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硫酸ネチルマイシンの硝子体内一回注入における

網膜の形態学的変化
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要  約
我々はアミノグルコシッド系の抗生剤であるnetilmicin sulfate(ネ チルマイシン)を有色家兎の硝子体内
一回注入を行い,網膜毒性について検討 した。注入量はネチルマイシンをオペガードMA①に溶解し,0.lml
中に100μg,200μ g,500μ g,1′ 000μ gと なるように各15眼ずつ硝子体内に注入した。注入後の硝子体内濃度は
y=a/xb(y:硝 子体内濃度,x:注入後日数,a,bi定数)の濃度曲線を示 し,注入後急激に減少し―週後に
はほぼ消失 した。組織学的には100μg/0.lml,200μ g/0.lml注入では網膜には変化はみられなかった。500μg/
0.lml以上の注入では,注入後一日より視細胞外節の脱落消失と網膜色素上皮細胞内に多数の phagOsOmeが
みられた。また注入後―週には網膜色素上皮の増殖をみた。1000μ g/0.lml注入では,注入後 12時間より500μg/
0.lml注入後一日と同様の初期変化がみられた。ネチルマイシンの硝子体内一回注入では,網膜障害をきたさ
ない200μ g/0.lmI(人体では約0.4mg)で 3日 間は最小殺菌濃度 (MBC)を越える十分な有効濃度を得ること
が示された。 (日 眼会誌 95:669-677,1991)
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Morphological Change of the Retina Following One-shot
Injection of Netilmicin Sulfate into the Vitreous
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Abstract
Morphological changes of the retina following one-shot injections into the vitreous of netilmicin

sulfate were investigated. The concentrations of netilmicin in the vitreous after intravitreal injection
showed the curve of y=a1*t, where y is the concentrations in the vitreous body, x in the number of
days since injection and a, b are constant. Concentration decreased rapidly after the injection, and
almost totally disappeared after one week. Morphologically, the retina showed normal structure
following injections of 100pgl0.1m1 and 200pg/0.1m1. Following injections of over 500pgl0.1m1, the
outer segment of the photoreceptor disappeared and many phagosomes appeared in the retinal
pigment epithelium cell. Following one shot injections of over 500pg./0.1m1 damage to the photorece-
ptor and retinal pigment epithelium was demonstrated. The above data suggested that one-shot
injection of netilmicin in concentrations of np to 200pg/0.1m1 could be mode without retinal damage.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 : 669-67?, 1991)
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I緒  言

眼内病変に対する硝子体内薬物注入療法が最近広く

行われつつある
1)2)。 しかし,眼内組織とくに網膜は神

経細胞からなり,脆弱なので硝子体内へ注入された薬

物の網膜への障害が考慮されねばならない
0)～ 8).我 々

は薬物注入による眼内組織への影響について検討しつ

つあり,本報では薬物としてアミノグルコシド系の抗

生物質であるnetilmicin Sulfate(ベ クタシン③)を使

用し,硝子体への薬物の一回注入による網膜への影響

を組織学的に観察した結果を報告する。

II 実験方法

1.実験動物および薬物注入法

実験動物 として体重 2～ 3kgの有色家兎を用いた。

塩酸ケタミン筋注ならびにペントバルビタールナ トリ

ウムの静注による全身麻酔下にて,手術用顕徴鏡を用

い一回注入を無菌的に行った。

硝子体内注入方法は,注入前に27グ ージ注射針にて

前房穿刺を行い,0.lmlの房水を排液した。27グ ージ注

射針を輪部からlmm後方で経結膜,強膜的に硝子体中

央へ刺入し,薬液をゆっくりと注入した。なお注入時
のジェット水流による網膜障害を避けるために,注射

針の刺入口を水晶体方向に向けた。

2.注入薬物と量

注入薬物にはアミノグルコシド系の抗生物質である

netilmich sulねte(分子量 :720,77,ベ クタシン③)

を用い,薬物濃度は低濃度から高濃度(100μ g,200μ g,

500μ g,1,000μ g/0.lml)の 4種類とし,人工灌流液 (オ

ペガードMA③)に溶解し,そ の0.lmlを家兎硝子体内
に各15眼ずつ注入した。この濃度でのpH,浸透圧は
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(100μ g:pH7.4, 290mOsm, 200μ g:pH7.3, 291

■10sm,500μ g:pI17.2,3031nOsnl,1,000μ g:pI17.2,

305mOsm)で あった。 またコントロールとしてオペ

ガー ドMA③ (pH7.4,浸 透圧302mOms)を 家兎硝子

体内に0.lmlを 9眼に注入した (表 1).

