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Sporothrix schenckii tolciclate耐 性 変 異 株 の分 離 と性 状

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10月8日 受付)

新 しいチ オ カ ルパ ミン酸 系抗 真 菌 剤tolciclateに 比 較 的 感 受性 の高 いSporothrなsc加nckiiの 野

生 株 か ら本 剤 に対 す る耐 性 変 異株 を9株 誘 導 分 離 し,そ の性 状 を検 討 し,以 下 の成 績 を得 た 。

(1)す べ て の変 異株 は,tolnaftateお よびnaftifineに 対 して交 差耐 性 を 示 し,ketoconazoleに

は感 受 性 で あ っ た。

(2)得 られ たす べ て の変 異 株 はamphotericinB(AMPH)に 耐 性 を示す 群 お よび 親株 と同程

度 のAMPH感 受 性 を もつ 群 とに分 け られ た。AMPH耐 性 の変 異株 にお い て は 親株 よ りもエ ル ゴ

ス テ ロール 含量 が低 下 し,ス クア レ ン含 量 が増 加 して い た。一 方,AMPH感 受 性 の変 異 株 は親 株 と

変 わ ら ない ス テ ロール パ タ ー ンを 示 した。

(3)こ の両 群 のそ れ ぞれ か ら任意 に選 ん だ菌 株 の細胞 膜 標 品 を 用 い たinuitroキ チ ン合 成 酵

素反 応 は いず れ もtolciclateに よ って 親株 と同 程 度 また は そ れ よ り強 く阻 害 され た。

以 上 の成 績か ら,感 受性 真 菌 細 胞 に お いて,チ オ カル バ ミン酸 系 抗真 菌 剤 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 を 阻害 す る こ と,ま た,こ れ が 本剤 の抗 菌

活 性 を説 明す る一 次 的 作用 機 序 で あ る との従 来 の推 論 が 支持 され た。

われ わ れ は,チ オ カ ルパ ミソ酸 系抗 真 菌 剤tolciclate

の抗 菌 作 用機 作 を 明 らか にす るた め に 比較 的 高 い 感受 性

を示 すSporothux schenckii酵 母 形 細 胞 を 主 た る試 験

菌 と して用 い,検 討 を行 な って きた。 そ の 結 果,本 菌 細

胞 の 種 々の機 能,代 謝活 性 のな か で キ チ ン合 成 お よび ス

テ ロー ル 合成 が 本剤 の一 次的 阻 害作 用 を受 け る こ とが 認

め られ,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 ス テ ロー ル合 成 阻 害 作用 のほ う

が 本 剤 の抗 菌 活 性 に よ り大 き く関 与す る可 能 性 が示 唆 さ

れ た1)Qこ の 推 論 の 妥 当性 を 検 討 す るた め に,本 報 に お

いて は,tolciclate耐 性 変 異 株 を 分離 し,本 剤 と化 学構

造 お よび(ま た は)作 用 機序 の点 で関 連 性 を もつ もの を

含 む幾 つか の 主 要抗 真 菌 剤 との交 差 耐 性 な らび に 本 剤作

用 機序 と関 連 す る幾 つ か の 生 化学 的 性 状 に つ いて 解 析 し

た 成績 を述 べ る。

1.材 料 と 方 法

1.薬 剤溶 液 の調製

Tolciclate(協 和 醗 酵),tolnaftate (naphtiomate-T)

(日 本 曹 達),11aftmne(サ ソ ド),amphotericin B me-

thyl ester(日 本 ス クイ ブ),お よびketoconazole(協 和

醸 酵)は,100%ジ メチ ル スル ポ キ シ ド(DMSO)に 溶

解 し,8mg/m1(w/v)の 濃 度 に調 整 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 ずDMSOを 使 用 し,

す べ て の 反 応 系 に お い て 溶 媒(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. schenckii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 もチ オ カ ルバ ミ

ン酸 系 抗 真 菌剤 に比 較的 に 感 受 性 の 高 い 菌 株 と し て

TIMM 0960を 選 び 実 験 に用 いた 。

3.培 養

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 漫 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 の み を集 め た。

4.Tolciclate耐 性 変異 株 の分離

s.schenc々ii TIMM 0960を 親 株 と して 用 い,こ れ を

37℃ で4～5日 間培 養 した も の を106細 胞/mlの 濃 度

に な る よ うに新 鮮培 地 に 接 種 し,37℃ で3時 間 振 盤培

養 した 。 こ の培 養 に変 異 誘 発剤 と してN一 メ チ ルーN」 ニ

トローN-ニ トロ ソ グア ニ ジ ンを最 終 濃 度250～500μg/ml

に な る よ うに添 加 し,37℃ て30分 ～1時 間 振 邊 した。

処 理 終 了後,直 ち に 遠 心集 菌 し,洗 浄 した細胞 を80μg/
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m1のtolciclateを 含 む 平 板培 地 に塗 抹 し,室 温 で1週 間

