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家兎眼における■uorometh010neの 代謝に関する研究 (図 8,表 1)

飽  浦  淳  介 (鳥取大学医学部眼科学教室)

]/1etabolislm[of Fluorornetholone in iRabbit Eye

Junsuke Akura
Defartment of Ophthalmologt, Tottoi [Jniuersity School of Medicine

要  約

Fluorometholone(FLM)の 眼における代謝産物 を明 らかにする目的で木実験 をおこない,以下の結果 を得
た。1)FLMを家兎眼球に点眼 した後,房水を採取,抽出物を薄層クロマ トグラフィー (TLC),ガスクロマ

トグラフィー (GC),ガスクロマ トグラフィー。マススペク トロメ トリー (GC/MS)分析 し,房水中に代謝産

物 としての20α ‐dihydroFLMの 存在 を証明 した。2)FLMを 角膜の細切片 とインキュベー トし,抽出物 を
GC,GC/MS分 析 の結 果,20α…dihydroFLMの 生 成 が確 認 され た.す な わ ち,家 兎 角 膜 に は20α‐

hydrOXySterOid dehydrogenase活 性が存在する。以上の結果から,点眼 された FLMは ,眼内移行中にその

一部が20α‐dihydroFLMに還元代謝 されることが明らかになった。 (日 眼 91:1137-1146,1987)

キーワー ド:フ ルオロメ トロン,代謝,合成副腎皮質ステロイ ド剤,家兎眼,ガスクロマ トグラフィー。マス

スペク トロメ トリー

Abstract
This experiment attempted to identify any metabolites of fluorometholone (FLM) in rabbit eye by

thin layer chromatography, gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry. After
instillation of FLM into the eyes of rabbits, 20a-dihydroFlM was found in the aqueous humor.
Furthermore, the same metabolite was also formed by incubating FLM with slices of cornea. The
enzymatic activity which metabolizes FLM into 20a-dihydroFlM was thus shown to be present in this
tissue. These results show that topically applied FLM is metabolized into 20a-dihydroFlM during its
transfer into the aqueous humor. (Acta soc ophthalmol Jpn g1 : 1132-1146, lggz)

Key words: fluorometholone, metabolism, synthetic corticosteroid, rabbit €y€, gas
chromatography -mass spectrometry

I緒  言

眼科領域では,前眼部および外眼部の炎症性病変に,

広 く副腎皮質ステロイ ド剤が点眼などによって局所投

与 され,著効をあらわす。しかしこの反面,副腎皮質

ステロイ ド剤の局所投与が長期にわたると,ス テロイ

ド緑内障などの重大な副作用が起 こることが知 られて

いる1)～ 5)。 点眼されたステロイ ドは,主 として角膜を通

過 して前房に移行する。角膜,虹彩毛様体など眼組織

には,ス テロイ ドを代謝する酵素系が存在するため
,

投与 されたステロイ ドは,角膜通過中またはその後代

謝され,房水中には,投与 したステロイ ドと共にその

代謝産物が含まれている6)～ 13)。
すなわち,線維柱帯 ,

虹彩毛様体,水晶体などの眼組織に作用するのは,投
与ステロイ ドとその代謝産物の両者である。従って ,

点眼されたステロイ ドの房水中における代謝産物を知
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ることは,眼科の臨床において,ス テロイ ドの作用 ,

副作用を解明する上で重要である.

