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フルオロキノロンのクラミディア・

トラコマティスに対する効果とその作用機序

電子顕微鏡による研究 (図 4)
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要  約

電子顕微鏡によって観察するとクラミディア基本小体 は感染後数時間で細胞内に侵入 し,栄養体 (原始体 ま

たは網状体)に成長 し,24～ 72時間の間に増殖,分裂を繰 り返 し,基本小体 を充満 した封入体 を作る。48時間

では一部基本小体が完成 し,他の原始体 は活発に増殖,分裂 している.こ の時期に2MICの濃度のオフロキサ

シンを添加 して24時間経つ と,封入体は周辺部に少数の基本小体 を含み,原始体は崩壊 し空洞化する過程 と思

われる各種の段階の所見 を示す.封入体全体 としては空虚 になった所見を示す。即ち既に完成 されていた基本

小体 は変化を受けなかったが,原始体 は内部構造が破壊 されて,崩壊 して行 くものと考えられる。蛍光抗体染

色でみると抗原 (蛋 白)は十分作られているが,封入体が崩壊 して細胞外に散乱 している。オフロキサシンは

クラ ミディアの原始体が増殖する過程において,そ の代謝 を阻害 してこれを破壊するが,代謝 を行わない完成

された基本小体には作用せず,次の発育環 で原始体の形成 を阻害 して治療効果を発揮するものと考えられる。

(日 眼 92:973-980,1988)

キーワー ド :ク ラミディア・ トラコマティス,発育環,電子顕微鏡,オ フロキサシン,作用機序

Abstract
Fluoroquinolones, ofloxacin in particular, are known to be efrective in the treatment of Chlamydial

infections of the eye. To clarify the mode of action of this agent, HeLa cells were infected with a

Chlamydia trachomatis C-type strain, and cultivated for 48 hours. Then ofloxacin was added to the
culture medium at a concentration of Zps/ml for the next 24 hours. Specimens were then examined by
electron microscopy in thin sections. In control experiments, in which ofloxacin was not used, in-
clusions contained a great number of initial bodies under fission along with a small number of mature
elementary bodies at 48-hour-culture, and a great number of elementary bodies with a small number
of initial bodies at 72-hour-culture. When ofloxacin was added for the last ?l hours, inclusions
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contained a small number of elementary bodies with a great number of initial-body-ghost-shadow
after 72 hours culture. It was concluded that the agent destroys the initial bodies during their
development, but it has little action on established elementary bodies. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 :

973-980, 1988)

Key words t Chlamydia trachomatis, Developmental cycle, Electron microscopy, Ofloxacin, Mode of
action

I緒  言

抗 クラミディア活性を有する抗生剤は, テ トラサイ

クリン, マクロライ ド系抗生物質以来長期間新 しいも

のが出来なかった。最近になってフルオロキノロンの

名称で総括される一群のピリドンカルボン酸系の合成

抗菌剤が,抗クラミデ ィア活性を持つ ことがわかり,

その 1つであるオフロキサシンは細胞培養による実験

では, クラミディアに対する最少発育阻止濃度がおよ

そlμ g/mlであること1),0.3%の 眼軟膏 として 1日 5

回,お よそ8週間点眼し続けると,結膜のクラミディ

ア感染を完治させることが出来ること2)-5),な どが判

明しつつある。この完治に必要な量は,WHOが テトラ

サイクリンについて推奨した 1%眼軟膏 1日 4回, 2

カ月6)に劣らない。

クラミディア感染の治療には,抗生物質でも抗菌剤

でも,一般の細菌感染に対してより,大量長期の治療

が必要であるが,その理由は明確にされてはいない。

それで私どもは今回細胞培養を用いて, オフロキサシ

ンがクラミディアの発育環のどの時点でどのように作

用するものであるかを,電子顕微鏡を用いて検討した。

II実 験 法

1.使 用株 :結膜か ら分離 された Chlamydia tra‐

chonlatis type C, Illell′ a‐ cell adapted strain, stock

1071FU/ml,オ フロキサシンのMIC lμ g/mll)

2.使用細胞 i HeLa 229

3.培養液 :1)細胞増殖用 :Eagle MEM 92mlに

FBS 8mlを加えたもの。

2)Chlamydia増殖用 :細胞増殖用培養液100mlに

サイクロヘキシミド (和光純薬)(lmg/ml)0.2mlと

7.5%NaHC03 2mlを 添加したもの。

3)試験用 :Chlamydia増殖用培養液にオフロキサ

シン (第一製薬)を 2μg/ml添加したもの。

4.培養法 :1)細胞浮遊液(細胞増殖用培養液,5×

105cells/ml)を 25cm2の 細胞培養プラスチックボトル

に10ml接種 (蛍光抗体染色用には15mm径平底硝子管

と13mm径カバー硝子にlml接種),5%C02下 36.5℃

で20時間培養,増殖 させた.

