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Tioconazoleのin vitroな らび にin vivo抗 菌 活性 の特 徴

山 口英世 ・平谷民雄 ・永田淳子 ・内田勝 久

帝京大学医学部医真菌研究センター

(昭 和60年9月18日 受 付)

新規イミダゾール系抗真菌剤tioconazole(TCZ)の 外用剤は白癬その他の表在性皮膚真菌症に対

して優れた治療効果を発揮することが知られている。この理由を説明するために,本 剤のin vitro

抗菌活性,特 に殺菌的効果ならびにモルモヅトの白癬モデルにおける クリーム剤の治療効果につい

てmiconazole nitrate(MCZ)お よびclotrimazole(CTZ)と 比較検討を行ない,以 下の成績を得

たo

(1)cmdida albicans 2株 の増殖期培養に添加した場合,TCzは20μg/ml以 上の濃度で強力

な殺菌効果を示 し,そ の程度および発現の迅速さのいずれの点 でも,MCZお よびCTZの 効果を

上回っていた。Trichophyton mentagrophytes 2株 の分生子に対 しては発芽およびそれに続く菌糸

発育を起こさない条件下で,TCZはC.albicansに おける場合よりも低濃度で有意な殺菌的効果を

示した。本菌においてもTCZはMCZお よびCTZに 勝 る強力な殺菌的効果を発現 した。このよ

うなTCZのin vitro抗 菌 活性および殺菌的効果は,MCZと 比べて培地pHに よる影響が軽微で

あった。

(2)モ ルモットの白癬モデルにおいてTCZの クリーム剤は,局 所病変度,培 養陽性率,お よび

キチン含量のいずれを指標として判定 した場合にも,明 らかな治療効果を示 した。この効果はTCZ

0.2%ク リーム剤よりも1%ク リーム剤が有意に勝っていた。またTCZ1%ク リーム剤を同一基

剤を用いて調製 したMCZお よびCTZの 対応する濃度のクリーム剤と比較すると,最 終的な治療

効果の点では3剤 間で有意差は認められなかったが,治 療効果が発現する迅速さの点ではTCZが

最 も優れていた。

Tioconazole(TCZ)は,フ ァ イザ ー 社 英 国 サ ソ ドイ

ッチ 研 究 所 に お い て開 発 され た 新 しい イ ミダ ゾー ル系 化

合 物 で あ り,1-[2,4-dichloro-β 〔(2-chloro-3-thieny1)

oxy]phenethyl]imidazoleの 化 学 式 を もつ(Fig.1)。

TCZの 抗 菌 活 性 は 顕 著 で あ り,ほ と ん どす ぺ ての 病 原

真菌 の 試験 管 内発 育 を 阻 止す る のみ な らず,動 物 モデ ル

に お い て強 力 な 抗 白 癬 作 用 を示 す1～5)。加 え て 皮 膚 刺 激

性 や毒 性 は,動 物 が 局 所適 用 に充 分 耐 え ら れ る程 度 に 低

い6～8)。

実 際 に,TCZの1%ク リー ム,そ の他 の 外 用 製 剤 が

白癬,皮 膚 カ ン ジタ症 お よび 澱 風 とい っ た主 要 皮 膚 真 菌

症 の あ らゆ る病 型 に対 し て著 効 を 有 す る こ とを 証 明 す る

臨 床 的 成 績 が 多数 得 られ6,9～12),わ が 国 で も最近 上 市 さ

れ て これ ら の疾 患 の 治 療 に 賞用 され つ つ あ る。

TCZの 抗 菌 スペ ク トル な ら び に 種 々の 真 菌 に対 す る

発 育 阻止 効 果 は他 の イ ミダ ゾー ル剤 と類 似 す るが,本 剤

の 高 濃度 存 在 下 で は 高度 な殺 菌 的 作 用 が 極 め て迅 速 に発

現 す る こ とが 異 な る研 究 グル ー プ に よ って 報 告 さ れ て い

る6,13,14)。本研 究 は,TCZの 抗 真 菌 作用 の基 礎 的評 価と

い う観 点 に 立 って,TCZが 他 の イ ミ ダ ゾール 剤を しの

ぐ殺 菌 的 効 果 を 有 す る とい う従 来 の報 告 を 確 認 す る とと

もに,そ の 強 力 なin vitro殺 菌 的 効 果 が 動 物 モ デルに

おけ る治 療 効果 に どの よ うに 反映 され るの か を究 明す る

こ とを 目的 と して企 図 され た。 実 験 に は す で に実 用化さ

れ てい る イ ミダ ゾール 剤 と してclotrimazole(CTZ)お

よびmiconazole nitrate(MCZ)を 対照 薬 剤 と し て選

び,TCZと こ れ ら の2剤 との 間 でin vitroな らびに

in vivo抗 菌活 性 を 比 較 検 討 した。

Fig. 1 Chemical structure of tioconazole
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I.材 料 と 方 法

