
緒　　　言

　Trichophyton tonsurans 感染症は, 本邦において 2002 年

頃より格闘技競技者を中心に多発しており 1－7）, その全

国的な流行を危惧して, 2003 年には日本医真菌学会疫学

調査委員会より注意が喚起されている 8）. 

　T. tonsurans は, 欧米では頭部白癬の主要病原菌とし

て知られている 9, 10）. 病原菌の感染は, 皮膚の接触に因

ると考えられ, 欧米諸国では子供の学校内感染やレスリ

ング, 柔道選手等の格闘競技を介した集団感染が報告さ

れている 11－17）. 国内で流行している T. tonsurans は, レ

スリングや柔道競技者が感染の中心であることから格闘

技競技者を介して国内へ持ち込まれたとみられている. 

それは既に 1990 年代には国内に拡散していた可能性も

示唆されている 7）. 感染症患者から分離された菌株は, 

分子系統学的には従来国内に存在した株とは異なると報

告されており 7）, このような移入菌の抗真菌薬に対する

感受性については未だ詳細な検討はなされていない. 

　今回我々は, T. tonsurans 感染症に対する適切な抗真

菌薬を探索する目的で, 臨床分離株に対する各種抗真菌

薬の in vitro 抗真菌活性を調べたので報告する. 

材料および方法

 1 . 使用菌株

　柔道選手, レスリング選手あるいはケルスス禿瘡の患

者より分離後, リボゾーム RNA 遺伝子の ITS1 領域の塩

基配列に基づいて Trichophyton （T.） tonsurans と同定され

た臨床分離株 10 株 （Table 1） を使用した. 菌株は, い

ずれも Sabouraud’s dextrose agar （SDA） 平板培地を用

いて, 27 C゚で 2 ～ 4 週間の前培養を行った. SDA 平板培

地上における菌株の性状は, 白色から黄色のビロード状

あるいは絨毛状で, 中央部は不規則に隆起あるいは脳回

転状に隆起したものであった. 

 2 . 試験薬剤

　塩酸テルビナフィン （TBF； 純度 99.8％）,  イトラコ

ナゾール （ITZ； 純度 97.2％）, ラノコナゾール （LCZ； 
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純度 99.4％） およびルリコナゾール （LLCZ； 純度

99.7％） は, 日本農薬㈱総合研究所で合成および精製さ

れた原末を使用した. 硝酸ミコナゾール （MCZ； 純度

100％） およびケトコナゾール （KCZ； 純度＞99％） は

Sigma-Aldrich 社 製 の 試 薬 を 使 用 し た. 各 薬 剤 は

dimethy sulfoxide （DMSO） に溶解し, 試験系における

DMSO の最終添加濃度が寒天平板希釈法では 1.0％

（v/v）, 微量液体希釈法では 0.5％ （v/v） となるように調

整した. 

 3 . 薬剤感受性試験法

　薬剤感受性試験には寒天平板希釈法および微量液体希

釈法を用いた. 寒天平板希釈法は, ミクロプランタを使

用して行った 18, 19）. 微量液体希釈法は本学会標準化委

員会提案の方法 20） に従い, 終末点はマイクロプレート

リーダーを用いた吸光測定により判定した. 

（1） 接種菌液の調製

　前培養菌株に 0.1％ （w/v） Tween 80 含有滅菌生理食

塩水を添加し, 菌体表面を白金耳で軽くこすることで分

生子を浮遊させた. この分生子浮遊液を 4 枚重ねの滅菌

ガーゼでろ過後, ろ液中の分生子数を Thoma 型血球計

算盤を用いて計測し, 寒天平板希釈法では 1.0×10 6 

conidia/ml, 微量液体希釈法では 2.0×10 5 conidia/ml 

となるよう調整して接種菌液とした. 

