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イ ミダ ゾール 系抗 真 菌 剤Tioconazoleの 抗 菌 作 用 メ カニズ ム

平谷 民雄 ・永田 淳子 ・山口 英世

帝京大学医学部医真菌研究セソター

(昭 和60年9月18日 受付)

最近わが国で外用抗真菌剤として実用化されたイ ミダゾール誘導体tioconazole (TCZ)の 抗菌

作用 メカニズムを究明することを企図 し,比 較的高いイミグゾール感受性をもつCandida albicans

TIMMO144を 主たる試験菌 として用い,ス テロール合成阻害作用および直接的細胞膜障害作用を

中心に,種 々の細胞成分合成系に及ぼす影響も併せて検討した。TCZはTIMMO144に 対 して次

のような生化学的活性を示した。

(1)発 育期細胞におけるタンパク質,RNA,DNA,細 胞壁多糖,総 脂質 といった主要細胞構成

成分の合成は,TCZの 殺菌的濃度(≧40μg/ml)添 加直後から完全に停止 した。それより低い濃度

域すなわち静菌的または不完全発育阻止効果を示す薬剤濃度を添加した場合には,そ の濃度に依存

して細胞成分の合成が様々な程度に阻害された。 そのなかで最も低い薬剤濃度まで有意な阻害が認

められたのは総脂質成分の合成であった。

(2)TCZは その濃度に依存して静止期細胞からのK÷ および無機 リン酸(Pi)の 放出を促進 し

た,K+お よびPiの 有意な量の放出は,そ れぞれ≧5μg/mlお よび≧40μg/mlの 薬剤添加後10分

間以内にひき起こされ,80μg/mlの 薬剤存在下では,細 胞内に存在するこれらの成分のほぼ全量が

放出された。

(3)≧5μg/mlTCZの 存在下で,静 止期細胞浮遊液の細胞外pHは 有意に上昇した。いずれの

場合もpH値 の上昇は薬剤添加後極めて速やかに起 こり,20,40,80μg/mlの 薬剤添加後1分 間以

内の ΔpHは,そ れぞれ≧0.1,≧0.5,≧1.0の 高値を示 した。

(4)種 々の濃度のTCZ存 在下で培養した細胞から脂質を抽出し,ス テロール組成の分析を行

なった結果,正 常細胞にあってばステロールの大部分を占めるergosterolが ほ とんど消失し,代 わ

って24-methylene-dihydrolanosterolな どのergosterol生 合成の前駆体となるメチル化ステロー

ルの大量蓄積が認められた。このパターンのステロール組成の変化は,<o.08μg/mlと い う極めて

低濃度の薬剤でも顕著にひき起こされ,TCZが 真菌ステロール合成経路上のC-4,14脱 メチル化過

程を特異的にしかも極めて鋭敏に阻害することが知られた。

(5)TIMMO144を 親株とし,こ れより誘導変異によって分離したステロール合成系に障害を

もつ変異株を用い,親 株 との間でTCZ感 受性を比較 した。 変異株に対するTCZのIC5。 値 は親

株のそれよりも数百倍上昇していたが,ICm(MIC)値 は2～4倍 の上昇をみるに過ぎなかった。

高濃度(≧40μg/ml)の 薬剤によるKや 放出促進効果ならびに殺菌的効果に対しては,変 異株は親

株 と同等以上の高い感受性を示 した。

以上の成績から,TCZは その作用濃度に応 じてステロール台成阻害および 直接的非代謝的細胞

膜障害という二元的作用 メカニズムを有 し,低 濃度域においてはステロール合成阻害によって不完

全発育阻止効果を,中 等度濃度域においてはこれに軽度の細胞膜障害が加わって完全発育阻止(静

菌的)効 果を,ま た高濃度域においては不可逆的な高度細胞膜障害による殺菌的効果を,そ れぞれ

発揮するものと推察された。

英 国 フ ァ イ ザ ー 社 研 究 所 に よ り合 成 され たtioconazo-

le(TCZ)は,1-{2,4-dichloro-β-[(2- chloro- 3-thienyl)

oxy⊃phenethy1} imidazoleの 化 学 名 に 示 さ れ る よ う

に フ ェ ネ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 誘 導 体 の 一 つ で あ る 。 こ の 化

合 物 に 関す る これ ま で の 前臨 床 的 研 究 か ら,優 れ たin

vitroな らび にin vipo抗 真菌 活 性 が 知 ら れ1～6),従 来

の イ ミダ ゾール系 抗 真 菌 剤 と比 較 して 殺菌 的 効 果 が 著 し

い点 が特 徴 的 とみ な され て い る5～8)QTCZの 外 用 剤 は 白
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癬,皮 膚 カ ソジ ダ症,澱 風 な どす べ て の 主 要 な表 在 性 皮

膚 真 菌 症 の症 例 に対 して 著 効 を示 し9～15),最 近 わが 国で

も上 市 さ れ臨 床的 に賞 用 され て い る。

一 般 に イ ミ ダ ゾ ー ル 剤 は ,少 な く と もCandida

amcansに お い ては,(1)ス テ ロール 合 成 阻害 お よび

(2)細 胞 膜 の 直接 的(非 代 謝的)障 害,と い う互 いに

独 立 した 二 つ の異 な る作 用 メ カニ ズ ムを もつ こ とが 知 ら

れ てい る16,17)。

C. albican3か ら調 製 した無 細 胞 系 を 用 い て真 菌 ス テ

ロール 合 成 に 対す る影 響 を 検 討 し たMARRIOTT 18)は,

TCZがeconazole (nitrate),clotrimazole, ketocona-

zole, miconazole (nitrate),な ど他 の イ ミダゾ ール 剤

と同様 に,C-14脱 メ チ ル化 反 応 を 低濃 度(<10-7M)

で特 異 的 に 阻 害す る こ とを 明 らか に し た 。 ま た川 崎 ら5)

