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感受性真菌Sporothrix schenckii酵 母形細胞 を用 い て チ オ カ ル パ ミン酸系抗真菌剤tolnaftate

(naphtiomate-T)お よびそ の関連化合物 であ るnaphtiomate-Nの 抗菌活性を説明 しうる一次的作

用機序を検討 し,次 の成 績を得た。

1)試 験菌 に対 してtolnaftateは 静菌的 ない しは軽度なが ら殺菌的 に,ま たnaphtiomate-Nは

静菌的 に作用 した。

2)本 菌の主要な細胞構 成成分 の生合成 に対 してtolnaftateは さまざまな程度の阻害作用 を示 し

た。RNA合 成 および タンパ ク質合成 は阻害 されず,DNA合 成,細 胞壁多糖合成 および総脂質合成

はいずれ も阻害を受 けた。特 に脂質合成 に対 しては,0.16μg/mlの 低濃度 の薬剤 でも 有意な阻害 を

示 した。 一方,naphtiomate-Nはtolnaftateよ りも全体的 に阻害度が弱いなががらも同様 の阻害バ

ターンを 示 した。 しか し,総 脂質合成 に 対 しては,tolnaftateと 同程度の比 較的強 い阻害効果 を示

した。

3)細 胞膜お よび呼吸に対す る両剤の阻害作用 はまった く認め られなか った。

4)両 剤はS.cerevisiaeか ら調製 したDNAポ リメラーゼお よびRNAポ リメラーゼ各反応を阻

害 しなか った。

5)両 剤 とも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 を

強 く阻害 し,マ ンナ ン合成酵 素反応 を より軽度 に阻害 した。一 方,β(1,3)グ ル カン合成酵素反応 に

対 してはまった く阻害 を示 さなか 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tolnaftateで180μM, naphtiomate-Nで54μMと 算 出された。

6)エ ル ゴステ ロール合 成に対 し,両 剤 とも強 い阻害効果 を示 し,ス クア レンの過剰蓄積 が認め

られ た。

以上 の成績か ら,感 受 性真菌細胞 において,tohaftateお よびnaphtiomate-N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 し,こ れが両剤の抗菌活性

に最も直接的に関与す る作用機序であ ると推論 された。

Tolnaftate(naphtiomate-T)は,1962年 日本 曹 達 株

会社 の 開発 に な る チ オ カル パ ミン酸 系 抗 真 菌 剤 で,

g.1に 示 され る よ うに2-naphthyl N-methyl-N-(3-

yl)thionocarbamate(分 子 量307.43)の 化学 構 造 を

つ。 本剤 は古 くか ら外 用抗 白 癬 剤 と して 使 用 さ れ,現

繁 用 され てい る。

Japhtiomate-Nは,tohaftateと 同 じ く抗 白癬 菌活

もつ関 連化 合 物 で あ り,2-naphthyl N-methyl-N-

haphthyl)thiocarbamate(分 子 量343.46)の 化学

を もつ。

剤は 白癬 菌 に 対 して か な り強 い抗 菌 力 を 有す る が,

白 癬 菌 以 外 の 病 原 真 菌,例 えば,Candidaな どの酵 母

状 真菌 に対 して発 育 阻 止 作 用 を 示 さな い。 ま た,両 剤 の

抗 白癬 菌 作 用 は,前 者 で 殺 菌 的 傾 向 が強 い の に対 し て後

者 で は静 菌 的 傾 向が 強 い 点 で 幾 分 異 な る もの と考 え られ

て い る1～4)。

近年,新 しい チ ナ カ ル パ ミ ン酸 系 抗 真 菌 剤 と し て

tolciclateが 開 発 され,外 用 抗 白 癬 剤 と してす で に臨 床

的 に 使 用 され て い る5,7,8)。本 剤 はtolnaftateお よ び

naphtiomate-Nと 同様 の抗 菌 スペ ク トル を もつ5,6,9)。

Tolnaftateは 優 れ た 外 用 抗 白癬 剤 と して古 くか ら 広

く使 用 さ れ て きた に もか かわ らず,チ オ カル パ ミン酸 系
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Fig. 1 Chemical structures of tolnaftate and

naphtiomate-N

Tolnaftate(naphtiomate-T)

