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Semisolid-SAAMF(synthetic amino acid medium, fungal)を 用 い た

ミ クロ希 釈 法 の酵母 状 真 菌 に対 す るア ゾ ール 系抗 翼 菌 剤 の

薬 剤感 受性 測 定 法 と しての有 用 性 につ い て

山 田 洋 ・河 野 茂 ・前崎 繁文

賀来 満夫 ・古 賀 宏延 ・原 耕 平

長崎大学第 二内科や

(平成3年1月10日 受付 ・平成3年2月28日 受理)

1989年 か ら1990年 の 間 に 臨 床 分 離 され た,カ ン ジ ダ 属5菌 種72株,Cryptococcucs neofor-

mans 2株 の計74株 を対 象 と し て,ア ゾー ル 系 抗 真 菌 剤miconazole, fluconazole, itracon-

azoleのin vitro抗 真 菌 活 性 を,96穴 プ レ ー ト お よ びsemisolid-synthetic amino acid

medium, fungal, pH7.4(以 下semisolid-SAAMF)を 用 い た ミク ロ希 釈 法 に よ り肉 眼 的 に

測 定 し,そ の 臨 床 的 有 用 性 に つ き検 討 し た。

1. Semisolid-SAAMFに よ る48時 間 培 養 後 のMIC測 定 値 と99%発 育 阻 止 濃 度(以 下

IC99)と の 相 関 。

Miconazole, fluconazoleで は きわ め て 良 好 な 相 関 が み られ た が,itraconazoleで は,一 部

の 菌 種 に お い て相 関 は 不 良 で,24時 間 で の 判 定 値 が よ り良 好 な 相 関 を 示 し た。

2. 各 種 病 原 真 菌 に 対 す る抗 菌 力 。

Candida albicans, Candida glabrataに 対 し て は お お む ねmiconazoleが 優 れ て い た 。Can-

dida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Cr. neoformans に対 してはおおむね

itraconazoleが 優 れていた。いわゆる,trailing endpointは,比 較的軽度であ り,多 少慣れを

必要 とするものの容易 に判定可能であった。

3. 本法 は肉眼的に比較的容易に判定可能であることに加 え,1プ レー ト当たり6株 の測定

が可能であるため,効 率性,経 済性に優れており臨床的に有用であることが示唆 された。

Key words: Susceptibility test, IC99, miconazole, fluconazole, itraconazole, Micro-dilu-

tion method, 96-multiwell plate

近年の各 科領 域 の真 菌 症,特 に深在 性 真 菌 症 の 増 加 に と

もない,抗 真菌 剤 の進 歩 も著 し く,同 時 に,こ れ らに 対 す

る薬剤感受性 試 験 の確 立 が 急務 とな っ て い る。 今 回,病 原

酵母様 真菌 に対 して,臨 床 的 に有 用 と思 わ れ る測 定 法 を検

討 したので 報告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 被 検 薬 剤

Miconazole, fluconazole, itraconazoleの3種 の

ア ゾー ル 系 薬 剤 に っ き検 討 し た。Miconazole(Lot

No.S 423502)は 持 田 製 薬 よ り,fluconazole(Lot

No.R-22)は フ ァ イ ザ ー 製 薬 よ り,itraconazole

(Lot No.A 3201)は ヤ ン セ ン 協 和 よ り分 与 を 受 け

た。

2. 被 検 菌 株

1989年 か ら1990年 に か け,長 崎 大 学 第 二 内 科 に お

い て 分 離 同 定 し,保 存 さ れ た 臨 床 分 離 カ ン ジ ダ属5菌

種72株(Candida albicans 43株,Candida gla-

blata 10株,Candida tropicalis 8株, Candida Parap-

silosis 6株, Candida krusei 5株)お よ びCryptococ-

cus neoformans 2株,計74株 を対 象 と し た。

3. 96穴 プ レ ー トお よ びsemisolid-SAAMFを 用

い た ミ ク ロ希 釈 法 に よ る感 受 性 測 定

まず,接 種 菌 の 発 育 相 を一 致 させ る た め に,被 検 菌

株 を 改 変Sabouraud glucose broth(1% Mycological

peptone, Oxoid; 0.2% glucose, pH5.5)中 で,

25℃, 20時 間 培 養 を行 っ た 。 そ の 後,滅 菌 生 理 食 塩

水 で 希 釈 し,105CFU/mlの 濃 度 に 調 整 し,こ れ を 菌

液 と し た 。 測 定 用 培 地 は,synthetic amino acid

*
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Table 1. Cunteffis uf one well of susceptibility 

