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The present work was undertaken toinvesti錮te the residue of miloxacin，5，  

8－dihydro－5・methoxy・8・OXO－2H－i，3－dioxolo（4，5・g）quino】ine－7・Carboxyiic aeid，  

in the tissue50f eultured yellowね江5前厄南q加減脚細山歳ぬ by oraladminisけation．  

The concentration ot miloxacin＆ndits met＆bolite＄．M・1．5，8－dihydro－8・0Ⅹ0－2H－  

1，3－dioxolo牲5・g）quinoline－7・earboxylic aeid，and M－2．1，4－dihydro－7－hydroxy  

－1，6－dimethoxy・4－0ⅩOquinoline－3－Carboxylie acid．were determined by high per・  

forrnanceliquid chromatography．The recovery of mi】oxacin was87，83and84％  

from the mu5Cle，1iver and blood，reSpeCtively．The maximumlevelsin these tissues  

were reached withiT13holエrS after administratioれOf miloxacin atlO and40mg／kg，  

and no miloxaein couほ be detected within 3 days fo‡lowing administration、  

On】y one of the metabolites，M・1，WaS foundin these ti55ue5and s【i王1remained  

in the‖ver for7days after administration of miloxacin atlO and40mg／kg．  

Key words：reSidue，miloxacin and yellowtai】   

我が園の魚介類養殖の発展に従って、発生する種々の疾柄を防御、治療するため多様な水魔用  

薬品が用いられている。その様な薬品が、食品としての魚介敗の体内に畜検した場合、人間にお  

よぼす形響は食品の品矧こおいては習うまでもな〈、栄薬学上、食品循度学上盗饗な問題と言わ  

ぎるを得ない。本研究ほ、食品としての魚介類を対象とし、それらの微巌汚染物質の体内残留に  

ついて検討し、前輪しと野ら1984）では餐殖ウナギのホルマリン薬俗による体内域儲について  

報告した。そこで、本研究では、アユ、ウナギのビブリオ俄感染症の榊寮薬として用いられるミ   
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ロキサンンを、試験的に餐殖ブリに経口投与した場合の体内残留および残留献言引こついて、高速  

液体クロマトグラフィ仙（HPLC）を用いて検討した。  

実験村糾および衆験方法   

l．実験材料   

供洗魚として現地で入手した健康状態の良好な養殖プリ、SeγgO～∂隼1め即蛸Ⅷ飽満、を用いた。  

平均体蕊250g前後であった。授与方法として供試薬物を紳料に混ぜ、供拭伽こカテ岬テルで強  

制経lコ投与した。投与糾料として、コウナゴミンチに、投薬時に所産厳になるように供紙薬磯を  

加えたものを用いた。粘結剤としてミンチメートを用いた。投薬後麗ちに供武藤を魚故に入メ1、  

血定時間ごとに網で取り上げて実験に供した。なお、本実験ほ昭和59年8月から同年10月にわた  

って、三豊県南勢町礫浦で行なった。   

試薬としてミロキサンン、その代謝産物M－1おをぴM…2は、住友製薬株式会社から分洩さ  

れたものを用いた（桃造式は図1に示す）。試灘ほ全て和光純薬三栄株式会社製の特級、または、  

HpLC用紙基を用いた。  

班iloxacin  

？C‡iヨ  

く茫称00R  。。H   
M＿2。  

F痩．1．Chemicalstructure of miloxacin，M－1and M州2．  

2．試料溶液の調製   

供拭魚を麗ちに開腹後、血瀾を教堅採血管を用いて動脈球意り掘激した。採血後、魚体を麗ち  

に解剖し、肝臓および筋肉の仰一部を採取し、叫20℃のフリ叫ザ…単に貯蔵した。組織からのミロキ  

サンンの摘出法は、盈永ら（1982）の方法に順じた。図2に示すように、筋肉ク）場合、試料ユ．5gに  

0，1Mクエン酸緩繊液、pH3．0、を加え、全盛を7．5gとした。また、肝臓の機番、紙料が少鼠であ  

ったため0．4gとし、これに0．1Mクエン醸綾織液、pH3．0、を加え、仝窺を8gとし、それぞ  

れホモジナイザ岬で3分間ホモジナイズした。筋肉の場合懸湖液5g、肝臓湾磯喰6gをそれぞ  

れ50ml谷遠沈管に入れ、塩化ナトリウム2gおよびクロロホルム10mほ加え、10分間振渡した。   
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Liver O．4g  

