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培 養 細 胞 の ニ ュ ー トラ ル レ ッ ド取 り込 み 減 少 を指 標 と し た

キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 の 光 毒 性 の検 討
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培養細胞のニュー トラルレッド取 り込みの減少を指標 として試験管内で各種薬剤の光毒性を評価する

方法を導入 し,10種 のキノロン系抗菌薬の光毒性 を検討 した。 ヒ ト胎児肺線維芽細胞あるいはVero

細胞を各種抗菌剤存在下に培養 したのち,長 波長紫外線(UVA)を 照射 した ときの細胞毒性 を,細 胞

のニュー トラル レッド取 り込みの減少 として測定した。キノロン系薬剤の光毒性は,強 い光毒性を持つ

ことが知 られてい るdoxycyclineに 比べて,い ずれ もかな り低かった。 これ らの中で,enoxacin,

10mefloxacin,ciprofloxacin,ofloxacin,nalidixicacidで は,比 較的高い光毒性が認められたが,

これらは臨床上光線過敏症が報告されているものである。一方,norfloxacin,balofloxacin(Q-35),

AM-1155,T-3716の 光毒性は比較的低かった。以上より,本 測定法は,光 毒性の簡便で迅速な評価法

として有用であることが示唆された。
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キノロン系抗菌薬は,ピ リドンカルボン酸 を最小の必須構

造単位 としてお りピリドンカルボン酸系抗菌薬 ともよばれ

る。nalidixic acid(NA)が 臨床的に用いられた最初の薬剤で

あるが,キ ノリン環の6位 にフッ素が導入 されたnorfloxacin

(NFL,X)に 強 い抗菌活性が認められたことか ら,そ の後多

くの薬剤が開発 されて きてい る。NFLX以 降 の薬剤 はそれ

以前のオール ドキノロンに対 してニューキノロン薬 と呼ばれ

ている。近年,こ れ らキノロン系抗菌薬 による光線過敏症の

発生が増 えて きてお り1～3),臨床 的な問題 に加えて,薬 剤開

発時における光毒性の予知の点か らも検討すべき点が多い。

今回我々 は,Lasarowら4)が 開発 した,培 養細胞 を用いて

光毒性 をin vitmで 定量 的に測定する系 を導入 し,各 種 キ

ノロン系抗菌薬 の光毒性 を検討 した。 また これ らを動物実

験,臨 床上の光線過敏症の発生頻度等 と比較 し,光 毒性の予

知がどの程度可能かについても考察 した。

1.材 料 と 方 法

1)細 胞

ヒ ト胎 児 肺 由来2倍 体 細胞(HEL)細 胞 とVero細

胞(ミ ドリザル 腎 由来 株 化細胞)を 使 用 した。 これ ら

は,Eagle's Minimum Essential Mediumに,前 者 は

10%の 濃 度 に牛 胎児血 清(FCS),後 者 は5%の 濃 度 に

牛新生児血清(NCS)を 添 加 して培養 した。

2)薬 剤

今回,光 毒性 を検討 した薬 剤 は,以 下 の通 りで ある:

