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14Cで 標 識 したnorfloxacin([14C]-NFLX)を ビーグル犬および有色 ウサギに,反 復経 口

投与 または点眼 した ときの眼内動態を検討 した。

1) イヌに[14C]-NFLX30mg/kgを1日1回,2週 間経 口投与 したとき,最 終投与後24

時間における網膜色素上皮 ・脈絡膜内濃度 は,433μg eq./gで あ り,1か 月後では276μg

eq./g,6か 月後で は89.6μg eq./gで あった。

2) ウサ ギに50mg/kgを 同様 に経 口投与 した とき,24時 間 後の網膜色素上皮 ・脈絡膜 内

濃度は,90.3μg eq./gで あ った。

3) メラニン非含有組織内濃度 は血清中濃度よ りも低かった。

4) イ ヌに0.3%点 眼液50μlを1日5回,2週 間 点眼 したとき,最 終投与後24時 間におけ

る虹彩 ・毛様体および網膜色素上皮 ・脈絡膜内濃度 は,そ れぞれ6.74お よび2.03μg eq./g

であった。その後,そ れぞれの組織内濃度 は徐々に減衰 した。

5) ミク ロARGに おいて は,ぶ どう膜のみに放射能が局在し,網 膜への拡散 は認められな

かった。

以上の成績 から,NFLXが メラニ ンに対 して親和性 を有 し,メ ラニン含有眼組織 に多量に

蓄積,残 留することが明らかとなった。ニューキノロン薬 はメラニン親和性が強い ことが知 ら

れてお り,lomefloxacinお よびlevofloxacinの 同様 な実験において最高1,200μg/gが ぶ どう

膜に蓄積されることが報告 されている。また,サ ルを使った実験でも,138～300μg/gが 蓄 積

されることが報告されている。メラニ ン障害 を避けるために,ニ ューキノロン薬の長期間の使

用は注意されなければならない。
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クロロキン,ク ロルプロマジンなどメラニン親和性の強

い薬剤は,眼 障害を起こすことが知られている1～3)。近年,

ニユーキノロン薬が強いメラニン親和性を有することが明

らかにされた4,5)。

Norfloxacinを 有色動物に経口投与あるいは点眼したと

きの眼内動態の知見は不十分である。また,_ユ ーキノロ

ン薬とメラニンとの結合様式が明らかでなく,メ ラニンを

含有する組織からの本剤の抽出法 も確立 されていない。そ

こで今回,1℃ で標識したnorfloxacin([14C]-NFLX)を

用いて,ビ ーグル犬および有色ウサギに反復経口投与また

は点眼し,そ の眼内動態を検討したので報告する。また,

NFLXの 網膜への局在化を調べるために,網 膜内方9層

と網膜色素上皮 ・脈絡膜 との分離法およびミクロオー トラ

ジオグラフィー(ミ クロARG)を 検討 したのであわせて

報告する。

I. 実験材料および方法

1. 試 薬

14C-標 識NFLXは
,第 一化学薬品株式会社で合成

された。 その構造式 と標識位置 をFig.1に 示 す。比

放射能 は1.02ま た は1.10MBq/mgで あ り,薄 層 ク

ロマ トグラフィーによる放射化学的純度 は97.9%以

上 であった。非標識NFLXは 杏 林製薬株式会社で合

成 した。 その他の試薬はすべて市販特級品 を用 いた。

2. 実験動物

雄性 ビーグル犬(3～4か 月齢,体 重:4.0～7.0kg)

はノー ド株式会社か ら購入 した。予備実験用の雑犬

*栃 木県下都賀郡野木町御手洗2399 -1
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Fig.1. Chemical structure of [14C]-norfloxacin
*labelled position

