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Chlamydia trachomatisに 対 す るsparfloxacinの 作 用
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尿道 炎患 者か ら分離 され たChlamydia trachomatisに 対す るsparfloxacin (SPFX)の 抗菌

作用 をofloxacin (OFLX)お よびminocycline (MINO)と 比較検討 す ると共に,培 養細胞を用

いて,SPFXお よびMINO作 用時の本菌の発育環 に及ぼす影響について,透 過型電子顕微鏡観察

を行ない,下 記 の結果を得た。

1. 臨床分離株37株 に対す るSPFXのMIC90は0.063μg/mlで あ り,OFLX(MIC90:1

μg/ml)の1/16, MINO(MIC90:0.031μg/ml)の2倍 であった。

2. Chlamydia trachomatis D/UW-3/Cxに 対す るSPFX最 小致死濃度(MLC)はMICの

2倍 の0.125μg/mlで あ り,OFLX(MLC:2μg/ml)の1/16, MINO(MLC:0.25μg/ml)

の1/2で あった。

3. 透過型電子顕微鏡 による観察 ではHeLa細 胞 にクラ ミジア接種 直後 よ りSPFX2MICを

作用 させた場合,封 入体の形成 は完全に阻害 され た。 これ に対 して,既 に形成 された封入体(接 種

後48時 間)にSPFX2MICを24時 間作用 させ た場合,封 入体 内の原始体は変性 あるいは崩壊 し

たが,基 本小体は ほとん ど変化 しなか った。MINOの2MICを 作用 させ た場合 もSPFXと ほぼ

同様の結果が得 られたが,一 部の原始体は正常 なままで あった。従 って,SPFXお よびMINOは

いずれ も基本小体には作用せず,原 始体 に作用 して クラ ミジアの増殖 を阻害すると考え られる。 ま

た,原 始体 に対す る作用 は2MICで はSPFXの 方がMINOよ り強か った。

これ らの結果よ りSPFXはMINOに 匹敵する優 れた抗 クラ ミジア剤であると思われ る。
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Chlamydia trachomatisは 非淋菌性尿道炎,子 宮頚

管炎,前 立腺 炎,卵 管炎,封 入体性結膜 炎,新 生 児の

肺炎,性 病性 リンパ 肉芽腫 などを引 き起 こす病原菌 と

して知 られて いる 尿2)。 これ ら感 染症の治療 薬 と して

従来か らテ トラサイ クリン系のminocycline (MINO),

doxycycline (DOXY)や マ ク ロライ ド系 のerythro-

mycinが 主 に用い られて いるが3),最 近 フルオ ロキ ノ

ロン系抗菌剤に も抗 クラ ミジア作用のあることが報告 さ

れ て い る3～6,5,12)。 新 規 キ ノ ロ ン薬sparfloxacin

(SPFX)は 強い抗菌力と広 い抗菌スペ ク トルを有する抗

菌剤であるが8,9),そ のクラ ミジアに対す る作用は強 く,

MINOお よびDOXYと ほぼ同等の効果を示す ことが報

告 されて いる10)。 今回,SPFX, ofloxacin (OFLX)

およびMINOの 臨床 分離C. trachomatis株 に対す る

最小発育阻止濃度(MIC)な らびに標準株 の最小致死濃

度(MLC)を 調べ ると共 に,C. trachomatisの 発育環

におよぼす薬剤の作用につ いて透過型電子顕微鏡を用い

て 調 べ た の で報 告 す る。

1. 実験 材料 お よび 方 法

1. C. trachimatis株

尿 道 炎 患 者 よ り分 離 され たC. trachomatis 37株 お

よ び 国 立 予 防 衛 生 研 究 所 よ り分 与 さ れ た 標 準 株C.

trachomatis D/UW-3/Cxを 用 い た 。こ れ らの 株 は

HeLa229細 胞 で 増 殖 後,ク ラ ミ ジア 保 存 液(sucrose

75g, KH2PO40.52g, Na2HPO41.22g, glutamic

acid0.72g,蒸 留 水1,000ml)に 懸 濁 し,使 用 時 ま で

-70℃ で凍 結 保 存 した
。

2. 細 胞 培 養

HeLa229細 胞 は 国 立 予 防 衛 生 研究 所 よ り分 与 され た

もの を 使 用 した 。 培 養 液 はEagle's essential mini-

mum medium (Eagle's MEM, Flow Lab., USA)

