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Sporothrix schnckii酵 母 形 細 胞 を用 い たtolciclate作 用 メ カニズ ムの 研究

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ンター

(昭和60年9月21日 受付)

感受性真菌Sporothrix schenckii酵 母形細胞を用いてチオカルバ ミン酸系 の新 しい抗真菌剤

tolciclateの 抗菌活性に関与する作用機序を検討 し,次 の成績を得た。

1)Tolcidateは 本菌に対 し,培 養濁度,乾 燥重量,生 菌数のいずれの測定法においても1.25～80

μg/mlの 濃度で,静 菌的ないしは軽度ながら殺菌的に作用 した。

2)本 剤は本菌の主要な細胞構成成分すべての生合成に対 して阻害効果を示したが,タ ンパク質

やRNAの 合成に比べて,DNAお よび2つ の細胞壁多糖(ア ルカリ不溶性多糖 とラムノマンナン)

の合成はより強く阻害された。また総脂質の合成阻害も同程度に強かった。

3)細 胞膜および呼吸に対する阻害は全く認められなかった。

4)無 細胞系において,本 剤はS.cerevisiaeか ら調製したDNAポ リメラーゼお よびRNAポ

リメラービ各反応を阻害 しなか った。S.Schenckiiよ り調製 した細胞壁多糖合成酵素反応のうち,

キチン合成酵素反応は最も強く阻害され,マ ンナン合成酵素反応は中程度の阻害を受け,β(1,3)-

グルカン合成酵素反応はまったく阻害されなかった。 キチン合成酵素反応の阻害様式は競合的阻害

であり,Ki値 は168μMと 算出された。

5)本 剤は脂質合成,特 にエルゴステロール合成に対して強い阻害効果を示し,ス クアレンの高

度蓄積が認められた。

6)以 上の成績から,感 受性真菌細胞において,tolciclateは スクアレン・エポキシ化反応の特異

的阻害によりエルゴステロール合成阻害をひき起こすことが本剤の抗菌活性を説明する最も可能性

の高い一次的作用機序であると推論される。

Tolciclateは,イ タ リアのCarlo Erba社 研 究 所 で

開 発 され た チ オ カル パ ミン酸 系抗 真 菌 剤 で,Fig.1に 示

さ れ る よ うにo-(5, 6,7, 8-tetrahydro-5, 8-methano-2-

naphthyl) N-methyl-N-(m-methylphenyl) thiocarba-

mate (分 子 量323.44)の 化学 構 造 を もつ。 本 物 質は,

白 色結 晶状 粉 末 と して 得 られ,水 に は ほ とん ど溶 け ない

が 種 々の 有 機 溶 媒 に 可 溶 で あ る蓋)。関 連 す るチ オカ ルパ

ミン酸系 抗 真 菌 剤 と して は,す で に1962年 日本曹 達 社

で 合 成 さ れ,外 用 抗 白 癬 剤 と して繁 用 さ れ て い るtol-

naftate(tinactin)が あ る。Tolciclateは,in vitroで

TrichophYton, Microsporum, Epidermophyton各 属

の 皮 膚 糸状 菌 症(白 癬)原 因菌, Aspergillus症 原 因 菌

に 対 して強 い抗 菌 活 性(0.01～0.1μg/ml)を 示 し,感

受 性 菌 に対 して明 らか な 殺 菌 的 効 果 を 発 現 す る が,

Candidaな ど酵 母状 真 菌 や 細 菌 に 対 し て は 発育 阻 止 作

