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新 規なイ ミダゾー ル系の抗真 菌剤である,SS717の 基礎的なin vitro活 性 についてclotrim-

azole, cloconazoleお よびbifonazoleを 比較薬剤 として検討 した結果,次 のような試験成績が

得 られた。

SS 717は 酵母状真菌,皮 膚糸状菌,黒 色真菌およびその他の糸状菌に対 して広範囲な抗真菌

スペ クトルを示 した。中でも,Candida glabrata, Trichophyton 属,Microsporum属,Fonsecaea

属 お よびAspergillus属 に強い活性が認め られた。その抗真菌活性は酵母状真菌に対す るよ り

も,糸 状菌の方が強か った。また,臨 床新鮮分離の皮膚糸状菌に対 しても強い抗菌活性 を示 し,

比較薬剤であるclotrimazole, cloconazoleお よびbifonazoleよ りも強か った。しか し,細 菌に

対する抗菌活性は,他 のイ ミダゾール系比較薬剤と同様に,グ ラム陽性菌に対 し中程度認め ら

れたが,グ ラム陰性菌にはほとんど認められなかった。

以上のSS 717の 抗真菌活性は,培 地pHの 降 下.接 種菌量の増大,培 養期間の延長お よび血

清の添加により活性は低下傾向を示 した。
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イ ミダゾー ル系抗 真 菌 剤 の 開発 研 究 は近 年 急 速 な進 展 を

とげて お り,主 と して表 在性 の抗 真 菌 剤 と して数 多 く開 発

されて い る1～4)。SS 717は エ スエ ス 製薬(株)中央 研 究 所 に て

合成 開 発 され た新 規 な イ ミダ ゾー ル 系 抗 真 菌 剤 で あ り,化

学 名 は(E)-1-[2-(methylthio) -1-[2- (pentyloxy)

phenyl] ethenyl] -1H-imidazole hydrochlorideで あ る。

Fig.1 に そ の化 学 構造 式 を示 したが,分 子量 は338.9で 融点

145～148℃ の 白色 の 結 晶 ま たは 結 晶性 の粉 末 で,溶 解 性 は

水,メ タ ノー ルお よび エ タ ノー ル に きわ め て溶 け や す くエ

ー テ ルに は ほ とん ど溶 け ない 。 現在 既 知 の イ ミダ ゾー ル 系

抗 真菌 剤1～4)は,酵 母 状 真菌 お よび 皮膚 糸 状 菌 な どの真 菌 に

対 して広 範囲 な スペ ク トル を有 し,ま た グ ラム 陽性 の 細 菌

に 対 して も抗 菌 作 用5～7)を有 す るこ とが 知 られ てい る。そ こ

Fig. 1. Chemical structure of SS 717

で今回著者らは,SS717に ついて抗真菌性化学療法剤とし

て開発するための基礎的データを得ることを目的に,各 種

の真菌および細菌に対するin vitroで の抗 菌活性 を

clotrimazole (CTZ), cloconazole (CCZ) およびbifonazole

(BFZ) と比較検討したので報告する。また,抗 真菌活性に

およぼす諸因子についても検討をしたのでその成績 もあわ

せて報告する。

I. 実験 材料 と方法

1. 薬 剤

SS 717は 当研 究所 で合成精製 し,比 較対照薬 の

CTZ, CCZお よびBFZは 市販製剤 より抽出精製 して,

原末標品 とした。溶解液は各薬剤共にdimethyl sul-

foxide (DMSO) を用 い,活 性測定培地中でのDMSO

の最終濃度は1%に なるように調製 した。

2. 使用 菌株

真菌は,著 者 らの研究所保存株 と帝京大学医学部医

真菌研究センター分与株および東京医科歯科大学皮膚

科香川教授よ り分与された臨床新鮮 分離株を使用 した。

また,好 気性および嫌気性の細菌は,当 研究所保存株

を使用 した。

* 千葉県成田市南平台1143
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Table1. Antanngal aclivily of SS717 and other mnda/ole annmyeolles againsl

yeast like fungi on Sabouraud dextrose (2%) agar

Inoculum size: 106 cells/ml

Incubation: 3 days at 27•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ: bifonazole
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3.接 種 菌 液 の 調 製

