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論 文 の 内 容 の 要 旨

"キノロン系抗菌剤は高い抗菌活性､幅広い抗菌スペクトラムおよび良好な組織移行性を示すこ

とから､主に経口剤として種々の感染症の治療に用いられている｡しかし､幼君動物に投与する

と､四肢関節を中心に､関節軟骨の水癌形成を特徴とした関節症を誘発する｡特にイヌはこの関

節症に最も高い感受性を示す｡本研究では嘘(Ⅸa血PFI勾による幼君イヌ関節症について､そ

の発生メカニズムの解析を試みた｡

第Ⅰ華ゃは､OnXの関節症惹起用量ならびに血中および関節軟骨内の薬物濃度について幼君

イヌ(3カ月齢)を用いて検討した｡すなわち､Onよの5､10および20m紺dayを雄性幼

君イヌに経口8日間反復投与した｡その結果､関節症は肉眼的に10m幽血yから関節軟骨の

水癌としてみられ､組織学的には関節軟骨中間層における空洞形成として観察された｡関節軟骨

における水癌形成の発現頻度は上腕および大腿骨近位>大腿骨遠位>上腕骨遠位の順に高く､

また好発領域(上腕骨頭背側､大腿骨頭脅側および大腿骨頭靭帯周囲)が限定されていた｡好発領

域はイヌにおける荷重領域と一致することから､荷重が関節症の発生因子の1つとして推測され

た｡この検討から､0ロスの最小関節症誘発用量は10m掴dayであり､無毒性量は5嘲day

と考えられた｡薬物動態解析では0托Ⅹの用量依存的な血中濃度推移および関節軟骨組織への移

行が認められ､関節症発現における開催は血中で45〃弼前後､関節軟骨で9.0〝由前後と

判断された｡

第ⅠⅠ章では､キノロン剤誘発関節症の特徴である感受性の年齢差を､幼君(3カ月齢)および

成熟イヌ(18カ月節)を用い､OnXの血中､滑液中および関節軟骨内濃度で比較した｡0托Ⅹの
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20m幽dayを雄性幼若および成熟イヌに経口8日間反復投与した｡その結果､関節症は幼若イ

