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論 文 の 内 容 の 要 旨

近年,臓器移植,悪性腫瘍やAIDSなど免疫機能が低下した患者でのCα乃df血α批α〃∫や

｣乎叩肋∫ル吻8加による深在性真菌症が問題となっている｡ところが現在医療に用い

られている抗真菌剤の種類は少なく,それに対する耐性菌の存在も問題となっている｡こ

のような状況の下,福田論文は,現在汎用されているエルゴステロール生合成阻害剤の一

っであるアゾール系抗真菌剤であるmiconazoleの抗真菌活性を増強するような新しい化

合物の取得を天然物に求めたものである｡福田論文は七つの章より構成される｡

第Ⅰ章"緒論"では,現在用いられている抗真菌剤の現状,特に深在性真菌症に対す

る薬剤の作用機構,耐性菌の問題について述べている｡さらにアゾール系抗真菌剤である

mic｡naZ｡1eに着目し,この抗真菌活性を増強する化合物を探索する意義について詳説して
いる｡

第Ⅰ章"抗真菌薬剤miconazoleの活性増強物質の探索"では,抗真菌剤のmiconazole

を用い,この抗真菌剤の作用を増強する化合物を探索するためのスクリーニング法につい

て述べている｡検定菌として野生株Cd乃d励α批d那(KF-1)を用い,通常の寒天培地と,
菌の生育には影響しない濃度のmiconazole(0.06匹M)を加えた寒天培地に評価サンプル

をしみ込ませたペー′トーディスクを置き,培養後miconazoleを加えた寒天培地のみに祖
止円を示すサンプルをmiconazole抗真菌活性の増強作用があると判断している｡開発し

たスクリーニング法を用いて,真菌および放線菌の培養液,合計13,856サンプルを調べ,

9菌株に活性を認めた｡そのうち未知の活性物質を含む3菌株を選択し,以後の研究対象
とした｡

第Ⅲ章"新規活性物質の単離および構造決定"では,選択した3株について大量培養

を行い,溶媒抽出,各種カラムクロマトグラフィーおよびHPLCを繰り返し行うことで活

性物質の単離を行っている｡真菌Beauveriasp.FKI-1366株の培養液4LからbeauvericinD

(15.9mg),E(28･9mg)およびF(6･9mg)を,真菌Penicilliumsp･FKI-1938株の培養液5L
からはcitridoneA(6.4mg),B+B,(59･2mgエビマーとして存在),およびC(11･7mg)を,

さらに放線菌Strqptomycessp.KO3-0132株の培養液1LからはphenaticacidA(4･Omg)およ

びB(4.Omg)をそれぞれ単離した｡得られた化合物の構造は各種機器分析データを解析す

ることで決定した｡

第Ⅳ章"新規活性物質の抗真菌活性増強作用"では,スクリーニングに用いたペーパ
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ーディスク法を用い評価を行い,新規化合物がC.albicansKF-1に対し50匹g/8mmdisk
の濃度で阻止円を示さず,miconazole添加培地では12-23mmの阻止円を示すことを明ら

かにした｡活性の強いbeauvericin類およびcitridone類については微量液体希釈法で

miconazoleのIC5｡値を比較し,beauvericin類(1pg/ml)存在下では最大6･1倍,Citridone
類(25pg/ml)存在下では最大4.1倍のmiconazole抗真菌活性増強作用を示すことを明らに

した｡さらにfluconazole耐性C.albicans KF-378に対してもbeauvericin類(1pg/ml)は

mic｡naZOle抗真菌活性を最大で5.2倍増強することを明らかにした｡
第Ⅴ章"Miconazole抗真菌活性増強作用機構の解析 その1(蛍光物質Rhodamine6G

chlorideを用いた作用機構の解析)"では,beauvericinEについてC.albicansKF-1に対す
るmiconazoleの活性増強作用機構を蛍光物質Rhodamine6G chloride(Rh6G)を用いて調

べた｡BeauvericinE(1～50LLg/ml)存在下ではRh6Gの菌体内への取り込み量は無添加の

場合と差が認められなかった｡しかしRh6Gの菌体外への排出はbeauvericin E(1LLg/ml)

存在下で無添加の場合の75%に,50匹g/ml存在下では43%と濃度依存的に抑制された｡

このことから beauvericinEはmiconazoleの菌体外への排出を抑制することで,菌体内の

薬剤濃度を上昇させ,その抗真菌活性を増強していることが示唆された｡

第Ⅵ章"Miconazole抗真菌活性増強作用機構の解析 その2(PDR5欠損株

SaccharomycescerevisiaeApdr5:‥1eu2(a)を用いた作用機構の解析)"では,S･CereVisaeの野生
株と薬剤排出ポンプであるPDR5を欠損した変異株を用いbeauvericinEのmiconazoleの抗

真菌活性増強作用について調べ,野生株では増強活性が認められるのに対し,変異株では

増強活性がほとんど認められないことから,beauvericinEの増強活性は薬剤排出ポンプの

阻害が主なものであると結論した｡

第Ⅶ章総括では,本研究の総括をおこない,既存のアゾール系抗真菌薬剤の活性を増

強する化合物の探索を行い,将来の薬剤モデルとして,beauvericin類が有望であると結論

した｡

審 査 結 果 の 要 旨

近年,臓器移植,悪性腫瘍やAIDSなど免疫機能が低下した患者でのCα乃df血

α批α那やd甲叩肋∫ル血gα加による深在性真菌症が問題となっている｡福田論

文は,現在抗真菌剤として汎用されているエルゴステロール生合成阻害剤の一つで

あるmic｡naZ｡1eの抗真菌活性を賦括化するような新しい化合物の取得を天然物に

求めたものである｡その内容は以下に要約できる｡

1.検定薗として野生株Candidaalbicans(KF-1)を用い,抗真菌剤miconazoleと

共存することによってのみ阻止円を示す微生物代謝物を検索した｡

2.1万以上のサンプルをスクリーニングし,その中から強い活性を示す菌として3

株を選択している｡この3株については大量培養を行い,溶媒抽出,各種カラムク

ロマトグラフィーおよびHPLCを繰り返し行うことで9種の新規活性物質の単離に

成功した｡

3.機器分析ならびに化学反応,X線構造解析などの分析手法を駆使することによ

り,これら新規化合物の構造を明らかにしている｡

4.これら新規化合物のmiconazole活性増強作用を測定している｡液体希釈法で

mic｡naZ｡IeのIC5｡値を比較し､beauvericin類(1pg/ml)存在下では最大6･1倍､

citridone類(25匹g/ml)存在下では最大4･1倍のmiconazole抗真菌活性増強作用

を示すことを見だした｡
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5.さらにbeauvericinEを用い,C.albicansKF-1に対するmiconazole活性増強

の作用機構について考察をおこなっている｡BeauvericinE(1～50ドg/ml)存在下で

の蛍光物質Rhodamine6Gchloride(Rh6G)の取り込み量,排出量を調べ,Rh6Gの

菌体内への取り込み量は無添加の場合と差が認められないが,Rb6Gの菌体外への

排出を濃度依存的に抑制することを見いだした｡

以上のように本論文は既存のアゾール系抗真菌剤miconazoleの活性を増強する

化合物の探索を行い,微生物培養液より計9成分の新規活性物質を見いだし,そ

の作用機構についても考察をおこなったものである｡その構造解析は適確であり,

作用機構についても十分な考察を行なっている｡今後これらの化合物のなかから,

薬のモデルが生まれることが期待できる｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科

の学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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