Candida属 は,Sabouraud dextrose (2%) agar

(SDA)斜 面 培 地 に て37℃ で24時 間 培 養 し,そ の 他 の

酵母状菌は同斜画培地にて37℃ で48時 間 培養 した後,

滅 菌生理食塩水に惣濁 して菌浮遊液とした.糸 状菌も

同様に同斜面培地にて充分に発育するまで培養(27℃

Table 2. Antifungal activity of SS 717 and other imidazole aniiiiiyuotics against

dermatophytic fungi on Sabouraud dextrose (2%) agar

Inoculum size: 106 cells/ml

Incubation: 7 days at 27•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ: bifonazole

Table 3. Antifungal activity of SS 717 and other imidazole antimycotics against

filamentous fungi on Sabouraud dextrose (2%) agar

Inoculum size: 106 cells/ml

Incubation: 5 days at 27•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ: bifonazole
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で7～14日 間)し,そ の斜 面培地 上に0.1%(W/V)

Tween80添 加 滅菌生理食塩水を加 え胞 子含有液 を採

取 した。 また,滅 菌ガーゼにて大きな菌塊をろ過 し,

均 一 な胞子浮遊液 とした,接 種菌液の菌量調蜷には

Burker-Turkの 血球計算盤を用いて菌数 を計測し,滅

菌生理食塩水にてそれぞれ105cells/mlに 調製 した。

4. 賦験 培地

抗真菌活性測定培地はSDA, Bact-yeast morphol-

ogyagar (YMA)お よびSabouraud dextrose (2%)

broth (SDB)を 使用 した。

抗細 菌活性 測定培地 は,好 気性 菌川 にMueller-

Hinton medium(Difco製)を,嫌 気性 菌用にGAM

寒天(日 水製薬(株))を 使用 した.

5. 抗 菌活性測定法

(1)真 菌 の最小発育阻止濃度(MIC)の 測定は,薬

剤濃度100～0.006μg/mlの2倍 希釈系列での寒天平

板希釈法にて行い,菌 接種は自動接種装置 ミクロプラ

ンター(佐 久間(株)4を使用 し,1白 金耳量ずつ寒天平

板に接種 した。培養および判定は酵母状真菌が27℃ で

3日 後に,糸 状菌が27℃ で5～7日 後に発育阻止を示

す最小濃度 をもってMIC値 と した。ただ し,BFZに あ

っては水系希釈系列において,16μg/ml以 上溶解 しな

いこと8}よ り最高濃度25μg/mlか らの2倍 希釈系列

とした。

(2)真 菌 の最小殺菌濃度(MCC)の 測定は,薬 剤濃

度100～0.05μg/mlの2倍 希釈系列での液体培地希釈

法にてMIC値 を測定 し,菌 の発育が認め ちれ ない濃

度系列か ら10μ1を 採取 して,新 たなSDA平 板 に塗抹

後,27℃ で7日 間培養後に菌の発育が認め られない最

小濃度をもってMCC他 と した。MCC値 測定のための

接種 菌量は培地中での最終 薦濃度が106cells/mlと な

るよ うにした。また,BFZはMIC値 測定 と同様 に最高

演度25μg/mlか らの2倍 希釈系ケ牝 した。

(3)綱 菌のMIC値 の 測定は,日 本化 学療 法学 会標

準法9.10)に基づ く寒天希釈法 で行い,嫌 気性菌では岐車

大掌医掌部の方法に基づ くGas Pak法11,12)を 用 いた.

接種菌液はすべて106cells/mlに 調製 し,ミ クロプラ

ンター で1白 金耳 量ずつ接 種 し,MIC値 の 判定 は

37℃ で24時 間培養後に行った.ま た,BFZは 抗 真菌活

性測定 と同様に最高濃度25μg/mlよ りの希釈系列 と

した.

6.抗 真 菌活性におよはす諸因子の影響

(1)培 地 の種類の影響:SDA培 地 およびYMA培

地にてMIC値 を測定 した.

(2)培 地 のpHの 影響:SDA培 地 を塩酸 または苛

性ソーダ溶液 を用いてpH4,5,6,7,8お よび9

に調製 し,MIC値 を測定 した.