doxycycline (DOXY), minocycline (MINO), nalidixic

acid (NA), norfloxacin (NFLX), ofloxacin (0FLX),

ciprofloxacin (CPFX), lomefloxacin (LFLX), enoxa-

cin (ENX), sparfloxacin (SPFX), AM-1155, Du

6859 a, balofloxacin (Q-35), T-37610 前3者 はSigma

社 より購入 し,他 は各製薬会社 より供与 された。薬剤

は,製 造元の指示に従って溶解 し,0.22μnの フィルタ

ー通過後Hank's緩 衝塩類溶液(HBSS)に て所定の濃

度に希釈 して使用した。

3)光 毒性の測定

基本的には,Lasarowら4)の 発表 した方法に準 じた。

以下 にその概略 を示す。 まず,3.5cmプ ラスチック製

培養ディシュに,い ずれかの細胞 を用意 し,所 定の濃度

(0～200μg/ml)の 抗菌剤を含む培地で,30分 培養しリ

ン酸緩衝塩類溶液(PBS)で 洗浄後,20血MHEPES

含有HBSSを 加 え,東 芝BL-Bラ ンプ(最 大波長352

nm)に よりUVAを3mW/cm2に て40分 照射 した。

その後0.005%ニ ュー トラルレッド含有培地を加 え37℃

で3時 間培養し,ニ ュー トラルレッドを細胞に取 り込 ま

せた。0.4%ホ ルマ リン液で固定後,500μ1の 酢酸 ・エ

タノール液で10分 間抽出 し,そ の200μ1に ついて,

EIAリ ーダーを用いて550nmの 吸光度(OD55oを 測定

した。

4)光 毒性の評価

各薬剤濃度のニュー トラルレッ ド取 り込みの減少率

(%)を 以下の式により算出し,光 毒性の指標 とした。

各濃度の取 り込み減少率(%)

=(1-各 濃度のOD550/薬 剤(-)コ ン トロールの

OD550)×100

*岡 山市鹿 田町2-5-1
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II.結 果

1)光 毒性測定の基礎条件の検討

まずテ トラサイ クリン系のDOXYとMINOを 用い

て,光 毒性測定 の基礎的条件を検討 した。Lasarowら

の測定系では,20μg/mlの 濃度でDOXYは 高い光毒性

を示し,MINOは ほ とんど光毒性 を示 さないことが報

告 されているので4),こ の濃度 の薬剤 を用いて,Vero

細胞 を用いてUVAの 照射条件を検討した。その結果,

1.UVA非 照射条件下では,両 薬剤 ともニ ュー トラル

レッドの取 り込みの低下,す なわち細胞毒性をみとめな

かった。2.UVA照 射のみで,薬 剤を加 えない系では,

取 り込みの低下 をほとんど認めなかった(最 大60分 ま

で)。3.薬 剤濃度 を20μg/mlと して照射時間を検討 し

た ところ(Fig.1a),DOXYで は,取 り込み減少率は

比例的に増加 し,20分 で90%以 上 に達 し,そ れ以後 ほ

ぼ一定 となった。MINOで は,照 射時間に応 じて漸増

したが,40分 後で も5%前 後であった。このため以下

の実験では,測 定感度 と再現性を考慮して,照 射時間を

40分 とした。4.UVAの 線源 として,最 大波長369nm

のBLラ ンプと最大波長352nmのBL-Bラ ンプの2者

を比較 したところ,両 者に明 らかな差 を認めなかったた

め,以 下の実験では,BL-Bラ ンプを使用することとし

た。 これ らの照射条件設定 ののち,薬 剤の濃度 を変 え

a)

b)

DOXY: doxycycline, MINO: minocycline

Fig. 1. Phototoxicity of teracyclines to Vero cells.
a) Effects of the exposure time of UVA. b)

Effects of concentration of the compounds.

て,DOXYとMINOの 光毒性 を測定 した結果をFig.1

bに 示す。

以上より,細 胞毒性を生 じないレベルの濃度の薬剤処

理 と,単 独では細胞毒性 を生じない程度のUVAの 照射

を併用することによって,明 らかな細胞毒性の出現(光

毒性)が 薬剤濃度 に依存性に認められること,こ の方法

により,DOXYとMINOの 光毒性の差が顕著に示され

ることが明 らかになった.

