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DL-8280の 細胞毒性 に関する研究

横田 健 ・関 口玲子

順天堂大学医学部細菌学教蜜

DL-8280の 安全性 を 確認す る 目的で 腫瘍 型のCHO-K1細 胞,HeLa細 胞,マ ウスNeuroblastoma

18細 胞 および マウス正常線維芽細胞 初代培養 に 対 す る細 胞 毒 性 を検 討 し,norfloxacin (NFLX),

nalidixic acid (NA)等 と比較 した。DL-8280は 世代時間の短 いCHO-K1細 胞 に対 して はNFLXよ

り強い細胞毒性 を示 したが,世 代時間 の長いNeuroblastoma 18細 胞お よびマ ウス線維芽細胞 に対 して

は,NFLXよ り細胞毒性 は弱 かった。 しか しNAに 比べる といずれ の細胞で も毒性 が強かったので,

高い血中濃度が得 られ るよ うな投与方法 をとる時 には注意が必要であるこ とが示唆 され た。

ピリドンカルボ ン酸系合成抗菌薬の一つであるDL-8280は,

ブ ドウ球菌を含む グラム陽性菌 か ら,緑 膿菌等ブ ドウ糖非 発酵

菌を含む グラム陰性菌にわた り広い抗菌城 を示す上,殺 菌力 も

強い。また この系統に属 す る既 存 の薬 剤,す なわ ちnalidixic

acid (NA)やpipemidic acid (PPA)等 と 交叉耐性 を認 めな

い。DL-8280は300mg1回 経 口投与によ り3μg/ml程 度の

血中濃度の ピーク値 を示 し,そ の半減期 も5.5時 間 と 比較的 長

いので,耐 性菌 用経 口 β-lactam薬 剤が不完全な今 日,各 種感

染症に対する経 口剤 と して期待され るところが大 きい。

この系統の薬剤の作用機序は細菌のDNA立 体化酵素,DNA

gyraseの 阻害 にあるといわれ るが,な ぜ人体 に副作用が少ない

かは,NA以 来 の経験的な もので,選 択毒性の理論は 確立 され

ていない。

本研究の 目的はDL-8280の 安全性 を 細胞毒性 の面か ら検討

した ものである。

I. 材 料 お よ び方 法

1) 使 用薬 剤

DL-8280は 第 一製 薬 株 式 会 社 か ら分 与 さ れ たfree

baseを,norfloxacin (NFLX)は 杏林 製 薬株 式 会 社 か ら

分 与 され た塩 酸 塩 を,NAお よびPPAは 大 日本 製 薬 株

式会 社 か ら分与 され たfree baseを 使 用 した。

2) 培 養細 胞

腫 瘍 型 の細 胞 と して,チ ャイ ニ ー ズハ ム ス タ ー卵 巣 由

来 のCHO-K1細 胞 はSIEか ら分与 され た教 室 保 存 株,

HeLa細 胞 お よび マ ウスNeuroblastoma 18細 胞 は,そ

れ ぞれ 順 天堂 大 学 組 織 培 養 研 究 室 菅 沼助 教 授 お よび 三 菱

化成 生 命科 学 研 究 所 天 野博 士 か ら分 与 を受 けた も の を使

用 した。

非腫 瘍 型 細 胞 と して は,妊 娠 後 期 のICRマ ウ スの 胎

児 か ら得 た線 維 芽 細胞 の 初代 培 養 を使 用 した 。

3) 培 地

CHO-K1お よびHeLa細 胞 は5%牛 胎 児 血 清(GIBCO)

加F12培 地(ニ ッス イ)で,Neuroblastoma 18細 胞 と

マ ウス線維芽細胞は10%牛 胎児血清加MCDB103培 地1)