1.in vitro実 験

(1)薬 剤:TCZ(台 糖 フ ァイ ザ ー株 式 会 社 よ り 分

与),CTZ(バ イエ ル薬 品 株 式 会 社 よ り 分 与)お よ び

MCZ(持 田製 薬 株 式 会社 よ り分 与)の 各 精 製 原末 標 品 を

試 験 薬剤 と して使 用 した 。い ずれ も100%ジ メチ ル スル

ポ キ シ ド(DMSO)に 溶 解 し,8mg/ml濃 度 に調 整 した

も の を原 液 と し,こ れ を 一20℃ に保 存 した 。

(2)試 験菌 株:酵 母状 真菌Candida albicans 2株

(TIMM 0144,TIMM 0163)お よび皮 膚 糸 状菌Tricho-

phyton mentagrophytes 2株(TIMM 1177,TIMM

1189)計4株 を使 用 し た 。T.mentagrophytes TIMM

1189の み は ハ ム ス ター 由来 株 で あ るが,他 の3株 は患

者 材 料 か ら の分 離 株 で あ る。

(3)抗 菌 活 性 の測 定:C.albicansを 試 験 菌 とす る

場 合 に は,こ れ をSabouraud dextrose broth(SDB)に

接 種 し37℃ で 一夜 振 盗培 養 を行 な い,こ れ を新 鮮SDB

(pH6.1～6.2無 修 正)で 希 釈 し,当5×105細 胞/mlの

菌 液 を作 製 した 。 この菌 液 を10m1ず つ 分 注 したL型 試

験 管 に最 終 濃 度0.63～80μg/m1に な る よ う薬剤 溶 液 を

添 加 し,37℃ で 再 び培 養 を行 な った。 培 養 開 始後1,3,

6お よび24時 間 目に各 試験 管 か ら試 料 を採 取 し,含 ま

れ る生 菌 数(CFU)を 常 法 に従 ってSabouraud dext-

roseagar(SDA)平 板 上 で測 定 した15)。

T.mentagropkytesの 場 合 に は,分 生 子 を豊 富 に形 成

した20～30日 培 養 の1/10 SDA斜 面 培 地表 面 を3～5

m1の0.1%(w/v)Tween 80添 加 滅 菌 生理 食塩 水 で 覆

い,試 験 管 を 手 で激 し く振 動 して分 生 子 を 生理 食 塩 水 中

へ 遊 離 させ た 。 これ を滅 菌 ピペ ッ トに よ って 回 収 し た

後,2枚 重 ね の滅 菌 ガ ーゼ を通 して濾 過 し,菌 糸 や 寒 天

小 片 を除 去 した。 得 られ た 濾 過 液 をSDBま た は生 理 食

塩 水 で希 釈 して分 生 子 濃 度 が5×105細 胞/mlと な る よ

うに調 整 した 。 これ を試 験菌 液 と し,C.albicansの 場 合

と同様 にL型 試 験 管 に分 注,薬 剤 添 加後,30℃ で 振 盈 し

た 。 な お,抗 菌 活性 に及 ぼ す 培 地pHの 影響 を検 討 す る

場 合 に は,pH無 修 正 のSDBに 代 え て,予 め1N-HCl

また は1N-NaOHに よ り初 発pHを 所 定 の値 す な わ ち

5.0,7.0ま た は8.0に 調整 したSDBを 試 験 培地 と し

て使 用 した。

2.in vivo実 験

(1)動 物:Hartley系 モル モ ッ ト(雄 性,体 重450～

600g)を 実験 動 物 と して使 用 した 。購 入後 数 週 間予 備飼

育 を行 な い,実 験 開 始後 は個 別 飼 い と し,固 型 試料 お よ

び 水 の 自 由摂 取 の 条件 下 で飼 育 した。

(2)感 染 法:in vitro実 験 に使 用 したT.mentagro-

pkytes TIMM 1189株 の分 生 子 生理 食 塩 水 浮遊 液 を同 様

の方法で調整 し,動 物接種に用いた。動物背部の毛を電

気バ リカンで短く刈 り取 り,適 当な間隔部位に設定した

4か 所のそれぞれに約2cm角 片のガムテープを貼 りつ

けては勢いよくはがすという操作を3～4回 繰 り返し行

なった。この操作によって局所部位全面が抜毛されると

同時に表皮角質層上部が剥離される。毛が残存する場合

には,さ らに毛抜きを用いて完全に抜去した。この処理

を終えた各局所部位に約2×107細 胞/mlの 濃度の摂取

菌液0。05ml(細 胞数約106個)を 滴下し,滅 菌へらを

用いて皮慮へ擦 り込むように接種 した。

(3)治 療用製剤:市 販のTCZク リームと同一基剤

を用いて調整 したTCZ,CTZお よびMCZの 各0.2%

および1%ク リーム製剤ならびに単独基剤を使用 した。

(4)治 療実施法:感 染局所部位に軽度の病変(発赤)