は,C. albicansプ ロ トプ ラス トに お い て殺 菌 的 濃度40

μg/mlのTCZが タ ソパ ク質,260nm一 吸収 物質 お よび

K+を 速 やか に 細 胞 外 へ遊 出 させ る こ とを 見 出 した 。 さ

ら に,こ のTCZのK+遊 出促 進 効 果 は,同 じ 重 量 濃

度 のmiconazole nitrateやclotrimazoleよ り も顕 著

で あ り,TCZの 細胞 膜 障 害 作 用 の強 力 な こ とを示 唆 し

た5)o

われ わ れ は 強 い 殺菌 的 効 果 を 特 徴 とす るTCZの 抗 真

菌 作 用 に 関 与 す る メカ ニズ ムを 明 らか にす る こ とを 目的

と して,C. albicansを 試験 菌 として 用 い,種 々 の細 胞

機 能 に 及 ぼ す 影 響を 検 討 した。 特 に主 要 な 作用 メ カ ニ ズ

ム と想 定 さ れ て い る ス テ ロー ル 合成 阻 害 作 用 お よび 細 胞

膜 に対 す る直 接 的障 害 が どの よ うにTCZの 抗菌 活 性 に

か か わ っ てい るか とい う問 題 に 焦点 を合 わ せ,ス テ ロー

ル 合成 能 を 障 害 さ れ た 変異 株 を 用 い て そ の 解 明 を 試 み

た 。

I.材 料 と 方 法

(1)菌 株:特 に指 定 しな い 限 り,す べ て の実 験 に

C. albicans TIMM 0144を 使 用 した 。こ の菌 株 は,TCZ

そ の 他 の イ ミダ ゾール 剤 に対 して比 較 的 高 い感 受 性 を 示

す6,韮9)。ま た,一 部 の 実 験 に はTIMM 0144に 加 え て,

この菌 株 か ら人 為 的 に誘 導 した トリア ゾー ル系 抗 真 菌 剤

vibunazole (BAY n 7133)耐 性 変 異 株20)を 用 い た。

(2)薬 剤 溶液 の調 製:台 糖 フ ァ イ ザ ー 株 式 会 社 よ

り分 与 され たTCZ精 製 原末 標 品 を ジ メチ ル ス ル ポ キ シ

ド(DMSO)に 溶解 し,8mg/ml(w/v)の 溶 液 を調 製 し

た 。 これ を 一20℃ に保 存 し,実 験 に臨 ん で 加温 し,薬

剤 が 完 全 に溶 解 して い る こ とを確 認 した 後,原 液 と して

使 用 した。 薬 剤 溶 液 を希 釈 す る溶 媒 に はDMSOを 用

い,反 応 液 に添 加 す る場 合 に は総 容 量 の1/50量 す なわ

ち 有 機 溶媒 の最 終 濃 度 が2%(v/v)に な る よ うに調 製 し

た 。 ま た,薬 剤 無 添 加 対 照 用 の反 応 液 にはDMSOを 同

量添加した。Amphotericin B methyl ester(日 本 スクイ

ブ社より分与)も 同様にDMSOに 溶解して実験に供し

た。

(3)培 養生菌数を指標とする抗菌 活 性 の測 定:

PYGプ ロス(ポ リペプ トン1%,酵 母 エキス0.5%,グ

ルコース2%,pH無 修正)に 若いPYG寒 天培地斜面

から採取した酵母細胞を接種し,37℃ で振盈培養を行

なった。18時 間培養後,こ れを新鮮なPYGプ ロスで希

釈 し,血 球計算板を用いて106細 胞/m1の 濃度に調整し

た後,10mlず つL型 試験管に分注した。続いて薬剤溶

液またはDMSOの み を0.2m1添 加 し,37℃ で再び振

湯培養した。24時 間後,各 試験管から試料を採 取 し,

PYGプ ロスで適宜希釈 し,PYG寒 天培地平板に塗抹し

た。全平板を37℃ で72時 間 まで培養した後,発 育コ

ロニー数 と希釈倍数からもとの培養中に含まれた生菌数

を算定した2%な お一部の実験においては,後 述の放射

性基質取 り込み実験用の反応中で60分 間インキュベー

トした後,生 菌数測定を行なった。

(4)培 養濁度を指標 とする抗菌活性の測定:上 記と

同様の方法によってPYGプ ロス中2～3×105細 胞/m1

の濃度になるように調整した細胞浮遊液を10mlず つL

型試験管に分注 し,次 いで0.2mlの 薬剤溶液または溶

媒のみを添加 した。37℃ で24時 間振盈培養 した後,各

試験管から試料を採取し,分 光測光法により530nm波

長における濁度を測定した。

(5)各 種放射性基質の取 り込 み:前 報21,22)に述べ

たC.albicans細 胞浮遊液調製法,反 応系および試料分

画法に従い,反 応0時 間に添加 した種々の濃 度 のTCZ

の存在下での 細胞タンパク画 分 へ の 〔3H〕ロイシン,

RNAお よびDNA各 画分への こ3H〕アデニン,マ ンナ

ン画分およびアルカリ不溶酸不溶画分への 〔1℃〕グルコ

ース,お よび総脂質画分への[14C]酢 酸のそれぞれの取

り込みを60分 間経時的に測定 した。

(6)脂 質抽出およびガスクロマ トグラフィ一分析:

基i本的にはRYD£Reta乙23}が 記載 した方法に準拠 して

C. albicans細 胞 より非鹸化脂質を抽出し,ガ スクロマト

グラフィー分析を行なった。遠沈集菌 した細 胞 を まず

15%6 KOHお よび0.1%ピ ロガロールを含む50%エ タ

ノール中で2時 間還流を行ないながら鹸化 した。2容 の

水を添加 した後,不 鹸化脂質(NSL)を 石油工一テルで

40～60℃,3回 抽出した。得られた石油工一テル抽出物

を水で洗浄,無 水硫酸ナ トリウム上で乾燥,次 いで濾過

を行なった後,ロ ータリーエパボレーターにより乾固し

た。このNSLを エチルエーテルに溶解 し,ガ スクロマ

トグラフィーを行なった。これには1% silicone OV-1

を充 填したガラス製カラム(2m×3φ)を 着装 した日立
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Table 1 Effect of tioconazole on synthesis of major cellular components by growing cells of

Candida albicans TIMM 0144

Incubation was at 37C for 40 minutes with aeration.

