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レーザー細縢燈顕微鏡による前房内蛋白濃度測定法(m4)
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要  約

He-Ne レーザー光を光源とし前房内に集光したレーザー光の散乱光強度をフォトンカウント光電子増倍管

によりおこなう装置により前房内蛋白濃度を生体で定量的に測定する方法についての検討をおこなった.レー

ザー光の出力は1.5mW で空中での集光々直径は50μm である. サンプル時間は2 ×10"5秒で総サンプ時間を

2 秒とし( 総フォトンガウン数/総サンプル回数) をユニットフォトン量として蛋白濃度の指数として使用し

た. 牛血清アルブミン, ヒト血漿希釈液を用いたIn vitro 実験では各々1̃lOOmg/ml,  250倍希釈迄ユニット

フォトン量は直線関係が得られた. 家兎眼をもちい, 前房穿刺による人工的血液房水柵破壊実験において,

Lowry 法による一次及び,二次房水中の蛋白濃度とユニットフォトン量との間にも良好な関係が得られた.今

回の測定結果と従来の前房内蛋白濃度測定法についての報告をもとにレーザーをもちいた前房内蛋白濃度の

定量法についての検討をおこなった.( 日眼 91 : 102―106, 1987)
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Abstract

丶Ve developed a new method to determine aqueous protein concentration in vivo. The instrument

consisted of a light beam syntem with He-Ne laser tube and a biomicroscope with a photomultiplier.

The laser power was 1.5  mW.  We focussed the laser beam at a diameter of 50 μm in the air and

measured the intensity of the scattered light at the focussing area using photon counting method.

Sampling time was 2 ×10  5 sec and total measurement time was 2 sec. 丶Ve calculated the average

photon co Ⅲ!ts per sampling times and defined it unit photon, which was treated as an inde χ of protein

concentration.  In vitro study using bovine serum albumine and diluted human plasma solution, we had

good correlation between the value for unit photon and albumin  e concentration ranging from l to

lOOmg/ml and plasma diluting factors ranging from 250 t0 10 times. In vivo study using rabbit eyes,

we determined aqueous protein concentration before and after the paracentesis with both our method

and Lowry's method. Secondary aqueous showed an increased protein concentration and their values

determined by the two methods showed good accordance. We concluded that our method with laser

beam to determine aqueous protein concentration in vivo was superior to other previous methods and

useful in clinical application. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 102-106, 1987)
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緒  論

前 房内蛋白濃度測定は眼内炎症即ち血液房水柵機能

を判定する上で極めて重要であり, その定量的方法と

しては写真計測法l)2),光電 子増培管による光学的測定

法3)̃5)が報 告されているが容易な方法ではなく, 日常

臨床においては緇隙燈顕微鏡を用いて のgrading に

よる半定量的判定法6)が使用されているのが現状で,

房 水内蛋白濃度の定量的測定法として臨床的に応用出

来る方法としては未だ確立したものがない. 今回我 々

はHe-Ne レ ーザーを光源とす る緇隙 燈顕微鏡装置を

用い, 前房内に集光したレーザー光が前房内蛋白によ

り散乱される光量を光電子増倍管で測定する方法によ

る前房内蛋白濃度の定量的生体測定方法の開発, お

よびその基礎的検討をおこなった結果について報告す

る.

装 置 及 び そ の 測 定 方 法

今回の研 究の 目的 には光 源系 としてHe-Ne レ ー

ザー, レ ーザー散乱光強度測定系として光電子増倍管

を必要とする事又, 研究の基礎的データを得ることを

実験課題とした為に, 上 記条件を満す装置として装置

本来の対 象 目的7)8)とは 異な るが興 和社 製 クリード

1000 を 転 用した. 今回の使用目的に則した本装置( 以

下, レ ーザー緇隙燈測定装置と称す) の概略を図1 に

示す. He-Ne レ ーザ ー管の出力は1.5mW であ りレ ー

ザー光は集光レンズにより空中で直径50μm に 焦点を

結ぶ. 測定系はレーザー散乱光強度測定系と測定系の

制御, デ ータ処理を おこなうパーソナルコソピュー

He ―IMeレーザー管

コンピューター

カウンター

増幅器

図1 装置の概略
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ター部分からなる. 散乱光強度測定は単眼観察系内に

組み込まれた測定用ウィンドー(1,000 ×500μm) と

フォトンカウント用光電子増倍管, 増幅器及びフォト

カウンターシステムによりなされる. ウィンドーと光

電子増倍管はガラスファイバーにより結ばれている.

