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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗菌性薬剤、呈色試薬、並びにポリビニルアルコール及びショ糖を組み合わせた安定化
剤を含有する混合液を、マイクロプレートに分注し、減圧乾燥法により固相化することを
特徴とする薬剤感受性試験用プレートの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、保存安定性に優れた薬剤感受性試験用プレートに関する。
【０００２】
【従来の技術】
細菌の薬剤感受性試験方法として、酸化還元指示薬と電子供与体を用いる方法が知られて
いる（特開平1-187097号、特公平3-39669号）。しかして、いずれの方法も生成するホル
マザン量による色調変化を測定するものであるが、当該ホルマザンが難水溶性であるため
、測定機器での吸光度測定が困難であり、菌体からホルマザンを抽出する操作が必要とな
り、繁雑で、自動機器への適用も困難であった。また、細菌種によっては酸化還元指示薬
又は電子供与体自体が発育阻害を及ぼし、正確な薬剤感受性試験結果が得られないことも
多かった。
【０００３】
また、薬剤及び呈色試薬が減圧乾燥法により固相化された薬剤感受性試験用マイクロプレ
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ート（特開平11-287796号）が提案されている。しかして、このマイクロプレート上に薬
剤と呈色試薬を固相化させる際には、薬剤の固相化と呈色試薬の固相化の２回の減圧乾燥
が必要であり、熱に不安定な薬剤への適用は困難である。また、保存安定性の点でも十分
満足できるものではなく、低温で保存する必要があった。
【０００４】
従って、本発明の目的は、保存安定性に優れた薬剤感受性試験用プレートを提供すること
にある。
【０００５】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記目的を達成すべく鋭意研究を重ねた結果、抗菌性薬剤及び呈色試薬を
固相化させる際に、特定の安定化剤を用いれば、抗菌性薬剤、呈色試薬及び安定化剤を含
む混合液を一度に分注、減圧乾燥させる簡易な方法で、保存安定性に優れた薬剤感受性試
験用プレートが得られることを見出し、本発明を完成した。
【０００６】
すなわち、本発明は、抗菌性薬剤、呈色試薬、並びにポリビニルアルコール、ショ糖及び
乳糖から選ばれる１種又は２種以上の安定化剤を、マイクロプレートに減圧乾燥法により
固相化した薬剤感受性試験用プレートを提供するものである。
また、本発明は、抗菌性薬剤、呈色試薬、並びにポリビニルアルコール、ショ糖及び乳糖
から選ばれる１種又は２種以上の安定化剤を含有する混合液を、マイクロプレートに分注
し、減圧乾燥法により固相化することを特徴とする薬剤感受性試験用プレートの製造方法
を提供するものである。
【０００７】
【発明の実施の形態】
本発明で用いられる抗菌性薬剤としては、日本抗生物質医薬品基準解説等に記載されてい
る抗生物質、抗菌薬等で、例えばアンピシリン、アモキシシリン、アスポキシシリン、ク
ロキサシリン、オキサシリン、ベンジルペニシリン、ピペラシリン、スルベニシリン、ス
ルタミシリン等のペニシリン系薬剤；セフタジジム、セフォジジム、セファロリジン、セ
フォセリス、セフォゾプラン、セファロチン、セファゾリン、セフェピム、セフスロジン
、セファマンドール、セフメノキシム、セフピロム、セフォペラゾン、セフォチアム、セ
フトリアキソン、セフォタキシム、セフチゾキシム等のセフェム系薬剤；セファキシチン
、セフメタゾール、セフォテタン等のセファマイシン系薬剤；セファクロル、セフィキシ
ム、セフカペン　ピボキシル、セフポドキシム　プロキセチル、セフテラム　ピボキシル
、セフジニル、セフジトレン　ピボキシル、セフチブテン、セフロキサジン等の経口セフ
ェム系薬剤；フロモキセフ、ラタモキセフ等のオキサセフェム系薬剤；ファロペネム等の
ペネム系薬剤；イミペネム、メロペネム、パニペネム等のカルバペネム系薬剤；アズトレ
オナム等のモノバクタム系薬剤；アンピシリン、アモキシシリン、セフォペラゾンナトリ
ウム等とクラブラン酸又はスルバクタム等のβラクタマーゼ阻害剤との合剤；アルベカシ
ン、アミカシン、ジベカシン、ゲンタマイシン、イセパマイシン、カナマイシン、ネチル
マイシン、トブラマイシン、ミクロノマイシン、シソマイシン等のアミノグリコシド系薬
剤；クラリスロマイシン、エリスロマイシン、ジョサマイシン、ロキスロマイシン、ロキ
タマイシン等のマクロライド系薬剤；クリンダマイシン等のリンコマイシン系薬剤；ミノ
サイクリン等のテトラサイクリン系薬剤；クロラムフェニコール等のクロラムフェニコー
ル系薬剤；バンコマイシン、テイコプラニン等のポリペプチド系薬剤；シプロフロキサシ
ン、レボフロキサシン、ノルフロキサシン、オフロキサシン、トスフロキサシン、スパフ
ロキサシン、ロメフロキサシン、フレロキサシン等のキノロン系薬剤；その他ホスホマイ