用 を示 さな い2,3,4)。こ の よ うなtolciclateのin vitro

抗 菌 ス ベ ク トル お よび活 性 の 強 さはtolnaftateと 極 め

て類 似 す る。Tolciclateの 強 力 なin vitro抗 白癬 菌 活

性 に対 応 して,白 癬 症 例 に お け る本 剤 の ク リー ム剤 お よ

び 液 剤 の 局所 投 与 の 優れ た 治療 効果 に加 え て高 い 忍 容 性

を 証 明す る臨 床 的 成 績が 多 数報 告 され て い る2,5,6)。

一 方
,tolciclateま た は 連 関抗 真 菌 剤 の作 用 機 作 に 関

す る研究 報 告 は 極 め て少 ない。 西 野 ら4)は, Aspergillus

niger分 生 子 に 対 す る本 剤 の 生化 学 的 影 響 を 検 討 し,

25μg/mlの 薬剤 濃 度 で3時 間以 上 処 理 した 場 合 に 有 意

な細 胞 内K+の 放 出を 認 め てい るが,こ れ を 本剤 の 一 次

的 な 抗 菌 作 用機 序 とみ なす こ とに は彼 ら 自身 が否 定 的 で

あ る。

我 々は,tolciclateに 比 較的 感 受 性 の 高いSporothrix

schenckii酵 母 形 細 胞 を 主 た る 試 験 菌 と し て 用 い,

tolciclateの 抗 菌 活 性 に関 与 す る一 次 的 作 用機 作 を 詳 細

に検 討 した。 こ こに そ の成 績 を 報告 す る。

I.材 料 と 方 法

(1)薬 剤 溶 液 の調 製:Tolciclate(協 和 醸酵), mico-

nazole nitrate (持 田製 薬)は,100%ジ メチ ル スル ポ キ

シ ド(DMSO)に 溶 解 し,8mg/ml(w/v)の 濃 度 に 調 製

した もの を原 液 と した。 これ を-20℃ に 保存 し,必 要

に応 じて融 解 の後,実 験 に供 した。 原 液 の希 釈 に は 必
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Fig. 1 Chemical structure of tolciclate, C20H21

NOS, Molecular weight 323. 45

ずDMSOを 使 用 し,す べての反 応 系において溶媒

くDMSO)の 濃度が1%(v/v)に なるように調製した。

また薬剤無添加対照の反応系には溶媒のみを最 終濃 度

1%に なるように添加した。

(2)菌 株:教 室保 存のS.schnckii菌 株のなかか

ら,以 下の方法により酵母形発育を誘導し易 く,し かも

本剤に感受性の高い菌株 としてTIMM0960を 選 び実

験に用いた。

(3)細 胞浮遊液の調製:菌 接種後1か 月以内の新鮮

なSabouraudグ ル コース寒天培地斜面培養から採取し

たS.schenckiiを 酵母エキス0.5%,グ ルコース1%を

加えたBHI液 体培地に1白 金耳接種後,37℃,数 日間

振盪培養 し,大 部分が酵母形細胞からなる培養を得た。

これをガーゼ濾過 して酵母形細胞を集め,宮 治,苅 谷の

合成培地7)(pHを6.8に 改変)で 遠心洗浄の後,同 じ

合成培地に再浮遊 し,細 胞浮遊液を調製した。

(4)試 験薬剤の抗菌活性の測定:生 菌数,濁 度また

は乾燥重量を指標とした。酵母形細胞を530μmで の濁

度(O.D.530)が0.15(約2×107細 胞/mlに 相当)

