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要

フル オ ロキノロン剤 の レポフ ロキサ シン (levo‐

■oxacin,LVFX)経 口投与後の眼内動態を白色および有

色ウサギで検討した。
14c_LVFX 20 mg/kgをウサギに

経口投与 し,投与 1,2および 6時間後のそれぞれの時点

における眼球のオー トラジオグラムを作製 した。また,

経口投与 2時間後の各組織における放射能濃度を測定 し

た。白色ウサギ眼のオー トラジオグラムでは,眼球全体

の放射能は投与 1時間後に最も高く,時間経過とともに

漸減 したのに対し,有色ウサギでは 1,2および 6時間後

の各時点で放射能強度はほぼ同程度であった。LVFXの
放射能濃度は角膜においては,有色ウサギに比し白色ウ
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サギで有意に高かったが,他のメラニン非含有組織にお

いては,自色ウサギと有色ウサギでほぼ同程度であった。

一方,メ ラニン含有組織における LVFXの放射能濃度

は,自色ウサギに比 し有色ウサギで有意に高かった。

LVFXの眼内動態は有色ウサギと白色ウサギで明らか

に異なり,LVFXの もつメラニン親和性に強 く影響され

る。 (日 眼会誌 98:1085-1090,1994)

キーワード:レポフロキサシン,オフロキサシン,メ ラ

ニン,ウサギ,眼内動態
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Abstract

The intraocular penetration of levofloxacin was

studied in albino and pigmented rabbits after oral
administration of "C-levofloxacin at a dose of 20

mC/kC. The radioactivity of the eyeball of albino
rabbits in the autoradiogram was much higher at 1

hr than at 2 or 6 hr after administration. On the
other hand, the distribution of radioactivity in
pigmented rabbits was similar at 1,2, and 6 hr after
administration. The radioactivity levels in melanin-
containing tissues such as the iris-ciliary body and
the choroid-retina were significantly higher in pig-

mented rabbits than in albino rabbits 2 hr after oral
administration. The radioactivity levels in the ocu-

Iar tissues without melanin except for the cornea
were similar in albino and pigmented ratrbits. These

results indicate that the intraocular pharmaco-
kinetics of levofloxacin are markedly affected by its
affinity for melanin. (J Jpn Ophthalmol Soc 98: 1085

