
近年，移植や抗がん剤投与およびHIV感染者の増加によ

り，深在性真菌症に罹患する患者が増加してきた1～5）。これ

ら深在性真菌症に対しては古くから 5–fluorocytosine（5–

FC）や amphotericin B（AMPH–B），さらに近年になって

miconazole，fluconazole（FLCZ）および itraconazoleのア

ゾール系抗真菌薬が処方されてきた。しかし，5–FCは副作

用が比較的少ないものの高頻度で耐性菌が出現することが報

告されている6）。一方，AMPH–Bはカンジダ症，アスペル

ギルス症，クリプトコッカス症，ヒストプラスマ症，コクシ

ジオイデス症を含むすべての深在性真菌症に有効性を発揮す

るが，発熱や悪心，注射局所の血栓性静脈炎，貧血，低カリ

ウム血症，血中尿素値の上昇をはじめ，尿細管変性などの腎

の不可逆性病変を呈し，投与に際しては十分な注意が必要と

されている7，8）。また，アゾール系抗真菌薬，特に FLCZは

安全性が高く汎用されているものの，アスペルギルス症には

有効性は認められず，しかも FLCZに耐性の Candida 属菌

種が近年増加傾向にあることが報告されている9～11）。このよ

うに，深在性真菌症，特にカンジダ症およびアスペルギルス

症に対して安全性および有効性に優れた抗真菌薬は，それに

罹患した患者のみならずマネージメントする臨床医において

も希求されてきた。

Iwamotoら12，13）は 1989年 Coleophoma empetri の醗酵産

物中に Candida 属および Aspergillus 属に活性を有する

echinocandinに構造の類似したWF 11899 A，B，Cを発見

した。この化合物は分子中に硫酸基を有するため水溶性に優

れ，すでに同様な構造で抗真菌活性が報告されていた水溶性

に乏しい LY–121019（cilofungin）などに比して臨床開発上

大きな特長を有していた。しかし，WF 11899 Aは溶血活性

が高かったことから，それを回避しかつ活性向上をめざして

化学修飾を重ねた結果，FR 179463（MCFG）を見出した14）。

MCFGはその構造的類似性から，すでに報告されている

echinocandin系や pneumocandin系抗真菌薬と同様に，哺

乳類には存在しない細胞壁の構成成分である glucanの合成

酵素，特に（1，3）–β–D–glucan synthase［E.C.2.4.1.34. UDP

–glucose: 1，3–β–D–glucan 3–β–glucosyl transferase］を特

異的に阻害する化合物であると推測され，選択毒性に優れた

抗真菌薬である可能性が示唆された。

この報告は，MCFGの作用機序を生化学的に解析15）する

とともにMCFG作用時の形態変化を微分干渉顕微鏡および

透過型電子顕微鏡を用いて観察した結果16）からMCFGの作

用機序を推測したものである。

I． 材 料 と 方 法
1． 使用薬剤および使用菌株

Micafungin（MCFG）は藤沢薬品工業（株）で合成

・品質検定されたものを用いた。Candida albicans

ATCC 90028は American Type Culture Collection（VA，
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MCFGは C. albicans および A. fumigatus に対して，その細胞壁を構成する 1，3–β–D–glucanの生合
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USA）より購入した株を用いた。C. albicans FP 633

は，国内の患者より分離され藤沢薬品工業（株）で同定

・保存された株を用いた。Aspergillus fumigatus TIMM

0063および A. fumigatus TIMM 3968は帝京大学医真

菌研究センターで保存された株を用いた。

2． C. albicans ATCC 90028および A. fumigatus

TIMM 0063の 1，3–β–D–glucan生合成に対するMC-

FGの阻害作用

YPD broth–A（0.5％ yeast extract，1％ Bacto peptone，

2％ glucose）で 35℃，6時間振盪培養を行った C.

