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要

レボフロキサシンOevo■ oxacin,LVFX)硝子体内注

入のウサギ網膜に及ぼす影響を電気生理学的および組織

学的に検討した.白色および有色ウサギ各 23匹の片眼の

硝子体内にLVFX 200,500,1′ 000または 2,000 μgを注

入 した。注入前,注入後 3時間,2日 ,1週,2週および 4

週に網膜電図 (ERG)お よび視覚誘発電位(VEP)を記録

した。LVFX 200ま たは500 μgの硝子体内注入では白

色,有色ウサギともにERG各波に変化はみられなかっ
たが,1′ 000ま たは 2′ 000 μgの硝子体内注入では一過性
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に律動様小波振幅の低下がみられた。VEPおよび組織
学的検討では,いずれの注入量においても変化はみられ

なかった。LVFX 200ま たは500 μgの硝子体内注入は

ウサギ網膜に明らかな影響を与えないことが示された。

(日眼会誌 100:592-598,1996)

キーワード:レボフロキサシン,硝子体内注入,網膜電

図,視覚誘発電位,組織学的検討

レボフロキサシン硝子体内注入のウサギ網膜に及ぼす影響

大久保真司1),望月 清文1),鳥崎 真人1),山下 陽子1)

小松 雅樹1),棚橋 俊郎1),緒方 正史1),梶村 哲世2)
1)金沢大学医学部眼科学教室,2)第一製薬株式会社安全性研究所

Effects of Intravitreal Levofloxacin on the Rabbit Retina

Shinji Ohkubo'), Kiyofumi Mochizuki'), Makoto Torisaki'),
Yohko Yamashital), Masaki Komatsu'), Toshiro Tanahashi'),

Masafumi Ogatal) and Tetsuyo Kajimura2)
t)Defarfunent of Ophthalmology, Kanazawa Llniuersity School of Medicine

2)Drug Sa;t'efu Research Laboratory, Daiichi Pharmaceutical Co., Ltd..

Abstract

Efrects of intravitreal injection of levofloxacin
(LVFX) on the electroretinogram (ERG), visual
evoked potential (VEP), and retinal histology were

studied in 23 albino and 23 pigmented rabbits to
establish the non-toxic intravitreal dosage of
LVFX. Doses of 200, 500, 1,000 or 2,000 pg of LVFX
were injected intravitreally. The ERG and VEP
were recorded before injection, and 3 hours, 2 days,

I week, 2 weeks and 4 weeks after injection. The

oscillatory potential transiently deteriorated with
1,000 and 2,000 pg doses of LVFX in albino and pig-

mented rabbits. No ERG changes were observed

with 200 and 500 pg doses. No abnormal changes

were observed in the VEP or retinal histology with
any doses of LVFX. These results indicate that
intravitreal injections of 200 and 500 pg of LVFX
are nontoxic to the rabbit retina. (J Jpn Ophthalmol
Soc 100 : 592-598, 1996)

Key words : Levofloxacin, Intravitreal injection,
Electroretinogram, Visual evoked
potential, Histological examination

I緒  言

フルオロキノロン剤がメラニン親和性を有 し
1),長期

にわたる点眼や内服によリメラニン含有眼組織内に高濃

度 に移行蓄積す ることが動物実験で指摘 されてい

る2)～ 6)。 著者らも前報7)で フルオロキノロン剤の一つであ

るレボフロキサシン(levonoxacin,LVFX)が 有色ウサ

ギのメラエン含有眼組織内に高濃度に移行することを

オー トラジオグラムを用いて示した。フルオロキノロン

剤がメラニン含有眼組織内に高濃度に移行することか

ら,その眼毒性が危惧されており,眼に対するフルオロキ

ノロン剤の安全性の検討が望まれている。
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著者らはLVFXの 自色ウサギ網膜に及ぼす影響を摘
出眼杯網膜電図(electrOretinOgram,ERG)を 用いて既