が現われ始める時期である感染後3日 目に治療を開始し

た。各クリーム剤または基 剤 を1日1回(毎 朝),300

mg用 量 を滅菌へらにより局所全面に塗 り広げた。この

治療を14日 間連日行なった。

(5)薬 効判定法:次 の3つ の指標を用いて薬剤の治

療効果を判定 した。

1)病 変スコア:感 染局所の病変度を接種翌日から実

験終了日まで連日,薬 剤塗布前に肉眼 的 観 察を行なっ

た。病変度は,前 報16～18)に述べたのと同じ基準によるス

コア方式に従って記載 した。すなわち,局 所病変がまっ

た くみられない状態を0と し,明 らかな病変をみとめる

場合には,そ の程度に応 じて下記のように+1か ら+

4ま で4段 階のスコアで表わ した。

+1:少 数個の小紅斑または紅斑性小丘疹が島状に点

在する状態,ま たは病変が改善に向かっていて

新 しい体毛の発育がみられる状態。

+2:紅 斑性病変が 局所全面に広がり,表 皮剥離を伴

っている状態。

+3:局 所の少なくとも一部に強い発赤,腫 脹などの

炎症症状がみられ,=豊 富な鱗屑形成を伴 う状態。

+4:肥 厚 した痂皮によって局所全面が覆われて い る

状態。

2)皮 窟片内キチン含有量:LEBMAN & WHITE 19)が

マ ウス腎内のAspergillus . fumigatus菌 糸量を測定する

ために考案 した方法を皮麿組織内の皮膚糸状菌の量を測

定するのに適したように改変した20)。その実施法の詳細

をTable1に 示す。各実験群の動物を,感 染後経時的に

エーテル麻酔下で屠殺 し,局 所全体の皮窟組織を円形に

切 り取った。この円形皮膚片を均等に二分し,一 方を上

記の方法に従ってキチン含量測定に付 した。

3)皮 膚片培養試験:残 りのもう一つの皮虜片をほぼ

同じ大きさの10個 の小片に分割 し,各 小 片をcyclo-
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Table 1 Assay procedures for chitin content in murine
dermal tissues infected with T. mentagrophytes

heximide 500μg/m1,mezlocillin 50μg/m1お よびsiso-

micin 50μg/ml含 有SDA平 板 上 に置 き,30℃ で培養

した。14日 後,皮 膚 小 片か ら,T.mentagropkytes特 有

の コ ロ ニーが1個 で も発 育 して きた 場 合 に は,培 養 陽性

と判 定 した。 培 養 陽 性 率 は,皮 膚 小 片 総 数 に対 す る培養

陽 性 皮 膚 小片 数 の百 分 率 で 表わ した。

(6)デ ー タ の推 計 学 的処 理:培 養 試 験 の成 績 につ い

て は,x2検 定 法 を用 い て 実験 群 間 の有 意 差 を 検定 した。

II.成 績

1.In vitro抗 菌 活 性

Fig.2は,C.albicansの 増 殖 期 培 養 にTCZな らび に

対 照 薬 剤MCZま た はCTZを 種 々の濃 度 で 添 加 した場

合 の生 菌 数 の 時 間的 推 移 を示 す 。各 種 イ ミダ ゾール剤 に

対 して平 均 的 感 受性 を もつCalbicans株 で あ るTIMM

0163の 培 養 に対 してTCZは 使 用 薬 剤濃 度 の下 限0.63

μg/mlと い う低 濃度 で も培 養6時 間後 に は発 育 を 有意 に

阻 止 し,5～10μg/mlの 濃 度 で は ほ ぼ 完全 な発 育 阻止効

果 を 示 した。 同様 の発 育 阻 止効 果 はMCZお よびCTZ

にも認められたが,重 量濃度で比較した場合には,3剤

のなかでCTZの 効果が最も強力であった。

Tczは20μg/mlの 濃度では明らかな殺菌的効果を示

し,生 菌数の低下は薬剤添加直後から徐々に起こり,6

時間後にはo時 間(接 種時)の1/10程 度に,ま た24時

間後にはその1/100程 度 にまで低下 した。Tcz40お よ

び80μg/mlの 高濃度下においては,薬 剤添加後1時 間

以内に生菌数はo時 間の1/10,000以 下 に急激に低下し,

極めて強力,か つ迅速な殺菌的効果を発揮することが知

られた。これに対して,Mczは,20μg/mlの 濃度では

Fig. 2(a) Time-course of viable counts in growing cultures of C. albicans TIMM 0163 after
exposure to various concentrations of tioconazole, miconazole nitrate and clotrima-
zole

Tioconazole (ƒÊg/m1) Nliconazole nitrate (ƒÊg/m1) Clotrimazole (ƒÊg/m1)
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Fig. 2(b) Time-course of viable counts in growing cultures of C. albicans TIMM 0144

after exposure to various concentrations of tioconazole, miconazole nitrate and

clotrimazole

Tioconazole (ƒÊg/ml) Miconazole nitrate (ƒÊg/m1), Clotrimazole (ƒÊg /ml)

