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序論

分子中に親水基と疎水基をもつ化合物を両親媒性化合物と定義すると,広義

の意味では,非常に多くの化合物がこの中に含まれる｡一般的には界面活性剤

といわれるものがその中心になる｡界面活性剤は,表面(界面)張力低下能や

乳化,分散,可溶化,浸透および湿潤作用などの界面化学的性質以外に,抗菌

作用をもつものがあり,分子のイオン性の種類や親水性一疎水性バランスを変

えることによって,その発現する性質が異なる｡これらの性質を利用して,界

面活性剤は洗浄剤をはじめとして,乳化剤,分散剤,帯電防止剤,柔軟剤,抗

菌剤など極めて多くの分野で利用されている1~3)｡

両親媒性化合物は,アニオン系,カチオン系,両性系および非イオン系の大

きく4種類に分類される｡本研究では,両親媒性化合物の中で,特に,抗菌性

を有するアニオンとカチオン界面活性剤,およびピグアニド系化合物を中心に

取り上げた｡アニオン界面活性剤は洗浄剤の主成分として,また,カチオン界

面活性剤(特に,第四級アンモニウム塩)およぴピグアニド系化合物(特に,

グルコン酸クロルヘキシジン)は食品･医療分野において殺菌消毒剤として広

く利用されている｡しかし,これら両親媒性化合物の抗菌活性に関して,水溶

液中における分子の集合状態などの物理化学的側面から研究されたものはほと

んどなく,抗菌活性の作用機構を解明するためにも,溶液物性と抗菌作用の関

連性を調べることが重要視されている｡

アニオン界面活性剤はグラム陰性菌に対する抗菌活性が弱いことが知られて

いる4●7)｡しかし,PHの低下や多価金属イオンの共存によりその活性が著しく

増強される8~11)｡また,アニオン界面活性剤の中には,高濃度においてグラム

陰性菌を溶菌したり,細胞膜成分を可溶化する作用がある12･13)｡このように,

特定の条件下において,アニオン界面活性剤はグラム陽性菌だけでなく,ゲラ
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ム陰性菌に対しても優れた殺菌活性を発揮するが,殺菌(抗菌)目的にはほと

んど利用されていないのが現状である｡

カチオン界面活性剤の多くは強い殺菌活性を有し,古くから逆性石けんの名

称で殺菌剤として広く用いられてきた｡特に,第四級アンモニウム塩の塩化ア

ルキルジメチルベンジルアンモニウム,いわゆる塩化ベンザルコニウムは日本

薬局方にも収載されており,医療分野も含めて幅広く殺菌消毒剤として使用さ

れている代表的なカチオン界面活性剤の一つである｡このタイプの界面活性剤

は,抗菌スペクトルが広い,ほとんど無臭である,水に対する溶解度が大きい

などの長所をもっている｡しかし,洗浄力がほとんどない,有機物や多価金属

イオンが共存すると活性が低下する,皮膚刺激が強いなどの欠点もある｡グル

コン酸クロルヘキシジンは皮膚刺激性がほとんどないため,近年,塩化ベンザ

ルコニウムに代わって消毒剤として多用されるようになっている｡

抗菌剤の抗菌活性は,最小発育阻止濃度(M[C:minimuminhibitory

COnCentration)や最小殺菌濃度(MBC:minimumbactericidalconcentration)

で評価され,これらの値が小さいほど,微生物に対する抗菌活性が強いことを

意味している｡両親媒性化合物の抗菌活性も,M)CやMBCの立場で,界面活

性をもたない他の抗菌剤と同様に比較されることが多い｡また,抗菌剤の作用

機構を調べる場合,細菌の呼吸阻害,細胞の表面電荷や表面疎水性変化,酵素

阻害,タンパク質の変性あるいは細胞内成分の漏出などの菌体側で起こる変化

を中心に議論されてきた｡しかし,両親媒性化合物は上述したように種々の界

面活性能をもつこと,また,会合体(miceI[e,ミセル)を形成することなど,

他の抗菌性化合物には見られないコロイド化学特有の性質があるため,これら

化合物の抗菌活性を検討する場合,ミセル形成やその構造変化などの溶液側で

起こる変化も考慮に入れて論ずる必要がある｡たとえば,ミセル形成の前後に

おいて表面張力などの界面化学的性質が明らかに変化するため,この溶液物性

2



変化が,当然,抗菌活性にも影響を及ぼすことが予想される｡さらに,ミセル

の大きさ,rigidityや構造変化の影響も考慮に入れる必要があると考えられる｡

本論文では,両親媒性化合物溶液と菌体表面の両面から物理化学的アプローチ

を行い,溶液の物性変化と抗菌活性との関連性を明らかにしようとした｡

第Ⅰ編の｢抗菌性両親媒性分子の会合体構造｣においては,｢臭化セチルト

リメチルアンモニウム会合体構造:特に,ニトロキシドラジカルプローブ可溶

化会合体構造-ESR法による研究｣(第1章),｢臭化セチルトリメチルア

ンモニウム会合体動的構造:特に,可溶化ニトロキシドラジカル誘起核磁気緩

和法による研究｣(第2章)およぴ｢N-アシルサルコシンナトリウム会合体

構造:特に,1H-NMRスペクトル法による研究｣(第3章)をおこない,特に

ミセル構造に関する基礎的性質について検討した｡第1章では,ニトロキシド

ラジカルをプローブとして用いて,臭化セチルトリメチルアンモニウムミセル

内におけるプローブの運動状態をESRスペクトル解析を行ってミセルの構造

変化を調べた｡第2章では,ニトロキシドラジカルによって誘起された臭化セ

チルトリメチルアンモニウム分子のプロトンNMR緩和時間を用いてミセル構

造を考察した｡第3章では,N-アシルサルコシンナトリウムのミセル形成に

伴う分子のコンホメーション変化をプロトンNMRスペクトル法により調べた｡

第Ⅱ編の｢水溶液中における抗菌性両親媒性分子一金属イオンの相互作用｣

においては,｢抗菌性アニオン界面活性分子一塩化ランタン(Ⅲ)複合体形成｣

(第1章),｢抗菌性アニオン界面活性分子のモデル膜への吸着とその金属イ

オン共存効果｣(第2章)およぴ｢抗菌性アニオン界面活性分子一多価金属イ

オン混合水溶液中における細胞表面特性｣(第3章)の研究を行った｡第1章

ではオクタンスルホン酸ナトリウム(NaOS)と塩化ランタンの混合水溶液中

に形成される複合体組成をプロトンNMRスペクトルの緩和時間を解析するこ

とにより検討した｡第2章では水晶振動子マイクロバランスを用いて,NaOS
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一金属イオン混合系における脂質膜への吸着を調べ,複合体生成との関連性に

ついて考察した｡第3章では,同様の混合系について,おもに菌体側で起こる

変化,すなわち,細菌の細胞表面電荷や細胞表面疎水性の変化および細胞内成

分の漏出について議論した｡

第Ⅲ編の｢抗菌性両親媒性分子の溶液物性一殺菌活性の相関｣においては,

｢抗菌性アニオン界面活性分子一金属イオン混合水溶液系の殺菌活性｣(第1

章),｢抗菌性カチオン界面活性分子の会合体形成と至適殺菌濃度｣(第2章)

およぴ｢抗菌性カチオン界面活性分子-エモリエント剤混合系の殺菌活性と疎

水性パラメータ｣について研究を行った｡第1章では,NaOSと各種カチオン

混合系の殺菌活性を調べ,この混合系における両親媒性分子一金属イオンの相

互作用との相関について検討した｡第2章では,カチオン界面活性分子の殺菌

活性には至適濃度が存在することを明らかにし,その至適殺菌濃度とミセル形

成との関連性について論じた｡第3章では,グルコン酸クロルヘキシジンおよ

び第四級アンモニウム塩の殺菌活性に及ぼす各種エモリエント剤の影響を調べ,

エモリエント剤の疎水性とその殺菌力増強効果の相関について議論した｡
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第Ⅰ編

抗菌性両親媒性分子の会合体構造





第1章 臭化セチルトリメチルアンモニウム会合体構造:

特に,ニトロキシドラジカルプローブ可溶化会合

体構造 -

ESR法による研究

1-1緒言

ニトロキシドフリーラジカルはプローブとしてミセル構造の研究に利用され

ており,プローブを可溶化したミセルの第1CMCにおいて,回転相関時間が

顕著に変化することが知られているト4)｡この変化は,プローブとミセルの相

互作用の結果,プローブ分子のtumbIing速度が低下することにより生じる｡

本研究において,2種類の長鎖アルキル基を有するニトロキシドラジカルを

プローブとして用い,臭化セチルトリメチルアンモニウムミセルの球状から棒

状への遷移についてESR法を用いて調べた｡
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1-2 実験方法

1-2-1

臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB)および塩化セチルトリメチル

アンモニウム(CTAC)(以上,半井化学製)は,アセトンーエタノールで再

結晶して用いた｡5-(N-オキシルー4',4'一ジメチルオキサゾリジン)パルミテ

ン酸(5-PASL)はHubbe[JおよぴMcConnelI5)の方法にしたがって合成した｡

ラウリン酸2,2,6,6-テトラメチルー4-ピペリジノールー1-オキシル(1-

LASL)は,Waggonerらの方法2)によって合成した｡これらのスピンラベル化

合物はカラムクロマトグラフィにより分離精製した｡

ESR測定用試料は,5-PASL(または,1-LASL)を溶解したベンゼン溶液の

一定量を試験管にとり,減圧下で溶媒を除去後,CTAB水溶液を加えてプロー

ブを可溶化させた｡

ESR測定の試料管は融点測定用チューブを用いた｡ESR スペクトルは

JEOL-mOde[JES-MEスペクトロメータを用いて室温(22±20c)で測定した｡

1-LASL

5-PASL

CH3-(CH2)10-C-○冨-｡く〕→｡

CH3,(CH2)10六(CH2)3.C00H
O←N O

′←｣
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1-3 結果および考察

一般的に,ニトロキシドラジカルのtumbling速度は回転相関時間(てc)によ

って表され,このて｡はESRスペクトルの線幅に関係する6)｡ラジカルの線幅

の狭いESRスペクトルにおいては,2つの相関時間は式(1)および(2)で表され

る1･6-8)｡

てc= 0･65Wo[(ho/hl)1/2+(ho/h-1)1/2-2] (1)

てc･=-2211Wo/Ho[(ho/hl)1/2-(ho/h-1)1/2] (2)

ここで,Woは中心ピークの線幅,Hoは掃引磁場であり,いずれもGauss単位

である｡ho,hlおよびh_1は,それぞれ,中,高および低磁場におけるピーク

の高さである｡プローブが等方性運動するときには,て｡はて｡,に等しいが,普

通は異なる値をとることが知られている｡て｡とて｡'の差(△て｡)は分子運動の異

方性を表す尺度と考えることができる4･9)｡

本研究では,CTABミセル中に配向した5-PASLおよぴ1-LASLの回転相関

時間を第2CMC付近で測定した｡測定に用いたミセル溶液の濃度が非常に高

いので,相関時間の計算においては,モノマーとミセル間の化学交換の影響は

無視した｡さらに,界面活性剤水溶液中におけるニトロキシドプローブの回転

運動の減少がESRスペクトルのブロードニングのおもな要因であるので,極

性基と無極性部分のhopping効果は無視した｡

5-PASLの飽和水溶液のESRスペクトルは,ほとんど強度の等しい3本線か

らなるシグナルを示す(Fig.I-1-1(a))｡しかし,5-PASLをCTABミセルに可

溶化すると,3本の超微細構造線の幅は非等価になる(Fig･Ⅰ一1-1(b))｡

TableI-1-1は有機溶媒およぴCTABミセル中における5-PASLおよび1-

LASLのTcとてc･を示している｡5-PASLCTABミセル系におけるてcは,有機

溶媒中のそれよりも大きいことがわかる｡この結果は,5-PASLがミセルへ配

向することにより,そのプローブのtumbling運動が低下することを示している｡
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5-PASL水溶液中におけるAてcは有機溶媒中の値とほとんど差がない｡した

がって,5-PASL分子は水溶液中で単分散状態にあり,ほとんど等方性の分子

運動をしていると考えられる｡CTABミセル中における5-PASLのAてcは,有

機溶媒中よりも大きい｡この事実は,CTABミセル中では5-PASLが異方性の

分子運動をしていることを示唆している｡

Tablel-1.RotationalcorreIation times for5-PASL andl-LASLin organic

SOIventsandin CTAB micel)es.

5-PASL 1-LASL

て｡ て｡' △て｡ て｡ て｡' △て｡

Wate｢

ethyla]cohol

hexy]aJcohoJ

benzene

hexadecane

CTAB sofution

(120mg/cm3)

23.6 18.0 5.6

17.8 31.7 13.9

56.0 54.8 1.2

1.0 9.4 8.4

33.1 31.3 1.8

290.0 174.0 126.0

12.3 3.4 8.9

25.1 13.6 11.5

2.3 3.5 1.2

7.1 10.4 3.3

87.6 96.1 8.5

1-LASL-CTABミセル系の場合,てcは5-PASL-CTABミセル系の場合と比較し

て明らかに小さいことがわかる｡さらに,CTABミセル中における1-LASLの

Aてcは,有機溶媒中のそれに非常に近い｡この事実は,CTAB ミセル中におい

ては,1-LASLのラジカル基が5-PASLのラジカル基ほど束縛されておらず,前

者の分子運動の異方性が小さいことを示している｡
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Fig,Ⅰ-1-1(a)ESRspectrumof5-PASL(Saturated)inwater･

Fig.Ⅰ一1-1(b)ESRspectrum of5-PASL(1･14×10-3M)in
CTAB

mice][e(175mg/cm3).
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Fig･Ⅰ-1-2 Rotationalcorre]ation timesof5-PASLandl-LASLin

aqueoussoIutionsvs.surfactantconcentrations(roomtemperature,

22±2℃).0,5-PASL-CTAB;●,1-LASL-CTAB;▲,5-PASL-

CTAC.
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Fig･Ⅰ-1-3 AてcVaIuesof5-PASLandl-LASLinaqueoussoIutions

vs.surfactant concentrations.0,5-PASL-CTAB;●,1-LASL-

CTAB;▲,5-PASL-CTAC.
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5-PASLの回転相関時間をCTAB濃度の関数としてFig.Ⅰ一1-2に表した｡90

-120mg/cm3の濃度範囲で著しいてcの変化がおこっていることがわかる｡こ

の濃度範囲は第2CMCに対応している｡一方,5-PASLをCTACミセルに可溶

化したときは,第2CMCに相当するような変化は認められなかった｡したが

って,CTABミセルの場合に観測された回転相関時間の変化は,ミセルの形状

変化によるものと推察される｡

また,1-LASLのてcについてもCTAB濃度の関数としてFig.Ⅰ一1-2に示した｡

このプローブのてcは,ほとんどCTAB濃度に依存しないことがわかった｡これ

らの事実から,CTABミセルの極性基部分のrigidityは,ミセルの形状変化の影

響を受けにくいと結論できる｡

Fig.Ⅰ-1-3に5-PASLおよぴ1-LASLのAてc値が界面活性剤濃度の関数として

示されている｡5-PASL-CTAB水溶液においては,約100mg/cm3の濃度でAてc

の変化が認められたが,5-PASLCTAC系の場合,そのような変化は観測され

なかった｡この事実は,球一棒状転移によって,5-PASLの分子運動が異方的

になったことを示している｡一方,CTABミセルに1-LASLを可溶化するとき,

Aてcは変化しない｡したがって,ミセルの炭化水素部分とは対照的に,CTAB

ミセルの極性基部分におけるラジカル基の分子内回転運動は,ミセルの形状変

化による束縛を受けにくいと結論される｡
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2-4 結論

8-炭素および極性基部分にニトロキシドラジカル基をもつ長鎖アルキル化

合物(それぞれ,5-PASLおよび1-LASL)をスピンプローブとして臭化セチル

トリメチルアンモニウム(CTAB)および塩化セチルトリメチルアンモニウム

(CTAC)ミセル中に可溶化し,ESRスペクトル解析により,プローブの回転

相関時間を求めた｡5-PASLを可溶化したCTAB水溶液においては,球状から

棒状ミセルへの転移と考えられる濃度領域で回転相関時間の変化が認められた｡

しかし,CTAC ミセルではそのような変化は観察されなかった｡また,CTAB

に1-LASLを可溶化した場合も相関時間はほとんど変化しなかった｡これらの

結果から,CTABミセルの形状変化により,ミセルの疎水基部分(5-PASLの8

一炭素付近に対応する部分)はより鴫idになるが,親水基付近はほとんど束縛

を受けないと結論される｡
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第2章 臭化セチルトリメチルアンモニウム会合体動的構

造:特に,可溶化ニトロキシドラジカル誘起核磁

気緩和法による研究

2-1緒言

核磁気共鳴吸収法は界面活性剤水溶液の物理化学的挙動を調べるための有用

な手段である1~24)｡特に,核四重極吸収は,アルカリイオンと生体膜表面との

相互作用のような生体反応に関連して,対イオンとミセル凝集体との問の相互

作用機構に関する情報を得るためにしばしば利用されてきた8,1ト15,17･19)｡

すでに多くの研究者によって報告されているように,核磁気緩和測定は界面

活性剤の水溶液中における分子運動を研究するために有用である4･16･20)｡

WiI(iams,Sears,A[1erhandおよびCordes16)は,ミセル水溶液の13c-スピ

ンー格子緩和時間の測定から,界面活性剤の極性基から遠いセグメントほどそ

の運動が増加し,極性基末端では非常に束縛される傾向にあることを示した｡

また,彼らは臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB)ミセルの球から棒

状への転移によってもセグメント運動が抑制されることを認めた｡Henriksson

とOdberg20)は,n-ヘキサン酸ナトリウム水溶液において,そのアルキル炭

素の13c-スピンー格子緩和時間を各種濃度に対して詳細に調べた｡そして,

CMC以下において,その核磁気緩和時間はヘキサン酸塩の分子全体の運動に支

配され,一方,ミセル状態では,ブラウン運動の減少により,C-C結合周り

の束縛された内部回転が緩和過程に寄与すると結論した｡

常磁性イオンあるいは分子を含む溶液においては,核磁気共鳴吸収スペクル

は非常に強い常磁性効果の影響を受ける｡たとえば,常磁性物質は核磁気緩和

時間を減少させる25)｡このような摂動を受けた共鳴スペクトルから,常磁性中
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心と核間の距離の計算が可能であるため,核磁気緩和法は酵素の動力学やその

活性中心の構造を研究するためにしばしば利用されてきた26-29)｡Kornbergと

McConn釧30)は,ニトロキシドラジカルでラベル化したホスファチジルコリン

を含むベシクル中において,ホスファチジルコリン分子のN-CH3水素の吸収ピ

ークのブロード化を測定し,ベシクルのflip一他pおよび横方向拡散速度を評価

した｡

本研究においては,ニトロキシドラジカルプローブを含むCTABミセル水溶

液の核磁気共鳴吸収スペクルを測定し,常磁性物質によって生じたスピンース

ピン緩和時間(T2M)を球一棒状転移にともなうCTABミセルのrigidity変化と

関連づけて議論した｡
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2-2 実験方法

臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB),塩化セチルトリメチルアン

モニウム(CTAC),5-(N-オキシルー4',4'-ジメチルオキサゾリジン)パルミ

チン酸(5-PASL)およびラウリン酸2,2,6,6-テトラメチルー4-ピペリジノー

ルー1-オキシル(1-LASL)は,第1章と同じものを用いた｡NMR測定には

MERCK製の重水(純度99.75%)を使用した｡

NMRスペクトルは Hitachj-Perkin-ELmer R-20Bスペクトロメーター(60

MHz)を用い,掃引幅60Hz,温度35±1℃で測定した｡
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2-3 結果および考察

2-3-15-PASLまたは1-LASL可溶化CTABミセルのN-CH3ピークの線幅

ニトロキシドフリーラジカルをラベル化した分子がCTABミセルに可溶化さ

れた場合,CTAB分子中の水素原子の吸収ピークにブロードニングが生じる｡

この現象はニトロキシドラジカルの常磁性緩和効果として知られている｡一定

温度の条件で,線幅のブロードニングは(1)式で与えられる｡

』v=』vl/2-』vOl/2 (1)

ここで,』vl′2および』v01′2は,それぞれスピンラベルプローブが共存すると

き,および共存しないときのNMRピークの半値幅を表している｡式(1)はさら

に式(2)として与えられる30,33)｡

Av=PM/(7t(てM+T2M)) (2)

ここで,てMおよぴT2Mは,それぞれCTAB分子とスピンラベル分子がもっとも

接近しているときの寿命およぴスピンースピン緩和時間を示す｡PMは式(3)に

よって与えられる｡

PM=q[R]/([S]+[R]) (3)

ここで,【S]および【R]は,それぞれ,CTABおよびニトロキシドラジカルプロー

ブのモル濃度を表す｡qはスピンラベル分子の近傍に位置するCTABの分子数

で,CTABミセルが六方充填構造と仮定するとq=6である｡したがって,式(2)

はつぎの形で表すことができる｡

Av=(q/1007t(TM+T2M))×‡100[R]/([S]+[R]))(4)

すなわち,プローブによって生じる線幅のブロードニングは,そのラジカル濃

度に直線的に比例する｡したがって,スピンースピン緩和時間(1/T2M)は式

(4)の傾きから求められ,その傾きは式(5)で与えられる｡

L=q/(1007t(TM+T2M)) (5)

ここで,ミセルーモノマー交換は非常に速い(T2M>>てM)ので,式(5)の傾
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きは近似的に式(6)で表される｡

L=q/(100Tt･T2M) (6)

Fig.Ⅰ-2-1はCTABミセルのN-CH3ピークの線幅におよぼす5-PASLの影響を

示している｡

5-PASL-CTAB ミセルにおいては,N-CH3ピークのブロードニングは5-

PASL濃度に依存し,しかも直線的であることがわかる(Fig.Ⅰ-2-2)｡CTAB

の種々の濃度におけるスピンースピン緩和時間(T2M)は,Fig.Ⅰ-2-2,Ⅰ-2-3およ

びⅠ-2-4に示された直線の傾きから算出した｡N-CH3ピークのT2M値は濃度の

関数としてFig.Ⅰ-2-5に示されている｡20q50mg/Cm3の濃度範囲においては,

T2Mはほとんどq定であるが,CTAB濃度がさらに増加するとしだいに減少し,

最終的に一定値に近づく傾向を示した｡一方,Fig.Ⅰ一2-5に見られるように,

CTACの場合,T2M値は試験した濃度範囲において濃度依存性は認められなか

った｡

T2Mが著しく減少する60-110mg/cm3のCTAB濃度は,第2CMCに対応し

ているから17,18),このような5-PASL-CTAB混合水溶液において観測される

T2M値の顕著な変化は,CTABミセルの形が球状から棒状へと転移することに

起因すると考えられる｡

常磁性分子によって誘起される核磁気緩和の強さは,界面活性剤分子の水素

原子とラジカル中心との距離(r)に関係する｡すなわち,NMRの線幅は,1′｢6に

比例して広くなる35)｡電子の磁気双極子モーメントは大きいので,核磁気スピ

ンに及ぼす不対電子スピンの常磁性緩和効果は,約40Åの距離でさえ影響する

ことが知られている｡このように,スピンラベルを用いた緩和時間測定から,

プローブとCTAB分子間の平均距離に関する情報を得ることができる｡ミセル

は球状から棒状への形状変化によりパッキング状態が密になるので,プローブ

とCTAB間の平均距離が短くなり,その結果,ミセルの炭素鎖部分のrigidity
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が増加する｡このことがミセル水溶液における水素核の核磁気共鳴吸収ピーク

