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Tolciclateの 試 験 管 内 抗 真 菌 作 用 に 関 す る 研 究

西 野 武 志 ・尾 花芳 樹 ・五十 川 葉 子 ・古 志 智 子 ・谷 野 輝 雄

京都薬科大学 徽生物学教室

(昭和56年1月9日 受付)

新 しく開発 された局所投与用皮膚真菌症 治療薬Tolciclateに ついて,Tolnaftate,Clotrimazole

を比較薬物 として真菌学的研究を行 った結果,次 の ような成績が得 られた。

1)T。1ciclateは 子 の う菌,不 完全菌類に対 して良好な抗菌力を示 し,子の う菌類に対 して,Tol-

naftateよ りも優れ,C1otrimazoleと ほぼ同等であった。 また不 完全菌類に対 してTolnaftateと

同等 であ り,Clotrimazoleよ り優れていた。

2)臨 床分離T.mentagrophytes,T.interdigitaleに 対 して,Tolciclateは 他の2薬 物 よりも

優れていたが,T.rubrumに 対 してはTohaftateよ り劣 り,Clotrimazoleよ り優れ ていた。ま

たTolnaftateと の間に相関関係は認め られ た が,Clotrimazoleと の間に相関性は認め られなか

った。

3)抗 菌 力に及ぼす諸因子 の影響 では,培 地pH,馬 血清添加,接 種菌量 によ り影響を受けたが,

培養時間では影響 されなか った。

4)試 験管 内耐性獲得試験では,3薬 物 ともに耐性 の上昇は認め られ なか った。

5)生 菌数 に及ぼす影響では,3薬 物 ともに,A.niger,T.mentagrophytesに 対 して殺菌的に

作用 した。

6)抗 菌作用機序の検討では,カ リウムイ オンの漏 出を認めたが,直 接的な細胞膜作用を有する

ものではなか った。

7)形 態変化については,作 用濃度によ り,膨 化胞子や異常分芽後,菌 糸体を伸ば してい く像が

観察で きた。

Tolciclateは1972年 イ タ リアCarlo Erba社 で開

発 され た 新 しい局 所 投与 用 皮 膚 真 菌症 治 療 薬 で あ る1)。

本 物 質 は 化 学 名 をO-(1,2,3,4-tetrahydro-1,4,-

methanonaphthalen-6-y1)m,N-dimetylthiocarba-

nilateと いい,分 子式C20H21ONS,分 子 量323.46,水

に 不 溶 性 の 白色 また は 淡黄 色 の 結 晶性 粉 末 で あ り,既 知

物 質Tolnaftateと 類 似 の構 造 を 示 す。 そ の 構 造 式 は

Fig.1に 示 す とお りで あ る。 また 本 物質 は皮 膚 糸状 菌 に

対 してTolnaftateと 同程 度 の強 い抗 菌 力 を 示 す が,酵

母 状菌,細 菌,原 虫 に 対 しては 全 く抗 菌 作 用 を 示 さ な い

とい わ れ て い る。

今 回私 どもはTolciclateに つ い て,Tolnaftate2,3),

Clotrirnazole4,5,8,7,8)を 比 較 薬 物 と して種 々の真 菌 学 的

検 討 を行 い,2,3の 知見 を得 た の で報 告 す る。

I.実 験 材料 お よび 実験 方 法

1.使 用薬 物

薬 物 と して は,Tolciclate,Tolnaftate,Clotrimazole

の い ず れ も標 準 品を 用 い た 。 な お これ ら の薬 物 は い ずれ

も水 に不 溶 のた め,2容 のdimethylformamide(DMF)

で溶解後,8容 の滅菌蒸留水 を加えて,1,000μg/ml溶

液を作製 し実験 に供 した。

Fig. 1 Structure of Tolciclate, Tolnaftate 

and Clotrimazole
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2.使 用培地

Sabouraud-dextrose培 地(組 成:ブ ドウ糖2%,ポ

リペプ トン1%,pH6.0)の 液 体培 地 お よび寒 天 培 地 を

用時調製 して用 いた 。

3.胞 子菌液 の調 製方 法

Sabouraud-dextrose寒 天 培 地 で,子 の う菌 類(As-

pergillus,Penicillium)は3～5日 間,不 完 全 菌 類

(Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton)