（2） 寒天平板希釈法

　試験培地として Casitone agar （Bacto-casitone 0.9％, 

Bacto-yeast extract 1％, グルコース 2％, KH2PO4 0.1％, 

Na2HPO4 0.1％, クエン酸 3 ナトリウム 1％および寒天

2％） を使用した.  2 倍希釈系列の薬剤を含有する平板

培地を作成し, 各平板培地にミクロプランタ （MIT-P

型； 佐久間製作所） を用いて 5 μl 量の接種菌液を接種

した. 薬剤を添加せずに DMSO のみを添加したものを

発育コントロールとした. 菌接種後の培地を27 C゚ で 14

日間培養し, 形成されたコロニーを観察した. 

（3） 微量液体希釈法

　試験培地として, RPMI 1640 （Sigma-Aldrich） を0.165 M 

morpholine propanesulfonic acid （MOPS, 和光純薬） 

で pH 7.0 に緩衝化して使用した. 菌の発育の指示薬と

して Alamar BlueTM （和光純薬） を, 最終濃度が 10％ 

（v/v） となるように添加した.  2 倍希釈系列の薬剤を含

有する試験培地を 96 穴マイクロプレート （住友ベーク

ライト） の各ウエルに 0.1 ml ずつ分注し, これに接種

菌液 0.1 ml を添加した. 発育コントロールには薬剤を添

加せずに DMSO のみを添加し, また, 陰性コントロール

には菌を添加しなかった. 菌接種後のプレートは27 C゚ で

培養し, 48 時間後から 24 時間毎にウエルの色調を観察

した. 発育コントロール群の色調が青色からピンク色な

いし赤紫色に変色した日に, 各ウエルの 570 nm の吸光度

をマイクロプレートリーダー （THERMOmax；Molecular 

Devices Corporation） で 2 波長測定 （OD570-595 nm） した. 

試験は 2 連で行い, その平均を代表値とした. 

（4） 判　定

　各薬剤の最小発育阻止濃度 （MIC） を求めた. すなわ

ち, 寒天平板希釈法では, 菌のコロニー形成が認められ

ない最小濃度を MIC とした. 微量液体希釈法では各菌

株の発育コントロール群における OD 値を基準に, その
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Table 1.　Clinical isolates of Trichophyton tonsurans used in this study and their macroscopic characteristics

　Strain No. 　Origin 　　　　　Texture and color on Sabouraud’s dextrose agar

M-J-13  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a raised and cerebriformed center. 
  White to pale-buff.（Reverse: yellow-brown）

M-J-46  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a raised and cerebriformed center.  
  White to pale-buff.（Reverse: reddish-brown to brown）.

M-J-48  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a randomly raised center.  
  White to pale-buff （Reverse: reddish-brown to brown）.

F-J-36  Velvety. Flat with a randomly raised center. 
 Judo wrestler
  White to pale-buff （Reverse: reddish-brown）.

F-J-38  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a randomly raised center. 
  White to pale-buff （Reverse: reddish-brown to brown）.

M-J2-30  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a raised and cerebriformed center. 
  White （Reverse: yellow-brown to brown）. 

M-J2-32  Velvety. Powdery on the edge. Flat with a randomly raised center. 
  White to pale-buff. （Reverse: yellow-brown to brown）. 

CN02020102  Velvety. Flat with a randomly raised center. 
  White （Reverse: brown）.
 Wrestler
CN02080101   Velvety. Flat with a randomly raised center. 
  White to ochre （Reverse: brown）. 

CN01111901  Suede-like. Flat with a randomly raised center. 
 Kerion celsi
  White to pale-buff （Reverse: yellow）.



発育を 80％以上阻害する最小濃度を求めて MIC とし

た. 試験菌株の 90％ （10 株中 9 株） の発育を阻止する

濃度を MIC 90 として示した. 尚, MIC 90 は, MIC の測定

株数が 10 株に満たない場合は求めなかった. 

