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Bifonazoleの 抗 真菌作用機序に関す る研究

平 谷 民 雄 ・山 口 英 世

帝京大学医学部医東菌研究センター

(昭和59年4月27日 受付)

新規イ ミダゾール系抗真菌剤bifonazoleの 抗菌作用機序を明 らかにす る 目的 で,本 剤に比較的

低感受性のC.albicansTIMM0144(完 全発青阻止濃度域,≧10μg/ml)お よ び 高 度 感受性のC.

psesedetropicalis TIMM 0301(完 全発育阻止濃度域,≧0.21μg/ml)を 用いて脂質代謝お よび細胞膜

機能に及ぼす影響 を中心 に検討を行 なった。BifonazeleはCandida細 胞主要構成成分の 合成系の

なかで脂質合成 に対 して選択的阻害効果を示 した。 さらにbifonazoleは0.1μg/ml以 下 の低濃度

でステ ロール合成経路 のC14脱 メチル化反応を遮断 し,エ ルtス テ ロール合成を阻害 した。 これ

らの薬剤効果は高度感受性株TIMM0301で よ り強 く発現 された。一方,bifonazoleは10μg/ml

以上の濃 度で両菌株 細胞か らK+や 無機 リン酸 の 放出を促進す る とともに 細胞外液中のpHを 上

昇させることか ら,本 剤 は比較的高濃度では細胞膜障害 をひき起 こす ことが確証 され た。 両菌株か

ら人為的に誘導 して得 られ たエル ゴステ ロール合成 能の低下 したBAYn7133耐 性変異株 と対応す

る親株 との間でbttenazeleに 対する感受性 を比較 した結果,TIMM0144で は変 異株 と 親株 とが

ほぼ同等の感受性を示 したのに対 してTIMM0301で は変異株 の感受性はTIMM0144の レペル

にまで著 しく低下 した。

以上の成績 から,bifonazoleは 二元的抗菌作用機序を有 し,低 感受性株 では 細胞膜障害作用のみ

が,ま た高度感受性株においてはエル ゴステロー ル合成阻害作用 と細胞膜障害作用が それぞれ低濃

度域および高濃度域での抗菌作用に主 として関与す ることが推論 された。

Bifonazole(BAYh45C2)は,西 独Bayer AGに お

いて抗真菌 剤 と して研 究 開 発 され た1-[(4-biphenylyl)-

phenylinethyl]-1H-imidazoleの 化学 式 を も つ 新 規 イ

ミダ ゾール誘導 体 で あ る(Fig.1)%従 来 知 ら れ てい る

イ ミダ ゾール系 抗 真菌 剤 と化 学 構 造 を比 較 す る と,bifo-

nazoleはbipheny1構 造 を もつ 点 でclotrimazoleと 関

連す る物質 で あ るが,分 子 中 に まっ た くCl元 素 を 含 ま

ない点で はclotrimazeleを 含 め て 他 の い か な る イ ミダ

ゾール剤 と も異 な る特 徴 を 有 して い る。Bifonazoleの

invitroな らび にin vivo抗 菌活 性 の評 価 に 関 す る こ

れまでの研 究か ら,本 剤 が 広範 囲 の病 原 真 菌 に 対 して 発

育阻止作用 を示 し,特 に 白 癬 の動 物 モ デ ル にお い て局 所

的適用に よ り優 れた 治 療 効果 を あげ る こ とが 報 告 され て

いる2～8)。

Fig. 1 Chemical structure of bifonazole.

Bifonazoleの 作 用機 序 につ い て は,最 近,幾 つ か の

電 子 顕 微 鏡 学 的手 法 を用 い た研 究 成 績 が 発表 さ れ て い

る。BARUG&DE GROOT9)はCandida albicansお よ

びTorulopsisglabrataの 超 微 形態 に及 ぼ すbifonazole

の影 響 を凍 結 割断 電 顕 法 を 用 い て検 討 し,本 剤 が 細 胞膜

微 細構 造 を 変 化 さ せ る こ とを 示 した 。 さ ら に,BARUG

et al.10)は,こ れ ら の酵 母 状 真菌 につ い て の走 査 電 顕 法

に よる観 察 か ら,bifonazoleが 細 胞 壁 と くに隔 壁 の形 成

を 阻害 し,細 胞形 態 の変 化 を ひ き起 こす こ とを報 告 して

い る。 また,OSUMI et al.10)は,極 め て低 濃 度 のbifo-

nazoleを 作用 さ せ たTrichophyton mentagrophytes

を走 査 電 顕 的 に検 討 し,こ の菌 の菌 糸 細 胞 壁形 成 の 異常

と崩 壊 が もた らされ る こ とを認 めた 。 これ らの形 態 学 的

研 究 の成 績 は,い ず れ もbifonazoleが 真菌 の細 胞 膜 に

作 用 し,細 胞 膜 自体 の構 造 の変 化 を もた らす とと もに 細

胞膜 に局 在 す る細 胞 壁 多 糖 合成 系 の機 能 を 阻害 す る可 能

性 を強 く示 唆 して い る。 しか し,こ の 推 論 を裏 付 け る直

接 的 な生 化 学 的 証拠 は まだ 得 られ てい な い。

一 方 ,clotrimazoleな ど 種 々 の イ ミダ ゾー ル剤 の 作

用 機 序 に関 す る これ まで の 多 くの生 化 学 的 研 究 の 成 綾

は,こ れ らの 薬剤 が共 通 して複 数 の作 用 標 的 を もち,リ

ン脂 質 との 直 接 的相 互 作 用12～14)ま た は脂 質 特 に エ ル ゴ
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ステ ロールの合成阻害作用10～17)に苦つ い て 細胞膜陣害