シン、スルファメソキサゾールとトリメトプリムとの合剤などが挙げられる。
これらの抗菌性薬剤は、各々に応じた適切な濃度で用いることができる。
【０００８】
　呈色試薬としては、酸化還元指示薬と電子供与体が用いられる。酸化還元指示薬として
は、還元されることによって呈色するテトラゾリウム塩で、生成するホルマザンが水溶性
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のものが好ましく、例えば２－（４－ヨードフェニル）－３－（４－ニトロフェニル）－
５－（２，４－ジスルフォフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウム・ナトリウム塩（同仁化学
研究所社製、ＷＳＴ－１）等を好適に使用することができる。これらのテトラゾリウム塩
は、使用終濃度が０．０５～０．５mM、特に０．１～０．３mMとなるように用いるのが好
ましい。
　また、電子供与体としては、例えば１－メトキシ－５－メチルフェナジニウムメチルサ
ルフェート（同仁化学研究所社製、1-methoxy ＰＭＳ）等を使用することができる。これ
らは、使用終濃度が０．００１～０．０２ｍＭ、特に０．００２～０．００５ｍＭとなる
ように用いるのが好ましい。
【０００９】
本発明で用いる安定化剤は、ポリビニルアルコール、ショ糖及び乳糖から選ばれる１種又
は２種以上である。ポリビニルアルコールとしては、種々の重合度及びけん化度のものを
用いることができるが、特に重合度４００～６００、完全けん化型（９６＋mol％）のも
のが、取扱い上好ましい。安定化剤は、使用終濃度が、ポリビニルアルコールは、０．０
１～０．５重量％、特に０．０２５～０．１重量％であるのが好ましく、ショ糖及び乳糖
は、それぞれ０．００１～０．５重量％、特に０．０５～０．１重量％であるのが好まし
い。
安定化剤としては、特にポリビニルアルコールとショ糖又は乳糖とを組み合せて用いるの
が好ましい。
【００１０】
抗菌性薬剤、呈色試薬及び安定化剤をマイクロプレートに固相化するには、まず抗菌性薬
剤を精製水等の適当な溶媒に溶解し、各薬剤に応じた適切な濃度範囲の２倍希釈系列を作
成する。一方、呈色試薬と安定化剤を精製水に溶解し、これと前記薬剤溶液を混合・攪拌
する。この混合液をマイクロプレートに一定量分注し、減圧下、４～２０時間乾燥して固
相化することにより、薬剤感受性試験用プレートを得ることができる。
【００１１】
本発明の薬剤感受性試験用プレートを用いて試験を行なうには、プレートの各ウエルに、
予め培養した被検菌液を加え、３５～３７℃で１６～２４時間培養し、その４００～４５
０nmにおける発色を測定すれば良い。
生育している菌は、その生体内の脱水素酵素により乳酸をはじめとする有機酸を還元する
。このとき、テトラゾリウム塩を共存させると水溶性の黄色のホルマザンを生じ、さらに
電子供与体が存在すると、発色が促進される。抗菌性薬剤等で菌が発育阻害又は殺菌を受
けた場合には、このような発色は起こらないため、細菌の薬剤感受性を試験することがで
きる。
【００１２】
【実施例】
以下、実施例を挙げて本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるもの
ではない。
【００１３】
実施例１
オフロキサシン（ＯＦＬＸ）は、National Committee for Clinical Laboratory Standar
d（ＮＣＣＬＳ）M100-S10（For use with M7-A5）に記載された方法で、またポリビニル
アルコール（ＰＶＡ）、ショ糖、乳糖及び呈色試薬（ＷＳＴ－１及び1-methoxy ＰＭＳ）
は各々精製水に任意の濃度で溶解し、測定時（１００μLの菌液で再構築したとき）の濃
度が表１に示すようになるよう混合した。この混合液をマイクロプレート上に２５μLず
つ分注し、－４００mmHgの減圧下で１８時間乾燥して固相化し、薬剤感受性試験用プレー
トを得た。得られたプレートを直ちに、１枚当たり５ｇのシリカゲルとともにアルミラミ
ネート袋に封印し、４℃又は３７℃で４週間保存した。その後、これらのプレートについ
て、ＮＣＣＬＳ document M7-A5に記載された方法で、ＯＦＬＸの精度管理株 Staphyloco
ccus aureus ATCC 29213（精度管理域；0.125～１μg／mL）を接種し、３７℃で２４時間
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培養し、ＭＩＣを判定した。ＭＩＣ値２は規格外であり、測定は２重測定を行なった。結
果を表２～表５に示す。
なお、ＭＩＣの判定は、以下に示す６０％発育阻止濃度（IC60）を用い、IC60の吸光度に
相当するかそれ以下の値を示すウエルの薬剤濃度をＭＩＣとして、判定した。
【００１４】
（数１）
IC60＝（陽性コントロール－陰性コントロール）×０．４＋陰性コントロール
陽性コントロール；24時間培養後の薬剤無添加ウエルの吸光度（波長440nm）
陰性コントロール；24時間培養後の菌未接種ウエルの吸光度（波長440nm）
【００１５】
【表１】