明らかな殺菌的効果を示さず,40μg/m1の 濃度でようや

く6時 間後に生菌数は1/100程 度まで低下 したが,そ れ

以上の生菌数の減少は24時 間後も認められなかった。

Mczの 濃度を80μg/mlに 高めた場合に は じめ て,

TCz40～80μg/m1と 同程度の顕著二な殺菌的効果が現わ

れた。CTZは,こ れら2剤 のいずれとも異なり,80μ9/

m1ま でほとんど静菌的にのみ働き,有 意な殺菌的効果

を示さなかった。

TIMMO144株 は,種 々のイミダゾール剤に対して比

較的高い感受性をもつCalbicans株 である21)。この菌

株のSDB培 養は,本 実験条件下においてTCZに 対 し

特徴的な二元的応答を示した。すなわち,10μg/m1程 度

の濃度では発育は初期からほぼ完全に阻 止 され た。一

方,そ れより低濃度域0.63～5μg/mlに おいては,薬 剤

無添加対照培養 よりもやや遅い速度ながら発育を続けた

が,6時 間以後の時点で生菌数は減少に転 じ,24時 間後

にはo時 間のレベル以下の値を示 した。20μg/ml以 上 の

TCZ濃 度下では,生 菌数ははじめから徐々に低下に 向

かい,6時 間以後では0時 間の1/10程 度 に留まった。

40お よび80μg/m1で は添加直後から生菌数は急激に低

下 し,1時 間後の値は0時 間の1/10,000以 下 とほぼ完

全に死滅した。TIMMO144株 はMCZに 対 してもTCZ

とほぼ同様の二元的応答を示 したが,20μg/mlで の殺菌

的効果はMCZの ほ うがやや強いようであった。これら

の2剤 とは対照的に,CTZは こ の感受性株においても

静菌的効果 しか示さず,し かもその強さは終始薬剤濃度

とともに上昇 した。Calbicans試 験菌2株 のいずれにお

いてもCTZは 殺菌的効果を示さない反面,そ の静菌的

効果はむ しろ他の2剤 よりも強力であり,し かもこの効

果の強さは薬剤濃度が低下 してもそれほど変わらない点

が注目される。

次に皮膚糸状菌に対するTCZな らびに対照薬剤の殺

菌的効果を比較検討 した。実験に際 しては,生 菌数測定

の便宜上,栄 養形細胞すなわち菌糸ではなく分生子を用

い,し かも菌糸発育が起こらないように発育用培地の代

わ りに生理食塩水に浮遊して薬剤処理を行なった。試験

菌株 として用いた7～mentagropkytes TIMM 1177お よ

びTIMM1189の 両株は,SDA平 板上での通常の寒天

希釈法による感受性試験の結果によれば,TCZ,MCZ

お よびCTzの いずれによってもo.31～o.63μgfmlの

濃度で完全に発育を阻止される。 いずれの株の分 生 子

も,薬 剤を加えないでインキュベートした 場 合 に は,

48～72時 間の実験期間中まったく生菌数の低下を示 さ

なかったが,薬 剤添加の場合には,薬 剤の種類および農

度に依存 して生菌数は低下 した(Fig.3)。

TIMM1177株 においては,生 菌数ぱ0.63～10μg/m1

の濃度範囲のTCZ48時 間処理後では0時 間の10%程

度に,ま た20μg/m1の 濃度では くo.1%に それぞれ低

下 した。さらに,40～80μg/mlTCZ処 理の場合は,C.

al6icans発 育培養におけるのと同様,分 生子は迅速に殺

菌され,生 菌数は6時 間以内に く0.1%に 激減 した。一

方,TIMM1189株 は,こ れよりも幾分感受性は低いよ

うであったが,そ れでもTCZ20μg/mlの 存在下では72

時間後で約0.1%に40お よび80μg/m1の 濃度下では
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それぞれ72お よび48時 間後に く0.1%に 減少 し,こ

の株に対 してもTCZは かな り強い殺 菌 的 効果を示し

た。

TCZに 比べてMCZの 殺菌的効果はより軽度であっ

た6TIMM1177株 においては,MCZ20μg/mlま での

濃度下では48時 間後に接種分生子の10%以 上はコロ

ニー形成能を保持していた。 しか し,MCZ濃 度 を40

μg/m1以 上 に高 め る と,生 菌 数 の急 速 な低 下 が み られ,

48時 間後 に は0.1%以 下 の低 値 を示 した 。TIMM 1189

株 はMczに 対 して も よ り低 感 受 性 で あ り,80μg/mlの

高 濃 度 で72時 間 処 理 した場 合 で も,1%以 上 の レベル

の生 菌 数 が 得 られ た 。CTZは,C.albicmsに おけ るの

とは異 な り,T.mentagrophytes分 生 子 に 対 して は軽度

なが ら殺 菌 的 効果 を示 した 。TIMM 1177株 に お い て
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Fig. 4 Effect of pH value of the growth medium on viable counts in growing cultures of

C. albicans TIMM 0144 with various concentrations of tioconazole, miconazole nitrate

and clotrimazole

Tioconazole Miconazole nitrate Clotrimazole

Conccntrtti()n if imidazoles (pg,/ml)