になる濃度に希釈 して合成培地に浮遊し,薬 剤溶液を添

加した後,37℃ で振盪培養を行なった。一定時間間隔で

試料を採取 し次の測定を行なった。(1)O.D.530の 測

定。(2)生 菌数測定。滅菌生理食塩水で適 宜 希 釈した

後,常 法に従ってPYG寒 天培地平板(11当 り酵母エキ

ス5g,ペ プ トン10g,グ ルコース20g,寒 天15g,

pH無 修正)に 一定量(0.1ml)を 塗抹接種 し,27℃ で

培養した。4日 後に発育してきたコロニー数を数え,試

料中の生菌数を算定 した。(3)乾 燥菌重量の測定。一定

量の試料をガラス繊維濾紙(Whatman, GF/C)で 濾過

して菌体を濾紙上に集め,蒸 留水で数回洗浄した後,乾

燥 し,重 量を測定 した。

(5)各 種放射性基質の取 り込み実験:細 胞を合成培

地([14C]一 グルコースの取 り込みの場合のみはグルコー

スを除去 した培地)に 浮遊し,O.D.530が1.5に な る

ような濃度(約9mg・ 乾燥重量/mlに 相 当)に 調製 し

た。この合成培地細胞浮遊液に種々の濃度の薬 剤 溶 液

1/100容 お よび[14C]ま たは[3H]標 識化合物溶液1/50

容 を順次加え,全 量を4～8mlに 合わせた。各反応液を

含むL型 試験管を37℃ で振盪 し,一 定の時間間隔で試

料を採取 した。用いた標識化合物と試料の分画,処 理法

は次のとお りである。

1)ロ イシン:[3H]-ロ イ シンの熱 トリクロール酢酸

(TCA)不 溶性画分への取 り込みを 指標 としてタンパク

質合成をモニターした。反応 液 には1ml当 り0.4μCi

(0.1μmol)の 標識化合物を添加 した。 採取試料に等量

の10%(w/v)TCAを 加えて反応を止め,90℃ で15

分間加熱した後,不 溶性物質をガラス繊維濾紙(What-

man,GF/A)上 に集めた。5%TCAで 洗浄 し,乾 燥し

た後に,放 射能を測定した。

2)ア デノシン:反 応液1ml当 り0.4μCi (0.04μ

mo1)の[3H]-ア デノシンを添加した。採取試料を二分

し,一 方には等量の氷冷10%TCAを 加えて0℃ に放

置 し,生 じた不溶性画分(RNA+DNA)を ガラス繊維

濾紙上に集めた。他方の試料には等量のN-KOHを 添

加 し,60℃,2時 間加水分解処理を行なった後にHCl

で中和した。次に最終濃度5%に なるように氷冷TCA

を加え,一 夜0℃ に放置 した。生 じた不溶物(DNA) を

ガラス繊維濾紙上に集めた。

3)グ ルコース:1ml当 り[14C]-グ ルコース0.02μ

Ci(2μmol)を 含む反応液を調製 した。採取試料に等量

の氷冷10%TCAを 加えて反応を止め た 後 に,CHUNG

& NICKERSON8)の 方法に従ってマンナン画分を得,そ れ

ぞれをガラス繊維濾紙上に集めた。

4)酢 酸ナ トリウム:反 応液1ml当 り[14C]-酢 酸ナ

トリウム0.04μCi(0.1μmol)を 含む反応液を調製し

た。採取試料に等量の氷冷10%TCAを 加えて反応を止

めた後に,エ タノール:エ ーテル(3:1,v/v)を 加え,

55℃,4時 間抽出を行ない,抽 出物(総 脂質)を 直接放

射能測定用パイアル中に集め,乾 固 した。

(6)細 胞膜障害の測定

1)細 胞外へ放出されるK+お よび無機リン酸(pi)

の定量:酵 母形細胞誘導培地中,37℃,数 日間振盪培養

後,遠 心して酵母形細胞を集め,蒸 留水で3回 洗浄した

後,2～3×107細 胞/mlの 濃度になるように蒸留水に浮

遊させた。この細胞浮遊液10mlを 段階濃度の薬剤を含

むL型 試験管に分注した後,振 盪しながら37℃ でイン

キュベートし,15分 後 まで経時的に各試験管から試料

を採取 した。これを直ちに減 圧下 で ガラス繊維 濾紙

(Whatman GF/C)を 通 して濾過 し,細 胞と濾液とを分

離 した。 得られた濾液すなわち 細胞外液について,K+

含量 を炎光光度計(日 立775型)に より,ま たPi含 量

を中村9)の 方法に基づ く比色定量法によりそれぞれ測定

した。細胞外への放出量は,0時 間(薬 剤処理前)の 細

胞を5%冷TCAで 抽出 して得られた細胞内含量に対す

る比率で表わした。
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2)細 胞 浮 遊液pH値 の 連続 測定:上 記 と同 様 に 調