3.観察方法

観察は注入後12時間, 1日 , 4日 , 7日 に細隙灯顕

微鏡にて前眼部,前房,水晶体を,ま た眼底検査なら

びに螢光眼底造影にて硝子体および網膜を臨床的に観

察した。

4.組織学的観察

眼球摘出を行い眼球内の肉眼的観察と共に眼球組織

の組織学的検索を行った。摘出眼球は,2.5%グ ルター

ルアルデビドならびに 2%オ スミウムにて固定後,エ
タノール系列にて脱水し,エポン812にて包埋の上,薄

切切片を作り, トルイジンブルーにて染色し光顕にて

観察した。また超薄切片を酢酸ウラニルと鉛染色液に

て 2重染色を行い,透過型電子顕微鏡にて観察した。

5。 硝子体内薬物濃度測定法

注入後 1日 , 4日 , 7日 の眼球摘出と同時に硝子体

を22ゲ ージ注射針にて0.5ml採取し,螢光偏光免疫測

気邑1法 (fluorescence p01ariZatiOn imrnunOaSSay:

FPIA)にて硝子体内のネチルマイシン濃度を測定 し

た.

FPIAと は螢光物質 (分子量 :346)を トレーサーと

して螢光の偏光強度を測定することにより,薬物濃度

を測定する方法
9)で ,今回はネチルマイシンの含まれ

る試料とネチルマイシンと結合する抗体ならびにネチ

ルマイシン抗体と結合する螢光物質 (分子量 :346)を

ネチルマイシン用緩衝液中に注入し,ネ チルマイシン

と螢光物質との間で競合反応を起こさせて螢光偏光度

図1 ネチルマイシンの投与量と家兎眼の時間的経過
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を求め,あ らかじめわかっているネチルマイシンの偏
光度曲線によって試料中のネチルマイシンの濃度を測

定した。

III 結  果
1.ネ チルマイシンの硝子体内濃度

ネチルマイシンの硝子体内一回注入後の硝子体内濃

度を測定すると図 1の如くであった。一回注入法では,

いずれの投与濃度であっても硝子体内濃度は注入後急

激に減少し, 4日 には 1日 の約 1/2～ 1/5と なり,
7日 にはほ

`′

ゴ消失していた。

2.眼底所見
コントロール眼およびネチルマイシンの500μg/0.1

ml以下の注入濃度では,検眼鏡ならびに螢光眼底造影

にて注入直後から注入後 7日 まで網膜に異常はみられ

なかった。1000μ g/0.lml注入では注入後 4日 より検

眼鏡的観察にてすべての注入眼 (5眼 )の網膜にドー

ナツ状ならびに斑状の脱色素斑がところどころにみら

れ(図 2),螢光眼底造影にて早期よりその部は過螢光
を示した(図 3)。 注入後7日 では,すべての注入眼(5

眼)において網膜は全体として一部色素沈着を伴った

t S/ml

10∞
`。

度

日  数
図 1 硝子体内一回注入におけるネチルマイシンの経
時的硝子体内濃度
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斑状の脱色素疲痕巣を示し,螢光眼底造影では早期よ

り網膜色素上皮の window deた ctに よる過螢光がみ

られ.た (図 4).

