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新イミタゾール誘導体710674-Sの 抗真菌活性の基盤 として 働 く作用機序を明 らかにすることを

目的として,Candida albicansの 主要な 細胞機能に及ぼす影響 を検討 し,以 下の成績 を得た。

1.本 剤は1.25μg/ml以 上 の濃度域で 発育阻止作用を示 した。 その程度は薬剤濃度 とともに高

くな り,80μg/mlで は軽度なが ら段菌的 効果 を生 じた。

2.本 剤40μg/ml以 上の濃 度で,細 胞呼吸 は有意 に阻害 された。 しか し,エ ネルギー代謝を異

にする培養間で薬剤感受性 を比較 した結果,好 気的エネ ルギー代謝す なわち呼吸の阻害は本剤の抗

菌作用と無関係であることが示 され た。

3.主 要細胞構成成分の うち,本 剤に よって有意に合成 が阻害 されたのは細胞壁 多糖 と脂質のみ

であり,40μg/mlの 薬剤濃度で50%以 上 の阻害が認め られ た。

4.本 剤は低濃度でステ ロール生合成経路の脱 メチル化反応 の段階に選択的に作用 し,エ ル ゴス

テロールの生成を強 く阻害 した。そ の阻害度は1.25μg/mlの 濃度 で90%以 上に達 した。

5.本 剤は10μg/ml以 上の濃度 で細胞 内K+お よ び 無機 リン酸の 迅速な放出お よび細胞外液

pHの 上昇を促 し'い ずれ の効果 の強 さも薬剤濃度に依存 した。

6.エ ルゴステ ロール合成能を欠如 した変異株は親株に比べ て本剤 に対す る感受性が1/2～1/4に

低下することか ら,比 較的高濃度 の薬剤 の抗真菌作用は主 として 細胞膜障害に よる と考 えられ る。

一
方,そ れ より低濃度域ではエル ゴステ ロール合成阻害が抗真菌作用 に主役を演 じることが示唆 さ

れた。

近年主 として欧 州の 製薬 企 業 研究 所 にお い て 多 数 の イ

ミダゾール誘導体 が合成 され,抗 真 菌 剤 と して 開 発 研究

がなされてきた。 その幾 つ かは わ が 国 に も導 入 さ れ て

基礎的ならびに臨 床 的 検 討 が 行 な わ れ,clotrimazole

(CTZ),miconazole nitrate(MCZ),econazole nitrate

(ECZ),isocOnazole nitrate(ICZ)お よびtioconazole

は,白 癬などの表在 性真 菌症 の局 所 的 治療 剤 と しす で に

実用化されてい る。 さ らに若 干 の 新 しい イ ミダ ゾ ール 剤

も開発途上にあ る。

710674-Sは ,塩 野 義 製 薬 研 究 所 が 最近 開 発 した1-

[1-[O-(m-chlorobenzyloxy) phenyl]vinyl]-1H-imida-
zole chydrochloride の 化 学 名 を もつ 新 規 イ ミダ ゾ ール

誘導体である(Fig.1)。

この化合物は,白 癬菌を含む広範囲の病原真菌 に対 し

て強いin vitro抗 菌 活性 を 示 す とと もに
,白 癬 の動 物

モデルにおける局所的適用に より優れた治療効果を発揮

することが報告 されて い る1,2)。こ の よ うな局 所 的 抗 真

菌剤として満足すぺき基 礎 的 評 価が得 られたのに続い

て,710674-Sの1%ク リー ム剤 お よび ゲル 剤 の 表 在 性

皮膚 真菌症に対す る治 療 効 果 な らびに安全性 に関す る

臨床試験が行なわれ,有 用 性 を 示す成績が得られてい

る8,4)。

化学構造(Fig.1)か ら明 らかな ように,710674-Sは

一 種 の フ ェ ニル ビ ニル イ ミダ ゾール 誘 導 体 で あ り,ビ ス

フ ェ ー ル イ ミダ ゾー ル誘 導 体 に属 す るCTZお よび フェ

ニル エチ ル イ ミダ ゾー ル誘 導 体 で あ るMCZ,ECZ,ICZ

な ど既 存 の イ ミダ ゾ ール 剤 と比 べ て 化 学 構 造 上 の特 異 性

が み られ る。 本 剤 の 生 物学 的 活 性 に つ い て も他 の イ ミダ

ゾー ル剤 と異 な る特 徴 が み られ る可 能 性 を 考 慮 しつ つ,

Fig.1 Chemical structure of

710674-S
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作用機序に関する検討を行な うことを企図 した。

