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臨 床 材 料 よ り分 離 され たCryptococcus ncoformans38株,さ らに 研 究 室 の 保 存 株 お よ び様 準

株12株 に つ い てamphotericin B (AMPH), fluconazole (FCZ),flucytosine(5-FC),

itraconazole(ITZ)お よ びmiconazole(MCZ)のin vitro活 性 をMIC(Minimum inhibitory

concentration)値 お よ びIC50(50%Inhibitory concentration of growth)値 で 比 較 した 。 ま

た 各 種 抗 真 菌 剤 間 で の 相 乗 作 用 に つ い て も検 討 した 。 そ の 結 果,MIC値 で 比 較 し た場 合 に は,

サ プ ロー(SDA)培 地,感 受 性 測 定 用(KDA)培 地,Yeast morphology agar(YMA培 地)

の い ず れ に お い て も,AMPHは 強 い 活 性 を示 す か,ITZはKDA培 地 の よ うな 中性 の 培 地 で 強

い 活 性 を示 す こ と,MCZは 酸 性 のSDA培 地 でAMPHと 同 等 の 活 性 を 示 す こ と な ど が 明 ら か

に な り,抗 真 菌 剤 のMIC値 の 測 定 に お け る培 地 の 重 要性 が 確 認 さ れ た。 しか し,い ず れ の 培 地

で もFCZのin vitro活 性 は 低 く,in vivoで の 優 れ た 活性 と相 関 す る値 は 得 られ な か っ た 。5-

FCに 対 して,50株 中3株 が12.5μg/ml以 上 の 高 いMIC値 を示 した 。IC50値 で 比 較 し た場 合,

MCZ,ITZお よ びAMPHで は,0.07～0.1μg/mlの 値 を示 し,FCZ,5-FCで は そ れ ぞ れ のIC50

値 は1.91お よ び2.4μg/mlで あ っ た。 薬 剤 間 の 併 用 で,相 乗 効 果 は,FCZ,MCZ,ITZと ア リ

ル ア ミン 系 のterbinafine(TBF)と で 認 め られ た か,AMPHと ア ゾ ー ル 系 薬 剤 お よ びTBFの

間 で は,逆 に 拮 抗 現 象 が 観 察 され た.
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ク リプ トコッ クス感 染症 に対 す る化 学 療 法 剤 の 分 野 に も,

新 た な進 展が 見 られ る1)。ア ゾー ル 系 の薬 剤 と して,新 た に

毒性 の 極 め て低 いfluconazole(FCZ)が 臨床2}に 供 され,

さ らにitraconazole(ITZ)も 近 く臨床 応 用 され る よ うに な

る と思 わ れ る。一方古 くか ら用 い られ て きたamphotericin

B(AMPH)に お いて も,経 口投 与 法3}が 新 た に加 え られ,

さらに リボ ソー ムや モ ノク ロー ナ ル抗体 に よ る投 与 法 等 新

しい展 開4)が 見 られ る よ うに な って きた。

そ こ で深 在性 の 真 菌症 の 治療 剤 と して本 邦 で用 い られ て

い るAMPH,flucytosine(5-FC)お よ びmiconazole

(MCZ),さ らに最 近 臨床 応 用 され たFCZ,ま た 臨床 応 用 へ

の 基 礎 的 研 究 段 階 に あ るITZに つ い てCryptococcus

neofomansに 対 す るin vitzo活 性 を,臨 床 分 離株38株,

さ らに は 教 室 保 存 お よ び 標 準 株 を12株 を 用 い て,MIC

(Minimum inhibitory concentration)値5)とIC50(50%

Inhibitory concentration of growth)値61に つ い て検 討 し

たの で報 告 す る。また これ らの 薬 剤間 での,in vitroで の併

用 作 用 を,最 近 経 口投 与での有 効性 が報 告 され て い る ア リ

ル ア ミン系 のterbinafine(TBF)7)を 含め て 検 討 した の で,

あ わせ て報告 す る.