3.組織学的観察

a)ネ チルマイシン100μ g/0.lnll,200μ g/0.lnll投

与

網膜のどの層にも障害はみられず,電顕にても視細
胞外節および網膜色素上皮に異常はみられなかった

(図 5).

b)ネ チルマイシン500μ g/0.lml投 与

注入後 1日 には網膜内層には障害はみられなかった

が,外顆粒層の核の濃染がみられた.注入 4眼中 3眼
は視細胞外節の一部脱落消失をみたが網膜色素上皮に

図2 ネチルマイシン1,000μ g/0.lml注入後,4日 の
眼底写真, ドーナツ状の脱色素斑が見られた。

図3 ネチルマイシン1000μg/0.lml注入後, 4日 の
螢光眼底写真,円形および斑状の過螢光がみられた.
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図4 ネチルマイシン1,000μ g/0.lml注入後,7日 の
螢光眼底写真,網膜色素上皮の windOw defectに よ

るびまん性の過螢光がみられた。

図5 ネチルマイシン200μ g/0.lml注入後,1日 の電
顕像,視細胞外節および網膜色素上皮に異常はみら

れなかった。×2,700,IS i内 節,OS:外節

はめだった変化はみられなかった(図 6).電顕にて観

察すると視細胞層の核の変性はみられなかったが (図

7a),視細胞外節は広範囲に脱落消失し,網膜色素上皮

の胞体内には phagosomeが 多数みられた。ミトコン

ドリアの膨化はみられなかった(図 7b).注 入後 7日 に

日眼会誌 95巻  7号

図6 ネチルマイシン500μ g/0.lml注入後,1日 の光
顕像,視細胞外節の一部の乱れがみられたが,網膜
色素上皮には異常はみられなかった。×150, トルイ

ジンブルー染色

図7a ネチルマイシン500μ g/0.lml注入後, 1日 の

電顕像,視細胞の核の変性はみられない。×3,000,
ONL:外顆粒層

はすべての注入眼 (4眼)において網膜内層に異常は

みられなかったが,外顆粒層の核の濃染がみられ視細

胞外節は乱れが強く一部消失していた。また注入 4眼

中 3眼において網膜色素上皮の一部増殖がみられ, 1

眼には網膜下腔に色素顆粒をもった macrophageが

みられた (図 8).
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c)ネ チルマイシン1000μ g/0.lml投与

すべての注入眼 (3眼)において光顕では,注入後
12時間から500μ g/0.lml注 入後 1日 と同様の変化が

みられ,電顕にて視細胞層の細胞間隙は大きく拡大し
たが核の変性はみられなかった(図 9a)。 また視細胞外

図 7b ネチルマイシン500μ g/0.lml注入後, 1日 の
電顕像,視細胞外節は脱落,消失し,網膜色素上皮
細胞内にphagOsOmeが 多数みられた。×5,000,
IS:内 節,OSi外節,Pg i phagosOme,bm i Bruch
膜

図9a ネチルマイシン1,000μ g/0.lml注入後,12時
間の電顕像,視細胞の核の変性はみられなかったが,
細胞間隙が大きく拡大していた。×3,000,ONL:外
顆粒層,OLM:外境界膜,IS i内節

図9b ネチルマイシン1000μ g/0.lml注入後,12時間
の電顕像,視細胞外節は脱落が強く,一部消失し,
内節の落ち込みがみられ,網膜色素上皮細胞内に
phagosomeが 多数みられた.× 3,000,IS i内 節,
OSi外節,Pg i phagOsOme,bm:Bmch漠

図 8 ネチルマイシン500μ g/0.lml注 入後,7日 の光
顕像,視細胞外節の乱れが強く,一部消失 し,網膜
色素上皮の変性がみられた,網膜下腔に色素を含ん
だ maCrophageが み られた.× 150. トルイジンブ
ルー染色
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節は脱落が強く一部消失し,網膜色素上皮の胞体内に
phagosomeが 多数みられた (図 9b)。 またミトコンド

リアの膨化はみられなかった(図 9c)。 注入後 1日 には

神経線維層に一部空胞変性がみられ,ま た注入 4眼中

3眼に視細胞外節の乱れと網膜色素上皮の変性脱落が

ところどころにみられた。注入後 4日 にはすべての注

入眼 (4眼)において神経線維層の一部空胞変性と外

顆粒層の核の脱落,視細胞外節の消失ならびに網膜色

図 9c 不チルマイシン1,000μ g/0.lml注 入後,12時間
の電顕、像,網膜色素上皮細胞内にphagosomeが多

数みられた。 ミトコンドリアの膨化はみられなかっ

た。×8,000,OSi外節,Pg i phagosome,m:ミ ト
コンドリア,bm i Bruch膜

図10 ネチルマイシン1,000μ g/0.lml注 入後,4日 の

光顕像,視細胞外節の消失と網膜色素上皮の壊死に
よる崩壊,網膜下腔への macrophageの 出現がみら

れ,外顆粒層の核の濃染がみられた.× 150, トルイ
ジンブルー染色
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素上皮の壊死による崩壊がみられた.ま た 2眼には網

