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Miconazoleの 生物学的検定法お よびそれに よるヒ ト体液 内濃度の測定

内 田 勝 久 ・山 口 英 世

帝京大学医学部医真菌研究センター

(昭和59年3月26日 受付)

Blastomyces dermatitidis酵 母形細胞を検定菌とする寒天拡散法によるmiconazoleの 高感度生

物学的検定法を開発した。 この検定法にお ける血 清希釈標準薬剤溶液の測定可能な下限濃度は

0.025～0.05μg/ml,生 理食塩水希釈標準薬剤溶液のそれは0.002μg/mlで あ った。 この検定法を

用いてmicenazole 200～600mgの 点 滴静注を受けた真菌症患者の血中濃度の経時的変化を追跡し

た。点滴終了時に1.0～1.6μg/mlの ピークに達した血中レベルは時間とともに急速に低下し,7～

8時 間後の値はピーク値の1/4以 下であった。 クリプトコッカス性髄膜炎患者の髄腔内にmicona-

zole 10mgを 直接注入した後の髄液内濃度は72時 間後でも0.2μg/ml以 上のレベルを維持した。

これらの体液内濃度と治療効果との関連性についても考察した。

Miconazele(MCZ)は,広 範囲の病原真菌に対して強

いin vitro抗 菌活性を有し1～5),種々 の真菌症の動物モ

デルにおいても非経口的治療の有効性が確かめられてい

る2,6～9)。欧米諸国においては1970年 代半ばより播種性

カンジダ症,そ の他のカンジダ感染症,慢 性粘膜皮膚カ

ンジダ症,プ ラストミセス症,コ クシジオイデス症,ク

リブトコッカス性髄膜炎などの種々の深在性真菌症に対

する本剤の静脈内点滴療法が検討されて きた10～12)。近

年にいたってわが国においても本剤の臨床的適用が試み

られつつある。

本報においては,MCZの 治療効果を評価することを

目的として,常 用量 とされている1回200～600mg静

脈内点滴注射を受けた真菌症患者における血中濃度およ

び10mg髄 腔内直接注入を受けたクリプトコッカス性

髄膜炎息者の髄液内濃度それぞれの時間的推移について

検討した成績を述べる。また,本 剤の血中レベルは一般

に低く13),その反面深在性真菌症は高い感受性をもつ1"'5)

ことから,低 濃度域まで測定する必要がある。われわれ

はBlastomyces dermatitidisの 酵母形細胞を検定菌

に用い,'従来の方法よりもさらに高感度の生物学的検定

法を考案し,こ れを体液内濃度の測定に適用した。

I. 実験材料と方法

1. 標準薬剤溶液

持田製薬(株)よ り分与されたMCZ精 製標品をジメ

チルスルホキシド(DMSO)に 溶解して8mg/mlの 溶液

(原液)を 調製し,-20℃ に保存した。使用に先立って

この原液からDMSOを 希釈剤に用いて2倍 希釈系列を

つくり,そ れぞれを滅菌生理食塩水で10倍 ずつ希釈し

た。次いで各希釈溶液の一部をとり9倍 容量の生理食塩

水またはコウシ血清(Gibco社 製)を 加えてさらに10

倍希釈し,最 終薬剤濃度0.002～0.8μg/mlの 範囲の標

準溶液の系列を作成した。

2. 検定菌株および培養

当センター保存のBlastemyces dermatitidis TIMM

0126を 検定菌として使用 した。 この菌のSabouraud

dextrose agar斜 面培養から少量の菌を白金耳でとり,

Trypticase soy agar(BBL社 製)(以 下TS agarと

略)平 板に画線移植した後,37℃ で培養した。1～2週

後平板表面に形成される隆起性でR型 の黄色コロニーか

ら1白 金耳釣菌してTrypticase soy broth(BBL社 製)