本報ではCandida albicans野 生 株 およびそれ よ り

人為的 に誘導 した変貝株を 試 験薗 として用い,710674-

Sの 抗菌活性 と直接的 に関連す る細胞内の生化学的過程

を明 らかにす る 目的 で 行な った実験成績 につ いて述ぺ

るo

I.実 験材料と方法

1)使 用菌株:Candida albicans TIMM 0144を 主な

試験菌 として使用 し,一 部の実験では この菌株か

ら誘 導 した トリアゾール系抗真菌剤BAY n 7133

耐性 変異株5,を併用 した。 さらに,呼 吸 に関す る

実験 にはC,albicans MTU 12013お よびそ の呼

吸欠損変異株6,を 用 いた。 いずれ の 菌株 もSab-

ouraud dextrose agar斜 面に継代保存 した。

2)薬 剤溶液の調製:塩 野義製薬株式会社 より分与 さ

れた710674-S精 製原末標品(Lot 77)を100%

ジメチルスル ホキ シ ド(DMSO)に 溶解 し,8mg/

mlの 濃度に調整 した後,こ れを原液 と して-20

℃ に保存 した。実験 の前に これ を加温融解 し,完

全 に薬剤が溶解 してい ることを確認す るとともに

必要 な濃度に希 釈 して使用 した。 希 釈 溶 媒には

DMSOを 使用 し,反 応液にその1/100容 量を添

加 した。 また,実 験 ごとに1%(v/v)DMSOの

みを含む薬剤 無添加対照反応系 を設けて,薬 剤の

効果 を比較検討 した。Amphotericin B methyl

ester(日 本 ス クイブ杜 よ り分 与)お よびanti-

mycin A (ICN NBC Laboratories,Inc .)は それ

ぞれ100% DMSOお よび100%エ タ ノールに同

様 の方法で溶解,保 存 し,実 験 に供 した。

3)培 養生菌数を指標 とす る抗 菌 活 性 の 測定:Sab-

ouraud dextrose broth(1%ポ リペ ブ トンお よび

2%グ ル コース含有,pH無 修正;以 下SDBと

略)に1週 齢未満の 若 い 斜面培養 か ら採取 した

C.albicans細 胞を接種 し,37℃ で振盪 した。この

18時 間培養を新鮮 なSDBで 希釈 し,血 球計算板

を用いて1ml当 た り106細 胞の濃度に調整 した

細胞浮遊液を作製 した。 この10mlず つを段階的

濃度の薬剤溶液0.1mlを 含む各L型 試験管に分

注 した後,37℃ で振盪培養 した。24時 間後にそ

れ ぞれ の試験管か ら一定量の試料 を採取,適 宜希

釈 し,常 法に 従 ってSabouraud dextrose agar

平板上に発育 して くるコロニー数を数 えることに

よ り,も との培養 中の生菌数を測定 した7,。

4)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 におけ るの と同様に して得 ら れ たSDB

培養を新鮮培地 で約2×105細 胞/mlの 濃度に希

釈調整 した後,種 々の濃度の薬剤溶液0.1mlを

含むL型 試験管に10mlず つ分注 し.87℃ 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 光光学的 に530nm波 長における濁度

を 測定 した。

5)細 胞呼吸活性の測定:SDB中 で37℃18時 間振

盪培養 して得 られたC.albicans細 施を集菌した

後,0.4mM KH2PO4に 浮 遊 し,違 沈するとい

う操作を3回 くり返す こ と に よ り洗浄を行なっ

た。洗浄 した細胞の浮遊液を37℃ で4時 間振量

した。 これ を違 沈集菌 して0.4mM KH2PO4中

に1～2×104細 胞/mlの 濃度になるように再浮遊

した。 この細胞浮遊液2.0mlを 所定の容器にと

り,外 部基質依存性呼吸測定の場合にはさらにグ

ル コース溶液を最終濃度10mMに なるように加

えた後.直 ちに酸素電極(Rank Erothers)を用

いて37℃ 恒温下 での酸素消費速度を測定した。

数分後に薬剤溶液20μlを 添加し,さ らに測定を

続け,薬 剤添 加前 と添加後における酸素消費速度

の比か ら薬剤に よる呼吸阻害度を算出した。

6)各 種放射性化合物の主要細胞成分への取 り込み実

験:前 報7,8)に記 した細胞浮遊液調製法,反応系お

よび試料分画 を用い,C.aklbicans細 胞におけるタ

ンパ ク質画分への[3H]ロ イシン,RNAお よび

DNA各 画分への[3H]ア デニン,マ ンナンおよ

び アル カリ不溶酸不溶多糖各画分への[14C]グル

コースの取 り込み7,ならびに総脂質画分への[14C]

酢酸の取 り込み8)を 種 々の濃度の薬剤存在下で測

定 した。いずれの反応系においても薬剤添加を0

時間に行なった。

7)各 種 ステ ロー ルへ の 放射 性 基質 の 取 り込 み と分

画:PYZ & MARRIOTT3)の 方 法に 準拠し,C,

albicans細 胞 を[2-14C]酢 酸(ナ トリウム塩)と

と もに イ ンキ ュペ ー トした後,ス テ ロールをクラ

ス別 に 分 画 し,そ れ ぞれ の画 分 に取 り込 まれた放

射 能 を 測定 した 。 ま ずSDBに 培 養 した細胞を遠

沈 して 集め,[2-14C]酢 酸 ナ トリウム50μCi/ml

を 含む1mM酢 酸 ナ ト リウ ムを添 加 したRowl.

ley-Huber medium(Oxoid)に 浮遊 して1～2×108

細 胞/mlの 濃 度 に 調整 した。 この細胞浮遊液を50

mlず つ フ ラス コに分 注 し,種 々の濃度の 薬剤溶

液 を1/100容 添 加 した 後,37℃ で3時 間振盪し

た。 遠 沈 集菌 後,MARRIOTT10)の 方法に従って不

鹸 化 脂 質 を抽 出 し,薄 層 クロマ トグラフ ィーを行

な った 。 薄 層 用 スキ ャ ンナーを用 いて放射性成分

の所 在 を確 認 し,エ ル ゴス テ ロールお よび ラノメ
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テロールの標準品を用いてそれ ぞれC4,14-デ ス

