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研究成果の概要（和文）：　抗真菌作用を有する新たな小分子化合物を探索するため，1280種の薬理活性を持つ小分子
化合物ライブラリーを用い，カンジダに対する抗真菌性のスクリーニング検査を行った．その結果，抗真菌作用を有す
る35個の小分子化合物が検出された．5つの小分子化合物は強い抗真菌作用を有しており、バイオフィルムに対しても
有効であり、ヒト歯肉線維芽細胞に対し、250 μM未満のCV-3988が毒性が低いことが示された。これを抗真菌剤として
用い，義歯床用材料の作製を行った．ディスク拡散法により評価した結果，抗真菌性を認めた。
　以上の結果より，この義歯床用材料は口腔カンジダ症の予防および治療に貢献する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：To develop new small-molecule antifungal compounds by library screening methods us
ing Candida Albicans, and to evaluate their antifungal effects on Candida biofilms and cytotoxic effects o
n human cells. Wild-type C. albicans strain SC5314 was used in this study. To identify antifungal compound
s, we screened a small-molecule library using an antifungal susceptibility test (AST). We tested the cytot
oxicity of the hit compounds using human gingival fibroblast (hGF) cells to evaluate their clinical safety
. Only 35 compounds were identified by screening, which inhibited the metabolic activity of C. albicans by
 >50%. Five compounds had strong fungicidal effects and could inhibit the metabolic activity of Candida bi
ofilms. Only CV-3988 showed no cytotoxicity at a fungicidal concentration of 0.25M. CV-3988 had fungicidal
 effects on C. albicans, but low cytotoxic effects on hGF cells. 
Therefore, CV-3988 could be a novel treatment for superficial mucosal candidiasis.
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１．研究開始当初の背景 

Candida albicansは，口腔内および膣

内に常在し，日和見感染や院内感染の原

因菌となる．特にAIDS患者，化学療法を

受けているガン患者，重度糖尿病患者や

臓器移植を受けた患者など免疫能力の低

下した患者では，カンジダ症は死亡に至

る深刻な問題となっている．近年，カン

ジダ院内感染による死亡率も増加傾向に

あり，それに伴う治療費も莫大な額に上

っている．特に，口腔内のC. albicansは

義歯床用レジンに容易に付着・定着し，

義歯性口内炎を惹起する原因となる．高

齢化に伴い，レジン床義歯を装着してい

る患者は増加しており，それに伴いC. 

albicanの保菌者およびカンジダ症を発症

する人口の増加が懸念される．さらに抗

真菌剤に抵抗性を示す薬剤耐性菌の出現

が報告されており，カンジダ症の治療を

困難にする原因の一つとなり，大きな問

題となっている．それらの対応策として，

義歯性口内炎の予防，抗真菌剤の適正な

使用および新たな抗真菌剤の開発などを

行う必要がある． 

近年，義歯性口内炎の治療のために抗

真菌性を付与できる義歯床用材料の作製

方法が開発され(1)，その臨床応用が期待さ

れている．この方法は必要に応じ義歯床

用材料に抗真菌性を付与することが可能

であり，抗真菌剤の適正使用を行うこと

が可能となる．さらに，新たな抗真菌剤

を開発することにより，既存の薬剤耐性

菌に対し治療効果が期待され，義歯性口

内炎のみならずカンジダ症の治療に有用

であることが予想される． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，抗真菌作用を有する新た

な小分子化合物を見出し，その C. albicans

に対する抗真菌作用及びヒトの細胞に対す

る細胞毒性を評価し，さらに検出された小

分子化合物を応用した抗真菌性を有する新

規義歯床用材料を開発し，その効果を検討

することである． 

 

３．研究の方法 

新規抗真菌剤のスクリーニングには，C. 

