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Using microbial calorimetry technique, the antimicrobial actions of drugs were quantita-

tively studied for p-hydroxybenzoic acid alkyl esters (parabens). Parabens testd were p-hy-

droxybenzoic acid methyl, ethyl, propyl, butyl, pentyl and hexyl esters.

For the purpose of obtaining the inhibitory parameters characterizing drug action, growth

behaviors of Saccharomyces cerevisiae and Klebsiella pneumoniae grown in media containing

various amounts of parabens were observed as each growth thermogram with the multiplex

calorimeter having 24 calorimetric units. Based on the growth thermograms of Klebsiella pneu-

moniae and Saccharomyces cerevisiae, 50% growth inhibition concentrations (KθS) of each

paraben were obtained from the growth retardation times, and then the drug-potency curves were
made from the drug efficacy. The minimum growth inhibition concentrations (MIGs) obtained

by analyzing the drug-potency curves showed that the effects of the drugs become more in the

order of methyl, ethyl, propyl, butyl, pentyl, hexyl esters. When comparing the affinity of the

drugs to both microorganisms based on the drug concentration required for inhibiting the growth

activity by 50%, a linear relationship was observed to exist between the number of carbon

atoms in an alkyl chain and the affinity. In addition, an identical drug exhibited a higher ef-

fect on S. cerevisiae rather than on K. pneumoniae, which may be mainly due to the difference

in membrane structure.

From the result obtained it was concluded that the method of analysis developed here is

useful for the quantitative study of antimicrobial actions of drugs.

1. は じめに

化粧品には, 食品 と同様, 微生物汚染を防止する目的で,

防腐剤 というものが用いられている。1-3)また, 医薬部外品,

医薬品においては, 保存剤以外に皮膚上の消毒やにきびに

関与していると言われるアクネ菌, フケ ・脇下臭の原因菌

など特定菌の殺菌を目的とした殺菌剤が用いられている。4-6)

これら防腐 ・殺菌剤を化粧品や医薬部外品・医薬品に配
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合する場合, 使用特性や目的に適した選定が重要である7-8)。

しかしながら, 防腐 ・殺菌剤の作用特性について十分な理

解が得られていなく, それ らの選定にあたっては経験的な

ものに頼っているのが現状である。また, 最近の医薬品開

発においては, 感染症の治療に代表される院内感染で問題

になっている菌 (メチシリン耐性黄色ブドウ球菌; MRSA,

バ ンコマイシン耐性腸球菌; VRE) に対 して効果的な薬剤

を開発するため, 薬物 の分子設計 (ドラッグデザイン) と

抗微生物作用の関係を知ることが非常に重要になってきて

いる。9-11)

我々は, こうした問題を解決する一助として, 微生物系

の熱測定を利用 した抗微生物薬における抗菌作用の定量的

解析法が有効であると考えている。微生物系の熱測定は,

非破壊的立場から微生物の増殖に伴う代謝熱を計測するこ

とにより微生物増殖をモニタリングする方法である。12-13)

この微生物が示す増殖サーモグラム (g(t) 曲線) は増殖挙

動を忠実に反映しているため, 薬剤を添加した培養系が示

す増殖サーモグラムのパターンの変化は薬物作用に関する

情報を含んでいる。したがって, それを適切な方法で解析

することにより, 従来把握できなかった薬剤の効果を定量

的に把握することができる。14-19)