製 され た 酵 母 細胞 浮 遊 液 の一 定量 を測 定 用 容 器 に取 り,

37℃ に 保 温維 持 し,撹 拌 しなが ら薬 剤 溶液 を添 加 し,イ

ンキ ュベ ー シ ョンを続 け た 。 この間,10分 以 上 にわ た っ

て連 続 的 にpH値 を追 跡 認 録 した 。

(7)呼 吸 活性 の測 定:S.schenckii酵 母 形 細 胞 を

0.4mM KH2PO4 (pH4.5)で3回 洗 浄 した後,同 溶 液

に 浮遊 し,内 部 呼 吸 を減 少 させ る ため に,30℃ で4時 間

振 盪 した。 遠 心 に よ り細 胞 を集 め,O.D.530値 が1.5

にな る よ うに0.4mM KH2PO4に 再 浮遊 し,酸 素 電 極

(Rank Brothers, Bottisham Cambridge, England)を

用 い て薬 剤 溶 液 添 加前 と 添 加 後 の 酸 素 消 費 速 度 を37℃

で 測定 した。 外 部 基質 と して10mMグ ル コー スを 使 用

した。

(8)情 報 高 分子 物 質 合 成 無 細胞 系 を用 い た実 験:技

術 的 な 制約 か ら,実 験 系 が す で に確 立 され て い るSac-

charomyces ceravisiaeの 酵 素 を調 製 して使 用 した。

37℃ で発 育 良 好 なS.cerevisiae TIMM 0942を PYG

液 体培 地 に1白 金 耳量 接 種 後,37℃ で振 盪 培 養 し,対 数

期 培 養(O.D.530=0.1～0.2)か ら細 胞 を集 め,以 下 の

方 法 に よ り調 製 した反 応 系 に対 す る薬 剤 の影 響 を 調 べ

た 。

1)DNAポ リ メラ ーゼ反 応 系: S.cerevisiae細 胞 よ

りCHANG10)の 方 法 に 準 じて,DNAポ リメ ラー ゼ の精 製

お よび 活性 測 定 を行 な った。 な お 比較 実 験 と して,動 物

細 胞(エ ー ル リ ッヒ腹 水 ガ ン細 胞)由 来 のDNAポ リメ

ラーゼ を,MATSUKAGEら11,12)の 方 法 に よ り,精 製 し,同

様 に活 性 測定 を行 な った。 鋳型 と して用 い たactivated

DNAは, SCHLABACHら13)の 方 法 に準 して調 製 した。

2)RNAポ リメ ラーゼ 反 応 系:PONTAら14)の 方 法 に

準 じてS.cerevisiae細 胞 よ りRNAポ リ メラー ゼ を調 製

し,活 性測 定 を行 な った。

(9)細 胞 膜 標 品 を用 い た細 胞 壁 多糖 合 成 反 応系

1)細 胞 膜 の 分 離精 製:S.sckenckii酵 母 形 細胞 の 対

数 増 殖 期初 期 の細 胞 を 集 め,生 理 食 塩 水 で 洗浄 後,5

mMMgCl2と1mMEDTAを 含 む50mMト リスー塩

酸 緩 衝 液(pH7.0)に 再 浮遊 した 。 次 に,フ レ ンチ プ レ

ス(大 缶製 作 所 製)を 用 い て,400kg/cm2の 条件 で細 胞

を破 壊 した。 これ を3,000rpm,10分 間遠 心 し,未 破 壊

細 胞 お よび細 胞 壁 成 分 の沈 渣 を除 い た。 得 られ た上 清 液

は,超 遠 心 分 画 に付 した。10,000×9,30分 遠 心 の上 清

を さ らに100,000×9,30分 遠 心 して,沈 渣 を集 め,得

られ た 細胞 膜 標 品 を,細 胞 壁 多 糖 合成 酵 素 源 と して以 下

の 実験 に供 した 。

2)細 胞 壁 多 糖 合成 反 応 系:上 記 の方 法 に よ り得 た精

製 細 胞 膜標 品 を酵 素 源 と して マ ンナ ン合成 酵 素 反 応, β

(1,3)-グ ル カ ン合 成酵 素反 応 お よび キ チ ン合成 酵 素 反 応

を それ ぞ れBEIIRENSら15)の 方 法,LOPEZ-ROMEROら16)の

方 法DURAＮ0ら17)の 方 法 に準 じて 行 な い,各 反 応 系 に お

け る薬 剤 の 阻害 効 果 を 調べ た 。 また,基 質 濃度 を2mM

と4mMに 固 定 し薬剤 濃 度 を変 えた 時 の 反 応 速 度 を

DIXON18)の 方 法 に準 じて プ ロ ッ トし 瓦 値 を測 定 した 。

(10)ス テ ロ ール の 分 析 法:種 々の 薬 剤 濃 度 下 で

37℃,24時 間振 盪 した 後 に,細 胞 を集 め, 15%KOHと

0.1%ピ ロガ ロー ル を含 む50%エ タ ノー ル中 で 還流 し

な が ら2時 間 ケ ン化処 理 を 行 な った 。 これ に2容 の 水 を

加 え,不 ケ ン化 脂 質 を石 油 工 ー テ ル で3回 抽 出 した 。 こ

の 抽 出物 を洗 浄,乾 固 し た 後,エ チル エ ー テル に溶 解

し,日 立 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(日 立263-80)を 使 用

して 以下 の条 件 で分 析 を行 な っ た。 カ ラム の長 さ200×

0.3cm, 1%OV-1 silicoae, N2流 量30ml/分,カ ラ ム

温 度235～280℃,昇 温6℃/分,水 素炎 イ オ ン化検 知 器

使 用。

(11)放 射 能 の計 測:試 料(細 胞 また は細 胞 画 分)を

の せ た ガ ラ ス繊 維 濾 紙 を 赤外 線 ラ ン プ下 で充 分 乾燥 した

後,計 測 用 バ イア ルに 移 し て トル エ ンシ ンチ レー タ ー

(ト ル エ ン11中 にDPO5g,ジ メチ ルPOPOP 0.3g

を含 む)を 加 え,Aloka液 体 シ ンチ レー シ ョン シス テ ム

LSC-700型 を用 いて放 射 能 を 計測 した 。

II.実 験 成 績

1.発 育 お よび 生菌 数 に及 ぼす 影 響

Fig.2に 示 され る よ うに 培 養濁 度 を 指標 と し た場 合

に は,薬 剤 無添 加 対 照培 養 のO.D.値 は,48時 間後 ま で

ほ ぼ 対 数 関数 的 に上 昇 した の に対 して, ≧1.25μg/mlの

tolciclateを 添 加 した培 養 に お い て は,そ の直 後 か ら0.