メチルステロールおよび前駆 ステ ロールの位置 を

Rf値 に基づいて同定 レた後,各 部分 を切 り取 り、

放射能を測定 した。

8)K+お よび無機 リソ(Pi)細 胞外放出量 の測定:基

本的には前報11)に述ぺたのと同 じ方法を用いた。

SDB中 に37℃,18時 間振 盪培養 して得 られ た

C.albicans細胞を遠沈集菌 し,蒸 留脱 イオ ン水 に

再浮遊した後に遠沈す るとい う操 作を3回 くり返

し行なって充分に洗浄 した。最後 に蒸留脱イナ ン

水に浮遊 した細胞 の濃度を2～3×108細 胞/mlに

調整し,こ の細胞浮遊液10mlず つを,あ らか じ

め薬剤溶液0.1mlを 添加 しておいたL型 試験管

に分注した。各試験管を37℃ で振 盪 しなが らイ

ンキユペー トし,反 応開始2.5分 か ら10分 後 ま

で経時的に試料を採取 し,直 ちにガ ラス線維 濾紙

(GFlc,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につ いて,炎 光光度

計(日 立775型)に よるK＋ 量の測定な らびに中

村12)の方法によるPi量 の比色定量 をそれぞれ行

なつた。薬剤無添加対照細胞内のK＋ お よびPi

の全含量は,反 応0時 間の細胞 を5%熱 過塩素酸

抽出して得 られた画分 についてのそれ ぞれ の定量

値から算出 した。

9)細 胞外液pH値 の 連続測定:上 記 と同様 の 方法

で調製したC.albicana細 胞浮遊液の一定量 を容

器にとり,37℃ 恒温層 内で撹拝 しなが ら 薬剤溶

液を添加 し,pHメ ーター(日 立-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pH値 を連続的に記録 した。また,対 照 とし

て薬剤溶液のみのpH値 も併せて測定 した。

10)試 薬:[3,4
,5-3H] L-leucine (120Ci/mmol),

[8-3H]adenine(25Ci/mmol), [U-14C]D-glu-

cose(240mCi/mmol), [2-14C]acetic acid,so-
dium salt(60mCi/mmol) , 以上の放射性化合物

はすべてRadiochemical Centre(英 国)か ら購入

した。特に記述 のない一般試薬 につ いては,東 京

化成工業または和光純薬 の製品 を用いた。

II.実 験 成 績

1)C.albicansに 対する抗菌 力 と作用様式

710674-Sが本実験に使用されている主要試験菌であ

るC.albicans  TIMM0144株 に対 して どの程度の抗菌

活性を示すか, また殺菌的効果を有するか否かを検討す

るため, 本菌の一定細胞 数をSDBに 接 種 し,種 々の濃

度の薬剤存在下で24時 間培養 した後,そ れぞれの生菌

教を測定した。

Fig.2 Effect of 710874-S on growth of C.albicans

as measured by viable counts.Cultures were

grown at 87•Ž for 18h with aeration.The

inoculum size was approx.108 cells per ml.

Fig.3 Effect of 710674-S on respiration of C.

albicans cells with and without glucose as an

exogenous substrate.

Fig.2に 示 され るように,薬 剤無添 加対照培養 の生菌

数 と比較する と,1.25μg/ml以 上 の薬剤濃度 で有意な

発 育阻止が認め られ,20～40μg/mlで ほぼ完全に阻止 さ

れ,生 菌数は菌接種時 と同 じレベルに留まった。 さらに

80μg/mlに 濃度 を上げた場合には,菌 接種時(0時 間)

に比べ て生菌数は1/10以 下 に低下 し,軽 度 なが ら殺菌

的効果 が認め られた。
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Fig.4 Effect of antimycin A(A)and 710674-S(B) on growth of wild type  strain(MTU
12013)and respiratory-deficient mutant strain (MTU  12013 RD-4) of C.albicani in

media containing glucose or glycerol as a sole carbon source. Cultures were;●,MTU

12013 grown on glucose; ○,MTU 12013 grown on glycerol; and ▲,MTU 12013 RD-4

grown on glucose.

(A) (B)