Naphtiomate-N

抗真菌剤の作用機 作に関す る研 究報 告はほ とん ど見当 ら

ない。本報 においては両剤 に比較的感受 性の高いSporo-

thrix schenckiiの 酵 母形 細胞を主 たる試験菌 と し て用

い,tolnaftateお よびnaphtiomate-Nの 抗 菌活性 に一

次的に関与す る作 用機作 を検討す る ことを試 みた。

I.材 料 と 方 法

薬 剤溶液 の調製

Tolnaftate,naphtiomate-Nお よびmiconazoleni-

trateは いずれ も100%ジ メチルスルポキ シ ド(DMSO)

に溶解 し,8mg/ml(w/v)の 濃度に調整 した溶液 を作製

した。これ を原液 として 一20℃ に保存 し,必 要 に応 じ

て融解 した 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 うに調整 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。

菌 株

前報10,11)で述べたtolciclate高 感受性S.schenckii菌

株TIMM0960はtolnaftateお よびnaphtiomate-Nに

対 して も比較的高 い感受性 を示 したので,こ れ を主 な試

験 菌 と して選び,実 験 に用 いた。

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12)の合成 培地(pHを6.8に

改 変)で 遠心洗浄 した後,同 じ合成培地 に再 浮遊 し,細

胞 浮遊 液を調製 した。

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(OD530)が0.15(約2×107細

胞/mlに 相 当)に な る濃度 に希釈 して合成培地に再浮遊

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)OD530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(0.1期1)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(What-

man,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。

各 種放 射性基質 の取 り込み実験

細胞 を合成培地([14C]-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,OD530が

1に な るような濃度(約9mg・ 乾燥重量/mlに 相当)に

調整 した0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 灘

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(0.1μmo1)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(Whatman,GF/A)上

に集めた。 これ を5%TCAで 洗浄 し,乾 燥 した。

(2)ア デノシン

反応液1ml当 り0.4μCi(0.04μmol)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0.02μCi(2μmol)妬

む反応液 を調製 した。 採取試料 に等量 の氷冷10%TCA
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を加 え て反 応 を止 め た 後 に,CIIUNG&NICKERSON13)の

方 法 に従 って マ ンナ ン画 分 お よび 熱 ア ル カ リ不 溶 性 グル

カ 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/ml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 バ イ ア ル

中 に集 め,乾 固 した。

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 日間振愚培養後,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 に再浮遊

し,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(What-

nan,GF/C)を 通 して 濾過 し,細 胞 と濾 液 とに 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14)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K＋ お よびPi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 るそれ

ぞれの細胞内含量 に対す る比率 で表わ した。

(2)細 胞浮遊液pH値 の連続測定

上記 と同様 に調製 された酵母形細胞 浮遊液の一定量を

淀 用容器に 取 り,37℃ で撹拌 しなが ら薬 剤溶液 を添

し インキュベー シ ョンを続 けた。薬剤添 加後,10分

辻 にわたって連 続的 にpH値 を記 録 した。

呼 吸活性の測定

S.schenckii酵 母 形 細 胞 を0.4mMKH2PO4(pH

5)で3回 洗浄 した後,同 溶液に浮遊 し,内 部呼吸 を減

させるために,30℃ で4時 間振盪 して 飢餓処理 を行

った。遠心によ り細胞 を集め,OD530値 が1.5に なる

うに0.4mMKH2PO4に 再 浮遊 し,酸 素電極(Rank

評thers,Bottisham Cambridge, England)を 用いて薬

溶液添加前 と添加後 の酸素消費速度を37℃ で測定 し

外部基質 として10mMグ ル コースを使用 した。

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,こ の実験系 ががす でに確立 され てい

Saccharomyces cerevisiae由 来 の酵素 を調製 して使用

た。

℃ 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(OD530=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.erevisiae細 胞 よ りCHANG15)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16,17)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18)の 方 法 に準