Fluorornetholone(9α‐nuOrO‐ 1lβ , 17α―dihydroxy―

6α‐methyl-1,4‐pregnadiene‐ 3,20-dione)は ,他の多 く

の副腎皮質ステロイ ド剤と異な り,21-水酸基を持って

いない14)15).皮膚試験によると,nuorometh010ne(以

下 FLM)は ,comsolの 40倍の抗炎症作用を示すのに

経 口投与では 1～ 2倍 にすぎないことから,FLMは
局所使用にす ぐれたステロイ ド剤 とされている16).眼

科領域でも,FLMは 抗炎症剤 として局所的に使用 さ

れ, しかも眼圧上昇などの副作用は,他のステロイ ド

剤に比して著 しく少ないことが知 られている17)～22)。 こ

のよ うに,FLMの 副作用が少 ないのは,あ るいは

FLMが抗炎症的に作用したのち,速やかに代謝され

るのではないかとも考えられる.し かし,FLMの代謝

ないし代謝産物については,眼組織はもとより他の臓

器組織においても報告されていない。

本研究は FLMの 眼における作用,副作用を解明す

る一端 として,その眼における代謝産物を明らかにす

るためにおこなった.

II 実験方法

1.FluOrOmeth01one(FLM)の 点眼実験

体重2.5～ 3.5kgの 自色家兎10羽 を用いた.市販の

0.1%FLM点 眼液 (フ ルメ トロン)を 15分間に頻回両

眼結膜嚢内に点眼し,最後の点眼より30分後に27G針

を用いて,両眼より1羽 につき房水約0.6ml,計6mlを

採取 し, これに10倍量のエタノールを加え,分析まで

冷室に保存した .

2.FluOrOmeth01one(FLM)の 角膜組織による代

謝実験

耳静脈内に空気を注入し致死 させた白色家兎 (2.5

kg)の両眼球を摘出した。摘出した眼球から両眼の角

膜 (湿重量160mg)を 分離し,生理食塩水で洗浄後細切

した。細 切 片 を 5%glucoseを 含 む Krebs‐Ringer

phOsphate burer(pH 7.4)2ml中 で,市販の0.1%

FLM点眼液 (フ ルメトロン)1滴 (50メ )と 37℃ 空気

中でインキュベートした.2時間後,10倍量のエタノー

ルを加え反応を止め,冷室に保存した.

3.試料の抽出と精製

抽出精製法の概略を Fig.1に示した。すなわち,10

倍量のエタノールを加えた分析試料を30分間60℃ で加

温後濾過し,沈殿を2回エタノールで洗浄する。濾液

と洗浄液を合わし,減圧下で蒸発乾固する。残査を80%
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Sample

ethanol

ppt filtrate

res idue

80% methanol
Hexane

80% Methanol Hexane

residue

SeohadexLH_20

free sterold. fractlon

ethyl acetate
H20

H20 ethy■  acetate

Fig. 1 Extraction
metabolites

residue

(TLC, GC, GC/PS)

and  purincation  Of  the

メタノール溶液20mlに溶解,ヘ キサン20mlを加え振

とう後ヘキサン層を除去する。水性 メタノール層を減

圧蒸留 して溶媒を除去す る。残澄 は,Siovall and

Vihkoの方法23)に 従って SephadexLH‐ 20カ ラムクロ

マ トグラフィーをおこない,遊離 ステロイド分画を集

めた.すなわち,残澄を,0.01M NaClを 含むクロロ

ホルムーメタノール (1:1)に溶解 し,同 じ溶媒で調

製した SephadexLH‐ 20カ ラム (lcm× 15cm)に添カロ,

同じ溶媒で溶出する。最初から12mlま での溶出液を窒

素気流下で蒸発乾固する。溶出液中に含まれる NaCl

を除 くため,残査を酢酸エチルに溶解し,酢酸エチル

溶液を水洗,Na2S04に て乾燥後,窒素気流下に溶媒を

蒸発乾固 した.残湾中のステロイ ドは,薄層クロマ ト

グラフィー, ガスクロマ トグラフィーおよびガスクロ

マ トグラフィー ●マススペク トロメトリーによって分

析した。

4.薄層クロマ トグラフィー (TLC)

試:料 を TLCシ ート(Eastman chromatogram sheet

No.6060)に スポットし,ク ロロホルムーアセ トン(7:

3)で展開 した。クロマ トグラム上のステロイ ドの検
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出は, クロマ トグラムを紫外線下で観察すると共役二

重結合のあるステロイ ドは黒いスポットとして検出さ

れる。その他のステロイ ドの存否を確かめるため,必

要に応 じて リンモ リブデン酸による呈色反応をおこ

なった.薄層クロマ トグラムからのステロイ ドの抽出

は,各 々のスポットを切 りとり, メタノールおよびア

セ トンで抽出した.

