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抗真菌剤に対する病原真菌のin vitro耐 性獲得に関する研究

三上 裏 ・矢沢 勝清 ・田中 泰至

千葉大学真核微生物研究センター化学療法分野*

(平成7年3月7日 受付 ・平成7年5月1日 受理)

全 身性 の 真 菌症 の 治療 薬 として 用 い られ て い るamphotericin B(AMPH-B),flucytosine(5-FC).

fluconazole(FLCZ),miconazole(MCZ)お よ びitraconazole(ITCZ)に 対 す る酵 母 様 お よび 菌 糸 状

真 菌 の 耐 性 株 の誘 導 の有 無 に つ い て,薬 剤 の 濃 度 勾 配 寒 天 プ レー トを作 製 して検 討 し た。 そ の 結 果,5-

FCで は検 討 した ほ とん どの菌 種 で,1か ら3代 の 継 代 で 耐 性 株 が 得 られ た 。 しか し,AMPH-Bで は

試 験 した いず れ の菌 種 で も耐性 株 が 得 られ なか っ た。 ア ゾ ール 系 の薬 剤 で はMCZ,ITCZお よ びFLCZ

に お い て用 い た真 菌 の 中 で,Candida krusei,Candida parapsilosisお よびCandida glabrataで 特 に

高 度 な耐 性 株 が観 察 され,さ らに 弱 い な が らTrichophyton mentagrophytesで も耐 性 化 現 象 が 確 認 され

た。 しか し臨床 的 に もっ とも問題 とな るCandida albioans.Cryptococcus neoformansお よ びAspergillus

furnigatusで は観 察 さ れ な か っ た 。
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抗細菌 性化 学療 法剤や あ る種 の抗癌 剤 におい て,薬 剤 の長