は10～14日 間30℃ で 培 養 した 菌 を0.1%Tween80

含Sabouraud-dextrose液 体 培 地 に 懸 濁 し,滅 菌 ガ ー

ゼを用いてろ過 を行 い,約106～106cells/mlの 胞 子 数

に調製後使用 した。

4.抗 菌 スベ ク トラ ム

試験菌 として教室 保 存 の皮 膚 糸 状菌10種(子 の う菌

類4種,不 完全菌類6種)を 用 い,寒 天 平 板希 釈 法 で感

受性を測定 した。 なお 測定 方 法 は 日本 化学 療 法学 会 感 受

性測定法を一部 改変 し,使 用 培 地 はSabouraud-dextrose

培地,培 養 温度は30℃,培 養 時 間 は,子 の う菌 類3日

間,不 完全菌類 は10日 間 と した。

5,臨 床分離 株に 対す る感 受性 分 布

1978年,臨 床 材料 よ り分 離 され た 新 鮮 分 離 のTri-

chophton mentagrophytes79株,Trfchophyton ru-

brum114株,Trichophyton interdigitale43株 に つ

いて,寒 天平板 希釈 法 で感 受 性 を測 定 した 。 な お 培 養 時

間は10日 間 と した。

6.抗 菌力 に及ぼ す諸 因 子 の影 響

抗菌力に及ぼ す培地pH,馬 血 清 添加,接 種 菌 量,培

養時間の影響 につ い て,Aspergillus niger,Penicillium

chrysogenium,T.mentagrophytes,Microsporum

gypseumを 試 験 菌 と して寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り検 討 を

行った。なお,以 下 の実験 で用 いた 菌 株 は,全 て,抗 菌

スペクトラムの項 で用 い た も の と同 一 菌 株 で あ る。

7.試 験管内耐性 獲 得試 験

継代的増量法 に よ り耐 性獲 得 状 況 をA.nigerを 試 験

菌として試験管内 寒天 希釈 法 に よ り検 討 を 行 った。

8.生 菌 数に及 ぼす影 響

A.niger,T.mentagrophytesの 胞 子 菌 をSabour-

aud-dextrose液 体培 地 に浮 遊 させ ,所 定 の濃 度 に な る

ように薬物 を添 加 し,30℃ で 培 養 を 行 い,以 後 経 時 的

に生菌数を測定 した
。

9.抗 菌作用機 序 の検 討

1)細 胞膜透過 性 に及 ぼ す影 響

A.nigerの 胞 子菌 を 生理 的 食 塩 水 に浮 遊 させ,所 定

の濃度になるよ うに薬物 を添 加 し
,30℃ で 培 養 し た 。

以後経時的に菌液 を採取 し,millipore filterで 除 菌 後,

漏出菌体成分の うち,260nmお よび280nm吸 収物 質量

を 紫 外 部 吸 収 で,カ リウ ム イオ ン量 をtetraphenylboron

に よ る比 濁 法。)で検 討 した。

2)漫 透 圧抵 抗 性 に つ い て

A.nigerの 胞 子 菌 を10%マ ンニ ッ ト含Sabouraud-

dextrose液 体 培 地 に 浮遊 さ せ,所 定 の濃 度 に な る よ う

に 薬 物 を添 加 し,30℃ で培 獲 した。 以 後 経 時 的 に 菌液

を採 取 し,10%マ ン ニ ヅ トを 含 ん だ培 地(stabilized)

