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Sparfloxacinの 試験管内抗菌力,血 清 補体 または

マ ウス培養 マクロフ ァー ジとの協力的殺菌作用,

お よび動物細胞 に対す る細胞毒性

横田 健 ・神田佳代子 ・新井京子

順天堂大学医学部細菌学教室*

Sparfloxacin (SPFX) ‚Ì Staphylococcus aureus, methicillin—resistant Staphylococcus

aureus, coagulase—negative staphylococci, Streptococcus pyogenes, ƒÀ-streptococci,

Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia

coli CS2 (R+). Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella

morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter

cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas Trialtophilia,

Acinetobacter calcoaceticus, ampicillin—resistant Haemophilia influenzae お よびBacte-

roiaees fragilisの14～50臨 床 分 離 株 に対 す るMIC90は.そ れ ぞ れ0.1,0.2,0.2,1.56,0.78,

0.39,0.78,0.78,0.39,0.39,0.39,0.78,1.56,6.25,1.56,1.56,1.56,12.5,1.56,

0.39,0.39,0.05お よ び3.13μg/mlで あ った。

SPFXは 血 清 補 体 と の 協 力 的 殺 菌 作 用 は 中 等 度 で あ っ た が,マ ウ ス 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ

(Mφ)と の協 力的 殺 菌作 用 は強 く,Escherichia coli NIHJ JC-2の 生 細 胞 は114～118MICの

SPFX共 存下 で,Mφ に よ く食 菌,消 化 され た。

SPFXはciprofloxacin(CPFX)やofloxacin(OFLX)よ り強 い増 殖 抑 制 作 用 をHeLaお よ

びCHO-K1細 胞 に示 した が,IMR-32細 胞 に 対 す る作 用 はCPFXと 同 程 度 で あ っ た。SPFX

は5μg/mlでIMR-32の 神 経 線 維 の一 部 を短 縮 した。
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新 しい4-quinolone,sparfloxacin(SPFX)はN

1位 にcyclopropyl基,5位 にamino基,7位 にdi-

methylpiperazinyl基 を持 つ誘導 体で ある。 本物質 は

グラム陽性菌に既存の4-quinoloneよ り抗菌 力が 強い

といわれる。本剤の臨床効果を推定す る基礎研究の一つ

と して,SPFXの23菌 種14～50臨 床分 離株 に対 す る

最 小発 育阻 止濃 度(MIC)を 平板 法 で測 定 す る と共

に,血 清補体 またはマウス培養 マクロフ ァージ(Mφ)

との協 力的殺菌作用を検討 した。 また動物培養細胞に対

す る増殖抑制作用 と,再 分化 したヒ ト神経芽細胞腫細胞

の神経突 起に対す る影響を調 べ,SPFXの 副作 用を考

え る上 の参考 に しよ うと した。

I. 材料 および方法

1. 使用薬剤

SPFXは 大 日本製 薬株 式会 社 か ら純末 を分 与 され

た。 対照薬剤 と してenoxacin(ENX:大 日本製薬),

norfloxacin(NFLX:杏 林製薬),ofloxacin(OFLX:

第一製薬)お よびciprofloxacin(CPFX:バ イエル薬品)

の純末を使用 した。

2. 被検菌株

MICの 測定には順天堂大学 付属病院 中央検査室お よ

び東京都老人研究所付属病院 中央検査室か ら分与された

3年 以内の23菌 種14～50臨 床分離株を使用 した。 また

血清 補体また はマウス培 養Mφ との協 力的 殺菌作用の

検討 にはEscherichia coli NIHJ JC-2を 使用 した。

3.最 小発育阻止濃度(MIC)の 測定法

日本化学療法学会法1)に 従い平板希釈法で測定 した。

すなわ ち被検 菌をL-broth2)中 で一 夜振塗培養 し,グ

ラム陽性菌 は100倍 に,グ ラム陰性菌 は1000倍 に新鮮

L-brothで 希釈 し,そ れを106CFU/ml菌 浮遊液 と し

て接種 に使用 した。 ミクロプラ ンター(佐 久間製 作所)

