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ヒト白内障水晶体核 (以下,核)水溶性分画中の遊離非

トリプ トファン螢光物質含有量を調べた。非糖尿病患者

から嚢外摘出法で得られた個々の核 (非褐色 22眼,褐色

9眼)を均一化後遠心分離し,上清を限外濾過後,濾液を

高速液体クロマ トグラフィーで分析した。3‐ ヒドロキシ

キヌレニングルコシドおよび未同定の物質 1種が螢光物

質として検出された。前者の含有量は非褐色核群 (0.55±

0.49 μmo1/g湿 重量)お よび褐 色 核 群 (0.90± 0.64

μmo1/g湿重量)間で有意差を示さなかった(p>0.1)が ,

後者は褐色核群で有意に増加していた (2.2× 103± 5.4×

369

約
103 area unit/g湿 重量対 1.4× 105+1.1× 105 area

unit/g湿 重量 :p<0.01).β‐グルコシダーゼは後者に

相当するピークを消失させた。これらの結果は,β グ̈ル

コシドである未同定の螢光物質が核褐色化に関連する可

能性を示唆する。(日眼会誌 :100:369-375,1996)
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Abstract

VVe compared the cOncentratiOns Of prOtein_
unbound non‐tryptophan ■uOrescent substances in

the、 vater‐ s01uble fractiOn between nonfbrunescent

(NBr)and brunescent(Br)human cataractous lens
nuclei.Lens nuclei(NBr,22 eyes:Br,9 eyes)frOm
non‐ diabetic patients, Obtained by extracapsular

cataract extraction,were individually lhollnogenized

and centrifuged.Tlle supernatants、vere subsequent‐

ly ultra‐ dialyzed and assessed by lligll:pressure liquid

chromatography.  3‐ IIydroxykynurenine_(D‐ β‐

glucoside(3… IIKG)as well as an unidentifled fluOresc‐

ent substance 、vas detected. Wllile tlle concentra_

tions of the former substance did nOt significantly

direr between the NBr and the Br nuclei(NBr,
0.55± 0.49 μmo1/g wet weight:Br,o.9o± o。 64 μmo1/g
Wet Weight;p>0.1),the concentration of the latter

substance was significantly greater in the Br nuclei
than in the NBr nuclei (NBr,2.2X103-f 5.4X103 AU/
g wet weight: Br, 1.4X105+1.1X105 AU/g wet
weight; AU: area unit, p<0.01). An incubation of
the dialysate with B-glucosidase eliminated the peak
corresponding to the latter substance. These results
suggest that an unidentified protein-unbound fluor-
escent substance, which is presumably a B-glucoside,
in the lens nuclei is related to the coloration of
human lens nuclei. (J Jpn Ophthalmol Soc 100:369

-375,1996)

Key words: Fluorescence, Brunescent cataruct,
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Water-soluble fraction, 3-hydroxy-
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I緒  言