と含 ま な い培 地(shocked)で 希 釈 系 列 を 行 い,10%ヤ

ン ニ ッ ト含Saboumud-dextrose寒 天 培 地 を 使 用 し て

生菌 数 を測 定 した 。

3)細 菌細 胞 質 膜 に 対す る作 用

Escherichia coli NIHJJC-2をEDTA-lysozyme

処 理 に よ りspheroplast細 胞 を作 製 し10),10%シ ョ糖

含 リン酸 緩 衝 液(M/15,pH7.2)に 浮 遊 させ た。 こ の

細 胞 浮 遊液 に薬 物 を添 加 し,経 時 的 に濁 度 の 変 化 を測 定

し,溶 菌 作 用 につ い て検 討 を 行 った。

4)赤 血 球 膜 に 対す る溶 血 作 用

マ ウス腋 下 動 脈 よ り血 液 を 採 取 し,低 速 遠 心後,沈 渣

をACD溶 液(acid-citrate-dextrose溶 液:ク エ ン酸

ナ ト リウム ・2H2O0.255%,ク エ ン酸 ・H2O0.08%,

ブ ドウ糖0.12%)に 懸濁 さ せ た。 こ の懸 濁 液 に薬 物 を

添 加 し,経 時 的 に 濁度 の変 化 を測 定 した 。

5)細 胞 主 要 構成 成 分 に及 ぼす 影 響

薬 物 を作 用 させ たA.niger胞 子 菌 を 遠 心 集菌 し,冷

5%TCA抽 出 後,熱5%TCA抽 出を 行 った。 沈 渣

は1N-NaOHで 溶 解 した。

これ ら の操 作 で 得 られ た 酸 可 溶性 分 画 をBROWN法11)

お よびBURTON法12)でRNA,DNA含 量 を 測定 した 。

また 酸 不 溶 性 分 画 はLOWRY法13)で 蛋 白量 を測 定 した 。

10.形 態 変 化 につ い て

A.niger胞 子菌 を 用 い,ス ライ ド培 養 法 で形 態 変 化 を

観 察 した 。 す なわ ち薬 物 を 含 ん だSabouraud-dextrose

寒 天 培 地 を ス ライ ドガ ラ ス上 に フ ィル ム状 に 引 き,そ の

寒 天 上 に 胞 子菌 を接 種 し,こ の 試 料を 水 蒸 気 を飽 和 させ

た 滅 菌 シ ャー レの中 に 移 して30℃ で 培 養 した 。 以後 経

時 的 に ス ライ ドガ ラ スを 取 り出 し,カ パ ーガ ラスを 施 し

て,光 学 顕 微鏡 観 察(倍 率100～400倍)を 行 った 。

II.実 験 結 果

1.抗 菌 ス ペ ク トラ ム

教 室 保 存 の皮 膚 糸 状 菌10種 に対 す る抗菌 力 につ い て

検 討 した 結果 をTable1に 示 した。 子 の う菌4種 に対 し

て,TolciclateはClotrimazoleと ほ ぼ 同 等 の抗 菌 力 を

示 し,そ の最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は1.56～3.12μg/

mlで あ った 。 また 今 回 使 用 した 菌 株 に 対 して本 実 験 条

件 下 で は,TolciclateはTolnaftateと 比較 す る と良 好

な成 績 で あ った 。 不 完 全菌6種 に対 して,Tolciclateは
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Table 1 Antifungal spectrum of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole 

MIC (ƒÊg/ml)

Tolnaftateと ほ ぼ 同 等 の抗 菌 力 を 示 し,そ のMICは

0.09～0.39μg/mlで あ り,Clotrimazoleよ り2～8倍

優 れ て いた 。 こ の よ うにTolclclateは 子 の う菌,不 完

全 菌 の 両菌 種 に も優 れ た 抗 菌 力 を示 す こ とが 認 め ら れ

た 。

2.臨 床 分 離 株 に対 す る感 受 性 分 布 お よび 感 受 性相 関

1978年,臨 床 材 料 よ り分 離 され た 新 鮮 分 離 のT.