培 養 を続 け,発 育 して きた コ ロニ ー を分離 し,薬 剤 含 有

培 地 を数 回 通 過 させ て耐 性変 異株 を得 た 。

5.抗 菌 活 性 の測 定

抗 菌 活 性 は乾 燥 重 量 を指 標 と して測 定 した 。酵 母 エキ

ス0.5%,グ ル コー ス1%を 加 え たBHI液 体培 地 で,

24～48時 間 培 養 した試 験 菌 を530μmで の濁 度(OD530)

が0.15(約2×107細 胞/mlに 相 当)に な る濃 度 に希 釈

して 同 じ培 地 に 浮 遊 し,薬 剤 溶 液 を添 加 した後,37QCで

振 盈培 養 を行 な った 。24お よび48時 間 後,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 。

6.ス テ ロー ル の分 析 法

試 験 菌 を37℃,24～48時 間 振 邊 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 下 に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 エ 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-1silicone,N2流 量

30m1/分,カ ラ ム温 度235～280℃,昇 温6℃/分,水 素

炎 イ オ ン化 検 知 器 使用 。

7.無 細 胞 キ チ ン合 成 系 に対 す る影 響

Ss碗enckii野 生型 株 お よび 耐 性 変 異 株 の 対 数 増 殖 期

初 期 の 細 胞 を 集 め,生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 後,5mM

MgC12と1mMEDTAを 含 む50mMト リス ー塩 酸 緩

衝 液(pH7.0)に 再 浮遊 し,フ レンチ プ レス(大 缶 製 作

所 製)を 用 い て,400kg/cm2の 条 件 下 で 細 胞 を 破壊 し

た 。3,000rpm,10分 間 の遠 心 に よ り未 破 壊 細胞 お よび

細胞 壁 成 分 を含 む 沈 渣 を 除 い た後,得 られ た上 清 液 の超

遠 心分 画 を行 な った 。10,000×9,30分 間 遠心 後 の上清

を さ らに100,000×9,30分 遠 心 し,細 胞 膜標 品を沈渣

と して 得 た。 これ を 酵 素源 と し,[14C}UDP-N-acety1

91ucosamineを 基 質 と して用 い,キ チ ン合成 酵 素 反応を

DU瓢Nら2)の 方 法 に準 じて 行 な い,薬 剤 の 阻害 効 果を調

べ た。 反 応 後 の 試料 を ガ ラ ス繊 維 濾 紙 上 に 集め,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 0.39を 含 む)を 加 え,Aloka液 体シ

ンチ レー シ 。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

最 終 的 に9株 のtolciclate耐 性 変 異株 を分 離iした。ま

ず は じめ に,こ れ ら の耐 性 変 異株 につ い て,tolciclateな

らび に他 の4種 の抗 真 菌 剤 に対す る感 受 性 を液 体希釈法

に よ り測 定 した。Table1に,各 菌 株 に対 す る これ らの

薬 剤 のIC50値(μg/ml)す な わ ち50%発 育 阻 止濃度を

示 す 。 いず れ の変 異 株 も関 連 構造 を もつtolnaftateと 完

全 な交 差耐 性 を示 した。 加 え て,ア リル ア ミン系 抗真菌

剤nafti負neに 対 して も交 差 耐 性 が認 め られ た。 他方

ketoco魏azoleな どの イ ミダ ゾー ル系 抗 真 菌 剤 に対 す る感

受 性 は,親 株 とtolciclate耐 性 変異 株 との間 で有 意に違

わ なか った 。AmphotericinB(AMPH)に 対す る応答

は,変 異 株 間 で異 な り,こ れ に 基 づ い て9株 の 変異株は

次 の とお り2群 に分 か れ た 。 第1群 は,AMPH耐 性を

示 す グル ー プで,tcr-1か らtcr-5ま で の5株 が該当 し

Table 1 Sensitivity of various antifungal agents against wild-type and tolciclate-resistant mutant

strains of S. schenckii and squalene/ergosterol ratios in lipids from these strains

*Concentratid)n of drug whlch gives a 50% reducdon in growth .

**Squalene/erg rcterol ratios.
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Table 2 Effect of tolciclate on chitin synt'netase from

wild-type and tolciclate -resistant mutant

strains of S. schenckii

* ND, Not done.