(以下TS brothと 略)に 接種し,37℃ で3日 間振盪培

養した。この結果,ほ ぼ完全に酵母形細胞のみからなる

培養が得られた。遠心によって集めた細胞を新鮮なTS

brothに 浮遊した後,血 球計算板を用いて細胞濃度を測

定し,107～108細 胞/mlの 接種用菌液を調製した。

3. 検定用平板

寒天含量を1%に 減らし,kanamycin(最 終濃度50

μg/ml)を 添加したTS agarを 検 定用培地として使用し

た。高圧蒸気滅菌した培地を43～45℃ に保ちながら約

2×104細 胞/mlに なるように菌液を接種してよく混和

した後,予 め抗生物質検定用ステンレス製カップを6～

8個 立てて おいた角型シャーレ(75×225×15mm)に

65m1ず つ手早く流し込んで固めた。寒天が完全に固ま

った後,カ ップを回転させながら静かに抜きとり,ウ ェ

ルをつ くった。

4. 検定実施法
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検定用平板の各 ウェルに標準薬剤溶液0.2mlを 注 い

で満たした。この場合,一 つの平板に岡一濃度の薬剤瀞

液を載せることはせず,ま た各濃度の溶液について2枚

の平板を用いて検定を行なった。いずれの平板も予備拡

散を行なうことなく直ちに37℃ のあらん腸に入れ,48

時間培養した後,生 じた阻止円の直径を0.5mmま で

計測し,平 均値を算出した。 それぞれの値をY=a+b

logX(Y:阻 止円直径,X:薬 剤濃度)の 式にあてはめ,

最小二梁法を用いて最適置線を得た。

体液(血 清,髄 液)試 料についても同様にして検定を

行なった。 必要に応じて血清試料は コウシ血清で 希釈

し,髄 液試料は生理食塩水で希釈した。同一試料(希 釈

した場合には各希釈ごと)に ついて2枚 以上の平板を用

いて検定した。血清試料を載せた各平板にはコウシ血清

希釈標準薬剤溶液2濃 度を,ま た髄液試料を載せた各平

板には生理食塩水希釈標準薬剤溶液2濃 度をそれぞれ同

時に載せて平板ごとの誤差の補正を行なった。血清試料

および 髄液試料について 得られた各阻止円直径測定値

は,そ れぞれコウシ血清希釈標準薬剤溶液および生理食

塩水希釈標準薬剤溶液で作成した検量線に基づいて薬剤

濃度を算出した。

5. ヒ ト体液試料

血清試料はMCZ点 滴静注を受けた深在性真菌症患者

25名 か ら点滴開始前,点 滴中および(ま たは)終 了後の

一定時間に採取した血液か ら分離された ものを用いた
。

点滴は1時 間かけて 行なった。 一部の息者で はMCZ

200mg初 回投与時に採血したが,大 部分の息者ではす

でに1日2～4回,各 回200～600mgの 反復投与を受

る状態で特定量投与時に採血を行なった。25名

は男子17名,女 子8名 で,年 齢14歳 か ら76

歳,カ ンジダ血症,カ ンジダ性髄膜炎,慢 性粘膜皮膚カ

ンジダ症,カ ンジダ尿症,口 腔.食 道カンジダ症,カ ン

ジダ性皮疹,ク リプトコッカス性髄膜炎,肺 クリプ トコ

ッカス症,肺 アスペルギルス症,角 膜真菌症などの診断

名であった。 採取した血液か らは直ちに血清を分離し

た。髄液試料は,ク リプ トコッカス 性髄膜炎患者4名

(29～76歳,男 子,女 子各2名)か ら10mg髄 腔 内投与

の前 と後の一定時間に採取した。各体液試料は-80℃

に凍結保存した。

II. 実 験 結 果

コウシ血清および生理食塩水で希釈調製した標準薬剤

溶液系列を用いて作成した 典型的な 検量線をFig.1に

示す。いずれにおいても薬剤濃度とそれによって生じる

阻止円直径との間に良好な相関関係がみ られた。両検量

線の勾配(b)は ほぼ等しかったが,生 理食塩水希釈薬

剤溶液に比べてコウシ血清希釈薬剤溶液においては同一

Fig. 1 Dose-response curves for miconazole ob-

tained by using well agar plate method

with Blaslomycss dermatitidis TIMM 0126
.Th

e diluents tested were calf serum (•œ)

and saline (•›).

Fig. 2 Serum concentrations of miconazole following

intravenous infusion in patients with systemic

mycoses.Patients who had reeeived(●-●200

mg,□ …□300mg,○-○400mg,△ …△600mg)

or had not received(●-●200mg)miconazole

medication previously were administered in-

travenously with the indicated dose of mico-

nazole.