の線幅の広がりのおもな要因と考えられる｡すなわち,T2Mの減少は,球状の

CTABミセルから棒状ミセルへの転移によって生じるミセルのrigidityの増加の

ためである｡このようにT2M値は界面活性剤分子のrididityに関する尺度と考え

られる｡

第2CMC以下において,5-PASL-CTAB水溶液のT2M値は,5-PASL-CTAC

水溶液のそれと比較して小さい｡このことはCTABの球状ミセルがCTACより

rigidであることを示唆している｡

CTABミセルに1-LASLを可溶化するとき,ミセルの親水基近傍にあるニト

ロキシドラジカルもまたCTABの水素原子の緩和速度を短縮し,特に,N-CH3

ピークの緩和速度が5-PASLの場合より大きくなることがわかった｡Fig.Ⅰ一2-3

はCTABミセルのN-CH3ピークの線幅に及ぼす1-LASL濃度の影響を示してい

る｡また,Fig.Ⅰ-2-5にはN-CH3の水素原子のT2M値をCTAB濃度の関数とし

て表した｡この場合,T2Mの減少は認められたが,第2CMC付近のT2M変化は

5-PASLの場合ほど顕著ではなかった｡そして,1-LASLの場合,T2M(球状)/

T2M(棒状)の比は3:1であり,5-PASLの場合は4.5であった｡

1-LASL-CTAB水溶液におけるT2M値の変化は,球状から棒状ミセルへの形状

変化によって起こる親水基領域のrigidityの増加に起因すると考えられる｡5-

PASLと1-LASL間におけるT2M値の相対変化の違いは,ミセル内部と親水基

部分のrigidityの差を意味している｡すなわち,ミセルの親水基部分はその内部

と比較して,ミセルの形状変化による束縛を受けにくいと結論される｡この事

実は,第1章のニトロキシドスピンプローブを可溶化したCTABミセルのESR

研究の結果と一致する36)｡

DebyeとAnacker39)は,CTABミセルが臭化ナトリウムの添加により,大き

な棒状ミセルになることを報告した｡本研究においても,CTAB水溶液に電解
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質を添加したとき,球一棒状転移のために,N-CH3ピークのT2Mに変化が認め

られた｡

Fig.Ⅰ-2-6はニトロキシドプローブを可溶化したCTABミセル(CTAB濃度は

60mg/Cm3に固定)において,N-CH3ピークのT2M値に及ぼす臭化ナトリウム

の影響を示している｡臭化ナトリウム濃度の増加とともにT2M値は急速に減少

し,1.0×10~3のモル比でほとんど一定値を示した｡この結果は,臭化ナトリ

ウムの添加によって,ミセルの炭化水素コアのrigidityが増加したことを示して

おり,Shinitzkyらの報告と一致する40)｡

また,1-LASL-CTAB水溶液への臭化ナトリウムの添加によってもT2M値の若

干の減少が認められた｡しかし,このT2Mの相対変化はNaBr-5-PASL-CTAB系

ミセルの場合よりも小さかった｡すなわち,1-LASL系に対するT2M(球状)/

T2M(棒状)の比は2.3であり,5-PASL系のそれは3･3であった｡これらの結果

から,NaBr添加によって生じたミセル形状変化のために,炭化水素部分はより

rigidになるが,親水基部分は内部ほどrigidにならないと結論されるo

ミセル系において観測されるスピンースピン緩和時間T2Mは,モノマーとミ

セルの平均であるので,それらの間の速い化学的交換の影響を考慮に入れる必

要がある｡しかし,本研究においては,この影響は無視することができる｡そ

れは,試験したCTAB溶液においては,界面活性剤分子の99%がミセル中に存

在し,さらに,5-PASLおよび1-LASLプローブはほとんど水に溶解しないので,

これらのプローブはそのほとんどがミセル中に可溶化されていると考えられる

からである｡
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2-3-2 球一棒状転移にともなうラジカル中心と界面活性剤分子の極性基間の

平均距離の相対変化

1H-NMRスペクトルのN-CH3吸収ピークのT2M値は,ニトロキシドフリーラ

ジカル中心とCTABミセルのN-CH3基間の距離に関する定量的情報を与えてく

れる｡

So10mOn35)によれば,誘起スピンースピン緩和時間は,式(7)で表される｡

1/T2M=(1/15)(LIs2†Ⅰ2r6)f(てc) (7)

ここで,て｡は核スピンー電子スピンの磁気双極子相互作用に関する相関時間,

いsは電子双極子モーメント,†Ⅰは核磁気回転比,そして｢は不対電子と核の間

の距離である｡

Wien,MorrisettおよびMcConnelI41)は,スピンラベル化されたインヒビタ

ーと酵素の分子複合体に関して,Os(電子のラーモア周波数)≫研(核のラーモ

ア周波数)およびos2て｡2≫1の条件下において式(8)を誘導した｡

1/T2M=(1/15)(Ps2†I2/r6)(4てc･3てc/(1･研2てc2)) (8)

この式は不対電子と核間の距離が一定で,等方性のスピン交換相互作用による

緩和効果が無視できるという仮定の下で誘導された｡ここで,T2Mとて｡が明ら

かになれば,距離｢が決定できる｡また,もし,モノマーとミセル間の化学交

換の影響が無視できるとすると,式(8)は常磁性分子-ミセル系に適用できる｡

すなわち,5-PASL-CTABミセルにおいて,可溶化されたラジカルの中心とN-

CH3の水素原子核の間の平均距離を決定することができる｡

このようなミセル系において,球一棒状転移が起こるとき,プローブ中心と

N-CH3水素間の平均距離が変化すると推測される｡球状ミセルに対する棒状ミ

セルの平均距離の違いは式(9)によって与えられる｡

T2MO/T2M=(rO/r)6((4てc+3てc/[1･研2て｡2])/(4てcO･3て｡0/[1･のⅠ2てcO2]))(9)

ここで,T2Mおよびrは,それぞれ,N-CH3ピークの双極子誘起スピンースピ
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ン緩和時間および球状のCTABミセルにおけるプローブの不対電子とN-CH3

水素の原子核間の平均距離であり,て｡は球状ミセルにおけるプローブの相関時

間である｡添字ゼロは棒状ミセルを表す｡0)Ⅰは核のラーモア歳差運動周波数

(rad/S)である｡

水素の核磁気共鳴周波数oIが3.768×108rad/s(60MHz),およぴてcとてcO

が,それぞれ2.6×10-9と3.0×10-9sであるとき(第1章のESRスペクトル

から算出した36)),相対位置(rO/｢)はT2Mを用いて式(10)のように表現でき

る｡

ro/r:0,875(T2MO/T2M)1/6 (10)

球状と棒状ミセル間の相関時間の差が小さいとき,相対位置は近似的に式

(11)で表される｡

ro/r=(T2MO/T2M)1′6 (11)

T2MおよびT2MOの値として,それぞれ,本実験で得られた14×10-3ぉよぴ

4×10-3sの値を用いるとき,rO/r=0.83が得られる｡

また,式(11)は比の値として0.81を与える｡したがって,このような小さな

相関時間の差によって,相対位置はほとんど影響を受けないと考えられる｡

これらの計算値は,可溶化されたプローブのラジカル中心とN-CH3基の間の

平均距離が,球状一棒状転移の結果,17-20%短くなっていることを示してい

る｡NaBrによる球状一棒状転移の場合,相対位置はこれらの値とほとんど等し

い｡

一方,比rO/rは球状および棒状ミセルのモデルから数学的に推測できる｡

CTABミセルの2つの型に対して,ミセルの分子量,会合数および極性基の断

面積(計算値)をTab[eI-2-1に示した34･39)0

球状のCTABミセルにおいて,極性基の断面は直径9■2Åの円と見なされ,

これは,ある極性基の中心から隣接する極性基中心までの距離に等しい｡
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TabJeI-2-1. MiceIJar m01ecuJar weight,aggregation numbers and cross-

SeCtionareasofapoIarhead.

MiceIlar Crosssectionof

ご=i,;計ar悪評tionapo尉ead
Sphere(Observed)* 3.5×104

Rod (Observed)**1.86×106

(CafcuJated)**1.44×106

★

Ref.34.

★★

Ref.36.

5-PASLプローブに関して,極性基とラジカル中心間の分子内距離は,極性

基と8-CH2基の間の距離に近似的に対応していると考えてよい｡したがって,

極性基中心から隣接する界面活性剤の8-CH2基までの平均距離は約10.8Åと計

算される(Fig.Ⅰ-2-7)｡

1312Åの長さをもつDebyeのCTAB棒状ミセル39)において,ミセル分子量

として1.86×106を採用するとき,平均距離は8.7Åと評価でき,そして1.44

×106の理論分子量39)の場合,9.3Åの平均距離が求められる｡その結果,0.81

または0.86の相対位置が得られる｡すなわち,rO/｢=8.7/10.8=0.81およびrO/

｢=9.3/10.8=0.86である｡これらの計算値は本研究の双極子誘起スピンースピ

ン緩和時間から得られた値とよく一致する｡

これらの計算においては,極性基と8-CH2基間の炭化水素セグメントがすべ

てトランス構造であると仮定したが,この仮定は岡林らの他の実験結果42･43)

から推測して合理的であると考えられる｡
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(a)

PoIarhead

/ ＼

｢=10.8Å

(b)

Polarhead

/ ＼

｢=8.6Å

Fig･Ⅰ-2-7 Schematicalmode]sforcalculationofaveragedistance

between the radicalcenter of the so)ubiIized probe and N-CH3

groups of adjacent surfactant moLecute･(a),SPherica[mice"e

model;(b),rOd-1ikemiceHemodeI･
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2-4 結論

スピンラベル化されたパルミテン酸(5-PASL)およぴラウリン酸エステル

(1-LASL)を可溶化した臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB)のミセ

ル水溶液について,N-CH3ピークの双極子誘起スピンースピン緩和時間(T2M)

を測定し,このミセル系の動的構造を調べた｡CTABミセルに5-PASLを可溶

化した場合,60-110mg/cm3の濃度範囲で,T2Mは急激に減少し,さらに濃度

が増加すると一定になる傾向を示した｡この濃度領域はCTABの第2CMCに

相当するので,T2Mの著しい変化は球状ミセルから棒状ミセルヘの転移のため

であると考えられる｡1-LASLの場合もT2M値の減少が認められたが,5-PASL

ほど顕著ではなかった｡これらの結果から,CTABミセルの球一棒状転移にお

いて,アルキル鎖は強く束縛されるが,極性基部分はそれほど影響を受けない

ことがわかった｡また,プローブ分子のラジカル中心とそれに隣接するCTAB

分子の極性基間の平均距離は,ミセルの形状変化の結果,約17-20%減少する

ことが明らかになった｡
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第3章 N-アシルサルコシンナトリウム会合体の構造:

特に,1H-NMRスペクトル法による研究

3-1緒言

NMR分光法は界面活性剤水溶液のコロイド化学的挙動を知るための有力な

手段の一つとして利用されている1.12)｡ErikssonとGi[Iberg173)は,ミセル溶

液の可溶化機構に関するプロトンNMRスペクトルを用いた研究から,極性芳

香族化合物が臭化セチルトリメチルアンモニウムミセルと水相の界面に吸着し,

一方,無極性の芳香族化合物はミセルの炭化水素部分に可溶化されると結論し

た｡BuntonとMinch9)は臭化セチルトリメチルアンモニウムミセルヘのカル

ポン酸およびフェノールの配向に関するNMRスペクトルデータから,カルポ

ン酸の解離におよぼすカチオン性ミセルの影響について検討した｡

界面活性剤溶液に関して多くのNMRによる研究がなされているにもかかわ

らず,水溶液中における界面活性剤分子のコンホメーションを研究するために

本法を適用した例はほとんどない｡Okabayashi13,14)は,レーザーラマン分光

法による界面活性剤のコンホメーション研究において,水溶液中においては界

面活性剤分子がミセルを形成するとき,分子の∩-アルキル鎖のコンホメーシ

ョンが変化することを明らかにした｡

本研究では,重水中においてN-アシルサルコシン塩の1H-NMRスペクトル

を測定し,これらのNMRスペクトルの濃度依存性とミセル形成にともなう界

面活性剤分子のコンホメーション変化との関連性を調べた｡
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3-2 実験方法

3-2-1試料

〃-オクタノイルサルコシンナトリウム(SNOS),〃-デカノイルサルコシ

ンナトリウム(SNDeS)およぴN-ドデカノイルサルコシンナトリウム(SNDS)

はつぎの方法15)で調製した｡過剰のサルコシンナトリウムを含む水溶液を十

分撹拝しながら,酸クロライドを滴下した｡溶液はpH9-13および温度350c

以下に維持し,反応を完結した｡薄層クロマトグラフィーにより目的化合物を

確認後,6NHC(を用いて溶液のPHを4以下に下げ,エチルエーテルで抽出し

た｡この抽出物をメタノールで再結晶し,一水和物を得た｡サルコシン,酸ク

ロライド,〃-デカン酸塩(Pn-D)およぴ∩-オクタン酸塩(Pn-0)(東京化

成)は再結晶により精製した｡n-デシル硫酸ナトリウム(SDeS)およぴn

-オクテル硫酸ナトリウム(SOS)は硫酸,〃-アルカノールおよび水酸化ナ

トリウムから合成した16)｡

3-2-2 プロトンNMRスペクトルの測定

プロトンNMRスペクトルは周波数カウンター(Takeda Riken TR-3824X)

を接続したHitachi-Perkin-EImerR-20Bスペクトロメーター(60MHz)を用い

て,35℃で測定した｡N-アシルサルコシンナトリウム(SNAS)のすべての

吸収ピーク位置は,内部標準として水のピークを用い,60日zの掃引幅で測定

した｡ケミカルシフトの精度は±0.3日zであった｡

3-2-3 CMC測定

SNOS,SNDeSおよぴSNDSのCMCは,TOAデジタル伝導度計(CM-2A)

を用いて,伝導度法により決定した｡得られたCMC値はそれぞれ47mg/cm3,

14mg/Cm3ぉよび4mg/cm3であった｡
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3-3 結果および考察

3_3-1〃-アシルサルコシンナトリウムのNMRスペクトル

〃-アシルサルコシンナトリウム分子は,他の単純なアミドと同様に,ペプ

チド基のC-N結合に関してシス(Ⅰ)とトランス(Ⅱ)の立体配置があり,

これらの分子のN-アルキル基は,カルポニル基の炭素一窒素結合のまわりの

回転に関する高いエネルギー障壁のために磁気的に等価ではない｡

/CH3

CH3(CH2)｡-CニN
＼cH2C00Na

/CH2C00Na

CH3(CH2)｡-CニN
＼
CH3

(Ⅰ)

(Ⅱ)

したがって,〃-アシルサルコシンナトリウムのプロトンNMRスペクトルに

おいては,〃-アルキル基の吸収ピークが分裂することが予測される｡Fig.Ⅰ-3-1

はSNOS(100mg/Cm3)の水溶液中におけるプロトンNMRスペクトルを示し

ている｡吸収ピークの相対強度および単純なアミドのケミカルシフト17)をも

とにピークの帰属を行なった｡N-CH3は水を基準として,1.78およぴ1･62ppm

に2本のピークが観察された｡高磁場側のピークはシス体(Ⅰ),そして低磁

場側のそれはトランス体(Ⅱ)に帰属される｡N-CH2のピークに対しても分裂

が認められ,0.79ppmの吸収ピークはトランス体(Ⅱ)に,Ot75ppmのそれ

はシス体(Ⅰ)に帰属される｡

SNOSのNMRスペクトルにおいては,カルポニル基に隣接したメテレン基
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に弱い不規則な4本に分裂したピーク(2.38ppm)が見られ,5個の炭素鎖メ

テレンはブロードなピーク(3.37-3.38ppm)を示し,そしてアシル基のメチ

ル基に帰因するピークは3本に分裂(3.83ppm)した｡

SNDeSおよぴSNDSの吸収位置は,N-CH2を除いて,SNOSの吸収位置と

ほとんど同様であった｡

SNOS,SNDeSおよぴSNDSのN-CH2のケミカルシフトは著しい濃度依存

性を示した｡
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Fig.Ⅰ-3-1NMRspectrumofSNOS(100mg/cm3)･
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3-3-2 内部ケミカルシフトの濃度依存性

N-メチルアミドのNMRスペクトルにおいて,トランスとシスN-CH3のケ

ミカルシフトの差△vし｡(内部ケミカルシフト)は,溶媒やペプチド基に結合

している置換基の影響を受ける17)｡この内部ケミカルシフトは,平面構造の異

なる環境下にあるN-メチル基に由来する18,19)｡すなわち,ジメチルホルムアミ

ドやジメチルアセトアミドのような単純なアミドのRICONR2R3骨格が平面で

あることから,ペプチド基のCニN結合の回転が制限され,トランスおよびシ

スN-CH3は異なる磁気的環境下に置かれ,その結果,異なる吸収ピークを示す｡

本研究において,SNOS,SNDeSおよびSNDS水溶液について,N-CH3お

よびN-CH2の内部ケミカルシフトを各種濃度で測定し,この内部ケミカルシフ

トを用いて考察した｡Fig.Ⅰ-3-2にAvt_Cを濃度の関数として示した｡2つの

N-CH3ピークの内部ケミカルシフトは20-550mg/Cm3の範囲で変化しなかっ

た｡したがって,SNOS水溶液において,N-メチルピークの内部ケミカルシ

フトは,ミセル形成によって,界面活性剤の分子間相互作用による影響を受け

ないと考えられる｡これはN-CH3ピークの分裂がカルポニル基の炭素と窒素結

合による回転の制限にのみ依存することを示している｡

また,Fig.Ⅰ-3-2に示したように,SNDeSおよぴSNDSのNMRスペクトル

において,N一メチルピークの内部ケミカルシフト(10日z)も濃度に依存しな

いことが明らかになった｡

N-CH2の内部ケミカルシフトは濃度増加とともに急速に減少し,最終的にゼ

ロになる(Fig.Ⅰ-3-2)｡この著しい変化はミセル形成にともなうN-CH2の立体

配置変化に起因する｡なぜならば,N-CH2ピークの分裂は,ペプチド基のC-

N結合の回転制限だけでなく,N-CH2結合の立体配置変化によるN-CH2プロト

ンの磁気的非等価のためである｡

SNDeSのNMRスペクトルにおいて,45mg/Cm3以下の濃度でN-CH2ピーク

57



の分裂が認められ,濃度増加とともに2つのピークは徐々に接近し,それらは

45m9/cm3の濃度で重なった｡

SNDSのN-CH2は7mg/cm3以上の濃度でシャープな単一ピークを示し,こ

の濃度以下で2本に分裂した｡
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3-3-3 異性体の存在割合に対する濃度依存性

重水溶液中におけるSNOS,SNDeSおよぴSNDSの1H-NMRスペクトルに

関して,2つの異性体の割合をそれらの異性体のN-CH3ピークの相対強度から

決定した｡その結果,トランス体の割合(100Pt,anS/(Ptra｡S+Pcis))が,濃度に

依存することが明らかになった(Fi9.Ⅰ-3-3)｡

SNOSのCMC以下においては,トランスの立体配置をとる異性体の割合

(46%)は,シス体のそれ(56%)よりも小さく,ほとんど一定であった｡し

かし,CMCよりもさらに濃度が増加するとトランス体の割合が漸近的に増加し,

ミセル状態において最終的に一定の割合(76%)になった(Fig.Ⅰ一3-3a)｡

SNDeSおよびSNDSのNMRスペクトルにおいても,トランス体の割合は

SNOSの場合と同様の変化が観察された(Fig.Ⅰ-3-3bおよぴⅠ-3-3c)｡また,

濃度増加に対するトランスおよびシスN-CH2ピークの相対強度は,N-CH3の場

合と同様の変化を示した｡

この2つの異性体の存在割合に対する濃度依存性はミセル形成のためである

と考えられる｡これはミセル中においてSNASのトランス体がシス体よりも安

定であることを示唆している｡
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3-3-4 混合ミセル中におけるSNOSのNMRスペクトル

CMC以下においては,SNOS分子の立体配置は,わずかにシス体が優勢であ

る｡しかし,SNOS(40mg/cm3)の重水溶液にSDSを溶解するとき,シスN-CH3

ピークと比較してトランス体の相対強度はSDS濃度の増加とともに漸近的に

増加し,最終的に一定割合に達した(76%)(Fig.Ⅰ-3-4)｡

トランス体の割合変化がSNOSとSDSの混合ミセル形成と関係することは

明かである｡この結果は,SNOS分子がSDSのアニオン性ミセルに配向する

ときトランス体の割合が増加し,そして,混合ミセル中ではシス体よりもトラ

ンス体が安定であることを示している｡

SNOS水溶液へのSDS添加は,N-CH3ピークの内部ケミカルシフトを徐々

に増加させる(最大1.3Hz,Fig.Ⅰ-3-5a)｡これは,N-CH3ピークの分裂が混

合ミセル中のSNOSとSDSの間の分子間相互作用の影響を受けることを示唆

している｡また,N-CH3ピークのトランス体割合および内部ケミカルシフトが

その他の界面活性剤(SDeS,SOS,Pn-DおよぴPn-0)の添加によっても同

様に増加することがわかった｡

2つのN-CH2ピークの内部ケミカルシフトは,Pn-D濃度の増加により徐々に

減少した(Fig.Ⅰ-3-5b)｡この変化はSNOS分子のN-CH2に関する立体配置変

化,すなわち,∩-アルキルカルポン酸ミセルヘの配向によって起こると考え

られる｡SNOS水溶液にアルキル硫酸塩を添加するとき,N-CH2ピークの内部

ケミカルシフトも減少することが予測されるが,∩-アルキル硫酸塩の

CH20S03-とN-CH2のピークが重なるため確認できなかった｡
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3-3-5 N-CH2結合の立体配置

〃-アシルサルコシンの2つの異性体は,Fig.3-6に示されているようにN-

CH2結合に関して6種類の立体配置をとる｡トランス異性体の3つの立体配置

に対して,トランスⅠ型はトランスⅡおよぴⅡ'型より安定であるように思われ

る｡これは,末端のCOO~基とカルポニル酸素との間の反発が前者よりも後者

の2つの型を不安定にさせるからである｡また,シス異性体に対してもN-CH2

結合に関して3つの立体配置がある｡シスⅠ型はN-CH3基とCOO~基との立体

障害のために,シスⅡおよぴⅡ】型より不安定である｡

ミセル水溶液においてはトランス異性体が優勢であるので,トランスⅠ型が

ミセル状態におけるもっとも安定な立体配置と推定される｡
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3-3-6 トランスⅠ型とシスⅡ型モデルの比較

トランスⅠ型とシスⅡ型のモデルは,ミセル状態におけるトランス異性体の

安定化に対する理由を考察するうえで有益である｡

Fjg.Ⅰ-3-7はSNOSのこれら2つの立体配置モデルを示している｡これらの

モデルにおいて,∩-アルキル鎖のコンホメーションはオールトランス構造で

あると推定される｡Fig.Ⅰ-3-7において,トランスⅠ型の極性基の断面とシスⅡ

型の断面(2つのモデルの長軸に対して垂直)を比較するとき,トランスⅠ型

の断面はシスⅡ型のそれよりも明らかに小さいことがわかる｡そして,2つの

断面の比は1:1.4である｡したがって,トランス体は,その極性基の断面が小

さいためにミセルに配向しやすいと結論される｡この結果は,界面活性剤濃度

の増加とともにオールトランス型分子の割合が増加するというラマンスペクト

ルによる研究14)の結果とも一致する｡
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3-4 結論

N-アシルサルコシンナトリウムのNMRスペクトルを重水溶液中で測定し,

この界面活性剤のミセル形成にともなう分子のコンホメーション変化を調べた｡

その結果,界面活性剤濃度が増加するとき,シス体と比較してトランス体の割

合が増加することがわかった｡そして,この増加現象は臨界ミセル濃度で顕著

であった｡したがって,この結果は,N-アシルサルコシンナトリウムのトラ

ンス立体配置が,単分子分散状態よりもミセル状態の方が安定であることを示

している｡

75



参考文献

1)J.C.Eriksson,ActaChem･Scand･,17,1478(1963).

