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Candida albicans における oxiconazole nitrate の

抗真菌作用 メカニズム

平 谷 民 雄 ・山 口 英 世

帝京大学医学部医真菌研究センター

(昭和59年8月27目 受付)

新規イミダゾール剤oxiconazole nitmte(OCZ)の 強力な抗真菌活性に関与する作用機序を解明

するために。Candida albicansを 試験菌として用い,そ の主要な細胞機能に及匠す影響ならびに幾

つかの代謝変異株に対する抗菌活性について比較検討を行なった。

OCZは 静菌的発育阻止作用を示す10～20μg/ml以 上 の濃度で,1)呼 吸,と くにグルコースを

基質とする外部呼吸,お よび2)生 体高分子物質,細 胞壁多糖,脂 質 といった主要細胞成分のすべ

ての合成,3)2ー デオキシグルコースのinflux,を いずれも薬剤添加直後から有意に阻害 した。呼

吸欠損変異株が野生型親株を上回る本剤感受性を示 したことから,こ の好気的エネルギー代謝阻害

は本剤の抗菌活性に直接関与 しないことが推論された。

OCZは10μg/ml以 上 の濃度で,細 胞内K＋ および無機 リン酸 などの合成の放出,な らびに外

液pH値 の迅速な上昇をひき起 こし,細 胞膜障害作用をもつことが示された。 細胞合成機能のなか

で最も強くOCZの 阻害的効果を受け たのはステロール合成経路のなかのC4,14-脱 メチル化反応

であり,1μg/ml以 下 の薬剤濃度によりエルゴステロール合成は90%以 上阻害 された。エルゴス

テロール合成能を欠如した変異株 と親株 とのOCZ感 受性の比較から,エ ルゴステロール合成阻害

は本剤の部分発育阻止作用のみにかかわるメカニズムであり,完 全発育阻止作用は主 として細胞膜

障害に依存することが示唆された。

従来きわめて多数のイミダゾール誘導体が合成され,

そ の な か で clotrimazole,miconazole,econazole,

isocomzoleお よびtioconazoleは す で に わ が 国 に お い

ても局所的抗真菌 剤 と して実 用 化 され てい るほ か,現 在

開発研究途上 に あ る誘導 体 も少 な くな い。

Oxicomzolenitrate(以 下OCZと 略)は,ス イ ス

SlegfriedAGに よ り合 成 さ れ た2',4'-dichloro-2-imi-

dazol-1-ylacetophenone(Z)-[O-(2,4-dichlorobenzyl)

oxime]nitmteの 化学 式 を もつ 新 しい イ ミダ ゾー ル 化 合

物である(Fig1)1)。 これ まで 検 討 され たOCZの 基 礎

的評価に関す る成 績か ら,本 剤 は 広 範 囲 の 病 原 真 菌 に対

して強いin vitro抗 菌 活 性 を 示 す の み な らず,動 物 で

の実験的白癖 な ら び にCandida albicansやHisto。

plasma capsulatumの 系 統 感 染 モ デル に お い て も優 れ

た治療効果を発揮 す る こ とが 知 られ て い る2～5)。 さ らに,

本剤の1%ク リー ム剤 が 白 癬 そ の 他 の 皮 膚 真 菌症 症 例 の

治療に用い られ,優 れ た薬 効 を証 明す る成 績 が 得 られ て

いる6～a)。

既存のイ ミダゾー ル系 抗 真 菌 剤 がす ペ て ビス フェ ニー

ルイミダゾール体 か ま た は フ ェ ネ チ ル イ ミダ ゾー ル体 に

属するのに対 して,ア セ トフェノンオキシムイ ミダゾー

ル体であるOCZは 化学構造の点で特異な性状をもつ。

それと関連 しているか否かは不明であるが,OCZのin

vitro抗 菌活性には,他 のイ ミダゾール剤に比較して,

あ る積の特微がみられる2～4)。一方,OCZの 強力な抗真

菌作用を説明するメカニズムについてはまったく報告が

なされていない。本報においては,C.albfcansを 試験

菌として用い,主 として生化学的方法論により細胞 レベ

ルでこの問題を検討した成積について述ペる。

I. 実験材料と方法

菌株:と くに指定 しないか ぎ り, Candida albicans

Fig.1 Chemical structure of oxiconazole nitrate
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TIMM0144を 主要試験菌として使用 し,一 部の実験に

