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ヒト褐色白内障水晶体核部水溶性分画における遊離蛍光物質の同定

要

目 的 :① ヒト褐色白内障水晶体核に特に多く含ま

れ,β―グルコシドと推定される遊離蛍光物質 (Fl― Glc)

と,非褐色自内障水晶体核由来の低分子分画の長期イン

キュベーションで増加する未知の蛍光物質(F卜 X)の 異

同を調べ,② F卜 Xの同定を試みた。

方 法 :① 高速液体クロマトグラフィ(HPLC)で Fl―

Glcと Fl― Xお よび両者のβ―グルコシダーゼ分解産物

(ア グリコン)を 比較した。② l)Fl‐ Xおよびそのアグリ

コンの質量分析を行った。五)後者と等しい分子量である

キサンツレン酸のHPLCおよび質量分析を行った。

結 果 :① F卜 Glcと Fl― Xの保持時間は一致し,両者
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の蛍光ピークはともに β―グルコシダーゼ処理によつて

消失 した.② l)Fl― Xお よびそのアグリコンの分子量は

それぞれ 367お よび 205と 推定 された。五)キ サンツレ

ン酸の HPLCお よび質量分析の所見は Fl― Xの アグリ

コンのそれらと一致 した。

結 論 :Fl―Xすなわち Fl― Glcは キサンツレン酸グル

コシドである。(日 眼会誌 104:207-213,2000)
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Abstract

P“rpose:Ⅵre previOusly repOrted that a unique    ysed by IIPLC and LC/MS.

free fluOrophore(Fl― Glc),presumably a β
―glucOside,     Res“ Zお :Experilnent ① The retention times of the

is particularly abundant in human brunescent cata―     Fl― X and the Fl― Glc exactly coincided.The fluoresc‐

ractOus lens nuclei。 ()ur prelilninary experiments in‐      ence peakS Of bOth diSappeared after β
―gluCOSidaSe

dicated that incubatiOn Of 10w_m01ecular weight    treatinent,Experinlent ② i)LC/:MS results suggested

(卜4w)fraction of nOn― brunescent lens nuclei causes     that the lIWs of the Fl… X and its aglycon were 367

an increase in a particular fluOrOphore(Fl― X).This    and 205,respectively.ii)IIPLC and LC/ヽ lS results

study、vas undertaken tO c01npare the Fl― Glc 、vith     for xanthurenic acid (l〔 W〓 205)、vere exactly the

the Fl― :x and subsequently tO identify the Fl_xo         salme as thOse fOr the aglycon of the Fl― X.

副「θιλοJs:Experiment ① The puriied Fl‐ x and     Cbれ cJ“ sιοπs:The Fl― Glc and the Fl― X are identi‐

its β_glucosidase digest(aglycOn)were cOmpared    cal,and the Fl― :X(=Fl― Glc)is a glucoside of xan‐

with the Fl― Glc and its aglycon, respectively, by     thurenic acid。 (J Jpn()phthall■ ol Soc 104:207-213,

high_perfOrnlance liquid chrOInatOgraphy (II:PLC)。     2000)

Experiment ② i)The Fl― X and its aglycon were anal‐

ysed by liquid chrOmatOgraphy/mass spectrometry   Kley words:GlucOside,Xanthurenic acid,:Mass spec‐

(LC/11S)。 ii)Authentic xanthurenic acid was anal_            troimetry,Fluorophore,Cataract

I緒  言

ヒト水晶体水溶性分画中には3種類の遊離の非トリプ

トファン蛍光物質 [キ ヌレニン,3-ヒ ドロキシキヌレニ ン

グル コシ ド(3HK‐ Glc),α ―dealnino-3-OH― L― kynureni―

ne-0-β ―D― glucoside(DHKN― Glc)]が存在する l)2).
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最近,岩瀬ら3)は
褐色白内障の水晶体核 (褐色核)は非

