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要

0■oxacin(OFLX)点眼および経口投与後の前房内薬

物動態を詳細に解析するため,微小透析法を応用し,そ
の有用性について検討を行った。有色家兎前房内に微小

透析用プロープを留置し, リンゲル液でプローブ内を灌

流して得られた透析液を試料 として用いた。OFLXは
0.15%ま たは 0.3%溶液 20 μlを 1回点眼,あるいは経
口投与 (20 mg/kg)した。薬物投与後,点眼では 6時間,
経口投与では 8時間まで 15～ 20分間隔に回収 した透析

液中の OFLX濃度を測定した.0.15,0.3%点 眼および
経口投与後の透析液中濃度は,それぞれ投与後 30,45,
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120分で最大となり,その後経時的に漸減した。半減期
は,それぞれ 136分 ,114分,175分であった。同一個体

内の透析液中濃度は安定した推移を示 した。前房内微小

透析法の適用により,同一個体からの長時間にわたる経
時的な試料回収が可能となり,個体差の影響の少ない精

度の高い前房内薬物動態の解析が可能になるものと考え

られた。 (日眼会誌 99:400-405,1995)

キーワード:微小透析,薬物動態,オフロキサシン,前
房,有色家兎
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I緒  言

眼内での薬物動態の解析は,こ れまでにも数多 く報

告
1)～ 4)さ れている。一方近年,日 常の眼科診療の場におい

てフルオロキノロン系抗菌点眼薬の使用頻度は増加して

おり,実験動物を用いた前房穿刺による前房内移行の検

討の報告
5)～ 8)も 散見される。しかし,前房穿刺による薬物

濃度測定法では,一試料を得るのに一眼を必要とするた

め,数多くの実験動物が必要となる。さらに,眼内炎な
どの病変を有する動物モデルの場合には個体差が大きく

なるため,正確な薬物動態の把握は困難である。そのた
め,よ り精度の高い薬物動態の把握には,同一個体から

の長時間にわたる経時的な試料回収が必要である。

微小透析法は,半透膜を装着した透析用微小プローブ

を組織内に挿入固定し,微量灌流によリプローブ内を通

過した透析液を回収し,組織からプローブ内灌流液中ヘ

拡散した低分子量物質を測定する手技であり9),脳 内の

内因性物質の細胞外液中濃度をグπυグυθで測定する手技

として発展してきた
10)～ 12)。 また,最近では薬物などの外

来性物質の組織内濃度を経時的に測定する新たな手技と

して注目されている13)～ 17)。

そこで今回我々は,フルオロキノロン系抗菌薬である

oloxacin(OFLX)点 眼および経口投与後の前房内薬物

動態を少数の動物を用いてより詳細に解析するため,微
小透析法を応用し,その有用性について検討を行った。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

実験動物には有色家兎 (体重 1.5～3.O kg,埼玉実験動

物供給所および日本生物材料センター)を用いた。

2.微小透析用プロープ

前房内微小透析には,長さ5mm,外径 0.2mm,cut‐
o∬ 分子量 50,000の 再生セルロース製血液透析用半透膜

の両端に長 さ50 mm,外径 0.61 mmの ポリエチレン

チューブを接続し,さ らに,そ の一端に23G注射針を接

続した貫通型微小透析プロープを用いた (EICOM社製)

(図 1)。 ポリエチレンチューブと23G針の太さは同じに

し,段差のないように仕上げた。
3。 相 対 回収率

物 υグυθ実験に先立ち,透析用プローブの相対回収率
を効 υ′′御 で検討した。0.25,0.5お よび 1.Oμg/mlの

OFLXを含む 37° Cの リンゲル液 (147 mM NaCl,4mM
KCl,2.3 mM CaC12,l mM sodium phosphate,pH 7.2)