じて調 製 した。

(2)RNAポ リメ ラーゼ反応系

POMAら19)の 方法 に準 じ て,Soerevisiae細 胞 よ り

RNAポ リメラーゼを調製 し,活 性測定を行な った。

細胞膜標品を用いた細胞壁多糖合成酵素反応系

(1)S.schenckii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,5mMMgCl2と1mM

EDTA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 はし 超遠心分画に付

した。10,000xg,30分 遠心の上清をさ らに100,000x

g,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 胞壁多糖合成酵素反応系

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-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BEHRENSら20)の 方法,

LOPEZ-ROMEROら21)の 方法,DURANら22)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,薬 剤濃度を変 えて,基 質濃度2mM,4mMと 一定

に した時の 反応速度 をDIXON23)の 方法 に 準 じてプロッ

トし,Ki値 を測定 した。

ステ ロール の分析法

種 々の 薬剤濃度下で37℃,24時 間振愚培養 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 ルに溶解後,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 silicone,

N2流 量30ml/min,カ ラム温度235～280℃,昇 温6℃/

min,水 素炎 イナ ン化検 知器使用。

放射能の計測
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Fig. 2 Effect of tolnaftate on the growth and viability of S. schenckii

Fig. 3 Effect of naphtiomate-N on the growth and viability of S. schenckii

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 ソ11中 にDPO

59,ジ メチルPOPOP0.3gを 含む)を 加え,Aloka液

体 シンチ レー シ ョンシステ ムLSG700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.2Aお よび3A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,

54時 間 後 ま で ほ ぼ対 数 関 数 的 に 上 昇 した。 これに対し

て,tolnaftate1.25お よび2.5μg/ml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,1.25μg/mlで 約80%,2.5μg/mlで 約97%近

くま で 減 少 した(Fig。2A)。 ま た,こ れ らの培養の54詩

間後 の 乾 燥 菌 体 重 量 は,1.25μg/mlで75%,2.5μg/ml
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Fig. 4 Effect of tolnaftate on synthesis of major cellular constituents in S. schenckii cells

as measured by incorporation of specific radioactive compounds for 2 hr (• ) and

4 hr (). Incorporation of: A, [3H] leucine into protein; B, [3H] adenosine into

RNA; C, [3H] adenosine into DNA; D, [14C] glucose into alkali-insoluble polysac-

charides; E, [14C] glucose into alkali-soluble polysaccharides (rhamnomannan); and

F,  [14C] acetate into total lipids.

