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抗プソイドモナス性を有するニトロフラン誘導体の研究

物質の抗菌性と急性毒性についてNF-1802 1. 

坂 田 晃康

千葉大学大学院医学研究科社会医学系食品衛生学(主任:相磯和嘉教授)

(昭和 45年� 1月� 12日受付)

要 旨

細菌類のうち� Pseudomonas属は一般に抗菌性物質に対し抵抗力が強く，� gentamicin，poly-

myxin Bなど少数の抗生物質が抗� Pseudomonas 物質として知られているにすぎない。最近

わが国において合成された� nitrofuran誘導体のなかに，Pseudomonas 属に対し強い抗菌力

を示すものが見いだされた。著者はこの物質� NF-1802についてj抗菌力，抗菌性の安定性，

食品防魔剤としての効力，ならびにその毒性について研究した。� 

NF-1802物質は� Pseudomonas，Vibrio に対し� 0.01，....，5mcgjmlの濃度でその発育を阻止

する。抗菌力は� gentamicinと同程度であると思われる。本物質はほかのグラム陽性，グラ

ム陰性細菌に対しさらに強い抗菌力を示すが，抗真菌作用はない。

本物質は熱，蛋白質および澱粉の存在下で安定であるが，紫外線によって不活される。

本物質は化学療法剤としてよりは，食品特に魚肉に対して保存効果が期待された。本物質は

マウスの経口投与� LDso値が� 8.4gjkg以上で従来の� nitrofuran誘導体よりも低毒性のよう

に推定された。� 
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略語一覧� NF-1802物質:� Potassium-l-methyl-l，十dihydro-7-[2-(5-nitro-2-furyl)vi・� 

n y 1) -4-oxo-l，8-na ph th yridine-3-car boxy la te 

AF -2 : Fury 1 furamide 

BHI agar: Brain heart infusion agar 

LDso: 50%致死量

に伴って，ますます食品衛生上多くの問題を与えてい
緒言�  

る。一方，臨床医学では本菌属の� typespeciesである

Pseudomonas は水性細菌の代表的なものであり，蛋 緑膿菌� Ps. aeruginosa は弱毒菌ではあるが，一度感染

自分解力の強力なものが多く，特に本菌属の汚染を受け すれば有効な抗菌物質が少ないため難治感染症を起こ

ている生鮮魚介類の代表的な庸敗細菌であるりわ九しか し，臨床的にもしばしば問題になっている。

も本菌属には低温株が多くべ食品低温流通機構の普及 抗� Pseudomonas性を有する抗菌物質としては� gen・� 
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tamicin5
)，polymyxin B6)，colistin7うcarbenicillin8

)な

どが知られているが，抗菌力や毒性などの点からも，必

ずしも満足すべきものではなく，より有効な物質の出現

が望まれている。� nitrofuran誘導体については，当研

究室で早くから多くの誘導体について研究がなされてき

たが，これら化合物が多くの細菌に対して強力な抗菌性

を有しているにもかかわらず，Pseudomonas に対して

は見るべき抗菌性を示すものは従来見いだされなかっ

た。しかし最近，抗� Pseudomonas 性を有する新しい誘

導体が合成されたので，この物質の抗菌性，安定性，食

品防庸効果，ならびに毒性について検索した。

実験材料ならびに実験方法

抗菌力およびその安定性

供試物質:Potassium-l-methyl-l，4-dihydro-7-(2 

-(5-nitro-2-furyl) vinylJ-4-oxo-l，8-naphthyridine-

3-car boxy la te (NF -1802物質)、を用いたが，本物質は

図� Iに示した構造式を有する物質である九� nitrofuran

誘導体のほとんどが不溶性であったが，本物質は1.27 

mgjml程度の水溶性を有するので，滅菌した� Sorensen

民リン酸緩衝液� (MjI5) に溶解させて用いた。 別に� 

Pseudomonas に対する抗菌力を比較するために，� gen-

tamicinおよび� polymyxin B を滅菌蒸留水で稀釈し

て実験に供した。

供試菌:魔敗研究所保存株より食品由来の� Pseudo-

monas 29株，Vibrio 19株(内� V.μrahaemolyticus6株，� 

V. alginolyticus 6株)， 低温株として魚より分離した� 

Pseudomonas 2株，Vibrio 3株，さらに一般細菌として� 

Staphylococcus aureus 209-p，Escherichia coli S-8，Bacil-

0 
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2-(2-furyl)-3~(5-nitro-2-furyl)acrylamide 