-1090, 1994)
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I緒  言

フルオロキノロン剤の一つであるオフロキサ シン

(oloxacin,以 下 OFLX)は ,2種の光学異性体,S体 と

R体を1:1の割合に含むラセミ体であり,そ の S体が

レボフロキサシン (levonoxacin,以下 LVFX),R体が

DR-3354で ある。緑膿菌,黄色ブドウ球菌および表皮ブ

ドウ球菌などをはじめとする主要な眼感染症の起因菌に

対するLVFXの抗菌活性はOFLXのほぼ2倍であり,

これに対しDR-3354の抗菌活性が著 しく低いことから,

LVFXが OFLXの 抗菌活性の本体であると考えられて

いる1)。 そこで,LVFXの みの分離がすすめられ,近年に

なりLVFXが臨床応用されるに至った。眼科領域におい

ても,今後 LVFXを 使用する機会が増えていくと考えら

れるが,フ ルオロキノロン剤は高度のメラニン親和性を

有し,虹彩毛様体や網脈絡膜内に大量に濃縮蓄積されて

クロロキン網膜症のような網膜障害を引き起こす可能性

が指摘されている2)の で,そ の使用にあたっては副作用

の発現に十分な注意が必要である。一方,眼球には血液

眼関門が存在するため,一般に薬剤の眼内移行は不良 と

されている。したがって,眼感染症に対するLVFXの有

効性および安全性 を予測する上で,全身投与 された

LVFXの眼内動態の検討は極めて重要である。

全身投与された LVFXないしOFLXの体内動態につ

いては,既 に14c_LVFX3)～ 5)あ るいは14c_OFLX6)の ラッ

ト,イ ヌおよびサルヘの経口投与で検討され,サルにお

いてメラニン含有組織であるぶ どう膜および毛嚢 に

LVFXお よびOFLXが最も高濃度に分布することが報

告されている5)。 しかし,LVFX経 口投与後の眼各組織内

への詳細な移行動態についてはこれまで明らかにされて

おらず,ま た,有色種 と自色種での比較検討はなされて

いない。そこで今回,14c_LVFXを有色および自色ウサギ

に経口投与した際の眼内動態をオー トラジオグラムを用

いて検討した。

II実 験 方 法

1.標 識 化 合 物
14c_LVFX(第 一製薬)を使用した。その比放射能 は

2.88 MBq/mgで ,薄層クロマ トグラフィーのかき取 り

法で測定した放射化学的純度は96%以上であった。薄層

クロマ トグラフィーに際しては,吸着剤としてシリカゲ

ル 60F254(ガ ラスプレー ト,厚さ0.25 mm,E.Merck),

展開溶媒 としてクロロホルム :メ タノール :28%ア ンモ

ニア水=2:2:1,エ タノール :28%ア ンモニア水 =
7:3お よび 2‐ プロパ ノール :10%ア ンモニア水 =
3:2を用いた。

2.被 験 動 物

被験動物 として,体重 2.40～ 2.95 kgの JW系 SPF

白色ウサギ (北山ラベス)お よび体重 1.78～2.10 kgの
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ダッチ系有色ウサギ (市川屋)を用いた。

ウサギを 1ケ ージに 1匹ずつ収容し,固型飼料 (GM‐

1,船橋農場)約 90g/日 を与え,水を自由に摂取させた。

温度を 23± 2°C,湿度 を 55± 15%と し,12時間照明 (午

前 6時～午後 6時 まで)の下で予備飼育 を 2週間以上

行った。さらに,“C‐LVFX投与 1週間前から飼料を午後

1時頃に与え, 2時間以内に摂取するように習慣付けた

のち実験に供した。眼球のオートラジオグラフィーによ

る検討では各測定時点 ごとに有色ウサギおよび自色ウサ

ギそれぞれ 1匹を,眼組織内放射能濃度の測定では有色

ウサギおよび白色ウサギそれぞれ 4匹を使用した。

3.投与液の調整および投与方法

測定感度を考慮して,14c_LVFXに 非標識 LVFX(第
一製薬)を比放射能が 1.85 MBq/kgと なるように加え

た。混合した薬剤を注射用蒸留水 (大塚製薬)に溶解 し,

LVFXと して 10 mg/mlの 濃度に調整 した。薬剤投与に

際し,上記投与液 2m1/kg(LVFXと して 20 mg/kg)を

カテーテル (ネ ラトンカテーテルNo.8,出雲ゴムエ業)