に8%の 熱 非 働 化fetal bovine serum, 0.03%のL-

glutamineを 添 加 した もの を 用 い た 。75cm2の 組 織 培

*
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養 用 フ ラ ス コ(Flow Lab.)にHgLa 229細 胞 を5%

CO2下,37℃ で 培 養 し,単 膿 形 成 を 確 認 彼,EDTA-

トリプ シ ン溶 液 で 処 理 す る こと に よ り,細 胞 を剥 離,遠

心 洗 浄 して,2×106 cells/mlに 調 整 した 。 この 細 胞

浮 遊液 を24穴 の 平 底培 養 プ レー ト(各 穴 に 直径14m斑

の 円 形 カ バ ー グ ラ スを いれ る)に1mlず つ 分 注 し,前

記 条件 で24時 間 前 培 養 した もの を 実験 に供 した。

3. 使 用薬 剤

SPFXお よびOFLXは 大 日本 製薬(株)総合研究 所 で合 成

され た 原 末を 用 い,MINOは 市 販 品(Sigma chemical

Co., USA)を 用 いた。

4. MICの 測 定

MICの 測 定 は 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に準 じて次 の

よ うに 行 な った。HeLa229細 胞 の単 層 を1/15Mリ ン

酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBS)で1回 洗 浄 し,0.25mlの

C. trachomatis希 釈 液 〔(4×104 inclusion forming

units (IFU)/ml)〕 を 接 種 後,日 立05PR-22遠 心 機

を 用 い,室 温(25℃)で900g,60分 間遠 心 後,5%CO2

下,37℃ で60分 間 静 置 培 養 した。 その 後,接 種 液 を 吸

引 除 去 し,た だ ちに 種 々の 濃 度 の 薬 剤 を 含 む培 地(Ea-

gle's MEMに8%の 熱 非 働 化fetal bovine serum,

0.03%のL-glutamine, 1μg/mlのcycloheximide

を 加 え た もの)を 各 々 の 穴 に1mlず つ分 注 し,37℃,

5%CO2下 で72時 間 培 養 した。 培 養 後 培 地 を 吸 引 除 去

し,メ タ ノ ー ル で 固 定,モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体Micro

Trak (Syva, USA)で 染 色 を行 な い,蛍 光 顕 微 鏡(倍

率100～200)で 封 入 体 の 有 無 を 観 察 し,封 入 体 の 全 く

認 め られ な い最 小 薬 剤濃 度 をMICと した。

5. MLCの 測 定

2系 列 のHeLa229単 層 培 養 細 胞 にCtrachomatis

1×104 IFUを 接 種,遠 心 吸 着 後,薬 剤 添 加 培 地 に 置

換,37℃, 5%CO2下 で72時 間 培 養 した。2系 列 の 一

方 は封 入体 形 成 の有 無 に よ りMICを 調 べ,他 方 はMLC

測定 に 用 い た。 す なわ ち培 地 を除 去 し,PBSで1回 洗 浄

後,ク ラ ミジア 保 存 液 を0.25mlず つ 加 え,ゴ ム ス パ

チ ュラ にて 細胞 を 剥 離 し.-70℃ で凍 結,融 解 した。 凍 結

融 解 液 を単 層HeLa229細 胞 に0.25mlず つ接 種 し,薬

Table 1. In vitro antichlamydial activity of sparfloxacin

and reference compounds against 37 clinically

isolated strains of C. trachomatis

剤 を含 まない培地で72時 間培養を行 なった。 そ して同一

操作 を5回 繰 り返 し,封 入体形成 の全 く認 め られない場

含,C. trachomatisは 死 滅 してい る と判断 した。C.