Fig. 2 Sensitivity distribution of clinical isolates 

(T. mentagrophytes 79 strains)

Fig. 3 Cumulative sensitivity distribution of cli-
nical isolates (T. mentagrophytes 79 strains)

Fig. 4 Cross sensitivity of Tolciclate and Tolna-
ftate (T. mentagrophytes 79 strains)

Fig. 5 Cross sensitivity of Tolciclate and Clotri-
mazole (T. mentagrophytes 79 strains)
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mentagrophytes 79株,T. rubrum 114株,T.inter-

digitale 43株 につ い て感 受 性 分 布,累 積 分 布 お よ び

Tolnaftate, Clotrimazoleと の 相 関 関 係 につ い て検 討

を行った結果を,Fig. 2～13に 示 した。

(a)T. mentagrophytesの 場 合

感受性分布 ではFig. 2,3に 示 す よ う にTolciclate

の感受性 ピ ー ク は0.39μg/mlで あ り,≦0.09～0.39

μg/mlに 供試 菌 の90%以 上 が 分 布 して お り,非 常 に 良

好な感受性を示 した が,>100μg/mlの 耐 性菌 が1株 存

在していた。Tolnaftateの 感 受 性 ピー クは0.39～0.78

μg/ml, Clotrimazoleで をま0.78μg/mlで あ り,Tol-

ciclateの 抗 菌力 は他 剤 に比 べ2～4倍 程 度優 れ て いた 。

また感受性相 関で は,Fig. 4,5に 示 す よ う にTolna-

ftateと の間 には交 差 性 が認 め られ た が,Clotrimazole

との間にはあ ま り交 差性 が 認 め られ な か っ た。

(b)T. rubrumの 場 合

感受性 ピー クは,Fig. 6,7に 示 す よ うにTolciclate

では0.19μg/mlで あ り,≦0.09～0.39μg/mlに90%

以上の株が分布 してい た が,>100μg/mlの 耐 性 菌 も存

在して い た。Tohaftateで は ≦0.09μg/ml,Clotri-

Fig. 6 Sensitivity distribution of clinical isolates 

(T. rubrum 114 strains)

Fig. 7 Cumulative sensitivity distribution of 
clinical isolates (T. rubrum 114 strains)

mazoleで は0.78μg/mlに それ ぞ れ ピー ク を 有 し,

TolciclateはTolnaftateに 比 ベ2倍 程 度 劣 っ て い た

が,Clotrimazoleよ りも4倍 程 度 優 れ て い る とい う 結

果 で あ った。 感 受 性 相 関 で はFig.8,9に 示 す よ うに,

Tohaftateと の闇 には 交 差 性 が認 め られ た が ,Clotri-

mazoleと の間 に は あ ま り交 差 性 が 認 め られ なか った。

(C) T. interdigitaleの 場 合

感 受 性 ピー クはFig.10,11に 示 す よ うにTolciclate

で は0.19～0.39μg/mlで あ り,全 て の 株 が1,56μg/ml

以 下 に 存在 し て い た 。Tolnaftateで は0.78μg/ml,

Clotrimazoleで は0.78μg/mlに それ ぞ れ ピ ー ク を 有

Fig. 8 Cross sensitivity of Tolciclate and Tolna-
ftate (T. rubrum 114 strains)

Fig. 9 Cross sensitivity of Tolciclate and Clotri-
mazole (T. rubrum 114 strains)
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Fig. 10 Sensitivity distribution of clinical isolates 

(T. interdigitale 43 strains)

Fig. 11 Cumulative sensitivity distribution of cli-
nical isolates (T. interdigitale 43 strains)