に検討し,LVFXが他のフルオロキノロン剤に比し網膜
に及ぼす影響が少ない可能性を示唆した

8)。 _方,LVFX
は経口投与により比較的良好な眼内移行を示すとされる

が,硝子体内への移行は十分とはいえず
7),細菌性眼内炎

の治療にはLVFXの硝子体内への直接投与がより効果
的と考えられる。そこで,LVFX硝子体内注入の臨床応
用を目的として,LVFXの網膜に及ぼす影響を電気生理

学的および組織学的に検討し,網膜に対する安全性を評

価した。

II実 験 方 法

1。 実験動物,使用薬剤および注入薬剤濃度

体重 2～3 kgの 自色および有色ウサギ各 23匹を用い

た。自色および有色ウサギ各 20匹に塩酸ケタミン(ケタ

ラール③)お よびキシラジン塩酸塩 (セ ラクタール③)の

7:1の混合液 0.5～l m1/kgの 筋肉内注射によって全
身麻酔を行い,視覚誘発電位 (visual evoked potential,

VEP)用 関電極を次のように埋め込んだ。先端部以外の

表面を絶縁した直径 0.3mmの ステンレス線 2本 をよ

り合わせて作製した電極を,ラ ムダの前方 6mmかつ側
方 6mmの頭蓋骨にあけた小孔 (左方および右方にそれ
ぞれ 1か所)を通して大脳硬膜上に置き,歯科用セメント

(松風パイル)で頭蓋骨に固定した。電極の他端側を皮膚

面から突出させ,皮膚を縫合した。これを通じて VEP電
位を導出した。上記の処置から1か月以上を経過した後

に,前記と同様の全身麻酔下で VEP波形が記録される
ことを確認して実験に使用した。

硝子体内注入前の眼底検査で網膜に異常がみられたウ

サギおよび,硝子体内注入前のERGお よびVEP検査で
左右差が明らかなウサギは用いなかった。

使用した LVFXは 研究用原末 (第一製薬)であった。
LVFXを人工眼内灌流液 (オペガードMA⑪,千寿製薬)
で溶解して,2,5,10お よび 20 mg/mlの濃度の LVFX
溶液を作製した。

2.電気生理学的検討
ERGお よびVEP記録に際して,瞳孔をミドリン P①
点眼液 (参天製薬)に より十分に散大した。30分間の暗順

応後に前記と同様の全身麻酔を行い,ウサギ用に作製し

た筒型固定器にウサギを固定した。ERG用電極には銀・

塩化銀電極 NT‐ 614U(日本光電)を 用いた。この電極を

生理食塩水で満たした 10 ml注射筒の中に置き,注射筒

の先端にシリコンチューブを接続した。シリコンチュー

ブの先端に充填 した白綿が角膜輪部に接するように,

チュープをウサギ用開瞼器に取 り付けた。不関電極にも

同様の電極を使用し,剃毛した頭頂部皮膚正中線上に置

いた。

刺激光はY字型の硝子線維束を用いて両眼同時に送
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られた。角膜面からlcmよ り照射された角膜面照度 5

lux,持続時間 5秒の単発矩形波光 (b波およびc波用)あ

るいは角膜面照度 5× 1031ux,持続時間 0.5秒,刺激頻度

1/3 Hzの矩形波光 (a波,b波および律動様小波(OP)用 )

によって惹起された ERGを両眼同時に記録した。a波 ,
b波およびOPの観察には,ERG電位を交流増幅器 AB‐

622M(日 本光電)で増幅し,FMデータンコーダーNFR‐

3515(ソ ニー)に 記 録 し,応 答加 算 平 均装置 ATAC―

350(日 本光電)で 10回加算平均した波形を写真撮影 し

た。増幅器の時定数を a波およびb波では 2秒,OPでは

0.003秒 とした。c波の観察にはERG電位を直流増幅器
RM-5(日 本光電)で増幅し,ペ ンンコーダーWX 4401(グ

ラフィック)で描出した。

ERG記録終了後にVEPを両眼同時刺激で記録した。
VEP記録にはあらかじめ埋め込んでおいたVEP用 関
電極を用い,不関電極には前頭部皮膚切創上に置いた

銀・塩化銀電極 NT-614Uを使用した。なお,左右眼それ

ぞれの刺激によるVEP電位は,対側の VEP用関電極で
記録された。VEP電位 を交流増幅器 AB-622Mで 増幅
した。増幅器の時定数を 2秒 とした。刺激光強度,持続時