そこで, この微生物系の熱測定を利用 して, 食品, 化粧

品, 医薬部外品や医薬品の保存剤として広 く用いられ, ま

た抗菌スペクトルが広く, 安全性が高いと言われるパラオ

キシ安息香酸エステル (パラベン)1,20,21)に ついて, 抗微

生物作用を検討した。パラベン類の薬剤作用の増殖抑制パ

ラメーターを得るために, 種 々の濃度のパラベン類を含む

増殖培地中の Klebsiella pneumoniae な らびに Saccha-

romyces cerevisiae の増殖挙動を24個 の熱測定ユニットを

有する多試料同時計測微生物活性解析装置12)で 増殖サーモ

グラムとして観測した。こうして得られたそれぞれの薬剤

に対するK. pneumoniae ならびにS. cerevisiae の増殖サー

モグラムから, 各 々のパラベンの増殖の時間遅れを使った

50%増 殖抑制濃度 (Kθ) を求め, さらにその薬物濃度依存

性から薬物作用曲線を描 き, 薬剤効果を評価した。

また50%増 殖抑制濃度 (Kθ) より各薬剤のK. pneumo-

niae ならびにS. cetevisiae の微 生物細胞に対する親和力

(結合のギブス自由エネルギー変化) を求め, 分子の形状と

薬剤効果について考察を試みたので, ここに解説する。な

お, パラベン類としては, パラオキシ安息香酸メチル, エ

チル, プロピル, ブチル, ペ ンチル, ヘキ シルを試験に用

いた。

2. 実験 条件

微生物の代謝熱計測には, 24個 の熱測定ユニットを有す

る多試料同時計測微生物活性解析装置 ((株) 日本医化器械

製作所製 Bio Thermo Analyzer H-201: 略称BTA) を用

いた。12)抗微生物薬剤としてのパラオキシ安息香酸エステ

ル (パラベン) 6種 は市販試薬レベルのものを用い, またそ

の構造式を Fig. 1に示 した。 試験に用いた微生物種は研究

室保有の酵母S. cerevisiae No. 9302な らびに, 腐敗 した化

粧品材料より分離したK. pneumoniae である。培地につい

てはS. cerevisiae の培養にはグルコース ・ペプトン培地

(日本製薬 「ダイゴ」, pH5.6～5.8) で, K. pneumoniae

の場合は, ブ レイン・ハー ト・インヒュージョン培地 (ニ

ッスイ, pH7.2) を使用した。

実験は, 熱測定セルを兼ねる30mlバ イアルの培養容器

に各種濃度のパラベンを含むグルコース ・ペプトン培地あ

るいはブレイン・ハー ト・インヒュージョン培地を5ml入

れ, 次に, 試験菌が103ml-1に なるように菌懸濁液を50

μl接種 し, 攪拌 した後, 30℃に 保たれた熱測定ユニットに

設置し, 増殖に伴 う熱生成シグナルを観測した。

3. 抗 菌作用の定量的解析

Fig. 2 (A)に プロピルパラベンを0～0.0168% (w/v)

の濃度で含む培地で48時 間培養 した時に観測 した酵母S.

cereisiae の増殖サーモグラムを示す。これをg(t)曲線 と呼

ぶ。縦軸は熱検出体が示す熱起電力 (単位はμV) で, また,

横軸は培養時間 (単位 はh) である。ここに示されている

g(t)曲線では, プロピルパラベンの濃度の変化とともに, 増

殖サーモグラムのパターンが変化 している様子がわかる。

プロピルパラベンの濃度が高 くなるにつれ, 微生物の増殖

を表わす増殖サーモグラムのピークに達するまでの培養時

間が遅くなり, また立ち上が りの勾配も小さくなっていき,

微 生物の増殖が抑制されていることがわかる。

このg(t)曲 線 は熱測定ユニットの中の温度の経時変化を

あらわすが, これ はあ くまでもみかけの熱量変化であ り,

周囲への熱伝導による損失も含めた結果である。試料を含

む熱測定ユニットの熱伝導定数 (Newton の冷却定数) をK

とすると, 周 囲との熱交換に基づ く熱損出を補正した真の

Fig. 1 Structural formula of p-hydroxybenzoic acid

alkyl esters.

R=CH3, C2H5, C3H7, C4H9, C5H11, C6H13

(methyl ester, ethyl ester, propyl ester, butyl es-

ter, pentyl ester, hexyl ester)
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熱生成量f(t) は次の式で与えられる。12)

f(t)=g(t)+K∫g(t)dt (1)

また, ここで得られたg(t)曲 線は増殖曲線のほぼ微分型

で与えられるものであり, 簡単 なアルゴリズムで熱的にみ

た増殖曲線を導くことができる。12-14)これが Fig. 2 (B)に

示 したf(t)曲線である。図から明らかなように増殖初期に指

数増殖を示す部分があるため, これを次式

f(t)=AN0μt+BN0 (2)

にあてはめて増殖速度定数μを求めることができる。12,13,22)

