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論 文 内 容 の 要 旨

ビタミンの微生物学的定量法は近年長足の進歩をみせ, この方法によらねば微量定量できに くいビタミ

ンも多いが, 抗生物質使用患者の体液, 尿中のビタミン, 抗生物質 とビタミンの混合製軋 抗生物質製造

時の培地中のビタミンなどを測る場合など, 抗生物質共存下におけるビタミンの定量が最近要望きれてい

るので, 著者は, 汎用 されている抗生物質の共存下のビタミンの定量法に? いて研究 し7= ｡ その結果, い

ずれの場合に も満足 し得 る対策を考案 したが, 2- 3 の抗生物質の存在下にあっては, それぞれの抗生物

質に対す る耐性菌を用いることによって, はじめて目的を達 し得た｡ また, この研究を通じて, 抗生物質

とピタミ_ンとの桔抗ならびに菌の耐性獲得にともな う栄養要求の変化などについて も若干の知見を得た.

Ⅰ 乳酸菌類の抗生物質に対する耐性獲得

Streptococcus faecalis R , Leuconostoc m esenteroides p-60, L actobacillus arabinosus 17-5,L ac-

tobacillus casei, L actobacillus ferm enti 36 の 5種の乳酸菌を用いて, これ ら菌株のペニシ リン, ジヒ

ドロス トレプ Tlマイシン, タロランプェエコール, エリスロマイシン, クロールテ t,ラサイクリン, テ 下

ラサイクリン, パシ トラシンなどに対する耐性獲得をしらべたO クロランフェエコール以外のものにあっ

ては, いずれ も, 20回以下の継代培養で耐性を獲得 した｡ 特に精査 したのは, ビタミン定量に最 もよく用

いられる L act. arabinosus とSt. faecalis についてであるが, それらの結果は下の表に示す｡ なお, ク

ロールテ トラサイクリンおよびテ トラサイク1) ンにあっては表中の濃度 200γ/C.C.で飽和であるO

Ⅱ 抗生物質共存下におけるビタミン類の微生物定量

抗生物質共存下にビタミンを定量 しよ うとするとき, 抗生物質を一応三つの群に分けることがで きた｡

第 1 の群のものはコリスチンで, この抗生物質は特定の乳酸菌, 例えば St. faecalis, L act･ caseiなど

に対 して抑制作用を示 さなかった (コリスチン1000γ/C.C.で も影響 ない) ので, これ ら菌株を用いれば,

抗生物質 の存在を考慮 しなくてよい. 実際, 著者は, コリスチン添加尿で葉酸, パン トテン酸の定量につ

いて吟味 し, 好結果を得た｡
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ジヒ ドロス トレ クロラン7 工.

プトマイシン ニコー)i,
クロー7レザトラ テトラ
サイクljン サイク1)ン

_エリスロ
マイシン ペニシリンG バシトラシン

Streptococcus
faecalis R

L euconostoc

m esenteroides

p-60

L actobacillus

.arabinosus 17-5

10代で 106代で

10000γ/cc lOOOγ/cc
(100倍) (200倍)

5代で 112代で

10000γ/cc 200γ/cc
(200倍) (loo駐)

8代で 79代で

10000γ/cc 50γ/cc
(500倍) (25倍)

Lactobacillus 7代で 71代で
CaSel

Lactobacillus

ferm enti 36

10000γ/cc 200γ/cc
(2000倍) (loo情)

6代で 93代で

10000γ/cc 50γ/cc
(20000倍) (50倍)

16代で 13代で

200γ∫/cc 200γ/cc
(40倍) (loo情)

親株は 7代で

200γ/ccで 200γ/cc
抑制されない (2階)

3代で 13代で

200γ/cc 200γ/cc
(2倍) (4倍)

14代で 12代で

200γ/cc 20γ/cc
(100倍ノ (lo悟)

17代で 8代で

200γ/cc 50γ/cc
(200倍) (25倍)