は,0.63～80μg/mlの 範囲のいずれの濃度のCTZに よ

っても48時 間後の生菌数は10%以 下 に低下 し,TIMM

1189株 においては,1.25μg/ml以 上 の濃度で72時 間後

の生菌数は10～1%の レベルに低下した。CTZは,他

の2剤 よりもT.mentagmPhytes分 生子に対する殺菌的

効果が軽度であり,し かも遅 く発現する傾向を 示 した

が,そ の反面,低 濃度でも高濃度とそれほど遜色ない効

果がみられる点では特徴的であった。

Fig.4は,TCZ,MCZお よびCTZの それぞれの抗菌

活性のpH依 存性を検討した実験成績を示す。Calbi-

cansTIMM0144株 を試験菌 として用い,こ の一定菌数

を予めpHを5.0,7.0お よび8.0に 調整 したSDB

に接種 し,各 薬剤の生菌数に及ぼす効果をpH問 および

薬剤間で比較した。いずれの薬剤も20μg/ml以 下 の濃

度すなわち部分的発育阻止または完全発育阻止を示す静

菌的濃度の範囲においては,酸 性pHよ りも中性から弱

アルカリ性pH域 でより強い抗菌作用を示す 傾向がみ

られたが,殺 菌的に働 く高 濃 度 域ではこの傾向が逆転

し,酸 性側でより強い殺菌的効果を発現した。このpH

の影響はMCZに 対 して特に顕著であり,pH7～8で は

80μg/mlの 高濃度でもほとんど殺菌的効果を示さなか

った。これに比べてTCZお よびCTZが 受ける影響は

軽度であり,ア ルカリ側においても明らかな殺菌的効果

が認められた0

2.In vivo抗 菌活性

典型的な感染の成立 した無処置群での感染局所の病変

は,Fig.5に も示されるように,ほ ぼ次の経 過を辿っ

た。7mentagmPhytes分 生子接種後3～4日 目に症状が

現われ,病 変は日数とともに徐々に増悪 した。 す なわ

ち,感 染後4～5日 目にスコア 十1,6～7日 目にスコァ

+2,9～10日 目にスコア+3と 進行 し,12日 目以後に

スコア+4の 最高のレベルの病変度に達した,こ の状態

は16日 目頃まで続 き,そ れ以後次第に消退 した。このよ

うな無処置対照群における病変度の経過に比べて,基 剤

による治療を行なった場合には(基 剤対照群),病 変度は

7日 目以後若干軽く経過する傾向はうかがえるものの,

有意な相違は認められなかった。

0.2%TCZ剤 治療群においては,治 療薬剤の種類を

問わず,感 染後6日 目(治 療開始後3日 目)ま で病変度

は無処置対照群とほとんど変わらず,病 変スコア+2の

レベルすなわち局所全面に紅斑を生 じる状態にまで進行

したが,そ れ以上増悪することはなかった。しか しなが

ら,い ずれの薬剤で治療 した場合でも,実 験終了日すな

わち感染17日 目まで平均スコアは 十1以 下にはならな

かった。0.2%MCZ剤 の治療効果は,同 じ濃度のTCZ

剤 よ り優れ,感 染14日 目には平均スコアは+1以 下に

低下 した。0.2%CTZ剤 の治療効果は両剤の中間であグ

た。1%ク リーム剤で処置 した場合には,そ の治療効果

は,開 始早期には対応する薬剤の0.2%ク リーム剤の効

果と大差なかった。しかし,そ の後は病変スコアの低下

が徐々に顕著 とな り,感 染14日 目には3剤 いずれの治

療群においても平均スコアは+1以 下になった。また,

3剤 の1%ク リーム剤間には各薬剤の0.2%ク リーム

剤の間にみられるほどの治療効果の差は見出されなかっ

た。

Table2に は,感 染経過ならびに薬剤治療効果の推移
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Fig. 5 The therapeutic efficacy of0.2% and 1% cream preparations
of tioconazole (TCZ), miconazole nitrate (MCZ) and clotrima-
zole (CTZ) in the topical treatment of guinea-pigs experimen-
tally infected with T. mentagrophytes: assessment based on
the average daily lesion score

(a)

(b)

(c)

Table 2 The therapeutic efficacy of 0.2% and 1%

cream preparations of tioconazole ( TCZ ),
miconazole nitrate(MCZ) and clotrimazole(CTZ)
in the topical treatment of guinea-pigs

experimentally infected with T. mcntagrophylcs:
assessment based on chitin content

を感染局所皮膚組織内のキチン含量を指標として追跡 し

た成績を示す。無処置対照群の感染局所におけるキチン

含量は,感 染後9日 目頃までほぼ直線的に上昇 した後,

徐々に下降 し,17日 目にはほぼ6日 目のレベルに まで

低下する。クリーム基剤処置群におけるキチン含量も,

無処置対照群にみられるのとほぼ同様な経過を辿った。

各薬剤の0.2%お よび1%の クリーム剤で処置した場

合には,キ チン含量の低下は感染後6日 目(治 療開始後

3日 目)で もある程度認められたが,こ の効果は感染後

9日 目(治 療開始後6日 目)で 特に顕著化 した。このキ

チン含量を低下させる薬剤効果は,治 療 日数とともに著

しくなること,同 一薬剤間の比較では0.2%ク リーム剤

よりも1%ク リーム剤のほうが優れていること,3剤 の

なかではTCZ>MCZ>CTZの 順であることが認められ

た。特に1%TCZ剤 処置群においては,感 染17日 目

にはもはやキチンは感染局所から検出することができな

かった。

Tablc3は,各 実験群動物の感染局所皮膚片を経時的
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Table 3 The therapeutic efficacy of 0.2% and 1%
cream preparations of tioconazole (TCZ),
miconazole nitrate(MCZ) and clotrimazole (CTZ)
in the topical treatment of guinea-pigs
experimentally infected with T. mcntagrophytes:
assessment based on culture study