albicans ATCC 90028を 4℃で遠心集菌し，得られた

菌体を冷脱イオン水および buffer–A［50 mM Tris／HCl

（pH 7.5），1 mM EDTA，1 mM 2–mercaptethanol，1

M sucrose］でそれぞれ 1回洗浄した後，菌体を破砕す

るまで－80℃で保存した。また，A. fumigatus TIMM

0063の分生子を YPD broth–Aに 1％接種（約 106cells

／mL）し，35℃，24時間振盪培養を行った。培養液を

集菌し，菌体を冷脱イオン水および buffer–Aでそれぞ

れ 1回洗浄した後，菌体を破砕するまで－80℃で保存

した。

凍結菌体を急速解凍し，25μM guanosine 5′–triphos-

phate（GTP）を含む buffer–Aに懸濁し，ガラスビー

ズ（直径 0.4 mm）を用いて顕微鏡で菌体の破砕状況を

確認しながら超音波破砕した。破砕液を 4℃で遠心し，

その上清をさらに超高速遠心機で 4℃，35，000 rpm，1

時間遠心した。沈渣を buffer–B［50 mM Tris／HCl（pH

7.5），1 mM EDTA，1 mM 2–mercaptoethanol，25μM

GTP］に懸濁し，4℃，40，000 rpmで 1時間遠心し，

得られた沈渣を 33％ glycerolを含む buffer–Bに懸濁し，

蛋白含量を Bradford法により測定し，蛋白質量 4 mg／

mLの粗酵素液として使用時まで－80℃で保存した。

あらかじめ粗酵素液 10μLに 5×reaction buffer［終

濃度 100 mM Tris／HCl（pH 7.0），1 mM EDTA，10 mM

NaF，4％ glycerol，0.1 mM GTP，0.25％ BSA］10μL

および種々の濃度のMCFGを 10μL添加し室温で 15

分反応させた後，0.625，1.25または 2.5 mMの UDP–

glucoseおよび 0.35μCi／mLの UDP–［14C］–glucoseを

20μL添加し，室温でさらに C. albicans の場合 60分

間，A. fumigatus の場合 150分間反応させた。5％

trichloroacetic acid（TCA）で反応を停止後，ガラスフ

ィルターで急速吸引濾過し，生成物に取り込まれた放射

活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。得

られた放射活性は下に示す式を用いて取込速度（V）を

算出し，MCFGの濃度を横軸に，取り込み速度の逆数

を縦軸に Dixon plot17）を行い，各基質濃度のプロットに

対する回帰直線を目測で描いた。

V＝nano moles of UDP–glucose incorporated／min／

mg of protein

3． C. albicans ATCC 90028の chitinおよびman-

nan生合成に対するMCFGの阻害作用

YPD broth–B（1％ yeast extract，2％ Bacto peptone，

2％ glucose）で 30℃で一夜振盪培養した C. albicans

ATCC 90028を遠心集菌し，菌体を 1 mM EDTAで洗

浄した。菌体に buffer–C［0.5 M NaCl，1 mM EDTA，

100 mM PMSF，1μg／mL pepstatin A，2μg ／mL

aprotinin，0.5μg／mL leupeptin］を加えて懸濁し，ガ

ラスビーズ（直径 0.4 mm）を用いて顕微鏡で菌体の破

砕状況を確認しながら超音波破砕した。破砕液を 4℃

で遠心し，その上清をさらに超高速遠心機で 4℃ 40，000

rpm，30分間遠心した。沈渣を適量の buffer–D［50 mM

Tris／HCl（pH 7.5），10 mM EDTA，1 mM 2–mercap-

toethanol，33％ glycerol］に懸濁し粗酵素液として使

用時まで－80℃で保存した。

Chitin生合成に対する阻害作用を検討する場合18），調

製した粗酵素液に 1／100量の trypsin［10 mg／mL in 0.1

M Tris／HCl buffer（pH 7.5）］を加え，室温で 10分間

反応させた後，1／50量の trypsin inhibitor［10 mg／mL

in 0.1 M Tris／HCl buffer（pH 7.5）］を加え，氷上で 5

分間反応させた。2.5μLのMCFG，酵素処理した粗酵

素液 10μLおよび reaction buffer［100 mM MES（pH

6.5），20 mM MgCl2・6 H2O］12.5μLを 96 wellマイ

クロプレート上で混和し室温で 10分間静置した。さら

に，基質溶液（UDP–［U–14C］–N–acetylglucosamine 52.5