を用いて強制的に胃内に投与した。投与に際しては絶食

処置を施さなかった。

4.眼球のオー トラジオグラフィー

白色および有色ウサギに14c_LVFXを 経口投与し,1,
2お よび 6時間後の各時点で自色および有色ウサギそれ

ぞれ 1匹においてペン トバルビタールナ トリウム (ネ ン

ブタール③,大 日本製薬)100 mg/kgを 静脈内投与して麻

酔死 させた。直ちに眼球 を摘出し,-70°Cの ドライアイ

ス・ アセ トンで凍結 した。次いで, 5%カ ルボキシメチ

ルセルロースで眼球 を ミクロトームステージ上に包埋

し,-70° Cの ドライアイス・アセトンで再度凍結した。そ

の後,ク ライオミクロ トーム (PMⅥr450 MP,LKB)に

固定 し,-25°C前後で厚 さ約 35 μmの凍結切片を接着

テープ (No.810,住 友スリーエム)に貼 り付けて削 り

取った。得られた凍結切片を-25° C前後で凍結乾燥 し,

切片表面を保護膜 (4μm,ダイヤホイル)で覆った後に

X線 フィルム (MARG3Hタ ィプ, コニカ)と 密着させ

た。4°Cで 28日 間露出したのちX線フィルムを現像 し,

眼球のオートラジオグラムを作製した。次いで,ビデオ

カメラを用いた画像処理システムにより得られた眼球切

片像およびそのオー トラジオグラムを拡大疑似カラー表

示し,そ れぞれを重ね合わせた像を各時点毎に作製した。

また,同時に標準線源 (ス テアケース,室町化学)に つ

いてもカラー画像変換 し,ス テアケースの各疑似カラー

に対応させ,組織中濃度を求めた。網膜,脈絡膜および

強膜 は画像上識別困難であったので,三者を一塊として

扱った。虹彩毛様体では画像上の部位から虹彩と毛様体

を分けて計測した。

5。 眼組織内放射能濃度の測定

自色ウサギおよび有色ウサギ各 4匹 に14c_LVFXを
経

口投与した。投与 2時間後にペントバルビタールナ トリ
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図 1 白色ウサギヘの“C‐ レポフロキサシン (20 mg/
kg)単回投与 1時間後のオー トラジオグラム.

図 1～ 4に おいて,上半は疑似カラー化オー トラジ

オグラム,下半は眼球切片像 と疑似カラー化オー ト
ラジオグラムを重ね合わせた像を示す。

図 2 白色ウサギヘのHC‐ レボフロキサシン (20 mg/
kg)単回投与 2時間後のオートラジオグラム.

図 3 有色ウサギヘの14c_レ ボフロキサシン (20 mg/

kg)単回投与 1時間後のオー トラジオグラム.

図4 有色ウサギヘの14c_レ ボフロキサシン (20 mg/

kg)単回投与 2時間後のオー トラジオグラム.
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ウム (ネ ンブタール9 50mg/kgの 静脈内投与による麻

酔を施 し,腹大動脈から採血を行い致死 させた。得られ

た血液か ら500 μlを 採取 し,残 りの血液を遠心分離

(1,800× g,4°C,15分)し て得られた血清 500 μlと と

もに放射能測定用試料 とした。続いて,各ウサギにおい

て右眼球を摘出し,前房水を吸引した後に実体顕微鏡下

で角膜,結膜,外眼筋,強膜,虹彩毛様体,水晶体,硝
子体,網脈絡膜および視神経の各組織に分割した。組織

採取にあたっては,他の組織が混入しないように十分に

注意した。また,大脳および小脳組織片も採取した。

血液および血清を除 く各組織ではその湿重量を測定

し,放射能測定用試料 とした。一部の組織については小

片を切 り取 り,そ の湿重量を測定した.濾紙を詰めた自

動燃焼用の紙コップにこれらの血液,血清および各組織

試料を入れ,電気乾燥機 (IC-102,ヤ マ ト科学)で 40°C,

24時間以上乾燥させた。次いで,自動燃焼装置 (ASC‐

113,ALOKA)で 試料 を燃焼 し,二酸化炭素吸収 剤

OXiSOrb~C02(Du Pont NEN Research Products)6 rlll

お よび シ ンチ レーターOxiprep‐ 2(Du Pont NEN
Research Products)12 mlを 加えたのちに放射能測定に

供した。各試料中の放射能を液体シンチレーションカウ

ンター (LSC‐ 903,ALOKA)で 2分間計数した。計数効

率の補正は外部標準線源によるチャンネル比法によっ

た.

