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イ ミダゾール系抗真菌剤isoconazoleの 作用 メカニズムの解 明を 目的 として,Cmdida albican3

細胞 の主要 な生化学的活性 に対す る本剤 の影響を検討 した。その結果,isoconazoleは 用いた実験条

件下 で測定 され る静菌的濃度(20μg/ml)に おいて次の効果 を迅速 かつ顕著 に示 した。(1)各 種放

射性基質の取 り込 みを指標 とす るタ ンパ ク質,RNA,DNA,マ ンナ ンお よび グルカンの合成阻害,

(2)2-デ オキ シグル コースのinflux阻 害 とefflux促 進,(3)ソ ルボース細胞 内保持 能 の 低 下,

(4)細 胞 内K+,260nm-吸 収物質お よび タンパ ク質 の遊 出促進,(5)RNA,DNA,タ ンパ ク質の

細胞内分解 の促進。いずれ の効果 も本剤の殺菌 的濃度(≧40μg/ml)下 では さらに増強 された。 こ

れ らの効果 に比べ て,C.albicms細 胞の呼吸活性 に対す る影響は極めて軽度であ ったが,内 部 呼

吸 よりも グル コースを基質 とす る外部呼吸に対する阻害効果 のほ うが強か った。ま た,エ ネルギー

源 や呼吸能 を異にす るC.albicm3培 養につ いて比較 した結果,細 胞 の本剤感受性は呼吸能 にまっ

た く依 存 しないこ とが認め られた。

以上の成績 か ら,isoconazoleは 真菌細胞膜に一次的に作用 し,基 質 の細胞内輸送の阻害 と膜透

過性亢進に よる細胞内成 分保持能 の低下 をひ き起 こ し,そ の結果,高 分子物質合成阻害,細 胞 内高

分子物質 の分解,呼 吸能 の低下 を二次的 に誘起す ることが本剤の抗真菌 活性 の生化学的基盤である

と推論 された。

Isoconazole(1-[2,4-dichloro-β-(2,6-dichloroben-

zoxy)-phenethy1]-imidazolenitrate)はGoDEFRoIet

a1.1)に よっ て 最初 に 合成 さ れ,生 物 学 的 性 状 の 記 載 が 行

なわ れ た イ ミダ ゾ ール 系 抗 真 菌 剤 の一 つ であ る。 この 化

学 式 か ら明 らか な よ うに,本 剤 は表 在 性 お よび 深 在 性 真

菌 症 の治 療 に有 効 な薬 剤 と してす で に臨 床 的 に使 用 され

て い るmiconazole(1-[2,4-dichloro-β-(2,4-dichloro-

benzoxy)-phenethy1]-imidazolenitrate)の ク ロー ル

置換 基 に 関 す る異性 体 で あ り,し た が っ て これ もす でに

局所 的抗 真菌 剤 と して 実 用 化 され て い るeconazole(1-

[2,4-dichloro-β-(P-chlorobenzoxy)-phenethyl]-imi-

dazole nitrate)と も類 似 す る化学 構 造 を もつ。

Isoconazoleはmiconazoleやeconazoleに 匹敵 す る

強 力 な 抗 微 生 物 活 性 を 有 し,試 験 管 内 で 大 部 分 の病 原 真

菌 のほ か グ ラ ム陽 性 細 菌 や トリコモ ナ ス を 含 む 広 範 囲 の

微 生 物 種 の発 育 を阻 止 し273,4),こ れ らの 微 生 物 に よる 実

験 的 感 染 を受 け た 動物 に対 して も優 れ た 治 療 効 果 を 発 揮

す る5,6)。 さ らに,実 膚 真 菌 症 患 者 に局 所 的 に 適 用 して

良好 な臨 床 的 成 績 が 得 られ て い る7,8)。

Miconazole,econazoleお よびclotrimazoleの 作 用

メ カ ニズ ムに つ い て は,す で に多 数 の 生 化学 的 な らびに

超 微 形 態 学 的 研 究 が 報 告 され,こ れ らの イ ミダ ゾー ル剤

は いず れ も共 通 して 感受 性 真 菌 の細 胞 膜 の機 能,構 造 を

障 害 す る こ と,細 胞 膜 上 の標 的 分 子 は リン脂 質 と想 定 さ

れ る こと,ま た 一 方 で は エ ル ゴス テ ロー ル合 成 阻 害 作用

を もつ こ とが 明 らか に なっ て い る9～13)。化 学 構 造 と抗 菌

活 性 の 類 似性 か らみ て,isoconazoleも 従 来 の イ ミダ ゾ

ー ル 剤 と共 通 の作 用 メ カ ニズ ムを もつ可 能 性 は充 分 考 え

られ る と ころ で あ るが,本 剤 を 直 接 対 象 と した こ の面 で

の 研 究 は い まだ に 報告 が ない 。

本 報 で はCandida albicansを 試 験 菌 と して 用 い,

細 胞 膜 機 能 を 中 心 に この菌 の主 要 な細 胞 機 能 に 及 ぼ す

isoconazoleの 影 響 に つ い て生 化 学 的検 討 を行 な い,そ

の一 次 的 作 用 メ カ ニズ ムの究 明 を試 み た 。

1.材 料 と 方 法

菌 株 す べ て の 実 験 にCmdida albicans MTU

12021を 使 用 した。 加 え て,一 部 の実験 に はC. albicms

MTU12013よ り誘 導 した 呼 吸 欠 損 変 異 株RD-414)を 併
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用 した。