し,TolciclateはTolnaftate, Clotrimazoleに 比べ2

倍 程度優れていた。 また感受性相関 ではFig. 12, 13に

示す ようにTolnaftateお よびClotrimazoleと の間に

わずかな相関性 が認め られた。

3.抗 菌力に及 ぼす諸因子の影響

A. niger, P. chrysogenium, T. mentagrophytes,

M. gypsumを 用いて,抗 菌力に及ぼす培地pH,馬 血

清添加,接 種菌量,培 養時間の影響について検討 した結

果をFig. 14～17に 示 した。培地pHの 影響 では,い ず

れの菌を用 いた場合 も酸性側 で抗菌力が良 くな る傾向に

あ ったが,特 にA. nigerお よびP. chrysogeniumに

おいて顕著 であ った。馬血清添加の影響 では,添 加量 が

増 加するにつれて,抗 菌 力が低下する傾 向にあった。接

種菌量 の影響では,T. mentagrophytesの 場合,菌 量

に よる抗菌力の変 動はあま り認め られなか った。 また培

養時 間の影響では,培 養が長 くな っても抗菌力はほ とん

ど変動 しなか った。 これ らの諸因子に よる影響は,3薬

物 ともに同様な傾 向であ り,薬 物 間の差 は認め られなか

った。

4.試 験 管内耐性獲得試験

Fig

. 12 Cross senitivity of Tolciclate and Toina-
ftate (T. interdigitale 43 strains)

Fig. 13 Cross sensitivity of Tolciclate and Clotri-
mazole (T. interdigitale 43 strains)

A. nigerを 供試菌 として,耐 性獲得状況を検討 した結

果をFig.18に 示 した。3薬 物 ともにほとんど耐性の上

昇は認め られなか った。

5.生 菌 数に及 ぼす影響

(a)A. nigerに ついて

A. nigerに 対す る殺菌 効果 について検討 した結 果を

Fig. 19に 示 した。Tolciclateの 殺菌効果は他の薬物よ

りも優れてお り,1.56μg/ml作 用 で も強い殺菌性が認

め られた。Tolnaftate, Clotrimazoleで も殺菌効果が

認め られたが,1.56～6.25μg/ml作 用 ではToliclate

に比べ て殺菌性が弱か った り,あ るいは作用発現が遅い



VOL.29 NO.11
CHEMOTHERAPY

1309

Fig.14 Influence of pH of the medium on MIC

Fig. 15 Influence of horse serum on MIC

とい う結果 であ った。

(b)T.mentagrophytesに つ い て

T. mentagrophytesに 対 す る殺 菌 効 果 に つ い て 検 討

した結 果 を,Fig.20に 示 した。TolciclateはTolna-

ftateと ほぼ同様 の殺菌 効果 を示 し
,強 い 殺 菌 作用 を有

していた。 またClotrimazoleも 殺 菌 作 用 を 有 す る が,

Fig. 16 Influence of inoculum size on MIC

Fig. 17 Influence of incubation time on MIC

作用発現が遅い とい う結果で あった。

6.抗 菌作用機序の検討

1)細 胞膜透過性に及ぼす影響

A. nigerを 供試菌 とし,細 胞膜透過性 に及ぼす 影 響

につ いて検討 した結果 をFig. 21～23に 示 した。漏 出

260nm吸 収物質量の測定結果 では,Tolciclate, Clotri-
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Fig.18 Pattern of development of resistance of 

A. niger

mazole作 用では,ほ とん ど漏出を認めるこ と が で き

ず,ま たTolnaftate作 用では顕署な260nm値 の低下

が認め られた。漏出280nm吸 収物質量の測 定 結 果 で

も,260陰 疏 吸収物質量測定結果 と同様の成 績 で あ っ

た。漏 出カ リウムイナ ン量 の測定結果では,3薬 物とも

に漏 出作用が認め られ,特 にTolciclate, Clitrimazole

作用 では顕著であった。

2)浸 透圧抵抗性 について

A. nigerを 供試菌 として薬物処理細胞の浸透圧 抵抗

性 について検討 した結 果 を,Flg. 24に 示 した。3薬 物

ともにstabilizedとshockedの 間に生菌数の差は,ほ

とんど認め られないことか ら,浸 透圧に不安定な細胞形

成は起 こっていないことが判った。

3)細 菌細胞 質膜 に対する作用

E. coli NIHJJC-2を 用 いて作製 したspheroplast細

Fig.19 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the viability of 

A. niger

Fig. 20 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the viability of 

T. mentagro phytes
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Fig. 21 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the lea-