はこの菌株から人為的に誘導した ト1,ア ゾール系抗寅菌

剤BAYn7133耐 性変翼株50)を組人介わせて用いた。 そ

のほか,エ ネルギー代謝に関する実験 で はC.albicans

MTU 12013お よびその呼吸 欠損変異株10)が 使 用 され

た。各菌株ともSabouraud dextrose agar(SDA)斜 面

に継代保存 した。

薬剤溶液の闘製:東 京川辺鰻赴桝式会苔より分 ケされ

たOCZ精 製原 衣(lot no,009188)を ジメチルスルホキ

シド(DMso)に 溶解 し,濃 度8mg/ml(wlv)の 溶 液

を調製した。これを一20Cに 保存し,実 験に臨んで融解

し,完 全にOCZが 溶解していることを確かめた後,適

宜希釈 して使用した。精釈用溶媒にはすぺてDMSOを

用 い,反 応液の1/100容 量 を添加した。また各実験系に

1%DMSOの みを含む対照を置いた。Amphotoricin B

methyl ester(日 本スクイブ社より分与)お よびanti-

mycin A(ICN NBC Laboratories,Inc.)は,そ れぞれ

DMSOお よびエタノールに溶解 し,実 験に供 した。

培養生菌数を指標とする抗菌 活性の測定:Saboura-

ud dextrose broth(pH無 修正;以 下SDBと 略)に

若い斜面培養から採取した菌を接種 し,37℃ で18時 間

振盈培養した。この培養を新鮮なSDBで 希釈 し,血 球

計算板を用いて105細 胞/mlの 濃度に調整し,細 胞浮遊

液を作製 した。その10mlず つを段階的濃度の薬剤を含

むL型 試験管に分注し,37℃ で振盗培獲した。24時 間

後,各 試験管から試料を採取し,適 宜希釈列を作 り,常

法に従ってSDA平 板上に発育するコロニー数(CFU)

を測定 した11)。

培 養濁度を指標とする抗菌活性の測定:上 記の生菌数

測定の場合と同じ操作で得られたSDB培 養を新鮮培地

により約2×105細 胞/mlの 濃度に希釈調整 した後,こ

れを予め段階的濃度の薬剤溶液0.1m1が 添加された各

L型 試験管に10mlず つ分注した。37℃,24時 間振塗

培養を行なった後,各 試験管から試料を採取し,分 光測

光法により530織 魚 波長における濁度を測定した。

細胞呼吸活性の測定:SDB中 で の37℃,18時 間振

盈培養からC.albican3細 胞を遠 心 集 菌 し,0.4mM

KH2PO4溶 液 に懸濁しては遠心するとい う操作を3回

くり返 して充分に洗浄 した後,最 後に得られた細胞浮遊

液を37℃ で振盈 した。4時 間後に遠心集菌 し,0.4瀟M

KH2PO4溶 液 中に約108細 胞/mlの 濃度になるように

再浮遊 した。内部呼吸測定の場合には,細 胞浮遊液2.0

mlを 所定の容器に移 し,直 ちに酸素消費量の測定を開

始 した。また,外 部呼吸測定の場合には細胞浮遊液のほ

かに200mMグ ル数一ス溶液0,1mlを 添加した。測定

は酸素電極(Rank Brothers)を 用 いて行なわれ,37℃

恒 温下における酸素消費速度を記録 した。この速度が一

定になった時期に徽剤溶液20μlを 添加し、さらに記録

を統け九。婆剤添加醜とその後における酸素消費逮度の

比に芯ついて,薬 荊による呼吸阻害度を算出したな

各種放射樵基質の細胞1こ要成 分へ の取 り込み:萌

綴埠21に 記 上た細胞浮遊液調製法,反 応系および鱒粉

醐法を用い,(albicans細 胞におけるタンパク質画分

への[8H]ロ イシン、RNAお よびDNA各 画 分への

[aH]ア デ昌ン,マ ンナ ノおよびアルカリ不溶酸不溶多

糖 各画分への[14C]グ ル コースのそれ ぞれ の取 り込

み川,総 脂質両分への[l4C]酢 酸の取り込み墨2,を種 の々

段階的濃度のOCZ存 在下で経時的に測定 したっまた

[8H3デ 才キシグルコースのinfluxも 前報11)に準麹して

測定を行なった.い ずれの反応系においても薬剤を反応

開始直前に添加した。

各ステロールクラスへの放射性基質の取り込みとか分

画 二PYE&MAKR1OTT18)の 記敏に従い,C.albicans細

胞 を各種濃度のOCZ存 在下で[14C]酢 酸を含む反応液

中でインキュベー トし,経 時的に採取した各試料にっい

てステロールのクラス別分画を行なった後,各 画分から

回収される放射能を測定 した。SDB培 養から遠心集菌

した 細胞を[置4C〕 酢 酸 含 有Rowley-Huber medium

(Oxoid)に 浮遊 し,約108細 胞mlの 濃度に調整した,

この細胞浮遊液を50rn1ず つ フラスコに分注し,所定の

濃度の薬剤溶液9.5mlを 添加 した後,37℃,3時 間振

邊保温した。遠心集菌 した細胞からMARRIOTTの 方

法14)に 従 って不鹸化脂質を抽出し,薄 層 クロマトグラ

フィー展開を行なった。放射能の所在を薄層スキャンナ

ーを用いて確認 した後,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,C4,14-デ スメチ

ルステロール画分およびその前駆ステロール画分の位置

をそれぞれ特定 した後,そ の部分を切り取って放射能を

測定した。

Kお よび無機 リン(Pi)の 細胞外放出量の測定:前

報揃に述ぺたのと基本的には同一の方法を用いて,薬荊

処理細胞から外液中へ放出されるK+お よびpiを 定量

した。SDB中 での37℃,18時 間振邊培養から遠心集

菌 したCaJbicm5細 胞を3回 の遠心操作により蒸留脱

イナソ水で充分に洗浄 した。最後に得られた沈渣を蒸留

脱イナン水に再浮遊 し,約108細 胞/mlの 濃度の細胞浮

遊液を調製した。この10m1ず つをあらかじめ薬剤溶液

0.1mlが 添加されたL型 試験管に分注し,直 ち}こ37℃

で振湯 した。反応開始2.5分 後 から10分 後まで経時的

に各試験管から試料を採取し,速 やかにガラス線維濾紙

(GF/c,Whatmann)を 通 して減圧濾過した。得られた

濾液すなわち細胞外液の一部をとり,炎 光光度計(日立
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775型)に よるK+量 測定および比色法15)によるPi量