ここで, N0は 初菌数, A, Bは 定数である。さらに, この増

殖速度定数μを用い, 薬剤濃度0の 時の増殖速度定数μmに

対する薬剤濃度iの 時の増殖速度定数 μiとの比で比増殖活

性 (specific growth activity)μi/μmから薬剤作用曲線を式

(3) を基に描き, 薬剤の作用特性を定量的に記述すること

が可能である。13-15)

μi/μm=1/{1+(i/Ki)m} (3)

ここで, Kiは 薬剤の解離定数をサイト当たりの平均値で表

している。また, mは サ イトの数とみなすことができるが,

薬剤作用の協同性を示す指数でもある。このことから, μi

は薬剤濃度iのm乗 に関して双曲線関数で与えられることが

わかる。19)

薬剤の抗菌効果は Fig. 2 (A), (B) に示すようにg(t)曲

線ならびにf(t)曲線のパターンの変化 としてあらわれるが,

その意味するものは, 一つは先に述べた増殖速度定数の変

化であり, もう一つは増殖の時間遅れである。

f(t)曲線は微生物の増殖に伴う熱生成の経時変化をあらわ

すが, その微分値であるf'(t)は熱生成でみた各培養時間に

おける増殖活性をあらわす。そこで, 薬剤が存在しない場

合に微生物活性f'(t)が一定値αに 達するまでの培養時間

tα(0)と薬剤濃度iの 場合に同一活性に達するまでに要する

培養時間tα(i)との比tα(0)/tα(i)とし, その比によって増殖

の時間的遅れでみた比増殖活性を表すことにする。13,16,19)

ここで, この増殖の時間的遅れでみた比増殖活性について

も増殖速度定数でみた微生物活性の場合と同様の取扱いが

できる。(2)式 より次の関係が成り立つ。

i=0の 時 α=A'N0exp(μmtα(0)) (4)

i≠0の 時 α=A'N0exp(μitα(i)) (5)

ただし, ここでは試験する薬剤の濃度範囲では殺菌作用を

示さず, 静菌作用のみを示すとし, したがって初菌数は不

変であるとした。また, 定数A'は 単位微生物細胞当たりの

熱生成速度22)で, 薬剤により著しく誘導時間が変化しない

限り一定である。(4)式 ならびに(5)式 より容易に以下の関

係を得る。

μi/μm=tα(0)/tα(i) (6)

したがって, (3)式 ならびに(6)式 より次式が得られる。

tα(0)/tα(i)=1/{1+(i/Ki)m} (7)

このことから, 増殖速度定数からみた比増殖活性μi/μmも増

殖の時間的遅れからみた比増殖活性tα(0)/tα(i)も, 数学 的

に同じ関数型で与えられ, tα(0)/tα(i)からも(7)式 より薬剤

作用曲線が得られることがわかる。13,19)

しかしながら, 増殖速度定数からみた比増殖活性と増殖

の時間的遅れからみた比増殖活性は完全には一致するもの

ではない。 これは最適化に伴 う誤差 も含むものの, 薬剤

(本稿ではパラベン) の作用機構に関係する本質的な違いを

反映している。実際にはどんな薬剤もある濃度以上になれ

ば殺菌的に作用し, 微生物の増殖を完全に阻害してしまう

場合が多く, この取扱いはμi/μmのパラメーターでは感覚的

に適応 しにくい面がある。すなわち, 理想的な静菌作用を

示す薬剤の場合は増殖速度定数に影響を及ぼすだけなので,

μi/μmのパラメーターでも精度よく薬剤効果を表すことがで

Fig. 2 Growth thermograms (A) and growth curves (B)

obsereved for the growing culture of Saccha-

romyces cerevisiae in brain-heart infusion medi-

um containing various amounts of propylparaben.

The 7 curves shown in each panel correspond

from left to right to the concentration of propy-

lparaben, 0; 0.0072; 0.0102; 0.0132; 0.0144;

0.0156; 0.0168%.