ヒト水晶体核は加齢とともに着色し,時 として核白内

障を呈するが,さ らに高度に着色し褐色自内障に至るこ

とがある。水晶体タンパクには幼年期以降に波長 350 nm

付近の紫外光で励起され,波長 440 nm付近に極大をも

つ螢光 (以下,青色螢光)が生じ,こ れは加齢とともに徐々

に増加する
1)。 この螢光は水晶体の着色現象と密接な関

係があると考えられてきた
2)～ 5)が
,こ れに対する反論 も

ある6)7).ヒ ト水晶体水溶性分画中にはタンパクに結合し

ていない 3種類の非 トリプトファン螢光物質 [キ ヌレニ

ン,3‐ ヒドロキシキヌレニングルコシド(以下,3‐ HKG),

未同定の 3-HKG類似のグルコシド]が存在することを

van Heyningen8)が 報告したが,それらの螢光物質と自内

障水晶体核 (以下,核)の着色との関連についての研究は

著者らの知る限り少なぃ
8)9)。 最近,Inoueら

10)は van He―

yningenの いう未同定の 3‐HKG類似のグルコシドが α―

deamino‐ 3‐OH― L―kynurenine‐ 0‐β‐Dglucoside(DHKN―

GIc)で あることを発見し,ま た,Inoueら
H)は この物質の

誘導体である 2-alnino-3‐ hydroxyacetophenone‐ 0‐β―D―

glucOside(AHA‐ Glc)が水晶体不溶性タンパクに結合し

ていることを報告した。水晶体の着色は不溶性タンパ

ク2)3)6)お よび水晶体タンパクの螢光
2)～5)と 関連があるこ

とが指摘されているので,螢光物質であるAHA‐ Glcが

水晶体不溶性タンパクに結合している
H)こ とは,AHA―

Glcお よびこれの前駆物質と推定され,水溶性分画中に

遊離の状態で存在 するDHKN´ Glc10)(す なわち,van

Heyningen8)の いう未同定の 3‐HKG類似のグルコシド)
が水晶体褐色化に関連する可能性を示唆している。

今回,我々は核水溶性分画中における遊離の螢光物質

を高速液体クロマ トグラフィー(以下,HPLC)を 用いて

分析 し,非褐色核および褐色核間で比較した。さらに,今

回検出された螢光物質のうちの一つが van Heyningen3)

によってその存在を指摘され,Inoueら によって同定さ

れた物質(DHKN― Glc)10)と 同一であるか否かを類推す

ることを目的として,それをβ‐グルコシダーゼによって

分解することを試みた。

II 材料および方法

1.材  料
糖尿病に罹患していない老人性自内障患者から水晶体

嚢外摘出法により得られた核を材料 とした.核 は摘出後

速やかに-4°Cで保存し,数日以内に肉眼的な着色の程度

によって褐色 (PHe IV2)に相当)ま たは非褐色 (淡褐色

～黄色,Pirie Iま たはIIに相当)の 2群に分類したうえ,

湿重量を粋量後,-80°Cで冷凍保存した。褐色核および非

褐色核の個数ならびにその摘出患者の年齢は,それぞれ

9個,72.7± 10.5歳 (平均値土標準偏差)な らびに 22個 ,

76.7± 6.4歳であった。術前に核着色の程度が判定でき
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図 1 試料作成手順のフローチャー ト̀
HPLC:高 速液体 クロマ トグラフィー

ないほど皮質混濁が著しかった水晶体から得られた核お

よび褐色,非褐色のいずれにも分類しがたい核は検討の

対象から除外した。

β́グルコシダーゼ添加実験には,上記の褐色核のうち

の 2個および摘出後速やかに冷凍保存された糖尿病歴・

年齢などが不明な褐色核 4個を使用した。

2.方  法
実験 1:個々の核における螢光物質含有量の測定
それぞれの核を解凍後,100 mMリ ン酸ナ トリウム緩

衝液 (pH 4.0)1.2 ml中 で均一化し,1.0× 104Gで 10分

間遠心分離を行い,その上清を採取した。この上清を分画

分子量 5,000の 限外濾過膜 (ウ ル トラフリーC3-LCC,日

本ミリポアリミテッド)で処理して得られた濾液を試料

とし,下記の HPLC(HLC 803‐D,東 ソー)条件 ① で分析

し(図 1),含有量を算出した(後記)。

実験 2:β‐グルコシダーゼ添加実験

実験 1の方法で褐色核から得られた同一の試料から

100 μlを分注し,pH 7.0の リン酸緩衝液 (対照)ま たは

0.2 mg/mlの β―グルコシダーゼ(和光純薬)溶液をそれ

ぞれ 20 μl添加後,37°Cにおいて 48時間インキュベート

しHPLCで分析した。この際,実験 1と 同様の HPLC条

件では,3‐HKGと 3-HKGの β‐グルコシダーゼによる分

解産物である 3‐ ヒドロキシキヌンニン(以下,3‐HK)の

保持時間が近似しているため,両者のクロマ トグラム上

での区別が困難なので,下記の HPLC条件② で分析し

た。ただし,3‐HKGの紫外吸光ピーク単位面積当たりの
モル数を求める際には下記のHPLC条件① を用いた。
HPLC条件① :分析カラムにはTSK‐GEL ODS‐ 80
Ts(東 ソー)を使用し,室温で 100 mMリ ン酸ナ トリウム

緩衝液 (pH 4.0)を A液,100 mMリ ン酸ナトリウム緩衝
液(pH 4.0)と アセ トニ トリルの 50%対 50%混合液を

B液 として,流速 1.O m1/minで作用時間 30分のリエア

沈澄
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グラジェント法で A液からB液へと移行させながら溶
出させた。紫外線検出器 (検出波長 360 nm)と 螢光検出器