(AF-2) 

図1.� NF-1802物質おまび� AF-2の構造式

晃 康� 

lus subtilis PCI 219，Proteus vulgaris YO-l，Sarcina 

lutea 103，Salmonella enteritidis を用いた。別に千葉大

学医学部付属病院中央検査室において，新たに患者材料

より分離した� Ps. aeruginosa 15株もあわせて実験に供

した。� 

a. 抗菌力測定

培地として� tryptosoyagarを用い，� agar streak法

で常法どおり行なった。培養時間は，病原菌� 37
0

C，非

病原菌は� 27，....，30
0

C，低温株は� 20
0

Cで行ない，前二者は� 

24および48時間後に， 後者は� 24，48，72，96および� 120

時間後に判定し，最少発育阻止濃度を測定した。なお，� 

V. parahaemolyticusおよび� V.alginolyticusには3%食

塩加� tryptosoyagarを使用した。� 

b. 安定性の検索� 

pHの影響:培地の� pHをそれぞれ� 6.0，7.0，8.0， 

8.5にして� pHの違いによる失活の有無を最少阻止濃度

による抗菌力の比較で調べた。

加熱の影響:加熱による失活の有無をみるため，� pH 

6.0，7.0および� 8.0のリン酸緩衝液にそれぞれ� 1000mcgj 

mlに本物質を溶解させた液を� 90
0

C，30分間加熱して，

最少阻止濃度によって，抗菌力を無加熱の場合と比較し

て判定した。

蛋白質，澱粉添加の影響:本物質が蛋白質あるいは澱

粉の添加で失活するかどうかを知るために，山羊血清を� 

10%に， または可溶性澱粉を� 1%に� tryptosoyagar 

に添加して，最少阻止濃度により失活を観察した。� 

2. 食品防腐効果実験

船橋市魚市場で購入した新鮮なアジを三枚におろし，

その肉片に等量の滅菌生食水を加えて� homogenizeし

たものを試料とした。本物質の防魔効果を比較するため

に，殺菌料として指定されている� furylfuramide(AF-

2)10)を用いた。

室温保存:本物質を� 20ppmに， あるいは� AF-2を� 

50ppmに試料に添加し，無添加対照試料とともに室温� 

(16，....，200C)に保存した。� 0，11，30，53，80，103， 

144，264時間後にそれぞれ� samplingし，官能検査，� 

pH測定， 生菌数測定および揮発性塩基窒素量を定量

して鮮度低下の進行度を調べた。生菌数測定には� BHI 

，....， 27
0

Cでagar ，4 5日培養じて算定した。揮発性塩基

窒素量の測定には食品衛生検査指針の� Conwayの微量

拡散法11)~こ従って定量した。なお，官能検査で初期庸敗

に達したと思われた試料はその時点で廃棄した。

低温保存:本物質を� 2ppm~こ，あるいは AF-2 を 5 

ppm に添加したもの， および無添加対照試料を� 2
0

C 
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に保存し，� 0，3，7，10，14，18，22日後にそれぞれ� 