に透析用プローブを浸し,マイクロインジェクションポ
ンプを用い一端からプローブ内をリングル液で 2時間灌

流 (2μ 1/min)し た。プローブの他端から得られる透析

液を15分毎に回収し,プローブ外液中OFLX濃度に対
する回収 した透析液中OFLX濃度の比を相対回収率と
した。

23G注射針 fused silica
白金線

透析膜(再生ce‖ ulose)
長さ5 mm
外径0.2mm
cut― off分子量50,000

図 1 前房内微小透析用プロープの構造 .
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ポリエチレンチューブ
長さ50 mm,外径0.61 mm

|

4.手 術 手 技

手術はハロタン麻酔下で,実体顕微鏡を用いて行った。

家兎を側臥位にし,開瞼器をかけた後,透析用プローブ
ヘの圧迫を避けるために瞬膜を眼瞼と縫合固定した.透

析用プローブの一端に装着した 23G針で角膜・前房に刺
入し,透析膜が前房中央部にくるようにプローブを留置
した後,針穴からの前房水の流出や点眼液の流入を防ぐ

目的でポリエチレンチューブを角膜表面に速乾性エポキ

シ樹脂で接着固定した (図 2,3)。 また,前房内炎症反

応によるフィブリン析出を予防する目的で,手術前にヘ

パリンナトリウム (100単位/kg)を静脈内投与し, 4時

間後に同量のヘパリンナトリウムを追加した。

5。 試 料 回 収

家兎の頸部を固定器で固定し,麻酔から覚醒後マイク
ロインジェクションポンプを用いて,100単位/mlの ヘ

パリンナトリウムを添加したリンゲル液でプロープ内の

灌流 (2μ 1/min)を行った。灌流開始から約 2時間後に,

0.15%(n=7)ま たは0.3%(n=5)OFLX,容液 (タ リ
ビッド①,参天製薬,0.15%溶液は0.3%溶液を生理的食

塩水で希釈して作製した)20 μlを 1回 ,下結膜嚢に点眼
した。経口投与 (20 mg/kg,n=5)は ,OFLX原末 (第
一製薬株式会社から提供)を生理食塩水で懸濁液とし,
カテーテルを用いて直接胃内投与することで行った。薬

物投与後 4時間までは 15分毎に,以降点眼では6時間ま

で,経口投与では 8時間まで 20分毎に透析液を回収し,

試料として用いた。

また,経口投与後には,2時間までは30分毎に,以降
8時間まで 60分毎に静脈血を採取し血漿を分離,抽出操

作を加えた後,試料として用いた。抽出操作はOkazaki

ら18)の方法に従い,家兎静脈血から遠心分離した血漿 50

μlに内部標準物質として DL‐8493(第一製薬株式会社か

ら提供)12.5 ngを 含む 0.lMリ ン酸緩衝溶液 1.15 ml,

さらに,ク ロロホルム 5 mlを加え 3分間振盪混和し,

4°C,1,500 rpmで 10分間遠心分離した後,そ の下部層

3 mlを取り出し溶媒を窒素留去した。これに移動相 100
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図 2 前房内微小透析実験の方法.
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マイクロインジェクションポンプ
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高速液体
クロマ トグラフィー
20 μl注入

リンゲル液灌流
2 μl/min

３０

　

　

　

　

　

　

２０

相
対

回
収
率

図3 微小透析用プロープを挿入した家兎前眼部写真.

μlを加え溶解し,高速液体クロマトグラフィー注入用試

料とした。

6。 試 料 測 定

回収 した試料 は,高速液体 クロマ トグラフィー

(HPLC)で分離し,螢光検出器を用いてOFLX濃度を測
定した.Okazakiら 18)の方法に従い,カ ラムは TSKgel

ODS‐80③ (Tosoh社製)を用い,移動相にはテトラハイ
ドロフラン :50 mMリ ン酸二水素ナ トリウム :lM酢
酸アンモニウムを7.5:92.5:1の 割合で混合した溶液