測定をそれぞれ行なった。薬剤無添加対照細胞における

K+お よびpiの 細胞内含量は9反 応開始前の細胞から

5%熱 過塩素酸により抽出される画分について得られた

測定値に基づいて算出した。

細胞外液pH値 の連続測定:上 記の方法を 用いて 調

製したOalbicans細 胞浮遊液の一定量を所定の容器に

移し,37℃ 恒温槽内で撹伴しながら1/100容 量 の薬剤

を添加し.pHメ ーター(目 立一堀場M-7型.6028型

複合電極装着)に より10分 間以上にわたって連続的に

,H値 を測定,記 録した。また.対 照として薬剤溶液単

独のpH値 も併せて測定 した期。

試薬: [3,4,5-3H] L-leucine(120 Ci/mmol),[8-3H]
adenine (25 Ci/mmol),[U-14C] D-glucose (240 mCi

Fig.2 Effect of oxiconasole nitrate on growth

of C.albicans as measured by viable

counts.Cultures were grown at 37•Ž

for 18 hours with aeration.The inoculum

size was approx.106 cells per ml.

Concentration of oxiconazole nitrate (ƒÊg/ml)

/mmol),[2-14C] acetic acid,sodium salt (60 mCi

/mmol),[1-13H] 2-deoxy-D-glucose (240 Ci/mmol),
以上すペての放射性化 合物はRadiochemlcal Centre

(英国)製 品を使用した。とくに記述のない一般試薬は.

いずれ も東京化成工染社または和光紬薬社 の製品で あ

る。

II. 實 験 成 積

1) Calbicansに 対する抗菌作用

本実験に主として使用されているCalbicansTIMM

0144の 発青がOCZ濃 度によってどの程度阻害される

か.ま た殺菌的影響を受けるか否かを検討 した。種々の

濃度のOCZを 含むSDB中 で24時 間培養した後に測

定した生菌数をFig.2に 示す。薬剤無添加対照培養に

比べて.1.25μg/ml以 上 のOCZ存 在下においては生菌

数は1オ ーダー低 く.20μg/ml以 上の薬剤濃度では生菌

数増加がほぼ完全に阻止された。一方.使 用した最大薬

Fig.3 Effect of oxiconazole nitrate on respira-

tory activity of C.albicans cells with and

without glucose as an exogenous substrate

Concentration of oxiconazole nitrate (ƒÊg/ml)

Fig.4 Effect of antimycin A (A) and oxiconazole nitrate (B) on growth of

wild type strain (MTU 12013) and respiratory-deficient mutant strain

(MTU 12013 RD-4) of C.albicans in media supplemented with glucose

or glycerol as a sole carbon source.Cultures were :•œ MTU 12013

grown on glucose;•›,MTU 12013 grown on glycerol;and A,MTU

12013 RD-4 grown on glucose.

Antimycin A (ƒÊg/ml) Oxiconazole nitrate (ƒÊg/ml)
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荊濃度80μg/mlに おいても接種時以下への生菌数の低

