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国内2施 設の口腔 ・食道カンジダ症症例から分離されたCandida albicansそ の他のCandida属 菌

種74株 およびC.albicans保 存株100株 の抗真菌薬感受性について,日 本医真菌学会提案法にもとつ

いて作製 した抗真菌薬感受性測定キ ット 「酵母様真菌FP」 を用いて測定を行うとともに,fluconazole

(FILCZ)療 法施行例について分離株のin vitro感 受性 と治療への反応性 との相関について検討した。本

キ ットを用いた試験 にて得 られた5種 の抗真菌薬の臨床分離株に対するMIC値 の範囲は,ampho-

tericin B(0.12～2μg/ml)を 除けば,fluconazole≦0.12～>64μg/ml,itraconazole≦0.016～>8

μg/ml,miconazole≦0.06～2μg/ml,flucytosine≦0.12～8μg/mlと 広範囲におよんでお り,各 抗真

菌薬特にアゾール系薬剤のMICが 比較的高い分離株の出現頻度は予想以上に高いことが示された。ま

た臨床分離株に対する各薬剤のMIC分 布のパ ターンは,保 存株のそれと近似 していた。今回得 られた

分離株のなかには,ア ゾール系3薬 剤すべてに低い感受性を示すものと,特 定の1薬 剤のみに感受性が

低下しているものが認められた。FLCZ治 療患者群からの分離菌株のFLCZ感 受性 と治療効果との問に

は,有 意な相関性が認め られた。以上の成績から,「酵母様真菌FP」 を用いた抗真菌薬感受性試験が臨

床的有用性をもつ可能性が示唆された。
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病 原性 酵 母,特 にCandida属 菌種 に起 因す る重篤 な深在

性 真菌症 は,易 感染 患者 の 医療管 理 の うえで今 日益 々大 きな

問題 とな って いる。 い った ん発症 した患者 に迅 速かつ 適切 な

抗真 菌 化学療 法 を実 施す るこ とは医療 対策 として と りわ け重

要 であ る。 この 目的 に使 用可 能 な抗 真 菌薬 は,ア ゾール系 薬

剤 が 出現 す る まで はamphotericin B(AMPH-B)お よび

flucytosine(5-FC)の2剤 に限 られ てい た。 しか も,前 者

は安 全性 が低 い点 に,ま た後 者 は耐性獲 得 が容易 に起 こる点

に短 所 があ り,こ れ が両 薬剤 の臨床 的 有用性 をかな り制約 し

て きた。 本 邦 で は1980年 代 以 降,miconazole (MCZ),

fluconazole(FLCZ)お よびitraconazole(ITCZ)の 順 に3

種 の ア ゾー ル系抗真 菌薬 が相次 い で臨床 へ導 入 され,薬 剤選

択 の 幅が広 が っ た。 しか しそ の一方 で,臨 床 的 に もっ とも繁

用 され て い る 肌CZに つ い て は,本 剤 の長 期投 与 に よる耐

性 菌 の 出現 が 報 告 され る よ うに なっ た1～3)。これ らの理 由か

ら,有 効 な抗真 菌化 学療 法 を行 ううえで,標 準化 され た薬剤

感 受性 試験 に もとつ く最適 治療 薬の 選択 の必 要性 は,今 日ま

す ます 高 まって いる。

抗真 菌薬 感受 性 試験 法の標 準 化の 試み と して は,1992年

米国National Committee for Climcal Laboratory Stan-

dards(NCCLS)の 提 案 した マ ク ロ液 体 希釈 法 に よ る感受

性 測 定法(M-27P)が あ る4)。また 国内 にお いて は,M-27

Pに 改 良 を加 え た ミク ロ液体 希 釈 法 に よ る感 受性 測 定 法 が

1995年 に 日本医真 菌学 会標準 化委 員会 か ら提 案 され た5)。

「酵母 様真 菌FP」(栄 研 化 学)は,日 本 医真 菌学 会提 案 法

に準 じた試験 試薬 と して開発 され,保 存株 を用 いて行 った比

較 試験 にお ける測 定結 果は 日本 医真菌 学会提 案法 と高い一 致

率 を示 した6)。今 回我 々は,「 酵 母様真 菌FP」 の 臨床 的有 用

性 評価 の 一環 と して,国 内の2施 設 に おけ る 口腔 ・食道 カ

ンジダ症 症例 由来のCandida属 真 菌 の新鮮 分離 株 を対象 に

本 試薬 キ ッ トに よる抗真 菌 薬感受 性測 定 を行 い,保 存 株 のそ

れ と比較 検討 した。 さ らにfluconazole投 与 を受 けた一 部の

症 例 につ い て,分 離株 のfluconazole感 受性 に よる治療効 果

との相 関性 を解析 した。
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I.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