2)細 胞呼吸に及ぼす影響

脱 イナ ン水 のなかで37℃,4時 間 飢 餓処理す ること

に よって細胞 内基質をか な り消 費 さ せ たC.albicans

TIMM 0144株 細胞の自家呼吸能すなわ ち残存内部基質

を利用す る呼吸能お よびこれに外部基質 と して グル コー

スを与 えた場合の呼吸能 のそれぞれに対 して710674-S

が どの ような影響を及ぼすかを検討 した。 この実験条件

下 では,自 家呼吸に比べて外部基質依存性呼吸は2.5～

3.0倍 高いQo2値(mgタ ンパ ク量当 り)を 示 した。

Fig.3に 図示 され る実験成績か ら明 らかな ように,自

家呼吸 は2.5～20μg/mlす なわち部分的発育阻止効果を

もつ薬剤濃度範 囲で促進 される傾 向があ り,5μg/mlで

は薬剤無添加対照 に比べて55%も 高い値を示 した。 し

か し,20μg/ml以 上に薬剤濃度を高めた場合には次第に

強 く呼吸は阻害 され,40お よび80μg/mlで はQo2値

は,そ れぞれ対照の75%,<30%に 低下 した。一方,

外部基質依存性呼吸は,ど のような薬剤濃度で もま った

く促進され ることはなかった。40お よび80μg/mlの 薬

剤 存在下 では明 らかに阻害 されたが,そ の阻害度は 自家

呼吸 よりも低か った。

3)エ ネルギー代謝様式の異なる培養 の発育に及ぼす

影響

C.albicansな ど大部分の酵母状真菌は通性嫌気性であ

り,通 常の好気的培養条件下 でグル コースの ような発酵

性基質が炭素源 として与 え られた場合には,必 要 なエネ

ルギーの大部分を好気的呼吸に よって,ま た一部 を発酵

に よって獲得す る。一方,同 じく好気的条件下でグリセ

リンな どの非発酵性基質が供給 され る唯一の炭素濠であ

る場合 には,こ れはすべて好気的呼吸によってのみ代謝

され.エ ネルギ ーが産 生されることになる。 こうした野

生型 の親株か ら誘導され る呼吸欠損変異株は,好 気的条

件下において も非発酵性基質をまったく利用できず13),

したが って,発 酵性基質の発酵 によってのみエネルギー

を獲得す るはずである。そ こでこの ような通性嫌気性酵

母におけ る基質の相違お よび野生型株 と呼吸 欠 損変異

株 との間の エネルギー代謝様式 の 相 違 を 利 用 して,

710674-Sの 抗真菌活性が好気的エネルギー代謝すなわ

ち呼吸 と関連す るか否かを検討 した。そのためにC.alb-

icans MTU 12013株(野 生型株)と それに由来する呼吸

欠損変 異株MTU 12013 RD-4株6)を 用い,そ れぞれの

培 養の本剤に対す る感受性を比較検討 した。

Fig.4に 対照薬剤 として用いた酵母の特異的呼吸阻害

剤antimycin A14)お よび710674-Sに 対す る3種類の

C.albicans培 養すなわち(i)野 生型株のグルコース培

養,(ii)野 生型株の グリセ リン培養,お よび(iii)呼吸

欠損変異株 のグル コース培養,そ れぞれの発育の感受性

を示す。Antimycin Aは,予 期 したとお り,好気的エネ

ルギー代謝す なわ ち呼吸の み を 営 む(ii)に 対して最

も強い抗菌活性 を示 し,発 育阻害度は90%に 達 した

(Fig.4A)。 一方,嫌 気的エネルギー代謝のみ を営む

(iii)は 最 も感受性が低 く20%程 度の発育阻害を受ける

に過 ぎなか った。好気的 ならびに嫌気的エネルギー代謝
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Fig.5  Effect of  710674-S on synthesis of major cellular constituents in C.albicans cells
as  measured  by incorporation of specific radioactive compounds for 20min. (□).
and  40min. (■). Incorporation of;A. [8H]leucine into protein;B,[8H]
adenine into  RNA;C,[8H] adenine into NDA ;D,[14C]glucose into alkali-insoluble

acid-insoluble  polysaccharides;E, [14C]glucose into mannan;and F,[14C]acetate
into total lipids.

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

の双方を営む(i)のantimycin A感 受性は(ii)と

(iii)の中間に位置し,60～70%の 阻害が認め られた。

次に,(i),(ii),(iii)の それぞれ の 発 育 に 対 す る

710674-Sの抗菌活性を同様に 測定 したが,こ の薬剤に

対する感受性は三者の間で有意な差異が認 め ら れ ず,

(i),(ii)は5μg/ml以 上,(iii)は2.5μg/ml以 上の

薬剤濃渡でほぼ完全に発育 を阻止 された(Fig.4B)。

4)主要細胞構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, 細胞壁多糖および脂質の各合成系に対する
710674-Sの作用の有無 と強 さを知 るため に,そ れ ぞれ

の細胞成分へ取り込まれる特異的基質の放射能を指標と

して薬剤の効果を比較検討 した。Fig.5は 反応時間20

および 40分 における成績 をま とめた ものである。

この図から明らかな ように,タ ンパ ク質,RNAお よ

びDNAの いずれの合成 も80μg/mlに 至 るまで用いた

710674-Sのすべての濃度範 囲でほ とん ど 影響を 受けな

かった。一方
,主 として β-グル カンか らな ると考え ら

れ る酸不溶 アルカ リ不溶多糖画分 お よび マ ンナ ンの両主

要細胞壁多糖 の合成速度は,40お よび80μg/mlの 薬剤

存在下 でそれぞれ50,80%程 度に低下 し,情 報高分子物

質 の合成 よりも強 く阻害 される ことが認め られた。 しか

し,10μg/ml以 下の低濃度 薬剤 は細胞壁多糖の合成に対

してもほ とん ど阻害効果 を示 さなか った。脂質合成に対

す る本剤 の阻害効果は,40～80μg/mlの 高濃度では細胞

壁 多糖合成に対するそれ と同程度 であったが,10μg/ml

以下 の濃度で も有意 な阻害 を受けた。

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 して

710674-Sが どの ような影響を与え るかを知るた め に,

種 々の薬剤濃度下で標識酢酸 を取 り込 ませた細胞か らス

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,お よびその代謝的前駆体 であるジメチル ステ ロー

ルな らびに トリメチルステ ロールの3画 分をそれぞれ 分

離 し,含 まれる放射能 を指標 と して各画分の合成量 比を

調べた。



584 CHEMOTHERAPY JULY 1988

Fig.6 Effect of 710874-S on synthesis of ergosterol

in C.albicans cells as measured by incorpora-

tion of[2-14C]acetate into three sterol clas-
ses.Incorporation into: ○,C4,4',14-tri-

methyl sterols; ●,C4,14-dimethyl sterol;

and △, C4,14-desmethyl sterols.