iijg 

B】00（】1，5ml  Musc】el．5g  

Add 7．6－mlof O．1M  

citrate buffer，pH3・0   

王iomogeniヱe for3min  

Add 6mlof O．1M  

citrate buffer．pH3，O   

Homogenize for 3miれ  Homogenize for3m；n  
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pH3．0，2g of NaCland18m王  

of CHくろCl   

引Iake forlO min   

Celltrifuge forlOmin at 3，000rpm  

Org．layer  

ddanhydroNa2SO4  

0rg．layer 5ml  

Org．1ayer  

Add a】1hydro Na父SO．l  

Org．1ayer9ml  

Supernatant  

≡  
HPLC  

Fig．2．Analyticalprocedure for mi】oxacinin ye】lowtail・   

3，000rpm、10分間遠心分離後、得られたクロロホルムJ削こ、細水硫酸ナトリウムを加え脱水した。  

その5mlを、あらかじめ1％炭酸ナトリウム溶液1mlを加えた10ml容遠沈暦に加え、10分間振放  

した。3，000rpm、10分間遠心分離を行ない、上層液を紙料溶液としてHPLCに供した。血液の  

場合、1．5mlをホモジナイザ咽で3分間ホモジナイズし、得られた懸湖液1mlを50ml谷遼沈管に入  

れ、0．1Mクエン緻緩循液、pH3．0、3m】、塩化ナトリウム2gおよびクロロホルム18mlを加え、  

10分間振通した。3，000rpm、10分間遠心分離後、クロロホルム屑に無水硫酸ナトリウムを加え脱  

水した。その9mlに、1％炭酸ナトリウム溶液1mlを加え、10分間振通した。3，0001tPm、10分間  

遠心分離後、上層液を試料溶液としHPLCに供した。  

3．高速液体クロマトグラフィー条件   

機性：ギルソンHPLC装叢（ギルソン社製）   

検出轟：Variactor 311（エムエス機器製）   

カラム：M＆S PACK－C…18（蔽径4．6mmX250mm、エムエス機器製）   

移動棚：0．1％トリプルオル酢酸72％：N、N脚ジメチルホルムアミド1％：アセトニトリル27％   

流速：1ml／m圭1   

カラム温度：妾温   
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測定波長：254rlm   

感度：0．02AUFS   

紀緑紙速度：0－5cm／min   

注入凝：：20／Jj   

デ…タ処判！装置：クロマトパックC…R3A（島津製作所製）  

4．定塗擦作   

標準溶液としてミロキサンン、M＋1およぴM－2を1メJg／mlになるように1％炭酸ナトリウ  

ム溶液に溶かしたものを用い、絶対検巌線故によって算出した。  

結  果   

1．ミロキサシンおよびその代謝物のクロマトグラム   

図3に示すように、ミロキサシン、M岬1およぴM岬2は、いずれも本条件によってよく分離  

されていた。  

夏iPLC conditiorlS：  

IrlStrument山GilsorL HPLC system  

Column山M＆S RACK脚C…」8（4．6Ⅹ2501nm）  

Mobile phase－0．1％TFA：N、N…dimethyI仙  

formElmide：acetollitrile（72：1：27）  

Flow rate…1ml／min  

Temperature山rOOmとemp，  

Detection－254nm  

Absorbance range脚0．02AUI㌻S  

Chart speed－ 0．5em／min  

Sample…20扉（miloxacin∴M山1an（1  

M山21Jjg／m】）  

Data analysis仙Chromatopack C…R3A  

0  5  10  15  

Retention 七血Ie（m土n）  

F穣．3．High performaneeliquid chromatogram of miloxacin、M－1and…2．   

2．魚体内からのミロキサシンおよぴM－1の添加回収試験   

筋肉、肝臓、血液に、ミロキサシンまたはM－1をそれぞれ2鵬ずつ添加し、前述の抽出法に  

従って掛取試験を行なった。その結果表1に示すように、ミロキサンンでは、筋肉、血液および  

肝臓で、それぞれ87、84、83％であi）、M－1では、16、11、22％であった。   
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Tabfel．Recoveries of miloxaein and M－1fromvarious  

tissues of yeIlowtai！．  
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＊ Average of 35amples  