trachomatisを 死 滅 させ る最 小薬剤 濃度 をMLCと し

た。

6. 電子顕微鏡観察

HeLa229の 単層形成を確認後,C. trachomatis D/

UW-3/Cx 1×104IFUを 各穴 に接種 し,上 述の 方法

で一連の操作を行ないクラ ミジア培番用培地 に各薬剤の

2MICす な わ ちSPFXO.125μg/mlお よびMINO

0.063μg/mlを 培 養直前 ま たは培養48時 間後 に添加

し,72時 間後迄培 養を行 な った。対照 は薬剤を含 まな

い同一培地 で72時 間培養 した。 培養終 了後。培養液を

除去 し,0.1Mリ ン酸緩 衝液で2～3回 洗浄 し,た だち

に2.5%グ ル タール アルデ ヒ ド(0.1Mリ ン酸緩衝液

pH7.4に 溶解)に て4℃, 1～2時 間固 定,次 いで8

%シ ョ糖加0.1Mリ ン酸緩衝液で洗浄 し,1%オ ス ミウ

ム酸溶液で1時 間固定 した後 アルコールで脱水 し,プ ロ

ピレンオキサイ ドで置換 して,エ ポキ シ樹脂に包埋した。

MT2-Bウ ル トラ ミク ロ トー ム(Ivan Sorvall Inc.,

USA)で 超薄切片 を作製 し,2%酢 酸 ウラニ ル,ク エン

酸鉛 による2重 染色を行 ない,日 立H7000透 過型電子

顕 微鏡 にて75KVの 加圧電圧で観察を行な った。

7. 蛍光抗体染色検査

培 養終 了後,培 地 を吸 引除 去 し,PBSで1回 洗浄

後,メ タノール で固定,C. trachomatis用 のMicro

Trakで 染色 し,オ リンパス製の蛍光顕微鏡 にて観察を

行な った。

II. 実 験 結 果

1. 薬剤感受性

尿道炎患 者よ り分離 されたC. trachomatis 37株 に

対す るMICをTable 1に 示す。SPFXのMICは0.031

～0 .063μg/mlの 範囲でMIC50,MIC90は ともに0.063

μg/mlで あ り,SPFX耐 性 株 は認め られ なか った。

OFLXのMICは0.5～1μg/mlの 範囲でMIC50は

0.5μg/ml, MIC90は1μg/ml,ま たMINOのMIC

Table 2. Minimal lethal concentrations (MLC) of
sparfloxacin, ofloxacin and minocycline,
against C. trachomatis D/UW-3/Cx
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は0.016～0.063μg/mlの 範 囲 でMIC50は0.016μg/

ml,MIC90は0.031μg/mlで あ っ た 。SPFXの

MIC90はOFLXの1/16で あ り,MINOの2倍 で あ っ

た。

2.最 小致 死 濃 度

C.trachomatis DIUW-3/Cxに 対 す るSPFX,

OFLXお よ びMINOのMICとMLCをTable2に 示

す。SPFXのMLCは2MICに 相 当 す る0.125μg/ml

で あ り,OFLXのMLCもMICの2倍 に 相 当 す る2

μg/mlで あ っ た。MINOのMLCはMICの8倍 に 相

当す る0.25μg/mlで あ っ た。 従 ってSPFX殺 クラ ミ

ジア作 用 はMINOよ り も強 く,そ のMLCは3剤 中 最

も低 か っ た。

Fig. 1. Electron micrograph of HeLa 229 cells

cultured for 72 h after infection with

C. trachomatis

EB : elementary body, RB : reticulate body

3.電 子顕微鏡 による観察

Fig.1は 薬剤無添加のC.trachomatis D/UW-3/Cx

の培養72時 間後の封入体の弱拡大像である。封入体内部

は多数の基本小体(EB)で 充満 してお り,原 始体(網 状

体 ともいう,RB)も 認め られた。 また,封 入体内部の間

隙は グリコーゲ ンと思われる物質で満 たされていた。

Fig.2は 同一材料の強拡大所 見を示す。基本小体 は中央

に電子密度の高い核 を有 し,周 囲 は膜で囲まれ ていた。

原始体は基本小体 よりやや大 きく電子密度はやや低か っ

た。 培養 直前 にSPFX 0.125μg/ml(2MIC)ま たは

MINO 0.063μg/ml(2MIC)を 加え,72時 間培養 した

場 合にはHeLa細 胞内 には封 入体 の形成 は全 く認め ら

れなか った。

Fig.3は 培養 後48時 間 にSPFX 0.125μg/ml(2

Fig. 2. Higher magnification of Fig. 1

EB : elemetary body, RB : reticulate body,

arrow head : glycogen granules
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MIC)を 加え,更 に24時 間培 養 した後の像であ る。基

