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イ ミダ ゾール系新抗真菌剤  isoconazole nitrate の医学的に重要な詰種病原性酵母 としての

Candida  属諸菌種, Torulopsis glabrata  お よび Crypt ococcus neoformans に対する抗菌作用を保

存菌株 と新鮮分離菌株 とについて,同 系の抗 真菌剤  clotrimazole, miconazole nitrate, econazole

nitrateと の比 較 に お いて  Sabouraud dextrose agar を用いる寒天平板希釈法による最小発育阻止

濃度の測定によ り検討した。

Isoconazole nitrate は諸種病原性酵母の発育期 の細胞に対 し,他 の薬剤 と同程度に強い発育阻止

作用を有するが,特 に Torulopsis glabrata に対 しては他の薬剤 よりも明 らかに強力に作用 した。

各薬剤は,一 般的にいえば,保 存菌株に対 し新鮮分離菌株 よりも強力に作用 した。

われわれは isoconazole nitrate(IS)1.2) の抗真菌作用

に つ い て,試 験管 内 で諸 種 病 原 真菌 に し発 育 阻 止的

に,ま た,あ る程度 殺菌 的 に作 用 す る こと3),そ の抗 菌

作用に対 し接 種菌 量 そ の他 の因 子 の影 響 は 軽 度 で あ る こ

とり,C.albicanε の 静 脈 内 接 種 に よ る マ ウス の 実 験 的

系統感 染に対 し経 口 また は腹 腔 内 投 与 に よ り,ま た,

Trichophyton mentagrophytes  の 皮膚接種 に よるモル

モットの実験的表在性 に対 し局所投与に より,い ずれ も

優れた治療効果を示す こと4)を報告 した。 さ ら に,わ れ

われは本薬剤の膣錠が女性性器 トルロプシス症 に対 し優

れた臨床効果を発揮す ること,そ して,菌 学的 にもその

有効性を裏付ける成績を得た6)。

すなわち,IS腔 錠に よるこの治療実験 の過程で,患 者

より新鮮分離されたT.glabntaとC.albicansに 対 し

てISの 菌発育阻止作用はclotrimazole(CL)7.6)よ りや

や強い傾向を有する こと,ま た 同時 に分 離 され たC.

albicansに 対 しては両薬 剤は ほ ぼ 同等に発育阻止作用

を示す ことを認めた6)。

今回,著 者 らは これら女性性器 の主要起因菌の新鮮分

離菌株(以 下新鮮株 と略す)に 対す るISな らび にCL

の抗菌作用に関する成績 と,す でに報告 した これ らの2

菌種を含む教室保存菌株(以 下保存株)に 対す るISの

抗菌作用8)に関する成績 とを,さ らに 拡張 す る意味にお

いて,最 近諸機関よ り分与を受けた病原 酵 母 の 新 鮮 株

とそれらの保存株 とに対す るISの 菌 発育 阻 止 作 用 を

CL, miconazole nitrate (MC) 9,10) お よび econazole

nitrate(EC)11～13)と 比 較 検 討 した 。

I.材 料 と 方 法

薬剤:ISは 日本 シエー リング(株)より分与 された 硝酸

塩(isoconazole nitrate)の 精製 原末標品(SH K 265)

を用いた。対照薬剤 としてのCL,MCお よびECは,

それぞれ,バ イエル薬品(株),持田製薬(株)および大塚製薬

(株)より分与 された精製原末標品を使用 した。

菌株:新 鮮株 は東北大学医学部産婦人科学教室(鈴 木

雅洲教授),千 葉大学生物活性研究所病 原 真 菌 研 究 部

(宮治 誠教授),順 天堂大学医学部 内科(池本秀雄教授),

国際親善総合病院産婦人科(水 野重光院長),横 浜市 立

大学医学部皮膚科学教室(中 嶋 弘助教授),横 浜市立大

学医学部 内科学教室(伊 藤 章講師),日 赤医療セ ンター

産婦人科(永 井英 男部長),金 沢医科大学 皮膚科学教室

(福代良一教授),名 古屋大学 医学部産婦人科学教室(友

田 豊教授),お よび大阪大学医学部産婦人科学教室(倉

智敬一教授)の10研 究室において1982年11月 よ り1983

年10月 までの期間に諸種臨床例 より分離 され,当 研究

室に分与 された菌株である。未同定の菌株のみならず,

同定済みの菌株についても,一 律にAPI 20Cシ ステム

(ヤ トロン)14)に よる糖発酵試験,糖 利用試験お よびア

クチ ジオ ン感受性試験,37℃ また は27℃(Cr.mofor-

mansの み),48時 間Sabouraud dextrose agar(SDA)

(ブ ドウ糖2%)培 養の 各菌株の1白 金耳量 を 仔 ウシ血

清に接種 して37℃,3時 間インキュベー トした 後の発

芽管の形成の有 無を 検査するgerm-tube test,お よび

CANDIDA CHECK15)を 用い る血清学的検査を組み合

わせる ことに より同定検査を行な った。 これ らの菌株な
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Table 1 The list of fresh clinical isolates and stock cultures of pathogenic yeasts

*

 Stock cultures were from various institutions including the authors' isolates from clinical human sources

before December 1975.