【００１６】
【表２】

【００１７】
【表３】

【００１８】
表２～表３の結果から明らかなように、安定化剤を用いた場合にはいずれも、４℃及び３
７℃での保存安定性に優れていた。これに対し、安定化剤を用いない場合には、特に３７
℃における安定性が悪く、薬剤の力価低下が認められた。
【００１９】
実施例２
抗菌性薬剤としてベンジルペニシリン（ＰＣＧ）又はアミノベンジルペニシリン（ＡＢＰ
Ｃ）を、安定化剤としてＰＶＡ及び／又はショ糖を用い、実施例１と同様にして、薬剤感
受性試験用プレートを製造した。得られたプレートについて、実施例１と同様にして、Ｍ
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なお、ＰＣＧの精度管理域は0.25～２μg／mLで、ＭＩＣ値４は規格外であり、ＡＢＰＣ
の精度管理域は0.5～２μg／mLで、ＭＩＣ値４は規格外である。
【００２０】
【表４】

【００２１】
【表５】

【００２２】
表４～表５の結果から明らかなように、安定化剤を用いた場合にはいずれも、４℃及び３
７℃での保存安定性に優れていた。これに対し、安定化剤を用いない場合には、特に３７
℃における安定性が悪く、薬剤の力価低下が認められた。
【００２３】
【発明の効果】
本発明の薬剤感受性試験用プレートは、保存安定性に優れ、保存後も薬剤の力価が低下す
ることがない。
また、抗菌性薬剤、呈色試薬及び安定化剤の混合液をマイクロプレートに分注し、１回の
減圧乾燥により得られるため、簡便であるとともに、熱に不安定で加水分解を受け易い薬
剤についても適用が可能である。
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