を使 い,接 種 菌液の一 白金耳ず つを,0.013～100μ9/

mlの 薬剤を 含むMueller Hinton agar(Difco)の 表

* 〒113東 京都文京区本郷2-1-1



VOL.39 S-4 Sparfloxacinの 抗菌力,細 胞毒性 31

面に接種 し,37℃ 一夜培養後集落 形成 の有無か らMIC

を求 めた。ただ しStreptococcus pyogenesは,前 培養

にHI-broth (Difco)を,MIC測 定 には5%羊 脱線維

血液加HI agarを 使用 した。Streptococcus pneumo-

niaeは 羊血液寒天平板上 に37℃ 一夜培養 した菌をか き

とり,L-brothに108CFU/mlに 浮遊 した ものを希釈

して 接種 菌液 と し,MIC測 定 に は羊 血液 寒天 平 板を

使 った。Haemophilus influenzaeはFildes Extmct

(Oxoid) 5%加HI brothを 前培 養に,Fildes Extract

加HI agarをMIC測 定に用いた。Bacteroides fragilis

は前培養 にGAMブ イヨン(日 水),MIC測 定にGAM

寒天を使用 し,ガ スパ ック法(BBL)で 嫌気培 養 した。

4. 血清補体 またはマウス培 養Mφ とSPFXと の協

力的殺菌作用 の検討法

E. coli NIHJ JC-2をL-broth 5ml中 で37℃ 一夜

振盪培養 した。新鮮L-brothで10000倍 に希釈 し,4

本の中試験 管中に5mlず つ分注 した。4本1組 と し,

1本 は対照,2本 目には この菌の増殖に影響 を与えな い

最高補体量(0.5 units/ml)と20%非 働化 ヒ ト血清を

加えた。3本 目には5時 間後の生菌数が接種 菌数の50%

となるSPFX(ID50)を 加え,4本 目に は補体 ・ヒ ト

血清およびID50のSPFXを 添加 した。37℃ で振盪培養

を続 けなが ら0,1,3,5お よび24時 間目にそれぞ

れか らサ ンプルを とり,適 当に対数希釈 して,HI平 板

上に0.1mlを 塗布 して生菌数を測定 した。

Mφ は5週 齢 のICR雄 マ ウ ス腹 腔 を8mlの10%

fetal calf semm 加F12培 地(日 水)で 洗 って採取

し,低 速 遠心で集め,同 培地で一回洗浄後新鮮同培地中

に105cells/mlに な るように浮遊 した。 その0.1mlを

円形 カバ ース リップを沈めたComing multi dish(24

穴)に 接種 し,著 者 らの方法3)で20%L-CM(condi-

tioned medium L-929)を 加えて活性化 した。E. coli

NIHJ JC-2の 一夜振 盪培養液 を対数希釈 し,Mφ の

50倍 量(5.0×105CFU/ml)を 接種 した。一部 のwell

にはSPFXを1～1/16MICに なるよ う加 えて培養 し

た。5%CO2存 在下37℃4時 間培養後カバース リップ

を取 り出 し,saline Gで 軽 く洗 浄 した後,メ タ ノール

固定,Giemsa染 色を行い光顕像を撮影 した。

5. SPFXの 動物細胞増殖抑制作用の検討

教 室保存のCHO-K1細 胞,HeLa細 胞 お よび ヒ ト

神経芽細 胞腫IMR-32細 胞をComing multi dishに

1×104cells/wellず つ接種 した。新 鮮10% fetal calf

semm加F 12培 地 を各wellに1mlず つ加え,37℃

5% CO2存 在下4日 間培 養 した。一 部 のwellに は

SPFXを0.1.1.10,50ま たは100μg/mlに なるよ

うに添加 して培養 した。培 養終 了後浮遊細胞 を除 き0,5

mMのEDTA処 理で生細胞を はが し.低 速遠心 で業め

た後.ISOTON液 に再 浮遊 してCoulter countorで 細

胞数を自動測定 した。

6. SPFXの 再分化1MR-32細 胞の神経突起 に対す

る影響の検討法

著者 らの方法4)で 検討 した。す なわち底 面積25cm2

のComing培 養 フラス コに10% fetal calf serum加

F 12培 地を用い,1×100cells/5mlに なるよう接種 し

た。37℃,5% CO2存 在 下で3日 間培 養 し,浮 遊 細胞

を除いた後.1mMのdibutyryladenosine-3',5'-

cyclic monophosphate (DBcAMP)を 含む5mlの

新鮮fetal calf serum加F 12培 地を加えた。37℃5%

CO2存 在下で培養を続け7日 目に培地交換 した後,さ ら

に3日 間DBcAMP存 在下 で培 養を続 けた。 倒立顕 微

鏡 で神経突起が十分伸長 していることを確かめた後,観

察 箇所に印 をつけ位相差 倒立顕微鏡撮 影装置 で記録 し

た。終 末濃度5μg/mlに なるよ うにSPFXを 加え3

時間後に同 じ観察箇所の顕微鏡撮影を行い.薬 剤添加前

後 におけ る神経突起伸長の状 態を比較 した。

II. 成 績

1. SPFXの 各種細菌臨床分離株に対す るMIC

Staphylococcus aureus 49臨 床 分 離 株 に 対 す る

SPFXのMIC90はTable 1の ごとく0.1μg/mlで,

CPFXお よびOFLXの そ れの1/10前 後 の 小 さ い

MIC90を 示 した。Methicillin-resistant S. aureus

(MRSA)47臨 床分離株に対 して もSPFXの 抗菌力 は

他剤 よ り強 く,そ のMIC90は0.2μg/mlで,OFL, X

のそれ の1/8,CPFXの1/16で あ った。Coagulase-

negative staphylococci (CNS)41臨 床分 離株 に対す

るSPFXのMIC90も0.2μg/mlでCPFXやOFLX

のMIC90値 よ り小 さ く,強 い 抗 菌 力 を 示 した。S

pyogenes 46臨 床分離株では,SPFXのMIC90は1.56

μg/mlでCPFXお よびOFLXと 同程度で あった。S

pyogenes以 外 の β-streptococciに 対 す るSPFXの

MIC90は0.78μg/mlでCPFX, OFLXよ り若干 強

か った。S. pneumoniae 22臨 床分離株 に対す るSPFX

のMIC90は0.39μg/mlでCPFXの そ れ の1/4,

OFLXの1/8の 小 さいMIC90を 示 した。Enterococcus

faecalis 37臨 床分離 株お よびEnterococcus faecium

42臨 床分 離株 に対す るSPFXのMIC90は,そ れ それ

0.78お よび0.78μg/mlで 対照薬剤 の2～16倍 の抗菌

力を示 した。

E. coli CS2株 に野外か ら得 られた種 々のR plasmid
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Table 1. Antibacterial activity of sparfloxacin and other quinolones
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Fig. 1. Influence of ID50 sparfloxacin (0.016ƒÊg/