らびにその数は,Table 1に ま とめ記載 した。

保存株は当教室保存株の うち,上 記の新鮮株 として用

い られ る病原真菌 の 菌種に相当する 菌株で1975年12

月以前に分離 され,鉱 油重層法に より継代保 存されて き

た菌株か ら無作為的に選んだ。なお,こ れ らの保存菌株

について も,実 験に先立ち,上 と同様 の 方法で 以前の

同定結果の 確認を 行な った。 それ らの菌種,菌 株数 も

Table 1の なかに含め記 した。

抗真菌活性の測定法:SDAを 用 いる寒天平板希釈法

に よつた。

各薬剤をdimethyl sulfoxide(DMSO)に10mg/ml

の割合に溶解 し,そ れを原液 として暗所に-20℃ に保

存 した。

接 種 菌 液 の 調 製 は,SDA斜 面 に,Candidaと

Torulopsisは37℃ に,Cryptococcusは27℃ でいずれ

も48時 間培 養した後,白 金耳で釣菌 して適当量 の生理

食塩水に浮遊 させ,光 電光度計 を 用 い,O.D.530値 が

0.01に なる ように生理食塩水で 調整 した(菌 数に して

約108/ml)。

薬剤の2倍 階段希釈を含有す るSDAの 各系列の各平

板 に上記 接種菌液の0.01mlず つ(104個 の細胞)を コ

ンラージ棒 で画線塗抹 し,37℃ に インキ ュベ ー トし,集

落 形成 の有無を観察 した。薬剤の 最 小 発 育 阻 止 濃 度

(MIC)は,48時 間後 に集 落 形成 が認 め られ なかった平

板 の 最 小 薬 剤 濃 度 を もって した。

II. 成 績

1. 新 鮮 株 の 同定 と保 存 株 の同 定確 認

各 機 関 よ り提 供 され た 新 鮮 株 は,API20C,CAH-

DIDA CHECKお よびgerm-tube tcstを 用いて。未同

定 株 の 同 定 と,す で に 同 定 済み の 株の 同定確認を行なっ

た 結 果 か ら,Table 1に 示 す よ うに,C.albicans 35株

C.tropicalis9株,C.krusei4株C.parapsilosis7株,

C.guilliermondii1株,T.glabrata30株,a.neofor-

mans6株 計92株 であ った。同 操に保 存株についても

同 定 の 確 認 を行 な った 結 果 は,C.albicans12株,C.

tropicalis9株C.krusei4株,C.parapsilosis3株 ,C.

guilliermondii2株,T.glabrata5株,Cr.neoformans

10株,計45株 で,Table 1に 含め た。総計137株 に

つ い て 試 験 を した。

2. 病 原 酵 母 の 新 鮮 株 な ら びに 保 存株に 対するise-

conazole(IS)の 菌 発 育阻 止 作用― 他のimidapole

系 抗 真 菌 剤 と の比 較 ―

Table 2にISのCandida属 諸 菌 種,T.glabrataお

よびCr.neoformansに 対 す る菌 発育 阻止作用を新鮮株

と保 存 株 との 比 較 お よびCL,MC,ECと の比較成績

をMIC値 の 最 小 か ら最 大 にわ た る範 囲(以 下範囲と略
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Table 2 MICs of isoconazole (IS), clotrimazole (CL), micona;ole (MC) and econazole (EC)
against fresh and stock cultures of pathogenic yeasts

a Based on 48hr-inculation
. MIC determinations at 37•Ž by an agar plate method.

F, fresh cultures; S, stock cultures.

50% and 90%, MICs inhibiting 50 and 90% of strains respectively.