2)J.Cfiffordand B･A.Pethica.,77ans.FaradaySoc.,60,182,1276,1483

(1964).

3)J･C･ErikssonandG･Gilberg,ActaChem･Scand.,20,2079(1966).

4)H･lnoueandT･Nakagawa,J･Phys･Chem.,70.1108(1966).

5)N･M洲erand R･H･Birkhahn,J･Phys.Chem.,71,957(1967);72,583

(1968).

6)R.Haque,J.Phys.Chem.,72,3059(1968).

7)R･E･Bai]yandG.H.Cady,J.Phys.Chem.,73,1612(1969).

8)J.H.Fendler,E.J.Fendrer,R.J.MedaryandO.A.EfSeoud.,J.Chem.

Soc.戸∂帽由y/,69,280(1973).

9)C･A･BuntonandM.J.Minch.,J.Phys.Chem.,78,1490(1974).

10)∪･HenriksonandLOdberg,J.Col/oid/nterねceSci.,46,212(1974).

11)J･D･RobbandR･Smith,J.Chem.Soc･Faraday/,70.287(1974).

12)R.E.Atkinson,G.E.CJintandT.WaJker,J.Co//oidInterfbceSci.,46,32

(1974).

13)H･Okabayashi,M.Okuyama,T.KitagawaandT.Miyazawa,Bul/.Chem.

Soc.舟町47,1075(1974).

14)H･Okabayashi,M.OkuyamaandT.Kitagawa,Bull.Chem.Soc.Jpn.,48,

2264(1975).

15)E･Jungermann,J.F.GerechtandLJ.Krems,J.Am.Chem.Soc.,78,172

(1956).

76



16)R･GotoandT･Sugano,in‖JikkenKagakuKoza,''(Chem･Soc.ofJapan,

Ed.)p.131,1956.

17)L･A･LaPIancheandM･T･Rogers,J･Am･Chem･Soc･,86,337.(1964).

18)W.D.PhiHips,J.Chem.Phys.,23,1363(1955).

19)H.S.GutowskyandC.H.HoJm,J.Chem.Phys.,25,1228(1956).

77





第Ⅱ編

水溶液中における抗菌性両親媒性

分子一金属イオンの相互作用





第1章 抗菌性アニオン界面活性分子一塩化ランタン(Ⅲ)

複合体形成

1-1緒言

アニオン界面活性分子とカチオン,特に多価金属イオンの混合水溶液につい

て,その界面化学的性質や抗菌活性を調べる場合,混合系の複雑さを回避する

ために,凝集や沈殿を起こさない系を選択する必要がある｡そこで,著者は比

較的アルキル鎖長の短いオクタンスルホン酸ナトリウムを選び,各種カチオン

との混合系について凝集や沈殿を生じない濃度領域で,殺菌活性を調べた｡そ

の結果,1価カチオン<2価カチオン≪3価カチオンの順でその活性が増加する

ことを報告した1･2)｡そして,この多価金属イオンによる殺菌力増強効果には,

アニオン界面活性剤と金属イオンとの間に形成される疎水性の複合体が深く関

与していると推察された(第Ⅲ編,第1章)｡

そこで,本章では,オクタンスルホン酸ナトリウム一塩化ランタン(Ⅲ)混

合水溶液中に形成される複合体の組成を表面張九 電気伝導度およぴプロトン

スピンー格子緩和時間を解析することにより決定した3)｡
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ト2 実験方法

1-2tl試料

アニオン界面活性剤として,オクタンスルホン酸ナトリウム(以下,NaOS

と略記する,>98%,東京化成)を用いた｡塩化ランタン(Ⅲ)(99.9%,和

光純薬)をNaOS水溶液または重水溶液に添加することにより試料液とした｡

1-2-2 測定

電子天秤(1mg感度,FA-200,研精工業)を用いたWi(heImy p(ate法によ

り,25℃の恒温槽内で表面張力を測定した｡

電気伝導度はコンダクタンス計(CM-40V,東亜電波)により,3KHz,25℃

で測定した｡

プロトンスピンー格子緩和時間(Tl)は,NMRスぺクトロメータ(日立90H)

を用い,反転回復法(inverserecoverymethod)により測定した｡そのパルス

系列は1800 -t-900 一丁 で(t=30,8,4,3,2,1,0.5,0.25,0.125s)

の9種類で,Tは20s(>5Tl)とした｡T2緩和(スピンースピン緩和)による

位相ズレを防ぐために,1800 パルスの 5 ms後に磁気均一損傷パルス

(homogeneityspoilingpulse)を照射した｡
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1-3 結果

1-3-1表面張力のLaCI3濃度依存性

NaOS-LaCl3混合水溶液の表面張力は,その混合比に大きく依存し複雑な変

化を示すことがわかった｡NaOSを6mM一定にして,LaCl3を添加した時の表

面張力†をFig.II-1-1に示した｡モル比(LaC[3/NaOS)が0.05以下の低濃度

域,0.15付近および0.7付近の3領域でLn(LaCl3/NaOS)-†間に直線関係がみ

られた｡

1-3-2 電気伝導度のLaCl3濃度依存性

NaOS-LaCl3混合水溶液の電気伝導度は,各混合成分を別々に溶かした水溶

液の電気伝導度の和よりも小さくなった｡その電気伝導度の減少量をD｡と定義

して,混合モル比(LaCl3/NaOS)に対してプロットした結果をFig･ⅠⅠ-1-2に示

した｡D｡は混合モル比が小さい領域においては直線的に変化した｡

1-3-3 プロトンスピンー格子緩和時間TI

NaOSの重水溶液のプロトンピークは,DDS(4,4-ジメチルー4-シリルペンタ

ン硫酸ナトリウム)を基準としてメチル基プロトン(HA)は0.742ppm,メチレ

ン基プロトン(HB)は1.173ppm,親水基にもっとも近いメテレン基プロトン(Hc)

は2.742ppmに現れる｡NaOS重水溶液(15mM)にLaC[3を添加したとき,

プロトンHcのスピンー格子緩和時間はプロトンHAおよぴHBのそれに比べて

顕著な変化を示した(Fig.ⅠⅠ-1-3)｡これは,NaOSの親水基付近とLaイオン

との相互作用が混合モル比(LaCl,/NaOS)に依存して変化することを示唆し

ている｡
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1-4 考察

LaCl3水溶液(<20mM)の表面弓長力は,純水のそれとほぼ同じで,界面活

性を事実上示さない｡しかし,NaOSが共存するとき,LaCI3濃度の増加にと

もなって,表面張力は明らかに低下し,見掛け上,LaC[3は界面活性を示す(Fig.

II-1-1)｡これはNaOS-LaCJ3混合水溶液中に複合体が形成され,その表面吸

着によって,表面張力の低下が生じるためであると考えられる｡

今,n個のOS-イオンと1個のLa3'イオンとの間に複合体Xが形成されたと

する｡

nos- + La3+ ご X (1)

OS-およびLa3+の初濃度をa,bとし,Xの平衡濃度をcとするとき,複合体

生成定数Kは(2)式で示される｡

K=

(a-nC)n(b-C)

a>>b条件下ではa>>nCであるから

C= a

(2)

(3)

となる｡NaOS-LaC[3混合水溶液系に対して,Gibbsの吸着等温式4)を適用す

ると(4)式が成立する｡

-d†=ros-dpSos-+rNa+dpSNa++rLa3+dpSLa3+

+rcトdpScト+rcompdpScomp (4)

ここで,rといSは各イオンおよび複合体の表面吸着濃度と化学ポテンシャルで

ある｡dpS:RTdlnC(Cは各成分の濃度)であるから

一d†=RT(ros_d‡nCos_+rNa.dInCNa･+rLa3･dInCLa3･

+rcトd[nCcl_+rc｡mPdInCcomp)
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となる｡今,Cos_およびCNa.は一定,また,CLa3.およびCcJ_が変化しても†

は変化しないので,

-d†=rc｡mPRTdJnCc｡mP (6)

と近似される｡一方,(3)式において,Kが十分大きいときは1<<Kanであるか

ら,Cc｡mP(=C)=bとなり,(7)式がえられる｡

-d†=rc｡mPRTd[nb

また,aが一定の条件では,(7)式は(8)式と表すことができる｡

d†

dlnに〕

-rcompRT

(7)

(8)

(8)式をFig▲II-1-1のモル比(LaCI3/NaOS)<0･05の領域に適用すると,rC｡mP

=8･1×10-11mo[･Cm-2が得られた｡このrcomp値はa>>bの条件下で形成される

複合体の表面での1個当たりの占有面積が208Å2であることを示唆している｡

一方,複合体形成は正電荷(La3+イオン)と負電荷(OS-イオン)との電気

的中和をともなうために,混合水溶液の電気伝導度の減少D｡(Fig.ⅠⅠ-1-2)を生

じる｡形成される複合体の組成は単一であると仮定すると,D｡は水中の複合体

濃度に比例する｡

D｡=Bc

ここで,Bは比例定数である｡

a>>bの条件下では,D｡は(3)およぴ(9)式より

(9)

(10)

となる｡(10)式に従って,Fig.ⅠⅠ-1-2の勾配と NaOSの初濃度aより,

B[Kan/(1+Kan)]を算出することができる(Fig.II-1-4)｡
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B[Kan/(1+Kan)]は,n≧1のときaの増加とともにBに近づく0したがって,Fig･

ⅠⅠ.1-4の曲線より,B≒1.2と推測できる｡このB値を用いてFig.ⅠⅠ-1-4より

Kan/(1+Kan)を算出した｡

今,Kan/(1+Kan)=Aと定義すると,つぎの関係が成立する｡

IogK+n[oga=10g (11)

(11)式にしたがって,Fig.ⅠⅠ-1-5の勾配から∩=3･0,またその切片からK=1･2

×106と決定した｡このn値は,a>>bの条件下ではOS~:La3':3:1の組成

を有する複合体が形成されていることを示唆している｡前述のように,表面張

力の変化から,この複合体の大きさは208Å2と評価できる｡したがって,複合

体を形成するOS-1個当たりの占有面積は69Å2で,各々のOSは水面の法線

に対して約450傾いていると考えられる｡

NaOSとLaCl3との間で複合体が形成されるとき,NaOSの親水基に

近いαプロトンの運動性は束縛される｡この運動の束縛は,αプロトン

のプロトンスピンー格子緩和時間Tlを減少(すなわち,緩和速度を増加)

させる(Fig.ⅠⅠ一1-3)｡

この複合体形成時のαプロトンの緩和速度をR｡とし,複合体を形成し

ないときのそれをRfとするならば,観測される緩和速度R｡bsは次式で示され

る5~7)｡

R｡bs=XcRc+XfRf (12)

ここでX｡は複合体を形成しているOS~のモル分率で,Xfは複合体を形成してい

ない自由なOS-のモル分率である｡X｡+Xf=1が成立するから,

R｡bs-Rf =Xc(Rc-Rf)
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となる｡RfはLaCI3を添加しないNaOS重水溶液のαプロトン緩和速度に等し

いから,Fig.ⅠⅠ-1-3よりRf=0.466s~1である｡

NaOS濃度15mMを一定にし,LaCI3濃度bを変化させたときのR｡bs-Rfお

よぴ(R｡bs-Rf)/bをFig.ⅠⅠ-1-6に示す｡

モル比(LaCl3/NaOS)<0.1の条件では,(R｡bs-Rf)/bはほぼ,定値を保っ

ている｡これは,LaCI3希薄領域では同一組成の複合体が,LaCl3濃度に比例し

て増加すること,すなわち,X｡∝ bであることを示唆している｡前述の電気

伝導度の解析から,複合体の安定度定数Kは十分大きいことは明らかであるの

で,第一近似として,(14)革が成り立つ｡

nb

(14)

したがって,

(15)

がえられる｡

Fig.ⅠⅠ-1-6よりモル比(LaC[3/NaOS)<0.1では(R｡bs-Rf)/b≒52s.1M.1

である｡また,前述のように電気伝導度変化より,∩=3であることが明らかに

なっているから,(15)式よりR｡=0.726s~1と算出することができる｡

一方,モル比(LaCI3/NaOS)>1.2では,(R｡bs-Rf)がほぼ一定値の0.111s~1

を保っている｡これは(13)式に従えばx｡とR｡が同時に一定値を保っていること

を示している｡LaCl3の増加にもかかわらず,両者がこの条件を満たすのは,X｡

が最大値1に近く,かつ,その複合体の組成が単一である時のみである｡この

とき(13)式よりRcはR｡bsに等しいことが導かれる｡したがって,Fig.ⅠⅠ-1-6よ

りモル比(LaCI3/NaOS)>1.2の領域では,Rc=0.577s~1に対応する組成を有
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する複合体が形成されていると推測される｡

また,モル比(LaCI3/NaOS)≒0.5付近でも,同様にR｡bsはほぼ｢定値0.602

を示している｡したがって,この付近ではRc(=R｡bs)=0.602s-1に対応する組

成を有する複合体が形成されていると考えられる｡

Tab]eII-1-1Therelaxationratesofα-PrOtOnandthecompositions

Of complexes formedin aqueous so(ution consisting of a binary

mixtureofsodiuml-OCtaneSuIfonateand[anthanum(Ⅲ)chIorjde.

LaC[3/NaOS Comp■ex Rc/S-1 na)

< 0.1

≒ 0.5

>1.2

a)themoIarratioofOS~perLainthecomp[ex,La(OS)｡･

以上より,NaOS-LaC13混合水溶液中には少なくとも3種の複合体が存在す

ると推測される(Tab[eII-1-1)｡モル比(LaCl3/NaOS)が大きくなるにしたが

って,R｡は小さくなる｡これは複合体Ⅲ>複合体Ⅱ>複合体Ⅰの順で複合体を

形成するOS-のαプロトンがより強く束縛されることを示している｡表面張力

のLaCI,濃度依存性(Fig.ⅠⅠ-1-1)にも,3段階の変化が見られ,3種の複合体

が存在することを支持している｡

TabIeII-1-1に示したモル比(LaC)3/NaOS)以外の中間領域では,前後の領域

で形成される複合体が混在していると仮定して,混合溶液中に存在する各複合
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体のモル分率を求めた｡すなわち,モル比(LaCI3/NaOS)<0,4では複合体Ⅲと

複合体Ⅱが混在していると仮定すると(16)一(18)式が第1近似として成立する｡

b≒【comp[exⅢ]+[comp[exⅡ】 (16)

XⅢ+xⅡ+xf=1 (17)

Robs =

XⅢRⅢ+xⅡRⅡ+xfRf (18)

ここで,【comp暮exIII]およぴ【comp[exⅡ】はそれぞれ複合体Ⅲと複合体Ⅱの

濃度,XⅢおよぴxⅡは複合体ⅢおよぴⅡを形成するOS-のモル分率である｡上

述した各R値を代入して,3式を整理すると,

3b
XⅢ= -

-1.5xⅡ
a

XⅡ=204b-3.9(R｡bs-Rf)

(19)

(20)

となる｡

一方,0.4<(LaCI3/NaOS)<1では,複合体Ⅱと複合体Ⅰが混在すると仮定

すると,

b≒【compJexⅡ】+【comp[exI】 (21)

XⅡ+xI+Xf=1 (22)

R｡bs =

XⅡRⅡ+xIRI+x.Rf (23)

ここで,【compIexI】,Xlは,それぞれ複合体Ⅰの濃度およびそれを形成す

るOS-のモル分率である｡これら3式を連立させて整理すると,(24)およぴ(25)

式がえられる｡

XⅡ
=

-2xI

XI=112b-6.2(R｡bs-Rf)
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(14)式は,モル比(LaCl3/NaOS)<0･1でのxⅢを示していることを考慮して,

(14),(19),(20),(24)およぴ(25)式から各複合体の存在割合を算出した結果を

をFig.II-1-7に示した｡LaCf3の希薄濃度領域では複合体Ⅲが生成し,LaC[3濃

度の増加とともに,複合体Ⅱ,複合体Ⅰの順にその存在割合が増加することが

明らかになった｡
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1-5 結論

NaOSとLaCI3の混合水溶液中に形成される複合体の組成を表面張九 電気

伝導度およぴプロトンスピンー格子緩和時間を解析することにより調べた｡そ

の結果,モル比(LaCl3/NaOS)<0.1の領域で,OS:La=3‥1の複合体(3:

1複合体)生成が推定され,この複合体の空気/水界面における分子占有面積

は,208Å2であることがわかった｡また,モル比(LaCl3/NaOS)≒0.5付近お

よぴモル比(LaC暮3/NaOS)>1.2の領域では,それぞれ2:1複合体および1:1

複合体の生成が明らかとなった｡これらのモル比の中間領域では,前後の領域

で形成される複合体が混在していると考えられる｡
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第2章 抗菌性アニオン界面活性分子のモデル膜への吸着

とその金属イオン共存効果

2-1緒言

抗菌性アニオン界面活性分子の抗菌作用に対する作用機構として,いくつか

提案されているが,細胞膜との相互作用による膜破壊がおもな要因であると考

えられている1)｡したがって,抗菌活性の発現には第一段階としてアニオン界

面活性分子の脂質膜への吸着が重要となる｡薬物の活性はその疎水性と密接な

関係があることはよく知られており,分子の分配係数などの疎水性パラメータ

を用いて,殺菌活性との関連性が調べられている2~4)｡最近では,脂質膜のもつ

規則的な構造が重要であるとの指摘もあり,より生体系に近い二分子膜ラメラ

構造をもつ合成脂質膜を被覆した水晶振動子を用いて,各種の化学物質5イ)や

カチオン界面活性剤8)の脂質膜への吸着挙動が研究されている｡

著者はオクタンスルホン酸ナトリウムの殺菌活性が多価金属イオンの共存に

よって,著しく増強すること,また,その活性の発現にはオクタンスルホン酸

アニオンと金属カチオンの複合体が深く関与していることを明らかにした(第

Ⅱ編第1章,第Ⅲ編第1章)9~11)｡本章では,水晶振動子マイクロバランス

(QuartzCrystalMicrobaIance:QCM)を用いて,各種カチオン共存下におい

て,水晶振動子上のモデル膜へのオクタンスルホン酸ナトリウムの吸着挙動を

調べた12)｡
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2-2 実験方法

2-2-1試料

アニオン界面活性剤として,1-オクタンスルホン酸ナトリウム(NaOS"試

薬特級,>98%,東京化成)を用いた｡塩化アンモニウム(NH4+,片山化学),

塩化テトラメチルアンモニウム(Me4N+,東京化成)および塩化テトラプロピ

ルアンモニウム(Pr4N+,和光純薬)の各アンモニウム塩と金属塩化物(A暮3+,

La3',Cu2',Ni2',Mg2+ぉよびNa+)(片山化学)を添加物として用いた｡こ

れらの化合物は市販の試薬(純度98%以上)をそのまま使用した｡

2-2-2 合成脂質膜の調製

臭化ジオクタデシルジメチルアンモニウム(東京化成)とポリスチレンスル

ホン酸ナトリウム(A暮drich)から調製したポリイオン複合体を合成脂質として

用いた5･8)｡これらの合成脂質の0.1%クロロホルム溶液を調製し,その3山

を水晶振動子の電極部分にキャスト後,自然乾燥した｡この操作を3回繰り返

し,合計9トLlキャストした｡つぎにこのキャスト膜を60℃で30分間エージン

グを行なった後に実験に使用した｡本研究において用いた合成脂質のキャスト

膜は非常に安定である6)ために繰り返し使用することが可能で,再現性のある

周波数変化の測定結果が得られた｡また,この合成脂質膜は電極の平面方向と

平行に配向した二分子膜ラメラ構造をもっていることが確かめられており5),

生体中の細胞膜に類似した膜構造をもっているという特長がある｡
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2-2-3 脂質膜への吸着量の測定