下すなわち殺菌的効果はみられなかった。

2) 細胞呼吸に及ぼす影響

飢餓処理によって細胞内基質 を消耗 させ たC.albi-

cans細 胞 内の内部呼吸活性およびこの細胞に外 来性 基

質 としてグルコースを供給 した場合の外部呼吸活性のそ

れぞれが,OCZに よってどのような影響を受け るかを

02消 費速度を指漂として検射 した。 この爽験条件下に

おいては,細 胞タンパク質量当 りのQo2値 で比鮫 した

場合,内 部呼吸よりもグルコース依存性 の呼吸は約3倍

高い活性を示した。Fig.3に 図示されるように,内 部呼

吸およびグルコース依存性呼吸はいずれも薬剤濃度に応

じて阻害された。とくに後者の阻害度は高く,10,20お

よび40μg/mlの 薬剤存在下でそれぞれ約40,70お よび

90%阻 害され,80μg/mlで はほぼ完 全な阻害が認め

られた。一方,内 部呼吸も80μg/ml OCZに よ り95%

阻害 されたが,そ れより低濃度域では阻害度はグルコー

ス依存性呼吸よりもかなり低く,40μg/mlで40%程 度

阻害されるに過ぎなかった。

3) 呼吸依存度の異なるC.albicans培 養 の発育に及

ぼす影響

通性嫌気性であるC.4lbicansは,発 酵性基質グルコ

ースを呼吸および発酵のいずれの代謝様式によっても利

用することができるが,好 気的条件下においては,主 と

して呼吸によってエネルギーを産生する。また,グ リセ

ロールなどの非発醇性基貿の場合には,完 全に呼吸によ

ってのみこれを利用する。一力,呼 吸能をほとんどまた

は宮ったく失った呼吸欠損菌は,好 気的条件下において

も発静によってのみグルコースを利用 し,エ ネルギーを

産生する10)。したがって,も しOCZの 呼吸阻害作用が藩

本剤の抗Candida作 用 に直接関与するならば,細 胞の

好気的エネルギー代謝すなわち呼吸への依存度が霞くな

るにつれて,薬 剤感受性も上昇すると推察される。

二の推諭の当百を検討するために,C.albicans MTu

12013(野 生 型株)と それから人為的に誘導した呼吸欠損

変異株MTU 12013 RD-4を 用い,呼 吸依存度を異に

する3櫨 の培養,す なわち(葦)野 生型株のグリセリン

培地(SDBの グルコースの代りに 同量の グリセリンを

唯一の炭素源として加えた培地)培 養。(ii)野 生型株の

ダルコース培地(SDB)培 養,お よび(iii)呼 吸欠損変

異株のグルコース培地培養,の それぞれの間でOCZに

よる発育阻止効果の強さを比較 した。Fig.4Aに 示され

るように,酵 母におげる特異的呼吸阻害荊として知られ

るantimycinA17)よ,(i)>(ii)>(iii)の 順に強く発

育阻止作用を示 し,こ の順序は呼吸への依存度に一致し

た。 しか し,最 も高い感受性を示した野生型株のグリセ

リン培養においても発育阻止度が90%を 超すことはな

かった。一方,OCZの 発育阻止作用に対しては,(i),

(ii),(iii)の 間でantimycin Aの 場合ほど著しい惑受

性の差はみられなかったが,と くに(iii)は 最も高い感

Fig. 5 Effect of oxiconazole nitrate on synthesis of major cellular constituents

in C. albicans cells as measured by incorporation of specific radioactive

compound for 20min(• )and 40 min (• ). Incorporation of: A, [3H]

leucine into protein ; B, [3H] adenine into RNA; C, [3H] adenine into

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

des; E, [14C] glucose into mannan; and F,[14C] acetate into total

lipids.

A B C

Concentration of oxiconazole nitrate(ƒÊg'ml)

D E F

Concentration of oxiconazole nitrate(ƒÊg'ml)
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受性を示し10.63μg/ml以 上 の薬剤濃度下でほぼ完全に

発育が阻止された(Fig.4B)。

4)主 要細胞菌成成分の合成に及ぼす影響

C.albicans細 胞を構成する主要成分で あ る各種生体

高分子物質,細 胞壁多菌および脂質のそれぞれの初期合

戒速度がOCZに よってどのような影響を受けるかを,

各成分へ取り込まれる特異的基質の放射能を指標 として

比較検討した。反応開始20分 および40分 後の成績を

Fi邸5に まとめた。

この図から明らかなように,生 体高分子物質のなかで

はDNA合 成が最も強 く阻害され,薬 剤濃度10,40

μg/mlでそれぞれ50･80%以 上,80μg/mlで はほぼ

100%阻 害を示した。一方,タ ンパク質およびRNAの

合成に対しては,20,80μg/mlで それぞれ50,90%以

上の阻害度が得られた。C.albicans細 胞壁主要構成多糖

であるアルカリ不溶酸不溶多糖およびマンナンの合成に

対してもOCZは 有意な阻害効果を示し,と くにマンナ

ン合成はDNA合 成 に匹敵する強い阻害を受 け た。脂

質合成もまたこれらの高分子物質と同程度またはそれ以

上にOCZに よって阻害された。このように細胞成分の

種類によってOCZ阻 害効果は若干程度 を異にす る傾

向がみられたが,い ずれの成分においても50%合 成阻

害が達成される薬剤濃度は10～20μg/mlの 範 囲に限定

された。

5)ス テロール合成に及ぼす影響

C.albicans細 胞におけるステロール合成系に 対す る

OCZの 作用を検討す る ため に,種 々の薬剤濃度下で

[14C]標識酢酸を取り込ませた細胞から本菌ステロール

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,お よびその前駆代謝産物であるジメチルステロール

画分ならびにトリメチルステロール画分をそれぞれ分離

し,含まれる放射能の強さに基づいて各画分の合成量比

を測定した。

Fig.6の 実験成績に示されるように,OCZは デスメ

チルステロール合成を低濃度で 強力に阻害し,0.16お

よび0.63μg/mlで の阻害度はそれぞれ50%以 上,90%

以上に達した。これとは対照的に,他 の2つ の前駆ステ

ロールクラスの合成はいずれもこれ らの低薬剤濃度域で

はほとんど阻害されず,薬 剤濃度をさらに高めた場合に

はかえって合成が促進される傾向を示 した。これ らの成

績から,本 剤はステロール合成経路の最終段階であるジ

メチルステロールからデスメチルステロールが産生され

る反応すなわちC4,14-脱 メチル化反応を特異的に阻害

するζとが示唆された。

6)2-デ オキシグルコースのinfluxに 及 ぼす影響

酵母状真菌にお訴て,グ ルコースと同様にATP依 存

Fig. 6 Effect of oxiconasole nitrate on synthesis 
of ergosterol in C. albicans cells as meas-
ured by incorporation of [14C] acetate into 
three sterol classes. Incorporation into :

●,C4,4'.14-trimethyl sterols;●.C4.14

-dimethyl sterols;and△
,C4,14-desme-

thyl sterols

Fig. 7 Effect of oxiconasole nitrate on influx 
of [3H] 2-deoxyglucose into C. albicans 
cells

