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褥 瘡 な ど の皮 膚 感 染 病 巣 か らのmethicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)除 菌

を 目 的 と し て,6種 類 の 色 素 剤 を そ の 薬 剤 と し て 選 択 し,ま ず3種 の 標 準 菌Staphylococcus

aureus(S.aureus),Pseudaromonas aeruginosa(P.aeruginorna),Escherichia coli(E.coli)を

用 い て そ の 抗 菌 活 性 に つ き検 討 した 。 そ の 結 果,triphenylmethane系 の3種 類 の 色 素 剤 はP.

aeruginosa,E.coliに 対 し て他 系 の 色 素 剤 に比 し,際 立 っ た抗 菌 作 用 は認 め られ な い もの の,

S.aureusは い ず れ に も高 い 感 受 性 を 示 し,な か で もgentianvioletは 最 小 殺 菌 濃 度(mini-

mum bactericidal concentration;MBC)が0.0025%と,も っ と も 強 い 殺 菌 効 果 が 認 め ら れ

た。 さ らに臨床 分離 菌 を用 いた感受 性 の測定 にお いて も,gentianvioletはMRSAを 含 むS.

aureusに 対 してMBCが ≦0.0025%～0.08%の 値 を示 した。 またgentianvioletを 最小発 育 阻

止 濃度(minimum inhibitory concentration;MIC)0.00032%～0.00064%含 み,ヒ ト血 清 を

5%の 割合 で 添加 した培 地 にて,54時 間継 続 培養 して もMRSAの 発 育 は認 め られ ず,持 続 し

た抗 菌効 果が認 め られ た。以上 の ことよ りgentianvioletはMRSAに 対 して低濃 度 で臨床 使

用が可能 で ある こ とが想 定 され,褥 瘡 な どのMRSA感 染皮 膚病 巣 に有 効 な薬 剤 とな りう る こ

とが示唆 され た。
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最近,褥 瘡からのmethicillin-resistant Staphylococcus

aureus(MRSA)の 分離頻度 は増 加傾 向にあ り,MRSA

による褥瘡感染創が直接的,間 接的に院 内感染源 にな るこ

とが示唆 されている1.2)。しか し,褥 瘡 な どのMRSA感 染

病巣に対 して,抗 生物質 による治療 は必 ず しも満足すべ き

効果を上げていない。一方,色 素剤 の抗菌効 果 は深達性

で,血 清蛋白の存在下 において も,そ の効果の減弱 は少な

く,さ らに収敷作用 と生体組織 に対 し刺激が少 ないな どの

特徴を有することから,こ れまでにある種の感染症 におい

て,臨 床的に使用されて きた。

我々 はMRSA感 染 病 巣 治療 剤 の検 索 を目 的 と して,過

去に,あ るい は現 在 で も臨 床 上 使 用 され て い るtriphenyl-

methane,phenothiazine,azoま たはacridine系 に属 す る

6種 類 の塩 基性 色 素 を選択 し,そ の抗 菌 活性 に つ い て の基

礎的検 討 を行 っ たの で報 告 す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

gentian violet(Pyoktanin blue,試 薬 特 級),bril-

liant green(試 薬 特 級),malachite green(試 薬 特

級),chrysoidin(試 薬 特 級)な ら び にmethylene blue

(試 薬 特 級)は そ れ ぞ れ 和 光 純 薬 よ り購 入 し た 。 ま た

ethacridine (Acrinol,日 本 薬 局 方)は 日 本 新 薬 か

ら,povidone-iodineは 明 治 製 薬 よ りそ れ ぞ れ 購 入 し

た。

2.使 用菌株

Staphylococcus aureus(S.aureus)ATCC6538,

Pseudomonas aeruginosa(P.aeruginosa)NCTC

10490,Escherichia coli(E.coli)ATCC2716を それ

ぞれ 抗 生 物 質 の 検 定 用 標 準 菌 株 と して 用 い,ま た

1989年5月 か ら1992年6月 にお け る日本 医科 大学 付

属第 一病院 細菌 検査 室 にお いて各種 臨床 材料 か ら分離
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した臨床 分 離株S,aureus 115株,そ の うちmethicil-

