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FlucytosineとfluconazoleのCandida spp.に 対 す るin vitroお よ びin vivo併 用 効 果

関 根 譲 ・神山 智子 ・櫻井千寿子 ・有沢 幹雄

日本ロシュ株式会社研究所。

(平成5年9月28日 受付 ・平成5年11月2日 受理)

Flucytosine(5-FC)とnuconazole(FLCZ)のGandida spp.に 対 するin vitroお よびin

vivo抗 真 菌活性 における併用効果,な らびに,5-FC耐 性 獲得に対する両剤の併用効果 につい

て検討を行 った。

1)5-FCとFLCZのin vitroで の併用は,そ のGandida spp.に 対 する抗真菌活性 におい

て,一 部の5-FC高 度 耐性株 を除 くすべての株 に対 し,相 乗ないし相加効果を示 した。

2)ま た,用 いた5-FC感 受性および耐性のCandida albicans 2株 に よるマウス全身 カン

ジダ症に対 しても併用効果を示した。

3)5-FCに 対 する耐性獲得速度 はC.albicansに 比 べCandida glabrataの 方 が速 く,菌 種

による違いが見 られ,ま た,両 菌種共に,接 種菌量の影響を受 けた。

4)こ の5-FC耐 性 獲得速度に対 しても5-FCとFLCZの 併 用は強い抑制効果を示 した。

5)c.albicans,C.glabnta両 菌 種の5-FC耐 性 出現頻度 は,C.glabrataの 方が平均で約

100倍 高 い値を示した。

6)し か し,こ の両菌種の5-FC自 然 耐性 出現頻度 に対 して,5-FCとFLCZと の併用 は,

C.albicansで の頻度 を約1/2減 少 させたが,C.glabrataの 頻 度 にはほとん ど変化 は見 られな

かった。
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近年,抗 生物質,抗 癌剤などによる化学療法や臓器移植

などに見られる医療の進歩により,社 会の高齢化が進み,

また患者の延命が期待されてきている。それに伴い真菌症

の増加が顕著になってきている1)。これに対 し,現 在日本

で深在性真菌症の治療に使用されている抗真菌剤は,ポ リ

エン系抗生物質のamphotericin B(AMPH),ピ リミジ

ン系薬 剤 のnucytosine(5-FC),ア ゾー ル 系薬 剤 の

miconazole(MCZ)お よ び,nuconazole(FLCZ)の わ

ずか4剤 である。遅れていた抗真菌剤の開発の方も,ア ゾ

ール系薬剤を中心として活発になってきてお り2)
,今 回,

itraconazole(ITZ)が 上市 された。しかしなが ら,な お

現存の抗真菌剤の効果は毒性面等も含め十分とは言えず,

さらに新しい抗真菌剤の開発が望まれている。

このような状況の中で抗真菌剤の併用は,そ の効果の改

善,副 作用の軽減,ス ペクトラムの拡大などのために有用

であり,各 種の検討が行われている3～7)。5-FCに ついて

は,AMPHと の併用で多 くの検討が行われており,臨 床

にも広く使用されているが8噂11),FLCZと の併用効果に関

する報告は少ない。そこで今回,5-FCとFLCZの 併用効

果 を評 価 す る た め,臨 床 か らの 分 離 頻 度 の最 も高 いCan-

dida spp.を 用 いin vitroを 中 心 に一 部in vivoを 含 めて検

討 を行 っ たの で報 告 す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

Flucytosine(5-FC:Lot No.903002)は,F.