samplingして，室温保存の場合と同様な方法で行なっ

たが，この場合には低温株の存在を考慮に入れて培養温

度を� 20
0

0とし，� 7 10日後に生菌数を算定した。"， 

3. 急性毒性試験

経口投与� (dd系マウスおよび� Wistar系ラット)お

よび腹腔内投与� (dd系マウス)の二経路について� LD50

値を求めた。経口投与の場合，本物質は� propylene 

glycol懸濁液として，金属製ゾンデで強制的に胃内投

与した。マウス(平均体重雄約� 30g，雌約� 24g) に，� 

1.0gjkgから公比1.2で� 8.4gjkgまでの濃度を，各濃

度群雄 5匹，雌5匹で投与し，� 7日目までの生存数を観

察した。ラット(平均体重雄約� 250g，雌約� 170g)に，� 

1.7gjkgから公比1.2で3.5gjkgまでの濃度を，各濃度

群雄5匹，雌5匹で投与し，� 7日固までの生存数を記録

した。腹腔内投与の場合b マウス(平均体重雄約� 20g，

雌約� 17g，各群雄� 5匹雌� 5匹)に� pH7.2 Sorensen氏

リン酸緩衝液として� 200mgjkgより公比1.2で500mgj 

kgまで，:腹腔内注射して� 7日固までの生存数より，� 

LD50 値を� Finneyの図解法12)により求めた。� 

4. 感染防禦実験

患者由来の� Ps.aeruginosa No.39株を用い，その生

食浮遊液� 0.1ml (生菌数 3.2x108jml) をモルモット足

底部に皮下注射し，これに本物質を� Sorensen氏リン酸

緩衝液� (pH7.8) に溶解して，それぞれ� 0，10，25，50 

mgj guinea pigに� l回(攻撃後� 1時間目)または� 2回

(攻撃後 1時間目および� 6時間目)投与して，各群の生

存数を記録した。

実験成績

1.抗菌力

本物質の抗菌力を� gentamicinおよび� polymyxinB 

のそれと比較したのが表� lである。� 24時間後判定では� 

1mcgjmlで発育阻止された菌株数は，� 29株中，本物

質では� 18株，� gen tamicin 15株，� polymyxin B 2株で

あり，5mcgjmlでは，本物質，� gen tamicinとも� 29株，� 

polymyxin B 23株であり，本物質の抗� Pseudomonas

性は� gentamicinと同程度，� polymyxin B よりも強力

であることが判明した。患者材料より分離したわ.� 

aeruginosa 15株に対する抗菌力は，表� 2に示すように� 

24時間後判定では� 1O.0mcgjml程度で完全に発育を阻

表1.� Pseudomonas属κ対する抗菌力� (29株)� 

M. I.O. 1802物質�  gentamlcm polymyxin B 

(mcgjml) 24h 48h 24h 48h 24h 48h 

<0.01 

0.025 

0.05 

。0.1 

0.2

4 4 

5 2 2 2 。。0.5 。4 4 4 5 21.0 

7 4。
。 。。� 
。� 
4 5 2 

2.5 7 7 10 9 14 9 

4 5 4 4 7 105.0 。 。4 5>5.0 

5 210.0 

25.0 

>25.0 

4。 4 

数字は発育阻止菌株数� 

M.I.O.: Minimal inhibition concentration 

表2. 患者由来緑膿菌iと対する抗菌力� (15株)� 

M. I.O. 

(mcgjml) 

0.5 

1.0 

2.5 

5.0 

7.5 

10.0 

>10.0 

数字は発育阻止菌株数� 

24h 48h 

6 

4 

2。
 

。
。� 
。
。� 
7 

3 

5 

M.I.C.: Minimal inhibition concentration 

表3. 一般細菌l乙対する最小発育阻止濃度� (mcgjml) 

organism I 紬� 48h 

Staph. aureus 0.05 0.1 

E.coli く0.01 く0.01 

B_ subtilis <0.01 く0.01 

Pr. vulgaris 0.05 0.1 

Sar. lutea 0.1 0.1 

Sal. enteritidis 0.1 0.25 

止し得た。一般細菌に対する抗菌力は表� 3に示すように� 

24時間後判定での最少発育阻止濃度はく0.01"，0.1mcgj 

mlであり，本物質は他の� nitrofuran誘導体と同様に

広くグラム陽性菌，陰性菌に対して強力な抗菌性を示し

た。また，Vibrio ならびに低温菌に対しては表4に示

したごとく ，V. ρarahaemolyticus に対しでも� 24時間
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Vibrio属に対する抗菌力表� 4. (mcg/ml)