合成脂質膜へのNaOSの吸着はOkahataら6)と同様にQCMを用いて評価し

た｡QCM(SF-105,相互薬工)は,ATカット(水晶の結晶の電気軸に垂直な

面を持つようにカット)された直径8mmの水晶振動子(基本共振周波数9

MHz)を有していた｡水晶振動子の表裏に金電極(20mm2)が蒸着されていて,

周波数測定システムと接続することにより,同調周波数変化を計測することが

できる｡

合成脂質膜で被覆した水晶振動子をホルダーに取り付け,70血の蒸留水

(400c)中に静かに浸漬した｡振動周波数が一定になるのを確認後,試料水溶液

をマイクロシリンジで蒸留水中へ注入し,再度,振動周波数が一定になる過程

をパーソナルコンピュータ(FMV466C,富士通)に記録した｡試料水溶液の

注入によって,水相全体の体積が増加するのをさけるために,高濃度の水溶液

を微量添加する必要があった｡しかし,NaOS-LaCI3混合水溶液は,高濃度に

なると沈殿を生じるので,両成分をあらかじめ混合した高濃度の試料水溶液を

調製することはできなかった｡本実験では,各成分を個別に高濃度水溶液とし

て,別々に微量を水相へ注入することにより,沈殿が生じない状況下で周波数

変化を測定した｡試料添加前後の周波数変化(AF=Fa-Fb;Fa,試料添加後の

振動周波数;Fb,試料添加前の振動周波数)を算出し,添加物の最終濃度との

関係を調べた｡
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2-3 結果

2-3-1試料の添加順序とQCMの周波数変化

NaOSを水中に0.35mMまたはLaCl3を0.27mM添加した場合のQCMの周

波数変化△FをFig.ⅠⅠ-2-1に示した｡いずれを添加したときも直ちに周波数は

減少し,時間経過とともに一定値になった｡はじめに,NaOSまたはLaCI3を

添加したときは,それぞれ,約30および90Hzの周波数低下が観察された｡こ

のNaOS添加による周波数の経時変化は,Okahataら6)が報告したドデシル

硫酸ナトリウムの脂質膜への吸着挙動と同様のパターンであった｡無機電解質

であるLaCl3が脂質膜に吸着することはほとんどないと考えられる｡しかし,

それにもかかわらずlその周波数の経時変化はNaOSのそれより大きいことが

わかった｡この点に関しては2-4項で考察する｡

つぎに,NaOSを添加後続いてLaCl3を添加,またはその順序を変えて試料

を添加した場合,添加順序にかかわらず,2成分添加後の最終の周波数はほと

んど同じであることがわかった｡この事実は,本実験系の周波数変化が混合溶

液の最終平衡濃度によって決定されることを示している｡

2-3-2 周波数変化の濃度依存性

NaOS,NaC[およぴLaCI3の添加濃度を変えて周波数変化を調べた｡いずれ

の試料も濃度増加とともに周波数は直線的に減少し(Fig.ⅠⅠ-2-2),その減少

率は,NaOS<NaCJ<LaCl3の順に大きくなることがわかった｡

2-3-3 NaOSと金属イオン混合水溶液系の周波数変化

Fig･ⅠⅠ-2-3は0.35mMのNaOS共存下において,NaC)およぴLaCl3の添加

濃度を増加させたときの周波数変化を示す｡1価の電解質であるNaCIの場合,

添加濃度に比例して周波数が直線的に減少し,その傾きはNaClのみ添加した
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とき(Fig.II-2-2)とほとんど同じであった｡一方,LaCI3添加の場合,LaCl3

単独(Fig.ⅠⅠ一2-2)の場合よりNaOS共存下の方が著しく大きい周波数低下を

示した｡

0.35mMのNaOS水溶液に各種カチオンを0.18mM添加した場合の周波数

変化(AF)をFig.ⅠⅠ-2-4に示した｡金属イオンの中では,2価カチオンのAF

に及ぼす影響は1価のNa+よりわずかに大きく,これに対して,3価カチオン

のAl3'はLa3'(Fig.II-2-3)と同様にAFを著しく増加させることがわかった｡

アンモニウム塩の中ではテトラプロピルアンモニウムイオン(Pr4N+)が2価

の金属イオンと同等の効果を示した｡
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2-4 考察

気相中では,水晶栃の電極上における質量増加に比例して,共振周波数変化

が減少することが知られている13)｡すなわち,質量変化(△m)は(1)式で与

えられる｡

△m=-△F(岬)1/2′(2㌔2) (1)

ここで,㌔,いおよぴpは,それぞれ水晶の基本振動数,剛性率および密度を

表す｡Okahataら6)は,この関係を水溶液中での測定にも適用し,合成脂質膜

で被覆した水晶振動子を用いて界面活性剤の脂質膜への吸着量を評価すること

が可能であることを明らかにした｡したがって,Fig.ⅠⅠ-2-2は水晶振動子上の

脂質膜表面へNaOS<NaCJ<LaCl3の順に多く吸着することを示唆していると

考えることができる｡しかし,NaClやLaCJ3のような無機電解質が,疎水基を

もつ界面活性剤NaOSより脂質膜の界面に吸着しやすいとは考えられない｡

一方,液体中での水晶振動子の共振周波数は,液層の影響を受けることが知

られており,その周波数変化(△F)は次式で表すことができる14)｡

△F=一㌔3′2(¶1Pl/叩P)1′2 (2)

ここで,Ⅲおよびplはそれぞれ溶液の粘度と密度を表す｡fs,い,Pは一定であ

るので,AFは溶液の粘度と密度に関係する｡したがって,NaClやLaC暮3の電

解質を添加したときは,それらの脂質膜への吸着によって周波数が変化するの

ではなく,液性の変化によって生じる可能性があると考えるのが妥当である｡

事実,脂質膜をキャストしていない,すなわち電解質イオンが吸着しないと考

えられる未被覆の水晶振動子を用いたときも,無機電解質添加により同程度の

周波数低下が観察された(データは省略)｡以上のことより,Fig.ⅠⅠ-2-2の結

果から,添加物の種類による脂質膜への吸着量の多少を単純に評価することは

困難と考えられる｡
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NaOSとカチオンの混合系において,両者の間に相互作用がないと仮定する

と,各成分単独で測定した周波数変化(AFDおよびAFc)の代数和とこれらの

混合系で測定した周波数変化(AFM)は一致すると考えられる｡しかし,Fig.

ⅠⅠ-2-2とFig･ⅠⅠ-2-3に示した結果から明らかなように,NaOS-LaCl3混合水溶

液系(Fig.ⅠⅠ一2-3)では各成分単独のときの周波数変化の代数和以上に周波数

の低下が観測された｡

これらの現象を説明するために,次のように△Fsを定義した｡

AFs=AFM-(AFD+AFc) (3)

したがって,AFsは近似的にNaOSとカチオンの相互作用に基づく周波数変化

とみることができ,脂質膜への吸着の指標と考えることができる｡Fig.ⅠⅠ一2-5

は0.35mMNaOS共存下におけるAFsをカチオン濃度に対してプロットした結

果である｡NaOS-LaC(3混合系の場合,LaCl3濃度の増加とともにAFsが著し

く減少することがわかった｡オクタンスルホン酸アニオンがランタンカチオン

との間で疎水性の複合体を形成することは第1章において述べた｡したがって,

この形成された複合体がNaOSより大きな疎水性をもつため,NaOSに比べて

脂質膜に優先的に吸着すると考えられる｡一方,NaOS-NaCl混合水溶液系で

は,両者の間の相互作用がほとんどないか,または非常に小さいために,その

疎水性はNaOS単独の場合とあまり変わらず,脂質膜面への吸着は極めて小さ

いと考えられる｡このため△Fs値の変化が小さく観測されたと思われる｡

同様に,NaOS一各種カチオン混合水溶液系について,Fig.ⅠⅠ-2-4のデータ

から(3)式に従って算出したAFs値で比較すると,NaOSの脂質膜への吸着が,

1価<2価≪3価カチオンの順で促進されることが明らかになった｡PrヰN+は1

価カチオンであるにもかかわらず,2価の金属イオンと同等の効果を示した｡

アニオン界面活性剤はカチオン界面活性剤との間で強い相互作用をし,疎水性

の複合体を形成する15･16)｡Pr.N'はテトラメチルアンモニウムイオン(Me.N+)
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に比べて比較的大きな疎水基をもつので,NaOSとの間で複合体を形成しやす

いと考えられる｡3種のアンモニウム塩ではNH4'は予想外にNaOSの脂質膜

への吸着を増加させたが,この理由については,現時点では明らかではない｡
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2-5結論

0.18mMの各種金属イオン水溶液に0.35mMNaOSを添加したとき,NaOS

が合成脂質膜へ吸着する量をQCM法で評価した｡その結果,種々の金属イオ

ンの中で,2価およぴ3価カチオンがNaOSの脂質膜への吸着を促進した｡と

くに,3価カチオンの効果が顕著であった｡アンモニウム塩の場合,比較的ア

ルキル基の大きなPr4N+が2価カチオンと同程度の効果を示した｡これらの吸

着量の増加はNaOSとカチオンの間に形成された疎水性の複合体によるものと

推察される｡
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第3章 抗菌性アニオン界面活性分子一多価金属イオン混

合水溶液中における細胞表面特性

3-1緒言

細菌の細胞表面は外部環境との接触の第一段階であり,細胞と外的環境の界

面あるいは細胞表面における変化は,栄養分の取り込みや抗菌剤の作用に著し

い影響を及ぼすと考えられる｡したがって,外的な環境変化に伴って生じる細

胞表面の生化学的性質を把握することは,抗菌剤の作用機構を考察する上で重

要であると思われる｡生化学的表面パラメータとしては,細胞の表面電荷や表

面疎水性が用いられている｡

細胞の表面電位から細胞表面における静電的相互作用の情報を得ることがで

きるが,細菌それ自身の表面電位またはゼータ電位の正確な測定は非常に困難

である｡そこで,一般的には,電気泳動度が細胞表面電荷の指標として用いら

れることが多い1-7)｡細胞の表面疎水性は,各種有機溶剤への分配8~11),接触角

の測定12,13),塩凝集試験(Salting-Outaggregationtest)14)や疎水性相互作用

クロマトグラフイ(hydrophobicinteractionchromatography)13･15)などの方法

によって測定されている｡

抗菌性界面活性分子の標的部位は細胞膜であり,膜構造の撹乱によって細胞

内成分の漏出が起こることが知られている16,17)｡そして,この漏出程度はすで

にカリウムイオン18･19)や260nm電磁波吸収物質(核酸やアミノ酸)19-21)に

よって評価され,殺菌活性との関係が論じられている｡

本章においては,各種の1価,2価およぴ3価カチオン共存下において,ア

ニオン界面活性分子であるオクタンスルホン酸ナトリウムが,細菌の生化学的

表面特性(すなわち,細胞表面電荷や細胞表面疎水性)および細胞内成分の漏
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出に及ぼす影響について検討を行った22)｡また,これら混合水溶液の溶液物性

として表面張力の測定も併せて行って,これら溶液の界面物性に関する考察を

行った｡
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3-2 実験方法

3-2-1試料

アニオン界面活性剤として,1-オクタンスルホン酸ナトリウム(NaOS,,試

薬特級,>98%,東京化成)を用いた｡金属塩は,Fe3+,Cr3+,Zn2+の各塩化物

(片山化学)および第2章で記述したと同一のものを用いた｡これらの化合物

は市販の試薬(純度98%以上)をそのまま使用した｡

3-2-2 表面弓長力測定

NaOSと多価カチオン混合水溶液の表面張力は,DuN6uyの表面弓長力計を用

いて,ASTMStandardsのAnnua[Book23)に従って,20℃で測定した｡

3-2-3 供試菌,培地および培養条件

供試菌としてEscherlchiaco/iATCC25922(E.coIi)を用いた｡液体ブイヨン

培地(NB)[乾燥ブイヨン(日水製薬)30gを水1Lに溶解]またはブイヨン

寒天培地(NA)[NBに寒天末(試薬一級,片山化学)を1.5%添加]で37℃,

16～18時間培養し,菌体を遠心分離により滅菌蒸留水で2回洗浄し,再度,滅

菌蒸留水に懸濁したものを供試菌液とした｡
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3-2-4 電気泳動度(eIectrophoreticmobi(ity)測定

菌懸濁液(約107cFU/ml)10m[と等量の試験液を混合し,10分間静置した｡

水平シリンダー型ガラスセルのRankミクロ電気泳動装置(モデルMark[1,Rank

Brothers,UK)を用いて,270cで細胞の電気泳動度を測定した｡細胞が一定距

離間(60.3トLm)を通過する時間を測定した｡10個の細胞について同様に測定

し平均値を求めた｡イオン間の相互作用を排除するために,緩衝溶液は用いな

かった｡金属塩は過剰の加水分解を避けるために,毎回,測定前に新しく調製

したものを用いた｡

3-2-5 細胞表面疎水性(ceHsurfacehydrophobicity)測定

Rosenbergら8)によって示された方法に準じて行った｡すなわち,菌懸濁液

と∩-ヘキサデカンを撹拝し,炭化水素の細胞への付着を水相の濁度測定により

決定した｡蒸留水で2倍希釈したときに,波長400nmにおける吸光度が1.0

(10mm光路長セル)となるように菌懸濁液を調製した｡この懸濁液2血と

試験液2mlを試験管内で混合し,30℃の恒温槽中に10分間静置した｡つぎに,

0.3mIのヘキサデカン(300c)を加え,VOrteXmixerで2分間激しく撹拝した｡

恒温槽中に15分間静置し,2相に分離後,ピペットで水相を静かに吸い取り,

波長400nmにおける吸光度を測定した｡細胞表面疎水性は水相の吸光度変化

として表し,つぎの式より求めた:

細胞表面疎水性(%)=(1-〟Ao)×100

ここで,AoおよびAは,それぞれ,ヘキサデカンと混合前後の水相の吸光度

である｡
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3-2-6 細胞内成分(260nm吸収物質)の漏出

3-2-6-1菌懸濁液の調製

E.co/iのNB培養液の200mtをNAに塗抹し,370cで18時間培養した｡つぎ

に滅菌蒸留水で集菌後,2回遠心洗浄し,約15mg菌体乾燥重量/mlとなるよ

うに滅菌蒸留水に再懸濁した｡なお,菌体の乾燥重量は菌懸濁液1mlを時計

皿にとり,赤外線乾燥式電子水分計(長計量器IB-30型)を用いて測定した｡

3-2-6-2 細胞内成分の漏出測定

細胞内成分の漏出はAトNajjar&Quesne[21)の方法に準じて260nmにおける

吸光度を測定することにより評価した｡菌懸濁液(約15mg菌体乾燥重量/ml)

の0.5mlを20℃に保った試験液4.5mlに加え,一定時間作用後,遠心分離

し(3000rpm,1分),ただちに,その上澄液をメンブランフィルター(0･45ml)

でろ過した(ただし,初留は廃棄した)｡このろ液の260nmにおける吸光度

(日立∪-3200型)を測定し,菌懸濁液中の菌体乾燥重量15mg当たりの値に

換算して表した｡
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3-3 結果

3-3-1NaOS一会属イオン混合水溶液の表面張力

NaOSとカチオンの合計濃度を15mM一定にして,それらの混合割合を変え

て表面張力を測定した｡その結果をFig.ⅠⅠ-3-1に示した｡2成分混合系の表面

張力は,NaOS-NaCl混合系を除き,各成分単独の表面張力より低くなった｡

さらに,NaOS-MgCl2混合系およびNaOS-3価カチオン混合系の表面弓長力は,

それぞれ,モル比が2:1および3:1付近でもっとも低くなった｡また,表面

弓長力に及ぼす影響は,1価<2価<3価カチオンの順で大きくなることがわかっ

た｡

3-3-2 電気泳動度

亡.co〟細胞の電気泳動度を各種カチオンのイオン強度を変えて測定した｡そ

の結果をFig.II-3-2およびFig.ⅠⅠ-3-3に示した｡2価および3価カチオンのイ

オン強度が増加すると,細胞表面の負電荷の絶対値が徐々に減少したが,その

負電荷は維持された｡しかし,Fe3+では負から正へ電荷の逆転が観測された｡

一方,Na+やNH4十のような1価カチオンは試験した濃度範囲において表面電

荷に影響を及ぼさないことがわかった｡カチオンが細胞の表面電荷を低下させ

る順序は,Fe3+≫Cr3+≧La3+≒AJ3+≒Cu2+>Mg2+≒Ni2+≒Zn2+>

Pr4N'≒Me4N'≒NH4'≒Na'であった｡

Fig.ⅠⅠ-3-4は,10mMNaOS共存下において,細胞の電気泳動度に及ぼすカ

チオン(イオン強度=2.75mM)の影響を調べた結果である｡これらの電気泳

動度の結果はNaOSの共存しない場合(Fig.ⅠⅠ一3-2およぴFig.ⅠⅠ-3-3)と同様

の傾向を示した｡すなわち,有効性の順は3価>2価>1価カチオンであっ

た｡
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3-3-3 細胞表面疎水性

Fig.ⅠⅠ-3-5は細胞表面疎水性に及ぼす各種カチオンの効果を表している｡Na'

のイオン強度の増加はヘキサデカンの細胞への付着に影響しないことがわかっ

た｡Mg2+の共存下において,細菌表面の炭化水素への親和性は,0.01Mのイ

オン強度以上でわずかに増加したが,それ以下のイオン強度ではほとんど影響

しなかった｡3価カチオンの場合,ヘキサデカンヘの細菌の親和性は,イオン

強度の増加とともに著しく増加した｡イオン強度0.001Mで,各種カチオン共

存下におけるヘキサデカンの細胞への吸着をFig.ⅠⅠ-3-6に示す｡細胞表面疎水

性の増加はAI3+,Fe3+ぉよびLa3+では70-80%,Cr3'で30%,Cu2'で15%,

そしてNi2+とZn2+の場合2-4%であった｡それに対するカチオンの有効性の

順序は,Fe3+≒La3+≧ A[3+≫Cr3+>Cu2'>Zn2'≒Ni2'≧Mg2'≒

Na+であった｡

NaOS共存下におけるLaC[3の細胞表面疎水性に及ぼす効果をFig.ⅠⅠ-3-7に

示す｡La3+による細胞表面疎水性の増加は,NaOSの共存しない場合より共

存する方が小さいことがわかった｡
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3-3-4 細胞内成分の漏出

20mM NaOS,5mM LaCf3およびこれらの混合溶液について,菌体からの

細胞内成分の漏出量を作用時間を変えて測定した結果をFig.ⅠⅠ-3-8に示した｡

蒸留水およぴNaOS単独では,NaOSの長時間暴露(3時間)を除き,吸光度

の変化はほとんどなかった｡LaCl3では,作用時間10分でわずかに吸光度の増

加が認められたが,これ以上増加することはなかった｡一方,NaOSと LaC[3

混合系の場合,初期段階で漏出量が急速に増加し,30分の作用時間で飽和に達

した｡そこで,以後の実験では吸光度が一定となる1時間の作用時間を選んで

実験を行った｡

20mMのNaOS共存下において,金属イオンの添加量を変えて細胞内成分の

漏出量を測定した結果をFig.ⅠⅠ-3-9に示した｡1価およぴ2価カチオンの場合

(Fig.ⅠIq3-9A),NaClやMgC]2単独では,500mMの比較的高濃度であって

も漏出はほとんど起こらないことがわかった｡これに対して,NaOSの共存下

においては,カチオン濃度の増加とともに260nmの吸光度が増加した｡そし

て,その変化はNaClでは直線的であるのに対し,MgCI2では200～300mMで

飽和に達した｡一方,3価カチオンの場合(Fig.ⅠⅠ-3-9B),AICI3およぴLaCI3

のみの場合でも漏出が起こり,その程度は特にAICl3で顕著であった｡さらに,

NaOSとの混合系においては,1mM以下のカチオン濃度で吸光度が著しく増

加するが,それ以上では一定となることがわかった｡

Fig.ⅠⅠ一3-10はNaOSとLaC]3の合計濃度を15または20mMにして,それ

らの混合割合を変えて,LaCl3のモル分率に対して細胞内成分の漏出量をプロ

ットした結果である｡漏出はLaCI3のモル分率が約0･2付近で極大となった｡

そして,この傾向は両成分の合計濃度が変わってもほぼ同じであったが,合計

濃度が高いほど漏出量も多くなった｡
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3-4 考察

細菌の表面は負に帯電しているので1･6),その細胞の表面は水溶液中において,

カチオンと強く相互作用し,そして結合することが期待される｡一方,アニオ

ン界面活性剤のアニオンとの間に静電的反発を生じる｡電気泳動は細菌の表面

電荷を研究する有効な方法である｡一般に,電気泳動は緩衝溶液中で測定され

るが,著者らは試験しているカチオンと緩衝液のイオンとの相互作用を避ける

ために緩衝液を使用しなかった｡本研究において,電気泳動度をカチオン濃度

の代わりにそのイオン強度の関数として表した(Fig.ⅠⅠ-3-2およびFig,ⅠⅠ-3-3)｡

細菌2,4,5,7)やその構成成分(たとえば,細胞質膜や外膜)3),神経細胞24)ぉよ

ぴリン脂質リポソームのような人工膜25,26)の表面電荷に及ぼす各種金属イオ

ンの影響が電気泳動によって広く研究されている｡これらの文献は,溶液の多

価カチオン濃度が増加するとき,細胞または粒子表面の負電荷が多価カチオン

によって著しく減少することを示しており,著者らの結果と一致する22)｡

多くの多価金属イオンは加水分解されて水酸化物を生じ,そして,その加水

分解の程度は金属種によって異なり,さらに,加水分解物はCuOH+,AIOH2+

やFeOH2･のような単核種だけでなく,Cu2(OH)22+,Al2(OH)24+やFe2(OH)24+

のような多核種も存在することはよく知られている13)｡これらの加水分解され

た金属イオンは,フリーの水和イオン(たとえば,Cu2十,F占3+)と比較して,

固体一液体界面に強く吸着されるので27),それらの特異的吸着の結果として細

胞表面の負電荷がより一層減少する｡さらに,加水分解によって生じた鉄イオ

ンの主なイオン種はFe2(OH)2小である28)｡したがって,二核のイオン種は,

細胞の表面電荷の中和に対して,単核イオン種(たとえば,FeO=2+)よりも

効果的に作用し,このことがFig.ⅠⅠ-3-2に見られる鉄(Ⅲ)イオンの例外的な

挙動に対応していると考えられる｡

電気泳動度-PHの関係を調べた研究によると･E･CO/iの表面電荷はpHの減
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少とともに徐々に減少し,そして,約3以下のPHになると,突然,電気泳動