す),お よび全 体 の株 数 の50%な らび に90%を 占め る

MIC値(MIC50な らび にMIC90)の 表 示 で示 した 。

す なわ ち,MIC値 の範 囲 は,ISがT.gtabrataの 新

鮮株 に対 して ≦0.05～6.3μg/mlで,他 の3薬 剤 よ りも

小さ く,菌 発育 阻 止 作用 が 最 も強 力 であ る こ とが 認 め ら

れ た。な お,保 存 株 に対 して は0.1～1.6μg/mlで あ っ

た 。ISはCr.neoformansに 対 して も新 鮮株,保 存株 と

もにMIC値 の範 囲が 狭か った 。C.albiicansの 新 鮮 株,

C.guilliermondiiの 保 存株 に 対 して も 下 限 は 低 い が,

C.albicans,C.tropicalisの 新 鮮 株 の上 限 は比 較 的 高か

った。

ISのMIC50は,Cr.neoformansの 新 鮮 株 で0.4μg/

誠 保存株 で0.8μg/mlで あ り,両 株 に 対す るMIC値

を 併せ考 えれ ば,被 検菌 種 中,MIC値 は 最 も低 く,次 い

でC.guilliermondii,さ らに,C.krusei,T.glabrataは

同程度 に低か った 。C.albicansとC.tropicalisの 新 鮮

株 は,と もに12.5μg/mlで 比 較 的 高か った が,保 存 株

は,そ れぞ れ3.2μg/ml,6.3μg/mlと 低 か った 。

MIC90は,新 鮮 株 に 対 して はC.krecsei,C.gnillier-

mondiiと もに3.2μg/mlで あ り,保 存株 に対 して は,

T.gtabrata,Cr.neefermansと もに1.6μg/mlで,そ れ

ぞれ最 低値で あ った 。C.albicans,C.tropticalisの 新 鮮 株

は,そ れぞれ12.5μg/ml,25μg/mlと 比 較 的 高 いMIC

値 であ り,こ れ に 対 し,C.albicansの 保 存 株 は6.3μg/

mlと 比 較的 低 く,C.tropicalisは12.5μg/mlと 比 較 的

高 か った 。

この よ うに,ISの 新 鮮株 よ りも 保 存株 に 対 して よ り

強 く作用 す る 菌 種 として は,C.albicans,C.tropicalis,

T.glabrata,Cr.neoformansで あ り,そ の逆 の菌 種 に

C.krusei,C.parapsilosis,C.guilliermondiiで あ った 。

CLをISと 比 べ れ ば,C.albicansに 対 して は 新 鮮株

に お い て範 囲 の 下 限が 高 く,上 限が 低 い こ と,い い か え

れ ば,少 数 の菌 株 はISに 対 し,CLよ りもわ ず か に 強 い

感 受 性 を示 し,ま た 同 じ く少 数 の菌 株 はわ ずか に 弱 い 感

受 性 を 示 した 。50%の 菌 株 は新 鮮株 にお い てMIC値 は

ISよ りも低 く,保 存株 にお い て は 同 等で あ り,90%の

菌 株 は新 鮮株 に お い て,ISと 同等 で あ り,保 存株 でわ ず

か に 低 か った。C.tropicalisに 対 して は,範 囲 の上限 が

新 鮮 株 に お い てISよ りも高い もの(50μg/ml)が あ っ

た が,保 存株 につ い て は上 限,下 限 と もに 低 か った 。50

%の 菌 株 はISよ りも若 干低 い 値 を示 した 。90%の 菌 株

の なか に は,新 鮮 株 の なか に上 記 の 高 い上 限値 を 示 した

もの も含 まれ たが,保 存 菌 株 に対 して はISよ りわ ず か

に低 か った 。C.krusei,C.parapsilosis,C.gecilliermondii

につ いて は,新 鮮株,保 存 株 と も にMIC値 の 範 囲,

MIC50,MIC90の いず れ に つ い て もCLがISよ り低 い
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値 であ ったが, T. glabrata と Cr. neoformans について

は,全 般 的 にISの 方 がCLよ りも低 値 を示 した 。

MCに つ い て の 同様 の比 較 の う ら,注 目す べ き点 け,

T.glabrataに 対 し新 鮮 株 で は.上 記 の3つ の 値 の い ず れ

もIS,CLよ り高 い が,保 存株 で はIS,CLと 同 等 も し

くは低値を示す菌株 もあ った。 また, Cr. neoformans に

つ い て は,3つ の パ ラメ ー タ ー と もISと 同 等 も し くは

これ よ りやや 低い 値 を 示 した。 C. guilliermondii, C.

parapsilosis を除けば保存株の方が新鮮株よりもMIC値

が3吟 の値 ともに低い傾 向があ った。

ECに つ い て は, C. parapsilosis に対 し,新 餅 株と保

存株においてISと1司 等 もし くは少数株が い くぶ ん低い

値 であ った以外は,総 体においてISよ りも高い値を示

した。

III.考 察

病原性酵母として医学的に重要な C. albicans を はし

め とす る Candida 属諸菌種, T. glabrata お よびCr.