ml) on the bactericidal effect of the se-

rum complement on Escherichia coli

NIHJ JC-2

を接合伝達 した,E. coli(R+)50株 に対 す るSPFX

のMIC90は0.39μg/mlでCPFXよ り若干 弱 い もの

の,他 剤 に ほぼ等 しか った。Klebsiella pneumoniae

47臨 床分離 株では,SPFXのMIC90は0.39μg/ml

でCPFXと 等 しくENXやOFLX, NFLXよ り強か っ

た。 しか しProteus mir abilis 50臨 床 分 離 株 で は

SPFXのMIC90は0.39μg/mlで,CPFXとOFLX

より若干弱か った。Proteus vulgaris 35臨 床分離 株に

対す るMIC90は0.78μg/mlで,ENXの それと同 じ値

を 示 した がNFLX, CPFIX, OFLXよ り劣 った。

Morganella morganii 50臨 床分離 株に対す る本剤の

MIC90は1.56μg/mlで 対照薬剤 よ り若干 弱か った。

Providencia rettgeri 29臨 床分離株に対す るMIC90は

6.25μg/mlで あるが,対 照薬剤の 中ではOFLXと と

もに最 も強い抗 菌力で あ った。Citrobacter freundii

50臨 床分離株に対する本剤のMIC90は1.56μg/mlで

CPFXと 同等,他 剤 よ りは若 干 強 か った。Serratia

marceseens 50臨 床分離株 に対 してもSPFXのMIC90

は1.56μg/mlでCPFXと 同等,他 剤 よ りは強か っ

た。Enterobacter cloacae 50臨 床 分離株 に対 して も

SPFXは1,56μg/mlのMIC90を 示 し,CPFXと ほぼ

等 しく他剤よ り強か った。Pseudomonas aeruginosa

50臨 床分離株 ではSPFXのMIC90は12,5μg/mlで

CPFXに 若干劣 り,他 の対照薬剤 とほぼ等 しい抗 菌力

で あ った。Pseudomonas cepacia 33臨 床分離 株で は

本剤のMIC90は1,56μg/mlでCPFXよ りわずかに強

く,他 剤 よ りは強 い抗 菌力 で あ った。Xanthomonas

maltophilis 47臨 床分離株 に対 して 本剤の抗 菌力は最

も強 く,MIC90は0.39μg/mlで あ った。Acineto-

bacter calcoaceticus 29臨 床 分 離 株 に 対 して も,

SPFXはMIC90が0.39μg/mlでCPFX. OFLXよ

りはわずか に強 く,ENXやNFLXよ りかな り強か っ

た。SPFXに 対 しampicillin-resistant H. influ-

enzaeは 高い感受性を示 し,22株 中17株 が0.05μg/

mlで 増殖阻止 された。嫌気性 菌B. fragilisに 対す る本

剤のMIC90は3.13μg/mlで,対 照薬剤中最 も強い抗

菌力であ った。

2. SPFXと 血清補体 またはマ ウス培養Mφ との協

力的殺菌作用

SPFXのID50量 と単独で は増殖に影響を与えない最

高 補体 量を 共存 させ る とFig. 1の ごと く,E. coli

NIHJ JC-2は それ ぞれ単独で添加 した時 より生菌数の

低下が著 しくなる。す なわ ちSPFXは 血 清補 体 との協

力的殺菌作用が明 らかな4-quinoloneで あ る。

Sub MICのSPFXが 存在 した時 の,マ ウス培 養

Mφ によるE. coli NIHJ JC-2の 食菌殺 菌像 をFig.

2a～2eに 示 した。培 養Mφ はE. coliの 生細胞 をよ

く食菌す るが,Fig. 2aに 示 す ごとく食菌4時 間後に

は培養Mφ が生 体内ほ どの殺菌力 を持 たないため,E.

coliは 細胞 内で増殖 しMφ を破壊 して遊 出する。 この