結　　　果

　寒天平板希釈法で測定した各種抗真菌薬の MIC を

Table 2 に示す. T. tonsurans 臨床分離株の寒天平板培地

上での発育は遅く, その速度は菌株間で異なった. 本法

における皮膚糸状菌の MIC 判定は通常では培養 7 日前

後とされているが 18, 19）, T. tonsurans は培養 7 日後にお

いても発育コントロール群のコロニー形成が不十分な株

が多かった. それぞれの菌株について MIC の判定日を

見定めるのは困難と判断し, 培養 14 日後に判定を行っ

たが, 2 株 （F-J-38 および CN02080101） ではコロニー形

成が不十分なため MIC は求まらなかった. 培養 14 日後
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Table 2.  MIC of antifungal drugs against clinical isolates of Trichophyton tonsurans determined by the agar dilution method

  Incubation   　MIC （μg/ml ）
　Origin Strain　No.
  　 days 　TBF 　ITZ 　MCZ 　KCZ 　LCZ 　LLCZ

 　M-J-13 　　 7  0.00078  0.0063  0.025  0.4  0.00078  0.00039
  　　14  0.0031  0.025  0.2  1.6  0.0031  0.00078

 　M-J-46 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
  　　14  0.0016  0.013  0.2 >0.8  0.00078  0.00039

　Judo 　M-J-48 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
　wrestler  　　14  0.0031  0.025  0.8  0.8  0.0063  0.0016

 　F-J-36 　　 7  0.00078  0.0063  0.05  0.4  0.0016  0.00039
  　　14  0.0016  0.025  0.4  1.6  0.0031  0.0016

 　F-J-38 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
  　　14 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －

 　M-J2-30 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
  　　14  0.00078  0.0063  0.025 ≤0.05  0.0016  0.00039

 　M-J2-32 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
  　　14  0.0016 ≤0.0016  0.025  0.1  0.0016  0.00039

 CN02020102 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
　Wrestler  　　14  0.00078  0.013  0.1  1.6  0.0016  0.00039

 CN02080101 　　 7 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －
  　　14 　 － 　 － 　－ 　－ 　 － 　 －

　Kerion CN01111901 　　 7  0.0016  0.1  0.8  6.4  0.0031  0.0016
　  celsi  　　14  0.0031 >0.1 >0.8 >6.4  0.0063  0.0031

   MIC range   0.00078～ ≤0.0016～  0.025～ ≤0.05～  0.00078～  0.00039～
  　　14
    （μg/ml ）  　　0.0031 　　>0.1 　　>0.8 　　>6.4 　　0.0063 　　0.0031

　－： not determined due to immature of fungal growth

Table 3.  MIC of antifungal drugs against clinical isolates of Trichophyton tonsurans determined by the microdilution method

  Incubation   　MIC （μg/ml ）
　Origin Strain　No.
  　hours 　TBF 　ITZ 　MCZ 　KCZ 　LCZ 　LLCZ

 　M-J-13 　 120  0.0063 　0.1 　 0.8 　 0.1  0.00078  0.00039

 　M-J-46 　 120  0.0031 　0.025 　 0.4 　 0.1  0.00078  0.00039

 　M-J-48 　　72  0.013 　0.05 　 0.8 　 0.2  0.00078  0.00039
　Judo
 　F-J-36 　　96  0.0063 　0.1 　 0.8 　 0.4  0.0016  0.00078
　wrestler
 　F-J-38 　　96  0.0031 　0.1 　 0.8 　 0.2  0.00078  0.00039

 　M-J2-30 　 120  0.0063 　0.1 　 0.8 　 0.2  0.00078  0.00039

 　M-J2-32 　 120  0.0063 　0.013 　 0.4 　 0.1  0.00039  0.0002

 CN02020102 　 120  0.0031 　0.1 　 0.8 　 0.4  0.00078  0.00039
　Wrestler
 CN02080101 　 168  0.0031 　0.2 　 0.2 　 0.05  0.00078  0.00039

　Kerion
 CN01111901 　　96  0.025 　0.05 　 0.8 　 0.4  0.00078  0.00039
　 celsi

   0.0031～ 0.013～  0.2～  0.05～ 0.00039～ 0.0002～
 MIC range （μg/ml ）
   　　0.025 　　 0.2 　　0.8 　　0.4        0.0016 　　0.00078