性輸送機構によって細胞内へ移入される一方,グ ルコー

スと異な り細胞内で代謝されないグルコースアナログ体

である2-デ オキシグルコースの[3H]標 識化合物を基

質として用い,外 液からC.albicans細 胞内へのinflux

がOCZに よってどのように影響されるかを検討 した。

Fig.7に 示 されるように,2-デ オキシグルコースの細

胞内移入速度はOCZ80μg/mlの 存在下で,薬 剤添加直

後から顕著に阻害された。一方,5～40μg/mlの 濃度範

囲のOCZに よる阻害度は,濃 度に依存する傾向はみら

れるものの,い ずれの場合も50%以 下 と比較的軽微で

あった。

7)細 胞内カリウムイオンおよび無機 リン酸(Pi)の

放 出促進効果
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Fig. 8 Release of K+ induced by oxiconazole

nitrate from C. albicans cells

Fig. 9 Release of inorganic phosphate induced

by oxiconazole nitrate from C. albicans

cells

蒸留脱イオン水に浮遊したC.albicans細 胞を37℃

でインキュベー トした場合,10分 間 の測定時間内では

細胞内から外液中へのK+ま たはPiの 放出は測定され

なかった。これに対 して,10μg/ml以 上 の濃度のOCZ

をあ らか じめ細胞浮遊液に添加しておいた時には,反 応

開始直後から有意な量のK+お よびPiの 細胞外への放

出が観察された(Fig.8,9)。K+,piい ずれの放 出初期

速度および放出量も添加された薬剤濃度に対応 して増大

した。ことに80μg/mlの 薬剤濃度下においては,10分

後 までに細胞内K+の ほぼ全量が放出された。 それ 以

下の薬剤濃度 では放出量が著 しく低 くなり,40μg/ml

OCZに よる10分 後 までの放出率は20%以 下 に過ぎ

なかった(Fig.8)。

K+の 場合に比べて,OCZの 細胞内Pi促 進効果はさ

らに強く,40μg/mlの 濃度下では反応開始10分 後まで

に細胞内piの ほぼ全量が,ま た80μg/mlで はその2

Fig.10 pH changes produced by oxiconazole

nitrate in a C albicans cell suspension.

The drug was added to the cell suspens-

ion prepared in deionized water at the

point as indicated by an arrow to a final

concentration of (pg/ml): A, 0 (solvent

alone); B, 10; C, 20; D, 40; and E, 80,

In F, the cell suspension used inA•`E

was replaced by the same volume of de-

ionized water and the drug was added to

a final concentration of 80 ƒÊg/ml.

倍に相当する量がそれぞれ外液中へ放出された(F19.

9)。 これは,細 胞内プールに存在するpiの みならず,

各種 ヌクレオチ ド,核 酸などの有機 リン酸化合物に由来

するpiも また40μg/lml以 上の高濃度のOCZに よっ

て放出されることを示唆する。

8) 細胞 外液pHに 及ぼす影響

前述の実験成績から示されるように,細 胞内K+が 外

液中に放出されれば,そ の結果 として外液pH値 が上昇

するはずであり,し たがってこれを指標としても細胞膜

障害の程度を知ることができると考えられるところか

ら,C.albicans細 胞浮遊液に種 々の濃度のOCZを 添加

し,外 液のpH値 を連続的に測定,記 録した。Fig.10

にその実験成績をまとめる。

薬剤無添加対照の細胞浮遊液のpHは10分 間の測定

時間内ではまった く変化を示さなかった。これに対し

て,細 胞浮遊液に薬剤を添加 した場合には,薬 剤濃度に

対応するレベルまて,し か しいずれの場合も瞬間的に

pH値 が低下した。 これは,本 剤が弱塩基物質の硝酸

塩nて あるために,そ の水溶液が強酸性を呈することに

起因すると考えられる。最終濃度80μg/mlに なるよう

にOCZを 添加した場合には,4pH約0.3の 低下を示
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Fig.11 Effect of amphotericin B metbyl eater(A)and oxiconazole nitrate

(B) on growth of wild type strain(TIMM 0144,△)and BAY n 7193-

resistant mutant strains(TIMM 0144 azr-1,○;and TIMM 0144 azr-

2,●)of C. albicans in Sabouraud dextrose broth

Amphotericin a methylester(ƒÊg/ml) Oxiconagole nitrate(ƒÊg/ml)