度が大きく低下する29)｡また,同様の結果が肋c/℃COCCUS少SOde傭血s3)や

Sf帽pfococcusねec∂//云28)で報告されている｡さらに,菌懸濁液のPH低下は細

胞表面へのプロトネーションおよび表面電荷の中和をもたらす25)｡先に述べた

ように,加水分解した多価カチオン,特に,鉄やアルミニウムイオンを含む水

溶液のPHはより低いことから,多価カチオンだけでなくpHもまた表面電荷の

中和に重要な役割を果たしているのかもしれない｡しかし,これらの金属イオ

ン溶液のpHは試験した濃度範囲で3以下ではないので,表面電荷の減少はpH

低下よりもむしろカチオンに起因すると考えられる｡

3価カチオンによる表面ポテンシャルの低下はNaOSの共存下においても認

められた(Fig.ⅠⅠ-3-4)｡これは細胞表面とカチオンの間の結合がNaOSと

カチオンの結合より強いことを示している｡この界面動電測定においては,高

濃度(たとえば,殺菌力試験で用いた20mMのような)のNaOSを使用でき

なかった｡なぜならば,そのような濃度は実験に用いた電気泳動装置で採用さ

れているイオン強度の上限を越えるためである｡

クロルヘキシジンや塩化アルキルジメチルベンジルアンモニウムのような有

機性カチオンは細胞表面の疎水性を増加させる9~11)｡また,多価カチオンで

亡.co//を処理すると,細胞の表面疎水性に影響する｡Fig.ⅠⅠ-3-5に示したよう

に,3価カチオン濃度の増加とともに細胞表面疎水性が著しく増加する｡しか

し,Na+のような1価カチオンの場合,濃度が増加しても細胞表面疎水性はほ

ぼ一定であった｡このようにカチオンの価数が多くなれば,細胞表面疎水性に

及ぼす影響も大きくなる｡疎水性増加における金属イオンの有効性は,電気泳

動度の結果とよく一致している｡NaOS-多価カチオン混合系における細胞表

面疎水性は,NaOSの共存しない系よりも低く,NaOS量の増加とともに減少

する(Fig.ⅠⅠ-3-7)｡これは,NaOSが多価カチオンの一部と相互作用して
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いることを示している｡

アニオン界面活性剤の膜への結合が多価カチオンの共存下において増加する

ことが示されている｡Voss31)はラベル化したABS(アルキルベンゼンスルホ

ン酸塩)の細菌への吸着をCaCl2の共存下と共存しない場合で測定した｡彼は

S･aureuSおよぴE.coIiへのABSの吸着がCaCl2の増加とともに増えることを

認めた｡また,アニオン性蛍光プローブである8-アニリノー1-ナフタレンスルホ

ン酸塩(他のアニオン界面活性剤と同様に疎水性基と親水性基をもつ)と人工

リン脂質膜との相互作用がCa2',Mg2十およぴBa2'のような2価カチオンによ

って増強されることが報告されている25)｡

アニオン界面活性剤の作用機構に関して,細胞膜の破壊,特異的な酵素阻害,

細胞の代謝阻害および細胞のタンパク変性などが提案されている32)｡これら

の中で,アニオン界面活性剤と細胞膜との相互作用が抗菌活性の主な要因であ

ることが示されている｡細胞内成分の漏出は細胞質膜の損傷･破壊によりおこ

り,それは細菌の死と深く関係する｡本研究において,NaOSが少量の多価金

属イオン共存下において,仁.co〟細胞から細胞内成分の漏出が確認されたこと

から,細胞膜の破壊が強く示唆された｡

多価金属イオンは,細胞の表面電荷や表面疎水性さらに細胞内成分の漏出な

どの菌体側で起こる変化だけでなく,水溶液の溶液物性も変化させる｡すなわ

ち,NaOS水溶液の表面張力が多価金属イオンの添加により著しく低下するこ

とはすでに述べた(Fig.ⅠⅠ-1-1,Fig.ⅠⅠ-3-1)｡この表面張力低下はNaOSのア

ニオンが多価金属イオンに配位することにより疎水的になり,空気/水界面へ

の吸着が促進されることを示している｡

アルキルスルホン酸ナトリウムは水溶液中でカルシウムイオンによって複分

解され,2分子の界面活性剤と1分子のカルシウムイオンからなる沈殿物を生

じ,そしてその溶解度はアルキル鎖長に依存することが知られている33)｡また,
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同様の沈殿物の生成がアルキル硫酸ナトリウムと2価カチオンの問で認められ

ている34)｡Nakamuraら35)は,アミノ酸系界面活性剤と2価の銅イオン混合系

の表面張力を測定し,それらの混合比が1:1のとき,もっとも表面張力が低

下することから,1:1複合体の生成を推定した｡また,第1章において,NaOS

-LaCt3混合水溶液中には,各成分のモル比に対応して,3:1,2:1およぴ1:

1の複合体が形成されることを明らかにした｡したがって,Fig.ⅠⅠ-3-1の結果

から,表面張力の極小点において,NaOS-2価カチオンおよぴNaOS-3価カ

チオンの混合水溶液中に,それぞれ,2:1および3:1複合体が形成されてい

ると考えられる｡この複合体はNaOSより疎水的であるため,細胞表面との相

互作用が促進されると推測される｡
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3-5 結論

NaOSと各種カチオン混合水溶液中において,亡.co//の細胞表面電荷,細胞

表面疎水性および細胞内成分の漏出を調べた｡2価およぴ3価カチオンは,細

胞の電気泳動度を低下させたが,1価カチオンの場合,影響しなかった｡細胞

表面の疎水性は3価カチオンの添加により増加したが,1価および2価カチオ

ンでは変化しなかった｡NaOSとカチオン混合系におけるこれらの生化学的表

面パラメータの変化は,カチオン単独の場合と同様の傾向を示した｡また,1

価カチオンとしてNa+,2価カチオンとしてMg2'ぉよび3価カチオンとして

A[3'とLa3+を選び,NaOSとの混合系について,それらの合計濃度を一定と

し,両者の混合割合を変えて表面弓長力を調べたところ,NaOSと金属イオンの

モル比が2価カチオンの場合約2:1,3価カチオンでは約3:1のときに表面

張力がもっとも低下した｡また,このとき,細胞内成分の漏出量も増加し,細

胞膜の損傷･破壊が示唆された｡

165



参考文献

1)M･T･DyarandE.J.Ordar,J.Bacterlo/.,51,149(1946).

2)D･L･MeggisonandW.S.Mue=er,App/･Mic/℃bio/.,4,119(1956).

3)A･V･Few,A.R.G‖byandG.V.F.Seaman,Biochim.Biophys.Acta,38,

130(1960).

4)D.A.Haydon,Biochim.Biophys.Acta,50,457(1961).

5)H.Schott,andC.Y.Young,J.Pharm.Sci.,62,1797(1973).

6)M.C.山.vanLoosdrecht,Jr.,J.LykIema,W.Norde,G.SchraaandA.J.B.

Zehnder,App/.Envirvn.Micrt)bio/.,53,1898(1987).

7)Y･E･Co=nsandG･Stotzky,App/･Envirvn.Micrvbiol.,58,1592(1992).

8)M.Rosenberg,D.Gutnickand E.Rosenberg,FEMSMic/℃bio/.Lett.,9,

29(1980).

9)T･EfMoug,D.T.Dogers,J.R.Furr,B.M.A.EJ-FalahaandA.D.Russell,

J･Antimicrvb.Chemother,16,685(1985).

10)B･M.A.El-Falaha,D.T.Rogers,J,R.FurrandA.D.Russel),/nt.J.

P/1∂〝n∂CeUf.,23,239(1985).

11)N･IsmaeeF,J.R.Furrand A.D.RusselI,J.App/.Bacterlol.,61,373

(1986).

12)M･C.M.VanLoosdrecht,Jr.,J.LykJema,W.Norde,G.SchraaandA.J.B.

Zehnder,App/.Environ.Micrvbio/.,53,1893(1987).

13)H･C･Van derMei,A.H.Weerkampand H.J.Busscher,J.Micrvbiol.

〃e的0由,6,277(1987).

14)M･Lindah),A･Faris,T.WadstromandS.Hjerten,Biochim.Biophys.Acta,

677,471(1981).

166



15)P･JossonandT･Wadstrom,CurTMicrDbiol･,8,347(1983).

16)Gt R･Dychdala andJ.A.Lopes, Disk7fbction,Sterniiation and

Preservation,4th ed(by S･S･B10Ck),Lea and Febiger,Philadelphia

(1991),P256.

17)W･B･Hugo,Prjnc桓/es and Practice of Disinfbction,Preservation and

Sterj/ization,2nded(byA.D･RusseH,W･B･Hugo.andG.A.J.Ayliffe),

BJackweJIScientificPublications,Oxford,(1992).p.187.

18)R.LanniganandL.E.Bryan,J.Antimicrvb･Chemother,15,559(1985).

19)A.LamjkanraandM.C.Allwood,J.App/.BacterloI.,42,379(1977).

20)M.R.J.Safton,J.Gen.Micrvbio/.,5,391(1951).

21)A.R.A]-NajjarandL.B.Quesne,J.App/.Bacterlo/.,47,469(1979).

22)K.Kihara,N.Kitoand T.Furuta,J.Antibact.AntihJng.Agents,24,449

(1996).

23)AnnualBookofASTMStandards,Part30,PP.208-211,AmericanSociety

forTestjngMaterials,PhiIadelphja.

24)M.MiyakeandK.Kurihara,Biochim.Biophys.Acta,762,256(1983)･

25)M.T.F[anagan and T.R.Hesketh.Biochim.Biophys.Acta,298,535

(1973).

26)K.Furusawa,H.KakokiandH.Matsumura,Bu〟.Chem.Soc･Jpn･,57,3413

(1984).

27)R.0.JamesandT.W.Healy,J.Co〟oid/nte′ねceSci･,40,65(1972)･

28)C.F.Baes,Jr.and R.E.Mesmer,T77e HydrvレSis ofCations･Krieger

PublishingCompany,F10rida(1986)･

29)J.J.Marianos,Disinfbction,SterniiationandPreservation,4thed･(byS･S･

Bfock),LeaandFebiger,Philade[phia(1991),P･225･

167



30)H･Schott,andC･Y･Young,J.Pharm.Sci.,61,182(1972).

31)｣･G･Voss,J■β∂C始〟0/.,86,207(1963).

32)R･Dychdafa,andJ.A.Lopes,Disinfbction,SterniiationandPreservation,

4thed･(byS･S･B[ock),LeaandFebiger,Ph‖adeJphia(1991),P.256.

33)M･S.Ce]ik and P.Somasundaran,J.Co〟oid/nterface Sci..122,163

(1988).

34)K.L.SteIlnerandJ.F.Scamehorn,Langmuir1989,70.

35)A･NakamuraandK.Tajima,BulI･Chem.Soc.Jpn.,61,3807(1988).

168



第Ⅲ編

抗菌性両親媒性分子の溶液

物性一殺菌活性の相関





第1章 抗菌性アニオン界面活性分子一金属イオン混合水

溶液系の殺菌活性

1-1緒言

各種界面活性剤の中でもカチオン界面活性剤,特に第四級アンモニウム塩は

強い殺菌作用をもつため,消毒剤として広く利用されている1)｡一方,アニオ

ン界面活性剤はグラム陽性菌に対してはある程度有効であるが,グラム陰性菌

に対する殺菌活性はほとんどない2)｡また,アニオン界面活性剤は,PHの低下

によりその活性が著しく強められることが知られており,海外では食品工業な

どの製造装置の洗浄･殺菌に酸性サニタイザー3)として一部利用されているが,

広い分野で汎用的な殺菌剤あるいは消毒剤として用いられている例はほとんど

ない｡さらに,多価金属イオンの共存下において殺菌力が強められることも報

告されているが4~6),これらの多価カチオンの影響について系統的に調べた報告

はない｡

そこで,本章においては,アニオン界面活性剤として1-オクタンスルホン酸

ナトリウムを用い,各種の1価,2価および3価カチオン共存下において,

Escわe〟c仙台CO//に対するオクタンスルホン酸ナトリウムの殺菌活性を系統的

に調べた7,8)｡
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1-2 実験方法

1-2-1試料

アニオン界面活性剤として1-オクタンスルホン酸ナトリウム(以下,NaOS

と略記する,東京化成)を用いた｡各種金属塩および第四級アンモニウム塩は,

第Ⅱ編の第2,第3章と同じものを使用した｡

1-2-2 殺菌力試験

試験液4.5mlに0.5m[の供試菌液(約107cFU/ml,供試菌の調製は第Ⅱ編

の第3章を参照)を加え,200cで10分間作用させた後,その0.5mtを採取し,

4.5mlの中和剤[ポリソルベート80(ノニオンOT-221,日本油脂)4%+大

豆レシチン(試薬一級,片山化学)0.3%+クエン酸三ナトリウム(試薬特級,

片山化学)2.6%,クエン酸(試薬特級,片山化学)でPH7に調整]と混合し

て,薬剤の作用を停止した｡同じ中和剤で段階希釈し,ブイヨン寒天培地(第

Ⅱ編第3章)に混釈培養(370c,24時間)することにより,生残菌数を測定し

た｡各試験はいずれも 3回繰り返し,それらの平均値で表した｡殺菌活性

(bactericidalactivity)は,10g(No/N)として表した｡ここで,No,Nは,そ

れぞれ供試菌数および試験液で処理後の生残菌数である｡

試験液は実験の直前に調製し,必要に応じて塩酸または水酸化ナトリウムで

PHを調整した｡
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1-3 結果

1-3-1NaOSと各種カチオン混合水溶液の殺菌活性

E.co//に対するNaOSの殺菌活性に及ぼす1価,2価および3価カチオンの

影響をFig.ⅠⅠⅠ-1-1に示した｡カチオン濃度に対して殺菌活性【Iog(No/N)]を

プロットして得られた2直線の交点を20mMNaOS共存下における各カチオン

の限界有効濃度(CriticaIeffective concentration)とし,カチオンの効果をこの

値によって評価した｡NaOSの殺菌活性の増強に関して,限界有効濃度を基に

したカチオンの有効性の順序は,Fe3+≒ Cr3+≧Al3+≫ La3'>Cu2'≫

Pr4N'>Zn2'>Ni2'>Mg2'>NH.'≒Na≫Me4N'であった｡

本実験条件下において,NaOSが共存しない場合,試験したカチオン自身に

殺菌作用は認められなかった｡ただし,Cu2+,Cr3'ぉよぴFe3'の3種のカチ

オンは高濃度(10mM)においてわずかに殺菌力を示した(データは省略)｡

っぎに,NaOSとカチオン(Na+,Mg2+,AL3+,La3+)の2成分混合系につい

て,それらの合計濃度を一定にし,カチオンのモル分率を変えて亡.co//に対す

る殺菌効果を調べた｡その結果をFig.ⅠⅠⅠ-1-2に示す｡NaOS-AJ3+,NaOS-

La3'ぉよぴNaOS-Mg2'の3種の混合溶液は,殺菌活性に極大が認められ,

その極大点におけるカチオンのモル分率は,それぞれ,0.27,0.22およぴ0･30

であった｡しかし,NaOSとNaCLの場合,これらの合計濃度が100mMであ

っても活性はほとんど認められなかった｡
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1-3-2 NaOS-LaCI3混合系の殺菌活性に及ぼす供試菌数の影響

NaOS濃度を15mM一定にして,LaCZ3を添加したときの混合水溶液の殺菌

活性を供試菌数を変えて測定した(Fig.ⅠⅠⅠ-1-3)｡少量のLaCl3添加により殺

菌活性は著しく増大し,モル比(LaCl3/NaOS)が1.0以上で飽和した｡この傾向

は供試菌数が異なっても同様であった｡なお,本試験条件下において,NaOS

およぴLaCl3単独ではほとんど殺菌活性が認められなかった｡

1-3-3 NaOSの殺菌活性に及ぼすpHの影響

NaOSの殺菌活性に及ぼすpHの影響をFig,III-1-4に示した｡NaOSの共存

しない場合,PH3-11(HClまたはNaOHで調整)の範囲で殺菌活性は認められ

なかったが,NaOS共存下において,その範囲は5-11に縮小した｡通常,多

価金属イオンを含む溶液は酸性のものが多いが,この結果から,PH5-11の範

囲においてPHの影響は無視できると考えられる｡
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1-4 考察

殺菌力試験において,クエン酸ナトリウムを含むポリソルベート80/レシチ

ン(P/L)を不活化割として用いた｡一般的に,P/L混合物はカチオン系殺菌剤

の不活化割として用いられている9)｡しかし,それはNaOSの不活化には有効

であるが,NaOS一多価カチオン混合系に対しては効果がなかった｡P/Lにクエ

ン酸ナトリウムを添加するとき,NaOS一多価カチオン混合系を有効に不活化

し,また,亡.co//に対する毒性も認められなかった(データは省略)｡

金属イオン共存下におけるアニオン界面活性剤の殺菌活性に関する報告は少

ない｡2価カチオンの添加は,分岐鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウ

ムのSねp坤/ococcus∂〟胤Sに対する抗菌力を高めたが,亡.co//に対して効果が

なかった5)｡BergとZimmerer6)は,Mg2+や希土類元素のLa3+がグラム陽性

菌およびグラム陰性菌に対するアニオン界面活性剤の抗菌効果を強めることを

認めた｡同様の殺菌活性の増加が,多価カチオン共存下においてNaOS処理さ

れた亡.co//細胞に関する著者らの研究においても確認された7)｡言い換えれば,

NaOS共存下におけるカチオンの限界有効濃度は,3価≪2価<1価カチオ

ンの順に増加することがわかった(Fig.ⅠⅠⅠ一1-1)｡La3+によるNaOS活性の

増強は,同じ3価カチオンであるFe3+,Cr3'やAI3'よりも低かった｡アニオン

界面活性剤は低pHで抗菌活性を示すことが知られている3)0また,Fe3+,Cr3+

およぴAI3+は,水溶液中において,強く加水分解され,La3'よりpHが低くな

る10)｡20mMNaOS共存下における限界有効濃度でのFe3+,Cr3+ぉよぴA[3+

の水溶液のPHは,約4であるが,La3+のPHは約6であったo Fig･ⅠⅠⅠ一1-4に

見られるように,4以下のPHの水溶液はNaOS共存下においてE･COIiに対し

て殺菌的であったが,NaOSが共存しないときにはそうではなかった｡したが

って,La3+と他の3価カチオンとの間における限界有効濃度の差は,それら

の溶液のPHの差に起因すると考えられる0試験した2価カチオンの中で･Cu2+
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はNaOSの殺菌活性を強めるうえでもっとも有効であった｡この有効性はCu2+

自身の毒性と関係していると考えられる11)｡

殺菌活性の発現には,NaOSの細胞膜への吸着が第一段階となる｡そこで,

殺菌活性と脂質膜への吸着の関係を調べた｡20mM NaOS共存下においてE.

CO〟を99%死滅させるのに必要なカチオン濃度(C99)をFig.ⅠⅠⅠ-1-1から求め,

これを殺菌活性とした｡また,脂質膜への吸着はFig.ⅠⅠ-2-4から算出した値を

その指標とした(第Ⅱ編第2章)｡Fig.ⅠⅠⅠ-1-5にLog(1/C99)とAFsの関係をプ

ロットした｡Cu2'ぉよぴAl3+を除いて,NaOSの殺菌活性に及ぼす各種カチ

オンの効果は,1価<2価≪3価カチオンの順に強くなり,殺菌活性と脂質膜へ

の吸着量の間には良い相関が認められた｡Cu2+ぉよびAI3+によるNaOSの著

しい殺菌活性の増加は,それぞれ,上述した銅イオン自身の毒性およびAIC】3

の加水分解によるpHの低下が寄与していると考えられる｡

つぎにNaOSと多価金属イオンの合計濃度を一定にして,それらの混合割合

を変えて殺菌活性を調べたところ,その活性に極大が認められた(F痩.ⅠⅠⅠ-1-2)｡

この極大点におけるオクタンスルホン酸アニオンと金属イオンとのモル比は,

第Ⅱ編第3章において述べた表面弓長力の極小点(Fig.ⅠⅠ-3-1)および細胞内成

分の漏出量の極大点(Fig.ⅠⅠ一3-10)におけるモル比と非常によく一致すること,

また,NaOSの脂質膜への吸着が多価金属イオンの共存により増加すること(第

Ⅱ編第2章)から,NaOSと多価金属イオンによって生成した複合体による細

胞膜の破壊が殺菌活性発現に深く関与していると考えられる｡

184



B

-60 -50 -40 -30 -20 -10
0 1 2 3 4 5

△Fs/Hz Log(1/ち9)

Fig.ⅠII-1-5 ReJationbetween(A)specificfrequencychanges△Fs

Or(B)bactericida[activity10g(1/C99)against
E･CO/iand various

cations.Thevariouscations(0.18mM)wereinjectedintotheO･35

mM NaOS aqueous solutionin(A).C99in(B)is
the minimum

concentrationofcationsatwhich99%E.co/idieinthepresenceof

20mM NaOS.