μL／mL，UDP–N–acetylglucosamine 0.6 mg／mL，N–

acetylglucosamine 177 mg／mL）25μLを加え，室温で

60分間反応させた。100μLの 10％冷 TCAを加えて反

応を停止し，反応生成物をセルハーベスタで回収し放射

活性を測定した。陽性対照としてMCFGの代わりに

nikkomycin X（藤沢薬品工業（株）内製）を用い同様

に検討した。

Mannan生合成に対する阻害作用を検討する場合19～21），

2.5μLのMCFG，酵素処理した粗酵素液 10μLおよび

reaction buffer［0.1％ Chaps，0.05％ Tween 80，20

mM sodium cacodylate–HCl pH 6.5，10 mM MnCl2，1

mM dithiothreitol］12.5μLを 96 wellマイクロプレー

ト上で混和し室温で 15分間静置した。さらに，基質溶

液［GDP–［U–14C］–mannose］25μLを加え，室温で 60

分間反応させた。100μLの 10％冷 TCAを加えて反応

を停止し，反応生成物をセルハーベスタで回収し放射活

性を測定した。

薬剤非添加での chitinまたはmannanへのラベル体

の取り込み量に対する薬剤添加での chitinまたは

mannanへのラベル体の取り込み量の比から，阻害率

および IC50値を算出した。

4． C. albicans ATCC 90028の核酸生合成および蛋

白質生合成に対するMCFGの阻害作用

総核酸（DNA＋RNA）生合成阻害を検討する場合22），

GYS broth（0.4％ glucose，0.2％ yeast extract，0.8 M
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sorbitol）で 37℃，約 3時間振盪培養した C. albicans

ATCC 90028の菌液（約 4×107cells／mL）460μLに種々

の濃度のMCFGを 20μL加え 37℃で 5分間培養した。

これに［3H］–adenine（2.5μCi／mL）を 20μL加え 37

℃30分間振盪培養を行った。反応液に等量の 10％ TCA

を加え反応を停止した後，ガラスフィルターで急速吸引

濾過し放射活性を測定した。一方，DNA生合成阻害を

検討する場合22），総核酸の生合成阻害反応終了後に等量

の 1 mol／L KOHを加え 60℃で 2時間静置した後，20

％TCAを 900μL加えて 4℃で一夜静置した。これを

ガラスフィルターで急速吸引濾過し放射活性を測定した。

RNAへの取り込み量は総核酸への取り込み量から

DNAへの取り込み量を差し引いて算出した。DNAお

よ び RNA生 合 成 阻 害 剤 の 陽 性 対 照 と し て 5–

fluorocytosine（5–FC，和光純薬）を用いた。薬剤非添

加での DNAまたは RNAへのラベル体の取り込み量に

対する薬剤添加での DNAまたは RNAへのラベル体の

取り込み量の比から，阻害率および IC50値を算出した。

蛋白生合成阻害を検討する場合22），前述の菌液 460μL

に種々の濃度のMCFGを 20μL加え 37℃で 5分間培

養した。これに［3H］–leucine（25μCi／mL）を 20μL

加え 37℃で 30分間振盪培養を行った。60℃に加温し

た 10％ TCAを反応液に等量加え，90℃で 15分間加熱

した後氷冷した。ガラスフィルターで急速吸引濾過し放

射活性を測定した。蛋白質生合成阻害の陽性対照として

blasticidin S（科研製薬）を用いた。薬剤非添加での蛋

白質へのラベル体の取り込み量に対する薬剤添加での蛋

白質へのラベル体の取り込み量の比から，阻害率および

IC50値を算出した。

5． C. albicans および A. fumigatus の形態におよぼ

すMCFGの影響

C. albicans の酵母形に対するMCFGの作用を検討す

るために，YPD broth–Aで 35℃で 2時間振盪培養し

た C. albicans ATCC 90028にMCFGを添加し，35℃

で振盪培養した。3および 24時間後に培養液をスライ

ドグラス（0.2％ poly–L–lysineコート，Matsunami）に

採取し 0.02％メチレンブルー液23）と等量混合して染色

した後封入し，微分干渉顕微鏡（Leica DMR，Germany）

で観察した。C. albicans の菌糸形発育に対するMCFG

の作用を観察するために，0.8 M sorbitol添加 YPD

broth–C（1％ yeast extract，1％ Bacto peptone，2％

glucose）で 35℃で 2時間培養した C. albicans FP 633

にMCFGを添加し，35℃で振盪培養した。3および 24

時間後に同様に微分干渉顕微鏡で観察した。A.