濃度でつくられる阻止円の大きさが明らかに小さく,前

者は0.01～0.4μg/ml,後 者は0.025～0.8μg/mlの 範囲

で直線関係を示した。また,生 理食塩水希釈薬剤溶液の

場合には,0.002μg/mlの 低濃度まで明らかな阻止円形

成が認められ,し たがってこれが測定限界値であった。

コウシ血清の代 りに健常人血清を,生 理食塩水の代りに

健常人髄液を使用して標準薬剤溶液をつくった場合も
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検量線はほとんど変らなかったので,血 清試料はコウシ

血清希釈薬剤溶液,髄 液試料は生理食塩水希釈薬剤溶液

をそれぞれ用いて作成された検量線に基づいて含有薬剤

濃度を算出しうることが示された。

Fig.2は,MCZ200,300,400お よび600mgを それ

ぞれ点滴静注された真菌症患者の血中濃度を時間ごとに

まとめたものである。用量の相違または以前の投与の有

無にかかわらず,基 本的には同じパターンの血中レベル

の推移を示した。比較的例数の多い200mg初 回投与群

(6例)と400mg反 復投与群(15例)と を比べると,

点滴開始1時 間後すなわち点滴終了時の平均 ピーク値は

それぞれ0.96お よび1.6μg/mlで あ った。また,点 滴

開始から2,4,8時 間後の平均 レベルは,前 者でそれぞ

れ0.35,0.24,0.16μg/mlで あ ったのに対し,後 者では

それぞれ0.69,0.41,0.31μg/mlで あ り,全 体を通して

400mg投 与群のほうが約2倍 高いレベルで経過 し,用

量依存性が示唆された。しかし400mg投 与群のなかで

も症例によって血中濃度はかなり異な り,ピ ーク値は

4.4～0.85μg/mlの 範囲に,ま た8時 間後の レベルは

0,67～0.10μg/mlの 範囲に広く分散した。200mg初 回

投与群においては当然のことながら,点 滴開始前には血

中にまったく薬剤が存在しないが,400mg反 復投与群

においては点滴開始前にすでに0.2μg/mlの レベルに達

していた。また例数は2例 と少ないが,200mg反 復投

与群においても全経過を通じて200mg初 回投与群 より

も高い血中レベルを示す傾向がみ られた。いずれの成績

も用量の大きさに加えて,反 復投与が血中濃度を高める

方向に働くことを示唆する。300mgお よび600mg反

復投与を受けた各1例 について得られた ピーク値は,そ

れぞれ0.95お よび3.5μg/mlで あ った。

Table 1はOmmayaレ ザバーを用いてMCZ10mgを

大脳側室に注入された クリプ トコッカス性髄膜炎患者お

よび腰椎穿刺により髄腔内へMCZ10mgを 注入された

同症患者それぞれ2例 について,投 与前ならびに投与12

時間以後に膜椎穿刺により採取した髄液およびOmm-

ayaレ ザバーで採取した脳室液中の薬剤濃度の測定値を

示す。例数は少ないが,髄 液内濃度は12～24時 間後で

0.45～0.96μg/ml,48～72時 間後でも0.22～0.82μg/

m1を 示 し,比 較的低いレベルながら,か なり長時間持

統されることが認められた。また薬剤を注入された脳室

液からは12時 間後に32μg/mlと 高濃度の薬剤が回収

された。

III. 考 察

種々の深在性真菌症または局所療法の奏効しない表在

性真菌症に対するMCZの 点 滴静注療法および真菌性髄

膜炎に対する直接的注入療法の有効性が確信された症例

の報告が増加し,本 剤の適用は益々拡大しつつある。そ

れに伴って本剤の生物学的利用性,治 療効果,毒 性など

をモニターするための信頼性が高くしかも臨床検査室で

簡便に実施できる体液内濃度検定法の必要性がより一層

高まっている。MCZの アッセイ法については,ガ スク

ロマトグラフィーによる化学的測定法鮒 が 開発されて

いるが,日 常検査上の簡便さからみれば,生 物学的検定

法がより好ましい と考 えられ る。MCZの バ イオアッ

セイに関しては従来から多 くの研究 者によって検討さ

れ,LEVME et al.6)がCoccidioides immitisの 内生胞

子(MIC 0.125μg/ml)を,ESPINEL-INGROFF et al.15)が

Candida stellatoidea高 度感受性株(MIC 0.05μg/ml)

