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Purpose：The cytotoxicity of a range of commer-

cial antiglaucoma ophthalmic solutions was assessed

in human corneal endothelial cells using in vitro

techniques.

Methods：Cell survival was measured using the

WST-1 assay for endothelial cells and the MTT assay

for epithelial cells. Commercially available timolol,

carteolol, latanoplast, unoprostone, levobunolol, bu-

nazosine, betaxolol, nipradiol, dorzolamide, brinzola-

mide, and pilocarpine were assessed. The survival of

cells exposed to test ophthalmic solutions was

expressed as a percentage of cell survival in the

control solution(distilled water added to media) after

48 hours exposure.

Results：Survival was lower in prostagrandines

and in medications containing benzalkonium. It

increased to more than 85％ after dilution of 1000-

fold or more dilution.

Conclusions：Antiglaucoma ophthalmic solutions

have corneal endothelial toxicity.The toxicity signifi-

cantly decreases after dilution of 1000-fold or more

dilution and toxicity seems to be due mostly to ben-

zalkonium chloride.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

113：576―582, 2009)

Keywords：Corneal endothelium, Ophthalmic solu-

tion, Glaucoma, Benzalkonium chloride
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Abstract

Cytotoxicity of Antiglaucoma Ophthalmic Solutions

for Human Corneal Endothelial Cells

目 的：緑内障点眼薬 14剤のヒト角膜内皮細胞への

毒性を検討したので報告する．

方 法：培養したヒト角膜内皮細胞，角膜上皮細胞，

結膜上皮細胞に薬液を 2日間作用させて毒性を検討し

た．対象はキサラタン®，レスキュラ®，チモプトール®，

チマバック®，ミケラン®，ブロキレート®PF，ミロ

ル®，ハイパジール®，ベトプティック®，デタントー

ル®，トルソプト®，エイゾプト®，2％と 4％サンピロ®

である．

結 果：緑内障点眼薬の角膜内皮毒性は，プロスタグ

ランジン製剤が交感神経 a，b遮断薬や炭酸脱水酵素阻

害薬よりも大きい傾向があった．塩化ベンザルコニウム

を含まない点眼液の毒性が低かった．1,000倍希釈以上

では毒性は著明に低下した．

結 論：緑内障点眼薬の培養ヒト角膜内皮細胞への毒

性は，塩化ベンザルコニウムの影響が大きく，1,000倍

希釈以上では毒性はほとんど消失した．(日眼会誌 113：

576―582，2009)
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要 約

緑内障点眼薬の培養ヒト角膜内皮細胞に対する毒性試験



Ⅰ 緒 言

緑内障は 40 歳以上の日本人の 5％近くが罹患する疾

患であることが疫学調査で明らかになり1)
，相当数の緑

内障患者が点眼薬を使用していると見込まれる．点眼薬

治療は手術と比較すると安全性に優れ，主な副作用は眼

表面の毒性による刺激や充血などである．これに関して

は臨床実験の他に動物実験や培養細胞による研究が多数

なされてきた2)〜7)
．また，大部分の点眼薬に防腐剤とし

て添加されている塩化ベンザルコニウムの結膜上皮細胞

毒性についても従来から検討されている8)〜11)
．しかしな

がら，眼内の重要な組織である角膜内皮細胞への点眼薬

の影響の基礎的検討は，わずかしか行われていない12)13)
．

今回，緑内障点眼薬と他の長期処方点眼薬を対象とし

て，培養ヒト角膜内皮細胞，角膜上皮細胞，結膜上皮細

胞に対する毒性試験を行ったので報告する．

Ⅱ 実 験 方 法

角膜内皮細胞は米国アイバンクNorthwest Lions Eye

Bank よりヒト角膜を購入して培養し，継代 3代目の細

胞を実験に使用した．培養液は Dulbeccoʼs Minimum

／Essential Medium(15％ウシ胎仔血清添加)で，2 ng／ml

／bFGF(basic fibroblast growth factor)，30 mg／l L-グル

／ ／タミン，2.5 mg／lファンギゾン，2.5 mg／lドキシサイ

クリンを添加して使用した．Ⅳ型コラーゲンでコートし

た培養容器を使用し 37℃，5％ CO2下で培養した．培養

液は 3日ごとに交換した．培養開始後約 2 か月で 3代の

継代培養を経て実験可能な細胞数が得られた．形態上，

特徴的な六角形細胞を示したことから，角膜内皮細胞で

あることを確認した．市販されている細胞は，SIRC(ヒ

ト角膜上皮細胞，ATCC CCL-60，ATCC；American

Tissue and Cells Corporation)，Chang conjunctiva(ヒト

結膜上皮細胞，ATCC CCL-20.2，ATCC)を使用した．

培養方法は添付文書に従った．

細胞生存率の定量は，角膜内皮細胞にはWST-1(4-[3-

(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzene disulfonate)アッセイ14)を使用し，他の細胞に

はMTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-

zolium bromide)アッセイ15)を使用した．約 1×104の細

胞を含む細胞浮遊液 100 ml に，種々の濃度の薬液 10 ml

を加え，最終濃度がそれぞれ 10，20，100，1,000，

10,000倍希釈になるように 5種類に調整し 2 日間培養

後測定した16)
．WST-1，MTTアッセイともに，細胞の

ミトコンドリア活性に応じて発せられるシグナルを分光

光度計で測定する方法であり，生細胞数と良好な相関を

示す．今回，MTTアッセイにて一般的な検討は十分可

能であるが，臨床的にもよく知られているようにヒト角

膜内皮細胞は増殖が遅く大量に培養することができない

ため，少数の細胞数でも比較可能な高感度のWSTアッ

セイを使用した．細胞生存率は同量(10 ml)の蒸留水を

添加した対照液の結果との比率(％)で算出した．すべて

の細胞の実験で測定を 8〜16 回繰り返し，平均値と標準

偏差を算出した．

検討した緑内障点眼薬はラタノプラスト(キサラタン®，

ファイザー)，ウノプロストン(レスキュラ®0.12％，参

天製薬)，チモロール(チモプトール®0.5％，萬有製

薬・参天製薬)，チモロール(チマバック®，日点)，カル

テオロール(ミケラン®2％，大塚製薬)，カルテオロー

ル(ブロキレート®PF 2％，日点)，レボブノロール(ミ

ロル®0.5％，科研製薬)，ニプラジオール(ハイパジー

ル®0.25％，興和創薬)，ベタキソロール(ベトプティッ

ク®0.5％，日本アルコン)，ブナゾシン(デタントール®

0.01％，参天製薬)，ドルゾラミド(トルソプト®1％，

萬有製薬)，ブリンゾラミド(エイゾプト®1％，日本ア

ルコン)，ピロカルピン(サンピロ®2％，サンピロ®

4％，参天製薬)である．緑内障点眼薬のように臨床的に

長期間処方されることが多い点眼薬として，加齢白内障

治療薬ピレノキシン(カリーユニ®0.005％，参天製薬)，

調節機能改善剤シアノコバラミン(サンコバ®0.02％，

参天製薬)，角結膜上皮障害治療薬ヒアルロン酸(ヒアレ

イン®0.1％，ヒアレインミニ®0.1％，参天製薬)につ

いても検討した．点眼薬の添加物は添付文書を，塩化ベ

ンザルコニウムの濃度は文献を参照した17)(表 1)．チマ

バックとブロキレート PF はフィルター付き点眼容器，

ヒアレインミニは使いきり容器に入っていて添加物が除

去されるしくみになっている．なお，角膜上皮細胞と結

膜上皮細胞に対するチモプトール，チマバック，ミケラ

ン，ブロキレート PF，ヒアレイン，ヒアレインミニの

毒性については既報13)で報告した．

Ⅲ 結 果

抗緑内障点眼薬の角膜内皮細胞の生存率は，プロスタ

グランジン製剤であるキサラタンとレスキュラが交感神

経 a，b受容体遮断薬や炭酸脱水酵素阻害薬よりも小さ

い傾向があった(表 1，図 1，2)．1,000倍以上の希釈率

ではいずれの点眼薬も生存率は 85％以上であったが，

チマバックのみ希釈による生存率の上昇が少なかった．

また，塩化ベンザルコニウムを含まないサンピロでは生

存率が大きくなっていた．点眼瓶にフィルターを付けて

添加物を濾過した製剤であるチマバックとブロキレート

PF について，主剤が同じであるチモプトールとミケラ

ンとそれぞれ比較すると，10倍希釈ではフィルター付