に採取 し,培 養 した成績を示す。無処置対照群における

培養陽性率は,感 染後6日 目から17日 目まで100%で

終始 した。 クリーム基剤処置群もこれ と同様に高い陽性

率のまま経過 した。各薬剤の0.2%ク リーム剤処置群に

おいては,い ずれの薬剤でも感染9日 目では有意な培養

陽性率の低下は認められず,MCZ剤 では13日 目以後,

またTCZは17日 目にようや く培養陽性率は無処置対

照群のそれと比べて有意な低下を示 した。それでもいず

れの治療群においても培養陽性率が70%以 下 に低下す

ることはなかった。

一方,1%ク リーム剤処置を行なった場合には,各 薬

剤とも感染後6日 目である程度の培養陽性率の低下をき

た したが,9日 目以後はこの値はさらに急速に低下 し,

17日 目以後にはほとんど陰性化 した。 いずれの薬剤の

1%ク リーム剤処置も9日 目以後無処置対照および基剤

処置に比べて有意に優れた治 療 効 果を示 したが(P<

0.01),薬 剤 間での有意差は認められなかった。しかし,

培養陽性率の低下は,1%TCZ剤 処 置 群で最も速 く,

1%CTZ剤 処置群で最も遅い傾向がみられた。

III.考 察

川崎ら5)は,Calbi`ans発 育期培養に対する殺菌的効

果をTCZ,MCZお よびCTZの3種 のイミダゾール間

で比較検討した結果,TCZは 静菌的効果の点では他の

2剤 と同等かまたは劣っているにもかかわらず,高 濃度

域(20～80μg/ml)に おける殺菌的効果はTCZで 最 も

速やかに高度に発揮されることを報告 した。これに対応

する成績は,LEFLER&STEVENS14)に よっても報告され

ている。彼らによれば,TCZ,MCZ,CTZを 含む5種 の

イミダゾ-ル 剤のCalbi`ms10数 株 に対する最小発育

阻止濃度および最小殺菌濃度を比較 した場合,い ずれの

値もTCZで 最 も低 く,加 えて殺菌的効果が最も迅速に

発現された。

Tczのinびitro抗 菌活性は,他 の多くのイ ミダゾー

ル剤と同様,測 定条件などによって強 く影響することが

知られている2,5).イミダゾール剤のなかでも高い脂質親

和性(脂 溶性)を もつフェールエチルイミダゾール誘導

体群に包含されるMCZ,econazole(nitrate),isocona-

zole(nitrate),sulconazo1e(nitrate)な どが一般に強い

殺菌的効果を示すこと,こ れに対 して,脂 溶性ながらビ

スフェニルイミダゾール(ト リフェニルメチルイミダゾ

ール)誘 導体群に属するCTZな らびに水 溶 性の高い

KCZな どの殺菌的効果は著 しく弱いことが,主 として

C.albicansを 試験菌 とした 実験 成 績からうか が われ

る2%脂 溶性イミダゾール剤に共通する比較的強い殺菌

的効果は,こ れらの薬剤分子が,一 般に高い膜 リン脂質

親和性をもつことと関連するようである。これとは対照

的に,CTZやKCZにMCZ以 上 の強い殺菌作用を認め

たという報告もある1%こ の対立 した成績は,使 用 した

菌株や測定条件の相違に由来するものであろう。測定条

件のなかで特に注目すべきは培地pHで ある。一般にイ

ミダゾール剤のinvit70抗 菌 活性が培地pHに よって

強 く影響されることは,多 くの研究者によって指摘され

ているところである鋤。イミダゾール剤の静菌的作用な

らびに殺菌的作用に及ぼす培地pHの 影響について,今

回C.albicmsを 試験菌 として用いて検討を行なった結

果,TCZ,MCZ,お よびCTZの3剤 のなかではMCZ

の抗菌活性特に殺菌的作用が最 も強い影響を受け,酸 性

側(pH5)で は中性～弱アルカリ性側に比べて活性の上

昇が認められた。一方,TCZの 殺菌的作用はpH依 存

性がはるかに低かった。これらの成績は,イ ミダゾール

剤のin〃itro抗 菌 活性を検討する際には培地pHを 充

分に考慮する必要があること,ま た薬剤間でpHの 影響

を受ける度合に大きな差があることを示唆するものであ

るO

Calbicans中 等度感受性株(TIMMO163)お よび高

感受性(TIMMO144)を 試験菌として用いた実験から,

高濃度域においてはTCZはMCZと 同様に殺菌的効果

を発揮したが,こ の効果の程度はTCZの ほ うがより顕

著であった。この成績は,こ れまで他の幾つかの研究グ

ループによって発表された成績5,13調 と基本的に一致す

る。菌株の差や培養条件の差を超えてTCZが 強 い殺菌

的作用を示すことはTCZの 特微とい え よ う。 一方,

CTZは80μg/mlま でまったく殺菌的作用を示さなかっ

たが,そ の反面,低 濃度域(o.63～5μg/ml)に おける静

菌的作用はTCZやMCZを 上回ってお り,CTZの 抗

菌活性が比較的低い薬剤濃度依存性をもつことが示され



154 CHEMOTHERAPY FEB.1986

た。この原因の一つはCTZの 低 い水溶性にあると考え

られる。すなわち薬剤濃度が計算上高 くなるはずであっ

ても,実 際に菌液中に溶け込んでいる有効濃度はそれほ

ど高くならないのであろう。

TCZのC.albicans2株 のいずれに対する抗菌活性も

完全な濃度依存性を示し,低 濃度では静菌的に働き,よ

り高濃度では殺菌的に作用 した。特に注目されるのは高

度感受性株であるTIMM0144が 比較的低濃度のTCZ

に対 して示すユニークな応答である。すなわち,薬 剤添

加後,暫 くの間は増殖が進行し,そ の後に生菌数の低下

が起 こるという二相性のパターンを示す。このことは,

20μ9/ml以 上の比較的高濃度域で発現される迅速な殺菌

的作用に加えて,低 濃度域においては合成的代謝系を介

して働 く殺菌的作用機序が存在する可能性を示唆する。

前者は非代謝的な直接的細胞膜障害に由来 し,後 者はス

テロール合成阻害に由来すると推定される。

従来のTCZ殺 菌 的効果に関する研究は,い ず れ も

C.albicmsを 試験菌としたものぼか りであり,糸 状菌こ

とに本剤の主要適応症 となる白癬の原因菌として知られ

る皮膚糸状菌を対照 とした研究成績は発表をみない。わ

れわれはすでにoxiconazole(nitrate)の 殺菌的効果に対