D.値 の上 昇速 度 は著 しく低 下 した 。これ らの培 養 の48

時 間 後 の乾 燥 菌 体 重量 は,培 養 開始 前 とほ とん ど変 わ ら

なか った。

一 方 ,生 菌 数 を 指標 と した場 合 には,対 照 培 養 で は初

期 の遅 滞期 を終 え た後,そ の 値 がほ ぼ 対 数 的 に上 昇 し

た 。 これ に対 して1.25～80μg/mlのtolciclateを 添加

した 培 養 にお いて は添 加 後,直 ち に生 菌 数 の低 下 が 始 ま

り,48時 間 後 で は接 種 時 の1%以 下 の 低値 を示 した。,

2.主 要 細 胞 構 成成 分 の生 合成 に及 ぼ す 影響

Fig。3,4に 示 され る よ うに,タ ンパ ク質 や, RNAの

合 成 に 比 べ て,DNAお よび2つ の細 胞 壁 多糖 画 分 の 合

成 はtolciclateに よっ て よ り強 く阻 害 され,≧20μg/ml

の薬 剤 濃 度 に おけ る阻 害度 は50%近 くに 達 した。 総 脂

質 の合 成 に 対 す る 阻 害効 果 は 特 に 顕 著 で あ り,10μg/

mlま で の薬 剤 濃 度 で は濃 度 と とも に阻 害 度 も上 昇 し,

約70%の 値 に達 した が,そ れ 以 上 の濃 度 では か え っ て

阻害 度 が 低下 した。
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Fig. 2 Effect of tolciclate on the growth and viability of S. schenckii

* Concentration of tolciclate (μg/ml)

Fig. 3 Effect of tolciclate on the incorporation of 3H-leucine into protein and of 3H-adenosine

into RNA and DNA in S. schenckii cells

3 H-Leucine→ proteln 3 H-Adenosine→ RNA 3 H-Adenosine→ DNA

* Concentration of tolciclate (μg/ml)

3.呼 吸活性に及ぼす影響

Tolciclateを80μg/mlに いたる高濃度で添加しても

呼吸活性に対する阻害効果はまった く認められなかった

(データ省略)。

4.細 胞膜に及ぼす影響

細胞膜障害作用をもつ対照薬剤 として用いたmicona-

zole nitrate (80μg/ml)は,添 加後10分 以 内 に細 胞内

K+お よびPiを ほ ぼ100%放 出 させ た の に 対 し て,

tolciclateは80μg/mlま で のす べ ての 濃 度 で 有意 なK+

また はPi放 出 促進 効 果 を 示 さな か った 。ま た, micona-

zole nitrate(80μg/ml)を 添 加 した場 合 には,そ の直後

か ら急 速 なpH上 昇(ΔpH>0.3)が 認 め られ た 。これ
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Fig. 4 Effect of tolciclate on the incorporation of"C-glucose into alkali -soluble and -insoluble

polysaccharides and of "C-acetate into lipids in S. schenckii cells

" C-Glucose—.alkali- insoluble

polysaccharides

"C Glucose—.alkali soluble

polsaccharides
(rhainnomannan

I IC- Acetate--.total lipids

" Concentration of tolciclate(Reml)

Table 1 Effect of tolciclate on some cell wall synthetases from S. schenckii

•\Not done.

に反 して,tolciclate(～80μg/ml)は ま った くpH変 化

を 引 き起 こ さな か った(デ-タ 省略)。

5.核 酸 合 成酵 素反 応 に及 ぼ す影 響

Tolcidateが 比 較的 強 いDNA合 成 阻 害 効果 を示 した

の で,こ れ が 核酸 合 成 機 構 自体 に対 す る一 次的 作 用 か 否

か を知 るた め にS.cerevisiaeか ら調 製 した 無細 胞 系 を用

い てDNAポ リメ ラーゼ 反応 お よびRNAポ リメ ラー

ゼ反応 に対 す る影 響 を調 べ た。 そ の 結 果,本 剤 は320

μg/mlの 高 濃 度 まで い ずれ の反 応 も ま った く阻 害 しな い

こ とが 認 め られ た(デ ー タ省略)。

6.主 要 細 胞 壁 多 糖 合成 酵 素 反 応 に 及 ぼす 影 響

Table 1か ら明 らか な よ うに,tolciclateは,β(1,3)-

グル カ ン合 成 酵 素 反応 を ま っ た く 阻 害せ ず,(ラ ム ノ)