(A)

(B)
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きるが, 増殖速度定数に影響を及ぼさず初菌数の減少を伴

う殺菌作用が少しでも持つ薬剤については対応しにくいこ

とが考えられる。そのため, 増殖 の時間遅れでみた比増殖

活性tα(0)/tα(i)の方が静菌作用, 殺菌作用を問わず幅広い薬

剤の増殖抑制効果に対応できることが推測できる。12-15)よ

って, 本稿では, 時間的遅れからみた比増殖活性tα(0)/tα(i)

を用 い, 抗微生物作用を考察 していることをここで断って

おく。

Fig. 3 (A) には, Fig. 2(A), (B)か ら得られたプロピ

ルパラベンの実験データを含む6種 のパラベン類のS. cere-

visiae に対する増殖の時間的な遅れからみた薬剤作用曲線

を示 している。縦軸はtα(0)/tα(i), すなわち増殖の時間的な

遅れからみた比増殖活性を表し, 横軸 は薬剤濃度を対数値

で表わしている。またそれぞれの点は実験データで, 実線

は回帰曲線すなわち薬剤作用曲線を表わしている。この図

から明らかなように, tα(0)/tα(t)によって描かれたパラベン

類の薬剤作用曲線は, メチル, エチル, プロ ピル, ブチル,

ペ ンチル, ヘキシルの順に低濃度側にシフトしている様子

がわかる。すなわち, これはこの順序で抗菌力が強くなる

ことを示している。Fig. 3 (B)は, K. pneumoniae に対す

る増殖の時間的な遅れからみた薬剤作用曲線を示 している。

これも先ほどのS. cerevisiae と同様に, アルキル鎖が長い

ほど, 抗菌力が増すが, 先ほどのS. cerevisiae の場合と比

べると, 薬剤作用曲線の変化はそれほど顕著ではない。こ

のことは, アルキル鎖が長 くなると抗菌力は増すが, その

抗菌力の増加はS. cerevisiae の場合ほど大きくないことを

意味している。また, ここでは, メチル, エチル, プロピ

ルパラベンまでしか薬剤作用曲線を示していないが, これ

はアルキル鎖がブチルより長い場合には, 溶解度の関係で

実験データがとれなかったためである。20)以 上 より, S.

cerevisiae, K. pneumoniae について得られた結果から, 増

殖サーモグラムのパターンの変化は薬剤作用曲線を描 くと

もっと明確になることがわかるであろう。

 ところで, 薬剤作用曲線を描 くことは同時に薬剤の50%

増殖抑制濃度 (Kθ) を決 めることでもある。12-45)ここで,

Kθは増殖の時間遅れでみた比増殖活性tα(0)/tα(t)と増殖速

度定数でみた比増殖活性μi/μmに違いがあるとして, (7)式

のKiと 区別して用いている。このKθはやはり50%増 殖抑

制濃度すなわち比増殖活性tα(0)/tα(i)を1/2に抑制する有効

薬剤濃度を表わす阻害パラメーターで, 薬剤作用曲線の中

点濃度に相当する。また, 増殖速度の薬剤濃度依存性から

最小発育阻止濃度MIC (Minimum Inhibition Concentra-

tion) を導 くこともできる。薬剤による増殖活性の低下を

(1-tα(0)/tα(i))で表 し, これが薬剤濃度iのm乗 に比例す

るとする。

1-tα(0)/tα(i)=kεimi (8)

ここで, kiは比例定数である。

式(8)よ り, 増殖活性が完全に失われる薬剤濃度は

ic=(1/ki)1/mi (9)

で与えられる。12-15)

式(8)に 対する回帰分析より, 二つの未知数 (ki, mi) を

決定することができ, その結果からicが計算によって求め

られる。このicの 値 はその性格か ら最小発育阻止濃度

(MIC) であることは言うまでもない。

さらに, 上記50%増 殖抑制濃度Kθか ら, パ ラベン類に

ついての微生物細胞に対するみかけの親和力A, す なわち

結合のギブス自由エネルギー変化を, ギブスの式に基づい

て,

式A=-RTInKθ (10)

にあてはめ求めた。23-24)Table 1にS. cerevisiae, K

pneumoniae に対する6種 のパラベン類の50%増 殖抑制濃度

(Kθ), 最小発育阻止濃度 (MIC) ならびに親和力Aを 示す。

Fig. 3 The specific growth activitiy as a function of

drug concentration. Drugs are p-hydroxybenzoic

acid alkyl ester: a; methyl ester, b; ethyl es-

ter, c; propyl ester, d; butyl ester, e; pentyl es-

ter, f; hexyl ester. (A) Saccharomyces cerevisi-

ae (B) Klebsiella pneumoniae.