2)DEAE‐Dextran処理後,Chlamydia stockを 105

1FU/mlに稀釈 してlml接種, 2時間静置吸着させる

(5%C02,36.5℃ )。 吸着後 Chlamydia増殖用培養液

で 2回洗浄して吸着 されなかった Chlamydiaを 除去

し,同培養液10mlを 加えて48時 間培養 (5%C02,

36.5℃ )した。

3)48時間培養後,培養液をオフロキサシン含有の試

験用培養液と交換 し,24時間同一条件で培養した.た
だ し対照実験用の ものは 2)の状態で72時間まで培養

を続けた.

5。 電子顕微鏡検査 :培養終了後直 ちに細胞を 2%
グルタールアルデ ヒド(0.lM燐酸 Burer)で 4℃ 1時

間固定,次いで 1%Osmic acid(0.lM燐 酸 Bu“er)

で 4℃ 1時間固定,ア ルコール脱水,EpOn包埋,ラ イ

ヘル トウル トラカ ットEで超薄切片 とし,ウ ランと鉛

の 2重染色後, 日立 HU 12型電子顕微鏡で75kVの 加

速電圧で観察 した。

6。 蛍光抗体染色検査 :培養終了後直ちにOrtho社

製 C.trachomatis用 モノクローナル抗体で染色,蛍光

顕微鏡で観察した。

III 実験結果

1.対照実験電顕所見 :

図 lAに接種72時間後の封入体の全貌を,弱拡大の

電顕写真で示す。封入体は (特 に周辺部)完成された

基本小体で充満 している。少数の小型になった原始体

がその間に散在す る。封入体内の空隙はグリコーダン

と思われる不定形の物質で充たされている。強拡大の

所見を図 lBに示す。成熟した基本小体 (EB)は 中央

に電子密度の高い類核を持ち,周囲を細胞壁で囲まれ

ている.小型になった原始体 (IB)も 相当数混在して

いる。原始体は電顕所見から網状体 (reticulate body,

RB)と も呼ばれているが,内部構造の電子密度が基本
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図 lA クラミディア感染72時間後の封入体電顕所見.弱拡大で封入体の全貌を示す。

封入体は細胞質の大半を占め,完成された基本小体で充満しているが,ま だ相当数

の小型になった原始体が混在する.
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図lB 前図の部分的強拡大所見.EB:基本小体,IB:原始体,封入体腔内の不定形

な基質状のものはグリコーダン
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2A

図2A クラミディア感染48時間後にオフロキサシン添加,24時間後の封入体所見.少

数の基本小体が周辺部にあるが,原始体は崩壊している。

B ,,
図2B オフロキサシン使用後封入体の強拡大所見.原始体崩壊の強い部分.EB:基本

小体, IBS:initial body shadow
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図 2C

EB
オフロキサシン使用後封入体の強拡大所見.原始体崩壊の過程を含む部分

基本小体,IBS:initial body shadoW

小体より低 く,網 目状に近い不均一な構造を示す。そ

の中 IBの記号で示すものは,恐 らく最後の分裂の過

程にあり,成熟過程を経て 2個の基本小体が完成され

るのではないか と推定される.IBの 記号の下方やや左

に最後の分裂を終えた原始体が基本小体への成熟過程

にあると推定される所見がある。

2。 オフロキサシンの作用 :

接種48時間後から24時間オフロキサシンを作用させ

たときには対照に見られるような充実 した封入体は見

られない。内空が粗雑化ないし空洞化しており,封入

体の周辺部には少数の基本小体が散在 している.対照

実験に見られるような正常構造の原始体は見ることが

出来ない。原始体 と思われるものは内部構造が崩壊 し,

または空洞化 している。グリコーダン様物質も疎で ,

封入体腔の大半は空虚となっている(図 2A)。 図 2Bお

よびCに強拡大の所見を示す.基本小体 (EB)は形態

学的には正常である。原始体は内部構造が崩壊し,空

洞化するにいた る種々の過程を示す と思われる所 見

(IBS,initial body shadow)を 呈 している。

3.蛍光抗体染色所見 :

図 3に対照実験,図 4にオフロキサシンを作用させ

た実験の培養細胞を蛍光抗体染色した所見を示す。対

照実験では多数のタイ トな封入体が染色されている.

前回の同様な実験の時の写真
1)よ りぼけて見えるが,

前回は最少発育阻止濃度測定を目的としてお り,細胞

は単層培養であったが,今回は電顕資料作成のため重

層培養を用いたための差であろう。オフロキサシンを

作用させた後の写真 (図 4)では蛍光物質の量は対照

実験 と大差があるとは思えないが,蛍光物質の小塊が

細胞の外に四散しているように見える。また蛍光物質

は対照実験のものより色彩も境界も鮮明に見える.抗

原が細胞外に脱出して,裸になっていることを示唆す

る.