た。tcr-6か らtcr-9ま での4株 を含む第2群 は,こ れ

と対照的にAMPHに 対 して親株と同程度に感受性であ

った。さらにAMPH感 受性の差に対応 して,両 群間に

は細胞内のスクアレソ対エルゴステロールの含量比に大

きな相違がみられた(Table1)。 第1群 の変異株におい

てはこの含量比が著 しく高かったのに対し,第2群 の変

異株は親株と変わらない低値を示 した。

次に,第1群 と第2群 の 変異株のなかか らtcr-1と

tcr。6を それぞれ任意に選び,無 細胞系におけるキチソ

合成酵素活性のtolciclate感 受性を親株のそれと比較 し

た。

Table2の 成績に示されるように,い ずれの変異株か

ら調製 した酵素標品による反応も親株由来のものと同程

度またはそれ 以上にtolciclateに よって強 く阻害され

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tolnaftateに つ いてさえ

も作用機序に関する研究報告はほとんど見当らない。そ

の大きな理由は,白 癬菌の栄養形発育形態が菌糸である

ためと考えられる。われわれは好適な試験菌を求めて検

討を行なった結果,二 形菌s.schenckiiが チオカルパ ミ

ン酸系抗真菌剤に対 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用い,主 要な細

胞機能や代謝に及ぼすtolciclateの 影響を検討した。そ

の結果,感 受性真菌細胞の種々の機能 代謝のなかでこ

れらの薬剤の一次的作用を受ける確証が得られたのは,

キチソ合成系 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 これ らの 薬剤 の抗 菌活 性 に よ り大 き く関

与 して い る こ とが示 唆 され た1)。

こ の推 論 の 妥 当性 を 検討 す るた め に,本 報 に お い て

は,s. schenckiiか らtolciclateに 耐 性化 した 変 異株 を分

離 し,そ の耐 性機 序 と関連 す る と考 え られ る生化 学 的 性

状 を調 べ た 。 そ の結 果,い ず れ の 変 異 株 も 関連 化 合 物

のtolnaftateと 完全 な交 差 耐性 を示 し,ア リル ア ミン系

抗 真菌 剤naftifineに 対す る交 差 耐 性 も認 め られ た。

これ ま です で に ア リル ア ミン系 抗 真菌 剤naftinne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3,4)の 研 究 グル ー プに

よ って 明 らか に 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 が今 回 の成 績か ら さ

らに 強 く支 持 され たわ け で あ る。

他 方,ketoconazoleな どの イ ミダ ゾー ル系 抗 真菌 剤 に

対 す る感 受 性 に つ い ては,親 株 とtolciclate耐 性変 異 株

との間 で有 意 な違 い はみ られ なか った ◎AMPHに 対 す

る応 答 が 変異 株 間 で異 な り,こ れ に 基 づ い て9株 の変 異

株 は2群 に分 か れ た 。一 つ はAMPH耐 性 を示す グル ー

プ で,第2の グル ー プ は これ と対 照 的 にAMPHに 対 し

て親 株 と同程 度 の 感受 性 を 示 した 。 これ ら の 変異 株 は

AMPH感 受 性 の 差 に対 応 して両 群 間 に は 細 胞 内 の ス ク

ア レン対 エ ル ゴス テ ロー ル含量 の比 に 大 き な相 違 がみ ら

れ た。 第1群 の変 異株 にお い て は,こ の含 量 比 が著 しく

高 い のに 対 し,第2群 変 異 株 は親 株 と変わ ら ない 低値 を

示 した 。 第1群 変 異株 では お そ ら くス クア レン ・エ ポ キ

シダ ーゼ 活性 に欠 陥 を もつ た め に ス ク ア レ ン の 蓄積 と

エ ル ゴ ステ ロー ル生成 阻 害 が 起 こ って い るの であ ろ う。

そ の ため,標 的 分 子 おそ ら くス クア レン ・エ ポキ シダ ー

ゼ が欠 除 したか また は 修 飾 さ れ てtolciclate親 和性 が

低 下 し,本 剤 に耐 性 を示 す よ うに な った と考 え られ る。

AMPHな どの ポ リエ ン抗 生 物質 は,真 菌 細胞 にお い て

膜 内 の エ ル ゴス テ ロー ル分 子 と 特 異的 に 相互 作 用 を 営

み,細 胞 膜 を障害 す る こ とは周 知 の とお りで あ る。 した

が って第1群 の変 異 株 の よ うにエ ル ゴステ ロー ル生 成 が 歩

阻 害 され て い る細胞 にあ っ て は,AMPHのf乍 用 標 的 と

な るエ ル ゴステ ロー ル の膜 内含 量(分 子数 に比 例 す る)