を使用した。試料は各 20 μlを HPLCに注入し,励起波
長 296 nm,螢光波長 504 nmで OFLXお よび内部標準
物質の測定を行った。

7.薬物動態学的パラメーターの算出

各動物の血漿中あるいは透析液中OFLX最高濃度を
Cmaxと した。最終消失相の濃度一時間曲線から最小二

乗法で消失速度定数を求め,半減期 (tψ )を算出した。

III 結  果

物 υ″%θ における相対回収率は 20～26%で あり,プ
ローブ外液中のOFLX濃度が高 くなるに従って回収率
はやや減少したが,同一濃度では透析時間による変化は

ほとんどなかった (図 4)。

透析用プローブは,23G針とポリエチレンチューブの

大さを同じにすることで角膜刺入時の抵抗はほとんどな

く,房水の漏出も最小限にとどまった。また,今回透析

,0

時   間

図 4 微小透析用プロープのin vitroでの o■oxacin
に対する相対回収率 .

相対回収率=(透析液中onoxacin濃度/プローブ外
液中oloxacin濃度)× 100

黒丸 :0.25 μg/ml,自 丸 :0.5μg/mlお よび黒三

角 :1.Oμ g/m10FLX溶液中における相対回収率.
平均値±標準誤差 (n=4)

用プローブと角膜の接着にはエポキシ樹脂を用いたが,

実験中透析膜は前房中央に固定され,家兎が極端に大き
な体動を示さない限り位置がずれることはなく,房水の

流出もなかった。透析液の回収は8時間まで良好であっ

た。前房内のフィブリン析出を予防する目的で,ヘパリ
ンナ トリウムの全身投与およびリングル液への添加を

行ったが,実験中には前房内炎症細胞の出現や,わずか

ながらフィブリンの析出も認められた。また,前房内タ
ンパク濃度は,無処置眼および6時間の透析終了時点で,

それぞれ 0.71± 0.17,20.0± 3.lμg/ml(平均値±標準誤

差,n=4)で あった。
0.15%お よび0.3%OFLX溶液点眼後,OFLXは 15
分後の透析液から検出され,以降,投与量相関的な透析

液中濃度の増加が認められた (図 5)。 透析液中濃度は

0.15%では30分,0.3%では45分後の試料で最高値と
なり,Cmaxの 平均値はそれぞれ 1.67 ng/20 μl,3.45
ng/20 μlで,0.15%に 比較し0.3%では約 2倍のCmax
を示した。その後,OFLX濃度は経時的に漸減し,そ の
消失過程は一次速度式に近似することができ,tl′ 2はそれ

蓋 .
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0.3%(20 μl)

0.15%(20 μl)

3.45± 0.76
(0.65-4.86)

1137± 17.3
(80.6-175.1)

136.1± 24.8
(76.7-273.5)
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表 1 透析液中および血漿中オフロキサシンの薬物動態パラメーター

投与経路    投与量 試料   Cmax(ng/20 μl)   tV2(min)

点眼

液
Ｄ

液
つ

析

〓
析

〓

透
＜ｎ
透
＜ｎ

1

(0

67:士:0.44
45-3.33)

経 口 20 mg/kg

5.34± 1.57
(2.76-11.45)

4.14± 0.38*
(2.74-4.99)

174.8± 15.0
(128.4-207.2)

188.4:±:5.1

(169.5-196.9)

透析液
(n=5)

血漿
(n=5)

Cmax:最 高濃度,tl′ 2:半減期,平均値土標準誤差 (範囲),*:μ g/ml

(ng′ 20μ l)
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経 口 投 与 後 時 間

a)

・30  0  30 60 90 120150 100210240270 300 330360(分
)

点 眼 後 時 間

図 5 0■oxacin点眼後の前房内微小透析液中 ono‐
xacin濃度の推移.