albicans 正常株（SC5314，野生株）およ

び 小 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー

（LOPAC1280TM，Sigma）を用いた．米

国臨床検査標準協議会（CLSI）法と XTT 

reduction assay を応用した抗真菌剤感受

性テスト(2)により，C. albicansに対する抗

真菌作用を評価し，抗真菌剤の候補となる

小分子化合物の検出を行った．次に，検出

された小分子化合物が C. albicans の様々

な生育環境に対する抗真菌作用を検討する

ため，菌を「浮遊培養」，「付着培養」，「バ

イオフィルム培養」し，それぞれの生育環

境において，抗真菌剤感受性テストを行っ

た．「浮遊培養」には Sabouraud’s dextrose 

agar （SDA）培地（Gibco）上に培養され

た菌を yeast nitrogen base (YNB)液体培

地（Difco）にて 37℃で一晩培養し，細胞

濃度 1×107 cells/mL に調製したものを用

いた．さらに，その懸濁液を 96well 細胞

培養プレート（Iwaki）に播種し，37℃の

ロータリーシェイカー中で 90分間培養し，

プレートに付着した菌を「付着培養」とし

た．その後，同条件で 24 時間培養したも

のを「バイオフィルム培養」とした．次に

ヒトの細胞に対する安全性および C. 

albicansに対する選択毒性を検討するため，

検出された小分子化合物の細胞毒性を評価

した．細胞にはヒト由来の歯肉線維芽細胞

を用い，細胞増殖試験（WST Cell counting 

assay，Dojindo）により小分子化合物が細

胞増殖に与える影響を検討した．以上によ

り C. albicans に抗真菌作用を有し，ヒト

に対し毒性の少ない小分子化合物の検出を



行った．最後に，抗真菌性を有する義歯床

用材料の作製を行った．義歯床用材料には

ジウレタンメタクリレート（Sigma）にメ

タクリル酸（Sigma）を 10％配合し，重合

開始剤としてアゾビスイソブチロニトリル

（Sigma）を用いた．それらを 70℃で 3時

間重合を行い，直径 13mm，厚さ 1mmの

円盤状試料を作成した．最終的に検出され

た小分子化合物溶液中に試料を 24 時間浸

漬し，その表面に小分子化合物を結合させ

た．さらに試料表面の小分子化合物は 5％

エチレンジアミン四酢酸（EDTA，Sigma）

に 8時間浸漬し，除去を行った．C. albicans

に対する抗真菌作用はディスク拡散法を応

用し，義歯床用材料（浸漬なし，浸漬後，

EDTA浸漬後）が形成する菌発育阻止円の

測定を行い評価した． 

 

４．研究成果 

スクリーニングによりC. albicansに対

し抗真菌作用を有する35個の小分子化合

物が検出された．そのうち26個は静菌的作

用，9個は殺菌的作用（表１）を有し，中

でもBay11-7082，Bay11-7085，Ellipticine，

Sanguinarine，CV-3988は強い抗真菌作用

を有しており，新たな抗真菌剤の候補とし

て検出された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

これら5個の小分子化合物に対し，様々

な育成環境における抗真菌剤感受性テスト

を行った結果，「浮遊培養」に対する50％

最小発育阻止濃度（MIC）は，Bay11-7082，

Bay11-7085とEllipticine，Sanguinarine，

CV-3988はそれぞれ15.6 μM，3.91 μM，

1.95 μM，7.81 μMであった．「付着培養」

に 対 す る MIC は ， Bay11-7082 と

Bay11-7085，Ellipticine，Sanguinarine，

CV-3988はそれぞれ125 μM，31.3 μM，

125 μM，62.5 μMであった．「バイオフ

ィルム培養」に対するMICは，Bay11-7082，

Bay11-7085，Ellipticine，Sanguinarine

とCV-3988はそれぞれ1 mM，500 μM，

62.5 μM，250 μMであった． 

次に，ヒト歯肉線維芽細胞に与える影響

を検討した結果，培養4日目まではBay 

11-7082 とBay 11-7085，Ellipticine，

Sanguinarine，CV-3988はそれぞれ15.6 

μM，3.91 μM，1.95 μM，250 μM未

満の濃度では細胞増殖の抑制を認めたが，

細胞の死滅は認めなかった．したがって，

250 μM未満のCV-3988がC. albicansに

対し抗真菌作用を有し，ヒト線維芽細胞に

対し毒性が低いことが示された． 

そこで，CV-3988を抗真菌剤として使用し

た義歯床用材料の作製を行った．ディスク

拡散法により床用材料の抗真菌性を評価し

た結果，CV-3988を結合させない場合，発

育阻止円の形成は認めず，CV-3988結合さ

せた場合，ディスクの端より 2.5±0.4mm

の発育阻止円が形成された．さらにディス

クを EDTAに浸漬することにより，抗真菌

作用は消失し，ディスク拡散法による発育

阻止円は形成されなかった（図１）． 
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