マ ンナ ン合 成 酵 素 反 応 に対 しては 最 大20%程 度 の 弱 い

阻 害作 用 を示 した 。Tolciclateが 最 も強 く阻 害 し た の

は,キ チ ン合 成酵 素反 応 で あ り,最 大阻 害 度 は この条 件

下 で50%以 上 に 達 した 。

Tolciclateに よる キ チ ソ合 成酵 素反 応 の阻 害 様 式 を さ

ら に詳 細 に解 析 した結 果,Fig.5に 示 され る よ うに,本

剤 の阻 害 効果 は 反応 基 質 す な わ ちUDP-N-ア セ チ ル グ

ル コサ ミンの濃 度 に 依存 し,こ の濃 度 が 高 くな るにつ れ

て阻 害 度 が低 下 す る とい う競 合 的 阻 害 パ タ ー ンが 得 ら

れ,こ の場 合 の 瓦 値 は168μMと 算 出 され た 。

7.ス テ ロ ール合 成 系 に 及 ぼす 影 響

Fig.4の 成 績 に 示 され る よ うに,総 脂 質 画 分 へ の

[14C]酢 酸 の取 り込 み はtolciclateに よっ て高 度 で しか も

特 徴的 な阻 害 を受 け た こ とか ら,脂 質合 成,特 に ス テ ロ

ール合 成 に対 して本 剤 が どの よ うに 作用 す るか を よ り詳

細 に検 討 した 。

Table 2に 示 され る よ うに,無 処 置 対照 培 養 細 胞 の不

ケ ン化 脂 質 の 主要 成 分 は エ ル ゴス テ ロー ル であ った が,

tolciclate添 加培 養 にお い て は,薬 剤濃 度 が 増 して発 育

阻 害 を強 く受 け る よ うに な る とと もに エ ル ゴ ステ ロー ル

含量 は低 下 した。 そ れ と同時 に,正 常細 胞 か らは ほ とん

ど検 出 され な い ス クア レ ンの含 量 が 著 増 した 。 そ の 結

果,ス クア レ ソ/エ ル ゴス テ ロール 比 は,約50%発 育 阻
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Fig. 5 Kinetics of inhibition by tolciclate of

activity of chitin synthetase from

S. schenckii

Si)( and (52) Sub,trate concentrations used, 2.0

and 4.0m UDPAG re,pectively.

;Incorporation of substrate into chitin

(cv)m,rreacti, n mixture)