Two micrograms of miloxaein and M－1  

wa5 added．   

3．萱殖プリに対するミロキサシンの組織内残留   

碧償1ら（1978）によると、ブリにミロキサシンを経口投与した場合、すべての組織にわたって  

3時間以内に、ミロキサシンの股大條を得たと報馨している。そこで、本実験でほ、10mg／kgお  

よび40mg几gについて、強制経口投与を行ない、投与後1、3時間、1、3、7日間に  

おける組織内濃度を調べた。その結果を衷2に示した。ミロキサンンの場合、いずれの投与区で  

も、投与後1時間または、3時間に各組織で政商値を示した。1日冒では、40mg／kg投与区の筋  

肉を除き、いずれの組織も急激に消炎した。10mg／kg投与区における1時間および3時間での組  

織内濃度を比擬すると、1時間では、筋肉が0，5メJg／g で激高低を示し、ついで肝臓、血液の傾  

であった。3時間では、血液が0．56〃g／m王で殴南條を示し、ついで筋肉、肝臓の順であった。   

Table 2・DisこIPPearnnCC Of miIoxacin fro－n、・arious tissues of）rC‖ol＼・tail  

MiIoxaein：10mg／kg   Miloxaejn：40mg／kg  

Tissues  Time after adminisモration   Time after adminiさtration   

1hr  3hr  lday 3days 7days  1hr  3hr  lday  3days 7days  

Musele  0．47  1．13  0．16  

（0．19）（0．24）（0．04）   （0－41）（0．80）（0．01）    （0．03）  

Blood  0．10＊2 0．56   0．45   0．66  

（0．17）（0．19）（0．02）   （0．32）（0．31）（0．02）  

Liver  0．36■3 0．40   1．48   0．48  

（0．69）（0．74）（0．43）（0．33）（0．40〉  （1．50）（0．93）（0．62）（0．36）（0．68）  

■Ⅰ〟g／臥－2〟g／mland－3〟g／g  Av．water temp．21．7℃  

The parenthe5is ＄hows the value of M－1．   Av．body weight 250g   

40mg／kg投与区でほ、投与後1時間では、肝臓が1，48〃g／kgで役商機を示し、ついで筋肉および  

血液の順であった。3時間では、筋肉が1．13メJg／gで救高値を示し、ついで血液、肝臓の順であ  

った。なお、碧闇ら（1978）の微生物定盤法による嚢殖ブリのミロキサンンに対する魚体内残留  

実験では、肝臓を除く他の組絶ゃに投与後1～3時間で急速な取i）込みが見られ、その平均値ほ、  

筋肉で約8／Jg／臥血清で約4〃g／mlであった。軋1では、ミロキサンンと同様に、いずれの投  

与区でも、1時間または3時間に各組織で殴高値を示した。1日昌では、いずれの投与区滝筋周  

および血液で急激に減少していた。しかしながら、肝臓でほ減少の傾向を示しつつも、7日目に  

おいてもまだかなり高い漉度を示した。10mg／kg投与における1時間およぴ3時間での組織内浪  

度を比較すると、1時間および3時間では、肝臓がそれぞれ0．69〃g／gおよぴ0．74〃g／gで激高   
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を示し、ついで筋肉、血液の順であったが、筋肉と血液の間には、有意な差は認められなかった。  