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 株

千葉 大 学 医 学 部 付 属 病 院 中 央検 査 部,北 里 大 学 付 属

病 院 検 査 部 お よ び 成 田 日 赤 病 院 で 分 離 さ れ たC

neofommsの 臨 床 分 離 株38株,さ らに 標 準 株 お よ び

研 究 室 保 存 株12株 を 用 い た 。そ れ ぞ れ の 菌 株 は,因 子

血 清(ヤ トロ ン社 製)に よ り血 清 型 を確 認 し て 用 い た 。

2. 使 用 薬 剤

AMPH(日 本 ス ク イ ブ),FCZ(フ ァ イ ザ ー 製 薬),

5-FC(日 本 ロ シ ュ),MCZ(持 田 製 薬),ITZ(Janssen

*千 葉 市 亥 鼻1-8-1
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Pharmaceutical Co.,Ltd, Belgium)の 原 トを 用 い た 。

TBFは 新 た に 合 成 した もの を 用 い た 。AMPH, FCZ,

MCZ,ITZお よ びTBFはdimethylsulfoxide

(DMSO)に 溶 解 後,等 量 のmethanolを 加 え 滅 菌 し,

そ の 後DMSOの 最 終 濃 度 が1%以 下 に な る よ うに 生

理 食 塩 水 で希 釈 し た。5-FCに つ い て は,生 理 食 塩 水 に

溶解 後,methanolを 等 量 加 え て 滅 菌 し使 用 し た。

3.In vitro活 性 の 測 定

(1) MIC値 の 測 定

MIC値 は す で に 報 告 し た 方 法3,5)に 準 じた 寒 天 希 釈

法 に よ り行 っ た 。 培 地 は サ プ ロ ー 培 地(Sabouraud

dextrose agar, SDA,栄 研)3),感 受 性 デ ィス ク用 培

地(KDA,パ ー ル コ ア,栄 研)お よ びYeast morphol-

ogy agar(YMA,Difco)を 用 い た 。 接 種 菌 液 は27℃

で7日 間0.1%yeast extractを 添 加 したSDAス ラ ン

トで 培 養 し た も の よ り細 胞 濃 度 が1×106個/mlに な

る よ うに 生 理 食 塩 水 で 調 整 し,マ ル チ ポ イ ン トイ ノキ

誌 レ ー タ(Multipoint Inoculator A 400,Denley,

England)で ス ポ ッ ト当 り約0.005mlを 接 種 した 。判 定

は27℃ で培 養 後,5日 目 に行 っ た 。

(2) IC50値 の 測 定

乱 数 表 に よ っ て,38株 か ら 無 作 為 に8株 のC.