きの製剤の生存率の方が大きくなっていた．塩化ベンザ

ルコニウムを含む点眼薬のなかでは濃度が最も低いハイ

パジールの生存率が高かった．塩化ベンザルコニウムの

濃度と 10倍希釈での生存率を並べてグラフに表示した

ところ，塩化ベンザルコニウムが含まれない点眼薬では

生存率が高くなっていた(図 2)．同じ条件で実験した角
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ヒアレインミニ®0.1％

マレイン酸チモロール，BAK，
リン酸二水素ナトリウム，リン
酸水素ナトリウム，水酸化ナト
リウム

チモプトール®0.5％
(b)

交感神経 a，b受容体遮断薬

イソプロピルウノプロストン，

BAK，ポリソルベート 80，等
張化剤，pH 調節剤

レスキュラ®0.12％

ラ タ ノ プ ラ ス ト 0.005％，

BAK，リン酸水素ナトリウム，

リン酸二水素ナトリウム，等張
化剤

キサラタン®

プロスタグランジン製剤

有効成分と添加物＊＊点眼薬の製品名＊

表 1 緑内障点眼薬の成分とヒト角結膜細胞に対する毒性

結膜上皮細胞

／39.1±8.7／97.5±9.2
ヒアレイン®0.1％

0

0.005

0.005

0.02

BAK
濃度
(％)15)

ヒアルロン酸ナトリウム，ED-
TA，e-アミノカプロン酸，pH
調節剤

BAK：塩化ベンザルコニウム，EDTA：エデト酸ナトリウム．
＊：各製品名から点眼剤，点眼液などは省略した，

＊＊：添付文書を参照した，

＊＊＊：文献 13 で報告済み．

ヒアルロン酸ナトリウム，

BAK，EDTA，e-アミノカプ
ロン酸

＊＊＊

／3.3±0.4／102.8±5.5

／4.0±3.2／99.6±7.1

角膜上皮細胞

＊＊＊

＊＊＊

／2.4±0.5／92.8±6.0

／3.2±0.5／91.0±8.1

＊＊＊

＊＊＊

＊＊＊

カリーユニ®0.005％

0.01／3.4±0.3／101.9±7.6／5.8±0.7／98.7±4.2／19.1±3.7／105.5±14.5
シアノコバラミン，BAK，ホ
ウ酸，ホウ砂

／102.7±17.3／104.1±11.3

／20.1±1.9／102.6±15.6

／20.0±4.4／94.0±8.4

／22.7±7.1／97.0±11.0

角膜内皮細胞

サンコバ®0.02％

48時間培養後の細胞生存率(％)
／(平均値±標準偏差，10倍希釈／1,000倍希釈)

0.003

／14.1±2.6／97.9±3.3／29.3±7.0／116.6±8.1同上サンピロ®4％

0.005／3.2±0.3／109.6±11.1／63.0±8.5／102.6±2.5／23.2±6.7／105.8±16.0
ピノレキシン，BAK，EDTA，
濃グリセリン，ポリソルベート
80，pH 調節剤

長期点眼薬

／54.0±4.5／96.3±5.5

／20.2±5.5／94.5±12.7

ブリンゾラミド，BAK，カル
ボキシビニルポリマー，チロキ
サポール，D-マンニトール，

EDTA，pH 調節剤 2 成分，等
張化剤

エイゾプト®1％

副交感神経遮断薬

0

サンピロ®2％ 塩酸ピロカルピン，クロロブタ
ノール，パラオキシ安息香酸プ
ロピル，パラオキシ安息香酸メ
チル，ホウ酸，ホウ砂，pH 調
節剤

／51.5±9.3／110.3±8.4 ／66.9±6.0／102.3±7.8 ／35.0±3.6／105.4±6.0 0

ベトプティック®0.5％
(b)

