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脂肪酸,精 製ツバキ油お よびオリーブ油の黄色ブ ドウ球菌に

対する増殖抑制作用について

新井 武利 ・濱島 肇 ・笹津 備規

昭和薬科大学微生物学研究室*

(平成8年5月9日 受付 ・平成8年8月27日 受 理)

黄色ブ ドウ球菌Staphylococcus aureus FDA 209Pに 対するリノール酸,オ レイン酸,局 方ツバキ油,

精製ツバキ油,オ リーブ油,精 製ホホバオイル,ス クワランおよび流動パ ラフ ィンの増殖抑制作用を検

討 した。これ らの試料を培地に加え80μg/mlに したものを標準液 として さらに培地を加え,二 段階希

釈系列を作製 した。一夜培養後の菌液を1.0×107cfu/mlに なるようそれぞれに加えた。光学的に菌の

増殖を測定し,試 料 による増殖抑制作用を測定 した。その結果,リ ノール酸,オ レイン酸および局方ツ

バキ油には強い増殖抑制作用が認め られた。精製 ツバキ油 とオリーブ油には比較的弱い増殖抑制作用が

あった。精製ツバキ油の50%阻 止率(ID 50)を 脂肪酸および他の植物油脂のID50と 比較 した。ID

50の 比較により精製ツバキ油にはオリーブ油よ りも強い増殖抑制作用があることが明らかになった。精

製ホホバオイル,ス クワランおよび流動パ ラフ ィンは測定 した濃度では増殖抑制は認め られなかった。

精製ツバキ油 とオリーブ油はア トピー性皮膚炎の皮膚病変部のスキンケアに有用であろう。
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ア トピー性皮膚炎患部か らは高率 に黄色ブ ドウ球菌が分離

され,二 次感染あるいは増悪因子 と考えられている1,2)。この

ため皮膚表面の黄色ブ ドウ球菌を考慮 してア トピー性皮周炎

の対策お よび治療は抗菌薬治療 と外用薬療法およびスキンケ

アが行われている。外用薬としてヒノキチオール軟膏が有用

であった例が報告されてお りヒノキチオールの抗菌性 はすで

に明 らかにされている3)。スキンケアには白色 ワセリンお よ

び植物油脂のオリーブ油あるいは精製ツバキ油等が用い られ

ている4,5)。す でに白色ワセ リンには抗菌性がないことが記載

されている6)の で主に乾燥性皮膚 症状の改善を期待するもの

ではないかと思われる。一方,精 製ツバキ油 にもア トピー性

皮膚炎のスキンケアに用い られ有用であった例が報告 されて

いるが7～9),そ の効果 も主に乾燥性皮膚 を改善す るスキンケ

ア効果の間接的なものと思われている9)。

しかし著者 らは精製ツバキ油のア トピー性皮膚 炎に対する

効果は,ス キ ンケア効果だけでなくトリグリセ リドとして含

まれるオ レイン酸の黄色ブ ドウ球菌の増殖抑制作用 による可

能性 もあるのではないか と考えた。なぜな ら脂肪酸およびそ

のエステルの一部に抗菌活性あるいは増殖抑制作用の存在が

報告10,11)され ているか らである。 しか しながら,天 然油脂 に

ついての黄色ブ ドウ球菌の増殖抑制作用の報告 は見 られな

い。ここでは精製 ツバキ油,オ リーブ油などの植物油脂によ

る黄色 ブ ドウ球菌の増殖抑制作用 について検討 し,脂 肪酸の

リノール酸 とオレイン酸,化 粧品基剤のスクワランと流動パ

ラフィンについて比較 した。

I.材 料 と 方 法

脂 肪 酸 は リノー ル酸(和 光純 薬株 式 会社)お よびオ

レイ ン酸(和 光 純薬 株式 会 社)を 用 い た。植物油脂と

して 局方 ツバ キ油(大 島椿 株 式 会社),精 製 ツバキ油

(ア トピコスキ ンケア オイル(R);大島椿 株式会社),オ リー

ブ油(Cropure oil(R);クロ ー ダジ ャパ ン株 式会社)お よ

び精 製 ホホバ オイ ル(Jojobal(R);ミ ツバ 貿易株式会社)