時1～118MICのSPFXが あ るとFig. 2b～2eの ご

とく,薬 剤の影響で フィラメ ン ト化 した細胞 はすみやか

に消化 されMφ は破壊 されない。すで に菌体 を消化 し

た後の大 きな食空胞や染色性が弱 くな った菌体が 見られ

るが.こ れ らはsub MICのSPFX存 在下 で食菌 された

菌細胞がすみやかに消化されたか,あ るいは殺菌が進ん

で いる証拠であ る。SPFXはMφ との協力作用 もよ い

薬剤である。

3. SPFXの 動物細 胞増殖抑制作用

種 々の濃度の4-quinoloneの 存在下 で動物細胞を4

日間培養 した時の,生 細胞 数の変動をFig. 3a～3cに

示 した。図では薬剤非存在時 での生細胞数を100と し

た時 の相対 値 で示 して あ る。HeLa細 胞 で はSPFX,

CPFX, NFLXお よびOFLXは すべて10μg/mlま で

ほ とん ど増 殖 に影 響 を 与 え な い。50μg/mlで は
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Fig. 2-a . Death of mouse macrophages phago-

cytizing normal cells of Escherichia

coli NIHJ JC-2 grown without drugs

at 4h after infection

Fig. 2-b. Digestion of long filamentous cells of

Escherichia coli NIHJ JC-2 grown

with 1 MIC of sparfloxacin by cultured

mouse macrophages at 4h after infec-

tion

Fig. 2-c. Digestion of long filamentous cells of

Escherichia coli NIHJ JC-2 grown

with 1/2 MIC of sparfloxacin by cul-

tured mouse macrophages at 4h after

infection

Fig. 2-d. Digestion of long filamentous cells of

Escherichia coli NIHJ JC-2 grown

with 1/4 MIC of sparfloxacin by cul-

tured mouse macrophages at 4h after

infection

Fig. 2-e. Digestion of long filamentous cells of

Escherichia coli NIHJ JC-2 grown

with 1/8 MIC of sparfloxacin by cul-

tured mouse macrophages at 4h after

infection

OFLXは 増殖 に影響 しな いが,NFLXとCPFXは 軽

度 に.SPFXは 強 く増 殖を抑制 した。100μg/mlに な

る とす べ ての4-quinoloneに 増殖 抑 制作用 がみ られ

た。

ハム スター由来のCHO-K1細 胞ではFig .3bの ご

とく,SPFXだ けが10μg/mlで も増殖抑 制作用を示

した。

ヒ ト神経 芽 細 胞腫IMR-32細 胞 で は,CPFXと

SPFXが10μg/mlで 若干 の増殖抑制 作用 を示 した。

IMR-32細 胞 に対す る影響 はSPFXとCPFXが 同程

度で,OFLXとNFLXよ り強か った。

4. 再 分 化 した夏MR-32細 胞の 神経 突起 に対す る

SPFXの 影響

伸長に10日 間を要 したIMR-32再 分化細胞 の神経突

起 はFig.4の とお り,5μg/mlのSPFX添 加によ り
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Fig. 3—a. Influence of sparfloxacin and other new