今回は装置の制約からレーザー光源系と測定系を80°

に設定し,1 回のサンプル時間2 ×10"5秒とし,全体の

サンプル時間が2 秒に達すると測定を終了する条件に

て測定をおこなった. 総フォトンパルス数と総サンプ

ル回数はコンピューターに記録され, 今回は( 総フォ

トンパルス数/総サンプル回数), 即ち, 各サンプルに

おける平均フォトソパルス数をUnit photon と名付

け, Unit photon 量及び測定対象物の濃度を両対数グ

ラフにプロットし, 両者の関係の検討をおこなった.

方  法

実験内容は以下のごとくである.

1. In vitro蛋白濃度測定

a. 牛アルブミン

燐酸緩衝液(0.1M,  pH 7.33) を用い牛血清アルブ

ミン(SIGMA 製)溶液lOOmg/ml  3本作製し, その各々

から希釈列(100,10,1, 0. lmg/ml) を作製した. 各溶

液を無蛍光ガラスセル(10 ×10×50mm) に入れレー

ザー細隙燈測定装置にて5 回測定しその平均を求め

た.

b. ヒト血漿蛋白

同一の正常人(M.S.) から異なる日に,3 回, 空腹

状態でヘパリン採血後, 遠沈. 血漿を分離後, 前述の

燐酸緩衝液をもちい10, 50, 100, 250 倍血漿希釈溶液

を作製,la 同様の方法にて測定した.

2. In vivo 前房内蛋白濃度測定

有色家兎( 体重2̃3kg,  n=8) を用い, 測定前1.0%

アトロピン, 0.5% 卜p ピカマイド, 0.5% 塩酸フェニ

レフリソ数回点眼による散瞳. ケタミン(50mg/ 体重

kg) 塩酸ク9 ルプロマジソ(10mg/ 体重kg) 混合液筋

注麻酔後, ヘパリン(1,000 単位/体重kg) 静注30分後

から測定を開始した.

測定は両眼をまずレーザー細隙證測定装置にて測

定. 測定後両眼, ベノキシネート点眼麻酔下にてツベ

ルクリン注射筒(26 ゲージ針) にて輪部から前房水採

取. この際, 眼内組織を損傷しないよう又, 採取房水

量は200μ1を超えないように注意した. 採取房水は直

後に-70 ℃にて保存.第1 回房水採取後90分及び180分

後に全身麻酔を追加しつつ, 同様にレーザー細隙燈測
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定及び, それに続いて房水採取をおこなった.

採取した房水は後日, 室温にて解凍, 前述の燐酸緩

衝液を使用し1 次房水は11倍,二次房水は, 101倍希釈

し, Lowry 法にて, Spectrophotometer  (日立製, 波

長:660nm) をもちいて蛋白濃度の測定をおこなった.

結  果

1. In vitro蛋白濃度測定

a. 牛アルブミン

3希釈列相互の測定結果に変動はみられたものの1

測定内の変動は良く一致した. そのうちの1 希釈列に

ついての測定結果を濃度を横軸, ユニットフォトン量

を縦軸に両対数で示したものが図2 である. O.lmg/

ml ではやや10̃lmg/ml の関係からのずれが見られ

たが牛血清アルブミン濃度とユニットフォトンのあい

だには直線関係が得られた(r=0.999,  p=0.000).

b. ヒト血漿
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今回使用した血液の通常の臨床検査法による血漿総

蛋白量は8.0,8.2,8.6g/dl であ った. 血 漿総蛋 白量8.0

g/dl の血 漿を もちいその10̃250 倍希 釈溶液での測定

結果をla と同様に両対数スケールで示したものが図

3 で あるー各測定点は直線関係にあることが認められ

た(r  = 0.999, pく0.002).