黒丸 :0.15%(n=7)お よび白丸 :0.3%(n=5)
OFLX 20 μl点眼後の推移.平均値±標準誤差

ぞれ 136.1分 ,113.7分であった (図 5,表 1)。
一方,OFLX(20 mg/kg)経 口投与後のOFLX濃度は
血漿中では 60分後に,透析液中では 120分後の試料で最

高となり,透析液中では約 60分遅延することが示され
た。Cmaxの平均値は,それぞれ 4.14 μg/ml,5.34 ng/
20 μlであった。また,t″ 2はそれぞれ 188.4分,174.8分

となり, ほぼ同じであった (図 6,表 1)。

IV考  按

脳微小透析法9)は ,脳局所のアミン,ア ミノ酸,アセチ

ルコリンなどの細胞外液中濃度を生理的条件下で経時的

に測定する 物 υグυθ手技 として開発され,Ungerstedt

ら10)のグループによる脳内ドーパミンの測定以降,脳内
の神経伝達機構の研究に一般的に用いられるようになっ

たH)12)。 現在では生体内物質のみならず,薬物などの外来

物質の組織内濃度測定も試みられるようになり,対象臓
器も脳

13)以
外に肝臓

14)15),皮
膚
16),脂
肪組織

17)な どの末梢

臓器へと広げられてきている。

眼科領域においては,硝子体での微小透析が試みられ
ている。Gunnarsonら 19)は 自色家兎の網膜近傍の硝子体

(μ gノ m:)

5

0    60   120   180   240   300   360  420   480(分
)

経 口 投 与 後 時 間

b)

図 6 0■ oxacin(20 mg/kg)経 口投与後の o■oxacin
濃度の推移 .

a)前房内微小透析液中および,b)血漿中OFLX
濃度の推移.平均値±標準偏差 (n=5)

内にプロープを留置し,脱分極刺激による網膜からのア
ミノ酸放出の変化を報告している。Ben― Nunら 20)は ,ネ
コを用いた眼内炎モデルにおける硝子体中ゲンタマイシ

ンの薬物動態の変化を報告している。また,Wagaら 21)は

家兎における微小透析用プローブの硝子体腔への長期間
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留置について報告し,Stempelsら
22)は
有色家兎で硝子体

内微小透析プローブを用いて網膜に由来するアミンの長

期間の繰り返し測定を行っている。しかし,前房内での

微小透析法を用いた薬物動態の研究は未だなされていな

い。そこで今回我々は,前房内薬物動態を詳細に解析す

るための新しい方法として,微小透析法の有用性につい

て検討を行った。

今回の検討では,エポキシ樹脂の角膜との接着状態の

悪い例,プローブの位置が前房内中央部からずれている

例で点眼直後から極端に回収液中OFLX濃度が上昇し

たものも認められ,こ のような例では角膜穿刺部位から

前房内へのOFLX流入が生じた可能性も考えられた。こ
のため,今回は実験終了時にエポキシ樹脂の接着状態の

悪い例,プロープの位置がずれている例は,予め対象か

ら除いて検討した。

0.15%ま たは0.3%OFLX溶液点眼後透析液中濃度
は 30～45分後の試料で最大となったが,これまでの前房

穿刺法によると,家兎における0.3%OFLX溶液 1回点
眼時の前房内濃度は30～60分で最大になると報告

6)～ 8)

されており,今回の結果は, これらとほぼ一致すると考
えられる。0.15%ま たは0.3%OFLX溶液点眼時の透析
液中Cmaxの平均値は 1.67 ng/20 μl,3.45 ng/20 μlで

