
平成 12年 9月 10日

要

目 的 :ムチンの糖鎖の一部を構成しているシアル酸
の健常者涙液中での測定を行った。

対象と方法 :対象は眼疾患の既往のない健常者 (平均

年齢 50。7歳)31例 41眼である。生理食塩水 50 μlを 点
眼後採取した希釈涙液を 1サ ンプルとし,① 同一対象眼

での糖蛋白濃度とシアル酸濃度の相関,② 同一個体での

シアル酸濃度の左右差,③ 同一対象眼でのシアル酸測定

の再現性についての検討を行った。

結 果 :同一対象眼での糖蛋自濃度とシアル酸濃度に
は有意 な相関があった (右眼 :r=0。989,p<0.0001;左

眼 :r〓 0。988,pく 0.0001)。 同一個体でのシアル酸濃度に

健常者における涙液中のシアル酸測定
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約

左右差はなかった.ま た,3回測定における同一対象眼で

のシアル酸濃度の再現性は良好であった。健常者の希釈

涙液中のシアル酸濃度は 37.l μg/ml(平 均値 )であった。

結 論 :今回の方法により再現性よく涙液中のシアル
酸を測定できた。希釈涙液 (正確な希釈倍率は不明である

が)中のシアル酸濃度は涙液中の糖蛋白濃度を反映して

おり,ムチン量に異常を来す疾患の評価に応用可能であ

ると考えられた。(日 眼会誌 104:621-625,2000)
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量法,糖蛋白,ムチン
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Abstract

Purpose: We measured the concentration of sialic
acid, the terminal component of mucin, in normal hu-

man tears.
Subjects and Methods : Tear samples were col-

lected from 31 healthy volunteers (50.7 year.s old on

average ) using micropipett after instillation of sa-

line. \Ye investigated the correlation of concentra-

tion between glycoprotein and sialic acid, the differ-
ence between these in the right eye and left eye, and

the reproducibility of the sampling procedure.

Results: There was significant correlation of con-

centration between glycoprotein and sialic acid(right
eye : r=0.989, p<0.0001 ; left eye : r=0.988, p<0.0001) .

There was no significant difference between these in

the right and left eye. Also, the reproducibility was

considered acceptable in three mea.surements of
sialic acid with the pre.sent procedure. The concen-

tration of sialic acid in normal diluted tears was
37.1 ltq/ml on average.

Conclusion : Our data indicates that concentra-

tion of sialic acid reflects that of glycoprotein and

this method of measurement is applicable to the

analysis of disorders with mucin deficiency. (J Jpn
Ophthalmol Soc 104: 621- {25, 2000)

Key words : Sialic acid, Tear fluid, Periodic acid/
Schiff stain, Glycoprotein, Mucin

I緒  言

涙液層はその表面から油層,水層,ム コイド層の 3層か

ら成るとされり,眼表面上皮を保護している。ムコイド層

はムチン,免疫グロブリン,蛋白質などから構成されてい

るが2),中でもムチンはムコイド層の主要構成成分であ

り,涙液の粘桐性を保ちながら涙液の安定性を維持する

役割を果たしていると考えられてお り
3),ド ライアイの

病態を考える上で重要である。ムチンは 250 kD以上の

分子量を持ち,その 50%以上が糖鎖によって占められて
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おり
4),そ の糖鎖の末端にはシアル酸やラクトースなど

