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要 旨

大腸菌,赤痢菌等のR因子は自然に脱落するこ

ともあるが,各種の理化学的影響により脱落する

ことが認められている｡友枝等は陰イオン性界面

活性剤である Sodium dodecylsulfate(以下

SDS)が大腸菌のR因子および F因子などのプ

ラスミドを高率に除去することを報告した｡吾々

は先に塩化 リチウムにもR因子を除去する作用を

認めたので,SDSのナトリウムをリチウムに置換

した化合物が SDSよりも有効に作用するのでは

ないかと考え Lithium dodecylsulfate(以下

LDS)を合成しR因子に対する除去作用をSDS

と比較検討した結果,LDSがSDSよりも優れた

除去効果を示すことを認めた｡ またLDSの作用

を受けたR因子保有大腸菌の形態を電子顕微鏡に

より観察した｡

緒 昌

近年各種抗生物質に対する耐性菌の増加,蔓延

*現在新潟大学歯学部口腔解剖学第 1教室

は実地医学上, また社会的に大きな問題となって

いる｡反面,腸内細菌の薬剤耐性因子 (以下R因

チ)の研究は医学細菌学のみならず,微生物遺伝

学や分子生物学の分野においても興味ある研究課

題を提供して来た｡このようなR因子による耐性

菌の増加の問題に対し,実地医学上各種の試みが

なされてきた｡ すなわち,1.R因子の伝達阻害

剤の研究｡2.耐性化した菌を感受性化する薬剤

の研究｡3.R因子保有菌に選択的殺菌作用を示

す薬剤の研究｡4･R因子による耐性化機構に抵

抗する誘導体の研究等である｡我々は上記2およ

び3について関心を持ち実験を行ってきたが, R

因子の除去剤として知られるSDSl)のナトリウム

をリチウムに置換 した型の新しい化合物 を合成

し,その作用を検討した結果,より優れた除去効

果を認めたので報告する｡

実験材料ならびに方法

供託菌株 (表1)に示すごとくEscherichiacoli

K12W3630F~株,R因子は RIOO-1(TC,CP,
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Table1 Bacterialstrain

TC:Tetracycline

CP:ChloramphenicoI

SM:Streptomycin

SA:Sulfadrug

SM,SA)および RIOO(TC,CP,SM,SA)で

何れも群馬大学医学部微生物学教室 より分与 さ

れたものである｡ 培地は pH7.6の Antibiotic

medium No.3(Penassay broth以下 PEB)

(Difco)とHeartinfusion(以下 HI)寒天培地

(栄研)を用いた｡

抗生物質は Chloramphenicol(以下 CP)(≡

共)

Tetracyclinehydrochloride(以下 TC)

(Lederle),Streptomycinsulfate(以下 SM)

(明治)を使用した｡

アルキル硫酸塩は SDSは Eastman社を用い

LDSの合成は岸田化学に依頼した｡

アルキル硫酸塩 によるR因子の除去 SDSお

よび LDSは蒸溜水で10%溶液とし,これをミリ

ポアフィルター (マイレクスSLGS,0250Spore

size0.22〟m)で滝過滅菌し,これをPEBで所要

量に希釈した｡

菌接種方法は PEBに培養 した対数増殖期 の

Escherichiacoliを同培地で 104倍に希釈し,その

0.1mlを10mlのアルキル硫酸塩合有 PEBに接

種し,37oCの恒温槽に静置培養した｡次に所定

の培養時間 (24,48,72,120時間)毎 に前記培

養の各希釈をHI寒天平板 にまき,生じたコロニ

-から各平板 につき50-200ケを選びHI寒天お

よび20〃g/mlのCP加 HI寒天平板に接種し,

HI寒天で発育LCP加培地で発育の見られないコ

ロニーにつき更にTC,SMそれぞれ20pg/ml含

有培地で発育の有無を調べ,発育の認められない

コロニーを耐性の脱落したもの,すなわちR因子

の除去されたものと見なした｡

増殖曲線のための生菌数測定 PEB (対照)お

よびLDSO.1%含有 PEBIOml各数本に対数増

殖期の菌を104倍希釈し,その0.1mlを接種,所

定の培養時間 (24,48,72,96,120,144,168時

間)毎に対照およびLDS含有培地より1ml宛採

取し,これをPEBで103ないし105倍に希釈しそ

の1mlをペ トリーシャーレにとり混釈培養を行

い,370C24時間培養後生じたコロニ-数 より原

培養液中の菌数を計算した｡なおR因子 (-)菌

の計測には混釈培養の際CPを20iLg/mlになる

よう添加した培地の発育菌数を CP不添加培地に

発育 した菌数 より差引いた数 をもって R因子

(-)菌数とした｡

走査型電子顕微鏡による観察

試料は PEBおよび0.1% LDS加 PEB培養菌

を生理的食塩水 で2回遠心洗源 (8,000r.p.m.