1)臨 床分離株

東京大学医科学研究所附属病院および横浜市立大学

医学部附属病院の2施 設において,1991年10月 か ら

1995年12月 の期間に,口 腔カンジダ症お よび食道 カ

ンジダ症あわせて38症 例(た だしカンジダ血症発症例

2例 を含む)か ら分離 されたCandida属 真菌74株

(Table 1)を 用いた。全症例 ともAIDS患 者であった。

分離株の同定は,各 施設で行い,さ らに帝京大学医真

菌研究センターにおいて主としてVitek YBCカ ー ドを

用いた自動同定システムによって確認した。

2)保 存株

帝京大学医真菌研究セ ンター保存株のなかから任意

に選んだCandida albicans 100株 を用いた。

2.感 受性測定法

試験菌株の抗真菌薬感受性測定には,日 本医真菌 学

会提案法に従って作製された微量液体希釈法を原理 と

する抗真菌薬感受性測定用プ レー ト 「酵母様真菌FP」

を使用 し,帝 京大学医真菌研究セ ンターにて測定を実

施 した。 この試薬キ ットは,RPMI 1640培 地にて10

段階希釈した薬液を96穴 マイクロプレー トの各穴に分

注後,凍 結保存させたものである6)。また試験対象とな

る薬剤とその濃度範囲は,AMPH-B:0.03～16μg/ml,

5-FC:0.12～64μg/ml,FLCZ:0.12～64μg/ml,ITCZ:

0.016～8μg/ml,MCZ:0.06～32μg/mlと した。接種

菌液は,滅 菌生理食塩水にてMcFarland標 準濁度085

に調整し,希 釈後1～5×103細 胞1mlを 接種菌量とした。

培養は35℃ にて行い,72時 間を限度に24時 閥毎に観

察し,発 育コントロールの濁度が基準(液 量200μlの

場合,波 長630nmで 測定した時の濁度0.2)に 達 した

時点で判定を行った。終末点(end point)は,発 育コ

ントロールに対する80%発 育阻止濃度(IC80)と し,

その値を最小発育阻止濃度(MIC)と 表示した。

3.統 計処理

臨床分離株 と保存株間,お よび2施 設問でのMIC値

分布の比較には2標 本検定(F検 定)を 用い.FLCZ

治療群患者か らの分離株に対する本剤のMIC値 と治療

効果 との相関は Φ係数にもとついて解析 した。

II.結 果

1.臨 床分離株に対するMICお よび保存株 との比較

36症 例から分離されたC.albicans 68株,各1症 例

か ら分離 されたCandida krusei 4株,Candida parap-

silosis 1株 およびCandida tropicalis 1株 の抗真菌薬

感受性 を 「酵母様真菌FP」 を用いて測定した結果を

Table 1に 示す。大多数を占めるC.albicans菌 株に対

する各薬剤のMICに ついては,そ の分布範囲が比較的

狭いといわれるAMPH-Bで も0.12～2μg/mlと 予想以

上に広いことが認め られた。また5-FCは,す べての

菌株 に対 して≦0.12～1μg/mlと いう比較的低 いMIC

を示した。これ らの薬剤に比べて,ア ゾール系3剤 の

MICは 幅広 く分布することが認め られた。 なかで も

FLCZは もっとも広 い分布範囲を示 し,大 多数の分離

株に対す るMICは ≦0.12～4μg/mlの 範囲にあった

が,そ れより高いMICを 示す分離株が4株 含まれてい

た。大多数の分離株 に対す るITCZお よびMCZの

MICは,そ れぞれ ≦0.016μg/mlお よび ≦0.06μg/ml

であったが,ITCZ感 受性が低い分離株(MIC,≧0.25

μg/ml)お よびMCZ感 受性が低 い分離株(MIC,≧

0.5μg1ml)も それぞれ8株 および6株 含まれていた。

Non-albicans Candida spp.の 分離株のなかで,C.