本小体は対照 とほぼ同 じ像であるが,原 始体は対照 で見

られたよ うな電子密度の ものは全 くなく,変 形あるいは

空洞化 していた。

Fig.4はFig.3の 強拡大像 を示す。原始体は内部構

造が崩壊 し,空 虚 とな り,著 しく膨化 して いた。

Fig.5はMINO 0,063μg/ml(2MIC)を 作用 させ た

場 合の強拡大 像であ る。基 本小体 には変化 は見 られ な

かった。原始体 の大部分は崩壊 していたが,一 部正常 な

原始体 も見られた。

4.蛍 光抗体 染色所 見

Fig.6は 対照の培 養細 胞を蛍 光抗体染色 した所 見を

示す。HeLa229細 胞 内に形成 された多数の封入体 はク

Fig. 3. Electron micrograph of HeLa 2 2 9 cells

infected with C. trachomatis and

treated with 0. 125 p g/ml sparfloxacin

for 24 h (48-2 h after infection)

EB : elementary body

asterisk : reticulate body shadow

リア ー に染 色 され て い た。

Fig.7はSPFXo,125μg/mlを 培 養 後48時 間 よ り

72時 間 まで の24時 間作 用 させ た後 の 写 真 で あ る。 蛍 光

物 質 の 量 は対 照 と比 べ て 大差 は な いが,染 色 され て いる

封 入 体 に 変 形が 見 られ た。

Fig.8は 同 一 条 件 でMINO 0.063μg/mlを 作 用 させ

た もの で あ る。 蛍 光 物 質 の 量 は 対 照 と比 べ て や や 少 な

か った。

III. 考 察

尿 道 炎 患 者 よ り 分 離 され たC.trachornatis37株 に

対 す るSPFX,OFLXお よ びMINOのMIC90は それ

ぞ れ0.063,1お よび0.031μg/mlで あ り,SPFXの

MIC90はOFLXの1/16,MINOの2倍 で あ った。 一

Fig. 4. Higher magnification of Fig. 3

EB : elementary body, asterisk : reticulate

body shadow
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方,標 準 株 で 調 べ たSPFX,OFLXお よ びMINOの

MLCは そ れ ぞれ0.125,2お よ び0.25μg/mlで あ り,

SPFXお よ びOFLXで はMICの2倍,MINOで は

MICの8倍 で あ っ た。MINOのMLCに つ いて は細 村

ら もMICの10倍 で あ る と報告 して お り15),我 々の 成

績 とよ く一 致 して い る。 この 結 果 はMLCを 見 る限 り,

SPFXは この3剤 中最 も抗 ク ラ ミジ ア作 用 が 強 い こ と

を示 して い る。

次 にSPFXお よ びMINOのC.trachomatis発 育 環

に及ぼす 影響 を電 子顕微 鏡 で観 察 した。C.trachomatis

の発 育環 は一 般 に 次 の如 くで あ る と考 え られ て い る13)。

Fig. 5. Electron micrograph of HeLa 229 cells

infected with C. trachomatis and treated

with 0. 063ƒÊg/ml minocycline for 24 h

(48-72 h after infection)