2は95%近 く 減 少 し た(Fig.2B)。 一 方,naphtio-

ate-N処 理 の場 合 は,tolnaftateの 場 合 よ りも抗 菌 活

二は 弱 く,O.D.値 は1.25μg/mlで 約50%,2.5μg/

1で 約70%の 低 下 を示 し(Fig.3A),こ の時 の54時

後 の乾 燥 菌体 重 量 は,1.25μg/mlで は対 照 とほ とん ど

わ らな く,2.5μg/mlの 濃 度 で約70%の 減 少 を示 し

(Fig.3B)。

生菌 数 を指 標 と した 発育 は,対 照 培 養 で は,そ の 値 が

間 と ともにほ ぼ 対 数 的 に 上 昇 した(Fig.2C,3C)。 こ

に対 して,1.25お よび2.5μg/mlのtolnaftateを 添

}した培 養 にお い て は,添 加 後 直 ち に生 菌 数 の低 下 が始

り,54時 間 後 で は対 照 に 比 べ,約99%以 下 の 低 値

示 した(Fig.2C)。 一 方,naphtiomate-Nで は,2.5

/mlの 濃 度 でtolnaftateと 同様 に 添 加 後 直 ち に生 菌 数

低下 が始 ま り,54時 間 後 で は 対 照 に 比 べ,約99%以

の低値 を 示 したが,1.25μg/mlの 濃 度 で は 対 照 に 比

約90%減 少 した の み で あ っ た(Fig.3C)。

2.主 要細胞構成成分 の生合成 に及ぼす影響

Fig.5に 示 され るよ うに,tolnaftateはS.schenckii発

育細胞 に お け る 主要 な 細胞構成成 分の 合成 の う ち,

RNA合 成お よび タンパ ク質合成 に対 しては,2.5μg/ml

の濃度で 約10%の 阻害 を 示 したが,DNA合 成お よ

び細胞壁 多糖(ア ルカ リ不溶性 グルカ ン＋ ラム ノマンナ

ン)合 成,さ らに総脂質合成に対 しては,2.5μg/mlの

濃 度で約30%阻 害 した。特に,顕 著 に阻害 され たのは

総脂質合成 であ り,0.16～2.5μg/mlの 濃度範囲で 約

25～35%の 阻害度に達 した。

一方,Fig.5に み られ るよ うに,naphtiomate-Nも ま

たさまざまな程度の阻害効果を示 した。RNA合 成お よ

び タンパ ク質合成に対 しては2.5μg/mlの 濃度で約10%

の阻害,DNA合 成お よび細胞壁 多糖合成 に対 して,約

10～30%の 阻害 を示 し,tolnaftateに 比べて阻害度は弱

いが同様 の阻害 パター ンがみ られた。 しか し,DNA合

成,細 胞壁 多糖合成お よび総脂質合成のなかで最 も顕著
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Fig. 5 Effect of naphtiomate-N on synthesis of major cellular constituents in S. schenckii

cells as measured by incorporation of specific radioactive compounds for 2 hr(• )

and 4 hr (•¬). Incorporation of: A, [3H] leucine into protein ; B, [3H] adenosine

into RNA; C, [3H] adenosine into DNA ; D, [14C] glucose into alkali-insoluble

polysaccharides; E, [14C] glucose into alkali-soluble polysaccharides (rhamnomannan);

and F, [14C] acetate into total lipids.

Concentration of naphtiomate-N (ƒÊg/ml)

Concentration of naphtiomate-N (ƒÊg/ml)

に 阻害 され た の は総 脂 質 合 成 で あ り,0.16～2.5μg/ml

の 薬 剤 濃 度範 囲 でtolnaftateと 同 程 度 の 約15～30%の

阻 害 を示 した。

3.呼 吸 活 性 に及 ぼ す 影 響

Tolnaftateお よびnaphtiomate-Nは ～20μg/mlの 濃

度 範 囲 に お い て も,外 部 呼 吸 基 質添 加 の有 無 にか か わ ら

ず,S.schenckii酵 母 形 細 胞 の 呼吸 活 性 を ま っ た く 阻 害

しなか 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,S.schenckii酵 母 形 細 胞 培 養

に お い て,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 。 これ に対 して,tolnaftateお よ

びnaphtiomate-Nは2.5～20μg/mlの 範 囲 のす べ て の

濃 度 で 有 意 な放 出促 進 効 果 を示 さ なか っ た 。 ま た,mi-

conazoie nitrate(80μg/ml)添 加 直後 か ら急 速 なpH上

昇(ΔpH,>0.3)が 認 め られ た 。 これ に 反 して,チ オ カ

ル パ ミン酸 系2剤 は,2.5～20μg/mlの 濃 度 範 囲 で ま っ

た くpH変 化 を ひ き起 こ さ な か った(デ ー タ省略)。

5.核 酸 合 成 酵 素 反 応 に及 ぼ す 影 響

S.schenckii発 育 細 胞 に お い て,tolnaftateお よびna-

phtiomate-Nは 比 較 的 強 いDNA合 成 阻害効果を示し

た の で(Fig.2,3),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,す で に実験系の確立し