薬 剤 溶 液 の 調 製 日本 シ ェ ー リン グ社 よ り提供 を受 け

たisoconazolc(硝 酸 塩)の 精 製標 品(SHK265)を

100%ジ メチ ル スル ポ キ シ ド(DMSO)に 溶 解 し,8mg/

ml(w/v)の 濃 度 に 調盤 した もの を原 液 と して用 いた｡

これ を-20℃ に 保存 し,必 要 に応 じて融 解 の後,犯 験

に 供 した。 原 液 の 希釈 には 必 ずDMSOを 使 用 し,す べ

て の 反 応 系 にお い て 溶媒(DMSO)の 濃 度 が1%(v/v)

にな る よ うに調 整 した｡ま た薬 剤 無 添 加快,照 の反 応 系 に

は 溶 媒 の み を級 終 濃 度1%に な る よ うに添 加 した 。

培 養濁 度 を指 標 とす る 発 育 の測 定PYG培 地(1/当

りポ リペ プ トン10g,酵 母 エ ギ ス5g,グ ルコー ス20g,

pH無 修 正)に30℃,24時 間培 養 したC.albicans細

胞 を約106細 胞/mlの 濃 度 に 希 釈 して発 育 測 定 用培 地(1

l当 りKH2PO42g,(NH4)2SO43g,MgSO4・7H2O

1g,ポ リ ペ プ トン3.5g,酵 母 エキ ス4g,グ ル コー ス

また は グ リセ リン20g,pH無 修 正)に 浮遊 し,薬 剤 溶

液 を 添 加 した 後,30℃ て 振 紬培 養を 行 な った。24時 間

後 に 試 料 を採 取 し,530nm波 長で の 濁 度を 測 定 した。

生 菌 数 の測 定PYG培 地 中 で37℃,24時 間 振 灘 培 餐

して 得 られ た培 養 を新 鮮 な 同 培地 で2～3×107細 胞/ml

の濃 度 に 希釈 した後,種 々の 濃 度 の薬 剤 溶 液 を 含むL型

試 験 管 に一 定 量 ず つ 分 注 し,薬 剤 の最 終 濃 度 範 囲が1.25

～80μg/mlに な る よ うに調 整 して37℃ で振 盪培 養 し

た,24時 間後 に採 取 した試 料 をPYG培 地 で適 宜希 釈 し

た後,常 法 に従 ってPYG寒 天培 地 平 板 に 一定 量(0.1

mDを 塗 抹 接 種 し,37℃ て培 養 した。48時 間 後 に生 育

して きた コ ロニ ー数 を 数 え,試 料 中 の生 菌 数 を 算 定 し

た。

各 種 放 射 性 基質 の取 り込 み 実 験 菌 接 種 後1週 以 内 の

新鮮 なSabouraudグ ル コー ス寒 天 培地 斜 面 培 養 か ら採

取 したC.albicansをcasamino acid-無 機 塩 培地15)に

接種 し,37℃ で18時 間振 盪培 養 を 行 な った 。 遠心 に よ

り細胞 を集 め,脱 イ オ ン水 に浮遊 して遠 心 洗 浄 した後,

脱 イ オ ン水 に再 浮 遊 し,30℃ で 振 盪 した。3時 間 後 に

集菌 し,0.04mMKH2PO4+10mMグ ル コ ー ス 溶 液

([14C]グ ルコ ー ス の取 り込 み の場 合 の み は グル コ ー ス

を 含 ま ない 溶 液)に 浮 遊 し,約1mg乾 燥 菌 量(2～3×

107細 胞)/mlの 濃 度 に調 整 した。 こ の細 胞 浮遊 液 に種 々

の 濃 度 の薬 剤 溶 液1/100容 お よび[14C]ま た は[3H]

標 識 化台 物 溶 液1/50容 を 順 次 加 え,全 量 を4～8mlに

合 わ せ た。 各 反 応 液 を 含むL型 試 験 管 を30℃ で 振 盈

し,一 定 の時 間 間 隔 で試 料 を 採取 した 。 用 い た 標識 化 合

物 と試 料 の分 画,処 理 法 は次 の とお りで あ る。

a)ロ イ シ ン[3H]ロ イ シ ンの 熱 トリ クロ ール 酢 酸

(TCA)不 溶 性 画 分 へ の取 り込 み を 指 標 と して タ ンパ ク

質合成 をモニ クーした。反応液 には1ml当 り0.4μCi

(0.1μmol)の 標識化合物 を添加 した。 採取試料に等量

の10%(w/v)TcAを 加えて反応 を止め,90℃ で15

分間加熱 した後,不 溶性物質をガ ラス繊綴 戸紙(What-

man,GFIA)上 に集めた。5%TCAて 洗浄 し,乾 燥 し

た後 に,放 射能 を測定 した。

b)ア デニ ン 反応液1ml当 り0.4μCi(0.04μmol)