した。しかし,一 旦低下したpHは 直ちに上昇に転 じ,

その速度と程度とは薬剤濃度とともに増大 した。少なく

とも最終薬剤濃度10μg/mlま では,薬 剤添加前を超す

レベルにまでpH値 は上昇 し,80μg/mlの 薬剤添加後

のpH上 昇は,4pH>0.8に 達 した。

9) BAY n 7133耐 性変異株にみられるOCZ感 受 性

低下

トリアゾール誘導体BAY n 7133(vibunazole)は,広

い抗真菌スペクトルを有 し,C4砺can5に 対 しても強い

in vitro抗菌活性を示す18,19)。われわれは先にBAY n

7133感 受性であるC.albicans TIMM 0144を 親株とし

て,これよりMIC値 が20～40倍 高い耐性変異株を得

た。いずれの株も共通 してエルゴステロールの細胞含量

が低く,発 育にはエルゴステロールと不飽和脂肪酸の部

分的要求性がみられ,加 えてamphotericin B,そ の他

のポリエン抗生物質に耐性であった9)。これらの性状か

ら,得 られたBAY n 7133耐 性変異株は,エ ルゴステ

ロール合成過程に欠損を生じた変異株であると推定され

た。そこで,こ れらの変異株 のなかか らTIMM 0144

azr-1お よびazr-2の2株 を選び,感 受性親株との間で

OCZ感 受性を比較することにより,本 剤の抗Candida

作用に対するエルゴステロール合成系の関与の有無を検

討した。

Fig.11Aに 示 されるように,変 異株は2株 とも親株

と比ベてamphotericin B(methyl ester)に 対する感受

性が,IC50ま たはIC100(MIC)の いずれを基準として

評価した場合でも,1/30以 下 に低下 していた。これに対

して,OCZに 対する感受性を比較すると,ICl00値 はい

ずれも10μg/mlで ほ とんど変らず,IC50値 のみが親株

の0.08μg/mlか ら変異株の1 :25μg/mlへ と約16倍

上昇を示した(Fig .11B)。

III. 考 察

種々のイ ミダゾール誘導体についてこれまでなされた

研究から,そ れらの抗真菌作用に関与する想定メカニズ

ムとして報告されている もの は,次 のとお り多様であ

る。(童)酸 化酵素および 過酸化酵素の合成阻害20,鋤,

(ii)酸 化的 リン酸化の脱共役22),(iii)呼 吸 酵 素 系 阻

害38,26),(iv)エ ルゴステロール合成阻害14.25,26),および

(v)細 胞膜障害12,27)。現在開発研究途中にあるものを含

めてこれまで検討されてきたイ ミダゾール系抗真菌剤に

属する化合物は,化 学構造的にはかなり多彩であ り,抗

菌活性の上でも化合物による特徴がみられることもある

が,少 なくとも定性的には上記の作用機序のなかの複数

のものが共通に働いていると考えられている28～30)。

OCZは 化学構造的には 特異な イミダゾール化合物で

あるが,物 理化学的性状や抗菌活性などの生物学的性状

からみれば,基 本的には従来のイ ミダゾール剤と類似の

作用機序をもつ可能性が想定される。本報では,イ ミダ

ゾール剤抗真菌作用の主要なメカニズムと目されて比較

的研究の進んでいる上記の(iii),(iv),お よび(v)を

中心に,OCZ作 用機序の検討を進めた。

イ ミダゾール剤がC.albicansな どの感受性真菌細胞

の呼吸活性を阻害す ることは,clotrimazole,micona-

zole,econazole,isoconazole,sulconazoae,ketocona-

zoleと い うこれまで調ベられたすべての薬剤で証明され

ている11,12,15,23,24,27,31～33)。しか し,薬 剤によって阻害の

強さは異なり,抗 菌活性を基準として比較す る と,ke-

toconazoleが 最 も強力な呼吸阻害作用を示す よ うで あ

る。この点に関 してOCZを 対象に検討 した本報の成績

は,外 部基質のグルコースに依存する呼吸が,本 剤によ

って高度に阻害されることを示 している(Fig.3)。 この

阻害度は,種 々の細胞成分のいずれの合成に対する阻害

度 よりも高 く,さ らに2-デ ナキシグルコースinfluxの
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それをも上回るものであった。一方,内 部呼吸はOCZ