期 間 の使 用 に伴 う耐 性菌 や耐性 腫瘍株 の出現 は きわ めて重要

な問題 で ある。 また最近 のAIDS患 者の治 療 におけ る耐 性 ウ

イ ルス株 の出現 の問 題 も起 きてい る1)。一 方,1980年 代 中頃

まで の全身性 真菌 症 では その治療 が長期間 に お よぶ に もか か

わ らず耐性菌 あま り問題 になって いなか った2,3)。その主 な理

由 は これ らの真菌 症 に対 す る治療薬 はこれ までポ リエ ン系 の

amphotericin B(AMPH-B)で あ り,そ の耐性菌 はほ とん

ど出現 しない ことによ る もの と思 われ る。一方,ピ リ ミジ ン

系 の抗真 菌 剤 で あ るflucytosine(5-FC)で は耐性 菌 出現 が

問題 とされ て い たが,臨 床 的 に はAMPH-Bと の併 用 に よ

りそ の出現 を抑 える方策 が とられて い る3)。近年抗 真 菌剤 の

分野 に も新 しい薬剤 が続 々 と登場 してい るが,そ の多 くはア

ゾール 系薬 剤 で あ る4)。ア ゾール系 薬剤 の進 歩 は 目覚 し く,

fluconazole(FLCZ)の 導入 は,真 菌症 の化 学療法 の分 野 に

お ける ア ゾール 系薬 剤 の役割 を高 め5～7),さ らにア スペ ル ギ

ルス症 に有効 なitraconazole(ITCZ)8)の 導 入 に よ り益 々 そ

の重要性 は増 し,現 在 はア ゾール系薬 剤 の全 盛時代 とい って

も良 い。FLCZ9.10)は その優 れ たin vivo活 性 と低 い副作 用

のた めに,多 くの真 菌症 の患者 に長期 間投与 されて お り,特

にAIDS患 者 にお ける ク リプ トコ ックス症 や カ ンジダ症 で は

か な りの期 間にわ た り投与 され,そ の結果,米 国 を中心 に耐

性 菌が報 告10,11)され る よ うにな って きた。一 方,ヨ ー ロッパ

を中 心 にFLCZは 予 防 的 に 用 い られ る よ うに な り,結 果 と

してCandida albicans以 外 のCandida kruseiやCandida gla-

brata等 のFLCZに も ともと非 感受 性 で ある酵母様 真 菌 が菌

交 代現 象 的 に出現 し12～14),問題 とな って い る。 しか し,そ

れ らの真 菌 は も と も とFLCZに 非感 受 性 で あ り,必 ず し も

耐性 菌 として は認 識 され てい ない15)。我 々 は本 邦 お よびタ イ

国で のAIDS患 者 由来株 につ いて,耐 性株 の検 索 を して きた

が16,17),こ れ まで の と こ ろ検 査 した臨 床 分 離 株 にお い て,

FLCZを 含 む アゾー ル系薬 剤 に対 す る耐性 株 は確認 で きなか

った。 しか し,こ れ ら抗 真菌 剤のin vitro耐 性誘 導 化現 象 に

つ い て検討 した結 果,C.albicans以 外 の 酵母 様 真 菌,特 に

C.kruseiで 耐性 株 が容 易 に誘 導 され る こ とを見 いだ したの

で,さ らに その他 の真菌 に ついで も,耐 性株 の誘 導 の有無 に

つ いて検討 したの で得 られ た結 果 を報告 す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

当センター化学療法分野に保存 されている真菌か ら

Aspergillus fumigatus  Tsukuba, C. albicans ATCC

90028, C. krusei IFM 40118, C. glabrata ATCC

90030, Candida parapsilosis ATCC 90018, Ctyptococcus

neoformans ATCC 90112, Trichophyton mentagro-

phytes IFM40369の7菌 種 を 用 い た。 接 種 菌 はPotato

dextroseagar(PDADifco)上 で,酵 母 様 真 菌 は37℃

で3日 間,菌 糸 状 菌 は30℃,7日 か ら14日 間 培 養 し

た 。

2.使 用 薬 剤 お よ びMIC値 の測 定

AMPH-B(日 本 ス ク イ ブ,lot.no.9468),FLCZ

(フ ァ イ ザ ー 製 薬,10t.no.3AO762),miconazole

(MCZ,持 田 製 薬,lot.no.426868),ITCZ(Janssen

PharmaceuticaCo.,Ltd,Belgium,1ot.no .PUA

281)お よ び5-FC(日 本 ロ ツ シ ユ,10t.no.A339243)

の 原 末 を 用 い た。5-FCは 滅 菌 蒸 留 水 に,ま た そ の 他 の

薬 剤 はdimethylsulfoxide(DMSO)に 溶 解 し,そ の

後,等 量 の メ タ ノ ー ル を 加 え て 殺 菌 し,最 終 的 に は

DMSOお よ び メ タ ノ ー ル 濃 度 が1%以 下 に な る よ う に

*千 葉市中央区亥鼻1-8-1
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生理食塩水で希釈 した。MICの 測定 は96穴 のマイクロ

プレー ト(住 友ベークライ ト.MS-8096F)を 用いた微

量液体希釈法により行った。 また測定用培地 としては

brain heart infusion(BHI,Difco)培 地 を主に用いた

が,5-FCの 測定はglucoseを 添加 したyeast nitrogen

base培 地(G-YNB培 地,Difco)を 用いた微量液体希

釈法によって行った18)。接種菌液の作製は前法に準 じて

行 った17,18)。また酵母様真菌のMIC値 の判定 はすでに

報告したNCCLSの 方法に準じ,さ らにMTT assay法

を用いて行 った12,19)。糸状菌のMIC値 の判定 は前報19)