を用 いた。その他,ス クワラ ン(Squalane-M(R);ミ ツバ

貿易 株式 会社)お よび流 動パ ラフ ィン(松 村 石油株式

会社)を 使用 した。

10mlの ブ レイ ンハ ー トイ ン フユ ー ジ ョンプロス

(BHI;Difbo)培 地 に各試料 をそれぞれ80μg/mlに なる

ように加 え,バ イ オフ オ トレコー ダーTN-2612(ア ド

バ ンテ ック)用L字 型 試験 管 に分注 し,37℃,40rpm

に て24時 間 振盪 し,均 一 な試 料原液 とした。 この試料

原 液 にBHI培 地 を加 え2倍 希 釈系列 を作製 した。BHI

培 地 で37℃,一 夜 培 養 し た 黄 色 ブ ドウ 球 菌

(Staphylococcus aureu FDA 209P)を1.0×107

CFU/mlに な るよ うに各 試料の2倍 希釈系列 に接種し

た。バ イオフ オ トレコー ダーTN-2612を 用 いて,37

℃,振盪(40rpm)培 養 し,10分 お きに660nmに お

け る吸光 度 を測定 し菌の増 殖 を記 録 した。試料 によっ

てはS.aureus FDA 209Pの 増 殖 につ れ,L字 管の管

壁 に菌体 の付着す る現象が認 め られ た。 この付着はOD

1.8以 上 に なる と顕著 に なるため,菌 の増殖 はOD 1.8

ま で 記 録 した。 いず れの試 料 につ い て も少 な くとも2

* 東京都町田市東玉川学園3
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Fig.1.Inhibitory effect of fatty acids on the growth of

Staphylococcus aureus FDA 209P.

(A),linoleicacid;(B),oleic acid.

S.aureus FDA 209P waS inoculated into BHI broth

media containing no fatty acids(○)or broth con-

taining 1.25,2.5,5,10,20,40 or 80(×,+,

■,▲,●,□,△)μg o f fatty acids per ml.Cell

growth was monitored at 660 nm with a biopho-
torecorder.

回以 ヒの実験 を行 った。

試 料 を含 まない培 地 にお け る増殖 と比 較 し,そ れ ぞ

れ の試 料が 増 殖 に影響 を与 え る最 小 濃 度(Minimum

effective concentration)を 求 め た。 また培 地の みにお

け るS.aureus FDA 209Pの 増 殖 と各試 料の40μg/ml

に お け るそ れを比 較 してOD 0.9に 達 す る までの時 間の

遅 れ(Delay in growth time)と して求め た。 さ らに培

地 のみにお けるS.aureus FDA 209PがOD 1.0達 し

た とき各濃度段 階 ごとの増殖 を比較 し阻止 率 を計算 し,

50%阻 止 率(ID 50)と して表 した。

II.結 果

1)脂 肪 酸 による増殖 の抑制

リノー ル酸お よびオ レイ ン酸 に よ りS.aureus FDA

209Pの 増 殖抑制 が認め られ た。 もっとも強い抑制作用

が認 め られたの は リ ノー ル酸 で あ り,1.25μg/mlか ら

80μg/mlの 間 で濃 度 に応 じた増 殖 抑 制が 認 め られ た

(Fig.1A)。 増 殖 に影響 をお よぼす 最 小濃 度 は1.25

μg/mlで あ った。40μg/mlに お けるOD 0.9に 達 す る

まで の時 間の遅 れ を表 したDelay in growth timeは

16.8時 間 で あった(Table 1)。

一
方,オ レイ ン酸 に も増殖抑 制作用 が あ り,5μg/ml

か ら80μg/m1の 問 では濃 度 に応 じた増殖抑制 が認め ら

れ た(Fig.1B)。 増 殖 に影響 をお よぼす 最小濃 度 は5

μg/mlで あ った。 オ レイ ン酸 のDelay in growth time

は3.2時 間 であった(Table 1)。

2)植 物 油脂(局 方 ツバ キ油,精 製 ツバ キ油,オ リー

ブ油 お よび精 製ホ オバオ イル)に よるS.aureus FDA

209Pの 増 殖抑 制作用

局方 ツバ キ油は2.5μg/mlか ら40μg/mlの 問 で濃度

に依存 した増 殖抑制作 用が 認め られた(Fig.2A)。 し

か し80μg/mlの 局 方 ツバ キ油 について は菌の増殖 に よ

らない濁 りが 生 じた ため測 定で きなか った。 次 に精 製

Table 1.Relative inhibitory effects of fatty acids,plant oils, squalane and liquid paraffin on

growth of Staphylococcus aureus FDA 209 P

a) Minimal effective concentration of samples which showed an inhibitory effect on the growth

of S.aureus FDA 209 P.

b) S.aureus FDA 209 P was inoculated into free BHI broth medium and broth media contain-

ing 40ƒÊg of one of the sample materials per ml.Delays in growth time were calculated from

the growth curve.

c) NI:Not inhibitory at the concentrations tested.