褐色白内障の水晶体核 (非褐色核)と 比べてある種の蛍光

物質を多 く含み,こ の物質は3HK― Glcや DHKN― Glcと

同様にβ―グルコシドであると推定されると報告 した.こ

の蛍光物質 (F卜 Glc)は褐色核に特異的に多いので,そ の

性状の解明は核褐色化の原因究明に寄与すると期待され

る。しか し,褐色核中の Fl― Glcは物質量 としては微量で

あり,かつ,近年の早期手術の傾向や超音波手術の普及に

より褐色核標本が減少 したので,同 定に必要十分な Fl―

Glcを 抽出するに足る褐色核を収集することは困難で

あった。ところが,我 々は非褐色核から得られた低分子分

画の 37℃ における長期インキュベーション(静置)試料

中に,高速液体クロマ トグラフイ(HPLC)上 Fl― Glcと 同

様な保持時間にピークを有する一種の蛍光物質 (F卜 X)

が著明に生成されることを発見した(未発表)。 本報では,

Fl‐ Xと Fl-Ocの 異同の決定およびFl― Xの同定を試みた。

II 材料および方法

1.材  料

嚢外摘出法で得られた老人性白内障水晶体核を材料と

した。水晶体核 (核 )を使用することに関してすべての患

者から同意を得た。核は自内障疫学研究班分類
1)を

参考

にして,着色程度Iお よびⅡは非褐色,着色程度 IVは褐

色核 と定義 した。分析には非褐色核 3個 (各 々71,72,76

歳)お よび褐色核 1個 (76歳 )を用い,F卜 Xの精製には非

褐色核 10個 (平均 73歳)を 用いた.恣意的な分類を避け

るために着色程度 II11)の 核は除外した。核は-20℃ で保

存し,使用時に解凍した。

2.方  法

1)低分子分画の抽出

核 1個当たり,20 mMリ ン酸カリウム緩衝液 (pH 5.6)

1.5 mlを 加えて均一化 し,10,000Gで 10分 間遠心後,上

清を採取 し,分画分子量 10,000の 限外濾過膜 (マ イクロ

コンー10,Amicon,Bedbrd,MA,米 国)で濾過して得 られ

た濾液を低分子分画と定義 した。

2)Fl‐ Xの精製

無菌的に調整した非褐色核の低分子分画を滅菌したポ

リプロピレン製マイクロチュープに入れて密閉し,37℃

で約 12週 間静置した。その際,マ イクロチューブ内のガ

スの置換や脱気は行わなかった.静 置の後,マ イクロ

チューブ内容を Sep― Pak C 18(日 本 ミリポアリミテッ

ド)で濃縮し,ま ずHPLC条件②で,次 に条件③ (後記)

で分離精製した。

3)HPLC
システムコントローラー (SCL-6A,島 津製作所)と ポ

ンプ 2台 (LC-6A,島 津製作所)を 用い,カ ラムおよび移

動相には下記のHPLC条件①～③のいずれかを用い,室

温で分析した。試料注入量は 15 μlと した。紫外線(UV)

吸光度(波長 350 nm,SPD-6A,島津製作所)お よび蛍光
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強度(励 起波長350 nm/蛍 光波長440 nm)を インテグ

レーター(C―R3Aと C‐ R6A,島津製作所)に 出力した。

蛍光モニターとして,下記条件①,② にはRF-530(島津

製作所)を用い,③ にはRF-10A紅 (島津製作所)を用いた。

i)条 件① :カ ラム,TSK― GEL ODS-80 Ts(内 径 4.6

mm× 全長 15 cm,東 ソー).移 動相溶媒 A液 ,20 mMリ
ン酸緩衝液(pH 5.6):移 動相溶媒 B液,60%メ タノー

ル.流速,0。 8m1/min.5分までA液単独,5～80分にかけ

てB液 100%ま で直線勾配.五)条件② :カ ラム,TSK―

GEL Super ODS(内径 4.6mm×全長 10 cm,東 ソー).移

動相溶媒,HPLC条件① と同じ.流速,0。 8mノmin.5分

までA液単独,5～20分 にかけてB液 40%ま で直線勾

配,20分 以降 A,′i撻 単独.面)条 件③ :カ ラム,条 件② と

同じ.移動相溶媒,20 mM酢酸アンモニウム :ア セトニ

トリル=97.5:2.5.流 速,0.8mノ min.