(3)接 種 菌量と培養期間の影響:102～107cells/ml

の 接 種菌液 を用い,Cmdida属 は 培養 日数2日,3

日,5日,7日 お よび10日 後 に,丁richophyton属 では

5日,7日,10日,14Bお よび21日 後 に,そ れぞれ

の条件下でのMIC値 を判定 した.

(4)血 清添加の影響:SDA培 地 中にウマ血清(日 本

生物材料)を10%添 加 してMIC値 を測定 し,無 添加

時のMIC値 と比較 した。

II. 実 験 成 績

1抗 真菌活性

Table1に,Candida属 やCryptococcus neofbr-

Table 4. Antifungal activity of SS 717 and other imidazole antimycotics against

dematiaceous fungi on Sabouraud dextrose (2%) agar

Inoculum size: 106 cells/ml

Incubation: 5 days at 27•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ: bifonazole
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mansな ど の 酵 母 状 真 菌 に 対74る 各 薬 剤 のMIC値 を

示 した が,全 体 的 なMIC値 はCTZが 低 く,次 い でSS

717,CCZ,BFZの 順 で あ っ た 、,し か し,Cmdida

glabrataの 活 性 はSS717がMIC値0.39～1,56μg/ml

と最 も低 く,CTZのMIC値 よ り8～16倍 低 か っ た 。

Table2に,Trichophyton属 やMicrosporum属 な

どの 皮 膚 糸 状 菌 に 対 す るMIC値 を 示 し た が,SS717

のMIC値 は0.05～o.78μg/mlと 最 も 低 く,次 い で

CTZ,CCZお よ びBFZの 順 で あ り,そ のMIC値 は

CTZよ り約2.4倍 低 か っ た 、

Table3に,Aspergillus属 やPenicillium属 な ど の

糸 状 菌 に 対 す るMIC値 を 示 した が,皮 膚 糸 状 菌 と 同

様 にSS717のMIC値 は0.39～12.5μg/mlと 最 も低

く,次 い でCTZ,CCZお よ びBFZの 順 で あ り,MIC

値 はCTZよ り約3倍 低 か っ た。

Table4に,Fonsecaea属,Cladosporium

bantianumお よ びPhialophora verrucosaな どの 黒 色

真 菌 に 対 するMIC値 を 示 し た が,最 も低 か っ た の は

HFZの く0,006～0.39μg/mlで あ っ た。 次 い でSS717

の0.05-1.56μg/mlで,CTZと 比 較 し て約5倍 低 い

MIC値 を 小 し た。

Table5に,皮 膚 科 臨 床 分 離 株79株 に 対 す る 各 薬 剤

の 感 受 性 分 布 と 累 積 阻 止 串 お よ びMIC幾 何 平 均 値 を

小 し た。

Cmdida albicans 22株 の 累 積 阻 止 準 は,SS717が

6.25μg/mlで18%な の に 封 し てBFZは0%で あ っ

た。 ま た,CCZは40%で あ り,CTZは95%で あ っ

た。 ん,MIC幾 何 平 均 値 はSS717が129μg/mlと

CTZの2倍 以 上高 か っ た 。

Trichophyton mentagrophytes 21株 の 累 積 阻 止 準 は,

SS717が0.20μg/mlで100%で あ る の に 対 して,

CTZは95%,CCZは38%,BFZは0%で あ っ た 。

MIC幾 何 平 均 値 はSS717とCTZが ほ ぼ 周 等 で あ り,

0.13μg/mlと0.15μg/mlで あ っ た.

Table 6. Antibacterial activity of SS 717 and other imidazole antimycotics against

aerobic bacteria on Mueller- Hinton medium

Inoculum size: 106 cells/ml

Incubation: 24 h at 37•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ: bifonazole
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Tachophyton rubrum18株 の 累 積 阻 止 串 は
,SS717