て い る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 。 両 剤 は20μg/mlの 濃度におい

て も これ らの2つ のin vitro反 応 を ま った く阻害しな

か っ 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

Tolnaftateお よ びnaphtiomate-NがS.schenckii発

育 細 胞 に お い て 示 した 各 種 細 胞 壁 多 糖 合成 阻害効果が合

成 系 自体 に 対 す る一 次 的 作 用 か 否 か を知 るために,この

細 胞 か ら調 製 した 無 細 胞 合 成 系 を用 い て検討 した。

Table 1か ら明 らか な よ う に,tolnaftateは β(1,3)-

グル カ ン合 成 酵 素 反 応 を ま っ た く 阻害 せ ず,マ ンナソ
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Table 1 Effects of tolnaftate and naphtiomate-N on some cell wall

synthetases from Sporothrix schenckii

Fig. 6 Kinetics of inhibition by tolnaftate(A) and
naphtiomate-N(B) of the activity of chitin
synthetase from S. schenckii

(Si) and (S2): Substrate concentrations used 2.0 and 4.0 mM UDPAG,respectively.
v: Incorporation of radioactive substrate into chitin (cpm/reaction mixture).

またはラムノマ ンナ ン)合 成酵素反応を最大10%程 度

監度に阻害 した。Tolnaftateに よって最 も強 く阻害 され

このはキチン合成酵 素反応 であ り,用 いた条件下 での最

大阻害度は50%以 上 に達 した。

Naphtiomate-Nの 阻害 効果 もtolnaftateの それ と同

1の傾向を示 した。β(1,3)-グ ルカ ン合 成酵 素反応 を ま

た く阻害せず,マ ンナ ン(ま たはラム ノマ ンナ ン)合

酵素反応を最大約10%程 度軽度 に阻害 し,キ チン合

酵素反応 を最大約40%阻 害 した(Table 1)。

両剤によるキチ ン合成酵素反応 の阻害様式 をさらに詳

に解析 した結果,Fig.6に 示 され るよ うに,両 剤 の阻

効果は,反 応基質す なわ ち,UDP-N-ア セチル グル コ

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 ンを 示 し,

Ki値 はtolnaftateで180μM,naphtiomate-Nで54

μMと 算 出 され た 。

7.ス テ ロ ール 合 成 系 に及 ぼす 影 響

Fig.4,5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o.16μg/mlと い う極 め て低 い

濃 度 のtolnaftateお よびnaphtiomate-Nに よ っ て も有

意 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 これ ら の両 剤 が ど の よ うに作 用 す るか を よ

り詳 細 に検 討 した 。

Table2に 示 す よ うに,無 処 置 対 照 培 養S.schenckii酵

母 形 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,各 薬 剤 を 添 加 して 培 養 した 細胞 に お い て
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Table 2 Squalene/ergosterol ratios in lipids from Sporothrix schenckii

cells treated for 24 hours with tolnaftate or naphtiomate-N

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,talnaftate存 在下 では,ス ク

ァ レン/エル ゴ ス テ ロール比 は,約50%発 育阻止濃度

(≦0.16μg/ml)で も300倍,約90%発 育阻 止す る10

μg/mlの 濃度 では約500倍 それぞれ対照 よ り高 い値 を

示 した。一方,naphtiomate-N処 理培養 にお いては,約

50%発 育阻止濃度(2.5～10.0μg/ml)存 在 下で,対 照

培養 よ り約300倍 高いス クア レン/エル ゴステ ロール比

が得 られた。

III.考 察

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 と見なす 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。