788 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 OCT.1996

(A) (B)

(C) (D)

Fig.2.Inhibitory effects of plant oils on the growth of Staphylococcus aureus FDA 209 P.

(A),camellia oil;(B),purified camellia oil;(C),olive oil;(D), jojoba oil.

S.aureus FDA 209 P was inoculated into BHI broth medium containing no oil(0)or broth media containing

2.5,5,10,20,40 or 80(+,•¡,•£,•œ,• ,•¢)ƒÊg of oil per ml.Cell growth was monitored at 660nm

with a biophotorecorder.

ツバ キ油 は10μg/m1か ら80μg/mlに 明確 な濃 度に依

存 した増殖 抑制作 用が 認め られた(Fig.2B)。 ま た オ

リーブ油 に も20μg/mlか ら80μg/mlの 間 で濃度 に依

存 した増 殖抑 制作用 が認 め られた(Fig.2C)。Delay

in growth timeは 局 方 ツバ キ油,精 製 ツバ キ油お よび

オ リー ブ油 につ いてそ れぞれ4時 間,1.3時 間 お よび

0.5時 間 であ った(Table 1)。

精 製 ホ オバ オイ ルに よ る増 殖抑 制作 用 は認 め られ な

か った(Fig.2D)。

3)ス ク ワ ラ ンお よび 流 動 パ ラ フ ィ ンに よるS.

aureus FDA 209 Pの 増 殖抑制作 用

測 定 した範 囲 では ス ク ワラ ンお よび流動 パ ラ フ ィン

に よる増殖抑 制は認め られなか った(Fig.3A, B)。

III.考 察

油脂の ような一般に水に不溶性の物質の抗菌活性の

測定はきわめて困難である。Kabaraら もその論文のな

かで脂肪酸 とその誘導体が水に不溶性のため抗菌活性

の測定は困難であることを述べている10)。彼 らは95%

エ タノールを用いて液体培地に加 えた後,70℃ に加温,

さらに超音波をかけて可溶化を試みている。我々は精

製ツバキ油およびその他の試料を95%エ タノールある

いはアセ トンを用いて液体培地に加えようと試みたが,

油滴を生 じ完全に可溶化で きない場合があった。また

溶剤としてのアセ トンにはS.aureus FDA 209 Pに 対

して0.25%(v/v)で も増殖抑制作用が認められた。以

上の ように油脂の増殖抑制作用あるいは抗菌活性の測

定にあたっては培地に難溶性であることお よび溶剤の

検定菌への影響 に注意が必要である。 さらに精製ツバ

キ油あるいはオ リーブ油が直接皮膚に用いられること

を考慮 して溶剤を用いないで測定することとした。こ

のため試料の最少量を培地に加え,十 分混和 し試料原

液とした。この試料原液 より調整した希釈系列に菌液

の一定量を加 え絶えず振盪 しなが ら吸光度を測定し,

菌の増殖を記録した。

各試料の増殖抑制作用の比較のためMinimum effec-

tive concentrationお よびDelay in growth timeを 求

めた。まずMinimum effective concentrationを 比較す

るとリノール酸はオレイン酸の4分 の1濃 度でも増殖

に影響 した。局方ツバキ油はオ レイン酸の2分 の1濃

度で影響 し,植 物油脂のなかではもっとも低濃度で影

響 した。次にDelay in growth timeを 比較すると,40

μg/mlの リノール酸により16.8時 間の差が生じた。他
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Fig.3.Inhibitory effects of squalane and liquid paraffin

on the growth of Staphylococcus aureus FDA 209 P.

S.aureus FDA 209 P was inoculated into BHI broth

medium containing no oil(•›)or broth media con-

taining 10,20,40 or 80(•£,•œ,• ,•¢)
,ug of

oil per ml.(A),squalane;(B),liquid paraffin.Cell

growth was monitored at 660 nm with a biopho-

torecorder.