4)液体クロマトグラフイ/質量スペクトロメトリー

(LC/MS)に よる分析

ポンプ(616,Waters Chromatography,M肛ord,MA,米

国),コ ン トローラー (600s,Waters Chromatography),

カラム (TSK― GEL Super ODS,東 ソー)お よび質量分析

計 (TSQ 7000,Finnigan MAT,San Jose,CA,米 国)を 用

い,カ ラム温度は室温で以下の条件で行った。移動相,20

mM酢 酸 ア ンモニ ウム :ア セ トニ トリル =95:5:室

温 :流速,0。 8m1/min.エ レクトロスプレーイオン化法.

キヤピラリー先端温度,250℃ :シ ースガス(窒素)圧 ,約

4.9気圧 :ス プレー電圧,4.5kV:走 査範囲,m/z=100～

1,000.

5)実験 1.静置下における蛍光物質量の経時的変化

3個の非褐色核から別々に作製された低分子分画を2)

と同様の方法で 37℃ で無菌的に静置し,3週 間毎に9週

まで,上記の HPLC条件 ① で分析した。

6)実験 2.Fl― Xと Fl‐ Glcの異同

褐色核の低分子分画 (F卜 Glcを 含む)と F卜 Xを それぞ

れ HPLC条件 ② お よび③ で分析 し Fl― Glcと Fl― Xの

保持時間を比較 した.ま た,褐色核の低分子分画 と Fl―X
にβ―グルコシダーゼ(Sigma,St Louis,MO,米 国,0.1%

v/v)を添加し,37℃ で2時 間静置後HPLC条 件②で分

析した。

7)実験 3.F卜 Xお よびそのβ―グルコシダーゼ分解産

物 (ア グリコン)の質量分析

LC/MSで Fl― Xと そのアグリコンを分析した。F卜 X
のアグリコンは,F卜 Xに β―グルコシダーゼ(0.1%v/v)

を添加し,37℃ で1時間の静置後,分画分子量 10,ooOの

限外濾過膜(マ イクロコンー10,Amicon)で濾過してβ―グ

ルコシダーゼを除去して得た。

8)実験 4.Fl― Xの アグリコンとキサ ンツレン酸 との

比較

実験 3の結果で推定された Fl― Xの アグリコンの分子

量に一致する トリプ トファン代謝産物であるキサ ンツレ



平成 12年 4月 10日 褐色白内障蛍光物質の同定 。安藤他 209

Xと 呼ぶ (緒言参照).UV吸光クロマ トグラムで,静置前

に最も大きなピークとしてみられた保持時間 10分近傍

のピーク(図 1左上 ↓)が静置後に著明に小さくなった

(図 1右上 ↓).保持時間 10分近傍の UV吸光ピーク(図

1左上 ↓,右上 ↓)は ,β―グルコシダーゼ添加により消失

し,3-ヒ ドロキシキヌレニン(3HK)の 保持時間に等しい

保持時間に新たなピークが出現すること(図 略),お よび

他の報告
5)0)の逆相 HPLCを用いた低分子分画のクロマ

トグラムのパターンとの比較から,3HK― Glcの ビークで

あると判断した。従来から,3HK― Glcは 非 トリプ トファ

静置後

(26■ 分)

↓

(262分 )

ヽ

3          6

静置期間 (週 )

ン酸(和 光純薬)を ,HPLC条件②およびLC/MSで分析

した.

III 結  果

実験 1.静置下における Fl― Xお よび 3HK― Glcの 経時

的変化

静置後では UV吸光クロマ トグラム上,23～ 28分 に新

たなUV吸光ピークが数本出現 し(図 1右上段),蛍光ク

ロマ トグラムでは 26分近傍に顕著なピークが現れた (図

1右下 ↓↓).静置で増加するこの蛍光ピークの物質を Fl―

静置前
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外
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度
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図 1 非掲色核から得られた低分子分画の静置前後のクロマ トグラム.

左 :静置前,右 :37℃ で静置 9週後.上段 :紫外線 (UV)吸光度,下段 :蛍光強度.静置前には蛍光のピークが

全 く検出されなかった (左下段)の に対 し,37℃ 静置後には顕著な蛍光ピークが 26分近傍に出現 した (右下↓↓).

