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血液培養から分離された Candida属 57株に対する，micafungin（MCFG），amphotericin B（AMPH-
B），flucytosine，voriconazole（VRCZ），itraconazole，miconazole，fluconazole（FLCZ）の最小発育
阻止濃度（MIC）と最小殺菌濃度（minimal fungicidal concentration，MFC）を求めた。生菌数測定に
は菌の凝集および薬剤のキャリーオーバーを防止するために，菌希釈用生理食塩水には polysorbate 80
を，サブロー寒天培地には polysorbate 80，lecithinおよび histidineを添加して使用した。MFCは接種
菌数の 99％が殺菌される最小薬剤濃度とした。

Candida albicans 14株，Candida tropicalis 11株および Candida glabrata 14株に対してMCFGは最も優れ
た殺菌効果を示した。MCFGおよび AMPH-BのMFC90は，それぞれ C. albicansに対して 0.03 µg�mL，
1 µg�mL，C. tropicalisに対して 0.125 µg�mL，0.5 µg�mL，C. glabrataに対して 0.5 µg�mL，2 µg�mL
であった。また，FLCZ耐性の C. albicans 1株および C. tropicalis 1株は他のアゾール系薬にも交差耐性を
示したが，MCFGおよび AMPH-Bはこれらの耐性株に対しても優れた殺菌作用を示した。Candida

parapsilosis 16株に対する発育阻止効果は VRCZが最も優れ，MIC90は 0.008 µg�mLであったが，MFC
は 0.03から≧32 µg�mLの範囲に分布し菌株ごとの差がみられ，MFC90は 32 µg�mL以上であった。一
方，AMPH-BとMCFGは殺菌能に優れ，MFC90はそれぞれ 2 µg�mL，8 µg�mLであった。Candida

guilliermondii 2株に対しては，MCFGよりも AMPH-Bの活性が優れていた。一方，今回検討したカンジ
ダ属菌に対するアゾール系薬のMFC90は測定濃度以上であった。以上，臨床的に重要な血液由来 Candida

属に対しMCFGおよび AMPH-Bは優れた殺菌作用を示した。
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Candida属による感染症は，近年増加する傾向がみられ，主
要な院内感染起因菌の一つとなっている１～５）。広域スペクトラ
ム抗菌薬の長期投与や免疫不全患者（糖尿病，臓器移植，癌な
ど），HIV感染症の増加などが背景にあると考えられる。金沢
大学医学部附属病院において血液から分離された Candida属
の変遷を Fig. 1に示した。Candida albicansが依然として高頻
度には分離されるものの，Candida tropicalisは経年的に減少傾
向 が み ら れ た の に 対 し，Candida parapsilosisや Candida

glabrataはやや増加する傾向にあった。
一方，深在性真菌症の予防および治療に用いられる抗真菌

薬は現在，国内で 7薬剤が認可を受けている。しかし，抗真菌
薬の in vitro活性の評価法は，まだ充分に確立されておら
ず６～８），キャンディン系のmicafungin（MCFG）ではMICのブ
レイクポイントだけでなく判定基準も決められていない。さ
らに，2004年に発売されたアゾール系の voriconazole
（VRCZ）を含めた薬剤の抗真菌活性に関する詳細な比較デー
タは少ない。今回は，MCFGや VRCZを含む 7薬剤の抗真菌
薬の各種 Candida属に対する in vitro活性を，最小発育阻止濃

度（MIC）だけではなく最小殺菌濃度（minimal fungicidal
concentration，MFC）にも焦点を当てて評価することを試み
た。

I． 材 料 と 方 法
1．使用菌株
金沢大学医学部附属病院において，1999年から 2005

年の約 7年間に血液から分離された C. albicans 14株，C.

tropicalis 11株，C. parapsilosis 16株，C. glabrata 14株，Can-

dida guilliermondii 2株の計 57株を用いた。同一患者から
分離された同一菌種の株は，最終分離株を用いた。

2．使用薬剤および試薬
VRCZの原末はファイザー株式会社（東京）より提供

を受けた。その他MCFG（アステラス製薬株式会社，東
京），amphotericin B（AMPH-B，ブリストル・マイヤー
ズ株式会社，東京），miconazole（MCZ，持田製薬株式会
社，東京），flucytosine（5-FC，和光純薬株式会社，東京），
itraconazole（ITCZ，ヤンセンファーマ株式会社，東京），
fluconazole（FLCZ，ファイザー株式会社）を用いた。ま
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Fig. 1. Changes in the Candida spp. isolated by blood cultures in Kanazawa University 
Hospital.
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た，抗真菌薬の中和剤として polysorbate 80（和光純薬株
式会社），lecithin（和光純薬株式会社），L-histidine hydro-
chloride monohydrate（和光純薬株式会社）を使用した。