2. In vivo 前 房内蛋白濃度測定

レ ーザー細隙燈装置による測定結果を縦軸, Lowry

法 による蛋白濃度測定結果を横軸に各々対数でプロッ

トしたものが図4 である.1 次 房水については同一個

体で もLowry 法 に よる蛋 白濃度 測定 で左右差 を認

め, 同様の左右差がレ ーザ ー緇隙燈装置による測定結

果においても認められた. 二 次房水については一次房

水より有意の蛋白濃度の上昇がみられたが, 二 回目,

三 回 目採取房 水間に は大 きな 差を 認 めな かった.

Lowry 法 に よる房水蛋白濃度測定値に対応してレー

ザー散乱光強度測定によるユニットフォトン値も上昇

を示し, 両測定法による一次房水と二次房水の測定値

は有意の相関をしめした(r=0.980,  p=0.000).

考  案

1. 装置 と方法について

血液房水柵機能の破壊, 低 下により前房内蛋白量の

増加'田)及び組成の変化¨)が 生じることは種 々の基礎

的研究12)13)に より明らかにされており, 臨 床的 にも細

隙燈顕微鏡を用いて前房内蛋白の存在, 増 加が認めら

れ, 細 隙燈顕微鏡による半定量的房水蛋白量の測定が

臨床的薬効, 術後炎症の検討14りこおこなわれている. し

かし前房内蛋白量の非 侵襲的定量測定法は写真測光,

光電子増倍管をもちいた光学的測定等が報告されてい
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る瓲 応用手技, 精度の点で広く利川されるには到っ

ていない. しかし後者の方法と今回の方法は基本的に

は前房内での入射光の散乱光強度を測定する点で共通

したものである. 即ち, 房水という溶液中における入

射光の強さ(lo) と散乱光(Is) の間には次のDebye の

理論式が成り立つ15).

令=
2 π2

NO λ4y2 M

c) (1十cos20)c

+2Bc+3C? 十

ここでηo,η は溶媒及び, 溶 液の屈折率, θは散乱

角, C, M は溶質の濃度と分子量,No は ア ボガドロ数,

λ は媒質中の光の波長,y は測定点と散乱中心との距

離である.

上 式から明らかなように散乱光強度は入射光(lo) の

強 さに比例し, 測定誤差の大 きな要因となる1).今回 の

レ ーザ ー出力の変動は別の計測結果によれば6% であ

り16), 場 合によっては出力系のモニター装置が必要に

なると考えられる3).又, 測 定に必要な入射光暈は使用

する光電子増倍管の検出能 と関係しており光電子増倍

管での検出を良くするためには入射光量をあげる必要

がある. し かし, 高 瀬4)は 水銀灯を光源とする装置で一

定以上の面積サイズの入射光では測定精度の低下を生

じると報告しており, 生体眼においては前房水以外の

組織, 特 に角膜での散乱ニノイズの増加することが考

えられる. この点, レ ーザー光は緇い光束で十分な輝

度の入射光を得る上での利点をもっている. 又 もうひ

とつのレーザー光の特徴である単一波長光の場合, 白

色光, 水銀光等一定の波長巾を有する光源より媒質中

において散乱光の波長巾が狭く散乱強度測定に有利で

ある. 入射光と測定系の角度についてAnjou 等1)は45

度 としているが,90 度 にすると入射レーザー光束の観

察, 測定部位の再現性に有利 なだけでなく, 上記式か

ら厂 前房以外の角膜等からの散乱光暈も含めての減少

となる為, 微量の散乱光を測定する際に測定精度の向

上にもつながることが考えられる. こ の事は高瀬の実

験でも報告されている. 又, 測 定点と散乱中心との距

離の変化は二乗でls に 寄与することから測定に際し

ては常にこの点, 即ち測定部位の再現性に留意する必

要がある. 以上 の散乱光の問題は今回の対象の前房水

以外これを取り囲む組織, 角膜, 虹 彩, 水晶体につい

てもあてはまる問題である. こ れ等からの散乱光はす

べて今回の測定法におけるノイズとなる為, 極力低下

させる必要がある. 角 膜は特に問題であり角膜表面が

不整であったり汚れが附着し てい ると散乱光量 の増

加こノイズの増加となり不良な測定結果となるこ とが
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わかった. 水 晶体については透明な若年者の場合と白

内障眼では房水内蛋白測定の際のバックグラウンドと

して測定値に差の出る可能性があり臨床応用にあたっ

ては注意を要する. 現在この点について検討を行なっ

ている. 虹彩については色素の多寡によって測定値が

異なることが考えられたのでは今回は, 散瞳し虹彩か

らの散乱が混入しないような条件での測定をおこなっ

た.