neoformans の新鮮株と保存株に対するISの 試験管内抗

菌作用の比較を同じ imidazole 系 のCL,MC,ECと の

比較において検討す ることは,こ れ ら抗真菌剤の臨床的

適応のための基礎的資料を得るた めに重要である と思わ

れ る。

著者 らは.各 地の10研 究室において1982年11月 よ

り1983年10月 まで12か 月間に臨床材料 よ り分離 さ

れた菌株 と教室保存株 とについて感受 性 試 験 を 行 な っ

た。 この新鮮株 と保 存株間の薬剤感受性 の差異は真菌を

含む諸種微生物につ いて問われる ところであ り,従 来 よ

り多 くの薬剤について検討がな されているが,新 鮮株の

方が保存株 よ り感受性が強い とする成 績 と,そ の逆の成

績,あ るいは両者間に特に差異は認め られ ないとす る成

績 な ど,薬 剤に よ り微生物の種類に より報 告はまちまち

である。imidazole系 抗真菌剤については従 来かか る報

告は見当らない。

同定 のための検査方法は,便 宜上迅速簡易同定 として

のAPI20Cの 糖発酵 な らびに利用能試験お よびア クチ

ジオ ン感受性試験 と CANDIDA CHECK に よる血清学

的試験のほかに germ-tube test による形態学的検査を

組み合 わせた上で,総 合的に同定 したので,そ の結 果は

誤 りがない と思われ る。

感受性試験 はSDAの 寒天平板 希釈法のみ に よ っ た

が,こ れは従来著者 らが これ らの薬剤について液体培地

Sabouraud dextrose broth を用いた希釈法と比較して

MIC値 に関 し,と くに認むべ き 差異が ないことを確認

しているためである。

MIC値 の判定に は, Candida 属諸菌種と T. glabrata

は37℃,48時 間培養後に,ま た Cr. neoformans につ い

ては37℃ の培養で発 有が不充分な菌株が一部存在した

ので,一 様に27℃ にて48時 間培養後に行なった。

ISの 病 原性醇 母の 新鮮株 と保存株とに対するMIC

値を同系の抗真菌剤3種 との比較に 当って,そ の上限と

上限の範囲のほか にMIC50とMIC90を 検討すること

は.各 薬剤の菌発青阻 止作用を相対的,量 的に表現する

うえで有用 と思われ る。この ような基準で各薬剤のNC

値を比較する とき,ISは Candida 属諸幽種, T. giabrata

お よび Cr. neoformans の各菌株 を強力に発育阻止し得

る ことが明 らか であ り,他 の藁剤に勝るとも劣らない抗

菌活性を示 した。特に T. glabrata に対しては最も強力

に作用 し,ま た C. albicans に対 しても他の薬剤と同等

に作用する ことは.本 剤を腔錠6)として 使用するとき,

女性性器真菌感染症の主要起因菌が C. albicans とT.

glabrata である点にか んがみて臨床適応の有効性を裏

付ける ものであろ う。

新鮮株 と保存株 とに対す るISの 発育阻止作用は,C.

albicans, C. tropicalis, T. glabrata, Cr. neoformansに

おいては保 存株 に対 し,新 鮮株 に対するよりも強力であ

るの に 対 し, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii

においては逆の傾向がみ られた。 この点を他の薬剤につ

い て み る と.CLとMCで は C. parapsilosis  とC,

guilliermondii に お い て 新 鮮 株に より強 く,ECで は

C. tropicalis に対 して 同等に作用 した以外はCL,MC

と同 し傾 向であ った。なお。 C. guilliermondii は特に使

用菌株数が少なか ったので,充 分な比較の対象にはなら

ないが,一 応結果について記述 した。

これ らを通覧す ると,各 薬剤は総体的にはいずれも保

存株 に対 し新鮮株 よ りも強力に作用するとみなすことが

で きる。この よ うな差異は,保 存株中には Cr.neofor-

mans を含め発育の程度が若干衰えているものもある点

か ら人工培地におけ る長期の継代保存に より代謝活性が

低下 しているた めに,代 謝の旺盛な新鮮株よりも抗菌作

用を よ り強 く受 けるもの と理解 される。

各菌種について,よ り多数 の菌株を用いれば,各薬剤

の新鮮株 と保 存株 の感受性の差異がどのように認められ

るかが明 らか となろ うが,本 実験の成績からみて両者間

に著 しい差異はないもの と推測される。
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IV. COMPARISON OF ITS GROWTH-INHIBITORY ACTIVITY AGAINST

PATHOGENIC YEASTS BETWEEN THEIR FRESH AND STOCK
CULTURES
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The growth-inhibitory activity of isoconazole nitrate against medically important pathogenic

yeasts was determined between their fresh and stock cultures by an agar plate dilution method using
Sabouraud dextrose agar in comparison with other imidazole compounds, clotrimazole, miconazole
nitrate and econazole nitrate.

Isoconazole exhibited a potent inhibitory effect against the growing cells of Candida albicans and
other species of the Candida genus, Cryptococcus neoformans and Torulopsis glabrata, particularly
T. glabrata. The other three imidazoles were also active in this effect in the almost same degree
with isoconazole nitrate except against T. glabrata.

The stock cultures of these yeasts were, in general, considerably sensitive to all of these drugs
than to the fresh cultures.