lo券)して集菌し,0.1M cacodylatebuffer

(pH7.2)で緩衝 した1% glutaraldehydeと1

% paraformaldehyde混合液中に分散浮落させ

て12時間4oC にて前固定 した｡次いで0.25M

sucrose を含む 同緩衝液 で2時間洗濯後,1%

Os04で24時間4oCで後固定, アセトン系列によ

り脱水し,臨界点乾燥 (日立 HCP-1型)徳,カ

ーボンおよび金パラジウム合金蒸着を行って日立

SSM-2型走査電顕にて観察した｡

実 験 成 績

1. Lithium dodecylsulfate(LDS)によ
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Table2 EliminationofR-plasmid(RIOO-1)bytreatmentwithvarious

concentrationsofLithium dodecylsulfate(LDS)

39

るR因子 (RIOO-1)の除去

1) LDS含有 pH7.6PEBに Escherichiacoli

K12W3630(100-1)を接種しR因子の除去効果

を検討した結果, (表2)に示すごとくR因子の

脱落は48時間後 より現れ,120時間で著明とな

り,その際 LDSの濃度0.05ないし0.2% の間に

おいて最も除去率が高いことを認めた｡

2) 次にLDSの濃度を0.1% とし培地 pHの

R因子除去効果に及ぼす影響を調べたところ (秦

3),pH7.6ないし8.0で最も除去率の高いこと

が判った｡一方 pH6.0においては除去効果が認

められなかったので,更に同 pHにおいて LDS

の濃度を変えて検討したところ (表4),比較的濃

度の高い0.5%以上で作用 を示し,酸性側 では

LDSのR因子除去効果が低下することが判明し

た｡

2･ LDS加増地における菌の増殖曲線

LDS添加培地に R因子 (RIOO-1)(+)菌を培

養した場合の生菌数およびR因子 (-)菌の消長

を,培養時間を追って調べたところ,(図1)に 示

すようにLDSO･1%加培養では対照に比べ,発育

最高菌数が少く, また菌数が最高に達すると溶菌

し始めそれと同時にR因子 (-)菌が増加し,時

間の経過と共にR因子 (-)菌の占める比率が増
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Table3 EffectofpHontheeliminationofR-plasmid(RIOO-1)bytheLDStreatment(1)

Table4 EffectofpHontheeliminationofR-plasmid(RIOO-1)bytheLDStreatment(2)
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Fig.1 KineticsoftheLDStreatmentof
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加 して行 くことを示している｡

3. Sodium dodecylsulfate(SDS)による

R因子 (RIOO-1)の除去

次 に RIOO-1について SDSの R因子除去効果

41

を検討したが (表5)に示す通 り,0.2-1.0% の

濃度において明らかな除去作用を示したが. その

除去率を LDSのそれと比較すると, より低 く,

R因子の除去効果は LDSの方が優れていること

が判明した｡

4. LDSによるR因子 (RIOO)の除去

次に LDSの Esc/wrichiacoltK12W3630(R

100)に対する除去効果を調べた｡RIOOは性線毛

形成 が 抑制 され RIOO-1よりも性綿毛形成 の少

い R因子である｡ 実験の結果 R因子の除去率は

(表6)の通 りRIOO-1に比べ最高11%と低 く,除

去効果は性線毛の形成の多少と関係のあ争ことが

判った｡

5. 電子顕微鏡所見

次に形態学的にLDSの作用を受けたR100-1保

有 EscherichiacoltW3630株の所見を走査型電顕

像により観察 した｡ それによると0.1% LDSの

作用を受けた菌は72時間で膨大の像が認められ,

また120ないし168時間で著明な溶菌と不規則形

の出現が認められた (図2)0

考 察

細菌細胞内のプラスミドである F因子や R因

子等は培養ないし保存中自然に脱落することもあ

Table5 EliminationofR-plasmid(R100-1)bytreatmentwithvarious

concentrationofsodium dodecylsulfate(SDS)

- 41-



‥

E!腰
卜

Fig.2 ScanningelectronmicrographofEscherichiftcoltK12W3630(RIOO-1)

禦
添
番
場
妙
群

14
藤

1凍
L984
㊦



桶 谷 修 三, そ の 他

Table6 EliminationofR-plasmid(RIOO)bytreatmentwith
variousconcentrationofLDS

43

るが,種々の理化学的因子により,より効率的に

脱落することが知られている｡ プラスミドの除去

作用を示す因子としてこれまで報告の見られるも

のは,Acridine系色素 (Acriflavine等)2)3)4),

Phenanthridine系色素 (Ethidium bromide)5)