してC.albicansとT.mentagrophytesが 異なる応答を示

すことを報告した22}。そ こで今回の実験においては,勿

刀i〃o実験における白癬モデルの作製に使用 した株を含め

て2株 の7～mentagrophytesの 分生子に対してTCZが

どの程度の殺菌的効果を発揮するかを検討 した。一般に

糸状菌においては,菌 糸がある程度伸長発育すると,生

菌数すなわちコロニー形成単位(CFU)の 正確な測定は

技術的に不可能 となる。そこで今回の実験に際 しては,

菌 糸発育を進まな くするために分生子を生理食塩水中で

薬剤 とともにインキュベー トした。 したがって,こ の条

件下で薬剤がCFUを 低下 させるならぽ,そ れは代謝を

介さない直接的な細胞障害に基づく殺菌的効果が発現さ

れたことを示す。 実験の結果,20μg/ml以 上 の濃度の

TCZは,C.albi6msの 場合と比べて,迅 速さでは幾分

劣っているようにみえるものの,CFU低 下 のレベルの

点ではほぼ同程度の効果を示 した。このTCZの 殺菌的

効果は,対 照薬剤 として用いたMCZお よびCTZの い

ずれよりも明らかに強力である。以上の成績から,TCZ

はC.albicmsな どの酵母状真菌のみならず,皮 窟糸状

菌を含む糸状菌に対 しても,お そらく同様の作用機序す

なわち直接的細胞障害により,強 力な殺菌的効果を有す

ることが示唆されよう。

このようにTCZが 高濃度域において他のイ ミダゾー

ル剤をしのぐ強力なin vitro殺 菌的作用を示すことは

疑いないが,問 題となるのは,こ のin vitro効 果が生体

内での治療効果と対応関係をもつか否かとい う点で あ

る。これを究明するために,TCZお よび対照薬剤MCZ

とCTZの 各0.2%お よび1%ク リーム剤を同一基剤

を用いて調製 し,上 記のinvitro実 験 に用いたT.men-

tagmphytesの1株 であるTIMM1189の 分生子を接種

して作製 したモルモットの実験的白癬に対する治療効果

を薬剤間で比較検討 した。白癬の動物モデルにおける感

染の度合や治療による改善の度合を判定するパラメータ

ーとしては,従 来からスコア方式による局所病変度およ

び局所皮腐片の培養成績が用いられてきた。局所症状に

基づ く臨床的治療効果または臨床的治癒よりも培養試験

の成績に基づく真菌学的治療効果のほ うが薬効評価基準

としてより一層信頼性に富むことはいうまでもない。し

か し,後 者の評価法にも,実 際にぱ大きな難点がある。

それは定量性が全 く欠けていることである。感染局所か

ら切除した皮慮片をそのまま平板培地上に載せてインキ

ュベー トし,培 養陽性かまたは陰性かを判定するという

従来の方法では,CFUが まったく存在 しない状態すな

わち菌学的完全治癒が得られない限 り,有 効 と判定する

ことはできないQそ こでわれわれはこの真菌学的指標に

より高い定量性を与え,た とえ完全治癒に至らなくとも

治療効果の有無を判定できるようにする目的で,局 所皮

膚を10ブ ロックに分割 し,各 ブロックごとに培養成績

(陽性かまたは陰性か)を 判定 し,そ れを総計したもの

を局所の培養陽性率として算出するという半定量的方法

を採用 してきた16～18,23)。しか し,こ の方法でも定量性は

充分 とはいえず,ま た精度にも問題がある。第1の 理由

は局所皮窟を刻んでプロソクにする場合,労 力の点から

作 りうるブロック数に限度があることで,第2は 皮膚糸

状菌は皮膚組織内で菌 糸 状発 育を行なうために菌量と

CFUと の間に必ず しも良好な対応関係が成立しないと

予想されることである。そこでわれわれは,先 に考案し

た感染局所皮膚のキチン含量を測定 し,こ れをもって皮

膚組織内に存在する皮膚糸状菌の菌量を表わすという原

理に基づいた評価法を併せて採用 した。キチンは真菌特

に子嚢菌および子嚢菌類縁菌の細胞壁の必須構成成分と

して知られる多糖であるが,他方,動 物組織にはまったく

存在しない。 したがって,組 織内のキチン含量は,そ こ

に存在する真菌の量を正確に反映することになるので,

菌 量をCFUと して測定することの困難な糸状菌につい

ては,こ の値はCFUよ り一層正確に菌量と対応するパ

ラメーターとして利用できるはずである。この生化学的

方法の欠点は,組 織内に存在する菌が死菌であっても,

細胞壁が崩壊 していない限 り,測 定値に含まれるという

問題があることである。 しか しながら,少 なくとも白癬

菌の主要な存在部位となる表皮角質層は常に速やかに剥
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脱 してお り白癬菌の死菌もおそらくそれと歩調をあわせ

て脱落するために,死 菌が測定値に及ぼす影響はそれほ

ど大きくないと考えられる。事実皮膚のキチン含量は,

そ の培養成績 と良好な対応関係をもつことが,CTZお

よびbifonazoleの 治療実験の際に見出されている20)。今

回のTCZ,MCZお よびCTZの3剤 を用いた治療実験

からもこの対応関係の成立があらためて確認され,感 染

度のパラメーターとしての有用性は最早疑いないものと

いえよう。

局所病変スコアに基づいて症状の点から薬効評価を行

なった場合,3剤 のなかではMCZが 最 も優れていた

が,キ チン含量または培養成績を指標としたより客観的

な微生物学的評価を行なった場合には,TCZの ほ うが

対照薬剤よりも優れているという結果が得られ,基 本的

には川崎ら5)の成績に一致 した。TCZの 動物モデルにお

ける薬効は,そ の発現が迅速であるという点で特徴があ

る。これに対して,CTZの 場合には,最 終的には,TCZ

など他の薬剤と同程度の優れた治療効果を示すものの,

効果が発現するのが遅いという傾向が認められる。また

MCZの 薬効発現時間は両者の中間であった。 これらの

成績から,イ ミダゾール剤のin vitro殺 菌的効果は,in

vivoで の最終的な治療成紙よりも有意な治療効果が現

われるまでの時間の短さとより良好に対応する可能性が

示唆される。

真菌症の動物モデルにおける治療効果 と実際の真菌症

患者における治療効果との間に有意な相関関係が成立す

ることは,す でに多数の抗真菌剤について証明されてい

るところである。これまでのTCZク リーム剤の局所療