testing plate

Semisolid SAAMF

SAAMF* (2•~) 98ƒÊl 

0.5% Agar Noble 98ƒÊl 

Drug Solution (100•~) 2ƒÊl 

Cell Suspension (105 CFU/ml 2ƒÊl

Total 200ƒÊl

* SAAMF:  synthetic amino acid medium, fungal

medium, fungal(以 下SAAMF, pH7.4)に,あ ら

か じめ調整 した0.5%agar noble(Difco)を 等 量加

え,半 流動の状態 にしたsemisolid-SAAMFを 用 い

た。各薬剤 はいずれ も終濃度の100倍 にな るように

dimethyl sulfoxide(DMSO)に よ り溶解 し希 釈 し

た。終濃度 としては,各 薬剤 とも100μg/mlを 最 高

濃度 に,以 下2倍 希釈 して0.0125μg/mlを 最 小濃度

とし,薬 剤無添加の対照 を含め1被 検菌株 あたり15

濃 度 とし た。 した が っ て,96穴 プ レ ー ト(FAL-

CON 3072)を 用 いた本試験法においては,縦2列 ご

とに1株 の試験が可能であり,プ レー ト1枚 あた り6

株 の試験が施行 で きた。Table 1に 実 際に96穴 プ レ

ー トを用いて感受性試験用培地 を作成するときの各容

量を示 した。 プレー トを作成す る際 は,ま ず,薬 液,

SAAMF, 0.5% agar nobleの 順 に分注 し,半 流動状

態になったことを確認後,菌 液の接種を行 った。培養

は30℃, 48時 間行 い(一 部では24時 間 もあわせて行

った),判 定はコントロールが充分 に発育 している こ

とを確認 したのち,肉 眼的に発育がまった く認められ

ないか,著 明 に発育が抑制 されている濃度をMICと

し た。なお,以 上 の測定 を1被 検 菌株 につ きdupli-

cateで 行 い,こ れ を2回 繰 り返 した。 また品質管理

用菌株 として,当 科の臨床分離株であるC. albicans

YF-133株 を用い,各 測定 ごとに発育状況,お よび再

現性の指標 とした。

4. SAAMFに よ るIC99の 測定

前出の被検菌株の中から,C.albicans 5株,他 のカ

ンジダ属からは各2株 ずつを任意 に選択 し,こ れ に

Cr.neoformans 2株 を合 わせた計15株 を対 象 と し

て,山 口 らの方法1)に したが い,IC99の 測 定 を行 っ

た。すな わ ち,被 検 菌株 を前 出 の改変Sabouraud

glucose broth中 で同様に25℃,20時 間培養後,滅 菌

生理食塩水で希釈 し,104CFU/mlの 濃度 に菌液 を調

整 した。 これ を,上 記 と同様の段階希釈系列の薬剤を

含有するSAAMFに1/100容 接 種 し,30℃, 24～48

時間 培養 した。対照培養の菌数が105 CFU/ml以 上 で

あることを顕微鏡下で確認 し,各 管か ら菌液 を採 り,

0.1% Tween 80加 滅 菌生理食塩水 で適当に希釈後,

Sabouraud glucose agar上 へ 塗布 した。30℃, 48時

間増益後,コ ロニー数 より生菌数を算定 し,対 照培養

の菌数に比べ1/100以 下 に菌数の増加 を抑制 した最小

薬剤濃度をIC99と した。 これを計3回 繰 り返 し行い,

同 一菌株 を対象 と して同 じ く計3回 測定 したsemi-

solid-SAAMFに よ るMIC値 との相 関性 を検討 し

た。

II. 結 果

1. Semisolid-SAAMFに よる測定値 とIC99と の

相関

Figs.1～3に 両測定法 により,繰 り返 し計3回 行

った測定結果 を示 した。

1) Miconazole (Fig. 1)

本剤に関 しては,被 検菌種全株で両測定値間に良好

な相関が見られた(R=0.95)。

2) Fluconazole (Fig. 2)

本薬剤に関 しても,同 様 に,被 検菌種全株で両測定

値間に良好な相関が見 られた(R=0.93)。

3) Itraconazole (Fig. 3)

本剤では,他 の2剤 と異なり,菌 種により,相 関が

良好な もの と不良 な もの に分かれ た。すなわち,C

glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis では

Fig. 1. Correlation between MICs obtained by 

semisolid-SAAMF method and IC99 of micon-
azole. 
SAAMF: synthetic amino acid medium, fungal 

IC99: 99% inhibitory concentration
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両測定値間の差は2管 以内 とほぼ良好な一致 を認めた

が,Cr.neoformansで は6回 の測定中2回 に両測定

値間で3管 の差がみ られ た。 しか し,C.albicansで

は相関が 不良 で あ り,semisolid-SAAMFに よ る

MIC値 がIC99に 比 較 してすべ て高い傾 向が み られ

た。特 に,一 部 の菌株 で は,IC99が0.025μg/mlで

あったのに対 し,semisolid-SAAMFに よ るMICは

100μg/ml以 上 と大 きな解離が認め られた。 しか しな

がら,closed circleで 示 したように判定時間 を24時

Fig. 2. Correlation between MICs obtained by 

semisolid-SAAMF method and IC99 of flucon-

azole.