Fig.6に 示 され るように,デ ス メチルステ ロールの合

成 は0.08μg/mlと い う低濃度の薬剤 に より50%以 上

阻害 され,'1.25μg/mlで の阻害度は90%以 上 に 達 し

た。 これに対 して,他 の2つ の前駆 ステロール クラスの

合成は,こ の濃度範囲の薬剤ではまった く阻害されない

ばか りか,薬 剤濃度が高 くなるにつれて合成 は促進 され

る傾 向を示 した。 これ らの成績か ら,本 剤は極め て低濃

度 でステ ロール合成経路をC4,14脱 メチル化反応 の段

階で遮断 し,デ スメチルステ ロールの生成を特異的に阻

害す ることが判 明 した。

6)細 胞 内カ リウムイナ ンお よび無機 リンの放出促進

効果

細胞内 カ リウムイナン(K+)お よび無機 リン(Pi)の

放出量を 指標 として710674-Sが 細胞膜障害 を 引 き 起

こすか否かを検討 した。 蒸留脱 イナン水に浮遊 したC

albicans細 胞か らは,10分 間 の測定時間内に細胞内部

か ら外液中へ のK+ま たはPiの 放出はほとん ど認め ら

れなかった。 この条件下 で細胞浮遊液に10μg/ml以 上

の薬剤 をあらか じめ添 加 しておいた場合 には,有 意な量

のK+お よびPiの 放出が反応開始後2.5分 以内か ら

観察 され,時 間 とともに増強 された(Fig.7,8)。K+,

Piと も放出速 度ならび に 放出量は 薬剤濃度に依存 して

増大 した。その結果,80μg/mlの 薬剤存在下 では,細 胞

内K+含 量はほぼ匹敵する量 のK+が,ま たPiに いた

っては細胞内Pi含 量 の約2倍 に相 当す る量がいずれ も

反応開始後10分 以内に細胞外液 中へ放出 された。後者

の成績 か ら,高 濃度薬剤処理 細胞 においては,細 胞内 プ

Fig.7 Release of K+  induced by 710674-S  from
C.albicans cells

Fig.8 Release of inorganic phosphorus induced by

710674-S from C.albicans cells

ー ル に あ るPiの み な らず,各 種 ヌ クレナ シ ド,ヌ クレ

ナチ ド,核 酸な どの有機 リン酸化合物の分解が促進 さ

れ,そ の結果生 じたPiも また大量に放出されると推定

され る。

7)細 胞 外液pHに 及ぼす影響

上述の成績 に示 され るように,細 胞内K+が 大量に外

液中に放 出され るならば,当 然 これは 外液のpH値 の

上昇をひき起 こす結果 となることが予想され,こ のpH

の変 化もまた細胞膜障害を示唆する一つの指標とみなし

うると考 えられ る。 しか も細胞外液のpH値 測定は,
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Fig.9  pH changes  produced by 710674-S in a C.
albicans cell suspension. The drug was added

to the cell  suspension prepared in deionized

water at the point  as indicated by an arrow

to a final  concentration of(μg/ml):A,O

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

In F, the cell suspension used  in A-E was

replaced by the same volume of deionized

water and the drug  was added to a final

concentration of 80μg/ml.

A

B

C

D

E

F

K+やPiの 定量 と比べては るかに容 易で,感 度が高 く,

しかも反応開始時か ら連続的に記録で きるとい う利点が

ある。このような理由か らC.albicans細 胞浮遊液に種 々

の濃度で710674-Sを 添加 し,外 液 中のpH値 の変化を

追跡した。

Fig.9に代表的な実験データを示す。薬剤 無添加対照

の細胞浮遊液においては,10分 間の 測定時間内ではま

ったくpHの 変化を示さなか った。 一方,細 胞 浮遊液

に薬剤を添加 した場合には,そ の濃度にかか わ りな く,

瞬間的にpH値 が低下 した。これは本剤 が弱塩 基性物 質

の塩酸塩1)であるため に,そ の水溶液 が呈す る強酸性 に

おそらく由来するもの と考え られ る
。pH低 下 の 程 度

は,当 然の ことなが ら薬剤濃魔に依存 し,80μg/mlで は

△pH0.4の 低下 をみ た。 しか し,い ったん低下 したpH

値は再び速やかな上 昇を示 し,そ の速度 と程度 とは薬剤

濃度 とともに増大 した。2.5μg/mlの 薬剤濃度です でに

有意 なpH上 昇が認め られ,80μg/mlで は10分 後に

4pH0.5に 連 した。

8)BAY n 7133感 受性野生型株 と耐性変異株 との間

での710674-S感 受性 の比較

トリア ゾール誘 導 体 の 一 つBAY n 7133(vibuna-

zole)はC.albicansそ の他のCandidaに 対 して 比 較

的強いin vitro抗 菌活性 をもつ15)。C.albicans TIMM

0144株 もまた この薬剤に 感受性 であるが,そ れか ら誘

導 されたMIC値 が20～40倍 上昇 した耐性変 異株はい

ずれ もエルゴステロール含量が低 く,発 育にエルゴステ

ロール と不飽和脂肪酸を部分的に要求 し,し か も,am-

photericin Bな どのポ リエ ン抗生物質に対 しても耐性化

していることが見出された5)。 したが って,こ れ らの耐

性株は,エ ルゴステ ロール合成過程に欠損 をもつ変異株

と推定 されたので,親 株(野 生型株)と の間 で710674-

Sに 対す る感受性 を比較す ることに より,本 剤の抗菌活

性 がエルゴステロール合成阻害に基づいて発 現され るの

か否か を検討 した。

Fig.10に 示 され るように,azr-1お よびazr-2の 二つ

のBAY n 7133耐 性変 異株は,親 株に比べ て,ampho-

tericin Bに 対す る耐性度はIC50,MIC(IC100)値 のい

ずれ の点か らみて も30倍 もの上昇を示 しているのが認

め られた(Fig.10A)。 これ に対 して,710674-Sに 対す

る変異株 の感受性を親株 のそれ と比較す ると,MIC値 が

親株の20μg/mlか ら変異株の40μg/mlへ と2倍 の上昇

を,ま たIC50値 は3μg/mlか ら6～12μg/mlと2～

4倍 の上昇をそれぞれ示 した に過 ぎなか った。一方,両

変異株 の細胞浮遊液に薬剤 を添加 した場合の 外 液 中 の

pH上 昇パ ター ンは親株で得 られた成 績(Fig.9)と 基

本的に一致す ることが認め られた(デ ータ省略)。

III.考 察

種 々のイ ミダ ゾール誘導体 につ いての これまでの研究

か ら,C.albicansな どの感受性真菌においては次の よう

な幾つか の異な る作用 メカニズムが働 くと報告 され てい

る。(i)酸 化酵素お よび 過酸化酵素の 合成阻害16,17),

(ii)呼 吸酵素系阻害18,19),(iii)エ ル ゴステ ロール合成

阻害10,20,21),(iv)細 胞膜 障害8,23)。それぞれの作用機序

は必ず しもすべてのイ ミダゾール剤 について見出 された

わ けでは ない。 しか し,こ れ まで開発 され,検 討 されて

きたイ ミダ ゾール剤にみ られ る化学的 ならびに生物学的

性状 の共通性を考慮する と,上 記 の各作用機序は,た と

え程度 の差はあ るにせ よ,基 本的 にはすべての イ ミダゾ
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Fig.10 Effect of amphotericin B methyl ester(A) and 710674-S(B) on growth of

wild type strain(TIMM 0144, △) and BAY n 7133-resistant  mutant strains

(TIMM 0144 azr-1, ○ and TIMM 0144 azr-2,●) of C.albicans in Sabouraud

dextrose broth

(A) (B)