法に関する臨床的成績は,本 剤が多くのイミダゾール剤

のなかでも優れた薬効を示し,と りわけ症状改善や菌消

失効果が速やかでしかも再発率が低いことを示 して い

る11,121。これは,TCZのin vitroで の強力な殺菌的効果

ならびに動物モデルにおいて認められる迅速な治療効果

と対応するものであろう。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF

TIOCONAZOLE IN COMPARISON WITH OTHER

IMIDAZOLE-ANTIMYCOTICS

HIDEYO YAMAGUCHI, TAMIO HIRATANI, JUNKO NAGATA and KATSUHISA UCHIDA

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University

School of Medicine

In an attempt to obtain preclinical data which can explain the excellent therapeutic effectiveness of

tioconazole (TCZ) for the topical treatment of dermatophytosis and other superficial mycoses, studies

on the in vitro activity of this drug were carried out, mainly focussing on its fungicidal action toward

several strains of pathogenic fungi, in comparison with miconazole nitrate (MCZ) and clotrimazole

(CTZ) as reference drugs. They were followed by in vivo studies in which the topical effectiveness

of cream preparations of TCZ, as well as the two reference drugs, in experimental Trichophyton

mentagrophytes infection in guinea-pigs was tested. The estimation of efficacy of treatment with

active formulations was made on the basis of the score of skin lesion, the rate of positive skin cultures

and dermal contents of fungal chitin.

The results are summarized as follows:

(1) In growing cultures of Candida albicans strains, TCZ exerted a potent killing action at drug

concentrations of 20 ƒÊg/ml or above. The extent and rapidity of this fungicidal effect of TCZ was

greater than that of MCZ or CTZ if compared on the weight basis.

(2) When T. mentagrophytes conidia suspension was exposed to TCZ under the condition where

no germination or subsequent outgrowth occurred, the imidazole significantly reduced viable counts

recovered from the suspension at drug levels lower than those which were required for attaining a

similar extent of lethal effect on growing cells of C. albicans. The fungicidal activity of TCZ toward

T. mentagrophytes conidia was again superior to that of MCZ or CTZ.

(3) The in vitro antibiotic and cidal activity of TCZ against these susceptible fungi was only

slightly affected by the pH value of testing media.

(4) The three parameters employed in the present in vivo studies denoting the severity of dermal

infections were virtually comparable to each other.

(5) Both 0.2 and 1% creams of TCZ showed good therapeutic efficacy, although the former was

less effective than the latter.

(6) Although no significant difference was observed in the therapeutic efficacy among the comparable

cream preparations of TCZ, MCZ and CTZ when estimation was made at the end of 17-day experi-

mental period of time, treatment with 1% cream of TCZ appeared to render the skin lesions to heal

more rapidly than did treatment with comparable creams of MCZ or CTZ.


