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Itraconazoleの 生 体 内活 性 代 謝 物hydroxy-itraconazoleの 臨 床 分 離株 に対 す る

in votro抗 真 菌 活 性

三 上 裏 ・矢沢 勝 清 ・西村 和子

千葉大学真核微生物研究センター'

(平成5年10月18日 受付 ・平成5年12月14日 受理)

新 しい トリアゾール系抗真菌剤itraconazole (ITZ)の 生体内活性代謝産物 であるhydroxy-

itracomazole (ITZ-OH)の16菌 種 の臨床分離株 に対するin vitro抗 真 菌活性 をITZと8種

類の対照薬剤 との比較で検討 した。4種 の培地を用いた微量液体希釈法で比較 した結果,い ず

れの菌種に対 してもITZ-OHとITZと の 間には,活 性に差が認 められなかった。MIC値 に

およぼす培地の影響 を検討した結果,Aspergillus fumigatusで はITZ-OHお よびITZの いず

れにおいても,brain heart infusion (BHI)培 地 で低いMIC値 を示 し,次 に"synthetic am-

ino acid medium-fungal"(SAAMF)培 地 であった。 しかしCandidaa albicansで はBHI培

地でのMIC値 の判定が難 しかった。一方,1%グ ル コース含有yeast nitrogen base (YNBG)