散乱光強度測定における測定系の問題としては, 対

象物の波長特異性の問題があげられる1). 対 象 が蛋白

である場合, 高 瀬4)は436nm の フ ィルターが最も効率

が良い と報告している. 今回の光電子増倍管のピ ーク

波長は約400nm にあ る. 一方, He-Ne レ ーザーの波長

は633nm で あり, 散 乱光の波長はこの前後にあると考

えられる点から必ずし も上記条件に近くない. こ の点

からは455̃515nm に波 長を もつAr レ ーザ ーの方が

有利であると考えられる. 我 々は今回と同様の装置で

光 源をAr レ ーザーにし た場 合He-Ne レ ーザーの場

合より散乱光量測定効率の増加することを, In vitro

実 験で得て卜 る. し かし生体眼に応用した場合角膜で

の散乱光暈も増加することが考えられ, こ うした点が

今後の課題である.

2. 測定 結果について

正常前房内蛋白濃 度は ヒトでは0.05̃0.16mg/ml,

家 兎 は約10 倍 の0. 5mg/ml 前 後とされている17) 鬯̃ 今

回 の装置では牛アルブミンではlmg/ml 以上, ヒト血

漿では10̃250 倍 希釈で濃度との間に直線関係を得た

が, この濃度より低い場合の前房内蛋白濃度測定には

問題があると考えられた. こ の点を解決する方法とし

てレ ーザー管の出力をあげる又は測定系の精度をあげ

ることが考えられる. 実際問題として現在我々は前房

内蛋白濃度測定専用の装置の開発をすすめており, そ

の装置では牛血清アルブ ミンを注射用精製蒸留水で溶

解 した増合10μg̃lOOmg/ml に おい て測定が可能 に

なって きている. 又, アルブ ミン溶液と血漿希釈液で

は直線の傾きが異なっているが, これは前述の式にお

け るM が異なることから説明し得る. 高瀬4)は同一 装

置においてアルブミンとグロブリンでの測定値の差は

12% 以 内 と報告し, 前 房内蛋白濃度測定に際し, 牛血

清アルブミン濃度に換算することの妥当性を述べてい

る. 我 々も今回牛血清アルブ ミンと血漿希釈液での測

定結果に相違を得たがIn vivo 実 験において前房内蛋

白濃度を牛血清アルブミン濃度に換算する方法をとっ

た. 血液房水柵破壊下では正常房水の構成蛋白成分以
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外 に, 種 々の蛋白が前房内に出現してくることが報告

されている11)12)20)し かしその成分を散乱光強度測定

で分離することは不可能とされてお り21), 血液 房水柵

破壊下においても房水内蛋白濃度を牛血清アルブミン

当量として求めることとした. 家兎眼の一次房水にお

ける蛋白濃度の左右差の原因は不明であるが, 人 眼に

おいても同様の結果が報告されている18).一 方, 二 次房

水内蛋白濃度は二, 三回目穿刺間で大きな差がなく,

こ の前房内蛋白濃度上昇範囲は実験1 で の測定可能範

囲に存在していた. 従って前房穿刺を刺激とする血液

房水柵機能破壊モデル実験に本装置は有用と考えられ

た. し かし現実の血液房水柵破壊炎症時には前房内に

細胞成分と蛋白質の遊出があり, 本 装置の現状では実

際の炎症状態の測定応用には未だ不十分である. 前 房

内蛋白及び細胞の粒子径の測定はぶどう膜炎の診断に

直接結びつく情報であ り22) 本装 置の最終的 目標と考

えられる. 今後この点に関しての装置の改善, 開発が

必要と考えられる.

稿を終えるにあたり, 協力戴いた興和株式会社に深謝い

たします.
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