を ひき起 こす ことを示唆 してい る。 しか しなが ら,こ れ

らの二つの作用のいずれが抗菌活性に直接 的 にかかわ る

のかは,不 明の ままである。

本報においては,bifonazole抗 菌 作用 の一次的 メカ;

ズムを明 らかにす ることを 目的 とし,細 胞膜 に対す る直

接的作用な らびにエルゴステロール合成 に及ぼす効果を

中心 に生化学的検討を行 なった。Bifonazole感 受 性 の

相違 によ り一次的作用機序が異な る可能性を考慮 し,全

実験を通 して低感受性C.albicans株 と高度感受性C.

Pseudotrepiealis株を 併用 し,対 比 させた。

I. 實験材料と方法

1)使 用菌株

すべての実験 にC.albicans TIMM0144株 お よびC.

Pseudotropicalis TIMM0301株 を使用 した。そのほか一

部の実験には,こ れ ら両株か らそれぞれ人為的に誘導 さ

れた トリア ゾール系 抗真菌剤BAYn713318}耐 性変異

株TIMM0144(azr-1),(azr-4)の2株 お よびTIMM

0301(azr-1),(azr-3)の2株19)を 併用 した。

2) 薬剤溶液 の調製

バ イエル薬品株式会社 よ り分与 され たbifonazole精

製 原末標品を100%ジ メチル スルホキ シ ド(DMSO)に

溶解 して8mg/mlの 溶液 を調製 した。 これ を原液 とし

て 一20℃ で保存 し,必 要に応 じ加熱融解 し,完 全に薬

剤 が溶解 している ことを確認 した後,実 験に使用 した0

原液 の希釈溶媒にはDMSOを 用い,い ずれ の実験系に

おいても溶媒の最終濃度が2%(v/v)に なる ように調整

した。

3) 培養生菌数を指標 とす る抗菌活性の測定

Sabouraud dextrose broth(11当 りポ リペプ トン

109,グ ル コース20g含 有,pH無 修正)(以 下SDB

と略)に1週 齢 以内の若い斜面培養か ら採取 した酵母細

胞 を接種 し,37℃,18時 間振盪培養を行 なった。この培

養 を新鮮なSDBで 希釈 し,血 球計算板を用いて108

細胞/mlに 調整 した後,段 階的濃度 の薬剤を含むL型 試

験管 に10mlず つ分注 し,37℃ で振 盪培 養 した。24時

間後,各 試験管 か ら採取 した 試料 を 適宜希釈 し,常 法

に従 ってSabouraud dextrose agar平 板上で生菌数

(CFU)測 定を行な った20)。

4) 培養濁 度を指標 とする抗菌活性の測定

生菌数測定の場合 と同様に して得 られたSDB前 培養

を新鮮培地で約2～3×105細 胞/mlの 濃度に希釈調整 し

た後,段 階的濃度のbifonazoleを 含むL型 試験 管に10

mlず つ分 注 し,37℃ で振 盪培養を行な った。24時 間後

に各試験管か ら試料を採取 し,分 光光度計を用いて530

nm波 長で濁度を測定 した。

5) 各種放射性化合物の取 り込み実論

前報20,21)に述べた細胞調製法,反 応系な らびに試料分

画法に準拠 して,Candida細 胞におけるタンパク質画

分への[8H]Pイ シン,RNAお よびDNA画 分への

[8H]ア デニ ン,マ ンナ ンおよび アル カ リ不溶 グルカン

画分への[14C]グ ル コースのそれぞれの取 り込み鋤,お

よび総脂質画分への[14C]酢 酸の取 り込み21)とそれに及

ぼす薬剤 の効果を測定 した。 いずれの実論系においても

薬剤添加 を0時 間に行な った。

6) ステ ロール合成 実験

PYE&MAIRRIOTT22),の 方法に従 い,酵 母細胞に[2-

14Cコ酢酸(ナ トリウム塩)を 取 り込 重せ
,ス テロールク

ラス別の放射能を 測定 した。SDB前 培案で 得られた酵

母細胞 を遺心 して集め,こ れを1mM酢 酸ナ トリウム

([2-14C]酢 酸ナ トリウム50μCi/mlを 含む)添 加Ro-

wley-Huber medium(Oxoid)に 浮遊 し,2～3×107細

胞/mlの 濃度に調製 した。 これ を50m1ず っフラスコに

分 注 し,段 階的濃 度の薬剤を添加 した後,37℃ で3時 間

振 盪 した。遠心集菌後,MARRIOT16)の 方法に準拠して不

鹸 化脂質画分を抽出 し,薄層 クロマ トグラフイーを行な

った。薄層板用 スキ ャナーで 放射性成分 の 所在を確認

し,エ ル ゴステ ロールおよび ラノステ ロールの標準品の

Rf値 に基づいて各ステ ロール クラスの 位置を 定めて切

り取 った後,そ れぞれ の放射能を測定 した。

7) 細胞外へ放出 されるK+お よび無機 リン酸(Pi)