を,GREnsahl&SUNG16)お よび江川ら17)がC.albicans

を,ま たHOEPRICH et al.18)がKluyveromyces fragilis

Table 1 Results of bioassays for miconazole in specimens from four patients with cryptococcal
meningitis receiving intraventricular or intrathecal (lumbar) medication
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を,そ れぞれ検定菌として用いた寒天拡散法に基づく検

定法を報告している。C.immitis内 生胞干を使用する方

法は危険度の点で実用的ではなく,こ れ以外の検定法で

最も感度の高いと思われるのはHOEPRICH et al.18)の方

法であ り,測 定限界は血消で0.6μg/ml,尿 または髄液

で0.1μg/mlと 報告されている。

われわれは,さ らに感 度の よいパイオアッセイ法を

求めて検定菌ならびに培地の検討を行なった結 果,C.

pseudotropicalis高 感 受性株(MIC≦0.04μg/ml)と

Yeast morphology agarを 組み合わせた系を用いて血清

希釈MCZ溶 液0.16μg/mlま で測定することが可能と

なった19)。しかしCandfda酵 母を用いた場倉には,発

青に伴って培地が酸性化するためにウェルの周囲に血清

タンパク質の白色沈殿を生じる結果,比 較的小さな阻止

円は判読不能となる。この欠点を取 り除きさらに感度の

高いアヅセイ系を 確立するために,Cmdida以 外の酵

母状真菌および二形菌酵母形細胞のMCZ感 受性を多数

の菌株について比較検討した。 その結果,B.dermatiti-

disの 大部分の菌株の37℃ 培養で発育する酵母形細胞

が最も高い感受性を示し,≦0.01μg/mlの 薬剤濃度で完

全に発育を阻止された。一方,同 じ菌株の27℃ 培養で

発育する菌糸形細胞に対するMIC値 は2.5μg/mlで あ

った。そこで37℃ 培養で酵母形細胞の比率が最も高い

菌株としてTIMMO126を 選 び,同 じく37℃ で酵母形

発育を最もよく支持するTS agarを 検定用培地にして

アッセイ系をつくって調ぺた結果,血 清希釈MCZ溶 液

で ≦0.05μg/ml,生 理食塩水(し たがって髄液)希 釈

MCZ溶 液で ≦0,002μg/mlま でそれぞれ測定可能な超

高感度系が得られた。 この方法は 予備的に前報19)で 述

べたものと基本的に同一であ り,阻 止円の判読に48時

間の培養を必要とする点では24時 間培養ですむCm-

didaやKluyveromycesの 系に劣るが,予 備拡散を要せ

ず,再 現性は良好であ り,ま た他のイミダゾール剤の検

定法としても利用できる点でも優れている。加えて,通

常の血中濃度のamphotericin Bが 血清試料中に混在し

てもまった く影響を受けず,flucytosine混 在による影響

も軽微である点でもCmdida,そ の他の 酵母状真菌を

用いた系 よりも勝っている。 われ われは 現在,flucy-

tosineが 共存してもまったく影響されないアッセイ系に

するための改良を検討している。

このように感度の 高い パイナアッセイ系を 用いて,

200～600mgのMCZを 深在性真菌症患者に点滴静注し

た後の血中濃度の経時的変化を追跡した結果,用 量およ

び反復投与の有無によって明らかな影響を受けることが

示された。今回得られたわれわれの成績を従来諸外国の

研究者により報告された 同一用量での成績と比較する

と,ピ ー ク値 お よび 低 下 の時 間 的 推移 のいずれの点でも

BoELAER丁 et al.18)お よびLEWI et al.14)が 健常者で
,

STEVENK et al.20)が コ ク シ ジオ イ デス症屈 者で,ま た

HOEPRICH et al.18)お よびSUNG et al.21)が 種 の々深在

性 真 菌 症 患 者 で そ れ ぞれ 得 た値や バ ターンと基本的に相

違 し なか った 。

今 回 検 査 の 対 象 とな った 大 部分 の症 例を含めて,最 近

わ が 国 で 深 在 性 真菌 症 の 患 者か ら 分 離 された 主要病原

菌 の な か でC.albicansお よびAspergillus fumigatusに

対 す るMCZのMICgoは1μg'ml程 度で あ る一方.

