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サルフア剤耐性赤痢菌の色彩反応について

（キノンとインドフエノール）
・（昭和 35年 4月受附）

秋田県衛生研究所 児玉栄一郎

茂木武雄

ぷ
｛
文
・
・
，
姿
．
ゞ
｀
•
,
.
,
,
、

1

〔IJ緒 言

昭和23、24年頃から赤痢に対する抗生物質としてのサ

ルフア剤が効力を失い始め、現在では殆ど無効に近いま

でに価値を減じた。 しかし散発する赤痢菌の菌塑を調

べ、またその薬剤耐性を検査した成績によると、赤痢の

主流をなす菌型、例えば sh,flex. 2 a、2b、3a、など

に最も高い耐性率が認められ、 90%の数値を示してお

り、文献によれば 100％の数値を掲げているものさえ散

見する。しかし他の菌型のものは高率のものも低率のも

のもあり、そのうち明かなものは3aである。

尤も現在赤痢症に対して治療の目的でサルフア剤を投

与する臨床家は少いと思われるが、サルフア剤は他の抗

生物質に比較すると低廉である故に、もしもサルフ剤

が有効な菌種による赤痢症の場合は経済的であると言わ

なければならない。その場合の赤痢菌がサルフア剤に対

して感性が耐性か試験せざるを得ないが、耐性検査法は

必ずしも安易なりとは言えない。時あたかも神奈川衛研

の児玉ー米山らによって導入せられたキノン反応が現わ

れた。

キノン反応は1934年藤田、児玉によって初めて報告せ

られ、細菌学への実際面の応用はその翌年児玉によって

報告された（細菌学雑誌464号、 474号）。その後米山、

中平はキノソ反応を赤痢菌についての報告があり、また

腸内細菌の分類学意義についても報告せられた（日細菌

学雑誌II (9), 1956) 