fumigatus の発育に対するMCFGの作用を観察するた

めに，A. fumigatus TIMM 3968の分生子を RPMI 1640

に接種し，30℃で 7.5時間穏やかに振盪培養した。こ

れにMCFGを添加し 30℃で振盪培養し，同様に微分

干渉顕微鏡で観察した。一方，透過型電子顕微鏡による

超微細形態観察では YPD broth–Aで 35℃で 2時間培

養した C. albicans ATCC 90028にMCFGを添加し 35

℃で 3.5時間振盪培養した。遠心集菌した菌体を

glutaraldehydeおよび KMnO4で二重固定を行い，常

法にしたがって超薄切片を作製し，透過型電子顕微鏡（日

立H–7000）で観察した。

II． 結 果

1． C. albicans ATCC 90028お よ び A. fumigatus

TIMM 0063の 1，3–β–D–glucan生 合 成 に 対 す る

MCFGの阻害作用

C. albicans ATCC 90028および A. fumigatus TIMM

0063の粗酵素における UDP–glucoseの取り込み速度

とMCFGの濃度との関係を Dixon plotしたものを

Fig．1に示した。いずれの基質濃度においても，MCFG

の濃度の上昇に伴って基質取り込み速度は低下し，

Fig. 1. Kinetics of micafungin inhibition against 1，3–β–D–glucan synthase in crude lysate of Candida
albicans ATCC 90028（A）and Aspergillus fumigatus TIMM 0063（B）．Glucan syntheses were run with
different concentrations of UDP–glucose（●； 0.25 mM，▲； 0.5 mM，and■； 1 mM）．

日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌22 ＤＥＣ．２００２



MCFGの濃度が 0である時に各反応基質濃度の回帰直

線は 1点で交差しなかった。

2． C. albicans ATCC 90028の chitin，mannan，

核酸および蛋白生合成に対するMCFGの阻害作用

C. albicans ATCC 90028の chitin生合成阻害反応に

対して，陽性対照とした nikkomycin Xは 0.1μg／mL

以下の 50％阻害濃度（IC50値）で阻害したが，MCFG

の IC50値は 100μg／mL以上であった。一方，MCFG

のmannan生合成阻害の IC50値は 100μg／mL以上で

あった。DNAおよび RNAの生合成阻害剤として知ら

れる 5–FCの C. albicans ATCC 90028の生菌における

DNAおよび RNA生合成に対する IC50値はそれぞれ

0.44および 0.7μg／mLであったが，MCFGの DNAお

よび RNA生合成に対する IC50値はともに 100μg／mL

以上であった。同様に蛋白生合成に対するMCFGの

IC50は，陽性対照とした blasticidin Sの IC50値は 0.02

μg／mLであったのに対しMCFGの IC50値は 100μg／

mL以上であった。

3． C. albicans ATCC 90028の酵母形発育形態にお

よぼすMCFGの作用

C. albicans ATCC 90028にMCFGを作用させたと

きの典型的な微分干渉顕微鏡観察像を Fig．2に示した。

本菌株はMCFG無添加では，培養 3および 24時間後

に酵母細胞および出芽による増殖像が観察された（Fig．

2–Aおよび D）。一方，MCFGを 0.1μg／mL（Fig．2–

Bおよび E）または 1μg／mL（Fig．2–Cおよび F）作

用させた場合，3時間後で異常な隔壁を有する大型細胞

が認められ（Fig．2–Bおよび C），24時間後では細胞

の大型化がさらに顕著になり，メチレンブルーで染色さ

れる死細胞が多く観察された。これらを透過型電子顕微

鏡観察した結果を Fig．3に示した。MCFGを作用させ

ていない酵母細胞では，細胞壁の厚さが 50～150 nmで，

電子密度の高い繊維状構造からなる最外層，低電子密度

の中間層および高電子密度の薄い内層の 3層構造が認

められ，細胞壁に密着した細胞膜，核膜で境界された核

の他，ミトコンドリア，小胞体，液胞などのオルガネラ

が観察された（Fig．3–A）。一方，5μg／mLのMCFG

を 3.5時間作用させた場合，細胞の大型化および変形，

細胞壁の薄層化や隔壁の異常形成が認められ，娘細胞の

分離阻害とそれによる細胞集塊形成が観察された（Fig．

3–B）。

4． C. albicans FP 633の菌糸形発育形態におよぼす

Fig. 2. Differential–interference contrast micrographs of drug–induced morphological changes in Candida
albicans ATCC 90028 yeast form. Panels: A，saline control after 3 hours，B，0.1μg／mL micafungin
（MCFG）after 3 hours challenge; C，1μg／mL MCFG after 3 hours challenge; D，saline control after 24
hours; E，0.1μg／mL MCFG after 24 hours challenge; F，1μg／mL MCFG after 24 hours challenge. Bars
indicate 10μm.
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MCFGの作用