(励起波長 350 nm,螢光検出波長 440 nm)を 直列に配し,

同時にクロマトグラムを記録した。

HPLC条件② :実験 1の HPLC条件のうち,移動相
のみを以下のごとく変更した。A液を 100 mMリ ン酸ナ
トリウム緩衝液 (pH 7.0),B液 を 100 mMリ ン酸ナトリ

ウム緩衝液 とアセ トニ トリルの 70%対 30%混合液 と

し,最初の 10分間 A液を単独で流した後,作用時間 30

分のリエアグラジェント法でA液からB液へと移行さ
せた。

実験 1に おける個々の核における 3‐HKG含有量 (本
論文では核湿重量当たりの3-HKGモル数と定義する)
は,3‐HKGか ら発せられる螢光が微弱で定量の指標とし
ては不適当なので,3-HKGの紫外吸光ピーク面積を指標

とし,次のように求めた。試料単位容積をHPLC分析し
て得られる3-HKGの紫外吸光ピーク面積値に下記の方

法で求めた 3‐HKGの紫外吸光ピーク単位面積当たりの
モル数を乗じることによって試料単位容積中の 3-HKG

のモル数を知 り,こ の値を核 1個から得られる試料全量

当たりに換算することで核 1個に含まれる3-HKGの モ

ル数を求め,それを核湿重量で除した。

3-HKGの 紫外吸光ピーク単位面積当たりのモル数は

以下のごとく算出した。1分子の 3-HKGが β―グルコシ

ダーゼによって分解されると1分子の 3-HKが生じるこ

とから12),実験 2の β―グルコシダーゼ添加実験において

リン酸緩衝液を添加・インキュベートした試料とβ―グル

コシダーゼ溶液を添加・インキュベートした試料をそれ

ぞれ同量 HPLCに 注入した場合,前者の HPLC注入液

褐色核

1

(6.57う))

に含まれる3-HKGの モル数 と後者の HPLC注入液に
含まれる3-HKのモル数は等しい。このモル数は,後者の

クロマトグラム上の3-HKの紫外吸光ピーク面積を既知

のモル数の 3‐ HK(和光純薬)溶液のクロマ トグラム上の

紫外吸光ピーク面積と比較すれば知ることができる。こ

のようにして得られたモル数を,前者のクロマ トグラム

上の 3-HKGの紫外吸光ピーク面積で除することによっ

て,3-HKGの紫外吸光ピーク単位面積当たりのモル数を

求めた。なお,こ の場合,実験 1と 条件を同一にするため

にHPLC条件① を用いた。
未同定螢光物質含有量は,HPLC上のarea unit(以下
AU)で表した螢光強度ピーク面積を核湿重量で除して

求めた。

III 結  果

図 2に非褐色核および褐色核から得られた試料のクロ

マトグラムの例を示す。それぞれ上のクロマ トグラムが

紫外吸光度を,下のクロマトグラムが螢光強度を示す。保

持時間 6.5分近傍の紫外吸光ピーク(図 2,矢印 1)は核

の着色の程度にかかわらず,すべての試料において検出

された(図略)。 このピークは,他の報告
13)14)ぉ ょびβ_グ

ルコシダーゼ添加によりこのピークが消失し,変わりに

3-HKに 相当するピークが出現するという本報結果 (後

記,図 5)を勘案すれば,3‐HKGに相当すると考えられ
た。一方,図 2矢印 2に示す保持時間 9.67分の螢光ピー

クは褐色核からの試料のすべてで明瞭に観察されたが,

非褐色核からの試料の大部分では微弱であった。この

ピークに相当する物質は,水晶体水溶性分画中に存在し,

かつその化学構造がこれまでに同定されている螢光物

非褐色核

紫

外

吸

光

度

螢

光

強

度

1

/ <u.rnl+t

2

(9.67分 )

0 5 10

(分)                   (分 )

図 2 非褐色核 (左)および褐色核 (右 )から得られた試料のクロマ トグラム.
上段は紫外吸光度,下段は螢光強度をそれぞれ示す。6.5分近傍の紫外吸光ピークは非褐色核でも褐色核でも

観察されたが(矢印1),9.7分近傍の螢光ピークは褐色核のみに認められた(矢印 2)。 HPLC条件① を採用
(方法参照).
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(μ mo1/g湿重量)
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量
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電
0.55± 0.49