neofomansを 選 ん で実 験 した 。IC50値6)の 決 定 は 以 下

の 微 量 液 体 培 地 希 釈 法 に よ り濁 度 を測 定 す る こ とに よ

っ て行 っ た 。 す な わ ち,マ ル チ プ レー ト(96穴,住 友

べ ー ク ラ イ ト)に ,2倍 濃 度 に 作 製 したYeast nitrogen

base(YNB,Difco)に グル コー ス を2%添 加 し て,

MOPSバ ッ フ ァー でpHを7.0に 調 整 し(最 終 濃 度 が

1/15M),濾 過 滅 菌 し た培 地(B-YNB培 地)を 作 製 し

た 。 薬 剤 はB-YNB培 地 で,そ れ ぞれ の 薬 剤 の2倍 希

釈 系 列 を作 り,各 ウ エ ル あ た り100μ1分 注 した 。前 述

の 菌 浮 遊 液,50μlお よ び 生 理 食塩 水50μlを さ ら に分

注 後,27℃ で1週 間 静 置 培 養 し,プ レー トア ナ ラ イ ザ

ーETY-III(東 洋 測 器)で 測 定 し,薬 剤 無 添 加 群 と薬

剤 添 加 群 で ま っ た く生 育 の 認 め られ な い 群 との 比 較 で,

増 殖 が 濁 度 で50%抑 制 され た 最 小 薬 剤 濃 度 を ア ナ ラ

イザ ー で 測 定 し た濁 度 よ り求 め, IC50値 と し た。

(3) 相 乗 効 果 の 測 定

濾 紙 デ ィ ス ク法 に よ り定 性 的 に 併 用 効 果 を検 討 した 。

まず2mg/ml含 む 各 薬 剤 液 に 濾 紙 デ ィ ス ク(Advantec,

Thick 8mm)を 浸 して 風 乾 した 。YMA培 地 で1×105

個/mlのC.neoformansを 含 む 寒 天 平 板 を 作 製 し,上

記 薬 剤 含 有 の 濾 紙 を 寒 天 平 板 上 に お き,27℃ で1週 間

培 養 後,阻 止 円 の 拡 大,融 合 の 有 無 を観 察 した 。 ま た,

定 量 的 に は96穴 の マ イ クロ プ レ ー トを 用 い,IC50値 の

測 定 に 用 い た 条 件 下 で,checkerboard法 に よ る2倍

希釈の様々な濃度の組合せを作製し,各 薬剤存在下お

よび 雌独 でのMIC値 を 測定 し,そ の結果 か らFIC

index8)を 求めた。

II. 成 績

臨床分離株のMIC値 の 分布:

臨床分離株についてYMA,SDAお よ びKDAの3

杯の培地を用いてin vitro感 受性分布を調べた 「Fig.

1a,1b,1c)。AMPIIに 関 しては,い ずれの培地 でも

ほぼ 同様の低いMIC値 の 分 布を示 したが,中 で も

YMA培 地 でMIC値 が低 くなる傾向が観察され,そ の

時のMIC50値 は0.15μg/mlで あ った.方 アゾール系

のMCZで はSDA培 地 で,低 いMIC値 が 観 察 され

た。FCZで はKDA培 地 でMIC値 が低 くなる傾 向が

見られた。同 じアゾール系のITZで はKDAとYMA

培 地 で低いMIC値 が観察 された、FCZで は一般にい

ずれの培地でも強い活性 は観察 でさなかったが,3種

の培地の中では,KDA培 地 で最 も強い活性が観察さ

れ,そ の時のMIC50値 は25μg/mlで あ った。5-FCで

はYMA培 地 で低 いMIC値 が 観 察 され,そ の 時の

MIC50値 は0.78μg/mlで あ った。5薬 剤に対 して耐性

菌 と考えられ る株は,YMA培 地 で観察 された3株(6

%)の5-FC耐 性 菌であった。

IC50値 での比較:

マ イクロプレー トリ-ダ で測定 し,決 定 したこれら

5薬 剤のC.neofomnsに 対 するIC50値 をTable1に

示 した。38株 か らランダムに選んだ8株 のC.neofor-

mansで は,AMPHに 対す るIC50値 は0.05か ら0.2

μg/mlに 分 布 し,ま た8株 の 平均のIC30値 は0.10

μg/mlで あ った。5-FCで は そのIC50値 は,0.1～6.25

μg/mlと 幅広い範囲に分布 していた。FCZのIC50値 は

1.56～3.12μg/mlの 範囲にあり,そ の平均値は19μg

/mlで あ った。MCZで はIC50値 が0.05～0.2μg/ml

で,そ の平均のIC5。値 は0.08μg/mlで あ った。新 た

に,臨 床試験の研究が進んでい るITZで は,IC50値

は,0.05～0.1μg/mlに 分布 し,そ の平均IC50値 は0.07

μ9/mlで あ った。

抗真菌剤の併用効果:

は じめに,デ ィスク法で定性観察を目的に,増 大,

減少および不完全阻止から完全阻止への変換を臨床分

離株38株 から,ラ ンダムに4株 を選び検討 した。その

結果を阻止円の明かな減少が観察 され た場合 を拮抗

(A)と し,ま た不完全阻止像か ら完全阻止像への変化

等明 らかに阻止像の拡大や増強が認められた場合 を相

乗効果(S)と して,Table2に そ の結果 をまとめた。

また用いた4株 はほぼ同様の阻止円 を示 したので,そ

の中のC.neoformns CUH12株 での阻止円について
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Fig.1. Susceptibility distribution of 50 strains of
Cryptococcus neoformans against amphotericin
B, fluconazole, flucytosine, itraconazole and
miconazole

a. Yeast morphology agar (YMA) medium
b. Sabouraud dextrose agar (SDA) medium

c. Sensitivity disk agar (KDA) medium

amphotericin B (AMPH):(-),

fluconazole (FCZ):(……),

flucytosine (5-FC):(-・-・-),

itraconazole (ITZ):(---),

miconazole (MCZ):(---)

Table1. Antifungal activity of amphotericin B, flucytosine, fluconazole, itraconazole and miconazole

against Cryptococcus neoformans as determined by IC50 valuesa)

) See materials and methods for the determination of ICso values .