C. albicans FP 633にMCFGを作用させたときの微

分干渉顕微鏡観察像を Fig．4に示した。本菌株は，

MCFG無添加では酵母細胞から germ tubeが形成され

菌糸が伸長する像が観察され（Fig．4–A），24時間後で

は大多数は菌糸形であったが，酵母形発育も一部観察さ

れた（Fig．4–D）。一方，MCFGを 0.1μg／mL（Fig．4

–Bおよび E）または 1μg／mL（Fig．4–Cおよび F）作

用させた場合，3時間後に菌糸伸長の抑制，菌糸先端細

胞の膨化や不整形化，菌糸基部の酵母形細胞の膨化と変

形，メチレンブルー染色に陽性を示す菌糸細胞の増加や

溶菌像，および大型の球状細胞が観察された（Fig．4–

Fig．3. Transmision electron micrographs of drug–induced morphological change in Candida albicans ATCC 90028
yeast form. Panels: A，saline control after 3.5 hours，CW: cell wall, CM: cytoplasmic membrane, M: mitoehondria,
N: nucleus, V: vacuole, and ER: endoplasmic reticulum; B，5μg／mL of micafungin after 3.5 hours challenge. Bars
indicate 1μm.,

Fig．4. Differential–interference contrast micrographs of drug–induced morphological changes in pseudo and true hypha
of Candida albicans FP 633. Panels: A，saline control after 3 hours; B，0.1μg／mL micafungin（MCFG）after 3 hours
challenge; C，1μg／mL MCFG after 3 hours challenge; D，saline control after 24 hours; E，0.1μg／mL MCFG after 24
hours challenge; F，1μg／mL MCFG after 24 hours challenge. Bars indicate 10μm.
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Bおよび C）。24時間後では菌糸形細胞はほぼ完全に消