Fig. 3. Correlation between MICs obtained by 

semisolid-SAAMF method and IC99 of itracon-

azole.

間 とした場合,比 較的良好な相関が得 られ,C. al-

bicausで は,48時 間 より2科 時間での判定が望 ましい

もの と考えられた。本条件下で測定した場 合,全 菌株

における相関計数 は0.66で あ った。

2. Semisolid-SAAMFに よ るア ゾール系薬剤の

各種臨床分離株 に対する態受性

1) Miconazole (Fig,4)

カ ン ジダ属5菌 種 の中で は,C.glabrataは 本 剤に

対 し最 も高 い感 受性 を示 し,全 株 が0.0125μg/ml

と,き わめて低 い濃度で発育が抑制 され た。 ついで,

C.tropicalis, C.albicans, C.krusei, C.parapsilosis

の順 で あ り,MIC80は そ れ ぞれ,0.1, 0.39, 0.78,

6.25μg/mlで あ った。 また,C.parapsilosisに つ い

ては感受性群 と非感受性群の二峰性を示 し,耐 性化が

一部 にみ られ た
。Cr.neoformansは 菌株数が少ない

ものの,0.05μg/mlで 発育が抑制 された。

Fig. 4. Sensitivity distribution of clinical isolates 

of miconazole.

Fig. 5. Sensitivity distribution of clinical isolates 

of fluconazole.
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Fig. 6. Sensitivity distribution of clinical isolates 

of itraconazole.

2) Fluconazole (Fig.5)

全体 的にMIC値 は高 く,カ ンジダ属菌種のMIC80

は,良 好な順に各々,C.tropicalisで0.2μg/ml,C.

glabrata, C.parapsilosisは と もに3.13μg/ml,C.

kruseiで50μg/ml,C. albicamsで は100μg/ml以 上

であった。C.albicansで は,高 感受性群 と非感受性

群の二峰性 の分布が認 められた。Cr. neoformnsの

MICは6.25μg/mlで あった。

3) Itraconazole(Fig.6)