の[3H]ア デニ ンを添加 した.採 取試料を二分 し,一 方

には等量 の氷冷10%TCAを 加 えてOCに 放鐙 し,生 じ

た不溶性画 分(RNA+DNA)を ガ ラス繊維が紙上に集

めた｡他 方の試料には等量 のN-KOHを 添加 し,60℃,

2時 問加水分解処理 を行な った後 にHCIで 中和 した｡

次に最終濃度5%に な るように氷冷TCAを 加え,一 夜

0℃ に放 置 した。生 した不溶物(DNA)を ガラス繊維炉

紙上に集め た｡

c)グ ルコー ス1ml当 り[14C]グ ルコー ス0.02μCi

(2μmol)を 含む反応液 を調製 した.採 取試料に 等量の

氷冷10%TCAを 加えて反 応を 止 め た 後,CHENG&

NICKERSON16)の 方法に従 ってマ ンナ ン画分お よび熱アル

カ リ不溶性 グルカ ン画分を得,そ れ ぞれをガラス繊維炉

紙上に集めた。

2-デ オキ シグル コースinfluxの 劃 定 上述 つ方法で

0.04mMKH2PO4+1mMグ ル コー ス溶 液を用いて調

製 した細胞浮遊 液に所定 の濃度の薬剤溶液1/100容 と,

[8H]2-デ オキ シグルコースの0.2μCi/0.2μmol)/ml

を加 え,30℃ で振 盪 したご一 定 時 間問覇 で試料 を採取

し,直 ちに ガラス繊維炉紙(Whatman,GF/C)上 に細胞

を集め,氷 冷脱 イナ ン水 で充分洗浄 し,乾 燥 した後,放

射能 を測定 した。

2-デ オキシグル コースeffluxの 測定 上述の反応液を

薬剤無添加 の条件下で30℃,30分 間振盪 して細胞内に

2-デ オキ シグル コー スを取 り込 ませた,遠 心に より細胞

を集め,氷 冷脱 イオ ン水で洗浄 し,元 の量の脱 イナ ン水

に再浮遊 した後,1/100容 の薬剤溶液を含むL型 試験管

に分注 し,30℃ で再び振 量を行なった。経 時 的に試料

を採取 し,細 胞 をガラス繊維源紙上に集め,氷 冷脱イナ

ン水で洗浄 した後,放 射能を測定 した。

細胞内高分子物質 の安定性の測定 前 出 の 方 法 で,

[3H]ロ イシンまたは[3H]ア デ ニンを30℃,30分 間取

り込 ませた薬剤無添 加反応液か ら遠心に よ り細 胞 を 集

め,氷 冷脱 イオ ン水で充分洗浄 した後,脱 イオ ン水 に再

浮遊 して薬剤を加え,30℃ で再び振盪 した。90分 後に

試 料を 採 取 し,[3H]ロ イシ ン標識細胞か らタンパ ク質

画分を,[3H]ア デ ニン標識細胞 からRNAお よびDNA

画分をそれぞれ調製 し,残 存する放射能 を測定 した。

放射能の計測 試料(細 胞 または細胞画分)を のせた
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ガラス繊維〓紙 を赤外線 ランプ下 で充分乾燥 した後,計

測用バイ アルに移 して トルエ ンシンチ レーター(ト ルニ

ン1l中 にDPO 5g,ジ チルPOPOP 0.2gを 含む)