 Geometric means.

 All strains were serotype A.
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Table2. Summary of in vitro combhlation effects of antimycotics against

Crvptococcns ncotonrmns(by paper disk method)

TBF, terbinaflne

Comblnation effect: N, no effect; A, antagonistic; S, synergistic

Table3. Combination effect of five antimycotics against four chnical isolates

of Crptococcus neoformans

a) FIC index was determined by the method of reference 8 .

の観察結果 をFig.2に 示 した。阻止円の減少 は,

AMPHと すべてのアゾール系の薬剤間(Fig.2a,b)

で,ま たAMPHとTBF間 で も(Fig.2c)同 様 に観

察され,こ れら薬剤間では,拮 抗作用が働 くもの と思

われた。一方TBFと ア ゾール系のFCZ,MCZお よび

ITZ(Fig.2d)と の間では,強 い完全阻止像の出現が

観察 され,明 かな相乗効果が確認された。 しか し,す

でに臨床的に併用が行われている5-FCとAMPHで

は,そ の阻止円には変化は観察できなかった。 これら

観察された併用効果 を,FIC indexと して,微 量液体

希釈法により検討 し,そ の結果をTable3に 示 した。

AMPHと ア ゾール系の薬剤間では,FIC indexは すべ

ての株でいずれ も0.5以 上 を示 し,拮 抗作用が確認さ

れた。一方アゾール系の薬剤(FCZ ,MCZ,ITZ)と

TBFの 間 では,ほ とんどの株 でFIC indexが0 .5以 下

と,定 性的に観察 された相乗効果が,定 量的にも確認

できた。しか し,AMPHと5-FC間 では4株 中1株 に

0.5以 下 のFIC indexが 観 察されたにす ぎなかった。
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a

c

b

d

Fig.2. In vitro antagonistic and synergistic effects of antimycotics against  Cryptococcus  neoformans CUH
12 strain by paper disk method
a. Antagonistic effect with the combination of amphotericin B (upper disk) and miconazole (lower

disk).
b. Antagonistic effect with the combination of amphotericin B (upper disk) and itraconazole (lower

disk).
c. Antagonistic effect with the combination of amphotericin B (upper disk) and terbinafine (lower

disk).
d. Synergistic effect with the combination of terbinafine (upper disk) and itraconazole (lower  disk).

III. 考 察

本邦においてはAMPH,MCZ,5-FCお よびそれら

の併用が臨床的に クリプ トコックス症の治療に用いら

れてきた9)。最近,ビ ス トリアゾール系のFCZ2)が 用 い

られ るようにな り,ま たケ トコナゾールに構造的類似

性のある トリアゾールの誘導体ITZ10)も,臨 床面での

基礎的研究がすみ,近 い将来に臨床応用が可能 と思わ

れ るなど,新 しい展開が見 られる。クリプ トコックス

症は,最 近では,そ の診断法や,原 因菌の同定法 も確

立11)して きたことか ら,こ こでは,深 在性の真菌症の治

療薬 として用いることが可能な5薬 剤について,臨 床

分離のC.neoformansに 対す るin vitro活 性 を検討

してみた。用いた臨床分離株についての血清型 を検討

したところ,B型 が2株 あった以外は,他 はすべてA

型 であった。そこでC,D型 の標準株 を含めて,血 清型

と薬剤感受性 との関係について検討 したが,特 別な関

係 は観察できなかった。

今回のMIC値 の デ-タ で特徴的な現象は,す でに

A, fumigatusやC.albicansで 報告3.5,5)した と同様 の5

～10%の 割合 で
,5-FCに 耐性株が観察 されたこ とで

ある。 これ らの株の中には臨床的に5-FCの 使 用が確

認できない もの もあ り,こ のことがすでに実験室で証

明されている抗癌剤の5-fluorouracil(5-FU)に よ り

誘導される5-FC耐 性菌12)とどのような関連があるの

か興味ある検討課題である。いずれに して しも,5-FC

耐性 と考えられる株がA.fumigatusやC.albioansと
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同じような割合 で存在することか ら,こ れら薬剤の使