185





NaOS-LaC[3混合系において,それらの混合比に対応して,3:1,2:1お

よび1:1複合体が形成することを明らかにした(第Ⅱ編第1章)｡これらの

複合体形成はつぎのように表すことができる｡

La3+ + OS- ご LaOS2' (1)

LaOS2' + OS- ご La(OS)2' (2)

La(OS)2'+ OST ご La(OS)3 (3)

Fig.ⅠⅠ-1-7に示したように,LaCI3濃度が低いとき,3:1複合体[La(OS)3]

が生成し,LaCl3濃度の増加に伴って,2:1複合体[La(OS)2'],つぎに1:

1複合体[La(OS)2+]の順に増加する｡しかし,これらの複合体の分布曲線

(Fig.II-1-7のxI,XⅡおよびxⅢ)は,いずれも,E･CO〟に対するNaOS-

LaCI3混合水溶液の殺菌活性曲線(Fig.ⅠⅠⅠ一1-4)と相似的でないことがわかる｡

これは3種の複合体のうち1種のみが殺菌活性をもっているのではないことを

示唆している｡

そこで,今,NaOS-LaC)3混合水溶液中に存在する複合体が,それぞれ異な

った殺菌活性をもっていて,全体としての殺菌活性は,それらの和であると仮

定すると,全殺菌活性曲線は(fxI+gxⅡ+hxⅢ)に比例すると考えられる｡こ

こで,f,gおよびhは,それぞれ,1:1,2:1およぴ3:1複合体のモル当

たりの殺菌活性である｡f:g:hを種々仮定して全殺菌活性曲線を計算し,Fig･

ⅠⅠⅠ-1-4と比較した｡f:g:h=2/3:2/3:1のとき殺菌活性曲線(Fig･ⅠⅠⅠ-1-6)

は,Fig.ⅠⅠⅠ-1-3の実験曲線に相似的であった｡これらのことより,3:1複合

体がもっとも強い殺菌活性をもっていて,1:1複合体と2:1複合体のそれは

同程度であると推測される｡

薬物の抗菌活性はその疎水性と密接な関係があることが指摘されており,消

毒剤に関しても分配係数などの疎水性パラメータを用いて,殺菌活性との関連

性が調べられている12-14)｡NaOS-LaCl3混合水溶液中に形成される複合体の
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組成から,その疎水性を推測すると,3:1複合体>2:1複合体 >1:1複

合体の順である｡複合体の疎水性が大きいほど,細胞膜への吸着が容易になり,

結果的に大きい殺菌力をもつと考えられる｡3:1複合体と2:1複合体との間

にみられる殺菌活性の相違は,この疎水性の順序と一致している｡しかし,1:

1複合体と2:1複合体との間には,疎水性から予測されるような殺菌活性の

差がみられなかった｡この事実は,殺菌活性が単に複合体の疎水性のみで決ま

るのではないことを示唆している｡複合体の正電荷と亡.co//表面の負電荷との

間に働く静電引力も複合体の吸着を促進するように作用していると考えられる｡

この静電引力は複合体のもつ電荷の大きさに従って,3:1複合体<2:1複

合体<1:1複合体の順に増加すると考えられ,上述の疎水性の順とは逆であ

る｡複合体の細胞膜への作用機構においては,複合体の疎水性と静電引力の両

者の作用が同時に働いていると考えられる｡それらの和が1:1複合体と2:1

複合体では,ほぼ同じであるために殺菌活性に差が生じないものと推測される｡

La3+単独では殺菌活性を示さないことから,単に負電荷の細胞膜への吸着が重

要ではなく,吸着に伴って疎水性の炭化水素鎖部が細胞膜内部へ侵入し,膜構

造の秩序性を破壊することが,殺菌活性を引き起こすために必要な機作と考え

られる｡したがって,細胞膜表面へ吸着した複合体数と複合体の炭化水素鎖部

(疎水部)がもつ破壊力との積が,殺菌活性の大きさに比例すると推測される｡

他方,疎水性の増大および電荷の減少は複合体同士の凝集力を増して,水溶液

中にポリ複合体として沈殿させる傾向を増し,結果的に殺菌力を低下させると

考えられる｡したがって,複合体を構成する陰イオン界面活性剤の分子構造を

選択することにより,凝集力を調節することが要求される｡この観点からも,

陰イオン界面活性剤の分子構造と殺菌力との関連を系続的にさらに研究するこ

とが望まれる｡

191



1-5 結論

各種カチオン共存下において,亡.co//に対するNaOSの殺菌活性を調べた｡

試験したカチオンの中で,Al3+やLa3+のような3価カチオンは,非常に低濃度

(0.1～1mM)でNaOSの殺菌活性を増強した｡2価カチオンは3価カチオン

と同等の活性を得るためには高濃度(>100mM)であることが必要であっ

た｡1価カチオンにはNaOSの殺菌活性を強める作用はなかった｡また,1価

カチオンとしてNa',2価カチオンとしてMg2'ぉよび3価カチオンとしてAl3+

とLa3'を選び,NaOSとの混合系について,それらの合計濃度を一定とし,

両者の混合割合を変えて亡.co//に対する殺菌効果を調べたところ,NaOSと

金属イオンのモル比が,2価カチオンの場合約2:1,3価カチオンでは約3:1

のときに殺菌活性が強く発現した｡
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第2章 抗菌性カチオン界面活性分子の会合体形成と至適

殺菌濃度

2-1緒言

古田ら1)は,汚染された10%塩化ベンザルコニウム(BAC)製剤から分離

した菌株の生存性に関する研究において,その菌が低濃度は言うまでもなく,

高濃度においても生存すること,すなわち,殺菌活性に至適濃度が存在するこ

とを報告した｡

この事実から,著者は他の第四級アンモニウム塩(QAC)と細菌の間に存在

する濃度と殺菌活性の関係(たとえば,濃度増加とともに殺菌活性が増大する

という関係)に疑問を抱いた｡そして,消毒剤に対する細菌の抵抗性メカニズ

ムを検討するうえで,細菌の細胞特性と同様に消毒剤自身の性質も考慮する必

要があると考え,高濃度のQAC中における細菌の生存性に興味をもった｡ま

た,実用上の観点から,最適濃度範囲の設定が重要であると思われた｡

多くの研究者2~9)は,QACのコロイド的性質,あるいは疎水性と抗菌活性と

の関連性を検討したが,ほとんどが低濃度領域における報告であり,高濃度領

域を含む広い濃度範囲で系統的に調べたものはない｡

本研究において,異なるタイプのQACおよび臭化アルキルトリメチルアン

モニウムの同族体(RN(CH3)3Br)を用いて,QACの殺菌活性と濃度の関係を

調べ,QACの殺菌活性の濃度依存性をそのコロイド化学的性質と関連づけた10)0
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2-2 実験方法

2-2-1試料

試薬級(>98%)のQACとして,ヘキシル,オクテル,デシル,ドデシル,

テトラデシルおよぴヘキサデシル基を有する臭化アルキルトリメチルアンモニ

ウム(C｡TAB),臭化ジデシルジメチルアンモニウム(DDAB),塩化ドデシル

ピリジニウム(C12PC)(以上,東京化成)および塩化ヘキサデシルピt｣ジニウ

ム(C16PC,和光純薬)を,工業品級のQACとして,塩化ベンザルコニウム(BAC,

カチオンF2-50,50%,日本油脂),塩化ベンゼトニウム(BEC,ハイアミン

1622,>99%,口一ムアンドハース)および塩化ジデシルジメチルアンモニウ

ム(DDAC,50%,10%エタノール含有,三洋化成)を用いた｡

2-2-2 試験菌と培養条件

Pseudomonas aerug/nOSa ATCC 27853,Escherlchia coliATCC 25922,

Sah70ne//atyphimurjumATCC14028およぴA/ca]igenesxy/osoxidansNo.91)

(汚染された市販の10%塩化ベンザルコニウム製剤から分離)を供試菌とし

て用いた｡各細菌は液体ブイヨンの標準濃度の1/20濃度(1.5g/L,日水製薬)

で,250c,48時間,振還培養したものを,そのまま供試菌液として用いた｡通

常の培養条件と比較して,貧栄養および低温の培養条件は,薬剤に対する感受

性を低下させることが知られている11･12)｡
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2-2-3 殺菌力試験

QACの殺菌活性は,定性的および定量的懸濁法13)の2種類の方法によって

調べた｡

定性的懸濁法では,滅菌蒸留水に溶かした各濃度のQAC水溶液4.5mIに供

試菌液0.5mIを加え,0,20または250cの恒温槽中で保持した｡一定時間作用

後,各混合液から無菌的に0.025m】を取り出し,ただちに,中和剤(4%ポ

リソルベート80+0.3% レシチン)を含むブイヨン液体培地と混合した｡30℃,

48時間培養後,細菌の生存を培地の濁りから目視判定により決定した｡

定量的懸濁法では,試験液4.5mlと供試菌液0.5mIの混合液を,A.

ズy/050ズ/d∂nS に対して25℃で10分または他の細菌に対して0℃で30秒作

用させ,混合溶液の0.5mtを中和剤(6%ポリソルベート80+2% レシチ

ン)4.5血と混合した｡その後,ただちに,他の中和剤(4%ポリソルベー

ト80+0.3% レシチン)で段階希釈した｡各希釈液の0.5mlを4%ポリソル

ベート80と0.3% レシチンを含むブイヨン寒天培地で混釈培養(250c,48

時間)し,生残菌数を求めた｡

殺菌活性は対数減少値[og(No/N)として表した｡ここで,NoおよびNは,

それぞれ,蒸留水およびQAC溶液に作用後の生残菌数である｡
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2-3 結果

QACの濃度と殺菌活性の関係において,極大値の存在を明らかにするために,

試験菌を各種濃度のQAC溶液に作用させた｡作用時間と温度を変えて試験し

たところ,QACに対する感受性は各試験菌によって異なった｡

定性的懸濁法による結果をTableIII-2-1,ⅠⅠⅠ-2-2およびⅠⅠⅠ-2-3に示した｡

TabJeIII-2-1はA.xyIosoxidansNo.9(BACに強い抵抗性のある菌株)に対す

るDDACの20および25℃における殺菌活性を表している｡200cでは,0.001

～10%(W/v)の全濃度範囲で細菌の生存が確認されたが,25℃では,温度効果

のために0.05～0.1%(W/v)の濃度範囲で死滅した｡Tab[eIII-2-2およぴⅠⅠⅠ-2-

3は,E.coIiおよぴS.typhimurlumに対する3種のQAC(DDAC,BAC,BEC)

についての00cにおける結果である｡一般的に,これらの細菌はQACに対する

感受性が高く,室温において急速に死滅するが,低温において BECの高濃度

領域で生存した｡しかし,BACおよぴDDACでは死滅した｡

TabIeIII-2-1 Effect of concentration and exposure time on bactericidaI

activityofdidecy]djmethy[ammoniumch10rideagalnStA.xy10SOXidansat20and

250c.

Temperature Exposure

(Oc) time

Concentration %(W/v)

(m呵 0.001 1050〇.〇1〇.500〇.

1 +1)

20 5 +

10 +
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0

0
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+

+

+
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+

+

+
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+

+

+
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QACの殺菌活性の濃度依存性を供試菌としてP･aertJginosaおよびA.

ズy/oso新d∂〃Sを用いて定量的懸濁法によって詳細に調べた｡Fig.ⅠⅠⅠ-2-1は比

較的QACに抵抗性のP.aertJginosaに対するDDAC,BACおよびBECの殺菌

活性を温度0℃,作用時間30秒で試験した結果である｡濃度に対する殺菌活性

の関係において,各QACで極大が観察された｡他の4種のQACについて,A.

ズy/osoズ/d∂〃5に対する25℃における濃度依存性の結果をFig.ⅠⅠⅠ-2-2に示す｡

DDAB,C16PCおよぴC16TABの3種のQACは,0.1%付近で明確に最大活性

が認められた｡しかし,C12PCの場合,この化合物の高濃度における殺菌活性

TableIII-2-2 Effect of concentration and exposure time on bactericidal

activityofquaternaryammoniumcompoundsaga]nStE･CO/iatOOc･

Quaternary Exposure

ammonlum time

Concentration %(W/v)

COmPOunds (S) 0.001 0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 10

15 +1) + -1)

DDAC 30 + +

60 +

300 +

5

0

0

0

1

3

6

03

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
一

一
一
一
一

一
一
一

一
一
一

l

一
一

一
一
一

BEC

5

0

0

0

1

3

6

03

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
一

+
一
一
一

一
一
一

一
一
一 +
一
一

+

+
一

1)+,grOWth;-,nOgrOWth
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の中和が不十分であるため,極大の存在が明瞭ではなかった｡このC12PCと

C16PCの殺菌活性の違いは,極大がQACのアルキル鎖長に依存することを示

唆している｡それゆえ,CnTABの同族体を用いて,同様に殺菌活性の濃度依存

性を調べた(Fig.ⅠⅠⅠ-2-3)｡期待されるように,極大が存在し,その殺菌濃度は

QACのアルキル鎖長に依存した｡極大は長いアルキル鎖長のC16TAB,C14TAB

およぴC12TABで認められたが,より短いClO,C8およびC6のアルキル鎖をも

つC｡TABでは観察されなかった｡殺菌活性の極大点における濃度は,アルキル

鎖長が長くなるほど,低濃度側へシフトした｡

TabJeIII-2-3 EffectofconcentrationandexposuretimeonbactericidaJactivity

Ofquaternaryammonium COmPOundsagainstS.typhimurlumatO℃.

Quaternary Exposure

ammomum time

Concentration %(W/v)

COmPOunds (S) 0.001 0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 10

15 +1)

DDAC 30 +

60 +

300 +

5

0

0

0
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6
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+

+

+
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2-4 考察

一般に,化学薬剤の抗菌活性は,外部環境や細菌自身の性質および培養条件

に依存することが知られている14･15)｡殺菌力試験において,著者は細菌の薬剤

に対する感受性を低下させるために,試験液温度を下げるとともに,作用時間

を短縮した｡予想されるように,濃度を変えて00c,30秒の試験条件で,亡.co//,

S.加如mu血mおよぴP.∂e化9わOS∂のような一般的な感受性細菌に対して殺

菌活性に極大が観察された(TableIII-2-2,TableIII-2-3,Fig･ⅠⅠⅠ-2-1)｡この

ように,温度と作用時間のような条件を注意深く制御することにより殺菌活性

の極大の存在を検出できる｡これらの結果は極大の存在が菌種ではなく,QAC

自身がもつ固有の性質に関係することを示している｡

そこで,供試菌としてA.ズy/osoズfd∂〃Sを用いて,殺菌活性の濃度依存性にお

よぼすQACの分子構造,とくにアルキル鎖長の影響について詳細に検討した｡

殺菌活性の極大点におけるCnTAB濃度(Cmax),またはCmaxにおける殺菌活

性の強さ(RFmax)とアルキル基の炭素数との関係をFig･III-2-4に示した｡

CnTABのCmaxは炭素数の増加とともに低濃度側にシフトした｡本実験で用い

た中和剤は,1.0%(W/v)以上のC12PC濃度で,この薬剤の殺菌活性を中和で

きなかったが,もし,適切な中和が実施できるならば,同様に極大の存在を明

らかにできるものと考えられる｡また,RFmaxもアルキル鎖の増加とともに大

きくなった｡この結果は,他の研究者7･8,16)によって報告された希薄水溶液中

(CMC以下の濃度)における抗菌活性におよぼすアルキル鎖の影響に類似して

いる｡一方,C12PCおよぴC16PCのRFmax値はほぼ同じであった｡この理由

は明らかではないが,アルキル鎖長以外の要因(たとえば,親水基)がRFmaxに

関与している可能性がある｡

長鎖アルキル基を有するQACのような界面活性剤は,CMCで会合する｡言

い換えれば,モノマー(非会合分子)濃度はCMC以上で一定であると考えら
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れる｡また,薬物による殺菌過程において,細菌表面への吸着は,第1段階と

して,もっとも重要な因子の1つであり,さらにそれはモノマー濃度に依存す

ると考えられる｡

Tomlinsonら7)は,塩化アルキルジメチルベンジルアンモニウムの殺菌活性

におよぼすコロイド会合の影響を研究し,ミセル形成の重要性を明らかにした｡

CMC以下において,水溶液中および細胞表面に存在するモノマーの間には,

【monomer]s｡l｡ti｡n ご【monomer]cell

の平衡が成り立つ｡ここで,【monomer]s｡l｡ti｡nおよび【monomer]cellは,それ

ぞれ,水溶液中および細胞表面に存在するモノマー濃度を表す｡このモノマー

の化学種が殺菌活性に寄与すると考えられる｡水溶液中のモノマー濃度はQAC

濃度の増加とともに増加し,その結果,細胞への吸着が増加する｡

一方,CMC以上で,モノマーは細胞とミセルの間で競争吸着がおこる｡

【mice=e]ご【monomer]s｡Luti｡n =[monomer]ce[l

したがって,ミセル形成により水溶液中のモノマー濃度が抑制される結果,水

溶液と細胞間平衡が変化し,殺菌活性に寄与するモノマー量が減少する｡

SexsmithとWhite17,18)は,QACのミセル水溶液に質量作用の法則を適用する

ことにより,非会合のQAC濃度を見積もった｡そして,水溶液中の全QAC濃

度が増加するとき,モノマー濃度に極大が存在し,この極大がCMC付近で起

こることを報告した｡

De[ucaとKostenbauder3)は,メチルセルロースやポリソルベート80のよう

な非イオン性基質へのC16PCの結合がC16PC濃度に強く依存し,結合量がCMC

領域で極大を示すことを明らかにした｡

カチオン界面活性剤水溶液のCMC付近において,モノマー濃度に極大が存

在するということは,殺菌力に関する著者らの実験結果を説明するうえで非常

に有用である｡そこで,カチオン界面活性剤のCMCとCmaxの関係を調べた結
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果(Tab[eIII-2-4),CMCが小さいほどCmaxも小さくなる傾向があった｡これ

はCmaxがCMCに強く依存することを示している｡そこで,極大点における殺

菌活性をCmaxよりもむしろCmaxとCMCの比を用いて評価した｡各QACの

Cmax/CMCの差はCmaxのそれと比べて非常に小さく,Cmax/CMC比は同族体

ではほとんど一定であった｡しかし,アルキルビリジニウム塩のCmax/CMCは,

アルキルトリメチルアンモニウム塩の約2倍であった｡これは分子中の極性基

の違い,あるいは殺菌メカニズムの違いによるものと考えられる｡

また,著者は界面活性分子の分子運動が,ミセル形成により著しく束縛され,

特定のコンホーマーの安定化が起こることを見出した(第Ⅰ編1章,第2章)

19,20)｡この事実も高濃度領域における殺菌活性の低下と密接な関係があると推

測される｡つまりミセル構造と殺菌活性の間に明かな相関があると考えられる｡

Tab]eIII-2-4 Concentration of quaternary ammonium compounds passing

through a maximumin bactericidalactivity(Cmax),CMC and thermodynamic

activitynecessaryformaximalactivity(Cmax/CMC)･

QAC Cmaxl) cMC2) cmax/CMC

(mM) (mM)

C12PC

C16PC

C12TAB

C14TAB

C16TAB

DDAB

44.3

2.4

15.9

3.6

1.1

1.6

17.5

0.9

16.0

3.6

0.92

1.85

2.5

2.7

0.99

1.0

1.2

0.83

1)ThetotaIconcentrationofquaternaryammoniumsaItspassingthrough

maximuminbactericidaLactivityinFigs･ⅠⅠⅠ-2-2andIII-2-3･

2)TheCMCvaIuesat25℃fromreference21･
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2-5 結論

異なるタイプの第四級アンモニウム化合物(QAC)および臭化アルキルトリ

メチルアンモニウムRN+(CH3)3Br-(R=C6～C16)同族体の殺菌活性を,0,

20およぴ25℃において,0.001から25%(W/v)の濃度範囲で調べた結果,殺菌

活性に極大が認められた｡この極大点はCMC付近にあり,CMC以上の濃度で

は,QACの殺菌活性が著しく低下した｡また,QACの各同族体において,殺

菌活性の極大点でのQAC濃度(Cmax)とCMCの比はほとんど一定であること

から,Cmax以上の高濃度領域におけるQACの殺菌活性低下は,QACのミセル

形成が深く関与しているものと考えられる｡このように,濃度によって水溶液

中での溶存状態が異なる薬剤を取り扱う場合,その殺菌活性におよぼす重要な

因子として,溶液のミセル構造変化も考慮する必要があると考えられる｡
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第3章 抗菌性カチオン界面活性分子-エモリエント剤混

合系の殺菌活性と疎水性パラメータ

3-1緒言

クロルヘキシジン化合物の高濃度エタノール溶液には,強い消毒効果のある

ことが,以前から認められており1~5),手術分野の皮膚消毒や医療器具の消毒に

使用されている｡しかし,皮膚刺激性,経済性などの見地から,広範に使用す

る消毒剤として推奨するのはむしろ不適当であるとの指摘もあり6),一般的な

手指消毒にはそれほど利用されていないのが現状である｡この間題の刺激性を

最小限に抑えることができれば,その確実な消毒効果(即効性)と作業性の良

さ(即乾性)から,経済面での欠点を,十分に補うことができるものと考えら

れる｡

高濃度エタノールによる手荒れの防止には,古くからグリセリンやセタノー

ルなどの添加が行われているように7),なんらかのエモリエント剤を配合する

ことが必要であり,また,有効な手段となる｡しかし,エタノール蒸発後,皮

膚上に共存するエモリエント剤が殺菌剤の抗菌力を低下させることがあっては,

効果の持続性の点で,本来の消毒剤としての価値が半減するといえる｡クロル

ヘキシジン化合物などのカチオン系化合物の抗菌力は,共存物質によって影響

を受けることはよく知られており8-13),各種エモリエント剤がカチオン系化合

物の抗菌力におよぼす影響を調べ,明らかにすることは,有効な手指消毒剤を

開発,製剤化するうえで基本的かつきわめて重要な課題であると考えられた｡

本章において,まず,化粧品分野において汎用されているエモリエント剤お

よびカチオン系化合物としてグルコン酸クロルヘキシジン(CH)を選び,CH

の殺菌活性に及ぼすエモリエント剤の影響を調べた14)｡さらに,これらのエモ
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リエント剤の中で,特に,CHの殺菌活性を著しく増強した二塩基酸ジエステ

ルについては,その疎水性パラメータと殺菌力増強効果との関連性について詳

細に検討した15)｡
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3-2 実験方法

3-2-1 カチオン系化合物

試験したカチオン系化合物(殺菌剤)をTableIII-3-1に示した｡

TableIII-3-1Typeandsourceofdjsinfectantstested

Disinfectantandsource Active)ngredient Abbr.