に準じて行った。

3. 耐性菌の誘導

耐性菌の作製は,5-FCで はyeast morphology agar

(YMA,Difco)培 地を他の薬剤ではBHI培 地 を用いた。

薬剤のグラジエン ト平板 は,は じめに1μg/mlに なる

ように各種の薬剤濃度を含む培地8～10mlを 分注して

傾斜プレー トを作 り,次 に薬剤無添加培地 を同量分注 し

て,薬 剤グラジエン ト平板を作製 した。ITCZの 酵母様

真菌に対するグラジエントプレー トの場合 は,さ らに薬

剤濃度をその1/10濃 度にして用いた。菌液を接種後,

1週 間37℃ で培養 し,も っとも高い薬剤濃度で生育す

るコロニーを次の平板に移植することにより行 った。ま

た作製 した耐性菌株について は,カ ンジダチ ェック(R)

(ヤ トロン社)に よって種の確認を行 ってから,試 験 に

用いた。

II. 結 果

Fig.1にCalbicans ATCC 90028株 を薬剤 を含有

する培地で1週 間毎 に継代培養 した株のMIC値 の変動

を示 した。5-FC含 有培地で継代 した場合,約3代 目で

はすでに耐性株の誘導が確認 され,さ らに5代 目の株で

は100倍 以上のMIC値 となっていた。 しか し,他 の薬

剤ではまった く耐性株の誘導は確認できなかった。

Fig.2にC.glabrata ATCC90030株 のFLCZ,AMPH,

MCZ,ITCZお よび5-FC存 在下での耐性度の変化を示

した。その結果,5-FCで は3代 目ですでに耐性株が出

現 していた。一方,FLCZ,ITCZお よびMCZな どの

アゾール系の薬剤でも耐性株が出現し,い ずれの場合で

も3～4倍 の希釈系列,す なわち50倍 程度MIC値 の上

昇が観察された。 しか し,AMPH-Bで はそのMIC値

の上昇 は2倍 であり,耐 性化の現象 はほとんどないもの

と思われた。

Fig.3に はC.parapsilosis ATCCC 90018株 での結

果を示 した。5-FCで は継代後1代 目で耐性株が確認さ

れた。一方ア ゾール系のITCZで は5代 目か ら,ま た

MCZで も5代 目から,さ らにFLCZで も耐性株が誘導

されることが明 らかになった。FLCZで は耐性株の誘導

は段階的であった。MCZお よびFLCZで のMIC値 の

上昇は16～32倍 であったが,ITCZに 対するMIC値 の

変化 は100倍 以上であった。AMPH-Bで はまった く耐

Fig. 1. Changes in MIC values of Candida albicans

ATCC 90028 strain after successive passages on

plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•ž) , MCZ (•›) , ITCZ (ƒ¢),

5-FC (*)

Fig. 2. Changes in MIC values of Candida glabrate

ATCC 90030 strain after successive passages on

plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•ž), MCZ (•›), ITCZ (ƒ¢),

5-FC (*)

性株の誘導は観察できなかった。

Fig.4にC.krusei IFM 40118で の結果を示したが,

もともとこの菌種 はアゾール系の薬剤,特 にFLCZに

対 して高いMIC値 を示すことから,そ の耐性度の変化

は観察で きなかった。 しか しITCZで は32倍 程度の,

またMCZで は4倍 程度の耐性度の上昇が観察され,ア

ゾール系の薬剤に対 して耐性株が出現していた。

Fig.5にC.neofbrmans ATCC 90112株 の継代 に伴

うMIC値 の変化 を示 したが,MIC値 の明らかな変化が
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Fig. 3. Changes in MIC values of Candida parapsilo-

sis ATCC 90018 strain after successive passages

on plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•£), MCZ (•›), ITCZ (•£),

5-FC (“c)

Fig. 4. Changes in MIC values of Candida krusei

1FM 40118 strain after successive passages on

plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•£), MCZ (•›), ITCZ (•£),

5-FC(“c)