lin-sensitive S.aureus(MSSA)45株gMRSA 70

株,Paeruginosa 25株,E.coli 52株 を そ れ ぞ れ 実

験 に供 した。

3.使 用 培地

ミュラー ヒン トン液体 培 地(Difco)お よ び ミ ュラ

ー ヒン トン寒天 培地(Difco)を 増 菌 な らび に薬 剤感

受性 測定 用培地 に使用 した。 また,per ml 4μgの

oxacillinと2%のNaClを 含有 す る ミュラー ヒ ン トン

液体 培地 をMRSA検 出培地 として使 用 した3,4)。

4.各 色素 剤の抗 菌活性

1)Minimum bactericidal concentration

(MBC):

gentian violet,brimant green,malachite green,

chrysoidin,methylene blue,ethacridineの 抗菌 活性

を標 準 菌S.aureus(ATCC 6538),P.aeruginosa

(NCTC 10490)お よびE.coli(ATCC 2716)な らび

に上記 の臨床 分離株 を用 い て,液 体 培 地希 釈法5)に 準

じMBCを 測定 す る ことに よ り検 討 した。各 色素 剤 を

秤量 後,ご く少量 の滅菌 精製水 で完 全 に溶 解後,滅 菌

ミュラー ヒン トン液体培 地 を用い て2倍 希 釈系 列 を作

り,こ れ を被 験液 とした。各被 験菌株 は液 体培 地 に接

種 し,37℃18時 間培養 後,こ れ を菌 液 として用い た。

2倍 希釈 系列 の被 験液9mlにper ml 108 colony for-

ming unit(CFU)の 菌 液1ml(10℃FU)を 加 え

て,37℃,18時 間培養 後,そ の培 養液 よ り各 々100μl

を採 取 し,ミ ュラー ヒン トン寒天 培地 に接 種 し37℃,

18時 間培 養 後,菌 の発 育 が まった く認 め られ な い薬

剤 の最小 濃度 をMBCと した。

2)gentian violetお よ びpovidone-iodineの

MRSAに 対 す るMinimum inhibitory concentration

(MIC):

MICの 測 定 は薬 剤 の色 に よ る影 響 か ら,液 体 培 地

希釈 法 に よる測 定が 困難で あ ったた め,寒 天平 板希 釈

法6)を 用 いた。 すなわ ちgentian violet,povidone-

iodineを 各々秤 量 後,滅 菌 精 製 水 で2倍 希 釈 系 列 を

作成 し,そ の2mlを 普通 寒天 培地18mlに 混釈 して,

平 板 を 作 り,そ の 平 板 にMRSAの18時 間 培 養 液

(108CFU/ml)100μlを 接 種 し,37℃,18時 間 培 養,

菌 の発 育 が まっ た く見 られ な か っ た最小 薬 剤 濃 度 を

MICと した。

3)gentian violetお よびpovidone-iodineのMIC

にお ける ヒ ト血 清 の影 響:

MIC測 定 後,gentian violet,povidone-iodineを

培地 中 で,各 々 最終濃 度が 最小発 育阻 止濃度 含有 す る

よ うに調製 した被 験液(1ml)と,非 働 化(56℃,30

分)ヒ ト血 清(1ml)を ミュ ラー ヒン トン寒 天 培地

18mlに 混 釈(血 清濃 度5%)し,平 板 培地 を作 製 し

た。 その平板 にMRSAの 被験 菌 液100μl(108CFU/

ml)を 接種 し,37℃,18時 間 培 養後,血 清 に よる抗

菌効 果 に お よ ぼす 影響 を検 討 した。18時 間 後 におい

て も菌 の発 育 が認 め られ な い場 合,さ らに継続 培養を

行 い,36時 間 後,54時 間後,72時 間後 にお ける菌の

発育 の有無 を経 時的 に観 察 した。

II.結 果

1)標 準菌株 に対 す る色索 剤 のMBC

Table 1に 示 す ご と く,Triphenylmethane系 色素

で あ るgentian violet,brilliant green,malachite

greenの,E.coli(ATCC 2716),P.aeruginosa(NCT

C 10490)に 対 す るMBCは 各々0.02～0.04%,0.08

%～0.16%で あ った。

S.aureus(ATCC 6538)に 対 す るMBCは,0.0025

%～0.0050%で あ り,こ れ ら色 素 剤 に対 し顕著 な感受

性 を 示 した。azo系 色 素 で あ るchrysoidinは3種 類

の 菌 種 株 に対 し て,そ のMBCは0.16%～0.32%で

あ り,3菌 種 とも同程度 の感受 性 を示 した。phenoth-

iazine系 のmethylene blueはS.aureus(ATCC

6538)に 対 し0.16%濃 度 で殺 菌効 果 が認 め られたが,

P.aeruginosa(NCTC 10490),E.coli(ATCC 2716)

は,0.32%濃 度 で も殺菌効 果 は認 め られな かった。一

方acridine系 のethacridineはP.aeruginosa(NCT

C 10490)に 対 す るMBCは,0.04%濃 度 で全 被験色

素剤 中 で もっ とも高 い感 受性 を示 した もの の,E.coliだ

(ATCC2716)に 対 す るMBCは0.08%濃 度 であり,

S.aureus (ATCC 6538)に 対 して は0.32%濃 度 にお

いて も殺 菌効 果 は観 察 され なか った。

2)gentian violetの 臨 床分 離菌 に対 す るMBC

gentian violetは0.0025%濃 度 以 下でMSSAの51

%,MRSAの47%を 殺 菌 し(Fig.1),0.08%な いし

はそれ以 下 の濃度 におい て,MRSA 70菌 株 を含むS

amusの 全被 験 菌株 を殺菌 した。 また,gentian vio-

letの0.08%濃 度 で は,P.aeruginosaは 全 被 験 菌株

の20%(5/25),E.coliは 全 被 験 菌 株 の7.7%(4/

52)が 殺菌 され たが,gentian violetの0.32%濃 度}こ

お い て,P.aeruginosaの 全 被 験 株 の44%(11/25)

は殺 菌 さ れ ず,ま た,E.ocliの 全 被 験 株 の25%

(13/52)は 殺菌 されなか った(Fig.1)。

3)gentian violetとpovidone-iodineのMICと

その持 続性 にお よぼす ヒ ト血 清 の影響

被 験 菌 と して,MRSA臨 床 分 離株4株 を選 び,こ

れ らの 菌 に対 す るgentian violet,povidone-iodine

のMICを 測 定 し,あ わ せ てMICに お け る菌 の発 育
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Table 1, Minimum bactericidal concentration (MBC) of various dyes on

Staphylococcus aureus, Psoudomonas aeruginosa and Escherichia coli

A two-fold dilute solution (9ml) of each dye was incubated with 1ml of

bacterial suspension (103CFU/ml) for 18h at 37•Ž. Then, 100ƒÊl of this

solution was mixed with Mueller-Hinton agar on a plate.

The plate was incubated for 18 h at 37•Ž, and the number of colonies was

counted. The respective reference strains of S. aureus (ATCC 6538), P. aerugi-

nosa (NCTC 10490) and E. coli (ATCC 2716) were tested.

Fig. 1. The minimum bactericidal concentra-
tions (MBCs) of gentian violet against Sta-

phylococcus aureus (MRSA, MSSA), Pseudo-
monas aeruginosa and Escherichia coli. A two
-fold dilute solution (9ml) of gentian violet

was incubated with 1ml of bacterial suspen-
sion (108CFU/ml) for 18 h at 37°C. Then 100
p1 of this solution was mixed with Mueller-
Hinton agar on a plate. The plate was incubat-
ed for 18h at 3TC, and the number of colonies
was counted. MRSA (70 strains), MSSA (45
strains), P. aeruginosa (25 strains) and E. coli
(52 strains) were tested.