膜下に色素顆粒をもった macrophageが みられた (図

10)。 注入後 7日 にはすべての注入眼 (4眼)において

図11 ネチルマイシン1,000μ g/0.lml注入後,7日 の

光顕像,神経線維層の空胞変性と視細胞外節の消失,

網膜色素上皮の脱落がみられ,増殖した網膜色素上

皮が重層化し,色素顆粒をもった macrophageの 網

膜内層への遊走 (矢印)がみられた。×150, トルイ
ジンフルー染色

図12 コントロール眼 (ォペガードMA⑪)注入後, 7
日の電顕像,視細胞外節および網膜色素上皮には異

常はみられなかった。×5,000,OS:外 節,miミ ト
コンドリア,bm:Bruch膜
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神経線維層の空胞変性と視細胞外節の消失,網膜色素
上皮の変性脱落がみられた。また注入 4眼中 3眼に増

殖 した網膜色素上皮が重層化し,色素顆粒をもった
macrophageの 網膜内層への遊走もみられた (図 11).

d)コ ントロール眼 (オペガードMA③投与)
すべての注入眼 (9眼)において,注入後 7日 まで
の観察期間中網膜には異常はみられなかった (図 12).

IV 考  按
眼内感染症に対して抗生剤のいろいろな投与法が試

みられている.感染病巣によって点眼,結膜下注射,
テノン嚢内注射,球後注射,硝子体内注入などの投与
法がある。投与後の前房内移行量は家兎66眼の実験 1)

によると,点眼は結膜下注射の約1.8倍の移行率を示し

テノン嚢内注射では注入 1時間後において結膜下注射

の約 1/20の移行率を示す様になり6時間後にはほぼ

同値 となっている.ま たテノン嚢内注射では眼球後極

部および視神経輸への移行が主体となり網膜には網膜

色素上皮のブロックによって到達せず, また球後注射

では結膜下注射,テ ノン嚢内注射に比べて眼内移行は

悪 く,特に前房への移行はみられないと報告されてい

る1° )。

硝子体内注入は病変が硝子体および網膜に生じたと

きに直接眼内へ投与し,他の投与よりも眼内濃度が高
く,効果が最も期待される. とくに最近では全身およ
び局所の抗生剤投与によって,病変が軽快しにくい症
例に対して硝子体手術が行われ,硝子体手術によって

硝子体内病変を切除し, また病原体の培養基になる硝

子体を除去することにより菌の発育を防ぎ, さらに手

術により血液網膜関間が破壊するので薬液の眼内移行

がよくなるとさオtて いる11)12).

抗生剤は起因菌や抗生剤感受性が不明な場合には,

広域抗菌スペクトルをもち,耐性菌も比較的少ないア
ミノグルコシド系の薬剤が第一選択として使用されて

いるH).ア ミノグルコシド系で最もよく使用されてい

るグンタマイシンの硝子体内注入時の半減期は家兎で

24時間,猿 33時間で,排出は主として眼球前方からの
経路で行われる。ペニシリン系のカルベニシリンの硝

子体内注入時の半減期は家兎で 5時間,猿で10時間で,

排出は主として眼球後方経路から行われる2)7)8)13)14).

このような違いは分子量によるものか,薬剤の特性に
よるものか不明である。

今回我々は抗菌スペクトルの広いアミノグルコシド

系を用いて網膜に対する毒性を観察した.ア ミノグル
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コシド系の薬剤は細菌蛋自の合成阻害を主体とし, シ

ソマイシンの半合成物質としてネチルマイシンが開発

された (1976).硫酸ネチルマイシンは分子量720,77

で,各種グラム陰性菌およびグラム陽性菌に対してグ
ンタマイシンとはぼ同様の強い抗菌力を示し,特にブ
ドウ球菌属に対して抗菌力が非常に強い。またグラム

陰性拝菌,特に日和見感染菌に有効であるが,連鎖球
菌,嫌気性菌には無効である。また聴覚障害および腎
毒性はアミノグルコシド系の中で一番少ないとされて

いる15)16).