間および刺激頻度はそれぞれ 5× 1031ux(角膜面照度),

1秒および 0.2 Hzであった。ERGお よびVEP波形で
は,上向きの振れは関電極の陽性を意味する。

硝子体内注入 は前報
9)と 同様であった。すなわち,

0.4%オ キシブプロカイン(ベノキシール0に よる点眼
麻酔を行った後,薬剤の硝子体内注入による眼圧上昇を

避けるために27ゲージの注射針を用いて約 0.l mlの 前

房水を吸引除去した。次に,30ゲ ージの注射針を用いて

角膜輪部より後方約 2mmの強膜から硝子体腔のほぼ
中央に針の切り口を水晶体側に向けて刺入し,硝子体内

にLVFX溶液を緩徐に注入した.LVFX 200,500,1,000
または 2,000 μg注入には,それぞれ 2,5,10ま たは 20

mg/mlの 濃度の LVFX溶液 0.l mlを 用いた。他眼には
オペガードMA③ O.l mlの みを同様の手技で注入した。
各注入量について,自色および有色ウサギ各 5匹ずつ検

討した。なお,注入後 3時間のVEP記録後に眼底検査を
行い,眼底に出血あるいは網膜剥離などの注入による重

篤な併発症がないことを確認した。

原則 として,ERGお よびVEP記録 をLVFX硝子体
内注入前,注入後 3時間,2日 ,1,2お よび 4週 に行っ
た。

長期的にERGを観察する際,ERG波形は種々の要因
の影響を受け得る。そこで,本研究では国内変動の影響を

なるべく少なくするために,ERG記録を1日 のうち一定

時間帯 (午後 2時～ 6時)に行い,ERG変化については左

右眼で比較検討した。すなわち,硝子体内注入前および注

入後の各時点に記録した対照眼の振幅または頂点潜時を

100%と して,薬剤注入眼の振幅または頂点潜時を百分

率 (100× 薬剤注入眼の振幅または頂点潜時/対照眼の振
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図 1 レポフロキサシン硝子体内注入の b波振幅に
及ぼす影響.
ンボフロキサシン200お よび 500 μg注入では,自色
および有色ウサギともにb波振幅に変化はなかっ

た。自色ウサギにおいて,2,000 μg注入 3時間後に
b波振幅の有意な増大がみられた。縦軸には対照眼
の b波振幅を100%と してb波の振幅比を百分率
(各濃度 5眼 についての平均値±標準偏差)で示し

た。○ :200 μg,□ :500 μg,△ :1,000 μg,◇ :2,000

μg.*:注入前と比べて有意差(p<0.01)があること
を示す。

幅または頂点潜時)で表示し,その平均値を硝子体内注入

前と注入後の各時点で比較検討した。OPについては,01
～03ま での振幅を加算 して OP振幅とした。なお,振幅
および頂点潜時の硝子体内注入前後の変化をstudent

t‐testを 用いて検定し,p<0.05を有意差ありと判定し

た。

3.眼底撮影および螢光眼底造影
LVFX 2,000 μg硝子体内注入を行った自色および有

色ウサギ各 1匹において,注入後 4週 目の VEP記録後
に眼底撮影および螢光眼底造影を行った。検査に先立ち,

瞳孔をミドリンP①の点眼により十分に散大した。螢光

眼底造影に際しては,10%フ ルオンセイン(フ ルオンサ

イト③注射液 1号)0.l mg/kgをウサギ耳静脈から注射

した。

4.組織学的検討
LVFX 200,500,1,000ま たは2,000 μg注入後 4週目
のVEP記録後に,自色および有色ウサギ各 20匹 を5%
ペントバルビタールナ トリウム(ネ ンブタール①)2～3

日眼会誌 100巻  8号

150
白色ウサギ

100

振

幅  "
比

(%) lm

100

1           2
週      週

硝子体注入後の期間

図2 レボフロキサシン硝子体内注入の c波振幅に及
ぼす影響.