3． MIC測定
日本医真菌学会標準法９）に準じ，微量液体希釈法により

行った。RPMI1640�MOPS（pH7.0）培地に約 2×103 cells�
mLの真菌を接種し，35℃，24時間培養後にMICを判定
した。MCFGおよび AMPH-Bは目視にて発育がみられ
なかった最小濃度，5-FCおよびアゾール系薬は，濁度に
てコントロールの 80％以上の発育を阻害した最小濃度
をMICとした。また，試験した 90％の菌株の発育を阻
止する最小濃度をMIC90とした。なお，薬剤プレートの作
成は栄研化学株式会社に依頼した。

4． 24時間後殺菌活性の測定とMFC
MIC判定後，各濃度の菌液 0.1 mLを 2％ polysor-

bate 80を添加した生理食塩水で 10倍希釈系列を作成
し，それぞれの 0.1 mLをサブロー寒天培地 10 mLに混
釈した後培養した。この際に菌液中に含まれる薬剤のコ
ロニー形成への影響（キャリーオーバー）を除くために
サブロー寒天培地に 3種類の添加剤（3％ polysorbate
80，0.3％ lecithinお よ び 0.1％ histidine hydrochlo-
ride monohydrate）を加えた。35℃，24時間培養後に形
成されたコロニー数から残存菌数を算出して薬剤間の殺
菌活性を比較した。接種菌量の 1�100（約 20 cells�mL）以

上の菌数が認められなかった最小濃度（99％殺菌濃
度）をMFCとし，試験した菌株の 90％を殺菌する最小
濃度をMFC90とした。なお，MICとMFCの測定は BML
総合研究所に依頼した。

II． 結 果
1．C. albicansに対するMICおよびMFC
Fig. 2に抗真菌薬 7薬剤の C. albicans 14株に対する

MICとMFCの分布を示した。MIC90: MFC90は，MCFG
が 0.016: 0.03 µg�mLとMICとMFCの差がほとんどな
く，優れた殺菌作用を示し，次いで AMPH-B 0.25: 1 µg�
mLおよび 5-FC≦0.125: 1 µg�mLが優れていた。一方，
アゾール系 4薬剤のMIC90: MFC90は，VRCZ 0.03:＞16
µg�mL，ITCZ 0.03:＞8 µg�mL，MCZ 0.125: ＞16 µg�
mLおよび FLCZ 1:＞64 µg�mLであり，MFCはほとん
どの株に対して測定濃度範囲をはずれ，高濃度において
も殺菌作用は認められなかった。FLCZのMIC＞64 µg�
mLの耐性株が 1株あり，アゾール系の他の 3薬剤にも
交差耐性を示した。この FLCZ耐性株を除くと，C. albi-

cansに対する VRCZのMIC90は 0.008 µg�mLと最も小
さな値であった。

2．C. albicans以外の Candida属に対するMICおよび
MFC

C. tropicalis 11株（Fig. 3）および C. glabrata 14株（Fig.
4）に対しても，MCFGは AMPH-BよりMICとMFC



VOL. 55 NO. 4 血液由来 Candida属に対する抗真菌薬のMICとMFC 259

Fig. 2. Distribution of the MICs and MFCs of 7 antifungal agents for 14 Candida albicans strains.
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の差が小さく低濃度で殺菌作用を示した。これらの菌種
のアゾール系 4薬剤に対する感受性は C. albicansより低
い傾向にあり，やはり高濃度においても殺菌作用は認め
られなかった。C. tropicalisに対するMIC90: MFC90は，
MCFG 0.06: 0.125 µg�mL，AMPH-B 0.25: 0.5 µg�mL，
5-FC 0.25 : ＞64 µg�mL，VRCZ 0.25 : ＞16 µg�mL，
ITCZ 0.25:＞8 µg�mL，MCZ 1:＞16 µg�mL，FLCZ 1:
＞64 µg�mLで，1株含まれていた FLCZ耐性 C. tropi-

calis（MIC:＞64 µg�mL）に対してもMCFGは最も優れ
た抗真菌活性を有していた。

C. glabrata の MIC90: MFC90は，MCFG 0.25: 0.5 µg�
mL，AMPH-B 0.5: 2 µg�mL，5-FC＜0.125: 2 µg�mL，
VRCZ 0.125: ＞16 µg�mL，ITCZ 1: ＞8 µg�mL，MCZ
0.5:＞16 µg�mL，FLCZ 8:＞64 µg�mLで あ っ た。
MIC＞16 µg�mLのMCFG耐性株が 1株あり，アゾール
系薬にも耐性を示した。AMPH-Bおよび 5-FCのMFC
が＞16 µg�mLと高値を示した株が 1株ずつ含まれた
が，それぞれ異なる株であった。