40mg／kg授与区では、肝臓が現′Lぞれ1．50購／gおよび0．93購／gで敢高値を示し、ついで筋肉、  

血液の咽であり、10mg／kg投与区とほぼ同様の結果が得られた。  

考  察  

ミロキサンンの忘恩法としては、オキソ】ノン酸およぴナりジクス絶と同様に、微生物定数法（岩  

田、1978、洲崎ら、1980）が用いられている。しかしながら、この方法は、感度、定数性、薬物  

に対する特輿性に欠け、多くの問題を残していると削っぎるを得ない。そこで本研究では、これ  

らの欠点を補う方法としてHPLCを用いて、魚体内組織中のミロキサシンの残軌こついて検討  

した。岩田ら（1978）によると、微生物産盈法によるミロキサンンの定盤限界は、血清で0．2メJg／涌、  

筋肉および肝臓で1．0捕／gとされている。本来験における、HPLC法による定鼠限界を求めた  

ところ、カラムへの注入鼠（20／Jりで約0．4ngであった。これより血液1mlについて統験した場  

合の定温限界は、回収率を100％として約40ng／mほなり、同様に筋肉1gの場合は約40ng／gと  

なる。肝臓については紙料0，3gであるため約133ng／gとなる。このことから、HPLC法ほ、  

微生物定盤法に比べて、かなり微畿まで検出可能と習える。   

ブリ各組織からのミロキサシンの添加回収実験では、各組織において83～87％の回収率を得た  

が、盈永ら（1982）によると、血甥で90％、筋肉で97％、肝臓で90％であり、本結果よりやや商い  

値を示した。   

ミロキサシンの体内残留については、投与碍、体内に1～3時間のうちに咤馴文され、1日目に  

は筋肉を除いて殆んど排泄されていた。しかしながら、著明ら（1978）の実験値に比べかなり  

低く、40mg／kg投与区では、投与後3時間においても筋肉で約1／8、▲血液で約1／7の取り込みしか  

見られなかった。この相違は、供試魚の成佼差、投薬方法の相i凱あるいは水温等に起因するも  

のか否か今後の検討が必要とされる。   

岩関ら（1978）によると、ブリでは投与複数時間においても、肝臓のみにミロキサシンが検出  

されなかったと報告している。同様の結果は、アユやウナギにおいても報告されている（井沢ら、  

1978）。しかしながら、本来倣によると、発根ブリの肝臓中に明らかにミロキサンンの存在が確認  
されていることから、抽出法の相違によると考えられる。洲崎ら（1980）も、酢酸エチルを用い  

ることにより、アユ、ウナギの肝臓からミロキサシンが検出されたことを報告している。   

上野ら（1984）によると、ミロキサンンに類似の化学構造を有する養殖ブリのオキソリン酸に  

対する体内残留では、50mg／kg投与区では、用いたすべての組織において、投与後3～6時間で  

数詞檎が得られ、オキソリン酸では、筋肉、血液に8日間でもまだ検出されると報告されている  

が、それらに比べミロキサシンは、賽殖ブリにおける代謝、排泄がきわめて早いものと考えられる。   

ミロキサシン代謝過程について、著武ら（1978a、1978b）によると、哺乳動物では、代謝産物  
としてミロキサシン以外にM－1、M－2などやそれらの抱合体が存在し、コイの場合、肝膵臓  

および胆汁中にはintactなミロキサシンが相当盛者在し、代謝体としてM－1およぴこれらの抱  

合体のみが検出されたと報告している。プリにおいても、用いたすべての組織中からミロキサン  

ンおよぴM－1が検出されることから、哺乳動物とは明らかに輿なった代謝経路を有すると考え  

られる。   

組織からのM－1の回収は、本方法では非′狛こ低く同様の結果ほ蕊永ら（1982）によるウナギ  

を用いた添加垣川又爽俄においても得られている。従って、正確な宝鼠ほ困難であるが、プリの組   
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織申で検出されるM桝1の漉度は、実測値より相当商いものと貰える。M脚1ほミロキサシンに  

比べ、各様蘭殊に対してかなり低い感受性を示す（上野ら、ユ985）が、抗蘭性を有するM鵬1が  

肝臓坤に長期間にわたって検出されることば、食品衛生上、品繋」こ好ましくないと考えられる。  
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