EB : elementary body, RB : reticulate

body, asterisk : reticulate body shadow

C.trachomatis接 種1時 間位迄 に基本小体 は細胞表面

に吸着 し,エ ン ドサイ トーシスにより細胞内に入 り,数

時間で細胞質深部 に違 し,8～12時 間で基本小体 はその

数 倍の大 きさの原始体 に成長 し,内 部構造 も網 状に変化

して分裂増殖を繰 り返 し,48～72時 間後 には基本小体

が充満 した大 きな封入体が完成 し,そ の後,次 第に封入

体が破壊 し,感 染性の ある基本小体が細胞外に放出され

る。今回の観察で も,接 種72時 間後の対照で は,多 数

の基本小体 と原始体 を含む大 きな封入体が認め られ た。

クラ ミジア接 種直後 に,2MIC濃 度のSPFXま た は

MINOを 添加 す る と封 入体 の 形成 は全 く認 め られな

か った。 クラミジアが分裂増殖中 と思われ る接種48時 間

後にSPFX(2MIC)を 添加す ると,72時 間後 には全て

の原始体の内部構造 は崩壊 し,空 虚化 していたが,基 本

小体に は変化 は見 られなかった。MINO(2MIC)で は

大部分の原始体の内部構造は崩壊 したが,一 部正常 な原

始体 も認 められ,ま た基本小体 はほぼ正常であ った。す

なわちSPFXは2MICで 全ての原始体を崩壊させ るが,

MINOは2MICで は 原 始 体 の 崩 壊 は 不 完 全 で

Fig.6.Microscopic findings in immunofluorecence-

stained HeLa 229 cells cultured for 72 h

after infection with C. trachomatis
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あった。この結果はSPFXの2MICはMLCに,MINO

の2MICは1/4MLCに 相 当す ることと対応 して い る

よ うに思われ る。 また,既 に完成 された基本小体にはほ

とんど変化が見 られないことか ら,両 剤共,原 始体の増

殖過程でのみ作用を発揮 し得 るものと思われ る。 この結

果はOFLXで 三井 らが 報告 して いる結 果14)と ほぼ同

じである。

蛍光顕 微鏡 による観察で は,接 種48時 間後にSPFX

(2MIC)を 添加 した場合,72時 間後には抗 クラ ミジア抗

体による蛍光は対照 と大差なかったが,MINO(2MIC)

を 添加 した場 合,蛍 光量 は やや少 なか った。 これ は

MINOの 作用機作が 蛋白合成阻害CI,で あ り,ク ラ ミジ

ア抗原 の合成が抑制 されたためではないか と思われ る。

SPFXの 作 用機 作 はDNAジ ャイ レース阻 害9,な の

で,ク ラ ミジア抗原の産生 には大 きな影響を与えなか っ

たのであろう。

クラ ミジア感染症に対 し,テ トラサイク リン系抗生物

Fig. 7.Microscopic findings in immunofluorecence-

stained HeLa 229 cells infected with

C. trachomatis and treated with 0.125 u g/ml

sparfloxacin for 24 h

(48-72 h after infection)

質 は最 も優 れた薬剤であ ると考え られ ている。今回・新

規 キノロン薬SPFXの 抗 クラ ミジア作用をMINOと 比

較の もとに調べ た結果,SPFXはMINOと 同等着 しく

はやや優れ た抗 クラ ミジア作用を 示す ことが明 らかに

なった。SPFXは クラ ミジア感染症 に臨床使用 し得る

価値のある薬剤であ ると思われ る。
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ANTICHLAMYDIAL ACTIVITY OF SPARFLOXACIN

Shinichi Nakamura, Katsuhisa Nakata, Shigeki Kashirnoto, Fumie Kajikawa,
Yoshimasa Okazaki, Masatoshi Iida, Kumio Ohnishi and Masahisa Hashimoto

Research Laboratories, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.
Enoki-cho 33-94, Suita, Osaka 564, Japan

Antichlamydial activity of sparfloxacin (SPFX) was examined in comparison with that of

ofloxacin (OFLX) and minocycline (MINO) with the following results. 

1. The MIC90 of SPFX for 37 clinical isolates of Chlamydia trachomatis was 0.063 ea g/ml,

while the MIC90s of OFLX and MINO were 1 and 0.031 ƒÊg/ml, respectively.

2. The minimum lethal concentration of SPFX for Chlamydia trachomatis D/UW-3/Cx was0.

125 jig/ml, twice the MIC (0.063/ƒÊg/ml), while that of OFLX was 2ƒÊg/ml, twice the MIC (1ƒÊg/

ml), and that of MINO was 0.25ƒÊg/ml, 8 times the MIC (0.031ƒÊg/ml).

3. Transmission electron microscopic observation revealed that SPFX and MINO specifically

disrupted reticulate bodies but not elementary bodies. The degree of disruption of reticulate

bodies was more marked under SPFX treatment (2 MIC) than under MINO treatment (2MIC).

These results indicate that SPFX is as potent as MINO as an antichlamydial agent.