(雌雄 各々1例,体 重:7.0kg)は 株 式会社 クリー ン実

験動物センターから購入 した。雄性有色ウサギ(ダ ッ

チ種,12週 齢,体 重:1.95～2.15kg)は,日 本医科

学動物資材研究所か ら購入 した。

3. 網膜 を色素上皮から分離する方法の検討

網膜 は10層 の細胞層か らな り,内 方9層 は脳層お

よび視細胞層で色素を含まず,最 外層は多量のメラニ

ンを含んだ1層 の色素上皮である。 メラニン親和性薬

剤の眼内動態 を知るには,網 膜内方9層(以 下単に網

膜)と 網膜色素上皮層(以 下単に色素上皮)と を分離

して,測 定 しなければならないが,そ の分離法は確立

されていない。そこで,分 離法 を検討 した。

雑犬の眼球 を摘 出後,凍 結法6}に よ り網膜 ・脈絡

膜 ・強膜部分を採取 し,視 神経乳頭付近か ら尖鋭 ピン

セットで網膜を色素上皮か ら分離 し,10%中 性緩衝 ホ

ルマ リン液で固定した。別法 として,網 膜 ・脈絡膜 ・

強膜部分 を2.5～5%の グルタールアルデ ヒドを含 む

1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)に1～2分 間浸漬 し

て固定化した後,網 膜 を色素上皮から分離した。いず

れ もパ ラ フ ィン包埋 切 片 を作 り,Hematoxylin-

Eosin(H.E.)染 色 で分離状況 を検査した。

4. 投与量および投与方法

1)静 脈内投与

ウサギに[1℃]-NFLX注 射 剤20mg/5ml/kgを 翼

付静注針(23G,ア トム)を 用いて,耳 介静脈内に1

ml/3minの 速 度 で投与 した。投 与 放射 能 は眼球

ARGの 場 合 に は19.5MBq/kg,ま た 網 膜 ・脈 絡

膜 ・強 膜 の ミク ロARGの 検 討 の場 合 に は1.95

MBq/kgと した。

2) 経 口投与

イヌで は[14C]-NFLX 30mg/0.7MBq/kgを カ

プセル剤で,ウ サギで は50mg/2。5MBq/kgを 水 溶

液 として,非 絶食下 で1日1回,14日 間 経口投与 し

た。

3) 点 眼

イヌお よびウサギ ともに0.3%[14C]-NFLX点 眼

液(1.0MBq/ml)1回1滴(50μl)を,2時 間 間隔

で1日5回,14日 間(14日 目は3回)両 眼に点眼 し

た。

5. オー トラジオグラフィー

1) 眼球 のARG

摘出 した眼球 を5%カ ルボキ シメチルセル ロース中

に包埋 し,ド ライアイス-n-ヘ キサ ン中 に浸漬 した

後,ク リオマイクロカッ ト(Leica)で 厚 さ30μmの

切片 とし,凍 結乾燥 した。ル ミラー膜(6μm,三 菱

レー ヨン)で 被覆 した後,医 療用X線 フィルムRX

(富 士写真 フイルム)と 密着 し,3週 間露出 した。露

出終了後,フ ィルムを現像 して眼球 のARGを 得た。

2) 網膜 ・脈絡膜 ・強膜の ミクロARG

摘 出 した眼球の網膜 ・脈絡膜および強膜をただちに

幅4mm程 度 の大きさに整形し,ラ ットの肝ホモジネ

ー トに包埋 した後,ド ライアイスーアセ トンで凍結 し

た。 コール ドトームCM-501型(サ クラ精機)で 厚

さ5μmの 凍結切片 を作製 し,ス ライ ドガラス上で乾

燥 した。切片 に原子核乳剤Sakura NR-M2(小 西

六)を デ ィッピング法で塗布 した後,-20・ で3週 間

露出し,現 像,定 着 した後,H.E.染 色 を施 して鏡検

した。

6. 血 中濃度モニタリング

イヌお よびウサギの経口投与 において,投 与初日,

7日 目および13日 目に,投 与後1, 2, 4, 8お よび24

時 間 に前肢伏在静脈(イ ヌ)ま たは耳介静脈(ウ サ

ギ)か ら採血した。

血液 は常法 により血清分離後,ソ ルエ ン(R)350(パ

ツカー ド)-イ ソプ ロパノー ル(1:1, v/v)で 可溶化

し, ACS-II(R)(ア マ シャム)-0.5NHCl(9:1, v/v)