13代で 22代で 4代で

1000γ/cc 500γ/cc lOOOγ/cc
(5000倍) (50倍) (20陪)

23代で 4代で

500γノcc lOOOγノ′/cc
(1000倍) (22倍)

21代で 19代で 2代で

10γ/cc 500γ/cc lOOOγ/cc
(500倍) (50倍) (5倍)

26代で 5代で

50γ/cc lOOOγ/cc
(100倍) (2()′倍)

25代で

200γ/cc
(1000倍)

( ) 内は, 親株との比梗値である｡

第 2 の群 の ものはいずれの菌に も抑制作用を もっているが, 熱 に比較的不安定な抗生物質で, これに属

す るものにテ トラサイク リン, クロールテ Tlラサイクリン, ペニシ リン, バシ トラシンなどがあるO これ

ら抗生物質 の共存する体液にあっては, あらか じめ加熱処理す ることによってその影響が除かれ得 る｡ 著

者は, 上の五つの抗生物質 の共存下, あらか じめ検体を熱処理 して葉酸の定量を行ない, 好結果 を得た｡

しか し, 熟 に不安定 などク ミン, 例 えば, パン トテン酸 などにあっては次の耐性菌 を用いる方が好結果 を

収 めやすい｡

第 3 の群は, いずれの菌に も抑制作用を もっていて熟に も安定な もので, エ リス ロマイシン, クロラン

フェニコール, ジヒドロス トレプ トマイシン, ス トレプ 下マイシンな どがこれに属する. この場合は, 各

抗生物質に対する対性菌を用いて定量 を行 な う必要があり, 著者 も, 実際に, 耐性 を獲得 させて得た菌を

用いてパ'/ 下テン酸, 葉酸, ニコチン酸な どの定量 を試み, 好結果 を得 たO なお, クロールテ 下ラサイク

1) ンやテ 下ラサイク リン, バシ トラシンについては, 通常の体液濃度のときは熱処理でその影響が除かれ

るが, 耐性菌 も容易に得 られるので, 耐性菌を用いて も目的を達 し得た｡ なお, ジヒドロス トレプ トマイ

シン耐性菌は, ス トレプ Ttマイシンに も交叉耐性 を もつので, ス トレプ トマイシンを含む試料に も応用で

きる｡

Ⅲ 抗生物質 とビタミンの桔抗 ならびに耐性獲得 に伴 う栄養要求の変化

著者の上記 の研究を通 じて, 抗生物質 とビタミンの括抗 も看 られたが, その一つは, エ リスロマイシンの

St.faecal is に対する増殖抑制が 0 - 20m γ/C.C. の間でパントテン酸でほぼせ り合い約 に回復 きれたことで

ある｡ この事実は, エ リスロマイシンの静菌作用がパン トテン酸の代謝 と密接に関連 していることを示 し

ているが, 著者の得た干 リスロマイシン耐性菌 ( 1000γ/C.C.で増殖可能) では, パン トテン酸 との桔抗が

み られなかった事実によって も, 上の考えは支持 きれるものと思 うO また, 抗生物質 の耐性菌の多 くにつ
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いて栄養要求を しらべた結果, 一般に, ビタミン要求は親株 と変わ りなか ったが, L act. casei のジヒド

ロス トレプ トマイシン耐性菌では, かえって増殖のためにジヒドロス トレプ トマイシンの存在を必要 とし,

このジヒドロス トレプ トマイシン要求は, アスパ ラギン, グルタミンの添加によって代償 きれることを知

ったO すなわち, この耐性菌は, ブイ ヨン培地ではジヒドロス 下レプ Ttマイシンの存否に関せず増殖 し,

ビタミン定量用の半合成培地ではジヒドロス トレプ 下マイシンの存在でのみ増殖 し得 だが, この半合成培

地 にアスパラギンとグルタミンを加えると, ジヒドロス トレプ 下マイシンが存在 しな くて も増殖がみ られ

は見出 したが, これ らの事実は, 耐性獲得の機作 を考 える資料 となろ う｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