ガ ス クロマ トグ ラフ263-80型 を用 いた 。 キ ャ リヤ ー ガ

スは ヘ リウ ム(23m1/min)で,毎 分6℃,235～280℃ の

温 度 域 に プ ロ グ ラム を設 定 した。

(7)K+お よび 無 機 リン酸(Pi)の 放 出量 の測 定:

PYGプ ロ ス中 で37℃,18時 間振 盤 培 養 して得 られ た 細

胞 を遠 心 集 菌 し,3回 の 遠 心操 作 を繰 り返 しな が ら蒸 留

脱 イ オ ン水 に て充 分 洗 浄 した 後,蒸 留脱 イオ ン水 に浮 遊

し,約108細 胞/m1の 濃 度 に調 整 した。 この 細胞 浮 遊 液

10mlず つ をL型 試 験 管 に 分 注 し,0.2mlの 薬 剤溶 液 を

添 加 した 。 直 ち に37℃ で振 盈 を開 始 し,2.5分 か ら15

分 後 ま で の間 に 経 時 的 に各 試 料 を 採 取 した 。 採 取試 料 は

直 ち に ガ ラ ス繊維 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,前 報23)に 述 べ た とお り,K+を 炎 光測 光 法 に よ り,

ま たpiを 比 色 法 に よ り定 量 した 。 細胞 外 放 出 量 は,反

応 開 始前 の細 胞 浮 遊 液 か ら の5%冷 過 塩 素 酸 抽 出物 の

な か の 含量 を100%と して算 出 した。

(8)細 胞 外 液pH値 の連 続 測 定:上 述 の 細 胞浮 遊

液 の一 定 量 を所 定 の 容器 に移 し,37℃ の保 温 下 で 撹 捧

しな が らそ の1/50容 の薬 剤 溶 液 を添 加 し,pHメ ー タ

ー(日 立 一堀場M-7型 ,6028型 複 合電 極 着 装)に よ り

10分 間 以 上pH値 を連 続 的 に 測定,記 録 した。 また,

対 照 と して 最 終 濃 度80μg/mlのTCZ溶 液 単 独 のpH

値 も 同様 に測 定 した。

(9)試 薬 二次 の 放 射 性 化 合物 は い ず れ もRadio-

chemical Center(英 国)の 製 品 で あ る。 〔3,4,5-3H〕

L-ロ イ シ ン(120Ci/mmol),〔8-3H〕 ア デ ニ ン(25Ci/

mmol),[U-14C]D-グ ル コー ス(240mCi/mmol),[2-

14C〕酢酸 ナ トリ ウ ム 塩(60mCi/mmol) ,〔1-3H⊃2一 デ オ

キ-D-グ ル コー ス(240Ci/mmol),そ の他 の 一般 試 薬 は,

東 京 化 成 工 業 また は和 光 純 薬 社 の製 品 を使 用 した。

II.実 験 結 果

1.主 要 細 胞構 成 成 分 の 生 合成 に及 ぼ す 影響

C. albicans細 胞 を構 成 す る 生体 高 分 子 物 質 で あ る タ

ンパ ク質,RNAお よびDNA,細 胞 壁 多糖 成 分 の マ ン

ナンおよび β-グルカン,な らびに脂質のいずれかの生

合成機構に対 してTCZが 一次的に作用する可能性の有

無を検討するために,各 成分への放射性基質の取 り込み

の初期速度が本剤によってどの程度阻害されるかを測定

した。Table1は,反 応開始から40分 後の阻害度をま

とめたものである。いずれの細胞成分における取 り込み

も,薬 剤無添加の場合には直接的に進行した。なお,こ

の反応系において,反 応開始後40分 目の時点で生菌数

測定も併せて行なった。その結果,TCZ 0～20μg/mlの

濃度範囲では,0時 間と比較して有意な生菌数の増減は

認められなかったが,40お よび80μg/mlのTCZを 添

加 した反応液においては生菌数は1/100以 下 に減少する

ことが観察された。

Table1に 示 されるように ≧40μg/mlす なわち殺菌

的濃度のTCZを 添加した場合には,す べての生合成は

直ちに完全停止するにいたった。20μg/mlのTCZ存 在

下では,タ ンパク質およびDNAの 合成は80%以 上の

阻害を,ま た,細 胞壁多糖および脂質の合成は90%以

上 の阻害を受けた。一方,こ の濃度でのRNA合 成阻害

は約20%と 軽度であった。いずれの細胞成分の合成阻

害度も薬剤濃度が低くなるにつれて減少 し,2.5μg/ml

のTCZに よっては生体高分子物質や細胞壁多糖の合成

はほとんど影響を受けなかった。しか し,脂 質合成のみ

は低濃度のTCZの 存在で,軽 度ながら有意な阻害を受

け,例 えば0.63μg/mlのTCZは20%の 阻害度を示し

た。

これらの成績から,主 要細胞構成成分の各合成系はい

ずれも薬剤濃度に依存して阻害を受けるが,脂 質合成が

最も低い薬剤で有意に阻害されること。また殺菌的効果

を示す高濃度ではすべての細胞成分の合成がほぼ完全に

停止することが認められた。後者の強力な非選択的合成

阻害効果は細胞膜に対する直接的障害作用に起因する可

能性が示唆されたので,次 にTCZに よ り細胞膜障害が

ひき起こされるか否かについて,細 胞内低分子物質K+

お よび無機リンの放出量ならびにこれに付随 して起こる
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Fig. 1 Release of K+ (A) and inorganic phosphate (B) induced by
tioconazole from cells of Candida albicans TIMM 0144