炭酸脱水酵素阻害薬

／3.9±0.7／111.0±10.2／6.4±1.6／102.0±6.8／22.9±8.1／97.8±10.8

塩酸ドルゾラミド，BAK，ヒ
ドロキシエチルセルロース，

D-マンニトール，クエン酸ナ
トリウム，塩酸

トルソプト®1％

／11.1±8.1／106.9±3.2 ／3.9±0.5／103.2±6.3 0.01

0.005

／2.6±0.6／111.0±7.1／23.7±3.6／91.1±21.7
塩酸ブナゾシン，BAK，濃グ
リセリン，ホウ酸，pH 調節剤

デタントール®0.01％
(a1)

0.01／2.4±0.7／101.4±7.3／4.7±1.4／99.3±7.1／20.9±5.9／105.8±14.8
塩酸ベタキソロール，BAK，
EDTA，等張化剤，pH 調節剤
2成分

ハイパジール®0.25％
(a1，b)

ニプラジロール，BAK，リン
酸水素ナトリウム，リン酸二水
素カリウム，塩酸，塩化ナトリ
ウム

／37.7±8.3／89.3±5.8 ／49.8±10.4／104.5±7.6 ／3.4±0.4／110.7±14.6 0.002

／31.1±9.8／101.7±9.9

／19.8±7.0／97.9±7.5

塩酸カルテオロール，BAK，
塩化ナトリウム，リン酸二水素
ナトリウム，無水リン酸一水素
ナトリウム

ミケラン®2％
(b)

0＊＊＊／26.4±6.5／109.7±20.3
塩酸カルテオロール，ホウ酸，

ホウ砂
ブロキレート®PF 2％
(b)

0.005

ミロル®0.5％
(a1，b)

塩酸レボブノロール，BAK，
リン酸二水素カリウム，リン酸
水素ナトリウム，等張化剤，ポ
リビニルアルコール(部分けん
化剤)，ピロ亜硫酸ナトリウム，

EDTA，pH 調整剤

／15.8±6.1／92.3±18.9 ／7.5±1.9／102.1±3.8 ／4.2±0.5／104.1±5.4 0.004

＊＊＊

0＊＊＊／45.4±6.6／85.2±10.7
マレイン酸チモロール 0.5％，

リン酸水素ナトリウム，リン酸
二水素ナトリウム

チマバック®
(b)

＊＊＊ ＊＊＊ 0.005

＊＊＊



膜上皮細胞や結膜上皮細胞の生存率も，角膜内皮細胞と

同様の傾向があった(表 1)．サンピロの 2％と 4％の比

較では，すべての実験で 4％の生存率の方が低くなって

いた．

塩化ベンザルコニウムを含む長期処方点眼薬の角膜内

皮細胞の生存率は，10倍希釈では 19〜39％と緑内障点

眼薬と同等であった(表 1，図 2，3)．

Ⅳ 考 按

緑内障点眼薬の培養ヒト角膜内皮細胞への毒性は，プ

ロスタグランジン製剤が交感神経 a，b受容体遮断薬，

炭酸脱水酵素阻害薬，副交感神経遮断薬よりも大きい傾

向があった．また，添加物の塩化ベンザルコニウムと毒

性との関連が示唆された．すなわち，防腐剤が除かれて

いるか塩化ベンザルコニウムの濃度が低い薬では毒性が

低い傾向があった．ピロカルピンでは主剤の濃度が低い

方が常に毒性が低く，主剤の影響もあることが示され

た．チマバックは希釈による生存率の上昇が少なかった

が，原因は不明である．以上のような所見は角膜上皮細

胞と結膜上皮細胞への毒性でも同様であった．青山ら2)