1956年児玉の報告当時の赤痢菌についての成績では、

A群は全株陰性、 B群では sh.flex 2a、 2bの大部分

が陽l生であったが、 3aではこれと屎り、陰性株が多数

を占め、またD群では陰性株が多かったという。そし

て sh, flex. 2a、 2bなどの主要流行菌では大部分が

キノン反応陽性であったが、スルフア剤に対しても大部

分が耐性を示し、また 3aではキノン反応陽性（インド

ール反応陰性）株では 6株中 5株がスルフア剤耐性、キ

ノン反応陰性（インドール反応陽性）株では 6株中 6株

がスルフア剤感受性であり、またval.Xでは、キノン反

応陽性（インドール反応陰性）株では 6株中 6株がスル

フア剤耐性、キノン反応険性（インドール反応陽性）株

では 4株中 4株がスルフア剤感受性であったが、キノン

反応陰性（インドール反応陰性）株では 2株中 2株がス

ルフア剤耐I生であったという。また sh.sonneiではキ

ノン反応陽性株では 7株中 7株がスルフア剤耐性で、キ

ノン反応陰性株では 7株中 7株がスルフア剤感受性であ

ったと報告している。また1957年児玉所長の下で米山は

更に研究を発展せしめて、加熱による影響を見たとこ

ろ、菌型により、また同一抗原構造を有する菌型にも差

畏があること、またキノン反応陽性株の無細胞抽出液

（この場合は菌体を凍結融解（30回）又は菌体にガラス

粉末を混じて乳鉢で磨砕して得たもの）では陽性、陰性

株のそれは陰性であったことを報じている。また同氏は

同年、キノン反応陽性株は陰性株よりも糖類（ソルビッ

ト、マルトース、アラビノース）分解能が低下しておる

こと IMVIC 試験ではキノン反応陽性の 2a、 3a、

Var.Xのインドール産生能の低下していることが報告

している。なおまたその後米山氏は C13細誌、 12(1!)、

1957) 2a、2b、 3a、 var.X 等の保存株のキノン反

応陽性株にはサルフア剤耐性株、、陰性株には感受性株が

多く分布しており、分離株である 2a、2b等の主要流行

雨は大部分キノン反応陽性、サルフア剤耐性であるが、

3aの大部分がキノン反応陰性、サルフア剤感受性でまた

sonne保存株の本反応陽性株はサルフア剤耐性、陰性

株は感受性であるが、分離株の本反応陽性株は陰性株

よりも多少感受性株が多く存在することなどを報告し

ている。

以上を要約するとサルフア剤耐性菌株の多くがキノン

反応陽性株であるということである。ところが1958年岩

原、赤坂ら（衛生試験所報告第76号昭和33年 9月）によ

ると lb、2a、2bに属する大部分の株はキノン（＋）、

インドール(-)、サルフア剤耐性であって、 264株中こ

れ以外の型を示したものは 11株にすぎなかったこと、

2aは 3つのファージクイプに大別することができたが、

キノン反応、インドール反応、サルフア剤惑受性と特に

関連の見られなかったことを報告している。

以上のことがらから私共は次のように受取ることがで

きる、｀すなわちキノン反応は多くサルフア耐性菌株に陽

性となるが、 3aは少しく別の存在であると思われるこ
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とである。それで私共は、キノン反応は便利な方法であ