が含まれていることが知られているが,その構造の詳細

については未だ明らかではない
2)。

シアル酸の一つである N― アセチルノイラミン酸は,ム

チンの粘棚度を増加させる役割を担っているといわれて

おり
5),涙
液の安定性維持に貢献していると推察される。

ムチンは高分子であるため,その定量が困難であるが,糖

を大量に含有することを利用して胃や小腸では過ヨウ素

酸/シ ッフ(periodic acid/Sch証 ,PAS)比色定量法を用い

て,その量を定量する試みが報告
6)さ れている。また,唾

液などのムチンではシアル酸が大量に含まれていること

が知られており,シ アル酸量でムチン量の評価を行う試

みがなされている7)。 そこで今回,健常者の希釈涙液中の

糖蛋白濃度とシアル酸濃度の相関を調べ,シ アル酸濃度

で涙液のムチン量を評価し得るか否かについて検討を試

みたので報告する。

II 対象および方法

1.対  象
健常成人 31例 41眼 (男性 17例 ,女性 14例 ,年齢 50.7

±16.0歳 ,平均値±標準偏差)を対象とし,被験者に十分

なインフォームド・コンセントを得た上で以下の検査を

行った。健常者の基準は,眼疾患の既往がなく,シ ルマー

I法 ,綿糸法,フ ルオレセインbreak up time of tearfilm

(BUT)で 異常値 (そ れぞれ 5mm以 下,10 mm以 下,5s
以下)を示さず,フルオレセインおよびローズベンガル染

色で角結膜に染色所見のないものとした。

2.涙 液 採 取

被験者を仰臥位にさせ,点眼麻酔を行わず,35℃ に温

めた生理食塩水 50 μlを マイクロピペット(Eppendorf)

で点眼し,自然瞬目を3回行わせた。次いで,別のマイク

ロピペットで耳側眼瞼裂から眼表面を刺激しないように

注意しながら希釈涙液を20 μl採取 した。採取した涙液

はサンプルチューブに入れ,測定時まで-80℃ で保存し

た.なお,以下に述べる糖蛋白iサ豊度とシアル酸濃度の相関

の検討においては同一眼でのサンプルを得るため,上記

と同一条件下で生理食塩水を 100 μl点眼し,50 μlの希釈

涙液を採取し,そのうち 20 μlを PAS比色定量に,残 り
のうち 20 μlを シアル酸測定に使用した.

3.測 定 法

1)PAS比色定量 6)

96ウ ェルのプレートに涙液サンプルを入れ,その全量

が 100 μlに なるように脱イオン水を添加 し,さ らに,

0,05%過 ヨウ素酸含有 7%酢 酸溶液を 10 μl加 え,37℃
で 2時 間インキュベー トした。その後,シ ッフ試薬

(Merck,Darmstadt,ド イツ)を 10 μl添加して室温で 30

分間放置し,540 nmの波長で吸光度を測定した.なお,検

量線 にbovine submaxlllary gland mucin(BSM)を 使用

し,希釈涙液中の PAS陽性糖蛋白濃度をBSM相当量と

図 1 糖蛋自濃度とシアル酸濃度の相関.
右眼,左眼ともに有意な一次相関があった(それぞれ,r=

0.989,pく (0.0001,r=0.988,pく (0.0001,Pearson`の オロ関

係数).periodic acid/Schi∬ (PAS)陽 性糖蛋自濃度は bo―

vine submaxillary gland mucin(BSM)相 当量として表

した。O:右眼,0:左眼

して表した。

2)シ アル酸定量 8)。 )