kage of 260 nm absorbing materials

Fig. 22 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the lea-

kage of 280nm absorbing materials

Fig. 23 Effect of Toiciclate Tolnaftate and Clotrimazole on the lea-

kage of potassiumion

胞に対する影響について検討 した結 果 を,Fig. 25に 示

した。3薬物 ともspheroplast細 胞に対する溶 菌 作 用

がほとんど認められなか った
。 なお比較薬物 として用 い

たPolymyxin B (PL)作 用 では顕著 な溶菌作用が認め

られた。

4)赤 血球膜に対す る溶血作用

マウス赤血球膜 に対す る溶血 作用 について検討 した結

果をFig.26に 示 した。Tolciclate, Tohaftate作 用 で

は,あ ま り強 くはないが溶血作用 が認め られた。 しか し

なが らClotrimazole作 用では非 常に顕著な濁度の減少

が認め られ,強 い溶血作用を有 していることが判 った。
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Fig. 24 Comparison of the viable counts of 

stabilized and osmotically scholced culture 

of A. niger exposed to Tolciclate, Tolna 

ftate and Clotrimazole for 4 hours

5)細 胞主要構成成分 に及ぼす影響

細胞主要構成成分合成に及 ぼす影響につ いて検討 した

結果をFig. 27～29に 示 した。3薬 物 ともに蛋 白合成,

DNA合 成にあま り影響を及 ぼさなかったが,高 濃度作

用 では,わ ずか なが らRNA合 成に影響を及 ぼす とい う

結果 が得 られた。 またそれぞれ の合成に及ぼ す 阻 害 度

は,あ ま りdose responseの あるものではなかった。

7.形 態変化について

各薬物作用時の形態変化につ い て 検 討 した結 果 を

Fig. 30～46に 示 した。Fig30～32は 薬物無添加(con-

tml)め 形態を示 したものであ り,胞 子は培養時間の経

過 とともに分芽 レ 菌糸を伸ば してい く様子が観察でき

た。Fig. 33～36はTolciclate作 用に よる形態変化を示

したものであ り,低 濃度 では,大 きな形態変 化 を 示 さ

ず,商 濃度 では稀に膨 化す る胞子やあるいは 異 常 分芽

後,菌 糸を伸ば してい く像が観察で きた。Fig. 37～41

はTolnaftate作 用 の ものであ り,低 濃度では変化を起

こさないが,高 濃度では膨化胞子や異常分芽後菌糸を伸

ば してい く像 が 観 察 で き た。Fig. 42～46はClotri-

mazole作 用 のものであ り,高 濃度では,や は り膨化胞

子や異常分芽後,菌 糸を伸ば してい く像が,低 濃度では

正常に発育 してい く像が観察 できた。以上の ように3薬

物 の作用に よる形態変化は よく類似 していたが,濃 度的

なもので若 干の差異が認め られた。

Fig. 25 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the lysis 

of spheroplasts of E. coli NIHJJC-2

Fig. 26 Effect of Tolciclate, Tolnaftate and Clotrimazole on the lysis 

of red blood cells from mouse
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Fig. 27 Effect of Tolciclate on the synthesis of macromolecules

Fig. 28 Effect of Tolnaftate on the synthesis of macromolecules

Fig. 29 Effect of Clotrimazole on the synthesis of macromolecules
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Fig. 30 Spore of  A. niger (Ohr.)

Fig. 31 Untreated A. niger cells observed after 

9hrs. of incubation

Fig. 32 Untreated cells after 18hrs

Fig. 33 Cells after 36hrs. of exposure to Tol-

ciclate (0.2ƒÊg/ml)

Fig. 34 Cells after 36hrs. of exposure to Tol-

ciclate (0.04ƒÊg/ml)

Fig. 35 Cells after 18hrs. of exposure to Tol-

ciclate (0.008ƒÊg/ml)

Fig. 36 Cells after 36hrs. of exposure to Tol-

ciclate (0.008ƒÊg/ml)

Fig. 37 Cells after 24hrs. of exposure to Tol-

naftate (0.2ƒÊg/ml)
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Fig. 38 Cells after 36 hrs. of exposure to Tol-

naftate (0.2ƒÊg/ml)