2)各 種キノロン系抗菌薬の光毒性

次に,こ の方法 を用いて,各 種キノロン系抗菌薬の光

毒性 をVero細 胞を用いて測定 した結果を,Fig.2に 示

す。また,HEL細 胞での結果 とあわせて各抗菌剤の光

毒性 を評価 した結果をFig.3に まとめて示す。

キノロン系抗菌薬の光毒性は,い ずれもDOXYと 比

較すればかな り軽微であった。Vero細 胞 を用いた検討

では,ENX,OFLX,LFLXに 比較的高い光毒性が認

められ,SPFX,NAで はこれ に次 ぐ光毒性を示した。

一方 ,NFLX,AM-1155で はMINOと 同程度 であっ

た。HEL細 胞 を用 いた検 討で も同様の傾向 を認 め,

LFLX,OFLX,CPFXに は,比 較的高 い光毒性 が認

められた。

III.考 察

キノロン系抗菌薬の臨床応用上問題 となる光線過敏症

の発生頻度鋤 と,今 回我々が導入 した培養細胞 のニュ

ー トラルレッド取 り込み減少率 を指標 とする光毒性試験

の結果を比較 してみたい。

これまで光線過敏症の発生が高率に報告されているも

の として,わ が国ではENX5,6),LFLX7)が 知 られてい

るが,外 国ではCPFX8),OFLx9)に よる発生 も報告さ

れている。今回の検討で も,こ れらはかなり高い光毒性

を示し,培 養細胞 に対する光毒性の結果 と光線過敏症の

発生頻度 とは,全 体 としてはかな り密接に関連すると考

えられる。

しか し,キ ノロン系抗菌薬で光線過敏症が最初に報告

されたNAl0,11)に ついては,Vero細 胞では,こ れらに

次 ぐ光毒性を示 したものの,HEL細 胞では,む しろ低

い光毒性 を示 した。一方,OFLXに ついては,わ が国

Fig. 2. Phototoxicity of quinolones to Vero cells.
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Vero cells HEL cells

DOXY: doxycyline, MINO: minocycline, NA: nalidixic acid, NFLX: norfloxacin, OFLX: ofloxacin,

ENX: enoxacin, LFLX: lomefloxacin, SPFX: sparfloxacin, Q-35: balofloxacin, CPFX: ciprofloxacin

Fig. 3. Relative phototoxicity of quinolones in Vero cells and human embryonal lung fibroblasts.

の常用量での光線過敏症の報告はきわめて少ないにもか

かわらず12),今 回の検討ではかな りの光毒性を認めた.

今 回,ヒ ト由来 のHEL細 胞 と ミドリザル由来 の

Vero細 胞 を用いて検討 し,両 者 ともほぼ同様の傾向を

認めたが,細 部 を検討 するとVero細 胞 の結果のほ う

が,臨 床上の光線過敏症の頻度 とよ く相関している印象

を得ており,培 養の簡便 さとあわせ考え,今 後HEL細

胞 とならんで用いる価値のある細胞であると考える。
一方,動 物 を用いた光毒性 の検討 は,免 疫機構の関

与,薬 物動態など培養細胞を用いた系では測定で きない

要素を含めて評価することがで き,培 養細胞法の結果 と

臨床上の光線過敏症 を関連づけるもの と考 えられてい

る。実際,Wagaiら13,14)は,Balb/cマ ウスとこれに由

来する3T3細 胞 を用いて,培 養細胞 を用いた光毒性試

験 と動物実験の結果がよく相関すること,活 性酸素が光

毒性の機序に関与すること,今 回の検討でも比較的高い

光毒性 を示 したLMFXとENXに 比較的高い光毒性が

あることを報告している。

以上より,動 物実験および臨床的副作用 との相関につ

いて今後さらに検討を要すると考えられるが,今 回検討

したニュー トラルレッド取 り込み減少を指標 としたキノ

ロン系抗菌薬の試験管内光毒性試験 は,簡 便に行 える光

線過敏症の発生予知のスクリーニング法 となる可能性が

示唆 された。
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In vitro assessment of relative phototoxicity of quinolone

antibacterial agents by reduction of neutral red

uptake in cultured cells

Yuko Muraki1), Masao Yamada1), Shiro Nil1),
Hiromi Kumon2) and Hiroyuki Ohmori2)

Departments of 1)Virology and 2)Urology, Okayama University Medical School,
2-5-1 Shikata-cho, Okayama 700, Japan

The relative phototoxicity of ten antibacterial drugs in the quinolone group was determined by
an in vitro assay, in which reduction of neutral red uptake was used as a marker of cell injury.
Human embryonal lung fibroblasts or Vero cells derived from a green monkey kidney were
incubated with potential phototoxins. The cell cultures were irradiated with long wave-length UV,
and the capacity for neutral red uptake was determined. The phototoxicity of ten quinolones was
much lower than that of doxycycline, a known photosensitizer. Among them, enoxacin,
lomefloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, and nalidixic acid demonstrated higher phototoxicity,
suggesting a good correlation with the clinical occurrence of photosensitivity. Norfloxacin,
balofloxacin (Q-35) , AM-1155, and T-3761 had less potent phototoxicity. This methodology may

provide a useful rapid method to quantitate the phototoxic potential of newly developed drugs.