test organlsm 24h 48h 

V. tarahaemolyticus No. 4167 

V. tarahaemolyticus M-21 

V. tarahaemolyticus No. 36 

V.ρarahaemolyticus K-l 

く0.01 く0.01

く0.01 く0.01 

0.05 0.05 

0.025 0.025 

V. tarahaemolyticus K-2 0.025 0.05 

V.ρarahaemolyticus K-3 0.05 0.05 

晃 康

7.0 ，....0""'〆~--"*"--"
pH r'大x--~ 回一

|、日-'-1回/副¥門� 

6.0トー._‘�  

CONZ/ 
x 

X9 

0

0

7

80 

V. alginolyticus No. 138-2 0.1 0.1 

V. alginolyticus N o. 148-2 0.05 0.05 

V. alginolyticus N o. 370 0.05 0.1 

V. alginolyticus No. 375 0.25 0.25 

V. alginolyticus N o. 5556 0.05 0.1 

V. alginolyticus N o. 5569 0.05 0.05 

V. tyrogenus IAM -1080 く0.01 く0.01 4 

V. anguillarum 0.05 0.05 

V. ichthyodermis 0.025 0.025 

V. sp. KSS-25 く0.01 <0.01 

V.sp. KSN-5 く0.01 く0.01

V.sp. G-24 く0.01 く0.01

V.sp. G-40 くO訓 く0.01

V.sp. G-42 く0.01 く0.01 

Pseudomonas sp. SE-2 0.5 0.5 


Pseudomonas sp. SE-3 
 0.025 0.025 

下� 5株は低温株 
  
Tryptosoy agar，300 

C (低温株 20
0 

C)
 

後判定でく0.01""，0.1mcg/ml，さらに低温菌に対して

も非常に強い抗菌力を有している。なお，本物質の抗菌

力は少なくとも検索の範囲では菌種あるいは菌株による

差はみられなかった。� 

.:::.2. 安� t 1生

pHによる影響:抗菌力はアルカリ側で強く酸性側で

は若干の失活がみられたが，� pH 6.0""， 8.5の範囲内では

ほぼ安定であった。

加熱による影響:本物質は� pH6.0""，8.0の聞では加熱

によって失活せず安定なものと思われた。

蛋白質，澱粉添加の影響:蛋白質または澱粉を添加す

ることで抗菌力が低下する事実は認められず，安定な物

質であることが知られた。� 

3. 食品防腐効果

室温保存:図� 2に� pH，生菌数および、揮発性塩基窒素

量の遷移をまとめて図示した。対照試料では� 2日目に生

菌数が� 108を越え，揮発性塩基窒素量も� 30mg%以上に

達して初期魔敗の段階に達した。本物質を� 20ppm添加

生

菌

数

の

対

数

//NF-1
! i 

P

O

F

D

・ 

3 
v 
.¥Ji π 

」日τ

30 

レ� 
vj  f2 20 

10 
-"，回乙"包一回一一一

司工戸田/

。� 

揮
発
性
塩
基
窒
素
量

(20ppm 

/l 
50 

f 
 (Iilg%) 

1 2 3 4 6 8 11 

保存日数

食品防腐効果(室温……16""， 20
0

C)図� 2. 
⑨ーー⑨:対照，回一一圃:NF-1802 

物質� (20ppm)，X一一一回� X: AF-2(50ppm) 

した場合には� 8日後に初期魔敗に達し，� 6日程度の延長

効果が得られた。一方，� AF-2を� 50ppmに添加したも

のでは� 4日で庸敗し，� NF-1802物質ほどの効果はみら

れなかった。� NF-1802物質の場合にも� AF-2の場合に

もともに生菌数が� 11時間後に減少し，殺菌効果を思わ

せた。このことは，一般に� nitrofuran誘導体が合成殺

菌料であることを考えれば理解しうる。また，実験開始

時および終了時における生菌数測定時の� plateより分離

した菌の� microflora は，いずれの場合にも� Pseudo-

monas，Achromobacterであった。

低温保存:図� 3に示したように対照試料は� 14日後に，

本物質を添加したものであっては� 18日後に初期腐敗に

達し，およそ� 4日間の保存延長効果があった。� AF-2添

加の場合には� NF-1802物質� 2ppm添加よりも防庸効

果は大きかった。室温保存の場合と同様に実験初期に殺

菌効果を思わせる生菌数の減少がみられた。本実験の場

合には実験開始時の� microflora は� Achromobacter，� 

Vibrio が主流であったが，対照試料および� AF-2添加

試料の終了時の� microfloraは，やはり� Achromo-

http:0.01<0.01
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7.0 
表� 5. LD50値� (mgjkg)

マ ウ スpH -フ ツ ト� 

6.0 
100 NF-1802 

経口 >8，400 >3，500 
腹腔�  288 

9 

口

口

下

口

口

口

経

経

皮

経

経

経

417(相磯) 

AF-2 397(岡原)� 1，110(水野)� 

7 

6

生

菌

数

の

対

数

570(桜井)

460，....，670 (Dodd) 590(Dowing) 