ー ル剤に普 遍的 に備わ っていると理解 して よかろ う。

わが国で開発 された初めてのイ ミダ ゾール系抗真菌剤

である710674-Sの 作用機序の究明を企図す るに当た っ

て,こ れ まで想定 されてい る上記(i)～(iv)の 作用機

序 の うち,比 較的 多数 のイ ミダゾール剤について証 明さ

れ ている後三者を中心に本剤作用 の特徴を生化学的 に検

討 した。

C.albicana細 胞お よび単離 ミトコン ドリアに お け る

呼吸酵 素阻害作用をketoconazole(KCZ)が 示 す こ と

は,UNO et al.18).SHIGEMATSU et al.19)の同一研究 グ

ル-プ に より報告 され た が,そ れ以外にCTZ,MCZ,

ECZ, ICZ, sulconazole(SCZ)な どこれ まで調べ られ

た イ ミダゾール剤はいずれ も多少 ともC.albicans細 胞

の呼吸を 阻害す ることが知 られてい る8,11,23～25)。この作

用機序に関 して710674-Sで 検討 した結果,Fig.3に 示 さ

れ るように,40μg/mlす なわち 完全発育阻止濃度 でC.

albicans細 胞 の呼吸,と くに自家呼吸を有意 に阻害す る

ことが認め られた。 しか し,本 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 コースな ど

発酵性基質が供給 される限 り,発 育に必要 なエネルギー

のかな りの部分は発酵のみで産生で きるはず である。 し

たが って,今 回の実験の場 合のよ うに,大 量 の グル コー

スを含むSDBな どの発育培地を使用するならば,あ る

薬剤が呼吸を強 く阻害 した としても,そ れは発育 阻止効

果 としては発現 して こない と考 えられ る。 こ の 推 論 は

Fig.4に 示 される実験成績か ら支持 された。す なわ ち,

真菌 における特異的呼吸阻害剤 として知 られ るantimy-

cin Aは,非 発 酵 性 基 質 グ リセ リンに 依存するC.

albicans培 養の発育を90%阻 害 したのに比べて,グル

コース培地 での発育に対す る阻害度は60～70%止 りで

あ り,お そ らくこの阻害効果 の低下は発酵によって獲得

され るエ ネルギーで支え られ る発育に基づくものと見な

す ことがで きよう。一方,710674-Sは,い ずれの培養に

対 して も,ま た大部分のエネルギー産生を発酵のみによ

って行 な う呼吸欠損変異株の培養に対 してもほぼ同程度

の発育阻害を示 し,し か も10μg/ml以 上の薬剤濃度に

よる阻害度はほぼ100%に 達 した。この成績は,本剤の

作用機序 がantimycin Aの それ とは賜らかに異なるこ

と,ま た本剤に よる呼吸阻害は発育阻止作用の少なくと

も一次的 メカニズムとはな りえないことを示唆するもの

である。本剤が他 の幾つか のイ ミダゾール剤と同様に,

偏性嫌気性菌 に対 してC.albicansと 同程度の抗菌活性

を示す 成績2)からもこの推論は支持されよう。

ステ ロール合成系は,後 述 の細胞膜とならんでイミダ

ゾール剤 の主要 な作用標的 と想定されているものであ

り,こ の作用機 序はVAN DEN BOSSCHE et al.20)により

最初に確認 された。彼 らはMCZがC.albicans細 胞に

おけ るステ ロール合成経路の最終段階であるジメチルス

テロールのC-14位 メチル基の脱 メチル化反応を選択的

に阻止す ることに よりエルゴステロール合成阻害をひき

起 こす こと,ま た この阻害効果は本菌に対するMCZの

MICの1/1,000以 下 の低濃度でも有意に認められるほ

ど強 いことを明 らかに した。エルゴステロールは,好気

的 な通常 の条件下 で培養 された酵母細胞の主要ステロー
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ルであり26,27),主として細胞膜に存在 し28,29),細胞 の発