の定量

SDB中37℃,18時 間振盪 培養を遠心 して酵母細胞

を集め,蒸 留脱 イオ ン水 で3回 洗浄 した後,2～3×107

細胞/mlの 濃度になる ように蒸留脱イオ ン水に浮遊させ

た。 この細胞浮遊液10mlを 段階濃度の薬剤を含むL型

試験 管に分注 した後,振 盪 しなが ら37℃ でインキュベ

ー トし,15分 後 まで経時的 に各試験管か ら試料を採取

した。 これを直 ちに 減圧下で ガラス線維〓 紙(GF/C,

Whatmann社 製)を 通 して〓 過 し,細 胞 と〓液 とに分離

した。得 られ た炉液すなわち細胞 外液について,K+含

量を炎光光度計(日 立775型)に よ り,ま たPi含 量を

中村23)の方法に よる比色定量法に よ りそ れ ぞ れ測定し

た。細胞外へ の放 出量は,0時 間(薬 剤処理前)の 細胞

を5%冷TCAで 抽出 して得 られ た細胞内含量に対する

比率で表 わ した。

8) 細胞浮遊液pH値 の連続測定

上 記 と同様 に調製 された酵母細胞浮遊液の一定量を測

定用容器に取 り,37℃ に保温維持 し,撹 拌 しなが ら薬剤

溶液を添加 し,イ ンキ ュペ ーシ ョンを 続けた。 この間

10分 以上 にわ たって連続的にpH値 を追跡記録した。

9) 試 薬
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[3,4,5-3H]ロ イシン(120Ci/mmol),[8-SH]ア デ

ニン(25Ci/nirnal),[U-14C]グ ル コース(240mCi/

mmol),[2-14C】 酢酸(60mCi/mmd)お よび[U-IGC]

酢酸ナ トリウム(60mCi/mmol),以 上使用 したすべての

放射性化合物はRadiochemica1Centre(英 国)か ら購入

した。一般試薬は,東 京化成工 業(株)社 または和光純

薬(株)社 の製品を用いた。

II. 実 験 成 績

1)C.albicans TIMM 0144isよ びC.pseudotropica-

lisTIMMO301に 対 する抗菌力 ならび に作用様式

実験に用いたCandida 2菌 株 のそれぞれ に 対 す る

bifonazoleの抗菌活性 と生化学的作用 の強 さに関 して対

応関係を知るために,SDB中 での発育 に 及ぼす 影響に

ついて生菌教を指標 として検討する こ とを まず行 なっ

た。

Fig.2に 種々の濃度のbifonazoleを 添加 して24時 間

培養した後の生菌数を図示 した。 この図か ら明らかな よ

うに,C.albicans TIMM0144株 においては,1μg/ml

程度の薬剤濃度で部分的発育阻止が,10μg/ml以 上では

ほぼ完全な阻止がそれぞれ認め られ たが,殺 菌的効果は

全くみられなかった。 これに対 して,C.pseudotropica-

lis TIMM0301株 は,は るか に高い感受性を示 し,0.2

μg/ml以下の薬剤濃度で発育が完全 に阻止 され るのみな

らず,軽 度ながら殺菌的影響 も受け る こ と が認め られ

た。また,1μg/ml以 上の濃 度では接種菌数の5%程 度

までに生菌数は 低下 した。 以上 の 成績 か ら,TIMM

0144株 に比べてTIMM0301株 はbifonazole抗 菌作用

に対し1,000倍 以上高い感受性 をもつ ことが示 された。

2)主 要細胞構成物質の合成 に及ぼす影響

BifonazoleがCandida細 胞 を構成す る主要成分であ

るタンパク質,RNA,DNA,細 胞壁多糖(特 にアル カ

リ不溶 ・酸不溶多糖 と マ ンナ ン),脂 質の いずれかの合

成系に対 して直接的な阻害作用 をもつか否かを検討する

ために,本 剤を種々の濃度で加えた場合の反応液中の放

射性基質の特 定細胞成分への取 り込みの初期速度を測定

した。

Fig.314に それぞれTIMM0144株 お よびTIMM

0301株 について 得 られた 各成分 ごとの放射能取 り込み

の 経時的 パターンと薬剤濃度 の 影響を 示す。TIMM

0144株 に お い て は,3種 の情報 高分子物質の うち,

RNAの 合成 が最 も顕著に阻害 され,完 全発育阻止を示

す20～40μg/mlの 薬剤濃度下 で50%以 上の阻害度が

得 られ た(Fig.3)。 こ れ と比較 して タンパ ク質 または

DNAの 合成は軽度の影響 しか受けず,40μg/mlの 薬剤

濃度による阻害度は40%以 下 に過 ぎなか った。酵母細

胞壁 の主要構成 多糖 として知 られ るアル カ リ不溶 ・酸不

溶多糖(主 として β-グル カンと少量のキチ ンか らな る)