失し，溶菌した菌体の残骸と推察される繊維状あるいは

顆粒状構造物と球状細胞のみが観察された（Fig．4–E

および F）。

5． A. fumigatus IMM 3968の発育形態におよぼす

MCFGの作用

A. fumigatus TIMM 3968にMCFGを作用させたと

きの微分干渉顕微鏡観察像を Fig．5に示した。本菌株

の分生子を 7.5時間培養すると膨化した分生子が観察さ

れた（結果は示さない）。これよりさらに培養 5時間後

のMCFG無添加像は分生子からの菌糸の発芽および菌

糸の伸長が認められ（Fig．5–A），7時間後では多くの

菌糸が伸長した像が観察された（Fig．5–D）。一方，

MCFGを 0.01μg／mL（Fig．5–Bおよび E）または 0.1

μg／mL（Fig．5–Cおよび F）作用させた場合，5時間

後では発芽の開始が遅れ，一部に分生子の発芽が認めら

れるものの未発芽の分生子が多く，扁平化した菌糸が観

察された（Fig．5–Bおよび C）。7時間後では菌糸の伸

長はほとんどみられず，菌糸先端部の膨化，変形像が観

察された（Fig．5–Eおよび F）。

III． 考 察

C. albicans の 細 胞 壁 は plasma membrane上 に

mannoprotein，β–glucan＋chitin，β–glucan，man-

noprotein，fibrillar layerの層が積み重なることによっ

て構成されており，glucanの polymerであるβ–glucan

は 1，3–β–D–glucanと 1，6–β–D–glucanが層構造をな

している24）。このように 1，3–β–D–glucanは細胞壁の構

成上重要な成分で，chitin coreに glucanがβ–1，3結

合してできた polymerが 3次元螺旋状に絡んだ糸状構

造をなし，細胞の剛性や形態維持に重要な役割を果して

いる。1，3–β–D–glucan polymerの生合成が阻害される

と，細胞壁が脆弱化し外界との浸透圧差に抗し切れず細

胞膜が破裂し細胞死に至る。哺乳動物細胞には 1，3–β–
D–glucanの生合成経路は存在しないため，このメカニ

ズムは抗真菌薬のターゲットとしてきわめて有望である

と考えられている24）。

一般に抗真菌薬の作用機序として大きく，①polyene

に代表される一次的細胞膜障害作用，②FLCZなどのア

ゾール系薬に代表される細胞膜の構成成分代謝の阻害に

よる二次的細胞膜障害作用，③5–FCに代表される核酸

生合成阻害作用，④sordarin誘導体などの蛋白質生合

Fig．5. Differential–interference contrast micrographs of drug–induced morphological changes in mycelia
of Aspergillus fumigatus TIMM 3968. Panels: A，saline control after 5 hours; B，0.01μg／mL of
micafungin（MCFG）after 5 hours challenge; C，0.1μg／mL of MCFG after 5 hours challenge; D，saline
control after 7 hours; E，0.01μg／mL of MCFG after 7 hours challenge; F，0.1μg／mL of MCFG after 7
hours challenge. Bars indicate 10μm.
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成阻害作用，⑤echinocandinに代表される glucan生合

成，nikkomycinに代表される chitin生合成，benano-

mycin Aに代表されるmannan生合成などの細胞壁成

分生合成阻害作用などがある25）。今回の検討において，

C. albicans に対するMCFGの増殖阻止および殺菌作用

は核酸合成阻害や蛋白質合成阻害に由来するものではな

いことが確認された。さらに，細胞壁成分である chitin

やmannanの生合成もMCFGでは阻害されなかった。

一方，1，3–β–D–glucan生合成反応に対してはMCFG

はその濃度依存的に UDP–glucoseの glucanへの組み

込みを阻害した。また，その glucanへの組み込みに対

する酵素反応速度論的解析をするために，UDP–glucose

濃度を 0.25 mM，0.5 mMおよび 1.0 mMにした時の反

応速度の逆数とMCFGの濃度とを Dixon plotすると，

非競合的な阻害様式を示した。Beaulieuら26）は A.

fumigatus の 1，3–β–D–glucan生 合 成 に 対 す る

cilofunginの作用についてわれわれと同様の Dixon plot

でその阻害様式を解析し，今回の結果と同様の報告をし

ている。また，解析手法が異なるものの，pneumocandin

や echinocandinの 1，3–β–D–glucan生合成に対する阻

害の様式が非競合的であることが報告されている27～32）。

一方，MCFGが 1，6–β–D–glucanの生合成を阻害する

か否かは検討していないが，1，3–β–D–glucanの生合成

が阻害された結果としてβ–1，6結合による高次構造の

形成が進行しない可能性は考えられる。

MCFG作用時の形態変化は細胞壁生合成の異常を反

映したものと考えられる。MCFGの作用により C.