るが、どの程度に利用価値があるものかについて次の実

験を試みた。

なお私共は実験を行うに先立ち、p-benzo-quinoneの

化学的性質について考えた。その理由は細菌の糖分解反

応と異なり、陽性陰性はかなり短時間内に決定されるこ

とで、酵素分解とは異るのではないかということであ

り、それに米山の実験にもあるとおり、無細胞の抽出液

についても陰性陽性が認められることである。遠心分離

によって得られたいわゆる抽出液の中には細菌々体から

遊離した酵素がないとしないが、また一方細菌々体tょど

から遊出した何らかの成分の在在も考えなければならな

いと思った。後者の場合最も大事なものは蛋白である。

この菌体蛋白に作用基がありとすれば、キノンの溶液の

黄色から赤色または紅色への移行があるいは可能かと考

えられたからである。それで私共はまず各種アミノ酸に

ついて実験を行った。

en) 予備試験並びに成績

A. キノン反応の場合

(i) 緩衝液（等張）

1 M H3 P04 液 66.7ma に 1N NAOH液

121.2 ma を加え、溜水で全容を 500ma とし、

最後に硝子電極 PHメーターで PH7・38とした。

(ii) 0.5% P-benzo quinoneェクノール液（黄色）

(iii) アミノ酸

ベーパークロマト用アミノ酸18種。 1％緩衝液とす

る。難溶のものは加温溶解後濾過した。従って 1%

に満たないものもある。

DL-Valine, 

5. 変色しないもの

L-Asparatic acid, L-Cystine, 

なお24時間後には Asparatic丑cidを除き全部着色す

るのであるが、 Prolineは紅色であるが、 Glycine, 

Histidine, Glutamic acid, A,rginine, DL-Alanine, 

Serine, Phenylalanine,. Methionine, Lysineなどは

褐色を帯びる。

なおまたキノツ液そのものは鉱酸、有機酸で変色しな

いが、アルカリに会えば汚褐色となる。 H2 02では変

色しないで黄色にとゞまる。

B. 2. 6-d~chlorophenylindophenol の場合

本色素はビクミンCの定量に使用せられるものである

が、私共はこの試薬をキノン同様 0.5％エクノール液と 9

して前回と同じような試験を行った。

この色素はキノンとは反対に鉱酸、有機酸に対して赤

変し、且つ鉱酸に対しては脱色の傾向を示す。アルカリ

に対しては不変で、 H202に遭うと赤変する。 但し前

記緩衝液内では変色が見られない。

前記18種のアミノ酸のうち反応して変色するものは次

に示ずとおりである。

1. 赤色を呈するもの

L-Histidine, L--Glutamic acid, L-Aspartic acid, 

2. 紫色を呈するもの

Glycine, DL-Alanine, DL-Serine, 

｀
 

B・ 試験方法

アミノ酸液 l.Om/J,を小試験管に採り、これに前記

キノン液を 1~2滴滴下し、室温において30分以内に

読みとった。

C・ 成績

1. 紅色を呈したもの

Hydroxyproline、L-Proline,

2. 赤色を呈したもの

Glycine, L-Arginine, DL-Scrine, 

DL-Methionine, L-Lysine, 

3・ 淡赤色を呈したもの

L-Ilistidine, DL-Valine, DL-Tryptophane, 

DL-Threonine, L-Phenylalanine, 

4. おくれて赤色を呈したもの

L-Leucine, L-Glutamic acid,- DL-Alanine, 

以上の試験成蹟に見られた現象は私共が次に行った赤

痢生菌浮遊液の場合には見られないで、むしろインドフ

ニノールの還元に因ると思われるロイコ型（無色）の生

成を思わすことが起った。

(m) 実験方法

A・ 使用菌株

昭和33年11、12月中に当衛研並びに保健所に於て分離

した赤痢菌株の中から無作為的に抽出した Sh.flex. 

lb 3株、 2a 8株、 2b l株、 3a l株、 Sh,sonnei I 

8株と、 国立予研から分譲を受げた中村菌種伝研株を使

用した。

なお菌株はすべて 1％高層普通寒天保存培地からボリ

ペプトン水に 37°c 24時間培養したものを普通寒天斜

面培地に37°c24時間培養し実験に使用した。

B・キノン (P-benzoquinone)液

0.5％エクノール溶液⑪貸色）

C・赤痢菌浮遊液

普通寒天斜面培地に 37°C 24時間培養した菌を
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lmg/m//,の程度になるようにPH7.38 Nacl-Phosphate 

緩衝液1.0mP,を盛った小試験管に白金耳で掻きとり、

浮遊せしめた。

この赤痢菌浮遊液は同種のものを 2本ずつ作製し、そ

の 1系列はそのまま、他の 1系列は 70°c 30分間加温

し、室温に冷えた時に試験に供した。

D． ジクロロフエニルインドフエノール液0.5％ニク

ノール溶液（青色）

色素液を添加する場合は毛細管ピペットを使用し、量

は 5滴とした。

E・ 赤痢菌のサルフア剤耐性試験

落合合成培地にSulfadiazineを 1,10, 100 ing％の濃

度となるように加え、均ーになったとき小試験管に分注

し、 100°c30分ずつ 3日間間歎滅菌した。 一方試験菌

は普通寒天斜面培地からサルフア剤を含まない落合合成

培地に植え、 37°C 24時間で充分菌が増殖したものを選

んで、更になお 1度合成培地に植え代えて増菌したもの

をサルフアダイアジン含有落合合成培地に 1白金耳あて

移植し、 37°C 24時間培養し、赤痢菌の発育増殖を認め

たものを陽性とした。

今回の試供菌の耐性試験の結果は第 1表に示すとおり

で、fl.I b及びfl.2bのすべてが 100mg％耐性であっ

たが、fl.2 a 8株では、その4株が 100mg％耐性で、残

る4株も 10mg％耐性であった。またfl.2bは 1株であ

ったが100mg％耐性で、fl.3 aの 1株は 1mg％に対して

も感性であった。また Sh.sonnei I 8株ではその 3株

が 100mg％耐性で、他の 5株が 10mg％耐性であった。

しかし対照株の中村菌種は全く感性であった。

すなわち Sh.flex. 3aと対照の中村菌種を除き、す．

べてサルフア剤に対して高度の耐性を示していた。

第 1 表 赤痢菌のサルフア剤耐性

心
Sulfadiazine 

100! 10 I 1 I計

Sh, flex. 1 b 3 3 3 

” 2 a 8 4 4 8 

” 2 b 1 1 1 
II 3 a 1 

゜Sh. sounnei I 8 3 5 8 

中村菌種（伝研株） 1 

゜計 22| ll| 91 I 20_l ' 