を使用 し,37℃, 5% CO2フ ラン器(池 本理化)中 で培

養 した。

4) 細胞毒性の検討

Falcon multidishの 各wellに1×104個 のCHO-K1

細胞,HeLa細 胞,Neuroblastoma 18細 胞 ま たはマ ウ

ス線維芽細胞 を含むそれ ぞれ の培地2m1に,0.1～1,000

μg/mlのDL-8280,NFLX,NAま た はPPAを 添加 し

分 注 した。 これ をCHO-K1細 胞 では3日 間,HeLa細

胞 は6日 間,Neureblastoma 18細 胞 と マウス線維芽細

胞は7日 間,37℃, 5% CO2フ ラン器 中で培養 した。培

養終了後培地上清 を除 き,0.002% EDTA加trypsinで

37℃10～15分 間処理 して細胞 をはが した。細胞 を3ml

のIsotone溶 液 に浮遊 してCoulter counterで 細 胞 数

の自動測定を した。 なおNeuroblastoma 18細 胞 には,

すべての実験 で1mMのdibutyryl cyclic AMPを 添

加 し神経細胞 の分化(神 経線維の伸長)を 計 った。

各薬剤 による細胞 の形態変化は培養開始 後24時 間,

72時 間および7日 目に倒立位相差顕微 鏡写 真 装 置(ニ

コン)で 記録 した。 また,一 部の細胞 については薬剤 に

よる形 態変化を走査型電子顕微鏡(日 立)で も記 録 し

た。電顕標本の作成 は前報に準 じた2)。

II. 実 験 成 績

1) DL-8280とNFLX, NAお よびPPA細 胞毒性 の

比較

Fig. 1に チャイニーズハ ムスター卵巣 由来の 腫 瘍 型

細胞CHO-K1細 胞 に対 す るDL-8280,NFLXお よび

NAの 増殖に対 する影響 を示 した。NAは0.1～10μg/ml

の濃度範囲でCHO-K1細 胞 の増殖 をやや促進 したが,

100μg/ml以 上 になる と増殖抑制作 用 が 始 ま り,1,000

μg/mlで 強 い細胞変性作 用 を示 した。NFLXは 低濃度

にお ける細胞増殖促 進作用 が認 め られ ない 他 はNAと
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Fig. 1 Influence of DL-8280, NFLX and NA