培 地 では,BHIやSAAMF培 地 に比 べてい くぶ んMIC値 が 高 くなる傾 向が観察 され た。

ITZ-OHは,C. albicansお よびCryptococcus neofrmansに 対 しては,8種 の対照薬剤 と比較

した場合,同 じアゾール系のKCZと 同等の低いMIC値 を示 した。A. fumigatusに 対 しては,

ketoconazole (KCZ)よ りも強 く,最 も低いMIC値 を示 したが皮膚糸状菌に対 しては,対 照

薬 剤 で あ るamphotericin B (AMPH-B), bifonazole (BFZ), clotrimazole (CTZ),

nuconazole (FLCZ), griseofulvin (GRF), KCZ, miconazole (MCZ)と ほ ぼ同様のMIC

値 を示した。

Key words:抗 真 菌剤,itraconazole,活 性代謝産物,hydroxy-itraconazole,MIC値,in vitro

活性

ア ゾール 系 の抗 真 菌剤 は,皮 膚 真菌 症 に対 す る外 用薬 と

してclotrimazole (CTZ)が 初 め て 導 入 され て以 来,深

在 性 真 菌 症 に有 効 な 薬 剤 も含 め て,こ れ までeconazole

(ECZ)やmiconazole (MCZ)が,ま た最 近 で はbifona-

zole (BFZ)やfluconazole (FLCZ)な どが 臨 床 的1～3)に

用 い られ て きた。

Itraconazole (ITZ)は ヤ ンセ ン社 に よ っ て開 発 され た

トリア ゾー ル 系の 抗真 菌 剤 で,多 くの病 原性 の真 菌 に対 し

て幅 広 いinvit名o活 性 を示 す こ とが 報 告4～9)され て い る。

ま た,ITZは,臨 床 的 に は,Aspergillus fumigatusに よ る

感 染症 に対 して特 に優 れた効 果 を発揮 す る こ とが そ の特 徴

として報 告 され9～12),本 邦 に お いて も,最 近 上 市 され た。

ITZの 作用 点 は,真 菌細 胞膜 成 分 で あ るエ ル ゴ ステ ロ ール

の合成 の阻 害 であ り3),い わ ゆ るEBI (ergosterol biosyn-

thesis lnhibitor)に 属 す る3)。 しか しITZは,脂 溶性 が 高

い こ とか ら,同 じ ト リア ゾー ル系 の薬 剤 で あ るFLCZ等

の親 水 性 の 強 い抗 真菌 剤 と異 なっ た生 体 内動 態 を とる こ と

が示 唆 され てお り,最 近 にな り,ITZの 生 体 内で の代謝軽

路 も少 しず つ明 らか に され て き た11)。 そ れ らの研 究で,

ITZの 生 態 内 で の 主 代 謝 産 物 で,活 性 を有 す るITZ-OH

(Fig.1)が,か な り活 性 発 現 に重 要 な役 割 を果 たす ことが

示 唆 され て きた11)。本研 究 で は,ITZ-OHの 抗 真菌活性を

ITZお よび 本邦 にお い て 臨床 的 に用 い られ て い る8種 の抗

真菌 剤amphotericin B (AMPH-B), bifonazole (BFZ),

CTZ, FLCZ, flucytosine (5-FC),griseofulvin (GRF),

ketoconazole (KCZ)お よびMCZと の比 較 で検討 したの

で報 告 す る。

抗 真 菌 剤 の ア ッセ イ 用培 地 と して は,他 の培 地 との比較

で低 いMIC値 を示 す こ とが指 摘4}さ れ て い なが ら,そ の作

製が 煩 雑 で あ る な どの 理 由 で,こ れ まで あ ま り用 いられる

こ とが な か っ た"Synthetic amino acid medium-fungal"

(SAAMF)4)が 本邦 に お い て も,最 近 市 販 され る ようにな

っ た の で,本 研 究 で は,本 培 地 を 中 心 に,Sabouraud

dextrose broth (SAB), brain heart infusion broth
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R= H: Itraconazole
R=OH: Hydroxy-itraconazole (R 63373)

Fig. 1. Structures of itraconazole and hydroxy-

itraconazole.

(BHI)お よび1%グ ルコース添加のyeast nitrogen base

(YNBG)培 地 を用いて比較検討したのでその結果につい

てもあわせて報告する。

1.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

千葉大学真核微生物研究センター化学療法分野にお

いて保存 されている臨床分離株 から,A.fumigatus,

Candida albicans, Candida glabrata, Candida guillier-
mondii, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,

Candida krusei, Cryptococcus neoformans, Epider-
mophyton flocossum, Microsporum canis, Micros-

porum gypseum, Trichosporon cutaneum, Trichop-
hyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichop-

hyton viohceum, Sporothrix sckenckiiの16菌 種 か ら

それぞれ4株 ずつをランダムに選んで使用した。接種

菌はPotato dextrose agar(PDA)上 で,酵 母様真

菌は3日 間37℃,糸 状菌は7日 か ら14日 間27℃ また

は37℃ で培養 した。酵母様真菌 は生理食塩水に懸濁

した後に,ま た糸状菌 で は0.02% tween 80と10%

グリセリン添加の生理食塩水で胞子懸濁液(胞 子着生

がほとんど認めれない菌株については,ガ ラス玉入 り

試験管で菌糸破断懸濁液を)を 作製 し,グ ラスフィル

ター(No.3)か ガーゼで濾過後 に,そ れぞれ細胞濃

度が1～10×104個/mlに な るように生理食塩水で菌

数を調整 した。 また,菌 糸破断液 で は前 もって,

CFUを 求 めて,同 様の菌数に調整 した菌液 を保存 し

て用いた。

2.使 用薬剤

AMPH-B(日 本 ス クイ ブ),BFZ(バ イ エ ル薬

品),CTZ(和 光 純薬), FLCZ(プ アイザー製薬),

5-FC(日 本 ロシュ), MCZ(持 田製薬),GRF(和 光

純薬),ITZ,ITZ-OH (Janssen Pharmaceutica Co.,

Ltd, Belgium)の 原 末を用いた。AMPH-B, BFZ,

CTZ, FLCZ, GRF, ITZ, ITZ-OHお よ びMCZは

dimethylsulfoxide(DMSO)に 溶 解 後,等 量 の

methano1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。

3.MIC値 の測定

MIC値 は96穴 のマイクロプレー ト(住 友ベークラ

イ ト社製)を 用いた微重液体希釈法によって行った。

すなわち,2倍 濃度に培地で希釈 した薬剤系列を100

μlあて各ウエルに加 えた。 さらに前述の菌浮遊液を

50μl加 えた。培地 はSAB (Difco), YNBG (Difco)