を加え,Aloka液 体 シ ンチ レーシ ョン シ ス テ ムLSC-

903型 を用 いて放射能 を計 測 した。

細胞成分遊出の測定 放射性 基質取 り込 み実験 に用い

たものと同 じ方法で調製 したC.albicans細 胞浮遊液に

1/100容 の薬剤を加えた後,30℃ で振 盪 し,経 時的に試

料を採取 した。細胞 からのK+,260nm-吸 収物質 および

タンパク質の遊出量は薬剤処理後の各 成分の細胞内 残存

量を測定することに より算出 した。採取試料 を直 ちに冷

却し,遠 心によ り細胞 を回収 し,こ れ を 氷冷脱 でオ ン水

で1回 洗浄 した後,元 の量 の脱イ オン水に再 浮遊 した。

これを二分 し,一方には等量の4 N-HClを 加えて100℃,

10分 間抽出を行ない,冷 却後 に遠心 して上清を分離 し,

Unicam SP 90型 原子吸光計に よ りK+含 量 を測 定 し

た。薬剤処理試料中のK+含 量 を同一時間に採取 した薬

剤無添加対照試料中のK+含 量か ら差し引いた値を遊出

量と算定 した。

採取 した他方の試料には等量 の10%HCIO4を 加え,

90℃ で10分 間加熱処理 した。冷却後,遠 心に よ り上清

と沈渣に分離 した。上清については260nm-吸 光度の測

定により,260nm-吸 収 物質の定量 を行 なった。沈渣は

エタノールーエチルエーテル(3:1,v/v)で1回 洗浄 し

た後,適 当量 のN-NaOHを 加えて100℃,30分 間 加

熱し,LOWRY et al.17)の方 法に よりタ ンパ ク質 を定量 し

た。いずれもK+の 場合 と同 じ方 法てそれ ぞれ の遊出量

を算出した。

ソルポース保持能の測定CIRILLO et al.18)が記述 し

ている方法に準処 して,あ らか じめ細胞 に取 り込 ませ た

ソールポースの細胞内含量を定量 した。放射性 基質取 り

込み実験で用 いた方法に従 って一 夜培養菌を 遠 心 集 菌

し,0.06M-NaClを 含む0.03M-ト リスーコハ ク酸緩

衝液(pH 7.5)で1回 洗浄 した後,同 緩衝 液を用いて約

1mg乾 燥菌量/mlの 濃度 の細胞浮遊液を調製 した。 こ

れをL型 試験管 に分注 し,薬 剤 とソルポース(最 終濃度

100mg/ml)を 添加 した後,30℃ で60分 間振 盪 した。

遠心によ り細胞 を集め,一 定量 の氷冷0.15 M-NaClで

3回遠心洗浄 した後,100℃,30分 間加熱 し,細 胞内に

保留されている ソルポースを抽 出 した。冷却後に遠心 し

て上清を分離 し,DISCHE&DEVI19)の 方法に よ りソル

ボースの定量を行 なった。

呼吸活性 の測定 一 夜 培 養 したC.albicans細 胞を

0.4mM-KH2PO4で3回 洗浄 した後,同 溶液 に浮遊 し,

内部呼吸を減少 させ るために30℃ で4時 間振盪 した。

遠心に より細胞 を集め,約1mg乾 燥菌量/mlの 濃度に

な る よ うに0.4mM-KH2PO4に 再 浮 遊,Clark型 酸

素 電 極(柳 本製 作所)を 用 い て30℃ で 酸 を消 費速 度 を

測 定 した。 外 部 基 質 と して10mMグ ル コ ー スを 使用 し

た 。

試 薬[3,4,5-8H]ロ イシ ン ・120Ci/m mol),[8H]

アデ ニ ン(25Ci/m mol),2,ォ 〓 ノー「1-8H」 グル 〓

ス(17.5 Ci/m mol),「u-14Cグ ル コ ー ス210mCi/

m mol)はRadiochcmicalCamre(英 国)の 製品 を用

い た。

II.　 成 績

C.albicansに 対 する抗 菌 作 用 の 様 式

後 述 の 生 化学 的 実験 は2～3×107細 胞(約1mg乾 燥

菌 量)/mlの 濃 度 のC.albicans細 胞 浮 遊 液 を用 いて 行

な わ れ て い るの で,こ の 条件 下 でisoconazoleが 細 胞 の

発 育 また は 生 存 に どの 程度 の影 響 を 示 すか を先 す 検討 す

る こ と に した。 発 育 を 良 好 に 支 持 す ろPYG培 地 に 細 胞

を浮 遊 し,種 をの 濃 度 の 薬 剤 を 添 加 して30℃,24時 間

培 養 を 行 な った後 に生 菌 数 を測 定 した 。Fig.1に 示 さ れ

る よ うに,isoconazole20μg/ml以 内 で 完 全 に 発 育(生

菌 数 増 加)が 阻 止 され,40μg/ml以 上 て は濃 度 に依 存

して 生菌 数 の減 少 が 認 め られ た。 しか しそ の 程度 は さほ

ど顕 著 で は な く,80μg/mlの 濃 度 て も0時 間 の5%以

上 の生 存 率 は維 持 され た 。

生体 高 分 子物 質 の 合成 に 及 ぼ す 影 響

[3H]ロ イ シ ンの ク ンパ ク質 へ の取 り込 み お よび[3H]

アデ ニ ンのRNAとDNAへ の 取 り込 み を指 標 と して,

これ らの 高 分子 物 質 の 合成 に 及 ぼ すisoconazoleの 影 響

Fig. 1 Viable counts of C. albicans cultures expo-

sed to varying concentrations of isoconazole

for 24 hours
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Fig. 2 Effect of isoconazole on syntheses of protein, RNA and DNA as measured by incorporation
of [3H] leucine (for protein) and [3H]J adenine (for RNA and DNA) in C. albicans cells

Fig. 3 Effect of isoconazole on syntheses of alkali- insoluble glucan and mannan as measured by
incorporation of [14C] glucose in C. albicans cells

を 検 討 した。Fig.2に 図示 され る よ うに,い ずれ の合 成

もあ る濃 度 以 上 の 薬剤 では 添 加 直後 か ら明 瞭 な 阻害 効 果

が 認 め られ,タ ンパ ク質 合 成 は20μg/mlの 薬剤 濃 度 で

約50%,40μg/mlで85%,80μg/mlで は ほ ぼ100%

の 阻 害率 であ った。RNA合 成 お よびDNA合 成 に対 す

るisoconazoleの 阻害 率 は さ らに高 く,10μg/mlお よ

び20μg/mlで それ ぞ れ50%以 上,80%以 上 の値 に達

した。

細 胞 壁 多 糖 の 合成 に及 ぼ す影 響

C.albicunsそ の他 の酵 母 の細 胞 壁 の 特 徴 的 かつ 主 要

構成 成 分 で あ る グル カ ン(特 に アル カ リ不 溶 性 グ ル カ

ン)と マ ンナ ンの合 成 に及 ぼ すisoconazoleの 影 響 をそ

れそれ の多塘画分に対す る[14C]グ ル コースの放射能の

取 り込みを指標 として検討 した。Fig.3に 示 される実験

結果か ら明 らかな ように,両 多糖画分への取 り込みは,

前述 のRNAま たはDNAへ の[3H]ア デ ニンの取 り込

み と同程度かそれ以上強 く阻害 され,20μg/mlの 薬剤

濃度 で90%,≧40μg/mlの 濃度 ではほぼ100%阻 害 さ

れた。

2-デ オキシグル コースのinfluxに 及ぼす影響

以上 の成績か ら,isoconazoleはC.albicans細 胞 の

主要高分子物質のすべての合成 を非選択的 に阻害する傾

向が認め られ る。 これはisoconazoleが それぞれの合成

機構 自体 に対 して直接的に作用す る とい うよ りも,こ れ
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Fig. 4 Effect of isoconazole on influx of [3H] 2-
deoxyglucose into C. albicans cells

Fig. 5 Effect of isoconazole on efflux of [3H] 2-
deoxyglucose from preloaded C. albicans cells

らの異なる合成系が特異的に利用する様 々な基質の細胞

外から内部への輸送過程を阻害する可能 性が 想 定 さ れ

る。この可能性を確 かめるために,酵 母細胞 にお いてエ

ネルギー依存性で比較的大量 に細胞 内に輸送 され,し か

も細胞内で代謝を受 けない基 質 として[3H]標 識の2-デ

オキシグル コースを選 び,外 液 に加 えた この放射性基質

のinfluxに 対す るisoconzoleの 影響を検討 した。Fig.