ヌにのみ認められ､成熟イヌではなんら変化はみられなかった｡組織学的検査では幼若イヌと成

熟イヌの関節軟骨に明らかな差異が認められ､成熟イヌでは石灰化層および石灰化線がみられ発

達した関節軟骨組織形態を示した｡薬物動態解析では0円よの血中および滑液中濃度に両月齢間

に明らかな差異はみられなかった｡興味深いことに､関節軟骨内濃度は幼君イヌよりも成熟イヌ

で高値を示し､感受性の年齢差は関節軟骨内の薬物濃度の差異のみでは説明することができなか

った○■以上を勘案すると､幼君イヌでの関節症の発現にはOnXの関節軟骨への移行とともに､

未成熟な軟骨組織に対する特異的作用が関与するものと推測された｡

第ⅠⅢ章では､幼若イヌPカ月均■_における水痘(封印形成過程を病理組織学的に精査した｡

雄性幼若イヌに0凡よの20m卵釘dayを経口単回および2日間反復投与した｡空洞形成の初期

変化として､関節軟骨中間層における軟骨細胞の変性および壊死､基質の水腫性変化および膠原

線維の露出が観察された｡基質では水腫性の領域声ゝら関節軟骨表層にかけて､S血血0染色では

染色性の低下がみられ､基質におけるプロテオグリカンの減少が示唆された｡電子顕微鏡学的検

査ではこれらの所見に一致して､中間層の軟骨細胞における粗面小胞体腔の拡張を特徴とする､

細胞領域基質におけるプロテオグリカン顆粒の減少が観察された｡また同時に､ミトコンドリア

の腫大も認められた｡壊死軟骨細胞周囲では著しい同顆粒の嘩少とともに軟骨細胞と領域基質と

の解離がみられた｡空洞周囲の領域間基質ではプロテオグリカン顆粒の減少とともに､膠原線維

の凝集､減少および消失が観察された｡以上の結果より■､水癌(空洞)形成過程において､軟骨細

胞の粗面小胞体腔の拡張にリンクした軟骨基質でのプロテオグリカンの減少が重要であることが

推察された｡

第Ⅳ章では､幼君イヌ初代培養関節軟骨細胞を用い､細胞周期PNA合成)およびプロテオ

グリカン合成におけるOFLXの作用について検討した｡雄性幼君イヌPカ月齢)の上腕骨近位

および大腿骨遠位より関節軟骨組織を採取し､酵素消化により軟骨細胞を分離して培養した｡Onぷ

の添加濃度は関節症発熱こおける関節軟骨内薬物濃度をもとに63-i(氾〝釘血とした｡その結

果､OFLXは高濃度(100〟か叫においても細胞周期に影響を与えず､細胞障害性(細胞増殖抑

制)も認められなかった｡しかし､プロテオグリカン合成に対し､関節症発現における関節軟骨内

濃度の間借(9.0〝由)近傍である125〃脚より濃度依存的な抑制作用を示した｡したがって､

加vぉり系での関節軟骨卵胞におけるプロテオグリカン合成低下は投与初期の形態学的変化である

細胞領域基質におけるプロテオグリカン額粒の減少を裏づけるものであり､この減少が0軋Ⅹ誘

発関節症の発現に大きな役割を果たしていると考えられた｡

以上､0托ズによる幼君イヌの関節症発現メカニズネは､関節軟骨に充分量の薬剤が分布する

と､関節軟骨中間層における軟骨細胞の粗面小胞体腔の拡張を惹起し､プロテオグリカン産生は

抑制され､プロテオグリカン顆粒の減少がみられる｡その後､細胞領域基質のプロテオグリカン

はさらに減少し､水腫性変化が生じる｡同時に軟骨細胞と基質のネットワークは障害され､軟骨

細胞は壊死に陥る｡水腫性変化は膠原線維の凝集､減少および消失とともに領域間基質にもおよ

び､軟骨組織は脆弱化し､それに荷重(成長)が加わることにより水痘(空洞)が形成されるもの

と考えられた｡また､粗面小胞体腔の拡張とともにミトコンドリアの腫大もみられ､ミトコンド

リア障害によるプロテオグリカン減少も相乗的に関与している可能性が推測された｡
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審 査 結 果 の 要 旨

申請者は､キノロン系抗菌剤0恥ⅩaCin(OFLX)･による幼若イヌ関節症の発生メカニズムの全貌

を明らかにする一助として本研究を試み､その病理発生について科学的根拠を提供した｡キノロ

ン剤は幼若動物に四肢関節軟骨の水痘形成を特徴とした関節症を誘発(関節毒性)することから､

ヒト小児ならびに幼君動物での使用は制限されている｡イヌはキノロン剤誘発関節症に最も感受

性が高く､イヌにおける関節症の発生メカニズムの解析は､小児(幼君動物)に使用可能な次世代

キノロン剤の開発に有益な情報をもたらすものと考えられる｡

1･幼若イヌにおけるOFLX経口各日間反復投与時の最小関節症誘発用量(10mg此g/day)および

無毒性量(5mg此g/day)を明らかにした｡また､荷重を関節症の発生因子の1つとして推測し

た｡発現薬物動態解析では関節症発現におけるOFLXの開催は血中で4.5-g血J前後､関節

軟骨で9.Opg夜前後であることを明らかにした｡

2.キノロン剤誘発関節症の感受性の年齢差について､OFLXを幼君および成熟イヌに経口 8日

間反復投与して比較した｡関節症は幼君イヌにのみに発現し､成熟イヌでは変化はみられなかっ

た｡しかし､薬物動態解析では関節軟骨内薬物濃度は幼若イヌよりも成熟イヌで高値を示し､

感受性の年齢差は関節軟骨内薬物濃度の差異のみでは説明することができなかった｡

3.幼君イヌにおけるOFLX.ノダ水痘形成過程を病理組織学的に検索した｡その結果､水痘形成の初

廟変化として､中間層軟骨細胞の粗面小胞体腔拡張および細胞嶺域基質でのプロテオグリカン

減少を明らかにした｡

4.幼若イヌ初代培養軟骨細胞において､OFLXは関節症発現における関節軟骨内濃度の開値(9.0

〝釘叫近傍より濃度依存的なプロテオグリカン合成抑制作用を示すことを明らかにした｡この

結果は､形態学的初期変化である基質でのプロテオグリカン減少を裏づけるものであると考え

られた;

本研究により､OFI正による幼君イヌの関節症発現メカニズムは､関節軟骨に充分量の薬剤が分

布すると､関節軟骨中間層軟骨細胞の粗面小胞体腔拡張を惹起し､プロテオグリカン産生は抑制さ

れ､基質におけるプロテオグリカン減少により水腫性変化が生じる｡同時に軟骨細胞と基質のネッ

トワークは障害され､軟骨細胞は壊死に陥る｡脆弱化した軟骨組織に荷重(成長)が加わることに

より水痛が形成されるものと考えられた｡
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以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として

十分価値があると認めた｡
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