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抗 真 菌 剤 のMIC値 に お よ ぼ す 検 定 用 培 地 の 影 響
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1):千葉大学真核微生物研究センター*
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(平成3年1月25日 受付 ・平成3年5月11日 受理)

Amphotericin B (AMPH), fluconazole (FLCZ), flucytosine (5-FC), itraconazole

(ITZ)お よ びmiconazole (MCZ)のin vitro抗 真 菌 活 性 をminimum inhibitory concentra-

tion(MIC)値 を 中 心 に,7種 類 の 検 定 用 培 地 を 用 い て,寒 天 希 釈 法 お よ び 微 量 液 体 希 釈 法 に

よ り比 較 し た。 そ の 結 果,AMPHは 寒 天 培 地 で 検 討 した 場 合,Aspergillus fumigatus, Can-

dida albicansお よ びCryptococcus neoformansの い ず れ に お い て も,pHを 中 性 に 修 正 し た

yeast morphology agar (B-YMA)が,一 方 液 体 培 地 で は,感 受 性 デ ス ク用 培 地 やAntibi-

otic assay brothで 低 いMIC値 が 観 察 され る こ と,5-FCで は寒 天 培 地 お よ び 液 体 培 地 の ど ち

ら に お い て も,YMAお よ び そ の 液 体 培 地 で 低 いMIC値 が 観 察 さ れ る こ と,ま たFLCZ,

ITZお よ びMCZで は,液 体 お よ び 寒 天 培 地 の い ず れ に お い て も,他 の 培 地 と比 較 して,Syn-

thetic amino acid medium-fungalやB-YMA等 の 合 成 培 地 で 比 較 的 強 い 活 性 が 観 察 され る こ

と等 が 明 らか に な り,抗 真 菌 剤 のin vitro活 性 の測 定 に お け る検 定 培 地 の 重 要 性 を明 ら か に し

た 。
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抗真 菌 剤 のin vitroとin vivo活 性 は,必 ず し も相 関 し

ない こ とが,報 告 され て きた1)。特 に ア ゾ ー ル 系 の 薬 剤 が

最 近 多 く開 発 され る よ う に な り,こ の 問 題 が 強 く指 摘2,3)

され てい る が,こ れ まで に,抗 真 菌 剤 の検 定 用 培 地 を詳 し

く検 討 した報 告 のは本邦 で は見 られ な い。

最近,抗 真 菌 剤 の検 定 用培 地 として,有 効 性 が 報 告 され

なが ら,そ の販 売 が 中止 され て いたSynthetic amino acid

medium-fungal (SAAMF)5,6)が 本邦 に お い て も市 販 され

るよ うに な った こ とか ら,抗 真 菌 剤 の検 定 培 地 と して 重 要

と考 え られ るSAAMFを 含 む7種 の 培 地 を 用 い て,am-

phtericin B (AMPH), flucytosine (5-FC)お よびmico-

nazole (MCZ),さ ら に は 最 近 臨 床 応 用 さ れ たfluco-

nazole (FLCZ),ま た臨 床 応 用 へ の基 礎 的 研 究 段 階 に あ

るitraconazole (ITZ)に つ い てAspergillus fumigatus,

Cryptococcus neofarmansお よびCandida albicansを 用 い

てminimum inhibitory concentration (MIC)値 へ の 影

響 を検 討 した の で,得 られ た結 果 を報 告 す る。 またC.al-

bicansに つ いて は,さ らに 微量 液 体 希 釈 法 で のMIC値 に

つ いて も検 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 検 査 部 で 分 離 し たC.al-

bicans, C. neoformans, A. fumigatusか ら,そ れ ぞ れ

7株 つ つ を ラ ン ダ ム に 選 ん で 使 用 し た。 寒 天 希 釈 法 で

は,3菌 種 の す べ て で,微 量 液 体 希 釈 法 で は,さ らに

研 究 室 保 存 のC.albicans IFM 1001株 を加 え た上 記

の7株 に つ い て検 討 し た 。

2)使 用 薬 剤

AMPH(日 本 ス ク イ ブ),FLCZ(フ ァ イ ザ ー 製

薬),5-FC(日 本 ロ シ ュ),MCZ(持 田 製 薬),ITZ

(Janssen Pharmaceutical Co., Ltd, Belgium)の 原 末

を 用 い た 。AMPH,FLCZ,ITZお よ びMCZはdime-

thyl sulfoxide (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7,8)に 準 じた 寒 天 希 釈