お よび マ ンナ ンのいずれについてもbifonazoleに よ る

合成阻害効果が認め られ た が,阻 害の程度 は と も に

RNA合 成 におけ るよ りも低か った。その反面,[14C]酢

酸 の総脂質画分への取 り込みを指標 とす る脂質合成は,

bifonazoleに よ り際立 って強い阻害を受け,反 応開始か

ら40分 後では薬剤2.5μg/mlに よ り50%以 上,20

μg/mlに よ り80%以 上 の阻害度に達 した。

これ と同様に,TIMM0301株 においても脂質以外の

細胞成分のなかではRNAの 合成が最 も強 く阻害 される

傾 向が認め られ たが,全 般的 に発育阻止効果 に比べて合

成阻害効果は低 く,5μg/mlす なわち完全発育阻止を示

す薬剤濃度0.2μg/mlの25倍 高 い濃度で ようや く50%

を越す程度のRNA合 成阻害 が認め られ るに過 ぎなかっ

た(Fig.4)。 これ とは対照的に,反 応開始40分 後の成

績 でみ る限 り,脂 質合成は0.31μg/mlの 薬剤で65%

以上の阻害度を示 し,選 択的 に強い阻害 を受け ることが

知 られた。 しかも反応開始後20分 か ら40分 の間 では

薬剤無添加対照反応系における取 り込みがほぼ直線的に

進行 しているのに対 し,薬 剤を添加 した反応系ではほぼ

Fig. 2 Viable counts of cultures of C. albicans TIMM 0144 (•œ) and C. pseudotropicalis

TIMM 0301 (0) after 24 hours exposure to various concentrations of bifonazole.
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Fig. 3 Effect of bifonasole on synthesis of several major cellular constituents in C. albicans

TIMM 0144 cells as measured by incorporation of specific radioactive compounds.

Incorporation of : A, [3H] leucine into protein ; B, [8H] adenine into RNA ; C, [3H]

adenine into DNA ; D, [14C] glucose into alkali-insoluble, acid-insoluble polysaccharides;

E, [14C] glucose into mannan ; and F, [2-14C] acetate into lipids.

Bifonasole was added to a final concentration of (ƒÊg/ml) :a,0; b,1.25 ; c, 2.5 ; d, 5 ; e,

10; f, 20 ; and g,40.

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

完全に停止す ることか ら,こ の阻害 が時間 とともに増 強

され ることが示唆され る。

以上の結果は,両 菌株に共通 してbifonazoleは 脂質合

成を選択的に阻害 する反面,他 の主 要な細胞構成成分 の

合成に対 しては軽 微な阻害効果 しか示さないこと,ま た

後者に関 しては とくにTIMM0301株 で 薬剤感受性 と

の間に大 きな隔た りがあることを示 している。

3) エル ゴステ ロール合成に及ぼす影 響

Candida細 胞における ステ ロール合成 にbifonazole

が どの ように作用す るかを検討するために,種 々の薬剤

濃度下で細胞に[2-14C]酢 酸を取 り込ませた後,ス テ ロ

ール合成経路の最終 生産物であ るデス メチル ステロール

画分(酵 母では大部分 がエル ゴステ ロールからなる)お

よびその代謝的前駆物質 であるジメチル ステ ロールとト

リメチル ステ ロールの各画分を薄層 クロマ トグラフィー

によ り分離 し,そ れ ぞ れ の 放射能 を測定 した。Fig.5

は,各 画分の放射能を百分率 で表わ したものとそれに対

するbifonazole濃 度の影響を示 したものである。図から

明 らかな ように,bifonazoleはTIMM0144株 および

TIMM0301株 のいずれにおいても低濃度でデスメチル

ステ ロールす なわちエル ゴステ ロールの合成を顕著に阻

害 した。一方,他 の2つ の前駆体画分の放射能比は減少
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Fig. 4 Effect of bifonasole on synthesis  of several major cellular  constituents in C. pseudo-
tropicalis TIMM 0301 cells as  measured  by incorporation  of specific radioactive corn-
pounds.

Incorporation of : A, [3H] leucine  into protein ; B, [8H] adenine  into RNA ; C, [8H]
adenine into DNA ; D, [14C] glucose into alkali-insoluble,  acid-insoluble polysacchari-
des ; E, [14C]glucose  into mannan ; and  F,[2-36C]acttate  into lipids.

Bifonasole was added to a final  concentration  of (ug/ml) : a, 0 ; b, 0. 08 ; c, 0. 81 ; d,
1. 25 ; e, 5; and f, 20.

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

しないかまたはかえ って増加 しているところか ら,こ の

阻害効果はC14脱 メチル化反応の遮断に起因する こと

が示唆される。

TIMM0144株 におけ るエル ゴステ ロール 合成 は,5

μg/ml以上の薬剤濃度 でほぼ完全 に阻害 され,0.08μg/

mlと いう低濃度 でもなお50%程 度の阻害が認め られ

た(Fig.5A)。TIMM0301株 に対す る阻害効果は さら

に高く,125μg/ml以 上 の薬剤濃度 でほぼ100%,0 .02

μg/mlでも約65%の 阻害度 を示 した(Fig.5B)。

したがって,こ の 阻害効果を 抗菌活性 と 比較 した 場

合,TIMM0301株 においては両者 間にほぼ対応関係 が

み られたが,TIMM0144株 では発育阻止をほ とんど示

さない濃度で もエル ゴステ ロール合成を強 く阻害す るこ

とが知 られた。

4) 細胞 内K+お よび無機 リン酸(Pi)の 放 出促進効

果

Candida両 試験菌株に対するbifonazoleの 細胞膜障

害作用について,薬 剤添加後直ちに細胞 外へ放出 される
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Fig.5 Effect of bifonosale on incorporation of [2-14C] acetate into three sterol classes in

cells of C. albicans TIMM 0144(A)8nd C. pseudotropiealos TIMM 0301(B).