A

Minutes

B

Minutes

と予想される細胞外液pHの 変化を指標 として検討 を

行なつた。

2.細 胞内K+お よび無機リン酸(pi)の 放出促進効

果

蒸留脱イオン水に浮遊 したC.amcan3細 胞に種々の

濃度のTCZを 添 加して37℃ でインキュベートし,外

液中のK÷ およびpiの 量を経時的に測定した成績を

Fig.1に 示す。薬剤無添加の場合には,10分 間の実験時

間内では細胞内から外液中へのK+ま たはpiの 放 出は

ほとんど認められなかった。 この条件下において,≦5

μ9/mlの 薬剤を添加 した場合には,添 加直後から明らか

なK+放 出促進が認められ,放 出速度ならびに放出レベ

ルは添加される薬剤の濃度 とともに上 昇 した(Fig.1

A)。TCZ80μg/mlの 存在下では,10分 間以内に細胞内

K+は ほぼ100%放 出された。薬剤濃度が40μg/mlの

場 合には約35%のK÷ が放出され,さ らに5μg/mlに

低下させた場合でも20%近 くの放出が認められた。

一方
,Tczはpiの 細胞外放出も引き起こした(Fig.

1B)。pi放 出に対する効果はK+放 出におけるのと幾

分異なっていた。≦20μg/mlの 薬剤濃度下では10%以

下 の放出しか認められなかったが,40μg/mlで は細胞内

pi含 量の50%以 上 に相当する量が放出され た。 さら

に,TCZ濃 度 を80μg/mlに 高めた場合には,細 胞内含

量を2倍 も上回るPi量 が外液中から回収され,こ の薬

剤濃度では細胞内プールに存在するpiの みならず,細

胞内の有機リソ酸化合物の一部が分解 して生じたpiも

放出されると推察される。

3.細 胞外液pHの 変化

上述の成績に示されるように,細 胞内成分特にK+な

どのカチオンが外液中へ放出されれば,そ れに対応 して

H・ の細胞外から細胞内への移行が起 こるために,外 液

Fig. 2 pH changes produced by tioconazole in a

cell suspension of Candida albicans TIMM

0144. The drug was added to the cell suspen-

sion at the time-point as indicated by an

arrow to final concentrations of (ig/ml):

A, 0 (solvent alone); B, 5 ; C, 10; D, 20;

E, 40; and F, 80. In F, the cell suspension

used in A•`F was replaced by the same

volume of deionized water and the drug was

added to a final concentration of 80 sg/ml.
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Table 2 Sterol composition of cells of Candida albicans  TININ1 0144 after incubation with tioconazole

* Expressed on the basis of cellular dry weight (mg/ml culture)

中のpH値 は上昇するはずである。 したがって,こ の

pH変 化 もまた 細胞膜障害が生 じたことを示 唆する一

つの指標として利用することができる。加えて,pH測

定 はK+やPi定 量 と比べてはるかに容易に行なうこと

ができ,し かも高感度で,反 応開始時点から連続的な測

定,記 録が可能だという利点をもつ。 そこで,C. albi-

can3細 胞 を蒸留脱イオン水 に浮 遊 し,種 々の濃 度 の

TCZを 添加した後の外液中のpH値 を追跡 した。

Fig.2に 典型的なpH変 化のバターンを示す。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

内ではまったく外液pHの 変化を認めなかった(曲 線

A)。 一方,薬 剤溶液はその濃度に依存して高いpH値

を示した。それはイミダゾール基を含むTCZが 塩基性

物質であるため と考えられる。 しか し,薬 剤自体による

pH上 昇の度合は,そ れほど顕著なもの では なく,80

μg/mIの 高濃度でも ΔpHは0.1程 度にすぎなかった

(曲線G)。 細胞浮遊液にTCZを 添加した場合には,そ

の濃度に応 じて外液pH値 の上昇が起こった(曲 線B～

F)。pH上 昇 の 速 度 と レベ ル は 完全 に薬 剤 濃度 に依 存 し,

5～80μg/mlの 範 囲 の いず れ の濃 度 にお いて も,」pHは

対応 す る濃 度 の 薬剤 単 独 添 加 に おけ るpH上 昇 の程 度 を

明 らか に上 回 って いた 。80お よび40μg/mlのTCZを

添 加 した 場 合 に はpHが 急 速 に上 昇 し て1分 間 以 内 に

最 高 レベ ル に達 し,そ れ ぞ れ の 」pHは ≧1.0お よび

≧0.5の 高 値 を 示 した。添 加 す る 薬 剤濃 度 が 低 く な る

と,」pHも それ に伴 って低 下 し た が,20μg/mlで も

≧0.1の 値 が 得 られた 。

4.ス テ ロ ール組 成 に及 ぼす 影 響

Table1に 示 され る成 績 か ら,TCZは 低濃 度 に お い て

もな お脂 質 合成 に対 して 極 め て強 い阻 害的 効 果 を 発 揮す

る こ とが知 られ る。 した が っ て,本 剤 がC. albicansに

お け る ス テ ロー ル合 成 を 選択 的 に阻 害 す る可 能 性 が 想定

され るた め,こ れ を確 認 す る 目的 か らTCZ存 在下 で培

養 したC. albicms細 胞 の ス テ ロー ル組成 を分 析 した。

Table2に そ の成 績 を示 す 。薬 剤無 添 加 対照 細 胞 に お い

ては,細 胞 ス テ ロー ル の大 部 分(94%6)をergosterolが
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Fig. 3 Effect of tioconazole (-) and amphotericin B methyl

ester (•c) on growth of the wild-type strain (TIMM

0144) and two vibunazole-resistant mutant strains (azor-1

and azor-4) of Candida albicans grown on PYG broth

Tioconazole or amphotericin B methyl ester(fig/m1)