(IIII) 実験成績

A. キノン反応の場合

赤痢菌浮遊液にキノン液を加えてから5分、 30分、 1時

間、 2時間と観察した結果は第2表に示すとおりであっ

て、 5分後ではfl.3 aは赤変しないから陰性であるが、

それ以外の供試菌株はすぺて赤変し、従って陽性という

成績であった。 30分経過後の成績ではfl.3 aが徴弱赤

変を示して来る以外には殆ど変化が見られなかった。但

し24時間後にはこのfl.3 aも同じく赤変し、他のもの

との区別がつきかねた。
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第 2表 赤痢菌の色素剤に対する反応

し＼型株

P-benzoquinone 反応
2.6-dichlorophenyl indophenol 

indol反応
反応

5分 I30分 60分 ¥2時間l20時間 5、分 I30分 160分 12時間 20時間

Sh. flex 1 b 1 甘・ tit 廿• 廿 廿 - I -

’’ ’’ 2 世 柑 ＋ ＋ 廿

’’ 2 a 7 -tlt ttt 廿 廿 廿
II 

’’ 1 廿 tit 廿 廿・ 廿 ＋ ＋ 

’’ 2 b 1 甘・ -ltt 廿 廿 廿 ＋ ＋ 
II 3 a 1 

一 一
__,__ 

廿 ＋ 

Sh. sonnei I 5 -Ht -Ht 廿 廿 廿・

’’ ’’ 3 柑・ 柑 ＋ ＋ 廿

中村菌種（伝研株） 1 世 柑・ 廿 廿 廿

次に同様に作製した赤痢生菌浮遊液を 70°C 30分加

熱した場合にはキノンの色彩に変化がない、すなわち赤

変が起らなかった。

また30分間放置しても色調に変化が起らなかった。

以上の実験に対し、対照の意味で PH緩衝液並びにポ

llペプトレ液について同様の試験を行ったが、無関係な



とを知った。すなわち変化があるとすれば、それは

菌が生菌であることを必要条件とすること、及びサ

ア剤の耐性とはあまり関連のないことを知った。

, B・ ジクロロフエニールインドフエノールの場合

、,.:t2,6-dichlorophenyl indophenolニクノール液(0.5

咤知を 1滴乃至2滴添加した場合の結果は第2表に示し

ぉ•；だとおりであるが、添加 2 時間後該液に脱色（青色--,.

ベ伍色）が起ったものは Sh,flex. 2aの 1株（サルファ

c~ 
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剤 100mg％耐性）と、 2bの 1株（10mg％耐性）だけで

あって、中村菌種伝研株では脱色が起らなかった。また

20時間後の成績でも同様であった。

なお前回実験同様 60°C 30分加熱した場合には脱色

という色彩の変化が認められなかった。

以上の実験成績から変色乃至脱色という色彩の変化に

は生菌であるということが条件のように思われた。なお

2, 6 -dichlorophenyl -indophenolの場合には遠元を

受けてロイコ塑をとったものと推定された。
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〔V〕考按並びに結論

(li キノン反応の場合、サルフア剤感性であるSh. flex 

3a菌浮遊液は赤変せず、他の試供菌株全部が赤変した

ことは赤痢菌のサルフア剤耐性々と何らかの関連がある

ものの如く推定されるのであるが、この場合対照の中村

菌種（伝研株）まで赤変したのであるから、サルフア剤

耐性との関連ずけは困難である。

なおこのflex、3aはインドール陽性で、他は陰性で

あるが故に耐性との関連があるかの如く思われるが、私

共の場合菌株数が少なく、断定は困難である。殊に岩原

らも、必ずしも平行しないことを述ぺている。

(2) 2, 6-dichlorophenyl indophenolの場合、対照株が

不変で、 2a、2bに脱色が起ったのであるから、 この

場合にもサルフア剤耐性と何らかの関係があるものの如

く思われるが、しかし脱色の起ったものは3a (1株、

100mg％耐性）の場合は肯ずけるとしても、 2aの場合

は8株のうち 1株のみに脱色が起り、しかも耐性度は10

環 元 型

mg％であるから、耐性と脱色との間に関連があるもの

とは考え難い。

(3) なおキノン反応やインドフエノール反応の場合でも

、7□0c30分加熱した際には両反応とも変色の起らなか

ったことは酵素系反応を思わせた。
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