○,C4,4',14-trimethyl sterol; ●, C4,14-dimethyl sterols; △, C 4,14-desmethyl

sterols.

Fig. 6 Effect of bifonazole on K+ release from cells of C. albicans TIMM 0144 (A) and
C. pseudotropicalis TIMM 0301 (B).

K+お よびPiの 量 を指標に検討を行 なった。

Fig.6Aに 示 される ように,K+放 出はTIMM0144

株 においては10μg/ml以 上の濃度のbifonazole添 加に

より有意に促進され,20μg/mlの 濃度では添加後10分

以内に細胞内K+の ほぼ全量が外部へ放 出された。K+

放 出の程度,速 度 とも薬剤濃度に依存 し,40μg/mlで は

添加後2.5分 以 内にK+全 量が放出 された。これに比べ

てTIMM0301株 におけ るbifonazoleのK+放 出促進

効果は,放 出の程度,速 度のいずれの点でも弱い傾向が

認 め られた(Fig.6B)。10μg/ml以 上 の薬剤添加でK+

放 出が認め られ たものの,10分 後 の時点 に お け る20

μg/mlのbifonazoleに よる放 出量は60%程 度 であ り,

40μg/mlの 高濃度で ようや く100%に 達 した。

細胞内Piに 対 して もbifonazoleは 両菌株において

K+の 場合 と同程度かむ しろそれ より強い放出促進効果

を示 した(Fig.7A,7B)。

TIMM0144,TIMM0301の いずれにおいても5μg/

ml以 上の濃度の添加に より10分 以内に有意なPi放 出

が認め られた。 しか し,K+放 出の場合 と同様,前 者の

株における放 出促進効果が後者のそ れ よ りも顕著であ

り,20お よび40μg/mlの 添加ではそれぞれ2.5分,5

分以 内に細胞内Piの ほぼ全量が放出された。これに対

して,TIMM0301株 では40μg/mlの 添加で10分 後に

ようや く放 出量が100%に 達 した。

以上の成績か ら,本 剤は両菌株に対 して同程度の薬剤

濃度(10μg/ml以 上)で 有意 な細胞内Kや およびPi放
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Fig. 7 Effect of bifonazole on release of inorganic phosphate (Pi) from cells of C. albicans
TIMM 0144 (A) and C. pseudotropicalis TIMM 0301 (B).

Fig. 8 Bifonazole-induced pH changes in a C. albi-

cans TIMM 0144 cell suspension.

The drug was added at the point indicated

by an arrow.

出促進効果を示す こと,そ の効果 はbifonazole感 受性の

低いTIMM0144株 に よ り強 く 発現 される ことが明ら

かになった。

5)細 胞外液のpH上 昇効果

Fig.6,7に 示 され る実験成 績か ら明 らかな ように,

bifonazoleは細胞内か らK+な ど の 陽イオ ン お よ び

PO43-な どの陰イオンの放出を促 進する結 果,そ れに付

随して細胞外液のpH値 が変動す るこ とが予測 され る。

したがって,こ の現象 もまた細胞膜障害 とその程度を示

す指標 として用 い うると考えられ るところか ら,Candi-

da細 胞浮遊液に種 々の濃度のbifonazoleを 添加 し,pH

値を連続的に測定,記 録 した。

Fig.8に 示す ように,TIMM0144株 の細胞浮遊液に

薬剤 を添加 した場合 には,そ の直後か ら急激 な,し か し

徐 々に減速す るpHの 上昇が認め られた。pH上 昇の レ

ベルは薬剤濃度に依存 し,2.5ま たは5μg/mlで は軽度

の上昇 しかみ られなか ったが,10μg/ml以 上の濃度では

それが極めて顕著 とな り,特 に20μg/ml以 上では5分

以内に ΔpH0.8以 上の レベルで平衡に達 した。

一方
,TIMM0301株 において も,Fig.9に 示 され る

よ うに,2.5μg/ml以 上の薬剤濃 度で有意なpH上 昇が

認 められ,上 昇の レベルは薬剤濃度 と と も に高 くなっ

た。 しか し,TIMM0144株 に比べて上昇速度が著 しく

遅 いことが特徴的 であ り,上 昇 レベル もやや低い傾向に

あった。

Bifonazole添 加 による細胞外液pHの 上昇は,陰 イナ

ンに比べて圧倒的大量の陽 イナ ンが放 出された結果 と考

え られ,事 実各両菌株,各 薬剤濃度 ごとのpH上 昇曲線

に よく対応す ることが示 され る。

6)BAY n7133耐 性変異株のbifonazole感 受性

広範囲の抗真菌 スペ ク トルを もつ トリア ゾール系誘導

体BAY n7133は,Candida菌 種の大部分の菌株に対

して強い抗菌 力を有す る18,24,。C.albicans TIMM0144

株お よびC.pseudotropicalis TIMM0301株 をニ トロソ

グアニジン処理 することに よ り,前 者か らは50%発 育

阻止濃度(IC50)が20倍 以上,後 者か らは200倍 以

上,そ れ ぞれ上昇 したBAY n7133耐 性変異株 を数株ず

つ分離す ることに成功 した。 これ らの変 異株は,い ずれ

も共通 して細胞エル ゴステ ロール含量が低 く,エ ル ゴス
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テロール お よび 不飽和脂肪殿に 対 し部分的要求性を示