Hibitane

(SumitomoSeiyaku,Ltd)

Cation F2-50

(NipponYushi,Ltd)

Hyamine1622

(Rohm&Haas,Ltd)

Cation.DDC-50

(SanyoKaseiKogyo,Ltd)

VantocillB

(Zeneca,Ltd)

Levon15

(SanyoKaseiKogyo,Ltd)

Ch[orhexjdinedigIuconate,20%(W/v) CH

Benza[koniumch10ride,50%(W/w) BAC

BenzethoniumchIoride,99%(W/w) BEC

Didecyldimethylammonjum

Chloride,50%(W/w)

Hydroch10rideofpo)yhexa-

methy[enebiguanide,20%(W/w)

SodiumaIkyldiaminoethyl

glycinate,30%(W/W)

HexadecylpyridiniumchIoride,>99%(W/W)

(TokyoKaseiKogyb,Ltd)

DDAC

PHMB

AG

HDPC
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3-2-2 エモリエント剤

実験に使用した化粧品級のエモリエント剤をTabfeIII-3-2に示した｡油性の

エモリエント剤は,アルコール性ローションとしての使用感(SF];Skin Fee[

-ndex)16)が良好で,しかも,80%(∨′∨)エタノールに0.2%(W/v)添加したと

き,可溶かつ-50cまで安定であることを選択の基準にした｡また,水溶性の

ものとして,ポリグリセリンおよびヤシ油脂肪酸ポリオキシエチレングリセリ

ルを選んだ｡これらのエモリエント剤は精製を行わず,そのまま実験に用いた｡

また,試験したこ塩基酸ジエステル同族体をTableIII-3-3に示した｡これらの

純度はガスクロマトグラフィー(GC)または高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)により,いずれも98%以上であることを確認した｡

TabIeIII-3-2 Testemo=ents

EmoHient Tradename Supplier Symbol

Hexylfaurate

PolyoxyethyleneglyceryJmonococoate

PropyleneglycoIdicaprylate

CapryliccaprICaCidtriglyceride

2一OctyldodecanoF

Diisobutyladipate

G.yceryltri(2-ethylhexanoate)

lsopropylmyristate

lsopropy[palmitate

lsopropyIisostearate

Cetyllactate

DiisopropyIadipate

PoIygIyceroI

CetioIA

CetioIHE

Edeno1302

M巾to1318

EutanoIG

Vinyc】Ze｢40

ExceparlTGO

IPM

NikkoflPP

NikkollP[S

NikkoIDID

Polyglycerin#5

HenkeF Hakusui

HenkeJHakusui

HenkeJHakusui

HenkeIHakusui

HenkelHakusui

Kao

Kao

HenkeJHakusui

Nikko Chemical

Nikko ChemicaI

Nikko Chemical

Nikko Chemical

HL

GC

DC

CCTG

OD

DIBA

GTEH

IPM

IPP

IPIS

CL

DtPA

SakamotoYakuhinKogyo PG
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TabJeIII-3-3 Dibasic acid diesters tested,their capacity factors,and their

POtentiatingeffectsonCHandBC

Dibasicaciddiester Sourcea)capacityb) Iog(No/N)C)

factor(k') CH BC

1 Di-n-buty[oxaLate

2 Di-n-butylmaJonate

3 Di-n-butylsuccinate

4 Di-n-butyJglutarate

5 Dトn-buty[adjpate

6 Di-n-butylsuberate

7 Di-n-butyJsebacate

8 DimethyJadipate

9 DiethyIadipate

lO Di-n-PrOPyIadipate

ll DiisopropyIadipate

12 Diisobutyladipate

13 Di-tert-butyIadipate

14 DiisoamyIadipate

15 Di-n-hexyIadipate

16 Diq(ethy[butyl)adipate

17 Di-(ethylhexy))adipate

18 Diisodecyladipate

19 DimethyIphtha[ate

20 Diethy]phthaIate

21 Di-n-butyIphthalate

22 DiisobutylphthaIate

23 Dj-(2-ethylhexyJ)phthaIate

24 Diisodecy[phthalate

R O.478

R O.371

R O.476

S O.627

R O.908

S l.337

R 2.621

R O.047

R O.171

R O.356

R O.290

R O.844

S O.600

S l.290

S 2.609

S 3.509

R 7.009

R 16.198

R O.053

R O.175

R O.821

R O.747

R 6.982

R 17.493

ー0.100
0.230

0.100 0.230

0.170 0.677

0.403 1.303

0.490 1.602

0.393 1.227

0.347 0.747

0.053
-0.009

0.097 0.007

0.093 0.222

-0.043
0.433

0.507 1.643

0.330 1.337

0.383 1.707

0,407 1.043

0.433 1.180

0.060 0.160

0.003 0.097

0.103
-0.097

0.147 0.113

0.577 1.377

0.603 1.417

0.053
-0.160

0.077
-0.247

a)R,reagent(TokyoKaseiKogyo,Ltd);S,thegiftofandsynthesisbytheIate

Prof.M.OkaharaofOsakaUniversity.b)DeterminedbyHPLC(TableIII-3-4)･

c)Potentiatingeffect=10g(No/N):No=aVerageCOuntSaherexposuretOthe

disinfectantaIone;N=aVerageCOuntSafterexposuretothedisinfectantandthe

dibasicaciddiesters.
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3-2-3 試験液

カチオン系化合物およぴエモリエント剤を添加した80%(∨/v)エタノール水

溶液を原液のまま,試験液として用いた｡

3-2-4 試験菌

試験菌として,下記のグラム陰性菌7種,グラム陽性菌3種の計10種を用

いた｡

1)EnterobactercloacaeATCC23355

2)EscheIIchiaco/iATCC25922

3)K/ebsie〃apneumoniaeATCC13883

4)Proteusvu匂a/isATCC13315

5)Pseudomonasaert/ginosaATCC27853

6)SakTlOne/latyphimurlumuATCC25923

7)SerTatiamarcescensATCC8100

8)Staphy10COCCuSaureuSATCC25923

9)Staphy/ococcusepidermidisATCC12228

10)StreptococcuspyogenesATCC19615

3-2-5 培地および培養条件

試験菌の培養は乾燥ブイヨン(日水製薬)30gを蒸留水1000m=こ溶解し,

加熱滅菌した液体培地を使用した｡370cで16時間試験管内で静置培養し,ミ

キサーで撹拝混合し,供試菌液とした｡生菌数の測定は,上記の液体培地に寒

天末(片山化学工業,試薬一級)を1.5%添加した寒天培地(NA)を使用し,

P■∂e化9わ05∂およぴS.pyo9e〃eSについては37℃で40時間,その他の菌につ

いては37℃で16時間培養した｡
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3-2-6 菌回収液およびその希釈液

CHを中和するために,ココアミドエーテルサルフェート(サンアミドCF-3,

有効成分30%,日本油脂)を有効成分として0.3%添加17)した蒸留水を加熱

滅菌し,菌回収液とした｡菌回収液の段階希釈液も同じ液を使用した｡

3-2-7 殺菌力試験法

ろ紙上で試験溶液のエタノールを蒸発させたあとの残留物の殺菌活性を測定

するためにFig.ⅠⅠⅠ-3-1に示すような装置を用いた｡ガラスビーカー(内径

52mm,深さ70mm)の中心部に固定したガラス管(内径25mm,長さ65mm)

の上にろ紙(東洋ろ紙,No.50,20x25mm)を置いた｡試験液50plをろ紙の

中心に滴下し,ベトリ皿で覆い,2時間乾燥させた｡つぎに,TableIII-3-2に

示したエモリエント剤を含む試験液の場合,このろ紙の中心に供試菌液20トLl

を滴下し,蓋をして10分間作用させた｡一方,TableIII-3-3のエモリ工ント

剤を含む試験液に対しては,供試菌液10トLほろ紙の中心に滴下後,1分間乾燥

させ,この菌液の接種と乾燥の操作を5回繰り返し,最後の菌接種後5分間作

用させた｡一定時間作用後,直ちに,ろ紙を50mlの菌回収液およびガラスビ

ーズ(直径約3mm)を含む栓付きのガラス容器(容量225m暮)に入れ,上下に

45秒間(約3回/秒)振り混ぜ,生菌を回収した｡この菌回収液を段階希釈し,

NAに混釈培養することにより,生残菌数を測定した｡菌数(CFU:COIony

forming unit)は菌回収液0.5ml当たりの菌数の対数値(10gCFU)で表したoIog

CFUの試験溶液間の有意差を検定するために,分散分析を行なった｡

また,それぞれの殺菌剤の殺菌活性に対する二塩基酸ジエステルの増強効果

はIogNo/Nとして表した｡ここで,Noは殺菌剤のみを含む試験溶液による処

理後の生残菌数,Nは殺菌剤および二塩基酸ジエステルを含む試験溶液で処理

後の生残菌数である｡
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3-2-8 二塩基酸ジエステルの疎水性パラメーターの測定

二塩基酸ジエステルの疎水性パラメーターとして,HPLCによって決定され

るキャパシティファクタq(k')を用いた｡HPLCによる測定条件をTableIII-3-4

に示す｡k'は試験物質の保持時間(tR)および指標物質(ヨウ化カリウム)の

それ(t｡)から次式により求めた18)｡

k'=(tR-to)/to

TableIII-3-4 ExperimentafconditionsofHPLC

lnstrument

Column

CoIumntemperature

Detector

MobiIe Phase

F]owrate

LC-6A(ShimadzuSeisakusho,Ltd.)

NucJeosiJlOO-5C18

(Macherey-Nage[/D-5160Duren)

40Oc(CTO-6A,ShimadzuSeisakusho,Ltd.)

UV215(SPD6A,ShimadzuSeisakusho,Ltd)

0.05M HCIO4:CH30H=25:75

1.O mI/min

ウウ?
一l■一l■一■l



卜
52mmi.d.

Fig･ⅠⅠⅠ-3-1 Apparatusforbactericida=est
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3-3 結果

3-3-1菌回収率

本報で用いた殺菌力試験方法による菌の回収率を調べたo TableIII-3-5は薬

剤処理していないろ紙に各種菌液を滴下し,10分放置後の菌回収率を求めた結

果である｡亡.co//およびS.∂uγeU5を除く菌種では,ほぼ100%の回収率が得

られた｡菌種によって回収率は異なるが,回収菌数には再現性が認められたの

で,薬剤処理後の回収菌数を生残菌数とし,これにより殺菌活性を評価した｡

Tab[eIII-3-5 Recoveryofbacteriafrominocu.atedfiJterpaper

CFU Recovery

Before* After** %***

S.∂U/eUS

P.∂e化9JnOS∂

亡.c/0∂C∂e

亡.co〟

K.p〃eUmO/1由e

P.vu匂∂〟s

S.加加mu血m

S.m∂/℃eSCe〃S

S.epfde/m/dfs

S.pyo9e〃eS

122XlO5

64XlO5 119XlO5

132XlO5

125XlO5

127XlO5 141XlO5

131XlO5

136XlO5 124XlO5

64XlO5 99XlO5

111XlO5 102XlO5

80XlO5 97XlO5

180XlO5 172XlO5

172XlO5 212XlO5

52XlO5 40XlO5

57XlO5 73XlO5

1

6

6

9

00

0

1

1

2

00

1

3

9

1

0

1

1

1

1

1

9
1
6
0
9
2
2
1
9
6
2
3
7
7
2
8

★

CFU/20mlbacteria[suspension

★★

CFU/50m[recoverysoIution

★★'Exposuretime:10min
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3-3-2 グルコン酸クロルヘキシジンの殺菌活性に及ぼす各種エモリエント剤

の影響

S■∂U佗USおよびP･∂e仙9血05∂を供試菌とし,0.2%(W/v)の各種エモリエン

ト剤およぴ0.2%(W/v)のCHを含む80%(∨/v)エタノール溶液について,前述

の方法により殺菌活性を調べた｡

Fig.ⅠⅠⅠ-3-2にS.aureusに対する結果を示した｡CHを含み,エモリエント

剤を含まない場合(R)に比べ,処理後の生菌数が少なかったのは,ヤシ油脂肪酸

ポリオキシエチレングリセリル(GC)およびアジピン酸ジイソプチル(D旧A)

(P<0･01),ならびにアジピン酸ジイソプロピル(D[PA)およぴポリグリセリン

(PG)(0.05<p<0.01)を添加した場合であり,これらのエモリエント剤がCHの

殺菌力を増強していることが認められた｡他のエモリエント剤を添加した系で

はRとの有意差は見られなかった｡

P･aertJginosaに対しては,D[BAのみが殺菌力増強効果を示した(P<0.01)

(Fig.ⅠⅠⅠ-3-3)｡
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3-3-3 グルコン酸クロルヘキシジンの殺菌活性に及ぼすエモリエント剤濃度

の影響

殺菌力増強効果を示したGC,DIBAおよびDLPAについて,0.2%(W/v)CH

エタノール溶液への添加量を変えて,同様の試験を行い,CHの殺菌力に及ぼ

す影響を調べた｡

Fig.III-3-4にS.aureusを供試菌としたDIPAの結果を示した｡D]PA濃度の

増加とともに生菌数は直線的に減少した｡比較のため,エモリエント剤を含ま

ないエタノール溶液にCHを,濃度を変えて添加した場合の結果も示した｡こ

の2つの関係から,0.2%(W/v)のD)PAおよぴ0･2%(W/v)のCHを含むエタノ

ール溶液の殺菌力は,DIPAを含まない0.4%(W/v)のCHエタノール溶液のそ

れに相当することがわかった｡S.∂U/eUSを供試菌とするGCの濃度の影響につ

いても,DIPAとほぼ同様の結果が得られた｡

DIBAの濃度を変化させた場合のS.aureusおよぴP.aertJginosaの生菌数に

及ぼす影響について,それぞれFig.III-3-5およぴFig.ⅠⅠⅠ-3-6に示した｡DLBA

の場合,GCやDIPAの場合と異なり,その添加量の増加に伴う生菌数の直線

的減少がみられなかった｡D旧Aの殺菌力増強効果は0.1%(W/v)添加で顕著で

あり,それ以上濃度を増しても殺菌力はほぼ一定であった｡CH単独の場合と

比較すると,D[BAを0.1%(W/v)以上含む0.2%(W/v)CHエタノールの殺菌力

は,0.4%(W/v)CHエタノールのそれに匹敵することがわかった｡
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3-3-4 各種細菌に対する工モリエント剤配合試料の効果

4種類の試験液(A-D)のエタノール蒸発後の殺菌力を10種の細菌を用いて,

同様に測定した｡その結果および試験液の組成をTableIII-3-6に示した｡S.

aureusに対しては,エモリエント剤を添加した両試験液(C,D)とも,CH単独(B)

に比べ,明らかに殺菌力増強効果が認められたが,両溶液の効果には有意差は

なかった｡P.aeNginosaに対しては,D旧Aを含む試験液(D)においてのみ,殺

菌力増強効果が認められた｡S.∂uγeUSおよぴP.∂e仙9/nos∂に対する結果は,

前述の結果と同様であり,これらエモリエント剤の効果を再確認したものであ

る｡

実験に供した他の8菌種のなかでは,S.m∂化eSCenSについて,S.∂U佗USと

ほぼ同様の傾向が観察された｡亡.c/0∂C∂e,P.vuゆ∂侮およぴS.fyp加mu血mに

ついては,エモリエント剤の種類およぴその添加の有無による効果の差は認め

られなかった｡また,E.co/i,K.pneumoniae,S.epidermidisおよぴS･PyOgeneS

の場合には,菌回収液中の生菌数が非常に少なく,エモリエント剤の添加効果

を評価することができなかった｡

3-3-5 二塩基酸ジエステルの疎水性パラメータ

ニ塩基酸ジエステルの疎水性パラメータとして,HPLC測定によるキャパシ

ティファクター(kl)を用いた｡結果をTab[eIII-3-3に示した｡各同族体(二

塩基酸ジ∩-プチル,アジピン酸ジエステルおよびフタル酸ジエステル)におけ

るk,の値は,シュウ酸ジ∩-ブテルとマロン酸ジ∩-プチルで逆転が見られた点

を除けば,二塩基酸およぴアルキル基の長さの順序と一致していた｡
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3-3-6 グルコン酸クロルヘキシジンおよび塩化ベンザルコニウムの殺菌活性

に及ぼす二塩基酸ジエステルの影響

CHおよぴBACの殺菌活性に及ぼす二塩基酸ジエステルの影響は,Jog(No/N)

としてTabIeIII-3-3にまとめて示した｡CHおよぴBACの活性は二塩基酸ジ

エステルの種類によって影響を受けた｡二塩基酸ジ∩-プチル,アジピン酸ジエ

ステルおよびフタル酸ジエステルの各同族体において,最も有効な化合物が存

在した｡CHおよびBACの活性を有意に増強させた二塩基酸ジエステルは,

シュウ酸ジ∩-プチルとマロン酸ジ∩一ブテルの例外を除くと,共通していた｡シ

ュウ酸ジn-プチルとマロン酸ジn-プチルはBACの活性を増強させたが,CHに

対しては効果がなかった｡

3-3-7 各種消毒剤の殺菌力に及ぼすアジピン酸ジイソプチルの影響

塩化ベンゼトニウム(BEC),塩化ジデシルジメチルアンモニウム(DDAC),ポ

リヘキサメテレンピグアニド(PHMB),アルキルジアミノエチルグリシン(AG),

および塩化ヘキサデシルピリジニウム(HDPC)を用い,増強効果が最も優れてい

た二塩基酸ジエステルの一つである,アジピン酸ジイソブテルのこれら殺菌剤

の殺菌活性に及ぼす影響を同様に調べた｡Fig.ⅠⅠⅠ一3-7に示したように,第四

級アンモニウム化合物のすべてに対して,アジピン酸ジイソブテルは増強効果

を示したが,PHMBおよぴAGに対しては添加効果は認められなかった｡本実

験条件下では,DDACの殺菌力が最も強いことがわかった｡
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3-3-8 CHおよびBACの殺菌活性に対する二塩基酸ジエステルの増強効果と

その疎水性との関係

上述したように,二塩基酸ジエステルの3つの同族体のそれぞれにおいて,

増強効果を示すいくつかの有効な化合物が存在していることが認められた｡し

たがって,二塩基酸ジエステルの殺菌力増強効果はその疎水性と密接な関係に

あると考えられた｡CHおよぴBACに対する増強効果(Iog No/N)と疎水性パ

ラメータであるキャパシティファクターの対数値(10gk')との関係をプロット

すると,10gk,が-0.55以下,または0.85以上の場合には,増強効果が認め

られないことがわかった｡10g k,が-0.55～0.83の範囲に入る二塩基酸ジエ

ステルは19種類であった｡

1例を除くと,各同族体で得られたk,の値は化合物の予想される疎水性の順

序に従っていた｡シュウ酸ジ∩-ブテルのk,値は,メテレン基が一つ多いマロ

ン酸ジ∩づテルのそれよりも高く,それゆえ,疎水的性質以外の要因がシュウ

酸ジ∩-プチルのk,の測定に関与していると思われたので,以下の解析では,

シュウ酸ジ∩-プチルを除外した｡

多重解析から得られたCHおよびBACに対する増強効果は,それぞれ,(1)

式およぴ(2)式で表される｡

(1)CH:

tog(No/N)=-1･063±0･267([ogk,)2+0･365±0･141(Iogk,)+0･483±OTO60

(n=18,r=0.910,S=0･088,F=35･93,-0･55<)ogk'<0･85)

(2)BAC:

Iog(No/N)=-2･907±0･753([ogk･)2+0･630±0･399([ogk,)+1･472±0･170

(n=18,r=0.911,S=0.249,F=36･76,-0･55<Jogkl<0･85)
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ここで,∩,｢,S,F,および± はそれぞれ,化合物の数,相関係数,標準偏

差,分散比および各係数の95%信頼限界を示す｡

(1)式および(2)式をFig.ⅠⅠⅠ-3-8およびⅠⅠⅠ一3-9に図示した｡
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3-4 考察

いうまでもなく,手指消毒剤の効果の評価は,invivo,すなわち,実際の手

指消毒によっておこなうことが望ましいが,配合基剤の選定,適正濃度範囲の

検討など,製剤化の前段階でそれを実施することは,被験者の確保や労力など

各種制約を伴い,煩雑でもある｡また,多くの配合化合物相互間の殺菌効果

の比較などにおいては,むしろ,invitroの場合のほうが再現性のよい結果が得

られることが多い｡殺菌剤の抗菌力の測定方法として,最小発育阻止濃度やフ

ェノール係数法,拡散法など各種の方法が周知されているが,これらの方法は

皮膚消毒効果との相関性が明確でない｡また,CHエタノール溶液のように,

エタノールの蒸発の前後で作用する薬剤が異なる場合には,これらの方法は適

用できない｡すなわち,CHエタノールを手指消毒剤として用いる場合,適量

を手にとり,擦り込む方法が一般に行われているが,消毒直後の効果はエタノ

ールおよびCHの作用の合計であり,一方,消毒効果の持続性の面では,エタ

ノール蒸発後手指に残存するCHの単独の作用に,ほとんど依存するものと考

えられる｡エモリエント剤をCHエタノールに配合し,消毒効果に及ぼす影響

を調べる場合にも,以上の点に関して,厳密に2つに分けて議論する必貢があ

る｡本報告で記述した殺菌力試験法は,CHエタノールのエタノールを完全に

蒸発,除去した後,残存するCHおよびエモリエント剤の殺菌力を測定し,CH

単独の場合と比較検討することにより,エモリエント剤自身のCHの殺菌力に

与える影響を調べようとしたものである｡特に,皮膚消毒後の皮膚上に残存す

る殺菌剤によるresidentf]oraの増加の抑制およぴtransientfloraの定着防止と

いった,消毒後の皮膚上での抗菌効果の持続性に的を絞って,本試験法を考案

した｡

基本的な特性として,CHは皮膚やセルロースに吸着されやすい8,9),とされ

ているので,基質としてセルロース製のろ紙を選択した｡また,ろ紙上での乾
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燥による菌の死滅を防止するために,菌液滴下後,ただちに蓋をした｡菌回収

率は菌種によって異なったが,回収菌数には再現性が認められたので,作用後

の回収菌数を生残菌数とみなし,これを殺菌活性の指標とした｡

化粧品原料として使用されるエモリエント剤の種類は数多くあるが,ここで

試験したエモリエント剤はすべて80%(∨′∨)エタノールに可溶なものばかりで,

不溶なものや低温で析出するものは除外したo S･∂U帽USおよびP■∂e仙9加s∂

を供試菌として･CH単独およぴCHとエモリエント剤との併用系の殺菌力を

測定した結果･いくつかのエモリエント剤がC=の殺菌活性を強めることがわ

かった0殺菌力増強効果を示したのは,S.aur?uSに対して,DIPA,GC,DJBA

およびPGの4種であり,P･aertJginos∂に対してはDIBAのみであった｡これ

ら4種のエモリエント剤のうち,GCおよぴD,BAについては,他の菌種でも

試験したが,増強効果が認められたのはS.m∂化eSCe〃5だけであり,それ以外

の菌種では,増強効果がみられないか,または,菌回収液中の生残菌数が少な

く,判定不能であった｡

本来,CHの抗菌力は各種物質の共存によって影響を受ける｡抗菌力を低下

させるものとして,血清10),多糖類‖),各種有機物(粉末ミルク,乾燥ウシ血

液･魚粉)12)などが知られており,また,綿8)のような繊維や皮膚9)に吸着

することによっても抗菌性は低下するo Barnes13)は0.1%CHの非イオン界面

活性剤存在下での有効量を阻止帯から調べており,ポリオキシエチレンモノア

ルキルエーテル等が存在すると,CHの有効濃度が30%減少すること,また,

セトステアリルアルコールとポリオキシエチレンモノアルキルエーテルを含む

パラフィンー水系エマルションにおいて,乳化助剤が1%のとき,90%以上の

活性を失うことを明らかにしている｡今回試験したエモリエント剤には非イオ

ン界面活性剤や高級アルコールが含まれており,エタノールを蒸発させ,ろ紙

上にCHとエモリエント剤を共存させれば,CH単独の場合よりも抗菌力が低

252



下することが予想された｡しかし,実際は,本実験結果に示したように,試験

した13種のエモリエント剤はいずれもCH単独に比べて殺菌力の劣るものは

なく,逆に増強するものがいくつか認められた｡

皮膚に吸着されたC日量と抗菌力との関係については詳細な検討例もあり9),

その吸着量と持続効果時間とは,一応,比例的であることが明らかにされてい

る｡この持続効果は殺菌活性の関数とみることができ,ろ紙上でも同様に考え

てよいと思われる｡CH単独の場合,Fig.ⅠⅠⅠ-3-4に示したように,CH濃度が

0.1～0.4%(W/v)の範囲で,濃度と生残菌数の対数値とは直線関係にあり,ろ紙

上に存在するCH濃度の増加とともに,その有効量が増加したものと考えられ

る｡しかし,エモリエント剤とCHが共存した形で,殺菌力増強効果を示した

理由については,CHの有効量以外の因子が寄与していることを想定しなけれ

ばならない｡すなわち,増強効果は試験したすべての菌種については認められ

ていないこと,また,菌種によっては増強効果を示すエモリエント剤の種類が

異なることも明らかである｡

工モリエント剤の極性(水溶性･油溶性)や供試菌のタイプ(グラム陰性菌･

グラム陽性菌)といったこともCHの抗菌力に影響していると考えられる｡

この増強効果を示した4種のエモリエント剤は,それぞれ,単独では殺菌力

はまったく認められず,エタノール蒸発後,ろ紙上でCHと共存するときのみ

において,CH単独の場合よりもはるかに強い殺菌活性を発揮した｡

CHの殺菌活性を高めることが見出されたDIPAおよぴDIBA以外の二塩基酸

ジエステルもCHに対して同様の効果があるのか,また,もしそうなら他の殺

菌剤に対しても増強効果を示すのか,非常に興味ある問題であった｡ここでは,

二塩基酸ジエステルの3つの同族体について,ろ紙上で菌と接触させることに

より殺菌力増強効果の有無を調べた｡

本実験では菌液の接種を5回繰り返したが,これは1回の処理では増強効果
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として検出できないことがあるが,繰り返すことにより,検出可能となる19)｡