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

dextrose agar, SDA,栄 研),感 受 性 デ ス ク 用 培 地

*千 葉 市 亥 鼻1-8-1
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(KDA,パ ー ル コ ア,栄 研),Yeast morphology

agar (YMA, Difco)と,同 培 地 に1/15MのMOPS

を 加 え,pHを7.0に 調 整 し た も の(BYMA),さ

ら にKimmig agar (Kimmig), Nystatin assay agar

(NAA,BBL),お よ びSAAMF(日 本 生 物 材 料 セ ン

タ ー)を 用 い た。Kimmigは グ リ セ ロ ー ル(0.5%),

Nutrient broth (Difco, 1.3%), Bacto peptone

(Difco, 0.86%), NaCl (0.9%), glucose (1.0%),

Bacto-agar (Difco, 1.5%)を 加 え,PHを6.9に

調 節 し て 高 圧 滅 菌 し 作 製 し た。 ま たSAAMFで は,

別 に 滅 菌 し た ノ ー ゾ ル 寒 天(Difco, 3,0%)を 等 量 加

え て 寒 天 培 地 を 作 製 し た。

接 種 菌 液 はPotato dextrose agar (PDA)上 で,

A.fumigatusで は7日 間,C.albicansとC.neofor-

mansで は3日 間37℃ で 培 養 し,A.fumigatusで は

Tween80と グ リセ リ ン 添 加 の 生 理 食 塩 水 で 胞 子 液 を

作 製 し,グ ラ ス フ ィ ル タ ー(No.3)で 濾 過 後 に,他

は そ の ま ま生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し,細 胞 濃 度 が1×106

個/mlに な る よ う に 調 整 し,マ ル チ ポ イ ン トイ ノ キ ュ

レー タ(Multipoint Inoculator A400, Denley, Eng-

land)で ス ポ ッ ト当 り 約0.005mlを 接 種9)し た。 判

定 は27℃ で 培 養 後,3日 目 に 行 っ た 。

2)微 量 液 体 希 釈 法 に よ るMIC値 の 測 定:

臨 床 分 離 のC.albicans7株 お よ び 基 準 株 と し て 研

究室 保 存 のC.albicans IFM 1001株 を用 い た。微量

液体 培地 希 釈 法 でのMIC値 の測 定 は,マ ル チ プ レー

ト(96穴 。住 友 ベー ク ライ ト)に,2倍 濃度 に作製し

た液体 壇 地 を100μlあ て加 えた,液 体 培地 と しては,

上記のYMAに 相 当 す る もの と して,1%グ ル コース

添加Yeast nitrogen base (YNB, Difco),同 培地の

pHを1/15M MOPSで7.0に 調 整 し たYNB培 地

(BYNB),そ の 他SDA,KDA,SAAMF,Kim-

mi驚 の液 体培 地,さ らにはNAA培 地 に相 当す る液体

壇地 と して,Antibiotic assay broth (AAB, Antibi-

otic Medium 3, BBL)の7種 を用 いた。 いずれの液

体培 地 に おい て も後 に添 加 可能 な グル コース は別々に

滅 薗 して加 え た。 薬 剤 は,そ れ ぞれ の培 地 で希釈後,

最 終 的 に400μg/mlと して,ウ エ ル あ た り100μl分

注 し,以 後 ウエル中 で2倍 系列 を作製 した。 前述の菌

浮 遊 液,50μl,さ ら に 生 理 食 塩 水50μlを 添 加 し,

37℃ で24時 間 培 養 後,濁 度 を観 察 した。 増 殖 は,肉

眼 的 に透明 な場 合 を0と し,か す かに増 殖が見 られて

濁 ってい る場 合(slightly hazy)を+1と して,薬 剤

無 添 加 の対 照群(+4)に 比 べ 明 らか に濁度 が 減少し

て い る場 合 を+2,ま た対 照群 に比 し,幾 分濁 度が減

少 して い る もの を+3の ス コア ー と して,AMPHで

は0,5-FCで は+1以 下 を,FLCZ,MCZお よ び

ITZで は+2以 下 をMIC値 の基 準 とした。

Table 1. Agar and liquid media used
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II.結 果

1.寒 天 平 板 上 で のMIC値 の 比 較:

は じ め に7株 の 臨 床 分 離 のA.fumigatus,C.al-

bicansお よ びC.neoformansに つ い て7種 類 の 培 地

を 用 い てin vitro感 受 性 を 比 較 し,そ の 結 果 を

Table2に 示 し た。

AMPHは(Table2a),A.fumigatusとC.albi-

cansに お い て,バ ッ フ ァー でpHを 中 性 に 修 正 し た

B-YMAが 低 いMIC値 を 示 し,続 い てpH無 修 正 の

YMAお よ びKDAやNAAで あ っ た 。 一 方SAAMF

で は,い ず れ の 菌 種 に 対 し て も2～3管 程 度MIC値

が 高 くな る 傾 向 が 観 察 され た 。C.neoformanで は,

KDAで 低 いMIC値 が槻 察 され,YMA,B-YMAお

よびNAAで もほぼ同様 の結果 で あっ た。

FLCZ(Table2b)で はいず れの培 地 で もMIC値

は 高 か っ た が,こ れ ら7種 の 培 地 の 中 で は,pHを

7.0に 修 正 したB-YMAお よ びNAAとSAAMFで

比 較 的 低 いMIC値 が観 察 され,特 にCal6icmsで

その傾 向 が強 く見 られ た。一 方,pH無 修 正 のYMA

で は,明 らか にMIC値 が高 くな って い た。 また い ず

れ の培 地 に お い て も,A.fumigatusで は100μg/ml

以 下のMIC値 は観 察 で きなか った。

5-FC(Table2c)は,い ず れ の 菌種 に対 し て も,

B-YMAで 低 いMIC値 を示 した が,pHを 修 正 し た

Table 2a.MICs of Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans against amphotericin B on

seven different agar media

a) See Table1 for abbreviations of media.

A.f:Aspergillus fumigatus

C.a:Candida albicans

C.n:CryPtococcus neoformans
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Table 2b. MICs of Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans against fluconazole on

seven different agar media

YMAで はMIC値 が い くぶ ん高 くな る傾 向 が認 め ら

れ た。5-FCに 拮 抗 す る物 質 を含 む とされ るペ プ トン

含有 培地 で は観 察 され たMIC値 は高 か っ た。合 成培

地 の中 でSAAMFで は,期 待 され た よ りも高 いMIC

値 が観 察 され,特 にA.fumigatusやC.neoformans

で はその傾 向 は顕 著 で あった。

MCZ(Table2d)は いずれ の培地 で も比較 的 低 い

MIC値 を 示 す 薬 剤 で あ っ た。A.fumigatusで は

SDA,SAAMF,KDAお よ びNAAで よ り 低 い

MIC値 が観察 され た。C.albicansお よびC.neofor-

mansで は,い ず れ の培 地 で も同様 の低 いMIC値 が

観 察 され,さ ら にSDAお よ びYMAで はMIC値 が

よ り低 くなる傾 向 が見 られ た。

ITZ(Table2e)で はA.fumigatusでSAAMF,

B-YMA,KDAやKimmigで,同 程 度 の 低 いMIC

値 が観 察 され た が,YMAで はMIC値 が 高 くな る傾

向 も見 られ た。C.albicansやC.neoformansで も,

ほ ぼ 同様 の傾 向 が観 察 され た が,KDAで はC.al-

bicansに 対 す るMIC値 の判 定 が困 難 で あ った。 い ず

れ の培 地 に お いて も,ITZは 高 濃 度 で は結 晶 と して

析 出 し,結 果 的 に菌 が増殖 し,反 対 に低 い濃 度 で阻害

が観 察 され る とい う現 象が 見 られ た。

2.微 量液体 測 定法 に よ るMIC値 の比 較:

7種 類 の液 体培 地 で測 定 した8株 のC.albicansに

つ い て,5薬 剤 で のMIC値 の 比較 をTable3に 示 し

た。Table3aに はAMPHの 結 果 を示 し たが,AM-

PHはAAB,Kimmig-B,KDB,SDBの4種 の 液

体 培 地 で0.1μg/ml以 下 のMIC値 を示 した が,SA-

AMF-B,YNBお よびB-YNB等 の合成 培 地 で は逆

にMIC値 が い くぶ ん高 くな り,0.39～0.78μg/mlで

あ った。

FLCZ(Table3b)に つ い て は,完 全 な 阻 害 は,
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Table2c.MICs of Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans against flucytosine on