育ならびに膜の機能 と構造の維持に重 要な役割 を演 じて

いると考えられる30)。そのためエル ゴステ ロールを喪失

した通常の酵母細胞は発育不能に陥 ることが知 られ てい

る31)。同様のメカニズムに よる強力で しか も特異的 なエ

ルゴステロール合成阻害作用は,他 の種 々のイ ミダゾー

ル剤について細胞 レペルでは無論の こと無細胞系におい

ても確認されている9,10,20)。このよ うな知見を背 景 に,

現在イミダゾール剤全般を通 じてその一次的作用機序が

エルゴステロール合成阻害にあるとす る説は極めて有力

になっている。

今回得られた710674-Sに ついての実験成績 は,本 剤

がC.albicans細 胞においてジメチル ステ ロールまたは

回 メチルステロールか らデスメチル ステ ロールに変換

される過程に選択的に作用す ることを示 した(Fig.6)。

Candidaな どの 酵母にあっては,デ ス メチル ステ ロー

ルは主としてエルゴステロールか ら成 る ことが知 られ て

おり,したがって,本 剤は従来の他のイ ミダゾール剤 に

ついて報告されたと同様,エ ルゴステ ロールの合成 を前

駆ステロールの脱メチル化反応の段 階で阻害す る と見な

すことができよう。 加えて,こ の阻 害 効 果 は極め て強

く,1.25μg/mlすなわち完全発育 阻 止 濃 度 である20

μg/mlよりもはるかに低い濃度でエルゴステ ロール合成

はほぼ完全に停止した。 したが って,定 量的 にみ ても本

剤のエルゴステロール合成阻害作用は,他 のイ ミダ ゾー

ルのそれに匹敵するとい うことがで きる。

著者らがCTZで の研究に基づいてイ ミダ ゾール剤 の

主要作用機序として最初 に提唱 した細胞膜障害作用は,

MCZ,ECZ,ICZ,SCZな どその後検討 されたすべて の

イミダゾール剤で例外な く見出され てお り,し か も殺菌

的濃度もしくは少なくともMIC値 以上 の比較的高い濃

度ではじめて顕著に現われ る点が特徴 である8,11,22～25,32)
。

今回の実験成績から,710674-Sが5～10μg/ml以 上の

濃度で検出可能な量の細胞内K+お よび無機 リン酸化合

物を迅速に放出させること,細 胞外液pHも 同様 の速 さ

で上昇させること,し か もこれ らの二 つの効果 の強 さは

ともに薬剤濃度に依存す ることが認め られた(Fig.7～

9)。K+をはじめとする細胞内陽 イオ ンが放出 されれば

それに共役して外液中のH+の 細胞 内移行が起 こ り,こ

れが外液のpHを 上昇 させる結果 となる。 したが って,

細胞内K+の 放出と外液pHの 上 昇 とい う二つ の指標 は,

細胞膜障害によってもた らされ る一 つの現 象の異なる表

現にすぎないと理解す ることができる。事実,そ れ ぞれ

の指標で表わされる生化学的変化 の時 間 的 経 過や程度

は,互いに極めてよく対応 してい る
。 こ うした効果が細

胞膜の構造的 ・機能的障害を反映 してい ることは,細 胞

膜障害作用を もつ ポ リエ ン抗生物 質そのほか の抗真菌剤

の作用機序に関す る研究か ら明 らか である33)。710674-S

は,比 較的 高い濃度 で細胞膜障害をひ き起 こす点で も従

来 のイ ミダ ゾールと共通の作用機序をもつ ことが強 く示

唆され る。

K+な どの細胞内成分 の放 出は,細 胞膜透過性が異常

に亢進す ることに起因す ると考 えられ る。生体膜お よび

人工膜 モデル系を用いた実験成績 によれば,ス テ ロール

には膜 に硬 さを与え る働 き が あ り34,35),種々の陽 イオ

ン,陰 イオ ンまたは非電解質の膜透過性は ステ ロールの

挿入 または置換に よって著 しく変化す る36～38)。したが っ

て,C.albicansな どの酵母 においてエル ゴステ ロール合

成が阻害 された場 合には,細 胞膜のニル ゴステ ロール欠

乏に よる膜透過性の異常亢進すなわち細胞膜障害が もた

らされ る可能 性が考 えられ る。 しか しなが ら,5～10μg/

ml以 上の比較的高 い濃度 の710674-Sを 添 加 した とき

には,そ の直後 か ら細 胞 内 成 分の放出な らびに外液中

H+の 細胞内移 入が開始 した。 この反応 の迅速 さか ら判

断 して,細 胞膜障害 はエルゴステ ロール合成阻害に由来

す る間接的な薬剤 の効果に起因す るのではな く,薬 剤 と

細胞膜成分 との直接的相互作用に基づ くと考 えざるをえ

ない。すでに,種 々のイ ミダ ゾール剤 につ いては,膜 リ

ン脂質 との物理化学的反応 の結果,膜 流動性が高 ま り,

膜透過性の亢進 が起 こることが 確かめ られ てい る22,39)
。

おそ らく,710674-Sも 同様 の リン脂質親和性 を 有 し,

これ と直接的 に反応す ることに よって細胞膜障害を引 き

起 こす と推測 され る。

710674-Sは,エ ルゴステ ロールをは じめ とす る脂質以

外に も,酸 不溶 アルカ リ不溶性多糖 お よび マンナ ンの二

つの多糖画分 の合成をかな り強 く阻害 した(Fig.5)。 前

者の画分 は主 と して β-グルカ ンか らな り,マ ンナ ンータ

ンパ ク複合体 と合わせて,C.albicansに おけ る最 も主

要な細胞壁構成多糖である40)。いずれ の合成系 も細胞膜

に結合 して存在 してお り41),したが って,細 胞膜の化学

組成や物性が変化を受ければ,こ れ らの合成酵素活性に

影響が及ぶ可能性は当然予測 され る ところ で あ る。 ま

た,わ れわれの予備的成績か ら,本 剤はC.albicansお よ

びSaccharomyces cerevisiaeの プ ロ トプラス ト膜か ら調

製 した β-1,3-グル カンお よびマ ンナ ンータ ンバ ク複合体

の各無細胞合成系の酵素反応 をほ とん ど阻害 しないこ と

が認め られてお り,し たがって,本 剤は これ らの細胞壁

多糖 の合成系に対 して酵 素 レベルでの直接作用をもた な

い と推測 され る。 これ らの成績か ら,細 胞 レペルで観察

された本剤 の細胞壁 多糖合成阻害効果は,細 胞膜作用を

介 しての二次的作用 と見 なす のが妥当であろ う。

以上述べた710674-Sの 想定作 用機序に関す るすべ て
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の実験成績を総合的に考慮す るならば,C.albicansに 対