得られた値から各試料内放射能濃度を求めた.なお,

有色ウサギにおいては神経綱膜と脈絡膜・網膜色素上皮

とを分画して測定した。すなわち,摘出した眼球を前後

に分割 し,硝子体を除いた後に視神経を中心に後眼部を

4分割 した。 5%グルタールアルデヒド液に1～ 2分浸

して組織を固定したのちに,視神経乳頭部からピンセッ

トで神経網膜を剥離した。また,虹彩毛様体では分離せ

ず,一塊 として計測した。

放射能濃度測定の成績を自色および有色ウサギ4匹の

平均値 と標準偏差 (SD)で表示した.放射能の検出限界

をバックグランド値 (dpm)の 2倍 とした。 4眼中 3眼

以上が検出限界以下の場合にはND(not detected)と 表

示し, 4眼中 2眼 または 1眼が検出限界以下の場合には

検出限界以下を示した例 もバックグランド値との差の数

値を用いて計測し,4眼の平均値と標準偏差を算出した。

放射能濃度をLVFX濃度に換算して表示した.2群間の

有意差検定には Wilcoxon順 位和検定 を用い,危険率

5%未満を有意差ありと判定した。

III 結  果

1.眼球のオー トラジオグラム

自色ウサギヘの14c_LVFX投
与後 1時間では,網脈絡

膜,強膜,虹彩毛様体において高い放射能が検出された。

角膜および前房水には低い放射能しか検出されず,水晶

体および硝子体には放射能は検出されなかった (図 1)。

日眼会誌、 98巻  11号

表 1 白色および有色ウサギヘのHC‐ レボフロキサン

(20 mg/kg)単 回投与後の眼組織内放射能強度(GV)

放射能強度 (GV)

投与後の
時間(hr)

眼組織 2 6

ウサギ  白色 有色 白色 有色 白色 有色

角膜

網脈絡膜・強膜

虹彩

毛様体

前房水

15

155

64

189

12

22

197

103

204

13

23

83

52

83

15

“

“

”

４４

却

８

７

Ｄ

Ｄ

７

１

ｌ

Ｎ

Ｎ

ND:測定限界以下

投与後 2時間では眼球全体の放射能はやや低下 したが,

1時間後 と同様の分布を示 した (図 2).投与後 6時間で

は眼球全体の放射能はさらに低下し,網脈絡膜,強膜 ,

角膜および前房水において低い放射能が検出されたが,

虹彩毛様体 には痕跡程度の放射能しかみられなかった.

水晶体および硝子体には投与 6時間後においても放射能

は検出されなかった (表 1)。

有色 ウサギヘのHC‐ LVFX投与後 1時間では,毛様体

および網脈絡膜,強膜 において最も高い放射能が検出さ

れ,次いで,虹彩に高い放射能がみられた (図 3).角膜

および前房水には低い放射能 しか検出されず,水晶体お

よび硝子体 には放射能は検出されなかった。投与後 2時

間では眼球全体の放射能 はやや上昇したが,放射能の分

布は 1時間後 と同様であった (図 4)。 投与後 6時間にお

ける眼球全体の放射能は 2時間後に比 しほとんど低下せ

ず,そ の放射能分布 も 2時間後 とほぼ同様であった (表

1)。

放射能濃度および分布を自色ウサギと有色ウサギで比

較すると,投与 1お よび 2時間後では,自色および有色

ウサギともに網脈絡膜,強膜,毛様体および虹彩におい

て高い放射能が検出されたが,メ ラニン含有組織への放

射能の分布は自色ウサギに比し有色ウサギで明らかに高

かった。一方,メ ラニン非含有組織への分布は白色ウサ

ギと有色ウサギとでほぼ同様であった。投与 6時間後で

は,自色ウサギでは眼球全体に低い放射能 しか検出され

なかったが,有色ウサギではメラニン含有組織に高い放

射能が検出された。

2.眼組織内放射能濃度

白色および有色ウサギヘの1lC‐ LVFX経口投与後 2時

間における眼各組織内の放射能濃度を表 2に示す。

自色ウサギヘの“C‐LVFX投与後 2時間における組織

内放射能濃度は外眼筋において最も高 く,血清中放射能

濃度 (3.78 μg eq/ml)と ほぼ同程度であった。結膜,強
膜,網脈絡膜,視神経,角膜,虹彩毛様体,前房水およ

び硝子体の放射能濃度は血清中放射能濃度に比し低 く,

血清中放射能濃度の約 10～55%を示した。また,水晶体

では最 も放射能濃度が低 く,血清中放射能濃度の約 3%

1
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オロキノロン剤の抽出は不十分であるとされている2)。