阻 止作 用 の持 続性 に対 す る ヒ ト血 清添加 に よる影 響 に

つ い て も検 討 し た。Table 2が 示 す ご と く,gentian

violetに 対 して4菌 株 と も異 な っ た値 を示 し,そ の

MICは0.00032%～0.00064%を 示 し た。 また,geル

tianvioletを 最小 発育 阻 止濃 度 を含 み,5%の ヒ ト血

清 を含 有す る ミュ ラー ヒン トン寒 天平板 培地 に4菌 株

を接 種 後,37℃,18時 間 の 培 養 に おい て も菌 の発 育

は観 察 され なか っ た けれ ど も,さ らに培 養 を継 続 し,

36時 間,52時 間,72時 間後 にお け る菌 の発育 を観察

した と ころ,MRSA-2,MRSA-16に は菌 の 発 育 は

認 め られ なか ったが,54時 間後 にMRSA-8,72時 間

後 にMRSA-12に 菌 の 発 育 が 認 め ら れ た。一 方,

povidone-iodineに お いて は全 被 験 菌株 と もMICは

0.5%濃 度 と一 定 値 を示 し,ま たpovidone-iodineを

最小 発育 阻 止濃 度含 有 し,5%の ヒ ト血 清 を含 む培地

にお い て は,菌 接 種 後,37℃,18時 間 の培 養 で,全

被験 菌株 とも発 育が認 め られ た。

III.考 察

近 年,入 院 患者 の褥瘡 か らのMRSA分 離 頻 度 は増

加 す る傾 向 にあ り,褥 瘡 が長 引 くとと もに その検 出頻

度 は著 し く高 まる。 一 方MRSA局 所感 染 に対 し,抗

生物 質 に よる治療 は,必 ず しも満 足す べ き効 果 をあ げ

て いな い。現 在,抗 生物 質以 外 で はpovidone-iodine

がMRSA感 染病 巣 に消 毒剤 お よび治療 剤 と して 広 く

使 用 され て い る7)。我 々 はい くつか の色 素剤 が抗 菌 効

果 を持 ち,深 達 性 で,血 清蛋 白 の存在 にお い て もその

効果 の減 弱が 少 な く,さ らに収敷 作用 と生体 組織 に刺

激性 が少 な いな どの特徴 を有 す る こ とに注 目し,色 素
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Table 2. Influence of whole human serum on the anti-bacterial effect

of gentian violet and povidone-iodine on MRSA

Four strains of MRSA were selected at random from clinical isolates.

A solution (1ml) of the MIC of gentian violet and whole human inactivated

serum (1ml) were added to 18 ml of Mueller-Hinton agar on plates.

Agar plates were inoculated with 100 p1 of bacterial suspension (106 CFU/m1),

and the plates were incubated at 37t for 18 h, 36 h, 54 h and 72 h.

Colonies on the agar plate were counted.

1)Duration of the MIC shows that bacteria did not grow when the agar plate

containing the MIC of gentian violet with serum was incubated for 54 h.

2) Duration of the MIC shows that bacteria grew when the agar plate containing

the MIC of povidone-iodine with serum was incubated for •…18 h.

系薬剤 の 中か らMRSAに 対 し局所 治療 剤 と して の効

果 を持 つ もの を検索 す る ことを目的 として,基 礎 的検

討 を行 っ た。 い くつか の色 素剤 は古 くか ら臨 床的 に使

用 されてい る ものの,近 年 その抗 菌効 果 に関す る報 告

は少 ない。我 々 は過 去 に,あ るい は現在 にお いて も臨

床的 に使 用 され てい る6種 類 の色 素剤 を選択 し,褥 瘡

部 よ り分 離頻度 の高いS.aureus,P.aeruginosa,E.