の試料に よって も0.5～4時 間の差 を生 じた。 この よ う

に リノール酸 に は他 の試料 に比 べ か な り強 い増殖 抑制

作用が確 認 された。 また オ レイ ン酸 の黄色 ブ ドウ球 菌

に対す る増 殖抑 制作 用 も明 らか にな った。 さ らにオ レ

イン酸 を主 成分 とす る植 物 油脂 に も測 定 した 範囲 で抑

制作 用が確 認 され た。 この ように 菌の増 殖 へ の影響 を

経時的に測 定 して いる ため,比 較 的弱 い増 殖抑 制作 用

も測定可能で あった。Minimum effbctive concentra-

tionお よ びDelay in growth timeに よ って判定す る と

増殖抑制作 用 の比 較が 可 能で あ っ たが,測 定 した範 囲

では精 製ホ オバ オ イ ル ,ス ク ワラ ンお よび流 動 パ ラ フ

ィンによる増殖抑制 は認め られ なか った。

Kabaraら は リノール酸 とオ レイ ン酸 お よびそ の他 の

脂肪酸の抗 菌性 を連 鎖球 菌 お よ び黄色 ブ ドウ球菌 を含

むグラム陽性 菌12種,グ ラム陰性 菌8種 に対 す る最小

発育阻止濃度(MIC)と して報 告 して いる10)。そ の なか

で黄色 ブ ドウ球 菌 にはmyristoleic acid
,palmitoleic

acidお よ びlinolenic acidの 阻 止が認 め られ たが
,測 定

した濃度(1mg/ml)で はリノール酸とオ レイン酸には

効果が なかったとしている。 これは リノール酸お よび

オレイン酸の溶解性からすれば1mg/mlの 値の信頼性

は低 いように思われる。一方,Willet and Morseは

Streptococcus agalactiaeに ついて リノール酸およびオ

レイン酸の増殖抑制作用を測定 し,そ れぞれID50が

2.0お よび1.3μg/mlで あったと報告 している12)。また

Coonrodら は肺炎球菌に対する抗菌性 として,リ ノー

ル酸お よびオレイン酸のID50を それぞれ25お よび

114μg/mlと している10)。このように方法や検定菌が異

なるものの,リ ノール酸およびオレイン酸 に抗 菌性あ

るいは増殖抑制作用があることはすでに報告 されてい

る。本論文の実験方法ではS.aureus FDA 209Pは10

μg/mlの リノール酸により12時 間は増殖を抑制 された

が,そ の後増殖することが明らかになった。 オレイン

酸によっても6時 間は濃度に応 じた増殖抑制作用が認

められたが,18時 間後の判定では増殖抑制作用は認め

られない結果 となった。 また局方 ツバキ油,精 製 ツバ

キ油お よびオリーブ油にも約6時 間は濃度に応 じた増

殖抑制作用を認めた。したがってMICの 測定法141のよ

うに18～20時 間培養後に判定する方法では油脂の増殖

抑制作用あるいは抗菌活性は検出されない可能性 を示

している。 このため本論文の実験方法では菌増殖抑制

効果を検出できたが,Kabaraら はリノール酸とオレイ

ン酸の黄色ブ ドウ球菌に対する効果をMICと しては測

定できなかったことも考え られる。本論文の実験方法

は測定可能な範囲は80μg/ml以 下 と限られるものの菌

の増殖への影響を経時的に測定 しているため増殖抑制

作用の測定は可能なことが明らかになった。

さらに試料を含む培地におけるS.aureus FDA 209 P

の増殖 を培地のみにおけるそれとを比較 して増殖抑制

曲線が得 られた(Fig.4)。 この増殖抑制曲線から求め

られた各試料のID50を 比較 し,増 殖抑制作用をさら

に詳細に評価 した。局方 ツバキ油 とオ レイン酸はほぼ

同様の増殖抑制曲線を示した。Fig.4か らリノール酸の

ID50は1.6とS.aureus FDA 209 Pに 対するかなり

強い作用があった。 またオ レイン酸にも強い作用があ

りID50は6.0μg/mlで あった。一方,植 物油脂の局

方ツバキ油,精 製 ツバキ油およびオ リーブ油のID50

はそれぞれ3.5μg/ml,35μg/mlお よび100μg/ml以 上

であった(Table 1)。 このように局方ツバキ油にはオレ

イン酸よ りやや強い作用が認め られた。また局方ツバ

キ油は精製ツバキ油の10倍 の作用を示したが,こ の強

い作用 は共存する物質によるものか不明である。ッバ

キ油の主成分はオレイン酸の グリセリンエステルであ

り,主 な植物油脂の中では含有率が もっとも高 く,オ

レイン酸とリノール酸がそれぞれ8.5%お よび4.1%含

まれている15)。一方,オ リーブ油にはオレイン酸とリノ
ー ル酸 が そ れぞ れ73.4%お よ び11.1%含 ま れて い
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Fig.4 Relative inhibitory effects of fatty acids and oils

on the growth of Staphylococcus aureus FDA 209 P.