二塩基酸ジィトブチル,アジピン酸ジエステルおよぴフタル酸ジエステルの各

同族体には,それぞれCHおよぴBACの殺菌活性を増強する化合物が存在し,

各同族体の疎水性の順序(たとえば,二塩基酸やアルキル基の鎖長)に従って,

その増強効果をプロットしてみると,ある鎖長のところに最適値が存在するこ

とがわかった｡したがって,増強効果はジエステル類の疎水的性質と密接に関

連していることが予想された｡定量的構造活性相関(QSAR)の検討には水/

オクタノール系の分配係数(10gP)が用いられることが多いが20~23),ここで

は,IogPと直線関係にあることが知られる24)Jogk,を二塩基酸ジエステルの

疎水性を表すパラメータとして用いた｡

増強効果を示す二塩基酸ジエステルのlog k,の範囲は-0.55～0.85であり,

19化合物がこの範囲に入った｡k,の測定において,疎水性以外の要因が関与

していると思われるシュウ酸ジ∩-プチルを除く18化合物の増強効果と疎水性

との関係について,線形多重回帰分析を行なったところ,CHおよぴBACに関

し,それぞれ,相関係数が0.910および0.911である,2つの二次式が得られ,

増強効果は疎水性と密接に関係していることは明らかであった｡計算上 最適

な効果をもたらす10gk'はCHおよびBACにおいて,それぞれ,0.175およぴ

0.108であるが,この差はそれほど重要でない｡というのも,最も有効な化合

物は両殺菌剤において共通しているからである｡

二次式で表される抗菌活性のQSARはいくつか報告されているが20･23-25),い

ずれも,それ自身が抗菌活性を示す薬剤に関するものであり,ここで示した二

塩基酸ジエステルのように,活性のない化合物の他の殺菌剤に対する増強効果

が疎水性パラメータの二次式で表されることは,これまでまったく知られてい

ない｡

最も増強効果が大きい二塩基酸ジエステルの1つであるアジピン酸ジイソブ
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テルを用いて,その他のいくつかの殺菌剤について同様に,増強効果の有無を

測定した｡Fig.ⅠⅠⅠ-3イに示したように,第四級アンモにウム化合物に対する増

強効果は認められたが,PHMBおよぴAGに対する増強効果はほとんど認めら

れなかった｡本実験条件下では,この2つの殺菌剤は単独でほとんど殺菌効果

がなく,増強効果の発現には,殺菌剤単独である程度の殺菌活性が存在するこ

とが必要と思われた｡

二塩基酸ジエステルのCHやBACに対する増強効果がエステル自身の疎水性

に依存していることは,上述のように,明らかである｡

疎水性化合物の役割について考察すると,疎水性化合物は,アルコール類や

麻酔剤で例示されているように,生体膜と相互作用し,膜を撹乱し,その機能

に影響を及ぼすと考えられる26~28)｡さらに,これらの疎水性化合物の生物活性

はその疎水性(たとえば,分配係数)と密接に関連していることが明らかにされ

ている29~33)｡二塩基酸ジエステルも疎水性化合物に属し,それ自身は殺菌活性

はないが,同様に生物膜と相互作用すると推察される｡したがって,最適な疎

水性を有する二塩基酸ジエステルは殺菌剤の殺菌活性をある程度高めることが

できるものと思われた｡

二塩基酸ジエステルと細胞膜との相互作用は,別の観点,すなわち,溶解度

パラメータ(SP)からの解釈も可能と思われる｡VaughanとWright34)はRehn

ら35)の1,3-ジヒドロキシブタン誘導体の抗菌性についての論文を再評価し,SP

と抗菌活性に重要な関係があり,その関係はそれぞれの菌種に特有ゐもの,す

なわち,各菌種に対して最適な活性を示す溶解度パラメータが存在することを

示した｡SPは本来液体間の混合性の尺度となる液体の特性値であるが,高分

子に対する溶剤や可塑剤の選択にも利用されているように,相溶性を示すかど

うかの指標ともなる｡SPは分子量,沸点および密度から,次のHildebrandの

式36)を用いて導くことができる｡
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SP=[(23.7TB･0.02TB-2950-1.986T｡)/(MW/D)]1/2

ここで,TBは760mmHgにおける沸点(K),TDは密度測定の温度(K),MWは

分子量,Dは密度である｡たとえば,最も有効な化合物の1つであるアジピン

酸ジーn-ブテルについての物性値37)[TB=578K(7mmHgにおける沸点

158.70cの沸点換算図表からの換算値),TD=293K,MW=258,D=0.9615]を代

入し,エステルに対する補正値 0.6 を加えると約 8.5 となる｡この値は

VaughanとWright34)が例示したS.aureusに対する抗菌活性がピークとなる

SPの値(約8.3)に極めて近いといえる｡したがって,1つの考え方として,ア

ジピン酸ジ∩-ブテルはS.∂U/℃USと相溶性があり,細胞内に可溶化され,膜を

撹乱し,殺菌剤の標的部位への透過を促進しているものと思われる｡
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3-5 結論

0.2%(W/v)CHを含む80%(∨/v)エタノール溶液に各種エモリエント剤を添加

し,エタノール蒸発後の殺菌力を測定し,CH単独の場合と比較することによ

り,CHの殺菌力に及ぼすエモリエント剤の影響を調べた｡S.∂U佗USおよびP.

∂e仙9/〃OS∂を供試菌とし,13種のエモリエント剤を試験した結果,S.∂U帽US

に対してGC,DIPA,D[BAおよぴPGの4種が,P.aertJginosaに対してはDIBA

l種がCHの殺菌力を増強することがわかった｡

つぎに,CHの殺菌力を顕著に増強したDIBAと類似の化学構造をもつ二塩基

酸ジエステル同族体について,さらに詳細に検討した結果,二塩基酸ジエステ

ルのCHおよぴBACの殺菌力に対する増強効果は,ニ塩基酸ジエステルの疎水

性に依存し,疎水性パラメータとして用いたk'の対数値の二次関数として表す

ことができた｡また,この増強効果は,試験した第四級アンモにウム化合物の

すべて(BAC,DDAC,BEC,HDPC)で認められ,その発現には,殺菌剤単独で

ある程度の殺菌活性を必要とすることが示唆された｡

このように,最適な疎水性を有する化合物(エモリエント剤)を併用するこ

とは,手荒れ防止の目的だけでなく,殺菌剤の活性を高める,1つの手段とし

て,実用上,非常に有用と考えられる｡
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総括

本論文は両親媒性化合物の中で抗菌性を有するアニオン系とカチオン系の化

合物に的を絞り,第Ⅰ編では,主として,ミセル構造について,第Ⅱ編では,

水溶液中における抗菌性両親媒性分子と金属イオンの相互作用,そして,第Ⅲ

編は応用編として抗菌性両親媒性分子の溶液物性と殺菌活性との相関について

検討したものである｡アニオン界面活性剤としては,〃-アシルサルコシンナ

トリウムおよびオクタンスルホン酸ナトリウムを選択した｡〃-アシルサルコ

シン塩は分子中にN-メチルアミド基(-CONCH3-)を有するため,シスおよ

びトランス異性体が存在し,ミセル形成によりこの立体配置の変化が予想され

る｡オクタンスルホン酸ナトリウムは少量の多価金属イオン共存下において凝

集や沈殿を生じることがないため,これら混合系の物理化学的測定や殺菌活性

を調べるうえで,実験系の複雑さを回避できる利点がある｡カチオン系の化合

物としては,グルコン酸クロルヘキシジンおよび第四級アンモニウム塩を取り

上げた｡これらはいずれも医療や食品などの高度な衛生管理を必要とする分野

において殺菌消毒剤として汎用されている化合物である｡

第Ⅰ編第1章では,8一炭素および極性基部分にニトロキシドラジカル基をも

っ長鎖アルキル化合物(それぞれ,5-(N-オキシルー4,,4,-ジメチルオキサゾ

リジン)パルミテン酸【5-PASL]およぴラウリン酸2,2,6,6-テトラメチルー4

-ピペリジノールー1-オキシル【1-LASL])をスピンプローブとして臭化セ

チルトリメチルアンモニウム(CTAB)および塩化セチルトリメチルアンモニ

ウム(CTAC)ミセル中に可溶化し,ESRスペクトルからプローブの回転相関

時間を求め,ミセル中におけるプローブ分子の束縛状態を調べた｡5-PASLを

可溶化したCTAB水溶液において,球状から棒状ミセルへの転移と考えられる

濃度領域,すなわち,第2CMC付近で回転相関時間の増加が認められた｡し
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かし,対イオンが異なるCTACミセルではその変化が観察されなかった｡一方,

1-LASLの場合,CTABミセル中においても相関時間の変化はほとんど見られな

かった｡これらの結果から,CTABは,そのミセル形状変化により,ミセルの

疎水基部分(5-PASLの8一炭素付近に対応する部分)は,強い束縛を受けてrigid

になるが,親水基付近はほとんど束縛を受けないことが明らかになった｡

第Ⅰ編第2章は,第1章と同じニトE]キシドラジカル(5-PASLおよび1-

LASL)を用い,これらのスピンラベルプローブを含むCTAB水溶液のプロト

ンNMRスペクトルを測定し,ニトロキシドラジカルによって生じたN-CH3ピ

ークの双極子誘起横緩和時間(T2M)を測定し,ミセルの球一棒状転移にとも

なうミセルのrigidity変化を調べた｡CTABミセルに5-PASLを可溶化するとき,

60-110mg/cm3の濃度範囲で,T2Mは急激に減少し,さらに濃度が増加すると

一定になった｡この濃度領域はCTABの第2CMCに相当するので,T2Mの著

しい変化は球状ミセルから棒状ミセルヘの転移のためであると考えられる｡1-

LASLの場合もT2Mの減少が認められたが,5-PASLほど顕著ではなかった｡こ

れらの結果から,ミセルの球一棒状転移において,アルキル鎖は強く束縛され

るが,極性基部分はあまり大きな影響を受けないことがわかった｡また,プロ

ーブ分子のラジカル中心とそれに隣接するCTAB分子の極性基間の平均距離は,

ミセルの形状変化の結果,約17-20%減少することが明らかになった｡

第Ⅰ編第3章では,N-アシルサルコシン塩の濃度を変えて,1H-NMRスペ

クトルを測定し,ミセル形成にともなう分子のコンホメーション変化を調べた｡

〃-アシルサルコシンナトリウム分子は,アミド基のC-N結合に関してシス

体とトランス体の立体配置がある｡界面活性剤の濃度が増加するとき,シス体

に比べてトランス体の割合が増加し,そして,この変化はCMC付近でもっと

も顕著であった｡この結果から,〃-アシルサルコシンナトリウム分子は,ミ

セル形成により強い束縛を受けるため,ミセル中ではトランス体の立体配置が
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単分散状態のそれよりも安定であることが明らかになった｡

第Ⅱ編第1章では,NaOSとLaC13の混合水溶液中に形成される複合体の組

成を表面張力,電気伝導度およびプロトンスピンー格子緩和時間を解析するこ

とにより決定した｡モル比(LaCl,/NaOS)<0.1の領域で,OS~=La3'= 3:1

の複合体(3:1複合体)生成が明らかとなり,この複合体の空気/水界面にお

ける分子占有面積は,208Å2であることがわかった｡また,モル比(LaCl3/

NaOS)≒0.5付近およびモル比(LaCJ3/NaOS)>1.2の領域では,それぞれ2:

1複合体および1:1複合体の生成が推定された｡さらに,これらのモル比の中

間領域では,複合体が混在していると仮定して,水溶液中に存在する各複合体

の分布曲線を算出した｡

第Ⅱ編第 2 章では,水晶振動子マイクロバランス(Quartz Crystal

Microbalance:QCM)を用い,各種カチオン共存下において,水晶振動子上に

キャストした合成脂質膜へのNaOSの吸着量を評価した｡その結果,NaOSは

2価および3価カチオンによって脂質膜への吸着が促進された｡特に,3価カ

チオンの効果が顕著であり,1価カチオンは影響しなかった｡アンモニウム塩

の場合,比較的アルキル基の大きなテトラプロピルアンモニウム塩が2価カチ

オンと同程度の効果を示した｡これらの吸着増加はNaOSとカチオンの間に形

成された疎水性の複合体によるものと推測される｡

第Ⅱ編第3章では,NaOSと各種カチオン混合水溶液中において,亡.co〟の

細胞表面電荷,細胞表面疎水性および細胞内成分の漏出を調べた｡細胞表面電

荷は2価およぴ3価カチオンによって著しく変化したが,1価カチオンは影響

しなかった｡細胞表面疎水性は3価カチオンの添加により増加したが,1価お

よぴ2価カチオンではほとんど変化しなかった｡また,1価(Na'),2価(Mg2')

または3価カチオン(A[3+,La3')とNaOSの合計濃度を一定にして,両者の

混合割合を変えて表面弓長力を調べたところ,それらのモル比が,2価カチオン
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の場合約2:1,3価カチオンでは約3:1のときに表面張力がもっとも低下し

た｡この表面張力低下は,NaOS一カチオンの複合体形成に起因すると考えら

れる｡また,このとき,細胞内成分の漏出量も増加し,細胞膜の損傷･破壊が

示唆された｡

第Ⅲ編第1章では,亡.co〟に対するNaOSの殺菌活性に及ぼす1価,2価お

よぴ3価カチオンの影響を調べた｡カチオン共存下におけるNaOSの殺菌活性

は,1価<2価≪3価カチオンの順で増強されたが,1価カチオンはほとん

ど効果はなかった｡NaOSとカチオンの混合比を変えて,殺菌活性を調べた結

果,表面張力の場合と同様に,NaOSと2価およぴ3価の金属イオンの比が,

それぞれ,2:1および3=1付近で最大の殺菌効果が得られた｡NaOS-LaCl3

混合水溶液について求めた殺菌活性曲線と各複合体の分布曲線(第Ⅱ編第1章)

から,各複合体の殺菌活性の強さを算出した結果,3:1複合体がもっとも強い

殺菌活性をもち,1:1と2:1複合体の活性は同程度であると推測された｡ま

た,NaOSを脂質膜へ吸着させる作用の強いカチオンほどE.co//に対する殺菌

活性に及ぼす影響も大きいことが明らかになった｡

第Ⅲ編第2章では,塩化ベンザルコニウム,塩化ベンゼトニウム,ジデシル

ジメチルアンモニウム塩およびアルキルトリメチルアンモニウム塩同族体(C6

～C16)の殺菌活性を0.001～25%(W/v)の濃度範囲で調べ,そのコロイド化学

的性質,特に,CMC との関連性について考察した｡一般に,亡.co〟,S.

加わ/mu血mやP.∂e仙9/〃05∂などの普通の感受性菌は,これらのカチオン界面

活性剤に対する感受性は高く,室温において急速に死滅することが知られてい

る｡しかし,本研究結果から,低温においては高濃度で生存するものがあり,

殺菌活性に至適濃度が存在することが明らかになった｡塩化ベンザルコニウム

に強い抵抗性のある菌株A.ズy/osoズ/s由〃5は上記のすべてのカチオン界面活性

剤に対して室温で殺菌活性に極大が観察された｡この極大点はCMC付近にあ
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り,CMC以上の濃度では殺菌活性が著しく低下した｡アルキルトリメチルアン

モニウム塩同族体の殺菌活性の極大点は,アルキル鎖長の増加とともに低濃度

側へシフトした｡カチオン界面活性剤の各同族体において,殺菌活性の極大点

における界面活性剤濃度とCMCの比はほとんど一定であることから,高濃度

領域における殺菌活性低下は界面活性剤のミセル形成が深く関与しているもの

と考えられる｡また,界面活性剤は,ミセル形成により,その分子運動が著し

く束縛される(第Ⅰ編第1章～第3章)｡このことも高濃度領域における殺菌

活性の低下と密接な関係があると考えられる｡このように,濃度によって水溶

液中での溶存状態が変化する薬剤を取り扱う場合,溶液中の分子集合状態もそ

の殺菌活性におよぼす重要な因子として考慮する必要があると判断される｡

第Ⅲ編第3章では,カチオン系化合物の中でも,特に医療分野において消毒

剤として広く利用されているピグアニジン系のグルコン酸クロルヘキシジンを

取り上げた｡このグルコン酸クロルヘキシジンに手荒れ防止の目的で化粧品に

用いられているエモリエント剤を添加したアルコールローション型手指消毒剤

を調製し,アルコールを蒸発させた後,菌液を接種し,一定時間後の生菌数を

測定することにより,エモリエント剤を含まない試料と比較,検討し,グルコ

ン酸クロルヘキシジンの殺菌活性におよぼすエモリエント剤の影響を調べた｡

S.∂U佗USおよぴP.∂em9血05∂を供試菌とし,13種のエモリエント剤を試験し

た結果,S.∂U/eUSに対して,ヤシ油脂肪酸ポリオキシエチレングリセリル,

アジピン酸ジイソプロピル,アジピン酸ジイソプチルおよぴポリグリセリンの

4種が,P.∂e几J9血05∂ に対してはアジピン酸ジイソプチルの1種がグルコン

酸クロルヘキシジンの殺菌活性を増強した｡つぎに,もっとも増強効果が顕著

であったアジピン酸ジイソプチルと同族体の各種二塩基酸ジエステルを用い,

グルコン酸クロルヘキシジンおよび塩化ベンザルコニウムの殺菌活性におよぼ

す効果を,特に,二塩基酸ジエステルの疎水性と関連づけて系続的に調べた｡
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二塩基酸ジエステルのグルコン酸クロルヘキシジンおよび塩化ベンザルコニウ

ムの殺菌活性に対する増強効果は,二塩基酸ジエステルの疎水性に強く依存し,

疎水性パラメータとして用いたキャパシティファクターの対数値の二次関数と

して表すことができた｡また,この増強効果は,他のカチオン界面活性剤に対

しても認められた｡

以上のように,本論文は抗菌性を有する両親媒性化合物の殺菌活性に関して

ミセル構造や界面化学的変化などの物理化学的側面から,これら化合物の殺菌

機構の解明のための基礎的データを得ようと試みたものである｡化合物の殺菌

活性と各種物理化学的パラメータの関連性を明らかにすることは,その化合物

の活性を最大限引き出すためにも重要であると考えられる｡また,殺菌活性の

測定は多大な労九 時間や車用を必要とするため,物理化学的パラメータから

薬剤の活性を予測できれば,実用上新しい商品を開発するうえで非常に有益で

ある｡

第Ⅰ編第3章において述べた〃-アシルサルコシンナトリウム分子のように,

特定のコンホーマーがミセル化に伴って安定化する事実とこのサルコシン塩の

もつ抗菌性との関連の究明が今後の課題となる｡

アニオン界面活性剤の抗菌力は弱いとされているが,本研究で示したように

多価金属イオン共存下のような特定の条件下において非常に強い殺菌活性を示

す｡従来からのアニオン界面活性剤を主体とする液体洗浄剤,たとえば,食器

洗剤は起泡力や洗浄力に優れているが,洗浄剤自身にはまったく殺菌作用はな

い｡一方,塩化ベンザルコニウムのようなカチオン界面活性剤は,それ自身,

強い殺菌活性をもっているが,多価金属イオンなどの電解質が共存すると著し

くその活性が低下する｡また,洗浄力もほとんど期待できない｡この点を改良

する方法として,カチオンー非イオン界面活性剤混合系の洗浄剤が開発されて
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いる｡しかし,この洗浄剤はカチオン界面活性剤の単独使用に比べて,起泡力

や洗浄力について若干の改善はみられるが,アニオン界面活性剤を主成分とし

た洗浄剤の性能には及ばない｡また,殺菌活性が著しく低下するという欠点が

あった｡そこで,本研究結果(第Ⅱ編第1～3章および第Ⅲ編第1章)をもと

に,アニオン界面活性剤の分子構造と適当な多価金属イオンを選択することに

より,起泡力および洗浄力に優れ,且つ,強い殺菌活性をもつ液体洗浄剤の開

発が可能となった(特開平7-292397(1995))｡一方,洗浄剤の多くにアニオ

ン界面活性剤が使用されていること,自然界には多価金属イオンが多く存在す

ることを考え合わせると,本来,抗菌性のない洗浄剤であっても,自然界に放

出され,多価金属イオンとの相互作用により殺菌性を獲得し,生態系に重大な

影響を及ぼしていることもあることを,本研究は示唆している｡

抗菌作用のある化合物は数えきれないほど多いが,実用化されているものは

限られる｡さらに,医療分野の消毒剤や食品･香粧品などの防腐剤として使用

できる抗菌剤の数は極めて少ないといえる｡そのような分野において,新規の

抗菌性物質の開発は,安全性評価等に莫大な費用を必要とすることを考慮する

と,現存する抗菌剤をいかに有効かつ効果的に利用していくかということも重

要な課題であると考える｡手荒れの防止目的で配合した殺菌活性のないエモリ

エント剤がカチオン系殺菌剤の殺菌活性を増強したことは,殺菌消毒剤を開発

するうえで,有用な指針与えたものと考える｡このアルコールローション型手

指消毒剤に関する成果は,日本およぴアメリカ特許【U.S.Patent5017617

(1991),特公平4-33226(1992),特公平5-63446(1993)】の取得につながり,

現在,病院など医療機関において,著者の所属会社が開発した自動手指消毒器

と共に院内感染防止に役立っているものと確信する｡
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