し,し か もamphotericinBな どのポ リエン抗生物質 に

耐性であ った19)。したが ってエル ゴステ ロール合成系 に

欠陥のある変異株 と考え られたので,こ れ らの変異株 と

対応す る親株の間 でbifonazoleに 対す る 感受性を 比較

す ることに よ り,本 剤の抗菌効果 とエル ゴステ ロール合

成阻害効果 との相関性について検討す ることを試 みた。

Fig,10に その実験成績 を示す。TIMM0144株 にお い

ては,親 株 と変異株2株 との間 にbifonazole抗 菌活性 に

対す る大 きな感受性の差は認め られず,い ずれ の菌株 も

5μg/mlで ほぼ50%発 青阻止,20μg/mlで 完全発育阻

止を来 した。 これ に 対 して,TIMM0301株 の親株は

0.08μg/mlのbifonazoleに より完全に阻止されたが,

Fig. 9 Bifonazole-induced pH change in a C. pseu-

dotropicalis TIMM 0301 cell suspension.

The drug was added at the point indicated

by an arrow.

変異株では2株 とも 完全に 発育 阻止するのに20μg/m

を要 し,約250倍 の感受性低下を示 した。また,両 親株

間にはbifonazole感 受性に250倍 もの差が あ りな が

ら,そ れぞれの変異語の間には全 くこの点で相違がみら

れない点が注 目された。

以上の 成績 か らTIMM0144株 に対するbifonazole

の抗菌活性 は,エ ル ゴステロール 合成阻審 と無関係であ

るのに対 し,TIMM0301株 においてはエル ゴステロー

ル合成阻害に強 く依存する可能性が示唆 され た。

III. 考 察

これ まで知 ら れ て い る種 々のイミ ダゾールは,構 造

的にはか な り多様 で あ る が,い ずれ も感受性細胞の生

化学的経路に共通 した複数 の作用点を もつ と考えられ

る25,26)。現在イミ ダゾール剤の作用機序 として想定され

ているものには,(i)酸 化的 リン酸化の鋭共役27),(ii)

呼吸酵素系阻害28,29),(iii)酸化酵素な らびに過酸化酵素

の合成阻害30,31),(iv)細 胞膜障害21,22)および(v)エ ル

ゴステロー ル合成 阻害15～17)があ り,と くに(iv)と(v)

については抗菌活性 との関連性を含めて詳細な検討がな

され てい る。

比較的高い薬剤濃度でC.albicansな どの感受性細胞

からK+,リ ン酸化合物,タ ンパ クなどの細胞内成分を

放 出させ る細胞膜障害作用は,clotrimazole21)を は じめ

miconazole33,34),econazole25),isoconaznle29,30),suleona-

zole37)な ど調べ られたあ らゆるイ ミダゾール剤で,程 度

の差はあ るにせ よ,例 外な く認め られている。さらにこ

うした細胞膜障害 を示唆する生化学的成績を支持する電

子顕微鏡所 見 も種 々のイ ミダ ゾール剤 について報告され

て いるが,と りわけeconazoleに よる細胞膜超微構造の

変化を凍結割 断電顕法 によ り検討 した成績がPREUSSER

et al.38)お よびYAMAGUCHI et al.39)に より提示されてい

る。Bifonazoleに ついて もBARUG DE GROOT9)は 同じ

Fig. 10 Effect of bifonazole on growth of wild type and BAY n 7133-resistant mutants

of C. albicans TIMM 0144 and C. pseudotropicalis TIMM 0301.

Bifonazole concentration (ƒÊg/ml)
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手法を用いて同様の所見を観察 し,従 来 のイ ミダ ゾール