そこで,強アルカリを用いた種々の抽出法が検討されて

おり2)7)8),小室ら8)は 14c_ノ ルフロキサシン(nornoxacin,

以下 NFLX)を投与したウサギにおいてメラニン含有組

織からの NFLX抽 出法を検討した結果,6N KOHを 加

えてホモジナイズし,一晩室温に放置した後に遠心分離

すると95%以上の放射能が回収され,その定量法を用い

て14c_NFLXを
投与 した有色ウサギの眼組織内薬物濃

度をHPLCに より測定したところ,燃焼法により測定し

た放射能濃度 とほぼ一致したと報告している。 しかし,

LVFXに 関してはHPLCに よる濃度測定に際してのメ

ラニン含有組織からの抽出率の検討はなされていないの

で,LVFXの抽出率に影響されず最も信頼できる値を得

るために,今回は“C―LVFXを用いて放射能濃度により

眼組織内薬物濃度を測定した。また,LVFXの代謝産物

としては,ヒ トの血清中ではdesmethyl LVFXお よび

LVFX N‐ oxideがそれぞれ LVFXの 1.2%お よび0.6%

程度検出されるのみと報告されている9)。 種差のある可

能性もあるが,代謝はわずかであると推定されるので,

本研究では検出される放射能は“C‐LVFXか らのもので

あると考えた。

オー トラジオグラムによる検討において,眼球全体の

放射能は自色ウサギでは経口投与 1時間後に最も高 く,

2時間後, 6時間後と時間の経過とともに放射能が徐々

に低下していくのに対して,有色ウサギでは 1, 2お よ

び 6時間後のすべての時間において類似した強度および

分布を示しており,有色ウサギでは長時間かつ,高濃度

に分布する傾向がみられた。また,有色ウサギではメラ

ニン含有組織における放射能は極めて高かったが,メ ラ

ニン非含有組織における放射能は自色ウサギとほぼ同程

度であった。さらに,経口投与 2時間後における眼組織

内放射能濃度の詳細な検討において,角膜,視神経での

放射能濃度は有色ウサギに比 し自色ウサギで有意に高

く,他のメラニン非含有組織での放射能濃度は自色ウサ

ギと有色ウサギではほぼ同程度であった。一方,虹彩毛

様体や脈絡膜・網膜色素上皮といったメラニン含有組織

での放射能濃度は自色ウサギに比し有色ウサギでは有意

に高かった。これら有色ウサギと自色ウサギにおける

LVFXの 眼内分布および各組織内濃度の比較か ら,

LVFXの メラニン親和性がその眼内動態に強 く影響す

ることが明らかになった.

井上ら10)は , ヒトにおいてフルオロキノロン剤のロメ

フロキサシン(lomenoxacin,以 下 LFLX)内服(400 mg/

日×3日 )後の前房水内および血清中の LFLX濃度を測

定し,内服終了 24時間後には前房水内濃度が血清中濃度

を凌駕することを報告 し,そ の理由 として内服 した

LFLXが虹彩毛様体のメラニンに捕捉集積され,血清中

のLFLX濃度が低下すると毛様体からLFLXが放出さ

れる可能性を指摘している。Fukudaら 11)は
,合成メラニ

表 2 14c_レボフロキサ シン(20 mg/kg)単 回投与 2時

間後の組織内放射能濃度

組   織

放射能濃度
(平均値士標準偏差,

μg eq/g or μg eq/nll)