seven different agar media

高濃 度で ない と観察 で きなか ったが,+2以 下 の濁 度

を示 した濃度 をMIC値 とした場 合,YNB,B-YNB

お よびSAAMF-Bで 比 較 的 低 いMIC値 が 観 察 で き

た。

5-FCで はTable3cに 示 した よ う に,YNBお よ

びB-YNBで 低 いMIC値 が 観 察 さ れ,SAAMF-B

で は,い くぶ んMIC値 は高 くな って いた。

MCZ(Table3d)は 液体 培地 で 測定 す る と,他 の

ア ゾー ル系 の 薬剤 に比 べ,殺 菌 的 作 用 が 高 い こ とか

ら,ど ち らか とい う とMIC値 が 判定 し易 い薬 剤 で あ

る と考 え られ た が,KDBやAABで は+3が 多 く見

られ,MIC値 を 決 定 す る こ と は 容 易 で な か っ た。

MCZのMIC値 は,YNB,B-YNBやSAAMF-B

で低 く観察 され,ま た中 で も判 定 しや す か っ た の は

YNBお よ びSAAMF-Bで あっ た。特 にSAAMF-B

はC.albicansの 生育 が薬 剤無 添加 群で 良 い ことか ら,

判 定 しや すい培地 で あっ た。

ITZの 液 体 培 地 で のMIC値 をTable3eに 示 し

た。ITZはKDB培 地 を除 いて いずれ の培地 で も低 い

MIC値 が観 察 され,YNB,B-YNBお よびSAAMF

Bで 判 定 しやす く,特 にSAAMF-Bは 判 定が 容易 な

培地 であ った。

III.考 察

AMPHはB-YMA,SAAMF等 の合成 の寒 天培 地

で低 いMIC値 が観 察 され たが,液 体 培 地 で はNAB,

KDBな どの有機 複 合 培 地 で 低 いMIC値 が 観 察 され

る とい う矛 盾 した結 果 が 得 られ た。 この 点 に関 して

は,今 後AMPH寒 天培地 と液 体培 地 での安 定性 等 を

含 めて,さ らに詳細 に検 討す る必 要が あ る。 いず れ に

して も,AMPHの 検 定 に は寒 天培地 で はB-YMAや

KDAが,液 体 培 地 で はNAB,KDBと 言 う よ うに,

それ ぞれ に適 した検定 培地 を用 い る必 要 が あ る。
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Table 2d. MICs of Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans against miconazole on

seven different agar media

FLCZの 抗 真 菌 活 性 の 検 定 に お い てSAAMF

(SAAMF-B)や10)pHを 修 正 し たB-YNB(B-

YMA)で 低 いMIC値 を観 察 で き る こ とを 明 らか に

したが,し か しその 場合 で もFLCZの 場 合 に は依 然

としてMIC値 は高 く,in vivoの 効果 を反 映 してい る

とは思 われ な い。 や は り,in vivoと の相 関性 を よ り

表 わ す とした ら,IC99値 やIC507,8)値 を測定 す るな ど

の方策 が必 要で あ ろ う。

5-FCの 検 定 で,SAAMFに お い てMIC値 が 高 く

な る理 由 として は,こ の培 地 が栄 養豊 富 な こ とか ら,

5-FCの ように,静 菌的 な作 用 を示 し,MIC値 が培 養

時 間 に左右 され やす い薬剤 で は,対 照 群 と薬剤添 加群

との差 が判 定 し に く くな る こ とに よ る もの と思 わ れ

る。

A.fumigatusお よびC.albicansの いずれ にお いて

も,寒 天 と液 体 希 釈 法 でYMA(YNB)で 低 いMIC

値 が観 察 で きた ことか ら,現 段 階 で は,5-FCのMIC

値 の検 定 に は,YMA(YNB)が 適 し た培 地 と言 う

こ とが で きる。

MCZは ア ゾール 系 の薬剤 の中 で も殺菌 的 傾 向 が強

く,い ず れの培 地 で も低 いMIC値 を示 して い た。特

に寒 天培 地 で はSDAやYMAが,ま た液体 培 地 で は

YNBやSAAMF-BでMIC値 が判 定 しやす い こ とが

明 らか に なっ た ことか ら,そ れぞれ の 目的 にそ って培

地 を選 ぶ必 要が あ る。

ITZは そ の溶解 性 に 問題 が あ り,特 に液 体 培 地 で

は高濃 度 で,薬 剤 の沈澱 が み られ,接 種菌 も沈 澱物 と

一緒 に存 在 す る現 象 も観 察 され て い る。 し たが って

ITZのMIC値 の測 定 は,高 濃度 で は意 味 が な く,逆

に混 乱 す る こ とか ら,低 い濃 度 か ら の検 定 が 望 まれ

る。 ま た同 時 に,今 後ITZに 適 した溶 媒 の検 討 も必

要 で あ ろ う。一 方,活 性 の面 か ら言 えば,ITZはA.
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Table2e.MICs of Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans against itraconazole on

seven different agar media

b)Not determined .