用に際 しては,注 意が必要である。

真菌の薬剤の感受性試験 では,多 くの場合SDAを

中心 にYMA培 地 お よびそれ らのpHを7.0～7.4に

修 正 した培地が用いられている。今 回は,合 成培地で

あるYMAと 最 もよ く真菌 の感受性試験 に用 いられ

ているSDA培 地 と,ま たこれ まで我々が,AMPHや

ア ゾール系の薬剤の活性の測定において,低 いMIC

値 や,MIC値 の判定の容易 さ,さ らには培地のロット

間のば らつ きが少ない点で優れているこ とを報告3)し

て きたKDA培 地 を用 いて検討 した。その結果,C

neoformansに 対 して,AMPHで は,1～2管 程度の差

はあるものの,い ずれの培地 でも低 いMIC値 が観察

され,AMPHに 対 する耐性株の出現も見 られず,依 然

として優れた活性 を持 つこ とが確認 され た。ITZや

FCZで は,KDA培 地 で,よ り低 いMIC値 が,ま た

MCZで はSDA培 地 で,低 いMIC値 が観察され,同 じ

アゾール系の薬剤でも,酸 性で活性が高いもの と,中

性から弱アルカ リ性で活性が高 まるものがあることが

確認 された。その理由は複雑 であるが,特 にMCZや

ITZで は,活 性の測定用の培地の成分やpHの 変化に

より,in vitro活 性がかなり異なることか ら,溶 解性が

重要 な役割 を果 している可能性がある。このことは,

また新 しい薬剤のスクリーニングにおいて,重 要であ

るかも知れない。特に皮膚のpHが 比較的酸性 である

ことか ら,外 用剤は酸性で活性が高い方が より有効 で

あり,ま た深在性真菌症に対す る薬剤は,中 性から弱

アルカリ性で,活 性が高い方がより有利 と思われる。

実際に現在臨床的に用いられている薬剤の多 くが,こ

のパター ンに当てはまる13)のも,興 味のあるこ とが ら

である。

FCZは 最 近臨床 に供 され た新 しい トリアゾール系

の薬剤で,す でにそのMIC値 に基づ くin vitro活 性 が

in vivo活 性 を反映 しない代表的な薬剤 として,報 告14)