自色および有色ウサギともに,いずれの注入量にお

いてもc波振幅は明らかな変化はなかった。縦軸に
は対照眼の c波振幅を100%と して c波の振幅比を

百分率 (各濃度 5眼についての平均値±標準偏差)で

澤そした。○ :200 μg,□ :500 μg,△ :1,000 μg,く〉:

2,000 μg.

mlの静脈内注射で屠殺し,直ちに眼球を摘出した。また,
1眼の硝子体内に LVFX 2,000 μg,他眼にオペガード

MA⑪ O.l mlを 注入した自色および有色ウサギ各 3匹
から,注入 3時間後に同様に眼球を摘出した。摘出眼球か

ら前房水を0.l ml吸 引排除し,摘出眼球の硝子体内に

3%グルタールアルデヒドー0.lMリ ン酸緩衝液 (GA
液)(pH 7.2～ 7.4)0.2 mlを 注入 した。摘出眼球を 3%
GA液 に 1時間浸漬した後に,眼球を上下に水平に三分
し,視神経の付着側を光学顕微鏡 (光顕)用標本,他側を電

子顕微鏡 (電顕)用標本とした。光顕用標本ではダビット

ソン固定液 (95%エタノール :ホ ルマリン :酢酸 :蒸留

水=3:2:1:2)に 約 3時間浸漬した後に,エタノー
ル系列で脱水した。次いでパラフィン包埋を行い,ヘマト

キシリン・エオジン(HE)染色を施して観察した。電顕用

標本では3%GA液 で固定し,2%燐酸緩衝オスミウム
酸で二重固定した。次いで,ク エトール 812で包埋した後

に酢酸ウラニウム・クエン酸鉛で染色し,透過型電子顕微

鏡 H-500(日立)で観察した。なお,光顕用標本では眼球上

半部全体を観察した。電顕用標本では後極部付近および

鼻側ならびに耳側周辺部網膜のそれぞれについて 5

mm× 5mmの範囲を観察した。

有色ウサギ

5050
３
時

間

３
時

間

４

週

４

週
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図 3 レポフロキサシン硝子体内注入の律動様小波振幅
に及ぼす影響 .

レボフロキサシン 200お よび 500 μg注入では,自色お

よび有色ウサギともに律動様小波 (OP)振幅に変化はな

かった。自色お よび有色ウサギ ともに,1,000お よび

2,000 μg注入では注入 3時間後に OP振幅の有意な低
下がみられたが,2日 目には回復した。縦軸には対照眼

の OP振幅を 100%と して OPの振幅比を百分率 (各濃
度 5眼について平均値±標準偏差)で示 した。○ :200

μg,□ :5oo μg,△ :1,000 μg,◇ :2,000 μg.ネ :注入前

と比べて有意差 (p<0.01)があることを示す.**:注入

前と比べて有意差 (p<0.05)が あることを示す。

文寸月1、日艮 LVFX注入眼
01
°
2
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対照眼刺激  LVFX注入眼刺激

有色ウサギ

注入前

3時間

2日

1週

2週

4週

50 μV

20コαsec

図 4 有色ウサギヘのレボフロキサシン 2,000 μg硝子
体内注入における律動様小波の変化 .

注入 3時間後に律動様小波振幅の低下がみられたが,2

日目には回復 した。増幅器の時定数 0.003秒 .刺激光強

度 5× 1031ux(角 膜面 )。 LVFX:レボフロキサシン

200 μV

401■ sec

図 5 有色ウサギヘのレボフロキサシン 2,000 μg硝
子体内注入における視覚誘発電位の変化 .