剤と共通した細胞膜障害作用をもつ と推論 して いる。

今回わ れ わ れ の実験成績 か ら.5～10μg/ml以 上の

bifonazaleが高度感受性お よび低感受性のCandida細

胞からK+お よび 無機 リン酸を迅速に遊離 させ ること,

また細胞外液pHを 急激に上 昇させ る ことが示 され,い

ずれも上述の電顕的所見に対応 して本剤が細胞膜障害作

用をもつことを明らかに した。Bifonazoleに よる細胞外

液pH上 昇の経時的パ ターンは,薬 剤濃度や菌株 の差に

関して対応する 細胞浮遊液 に おけ るK+放 出の 経時的

パターンに近似す る。細胞外液のpH上 昇が,K+を 主

とする細胞内陽イオ ンの 放 出 に 共役 して 起 こる外液中

H+の 細胞内移入に起因する ことを考 えるならば,こ れ

らの二つの現象の間に有意な相関性がみ られ るのはむ し

ろ当然 というべ きであろ う。H+の 細胞 内蓄積は,内 部

環境を酸性化 し,そ の結果,タ ンパ ク分解酵素や核酸分

解酵素などの自己融解酵素の活性化 を促 して細胞 内の多

くの重要な代謝活性特に生合成反応 を阻害す ることにな

る。Bifonazole添 加直後か ら生 じる情報高分子物質や細

胞壁多糖の合成がある程度阻害 され た原因は,合 成基質

の細胞外放出に加えて,細 胞 内環境の劣化に あることが

推察される。

Bifonazoleを10μg/ml以 上 の濃度で添加 した直後 か

ら大量のK+そ の他の細胞 内成分が放 出され,そ れ に付

随する細胞外液のpH上 昇 が観察 された ことは,こ の効

果がエルゴステ ロール合成経路その他の何 らかの細胞 代

謝経路に対する阻害作用を経 由した 二次的効果 で は な

く,細胞膜に対する薬剤の直接的作用に基 づ くことを強

く示唆する。すでに他の種 々のイ ミダゾール剤 について

リポソーム人工膜モデルを用いて解析 した成績 が示す よ

うに,bifonazoleも また膜 リン脂 質 と直接的相互作用を

営んで膜流動性を高め14),そ の結果,膜 透過性を亢進す

ること13,40),に本剤膜障 害作用 に分子的基盤を求め るこ

とができよう。

Bifonazoleの 直接膜障害作用は,低 感受性 のC.albi-

cans TIMM0144株 においては発育阻止濃度にほぼ一 致

する10μg/ml以 上の濃度域で発現され た。一方,こ の

作用は,本 剤の抗菌活性 に対 して50倍 以上 も高い感受

性をもつC.Pseudotropicalis TIMM0301株 においても

ほぼ同じ薬剤濃度では じめて発現 された。 したが って,

TIMM0144株 に対するbifonazole抗 菌作用 の生化学的

機序は,直 接的膜障害作用 で 十分説 明 さ れ る 反面,

TIMM0301株 につ いては0 .2～10μg/mlと い う低薬剤

濃度域での抗菌作用は他 のメカニズムに 由来す ると考え

ざるを得ない。 この点 に関連 して,bifonazoleが 両菌株

の細胞における主要構成成分のなかで脂質の合成 を選択

的 に阻害す る成績,さ らにステロール 合成経路 のC14

脱 メチル化反応な遮断 して0.02μg/ml以 下 とい う極め

て低 い濃度でエル ゴステ ロール合成 阻害をひ き起 こす成

績が得 られた ことは示唆的であ る。Bifonazoleで のこれ

らの成績 は,VAN DEN BOSSCHE et al.15,17),MARRIOTT16),

PYE&MARRIOTT22),SUD&FEINGOLD41)ら の研究者に よ

る他の種 々のイ ミダゾール剤についての報告 とよ く対応

す るとともに,bifonazole高 度感受性菌にみ られ る低薬

剤濃度での発 育阻止が エル ゴステ ロール合成阻害に起 因

す る可能性を支持す る。一般にイ ミダゾール剤が極めて

低濃度で真菌細胞のエル ゴステ ロール合成を阻害するこ

とは,最 早疑問の余地はないが,こ の合成阻害作用が抗

菌作用に一次的にかかわ ってい ることを示す直接的な証

拠は まだ得 られ ていない。 それに加えて,C.albicansポ

リエ ン耐性変 異株の な か に はC14脱 メチル化能を欠

き,し たが って エル ゴステロール を細胞内 にほとん ど

もたないにもかかわ らず,充 分な発育 ・増殖能 を示す株

が見出されてお り42),この事実はエル ゴステ ロール合成

阻害効果の抗菌的意義 に対 し む し ろ否定的 な立場を強

化 している。SUD&FEINGOLD41)は,嫌 気的条件下 で

S,cerevisiaeな どの酵母がエル ゴステ ロールを合成 しな

い ことを利用 し,こ の酵母を嫌気的に培養 した場合には

好気的培養でみ られたイ ミダゾール剤低濃度 による静菌

的作用が消失するとい う成績 を得,こ れを根拠に,低 濃

度域ではエル ゴステロール合成阻害が一 次的抗菌作用機

序 として働 くこ とを証明 したと述べている。 しか しなが

ら,彼 らの実験に用い られ た設定条件には幾つかの疑問

点があ り,特 に嫌気的条件下での発育 に必ず要求され る

不飽和脂肪酸源を培地に添加 した ことは,不 飽和脂肪酸

がイ ミダゾール剤 に対 し て 強 い 拮抗的効果 をもつ12}こ

とを考慮す るな らば,彼 らが導いた結論は妥当性を欠 く

もの と判断せ ざるを得ない。

この点 で今回われわれが行 なったBAY n7133感 受

性親株 と耐性変異株 との間のbifonazole感 受性 の 比較

検討は,エ ル ゴステ ロール合成阻害の役割についてよ り

明確 な解答に迫 るアヴ ローチ といえよ う。実験 の結果,

bifonazoleに 対 して比較的感受性 のC.albicans TIMM

0144株 由来の変異株は親株 と同程度 のbifonazole感 受

性を示す一方,高 度感受性 のC.pseudotropicalis TIMM

0301株 由来の変異株 は,TIMM0144株 と同程度 までに

数百倍 も感受性が低下 した。 これ らの変異株 がいずれ も

エル ゴステ ロール合成能の低下 したおそ らくPIERCEet

al.42)の記載 したポ リエ ン耐性株 と類似 の 代謝特性を も

つ株 であることを考慮に入れ るならば,今 回の実験成績

を総合 して次の推論が導かれる。(i)bifonazole低 感受

性株 においては本剤がエル ゴステ ロール合成 を強 く阻害
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するにもかかわ らず,こ の阻害効果 はまった く抗菌作用