Fatty acids and oils at concentrations ranging from

1.25 to 80ug/ml were used to determine the ID 50 for

fatty acids and oils.symbols:A,linoleic acid;•¡,oleic

acid;• ,camellia oil;•›,purified camellia oil;•œ,olive

oil.

る15)。このため精製ツバキ油とオ リーブ油のID 50の 差

は主に脂肪酸の含量によるものと思われるが,単 に含

量の差だけでは説明できないのでさらに検討が必要で

あると思われる。以上のことか ら,ツ バキ油およびオ

リーブ油の8.aureus FDA 209 Pに 対する効果は主成

分のオレイン酸によるもの と考えられる。

Stillmanら は脂肪酸のヒ トの皮膚への刺激を調べて

お り,リ ノール酸に刺激性があ りオレイン酸には刺激

性は見られなかったと報告 している16)。ア トピー性皮膚

炎患者の皮膚はかな り敏感になっていると思われるの

で,精 製ツバキ油あるいはオ リーブ油 にくらべ強い黄

色ブ ドウ球菌の増殖抑制作用 を示 したオレイン酸お よ

び局方 ツバキ油はア トピー性皮膚炎患者の皮膚 に対 し

てはかな りの刺激性が予想される。このためスキンケ

アに精製ツバ キ油あるいはオリーブ油が使用で きてい

るのは刺激が少ないめと考えられる。以上の ことか ら

精製 ツバキ油がア トピー性皮膚炎患者 に対 し有用であ

った7鋤 のは使用感によるものと黄色ブ ドウ球菌に対す

る穏やかな増殖抑制作用による可能性が高い と考 えら

れる。ID 50で は精製ツバキ油に劣るオリーブ油もスキ

ンケアに有用である と思われる。 しかしなが ら,天 然

油脂 では主要物質の構成比や不純物 の含量が ロットご

とに違 うことが推測 され,皮 圃への刺激性のないこと

のほかに物質構成の安定性 と酸化安定性が重要である

と思われる。

オレイン酸 を主成分 とす る植物油脂の黄色ブ ドウ球

菌に対する増殖抑制作用をMinimum efnective concen-

tration,Delay in growth timeお よびID 50に ついて

比較す ることによ り明 らかにした。すでにア トピー皮

膚炎患者 より分離 された黄色ブ ドウ球菌についての増

殖抑制作用 について検討 してお り,興 味ある知見が得

られているので近 く報告する予定である。
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Inhibitory effects of fatty acids purified camellia oil and olive oil

on the growth of Staphylococcus aureus

Taketoshi Arai,Hajime Hamashima and Masanori Sasatsu

Department of Microbiology,Showa College of Pharmaceutical Sciences Machida,Tokyo 194,Japan

Linoleic acid,oleic acid,camellia oil,purified camellia oil,olive oil,jojoba oil,squalane and liq-

uid paraffin were examined for inhibitory activity against Staphylococcus aureus FDA 209 P.

Standard solutions of oils at 80ug/ml were serially diluted two-fold with additional broth.An

overnight culture was added to each dilution to give approximately 1.0•~107 colony-forming units

per ml(cfulml).The inhibitory activity of samples on growth was monitored turbidimetrically.The

results showed that linoleic acid,oleic acid and camellia oil had strong inhibitory activity against

S.aureus FDA 209 P.Both purified camellia oil and olive oil showed relatively low inhibitory

activity against S.aureus FDA 209 P.The 50% inhibtory dose(ID 50)of purified camellia oil

was compared with that of other fatty acids and oils.A comparison of the ID 50 of purified

camellia oil with those of other fatty acids and oils revealed that purified camellia oil exerted

stronger inhibitory activity than that of olive oil.Jojoba oil,squalane and liquid paraffin showed.

no inhibitory activity against S.aureus FDA 209 P at the concentrations tested.The results sug-

gest the purified camellia oil and olive oil are potentially useful skin care products for skin

affected by atopic dermatitis.