Fig. 39 Cells after 18hrs. of exposure to Tol-

naftate (0.04ƒÊg/ml)

Fig.40 Cells after 36hrs. of exposure to Tol-

naftate (0.04ƒÊg/ml)

Fig. 41 Cells after 36 hrs. of exposure to Tol-

naftate (0.008ƒÊg/ml)

Fig. 42 Cells after 9hrs. of exposure to Col-

trimazole (1ƒÊg/ml)

Fig. 43 Cells after 24hrs. of exposure to Clo-

trimazole (1ƒÊg/ml)

Fig. 44 Cells after 9hrs. of exposure to Clo-

trimazole 0.2ƒÊg/ml)

Fig. 45 Cells after 24hrs. of exposure to Clo-

trimazole (0.2ƒÊg/ml)
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Fig. 46 Cells after 24hrs. of exposure to Clo-

trimazole 0.04ƒÊg/ml)

III.総 括 お よび 考 察

イ タ リァCarlo Erba社 で開 発 され た新 しい 局 所投 与

用 皮 膚 真菌 症 治 療 薬Tolciclateに 関 す る真 菌 学 的研 究

を 既 知物 質Tolnaftateお よびClotrimazoleを 比較 薬

物 と して 検討 を 行 った。 そ の結 果,Tolciclateは 子 の う

菌,不 完 全菌 類 に 対 して 良好 な 抗菌 力 を示 し,子 の う菌

類 に 対 して,Tolnaftateよ りも優 れ,Clotrimazoleと

ほ ぼ 同 等 で あ った 。 また 不 完 全菌 類 に対 して,Tolna-

ftateと ほ ぼ同 等 で あ り,Clotrimazoleよ り優れ て い

た 。

臨床 分 離 白癬 菌 に対 す る感 受 性 分 布 につ い て 検討 した

結 果,T.mentagrophytes,T.interdigitaleに 対 して,

Tolciclateは 他 の2薬 物 よ り も2～4倍 優 れ て い た が,

T.rubrumに つ い ては,Tolnaftateよ り2倍 程 度 劣 っ

て お り,Clotrimazoleよ りは優 れ て い た。 またTol-

ciclateとTolnaftateと の 間 には 相 関 関 係 が認 め ら れ

た が,Clotrimazoleと の 間 に は相 関 関 係 は 認 め られ な

か った｡

抗 菌力 に及 ぼ す 諸 因子 の影 響 で は,培 地pH,馬 血 清

添 加,接 種 菌 量 に よ り抗 菌 力 は 変動 す る傾 向 に あ っ た

が,培 養 時 間 に は ほ とん ど影 響 され なか った 。 試験 管 内

耐性 獲 得 試 験 で は,3薬 物 と もに耐 性 の上 昇 は 認 め られ

な か った 。

生菌 数 に及 ぼ す 影 響 で は,A.nigerあ るい はT-

mentagrophytesを 用 い た場 合,3薬 物 と もに殺 菌 作 用

が 認 め られ た が,Tolciclateの 効 果 が 最 も強 力 で あ っ

た 。 抗 菌 作 用機 序 の検 討 で は,細 胞 膜 透 過性 に 及ぼ す 影

響 に つ い て は,顕 著 な カ リウ ムイ ナ ンの 漏 出 がTolci-

clateお よびClotrimazole作 用 で認 め ら れ た が,260

nmあ るい は280nm吸 収 物 質 の漏 出 は ほ とん ど認 め ら

れ な か った。

浸 透圧 抵 抗 性 につ い て は,浸 透 圧 に 不 安定 な細 胞 形 成

は認 め られ なか った。 細菌 細 胞 質 膜 に 対 す る溶 菌 作 用 は

3薬 物 とも に認 め られ ず,赤 血 球 膜 に 対 す る溶 血 作 用 は,

Tolciclate,Tolnaftateで はわずかに認め られたにすぎ

なか ったが,Clotrimazoleで は強い溶血作用が認め ら

れた。

細胞主 要構成成分合成に及ほす影響 については,3薬

物 ともに蛋 白合成,DNA合 成にはほ とんど影響せず,

RNA合 成 に若千 の影響が認め られた。形態変化では,

薬物作用に より,膨 化胞子 や異常分芽後,菌 糸を伸ばし

てい く像が観察 できたが,濃 度的には,Tolciclateに よ

る抗菌作用 が最 も強いこ とが認め られた。

以上のこ とか ら考察す ると,ま ず感受性試験にっいて

は,試 験 条件が異な ると非常に結果の変動が大 きいとい

うことである。例えばA.nigerの 場合,シ ャーレを用

いて行 ったTolnaftateの 感受性試験結果は100μg/ml

であ るが,試 験管を用いた結果はo,19μg/mlと 非常に

大 きな差が あることがわか った。 二れは胞子調製などの