Table 2 Soualene/ergosterol ratios in lipids from

S. schenckii TIMM 0960 cells treated for

24 hours with tolciclate

止濃度でも70倍,発 育を完全に阻止する2.5μg/mlの

濃度では900倍 も対照より高い値を示した。

III.考 察

チオカルパ ミン酸系抗真菌剤の白癬菌に対する抗菌活

性は,こ れまで開発 されたあらゆる薬剤のなかで最も強

力と見なされている。それにもかかわらず,tolciclateは

おろか治療薬として20年 もの歴史をもつtolnaf重ateに

つ いてさえも作用機序に関する研究報告はこれまでごく

少教に限られている4)。一般に糸状菌は,部 位によって

著 しく代謝活性をことにする菌糸を発 育 形 態とするた

め,定 量的な取 り扱いが困難であるのみならず,代 謝的に

も均一なマスとして取 り扱うことができない。したがっ

て,抗 真菌剤の生化学的作用機序研究には単細胞性の酵

母状真菌を試験菌 として用いるのが原則 となっている。

われわれは好適な試験菌を求めて検討を行なった結果,

スポロトリコーシスの原因菌である二形菌S.schenckii

がtolciclateに 対 して比較的高い感受性を もつことを

見出した。そこでこの菌の酵母形細胞を試験菌として選

んだ。事実,今 回の実験に使用 したS.schenckii TIMM

o960の 酵 母形細胞に対 してtolciclateは ≧1.25μg/mlの

濃度で明らかな静菌的または殺菌的作用を示 した。この

ように比較的高いtolciclate感 受性をもつ本菌酵母形細

胞による主要細胞構成成分の生合成はいずれも発育阻止

濃度のtolciclateに よって有意に阻害されたが,タ ンパク

質やRNAの 合成阻害度に比べて,DNAお よび2つ の

細胞壁多糖(ア ルカリ不溶性グルカンおよびラムノマン

ナン)の 合成に対する阻害度はより大きいことが知られ

た。さらに注目されるのは,総 脂質の合成に対する阻害

効果が特微的なパターンを示すことであり,10μg/mlま

での薬剤濃度では濃度とともに阻害度も上昇 し,約70%

まで達 したがそれ以上の濃度ではかえって阻害度が低下

するという二相性の応答が認められた。おそ ら くこれ

は,総 脂質画分中に含まれる様 々な脂質の合成系が相互

に関連 しているために薬剤の一次的阻害効果が複雑な二

次的影響をひき起こしたものと推察され る。Tolciclate

は,Sschenckii細 胞 によるDNAお よび細胞壁多糖の

生合成を比較的強く阻害 したが,真 菌無細胞合成系を用

いた実験成績からは,本 剤がScerevisiaeや 動物細胞由

来のDNAポ リメラーゼ反応をまった く阻害 しないこ

と,ま たSschenckii細 胞壁を構成する3種 の主要多糖

キチン,β-グ ルカンおよびラムノマンナンそれぞれの合

成酵素反応のうち,有 意に強い阻害作用を呈したのはキ

チン合成酵素反応だけであることが示された。したがっ

て,tolciclateに よって有意な一次的阻害を受ける生体

高分子合成系はキチン合成系だけであると見なすことが

できよう。真菌におけるキチン合成を選択的かつ強力に

阻害する抗真菌性物質として,polyoxin群 お よびnik-

komycin群 抗生物質が知られている。両群の抗生物質は

UDP-N-ア セ チルグルコサ ミンと関連する化 学構 造を

有 し,各 種真菌から調製されたキチン合成酵素反応を競

合的に阻害 し,し かもそのKi値 は0.5～3.5μMと い

う極めて低い値を示すことが報告され て い る19～23)。一

方,tolciclateも また真菌キチン合成酵素反応に対 して

競合的阻害作用を示すことが今回のわれわれの実験から

明らかにされたものの,そ のKi値 は160μM以 上であ

り,上 述の糖 ヌクレオチド抗生物質に比べて酵素親和性

は著 しく低い。したがって,tolciclateは 確かにキチン合

成酵素反応に作用 して真菌のキチン合成を一次的に阻害

するが,そ の阻害効果は本剤の抗菌活性を充分説明する

ほど強いものとは認めがたい。

そこでtolciclateの 作用標的として最も注 目されるの
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ば脂質合成系である。予備的実験から本剤がS.schenc-