が0.10μg/mlで100%で あ る の に 対 して
,CTZお よ

びCCZは0%で あ り,BFZで は 約40%で あ っ た。感

受 性 分 布 はSS717が0.05～0.10μg/mlと 狭 い 幅 で あ

る の に,BFZで は0.012～0.78μg/mlと 広 い 分 布 幅 を

示 し た 。ま た,MIC幾 何 平 均 値 で はSS717が0 .07μ9/

m1とCTZの4倍 低 か っ た 。

Microsporum canis8株 の 累 積 阻 止 率 は ,SS717が

0.05μg/mlで100%で あ る の に 対 し て ,CTZは12.5

%,ま たCCZお よ びBFZは0%で あ っ た 。MIC幾 何

平 均 値 もSS717は0.04μg/mlとCTZの2倍 低 か っ

た。

Microsporum gypsmm5株 の 抗 菌 活 性 は,MIC幾

何 平 均 値 がSS717とCTZは ほ ぼ 同 等 で あ り,そ れ ぞ

れ0.39μg/m1と0.30μg/mlで,CCZは0 .68μg/ml

で あ り,BFZは25μg/m1で あ っ た。

のidermophツtonfZoccosum5株 の 抗 菌 活 性 は,MIC

幾 何 平 均 値 でBFZが 最 も低 く0.006μg/ml以 下 で あ

っ た。SS717は0-012μg/mlと 次 に 続 き,CCZとCTZ

は ほ ぼ 同 等 で,0.15μg/m1お よ び0.17μg/mlで あ っ

た 。

2抗 細 菌 活 性

Table6に,好 気 性 の 細 菌 に 対 す る各 薬 剤 の 抗 菌 活

性 を示 した 。Bacillus subtilis,Staphylococcus aureus ,

StrePtococcus faeca傭 お よ びMFi6rococcus luteusな ど

の グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る 抗 菌 活 性 は,4薬 剤 中 でCCZ

が や や 強 い ～1「1性を示 し た が,SS717,CTZお よ びBFZ

は ほ ぽ 同 程 度 の 活 性 で あ り,MIC値 は0-39～12.5μg/

m1で あ っ た。 しか し,Escherichia col4 Aeudomonas

aemginosα, Kledsiellapneumoniaeお よ びSerratia

marcescensな どの グ ラ ム 陰 性 菌 に は,4薬 剤 共 に ほ と

ん ど活 性 は 認 め られ な か っ た.

Table7に,嫌 気 性 の 細 菌 に 対 す る抗 菌 活 性 を 示 し

た。4薬 剤 共 に 類 似 し て お り,グ ラ ム 陽 性 菌 のMIC値

は1.56～50μ9/mlで,ま た グ ラ ム 陰 性 菌 は25～50

μg/m1と 弱 い 活 性 で あ っ た。

3.最 小 殺 菌 濃 度

Table8に,4薬 剤 の 酵 母 状 真 菌 お よ び 皮 膚 糸 状 菌

に 対 す るMIC値 とMCC値 の 関 係 を示 した 。酵 母 状 真

菌 の 液体 培 地 希 釈 法 に よ るMIC値 は,Calわicansや

Candidatropicalisに 対 し てCTZが 最 も 低 く0.39

～25μg/mlで あ り
,SS717は0.78～50μg/m1で あ っ

た 。 しか し,C81abmtaに はSS717が 最 も低 く0.20

～6 .25μg/m1で あ っ た 。酵 母 状 真 菌 のMCC値 は,SS

717お よ びCTZが ほ ぼ 同程 度 か や やCTZが 低 か っ た 。

皮 膚 糸 状 菌 の 液 体 培 地 希 釈 法 に よ るMIC値 は,SS

717が 寒 天 平 板 希 釈 法 と 同 様 に 最 も低 く,0 .05～0.78

μg/m1で あ り,次 い でCTZの0.10～0.78μg/m1で あ

っ た。MCC値 は 菌 株 間 に 差 異 が 認 め ら れ るが,SS717

とCTZは ほ ぼ 同程 度 の 強 い 活 性 で あ っ た。MIC値 と

Table 7. Antibacterial activity of SS 717 and other imidazole antimycotics against

anaerobic bacteria on GAM agar

Inoculum size: 106  cells/ml

Incubation: 24 h at 37•Ž

CTZ: clotrimazole, CCZ: cloconazole, BFZ : bifonazole
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MCC値 との;で1は,4藁 剤 中 でCTZが 最 も少 なかっ