高速液体クロマトグラフイ(HPLC)条 件①使用(方法参照).縦 軸 :任意単位,横軸 :時 間(分 )。 ただし,蛍光
強度は,右図の縦軸は左図の1/2に縮小されている.
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図 2 静置に伴 う3-ヒ ドロキシキヌレニングルコシド(3HK― Glc)と 非褐色核由来の低分子分画の長期イン

キュベーションで増加する未知の蛍光物質 (F卜 X)の量の経時変化 .

静置に伴って経時的に 3HK― Glcは減少し,Fl― Xは増加 した.各 シンボルはそれぞれ別の 3個 の水晶体核

か ら得 られた試料 における結果 を示す。縦軸 hrbitrary unit(AU)で 表 した ピーク面積値,横 軸 :時 間

(週 ).
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図 3 掲色核から得 られた低分子分画 (掲色核に特異的

な蛍光物質である Fl― Glcを 含む,左 )と ,Fl‐ X(右 )の

クロマトグラムの比較.HPLC条件②使用(方法参照).

上段 :UV吸光度,下段 :蛍光強度.Fl― Xの 蛍光 ピー

ク(右 下 ↓↓)の 保 持 時 間(14.8分)は Fl― Glcの 蛍 光

ピークの保持時間(14.8分)と 一致した(左下 ↓↓).紫

外吸光検出では Fl― Xの ピークは14.7分 にあり(右上

↓),F卜 Glcに ついては,対応すると思われる小 さい

ピークが 14.7分 にあった(左上 ↓).

ン蛍光物質として知 られている。が,こ の HPLC条 件で

は蛍光 ピークは観察されなかった (図 1左下段)の で,3

HK‐ Glcは UV吸光度に比し蛍光強度は弱いことが示さ

れた。それに対して,Fl― Xでは 26。 2分に大きな蛍光ピー

クがみられた(図 1右下 ↓↓)の に対 し,UV吸光検出では

26.1分 に F卜 Xと 思われる小さいピークがみられた (図

1右上↓)の みであったので,Fl― Xは UV吸光度に比 し

て,非常に強い蛍光強度を有することがわかった。

調べた 3個の水晶体すべてについて,静 置中の Fl― X
の蛍光ピーク面積は経時的に増加 し,3HK― Glcの UV吸

光ピーク面積は経時的に減少した (図 2).

実験 2.Fl― Xと Fl― Glcの異同

褐色核の低分子分画(Fl― Glcを含む)と Fl― Xを ,HPLC

条件② で分析した。F卜 Glcの 蛍光ピークは14.8分 にあ

り(図 3左下↓↓),Fl― Xの蛍光ピークと一致した(図 3右

下 ↓↓).F卜 Xの UV吸光ピークは14.7分にあったが(図

3右上 ↓),Fl― Glcの それは14.7分に小さくみられた(図

3左上↓).す なわち,Fl― Glcも Fl― Xと 同様に,UV吸光

度に比して非常に強い蛍光強度を有する。

0      5      10            0      5      10

保持時間 (分)        保持時間(分 )

図 4 掲色核 か ら得 られた低分子分画 (F卜 Glcを 含む ,

左 )と ,Fl― X(右 )の クロマ トグラムの比較.HPLC条 件

③使用(方法参照).

上段 :UV吸光度,下段 :蛍光強度.Fl― Xの 蛍光ピー

ク(右下↓↓)の保持時間(6.6分 )は F卜 Glcの 蛍光ピー

クの保持時間(6.6分 )と 一致した(左下 ↓↓).

次に,上記のHPLC条件②で用いた試料と同一の試

料をHPLC条 件③で分析した。Fl― Glcの 蛍光ピーク

(図 4左下 ↓↓)も Fl― Xの蛍光ピーク(図 4右下 ↓↓)も と

もに 6.6分にみられた。また,褐色核の低分子分画と,Fl―

Xを希釈して褐色核の低分子分画中の F卜 Glcの 濃度と

ほぼ等しくなるようにした試料を等量混合 してHPLC

②および③で分析したところ,いずれの条件下でも蛍

光ピークは完全に 1本 に重なった(図略)。

褐色核の低分子分画とFl― Xの β―グルコシダーゼ処理

では,β―グルコシダーゼ非処理時にはあった Fl― Glcの蛍

光ピーク(図 3左下 14.8分 ↓↓)お よび Fl― Xの蛍光ピー

ク(図 3右下14.8分 ↓↓)は ,いずれも消失した(図 5左下

↓↓,右下↓↓).β―グルコシダーゼ処理後には新たなピー

クが13.8分に出現した(図 5右上↓).