チオカルバ ミン酸 系抗真菌剤 の 白癬 菌 に 対 す るin

vitro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,治 療薬 と

して20年 もの歴史 をもつtolnaftateに つ いて作用 機序

に関す る 報告は これ までほ とん どみ あた ら な か った の

は,こ れ らの薬剤が いか なる酵母状真菌 に対 して も抗菌

活性 を示 さなか った ことに大 きな原 因があ る と考え る。

われわれ は,前 回報告 したチ オカルバ ミン酸系抗 真菌

剤 であ るtolciclateの 作用 メカ ニズムの検討 に際 し,ス

ポ ロ トリコー シスの原 因菌 とな る二形菌S.schenckiiが

tolciclateを は じめ としてチオカルバ ミン酸系抗真菌剤

であ るtolnaftateお よびnaphtiomate-Nに 対 して も比

較的高 い感受性 をもつ こ とを見出 した10,11)。そ こで今回

は,tolnaftateお よびnaphtiomate-Nに つ いて,こ の菌

の酵母形細胞 を試験菌 として選び,主 要 な細胞機能や代

謝に及ぼす影響 を検討 し,チ オカルバ ミン酸系抗真菌剤

の もつ共通 の作用 メカニズムの解析 を行なった。

Tolnaftateは 試験菌に対 し,2.5μg/ml以 上の濃度で

完全 に発 育をお さえ,静 菌的 ない しは軽度ながら殺菌的

に作用す ることが認 め られ た。一方,naphtiomate-Nは

tolnaftateよ り抗菌 活性は弱 く 静菌的にのみ 作用するこ

とが認 め られ た。 これ らの成績 は本菌株が両剤の作用メ

カニズムの生化 学的 解析を可能 にす るだけの感受性をも

つ こ とを示す ものであ る。

この試験菌 の発育細胞 にお いて,tolnaftateは タンバ

ク質合成 またはRNA合 成 に対 してはほ とんど影響を与

えず,DNA合 成お よび細胞 壁多糖合成をより強く阻害

した。総脂質合成 に対 し強 い阻害効果 を示 した。最も注

目され るのは総脂質合成 に対す る阻害作用である.Tol-

naftateは0.16μg/mlと い う低濃度 でも有意に阻害し,

しか もその阻害度 は薬剤濃 度にあ ま り依存しないとい

う特 徴的な効果 を 示 した。 関連化合物のnaphtiomate-

Nはtolnaftateよ りも全体的 に阻害効果が低いものの,

これ と同様 の阻害パ ターンを示 し,特 に脂質合成につい

てはtolnaftateと 類似 の特徴的な阻害効果をもつことが

知 られ る。

細胞 レベルにおいて阻害を受けた各種主要細胞構成成

分 の合成系 の うち,DNA合 成系はおそらくtdnaftate

お よびnaphtiomate-Nの 二次的阻害作用を受けたもの

と考え られ る。S.cerevisiaeか ら調製されたDNAボ リ

メラーゼお よびRNAポ リメラーゼ活性がほとんど本剤

の影 響を受け ないか らであ る。

S.schenckiiの 細胞壁 を構成す る主要多糖は,β-グル

カ ン,キ チ ンお よび ラムノマ ンナ ンであ る24)。これらの

多糖 を合成す る特異的酵素反応 の うち,tolnaftateおよ

びnaphtiomate-Nに よって有意 な阻害を受けたのはキ
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チ ン合成酵素反応のみであ り,他 の2種 の多糖合成酵素