ネチルマイシンを硝子体内ヘー回注入し,硝子体内
濃度の測定を行 うと,我々の実験結果より濃度は y=
a/xbの 曲線を示して時間と共に減少した (y:硝子体

内濃度,xi注入後 日数,a,b:定数 )。 注入後 7日 に
は硝子体内よりほぼ消失した.ネ チルマイシンの最小
殺菌濃度 (lninimal bacteriocidal concentratiOn:

MBC)は菌によって異なるが,最高10μg/mP6)で あり
一回注入200μ g/0.lmlで は,注 入後 3日 でも十分
MBCを超えており,殺菌効果が保たれていると思わ
れた。

ネチルマイシンの硝子体内一回注入における網膜ヘ

の変化は,100μ g/0.lml,200μ g/0.lml注 入では光顕

および電顕にて網膜全層に変化はみられなかった。500

μg/0.lml,1,000μ g/0.lml注入では注入後 1日 より

電顕にて視細胞外節の脱落消失と網膜色素上皮細胞内

に phagosomeが 多数みられ,網膜を障害することが

小された。

アミノグルコシド系薬剤がphosphoHpase C酵 素の

活性阻害を起こし,それにより細胞膜構築をなしてい

るイノントールリン脂質の代謝がうまく行われなくな

る17)～21)ため,外節の細胞膜破壊が起こり脱落消失をき

たす4)5)と 考えられる.ま たこのイノシトールリン脂質

代謝がうまく行われなくなるため,受容体作動性 Ca+十

チャンネルの作用が低下し細胞内 Ca・ +濃度の上昇が

おくれ,そのために細胞情報伝達がうまくいかなくな
る21)-23)。 またこのことが脱落した外節を貧食した網膜

色素上皮細胞の消化能の低下24)25)を 促 し,多数の
phagosomeが細胞内に存在する様になったと推測さ

れる。また網膜色素上皮細胞内のlysosomeに もリン

脂質が存在する17)～ 19)が ,ネチルマイシンがlySOSOme

に対して直接作用を及ぼすと考えると,細胞膜を持た
ないlysosomeにおいても細胞構築障害が機能障害よ

り先に起こるはずである20が,lysosomeの変性はみら

れなかった.
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次に視細胞外節ならびに網膜色素上皮のどちらが先

にネチルマイシンの影響を うけたかについて考えた。

ネチルマイシン500μ g/0.lml注 入後 1日 ,および1000

μg/0.lml注 入後12時間の電顕にて視細胞層の細胞間

隙の拡大ならびに外節の脱落消失が強かったのに対し

て,網膜色素上皮細胞内の mitochondriaの 膨化変性
がみられなかったことより外節の障害が初発と思われ

た。

また最近アミノグルコシ ド系の薬剤がメラニンとの

親和性が強く,網膜色素上皮に対して直接作用すると

いう報告
26)も あるが, 白色家兎を用いた実験でも同様

の変化がみられている
7)8).

以上の事よリネチルマイシンの硝子体内一回注入で

は,200μ g/0.lml以下の濃度では網膜に障害を与えな

かったが,500μ g/0.lmlを 超えると視細胞外節や網膜

色素上皮に対して障害を起こすことが示された。また

200μ g/0.lmlの 一回注入は硝子体内濃度が 3日 間以

上 MBCを十分超えるため,200μg/0.lml(人体では
0.4mg)で十分効果を上げることが示唆された。

しかし今回の実験は眼内炎を起こしていない状態の

薬剤の網膜に対する毒性実験であり,眼内炎での網膜

は硝子体網膜柵にも異常をきたしており, また網膜自

体も障害をうけている.そのため網膜の薬剤に対する

毒性闘値が正常状態より低下していると思われ,その

ことも考慮する必要があると思われる。

本論文の要旨は第91回 日本眼科学会総会で発表した。
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