4に 示され るよ うに,isoconazoleを0時 間に添加 した場

合,20,40お よび80μg/mlの 濃度 でこの基質のinflux

をそれぞれ50,70,>95%阻 害 した。

2-デ オキ シグル コースのeffluxに 及 ぼす影響

Isoconazoleは2-デ ナキ シグル コースのinfluxの み

ならず,effluxに 対 して も強い促進作用を有す ることが

Fig.5か ら示 され る。あ らか じめ細胞内に取 り込 まれた

Fig. 6 Effect of isoconazole on intracellulnr reten-

tion of sorboae in C. albicans cells

この放射性基質は,無 処理正常細胞ではほぼ安定 した レ

ベルで保持 され てい るが,isoconazoleを 添 加す ると急

速 に細胞 外へ放出 され る。 その程度は薬剤濃 度 に 依 存

し,10～20μg/mlで は初め細胞内に保持 されていた薮1

の約40%が,40μg/mlで は80%以 上か放出 され る。

ソルボースの細胞内保留に対す る影響

L-ソ ルボースは 促進拡 散に よって酵 母細胞膜 を 通 過

して細胞内へ輸送 され る単糖類である2。)。酵母細胞を ソ

ルボー ス溶液中に浮遊す ると,ソ ルボースは速やかに細

胞内へ取 り込 まれ,遂 には細胞 内濃度は外液の濃度 と平

衡に達す る。 この細胞を氷冷 生理 食塩水で く り返 し洗浄

して も,細 胞内の ソルボースはほ とん ど遊出す ることは

ない。 しか し,nystatinやfilipinの ような細胞膜 の透

過性障壁機能を障害する薬剤 を加えてや ると,こ の保留

能が失われ,生 理 食塩 水によって洗浄を行な う出 に細胞

内の ソル ボースは次第に失われてゆ くことが知 られてい

る18)。そ こでisoconazoleの 細胞膜 に対す る障害作用を

調べる 目的 で,C.albicans細 胞 の ソルボー ス保留能に

いかなる影響 を及ぼすかを検討 した。Fig.6に 示 される

ように,isoconazoleは 細胞 内 ソルボースの遊出を強 く

促進 し,遊 出 率は薬剤 濃 度20μg/mlで 約50%,80

μg/mlで 約80%に 達 した。

C.albicans細 胞内成分 の遊 出促進

C.albicans細 胞浮遊液 に40μg/mlのisoconazole

を添加す ると,そ の直後か ら細胞内のK+,260nm-吸 収

物質お よび タンパ ク質 の遊出が認め られた(Fig.7)。 こ

れ らの細胞成 分のなかで遊出速 度な らびに遊 出率が最大

値を示 すのはK+で あ り,次 が260nm-吸 収物質で,タ

ンパ ク質 の遊 出は最 も軽度であった。 いずれ の遊出 も添

加され る薬剤 の濃度に強 く依存 し,60分 間処理観 のK+,
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Fig. 7 Time- course of release of K+(•œ), 260nm-

absorbing materials (•›) and proteins (•£)

from C. albicans cells after exposure to 40

μg/ml of isoconazole

Fig. 8 Effect of isoconazole on release of K+(•œ),

260nm- absorbing materials (•›) and proteins

(•£) from C. albicans cells after exposure for

60 minutes

260nm-吸 収 物 質 お よび タ ンパ ク質 の 遊 出 率 を 比較 す る

と,20μg/mlで は そ れ ぞれ 約50,30,10%,40μg/ml

では そ れ ぞれ 約90,60,20%で あ った(Fig.8)。

細 胞 内 高分 子 物 質 の 分 解 に及 ぼす 影 響

上 述 の 実験 成 績 にみ られ る よ うなisoconazoleに よる

細 胞 成 分 の顕 著 な遊 出 に 細胞 内高 分 子物 質 の分 解 が 関 与

して い る か否 か を 検 討 す るた め に,あ らか じめ[3H]ロ

イ シ ンまた は[3H]ア デ ニ ンでC.albicans細 胞 を 標 識

して お き,こ れ に 種 々の濃 度 のisoconazoleを 加 え て

Fig. 9 Effect of isoconazole on degradation of cel-

lular macromolecules, viz. RNA (•œ), DNA

(•›) and proteins (•£), in C. albicans cells

after exposure for 60 minutes.