を加 え,測 定試料 とした。

7. 組 織 の摘出および処理

最終投与後3時 間, 24時 間, 1週 間, 1か 月(4週

間)お よび6か 月(24週 間)に ペ ン トバル ビター

ル ・Na(ネ ン ブタール注射液,ダ イナボ ット)麻 酔

下で頸動脈 より放血致死させた。眼球 を摘出後,液 体

窒素で凍結 し,各 眼組織(結 膜,房 水,角 膜,虹 彩 ・

毛様体,水 晶体,硝 子体,網 膜,色 素上皮 ・脈絡膜,

強膜,視 神経)に 分割 した。ただし,ウ サギは最終投

与後24時 間の1時 点を採取 した。各眼組織を秤量し

た後,風 乾 し,サ ンプルオキシダイザー(306型,パ

ッカー ド)で 燃焼 した。なお,14CO2吸 着型およびシ

ンチレーター としてそれぞれカーボソルブ(R)(パ ッカ

ー ド)お よびパーマフローE+(R)(パ ッカー ド)を 使用

した。

8. 放 射能 の測定
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各 試料の放射能の測定は,液 体 シンチレー ションア

ナライザー(Tri-Carb2000CA型,パ ッカー ド)

により行った。

II.結 果

1.網 膜と色素上皮との分離方法と組織学的検査

凍結法により分離したイヌの網膜および色素上皮 ・

脈絡膜 ・強膜側の光学顕微鏡写真をFig.2に 示す。

網膜は杆 ・錐状体層で分離されており,色 素上皮はま

ったく含まれていなかった。また,色 素上皮 ・脈絡膜

側には一部の脱落は認められるが,単 層の色素上皮が

残存した。しかし,こ の採取法では網膜の外側に組織

の乱れがみられた。また,網 膜組織は小部分しか採取

できなかった。ウサギにおける剥離でもほぼ同様であ

った。

グルタールアルデヒドで固定 した後分離 したイヌの

組織標本 をFig回3に 示す。Fig.3-a)は 剥 離 した網

膜 であ り,全 体が1枚 の膜 として分離で きた。Fig.3

-b)は 網膜の組織像
,Fig,3-c)は 色 素上皮 ・脈絡膜

側の切片写真であ り,組 織の保存 は完全であった。

2.オ ー トラジオグラフィー

ウサギに単回静脈内投与後7日 目の眼球ARGの 結

果 をFig回4に 示す。 また,網 膜 ・脈絡膜 の放射能 の

局在化 をミクロARGで 検 討 した結果 をFig.5に 示

す。眼球のARGに おいて,放 射能 は虹彩 ・毛様体 お

よび色素上皮 ・脈絡膜に存在 したが,そ の他の眼組織

への分布 はまった く認め られなかった。また,網 膜 ・

Fig. 2. Light micrographs of separated ocular tissues of dog (freezing method) 

a) cerebral and visual cell lavers of the retina (•~50) b

) pigment-epithelium, choroid and sclera (•~50)

Fig. 3. Photograph and light micrographs of separated ocular tissues of dog (brief fixation with 

glutaraldehyde). 

a) survey of the separated cerebral and visual cell layers of the retina 

b) histology of the separated retina (•~200) 

c) histology of the separated pigment-epithelium, choroid and sclera (•~200)
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脈絡膜 ・強膜における放射能の分布は色素上皮および