と,SAAMF(日 本 生物材料セ ンター)お よびBHI

(Difco)の2倍 濃度液 を用いた。

MIC値 の判定は,肉 眼的 に透明 な場合 を0と し,

か すかに増殖が認め られて濁 っている場合 を+iと

し,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 している場合を+3の スコアー とした欄 。

AMPHで は0を,5-FcとGRFで は,+1以 下 を,

CTZ,BFZ, ITZ, ITZ-OH, FCZ, MCZ等 で は,

+2以 下 をMIC値 の判定基準 とした。判定 はCal屍

cansで は37℃,18～24時 間 で,他 のCandida属 お

よびCryptococms8)で は48時 間 で,ま たAspergillus

属 菌 で は2～3日 間培養後 に行 った。皮膚 糸状 菌で

27℃ で培養後,7日 目で観察した。

II.成 績

(1) C. albicansお よびA. fumigatusの4種 の培地

でのMIC値 の比較

はじめに,ITZ-OHのC.albicansとA.fumigatus

に対 するMIC値 が,培 地の違いによってどのような

変動 を示すかを4種 の培地 を用いて検討 した(Table

1)。 そ の結果,C.albicansに 対 しては,ITZ-OHお

よびITZで は,BHIお よびSAB培 地 でのMIC値 の

測定,す なわ ち前 述 の判 定基準 の+2で あ るend

pointの 測 定が難 しく,MIC値 の判定がほとんど不可

能であった。この傾向 は他のアゾール系の薬剤で も見

られ,特 にKCZで は,MIC値 の測定が難 しかった。

一方
,SAAMF培 地 ではITZ-OHお よびITZは,他

の薬剤に比べ,低 いMIC値 を示 した。実際のITZ-

OHお よ びITZのSAAMF培 地 で の平均 のMIC値

は,そ れぞれ0.03μg/mlお よび0.02μg/mlな どで,

対 照薬剤 より,さ らに低いMIC値 で あった。同 じ合

成 培 地 のYNBGで は,ITZお よ びITZ-OHと も

SAAMF培 地 の場合 よ り1～2管 程度高 めのMIC値

が 観察 され た。 しか し,5-FCで は,YNBG培 地 に

比較 してSAAMF培 地 でMIC値 が 高 くなる傾 向が

確認 された。ITZ-OHとITZを 比較 した場合,MIC

値 の相違 はわずかで,い ずれの培地でもほぼ同等の活

性 を示すことが明 らかになった。
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A.famigatusに 対 す る活性 を測定 した場合(Table

1),Calbicansの 場 合 と異なって,BHIお よびSAB

培地 のいずれにおいても,endpointの 判定が容易で

あり,ま たITZ-OHお よ びITZの い ずれ におい て

も,BHIとSAB培 地 で低いMIC値 が観察 された。

BHIお よびSAB培 地 でのITZ-OHのMIC値 は,そ

れぞれ0.08μg/mlお よ び0.11μg/mlで あ り,BHI

培地 では,YNBGやSAAMF培 地 と比較 して,1管

か ら2管 程度 低 いMIC値 が 観 察 され た。一 方,

BFZ,CTZ,KCZ,MCZで は,BHI培 地 よ り,他

の培地でより低 いMIC値 が観察された。対照薬剤の

中で は,AMPH-B,CTZお よ びMCZで 低 いMIC

値が観察され,続 いてKCZで あ った。5-FCはCa/

うimsの 場 合 と同様に,YNBG培 地 で もっとも低 い

MIC値 が 観察 された。AMPH-Bは い ずれの培地で

も,同 様 のMIC値 を示 したが,SAB, BHIで よ り

低いMIC値 を示す傾向が観察 された。

次に,検 定培地 をSAAMFに 限 定 して,ITZ-OH

お よびITZの 他 の病原真菌に対す る活性 を8種 の抗

真菌剤 と比較 した(Table 2)。

酵母様真菌 としてはC.glabrata, C.guillermondii,

C.krusei, C.parapsilosis, C. tropicalis, C.neoformans

お よびT.cutaneum,皮 膚 糸状菌であ るTmenta-

gropkytes, T.mbrum. Tviolaceum, M. canis,M.