 　MIC 90 （μg/ml ）  0.013 　0.1 　 0.8 　 0.4  0.00078  0.00039



の MIC 範囲は TBF, ITZ, MCZ, KCZ, LCZ および  LLCZ

でそれぞれ 0.00078-0.0031, ≤0.0016－>0.1, 0.025－>0.8, 

≤0.05－>6.4, 0.00078-0.0063 お よ び 0.00039-0.0031 μg/ 

ml となり, 比較的活性の低い ITZ, MCZ および KCZ で

は MIC 範囲が広かった. 試験菌株の中で比較的発育の

早かった 3 株 （M-J-13, F-J-36 および CN01111901） では

培養 7 日後の時点で判定が可能であったため MIC を測

定したが, それらの値は 14 日後と比較して低く, 判定日

により結果は変動した. 

　微量液体希釈法で測定した各種抗真菌薬の MIC を

Table 3 に示す. 培養 72～168 時間で 10 株全てにおいて

各薬剤の MIC が求まった. 柔道選手, レスリング選手あ

るいはケルスス禿瘡といった菌株の由来による比較で

は, 各薬剤の MIC に差はみられなかった. 薬剤間の比較

では, TBF, ITZ, MCZ および KCZ の T. tonsurans 臨床分

離株に対する MIC 90 は, それぞれ 0.013, 0.1, 0.8 および

0.4 μg/ml となり, TBF の活性が強かった. LCZ および

LLCZ の MIC 90 はそれぞれ 0.00078 および 0.00039 μg/ 

ml となり, T. tonsurans に対する強い活性が認められ

た. 各薬剤の MIC 範囲および MIC 90 を Fig. 1 に比較す

る. 活性の強い薬剤では MIC 90 が MIC 範囲の低濃度側

に位置する傾向にあった. 特に LCZ および LLCZ では, 

MIC 範囲および MIC 90 が低濃度に収束し, それらの活

性は TBF, ITZ, MCZ あるいは KCZ と比較して明らかに

強いことがわかった. 

考　　　察

　皮膚糸状菌の in vitro 薬剤感受性試験としては, 従来

寒天平板希釈法 18, 19） が汎用されてきたが, 近年では標

準化を図るための微量液体希釈法 20） が本学会標準化委

員会より提案されている. 今回の検討では, 寒天平板希

釈法および微量液体希釈法の両者で測定を試みた. 

　T. tonsurans は培地上の発育が遅い菌として知られて

いるが 21）, 寒天平板希釈法では培地上のコロニー形成が

緩慢で, 培養 14 日後においても 2 株で MIC が求まらな

かった. 従っていずれの薬剤においても寒天平板希釈法

では MIC 90 は求められなかった. 比較的発育の早かった

3 株では培養 7 日および 14 日後の 2 時点で MIC を比較

したが,  判定日による変動がみられた. 微量液体希釈法

を用いた標準化の経緯として, 寒天平板希釈法における

MIC の再現性 ・ 信頼性の問題と, それらの変動要因の一

つとして培養時間が挙げられている 22）. 発育の遅い T. 

tonsurans ではこのような問題がより顕著になるのかも

しれない. 一方, 微量液体希釈法においては本法の培養

期限とされる 168 時間以内で 20）, 全ての株の MIC が求

まった. 酸化還元指示薬を用いて菌の呼吸量を指標に測

定するため, 発育を鋭敏に捉えられたものと考えられ

る. さらに, 指示薬の色調変化を指標にするので終末点

の判定時期の見極めも容易であり, T. tonsurans のよう

に発育の遅い菌の薬剤感受性試験法としては好ましいと

考えられた. 