脈絡膜のメラニン顆粒に局在化し,網 膜および強膜に

は認められなかった。

3.イ ヌおよびウサギにおける血中動態

NFLXを イヌおよびウサギに反復経口投与時の血

清中放射能濃度をFig.6に 示す。イヌでは投与初日,

7日 目,13日 目でほぼ一定 した血清中濃度が得 られ,

平 均濃 度の最高 値 は4～6μg eq./mlの 範 囲 であ っ

た。

ウサギでは測定 日によ り,1～17μgeq./mlの 範囲

で変動 した。特に13El目 投 与後の2例 の最高血清濃

度 はそ れ ぞ れ7.1お よ び27,4μg/ml(平 均17μg/

ml)で あ り,大 きな個体差 も認 め られた。 しか しな

が ら,ト ローフレベル(through level)す なわち13

日 目の投与前および投与後24時 間 における血清濃度

Fig. 4. Autoradiogram of eye ball 
7 days after a single intravenous 
administration of [14C]-norfloxacin 
at 20 mg/19.5 MBq/kg in rab-
bit.

Fig. 5. Microautoradiogram of 
retina, choroid and sclera 7 days 
after a single intravenous ad-
ministration of Panorfloxacin 
at 20 mg/1.95MBq/kg in rabbit.

Fig. 6. Serum concentrations of norfloxacin in dogs 
and rabbits during daily oral administration of 
[14C]-norfloxacin for 2 weeks.
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はいずれの個体 において も約1μg/mlで あ った。

4. イヌおよびウサギにおける眼内動態

反復経口投与後の経時的な眼粗織内放射能濃度の測

定結果をTable 1に 示 す。イヌの最終投与後24時 関

における虹彩 ・毛様体および色素上皮 ・脈絡膜 内濃度

は,そ れぞれ297お よび433μg eq./g, 1か 月 後で

はそれぞれ174お よ び276μg eq./g, 6か 月 後 には

95,8お よび89.6μg eq./gで あった。 それに対 して,

網膜では最高3.05μg eq./9で あ り,1日 以降 はすべ

て1μg eq./gな い し測定限界以下 であった。Table

1に は示 していないが,他 のほとんどのメラニン非含

有眼組織で も,お お むね2μg eq./gを 越 えなか っ

た。また,こ れ らの組織からの放射能の消失 は速 く,

最終投与後1週 間では検出限界以下であった。ウサギ

の24時 間における虹彩 ・毛様体 および色素上皮 ・脈

絡膜内濃度は,そ れぞれ22.4お よび90.3μg eq./g

であった。 また,網 膜で は0.93μg eq./gで あ り,

他のほとんどの眼組織ではそれより低かった。

点眼後の眼組織内放射能濃度の測定結果をTable 2

に示す。イヌでは最終投与後3時 間から1か 月にかけ

て,虹 彩 ・毛様体および色素上皮 ・脈絡膜内濃度 は,

それぞれ5.76～8.90お よ び1.52～2.07μg eq./gで

あった。 またメラニ ン非含有組織では,3時 間後の角

膜において約1μg eq./gの 濃 度 を示 したのが最高で

あり,い ずれもきわめて低い濃度であった。一方,ウ

サギの投与後24時 間における虹彩 ・毛様体 および色

素上皮 ・脈絡膜内濃度は,そ れぞれ3.00お よび3.65

μg eq./gで あった。他の眼組織では結膜における

0.52μg eq./gが もっとも高い値であった。

III. 考 察

[14C]-NFLXを 用いて,有 色動物における眼内動

態を検討した。有色ウサギに本剤を1回 静脈内に投与

し,7日 目に摘出眼球をオー トラジオグラム(ARG)

で検査した結果。虹彩 ・毛様体,網 脈絡膜(以 下ぶど

う膜 と総称する)に のみ放射能が認められた。さら

に,ミ クロARGで 網脈絡膜部を精査すると,放 射能

はメラニンを含有する色素上皮 ・脈絡膜に限局し,こ

れに接する網膜および強膜への拡散は認められなかっ

た。

局在量を定量するため,メ ラニン含有組織と非含有

組織とを分離する方法を検討した。凍結下の分離法6)