た。

4,抗 嵐菌活性におよぽす諦因 孫の影

(1)培 地 の影響:Tllblc9に,SS7/7,CTZ,CCZ

お よ びHFZのSI,A培 地 とYMA培 地 を用 い ての

MIC値 を示 した。4藁 剤共にYMA培 地 にて測定 した

MIC値 の 方が全体的に高い傾向にあ り,SS717は 約

3、4倍高 くなった。 最 も影響の少なか ったのはCCZの

約L6倍 であった.ま た,YMA培 地 で測定 した酵 母状

曳菌のMIC値 はCTZが 最 も低 く0.78-25μg/m1で

あ り,皮 膚糸状菌やその他の糸状菌は,SS717が 最 も

低 いMIC仙 を 示 し,0.20～6。25μg/ml(Mucor

spinosusの50μ 副m1を 除 であ った静

(2)培 地pllの 影響lTable10に,SS717のCan-

dida属 と皮膚糸状菌に短す る塘地のpH変 動に よる

活性変化 を示 した.SS717は 酸性側のpH4で 最 も活

性が弱 く,短 期培養では中性からアルカり側で活性の

上昇が認め られた、 しか し,培 饗B数 を延艮すると菌

株により多少の差が認め られるが,中 性域 前後のpH

に活性極大が認めちれた,な お,ア ルカリ性の最 も強

いpH9で は 発育の遅れや増殖阻害作用が認め られ,

ま たpH4で はE.floccosumの 発 育増殖が認め られ

なかった、

(3)接 種 菌量 と培養期間の影響 二Table11に,SS

717のcalbicansC8如bml物,mmtrophytesお

よびTrubmmの 接 腫 菌量 と培養期間に よる影響を

示 した。

Calbicansは 接 種 菌液 を102か ち10?cells/m1に 増

す とMIC値 が8～32倍 高 くな った。 しか し,同 じ

Candida属 で あるC8hbrataで は4～8倍 程度であ

った。mentagroPhytesに 対 して も同様に接種菌量

を増すとMIC値 が4～16倍 高 くな り,rubru7nも

8～16倍 高 くなった。

また,Calわicansの 培養期間 を2日 か ら10日 に延

長す るとMIC値 は2～4倍 高 くな り,Cg励ra毎 も

4～8倍 高 くなった.mentroPhytesも 同様に5

日 か ら21日 に 培養 期 間 を延 長す る とMIC値 は1

～4倍 高 くな り,Trumbrmも2～4倍 以上高 くなった。

(4)血 清 添加の影響:Table12に,4薬 剤 の酵母状

真菌および糸状菌に対す る血清添加の影響 を示 した。

4薬 剤共に大小のMIC値 の上昇が認められ,CCZが

最 も影響が少な く約1.7倍 の 上昇であった。次いで,SS

717の 約2.8倍 で ありCTZは 約5.1倍 で あった。 しか

し,SS717は 添加前のMIC値 が低 く添加の影響 も比

較的少ないことよ り,添 加時のMIC値 と しては4薬

剤中で最 も低かった。
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Table 11. Influence of milculuni -iii.rs on MIC values of SS 717 against Candidaalbicans,

Candida glabrata, Trtehophvion mentagraphytes and Tri, hophrbin ruhrum on

Sabouraud dextrose (2%) agar at differrni incubation periods

III. 考 察

新規イ ミダゾール系合成抗真菌剤であるSS717の

in vitroに お ける抗菌活性 をCTZ, CCZお よびBFZ

と比較検討 を行った。SS717の 保 存菌株に対する抗菌

活性は,Calbican3な どの酵母状真菌に中程度の活性

を示 したが,難 治性膣 カンジダ症の起因菌1mで もあ

るC. glabrataに は特異的に強い活性 を示 した。その活

性はMIC幾 何 平均値 でCTZ,CCZお よびBFZの 約

10倍 以上 であった。

Trichophyton, Microsporum な どの皮膚糸状菌や
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Aspergillus, Penicillinmな どの 糸状 菌 お よびFom-.

secaca, Cladosporironな どの黒色真菌に封しては,4

薬剤中でSS717が 最 も強い活性を小 し.ま た自癬菌症

の 主要病 因菌 であ る臨 床分 離 のT. rubrumやT.