IV 考  按

HeLa細胞におけるクラミディアの発育環は,接種

後 1時間で基本小体は細胞表面に吸着され,食菌され

るような形で細胞内に取 り込まれ,数時間で細胞質の

深部に達する. 8～ 12時 間で基本小体はその数倍の大

きさの原始体 (網状体)に成長しはじめ,内 部構造 も

変化 し,24時間から72時間の間に増殖,分裂を繰 り返

し,封入体腔を拡大し,72時間後には基本小体を充満

・
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図3 クラミディア感染72時間後のHeLa重層培養の蛍光抗体染色所見.

図4 クラミディア感染48時間後にオフロキサシン添加,24時間後の HeLa重層培養

の蛍光抗体染色所見.抗原が細胞外に四散し,前図より鮮明に染色されている。
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し,細胞質の大半を占める大 きな封入体が完成する7).

卵黄嚢でも初期の時間的経過は不詳であるが,72時間

で成熟 した基本小体封入体が完成する点は同 じであ

る3)。

今回の実験でも接種72時間後には成熟した基本小体

封入体が完成 していた(図 1)。 接種48時間では少数の

基本小体が出来ていたはずであるが7)3),大 部分のもの

は原始体の状態で,こ の時点が HeLa細胞でも,卵黄

嚢でも,原始体の増殖,分裂の最盛期である7)8)。 この

時点でオフロキサシン(2MICの濃度)を添加 して24時

間を経た時の所見は,少数の基本小体が散在するが,

対照に見 られるような原始体は見あたらず,内部構造

が崩壊 し, または空虚になっていた (図 2)。

以上の所見を併わせ考えると,オ フロキサシンは完

成された基本小体 (おそらく代謝を行っていない)に

対しては,少なくとも形態的な変化を与えず (おそら

く死滅せず),原始体に対 しては,そ の代謝を阻害 して

これを崩壊 ,死滅させるのであろうことが示唆される。

基本小体は次の細胞に感染 して,原始体を形成する時

期に破壊 されるのであろう。

蛍光抗体染色の所見 (図 3, 4)か ら見ると,オ フ

ロキサシンを作用させた後においても抗原量 (蛋 白)

が著しく減少 した様には見えない。蛋自合成阻害剤で

あるテ トラサイクリンを作用 させると電顕所見 (蛍光

抗体染色所見については知 られていない)では,原始

体は18時間作用させると内容が全 く空虚 になってい

る。)。 オフロキサシンでは24時間作用させても,電顕的

に原始体の内容物が可成 り残っているものが多いの

は,主 として蛋自である可能性がある。オフロキサシ

ンの作用機転については,細菌に特有な DNA‐grase

を阻害す るともいわれている10).Gyraseを 阻害する濃

度が当核細菌の最少発育阻止濃度より著しく高いとい

う矛盾はある11).し かしオフロキサシンは,ヒ トおよび

哺乳類の細胞のDNA合成は阻害しないし,変異原性

も示さない 12)。 これに反 して細菌のDNA合成を,短時

間で特異的に阻害するが,細菌の RNA合成や蛋 自合

成は相当時間阻害しないことを示唆する実験結果は少

なくない13)14).以 上の点から考えてみると,オ フロキサ

シンは原始体のDNA合成を阻害するが,蛋白合成は

直ちには阻害 されず,相当量の抗原がオフロキサシン

投与後においても産生された ものと考えると,テ トラ

サイク リン使用時の所見 との差が矛盾な く説明で き

る。

従来抗 クラミディア性の抗生物質の作用機序は漠然

97- (979)

と原始体が基本小体を形成す るのを阻止すると云われ

てぃた 15)が
,それに対す る実験的根拠は無い。今回の実

験は,抗 クラミデ ィア性抗生抗菌剤がクラミデ ィア感

染を治癒 させるために,細菌感染に対 してより頻回長

期にわたる治療を必要 とす る理由の一つは,それ らの

ものが原始体の増殖を阻止す るけれ ども,基本小体を

不活化する作用を持たないためではないか と推定 され

ることに対 して, フルオ ロキノロンについて形態学的

にその一つの根拠を与 えた もの と考える。 しか しこれ

がすべてではな く, クラ ミデ ィアが細胞内寄生体であ

るため,一般細菌の場合には菌の増殖速度を自血球の

食菌速度以下に押 さえれば病気は治るのに反 し, クラ

ミデ ィアの場合には自血球による生体の防衛力に期待

できず,薬剤によって病原体をすべて死滅 させなけれ

ば再発す るであろ うことな ども関与 しているであろ

う。
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