には反映 されず,抗 菌作用は膜障害 の み に 起 因す る。

(ii)高 度感受性株に お い て は,低 薬剤濃度域す なわち

10μg/ml以 下でのbifonazoleの 抗菌 作用は主 としてエ

ル ゴステ ロール合成 阻害に起因 し,そ れ以上の濃度では

膜障害が主因 とな る。

生物学的活性の類似性か らみて,お そ らくこの二元的

抗菌作用機 序はそのまま他のイ ミダゾール剤 についても

適用され ると考 えられ る。 しか し,低 感受性株で も,エ

ル ゴステ ロール合成が強 く阻害 され,し か もそれが抗菌

活性 と結 びつかなか った理由は,不 明であ り,今 後の検

討を待たねばな らない。菌種 または菌株に よってポ リエ

ン耐性変異株な どのエル ゴステ ロール合成能欠損株の誘

導分離率が著 しく異なることな どの点からは,異 な る菌

種 または菌株間で膜成分 としてのエル ゴステ ロールの必

要度 に相違 がある可能性 も否定 できない。

エル ゴステロールは好気的条件下で培養 された酵母細

胞の主要 ステ ロールであ り43,44),主として細胞膜 に存在

し45.46),発育 ならびに膜の構造 ・機能の維持に重要 な役

割を果 してお り47),エル ゴステ ロールを失 った通常の真

菌細胞 は発育不能 となる48)。さらに,人 工膜 モデル系を

用いた実験か ら,ス テ ロールが膜の硬 さを増す働 きを し

てお り49,50),種々 の陽イオン,陰 イナンまたは非電解質

の膜透過性がステ ロールの挿入または置換によ り著 しく

変化する ことが示されている51～53)。これ らの成績に基づ

いて推論するな らば,bifonazoleな どのイ ミダゾール剤

によってエル ゴステ ロール合成が阻害 された細胞におい

ては,細 胞膜のエル ゴステロ ール欠損によっても膜透過

性 の異常亢進すなわ ち膜障害 がひ き起 こされる可能性が

考 えられ よう。

走査電顕法による観察か らは,bifonazoleが 低濃度で

真菌細胞壁の構築に対 して も障害的影響を与える ことが

示 されてい る10,11)。これを説 明す る生化学的機序 として

は,(i)細 胞膜の変化 によって そ こに局在する 壁多糖

合成酵素の活性 が 低下する,(ii)多 糖合成反応に 必要

な脂質担体が欠乏す る,(iii)細 胞壁の 構成脂質が 欠除

す る,な どの可能性があげ られ る。 ことに(iii)に つい

ては,細 胞壁乾量の4～8%を 脂質 が占め54,55),その大

部分はアシル グ リセ リドお よ び ステ ロールエステルか

らな り56),細胞を脱脂乾燥す ると扁平化す ることな どか

らみて脂質 が 細胞壁 に 硬 さを 与えていると推論 されて

いる57)。したが って,bifonazoleが ステ ロール合成系に

対する効果を介 して細胞壁を脆弱化する可能性は十分検

討 に価 しよう。

Bifonazole精 製原末標品を提供 して頂 い た バイエル

薬品株式会社に深謝いた します。
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STUDIES ON THE MODE OF ANTIFUNGAL

ACTION OF BIFONAZOLE

HIDRYO YAMAGUCHI and TAMIO HIRATANI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University

School of Medicine, Tokyo, Japan

To clarify the mode of antifungal action of bifonazole, a new imidazole antimycotic, the effects of

this drug on lipid metabolism, cell membrane function, etc. were examined using relatively low

sensitive Candida albicans TIMM 0144 (minimum inhibitory concentration 10 ƒÊg/ml) and highly

sensitive C. Pseudotropicalis TIMM 0301 (minimum inhibitory concentration 0. 2 ƒÊg/ml) as the test

organisms.

Bifonazole caused a selective inhibition of synthesis of lipid among several major cellular constitu-

ents, and it potently inhibited ergosterol synthesis by blocking C 14-demethylation in the pathway of

sterol synthesis at drug concentrations as low as 0.1ƒÊg/ml in cells of each strain. In addition
,

bifonazole induced release of 1{4. and inorganic phosphate from cells of each strain, and elevation of

pH value in a cell suspension of each strain at concentrations of •†10ƒÊg/ml, suggesting that the

drug damages the cell membrane function at relatively high concentrations.

BAY n 7133-resistant mutants, which had a reduced ability to synthesize ergosterol, were obtained

artificially from both strains of Candida, and the sensitivity of mutants and the corresponding wild

type to bifonazole were comparatively tested. TIMM 0144 mutants showed almost the same sensitivity

as that of the wild type, while the sensitivity of TIMM 0301 mutants was much lower than that of

the comparable wild type and the sensitivity level was almost equal to the level of TIMM 0144 wild

type.

On the basis of all these results, it is suggested that bifonazole has dualistic modes of antifungal

action. That is to say, bifonazole exerts the antifungal activity against low-sensitive strains by

mainly damaging the cell membrane. Against highly sensitive strains, on the other hand, bifonazole

exerts the antifungal activity by primarily inhibiting ergosterol synthesis at the low drug concentration

range, although it may exert the antifungal activity by damaging the cell membrane at the high

concentration range.

The extent of inhibition by bifonazole of synthesis of bulk lipids and ergosterol in cells of TIMM

0301 was greater than that in cells of TIMM 0144.


