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レーザ光散乱を利用した薬剤下における

細菌粒径分布変化の計測
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　あらまし　臨床細葭検査への徳薦を圏的とし，レーザ光激裁を利用して細蕗の粒径分布計測を行った．ここで網いた方法

は，Raylei帥一Debye散養L返似に基づいて，光敷乱パターンから粒径分布を解析する清水玩らの方法に，著者らが改良を加

えたものである．本研究でほ，計灘，処理の塗動化のため，マイクロコソピュータを用いたシステムを試作した．そして代

表的な鵬内細菌であるEs醜師罐毎ooJガ（大腸菌）を網い，7種類の薬剤（抗生物質）に対する粒径分布の時間変化を計測

した．細菌試料は，100μg加1の薬剤を含んだ培養液中で3G～180分培養後，遠心分離で菌を取り出し，生理食塩水で105

～ 106鰯／ccの濃度に希釈して欝測した．その結果，試験管希釈法による醐C値との比較から，薬剤の効黒のあるものは

30～60分で粒径分布の形やピークの位麗が変化することがわかった．電子顕織鏡観測により，これらは鞭菌の形が変わる

こと，また大きくなることを反映していることが確認された，一方，薬剤の効果のないものは，18◎分以跨では粒鶴分布は

ほとんど変化しない．本方法は，短時聞で薬罷効果の有無を雄定可能であり，醸床細菌検査における薬粥感受性検査の迅速

化，雀力化に有翌と思われる．

1．　まえがき

　細菌に抗生物質を与えると，その薬剤に対して弱い

（感受性である）場合，多くの細菌は大きさや形状が

変化することが知られているα》．このような変化を短

時間で撰えることができれぽ，細菌検査における薬翔

感受性検査の遜速化，簡略化の点から興味があ
る②，（3｝

　我々は，レーザ光散乱を利用し，種々の条件下での

細菌の粒径分布計測を行ってきた（4ト⑤．このような

光学的な計測法は，非接触，非破壊で行えるという特

徴があり，細菌などの微生物や生体細胞の計測に適し

た方法である．ここで用いている計測法の基本原理

は，清水氏らによって提案された方法（7｝で，Rayleigh

－Debye散乱近似（8）（以下R－D近似〉に基づいて，散

乱パターソ（散乱光強度の角度分布）から，解析的に

微粒子の粒径分布を求めるものである．しかし我々が

対象としている細菌は，R－D近似の条件を一卜分満足

せず，榛状のものも多い．従って，粒径分箱に解析誤
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差を生じていた㈲．我々は，反復法により解析誤差を

改善する方法（9），棒状粒子が偏長回転楕円体で近似で

きる場合の粒径分箱解析法（6）等を鍵案し，細菌のよう

な1μm程慶の大きさの微粒子に対しては，ほぼ完

全な粒径分冷が得られることを報告してきた．

　本論文では，改良した解析法を用い，臨床細菌検査

における薬剤感受牲検査への応用の手がかりとして，

主に典型的な腸内細菌である盈o舵ガ漉毎601ゴ（大腸

蕗，以下忍oo紛を対象とし，薬剤下での粒径分布

の時間変化の計測を行った結果について報告する．

2．計灘。処理システム

　2．1　装　　置

　計測システムの概略を麟1に示す．光源はランダム

傭光のHe－Neレーザ（礒本科学エンジニァリング

NEO－F，2mW）である．レーザ光はチョッパで250

Kzの断続光にし，レンズを通して試料を入れたセル

（直径20mmの円櫨状ガラスセル）に照射した．ガラ

スセルの入封爾は凸レンズの効果を持つため，セル内

で平行光線となるように聞にレソズを入れた．散誠光

は二つのピンホールを通し，ホトダイオードで検出し
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た．散蔑パターソは，ステッピングモータで検出器を