あり,投与量に相関して透析液中濃度は増加することが

示された。相対回収率を20%と して,こ の値から計算し

た前房内濃度はそれぞれ 0.43 μg/ml,0.88 μg/mlと 推

測された.0.3%OFLX溶 液 1回 点眼時の前房水中
Cmaxは 0.7～ 0.95 μg/mlと 報告6)-8)さ れており,相対

回収率を用いて推測した濃度はこれらと一致している。

また,透析液中OFLXの消失過程は一次速度式に近似で

きることが明らかになった。

経口投与後の血漿中濃度は 60分で最大となったのに

対し,透析液中濃度は 120分後の試料で最大値を示し,

透析液中では 60分の遅延が認められた。これは血漿中か

ら前房内へのOFLX移行過程に律速段階となる何らか
のバリアー (血液房水柵など)が存在する可能性を示し

ている。また,経回投与後の透析液中Cmaxの平均値は

5.34 ng/20 μlであり,相対回収率を20%と して求めた

前房内濃度は 1.36 μg/mlと 推測される。大石 ら
23)は

OFLXの光学活性 L体である DR‐ 3355を 家兎に経口投

与 (20 mg/kg)し ,前房水中 Cmaxを 1.02 μg/mlと報

告しており,今回の結果はこれとほぼ一致していると思

われる。同様の計算から求めた投与後 1,2,4,6時 間
後の房水/血漿比は,そ れぞれ 0.11,0.37,0.44,0.40と

なった。この所見も血漿中から前房内への OFLX移行を

遅延させるバリアーの存在を示唆するものと思われる。

しかし,大石ら23)は DR-3355経 口投与後 1お よび 6時間

後の房水/血清比をそれぞれ 0.158,0.291と 報告してお

り,微小透析法を用いた本実験法の方が 6時間後には高
い値を示した。このことは,微小透析用プローブの長時
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間留置によリー部で血液房水柵が破綻している可能性を

示しているものと考えられた.

0.3%点眼後および経口投与後の透析液中濃度は,そ

れぞれ 45分後と120分後の試料で最大値を示し,点眼は

経口投与に比べ急速に前房内濃度を上昇させることが明

らかになった。また,両者の ti′ 2はそれぞれ 114分と175

分であり,経口投与の方が OFLXの前房内からの消失が

有意に遅いことが示された (p<0.05,student's ttest)。

福田ら
24)は OFLX 40μ lの 1回点眼後結膜嚢内濃度は,

60分後には測定限界以下になったと報告していること

から,点眼後結膜嚢内 OFLXは急速に減少し,それに伴
い前房内へ移行するOFLXも減少するのに対し,経口投

与後では血液中から前房に持続的にOFLXが移行する
ため,前房内からの OFLXの 消失は経口投与後の方が緩

徐 となったものと考えられる。

今回,我々が用いた前房内微小透析法においては,手

術操作による角膜上皮の損傷,前房内炎症,エポキシ樹

脂による刺激,それに伴う涙液動態の変化,血液房水柵

の破綻が問題となる。一般に,炎症眼では房水内への薬

物移行は生理的な状態に比べ増加することが報告
25)～ 27)

されている。しかし,今回透析液中 OFLX濃度から計算
された前房内Cmaxは前房穿刺によって得られた報告
とほぼ一致していた。今回は術後 2時間に点眼を行って

おり,急性炎症の初期相であったため,角膜透過性の克

進がそれほど生じていなかった可能性も考えられる。脳

微小透析において透析を実施する時期は,プローブによ

る組織損傷の影響を避けるために,術後 24～48時間が最

適であるとされている
。)が,本法においても今後前房内

炎症の程度を検討し,そ の影響を考慮した透析至適時期

を求める必要があると考えられる。

しかし,今回の微小透析法では,同一個体では経時的

に安定した濃度変化を示し, 6時間あるいは8時間とい

う長時間の試料回収が可能であり,前房穿刺法に比べよ

り精度の高い tl′2を得ることができた。また,今 まで行わ

れてきた非炎症眼における前房穿刺による薬物濃度測定

法の結果と単純に比較することはできないが,微小透析

法によっても前房穿刺法とほぼ同じような薬物動態パラ

メーターが得られることが明らかになった。今回は 15分

毎に透析液を回収したが,よ り時間解像度の高い薬物動

態の解析を行うには,さ らに短い間隔での試料回収が必

要と思われる。

以上から,微小透析法を前房内に適用することにより,

同一個体からの経時的な試料回収が可能となり,個体差

の少ないより精度の高い薬物動態の検討が可能になるも

のと考えられた。
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