1

5    10   15   20   25

保持時間 (分 )
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図5 褐色核から得られた低分子分画(Fl-Ocを 含む,

左)お よび Fl‐ X(右 )の β―グルコシダーゼ処理後のク

ロマ トグラム.

上段 :UV吸光度,下段 :蛍 光強度.HPLC条 件②使

用 (方 法参照).21.8分 のUV吸光ピーク(左 上*,右

上*)は
β―グルコシダーゼ.β グルコシダーゼ添加前に

あった Fl― Glc,Fl‐ Xの 14.8分 の蛍光ピーク(図 3左

下 ↓↓,図 3右下 ↓↓参照)は いずれも消失した(本図左

下 ↓↓,右下 ↓↓).

実験 3.Fl― Xお よびそのβ―グルコシダーゼによる分

解産物(ア グリコン)の質量分析

Fl― Xの正イオン測定ではプロトン化分子がm/z=

368.2に (図 6A),負 イオン測定では月)aプ ロトン化分子

がm/z=366.0に 検出された(図 6B)の で,F卜 Xの 分子

量は367で ある。Fl― Xの分子量が367な らば,Fl― Xの ア

グリコンの分子量は205で ある。LC/MSの正イオン測

定でFl― Xの アグリコンのプロトン化分子がm/z=206.1

に検出されたので,Fl― XのアグリコンおよびFl― Xの分

子量はそれぞれ205,367で あると結論された。

実験 4.Fl― Xの アグリコンとキサンッレン酸 との比較

標準物質のキサンツレン酸 (分子量 =205)の UV吸光

ピークは 13.8分 にみ られ (図 7上 ↓),実験 2で示 した

Fl― Xの アグリコンのUV吸光 ピーク(図 5右上 ↓)と 一

致 した。キサ ンツレン酸の質量分析では,正 イオン測定で

プロトン化分子がm/z=206.1に 検出され(図 8↓ ),Fl―

Xのアグリコンのプロトン化分子のm/zの ピーク(図 6

C↓ )と 完全に一致した。

IV 考  按

Fl‐ Xと Fl― Glcは HPLCの 2条件下のいずれでも蛍光

ピークの保持時間が完全に一致 し(図 3,4),い ずれも障

グルコシダーゼ処理によって加水分解されその蛍光ピー

m/z

206.1 tM+Hl.

100  200  300  4oo m/fO0  600  700  800

図 6 Fl― Xおよびそのアグリコンの液体クロマ トグラ

フィ/質量スペクトロメトリー(LC/MS)に よるマスス
ペクトル.

A:Fl― Xの正イオン測定,B:Fl― Xの負イオン測定,C:

Fl― Xの アグリコンの正イオン測定.Fl― Xについては

プロトン化分子が m/z=368.2に (A↓ ),脱 プロ トン

化分子が m/z=366.0に 検出された(B↓ ).Fl― Xの ア

グリコンについては,プ ロトン化分子が m/z=206.1

に検出された (C↓ ).

クを失い (図 5),かつ他のグルコシ ドと比べて蛍光の量

子収率が有意に高い (図 1右上↓,右下 ↓↓,図 3左上 ↓,

左下 ↓↓)こ とか ら,両 者は同一であると推定 される.ま

た,LC/MSお よび HPLCの結果か ら,Fl― Xの アグ リコ

ンがキサンツレン酸であることが証明され,Fl― Xの分子

量が 367(実 験 3)であるから,Fl― Xは キサンツレン酸 に

グルコースが 1分子 β結合したキサ ンツレン酸グルコ

シド(XA― Glc)と 結論される。すなわち,褐色白内障水晶

体で特異的に増加 しているF卜 Glc3)は ,非褐色水晶体の

低分子分画(MW<10,000)を 37℃ で静置す るこ とに

よって著明に増加する Fl― Xと 同一物質であることが確

認され,Fl― Xが XA― Glcと 同定されたことから,F卜 Glc

が XA― Glcであることがわかった.
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図 7 :純品キサンツレン酸のクロマ トグラム .