NF 330，....，570(相磯) 

170，....，420(相磯) 300 (Dowing) 

5 
揮� 

50発� 

4 生'1
塩

3 / 基� 

回� 
/ 
/ 30窒

素
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量� 
v 20

/ 
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//  
(mg%)

f/// 
10

戸〆

ーー一-I!I---一-ー回~~国
d

。 。
3 7 10 14 18 22 

保存日数 

図� 3. 食品防腐効果� (2

0

C)

⑨一一⑨:対照，圏一一困:NF-1802 

物質(2ppm)，X一一一�  X : AF-2(5 ppm) 

bacterおよび� Vibrioであったが， NF-1802物質添加試� 

NF: N i trofurazone 

6， 6， 4， 2， 0匹であり，� LD50値は� 288mgjkgと

算出された。剖検所見では投与物質による腹膜炎が見ら

れ，死亡例には腹膜炎のためのイレウスで死亡したもの

があった。

二経路による投与成績を文献的に既存� nitrofuran誘

導体の� LD50値と比較したのが表 5であり，従来の�  

nitrofuran誘導体の� LD50値よりもかなり高い値が得

られた。� 

5. 感染防禦実験� 

Ps. aeruginosa No. 39株で攻撃されたモルモット

は 2，....，� 3日で死亡した。本物質を� 1固または 2回皮下投

与した群でも延命効果は認められなかった。剖検所見

は，初期死亡例には肉眼的に著変を認めず，� 3日以後の

死亡例では腎梗塞，肝膿蕩，牌梗塞，肺炎が散見され

料ではほとんどが� Achromobacterであった。

4. 急性毒性試験

経口投与の場合には，本物質の� propyleneglycol懸

濁液がゾンデ内で凝固するため， マウスの場合で� 8.4gj 

kg，ラットの場合で� 3.5gjkg以上の投与は，技術上不

可能であり，この投与最高濃度でもマウス� 10匹中� 9匹，

ラット� 10匹全例が� 7日固まで生存し，� LD50値は算出不

可能であった。剖検所見としては，途中死亡例では胃小

腸がやや拡張傾向が見られたのみであり，生存屠殺例で

は胃内腔に投与した本物質の国型物が� 7.2gjkgおよび� 

8.4gjkg投与群全例に見いだされた。� 5.0gjkg投与群に

も 10匹中雄� l匹に認められた。ラットでは胃内腔に投

与物が国型物として残存するものはなかった。� 2.9gjkg 

雄� l匹の盲腸がやや拡張していると思われる以外には著

変を認めなかった。

腹腔内投与の場合，� 200，240，290，350，420，500 

mgjkgの投与に対して，� 7日間生存数は� 10匹中� 8，� 

た。なお，注射部位に本物質がほとんど吸収されずに塊

状に残存していた。

考 察� 

1944年� Eaton研究所において� Dodd & Sti11man切

によって� nitrofurazoneが合成されて以来，抗菌物質

としての� nitrofuran 誘導体の合成ならびにその応用

に関する研究は，今日まで次々に展開されてきている。

わが国においても始めは化学療法剤として多くの期待が

もたれたが，� ni trofurazoneが細菌類に対してきわめて

広い抗菌像を有し，しかもその作用が強力であるところ

から本物質の食品への応用の道が聞かれ，相磯ら 14)によ

って食品防魔剤として基礎的ならびに応用的研究が完成

し，食品保存料としての価値が確立されたl九そし て �  

ni trofury lacry lamide16
)が合成され，食品添加物に指

定された。しかしその後の系統的研究の結果，より低毒

性の� furylfuramide (AF -2)が開発されて従来の� 2者は
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指定削除されるに至った川。