menlagrophylesの 活 性 も,SS717が4薬 剤中で最 も強

かった。 方,細 菌に対する活性は,S. aureusな どの

グラム陽性菌に中程度の活性 を示 し,4薬 剤共に活性

に大きな差は認め られなかった。

イ ミダゾール系抗概菌剤の活性には,低 濃度におけ

る静菌的作川と高濃度におけ る殺菌的作用があ る,m

と 言わ れ て い る。MIC値 が 低 くMIC値 とMCC値

の差が少 ないものほ ど,殺 菌的活性の強い薬剤 であ り,

MIC値 が低 くMIC値 とMCC億 の 差が大きい ものほ

ど,静 菌的活性の強い薬剤と言 える。今回測定 した結

果よ り,CTZがMIC傍 とMCC億 の 差が最 も少な く

殺菌的であ り,SS717は 最 も差が大きく静菌的活性の

非常に強い薬剤 と言える.し か し,SS717は 殺 菌活性

がCTZと 同程度あ り,さ らに静歯活性はCTZよ りも

上回ったこ とよ り強い抗真菌作用を有す ることが認め

られた。

次に,SS717の 抗 真菌活性におよほす諸因子の影響

につ いて種々の検 討 を行 った結 果,econazole17),

miconazole18),CCZ41お よびBFZ8)な どの 多くの報告

と類似 したデー タが得 られた.す なわ ち,SS717は 活

性測定培地のpHを アルカり側にす ると活性が増強し,

酸性側にす ると活性が低下した。 また,接 種菌量の影

箏は,C. albicansの 培 養 日数の短い2日 目に最 も大き

な活性変動が認め られ,106か ら107の 高濃度の菌量接

種による活性低下 も試験菌4株 中で,C. albicansが 最

も大きかった.さ ちに,培 養 日数の影響は,C. albicans

と比 較す るとSDA培 地 では発育速度 のやや遅 いC.

glabrataに,T. mentagrophytesと 比 較すると発育速度

の遅いT. rubrumに 大 きな活性変動が認め られた。こ

の現象は,SS717の 強 い静菌的な活性 に由来するもの

と思われる。そして,血 清添加 による影響は,CCZや

SS717が 比較的少な く,酵 母状真菌よりも皮膚糸状菌

に対す る活性の低下は少なか った。 その活性 を低下さ

せ る物質 として,山 口ら19)や江 川ら廟は,不 飽和脂肪酸

や不飽和脂肪酸残基を含む脂質お よび リボ蛋白質など

を上げているが,SS717の 活性低下 も同様に血清中の

脂質成分によるもの と推測される。

以上,SS717は 広 い抗菌 スペ クトルを有し,強 い抗

真菌活性 を示することより,婦 人科領域の難治性膣力

ンジダ症の治療薬 として,ま た皮膚科領域におけるカ

ンジダ症や白癬菌症の治療薬 として充分 な期待が持た

れ,現 在in vivo抗 真菌活性について検討中である。
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF SS 717, A NEW IMIDAZOLE ANTIMYCOTIC

1 IN VITRO ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Takemitsu Asaoka, Ryuichi Kawahara and Akira Iwasa

Central Research Laboratories, SS Pharmaceutical Co., Ltd., Narita, Chiba 286, Japan

We evaluated the in vitro antimicrobial activity of SS 717, a new imidazole antimycotic, and
compared it with those of clotrimazole (CTZ), cloconazole (CCZ) and bifonazole (BFZ).

SS 717 exhibited potent activity against a wide variety of fungi, especially Candida glabrata,
Trichophyton, Microsporum, Aspergillus and Foirsciava spp.

It was much more potent against filamentous than against yeast-like fungi. Among the yeast-like
fungi tested, C. glabrata was more sensitive to SS 717 than to CTZ, CCZ or BFZ. Against clinical

isolates of dermatophytes, SS 717 also showed lower geometric mean MIC values than did CTZ, CCZ
or BFZ. It exhibited moderate activity against Gram-positive bacteria, but Gram-negative were
insensitive to it.

The in vitro antifungal activity of SS 717 was not much affected by changes in assay medium, pH

of the medium, inoculum size, incubation period or addition of serum.