Hoffmann-La Roche社 か ら の 原 末 を,fluconazole

(FLCZ:フ ァ イ ザ ー 製 薬)は,市 販 品 を 抽 出精 製 した

も の を 用 い た 。

2.試 験 菌 株

泌 尿 器 科 領 域 由 来 の 臨 床 分 離 株Candida albicans

9株:CY 3003, CY 3204, CY 3215, CY 3019, CY

3220, CY 3232, CY 3235, CY 3239, CY 3240, Can-

dida glabrata 5株: CY 6001, CY 6025, CY 6030, CY

6044, CY 6049, Candida tropicalis 3株: CY 3223, CY

3237, CY 3245お よ び 当 研 究 室 保 存 の 標 準 菌 株C.al-

bicans 4株: ATCC 48130, ATCC 10231, 652, ATCC

24433, C.glabrata 2株: ATCC 2001, IFO 0005を 用

い た 。

*神 奈川県鎌倉市梶原200
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3.In vitro併 用 効 果

96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー トを 用 い た 微 量 液 体checker

board法 に て 行 っ た 。 培 地 は1%glucoseお よ び0.15

% asparagineを 添 加 し たYeast-nitrogenbase

(YNB;Difco)12)を 用 い た 。 薬 剤 の 希 釈 は,FLCZに

つ い て は1/2希 釈 系 列 で 行 っ た が,5-FCに つ い て

は,併 用 効 果 の 正 確 な判 定 を 行 うた め に3/4希 釈 系 列

にて行 っ た。 接 種 菌 液 はPYGA(1%Bacto-peptone

(Difco),0.5% Yeast extract(Difco),1% glucose,

2% agar)平 板 上 で,試 験 菌 を20～24時 間37℃ で 培

養 し,0.1%Tween 80を 含 むBuffered saline with

gelatin(BSG)に て 菌 液 を 調 整 し,最 終 菌 濃 度 が 約

105cfu/mlと な る よ う に 接 種 し た 。 培 養 は37℃,20

時 間 行 い 判 定 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ ー(Corona

Electric,MTP-100)で630nmで のO.D.(O.

D.630)値 を 測 定 し,IC90値(controlの 生 育 をO.

D.630の 値 で90%以 上 阻 害 す る 濃 度)を 求 め た。 併 用

効 果 の評 価 はFractional inhibitory concentration

index(FIC index)を 次 式 よ り算 出 し行 っ た 。

FICindex=
IC90 of 5-FC in combination

/IC90 of 5-FC alone

+
IC90 of FLCZ in combination

/IC90 of FLCZ alone

判 定 はFIC indexが<0.5を 相 乗,0.5～1.0を 相

加,>1.0を 不 関 として行 った。

4.マ ウス全身カンジダ症モデル

マウスはICR系,4週 齢,雄,体 重20±19を1群

7匹 として用いた。C.albicans CY 3003(5-FC感 受

性株)お よびC.aJbicans ATCC 24433(5-FC耐 性

株)を 感染菌 として用いた。PYGA平 板 で一夜培養

後,菌 体 を集菌 し生理食塩水にて所定の菌量に調整 し

た。 この菌液0.1mlを 尾静脈 より接種 した。そして,

水に溶解 した各薬剤 を,感 染後 ただちに経 口投与 し,

その後毎 日1回4日 間治療(5連 投)を 行 った。22日

間観察を行 い,そ の生存匹数により薬剤の効果 を判定

した。

5.5-FC耐 性 獲得

3.の 場 合 と同様 の方法で,96穴 マ イクロプレー ト

を用いた微量液体希釈法により行った。1/2希 釈 系列

の5-FCの 各 ウエルに一定濃度のFLCZを 加 えた1%

glucose添 加YNB(w/o)(Difco)培 地 に,C.albi-

cansお よ びC.glabrataを 各 々,約106cfu/ml,ま た

は105cfu/mlの 菌量で接種,20時 間 培養しIC80値 を

求めた。さらに,こ の培養 プレー トのcontrolと 同 等

ないし約1/2の 増 殖を示 した菌液(5-FCの1/2～1/4

1C8。濃 度のウェル)か ら,菌 数 をおお よそ上記 の接

種菌量 に揃えて,新 たな薬剤含有培地の入 ったプレー

トに接種後,同 様 に培養 してIC60を 測 定 した。 この

継代培養に よるIC8。 測 定 を15～30回(15～30日 間)