5。 誘導体 の調製お よびガスクロマ トグラフィー

(GC)

GCお よび GC/MS分析に先立って,試料を Thenot

and Horningの 方法24)に よってメトオキシムートリメ

チルシリル誘導体 (MO‐TMS)と した。すなわち,試

料を10%塩酸メチルヒドロキシルアミンのピリジン溶

液50μ lに溶解 し,60℃ で30分間加温後,窒素気流下で

ピリジンを蒸発する。残査に50μ lの トリメチルシリル

イミダゾールを加え,100℃ で 3時間加熱する。溶媒を

窒素気流下で除去,残査を20μ lの ヘキサンに溶解 し
,

その一部をガスクロマ トグラフ,又はガスクロマ トグ

ラフ ●マススペクトロメーターに注入した。ガスクロ

マ トグラフは島津製 GC‐4-BPF型 ガスクロマ トグラ

フを使用 した。 カラムは, 1%OV_1(Gaschrom Q,
60-120mesh)を 充填した2m× 4mmシ リコン処理ガラ

スカラムを使用 した。カラム温度は250℃ ,キ ャリアガ

ス窒素流量を30m1/minと し,検出は水素イオン化検

出器によっておこなった。

6。 ガスクロマトグラフィー・マススペク トロメト

リー (GC/MS)
GC/MS分析は,JGC‐ 20K‐JMS D‐ 300(日 本電子株

式会社製)お よびデータ処理システムJMA‐ 2000を使

用した。シリコン処理したlm× 2mmガ ラスカラムに

1%OV-1を充填したものをガスクロカラムとし,キ ャ

リアーガス (ヘ リウム)流量は30m1/minで 使用した.

7。 Πuorometholone(FLM)の 20‐dihydro体 の合

成

20α ‐dihydroFLM (9α ‐■uoro-6α―methyl‐ 1lβ , 17,

20α‐trihydroxy‐ 1,4‐ pregnadien‐ 3‐one)'Sよ  てバ20β‐

dihydroFL卜I(9α・■uoro‐ 6α―rnethyl‐ 1lβ , 17, 20β‐

trihydroxy‐ 1,4‐ pregnadien-3‐one)の 合成は,Norym‐

berski and w。。ds25)に 従っておこなった。すなわち,

FLMの メタノール溶液を 0°Cにおいて NaBH4で還

元 し た。 こ の と き20α ‐dihydrOFLMと 20β ‐

dihydroFLMが生成するが,両者はTLCで分離した。

FLMの 20β―dihydroxy体 へ の特異的 な還 元 は,

IIubener  and  Lehmann26)ン こ従 って20β ‐

21- (1139)

hydroxysteroid dehydrogenase(ベ ー リンガー。マン

ハイム山之内株式会社)を用いておこなった。

III 結  果

1.房水中の FLM代謝産物の同定

FLM点眼後の房水中ステロイ ドを抽出精製 し, こ

の試料を TLC分析 したクロマ トグラムを紫外線下に

観察 した結果を Fig.2に示した。紫外線下で房水抽出

物は, 2つの濃いスポットの他に幾つかの淡いスポッ

トを認めた,こ の 2つ の濃いスポットの うち極性の低

いスポット (b)の Rf値は FLMのそれ と一致し,極

性の高いスポット(a)の Rf値は20α ‐dihydroFLMの

それ と一致する.

スポ ットaを 抽 出 し,抽 出物 を MO‐TMS化 して

GCを おこなったクロマ トグラムを Fig.3-Aに :不 し

た。 この物質は二峰性のピークを示すが,各峰の保持

時間は図中に示した。Fig.3-B,Fig.3-Cお よび Fig.