coliの3種 類 の標 準菌株 を用 い て,ま ず それ ら色素 剤

の抗菌活 性 を検 討 した。 その結 果,acridine系 のeth-

acridineがP.aeruginosaに 対 して はMBCが0.04%

を示 し,こ の色 素剤 に対 し本菌 は高 い感 受性 を示 した

が,S.aureusはMBCが0.32%以 上 で あ り,こ の 色

素 剤 に対 し感受 性 は きわ めて低 か った。3種 類 のtri-

phenylmethane系 色 素 剤 はS.aureusに 対 しMBCが

0.0025%～0.0050%で あ り,こ れ ら3種 類 の色素 剤 に

対 し,い ず れ もS.aureusは 高 い感 受性 を示 した。 特

にgentian violetはS.aureusに 対 しMBCが0。0025

%で あ り,全 被験 色素 剤 の うちgentian violetに 対 し

SmreUsが もっ と も高 い感 受性 を示 した。gentian

violetは 古 くか ら塩化 メ チル ロザ ニ リン と して 日本 薬

局 方 に記載 され て いるが,最 近 の臨床分 離菌 に対 す る

効果 に関 して は十 分 な検 討 がな されて いな い。

我 々 は臨 床分離 菌S.aureus,P.aeruginoSa,E.coli

の菌株 を用 い て,gentian violetの 抗 菌 活性 につ き検

討 した。MRSAを 含 むS.aureus(115株)は 菌 株 間

に相違 はあ る もの の,MBCは ≦0.0025%～0.08%を

示 した。 しか しP.aeruginosaに お いて は,0.32%濃

度 にお い て も全 被験 菌 株 の44%(11/25)は 殺 菌 され

ず,Ecoliに おい て も0.32%濃 度 に お いて,全 被験

菌 株 の25%(13/52)は 殺 菌 され なか った。 日本 薬局

方8)に よれ ば,gentian violetは グラ ム陽 性菌、特 に

ブ ドウ球 菌、 ジフテ リア菌 お よび緑膿 菌 に対 して殺菌

作 用が あ るが,グ ラム陰性 菌 に対 して無効 であ るとし

てい る。 しか し我 々 のin vitroで の 実験 に おいてS

aureusに 対 して は著効 な殺 菌 作 用 を示 す ものの、P

aeruginosaに 対 して はグ ラム 陰性 菌 で あ るE.coliよ

りむ しろ弱 い殺菌 作用 しか 示 さず、 日本薬 局方の記載

とは異 な った結果 を得 た。

gentian violetが 低 濃度 にお い て,MRSAを 含む

S.aureusに 殺 菌効 果 を有 す る こ とが 明 らか にされた

が,次 にgentian violetの 抗菌効 果 に対 す るヒ ト血清

の影響 とその効果 の持 続性 をpovidone-iodineを 対照

に検 討 した。

MRSA臨 床 分 離 菌4株 を用 い てpovidone-iodine

の抗 菌 活 性 を検 討 す る と,MICは0.5%で あ り4株

共 変わ らぬ値 を示 した が,ヒ ト血清 を5%の 割合 で加

え た場 合 で は,37℃,18時 間 培 養 に お いて 菌 の発育

が認 め られ,血 清 に よ る抗菌 効 果 に減 弱 が 認 め られ

た。一 方gentian violetのMRSAの 被 験 菌4株 に対

す るMICは,0.00032%～0.00064%と 菌 株 に よ り多
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少異 なった値 を示 したが,ヒ ト血 清 を5%の 割 合 で加