回転させ，適当な赦置で止めて計測した．検幽器から

の電気儒号はそのレベルに応じて一旦減衰し，ロック

イソアンプ（NF　Circui宅，　H－575）で増幡して8bitの

ディジタル信号に変換し，マイクロコンピュータシス

テム（NEC，　PC－80GOシジーズ）に取り込んだ．

　セルをセット後，計測はマイクロコソピュータ制御

により自動的に行われる．散乱光は，5～90度の範

囲で5度間隔で灘定した．また1点はノイズの影響を

小さくするため，0．8秒間隔で100点サソプリング

し，中央値をとった．従って，1鷹の測定は約30分

要する。データの処理，解析はその凶容によって，マ

イクロコソピュータまたはTSSで大型コンピュータ

（NEC，　ACOS－850）を矯いて行った，

　図2は，案装置で灘定したポリスチレソ人工微趣子

球（D縫ke　Scientlfis社製，公称直径L◎91μm，標準

偏差0．8％，屈折率1．59＞の散乱パターソである．測

定は，蒸留水で粒子を105～106慨／ccの濃度に希釈し

て行った．○は測定点を蓑し，実線はMie理論より

計算した理論値である．散舌し角1G度で両着を一致さ

せて蓑した．図3（a）は，実験に罵いた人工微粒子の電

子顕微鏡写糞である．図3（b）は，上の写真（粒子数約

50個）より求めた粒径分布である．データ数が少な

いため，なめらかな分布ではないが，これを正規分寝

と見なすと，霊径値はL125μm，標準偏差は約8％

となる．人工微粒子の大きさには，かなりぱらつきが

あることがわかる．他でも，この程度のぼらつきがあ

ることが報告されている（鋤．また，写真より測定し

た直径は，公称値より約3％大きい．この程度の誤差

は，写真の粒子周辺部でのぼけによる読み取り誤差と

考えられる．これらを考え合わせ，ここでは人工微粒

子の平均直径，屈折率は公称値を周い，標準偏差は写

真より灘定した値を用いて散乱パターンを計算した．

この理論優と測定値は良く一致しており，この結梁は

装置が十分な特性を持っていることを示している．ま

た，大きさ1μm程度の粒子を対象とする場合，散

乱パターソの測定は5度間隔で十分であることも示し

ている．

　2．2　粒径発布解析法

　粒径分獅以γ）は，灘定した散乱パターン1（々s）

から次の変換式ωを用いた反復法（9）によって解析す

る．

姻㏄号÷券s－1臨）］㌧〉。　（1）

嬬知・s・・（θ／2） （2）

ここでλは媒質中で光の波長，鱗は散乱体の比屈折

率，θは散乱角を袈す．またSm三は球ベッセル逆変

換を蓑す．

　図4は，Eoo1ゴの粒径分布の解析例である．

£o漉は短径約1μ陽，長径約3μ駕の棒状の細菌

（図7（a）参照）である．散乱パターンの測定は，生理

食塩水（0．7z｛ノ’％1＞々CJα（1．）で細菌を約105～106個／

‘6の濃度に希釈して行った．この解析では，溶液中
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　　図1　計測システム
Fig．1　Measurement　system．
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での細菌の比屈折率として，別報†で求めた値1．52／