Parapsilosis 1株 はすべて 剤に対 して大多数のC

albicansと 同様の感受性を示した。一方,C.tropicalis

1株 の3種 のアゾール系薬剤に対する感受性は低 く,

FLCZ,ITCZ,お よびMCZのMICは それぞれ>64

μg/ml,>8μg/mlお よび2μg/mlで あった。 またC

krusei 4株 は,AMPH-Bを 除 く4薬 剤すべてに低感受

性であ り,各 薬剤のMICは5-FC8μg/ml,FLCZ 16

μg/ml,ITCZ 0.25μg/ml,MCZ 1μg/mlで あった。

Fig.1にC.albicans臨 床分離株68株 の各薬剤に対

するMIC分 布を保存株100株 のそれと比較 した成績を

示す。C.albicans臨 床分離株に対する5薬 剤のMIC

の分布範囲は,AMPH-BO.12～2μg/ml,5-FC≦0.12

～1μg/ml ,FLCZ≦0.12～>64μg/ml,ITCZ≦0.016

～0 .5μg/ml,,MCZ≦0.06～2μg/mlで あることが示さ

れた。 これ らの臨床分離株68株 に対す る各薬剤の

MIC分 布のパター ンは,5-FCお よびITCZに 関して

保存株100株 に含 まれているような高度の5-FC感 受

性が著しく低い株(MIC,>64μg/ml)お よびITCZ

感受性が著 しく低い株(MIC,>8μg/ml)が 臨床分離

株 中には見 られなかったことを除けば,全 体的に保存

株のそれと良 く一致 し,両 菌株群間に有意差は認めら

れなかった(P>0.05)(Kg.1)。

臨床分離株中に見 られたアゾール系抗真菌剤に対す

る低感受性株には,ア ゾール系3薬 剤すべてに感受性

低下 をきたしたもの(症 例No地2,3,4,20,30)

と,2薬 剤に対する感受性が低下 したもの(症 例No.2),

および特定の1薬 剤 に対 してのみ感受性低下を示すも

の(症 例No.8,15,33)が 認められた。

Fig2に2施 設問でのC.albicans臨 床分離株に対す

る各薬剤のMIC値 分布の比較を示す。両施設の閥では

どの薬剤につ いて も有意差は認め られなかった(P>

0.05)。 しかし詳細に見ると,FLCZとMCZで 統計量

Fの 値はそれぞれ2.79お よび1.52と な り,こ れらの

値は他の3剤 の値(AMPH-B,0.05;5-FC,0.65;

ITCZ,0.34)の いずれよりも高かったFLCZとMCZ

が他の3薬 剤 よりは,2施 設問のMIC値 分布が異なる

傾向を示すことが うかがわれた。
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Table 1-1. Data on patients with candidiesis and their isolates including types of infection, species of causative agent, clinical response to anti-

fungal chemotherapy and in vitro susceptibility to 5 different antifungal drugs

AMPH-B: amphotericin B, 5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole, ITCZ: itraconazole, MCZ: miconazole
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Table 1-2. Data on patients with candidiasis and their isolates including types of infection, species of causative agent, clinical response to anti-

funtral chemotherapy and in vitro susceptibility to 5 different antifungal drugs

AMPH-B: amphotericin B, 5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole, ITCZ: itraconazole, MCZ: miconazole

ND: no data

2.患 者分離株のFLCZ感 受性 と本剤治療に対する

反応性

Table1か ら明らかなように,FLCZ投 与を受けた症

例22例 のうち,有 効例は16例,無 効例は5例(症 例

No。2,3,4,37,38)で あった。また症例No.15に

ついては,第1回 エピソー ドにおいては治療が奏効 し

たが第2回 目は無効であった。有効症例か らの分離菌

株のMICは,ほ とん ど0.25μg/ml以 下の低値であっ

たのに対 し,無 効例の分離株では8～64μg/ml以 上の

高いMIC値 を示 した。また同一症例にみ られた口腔 カ

ンジダ症の2つ のエ ピソー ドのうち,FIL,CZ投 与が奏

効 したほうの分離株お よび奏効 しなかったほ うの分離

株 に対するFLCZのMICは,そ れぞれ025お よび8

μg/mlと 明 らか な相違を示 した。これらの有効群 と無

効群,お よびMICが ≦0.12～4μg/mlを 示 した詳と

MIC値 が8～>64μg/mlを 示 した群の4区 分を分類尺

度 とし,そ の相関指標を求めた。その結果,Φ=0.93

とな り,FLCZ治 療群よ り分離 された菌株 に対する本

剤のMIC値 と治療効果 との間には,明 らかな相関性が

認め られた(Fig.3)。 またMICの 中央値は,有 効群

0.24μg/ml,無 効群21.1μg/mlで あ り,両 群閥に大差

がみられた。

III.考 察

AIDS患 者その他の易感染患者に好発する真菌症の発

生頻度は益 々増加する傾向にある7)。治療効果が高 く,

比較的安全性が高いアゾール系抗真菌薬の開発は,抗

真菌化学療法の施行を容易にした反面,使 用量の増加

や投与の長期化を促す結果 となり。耐性菌の出現が報
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Fig. 1. Comparison between clinical isolates and stock strains of Candida albicans for susceptibility distribu-

tion to five antifungal drugs.
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Fig. 2. Comparison between the two hospitals for susceptibility distribution of clinical isolates of Candida albi-

cans to five antifungal drugs.