涙液サンプルとl mlの 硫酸(25 mM)を 15 mlの 遮光

バイアルに入れ,密閉後 95℃ で 1時間加熱処理を行い,

糖蛋自中のシアル酸を遊離させた。lMメ ルカプトエタ

ノールおよび 18 mMハ イドロサルファイトナ トリウム

を含む 7mMl,2-ジ アミノー4,5-メ チレンジオキシベ
ンゼ ンニ塩酸塩(1,2-Diamino-4,5-methylenedioxy―

benzene dihydrochloride,DMB)(同 仁化学研究所)溶液

l mlを 注入し,遮光しながら60℃ で 2.5時 間加熱処理

を行い,蛍光誘導体を形成させた。その後,移動層を 10%

アセトニトリル含有 0.04Mリ ン酸二水素カリウム水溶

液 (pH 7.0)と し,励起波長 373 nm,蛍 光波長 448 nmに

設定した蛍光検出器 (RF-10 AXL,島津製作所)を用いた逆

相の液体高速クロマ トグラフイ(LC‐ 10 AD,島 津製作

所)でシアル酸の分離および定量を行った。

4.検 討 項 目

1)糖蛋白濃度とシアル酸濃度の相関

健常対象 10例の右眼(10眼 )および左眼 (10眼)につい

て,方法で述べた希釈涙液中の糖蛋自濃度とシアル酸 iり曼

度との相関,お よび同一個体でのこれらの左右差の有無

を検討した。反射性涙液分泌の影響を避けるために右眼

の涙液採取 10分後に左眼の涙液の採取を行った。相関の

検討は PearsOnの相関係数を,左右差の検討には paired

t testを用いた.

2)シ アル酸iサ艶度測定の再現性の検討

健常対象 7例 7眼の左眼を対象とし,同一験者によっ

て日を変えて 3回採取された希釈涙液中のシアル酸濃度

を測定した.各個体の分散を Levenの分散分析法を用い
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図 3 シアル酸測定の再現性の検討 .
健常者 7例 7眼全例左眼において日を変えて 3回採取し

た涙液中のシアル酸濃度の比較.各回の測定値に有意差

はなかった(F=1.37,p=0.298,Levenの 分散分析).各
マークはそれぞれ異なる個体を示す .

て比較し,測定法の再現性について検討した。

3)健常者における希釈涙液中のシアル酸濃度測定

健常対象 14例 14眼 (全例女性,年齢 61。 1± 9.0歳 ,平

均値士標準偏差)の左眼を対象とし,希釈涙液中のシアル

酸濃度を測定した。

III 結  果

1.糖蛋白濃度とシアル酸濃度の相関

希釈涙液中の糖蛋白濃度とシアル酸濃度は,個体によ

る違いは大きいが右眼,左眼のそれぞれにおいて糖蛋白

濃度とシアル酸濃度に有意な正の一次相関があった(右

眼 r=0.989,p<0.0001;左眼 r=0.988,p<0.0001)(図 1).

また,左右眼の比較では糖蛋白濃度とシアル酸濃度のい

ずれにおいても有意差はなかった (それぞれp=0.386,0.

375,paired t test)(図 2)。

2.シアル酸濃度測定の再現性の検討

3回測定におけるシアル酸濃度は,1回 目が55.5±

31.0(平 均値±標準偏差)μg/ml,2回 目が56.3± 30.6,3

回目が60.1± 29.8 μg/mlであり,個体間の分散に差はな
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く,再現性は良好と考えられた (図 3).