は培養ヒト角膜上皮細胞を使用して 48時間培養後の抗

緑内障点眼薬の増殖抑制率を検討している．主剤と基剤

とに分けて実験し，いずれもプロスタグランジン製剤＞

交感神経 b遮断薬＞炭酸脱水酵素阻害薬の順に抑制が

強い傾向があったとしている．使用した細胞は異なる

が，今回の角膜内皮細胞の結果も同様の傾向を示した．

緑内障点眼薬による角膜内皮障害の研究としては，トル

ソプト点眼と角膜浮腫についての報告があるが18)〜20)
，

渉猟した限りでは培養ヒト角膜内皮細胞を使用した報告

はない．

著者らは今回と同じ条件で点眼薬の添加物の培養ヒト

角膜内皮細胞毒性を検討しており13)
，点眼薬に使用され

る濃度に近い 0.01％塩化ベンザルコニウムの 10倍希釈

での細胞生存率は 22.4％であり，同量の 0.01％塩化ベ

ンザルコニウムを含むペトプティック(20.9％)，エイゾ

プト(20.2％)，サンコバ(19.1％)と同様の数値であっ

た．このことからも，角膜内皮細胞毒性が塩化ベンザル

コニウム濃度に強く影響されていることが推測できる．

培養角膜上皮細胞や結膜上皮細胞を使用して緑内障点眼

薬中の塩化ベンザルコニウムの影響を検討した従来の研

究3)〜5)でも，塩化ベンザルコニウムによる毒性が確認さ

れている．他の添加物ではポリソルベートに毒性がある

が，これを含むカリーユニの毒性は今回の検討では特に

高くはなかった．既報13)のごとく，ポリソルベートも
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図 1 緑内障点眼薬の培養ヒト角膜内皮細胞に対する毒性．

48時間培養後の生存率を，対照との比率で算出している．プロスタグランジン製剤(点線で結ばれた◇と

□)はすべての希釈率において低い値を示している．また，添加物が除かれている製剤(実線で表示)や塩化

ベンザルコニウムの濃度が低いハイパジールでは生存率が高い傾向がある．

◇ ：レスキュラ 0.12％， □ ：キサラタン， △ ：チモプトール 0.5％， ▲ ：チマバック，

○ ：ミケラン 2％， ● ：ブロキレート PF 2％， ＋ ：デタントール 0.01％， ＊ ：ミロル

0.5％， × ：ベトプティック 0.5％， − ：ハイパジール 0.25％， □ ：トルソプト 1％， ◇ ：エ

イゾプト 1％， ■ ：サンピロ 4％， ◆ ：サンピロ 2％．
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図 2 培養ヒト角膜内皮細胞に対する毒性と塩化ベンザルコニウム濃度．

それぞれの点眼薬の 10倍希釈時の生存率とその右隣に塩化ベンザルコニウム濃度を負方向に示した．塩化

ベンザルコニウムを含まない方が生存率が高くなっている．塩化ベンザルコニウムを含む点眼薬では濃度が

低いヒアレインとハイパジールの生存率が高くなっている．BAK：塩化ベンザルコニウム．

□：角膜内皮細胞生存率，■：BAK濃度．
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図 3 長期処方点眼薬の培養ヒト角膜内皮細胞に対する毒性．