観察されたのは5-FCで あった。その他の薬剤で は,

FLCZで2～4倍 のMIC値 の上昇が観察 されただけで

あった。

Fig.6にT.mntagrophytesIFM40369株 の継代に

よるMIC値 の変化 を示した。ITCZお よびMCZで8～

16倍 のMIC値 の上昇が観察 され,耐 性株の誘導が観察

された。5-FCで はMIC値 の決定が難 しく,こ こでは,

その変化を観察できなかった。

Fig.7にA.fumigatusTSUKUBA株 の継代による

Fig. 5. Changes in MIC values of CryPtococcus

neoformans ATCC 90112 strain after successive

passages on plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•£), MCZ (•›), ITCZ (•£),

5-FC(“c)

Fig. 6. Changes in MIC values of Trichophyton

mentagrophytes IFM 40369 strain after successive

passages on plates containing individual drugs.

FLCZ (• ), AMPH-B (•£), MCZ (•›), ITCZ (•£)

MIC値 の変化を観察した結果 を示 したが,耐 性株の誘

導が観察 されたのは5-FCに 対 してのみで,他 の薬剤で

は耐性化の現象はほとんど観察で きなかった。

III.考 察

臨床的に用いられている抗真菌剤に対するinvitro耐

性株の誘導実験を行 った。その結果,AMPH-Bで はい

ずれの菌種でも耐性菌 はまったく観察で きなかった。 し

か し,5-FCで はT.mentagrophytesを 除いた菌種すべ

てにおいて,薬 剤含有プレー トに1お よび3代 継代する

ことにより耐性菌が得 られることによ り,あ らためて5
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Fig. 7. Changes in MIC values of Aspergillus fumiga-
tus TSUKUBA strain after successive passages on
plates containing individual drugs.
FLCZ(□),AMPH-B(◇),MCZ(○),ITCZ(△),

5-FC(田)