on the growth of the CHO-K1 cells

Fig. 2 Influence of DL-8280, NFLX and NA

on the growth of the HeLa cells

同程度 の細胞毒性 であ っ た。 これ に対 しDL-8280は

0.1μg/mlの 低濃度 で もこの腫瘍細胞 に軽度の増殖抑制

作用を示 し,100μg/mlで は対照の50%程 度 の増殖抑

制 が見 られた。1,000μg/mlで 完全 な細胞 変性 を起 こす

ことは他 の薬剤 と同様 であった。

Fig. 2にHeLa細 胞の増殖 に対する各 薬剤 の影響 を

示 した。ヒ ト子官 ガン由来のこの細胞 に対 してはNFLX

が最 も強い毒性 を示 し,わ ずか1μg/mlで 軽い影響 が

現れ たが,DL-8280とNAで は10μg/mlま でほとん ど

影響 が見 られなかった。 し か し100μg/mlで はDL-

8280, NFLXと もに強い増殖抑制作用 を示 した。

Neuroblastoma 18細 胞に対 するDL-8280, NFLXお

よびNAの 影響 をFig. 3に 示 した。 この場合 も最 も細

胞毒性が顕著 な ものはNFLXで あ り,NAの 毒性 が最 も

低 く,DL-8280は 両者の中間の細胞毒性 を示 した。

マ ウス線維芽細胞の初代培養に対 しては,Fig. 4の と

お りDL-8280, NFLX, NAお よびPPAす べて10μg/ml

まで は細 胞 毒 性 を示 さな か っ た が,100μg/mlで は

NFLXが 完全 に細胞 を変性 させ,DL-8280は30%増 殖

を抑制 したに とどまった。なおNAとPPAは100μg/

Fig. 3 Influence of DL-8280, NFLX and NA

on the growth of the mouse neuro-

blastoma 18cells

Fig. 4 Influence of DL-8280, NFLX and NA

on the growth of mouse fetal fibroblasts

mlで もこの正常細胞 に対 して は毒性 を示 さなかった。

4薬 剤 すべて1,000μg/mlで は,細 胞 を完 全 に変 性 さ

せた。

2) DL-8280, NFLXお よびNAのCHO-Kl細 胞お

よびHeLa細 胞 に対 する形態変 化

つ ぎにCHO-K1細 胞 の各薬剤 による形 態変化 を検討

した。光顕像 ではFig.5の とお り,対 照に比べNA 100

μg/ml添 加 ではほ とんど形態変化 を示 さないが,NFLX

100μg/ml添 加 では増殖が抑 えられ るだけでな く多数の

細胞変性 が認 め られ る。DL-8280100μg/mlを 加えた場

合には増殖 は強 く抑 え られて いるが,細 胞 変性 はNFLX

よ り軽度 なよ うである。走査電顕 でこれ らの細胞を検討

する と,Fig. 6の とお りNA100μg/ml添 加 の細胞 は対

照 とあま り変 わ らないが,DL-8280ま たはNFLX 100

μg/mlで は細胞 の表面 に多 くの突起が現れ,全 体の形 も

不規則 になって強 い影響 を受 けている ことがわかる。

HeLa細 胞 に対 して各薬剤 はFig. 7の よ うな形態変

化 を与 えた。 すなわち,NA100μg/mlで ほ とん ど影響

を与 えなか ったが,DL-8280とNPLXは 多 くの細胞を

強 く変性 した。



VOL32S-1 CHEMOTHERAPY 101

Fig, 5 Lightmicroscope of the CI10 KI cells cultured for 3 days 

with or without 100 ƒÊg/ml of I)L-8280, NFLX or NA

3)DL-8280,NFLXお よ びNAの マ ウ スNeuro-

blastoma18細 胞 に対 す る影 響

Fig.8の とお り1μg/mlのDL-8280,NAお よび

NFLXは7日 間 神 経 芽 細胞 に接 触 させ て も全 く変 化 を

与 えず,神 経 線 維 の 伸長 も良 好 に 行 わ れ た。 し か し

Fig.9～Fig:12に 示 す ご と く10μg/ml添 加 では,

NFLXに お い て7日 目 の細 胞 変性 が相 当認 め られ,神

経 線 維 の伸 長 もほ とん ど見 られ な か っ た。 こ れ に 対 し

DL-8280で は 対 照 とあ ま り変 わ らな い正 常 な神 経 細胞

の 像 が認 め られ た 。100μg/ml添 加 に な る とNFLXで

は24時 間 後 に ほ とん どの 神経 細 胞 を 変 性 さ せ た が,

DL-8280で は24時 間 後 は ほ とん ど影響 せ ず(Fig:13),

3日,5日,7日 と 日が経 つ につ れ て 細胞 数 の 増 加 停

止,細 胞 質 の大 型 変形 化等 が認 め られ た が,7日 目に も

依 然 と して 生 きた神 経 細 胞 が 認 め られ神 経 線 維 の伸 長 も

確 認 され た。NAで はDL-8280よ りさ らに影 響 が少 な

か った(Fig.14～Fig.16)。

III.考 察

DNA立 体 化 酵 素 は 一次 構 造 の完 成 した 二 重 鎖DNA

を基 質 とす るの で,DNA一 次 構 造 の 異 な る 生 物 間 で酵

素 の性 質 に大 きな差 が あ る こ とが 想 像 さ れ る。 従 っ て

DNA立 体 化酵 素阻 害剤 であ る ピ リ ドン カル ボ ン酸 系合

成 抗 菌 薬 の 中 に は,細 菌 のDNAgyraseは 強 く阻 害 す

るが,人 体 細胞 の それ に対 す る影 響 の 少 な い ものが 存 在

し うる 可 能性 は あ る。 しか し以 上 の 基 礎理 論 がNAや

PPA等,す で に臨 床 で広 く使 われ て い る もの に対 し て

さえ 確 立 され て い る訳 では な い。 こ の抗 菌 薬 の安 全 性 は

多 分に経 験 的 な もので あ り,未 知 の 分野 が 多 い。 事 実,

永 山 お よび 大 木3)は マ ウ ス神 経芽 細 胞(Neuro2A),マ ウ

ス線 椎芽 細 胞(L),ラ ッ ト腎 初 代細 胞 お よび ヒ ト由来 倍

数 本細 胞(WI38)に 対 す るNAとcinoxacin(CINX)

の細 胞 毒 性 を比 較 し,両 薬 剤 と も50μg/ml以 下 では

WI38以 外 の細 胞 に は 毒性 を示 さな いが,同 時 に 使 用 し

た キ ノ リン カル ボ ン酸 系 の1-ethyl.1,4-dihydro-4-oxo-

7-(4-pyridyl)-3quinolinecarboxylic acid(TO-133)は

か な り強 い 細胞 毒性 を もつ こ とを明 らか に した 。 また 著

者 ら4)はNFLX,NAお よびPPAのE.coliお よびS.