●●.
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痕 跡

非褐色水晶体核           褐色水晶体核

図 3 個々の非褐色核 (左)および褐色核 (右)における 3‐HKG含有量 (核湿重量当たりのモル数).
各群の右側の横線および縦線はそれぞれの群における平均値±標準偏差を示す.3‐hydroxykynurenine‐ 0‐β―

glucoside(以下,3‐HKG)含有量には非褐色群および褐色群 との間で有意差はなかった (p>0.1)。
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非褐色水晶体核          褐色水晶体核

図 4 個々の非褐色核 (左)および褐色核 (右 )における湿重量当たりの未同定螢光物質含有量 .
各群の右側の横線および縦線は,それぞれの群における平均値±標準偏差を示す。未同定螢光物質含有量は,

非褐色群に比べて褐色群で有意に高かった (p<0.01)。

質,す なわち,3-HKGお よびキヌレニン8)と は保持時間
を異にするので,こ れらの物質ではなく,その化学構造も

今のところ不明なので,以後本報では未同定螢光物質と

呼称する。なお,キ ヌンニンに相当するピークは本報の

HPLC条件では,すべての試料において検出不能であっ
た。

非褐色核および褐色核間で,3-HKG含有量および未同

定螢光物質含有量を比較した。3-HKG含有量は非褐色お

よび褐色核の間で有意差を示さなかった (図 3,非褐色,

0.55± 0.49 μmo1/g湿 重量 :褐 色,0.90± 0.64 μmo1/g

湿重量 ;p>0.1)。 それに対し,未同定螢光物質含有量は

褐色核で有意に増加していた (図 4,非褐色,2.2× 103±

5.4× 103AU/g湿重量 :褐色,1.4× 105± 1.1× 105AU/g

湿重量,p<0.01)。

図 5左にリン酸緩衝液を添加してインキュベー トした

試料 (対照)の ,中央にβ―グルコシダーゼを添加 してイン

キュベートした試料の,右に純品の 3‐HK(和光純薬)の
それぞれ HPLC条件② で得られたクロマトグラムを示
す。それぞれ上のクロマトグラムが紫外吸光度を,下のク

ロマトグラムが螢光強度を示す。対照では保持時間 8.27

分に紫外吸光のピークが認められたが(図 5左上段,矢印

1),β―グルコシダーゼを作用させた試料ではこのピーク

は消失し,保持時間 6.39分 に新たなピークが出現した

(図 5中央上段,矢印 2)。 新たに出現したピークの保持時

間は,3‐HKのそれ (図 5右上段,矢印 3)に極めて近かっ
た。一方,対照では保持時間 21.46分に検出された未同定

螢光物質のピーク(図 5左下段,矢印 4)は ,β―グルコシ

ダーゼを添加した試料では消失した(図 5中央下段)。 こ
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βグルコシダーゼ添加

373

対照

(β ―グルコシダーゼ非添加)

れと同様の結果は,これを含めて調べた 6個の核のすべ

てで認められた。

IV考  按

水晶体核着色度の判定には,生体眼で判定する方

法 15)～ 17)と 摘出された水晶体で判定する方法
2)～ 4)6)～ 9)が ぁ

る。本報で,摘出された核について判定する方法を採用し

た理由は,生体眼を細隙灯顕微鏡で観察して判定する場

合にはしばしば混濁した皮質を通して,しかも光学的切

片で評価しなければならないので,む しろ摘出された核

そのものを直視して判断する方が容易で,かつ確実と考

えたからである。また,本報では着色度を主観的に判定し

た。着色度の客観的評価方法としては色度座標を用いた

c。 1。r analysis17)の 報告があるが,過 去の数 多 の報

告
2)～4)6)～ 9)15)16)では生体眼および摘出された水晶体の着

色の程度は主観的に判定されており,さ らに著者らには

color analysisと 主観的判定法の結果17)がよく対応する

ように見受けられ,し かも本報では淡黄色ないし黄色の

核を非褐色,褐色ないし黒褐色の核を褐色と定義し,両者

の間の着色状態のものは除外 したので,主観的分類に

よっても着色度の恣意的判定を回避できると考えた。

本報では,水溶性分画中にタンパクに結合しておらず,

かつ青色螢光を発するある種の螢光物質 (本報でいう未

同定螢光物質)が非褐色核に比べて,褐色核において著明

に増加していることが明らかになった(図 4)。 この未同

定螢光物質が水晶体タンパクの着色にどのようにかかわ

るかは今のところ詳かではないが,こ の未同定螢光物質

が従来から着色との関連が示唆されてきた
2)～ 5)水晶体タ

3-HK

2 3

/
〈8.27分〉 (6.39分 ) (6.38分 )