　T. tonsurans 感染症の治療では, TBF や ITZ の内服に

よる全身治療と MCZ や KCZ 含有シャンプーの併用な

いし予防的な使用が推奨されている 23－25）. そこで本検討

では TBF, ITZ, MCZ および KCZ を比較した. 微量液体

希釈法で測定したこれら薬剤の活性を比較すると, TBF 

（MIC 90 : 0.013 μg/ml ）, ITZ （MIC 90 : 0.1 μg/ml ）, KCZ

（MIC 90 : 0.4 μg/ml ） および MCZ （MIC 90 : 0.8 μg/ml ） 

の順となり, TBF の活性が強かった. 今回と同様の微量

液体希釈法で測定した TBF の T. mentagrophytes および 

T. rubrum 臨床分離株に対する MIC 90 はいずれも 0.003

μg/ml であることから 26）, 本病原菌の薬剤感受性は白

癬主要起因菌とほぼ同レベルと考えられた. 

　T. tonsurans の薬剤感受性に関する欧米の報告では, 

スペインおよび英国で採取された臨床分離株 （18 株） 

における TBF, ITZ, MCZ および KCZ の検討 27）, あるい

は米国で採取された臨床分離株 （42 株） における TBF

および ITZ の検討 28） において微量液体希釈法を用いた

報告がみられ, それらの MIC 範囲あるいは MIC 90 は

我々の結果とはほぼ一致する. 今般の病原菌の薬剤感受

性は欧米の病原菌と比較して大差ないものと推察され

た. 

　生毛部の T. tonsurans 病変部では外用抗真菌薬の使用

も推奨されていることから 24）, 既存外用薬の中で皮膚糸

状菌に対する活性が極めて強いことで知られる LCZ 29）

および LLCZ 26, 30, 31） を比較に加えた. 微量液体希釈法

で求めた LCZ および LLCZ の T. tonsurans 臨床分離株

に対する MIC はいずれも低濃度域に収束し, MIC 90 は

それぞれ 0.00078 および 0.00039 μg/ml となった. LCZ

および LLCZ の活性は TBF, ITZ, MCZ あるいは KCZ を

凌ぐと考えられた. 寒天平板希釈法においても, LCZ お

よび LLCZ の MIC 範囲はそれぞれ 0.00078-0.0063 およ

び 0.00039-0.0031 μg/ml であり, 微量液体希釈法の結

果と大きな隔たりはみられなかった.  2 種測定法のいず

れにおいても極めて低い MIC が確認されたことは, こ

れら薬剤が T. tonsurans に対して様々な条件下で安定し

た抗真菌活性を発揮する可能性を示すと考えられ, 臨床
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Fig. 1.  Comparison of antifungal activity of TBF, ITZ, MCZ, 
KCZ, LCZ and LLCZ against the clnical isolates of 
Trichophyton tonsurans.



での効果が期待された. 

　以上の結果より, T. tonsurans 感染症起因菌の薬剤感

受性は白癬主要起因菌とほぼ同レベルと推察され, 本病

原菌に対してラノコナゾールおよびルリコナゾールは極

めて強力な抗真菌活性を示すことが明らかとなった. 
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　To determine drug susceptibility of Trichophyton tonsurans endemic in Japan, in vitro MICs of antifungal 
drugs against a total of 10 clinical isolates of T. tonsurans collected from dermatophytosis patients were 
measured by the agar dilution method and the broth microdilution method. The agar dilution method was 
not appropriate as the growth of T. tonsurans on the agar medium was too slow to determine drug activity, 
while the broth microdilution method was thought to be an appropriate method for this study. The MIC 90 
values determined by the broth microdilution method for terbinafine, itraconazole, miconazole and 
ketoconazole were 0.013, 0.1, 0.8 and 0.4 μg/ml, respectively. Meanwhile, the MIC 90 values of lanoconazole 
and luliconazole, known to be antifungal drugs potent against dermatomycosis, were 0.00078 and 0.00039 μg/ 
ml, respectively. The drug susceptibility of these T. tonsurans isolates to the aforementioned antifungal drugs 
was found to be on a similar level with that of T. mentagrophytes and T. rubrum, major causative agents of 
dermatomycosis. The results also demonstrated the strong antifungal activity of lanoconazole and 
luliconazole against T. tonsurans. 