占め,そ れ 以 外 にはergostero1生 合成 の前 駆 体 と して知

られ る24-methylene-dilnydrolanosterol, lanosterolお

よびdihydrolanostero1が いず れ も2%程 度 含 まれ て い

る だけ で あ る。 これ に対 して,部 分 的 発 育 阻 止 効果 を示

す0.08～1.25μg/mlの 濃 度 範 囲 のTCZ存 在下 で培 養

したC. albicans細 胞 に お い て は,全 ス テ ロ ール 中 の

ergosterolの 割 合 は1%以 下 と極 端 に 低下 す る。Ergo-

sterolが ほ とん ど存 在 しな く な っ た の に 伴 って24-

methylene-dihydrolanosterolの 比 率 が90～85%と 増 大

して量 的 に は最 主 要 ス テ ロー ル とな り,次 い でlaRoste-

rolが7～12%6を 占め る よ うに な る。発 育 をほ ぼ 完 全 に

(95%以 上)阻 止 す る20μg/mlの 濃 度 のTCZを 添 加 し

て培 養 した場 合 には,ergostero1に 最 も近 い前 駆 体 で

あ る24-methylene-dihydrolanosterolや そ の前 段 階 の

lanosterolの 比 率 は低 濃 度薬 剤 処 理 の 場 合 よ りもか え っ

て 減 少 し,代 わ っ てdihydrolanosterolの 量 比 が 著 し く

増 大 す る。

以上 の成 績 か ら,TCZは 部 分 的 発 育 阻 止効 果 しか 示

さな い 低濃 度 で もergosterol合 成 を 強 く阻 害 し,ergo-

stero1を ほ とん ど含 ま ない 細 胞 が 生 じる こ とが 示 され

る。 ま た,TCZの 作用 点 は,主 と して ス テ ロール 合成

経 路 上 の24-methylene-dihydrolanosterolの 脱 メ チ ル

化 反応 の段 階 に あ る こ とが示 唆 され る。

5。Vibunazole耐 性変 異株 に対 す る影 響

Vibunazole (BAY n 7133)は,広 い 抗 真 菌 スペ ク ト

ルを もつ トリア ゾー ル系 誘 導 体 で あ る23)。C. albicans

TIMM 0144はvibunazoleに 対 して も比較 的 高 い感 受

性 を 示 す一 方,こ の菌 株 か らN-methyレN-nitro-N-

nitrosoguanidine処 理 に よっ て 人 為 的 に誘 導 され た 耐

性変 異株 の なか に は ス テ ロー ル合成 系 に障 害 を も ち,

ergostero1量 比 が著 し く低 下 した異 常 ス テ ロー ル組 成 を

もつ も のが 見 出 され る20)。 こ の タ イ プの 変 異 株 と して

azor-1お よびa20r-4の2株 を選 び,感 受 性親 株(TIMM

0144)と の間 でTCZに 対 す る応 答 に ど の よ うな相 違 が

み られ るか を調 べ るこ とに よ って,本 剤 の抗 菌 活性 にお

け るス テ ロール 合成 阻害 の役 割 を 明 らか にす る こ とを試

み た。

Fig.3は,親 株 お よび 耐 性変 異 株2株 をPYGプ ロス

に 培 養 した 場 合,濁 度 で表 わ さ れ る発 育 をamphoteri-

cin B methyl ester (AMPH)お よびTCZが どの程度

阻 害 す るか を示 した もの で あ る。azor-1お よびazor-4

いず れ の変 異株 もAMPHに 対 してはIC50お よびIC 100

(MIC)と も に親 株 よ りも20～30倍 高 い値 を示 した。次

に,TCZのIC50お よびIC 100値 を親 株 と耐 性 変 異株 で

比 較 す る と,変 異 株 に 対す るIC50値 は0.02μg/mlか ら

>3μg/mlへ と150倍 以 上 も上 昇 して い る の に 対 し,

IC 100値 は2.5μg/mlか ら10μg/mlへ と4倍 程 度 上 昇 し

た に 過 ぎな か った 。

TCZに 対 す る感 受 性 を 生 菌 数 で 比 較 した ところ,静

菌 的 また は部 分 的 発 育 阻 止 を示 す 濃 度範 囲す なわ ち ≦5

μg/mlに おい て はFig.3の 成 績 に一 致 して変 異 株 は2

株 と も親株 よ りも軽 度 の 発 育 阻 害 しか受 け ない こ とが

示 され た(Fig.4)。 しか し,殺 菌 的 薬剤 濃 度 す な わち

a20r-1お よびa20r-4に 対 して そ れ ぞ れ ≧10,≧20μg/

mlに 相 当 す る高 濃 度 域 に お い て は,TCZの 殺 菌 的 効果

は親 株 よ りも変 異 株 で よ り高度 に発 現 され た。 変 異 株が

高 濃 度 域 のTCZに 対 して親 株 以 上 に強 い応 答 を示 す こ

とは,K+細 胞 外 放 出 効果 の点 で も 認 め られ た 。Fig.5
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Fig. 4 Effect of tioconazole on viable counts of cultures of the

wild-type strain (TIMM 0144, • ) and two vibunazole-

resistant mutant strains (azor-1, • ; and azor-4, ITZ)