3。 健常者における希釈涙液中のシアル酸濃度測定

健常者の希釈涙液中のシアル酸濃度は 37.1± 28.3 μg

/mlであった。

IV考  按

涙液中のムチンは涙液の安定性維持に重要な役割を演

じているため3),れ υιυ。におけるムチンの評価法があれ

ばドライアイなどの眼表面疾患の病態の解析に有用であ

ると考えられる.こ れまでムチンの評価法として各種の

方法が報告されている。すなわち,ムチンの異常を示す疾

患の病態を impression cytologyの 手法で結膜の杯細胞

の観点から評価しようとするもの
]0'H),粘
膜上皮でのム

チン発現をローズベンガル染色を用いて評価しようとす

るもの 12),ム チン量の減少をBUTで評価 しようとする
ものなどがある

3)。 さらに,涙液中ムチンの量的変化の評

価法としておrning test 18)が 報告されてお り,こ の方法

では涙液蛋白とムチンの比をみることにより相対的にム

チン量の変化をとらえているのではないかと考えられて

いる14,15).Lυゎ。でのムチンの評価法には,こ のように

さまざまな方法が報告されているが,いずれの方法も定

量性のある検査とはいい難い。

今回は,涙液中のシアル酸測定がムチンの評価法とな

り得るかどうかについて検討を行った。そこでまず,ム チ

ンの指標として,PAS染色法を用いて涙液中の糖蛋白濃
度の測定を行った。これは,PAS染色が一般に糖の染色

法であり,胃
6)16),小
腸
6),結
膜
17)に おいて,PAS陽性糖蛋

自をムチンの指標として一般に用いているためである。

また,涙液中には,ムチン以外の糖蛋白は微量しか含まれ

ておらず,PAS陽性の糖蛋白はほぼムチンと考えられる

との報告
2)も
ある。今回の検討の結果,涙液中のシアル酸

濃度と,PAS陽性糖蛋白濃度との間には強い正の相関が

あった。このことは,涙液中のシアル酸濃度測定がムチン

の評価法として利用できることを意味していると考えら

平成 12年 9月 10日 涙液中のシアル酸測定・中村他

(μ ノili)

右眼       左眼           右眼       左限

図 2 糖蛋自濃度およびシアル酸濃度の左右差の比較 .
PAS陽性糖蛋白濃度,シ アル酸濃度いずれにおいても有意な左右の差はなかった (それぞれ,p=0.386,p=
0.375,paired t test).PAS陽性糖蛋白濃度はBSM相当量として表した.
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れる。

今回の検討では,希釈涙液を採取したため,過去の報告

にある毛細管によるものとは涙液の採取法が異なってい

る。そこで,今回の涙液採取法の妥当性について検討する

ために,同一人(5名 )か ら非刺激性に毛細管で涙液を採

取した場合と,今回の希釈法で涙液を採取した場合につ

いてシアル酸濃度の違いについて検討した。その結果,平

均的な涙液量を 7μ120)と すると,希釈法では涙液は約 8

倍に希釈されていると考えられるため,シアル酸濃度は,

毛細管法では85.2± 45.5 μg/ml,希 釈法では60.8±

44.9 μg/mlと 換算され,よ く似た値をとることが明らか

となった。したがって,今回の涙液採取法は従来の毛細管

法と比べ,涙液採取法としての問題はないと考えられる。

しかし,涙 !子拠中のシアル酸濃度の絶対値については,過去

の報告ではCebezasら 1詢は1.14 mmoノ1,Kuizengaら |。 )

は0.9～ 1.8 mmo1/1と 報告しているが,今回の結果では,

0.12 mmoИ と低値を示した。この理由は不明であるが,

過去の報告が刺激性に分泌された涙液を採取しているこ

とや,シ アル酸の測定法に違いがあることなどを考える

と,容易に比較できるものではないと思われる。

Kuizengaら 19'の 用いたノイラミニダーゼによる測定

法では,涙液中の主な蛋白質であるラクトフェリンや分

泌型 IgAな どの中にはシアル酸が検出されなかったた

め,涙液中のシアル酸は主にムチンなどの糖蛋自由来で

あると論じられている。今回のDMB法は検出感度が高
いために,彼 らの報告をそのまま採用できるとは限らな

いが,PAS陽性糖蛋白濃度との高い相関性を考えると,

涙液中のシアル酸濃度は,糖蛋白であるムチン,サ豊度を反

映しているとしてよいと思われる。また,同一個体におけ

る再現性もよいことから,同一個体では一定濃度のシア

ル酸が産生されていることや,今回の測定法が再現性の

点においてもよいことがわかる。さらに今回,希釈涙液に

おいてもシアル酸の検出が可能であったのは,検出感度

の高いDMB法 を用いたためであると考えられ,本法は
シアル酸濃度の低いことが予想されるドライアイにも適

応可能であると思われる。我々の予備的な検討では,PAS

比色定量法に比ベシアル酸測定法は 10倍以上感度が高

く,特にPAS比色定量法では評価の難しい低濃度でも測

定可能であるため,本法は涙液の著明に減少した重症の

ドライアイにも適応可能であると思われる。現在,ド ライ

アイを含めた疾患限におけるムチンと病態との関連につ

いて本法を用いて検討中である。
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