えた場合 にお いて,54時 間 継 続培 養 後 も菌 の発 育 が

認 められ なか った こ とは,gentian Violetが 血 清存 在

下におけ る抗 菌効果 の発揮 の上 で それ ほ ど減 弱 せ ず,

その効果が比較 的持 続す るこ とを示 してい る。 しか し

72時 間以 上 さ らに培 養 を継続 して い くと,菌 の発 育

が観察 され る ようにな った。

一般 にgentian violetは ,き わ めて毒 性 の低 い消毒

剤 と考 え られて いるが,0.5%～1%液 で 口腔 内潰瘍 が

生 じた とい う報 告9)や0.5%～1%液 で 陰 嚢 や 外 陰 部

に壊 死 を伴 う潰癌 が 生 じた とい う報 告1。)があ る。 し

か し1% gentian violet水 溶液 を用 い たパ ッチ テス ト

の結果,皮 膚 障 害 は ほ とん どな い との報 告11)も な さ

れてい るが,一 応 そ の安 全 域 濃 度 は,含 油 性 軟 膏 で

0.1%,水 溶 液 で は,皮 膚 で0.5%,粘 膜 で0.2%～

0.3%で ある報 告が され てい る12)。

我々 はgentian violetをMRSA感 染 局 所(褥 瘡,

熱傷)治 療剤 として臨床 的 に用い る場合 に は,安 全域

濃度 よ り低濃度 で有効 で あ る ことを経験 してお り,ま

た今回の実験 か らgentian violetの 最小発 育 阻止濃 度

を含 む培 地 に ヒ ト血 清(5%)を 加 え た場 合 に お いて

も抗 菌効果 が54時 間持 続 す る こ とが 明 らか に さ れ,

したが っ て浸 出 液 の あ るMRSA感 染 病 巣 に お い て

も,1日1回 の単純塗 布 で十分 な治療 効 果が 発揮 され

るので はな いか と思 われ る。

生体 消毒 剤 をMRSA感 染局 所 治療 剤 として用 いる

場合に は,手 指 の消毒 お よび含 嗽 を 目的 とした使 用 と

は異な り,短 時 間で の殺菌効 果 よ り,む しろ病巣 か ら

の浸出液で減弱 され に くく,か つ持続 した抗菌効 果 が

必要であ ると思 われ る。

gentian violetは,ご く短時 間 で の殺菌 効果13,14)と

抗菌 スペ ク トル の範囲15)に おいて はpovidone-iodine

に 劣 る も の の,MRSAはpovidone-iodine 16)よ り

gentian violetに 対 し強力 な感 受性 を示 し,さ らに血

清存在下 にお いて もpovidon-iodineよ り抗 菌効 果 が

よ り持続 す る よ う に思 わ れ る。 また,Moats 17)によ

れ ば,gentian violetのS.aureusに 対 す る抗 菌 効 果

はグ ラム陰性 菌で あ るSalmonella anatumあ るい は

Enterobacter aerogenesに 対 す る 抗 菌 効 果 に比 べ,

pHに よる影 響 を受 けに く く,安 定 で あ る と して い

る。 これ らの結 果 はgentian violetがMRSA局 所 感

染治療 剤 として きわ め て有 用 な治療 剤 とな りえ る こと

を示唆 して いよ う。
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Studies of the selective bactericidal effects of various dye
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5) Department of Dermatology, and 3) Division of Immunology, Institute of Gerontology,
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is frequently isolated from skin lesions, such

as decubitus ulcers and burns. There is the possibility that MRSA spreads widely throughout a

hospital via such lesions. However, local treatment with most antibiotics and antiseptics does not

eradicate MRSA from infected wounds. We studied the bactericidal effects of 4 different dye series,

including 6 dye preparations, against 3 different bacterial species. The dye preparations of the

triphenylmethane series were more effective against S. aureus than those of the other series. Gentian

violet, a member of the triphenylmethane series, possessed a significant bactericidal effect on MRSA

isolated from clinical specimens. The minimum bactericidal concentration (MBC) of gentian violet

on MRSA was between 0.0025% and 0.08%. The minimum inhibitory concentration (MIC) of

gentian violet on MRSA was between 0.00032% and 0.00064% , and the MIC was uninfluenced by the

addition of whole human serum (5%) to the medium. Inhibitory activity was not destroyed even by

incubating gentian violet for 54 h at 37•Ž in medium containing serum (5%) . This suggests that

gentian violet may be a useful drug in the treatment of skin lesions infected with MRSA.