48時間培養後の細胞生存率を，対照との比率で算出している．塩化ベンザルコニウムを含む長期処方点眼

薬の生存率は，緑内障点眼薬と同等であった．使いきり容器に入っているヒアレインミニの生存率は高い．

● ：ヒアレイン 0.1％， ▲ ：サンコバ 0.02％， ■ ：カリーユニ 0.005％， ○ ：ヒアレインミニ

0.1％．



0.1％以下の濃度での毒性は各細胞とも低く，サンピロ

に使用されているパラオキシ安息香酸メチル，パラオキ

シ安息香酸プロピルも，それぞれサンピロ点眼薬中の濃

度の 0.026％と 0.014％では細胞毒性は低い(未発表

データ)．

緑内障点眼薬は角膜内皮細胞に到達するまでに

1,000〜10万倍に希釈され21)22)
，今回の結果からは毒性

はほとんどないことになる．また，長期間処方される点

眼薬の角膜内皮細胞生存率と防腐剤濃度は緑内障点眼薬

と同等であった．これらの点眼薬は歴史も長く，長期に

使用している症例も相当数にのぼり，緑内障点眼薬の長

期毒性を検討する比較対象として有用と思われる．櫻井

ら23)は，1,608 眼の白内障手術患者の角膜内皮細胞密度

を検討し，眼疾患のない 41 眼(2.5％)で年齢に比して細

胞密度が少なかったとしている．対象の中で長期間点眼

薬を使用していた症例の割合は不明だが，相当数の白内

障患者が年余にわたり白内障治療薬を点眼していると経

験上思われるので，点眼薬が原因で障害が発生する可能

性は大きくないといえよう．点眼薬の 10〜100倍希釈の

濃度まで角膜内皮毒性があるが，角膜上皮障害や，内眼

手術後の創離開のように眼内外が交通するような状態が

長期間続いたとしても，角膜内皮細胞に曝露する濃度は

低い．さらに房水流もあるため角膜内皮細胞への毒性は

あまり生じないと思われる．

本研究はミトコンドリア活性を測定するバイオアッセ

イ法での検討のみなので，形態学的検討や他の細胞毒性

試験法によってさらに検証されるべきであろう．今回は

薬液の細胞への作用時間を 48時間としたが，従来の研

究では 5秒8)
，15 分4)5)

，30 分6)
，24時間8)で検討されて

いる．点眼薬の培養細胞による毒性試験の標準的方法が

定まっておらず，点眼後の薬物が結膜囊や角膜内に滞留

する時間は 48時間よりはるかに短いため，将来的には

今回よりも短い作用時間で検討する必要がある．今回の

実験は市販の点眼薬を使用したため，主剤と基剤それぞ

れの角膜内皮細胞毒性への関与は不明である．しかしな

がら，一般臨床では市販の点眼薬が使用されるので，今

回の研究には十分な意義があると考える．

本研究は平成 19年度の神奈川県眼科医会眼科臨床研究助

成金を受けて行われた．本稿の要旨は第 31 回角膜カンファ

ランス・第 23 回日本角膜移植学会(2007 年 2 月，宮崎市)，

2007 年 ARVO meeting (2007 年 5 月，米国フロリダ州

フォートローダーデール)で発表した．

文 献

1) Iwase A, Araie M, Tomidokoro A, Yamamoto T,

Shimizu H, Kitazawa Y：Tajimi Study Group.

Prevalence and causes of low vision and blindness in

a Japanese adult population：the Tajimi Study. Oph-

thalmology 113：1354―1362, 2006.

2) 青山裕美子, 本木正師, 橋本真理子：各種抗緑内障

点眼薬のヒト角膜上皮細胞に対する影響. 日眼会誌

108：75―83, 2004.

3) Ishibashi T, Yokoi N, Kinoshita S：Cmparison of

the short-term effects on the human corneal surface

of topical timolol maleate with and without benzal-

konium chloride. J Glaucoma 12：486―490, 2003.

4) Pisella PJ, Debbasch C, Hamard P, Creuzot-

Garcher C, Rat P, Brignole F, et al：Conjunctival

proinflammatory and proapoptotic effects of latano-

prost and preserved and unpreserved timolol：An

ex vivo and in vitro study. Invest Ophthalmol Vis Sci

45：1360―1368, 2004.

5) De saint jean M, Debbasch C, Brignole F, Rat P,

Warnet J-M, Baudouin C：Toxicity of preserved

and unpreserved antiglaucoma topical drugs in an in

vitro model of conjunctival cells. Curr Eye Res 20：

85―94, 2000.

6) Guenoun JM, Baudouin C, Rat P, Pauly A,

Warnet JM, Brignole-Baudouin F：In vitro study

of inflammatory potential and toxicity profile of

latanoprost, travoprost, and bimatoprost in

conjunctiva-derived epithelial cells. Invest Ophthal-

mol Vis Sci 46：2444―2450, 2005.

7) Noecker RJ, Herrygers LA, Anwaruddin R：

Corneal and conjunctival changes caused by com-

monly used glaucoma medications. Cornea 23：

490―496, 2004.

8) Pfister RR, Burstein NL：The effects of oph-

thalmic drugs, vehicles, and preservatives on

corneal epithelium：a scanning electron microscope

study. Invest Ophthalmol Vis Sci 15：246―259,

1976.