劇pseum,さ らにE.floccosumを 用 いてMIC値 を,対

照薬剤 との比較で検討した(Table 2)。

ITZ-OHお よびITZはC.glabrata, C.guillier-

mondii, C. tropicalis等 の酵母様真菌 に対 しては,対

照 として 用 い たBFZ, CTZ, KCZ, MCZお よ び

AMPH-Bと 同 等か それ以下のMIC値 を示 した。 ま

たT.mentagropkytes, T. mbrum, T. violaceum等 の

皮膚糸状菌 に対 して は,対 照薬 であるAMPH-B,

BFZ, CTZ, GRF, KCZお よびMCZと ほ ぼ同等の

活性 を示 した。ITZ-OHお よ びITZ間 で は,い ずれ

の菌種で もその活性 に差はほとん ど認 められなか っ

た。

III.考 察

ITZの 生体内での主代謝活性産物であ るITZ-OH

について,in vitro活 性 を臨床的に用いられている8

薬剤との比較において検討 した。その結果,ITZ-OH

は真菌症の原因菌 としてもっとも重要なA. fumigatus

やC.albicansお よびC.neofbrmansに 対 して,ITZ

と同様に強いinvitro活 性 を示す ことが明 らかになっ

た。特にA.fumigatusに 対 しては,8対 照薬剤と比べ

ても明らかに強い活性を有 していた。

異 なった培地 で,ITZ-OHお よびITZのMIC値

が どの程度,変 動するかを検討 した結果,用 いた4種

類の培地の中で,A.fumigatusに 対 してはBHI培 地

が低 いMIC値 を示 したが,C.albicansで はMIC値

の測定,す なわちendpointの 読み とりが非常に困難

であ り,BHI培 地 はC.albicansに 限 って言えば,

MIC値 の測定には不向きであった。

しか し,こ の結果は,C.albicansを 除 いてBHI培

地 がITZのin vitro活 性 の測定において低いMIC値

を示す と言 うCutsem等9,10)の 報 告 を支持す るもので

あった。一方,SAAMF培 地 はC.albicansに おいて

もMIC値,す なわち,薬 剤の増 殖の阻害点で ある

end point(+2)の 読み とりが容易であ り,ま た他の

アゾール系の薬剤においても比較的低いMIC値 を示

し,現 時点では本培地 はアゾール系抗真菌剤の活性の

比較培地 として,よ り適当 と思われる。 しか し,5-

FCやAMPH-Bで は,SAAMF培 地 でか な りMIC

値 が高 くな り,こ れ まで通 り,液 体培地 に限って言え

ば,5-FCで はYNBGを,AMPH-Bで はBHIや

SAB培 地 を使 うことが よ り適 当 と思 われる。 また

SAAMF培 地 は液体培地で,販 売 されてお り,長 期

間の保存で,結 晶等の析出の問題が依然解決 されてい

ないことか ら,す でに報告 したYNBGをMOPSパ

フ ァー等でpHを 変 えた培地や,米 国(NCCLS Do-

cuments M 27-P,vol 12, No.25)で 使 用 されてい

る組織培養用 の培地 であるRPMI-1640等 に ついて

も,さ らに比較検討する必要がある。

ITZが 生体内で酵素的 に代謝を受 けて排泄 され る

ことが報告14)され,そ れ らの生体内代謝産物 として,

ITZのpiperazine環 やdioxolane環,さ らにはtriazo-

10ne環 が酸化的に開裂 した代謝産物,ま た多 くの部

位でのN一 脱アルキル化やO-脱 アルキル化 され た代

謝産物が報告4)されている。それ らの中で側鎖のメチ

レンが酸化 されたITZ-OHが もっ とも強 い活性 を持

っとされている14)。そ こで今回,そ の精製物を用いて

活性を検討 した結果,ITZ-OHはITZと ほぼ同等の

活性 を有することを明らかにすることがで きた。 これ

までの研究では,ITZ-OHがITZ投 与後 ある条件下

でITZ以 上 の高 い血 中濃度になることも報告19さ れ

てお り,今 後のITZ.OHの 生 体内での役割の詳細 な

研究 は,さ らに優れたITZ誘 導体 の開発 につなが る

可能性 もある。

A.figumatus, C. albicans, C.neoformans以 外 に,

ITZは また経 口投与で皮膚糸状菌症 に対 して きわ め

て有効 であ るこ とが明 らか にな って いる。 そ こで

GRFと の 比較 も行 っ た結果,ITZ-OHの み な らず

ITZ-OHも 多 くに皮膚糸状菌に対 して,GRFよ り も
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強いinvitm活 性 を示した。またこれらの菌種に苅 し