fumigatusに 対 して よ り強 い活性 を示 す特 徴 あ る ア ゾ

ール系 の薬 剤 で ある と言 う ことが で きる
。

今回 の実験 を通 して,抗 真 菌剤 の検定 にお ける培地

の重 要性 が確認 され,そ れ ぞれ の抗 真菌 剤 と検定 条件

に適 した培地 の採 用 が必須 で あ る ことが強 く示唆 され

た。 しか し,MIC値 の 検 定 用 培 地 と し て は,低 い

MIC値 を示 す こ とは重 要 な こ とで あ るが,必 ず し も

絶対 条件 で はな く,培 地 の条件 に限 ってい えば,培 地

の供 給 が容 易 で あ るこ と,培 地 ロッ ト間 のバ ラ ツキが

少 ない こ と,保 存 が容 易で あ る こと,さ らに実 験者 間

での判 定誤 差 が少 な い こと等 を総 合的 に判 断 して採 用

す る こ とが必 要 で あ る。 それ らの点 を考 慮 した場 合,

B-YMA(B-YNB)は5-FCで 幾分MIC値 が 高 くな

る傾 向 が観察 され る もの の,い ず れの薬 剤 で も使 用可

能 で あ り,そ の作 製 も簡単 で あ り,今 後,抗 真菌 剤 の

共通 の検定 用培 地 の一 つ として,本 培 地 の使 用 を薦 め

た い。一 方SAAMFに 関 して は ア ゾー ル系 の 薬剤 の

測定 に優 れ て い る こ とが報 告10)さ れ,我 々 の今 回 の

結果 もその こ とを確認 で きた こ と,さ らに最 近 で は本

邦 にお い て もSAAMFが 市 販 され る よ うに な り,今

後,多 用 され るよ うにな る と思わ れ る。 また最近,組

織培 養 に汎 用 され て い るRPMI1640が よ り低 いMIC

値 を示 し,液 体培 地で の検定 で は研 究室 間 での読 み取

りで最 も誤差 が少 な い培 地 であ る ことが米国 に おいて

報告6)さ れて い る。 しか し,本 培地 に関 して は,本 邦

にお いて はデー タの蓄積 も少 な い ことか ら比 較 もで き

ず,今 後 詳細 な検討 が望 まれ る。

液体 培地 にお ける活性 の判定 基準 は,ア ゾール 系の

薬剤 で は完 全 阻害 が 観 察 しに くい薬剤 が多 い こ とか

ら,今 後 はIC50やIC99値 での測 定 が主 流 とな る と思
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Table3a.MICs of amphotericin B against Candida albicans in seven different liquid media

See Table1 for abbreviations of media.

*Strain number(8 strains were used).

Table3b.MICs of fluconazole against Candida albicans in seven different liquid media

* Not determined.

Table3c.MICs of flucytosine against Candida albicans in seven different liquid media
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Table3d.MICs of miconazole against Candida albicans in seven different liquid media

* Not determined.

Table3e.MICs of itraconazole against Candida albicans in seven different liquid media

* Not determined.

わ れ る が,し か しそ の 手 順 は煩 わ し く,そ れ に 代 わ り

得 る判 定 基 準 の 設 定 が 望 ま れ る。 そ の 点,今 回 我 々 が

基 準 と し て 用 い たPfaller等6)の ス コ ア ー 法 が よ り実

際 的 な 判 定 法 に 思 わ れ る。
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EVALUATION OF IN VITRO ANTIFUNGAL ACTIVITY OF

AMPHOTERICIN B, FLUCONAZOLE, FLUCYTOSINE ,

ITRACONAZOLE AND MICONAZOLE ON

SEVEN DIFFERENT ANTIFUNGAL

ASSAY MEDIA

Yuzuru Mikame, Katsukiyo Yazawan and Akihiro Matsumae2)1)

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

2): Kitasato University

We determined the antifungal activity of five clinically useful antimycotics against Aspergillus
fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans by two assay methods, namely agar
dilution and liquid microdilution, using seven different media: Sabouraud dextrose , synthetic amino
acid medium-fungal, yeast nitrogen base, buffered-yeast nitrogen base, nystatin assay, Kimmig and
sensitivity test medium. The minimum inhibitory concentration (MIC) of amphotericin B fluctuated
depending on the medium used and the lowest MICs were observed with buffered yeast nitrogen base
medium (in agar) or sensitivity test medium (in liquid) to all fungi tested . The lowest MIC of
flucytosine against both A. fumigatus and C. albicans was found in non-buffered yeast nitrogen base
medium. Synthetic amino acid medium-fungal was a good choice for determining the MICs of azole
antimycotics: miconazole, fluconazole and itraconazole.