でも,網 膜と色素上皮の分離は可能であったが,グ ル

タールアルデヒド処理法の方が完壁であった。しか

し,後 者の方法は固定液へのNFLXの 逸脱,組 織重

量変化など濃度の測定値に影響をおよぼす可能性があ

ることから,今 回の眼内動態実験には凍結法を用い

た。しかしながら,こ の方法の問題点はミクロARG

において強膜への放射能分布が認められないにもかか

わらず,強 膜の放射能濃度が比較的高かったことであ

る。この原因は強膜から脈絡膜を完全に分離できなか

ったことによるコンタミネーションの結果と思われ

た。

NFLX 30 mg/kg経 口投与後のイヌの血清中濃度

は,治 療量を患者に投与 した ときの4～6倍 高かっ

Table 1. Ocular tissue distribution of radioactivity after daily oral administration of [14C]-norfloxacin for 2 weeks 
 in dogs (30 mg/0.7 MBq/kg) and rabbits (50 mg/2.5 MBq/kg)

Each value represents mean•}S.E. of 4 eyes. 

Serum concentration represents mean of 2 animals. 

ND: not detected
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Table 2. Ocular tissue distribution of radioactivity after instillation of 0.3% [14C]-norfloxacin ophthalmic 

solution 5 times daily for 2 weeks in doge and rabbits

Each value represents means•}S.E. of 4 eyes. 

Serum concentration represents means of 2 animals. 