いずれの測定時点においても,対照眼刺激 とレボフ

ロキサシン注入眼刺激 との間で視覚誘発電位

(VEP)早期成分の頂点潜時に明らかな差はなかっ

た.増幅器の時定数 2秒.刺激光強度 5× 1031ux(角

膜面).対照眼 (左眼)お よびンボフロキサシン注入眼

(右眼)刺激による VEPは ,そ れぞれ頭蓋で正中よ
り右側および左側 においた電極か ら導出された。

LVFX:レ ボフロキサシン

III 結  果

1.電気生理学的検討

a波振幅および頂点潜時には,自色および有色ウサギ

ともにいずれの注入量においても明らかな変化はなかっ

た。

自色および有色ウサギともに,200お よび 500 μg注入

ではb波振幅に変化はみられなかった (図 1)。 自色ウサ

ギにおいては 1,000 μg,有色ウサギにおいては1,000お

よび 2,000 μg注入で,注入 3時間後にb波振幅の増大

傾向がみられたが,統計学的に有意差はなかった。自色ウ

サギにおいて,2,000 μg注入 3時間後にb波振幅の有意

な増大がみられた。これら1,000お よび 2,000 μg注入に

おけるb波振幅の変化は注入 2日後までに回復した (図

1)。 b波頂点潜時にはいずれの注入量においても明らか

な変化はみられなかった。

c波振幅には,自色および有色ウサギともにいずれの

注入量においても明らかな変化はなかった (図 2).OP

振幅および02潜時には,自色および有色ウサギともに

200お よび 500 μg注入では変化はみられなかった (図

3)。 自色および有色ウサギともに 1,000お よび 2,000

μg注入では,注入 3時間後に有意なOP振幅の低下なら

びに02潜時の延長傾向がみられたが,2日 目までには回

復した (図 3,4)。

VEP早期成分の頂点潜時には,自色および有色ウサギ

３
時

間

４
週

注入前

3時間

2日

1週

2週

4週
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ともにいずれの注入量においても対照眼刺激とLVFX
注入眼刺激の間に有意差はみられなかった(図 5)。

2.眼底撮影および螢光眼底造影検査
検査を行った自色および有色ウサギともに異常所見は

みられなかった。

3.組織学的検討
光顕的および電顕的検討のいずれにおいても,LVFX
注入 3時間後および 4週間後で自色および有色ウサギと

もにいずれの注入量においても網膜に明らかな変化はな

かった (図 6)。

IV 考  按

フルオロキノロン剤がメラニン親和性を有し,メ ラニ

ン含有眼組織内に高濃度に移行することを福田ら1)が報

告して以来,フルオロキノロン剤の眼毒性が危惧されて

いる1° )。 これまでに種々のフルオロキノロン剤の網膜に

及ぼす影響が検討されている8)11)～ 18)。 例えば,ウサギの摘

出眼杯 ERGに よる検討では8)11)～ 13),ノ ルフロキサシン
(nor■ oxacin,NFLX)50 μR4,オ フロキサシン(oЯ oxa―

cin,OFLX)300 μM,ロ メフロキサシン(lome■oxacin,

日眼会誌 100巻  8号

LFLX)300 μMお よび LVFX 500μ Mで OP振幅が選
択的に低下し,各薬物の濃度を上げるとb波振幅の変化
(振幅の増大あるいは低下)がみられるという。また,ウサ

ギ眼での硝子体内注入法による検討において,NFLX
(点眼剤)300 μg,NFLX(研 究用原末)50ま たは 500 μg
および LFLX 500μ g注入によりOP振幅の低下ならび
にb波振幅の変化が一過性にみられている14)～ 16)。 さら
に,Marcheseら 17)は有色ウサギでシプロフロキサシン

(cipronoxacin,CPFX)(Э 毒性 を検討 し,CPFX l,oo0

μg硝子体内注入でb波振幅の低下が生じ,500お よび
1,000 μg注入では網膜に光顕的異常がみられたと報告
している。Stevensら 18)も 有色ウサギで CPFXの毒性を
検討し,250 μg以上の注入ではb波振幅の低下および網
膜に電顕的異常がみられ,1,000 μg注入では光顕におい

ても異常がみられたという。Marcheseら 17)ゃ stevens

ら18)は OPに ついては検討していないが,これまでの報
告
8)H)～ 18)か らみると,フ ルオロキノロン剤が網膜に及ぼ

す影響の中ではOP振幅の低下が最も特徴的な変化であ
り,かつ最も鋭敏な指標となり得ると思われる。

本研究において,1,000お よび 2,000 μg硝子体内注入

図6 レポフロキサシン 2,000 μg硝子体内注入 4週間後の有色ウサギ網膜の電子顕微鏡写真 .
視細胞外節,網膜色素上皮および Bruch膜に明らかな変化はみられない。

´ |■
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では,注入 3時間後にOP振幅の有意な低下と02潜時の