3-Dに各々標品20″dihydroFLM,20β ‐dihydroFLM

および FLMの MO‐TMS誘導体のガスクロマ トグラ

ムを示 したが,いずれも二峰性のピークを与える。Fi3

3-Eに物質 aと 標品 FLMの混合物を MO‐TMS化 し

た試料のガスクロマ トグラムを示した。 このクロマ ト

グラム (F暮 3-E)か ら,FLMの 最初のピークを基準

にしたときの物質 aの相対保持時間が求められる。こ

のようにして求めた物質 a,20α‐dihydroFLMお よび

20β―dihydroFLMの 相対保持時間を Table lに 示 し

f ront

Or igin

Fig. 2 Thin layer chromatogram of the extract
from aqueous humor after instilling FLM
I : standard FLM, II : standard 20a-dihydroFlM,
III : standard 20B-dihydroFlM, IV : extract
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テこ.

物 質 aお よび20α‐dihydroFLMを MO‐TMS誘 導

体 として GC/MS分 析 したときのマススペク トルを

日眼会誌 91巻 12号

Fig.4に 示したが,両 スペク トルは完全に一致した。

以上,TLC分析において Rf値が一致すること,GC
分析で相対保持時間が一致すること,GC/MS分 析で

B

t20
Retention time(min) Retention time(min)

Retention time(min) Retention time(rrlin)

Retention time(min)

Fig. 3 Gas chromatograms of the MO-TMS derivatives
A: Material in spot a, B: Standard 20a-dihydroFlM, C: Standard 20B-dihydro-
FLM, D: StandardFlM, E: Material in spot a * standardFlM (Retention times
are indicated in the chromatograms)
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Table 1 Relative retention times of the

MO-TMS derivatives

Sample
relative retention time*

first peak second peak

material in spot a

20a-dihydroFLM
20p-dihydroFLM
FLM

ν

″

お

∝

1.29

1.29

1.23

1.06

マススペク トルが一致することか ら,物質 aは 20α ‐

dihydroFLMと 同定される.

房水抽出物の薄層クロマ トグラム上 FLMと 同一の

Rf値を示す物質 bは ,物質 aの 同定 と同じ方法で GC
および GC/MS分析した結果,FLMと 同定された。

薄層クロマ トグラム上で淡い紫外線の吸収を示すス

ポット中の物質は,MO‐TMS化後 GC/MS分析 し,そ

のスペク トルを解析したが,いずれにもステロイ ド骨

幣に特有なフラグメン トイオンは存在 しないためステ

ロイドとは考えられない。また,FLMの A環の還元 さ

れた,即 ち紫外線を吸収しない代謝産物を検出する日

的で, クロマ トグラムを リンモ リブデン酸で呈色反応

をおこなったが,内 因性コレステロール以外のステロ

イ ドは検出されなかった。

23- (1141)

以上から,FLM点眼後の房水中には,FLMの 他20

″dihydroFLMが 代謝産物 として検出された (Fig.

5).

2.角 膜組織によるFLMの代謝

角膜 を FLMと インキュベー トした抽出精製物 を

MO‐TMS誘導体 として GC分析 したクロマ トグラム

を Fig.6に示 した。 2つの二峰性 ピークが得 られる

が,こ れ らの保持時間は,各 々FLM,20α ‐dihydrOFLM

のそれとほぼ一致した,GC/MS分 析した結果,こ れら

2つ の ピーク は,各々FLMと そ の代 謝 産 物20α‐

dihydroFLMに よることが確認された.すなわち,角

膜には,FLMを 20α‐dihydroFLMに代謝する酵素活

性が存在することが明らかになった。

3.20α ―および20β・dihydroFLMの 化学的合成

FLMを Norymberski and W00ds法 で還 元 す る

と,20α―および20β‐dihydrO体の 2つ のエピマーを生

成し,20β 体が20α 体より多いと予測される27)28)。
還元

物を TLCをおこない,ク ロマ トグラムを紫外線下で

観察す ると 2つ のスポットが認め られた (Fig.2参

照)。 この うち極性の低いスポ ットは淡 く,極性の高い

スポ ットは濃い。極性の高いスポットの Rf値は,FLM
を20β‐hydroxysterOid dehydrOgenaseで 特異的に還

元 して合成 した20β‐dihydr6FLMのそれと一致す る。

m/z
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fluOronleth。 ■One    20α _dihyaroF■uorometholone