of Candida albicans grown on PYG broth

Fig. 5 Comparison between the wild-type

strain (TIMM 0144, • ) and two

vibunazole-resistant mutant strains

(azor-1, • ; and azor-4, • ) of

Candida albicans of the response to

K+-releasing activity of tioconazole

に示 され る よ うに,変 異 株 に お い て は ≧20μg/mlの

TCZに よ って親 株 に おけ るの と同 等 また は そ れ 以 上 の

K+放 出 が 惹起 され た 。

III. 考 察

これ ま でclotrimazole, miconazole(nitrate),keto-

cO照zoleな ど多 数 の イ ミダ ゾール系 抗 真 菌 剤 に つ い て,

主 と してC.aldicansを 試験 菌 とす る作 用 機序 の研 究 が

わ れ わ れ を 含 め て幾 つ か の研 究 グル ー プに よ り行 なわ れ

て きた 。 それ ら の報 告 に よれ ば,各 イ ミダ ゾー ル剤 は 定

性 的 に は 同一 の メカ ニ ズ ムに よっ て抗CandIda活 性 を

発揮し,MIC以 上 の比較的高い薬剤濃度は直 接 的な細

胞膜障害効果を,そ れ以下の幅広い濃度域(MICの1/

1,000以 下に及ぶ)で は顕著なステロール合成阻害効果

をそれぞれ示す16～17)。

フェネチルイミダゾール誘導体であるTCZの 作用機

序もこれまで検討された多くのイミダゾール剤,特 にフ

ェネチルイミダゾール誘導体に属するmiconazole(nit-

rate)な どと類似する可能性は充分予想されるところで

ある。しか し,実 際にTCZを 対象とした作用機序の研

究に関する報告は比較的少ない。川崎ら5)はCaldfcans

プ ロトプラス トにおいて本剤40μg/mlの 添加後,大 量

のK+260nm-吸 収物質およびタソパク質が速やかに細

胞外へ放出されること。しか もこのK+放 出促進効果

は同じ重量濃度のmiconazole(nitrate)やclotrimazole

よ りも強いことを報告 している。今回われわれはいずれ

のイミダゾール剤に対 しても比較的高 い 感受 性をもつ

C.aldicans TIMM 0144の 休止細胞を用いて同様の実

験を行なった結果,TCZ10μg/mlす なわ ち通常の測定

条件下で得られるMICに 相当する濃度よりも2～4倍

高い濃度の存在下で,細 胞外へ有意な量のK+の 放出に

加えて,お そらくその結果によると考えられる細胞外液

中のpH上 昇も観察された。これらの成績は,TCZが

他 のイミダゾール剤と同様,比 較的高濃度で添加された

場合には,C.aldicans細 胞膜に対 して直接的な障害を与

えることを示唆する。一方,同 一C.aldicans菌 株 に対

して本剤の殺菌的効果が顕著に発現されるのは ≧40μg/
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mlの 濃度である。 したがって,こ れ以下の静菌的濃度