告されるようになった1～3,8～10)。特に,カ ンジダ症の治療

に頻用 されている 肌CZの 場合,数 か月にわたる投与

期間お よび(ま たは),総 投与量10g以 上の場合 に起

因菌の耐性化が見 られるとの報告 もあることから2),ア

ゾール剤については,抗 菌薬の長期投与による耐性菌

の出現 と同様の問題 を生 じていると考えられる。 この

ような耐性 を獲得 した真菌の出現 に対応するためにも,

適切 な抗真菌薬の選択はきわめて重要であ り,こ れが

抗真菌薬感受性試験の必要性 を高めている1%

抗真菌薬のin vitro抗 真菌活性 とin vivo治 療効果 と

の相 関性 は,確 定診断お よび(ま たは)治 療効果判定

の困難な真菌症症例が少な くないことなどの理由か ら,

一般 に不明確 とされてきた。そこで今 回日本医真菌学

会提案法にもとついて作製 した抗真菌薬感受性測定キ

ット 「酵母様真菌FP」 の評価 を行 うに当たっては上記

の問題点が比較的小 さい口腔カンジダ症を主たる対象

疾患として選んだ。

今回 「酵母様真菌Fp」 を用いて測定 したCandida

属酵母菌種臨床分離株の5薬 剤に対する感受性は,後

述の 肌CZそ の他の薬剤 に対 して低い感受性を示 した
一部の菌株 を除けば

,比 較対照 として用いたC.albi-

cans保 存株100株 について得 られた値とはほぼ同程度

であ り,特 にFLCZお よびITCZのMICは 広い濃度範

囲に分布 した。 また同一症例においてもエピソー ドに

よって分離株の薬剤感受性が異な り,FLCZな どの抗

真菌薬に対する反応性 も異なる場合があることが認め
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Fig. 3. Relationship between in vitro and in vivo activi-

ty of fluconazole against Candida in patients with
oral candidiasis or other candidal infections.