によってそれほど強 く阻害されず,し たがって呼吸系自

体の障害に加えて ミトコンドリア内への外来日 基質の輸

送ならびに利用の阻害もまたひき起こされることが示唆

される。

OCZが このようにC.albicans細 胞 の外部呼吸を強く

阻害するにもかかわらず,こ れが本剤の抗candida活

性 に直接関与している可能性については問題がある。本

来C.albicansな ど多くの酵母状真菌は通性嫌気性であ

り,た とえ呼吸をまったく行なわなくとも,グ ルコース

その他の発酵性雄質が利川できる限 り,発 酵によって必

要なエネルギーを獲得できると考えられるからである。

Fig.4に 示 される突験成績は,こ の想定を支持するもの

と解釈される。すなわち,特 異的呼吸阻害剤として知 ら

れるantimycin AがC.albieans呼 吸欠損変異株の発育

を軽度にしか阻止 しなかったのは当然予想されたところ

であるが,本 菌野生型親株の非発酵性基質グリセ リンに

依存する発育を90%の レベルまで阻害した の に対 し

て,発 酵性基質 グルコースを含む培地における発育阻害

は70%以 下 に留まった。後者の培養でantimycin A

感受性が低かったのは,お そらく発酵によって支持され

る発育があったためであろう。このことは,呼 吸阻害の

みではグルース培地における通性嫌気性菌の発育の完全

阻止が達成されないことを示している。Antimycin Aの

場合とは対照的に,OCZに 対 しては 呼吸欠損変異株培

養が野生型株培養と同程度もしくはそれより高い感受性

を示し,そ の抗菌活性が培養の好気的エネルギー代謝へ

の依存度と無関係であることが認め られた。 したがっ

て,OCZは 強い呼吸阻害作用を示すにせよ,こ れは本剤

の抗菌作用の原因機序となるものではなく,他 の細胞機

能の障害に続発する二次的効果と見なすべきであろう。

本剤に対するC.albicansの 好気培養と嫌気培養の感受

性がほぼ同等であるという前報4,の 成績もこの推論を支

持する。これに加えて,内 部呼吸が比較的影響を受けに

くいことを考慮するならば,OCZの 呼吸阻害作用に直

接的に関与する生化学的過程として二次的に惹起 される

ミトコンドリア内部環境の劣化および呼吸基質移入阻害

を第一に想定すべ きであろう。

呼吸阻害のみならず,10～20μg/mlと い う対応する濃

度でOCZが すべての主要細胞成分の合成をもほぼ同程

度にしかも薬剤添加直後から迅速に阻害 したことから,

これらのすべてのOCZ作 用 を一元的に説明するには細

胞膜および内膜系の機能障害を一次的機序として考えざ

るを得ない。事実,他 の実験成績は,10μg/ml以 上 の濃

度のOCZが 細胞内K+お よび無機 リンを迅速に放出さ

せること(Fig.8,9),ま た同様の速や か さ で細胞外液

pHを 上列させること(Fig.10)が 観索された。両者は

それぞれの薬剤濃度依存性や経時的パターンからみても

互いに関連する過程であることが示される。これは外液

pHの 上列がK+細 胞外放出に 共役して起こる外液中

H+の 細胞内移入促進によってもたらされることを考え

れば,細 胞膜障宵に基づく同一の過糧を異なる指標で表

わ したものに過ぎないと理解することができよう。H+

の細胞内蓄積は.内 部環境を酸性化する結果,ク ンパク質

や核酸の分解醒素の活性化に よ り自己融解過程を促進

し,細 胞内の種々の重要な代謝 とくに生合成反応の阻害

を招 く02-デ オキシグルコースinfluxの 阻害度に比べ

て,生 体高分子物質,細 胞蟹多糖および脂質などの主要

細胞膜構成成分の合成阻害がより強いことは,合 成基質

の細胞内輸送能の低下に加えて,K+,PO48-な どの放出

とH+の 移入による細胞内環境の劣化が大きく関与して

いることを示唆する。

一般に細胞内成分の放出は,細 胞膜透過性の異常亢進

にともなってひき起 こされることが知られている34)。生

体膜および人工膜モデルについての研究から,ス テロー

ルは膜に硬さを与える作用をもつこと3聯,,ス テロール

の挿入または置換によって種々の陽イナン,陰 イォン,

非電解質の膜透過性に著 しい変化を生じる ことか鋤が

見出されている。C.albicansな どの感受性真菌細胞から

K+な どのイナンや細胞成分を放出させる作用は,clo+

trimazole, miconazole, econazole, isocomzdb, sulco-

nazoleな ど 従来調べられたすべ てのイ ミダゾール剤に

認められ,い ずれの場合もMIC値 以上の比較的高い薬

剤濃度でなければ顕著に現われないことが共通した特復

として指摘 される80)。これらのイ ミダゾール剤は,膜 リ

ン脂質との親和性が強く40,41),物理化学的相互作用の結

果として膜流動性を高めることが リポソームモデル を

用いた実験成績から確かめられている42)。C.albicans細

胞 に10μg/ml以 上 の濃度のOCZを 作用させた場合に

みられる迅速な細胞膜透過性亢進は,他 のイミダゾール

剤と同様の分子 レベルでのメカニズムに基づいて発現さ

れることが推定される。

こうした細胞膜障害作用を明瞭に発揮する薬剤濃度よ

りはるかに低濃度で本剤はC.albicans細 胞におけるエ

ルゴステロール合成を有意に阻害 した(Fig.6)。 エルゴ

ステロールは,好 気的条件下で培養した場合の酵母緬胞

の主要ステロールであ り43,44),その大部分は細胞膜に存

在する45,46)。細胞の発育ならびに膜の機能 ・構造の維持

に果すエルゴステロールの役割の重要性47)は,通常の酵

母がこのステロールを失うと発育不能にな る48)ことか

らも充分うかがい知 られる。Fig.6に 示 される成績は1

OCZに よる エルゴステロール合成阻害が その前駆体か
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らのC4,14-脱 メチル化反応の段階で起 こることを示 し