繰 り返 し行った。

6.5-FCの 耐 性 出 現頻 度 お よび それ に対 す る

FLCZの 添加効果

Yeast Morphology Agar(YMA)平 板 で37℃,

一 夜培 養の試験菌 の懸濁液 を鯛製 し
,こ れを5-FC

(25μg/ml)含 有,ま た は,5-FC(12。5μg/ml)お

よびFLCZ(0.78～3.13μg/ml)含 有YMA平 板 に1

枚 あた り107cfuオ ー ダー とな るよ う数枚 に ま き,

37℃ で5日 間培養して生育 してきたコロニーを耐性 と

して薬剤無添加YMA平 板 で生育 したコロニー数 に

対する割合 として算出した。

II.結 果

L5-FCとFLCZのin vitro併 用効果

5-FCとFLCZの 併 用 は試験菌株15株 中6株 に相

乗効果,6株 に相加(部 分的相乗)効 果,3株 に不関

を示 してお り,全 体で は試験 した株 の80%の 株 に対

し相乗 ないし相加(部 分的相乗)効 果 を示 した。その

内容を見ると,5-FC感 受 性のFLCZ非 感 受性株に対

しては,併 用はすべて相乗効果を示 した。併用効果の

な か った3株 は5-FCのIC90が>1,000μg/mlの 高

度耐性株 であ ったが,IC90が500μg/mlの5-FC耐

性 株には相乗効果を示 し,併 用時の5-FCのICg。 は1

μg/mlで あ った。 また,両 剤に感受性 を示 す株 に対

して は,す べ て相加(部 分 的相 乗)効 果 を示 した

(Table 1)。

2,マ ウス全身カンジダ症 に対する治療効果

感受性株CY3003に よ る感染モデルに対 し5-FC,

FLCZは,共 に臨床用量で優れた治療効果 を示 した。

一方
,5-FC耐 性 株ATCC24433に よ る感染モデルに

対 して は,5-FCの 治療効果は感受性株 による場合に

比べ ると弱い ものであったが,FLCZは 優 れた効果を

保持 していた。

5-FCとFLCZを 併用 した場合,感 受性株感染マウ

ス に対 し5-FC:50mg/kgとFLCZ:2mg/kgの 治 療

効果 はFLCZ単 独 の4mg/kgよ り は劣 るものの5-

FC,50mg/kgお よびFLCZ,2mg/kgの 単独治療よ

りも良好 な結果であ り,明 らかな併用効果 を示 した。

5.FC耐 性 株感染マウスに対 しても感受性株の場合 と

同様,5-FCとFLCZの 併用 は,優 れた治療効果 を有

していた(Fig.1)。

3.5-FC耐 性 獲得速度

1)5-FC耐 性 獲得速度の菌種間の比較検討

5-FCに 対 しIC80が>100μg/mlの 耐性 を獲得す る
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Table 1. In vitro effect of flucytosine combined with fluconazole on Candida app.

Inoculum size: 105cfu/ml

5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole

C. albicans CY 3003

(5-FC-sensitive; IC90: 0.056μg/ml)

(1×107cfu/mouse)

C.albicans ATCC 24433

(5-FC-resistant; IC90: 500μg/ml)

(3.8×106cfu/mouse)

Fig. 1. Chemotherapeutic effect of combinations of flucytosine and

fluconazole on murine candidiasis. Mice were infected intravenous-

ly with 1•~10 cfu of Candida albicans CY 3003 or 3.8•~106 cfu of

ATCC 24433 and treated orally with flucytosine, fluconazole or

flucytosine plus fluconazole once a day on days 0 through 4 for a

total of 5 doses. The values in parentheses are expressed as mg/

kg.