90分 間処理 した後,細 胞を分画 してタ ンパ ク質,RNA

お よびDNAの 各画分か ら回収 され る放射能 の値を処理

前の細胞 の対応す る値 と比較 した。Fig.9に 示され る成

績 から明らかな ように,薬 剤処理後 の放射能 の 低 下 は

RNA画 分([3H]ア デ ニン標識)で 最 も著 しく,DNA

画分([3H]ア デニン標識)が これに 次 ぎ,タ ンパク質

画分([3H]ロ イシン標識 が 最 も軽度であった。タ ン

パ ク質 の分解率は この実験 て使用 した最高薬 剤 濃 度80

μg/mlで も10%を 超 さなか ったのに対 し,RNAの 分

解率は薬剤20お よび40μg/mlで それぞれ40%,70%

に達 した。

呼吸に対する影響

内部呼吸能を部分的に低下 させ たCalbicans細 胞の

内部呼吸お よび グルコースを基質 とす る外部呼吸のそれ

ぞれに対す るisoconazoleの 影響 を検討 した。代表的な

実験成績 をTable 1に まとめる。 ここに示 さ れ る よ う

に,内 部呼吸お よび グルコー スの呼吸の両者 とも80μg/

mlま でのいかな る薬剤濃度で も僅か な影 響を受けるに

過 ぎなかった。特 に 内 部 呼 吸 は感受性が低 く,80μg/

mlの 薬剤濃度 での阻害は10%程 度に とどまった。 一

方,グ ル コースを基質 とする外部 呼吸は これ よ りも高い

感受性 を示 したが,そ れで も阻害度は50%を 超すこと

はなか った。

エネルギー代謝を ことにするCalbican5細 胞の発育

に及ぼす影響

C.albicansは 他 の多 くの酵母 と 同 様,通 性嫌気性菌

であ り,し たが って グル コースなどの発酵性基質をエネ
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Table 1 Effect of isoconasole on respiration of

C. albicans cells

* Qo2 (ƒÊ l O2
, hr/ mg protein)

** Percent of control

ルギー源 とす る場 合には呼吸に よる好気的エ ネルキー代

謝と発酵による嫌気的 エネルギー代謝のいずれ を も営 む

ことができるが,一 方,グ リセ リンな どの非発酵性基質

の場合には完全に呼吸に よってのみ エネルギ ーが産生 さ

れる。これに対 して,非 発酵性 基質を利 用で きない変異

菌,す なわち呼吸欠損菌では,発 酵性基質 の嫌 気的 代謝

によってのみ エネルギーを獲 得す る。 したが って,も し

isoconazoleがC.albicans細 胞 の呼吸に対 して阻害的

効果を示 し,し か もそれがこの薬剤 の抗菌活性の基盤 と

なる主要な作用機序であるならば,好 気的 エネルギー代

謝への依存度 に応 して細胞 の薬剤感受性が 異なるはず で

ある。

そこでエネルギ ー代謝を ことにす る3種 の培 養,す な

わち(i)C.albicans(野 生型株)に 唯一 の炭 素源 とし

てグルコースを加えた培地に発育 させ る培 養,(ii)同 じ

株 の グリセ リン培地培養,(iii)C.albicansの呼 吸 欠損

変 異株 の グル コース培地培 養,の 間 でisoconazoleの 発

育阻止作 用の強 さを比較 し/。Fig 10Aに示 され る よ

うに,特 異的呼吸阻害剤とし て知 られ るantimyein A

に対す る感受性は(ii)>(i)>(iii)の 順で低 くな り,好

気的 エネルギー代謝活性が高い培養 ほ どantimycin A

感受性 も高 いと い ら期待通 りの結 果が得 られた。 一方,

isoconazolcに 対 よる感受性につ いては 三者間 で有意な

差異 ほ認め られ なか った(Fig.10B)。

III.　 考 察

一般 にイ ミダゾール系抗 真菌剤の抗菌活性 は 接 種苗

量 または試験 菌濃度に よって苫 しく大 きな影 響 を 受 け

る11)。これ はおそ ら くイ ミダ ゾール剤の レセプターと想

定 されている リン脂質分子が細胞膜 その他の 膜系に豊富

に存在す るため に,薬 剤 と細胞 とが接触す る際に細胞数

に対応 して培地か ら大量 の薬剤が細胞 内へ移行す ること

に起 因すると考えられ る。事 実,isoconazoleに 閃 して

も諸種の真菌に対す る最小発育阻止濃度 または最小殺 菌

濃度 が接種菌濃度 の増加に伴って 著しく上 昇す ることが

報告 されている2)。今回行な ったC.albicansの 種 々の

代謝機能に及ぼすisoconazoleの 影 響を検討す る実験 で

は,2～3×107細 胞/mlと い う比較的高い濃度の菌液が

使用 されている。 したが って細胞代謝機能 に対す る薬剤

の阻害的効果 と抗菌活性 とを対応 させ るため に,本 研究

においては生化学的実験に先立 って,こ れ らの実験系て

使用す る細胞浮遊液 と同 じ濃度になる ように菌接種を行

な った培養についてisoconazoleの 抗菌 活性 を 測 定 し

た。その結果,本 剤 は約20μg/mlで 菌 の増殖を完全に

Fig. 10 Effect of antimycin A (A) and isoconazole (B) on growth of wild- type and mutant strains

of C. albicans in media containing glucose or glycerol as sole carbon source.

Cultures were:•œ, C. albicans MTU 12021 (wild- type) grown on glucose;•›, C. albicans MTU

12021 grown on glycerol; and •£, C. albicans MTU 12013 RD 4 (respiratory- deficient mutant)

grown on glucose.
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阻止 した｡ま た,40μg/mlま たはそれ以上の濃度では