Cryptococcus neoformansやTorulopsis glabrataに 対

す るMIC90は ≦0.16μg/mlと 低 い5)。したが って,血液

中 また ば 血 液か らの 薬 剤 移 行性 の良 好な臓器内において

は,MCZ200～600mgの8時 間 ごとの投与 とい う常用

量 で,C.neoformansやT.glabrataの 大部分の菌株に

対 しMIC値 以 上の レベ ルが 確 保 され ることから充分な

有 効 性 が 期 待 で きる反 面,C.albicansやA.fumigatus

で は約 半 数 の 菌株 に対 して はMIC値 以上の高いレベル

が 得 られ るの は,MCZ点 滴中 または直後の短い時間に

限 られ て くる 。 そ れに も かか わ らず,過 半数の症例で

MCZ治 療 の 臨 床的 有 効 佳 が 確認 されて いる22,23)。した

が って,MCZの 抗 真菌 活 性 は,MIC近 辺 のレペルでの

短 時 間 接 触 で 充 分 発揮 され るか,さ もなければRO肝

80N24)が 指 摘す る よ うに,完 全 に 発育 を阻 止しなくとも

あ る程 度 発 育 速 度 を 低下 させ る。す なわ ち部分的発育阻

止 のみ で も治 療 効 果 が得 られ る タイ ブの感 染症があり,

多 くの深 在 性 真 菌 症 は そ うした タイ ブに 属す るのかもし

れ な い。 い ず れ に せ よ,MCZのin vitnで のMIC値

と生 体 内で の 治 療 効 果 を 得 るに足 りる血 中濃度 その他

の 薬 動 力学 的 パ ラ メー ター との関 連性 についてはさらに

詳 細 な 検 討が 必 要 で あ る 。

MCZの 血 液 か ら髄 液 への 移 行 は不 良であ り,静 脈内

投 与 後 の髄 液 内濃 度 は 血 中濃 度 の3～48%に 過ぎない

こ とが 知 られ て い る20,25,26)。したが って,C.neoformans

自身 は 高 いMCZ感 受 性 を もつ として も,そ の主な病型

で あ る ク リプ トコ ヅカ ス性 髄膜 炎 を有効に処置するため

に は,髄 腔 内 へ 直接 投 与 す る 治 療法 を 考慮する必要が

あ る。SuNG et al.21),GRAYBILL&LEVINE 27),および

STEVEN8 28)は20mgに いた るMCZの 脳室内注入によ

り,ま たSUNG et al.21)は 同 量の 髄腔 内注入(腰 椎穿刺)

に よ りい ず れ も有 効 な髄 液 内濃度 が維 持されることを報

告 し てい る.今 回 の われ わ れ の成 績か ら,10mgの 脳室

内 ま た は髄 腔 内投 与 後72時 間 まで髄液 内濃度は0.2μg/

ml以 上 す な わ ち 大部 分 のC.neoformans株 に 対する

MIC値 以 上 に 維 持 され る こと力雁 認 さ れ た。事実,

Table1に お い て 症 例2でMCZの 有効性が証明されな
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かったものの,他 の3例 にはいずれも著効を示し23),こ

の髄腔内直接注入法の有用性が確かめられた。

Miconazole注 射剤を分与 して頂いた 持田製薬株式会

社に深謝いたします。
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BIOASSAY FOR MICONAZOLE AND ITS LEVELS IN

HUMAN BODY FLUIDS

KATSUHISA UCHIDA and HIDEYO YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University School of Medicine

A simple and reliable diffusion bioassay for a systemic imidazole antimycotic miconazole, in which

yeast-form cells of Blastomyces dermatitidis was employed as the indicator organism, was developed.

The assay was sensitive to less than 0.05 and 0.002ƒÊg/ml of the drug dissolved in human serum

and saline, respectively. With this bioassay procedure, the serum concentration of miconazole in

patients of deep-seated mycoses was measured at intervals after intravenous infusion of 200 to 600

mg of the drug. The peak serum concentration of 1.0 to 1.6ƒÊg/ml occurred at the end of the

infusion, decreasing rapidly to about one-forth as low as the peak level after 7 to 8hours.

Cerebrospinal fluids from the patients with cryptococcal meningitis who had received intrathecal

administration of 10 mg of miconazole contained greater than 0.2ƒÊg/ml of drug even after 72 hours.

A brief discussion of clinical implication of body fluid levels of miconazole in its therapeutic efficacy.


