 献

1) Millicent C Goldsschmidt: 微生物検査の機器化, 自

動化, 微量化。 グラツ ドウォール臨床検査学IV微

生物 (松本 慶造, 本 間 守 男 監 訳), 医 歯薬 出版

216～269, 1985

2) 三輪谷俊男: 微生物に関 する簡易・迅速検査法。臨床

病理37: 79～95, 1979

3) 坂崎利一, 轡田三佐夫, 森地敏樹: 食品微生物検査の

簡 易化 。自動化, 迅速化。 サイエンスフォーラム11
～23 , 1985

4) 山根試久: 薬剤感 受性試 験の反省 と将来展望 (4)

自動化測定機器。臨床病理36: 1268～1273, 1988

5) Thornsberry C: Automation and mechanization in

antimicrobial susceptibility testing. Antibiotics

Labo. Medicine, 2 nd Edit. 151•`158, 1985

6) Bartlette R C, Mazens M F: Rapid antimicrobial

susceptibility test using tetrazolium reduction.

Antimicrobial Agents Chemotherapy 15: 769•`

774, 1979

7) 外 岡 立 人, 松 本 隆 任, 今 井 浩: ATP-Bio-

luminesence (Luciferase Assay) を利 用 した抗 生

物 質 感 受 性 試 験 の 試 み 第 一 報; 従 来 法 との比 較。

臨 床 と微 生 物13: 499～504, 1986

8) 佐 和 章, 尾 家 重 春, 神代 昭: 細 菌 性 酵素 を利 用 し

たE.coliのMIC迅 速 測 定 へ の ア プ ローチ 。 山口医

学34: 399～402. 1985

9) Jackson J L, Mitchell R B: Use of hemoglobin

indicator for rapid method of determining antibi-

otic sensitivity of microorganisms. Texisas Rep.

Biol. Med. 12: 171•`172, 1954

10) 菅 原 和 行: 薬 剤 感 受 性 試 験 の 反 省 と将 来 展 望 (3)

ミ ク ロ ブ イ ヨ ン 希 釈 法 。 臨 床 病 理36: 1261～1267,

1988

11) 林 智 恵 子, 菅 原和 行, 山 口恵 三: 薬 剤感 受性 試験 にお

け る グ ロー ス イ ン ジケー ター に つ い て。 モ ダ ン メデ

ィア36: 31～37, 1990

12) Van Noorden C: The involvement of superoxide

anions in the nitro blue tetrazolium chloride

reduction mediatied by NADH and phenazine

methosulfate. Anal Biochem. 175: 170•`174, 1989

13) Aikoh H: Reduction of mercuric ion to metallic

mercury in vitro by some enzymes. Okayama

Univ. Science. 21: 25•`32, 1985

14) Pesch K L, Simmert U: Milchw. Forsch. 8: 551,

1929

15) Maki Y, Yamamoto H, Takaesu Y, Sibuya M,

Kinoshita Y, Asami K: A rapid caries activity

test by resazurin disk. Bull Tokyo Dent Coll. 27:

1•`13, 1986

16) 杉浦正士: 細菌検査 の迅速化, ヘモグ ロビン還元デ



VOL.40 NO.6 Resazurin呈 色迅 速法 の基礎 検討 735

イス ク法。 衛 生 検 査28: 1327～1331, 1979

17) Frederick S N, Karen K K, Luisa A B, Nanncy

P C, Gail E S: Rapid and overnight microdilution

antibiotic susceptibility testing with the sensititre

break point autoreader system. J. Cli, Mi-

crobiol. 26: 1079•`1084, 1988

18) Chappelle E W, Levin G V: Use of the firely

bioluminescent reaction for rapid detection and

counting of bacteria. Siochem. Medicine. 2: 41•`

50, 1968

19) Coudron P E, Ford J M, Datton H P,: Tetrazor-

ium reduction an aid for streptococcal drowth

detection with agar dilution susceptibility test-

ing, J. Clin. Microbiol. 18: 765, 1983

20) 真木 吉 信, 山本 秀 樹, 松 久保 隆, 高 江州 義 則, 渋 谷 む

つ み: Resazurin disk法 に よ る う蝕 活 動 迅 速 判 定 試

験 と う蝕 発 病 の予 測 性 。 口腔 衛 生 学 会 誌34. 3: 208

～214 , 1984

21) 真 木吉 信, 山本 秀 樹, 松 久保 隆, 高 江州 義 則, 渋 谷 む

つ み: Resazurin disk test唾 液 に よ る う蝕 活 動迅 速

判 定法 。 歯科 学 報84: 369～371, 1984

22) 内 倉義 宣, 戸 坂 俊一, 高 橋建 作, 奥 村 智信: う蝕活 動

試 験 に つ い て 第一 報MSBB法, Cariostat法,

Resazurin-disk法 の 比 較 検 討 。 歯 学7: 682～693,

1989

23) Otto L A, Pickett M J: A rapid method for identi-

fication of gram negative nonfermentative bacil-

li. J. Clin. Microbiol. 3: 566, 1977

24) 三橋 進: 薬剤感 受性測定法 薬 剤耐性菌の理論 と

実際。講談社サイエンティフィック79, 1980

25) Trinder P: Determination of glucose in blood

using glucose oxidase with a alternative oxygen

acceptor. Ann. Clin. Biochem. 6: 24, 1969

26) 日本 化 学療 法 学 会MIC測 定 法 改訂 委 員 会: 微 量 液 体

希 釈 法 に よ るMIC測 定 法。Chemotherapy 38: 103
～105 , 1990

27) 上 野 一 恵, 渡 辺 邦 友: 新 しい 嫌 気 性 菌 同 定 キ ッ ト

(ABLシ ステ ム) の 評 価 。嫌 気 性 菌感 染症 研 究261

～269 , 1988

28) 三 木 寛 治: 臨 床 微 生 物 検 査 の迅 速 化 感 染 尿 の 簡 易

ス ク リー ニ ン グ。 衛生 検 査37: 499,1988

29) 菅 原 和 行: 臨 床 微 生 物 検 査 の 迅 速 化 酵 素検 出 法 。

衛 生検 査37: 488, 1988

30) 高松 厚 志, 成 田真 奈葵:Escherichia coliの 迅 速 同定

に つ い て。衛 生 検 査37: 584, 1988

31) 日本 化学 療 法 学 会: 最 小 発 育 阻 止 濃 度 (MIC) 測 定

法 改訂 につ い て。Chemotherapy 29: 76～79, 1981

32) Harold A Harper: ハ ーバ ー ・生 化 学 (三浦 義彰: 監

訳), 丸 善株 式 会社 。93～94, 1971

33) Anderson W W, Dallam R D: The effect of vita-

min KI on oxidative phosphorylation of rat liver

mitochondria irradiated with ultraviolet light. J.

Biol. Chem. 234: 409•`411, 1959

34) Beyer R E: The effect of ultraviolet light on

mitochondria II Restoration of oxidative phos-

phorylation with vitamin k 1 after near ultravio-

let treatment. J. Biol. Chem. 234: 688, 1959

35) Crane F L, Hatefi Y, Lester R L, Widmer C:

Isolation of quinone from beef heart mitochon-

dria. Biochem. et biophys. acta 25: 220, 1957

36) Kanbe C, Uchida K: NADH Dehydrogenase activ-

ity of Pediococcus halophilus as a factor detemin-

ing its deducing force. Agric Biol Chem. 51: 507•`

514, 1987

37) 山 口英世: 抗真 菌剤の感受性 試験。検 査 と技術17:

889•`894, 1989

38) Galgiani J N: Why not standardize antifungal

susceptibility testing. Antimicrob. Newsl. 1: 40,

1984

39) 杉 浦 朗, 高 山 保, 城 野 久 美子: 微量 液 体 希釈 法 に

よるS.pyogenes, S.pneumoniae, H. influenzaeお

よびB.catarrhalisの 抗 菌 薬 に対 す る感 受 性 測 定 用

培 地 の検 討 と本 法 に よ る臨 床 分 離 株 の感 受 性 分 布 。

Chemotherapy 38: 1160•`1170, 1990



736 CHEMOTHERAPY JUNE 1992

NEW RAPID DRUG SUSCEPTIBILITY TESTS BASED ON

MICROORGANISM ENZYME ACTIVITY

PART:1 ESTABLISHMENT OF REACTION SOLUTION AND DETECTION SYSTEM

Hideyuki Kariyama

Department of Clinical Laboratory, Osaka Prefectural Rehabilitation Center Hospital,

4-3-1 Asahigaoka-Nakamachi, Sakai, Osaka, Japan

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.