kii細 胞における脂肪酸合成には顕著な阻害作用を示 さ

なかったので,も っばらステロール合成系を中心に本剤

の効果を検討 したところ,僅 かな発育阻止作用しか示さ

ない低濃度でも有意なエルゴステロール含量の低下 とス

クアレンの過剰蓄積が観察された。スクアレンはエルゴ

ステロールを合成するための代謝的前駆体であ り,こ れ

が高度に蓄積することは,ス テロール合成経路における

スクアレンの次の代謝段階であるスクアレンからスクア

レン・エポキシドへの変換される段階が特異的に阻害さ

れる可能性を強 く示唆する。その結果として,究 極的に

はエルゴステロール生成の阻害を招くことになる。この

推定作用点を確認するために現在,S.schenckii酵 母形

細胞から調製 したスクアレン ・エポキシダーゼ反応に対

するtolciclateの 阻害効果について検討中である。

これまで述べてきたtolciclateの 作用機序に関するす

べての実験成績を総合的に解釈するならぼ,感 受性真菌

細胞の種々の機能,代 謝のなかで本剤の一次的作用を受

ける確証が得られたのはキチン合成系とステロール合成

系であ り,そ れぞれの合成系に対 して有効に働く薬剤濃

度と阻害度との関係からは後者の作用が本剤の抗菌活性

により大きく関与している可能性が示唆される。真菌ス

テロール生合成経路における本剤の作用 点 はin vitro

でのスクアレン・エポキシダーゼ反応に対する影響を直

接検討 した成績がまだ得られていないものの,MIC以

下 の低濃度のtolciclate存 在下で顕著なスクアレンの蓄

積 と最終産物であるエルゴステロールのみならずその前

駆体であるラノステロールを含めてあらゆるステロール

の欠乏が生 じたことから,阻 害はスクアレンからスクア

レン・エポキシドが生成される段階す なわ ち スクアレ

ソ・エポキシダーゼ反応の過程で起こることはほとんど

疑いない。

これまですでにアリルアミン系抗真菌剤naftihneや

SF86-327が 種 々の真菌においてスクアレン・エポキシ

化反応を特異的に阻止してエルゴステロール生成を阻害

することがSandoz社 のRYDERら24,25)の 研究グループ

によって確立されている。 したがって,チ オカルバ ミン

酸系薬剤はアリルアミン系薬剤と真菌ステロール生合成

経路上で同一の作用点をもつ可能性が強 く示唆されたわ

けである。

それでは,真 菌ステロール生合 成経 路 上のスクアレ

ン・エポキシ化反応阻害は,ど のような過程を経て真菌

細胞に阻止的に働 くのであろうか。最も考えや す い の

は,こ の代謝経路の最終生産物エルゴステロールの欠乏

による細胞膜の障害である。エルゴステロールは,真 菌

細胞膜の主要ステロールであり,膜 内で2分 子層を形成

しているリン脂質と相互作用 し,細 胞膜の流動性を調節

している。 したがって,も し何らかの理由でエルゴステ

ロールの欠乏が起こるならば,そ の程度に応 じて細胞膜

の構造,機 能が障害され,細 胞は発育阻止ないし致死的

影響を受けることになる26}。細胞膜の機能は物質輸送に

あずかることや透過性障壁として働くこと以外に,種 々

の細胞壁多糖合成酵素がここに局在して細胞壁形成に中

心的な役割を果すことにある。膜流動性の変化によって

細胞壁合成酵素活性も様々に影響され,細 胞壁の正常な

形成が行なわれなくなる可能性は充分予想されるところ

である。

真菌細胞におけるエルゴステロール生合成を特異的に

阻害する抗真菌剤 としてよく知られているのは,す べて

のイミダゾール剤および トリアゾール剤を含むアゾール

系薬剤である。 しかし,ア ゾール系薬剤のステロール生

合成経路上の作用点は,チ オカルパ ミン酸系薬剤やアリ

ルアミン系薬剤のそれとはまったく異なり,よ り後の過

程である α-メチルステロールのC14-脱 メチル化反応の

段階にある2?,28,29)。この反応 に は チ トクロームP-450

が必須であ り,ア ゾール剤はこのヘムタンパ ク質に結合

してその機能を阻害すると考えられている30,31)。

ステロール生合成阻害作用 とは別にtolciclateが 一次

的なキチン合成阻害作用をもつことは確かである。 しか

し阻害度の低さから,こ の作用機序がtolciclateの 抗菌

活性に主要な役割を果すという可能性は小さくおそらく

副次的な役割 しかもたないのではないかと推察される。

<謝 辞>Tolciclateお よびmiconazole nitrate精
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STUDIES ON THE MECHANISM OF ACTION OF A NEW

THIOCARBAMATE ANTIMYCOTIC TOLCICLATE WITH

YEAST-PHASE CELLS OF A SENSITIVE FUNGUS

SPOROTHRIX SCHENCKII AS

TEST ORGANISM

TAMIO HIRATANI, JUNKO NAGATA and HIDEYO YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University,

School of Medicine, Hachioji, Tokyo 192-03, Japan

The mode of antifungal action of tolciclate, a new thiocarbamate antimycotic was studied using
yeast-phase cells of a relatively sensitive fungus S. schenckii as the test organism. The results are
summarized as follows:

(1) As monitored by optical density, dry weight and viable counts of fungal cultures, the extent
of growth inhibition by tolciclate increased with increasing drug concentrations and a fungistatic or
slight fungicidal activity was exerted by 1. 25 to 80 pg/m1 of the drug.

(2) Tolciclate inhibited synthesis of cell wall polysaccharides as well as lipids to greater extents
than synthesis of the other cellular components in growing fungal cultures. (The extent of inhibi-
tion by the drug appeared to be comparable to this antifungal activity.)

(3) Tolciclate had no effect on the cell membrane function or the respiratory activity of S.
schenckii cells.

(4) Tolciclate caused no significant inhibition of in vitro activities of DNA polymerases and RNA
polymerases, both of which were prepared from S. cerevisiae.

(5) The in vitro activities of synthetases of three major cell wall polysaccharides prepared from
S. schenckii were affected by tolciclate in a different fashion from synthetase to synthetase. The high
concentrations of tolciclate substantially inhibited the chitin synthetase activity and, to a lesser extent,
the mannan synthetase activity, but they were without effect on the 13(1, 3)-glucan synthetase activity.
The inhibition by tolciclate of the chitin synthetase was of competitive type and exhibited Ki value
of 168 pM.

(6) Ergosterol synthesis in S. schenckii cells was potently inhibited by tolciclate even at concen-
trations lower than MIC. They induced significant reduction in ergosterol content and heavy accumula-
tion of squalene, a biosynthetic precursor of sterol.

(7) All these results led us to the suggestion that inhibition by tolciclate of sterol synthesis
through blocking the step of squalene epoxidation in a fungal sterol biosynthetic pathway may be

primarily involved in the antifungal action of the drug.