9) Burstein NL, Klyce SD：Electrophysiologic and

morphologic effects of ophthalmic preparations on

rabbit cornea epithelium. Invest Ophthalmol Vis Sci

16：899―911, 1977.

10) 高橋信夫：培養結膜上皮細胞に対する薬剤毒性 第

1 報 防腐剤. 日眼会誌 84：1171―1176, 1980.

11) De Saint Jean M, Brignole F, Bringuier AF,

Bauchet A, Feldmann G, Baudouin C：Effects of

benzalkonium chloride on growth and survival of

Chang conjunctival cells. Invest Ophthalmol Vis Sci

40：619―630, 1999.

12) 加治優一, 大鹿哲郎：各種フルオロキノロン剤によ

る角膜内皮細胞毒性の比較．あたらしい眼科 24：

1229―1232, 2007.

13) Ayaki M, Yaguchi S, Koide R, Iwasawa A：

Cytotoxicity of ophthalmic solutions with and

without preservatives for human corneal endothelial

cells, epithelial cells, and conjunctival epithelial cells.

Exp Clin Ophthalmol 36：553―559, 2008.

14) Ishiyama M, Shiga M, Sasamoto K,Mizoguchi M,

He P：A new sulfonated tetrazolium salt that

produces a highly water-soluble formazan dye.

Chem Pharm Bull 41：1118―1122, 1993.

平成 21 年 5 月 10日 緑内障点眼薬の角膜内皮細胞への毒性・綾木他 581



15) Mosmann T：Rapid colorimetric assay for cellular

growth and survival：Application to proliferation

and cytotoxicity assays. J Immunol Methods 65：

55―63, 1983.

16) 渡辺正巳：細胞毒性試験法. 日本組織培養学会

(編)：細胞トキシコロジー試験法. 朝倉書店, 東

京, 71―72, 1991.

17) 点眼薬の防腐剤濃度. 大橋裕一, 他(編)：眼科薬剤

クイックリファランス. 南江堂, 東京, 198―202,

2004.

18) Konowal A,Morrison JC, Brown SVL, Cooke DL,

Maguire LJ, Verdier DV, et al：Irreversible

corneal decompensation in patients treated with

topical dorzolamide. Am J Ophthalmol 127：403―

406, 1999.

19) Giasson CJ, Nguyen TQ, Boisjoly HM, Lesk MR,

Amyot M, Charest M：Dorzolamide and corneal

recovery from edema in patients with glaucoma or

ocular hypertension. Am J Ophthalmol 129：144―

150, 2000.

20) Egan CA,Hodge DO,McLaren JW,BourneWM：

Effect of dorzolamide on corneal endothelial function

in normal human eyes. Invest Ophthalmol Vis Sci

39：23―29, 1998.

21) Vareilles P, Silverstone D, Plazonnet B, Le

Douarec JC, Sears ML, Stone CA：Comparison of

the effects of timolol and other adrenergic agents on

intraocular pressure in the rabbit. Invest Ophthal-

mol Vis Sci 16：987―996, 1977.

22) Araie M, Takase M, Sakai Y, Ishii Y, Yokoyama

Y, Kitagawa M：Beta-adrenergic blockers：ocular

penetration and binding to the uveal pigment. Jpn J

Ophthalmol 26：248―263, 1982.

23) 櫻井美晴, 羽藤 晋, 望月弘嗣, 大野健治, 山田昌

和：白内障術前患者の角膜内皮細胞減少例とその要

因. 臨眼 60：73―77, 2006.

日眼会誌 113 巻 5 号582



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo false
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 100
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 2.00000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
>
    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e5c4f5e55663e793a3001901a8fc775355b5090ae4ef653d190014ee553ca901a8fc756e072797f5153d15e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc87a25e55986f793a3001901a904e96fb5b5090f54ef650b390014ee553ca57287db2969b7db28def4e0a767c5e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for on-screen display, e-mail, and the Internet.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>
>
    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020d654ba740020d45cc2dc002c0020c804c7900020ba54c77c002c0020c778d130b137c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor weergave op een beeldscherm, e-mail en internet. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /JPN <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /ConvertToRGB
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing false
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