Fig. 5 Metab01isin of Fl′M in rabbit eye

Retention time(min)

Fig. 6 Gas chrOrnatOgram of theヽ I(D‐
′

「
MS deriv‐

atives of the extract obtained after incubation of

FLヽ4、vith corneal tissue

両スポットから抽出されたステロイ ドの紫外線スペク

トルは,いずれもλmax 238mm(メ タノール)であっ

て,FLMの A環が還元されずそのままであることを

示 している。 したがって,極性の低 い還元体は20α ‐

dihydroFLM,極 性の高い還元体 |ま 20β ‐dihydroFLM

であると考えられる.両還元体のマススペク トルを

FLMの それ と共に Fig。 7に 示 した.FLMの 分子イ

オン376に対 し,還元体は分子イオン378な ので,dihy‐

dro体であることを示 している。また,ス ラグメン トイ

オンも20-dihydroFLMであると説明されるので,両物

質は20α ―および20β^dihydroFLMと 確認された。

IV考  按

FLMの in vivo,お よび眼組織を含めその他の臓器

組織によるin vitro代謝産物に関する報告は,著者の

知る限 り存在 しない。Yamauchiら 9)は ,家兎に3H_

FLMを点眼した後,角膜および房水中のステロイド

日眼会誌 91巻 12号

をTLCに より分析し,3H_FLMの 他に,こ れより極性

の高い代謝産物が唯一つだけ生成す ることを報告 して

いる.し かし,彼 らはこの代謝産物が何であるかは明

らかにしていない.著者は,FLMを 家兎に点眼し,房

水中に FLMと その代謝産物20″ dihydroFLMが 存

在することを,TLC,GCお よび GC/MS分析によって

明 らかに し,更 に,FLMは 角 膜 組織 によって20α‐

dihydroFLMiに 代謝 され る こ とを証 明 した.20α‐

dihydroFLM:は ,薄層クロマ トで FLMよ り極性が高

く,そ の極性から考えて,Yamauchiら 9)の
未知の代謝

産物は,20α‐dihydroFLMであった ものと考えられ

る.