においてもなおTCZが 有意な細胞膜障害作用を示すこ

とは注 目に値する。つまり軽度の細胞膜障害は殺菌的に

働かないことが示唆される。

われわれは種々のイ ミダゾール剤の細胞膜障害作用機

序を分子 レベルで究明するために,リ ボソーム人工膜モ

デルを用いて検討した結果,各 薬剤とも膜 リン脂質との

直接的な相互作用によって膜流動性を高めることを見出

した17)。イミダゾール剤がK+な どの細胞内成分を放出

させるのはこのためと考えられ る。 また,膜 リン脂質

との親和性,膜 透過性を亢進す る作用 は,miconazole

(nitrate),econazole(nitrate),isoconazole(nitrate)な

どのフェネチルイミダゾール誘導体で特に強いことも示

された17)。同 じフェネチルイミダゾール系化合物に属す

るTCZも おそらく同様の機序によって強い細胞膜障害

をひき起こすものと推察される。

Table 1の 成績に示されるように,生 体高分子物質お

よび細胞壁多糖成分の生合成は,殺 菌的濃度に相当する

≧40μg/m1のTCZに よって完全に停止し,静 菌的濃度

(5～20μg/ml)の 薬剤によっても添加直後から有意に阻

害される。TCZ濃 度 に依存する各種主要細胞成分の初

期合成速度の低下は,阻 害効果発現の速さからみて,後

述のステロール合成阻害に由来する二次的効果 とは考え

難 く,む しろ上述の直接的な細胞膜障害に起因すると解

釈すべきであろう。おそらく殺菌的濃度のTCZは,極

めて速やかに真菌細胞膜に不可逆的な障害を与え,そ の

結果,す べての細胞生合成系を完全に阻止するのみなら

ず,K+放 出に共役するH+流 入などによる細胞内環境

の劣化も加わって細胞死を招くと推察され る。 一方,

静菌的濃度のTCZに よる細胞膜障害は可逆的な程度に

とどまり,各 細胞成分の生合成はある程度の阻害を受け

るものの,細 胞死には至らず,単 に発育停止または発育

速度の低下をひき起こすに過ぎないと考えられる。 しか

し,こ の軽度の細胞膜障害のみで完全に発育が停止する

かは疑問である。

この点で注目しなければならないのは,種 々の細胞成

分の生合成がいずれもTCZに よって阻害されるといっ

ても,そ れぞれの阻害度は著 しく異なっていることであ

る。最も顕著な阻害を受けたのは脂質合成であり,直 接

的細胞膜障害効果をまったく示さない ≦0.63μg/mlと

い う低濃度のTCZに よって明らかに阻害された。脂質

のなかでもステロールの生合成が特異的に阻害されるこ

とは,TCZ存 在下で培養したCaldicans細 胞 にみられ

るステロール組成の分析結果から明白である。部分的発

育阻止効果 しか示さない低濃度のTCZを 添 加 した 場

合でも,細 胞膜構成ステロールの大部分を占め るべ き

ergostero1は ほ ぼ 完 全 に 消 失 し,こ れ に 代 わ って24-

methylene-dihydrolanosterolな どの 前 駆 体 が 大 量 に蓄

積 され る とい う異 常 な ス テ ロー ル組 成 が認 め られ る。 こ

の成 績 は,TCZが 他 の幾 つ か の イ ミダ ゾー ル剤 で 証 明

され た と同様 に,真 菌 ス テ ロー ル合 成経 路上 のergoste-

ro1の 前 駆 体 で あ るdimethylsterolsま た はtrimethyl-

sterolsのC-4,14-脱 メチ ル化 過 程 を 阻害 す る こ とを強 く

示 唆 す る。 こ の推 論 は,MARRIoTT18)がC.aldIcansの 無

細胞 系 を用 い て行 な っ た実 験 成 績 か ら導 いた 結 論 と完 全

に一 致 す る。

真菌,特 に酵 母 に お い て は,ergostero1は 好 気的 条件

下 で培 養 され た 細 胞 の主 要 ス テ ロー ル で あ り24,25),主 と

して細 胞 膜 に存 在 し26,27),発 育 な らび に膜 の 構 造 と機能

の維 持 に重 要 な 役割 を演 じて い る28)。

一 方 ,C.aldIcansの ポ リエ ン抗 生 物 質 耐 性株 の よ う

に,ergostero1合 成 能 に欠 陥 が あ るた め に この ステ ロー

ル を ほ とん ど含 有 しな い に もか かわ らず,充 分 な発 育 ・

生存 能 を もつ 変 異株 も見 出 され て い る29)。 しか し,野 生

株 につ い てい え ば,ergosterolを 失 った 酵 母 細 胞 は発育

不 能 に な る こ とが報 告 され て い る30)。加 え て,人 工 膜 モ

デ ル を用 いた 実 験 か ら,ergosterolが 膜 の硬 さを増 す働

きを して い る こ と31～32),そ して 種 々 の ス テ ロー ル の挿入

ま た は置 換 に よっ て各 種 陽 イオ ン,陰 イ オ ンま た は非電

解 質 の膜 透 過 性 が著 し く変 化 す る こ と33～351が 見出 され

て い る。 これ ら の成 績 を考 慮 す るな らば,TCZが 直 接的

膜 障 害 作 用 とは ま った く別 に,よ り低 濃 度 域 に お いてス

テ ロー ル合 成 阻 害効 果 のみ で 明 らか な抗 菌 活 性 を発 現す

る こ とは ほ とん ど疑 いな い と ころ で あ り,今 回 のわ れわ

れ の実 験 成績 か ら も この 推 論 は強 く支 持 され る。 お そ ら

く本 来 の 真菌 細 胞 膜 の主 要 ス テ ロー ル であ るergostero1

の欠 乏 と非 平 面 的配 位 を と るergosterol合 成 の前 駆 体

とな る ス テ ロー ル の蓄 積 とが相 ま っ て膜 にお け る リン脂

質 一ス テ ロ ール 間 の相 互 作 用 を 極 度 に変 化 させ,そ の結

果,相 転 移 が 促進 され て膜 流 動性 が高 ま る と 考 え ら れ

る。 こ の可 能性 は,リ ン脂 質 とス テ ロー ルか ら成 る膜モ

デ ル を用 い て 定 量的 に証 明 され て い る36)。 こ の よ う に

TCZは 高 濃 度 で の 直 接 的 非 代謝 的 細 胞 膜 障 害 作用 に 加

え て,よ り低濃 度 で の ス テ ロ ール合 成 阻 害 を 介 して二次

的 な細 胞 膜 障 害 作用 を もつ こ とが 示 され る。

こ の二 つ の 異 な る機 序 に よ って発 現 す る細 胞 膜障 害が

TCZの 抗 菌 作用,す なわ ち 高 濃 度 に おけ る殺菌 的作用,

それ よ り低 濃 度 で の静 菌 的 作 用,お よびsub-MIC域 で

の不 完 全 発 育 阻 止作 用 のそ れ ぞ れ に どの よ うに関与 して

い る の で あろ うか。 高 濃 度 のTCZが 示 す 迅 速 な殺菌的

効 果 が,何 らの 代謝 系 を介 す る こ とな く細胞 膜 に対す る

直 接 的 な作 用 に よ って ひ き起 こ され るこ とは,前 報6)の
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成績からも明らかである。問題となるのは,本 剤の非殺