ND: not detected

た7)。 このような量を2週 間連続投与 した場合 のぶ ど

う膜 中には,最 高400μg eq./gの 放 射能 が存在 し

た。1か 月後には約60%に 減衰 し,6か 月後に約25%

の100μg eq./gに 減 衰 した。 最初の半減期 は約40

日,次 の半減期は約150日 と推定された。網膜内の濃

度は,お よそぶどう膜 内濃度の1%以 下で,血 清中濃

度 と大差なかった。 これ らの放射能濃度 はNFLX-未

変化体であることがすでに明 らかにされている8)。点

眼(150μg/50μlを1日5回 適用)に おいて もぶ どう

膜内濃度が無色素の組織内濃度よりも高かったが,そ

の濃度は経口投与に比較するとはるかに低かった。 こ

れ らの実験結果は,NFLXが メ ラニ ンに対 して高 い

親和性を有 し,そ の部位 に蓄積,残 留することを示す

ものである。

同様な実験 は,す でにlomefloxacin (LFLX)9)お

よ びlevofloxacin (LVFX)10)に つ いて も発表 され て

いるが,両 者については,ぶ どう膜 内の最高濃度 はお

よそ1,200μg/gに 達 している。 これ らの実験では最

終投与後1週 間以上の経過 は測定 されていないが,そ

の間 の減 衰速 度 はNFLXよ り速 か った。[14C]-

CPFXを 有 色成熟 ラッ トに経 口投与 した実験で は,

前半の半減期が70日,後 半が164日 と記載 されてい

る11)。一方,こ れ らの薬剤は,点 眼によるぶどう膜へ

の移行 も測定 されているが,点 眼後のぶ どう膜への移

行 は小 さく,減 衰速度はきわめて遅いことが示 されて

いる。

ぶ どう膜におけるメラニン親和性薬剤の蓄積 には動

物差がある。NFLX,LFLXお よ びLVFXの いずれ

の薬剤 もウサギでは血中濃度が不安定で,か っ蓄積が

少ない。問題 はヒトにおいてどの程度蓄積されるかと

いうことであるが,ヒ トで この実験 はできない。そこ

でサルにおける実験成績 を参考にしたい。 カニクイザ

ルにNFLX 40 mg/kgを10か 月内服させたときのぶ

どう膜 内濃 度 は約300μg/gで あ った12)。また,リ ス

ザルにLVFX 20 mg/kgを 単 回内服 させた時,そ の

3時 間後 のぶ どう膜 内濃度 は138μg/gで あ ったと報

告 されている。 したが って,ヒ トの場合にも,反 復内

服後には100μg/gを 超 える濃度がぶどう膜に蓄積す

ることは予想 しなければならないと思 う。実際,試 料

が採取可能 な ヒ ト毛髪 にお いて, OFLXを300mg,

2日 間服用 した場合,毛 髪内 に200μg/gに 達 する濃

度の移行が認 められ ることも報告されている14)。

ニ ューキノロン薬の細胞毒性 は比較的強 く, in vi-

troの 実 験で は100～200μg/gと い う濃度下では変性

する。 しかし,生 体内におけるぶ どう膜 に明らかな細

胞障害が観察 されていないのは,メ ラニン組織の特性

によるものであろう。生体 内のメラニンは,そ の防御

機構 の一部 として存在す ると考えられている3)。眼,

内耳,脳 幹黒質部などでは,メ ラニンは有害物質が血

液を通 じて繊細 な感覚器官に到達することを防ぐ。メ

ラニンに捕捉 された物質は,捕 捉 されている限り不活

化 されているらしい。 したがって,細 胞毒性を示さな

いと考えられる。 しかし,ク ロロキンやクロルプロマ

ジンなどは,長 期間大量に摂取 されるとメラニンに蓄
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積 され,メ ラニンの増生,次 いでメラニ ン細胞 の増

殖,最 後にメラニン細胞の崩壊が起 り,当 該組織の機

能障害を発生 されることが知られている。その組織所

見は剖検例か ら明 らかである2}。 したがって,こ の副

作用は遅発性であ り,投 与 を中止 しても数年後に発生

することもあ り,ク ロロキン障害の発生は,10年 単

位で考えなければいけない といわれている15)。ニ ュー

キノロンとクロロキンは,化 学的,物 性的にも異なる

点が認められるが,共 にハ ロゲンの入ったキノ リン環

を骨格 とした化合物である。そのためニューキノロン

薬の長期間,大 量使用には注意をはらう必要があるも

のと考えられる。

現在,ニ ューキノロン薬 は発売 を開始 してから10

年を経た薬剤である。いままでに問題が起こっていな

いからといって安全が確立 されたとはいえない。 この

素晴 らしい薬剤に長い寿命を持たせるためには,使 用

者がその使用に注意を払うことが重要なことではない

かと思われる。そのためにもすべてのニ ューキノロン

薬についてその眼内動態 を究明することが望 まれる。
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The intraocular pharmacokinetics of norfloxacin (NFLX) after 2 weeks of consecutive oral 

administration or instillation of [14C]-NFLX in beagle dogs and pigmented rabbits were 

studied for 6 months. The following results were obtained. 

1) The concentration of radioactivity in the choroid and pigment epithelium (choroid-

pigment epithelium) of dogs was 433 pg eq./g at 24 hours, 276 ƒÊg eq./g at 1 month, and 

89.6 ƒÊg eq./g at 6 months after the last 30 mg/kg administration of [14C]-NFLX. 

2) The concentration in choroid-pigment epithelium of rabbit was about 90.3 ƒÊg eq./g at 

24 hours after the last 50 mg/kg administration of [14C]-NFLX 

3) Concentrations in non-pigmented tissues were lower than the serum level. 

4) In the case of instillation with 50 pl of 0.3% [14C]-NFLX at 5 times/day for 2 weeks, 

the concentration in the iris-ciliary body and the choroid-pigment epithelium of dogs were 

6.74 and 2.03 ƒÊg eq./g, respectively, at 24 hours after the last application, and these 

radioactivities decreased slowly thereafter. 

5) Microautoradiography showed the localization of radioactivity only in the uvea, 

without showing diffusion into the retina. 

These results indicate that NFLX has an affinity for melanin, and results in a high 

accumulation and retarded residue in the melanotic ocular tissues. Fluoroquinolones are 

known to have a strong affinity for melanin. Lomefloxacin and levofloxacin are reported to 

accumulate in the uvea of beagle dogs at the level of 1,200 ƒÊg/g. In the monkey, 

fluoroquinolone accumulation of 138-300 ƒÊg/g is reported . Based on these findings, long-term 

use of fluoroquinolones should be considered in order to avoid melanin disorder.