FLMお よび20α‐dihydroFLMの MQTMS誘 導体

が,OV‐ 1カ ラムによるGC分析で二峰性ピークを与え

たのは, これ らの物質の特徴の 1つである.一般に,

3-ケ トステ ロイ ドをMO化 した場合,syn/anti両異

性体が生成するが,OV‐ 1カ ラムによる GC分析では多

くの3-ケ トステロイ ドの両異性体は分離せず, 1つ の

ピークとして検出される29)。 しか し,ス テロイドによっ

ては二峰性の ピークを与える場合がある30)。 なお GC/
MS分析で,両峰は同一のマススペク トルを与える。

ヒトの in vivo,動物の肝臓その他の組織におけるス

テロイ ド代謝 に関する研究 は多数報告 されてい る

が31)～33),眼 におけるステロイ ド代謝に関する報告は少

ない.C21ス テロイ ドの眼における代謝研究は,co■ isol

とprogesteroneに 代表されるが(Fig.8),現在までに

次のような報告がある.in vitroの代謝については ,

Onoら n)は ウシ,ブ タおよびラットの水晶体ホモジ

ネートを cortisolと インキュベー トす ると,cortisol

の側鎖|が切断 されて1lβ‐hydrOXyandrOStenediOneが

生成されると報告 した。Ganegosら 34)は ,家兎水晶体

組織および虹彩毛様体を, コルチ コステロイドおよび

progesteroneと インキュベー トし,次のように報告 し

ている. cortisol, cortisoneお よび corticosteroneな

と
｀
の主な代i謝 |ま , 1lβ‐hydroxysteroid dehydrogenase

による1lβ―水酸基の可逆的酸化還元反応であり,11‐

deoxycortisolオ6●よこバ11‐deoxycorticosteroneな と
｀

|ま

代謝されなかった。これらステロイ ドの A環の還元反

応は,cortisoneで は多少おこっているようであるが ,

他のステロイ ドでは全く認め得なかった。また,何れ

のコルチコステロイ ドでも,側鎖切断代謝産物は証明

し得 な か った。progesteroneか ら は,20α ‐

dihydroprogesteroneと A環が還 元 された代謝産物

が得られた。
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眼にステロイ ドを点眼 し,房水その他の眼組織中の

代謝産物を研究 した in vivoの 実験 として,Hama‐

shigeら 3)は,家兎角膜前面に投与 した cortisone ace‐

tateは房水に移行するが, このとき acetateは大部分

が水解され cortisoneと なり,更に一部は11-ケ ト基が

還元 され cortisolに なると報告している.Ichigashira

and Yamaga10)は ,dexamethasOneを 家兎角膜に点眼

400

すると,房水中にその側鎖が切断されて生じた代謝産

物が証明された と報告している.

FLMが眼において20α‐dihydroFLMに 代謝された

本実験の結果を,現在までに報告 された眼における

C21ス テロイ ド代謝に関する知見か ら考察すると次の

ようになる.(1)肝酵素系などによって cortisolの A
環は速やかに還元 されるが,眼においては cortisolの

m/2
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れた代謝産物が生成されなかった ことは,6β―水酸化

に関しては,FLMも 副腎皮質ステロイ ドと類似して

いる。(4)FLMの 側鎖に関する代謝については,側鎖

切断産物が生成せず20α ‐dihydroFLMが得 られたの

は,先に述べた progesteroneの 家兎眼組織における代

謝34)と 類似 している。これは FLMの 側鎖が prOge_

steroneと 同じmethyl ketoneであ り,他の天然およ

び多 くの合成副腎皮質ホルモン製剤のように C‐21水

酸基を有 しないためと考えられる.

本実験の結果,家兎に点眼された FLMは,眼内移行

に際 し,あ るいは移行後,20α‐dihydroFLMに代謝さ

れることが明らかになった。20″dihydroFLMの 生理

作用は明 らかでないが,一般に副腎皮質ホルモンの

20-ケ トン基が還元されると,生理作用を失なうと考え

られている37)。 したがって,20α ‐dihydroFLMも 殆ん

ど生理作用を持たないのではないかと想像される。問

題は FLMを臨床でおこなわれるよ うに点眼 した と

き,眼内あるいは房水中の FLMと 20″ dihydroFLM

の濃度である。本研究では代謝産物の同定を主目的と

していたため,特に頻回の FLM点眼をおこなったの

で,定量的な点については明らかにし得ない.Yamau‐

chiら 9)の 点眼実験は比較的臨床に近 く,房水中ステロ

イ ドの TLC分 析では,家 兎 に点眼 された FLMは
dexarnethasone, predonisoloneン こ上ヒしはるか |こ 像レく

代謝 されることを想像させるクロマ トグラムを得てい

るが,定量はしていない.本実験の結果,FLMの 眼に

おける代謝産物が20α ‐dihydroFLMで あることが明

らかにされたので,FLM点 眼の抗炎症効果,緑内障そ

の他の眼に対する副作用を解明するために, この代謝

の定量的な研究が今後必要である。

稿を終えるにあたり,御指導御校閲を賜 りました鳥取大

学附属ステロイド医学研究施設生化学部門清水久太郎教

授,山家誠夫助教授,鳥取大学眼科学教室藤永 豊教授に深

謝致します.
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