1・33を用いた．E‘・1♂の粒径分布1ま，救径約0．5μm

で最大値となり，粒径の大きい方にすそを引いた非対

称の分獅である．棒状の回転楕円体粒子の場合，粒径

分布のピーク値を与える粒径は短径を示し，細長いこ

とを反駿して粒径の大きい方にすそを引く重．この結

果は，瓦ω1疹が短径約0．5μmの棒状粒子であるこ

とを承しており，写真観灘の結果と合致する。

3．薬剤下での翻菌の粒径分布討測

　3．1　方　　法

　ここでは主に亙o漉を用いて実験を行った．試料

作成および実験手順を図5に示す。～夜培養した菌液

を，あらかじめ薬劇を投与して37℃に保温しておい

た培養液と混合する．このとき薬翻濃度は100μg／ml

一 定とした．培養液は，一般綱菌増殖絹のBrain

Kea震　In加sion（Di｛co　Lab．）を馬いた．混合液を

37℃で培養後，遠心分離で菌を敬り出す．これを生

理食塩水で約1G5～106個／ccの濃度に希釈して散乱パ

ターンを計灘した．遠心分離の時間（15分）も培養

時間に含め，培養時間を変えて粒径分布を解析した．

また一連の実験ごとに，薬搦を入れない新しい培餐液

を用いて同じ手願で爽験し，これをCo臓tro1（対照）

とした．この場合，混合後すぐに遠心分離を行った．

　用いた薬剤は，表1に示す7種類の抗生物質であ

る．このうち，Ampicillin，　Su茎benicill沁，　Cepha圭o．

宅ionは，主に細胞壁を破壊，あるいは細飽壁舎成を

阻害する薬剤であるG＞．またCh玉oramphe登icol，

Kanamyc熱，　Tetracyc1拠e，£ryt卜ro聡yciaは，蛋白質

合成を阻害する薬剤であるα）．

　3．2　結果および検討

　結果を図6に示す．（a＞は比較のために，薬劇を入れ

ない培養液中での時間変化を示す．この場合粒径分布

の形に変化はなく，粒径分塞のピークの位置が30分

でわずかに大きい方に移動し，180分後では最初の値

にもどっている．この変化は，薪しい培養液に接種す

ることにより，増殖の停止していた細慮が発育を開始

し，始めの約30分で大きくなり，その後分裂が始ま

ると最初の大きさに戻ることを反映しているものと考

えられる．

　図6（b）～（h）は，薬剤を入れた時の結果である．細胞

壁に効く薬搦（b＞～（d）では，時問と共に粒径分窃のピー

†応用物理投稿中（激翫パターン解析による微粒子の粒径分布計測法

一長球形種子の敬乱パターソ逓似と粒径癬析法一）
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クの位置が移動し，すその広がりも大きくなってい

る．また，これらの薬剤に共通して，粒径分聯の大き

い方に振動が場れている。1時間後の綱菌の状態を図

7の電子顕微鏡写真に示す．このうち，（a）は薬剤を投

与していない正常な状態のものである．中に球状に近

く見えるものもあるが，細菌の方向の違いによるもの

であり，ほぼ大きさ，形状はそろっている．（b），（c）は

細胞壁に効く薬剤の例であるが，これらの薬剤では（a）

に比べると全体に細菌が肥大し，大きさも不揃いに

なっていることがわかる．粒径分布のピークの移動や

広がりは，このような細菌の大きさの変化を反映して

いる．また，図7（c）の右下で，2個の細菌が癒着して

いるのが観測される．数径分布の大きい方での振動

は，このように細菌が数髄癒着したものの導在を示し

嚢1　抗生物質

製晶名 成分名 会社名

ビクシリン Ampiclllin 開治製菓繍

リラシリン Sulbe織icill圭n 武沼薬品工業鯵
Ce碑alothin標品 Cepha10thin 藤沢薬品工業㈱

Chloramphenicol標晶 Chlora⑬he捻ico1 藤沢薬品工業騰
硫酸カナマイシン Kanamycl駿 明治製菓㈱
Tetracycli燕e標品 Tetracycline 藤沢薬品工業㈱
ERYTHROCIN・1．　V． Ery£hromycin Abbotも．　Lab．