白  色 有  色

血清

血液

大脳

小脳

角膜

結膜

外眼筋

強膜

虹彩毛様体

前房水

水晶体

硝子体

網脈絡膜

神経網膜

脈絡膜・網膜色素上皮

視神経

3.78± 0.77

3.53± 0.88

0.56± 0.18

0.571L O.18

1.46± 0.49

2.43± 1.10

4.02± 1.45

1.93± 0.56

1_30± 0.32

0.771 0.21

0.11± 0.04

0.43± 0.12

1.72=1:0.54

1.71± 066

4.40± 1

3.93± 1

0.49± 0

0.40± 0

0.71± 0

1.15± 0

4.05± 0

0.90± 0

14.08:± 1

0.57± 0

0.06」
=0

0.41± 0

.68

55

15

13

27†

30

94

72

56†

12

02

11

0.76± 0.11

30.56± 9.351

0.93二LO.39†

|は 自色ウサギと有色ウサギとの間で有意差があることを示

す(Wilcoxon順位和検定,p<0.05).

であった。

有色ウサギヘの14C―LVFX投与後 2時間における組織

内放射能濃度は脈絡膜・網膜色素上皮および虹彩毛様体

において高 く,そ れぞれ血清中放射能濃度 (4.40 μg eq/

ml)の約 8.1倍および約 3.4倍 を示した。外眼筋の放射

能濃度は血清中放射能濃度 とほぼ同程度であり,ま た,

視神経,強膜,結膜,網膜,角膜,前房水および硝子体

での放射能濃度は低 く,血清中放射能濃度の約 10～29%
を示した。水晶体の放射能濃度は最も低 く,血清中放射

能濃度の約 2%であった。

眼各組織での放射能濃度を自色ウサギと有色ウサギで

比較すると,角膜および視神経の放射能濃度は有色ウサ

ギに比 し自色ウサギで有意に高く,他のメラニン非含有

組織 (結膜,外眼筋,強膜,前房水,水晶体および硝子

体)での放射能濃度は白色ウサギと有色ウサギではほぼ

同程度であった。これに対 して虹彩毛様体や脈絡膜・網

膜色素上皮 といったメラニン含有組織での放射能濃度は

白色ウサギに比し有色ウサギで有意に高かった。

IV 考  按

フルオロキノロン剤がメラニン親和性を有し,虹彩毛

様体,脈絡膜や網膜色素上皮に蓄積し眼障害を引き起 こ

す可能性が近年指摘されており2),LVFXに おいても経

口投与後の眼内移行濃度の検討は重要 と思われる.しか

し,高速液体クロマ トグラフィー (high_performance

liquid chromatography,以 下 HPLC)に よるメラニン含

有組織内のフルオロキノロン剤濃度の測定では,そ のメ

ラニン親和性から従来用いられてきた中性抽出ではフル
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ンを用い各種抗菌剤のメラニンとの結合率ならびにメラ

ニンとの結合が抗菌活性に及ぼす影響について検討 し

た。その結果,LFLXお よびOFLXの メラエン結合率は

それぞれ 4.2～8.6%お よび14.3～37.1%であり,両薬剤

ともにメラニンと結合しても抗菌活性は低下しなかった

という。よって,虹彩毛様体や網脈絡膜内のメラニンに

LVFXが捕捉され,そ の後長期にわたつて徐々に放出さ

れるとすれば薬効の持続が期待される。しかし,その反

面長期間にわたり薬剤が局所に高濃度に存在する可能性

があるので,虹彩毛様体や網膜などに悪影響を及ぼすこ

とが危惧される。今回の結果から,LVFXの眼内動態が

そのメラニン親和性に強 く影響を受けることが明らかに

なったので,長期あるいは大量にLVFXを全身あるいは

局所投与する際には眼組織における毒性の発現に十分な

注意が必要と思われる.

稿を終えるにあたり,ご校閲を賜りました河崎一夫教授に

深謝いたします.
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