4

(21.46分 )

|ぃ ,,1111`l・ 1,1・・ 11:1,,t,lt,t,1        1,`:1,,1,,1,,。 ,,,,t,11,,“ ,,,1l      L,,,,,,,,l,,,,t,,111,1`i:t`“ l

0     10    20     30        0    10    20     30       0     10    20     30

く分)              く分)             (分 )

図 5 褐色核から得られた試料のβ‐グルコシダーゼによる分解.
褐色核から得られた試料にリン酸緩衝液 (左 )ま たはβ‐グルコシダーゼ溶液 (中央)を添加し,48時間のイン

キュベー ト後におけるそれぞれのクロマトグラム.右は3-HK(純品)のクロマトグラム。上段は紫外吸光度,
下段は螢光強度をそれぞれ示す。β‐グルコシダーゼ添加によって紫外吸光では8.3分近傍に認められていた

ピーク(矢印 1)が消失し,6.4分近傍に新たなピーク(矢印 2)が出現したが,こ れは 3‐HKの保持時間(矢印
3)に極めて近かった。また,螢光では21.5分近傍に認められていたピーク(矢印 4)が β―グルコシダーゼ添

加によって消失した(中央下段 )。 HPLC条件② を採用(方法参照)。
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ンパクの青色螢光と関連する可能性が考えられる。水晶

体タンパクの着色と青色螢光の関連の有無については以

下のごとく諸説があり,関連を支持する所見としては,①

着色の増強に伴って水晶体全タンパク量に占める水不溶

性タンパク分画 (着色タンパクの大部分が属する
2))の比

率は増加する
2)3)が
,水不溶性タンパク分画から検出され

る青色螢光の強度は水溶性タンパク分画からのそれより

も大きいこと3),② 着色が強い核においては高分子化し

たタンパクが著明に増加している3)18)が ,高分子化したタ

ンパクから検出される青色螢光の強度は,高分子化して

いないタンパクから検出されるそれに比べ大 きいこ

と3),③ 水晶体嚢内摘出術で得られた核白内障あるいは

褐色自内障水晶体から検出される青色螢光の強度は,同

等の年齢の皮質白内障水晶体から検出されるそれに比べ

著明に大きいこと
4),④ 水晶体タンパクの尿素可溶性分

画をタンパク分解酵素で分解 し分子節クロマ トグラ

フィーで分析すると,波長 340～ 360 nmで紫外吸収を示

す分画 (黄色調の指標 となる5))と ,こ の青色螢光を発す

る分画がよく一致する5)こ と,な どがあげられる。一方,

関連を支持しない所見としては,① もし着色の程度とタ

ンパクの青色螢光との間に関連があるとすれば,着色の

程度と単位タンパク重量当たりから検出される青色螢光

の強度は正相関することが予想されるはずであるが,着

色白内障 (核自内障,褐色自内障)水晶体 と非着色水晶体

(正常水晶体,皮質白内障)と の間で単位タンパク重量当

たりから検出される青色螢光の強度を比較したところ,

水溶性分画においては着色水晶体と非着色水晶体の間で

差を示さず6)7),水不溶性分画においても着色水晶体と非

＼
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着色水晶体の間で差を示さない。)か ,あ るいは非着色水