微生物定量法によらねば微量定量で きに くいビタ ミンも多 く, また, 抗生物質共存下におけるビタ ミン

の定量 も要望 されているので, 汎用 されている抗生物質共存下のビタミンの微生物定量法について研究 し

た｡

Ⅰ 乳酸菌類 の抗生物質 に対する耐性獲得

Streptococcus faecalis 良, Leuconostoc m esenteroides p -60, L actobacillus arabinosus 17-5,

L actobacillus casei, L actobacillus ferm enti 36 の 5種 の乳酸菌を用 いて, ペニシ リン, ジヒドロス

7. レプ 7.マイシン, クロランフェエコール, エ リス ロマイシン, クロ- ルテ トラサイク 1) ン, テ トラサイ

ク リン, バシ トラシンなどに対する耐性獲得 をしらべたO

クロランフェ エコール以外の ものにあっては, いずれ も25回以下の継代培養で耐性 を獲得 したO

Ⅱ 抗生物質共存下におけるビタミン類 の微生物定量

抗生物質共存下にビタミンを定量す るとき, 抗生物質 を一応, 三つの群 に分けることがで きたO

第 1 群の例は, コリスチンで, 特定の乳酸菌たとえば St. faecalis, t act. casei などに対 して抑制作

用を示 さない (コリスチン 1000γ/C.C.で も影響 ない) ので, これ らの菌株 を用いれば抗生物質の存在を考

慮 しなくて もよい｡ 実際, 著者は, コリスチン添加尿で葉酸, パン トテン酸 の定量 について吟味 し, 好給

某 を得 た｡

第 2 群は, いずれの菌に も抑制作用をもっているが, 熟 に比較的不安定な抗生物質で, テ 下ラサイタ リ

ン, クロールテ 下ラサイク リン, ペ ニシ リン, バシ 下ラシンなどであるo あらか じめ, 加熱処理によって

その影響が除かれ得 る｡

第 3群 は, いずれの菌に も抑制作用をもっていて, 熱 に も安定な もので, エ 1) スロマイシン, クロラy

フェエコール, ジヒドロス 下レプ トマイシン, ス トレプ トマイシンなどが これに属する. この場合は, 各

抗生物質 に対す る耐性菌を用いて定量 を行な う必要があ り, 著者 も, 実際に, 耐性菌を用いて好結果 を得

た｡ ジヒドロス トレプ 下マイシンに も交叉耐性 を もつ｡

Ⅲ 抗生物質 とビタミンの桔抗 ならびに耐性獲得に伴な う栄養要求の変化

上 記 の研 究を通 じて, 抗生 物質 とビタ ミンの措 抗 をも看 られたが, その一 つは, エ リスロマイシンの

St･ faecalis に対する増殖抑制が 0 - 20m γ/C.C.の間でパン トテン酸でほぼせ り合い的に回復 されたこと

である｡ この事実は, エ リス ｡ イマシンの静菌作用がパン 下テン酸 の代謝 と密接に関連 していることを示
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しているが, 著者の得たェ リスロマイシン耐性菌(1000γ/C.C.で増殖可能)では, パントテン酸 との桔抗が

み られなか った事実によっても, 上の考えは支持 きれるものと思 う｡ また, 耐性菌の多 くについて, 栄養

要求をしらべた結果, 一般に, ビタミン要求は親株 と変わ りなかっだが, Lact. casei のジヒドロス Tl レ

プ トマインン耐性菌では, かえって, 増殖のためにジヒドロス T レプ トマイシンの存在を必要 とし, この

ジヒドロス トレプ 下マイシン要求はアスパラギン, ダルクミy で代供された｡ アスパラギン, グルタミン

ともに, ジヒドロス トレプ トマイシンの抗菌作用に桔抗することをも, 著者は見出 しだが, これらの事実

は, 耐性獲得の機作を考える資料 となろう｡

よって, 本論文は, 薬学 博士の学位論文 として価値あるものと認める｡
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