(A)

(B)
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この様にして, パラベン類について, それらの微生物細

胞に対するみかけの親和力Aを 求め, 分子 の形状 と薬剤効

果の関係について考察を試みた。

パラベン類の増殖活性を50%に 抑制する薬剤濃度(Kθ)

よ り, 両微生物に対する薬剤の親和力を求めてプロットし

たものが Fig. 4で ある。図からわかるように, アルキル鎖の

炭素数と親和力との間に極めて良好な直線関係が成 り立つ

ことがわかる。また抗菌力の違いは, 主 として炭素鎖の寄

与によるものであることが明らかである。パラベン類の微

生物細胞に対する阻害作用がアルキル鎖の炭素数が増加す

るに伴い強くなるのは, 細胞 との疎水性相互作用の寄与が

大きいものと推測される。また薬剤の細胞に対する親和力

の大きさは, 1炭 素当たりS. cereviciae の場合, 2.1kJ

mol-1, K. pneumoniae の場合1.1kJ mol-1と 評価され

た。これはK. pneumoniae, S. cerevisiae における膜構造

の違い25)に よるものかも知れない。

4. おわ りに

抗微生物薬における薬剤作用の定量的解析ということで,

本研究においては食品, 化粧品, 医薬品等の防腐剤に使わ

れるパラベン類の抗微生物 (抗菌) 作用 を実例として紹介

してきた。基本となる熱測定技術の精度が高いため, 通常

の微生物学的手段では得られない質の高い情報が得られる

ことが理解されよう。また, Fig. 4に 代表されるように, 構

造 と活性の相関についての詳細についても考察することが

可能であることがわかる。今回紹介 した結果から, 本方法

が薬剤作用の精密な評価にとどまらず, 新 しい薬剤の分子

設計や相乗効果24)を念頭においた評価にも有効であると考

えている。今後, 熱測定法による抗微生物作用の解析は, 

既存の薬剤や開発途上にある薬剤の定量的評価が進むに連

れて, 医薬品開発におけるその有用性がより一層認識され

るものと著者は考えている。

謝辞 本稿をまとめるにあたり, 貴重 な助言をいただきま

した大阪府立大学農学部高橋克忠教授に感謝します。

Table 1 50% growth inhibitory concentration (Kθ/mM),

minimum inhibitory concentration (MIC/mM)

and apparent affinitities (A/kJ mol-1).

Fig. 4 Relationship between the number of alkyl carbons in p-hydroxybenzoic acid alkyl ester and the apparent drug

affinty to the microbial cells.

● Saccharomyces cerevisiae

○ Klebsiella pneumoniae
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要 旨

熱測定法により抗微生物薬における薬剤作用を定量的に

解析した。抗微生物薬として, パラオキシ安息香酸エステ

ル (パラベン) 類 を用いた。先に報告した多試料同時計測

微生物活性解析装置を用い, パ ラベン類を種々の濃度で含

む増殖培地中での Klebsiella pneumoniae ならびに Saccha-

romyces cerevisiae の増殖サーモグラムを観測した。パラ

ベン類の影響を増殖の時間遅れの観点から解析することに

より, 50%増 殖抑制濃度 (Kθ) を求め, さらにその薬剤濃

度依存性から薬剤作用曲線を描いて, 薬剤効果を評価した。

薬剤作用曲線から解析 して得 られた最小発育阻止濃度

(MIC) か ら, メチル, エチル, プロピル, ブチル, ペンチ

ル, ヘ キシルの順に薬剤の効果が強くなることが確認され

た。また50%増 殖抑制濃度 (Kθ) より各薬剤のK. pneu-

moniae ならびにS. cerevisiae の微生物細胞に対する親和力

(結合のギブス自由エネルギー変化) を求め, 分子の形状と

薬剤効果について考察した結果, 増殖活性を50%抑 制する

のに要する薬剤濃度より両微生物に対する薬剤の親和力を

求めて比較すると, アルキル鎖の炭素数と親和力との間に

きわめて良好な直線関係が成 り立つことが認められた。さ

らに同じ薬剤でも, K. pneumoniae よりもS. cerevisiae に

対する作用が大きく, それが主として膜構造の違いによる

ものと推測された。これらの結果から, ここで紹介した解

析法が抗微生物薬における抗菌作用の定量的解析に有効で

あると結論した。
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