反応はまった くまたは軽度に しか阻害 され なか った。 さ

らに,両 剤 によるキチ ン合成酵素反応 の阻害様式 は競合

的阻害であ ることも知 られ,両 剤 が真菌 のキチ ン合成酵

素反応に直接作用 して細胞壁合成 を阻害す るこ とはまず

疑いない。 しか し,(1)tolnaftateはnaphtiomate-Nよ

り抗菌活性が強いにもかかわ らず,前 者 のKi値 が後者

のそれよ りも 大きいこ と,お よ び(2)酵 母状真菌の

キチン合成酵素反応特異的阻害剤 と して 知 られ て い る

polyoxinAやB,ま たはnikkomycinXやZな どの報

告され てい るKi値25～29)と 比 べて これ らのチオカルバ

ミン酸剤のそれが数百倍 も高い こと,な どの点を考慮す

ると,tolnaftateやnaphtiomate-Nの キチ ン合成阻害作

用のみでそれ らの 抗菌活性を 説明す ることは 困難 で あ

る。また,チ オカルパ ミン酸剤のキチ ン合成酵 素反応 に

対する作用様式 は,こ の酵素 の基質 であ るUDP-N-ア

セチルグル コサ ミンのアナ ログであ るpolyoxin群 また

はnikkomycin群 抗生物質 とは 異 なるこ と が 示 唆さ れ

る。

チオカルパ ミン酸剤の抗菌活 性を説 明す る一次的作用

機序としてキチ ン合成 阻害 作用 の役割 が低 い とすれば,

最 も注 目され るのは脂質合成 に対す る作用 であ る。予備

的実験か ら各 クラスの脂質 のなか で最 も強 い影響 を受け

るのがステロール合成系 であ るこ とが推定 された ので,

この合成系に 対す る 効果 を中心 に 検討 した。 実験の結

果,最 小発育阻止濃度 よ りもはるか に 低 い 濃度 のtol-

naftateま たはnaphtiornate-Nの 添加 によって も細胞

内のエルゴステ ロール含量 は著 しく低下 し,代 って正常

細胞か らほ とんど検出 されないス クア レンの含量が著増

し この傾向 は薬剤濃度 とともに強まる ことが見出され

たのである。

このように真菌 細胞膜 の構造 と機能 を維持す る上 で不

可欠なエルゴステ ロールの生合成 をtolnaftateやnaph-

iomate-NがMICよ り低 い濃度 で顕著 に阻害す るとい

う成績は,こ れ がチオカルバ ミン酸剤 の一次的抗菌作用

メカニズムである可能性 を強 く示唆す る
。

さらにこの場合,チ オ カルパ ミン酸剤存在下 でスクア

ンンの過剰蓄積お よびエル ゴステ ロールの欠乏 のみな ら

ず,ラ ノステ ロールを含めてあ らゆ る前駆 ステ ロールの

欠乏が生 じたこ とか ら,作 用 点が真菌ステ ロール合成経

各上のス 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 レン ・エポキ シダーゼ反応 の過

程にあ ることはほ とん ど疑 いない。 この推定作用点 を確

a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 る両剤 の阻害効

果についてさらに詳細 な検討を行 なって いる。

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30)。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

さまざまに影響 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 る抗真菌剤は これまでに多数報告 され,真 菌合成

経路上 の2つ の異な る段階のいずれか に作用点を もつ こ

とが知 られてい る。

第1の 作用点 はス クア レン ・エポキ シ化反応段階であ

り,ア リル ア ミ ン系抗真菌剤 で あ るnaftifineやSF

86-327が 特異的 にこの過程 を阻害す る32)。第2の 作用

点は これ よ り後の α-メチルステ ロールのC-14脱 メチ

ル化反応の段階であ り,こ の反応 にはチ トクロームP-

450が 必 須であ る。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 ゾール系化合物 はこの過程 を阻害す