す る本剤の抗菌 活性 にはエルゴステ ロール含成 阻害お よ

び細胞膜障害のいずれか 一方 または両者が一次的に関与

する可能性が示唆 される。 この二つ の作用機序を比較 す

ると。本剤が他 のイ ミダゾール剤 と同様,細 胞膜障宿を

引 き起 こす濃度 よ りもは るかに低 い濃度でエル ゴステ ロ

ー ル合成を有意に阻害するという成績は,後 者に主翼作

用機序を求める根拠 を提示 している と解釈す ることがで

きるか も知れない。 しか し,本 剤のエル ゴステ ロール合

成阻害濃度がC.albicans発 育阻止濃度に比べ てあま りに

も低いことは,む しろこのエルゴステ ロール合成阻害作

用が抗菌作用 に直接関与 していない可能性を よ り強 く示

唆 してい ると解釈す ることもできる。 この推論は次の二

つ の知見に よっても支持 され よう。(i)本 来 ステ ロール

をまった く合成せず また含有 もしない細菌の中で グラム

陽性菌 の多 くはCalbicansと 同程度に本剤に よって発

育阻止され る2)。(ii)C.albicansポ リエ ン耐性株の よう

に,エ ルゴステ ロールを合成で きないため にこれをほ と

ん ど含有 しないに もかかわ らず,充 分な発育能 と生存能

をもつ変異株が見出されている42)
。 SUN & FEINGOLD 48)

は,S.cerevisiaeな どの通性嫌気性酵母 のKCZ感 受性

を嫌気的条件下 と好気的条件下 とで 比 較 検 討 した実験

で,エ ル ゴステロール合成 の起 こらない前者 の条件下の

ほ うで感受性が低下するこ とか ら,こ のイ ミダ ゾール剤

低濃度域での静菌的作用はエルゴステロール合成阻害に

基づ くと結論 した。 しか しながら,嫌 気的条件下 での培

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44)の細胞膜含量が増す こと45)や イ ミダゾール剤 に

対 して強い拮抗作用を もつ不飽和脂肪酸46)が 培地 に 添

加 されていることを考慮す るな らば,彼 らが設定 した実

験条件下 での成績か らの結論 の導 き方 には疑問があ り,

したが ってエルゴステ ロール合成阻害 と細胞膜障害のい

ずれが本剤 な らび に他の イ ミダ ゾール剤 の抗真菌作用 メ

ヵニズムとして主役を演 じているかは依然 として不明 で

あると言わ ざるをえない。

今回われわれはこの問題の より明確な解答を得るため

のアプローチ として,酵 母におけるエルゴステ ロール合

成 を特異的に阻害す るが細胞壁障害作用を もたない こと

が見 出されたBAY n 7133に 対す るC.albicans感 受性

親株 と耐性変異株 との間 で710674-Sに 対す る感受性 を

比較検討 した。 この耐性変異株にエルゴステロール合成

能 が欠けてい ることは,細 胞膜エル ゴステロールを作用

標的 とす るamphotericin B33)に 対 して も顕 著 な 耐 性

を示す ことか らも明 らか で あ る(Fig.10A)。 他方,

710674-Sに 対す るこの耐性変異株 の 感 受 性 は,1/2～

1/4程 度低下 しているに過 ぎなか った(Fig.10B)。 これ

と耐性変異棟が親 株 と同程度に本剤による細胞膜障害を

受け ることを考え合わせ ると,本 剤の抗Candida作 用

の基盤 として働 くメカニズムについて次の推論が導かれ

よう。(1)MICの2～4倍 高い濃度,と くに殺菌的濃

度 では 細胞膿障害が 主要 メカニズムである。(ii)そ れ

以下 の濃度域における抗薗作用すなわち静菌的完全発育

阻止作用 および部分的発育阻止作用はエルゴステロール

合成 阻害 に基つ く。 これ重での予備的成績から,いずれ

のイ ミダゾール剤においても細胞膜障害作用に基づく抗

菌作用は,被 験菌の感受性とは無関係に 10～20μg/ml

以上で発 現され ることが見出されている。 したがって,

今回実験に使用 したC.albicans株 のように比較的感受

性の低い菌 種も しくは菌株においてはエルゴステロール

合成阻害作用のみ によって もた らされる完全発育阻止の

濃度域は極めて狭 いが,高 度感受性菌においてはこれが

広い濃度域にわたる可能性が考え られる。

710674-Sの 精製原末標本を 提 供 して頂いた塩野義製

薬株式会社研究所に深謝いた します。
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STUDIES ON THE MECHANISM OF ACTION OF A

NEW IMIDAZOLE ANTIMYCOTIC 710674-S
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With an attempt for clarifying the action mechanism of a newly developed imidazole derivative

710674-S, on which its antifungal activity is based,the effect of this drug on various major cellular
functions  of Candida albicans cells was studied. The results are summarized as follows:

(1)710674-S  inhibited growth of the yeast at drug concentrations higher than  1.25μg/ml.The

extent of growth  inhibition increased with increasing drug concentrations and a slight fungicidal

activity was exerted by  80μg/ml of the drug.

(2) Cell respiration was significantly inhibited by 710674-S at a concentration of  40μg/ml or

above. However, the results of experiments in which drug susceptibility was compared among cultures

different in energy metabolism suggested irrelativeness  of the antifungal activity of 710674-S to its

inhibitory effect on aerobic energy-yielding metabolism or respiration.

(3) Synthesis of wall polysaccharides and lipids but that of any other major cellular constituents
were profoundly inhibited by 710674-S; more than 50% inhibition was attained at a drug level of
40μg/ml.

(4) Lower concentrations of 710674-S selectively blocked C4,14-demethylation in the sterol
biosynthesizing pathway in C.albicans.The extent of inhibition was more than 90% at  1.25μg

/ml of the drug.
(5) 710674-S at concentrations higher than 10ƒÊg/ml induced rapid release of intracellular K+

and inorganic phosphate from the yeast cells and comparably rapid elevation of pH in a medium.

(6) A mutant strain of C.albicans was 1/2 to 1/4 lesser susceptible to 710674-S than the wild-type
strain.It suggests that this drug exerts the antifungal action mainly through damaging the cell

membrane in the relatively high drug concentration range but through inhibition of ergosterol

biosynthesis at lower drug concentrations.