殺菌的効果を示 したが,そ の効果はさほ ど顕著なもので

はなかった｡

このよ うな抗菌活性が示 される条件下で,調 べたすべ

ての細胞内高分子物質,す なわち タンパ ク質,RNA,

DNAお よび細胞壁主要 多糖 であるグル カン,マ ンナ ン

の 各合成は静菌的濃度 またはそれ 以 上 の 兆 剤 濃 度 の

isoconazoleを 添加 した直後か ら著 しい阻害 を受け,し

か もそれぞれの阻害度は タンパ ク質 合成が幾分低い こと

を除けば,い ずれ もほぼ同程度 であ る,,これ らの阻害度

と抗 菌効果 との対応関係からみ て,す べての高分子物質

の合成阻害がisoconazoleの 抗菌作用 に寄与 しているこ

とは疑いない。 しか し異なる高 分子物質合成 系 の 間 で

isoconazole感 受性 に明 白な選択性 がみ られ な い こ と

は,い ずれ の場 合も本剤が合成系 自体 に対 して直接的に

作用するのではな く,合 成過程の予備段階 として共通に

要求 される生化学的過 程と して,各 合成系に必 要な基質

の細胞内輸送機構に対 して一次的に作用す る可能性が よ

り強 く示唆され る｡こ の想定は,培 地中に加えた非代謝

性糖2-デ オキシグル コースの細胞内 輸 送(能 動輸送)

がisoconazoleの 存在下で高度に阻害 され るとい う実験

成績から支持 され る。おそ らくC.albicansが 利用可能

な天然基質の細胞 内移入 も同様に阻害 される結果,二 次

的に高分子物質の合成阻害がひき起 こされると推察 され

る。

正常 なC.albicans細 胞においては,細 胞 内へ取 り込

まれた2ｰデ オキシグルコースは,何 ら 代謝 され るこ と

な く,安 定に保持 され ることはすでに報告 した ところで

あ る1%こ の ような細胞に静菌的 または 殺 菌 的 濃 度 の

isoconazoleを 添 加す ると,細 胞内の2-デ オキ ングル コ

ースは速やかに培地中に遊 出される
。促進拡散の機構に

よって酵母細胞内へ取 り込 まれ る非代謝性糖 ソルポース

の保持能がisoconazoleに よって失われ るの も同様 の薬

剤効果に由来す ると解釈され る。 さ ら に,isoconazole

はこれ らの人工的に取 り込 ませた指標化合物 の み な ら

ず,K+,260nm-吸 収物質(核 酸,ヌ クレオチ ド,ヌ ク

レオ シドなど),タ ンパ ク質な どの 本来のC.albicans

細胞内主要成分の遊出をも明 らかに促進す る｡

以上のすべ ての成績か ら,isoconazoleは 感受性真菌

細胞において外部基質 の細胞内輸送 および細胞内成分 の

保持 とい う細胞膜の2つ の主要な機能の双方 とも顕著に

障害す ることが示 され る。いずれ の障害 も静菌的濃度の

薬剤 で明瞭に観察され,殺 菌的薬剤濃度では特 に高度で

あることか ら,細 胞膜機能に対す る障害が本剤 の抗真菌

作用 の一次的 メカニズムとして働いている可能性が強 く

示唆 される。

真菌細胞や動物細胞に対す る細胞膜障害作用 の程度 と

その紹果 として遊 出され る細胞内成分の種 類や量 との間

に一定の相関関係が成立する ことは,す でにポ リエ ン系

抗生物 質についての詳細な研究か ら指摘 され てい るとこ

ろである｡そ れに よると,膜 障害が軽度 の場合にはK+

をは じめ とす る低分子物質や イオ ンのみが遊出 され,し

か もこの透過性の変化は可逆的であ るゆ しか し,膜 障害

の程度が重 くなるにつれ て,よ り大 きな分子量 の細胞成

分 の遊出が起 こ り,さ らに膜障害が不可逆的 な レベルま

で進む と,タ ンパ ク質 などの高分 子物 質が顕著にな り,細

胞の死滅にいたるとい う経過をた どることが報告 されて

い る20～23)。C.albicans細 胞にisoconazoleを 作用 させ

た場 合に も同様にK+>260nm-吸 収 物 質>タ ンパ ク質

の順で強 い細胞外遊幽が認 められ,こ とに前二者の遊出

率は殺菌的薬剤濃度(≧40μg/ml)下 で もとの細胞内含

量 のそれぞれ80,60%に 達す ると ころか ら,こ の遊出

促進効果は本剤の抗菌作用,特 に殺菌作用 を充分説明し

うるもの と考え られ る。一方,殺 菌的薬剤濃度で処理さ

れ た細胞では,RNA,DNAを 主体 として高分子物質の

分解が促進 される。 これはK+の 遊出に伴って細胞内部

環境が酸性側に傾 き,RNAse,DNAseな どの高分子物

質水解酵素が活性 化され,そ の結果 自己分解反応が進行

す るためであろ う。前述の高分子 物 質 台 成 に 対 す る

isoconazoleの 阻害的効果は,単 に外部 基質の細胞内移

入 の阻害に よるばか りでな く,移 入 され た基質が合成反

応に利用 され る前に再び細胞外へ遊 出 きれ ることに加え

て,高 分子物質 自体の分解が促進 され ることに よって,

見掛け上さらに高め られる と考 えられ る。 また,薬 剤に

よる細胞内成 分の遊出や分解 がた とえ殺菌的効果を発現

す るまでにいたらない として も,高 分子物質合成阻害は

その程度に応 じて細胞の発育阻害 をもた らす結果になる

ことは当然てあ る。

Isoconazoleの 呼吸阻害作用は,膜 障害作用やその結

果 として二次的に誘起 される と考 えられ る高分子合成阻

害作用 に比べて,著 しく軽度である。 しかもC.albicans

細胞の内部呼吸に対する阻害度 よりも,グ ル コースを基

質 とす る外部呼吸の阻害度が高 いとい う成績は,本 剤の

ミトコン ドリアに対する直接的障害作用 とい うよりも細

胞膜障害 による外部基質の細胞 内輸送 の阻害に基づ く二

次的効果 の発現を よ り強 く示唆す る。すでにSWAMY et

al.24)はC.albicans細 胞に対す るmiconazoleの 作 用

の研究か ら同様の推論を導いている。加えて,呼 吸によ

ってのみエ ネルギー産生を行 な うC.albicans野 生型菌

の グリセ リン培養に比べ て,発 酵 によってのみエネルギ

ーを獲得す るC.albicans呼 吸 欠損菌 のグル コース培養

が同等 または よ り高いisoconazole感 受 性 を 示 す成 績
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は,本 剤抗菌活性機序に好気的呼吸代謝が少な くとも一