C. parapsilosis 16株に対する発育阻止効果は VRCZが
最 も 優 れMIC90は 0.008 µg�mLで あ っ た。VRCZの
MFCは 0.03から≧32 µg�mLの範囲に分布し，菌株に
よる値の差が著しかったが，MFC90は≧32 µg�mLと殺
菌力は弱かった（Fig. 5）。一方，AMPH-BおよびMCFG
のMFC90はそれぞれ 2 µg�mL，8 µg�mLであった。C.

guilliermondiiに対しては，AMPH-B次いでMCFGの抗
真菌活性が優れていた（Fig. 6）。

3．24時間培養後の殺菌活性
24時間作用後の抗真菌薬の殺菌活性を濃度に対する

残存生菌数変化で比較した（Fig. 7）。C. albicans，C. tropi-

calisおよび C. glabrataに対してMCFG，AMPH-Bおよ
び 5-FCは顕著な殺菌活性を示したのに対し，アゾール
系の 4薬剤はいずれも高濃度においても全く菌数減少を
示さず，むしろ接種菌量を上回る菌数が計測された。
FLCZ耐性の C. albicansおよび C. tropicalisでは他のア
ゾール系薬にも交差耐性を示したが，MCFGおよび
AMPH-Bはこれらの菌株に優れた殺菌作用を示した。

C. parapsilosisに対するMCFGの有効濃度は上記の 3
菌種より高めであったが，MIC以上の濃度では優れた殺
菌作用を示した。VRCZの発育抑制作用が最も低濃度か
らみられ，菌株によっては殺菌作用を示した。C. guillier-

mondiiに対しては，AMPH-Bのみが優れた殺菌作用を示
した。

III． 考 察
抗真菌活性を殺菌力で評価した報告は少なくない１０～１６）

が，標準化された方法はまだない１０）。殺菌性評価の基本と
なる Candida属の菌数を正確に計測するためにはとりわ
け次の 2点に配慮が必要である。すなわち，液体培地中
で糸状発育した菌を分散させることと，高濃度の薬剤の
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Fig. 3. Distribution of the MICs and MFCs of 7 antifungal agents for 11 Candida tropicalis strains.
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Fig. 4. Distribution of the MICs and MFCs of 7 antifungal agents for 14 Candida glabrata strains.
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Fig. 5. Distribution of the MICs and MFCs of 7 antifungal agents for 16 Candida parapsilosis strains.
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Fig. 6. Distribution of the MICs and MFCs of 7 antifungal agents for 2 Candida guilliermondii strains.
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Fig. 7 A. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 B. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 C. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 D. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 E. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 F. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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Fig. 7 G. Concentration-killing curves of 7 antifungal agents after 24 hrs’  incubation against Candida 
strains belonging to five Candida spp.
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キャリーオーバーを回避することである。前者に関して
は糸状発育を軽減する振盪培養１１），後者にはミリポア濾
過１０）などが試みられている。しかし，いずれもマルチプ
レートを用いた多検体の処理には適さない。培養する菌
液の量を通常 100 µLのところ 30 µLに減らしてキャ
リーオーバーの影響を小さくしている報告もある１０～１３）

が， 99％殺菌をみるには接種菌量を増やす必要があり，
通常のMIC測定条件で測定することができない。平板の
上にスポットして菌液が乾いてから全面に塗り広げると
いった方法も実施されている１４，１５）が，貼りついた菌が均等
に広がるかどうか疑問である。そこで，資料溶液中の殺
菌薬の中和剤として知られている polysorbate 80１７）なら
びに lecithin１８）に注目し，欧州薬局方に抗菌薬の中和剤と
して記載のある処方例に従って１９），polysorbate 80
（3.0％），lecithin（0.3％）および histidine（0.1％）を後
培養培地に添加したところ，抗真菌薬のキャリーオー
バーの影響を回避することができ，低いMIC値を示す抗
真菌薬の殺菌活性をより正確に評価することが可能と
なった。また，菌液希釈用の生理食塩水に 2％ polysor-
bate 80を加えることにより，C. tropicalisなどの凝集し
やすい菌種の菌数も測定することができ，予備検討では
超音波処理と同等以上の効果が得られた（data not
shown）。界面活性剤の利用は Candida属の生菌数測定に
有用であると考えられた。