てITZ-OHとITZに 差 は認められなかった。

アゾール系特に トリアゾール系の薬剤 はMIC値 に

もとつくin vitro活 性がin vivo活 性 を反映 しない代

表的な薬剤 として報告鵬 ゆされて きた。事実,寒 天

希釈法等では,明 らかに高いMIC値 が得 られ,ア ゾ

ール系の薬剤 で は,MIC値 を 決定 するた めのend

pointの 判 定 も容易でな く,実 験毎 にMIC値 が バラ

つ くことから,結 果的に高いMIC値 が でてしまうこ

とが明らかになっている。また通常の抗細菌剤の活性

測定に用いられ る接種菌量では,高 いMIC値 がでて

くることも報告 されている。 したがってアゾール系の

薬剤の活性の測定には,特 別の工夫がいることが指摘

されてきた。 これ らの ことか ら抗真菌剤の分野で は

invivoとinvitroで の高い相関性が発揮 されるアッ

セイ系を求 めて,改 良が盛んになされて きた嗣9)。

その主な改良点 は培地成分であ り,接 種菌量やMIC

値 の測定時間等であった。今回我 々が用いたMIC値

の測定法では前回にならって,MIC値 の判定 におい

て,阻 害程度 を4段 階に分けてMIC値 の判定基準 を

細か く定義 した。 さらに接種菌量 も少 な くして,

MIC値 の判定をより容易にした。 またアゾール系の

薬剤に対するMIC値 の判定が特に難 しいCalbicans

では測定時間を短 くした ことなど,き め細 か く条件 を

設定したことにより,ITZ-OHの みな らずITZに お

いて,invivo効 果 を十分説明できるinvitro活 性 が

認められた。 しか しなが ら,皮 膚糸状菌 では,T.

mentagrophytesやSschem海iiの 一部の菌株 を除い

て,均 一な胞子液の作製が容易でな く,必 ずしも期待

通 りの均一な接種液 とな らず,MIC値 の変動をしば

しば経験 した。したがってこれ らの真菌では,い かに

胞子の着生率を高めるかは,MIC値 の測定には重要

な検討課題である。

MIC値 の客観的な測定法 に関しては,我 々 は最近,

SAAMFお よ びYNBG培 地 にMTT色 素 法 を組 み

合わせることにより,比 較的客観的 に,MIC値 を測

定する方法を報告 した20)。またさらに最近 ではMTT

色素 より取扱いが容易な色素,XTTやMTS21)が 報

告されてお り,抗 真菌剤のinvitroア ッセイ法に も,

よ り客観的に測定で きる方法の検討が はじまって い

る。
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In vitro antifungal activities of hydroxy-itraconazole,

an active metabolite of itraconazole

Yuzuru Mikami, Katsukiyo Yazawa and Kazuko Nishimura

Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University,

1-8-1, Inohana, Chuo-ku, Chiba 260, Japan

The in vitro antifungal activity of hydroxy-itraconazole (ITZ-OH), an active metabolite of
itraconazole (ITZ) was determined by a liquid microdilution assay method using four different
media: Sabouraud dextrose broth (SAB), synthetic amino acid medium-fungal (SAAMF), yeast
nitrogen base with 1% glucose (YNBG) and brain heart infusion broth (BHI). ITZ-OH showed
almost the same antifungal activity as ITZ against all tested filamentous and yeast-like fungi. When
the activities of ITZ-OH and ITZ were compared with those of 8 reference antifungals, i. e.,
amphotericin B, bifonazole, clotrimazole, fluconazole, flucytosine, griseofulvin, ketoconazole and
miconazole, both drugs were found to have much higher activities against Aspergillus fumigatus and
Candida albicans. However, the MIC values of ITZ-OH and ITZ against dermatophytes, including
Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum were similar to those of reference antifungals.
The MIC values of ITZ-OH and ITZ fluctuated depending on the medium used. The lowest MIC
value was observed with A. fumigatus in BHI medium. However, the MIC end point of ITZ-OH and
ITZ against C. albicans was difficult to determine in the medium. SAAMF medium was considered a

good choice for MIC determination in C. albicans.