のに要 した期間(磁 性獲得速度:薬 剤存在下で耐性 を

獲得するのに要 した継代回数)は,株 によっても異な

る が,C.albicans(CY 3003,CY 3234)とC.gla-

brata(CY 6044,CY 6049)の 菌 種 間 で比 較 した場

合,C.albicansに 比 べC.glabrataの 方 が耐性獲得速

度 は速かった(Fig2A,B)。 これは,デ ータには示

さなかったが,他 の株の場合で も同様であった。

2)5-FC耐 性 獲得速度に対する接種菌量の影響

両菌種 とも接種菌量 を106cfulmlか ら105cfu/ml

へ 下 げる と,耐 性獲得 までの期間が大幅 に延長 した

(Fig。2A,B)。 す なわち,接 種菌量 の影響 を大 きく

受 けた。
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(A) C. albicans
(Inoculum size: 106cfu/ml)

C. glabrata
(Inoculum size: 106cfu/ml)

(B) C. albicans
(Inoculum size: 105cfu/ml)

C.glabrata
(Inoculum size: 105cfu/ml)

Fig. 2. In vitro development of resistance to flucytosine in Candida

albicans and Candida glabrata.

4.5-FC耐 性獲得に対する併用効果

C.albicans(6株),C.glabrata(7株)両 菌種 とも

に5-FC単 独培地で継代中に5-FC耐 性 を獲得 した株

はすべて,FLCZを 併 用 した場合,そ の耐性獲得期間

は大きく延長 された。すなわち,両 菌種の5-FCに 対

す る耐性獲得 をFLCZは 強 く抑 制 した(Tables2,

3)。

5.5-FC自 然耐性 出現頻度お よびその頻度 におよ

ぼすFLCZと の併用の影響

菌種 内で も株 間で頻 度 の差 は見 られ るが,5-FC

(25μg/ml)含 有YMA平 板 上 のC.albicans 7株 の

平均の5-FC自 然耐性出現頻度は2.9×10-7で,一 方

C.glabrata 7株 で は3.3×10-5とc.albicansに 比 べ

C.glabrataの 方 が約2乗 オー ダー高 い頻 度 であ り,

菌種の違いにより,そ の自然耐性出現頻度に大 きな差

が見 られた(Tables 4,5)。

これ ら両菌種 の5-FC自 然耐性 出現頻度 に対す る

FLCZと の併用の影響を見てみると,5-FC:12.5μg/

mlに 対 しFLCZ;3.13あ る いは1.56μg/mlを 併 用 し

た場合,い ずれの場合 もC.albicans 7株 の平均 の5-

Table 2. Effect of combined flucytosine and

fluconazole on flucytosine-resistance

of Candida albicans

Inoculum size: 106 cfu/ml

5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole

FC耐 性 出現頻度 は,5-FC単 独 時の頻度 の約1/2に

低 下 してお り,FLCZと の併用の影響がわずかに認め

られた。一方,C.glabrata 7株 で は,5-FC単 独 の場

合 と併用した場合の出現頻度 は,ほ ぼ同等であ り併用

の影響 は認められなかった(Tables 4,5)。
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IIL考 察