が低 下 した ため に 細胞 膜 はAMPHの 膜 作 用 を受 け に く

くな り,耐 性 を 示す に至 った と考 え られ る。 この 推論 は

従 来 報 告 され たs. cereUsiaeやC albicansのAMPH

耐 性 株 で エ ル ゴス テ ロー ル含量 の低 下 が証 明 され た 例が

あ る5～12)ことか ら も支 持 され よ う。 一 方,第2群 のtol-

ciclate耐 性 変 異株 にお い て は,エ ル ゴス テ ロール 含量

の低 下 もス クア レンの 蓄積 も起 こ らず,ス テ ロール 合成
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系 は 正 常 に機 能 して い る と考 え られ る。 親 株 と同 様 に 高

いAMPH感 受 性 を示 す の はそ のた め で あ ろ う。 また 第

1群 と第2群 の変 異 株 の なか か らそ れ ぞれ1株 ず つ を 任

意 に 選 び,無 細胞 系 にお け るキ チ ン合 成 酵 素 活 性 のtolci-

clate感 受 性 を親 株 の それ と比 較 した 結 果か ら は,い ず

れ の変 異 株 か ら調 製 した酵 素 標 品 も親株 由来 の も の と同

程 度 また はそ れ 以上 に 重olciclate感 受性 を示 した 。 この

成 績 か ら耐 性 タイ プ の いか ん にか か わ らず,キ チ ン合成

酵 素 自体 の 耐性 化 は認 め られ な か った 。した が って,第2

群 の変 異 株 がtolnaftateお よびnaftifineに 対 して 交 差

耐 性 を もつ 理 由 は,tolciclateお よび これ ら の 薬 剤 に対

す る透 過 性 の低 下 にあ る と考 え るの が妥 当 であ ろ う◎ 薬

剤 の細胞 内 移 入 は主 と して細 胞膜 に よっ て支 配 され る と

ころ か ら,こ れ ら の 変 異 株 は 細胞 膜 変 異 株 と 推 定 され

る。 ま た,こ れ ら の成 績 は,チ オ カ ルパ ミン酸 系 薬剤 が

ア リル ア ミン系 薬 剤 と作 用点 を共 有 す るぼ か りで な く,

両 系 薬剤 間 は細 胞 透 過 性 の点 で も共 通 性 が み られ るこ と

を示 唆 して い る。 化 学 的 に異 な る系 統 に属す る薬 剤 であ

る こ とを考 え る と,こ れ は奇 異 な こ とが らの よ うに もみ

え る。 しか し,分 子 中 に ナ フタ レン環 やN-メ チ ル基 を

もつ な どの点 で は両 系 薬 剤 の化 学 構 造 にあ る程 度 の類 似

点 が あ る と見 なす こ と もで き る の で,こ の 問 題 は構 造 ・

活 性 相関 の観 点 か ら さ らに検 討 を加 え る必 要 が あ ろ う。
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DRUG SENSITIVITY PATTERNS AND SOME BIOCHEMICAL

PROPERTIES OF TOLCICLATE-RESISTANT MUTANT

STRAINS DERIVED FROM A SUSCEPTIBLE

DIMORPHIC SPOROTHRIX SCHENCKII

TAMIO HIRATANI, JUNKO NAGATA and HIDEYO YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University, School of
Medicine, Hachioji, Tokyo 192-03, Japan

Nine mutants resistant to a new thiocarbamate antimycotic tolciclate were isolated from yeast-phase
cells of a sensitive fungus Sporothrix schenckii and some of their biochemical properties possibly
related to this resistance were examined. The results are summarized as follows:

(1) All these mutant strains were cross-resistant to tolnaftate and naftifine, but sensitive to
ketoconazole.

(2) Tolciclate-resistant mutant strains were divided into two groups. On the basis of sensitivity
to amphotericin B methyl ester.

The members of the first group were also resistant to amphotericin B methyl ester, although the
level of resistance varyed widely; the IC50 values of amphotericin B methyl ester for these mutant
strains were 2 to 16 times higher than the comparable value for the wild-type strain. Moreover,
they were biochemically characterized by a significant reduction in ergosterol content and heavy accu-
mulation of squalene, a biosynthetic precursor of sterol. On the other hand, in the second group
of mutant strains, which are sensitive to amphotericin B methyl ester, ergosterol was the major
sterol as is the case in the wild-type strain.

(3) The in vitro activity of chitin synthetase prepared from each group of the mutant strains was
inhibited to almost equal or higher extent than that from the parent strain.

(4) All these results strongly support the possibility 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.