ている。この作用機序はすでに他の幾つかのイ ミダゾー

ル剤に関して特異的な生物学的活性として知られている

ところであり23～30),阻害的薬剤濃度や作用点の共通性か

ら判断して,エ ルゴステロール合成系に対 してもOCZ

は従来のイミダゾール剤と同様の作用機序を営むと見な

すことができよう。

以上述べたことから,OCZの 作用機序は,基 本的には

従来のイミダゾール剤のそれと同様であり,主 として直

接的細胞膜障害およびエルゴステロール合成阻害にある

と推論される。前者が本剤の抗Candidaa活 性.と くに

高濃度域におけるそれに関与 していることに異論はない

と思われるが,一 方,後 者の作用が極めて低濃度の薬剤

によって発揮されるものの,抗Candida活 性 との関連

性を明確に示す証拠は得られていない。C.albicansポ リ

ェン耐性変異株の なか に はステロール合成 経 路 上 の

C4,14-脱 メチル化能(し たがってエルゴステロール合成

能)を 欠き,エ ルゴステロールを細胞内にほとんど含有

しないにもかかわらず,充 分な発育 ・増殖を行なうもの

が見出されており49),これはエルゴステロール合成阻害

の抗菌作用における意義をむしろ否定するものと解釈す

ることができよう。

SUD&FEINGOLD50)は,通 性嫌気性酵母Saccharo-

myces cerevisiaeが 嫌気的条件下でエルゴステロールを

合成しないことを利用し,本 菌の好気的培養に対 して示

された低濃度イミダゾール剤の静菌的作用が嫌気的培養

ではみられなくなることを観察し,これを根拠に,低濃度

イミダゾール剤の抗菌作用がエルゴステロール合成阻害

に基づくことを証明したと述べている。 しか し,こ こで

設定された実験条件には幾つかの問題点があ り,と くに

嫌気培養においてはイ ミダゾール剤親和性の低い飽和型

リン脂質の相対含量が増すこと40,51),およびイミダゾー

ル剤作用を強く拮抗する不飽和脂肪酸52⊃を培地に添加

したことを考慮するならば,彼 らの結論は必ずしも妥当

なものとは言い難い。

この問題をより明確に検討するための手段 として,わ

れわれはC.albicansな どの酵母におけるエルゴステロ

ール合成を阻害する一方
,細 胞膜障害作用をほとんど示

さないことが予備的に見出されている トリア ゾール系

抗真菌剤BAYn7133に 着 目 し,本 剤感受性の野生型

親株とそれから人為的に誘 導 した 耐性変異株との間で

OCZに 対する感受性を比較 した。 この耐性変異株がエ

ルゴステロールを欠如 していることは,膜 エルゴステロ

ールを作用標的とするamphotericinBに 対 して著 しく

耐性化している成績(Fig.11A)か らも示される。実験

の結果,OCZの 完全発育阻止濃度に関 しては,変 異株

も親株とほとんど変らないが,親 株に対 す るOCZの

IC50値 に比べて耐性株に対する値は明らか に上昇 して

いることが認められた(Fig,11B)。 これは.C.albicans

に おいてOCZに よるエルゴステロール合成阻害が本剤

の完全発青阻止効果には関与せず.部 分的発青阻止効果

に対 してのみ主要な役割を果す可能性を示唆する。おそ

らく完全発青阻止濃度域すなわちMIC値 より高い濃度

においては細胞膜障害作用が主役を演じるものと推定さ

れる。低濃度域ではエルゴステロール合成阻害が,ま た

高濃度域では細胞膜障害がそれぞれ抗菌作用により大き

く関与するという傾向は,細 胞生理学的類似性から判断

して,他 種の感受性菌でも同様にみられると考 え られ

る。 しか し,そ の場合にこれらの二つの作用機序が占め

る役割の比重は菌種によって異なる可能性は否定できな

い。まった くエルゴステロール合成能を欠く種々のグラ

ム陽性細菌に対 してOCZはC.albicansと 同程度の強

い抗菌活性を有する4)。われわれはTorulopsis glabra-

ta,Trichophyton mentagrophytesな どOCZに 対 しよ

り高い感受性をもつ菌種を用い,こ の問題をさらに詳細

に検討 しつつある。

Oxiconazole nitratc精 製原末標品の提供を仰いだ東

京田辺製薬株式会社研究所に対し深謝いたします。
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MODE OF ANTIFUNGAL ACTION OF OXICONAZOLE

NITRATE TOWARD CANDIDA ALBICANS

TAMIO HIRATANI and  HIDEYo YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology,Teikyo University School of Medicine

To clarify the biochemical bases on which the potent antifungal action of oxiconazole nitrate,a new

imidazole antimycotic,is exerted,the effects of this drug on major cellular metabolisms and functions

of Candida albicans cells and on growth of several metabolic mutant strains of this yeast in comparison

with that of their parent wild-type strain were studied.Oxiconazole nitrate at fungistatic levels

ranging from 10 to 20ƒÊg/ml or above significantly and rapidly caused(i)inhibition of cellular respira-

tion,especially oxidation of glucose as an exogenous substrate,(ii)inhibition of biosynthesis of all

major cellular constituents including proteins,nucleic acids,wall polysaccharides and lipids,and(iii)

suppression of influx of 2-deoxyglucose from the medium into the cells.Moreover,a respiratory-

deficient mutant strain of C.albicans was shown to be more susceptible to oxiconazole nitrate than

the comparable wild-type strain.It looks,therefore,likely that the oxidative energy metabolism

may not be directly involved in the antifungal action of this drug.When oxiconazole nitrate was

added to a C.albicans cell suspension at a final drug concentration of 10ƒÊg/ml or above,acceleration

of release of K+and inorganic phosphate from the cells,as well as elevation of pH in an ambient

medium,was rapidly induced.It suggests that this imidazole is membrane-active.Of all the fungal

cell metabolisms tested C 4,14-demethylation in the pathway of ergosterol biosynthesis was most

profoundly inhibited by oxiconazole nitrate.Based on the experimental data obtained by studies in

which susceptibility to this drug was compared between the wild-type strain and a mutant strain

lacking in ergosterol-synthesizing capability,we are led to the assumptive conclusion that the inhibi-

tory effect of the drug on ergosterol synthesis is only responsible for its partial fungistasis and that

the complete fungistatic or fungicidal action of the drug is more highly dependent on its membrane-

active property.