しかしながらこれら� nitrofuran誘導体は，いずれも

強力な抗菌像を示すが，Pseudomonas に対してはみる

べき抗菌性を示さず，抗菌力の最も強い� AF-2の場合で

も� Ps.fluorescensには� 4mcg/ml以上，Ps. aeruginosa 

には� 16mcg/ml程度であった17)。ところが最近開発さ

れた9)NF-1802物質は本報のように，従来最も強い抗� 

Pseudomonas 性を有している抗生物質� gentamicin と

同程度の強力な抗� Pseudomonas 性を有しており，� 

Vibrio を始め一般細菌に対しでも� AF-2 よりすぐれた

抗菌力を示した。� 

nitrofuran誘導体は一般に水に難溶性であるが，� NF-

1802物質はかなり可溶性を示す点に一つの特徴を有し

ている。また，本物質は� pH，加熱による失活もなく，

さらに蛋白質あるいは澱粉を添加して抗菌力が低下する

こともなく安定な物質であるので，食品防腐剤として利

用できる条件を具備している。ただ� nitrofuran誘導体

に共通する欠点、であるが，光線によって分解しその抗菌

力が低下すること，カピ，酵母に無効なことはすでに知

られている� 14)。

食品防魔効果では，室温保存の場合，本物質は� AF-2

よりも防魔効果があったが，本物質添加試料が庸敗し

た時点ではやはり� Pseudomonas，Achromobacter が多

く，� 20ppm程度では必ずしも充分とはいえない成績で

あった。低、温保存の場合には低温による保存効果を考慮

して添加量を削減してみたが，本物質添加試料の方が� 

AF-2添加試料より早く腐敗し，添加濃度に問題がある

ものと思われる。松田ら川によれば，本物質あるいは� 

AF-2の5ppm溶液にアジを丸ごと� 10分間浸潰し，� 

OOC，8日間保存した場合に，生菌数が� AF-2では肉

質� 2.2x107，皮膚� 2.6x 10S， 本物質では肉質� 108以下，

皮膚� 5.9X107であって同程度の保存効果を得ている。著

者の実験で初期において本物質，AF-2ともに殺菌効果

を思わせる現象が認められたが，このことは� nitrofuran

誘導体が単に静菌的に作用するばかりでなく，殺菌的に

も作用するという点と一致している。

なお，本物質が感染防禦実験で注射部位にほとんど吸

収されずに塊状に残存し，このために本物質の血中濃度

が低く，したがって延命効果が得られなかったことを示

唆していると思われる。太田ら 19)によると，本物質� 100 

mg/kgを雄ラットに経口投与した場合，� bioassayで検

索したところ，血中最高濃度は� 1時間後に� 0.032mcg/ 

ml，尿中最高濃度は� 16時間後に� 0.60mcg/mlであり，や

はり本物質は腸管からもほとんど吸収されずに糞便中に

排池されるものと思われる。経口投与による� LDso値が

従来に比較して高いのも同様の理由によると考えられる。

稿を終わるにあたり，御懇切な御指導，御校聞を

賜わりました恩師相磯和嘉教授に心から感謝いたし

ます。また，本研究の機会を賜わりました三輪清三

名誉教授，ならびに種々の御教示をいただきました

蟹沢成好助教授，加藤博博士に深く御礼申し上げま

す。さらに緑膿菌を分与下さいました小林章夫博

士，飯田宏美博士，大塚嘉則博士に御礼申し上げま

す。

なお，本研究の一部は第� 22回日本細菌学会関東

支部例会� (1969年� 6月)において発表した。� 

SUMMARY 

It is well known that Pseudomonas is highly 

resistant to most of antibiotics except for a few， 

such as gentamicin or polymyxin B. A new ni-

trofuran derivative，potassium-l-methyl-l，4-

dihydro-7-(2-(5-nitro-2-furyl) vinylJ-4-oxo-l，8-
naphthiridine-3-carboxylate (NF-1802 substance)， 

synthesized in ]apan recently was proved to be 

active against Pseudo'f!lonas. This paper deals 

with the antibacterial activity，its stability，pre-

servative effect on fish meat and acute toxicity 

of the drug. 

The substance inhibits the growth of Pseudo-

monas and Vibrio in the concentration of 0.01-5.0 

mcg/ml，that is almost the same level as gen-

tamicin does. Gram-positive and ・negativebac-

teria other than Pseudomonas were more sensi-

tive to the substance，though yeast or mold was 

not. 

This antibacterial activity was not affected 

with heating or adding of protein or starch to 

the culture. 

It seems that the results of the experiment 

suggest the substance is more suitable for anti-

septics app1ying to the food，such as fish，than 

chemotherapeutics，as it takes a remarkab1y good 

effect on preservation of fish meat. 

The oral LDso obtained in mice was not 1ess 

than 8.4g/kg，that means less toxicity to mice 

than that of other nitrofurans tested before by 

us. 
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