quinolones on the growth of HeLa cells

Fig. 3—b. Influence of sparfloxacin and other new

quinolones on the growth of CHO-K1
cells

Fig. 3-c. Influence of sparfloxacin and other new

quinolones on the growth of IMR-32

cells

Fig. 3. Cytostatic activities of new quinolones

against mammalian cells

そ の一 部 分 が3時 間 で 短 縮 した。 この 効 果 はOFLXや

そ のs体 で あ るDR3355よ り強 く4)NFLXの そ れ と同

程度 で あ った5)。

III. 考 察

Sparfloxacin(SPFX)は グ ラ ム陽 性 菌 に 対 す る 抗

Fig. 4 . Axone dendrites of IMR-32 cells grown
with 1mM DBcAMP before (None) and
3h after the addition of sparfloxacin

菌力が,NFLX,OFLX,CPFXよ り強 く,グ ラム陰性

菌 に対す る抗菌力 はOFLXやCPFXに ほぼ 匹敵す る

新 しい4-quinoloneで ある。 また血清 補体やマ ウス培

養Mφ との協力的殺 菌作 用 も強いので,そ の体 内動態

に適 した投 与方法が確立すれば臨床効果の高 い薬剤にな

ることが考 え られ る。 しか し,動 物細胞に対す る増殖抑

制作用と神経細胞の神経 突起 に対す る影響が比較的強い

薬剤なので,過 量な投与や短 い投与間隔は避 けるべ きこ

とが,今 回検討 した基礎成績か ら想像 される。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF

SPARFLOXACIN, ITS SYNERGY WITH THE

COMPLEMENT OR MOUSE CULTURED

MACROPHAGES (M 0) IN THE BACTERICIDAL

EFFECT, AND CYTOTOXICITY TO

MAMMALIAN CELLS

Takeshi Yokota, Kayoko Kanda and Kyoko Arai
Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University,

2-1-1 Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan

The MIC90 s of sparfloxacin (SPFX) for 14-50 clinical isolates of Staphylococcus aureus,

methicillin—resistant Staphylococcus aureus (MRSA), coagulase—negative staphylococci (CNS),

Streptococcus pyogenes, ƒÀ-streptococci, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium, Escherichia coli CS2 (R+), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Serratia

marcescens, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas

maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, ampicill in-resi stant Haemophilus influenzae and

Bacteroides fragilis were 0.1, 0.2, 0.2, 1.56, 0.78, 0.39, 0.78, 0.78, 0.39, 0.39, 0.39, 0.78.

1.56, 6.25, 1.56, 1.56, 1.56, 12.5, 1.56, 0.39, 0.39, 0.05, and 3.13ƒÊg/ml, respectively. SPFX

manifested stronger activities against Staphylococcus aureus, MRSA, CNS, Streptococcus

pneumoniae, Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium than ciprofloxacin CPFX) and

ofloxacin (OFLX), and the same activity against Streptococcus pyogenes as CPFX. SPFX,

however, showed slightly weaker activities against Gram—negative bacilli (including Pseudomonas

aeruginosa) than CPFX, except Klebsiella pneumoniae, Xanthomonas maltophilia and

Acinetobacter calcoaceticus against which the activities of SPFX were prominent. SPFX

collaborated with the serum complement in the bactericidal effect on Escherichia coli NIHJ JC-

2, and the cells of Escherichia coli NIHJ JC-2 were well engulfed and digested by mouse

cultured macrophage in the presence of this agent at 1/4 MIC or higher. The cytostatic activity

of SPFX was found to be stronger than that of CPFX and OFLX against HeLa and CHO-Kl

cells, and similar to CPFX against human neuroblastoma IMR-32 cells. SPFX withdrew some

parts of axon dendrites in redifferentiated IMR-32 cells at 5ƒÊg/ml after 3hr incubation.