aureusに 対 す る抗 菌 力 とCHO-K1細 胞,HeLa細 胞,

Neuroblastoma18細 胞 等 に対 す る細 胞 毒 性 を 比 較 し,

少 な く と も上 記 の3剤 で は 抗 菌 力 と高 等 動 物細 胞 に対 す

る細 胞 毒 性 が平 行 す る こ とを報 告 した 。今 回 のDL-8280

の細 胞 毒 性 を検 討 す る と,極 め て 興 味 深 い こ とが類〓 で
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Fig. 6 Scanning electronmicroscope of the  CHO-Kl cells cultured for

3 days with or without 100ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

None DL-8280 100μg/ml

NFLX 100μg/ml NA 100μg/ml

Table 1 Interrelationships between generation

times and susceptibilities of cultured

cells against DL-8280, NFLX and NA

き る。 す な わ ち,DL-8280はTable1に 示 す とお り世 代

時間 の短 いCHO-K1細 胞 に対 して はNFLXと 同程 度 の

強い細胞毒性 を示 すが,世 代時間の長 いNeumblastoma

18細 胞 やマ ウス線維芽 細 胞 初 代 培 養 等 に対 して は,

NFLXよ りも細胞毒性が 弱 い こ とで あ る。 この薬剤は

DNA代 謝 が活発な腫瘍型細胞 には強い毒性 を示 す が,

世代時間 の長い神 経細胞 やその他 の正常細胞 には毒性が

弱 い可能性 がある。 これ がこの薬剤が臨床 において比較

的副作用 の少ない理 由の一つ か もしれ ない。 しか し正常

な人体に も胎児 期の体細胞や,成 人 の生殖細胞等比較的

世代 時間 の短い細胞 もあるので,そ れ らの ものに対する

影響 の検討が この種 の薬剤 の将来 に とっ て 重 要 で あ ろ

う。 ここで使用 され た細胞 は,特 殊 な ものが多い ので
,

この系統 の薬剤 を注射剤等 で実用化す るた めには
,さ ら

に多 くの研究を必 要 とするこ とを付 け加 えた い
。
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Fig. 7 Lightmicroscope of the HeLa cells cultured for 6 days 

with or without 100 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

Fig. 8 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured 

for 7 days with or without 1 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA
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Fig. 9 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured

for 24 hours with or without 10 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

None DL-8280 10μg/ml

NFLX 10μg/ml NA 10μg/ml

Fig. 10 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured

for 3 days with or without 10 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

None DL-8280 10μg/ml

NFLX 10μg/ml
NA 10μg/ml
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Fig. 11 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured 

for 5 days with or without 10 ƒÊg/ml of IDL-8280, NFLX or NA

Fig. 12 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured 

for 7 days with or without 10 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA
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Fig. 13 Lightmicroscope of the mouse neurobalstoma 18 cells cultured 

for 24 hours with or without 100 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

None DL-8280 100μg/ml

NFLX 100μg/ml NA 100μg/ml

Fig. 14 Lightmicroscope of the mouse neurobalstoma 18 cells cultured

for 3 days with or without 100 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

None DL-8280 100μg/ml

NFLX 100μg/ml NA 100μg/ml
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Fig. 15 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured 

for 5 days with or without 100 ƒÊg/ml of DL-8280, NFLX or NA

Fig. 16 Lightmicroscope of the mouse neuroblastoma 18 cells cultured 

for 7 days with or without 100 ƒÊg/ml of DL-8280. NFLX or NA
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STUDIES ON THE CYTOTOXICITY OF DL-8280

TAKESHI YOKOTA and REIKO SEKIGUCHI

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

To clarify the safety of DL-8280 as a chemotherapeutic, the cytotoxicity was investigated
on tumor-type cells, Chinese hamster ovary CHO-Kl cells, human HeLa cells and mouse neuro-
blastoma 18 cells, and on normal type cells, mouse fetal fibroblasts, comparing with norfloxacin
(NFLX) nalidixic acid (NA) and pipemidic acid (PPA).

Although DL-8280 exhibited a stronger cytotoxicity than NFLX on the CHO-Kl cells
with a short generation time, the cytotoxicity of DL-8280 was found to be weaker than NFLX
on the Hela, neuroblastoma 18 and mouse fibroblast cells that possess rather long generation
times. Thecytotoxicity of DL-8280, however, was stronger than that of NA in the every cases.
It was suggested that careful studies should be completed on the cytotoxicity of DL-8280 if the
drug is planned to be developed for parenteral use that will give a high serum concentration.