され てきた。今回のC.neoformansに 対す る感受性の

比較検討 でも,や は りin vivo効 果 を反映す ると思わ

れる結果は観察できなか った。そこで,最 近これ らア

ゾール系の薬剤で,in vivoの 効 果 を反映する指標 とし

て,利 用 され始めたIC50値 を検討 した。その結果はC

albicansやA.fumigatusで 報告6)した ように,FCZで

もIC50値 はMIC値 の1/10～1/50程 度 の低い値 を示

す傾向が観察 され,IC5。値 が,こ れ ら薬剤の臨床効果 を

より反映するもの と思われ る。一方,AMPH,ITZ,

MCZの ように,低 いMIC値 を示す薬剤 では,IC50値

は,MIC値 の1/3～1/10程 度 とそれほ ど変化はないの

が特徴であった。最近,我 々は,米 国でその臨床研究

が進み,FCZよ りさらに優れた効果を発揮するとされ

ているSCH3930415)を 化 学的に合成 し,そ の活性 を検

討 したが,ITZやMCZと は異な り,そ の活性の発現様

式はFCZ16)と 類 似 してお り,高 い,MIC値 を示すにも

かかわ らず,強 いin vivo効 果 を発揮す ることを確認

してお り(未発表デー タ),こ の ような新 しいタイプの

トリアゾール系の薬剤 ではIC5。値 の示す役 割が よ り

重要 と思われ る。

5-FCで は,IC5。値 がかな り変動す る結果が得 られた

が,そ の理由としては,5-FC処 理 によ り,す でに報告

したようにC.neoformans細 胞 のサ イズが増大17)す

る ことが考えられ る。 したがって,5-FCのIC50値 の

測定法 としては,す でに報告5)し た微生物 自動増殖解

析 システムのように,測 定の時間を正確にコン トロー

ルして行 う方法が より優れているか も知れない。 しか

し,96穴 の プレー トを用 いる本法 は,高 価 な微生物 自

動増殖解析システムを用いる場合 と違 って,実 験室に

一般的に備 えられている読みとり装置で行 うものであ

り,一 枚のプ レー トで8被 検菌 のIC5。値 が測定可能

で,そ の上,本 法は,特 にアゾール系の薬剤のIC5。値

の測定に適 していることや,さ らに薬剤お よび培地成

分 も微量ですむなどの利点 もあることか ら,5-FCの

活性の測定に関 してはさらに検討 を進める予定である。

抗細菌化学療法の分野ではすでに多 くの薬剤間で併

用療法が試み られてい るが,抗 真菌剤 に関 しては,

AMPHと5-FCと の併用が,ク リプ トコックス症の治

療に用 いられているにす ぎない。今 回明らかになった

こ とは,AMPHと ア ゾー ル系のITZ,FCZお よ び

MCZと の 間で は,そ の作用 は拮抗 的 であ り,特 に

AMPHの 作用が抑制 される傾 向にあることが明 らか

に な っ た。一 方 す で に臨 床 的 に 用 い られ て い る

AMPHと5-FCと の間では,相 乗作用はペーパーディ

ス ク法では観察で きなかったが,FIC indexの 結 果か

らでは,弱 いながら相乗効果の観察 され る株 も見 られ

た。やは り,こ の場合のAMPHの 相 乗作用は,生 体 内

での耐性菌の出現の減少に関係 している可能性が高い

ように思われる。

ITZ,FCZやMCZな どのアゾール系の薬剤 とTBF

との間での,in vitroで の相乗効果はC.albicansに つ

いても報告18)して きたが,今 後詳細な動物実験での研

究が望 まれる。ア リルア ミン系やアゾール系の薬剤の

主たる作用は,い ずれも真菌細胞のエルゴステロール

合成阻害であ り,TBFが ス クワレンエポキシダーゼ と

い う,比 較的初期の段階 を,ま たアゾール系の薬剤が

比較的後期の段階を障害するという相違点があるもの

の,共 通の代謝経路上 に作用点を持つ物質が示す相乗
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機構 の メカニズムの解析は興味あることがらである。

TBFは 坦 子菌系の酵母を除いて,一 般には酵母型真菌

にはほとんど活性を示さず,静 菌的な作用を示すこと

を特徴 とするが,今 回のこの相乗作用が殺菌的作用の

増強だけを導 くのか どうかの検討 も必要である。抗真

菌剤の真菌細胞に対する作用様式は,同 一の薬剤でも,

い くつかの異なった機構の存在が報告 されている。 ま

たin vitroの 阻止円だけを観察 しても,完 全阻止像か

ら不完全阻止像,さ らには菌の形態変化の誘導等,極

めてその作用は複雑である。やはり,抗 真菌剤の相乗

効果の測定には,動 物モデルで行 うことが必須のよう

に思われる。
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COMPARISON OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF

AMPHOTERICIN B, MICONAZOLE, ITRACONAZOLE, FLUCYTOSINE

AND FLUCONAZOLE AGAINST CLINICALLY ISOLATED

CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS BY MIC AND IC50 VALVES,

AND THEIR COMBINATION EFFECTS

Yuzuru Mikami, Katsukiyo Yazawa, Jun Uno and Kazuko Nishimura

Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses,
Chiba University, 1-8-1, Inohana, Chiba, 280 Japan

Harushige Kanno

Clinical Laboratory, Chiba University Hospital

We studied the in vitro antifungal activity of amphotericin B (AMPH), flucytosine (5-FC),
itraconazole (ITZ), miconazole (MCZ) and fluconazole (FCZ) against 50 strains of Cryptococcus
neoformans. Among the cryptococci, three isolates were resistant to 5-FC, but no strains resistant to
the other antimycotics were observed. As test media for the assay of AMPH and ITZ, yeast

morphology agar medium (YMA) and sensitivity test medium (KDA) were found to exhibit higher
activity. On the other hand, lower MIC values were confirmed with MCZ in SDA medium. Although
the IC50 (50% inhibitory concentration of growth) values of AMPH, ITZ, MCZ and 5-FC were very
similar to those of each MIC value, considerable differences between IC,. and MIC values were
observed for FCZ. Synergistic effects between azole antimycotics (FCZ, ITZ and MCZ) and an

allylamine antimycotic (terbinafine) were confirmed by checkerboard as well as paper disk method.
But the combination of AMPH and azole antimycotics, or AMPH and terbinafine, was antagonistic.