48時 間後 の判定 にお ける結 果 を示 した。C. al-

bicansで は,fluconazoleと 同様 に高感受性 と非感受

性の二峰性に分かれる傾向を示 した。他の菌種では良

好な感受性 を示し,そ れぞれMIC80はC.parapsilosis

で0.0125μg/ml, C.krusseiで0.05μg/ml, C.gla-

brataで0.1μg/mlで あ り,C.tropicalis,Cr. neofor-

mansで は全株 が0.0125μg/mlの 低 濃度で発育が抑

制 された。

III. 考 察

抗真菌剤の感受性測定試験 における現在 の問題点

は,第 一 に標準法 と呼べ るものがなく,臨 床的側面か

ら考えると,従 来法の多 くは,や や煩雑に過ぎると思

われること,第 二にin vitnとin vivoに お ける成績

が,一 部の薬剤を除いて相関に乏しいことの,ほ ぼ二

点に集約 され ると思われる。今回,我 々は,精 力的に

開発が進め られているアゾール系薬剤について,効 率

的な感受性測定法を検討 した。

アゾール系薬剤の感受性試験法における問題 は,ま

ず,MIC値 が 種々の条件 により影響 を受 けやすい こ

と,す なわち,接 種菌量や培地 の種類,pH,被 検 菌

の発育相や発育速度,培 養条件 などにより,同 一菌株

の同一薬剤に対するものであっても,感 受性は著 し く

異なることが報告 されている2～4)。

従来の酵母様真菌 に対する肉眼的な感受性測定法 と

しては,大 別 して,寒 人平板法5),液 体 培地法,お よ

び中間的な半流動培地法などがあ り,そ れぞれの施設

で,独 自の方法で施行 されているのが現状 と思われ

る.寒 大平板法 は,一 度に多数の菌株の感受性試験が

施行で きる利点があるが,培 地の作成が煩雑であるこ

と,薬 剤 と接種菌の接触が充分でな いため,一 般に

MIC値 が 高い傾向を示すな どの点が指摘 で きると思

われる。液体培地では培地の作成は比較的簡便である

が,多 数の菌株の処理 に適 当でないこと,一 部の菌種

では菌膜形成傾向があるために,肉 眼的判定に困難を

きたすことがある。今回,我 々が検討した半流動培地

法は,試 験培地の作成が,や や煩雑であるものの,こ

れ らの欠点 をある程度補 い,被 検菌の充分な発育 と,

薬剤 との良好な接触が比較的両立 されるものとして期

待 され うる。 また,液 体培地 を用いて,MIC 2000に

よる半自動化 の試み6}もあるが,前 述の理由で,あ る

程度の限界があるように思われ る。

半流動培地法における使用培地 は,こ れまで,種 々

の ものが使用されて きたが,我 々は,栄 養的に優れ,

緩衝能が良好で,成 分が明確であるSAAMFを 用 い,

これに0.25%と な るようにagar nobleを 加 え,半 流

動培地 とした。 また,本 法によるMIC値 を比較する

対象として,標 準法がない現在,最 も信頼すべ き試験

法 として,山 口らの方法によるIC99値 を用いた。

本 法 に よ るMIC値 とIC99値 は,miconazole,

fluconazoleで は きわ めて 良好 な相 関 を示 したが,

itraconazoleに おいて,特 にC.albicansで 相 関が不

良であったが,判 定時間を他の48時 間から24時 間へ

短縮することによ り,良 好な相関 とな り,24時 間 で

の判定がこの系においては適当であることが示唆され

た。

FluconazoleのMIC値 は,全 般的に,他 の抗真菌

剤に比較 して著しく高値であった。従来から,優 れた

in vivo実 験 効果7,8)や臨床効果 と一致 しない傾向が指

摘 されていた9,10)が,本 法において も,や はり同様の

傾向が認め られ,in vivo効 果 との解離は,依 然とし

て大 きな問題であった。

また,ア ンホテリシンBで は,あ まり問題 にならな

いが,本 系薬剤では,薬 剤濃度を上昇 させても完全発

育阻止を示 さない ことが報告されている6)。いわゆる

trailing endpointが,薬 剤や被検菌の種類 により程度

に差 はみ られるものの,避 けられないことである。つ

まり,判 定 に際 しては,判 定者の主観 を完全に除 くこ

とは不可能 であ る と思 われ る。今 回の検討 により,
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trailing endpointはmiconazoleで 見 られないか,最

も軽度でほとんど無視 しうる程度であったが,flucon-

azole, itraconazoleで は軽 度 見られ た。その ため,

判定には多少慣れを必要とするものの,肉 眼的に容易

に判定可能であった。

本法の臨床的有用性 としては,第 一に肉眼的に比較

的容易に判定可能であること,第 二に1プ レー トあた

り6株 の感受性が測定で き,こ れ まで報告 された諸法

に比し効率的であること,第 三に培地および試薬が微

量で済むため,経 済的であることが指摘 できる、 しか

し,測 定用培地の作成自体は煩雑ではないものの,従

来法と比べ,き わだって簡便 とは書えず,改 良の余地

を残している。
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EFFICACY OF MICRO-DILUTION METHOD FOR TESTING 

SUSCEPTIBILITY TO AZOLE ANTIFUNGAL AGENTS 

USING A SEMISOLID MEDIUM (SYNTHETIC AMINO 

ACID MEDIUM, FUNGAL) 

Hiroshi Yamada, Shigeru Kohno, Shigefumi Maesaki, 

Mitsuo Kaku, Hironobu Koga and Kohei Hara 

Second Department of Internal Medicine, School of Medicine, 
Nagasaki University, 7 1, Sakamotomachi, Nagasaki, Japan

We evaluated the efficacy of a susceptibility testing method for azole antifungal agents (micon-

azole, fluconazole, itraconazole) using a semisolid medium [synthetic amino acid medium, fungal 

(SAAMF), pH 7.4, plus 0.25% agar noble (Difco)] in 96-well plates. Minimal inhibitory 

concentrations (MICs) were measured after incubation at 30•Ž for 48 hours. Seventy-four strains 

clinically isolated 1989-1990 at Nagasaki University Hospital were tested in this study, with the 

following results. 

1) Correlation between MICs determined in semisolid SAAMF and 99% inhibitory concentration 

(IC99): good correlation was seen between the MIC method and IC99 in miconazole and fluconazole, 

their correlation coefficients being 0.95 and 0.93. But the correlation in itraconazole was poor, 

particularly in Candida albicans. In this strain, 24 h incubation was rather favorable. 

2) Antifungal activity against clinical isolates: miconazole had excellent activity against Candida 

albicans and Candida glabrata. Itraconazole showed superior activity against Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis, Candida krusei and Cryptococcus neoformans 

3) Visual determination of endpoints: so-called trailing endpoints were seen, but they were 

generally weak. Hence it was not difficult to determine the endpoints. 

4) Efficacy of the MIC method: firstly, the MICs could be determined visually. Secondly, the 

method was so efficient that six isolates could be tested on one plate. Thirdly, it was economical 

because only very small quantities of media and reagents were required.