albicans において認められた細胞壁の薄層化は細胞壁

生合成阻害作用をもっとも端的に反映したものと考えら

れる。さらに，正常な形態より明らかに大型で球状を呈

した細胞は，MCFGにより蛋白質や核酸などの細胞質

成分の生合成が抑制されないにもかかわらず細胞壁生合

成が阻害され細胞壁が脆弱化したために細胞自体が膨化

したものと考えられる。Shiotaら33）や中島34）は細胞壁の

endo–1，6–β–D–glucanaseに対する感受性が低下した

変異株は野性株に対して球状の形態を呈すると報告して

いることから，MCFGの作用により 1，3–β–D–glucan

の生合成が阻害され，その結果，細胞の形態形成を決定

するβ–1，6結合が行えなくなった可能性も考えられる。

一方，隔壁の異常形成や娘細胞の分離阻害は，出芽によ

る娘細胞形成は開始されるものの細胞壁自己融解35）が働

かず，正常な細胞の分離が行われなかった結果と推察さ

れる。MCFGが直接，細胞壁自己融解酵素の活性を阻

害したのかあるいは正常な細胞周期が進行しないために

細胞壁自己融解酵素の誘導や転写がされないのかは不明

であるが，細胞の分裂分離割断において細胞壁自己融解

酵素が作用しないために分離が行われなかった可能性は

考えられる34，36）。ただし，1，3–β–D–glucan生合成を阻

害する papulacandinにおいては 1，3–β–glucanaseは

阻害しない37）ことが報告されていることから，MCFG

が細胞壁自己融解酵素を直接的に阻害している可能性は

低いと考えられる。Hiuraら38，39）が Neurospora crassa

の増殖過程における glucan組成および glucanase産生

を詳細に検討し，細胞の成長初期にはβ–1，3結合の割

合が高く，成長後期になるとその割合が減少することを

報告しており，A. fumigatus の分生子からの発芽が

MCFGによって抑制されたのも，発芽初期の急速な

1，3–β–D–glucan生合成をMCFGが効率よく阻害した

ためと推察される。

MCFGが 1，3–β–D–glucan生合成系の酵素複合体に

対してどのように作用することでβ–1，3結合の形成を

阻害するのかはまだ不明である。1，3–β–D–glucan生合

成系の酵素複合体は，触媒サブユニットである Fks 1 p

／Fks 2 p（遺伝子: FKS 1／FKS 2）40～43）と調節サブユニ

ットである Rho 1 p GTPase（遺伝子: RHO 1）44～49）であ

ることが報告されている。Kurtzら50）は，1，3–β–D–

glucan生合成の触媒サブユニットをコードしている

FKS 131，51，52）あるいは FKS 253）に点変異を加えた変異株

に対する pneumocandin誘導体である L–733，560の活

性が低下することから，L–733，560の作用機序は Fks

1 p／Fks 2 pに対する直接作用であると報告している。

他方，Raddingら54）は echinocandin誘導体 LY 303366

の標的蛋白質を特定するために photo–affinity labeling

を 行 い，40 Kdaの 蛋 白 質 を echinocandin binding

protein（EBP）として特定した。この蛋白質のフラグ

メント解析から，この EBPはヒトの GTPase–activat-

ing protein（GAP）である NF–1に相同性があること

が示され，echinocandinの作用機序が，Rho 1 pを介

した 1，3–β–D–glucan生合成55）の阻害である可能性を報

告している。しかし，いずれの作用機序検討においても

その機序を特定する決定的な実験事実はなく推測の域は

でない。今後，分子レベルでのMCFGの作用機序の解

明が必要と考えられる。
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Anti–fungal mechanisms of micafungin: Enzymological and morphological studies
of micafungin action against Candida albicans and Aspergillus fumigatus

Hideyo Yamaguchi1），Yayoi Nishiyama1），Katsuhisa Uchida1），
Kazuo Hatano2），Yoshihiko Morishita2），Toru Nakai2），

Fumiaki Ikeda2） and Seitaro Mutoh2）

1）Institute of Medical Mycology，Teikyo University
2）Medicinal Biology Research Laboratories，Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.,

2–1–6，Kashima，Yodogawa–ku，Osaka 532–8514，Japan

This report describes the anti–fungal mechanism of action of micafungin（MCFG）against Candida
albicans and Aspergillus fumigatus using enzymological and morphological techniques. MCFG inhibits
1，3–β–D–glucan synthesis derived from C. albicans ATCC 90028 and A. fumigatus TIMM 0063 in a
concentration dependent manner. Inhibition kinetics between substrate and inhibitor were non–
competitive. MCFG is not active against chitin or mannan synthesis derived from C. albicans ATCC 90028
with both having a 50％ inhibitory concentration（IC50）over 100μg／mL. MCFG is also not active against
deoxyribonucleic acid，ribonucleic acid or protein synthesis in C. albicans ATCC 90028（IC50 s were both
over 100μg ／mL）．On differential – interference contrast micrographs and transmission electron
micrographs of drug–challenged cells，abnormal cell wall structures were observed. These abnormalities
included: thin cell walls，abnormal septum formation，split inhibition of daughter cells and lysis of the C.
albicans ATCC 90028 yeast cells; inhibition of pseudohyphae extensions，swelling and abnormal extension
at the tips of pseudohyphae in C. albicans FP 633; and inhibition of germination and hyphae extension，
swelling and abnormal extension at the tip cells of hyphae in A. fumigatus TIMM 0063. These results
suggest that the anti–fungal mechanism of action against C. albicans and A. fumigatus is inhibition of
1，3–β–D–glucan synthesis.
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