などの色素類,化学療法剤として Nitrofuran剤

6)7),Macarbomycin8),Flavomycin9),Rifam-

picinlO),Novobiocinll)その他 MitomycinC等

の制癌剤12)｡界面活性剤としてSDSl)｡ その他,
或種の脂肪酸13),β-phenethylalcohol14)などが

あり, また物理学的な方法として高温処理15)16),

紫外線照射法3)なども報告されている｡ これらの

うち Acriflavine,Ethidiumbromideならびに

諸種制癌剤などはプラスミドDNA の合成を阻害

するtypeであり,SDS,Macarbomycin,Fla-

vomycin等は細菌の表層に作用しR因子を持つ

菌に選択的に作用するtypeのものである｡ 後者

に属するSDSは細胞膜の溶解等に利用 される界
面活性剤であるが, 本剤について友枝1)17)は細菌

の雄菌が雌菌よりラウリル硫酸塩 であるSDSに
対し高い感受性を示すため,SDSが雄菌に選択毒
性を示すと述べている｡すなわち R因子 (+)菌

はF様ないしⅠ(アイ)様線毛など性線毛を形成

し,遺伝子伝達能を具え,雄菌としての性状を示

すことが知られている｡ これらの性線毛がラウリ

ル硫酸塩によりまず変化を受け, サブユニットに

解離を起こし,ついで細胞質膜にも変化が及び溶

菌を起こすとしている｡つまりラウリル硫酸塩は

性線毛形成R因子 (+)菌に選択的に殺菌作用を

示すため,R因子 (+)菌をSDS加培地に培養

- 43-



44 新潟歯学会誌 14巻 1号 1984年

した場合,菌の増殖中に生じたR因子 (-)菌が

増殖 し優位 となる現象が起 り,このことがR因子

除去の主な理由であると述べている｡ 吾々の実験

においてもラウリル硫酸塩によりRIOO-1でRIOO

よりも高い 除去効果が 認められたが, RIOOは性

線毛形成を抑制 する状態の R因子 であるのに対

し,RIOO-1は抑制の除かれた derepressedtype

(drd)の R因子 であって性線毛形成の多いこと

が知られてお り,上述の理由によりR因子の除去

が高率に起こるものと考えられ LDSの作用機序

も主に性線毛を通じて発現されることを示唆して

いる｡併 しSDSには R因子の伝達阻害作用もあ

り, また染色体に組み込まれた Hfrの F因子も

除去する作用があるので18), ラウリル硫酸塩の作

用機序は単に選択的殺菌作用とのみ簡単には説明

し切れない点もある｡

次に リチウム塩も細菌細胞の表層に作用する物

質に属し,Pitzurra19)等は塩化 リチウムが 大腸

菌をスフェロプラス ト化することを明らかにした

が,落合等20)は塩化 リチウムが大腸菌,赤痢菌等

をスフェロプラス ト化する作用を示 し, 同時に数

硬の薬剤に対する感受性を高めることを報告 し,

また 桶谷21)は リチウム塩に R因子の脱落を促進

させる作用のあることを認め報告 した｡

以上の理由 から吾々は SDSのナ トリウムを リ

チウムに置換 した場合,ラウリル硫酸塩のR因子

に対する作用が増強されるのではないかと考え,

ラウリル硫酸 リチウムを合成LRIOO-1について,

SDSとその作用を比較 したところ, リチウムのア

ルキル硫酸塩は, より低濃度でしかもより高率に

R因子の除去作用を示すことを認めた｡但 し弱酸

性側 (pH6.0)においては作用効果が低下する｡

また LDSの作用を受けた (RIOO-1)+大腸菌は電

子顕徴鎮上, 菌体の膨大,溶菌その他不規則な形

態を示すことが認められ,特にR因子除去の著明

となる120時間以降において溶菌が著 しい｡ この

際当然 リチウム自身もまた細胞表層に作用 し, ラ

ウリル硫酸イオンの作用と相侯って増強効果を示

すことが考えられるが, ラウリル硫酸基の溶菌作

用が強いため, リチウムイオン自身の増強作用を

明らかにすることは 困難 であった｡ この 点 に関

し, 今後溶菌作用の弱いアルキル硫酸塩を選び比

較検討する予定である｡

結 論

以上の実験成績を要約すれば

1. LDSは EscherichiacoltK12W3630 (R

100-1)に対 しR因子除去作用を示 し, その作用

は培養 120時間以降著明であり,0.1-0.2% の濃

度で最も除去率が高かった｡

2. LDSの R因子除去作用はpH7.6-8.0で

著 しく,酸性側 (pH6.0)では作用は減弱する｡

3. LDSは SDSよりも,より低濃度で,より

高率に R因子を除去する｡

4. LDSの作用を受けたEscherichiacoliK12

W3630(R100-1)は電顕的に膨大,溶菌および不

規則変形等の形態変化を示 した｡
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