る33～33)。ア ゾール系化合物は真菌 のチ トクロームP-450

に特異的 に親和性を もつ ことが知 られ てお り,お そ らく

このヘムタンパ クと結合 してC-14脱 メチル化反応触媒

機能 を阻害す ると考え られ る36,37。

本報 で 述べ た 実験成績か らtolnaftateお よびnaph-

tiomate-Nは ア リルア ミン系抗真菌剤 と同 じく第1の タ

イプの作用点を もち,ス クア レン ・エポキ シ化反応段階

に作用 してエル ゴステ ロール合成を阻害す るこ とはまず

疑 いない。

われわれはす でに,チ オカルパ ミン酸系抗真菌剤 の一

つであ るtolciclateの 作用 機序 を検討 し,本 剤 がS.sch-

enckii酵 母形細胞 におけ るエル ゴステ ロール含量 を低下

させ,ス クア レンを過剰に蓄積す ること,す なわ ち,基

本的にはtolnaftateやnaphtiomate-Nと まった く同一

の作用 を有す るこ とを認めてい る10)。加えて,こ の感受

性真菌か ら誘導分離 したtolciclate耐 性変異株の生化学

的性状 を解析 した結果,こ れ らの株 は親株 よ りス クア レ

ン/エル ゴス テ ロール比 が50～350倍 高 い こ と,tol-

naftateやnaftinneと 交差耐性 を 示 す こ と を 見出 し

た11)。 この成績 と 今回のtolnaftateお よ びnaphtio-

mate-Nの 作用点 の 解析 の 成績 とを 考えあわせ るな ら

ば,チ オ カルパ ミン酸系抗真菌剤 に共通 して真菌 ステ ロ

ール生合成 経路上のス クア レン ・エポキシ化反応 の段階
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がすべ てのチオカルパ ミン酸 系抗真菌剤 のみ な らず ア リ

ルア ミン系抗真菌 剤に も共通 した作用点 であ り,こ の阻

害効 果が これ らの薬剤の抗菌活性を 一次 的にこ説 明 し うる

もの と考え られ る。
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STUDIES ON THE MECHANISM OF ACTION OF TWO

THIOCARBAMATE ANTIMYCOTICS TOLNAFTATE AND

NAPHTIOMATE-N WITH YEAST-PHASE CELLS OF

A SENSITIVE DIMORPHIC FUNGUS

SPOROTHRIX SCHENCKII

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 a thiocarbamate antimycotic tolnaftate and a related compound

naphtiomate-N was studied using yeast-phase cells of a relatively sensitive fungus S. schenckii as the

test organism. The results are summarized as follow:

(1) As monitored by optical density, dry weight and viable counts of fungal cultures, the extent

of growth inhibition by tolnaftate and naphtiomate-N increased with increasing drug concentrations.

At appreciably high drug levels, tolnaftate showed a slightfungicidal activity, while the activity of

naphtiomate-N was only fungistatic.

(2) Tolnaftate and naphtiomate-N inhibited synthesis of DNA, cell wall polysaccharides and lipids

to greater extents than synthesis of other cellular components in growing fungal cultures. The

greatest was the inhibition by the two compounds of lipid synthesis, the extent of which appeared

to be comparable to that of their growth-inhibitory activity.

(3) No evidence was obtained which showed that both compounds had any effect on the cell mem-

brane function or the respiratory activity of S. schenckii cells.

(4) Both compounds caused no significant inhibition of in vitro activities of DNA polymerases

and RNA polymerases, both of which were prepared from S. cerevisiae.

(5) Both compounds differently affected in vitro synthesis of three major classes of cell wall poly-

saccharides, namely chitin, mannan and ƒÀ(1, 3)-glucan, by cell-free preparations from S. schenckii

yeast-phase cells. The high concentrations of each compoundsubstantially inhibited the chitin syn-

thetase activity and, to a lesser extent, the mannan synthetase activity, but they were without

effect on the ƒÀ(1,3)-glucan synthetase activity. The inhibition by tolnaftate and naphtiomate-N of

the chitin synthetase was of competitive type, and exhibited Ki values of 180 ƒÊM and 54 ƒÊM, respec-

tively.

(6) Ergosterol synthesis in S. schenckii cells was potentlyinhibited by tolnaftate and naphtiomate-

N even at concentrations lower than MIC. These compounds induced significant reduction in ergosterol

content and accumulation of squalene, a biosynthetic precursor of sterol.

(7) All these results led us to the suggestion that inhibition by tolnaftate and related compound

naphtiomate-N of sterol synthesis through blocking the stepof squalene epoxidation in a fungal

sterol biosynthetic pathway may be primarily involved in the antifungal action of the two thiocar-

bamate compounds.