ていると考えられる．翼に，図6（d）の粒径分布を見る

と，粒径の小さい方にもピークが現れている．このと

き光学顕微鏡で観察すると，細菌が破壊されて小片に

なっているものがあった．細胞壁に効く薬翻で時々見

られる粒径の小さい方でのピークは，このような破壊

された細薦の小片を反映しているものと考えられる．

　次に，図6（e）～（h）は，主に蛋白質合成を阻害する薬

剤に対する例である。このうち，（e），（f）の薬剤に対し

ては，時間と共に粒径分布が右に移動している．図7

（d），（e）の写糞に示すように，これらの薬劇では細薦が

大きくなっていることに対応している．また，これら

の薬剤では，粒径分恥の形は変化しない．一方，図6

（9），（h）の薬剤に対しては，粒径分茄はほとんど変化し

ていないか，むしろ薬翔下で細菌が小さくなる傾向を

示している．この例を図7（f）に示す．蕉常な状態（a）と

ほとんど大きさ，形状に蓬はなく，麺径分庵解析の結

果と合致している．

　薬剤の効果の有無または強弱は，MIC（Mlロimal

Inhib圭沁ry　Co数ce簸trat至on）テストによって検査され

る鋤．試験管希釈法鋤によるM1C値を表2に承す．

これによるとTetracycli捻e，　Ery盗romyc魚を除く他

の薬剤はMIC値が100μg／ml以下であり，実験の薬

剤濃度（100μg／mDで効果が有ることがわかる．粒

径分布計測の結果と姥較すると，細胞壁に効く薬剤で

は粒径分布の形状が閣らかに変化しているもの，また

蛋由質合成を照害する薬剤を投与したとき粒径分窃が

右に移動するものは，薬剤の効菓が有るものと一致す

る．粒径分布がほとんど変化していないかむしろピー

クが粒径の小さい方に移動するものは，薬剤の効果が

無いものと一致する．また，麓！C値がちょうど100

μg／mlと判定されたCephalothi熱，　Kanamyclnでは，

同様な効果を有するMIC値の低い薬剤と比較する

と，粒径分擶の変化が現れるのが遅くなっている，こ

のことは，実験に用いた全ての薬剤について，薬剤濃

度を変えてMIC値前後で粒径分布を計測し，確認さ

れている．粒径分箱変化の薬剤の種類による違いや，

袈2　£‘oだのMC値
薬　剤 MC値（μ9／n韮）

Ampicillln 王2．5

Sωben量c撮i轟 6．25

Cepha撤hi轟 100．

Chloramphenico1 3．1

Kanamycin 1GO．

Te宅racyc蕪ne ＞4GO．

Eryt轍omycln 400．
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　　　　　薬剤下でのκ．001∫の粒径分庵変化

Size　distribut圭Qn　cha識ges　of　8100」ゴunder　drug。

M王C値と薬剤濃度の関係は，他の腸内緬菌（κ勧一

s忽1如ρ箆θπ辮o％勿θ，S6筋αがα勉πκ6soθ兜sで実験）でも

同様であった．

　　4．　む　す　び

臨床細菌検査における薬剤感受性検査への応用の試み

として，数種類の抗生物質を投与した培養液中での綱

菌の粒径分布の時聞変化を計測した．その結果，
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Fig．7　SE蟹photo募raphs　of瓦co1ガcultivated　in　a　drug　medium　for　one　hour（X100◎0）．

MIC値との比較により，薬翔の効果の有るものは，

薬剤投与後30分～1時闘で粒径分布が変化すること

がわかった．この変イヒは，薬剤の種類によってそれぞ

れ異なる．ここでは虫に£ごoあの測定例を示したが，

腸内細葭の他の菌種でも同様であった．

　現在臨床ではディスク法が多く屠いられているが，

18～24時間の検査時問が必要である（11）．また近年い

くつかのi新しい検査法，装置が開発されているが，そ

の多くは細菌の増殖を検出するものであり，3～5時

間を要する②細．これらに比べ，承方法は細菌の増殖

ではなく，形状や大きさの変化を計測するものであ

り，より短時聞での検出が可能である．以上より本方

法は，纈菌の薬剤感受性検査の迅速化法として，有望

な方法と思われる，しかしなお多くの薬斉1，菌種に対

してデータを集める必要があり，今後実験を重ねて行

く予定である．

　今回試作した測定装置は，～つの検出器を罎転させ

て散乱パターンを灘定しているので，一回の測定に約

30分かかる．検出器を複数化すれば更に測定時間を

短縮することが可能であり，翼在検討中である．

　本研究の一部は，昭和60年度科学研究補助金で行

われた．
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