菌的な発育阻止効果に主役を演じる作用機序である。こ

の点は従来から他の幾つも の イ ミダゾール剤について

議論されてきた。SUD & FEINGOLD37)は,通 性嫌気性酵

母であるSaccharomyces cerevfsiaeのketoconazole感

受性を嫌気的および好気的培養条件下すなわちergoste-

rol合 成が起こる場合 と起こらない場合 とで比較し,前

者で明らかに感受性が低下することを見出した。この成

績から彼らはイミダゾール剤の低濃度域における発育阻

止効果がergosterol合 成阻害に基づ くと結論 した。しか

しながら,嫌 気的培養においては,(1)膜 リン脂質の脂

肪酸残基の組成が変化 し,よ りイミダゾール剤親和性の

低い飽和型の比率が高まること38,39),(2)発 育 に不飽和

脂肪酸を要求するためこれを培地に添加 しているが,不

飽和脂肪酸はイ ミダゾール剤に対 して強い拮抗作用を示

すこと40),な どの点を考慮すると,彼 らの導いた結論は

必ずしも妥当なものとはいい難い。

一般的にいって,複 数の抗菌作用機序が想定されてい

る場合,そ のいずれが抗菌活性に一次的に関与している

かを知 るた め には,感 受性親株から耐性変異株を誘導

し,両 株の細胞間で代謝機能や構造上の相違を比較検討

する方法論が しばしば有用である。RYLEY et al.41)は,

慢性粘膜皮窟カンシ ダ症患者からketoconazole耐 性の

Caldicansを2株 分離した。これらの株は細胞 レベルで

のergosterol合 成阻害に対 しては耐性であったが,無 細

胞系では耐性を示さず,ま たアミノ酸取 り込み阻害に対

しても耐性である一方,薬 剤分子取 り込み能を欠いてい

たという41)。したがって,こ の耐性は,細 胞内酵素 特

にステロール合成系の酵素,の 変化によるのではなく,

細胞膜輸送にかかわる性質の変化によると考えられる。

われわれは以前よりC.aldicmsか ら各種イ ミダゾール

剤に対して耐性を示す変異株を人為的に誘導することを

試みてきたが,耐 性度が充分高 くしかも安定な変異株は

得られなかった。ところが,直 接的な細胞膜障害作用を

欠きステロール合成阻害作用のみをもつ トリアゾール剤

vibunazoleに 対する耐性変異株を分離する試み のみ は

成功 した。得られた変異株のなかに,ス テロール合成系

が障害され,ergosterol含 量が著しく低いものが幾つか

見出された20)。こ うして選び出されたvibunazole耐 性

変異株が,ス テロール合成能に異常をもつことは,こ れ

らの株がergostero1と 特異的に相互作用を営むampho-

tericin Bに 対 しても顕著に耐性化していることからも

明らかである(Fig,3)。 野生型親株と耐性変異株2株 を

用いてTCZに 対する感受性の比 較 検討を行なった結

果 次のような極めて興味深い成績を得るこ とが で き

た。(1)培 養濁度を指標として測定した耐性変 異 株に

対するTCZのIC50値 は,親 株に比べて数百倍も上昇

し,TCZをvibunazoleと の間に明らかに交叉耐性が成

立することを示した。 しかし,ICloo(MIC)値 で比較す

ると,耐 性度の上昇は2～4倍 程度に過ぎず,TCZに 対

する耐性変異株の応答の仕方が異なることを示唆 してい

る。(2)耐 性変異株は高濃度のTCZに よる細胞膜障害

ならびに殺菌的作用に対 しては親株と同等かまたはそれ

以上に高い感受性を示 した。これはステロール組成の変

化 した耐性変異株の細 胞 膜が親株のそれに比べてTCZ

の影響をより一層受けやすくなっていることを示唆する

ものである。PEsn et al.42)はC.aldicansのergostero1

欠損変異株を20μg/mlのmiconazoleで 処理 した場合,

親株よりも著 しい形態変化を受けることを報告 してい

る。(2)の 成績からは,TCZ高 濃度域における直接的

細胞膜障害と殺菌的効果が密接な因果関係をもつことが

あらためて支持される。

以上の点からTCZの 抗菌活性と作用機序の対応関係

について考えるならば,Caldicms TIMM 0144に おい

ては,高 濃度域(≧40μg/ml)で の殺菌的効果は高度の

直接的細胞膜障害のみに,中 等度濃度域(5～10μg/ml～

<40μg/m1)で の静菌的効果すなわち完全発育阻止効果

は軽度の直接的細胞膜障害とス テ ロー ル合成阻害双方

に,ま たそれより低濃度域での不完全発育阻止効果はス

テロール合成阻害のみに,そ れぞれ起因すると解釈する

のが妥当であろう。一般にイミダゾール剤は,ポ リエン

抗生物質などとは対照的に,極 めて幅広い不完全発育阻

止濃度域すなわちsub-MIC域 をもつことが知られてい

る43)。これはイ ミダゾール剤が著 しく低濃度でもステロ

ール合成を強 く阻害する作用をもつ事実によって説明さ

れよう。

今回TCZで 示 された二元的作用 メカニズムは,定 性

的にはbifonazole44),oxiconazole(nitrate)45),710674-

S46)な ど他のイミダゾール剤でも認められている。 しか

し,TCZの 場 合には,こ れらの薬剤に比べて直接的細胞

膜障害が特に顕著であり,お そらくこの特徴が本剤の強

い殺菌的効果の基礎 となっているのであろう。
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MECHANISM OF ANTIFUNGAL ACTION OF TIOCONAZOLE

TAMIO HIRATANI, JUNKO NAGATA and HIDEYO YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University

School of Medicine

To explore the action mechanism of tioconazole (TCZ), a novel topical imidazole-antimycotic, by

which it inhibits the growth of or kills fungi, the biochemical effect of the drug on a sensitive parent

strain of Candida albicans (TIMM 0144), as well as resistant mutant strains induced therefrom, was

studied. The results are summarized as follows:

(1) All the syntheses of protein, RNA, DNA, cell wall homopolymers and total lipids that pro-

ceeded linearly in growing cells of C. albicans TIMM 0144 were instantly and completely arrested after

exposure to fungicidal concentrations (40 and 80ƒÊg/ml) of TCZ. When the cells were treated with

lower levels of the drug, the initial rate of biosynthesis was decreased to different extents from one

cellular component to another. Biosynthesis of total lipids appeared to be most susceptible to the

relatively low concentrations of TCZ and was significantly inhibited by 1.25 ƒÊg/ml of the drug at

which it scarcely affected biosynthesis of any other major cellular components.

(2) TCZ markedly enhanced release of K+ and inorganic phosphate from cells of C. albicans TIMM

0144 into the ambient medium. The rate and extent of release of these intracellular materials was

dependent on the drug concentrations in the medium; significant amounts of K+ and inorganic phos-

phate were released in the presence of •†5 pg/ml and 40 ƒÊg/ml, respectively, of TCZ within 10 min

after addition of the drug and an almost complete release of the materials was induced by 80ƒÊg/ml

of the drug.

(3) When •†5ƒÊg/ml of TCZ was added to C. albicans TIMM 0144 cell suspensions in deionized

water, the pH value of the medium was rapidly increased. pH values of •†0.1, •†0.5 and •†1.0 were

attained within 1 min after addition of 20, 40 and 80ƒÊg/ml, respectively, of TCZ.

(4) Cellular lipids were extracted from cells of C. albicans TIMM 0144 grown with graded con-

centrations of TCZ for chromatographic analyses of sterol composition. Non-saponifiable lipids from

cells treated with 0. 08ƒÊg/ml or higher concentrations of TCZ were characterized by a marked decrease

in the content of ergosterol, the major sterol of this fungus, and an excessive amount of a-methy-

lated sterols as compared with those from untreated cells.

(5) Two mutant strains resistant to TCZ were induced by mutagenesis from C. albicans TIMM

0144 and their microbiological and biochemical responses to the drug were compared with those of

the parent strain. Whereas IC100 (MIC) values of TCZ for both mutant strains increased only by

2- to 4-fold, IC50 values of TCZ for the strains increased by 100-fold or above, as compared with

comparable values for the parent strain. However, the extent of K+ release induced by relatively

high levels (40 and 80ƒÊg/ml) of TCZ from cells of the mutant strains was equal to or greater than

that from cells of the parent strain. Both of the two mutant strains were shown to be defective in

ergosterol biosynthesis.

(6) All the results lead us to the postulation that TCZ may have a dual mechanism of antifungal

action; TCZ appear to cause inhibition of sterol biosynthesis without effect on the fungal cell mem-

brane at sub-inhibitory drug levels, both inhibition of sterol biosynthesis and reversible membrane

damage at fungistatic levels, and irreversible membrane damage at fungicidal levels.