-FCが 耐性株20)の出現 を導 きやすい薬剤であることが

確認できた。臨床的には5-FCの 耐性菌の出現に対する

対策 としては,AMPH-Bの 静脈内投与による併用療法

が行われ,す でにその問題 は解決されていると考えられ

ている3⊃。 しかし,我 々が実際にタイ国のAIDS患 者か

らの分離した臨床分離株,特 にCneoformansを50株

用いて検討 した結果や16),本 邦 の臨床分離株の検討結

果17)で も5-FC耐 性株が約10%の 割合で観察 されてお

り,厳 密には5-FC耐 性菌の出現の問題は,い まだ解決

で きていないように思われた。今回の実験で観察された

ア ゾール系薬剤 に対 して誘導 された耐性 菌 は主 にC

kruseiお よびC.glabrataで あった。 これ らのGandida

はもともと,ア ゾール系薬剤,特 にFLCZに は非感受

性でMIC値 も比較的高 く,得 られた株が真 に耐性株で

あるかどうかを確認するためには,親 株 との比較が重要

である。 これ らの菌株については,MIC値 に関す るデ

ータ も比較的少な く,さ らに詳細な研究が必要である。

また今回の実験でも明らかなように,ア ゾール系薬剤に

対する耐性菌の耐性度は最大限でも100倍 程度であ り,

もともときわめて低いMIC値 を示すITCZやMCZな

どでは耐性菌で も菌種 によっては,そ れほど高いMIC

値 とはならない。 したがって臨床的には,異 なったアゾ
ール系薬剤 によ る治療 で,す なわ ちFLCZ耐 性株 に

ITCZを 使 うこと等により治癒可能な場合 もあるものと

考えられる。

現在我々 は臨床分離のC.krusei株 を数株用いて耐性

株の誘導実験を進めているが,菌 株に関係な く耐性が誘

導 されることを確認 している。 またそれ らの耐性株につ

いて,そ の耐性の安定性等を検討 しているが,数 代の継

代培養によっても,耐 性の変化 は見られていない。アゾ
ール系の薬剤の耐性機構については,(i)膜 の透過性の

変化,轍)ア ゾール系薬剤の標的酵素であるcytochrome

P450の 薬剤に対する結合性の変化,さ らには(ili)そ

の標的酵素の大量生産の3つ が考 えられている11)。もっ

とも可能性のあるアゾール系薬剤に対する耐性機構 とし

て,透 過性の変化(i)が 考えられる。今回,我 々が分離

した耐性株においては,ア ゾール系の薬剤間で交差耐性

が観察されてお り,共 通の耐性機構が関与 しているもの

と思われる。そこで これらの耐性機構の解明を目的に現

在パルスフィール ド電気泳勤 を用いて耐性に関与する遺

伝子の特定を進めている。

今 回の実験 を通 して,C. albicans, C. neoformans

およびA. fumigatusで なぜにアゾール耐性株が得 られ

ないかについては,不 明である。その理由 としては,今

回 は継代での耐性誘導であ り,変 異剤 を用いない こと

と,さ らにC. albfcansが2倍 体21)であることで変異 し

にくいこと等が上げられるが,い ずれにして も,こ のよ

うに単なる継代では簡単に変異株が得 られないことによ

るかも知れない。 しかし,臨 床的にはC.albicansの ア

ゾール耐性株が増 えていることから,さ らに詳細な耐性

誘導に関する研究が必要である。 また,C. neoformans

および 、A. fumigatusで 耐性株が観察されない理由にっ

いて も検討を有する事柄である。

我々は最近,FLCZな どのアゾール系薬剤が臨床的に

無効であると判断された患者由来株の酵母様真菌につい

て,菌 種の同定 および薬剤感受性 の試験 を行 っている

が,そ の同定結果 はCalbicans以 外の菌種であること

が多 く,Chmsei, C. glabarataや7補choSpomncuta-

neumで ある場合が多かった(未 発表データ)。Wingard

ら12)はFLCZの 予防的投与 はしば しばChmseiの 感

染 を導 くこと,さ らにJohns Hopkins大 学での検討結

果 では約6か 月間のFLCZの 投与 でその約75%がC

glabmtaに よる感染で,ま た12.5%がChmseiに よる

感染であること等を報告している。

我々の最近の研究で患者由来のChmseiか ら耐性 コ

ロニーの存在 も確認 してお り(未 発表データ),ア ゾー

ル系の薬剤の長期投与により,こ のような耐性株が簡単

に選択 される可能性がある。しか し,本 実験 はあくまで

も試験内の実験であり,臨 床的に。 このような耐性株が

誘導 されるかどうかは,今 後の継続研究を含めて,重 要

な検討課題である。 またこれまでアゾール系の薬剤に非

感受性 と考 えられたC.kmseiお よびCghbrataに つ

いて,本 当の意味での非感受性なのか,さ らには耐性 コ

ロニーの混在なのか等の詳細な検討 も必要である。
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In vitro emergence of resistant fungal strains after serial subculturing on

gradiently increasing concentrations of five different antifungal agents

Yuzuru Mikami, Katsukiyo Yazawa and Yasushi Tanaka

Division of Experimental Chemotherapy, Research Center for Pathogenic Fungi and
Microbial Toxicoses, Chiba University, 1-8-1, Inohana, Chuo-ku, Chiba 260, Japan

The in vitro resistance of Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida

glabrata, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus and Trichophyton mentagrophytes to ampho-
tericin B (AMPH-B), flucytosine (5-FC), miconazole (MCZ), fluconazole (FLCZ) and itracona-
zole (ITCZ) was studied. None of the tested fungi became resistant to AMPH-B. However, all
tested fungi developed resistance to 5-FC after one or three serial transfers onto yeast morphology
agar. After serial subculturing of yeast-like fungi on brain heart infusion agar containing

gradiently increasing concentrations of three azole drugs, some resistant colonies appeared, and
interestingly, the development of resistant strains was limited to some yeast-like fungi such as C.
krusei, C. glabrata and C. parapsilosis. No resistant strains against the azoles were observed with
C. albicans, C. neoformans and A. fumigatus.