上段 :UV吸 光度,下段 :蛍光強度.HPLC条 件② 使用

(方法参照)。 キサンツレン酸の UV吸光ピークは13.8分

にあり(上 ↓),F卜 Xの アグリコンのUV吸光ピーク(図

5右上 ↓)の保持時間と一致した。
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図8 純品キサンツレン酸の LC/MSに よるマススペク

トル.

正イオン測定でプロトン化分子が m/z=206.1(↓ )に

検出された。

XA― Glcは ,ハエ(Drosophila melanogaster)の eye col―

or mutantに存在することが報告
7)さ れているが,そ れ

以外の動物における存在は我々が知る限り報告 されてい

ない。ハエの眼の XA‐ Glcは xanthurenic acid 8‐ 0‐ β
―D―

glucoside(図 9)であ り,そ の生合成経路 としては,3 HK

からキサ ンツレン酸を経て XA― Glcに なる経路 (A)と ,3

HKか ら3HK‐ Glcを 経て XA― Glcに なる代謝経路 (B)

が想定されている (図 10)8).

非褐色水晶体の低分子分画を 37℃ で静置することに

よって,経時的に Fl‐ X(=XA― Glc)が増加 し,並行 して 3

HK― Glcが減少す ること(図 1,2)か ら,こ の 間 に 3HK‐

キサンツレン酸グルコシ ド

(XA‐ G10)

図 10 Drosophila lnelanOgasterの eye color mutant

におけるXA― Glcの生合成経路 (文献 8か ら改変).

Glcが脱アミノ化されて XA― Glcに 変化 したと推定され

る。本報の試料は分子量 10,000の 限外濾過液なので,上

記の反応に酵素が関与するとは考えがたい.

褐色白内障における XA― Glcの 由来に関しては,褐色

白内障においては還元型グルタチオンが減少しているこ

とが報告
9'さ れているので,長期静置において XA‐ Glc

が生じたのと同じ経路で非酵素的に 3HK‐ Glcが脱アミ

ノ化されて XA― Glcが生 じた可能性が考えられる一方 ,

酵素を介した経路 も考えられる(図 10,経路 A,B).ま ず,

経路 Aについて考える。ヒト水晶体には微量ながら遊離

の 3HKが存在 し1)6)10),遊
離のキサンツレン酸自体の存

在は報告されていないものの,キサンツレン酸の酸化型

であるオクソお よび 2オ クソキサ ンツレン酸が存在

し1",老
人性自内障水晶体でキサンツレン酸 トランスア

ミナーゼの活性が証明されている12)の で,図 10の 経路
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Aの可能性は否定できない。次に,図 10の 経路 Bについ

て考える。3HK― Glcは水晶体上皮細胞において トリプ ト

ファンの代謝によって常時作 られ,水晶体中に貯留 して

から後嚢を透過 して硝子体へ移行する6)と ぃぅことか

ら,褐色白内障水晶体では硝子体へ移行する前に 3HK‐

Glcが トランスアミナーゼによって XA― Glcに変化する

という可能性,す なわち図 10の 経路 Bの可能性もある。

褐色自内障中の XA― Glcにおけるグルコースとキサン

ツレン酸の結合部位は明らかではないが,上述のように

XA‐ Glcが 3HK‐ Glcの代謝産物である可能性が高いこ

とから,XA― Glcに おけるグルコースの結合部位はキサ

ンツレン酸のキノリン環の8位の水酸基であり,す なわ

ち褐色白内障中の XA‐ Glcは xanthurenic acid 8-0-β―

D― ducoside(図 9)で あると推定される。

ヒト水晶体水溶性低分子分画中に含まれる非 トリプ ト

ファン蛍光物質のうち,キ ヌレニ ン,3HK‐ Glc,DHKN―

Glcと 核着色とは関連しないが,Fl― X(=XA― Glc)は核着

色に関連する3).水
晶体内蛍光物質が光増感作用を介し

て核自内障を促すという説がある 13)14)こ とから,こ のこ

ととXA― Glcが非褐色核に比べて褐色核で特異的に多く

存在するということを勘案すれば,XA― Glcが光増感作

用を発揮 して核のタンパクの凝集などに関与している可

能性が考えられる。

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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