問題 もあるが,大 きな原因 として,培 養状態が考えられ

る。

抗真菌薬 の感受性測定は抗菌薬 のように,学 会等で定

め られた測定方法が確立 されておらず,各 研究機関で,

独 自の方法 で実施 されてい るのが現状であるが,実 験デ

ー タの信頼性な どの点を考慮すると
,測 定方法を規定す

る必要性があ ると思われ る。

次に生菌数に及ぼす影響については,本 実験では液体

培地 を用 いて検討 したが,長 時間培養を行 うと,菌 糸体

がか らみ 合い,正 確 な希釈等ができない た め,0.1%,

Tween80あ るいはガラス珠などを使用 して懸濁を行っ

た。 このため薬物無添加(control)で も生菌数の減少が

生 じる結果 とな った。 これにつ いて も実験方法の検討が

必 要であ り,例 えば薬物を含有 した寒天表面上に菌を塗

抹することによ り薬物作用を行い,経 時的に薬物無含有

寒天上 に レプ リカす るな どの方 法を考案 して,測 定方法

のmannualを 確立す る必要性が あると思われる。

最後 に抗菌作用機序 の検討であるが,カ リウムイオン

の漏出などの結果 より,Tolciclateの 作用は真菌菌体表

層(主 に細胞膜)に 在 るもの と考え られ る。また今回得

られた結果か らは,260nmあ るいは280nm吸 収物質

の漏 出はほ とん ど認められなかったが,こ れ らは薬物自

体 の吸収が影響 しているもの と考 えられ,さ らに違った

測定方法を用いる必要性がある と思われ る。また細胞主

要構成成分合成への影響 では若干のRNA合 成阻害が認

め られたが,さ らに放射性物質の取 り込みなどで検討し

てい く必要 があ ると考えてい る。
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ANTIMYCOTIC STUDIES ON TOLCICLATE

TAKESHI NISHINO, YOSHIKI OBANA, YOHKO ISOGAWA, TOMOKO KOSHI and TERUO TANINO

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

The in vitro antifungal activity of tolciclate was compared with that of tolnaftate and clotrimazole.
The following results were obtained.

1) The antifungal activity of tolciclate against Ascomycetes was superior to those of tolnaftate and
similar to those of clotrimazole, and against Fungi imperfecti was similar to those of tolnaftate and
superior to those of clotrimazole.

2) The in vitro antifungal activity of tolciclate against clinical isolates of Trichophyton mentagro-

phytes and Trichophyton interdigitale was superior to those of tolnaftate and clotrimazole, but was
inferior to tolnaftate against Trichophyton rubrurn. 

3) Influence of medium pH, the addition of horse serum, inoculum size and incubation time on
in vitro antifungal activity of tolciclate showed the same tendency with tolnaftate and clotrimazole.

4) Development of resistance of Aspergillus niger to tolciclate, tolnaftate and clotrimazole in vitro
was not observed.

5) Antifungal action of tolciclate against Aspergillus niger and Trichophyton mentagrophytes was
similar to that of tolnaftate and clotrimazole.

6) Tolciclate and clotrimazole released cellular potassium ion.
7) With a light microscopy, exposure of Aspergillus niger to tolciclate, tolnaftate and clotrimazole

resulted in the swelling of spore and the extention of hypae following abnormal budding.