現在,深 在性真繭症の治療 に使用されている抗真菌

剤は,AMPH,5-FC,MCZお よびFLCZの4剤 のみ

であ り,現 状では,既 存の抗真菌剤での単独治療では

まだ十分 とは言 えない。

5-FCは,そ の低い蛋 白結合率 と良好 な組織移行

性,高 い選択毒性等 を特長 としているが,耐 性獲得が

単独での使用の際の問題 となっている。一方,FLCZ

につ いても,そ の作用が静菌的であることや,臨 床に

おいて耐性菌の報告 もなされている13,14)。そ こで,今

回5-FCとFLCZに つ いて,よ り優 れた抗真菌活性

を得る目的で両剤の併用に関する検討 を行 った。

Table 3. Effect of combined flucytosine and

fluconazole on flucytosine-resistance

of Candida glabrata

Inoculum size: 105 cfu/ml

5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole

5-FCとFLCZのin vitroで の併用については,三

上 らは5-FC感 受性のC.albicans 10株 を用 いて検討

を行 ってお り,FIC indexが0.06～0.38と 相 乗効果

を示す ことを報告 してい る12)。今 回の我々の結果で

も,彼 らと測定条件 は多少異なるが,5-FC感 受性の

C.albicans 10株,さ らにC.tropicalis 1株 に 対 し

FIC indexが0.36～0.73と 相 乗 ない し相加(部 分的

相乗)効 果を示 した。 この併用効果は,5-FC感 受性

株の中で もFLCZ非 感 受性株(FLCZのIC90が6.25

μg/ml以 上 の株)に 対す る方が,FLCZ感 受 性株に

対する効果より強い ものであった。 これ は,FLCZ感

受性株で はFLCZのIC90が5-FCと の併用では2～4

倍程度の低下に対 し,FLCZ低 感 受性株 ではIC90が

100μg/mlを 示 す株 で も5-FCと の 併用 で3.13,あ

るいは0.78μg/mlと,感 受性領域 まで大幅 に下がっ

た ことによる。三上 らの結果にも,こ れ と同様の傾向

が見 られ る。一方,5-FC耐 性 株 について は,C.al.

bicans 2株 とC.tropicalis 2株 を 用 い たが,IC90値

が1,000μg/ml以 上 を示す3株 については併用効果

は認 め られ なか ったが,IC90が500μg/mlのC.al-

bicans CY 1007株 に対 しては強 い相乗効果が認めら

れ,併 用時の5-FCのIC90値 が1μg/mlに まで下が

った。このことは,FLCZ非 感 受性株のみならず,5-

FC耐 性 で もあ る程度 までの耐性株 に対 してならば.

両剤の併用により十分な効果が得 られるという結果で

あった。

次 に,C.albicansで5-FC耐 性 のATCC 24433株

お よび感受性のCY 3003株 を感染菌 としたマウス全

身 カンジダ症 に対す る5-FCとFLCZの 併 用効果を

検討 した結果,感 受性株CY3003に よ る感染 に対 し

て は5-FC: 50mg/kgとFLCZ:2mg/kgで,ま た,

Table 4. Frequency of flucytosine-resistant strains in sensitive Candida albicans

(): drug concentration; pg/ml

5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole
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Table 5, Frequency of flucytosine-resistant strains in sensitive Candida glabmta