晶体に比べて着色水晶体の方でむしろ小さいこと7),②

グアニジン不溶性分画
2)(着色タンパクの大部分が属す

る)のタンパク分解酵素による加水分解産物の青色螢光

の強度は,グアニジン可溶性分画のタンパク分解酵素に

よる加水分解産物の青色螢光の強度より若干大きいに過

ぎないことがあげられよう。

このように諸説があるものの,水晶体タンパクの青色

螢光と着色との間に関連があるとすれば,未同定螢光物

質と水晶体タンパクの青色螢光との関連については,以

下のような関係を可能性 として考え得る。水晶体着色の

過程で,① 青色螢光を発する物質が水晶体タンパクに結

合した状態で形成され,それが解離して未同定螢光物質

(ま たはその前駆物質)に なる,② 未同定螢光物質がまず

形成され,それ (ま たはその代謝産物)が水晶体タンパク

に結合して青色螢光を発する,③ 水晶体タンパクと未同

定螢光物質の前駆物質に同一機序が作用して,それぞれ

独立に螢光性を有するような構造に変化する可能性など

である。

未同定螢光物質がβ―グルコシダーゼによって性質を

変えた(図 5中央下段)こ とは,未同定螢光物質がβ―グル

コシドであることを示唆する。本報では,まず実験 1の螢

光物質含有量測定で未同定螢光物質が検出された新鮮な

2検体にβ‐グルコシダーゼを添加し,上記の結果を見出

した。さらに,糖尿病の有無や年齢の不詳な 4個の水晶体

核から得られた検体でも同様の結果を得た。この際,実験

1と 同様に糖尿病の有無や年齢が既知の水晶体核を用い

るべきであろうが,実験 1を終了後-20° Cで凍結保存さ

れた検体 (糖尿病の有無や年齢が既知)では変質も懸念さ

れたので,む しろ糖尿病の有無や年齢が不詳であるもの

の,褐色の核から得られた新鮮な検体で調べた。

水品体水溶性分画に存在するグルコシドとしては,

van Heyningen3)に よって 3‐ HKGお よび 3-HKG類似の
グルコシドの存在が指摘されていたが,Inoueら

10)は後

者が DHKN―Glcで あることを発見 した。また,Inoue
ら11)は 自内障水晶体の不溶性タンパクからはAHA―Glc

が検出されることも報告した。そして,彼 ら
1°)は加齢とと

もに増加する水晶体タンパクの螢光は,3‐HKGか ら脱ア
ミノ化によって生じた DHKN―GIcを 経て生成された

AHA‐ GIcが水晶体タンパクに疎水結合することに由来

する可能性を指摘した。水晶体着色の増強は不溶性タン

パクの増加を伴うこと2)3),着色の大部分が不溶性タンパ

クに属すること
6),お よび水晶体タンパクの螢光は着色

と密接な関係があること
2)～ 5)を勘案すれば,不溶性タン

パクに結合している螢光物質であるAHA― Glcが水晶体

の着色現象に関連していることが予想される。さらに,

AHA―Glcの 前駆物質であるDHKN― Glcに ついても同

様のことが予想される。これは,本報で褐色核において

β‐グルコシドである螢光物質が有意に増加していたとい

日眼会誌 100巻  5号

う所見か らも示唆される。

また,3-HKGは 光増感物質 として作用 し,水晶体 タン
パクを架橋・高分子化させる (すなわち自内障の発生を助

長する)可能性が指摘されている
19)が
,一方で 3-HKGの

螢光半減期が著 しく短いな どの観点から,光増感物質 と

して作用す るとは考えに くい という説
20)も
ある。3-HKG

含有量 と核着色の程度 との間に関連がなかった という本

報結果 (図 3)は ,3‐ HKGが 光増感物質 として作用すると
いう説を積極的には支持 しない。3‐HKGよ りもはるかに

強い螢光性 を有する未同定螢光物質が非褐色核 に比べて

褐色核で有意 に多かった とい う本報結果 (図 4)は ,未 同

定螢光物質が光増感作用
21)を
発揮 して水晶体核 の着色に

伴 う水晶体 タンパクの架橋・ 高分子化現象
18)を
引 き起 こ

す可能性 を示唆 しているか も知れない。

本報は,核の着色に伴って未同定螢光物質が増加する

こと,お よび未同定螢光物質が β―グルコシドである可能

性が高い こ とを明 らかに した。DHKN‐Glcも β―グルコ

シ ドで あ る こ とを勘 案 す れ ば,未 同定 螢 光 物 質 は

DHKN―Glcである可能性が高いと推定される。今後は未

同定螢光物質 とDHKN―Glcの異同を決め,さ らに水晶

体タンパ クとの相互作用を調べることが人眼水晶体核着

色機構の解明の端緒にな り得 ると考える。

ご校閲いただきました金沢大学医学部眼科学教室河崎一夫

教授に深謝いたします。
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