延長傾向がみられた。これらの変化を示したウサギから

注入後 4週目に摘出した眼球の光顕および電顕による組

織学的検討では,自色および有色ウサギともに対照眼と

比較 して LVFX注入眼に明らかな変化はなかった。ま
た,LVFX l,000お よび 2,000 μg硝子体内注入 3時間

後に ERG変化がみられたので,LVFX 2,000 μg硝子体

内注入 3時間後の時点での組織学的検討も行ったが,自

色および有色ウサギともに光顕および電顕では対照眼と

比較して LVFX注入眼に明らかな変化はなかった。した
がって,電気生理学的には異常がみられても形態学的に

は異常は生じていないことが明らかになった.OPの発

生には双極細胞およびアマクリン細胞などの網膜内層の

神経細胞の関与が示唆されている
19)20)ので,本研究結果

と併わせて考えると,過量のLVFX硝子体内注入は網膜
内層に可逆性の機能低下を生じさせる可能性があると思

われた。

フルオロキノロン剤がメラニン含有眼組織内に高濃度

に移行する
1)～ 7)10)こ とから,メ ラニン含有眼組織,特に網

膜色素上皮への影響が危惧されているが,今回の実験で

は網膜色素上皮の機能を反映するとされるc波の観察お

よび網膜色素上皮の組織学的検討において,自色および

有色ウサギともにいずれの注入量においても明らかな変

化はみられなかった。三井ら
5)は ビ_グル犬への 14日 間

連続経口投与によりNFLXが高濃度にメラニン含有眼
組織に蓄積滞留することを報告し,その中でクロロキン

やクロルプロマジンなどのメラニン親和性薬物を長期間

大量に投与するとメラニンに蓄積され,メ ラエンの増生

に次いでメラニン細胞の崩壊が起こり,メ ラニン含有眼

組織の機能障害を発生させるので,フルオロキノロン剤

も長期大量投与には注意を払う必要があると警告してい

る。NFLX 500μ g反復注入を行った白色および有色ウ

サギのいずれにおいても,光顕および電顕的に網膜色素

上皮細胞の肥大および局所的な網膜構造の破壊を特徴と

する網膜病変がみられた
15)。 本研究では,c波および組織

学的検討において網膜色素上皮に異常がみられなかった

が,LVFXの反復注入ではメラニン含有眼組織の障害が

起こる可能性もあり得ると思われる。したがって,LVFX
の反復硝子体内注入あるいは全身への長期大量投与な

ど,メ ラニン含有眼組織への高度の負荷を生じる条件下

での網膜毒性についても検討する必要があろう。

本研究により,LVFX 200お よび 500 μg硝子体内注

入は電気生理学的にも組織学的にも,自色および有色ウ

サギの網膜に影響を及ぼさないことが明らかになった。

500 μgの LVFXがウサギ硝子体 (容積約 1.7 ml)内 に均
等に拡散すると仮定すると,そ の硝子体内濃度は約 290

μg/rnlと なる。Tanakaら
21)に よれ ,ゴ,Sムαρカッわθθθθas

α%″2s(methicinin_susceptible),s″ρヵ夕ぁιθθθ%sα%π%s

(methicillin‐ resistant),S″αクカノ′θθθθθπs ιタグ′ι/2ググた,

レボフロキサシンとウサギ網膜 。大久保他 597

P物あzθπ
“
αιγ紹物θ銘 および κ′ιbsグι′ια ρπttπθπttι

に対するLVFXの MIC90は ,そ れぞれ 0.78,0.39,0.78,
1.56お よび 0.10 μg/mlであり,LVFX 500 μg硝子体内

注入により細菌性眼内炎の主要な起因菌の MIC9。 を十

分に凌駕する硝子体内濃度が得られると考えられる。ま

た,渡 辺 ら
22)に よれ ば,P/ο″θ″みαα″グzπ αθπs(P.

αθ%6)に対するLVFX,OFLX,NFLXお よび トスフロ

キサシンの MICは ,そ れぞれ 0.39,0.78,6.25お よび

1.56 μg/mlであり,LVFXはイ也のフルオロキノロン剤
と比較して P αθπ益 に強い抗菌力を示すという。した
がって,眼内レンズ移植術後の晩期合併症として注目さ

れているP αθ%“ 眼内炎23)-26)の治療にもLVFX硝 子
体内注入が有用となる可能性はあると思われた。しかし,

黄斑を有するサルおよびヒトと,黄斑を有しないウサギ

とでは眼毒性が異なる可能性があり
27),今後,サルなどを

用いた安全性の検討も必要と思われる。また,LVFX硝
子体内注入の臨床応用に際しては注入後の硝子体内濃度

の推移が重要であり,今後,メ ラニン親和性を考慮した詳

細な眼内動態の検討が必要と考えられる。

稿を終えるに当たり,ご校閲を賜わりました河崎一夫教授

に深謝致します.
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