(); drug concentration; ƒÊg/ml

5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole

耐性株ATCC24433に よる感染に対 しては5-FC:100

mg/kgとFLCZ:2mg/kgの 両薬剤の臨床用量範囲内

の併用によ り相加(部 分 的相 乗)効 果が得 られ た。

Polakも,こ の両剤の併用がマウス全身カンジダ症に

対 し相乗効果 を示 した と報 告 して いる1胴8)。 ま た,

Graybillら は,マ ウスの ク リプ トコックス髄膜 炎モ

デルで,こ の併用が単独使用よりも優れた結果を示 し

たとしている19)。

さらに,こ の5-FCとFLCZの 併 用が,5-FCの 単

独使用の際に問題 となる耐性の獲得に対 しどの程度の

効果を示すのかを検討 した結果,C.alblcansお よび

C.glabrata両 菌種 の5-FC耐 性 獲得 までの期間(継

代培養回数)は,FLCZ:0.78～3.13μg/mlの 存 在下

で延長 され,特 に,Calbfcan5で は106cfu/mlの 接

種菌量において,7あ るい は9回 の継代培養 でIC8。

が100μg/ml以 上 の5-FC耐 性 を獲得 した株 で も,

FLCZ:0.78μg/ml共 存 下では30回(1か 月)の 継代

培養を行っても耐性の獲得はなかった。 この5-FC耐

性獲得速度 は,c.albicansに 比 べC.gtabrataの 方 が

速か った。 これ は,C.glabralaがhaploidで あ り,

diploidで あ るC.albicansよ りも自然耐性出現頻度が

高いことによると考 えられた20)。そ こで,両 菌種の5

-FC耐 性出現頻度を5-FC;25μg/ml単 剤 の場合 と5-

FC:12.5μg/mlにFLCZ:3.13お よ び1,56μg/mlを

共存 させた場合の5-FC自 然 耐性出現頻度 を算出 し比

較することで,こ の耐性出現頻度 に対 す るFLCZの

添加の効果を検討 した。その結果,5-FC単 剤 での場

合,5-FC耐 性 出現頻度 は株間での差 はあるものの,

両菌種各々7株 の平均の頻度 は,C.albicansの2.9×

10-7に 比 べ,C.glabrataで は3.3×10-5とC.gla-

brataの 方 が約2乗 オーダー高 く,両 菌種 間の5-FC

耐 性獲得速度差は,こ の自然耐性出現頻度の差 による

と考えられた20)。しかし,FLCZが 共存 した場合の頻

度 は,C.glabrataの 場合,5-FC単 剤 の場合のそれと

ほ とん ど差 はな く,差 が見 られ たC.albioansで も,

平 均 で約1/2の 抑 制 に留 まった。 よって,5-FCと

FLCZの 併 用 による5-FC耐 性 獲得速度 の抑制 効果

は,自 然耐性 出現頻度に対す る効果 では説明で きな

い。 この点に関 しては,さ らに検討を要する。

以上,5-FCとFLCZの 併用 は,in vitroあ るいは

in vivoに お いてcandidaで 相乗ないし相加(部 分的

相乗)効 果 を示すことが確認 された。

1n vitroに お いてFLCZ非 感受性株に対 して特に優

れた併用効果を示したことは,今 後 さらに,FLCZの

使 用に伴いFLCZ非 感 受性菌が増加 して くるこ とも

予想 されB調,こ れに対する治療 として,5-FCと の

併用が有効な手段 となる可能性 が示唆 された。加 え

て,5-FCの 弱 点で ある耐性獲得 が抑制 され たこ と

は,こ れが臨床に反映 されれば意義のある こととな

る。

臨床 におい ては,最 近,Schevenら がC.albioans

に よ る敗血症 の治療 をFLCZと5-FCの 併 用で行 い

成功 したと報告 してい る21)。また,C.albicans以 外

で も,Taillanら は,blastomycosisに 対 し有効 な治

療結果を得ている22)。河野 は,続 発性肺 クリプ トコッ

クス症において両剤の併用が有効であったと報告 して

いる23)。

以 上,今 回の実験結果 と,こ れ らの報告か ら5.FC

と ト リアゾール系薬剤で あるFLCZと の併用 は,今

後の臨床での検討 と,そ の効果が期待される。
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In vitro and in vivo effects on Candida spp. of flucytosine combined with fluconazole

Yuzuru Sekine, Tomoko Kamiyama, Chizuko Sakurai

and Mikio Arisawa
Nippon Roche Research Center, 200 Kajiwara, Kamakura, Kanagawa 247, Japan

The antifungal activities of flucytosine (5-FC) combined with fluconazole (FLCZ) against Can-
dida spp. were tested in vitro and in vivo. The combined effects of 5-FC and FLCZ on the develop-
ment of resistance of Candida spp. to 5-FC were also studied in vitro.

1) The interaction of combined 5-FC and FLCZ was synergistic or additive for all strains tested
except for two highly 5-FC-resistant strains.

2) The combination of 5-FC and FLCZ showed partial synergism in murine candidiasis due to 5
-FC-sensitive and -resistant Candida albicans .

3) The resistance of C. albicans to 5-FC was slower to develop than that of Candida glabrata. The
rate was influenced by the inoculum size.

4) FLCZ suppressed the development of resistance to 5-FC in both C. albicans and C. glabrata
5) The size of the 5-FC-resistant population in 5-FC-sensitive C. glabrata strains was in general

larger than that in C. albicans
6) The combination of both drugs reduced the frequency of 5-FC-resistant strains in sensitive C.

albicans by half, but not in C. glabrata