次的には関与 しない ことを強 く示 唆する。

Isoconazoleを 含めて一般に イ ミダゾール剤は,真 菌

のエルゴステ ロール合成経路のなかで脱 メチル化反応の

段階 を阻止 し,真 菌細胞 の主要 ステロールであ るエル ゴ

ステ ロールの合成 を特異的 に阻害す ることが報告 されて

いる25,26)。この阻害効果が本剤 の抗真菌活性に どの よ う

にか かわっているか は不 明であるが,エ ルゴステロール

が真菌細胞膜 に不可欠 な構成成分 であ り,膜 流動性 の制

御に主要 な役割を演 じているこ とを考慮す るならぽ,エ

ル ゴステ ロール合成 阻害 が二次的 に細胞膜障害 をひ き起

こす可能性は否定で きない。 しか しなが ら,細 胞膜障害

が本剤添加直後 か ら現わ れ,し か も迅速 に進 行す る とい

う本報の実験成績をみ る限 り,isoconazoleの 膜障害作

用はエ ルゴステ ロール合成阻害作用を介す るとい うより

は細胞膜上の標的分子(お そ ら くリン脂質)に 対する直

接的な物理化学的作用に基づ くと考え るのが妥当であろ

う。

以上 のすべ ての点 を総合 して,isoconazoleの 抗真菌

作用 は次 の ような一連 の生化学的過程に基づいて発現 さ

れ るもの と推論 され る。す なわ ち,本 剤は真菌細胞膜に

直接作用 してその基質輸送 機能 ならび に細胞 内成分保持

機能 を障害 し,細 胞内高分 子物質 の分解が加わ ってすべ

ての高 分子物質の強い合成阻害をひき起 こされ る結果,

細胞 は発 育停 止 または死滅にいた る。

この ようなisoconazoleの 作用 メカ ニ ズ ム は,clo-

trimazole,miconazoleお よびeconazoleな どの他 のイ

ミダゾール剤 について想定 されている作用 メカニズムと

基本的に同一であ り7～11),特にわれわれがeconazoleに

ついて報告 した成績14,27)とは共通 する面 が多い。 これ ら

のすべてのイ ミダゾール剤の生物学的活性の間 には,た

とえ定量的な相違 はあ るとして も,定 性的な相違 はない

と考えて よかろ う。最近われわれはisoconazoleそ の他

のイ ミダゾール剤に よる膜障害作用の分子的基盤 を明ら

かにす る目的で人工膜モデル として種 々の脂質組成 をも

つ リボ ソームな らびに真菌細胞か ら単離 した生体膜標品

を材料 と して用い,膜 の物性が薬剤に よっていかなる影

響を受け るかを検討 した。その結果,予 備的な成績 なが

ら,isoconazoleはmiconazoleやeconazoleと 同様,

膜 リン脂質 の相転移温度を著 しく低下 させ るとともに,

転移エ ン トロピーも減少 させ ることが示 された28)。この

ことか らisoconazoleの 膜障害作用は膜の流動性が著 し

く高め られ ることに起因す ると推論 される。
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STUDIES ON THE MECHANISM OF ANTIFUNGAL ACTION

OF ISOCONAZOLE ON CANDIDA ALBICANS

HIDEYO YAMAGUCHI, TAMIO HIRATANI and Nouuo SuEGARA 

Department of Botany and Microbiology, Teikyo University School of Medicine

KAZUO IWATA

Department of Microbiology, Meiji College of Pharmacy

A new imidazole-containing antimycotic isoconazole showed following biological activities toward

C. albicans cells when it was applied at a fungistatic level (20 ƒÊg/ml or fungicidal levels (•†40ƒÊg/ml):

(1) inhibition of syntheses of proteins, RNA, DNA, mannans and alkali-insoluble glucans as meas-

ured by incorporation of appropriate radiolabeled substrates; (2) suppression of influx and stimulation 

of efflux of 2-deoxyglucose; (3) inhibition of intracellular retention of sorbose; (4) release of intra-

cellular K+,260 nm-absorbing materials and proteins; and (5) degradation of cellular macromolecules

such as RNA, DNA and proteins. On the other hand, the respiratory activity of C. albicans cells was

affected by the drug to much lesser extents, although the respiration with exogenous glucose was

more profoundly impaired than the endogenous respiration. The results of experiments which were

conducted to seek any relationship between the respiratory activity and isoconazole-sensitivity of C.

albicans cells revealed that they were apparently irrelevant.

On the basis of all these data, it is reasonably suggested that isoconazole may primarily interact

with fungal cell membranes, causing inhibition of transmembrane transport of exogenous substrates

and damage of permeability barrier, with resultant inhibition of syntheses of macromolecules and

degradation of macromolecules, as well as suppression of respiration with exogenous substrates. This

may be considered as the biochemical basis of the antifungal action of isoconazole.