今回の検討においてMCFGは C. albicans，C. glabrata

および C. tropicalisに対して優れたMICおよびMFCを
示した。一方，C. guilliermondiiおよび C. parapsilosisに対
するMICは比較的高値であったが，MFCはMICと近
似しており，これらの菌種にも優れた殺菌活性が認めら
れた。測定条件の違いがあり単純に比較できないが，
MCFGや AMPH-Bが殺菌的でアゾール系薬は静菌的で
あるといった従来の成績１２～１６）と一致していた。
検討した C. glabrata 14株のなかにMCFGに対する

MICが＞16 µg�mL（FLCZに対するMICは＞64 µg�
mL）の高度耐性株が 1株含まれていた。この症例は fos-
fluconazole（F-FLCZ）400 mg�日で治療開始されたが，4
日後にMCFG 100 mg�日に変更になり，12日間投与が行
われた。抗真菌薬中断後に血液培養から C. glabrataが分
離され，この時のMICはMCFG：2 µg�mL，FLCZ：＞
64 µg�mLであった。その後，抗真菌薬が再投与され，
MCFG 50 mg�日 15日間，F-FLCZ 400 mg�日 8日間，
MCFG 50 mg�日 5 日間，MCFG 100 mg�日 7 日間，
MCFG 150 mg�日 12日間の投与となった。投与中止後 1
カ月後に再び血液から分離培養された C. glabrataが高度
耐性化していた。これらの耐性株が同一株かどうかは不
明であるが，複数の抗真菌薬が長期にわたり反復投与さ
れたことにより出現した可能性が考えられた。このよう
な耐性化の防止には，安全性が確立されている範囲で当
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初から十分量を投与することが有用かもしれない。C.

glabrataのなかには，検討したいずれの薬剤に対しても
MICまたはMFCの高い株が存在していたことから，今
後の感受性動向に注意が必要である。
真菌感染症の治療にあたっては，それぞれの抗真菌薬

の特徴をふまえた使い分けが必要である。In vitro抗真菌
活性だけで有効性を判断することはできないが，Candida

属の多くの菌種に優れた殺菌作用を示すMCFGは，Can-

dida属による真菌感染症の有力な治療薬になりうると考
えられた。
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Measurement of the minimal inhibitory concentrations and minimal fungicidal concen-
trations of antifungal agents against Candida strains isolated from blood cultures

Shin-ichi Fujita

Department of Laboratory Medicine, Graduate School of Medical Science, Kanazawa University,
13―1 Takara-machi, Kanazawa, Ishikawa, Japan

We measured the minimal inhibitory concentrations(MICs) and minimal fungicidal concentrations(MFCs)
of micafungin(MCFG) , amphotericin B(AMPH-B) , flucytosine(5-FC) , voriconazole(VRCZ), itraconazole
(ITCZ) , miconazole(MCZ), and fluconazole(FLCZ) for 57 Candida strains isolated by blood cultures. In the ex-
periment of viable cell counting, polysorbate 80 was added to the sterile saline in order to inhibit the aggre-
gation of fungus cells, and to Sabouraud agar media, in combination with lecithin and histidine, to overcome
the carryover effect of antifungal agents. MFC was defined as the lowest concentration of the drug that
could kill 99％ of viable cells. The MFC90 values of MCFG and AMPH-B for C. albicans (14 strains), C. tropicalis
(11 strains), and C. glabrata (14 strains) were 0.03 and 1 µg�mL, 0.125 and 0.5 µg�mL, and 0.5 and 2 µg�mL, re-
spectively. Furthermore, MCFG and AMPH-B exhibited superior fungicidal activity against azole-resistant
C. albicans (one strain) and azole-resistant C. tropicalis (one strain). While the MIC90 of VRCZ for 16 C. parapsilo-
sis strains was 0.008 µg�mL, showing the greatest growth-inhibitory activity, the MFCs of VRCZ for C. parap-
silosis ranged from 0.03 to ≧32 µg�mL, and the MFC90 of VRCZ was 32 µg�mL or more. In contrast, AMPH-B
and MCFG showed marked fungicidal activity, and the MFC90 of AMPH-B and MCFG for C. parapsilosis was 2
and 8 µg�mL, respectively. As compared to MCFG, AMPH-B showed more marked fungicidal activity
against two C. guilliermondii strains. The MFC90 of the azoles for Candida strains belonging to the five Candida
species isolated could not be defined at the concentrations tested. Our results demonstrated that MCFG and
AMPH-B exhibit superior fungicidal activity against medically important Candida strains isolated by blood
cultures.