られた。これ らの成績 は,す べての症例 さらにはすべ

てのエ ピソー ドについて,分 離株の同定とならんで抗

真菌薬感受性試験 を実施する必要があることを示唆す

るものである。今回の試験 に参加 した横浜市立大学医

学部附属病院 と東京大学医科学研究所附属病院の2施

設問で分離株の抗真菌薬感受性 に差があるか否かを比

較検討 した結果,後 者での分離株に対するFLCZお よ

びMCZのMICが 高い傾向が認められた。その原因 と

しては,FLCZ治 療実施例が東京大学医科学研究所附

属病院では18例 中16例 と高いのに対し,横 浜市立大

学医学部附属病院では20例 中6例 に過ぎないこと,そ

の投与期間も短期であることなどが考えられる。 もし,

これが事実 とすれば,抗 真菌化学療法が繁用される施

設ほど感受性の低い菌株の出現頻度が高まり,し たが

って抗真菌薬感受性試験の必要性 も高まることになる。

施設の別なくFLCZ治 療に良好に反応 した症例か ら

の分離株に対する本剤のMICが,例 外なく ≦0.12～4

μg/mlと 低い値を示す一方,治 療が奏効しなかった症

例か らの分離株に対す るMICは いずれ も4～>64

μg/mlの 高値域にあった。FILCZ投 与量は,400～600

mg/日 であり,こ の高用量でもFLCZ単 独では治療が困

難であった。国内での健常成人における体内動態試験

の成績 によれば,FLCZ400mg単 回経口投与 した場合

の最高血漿中濃度は7.95μg/ml,血 漿中濃度半減期は

29～37時 間であった(フ ァイザー製薬株式会社資料)。

これらの成績か らも,FLCZのMICが4μg/ml以 上の

高値を示すC.albicansま たはnon-albicans Candida

SPP.に よる口腔 ・食道カンジダ症がFLCZ療 法に反応

しない理由が説明 され よう。米国のい くつかの研究 グ

ループによる検討の結果では,M27-Pに よって測定さ

れたFL,CZのMICが ≦8μg/mlの 場合には臨床的に感

受性であると報告されている卿～15)。今回我々が得た成

績での臨床的感受性株に対するMICが ≦4μg/mlと い

う値 もこれにほぼ一致するものといえよう。原因菌の

楽剤感受性低 下または耐性化 を早期 に見出すことは,

適切 な治療 を行 ううえで不可欠である。それに加えて

耐性株出現誘導の抑制な らびに医療経済的効果という

観点からも重要性をもつと考えられる。

FILCZ投 与を受けた症例のなかで分離株に対する本

剤のMICが 高値を示 した碇例No.2,3,4に おいては,

これらの分離株はITCZお よびMCZに 対 しても感受性

が低下 し,MICは それぞれ0,25～0.5μg/ml,1～2

μg/mlと 他の症例か らの分離株よりも4～5管 高く,異

なるアゾール薬間で交差耐性を示す ことが見出された。

このような交差耐性 をもつCandida株 がみ られるとい

う報告は数多 くあ り16～18)。今回の試験における症例の場

合 も,FLCZの 投与によ り起因菌の交差耐性が誘導さ

れたものと推察 される。 一方,症 例No.15のMIC値

は,ITCZ:0.016μg/ml以 下。MCZ:0.25μg/mlと

FLCZのMIC値 と同様に他のアゾール薬のMIC値 が

高 くなるとい うことは見 られなかった。前述の報告 と

は逆に,ア ゾール薬の交差耐性は見 られない という輻

告もあ り窺紛,今 回検討 した症例では菌株あるいは治療

方法によりアゾール薬について交差耐性 になる場合 と

ならない場合があることが示された。 また症例No。38

のように,も ともとFLCZ感 受性が低 いとされるC

krusei13,20)の分離株に対 しては,予 想に違わずMICが

高 く,治 療 にも反応 しなかった。これ らのこ とより,

薬剤投与による起因菌の耐性化を観察 し,よ り効果的

な薬剤の選択を行うには,MIC値 測定による判断が有

用であると考えられる。

以上述べたように,口 腔 ・食道 カンジダ症 とい う限

定 された疾患 ・病型において さえ,「 酵母様真菌FP」

を用いて測定した場合,分 離株に対する5薬 剤のMIC

がいずれも広範囲におよぶことか ら,本 試薬キ ットの

薬剤感受性識別能が十分高いことが示唆 される。 また

F1LCZ治 療を受けた症例から分離 された菌株に対 して

得 られる本剤のMICは 治療効果 との問に明確な相関性

を示すことか ら,本 試薬キッ トによる測定法の妥当性

と臨床的有用性が裏づけ られた。加 えて,FILCZに つ

いては,長 期投与によりひき起 こされる起因菌の低感

受性化 または耐性化 を容易に見出 しうることが示され

た。この ように,抗 真菌薬に対する感受性 を適切 な方

法で測定することは,分 離株のMICの 把握にもとつく

耐性菌出現の防止 とともに,最 適治療薬の選択 に不可

欠であ り,こ の目的に 「酵母様真菌FP」 が有用である

ことが示 された。今後 この試験試薬が普及 し,よ り多

くの施設において臨床分離株 についての感受性試験が

実施されることを期待 したい。
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Evaluation of antifungal susceptibility testing by the broth microdilution

method against Candida species: activities of 5 antifungal agents

against Candida species isolated from oral candidiasis or

other candidal infectious diseases and correlation of

vitro data and clinical outcome of fluconazole therapy
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Sinichi Oka3), Katsuhisa Uchida1), Hideyo Yamaguchi1)
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The in vitro susceptibilities of 74 clinical isolates of Candida from AIDS patients to

5 antifungal agents (amphotericin B, flucytosine, miconazole, fluconazole and itraconazole) were

studied, in comparison with those of 100 stock cultures of Candida albicans, using the Frozen

Plate for antifungal susceptibility testing. This testing kit was designed in accordance with the

proposed reference technique of the Japanese Society for Medical Mycology. The clinical isolates

from fluconazole treated patients were investigated to determine correlations between in vitro sus-

ceptibilities to 5 antifungal drugs and clinical responses to antifungal chemotherapy. The Frozen

Plate yielded a relatively narrow range of MICs (0.12 to 2 ƒÊg/m1) for amphotericin B, but broad-

er MIC ranges were seen for luconazole (•…0.12 to >64 ƒÊg/m1), itraconazole (•…0.016 to>8ƒÊg/m1),

miconazole (•…0.06 to 2ƒÊg/m1) and flucytosine (•…0.12 to 8ƒÊg/m1). A similar MIC distribution was

observed for stock cultures of C. albicans. Among clinical isolates of Candida spp. there were sev-

eral with low susceptibility or resistance to one or all three of the azole drugs. There was a

good correlation between the in vitro fluconazole-susceptibility of clinical isolates from patients

treated with this antifungal drug and their clinical outcome. Our results suggest the potential

value of the Frozen Plate as a convenient and useful kit for testing the susceptibilities of yeast

organisms.


