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要  約

正常水晶体のラマンスベクトルを観測し, いくつかのマーカーとなり得るラマンバンドを見出した. さらに

水晶体の部位別に得られたラマンスベクトルをそれぞれ比較すると, 水晶体各部位においてα-,βr- クリス

タリンの相対濃度, 水晶体蛋白質の二次構造, チロシンやトリプトファン残基などの構造および存在部位での

微環境, 水分含量などが変化していることがわかった. In situ において水晶体の局所的なシグナルを部位別に

ラマンスペクトルとして観測できたということから,水晶体の白濁化などの研究に多くの情報を与えてくれる

と共に白内障の進行性を予知できるようになるなど,ラマン分光法は将来臨床的に利用できるようになるもの

と考えられた.( 日眼 91 : 437―441, 1987)

キーワード: ラマンスペクトル, ラット水晶体, スルファイドリル基,SS 結合, 部位別分布

Abstract

Raman spectra were detected from various parts of intact rat lens. Relative sulfhydryl group

content was lowest in the center of the nucleus, increasing gradually to the perinuclear portion and

then decreasing near the equatorial portion. Disulfide  (I509/I496) content was highest in the center of

the nucleus and was not detectable at the outer part, 0.9mm from the center. The ratio 0f

phenylalanine and tyrosine (Ie24/l644)>  tWO Raman bands of tryptophan (I88o/l76o)  3, lid doublet of

tyrosine  (I^/Isss)  and relative content of water (13,390/12,935)were least in the center and increased

gradually towards the corte χ. We thus concluded that the concentration of α-,β- and y-crysta Ⅲn and

microenvironments of amino acid residues were different at various parts of lens, Raman spectra were

useful in lens studies and provided information of the progress of cataract. (Acta Soc Ophthalmol Jpn

91 : 437 -441, 1987)
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I 緒  言

レーザーラマソ分光法は, 生体分子の分子振動によ

りレーザー光が特定の波数にシフトして生体が構成す

る分子群からの特有のラマソスペクトルを測定する方

法である. ラマソ散乱スペクトルはレーザー光が到達

できる限局した小さな部位について測定することがで

き, また標 本を破 壊す るこ とな く検査 す るこ とがで き

る. し たが ってin vivo やin situ で の水晶体 お よび 白

内 障の 研究 に非常 に有 用であ る.

水晶 体の ラマ ソ スペクト ル の測定 は1975 年 にYu と

East" お よびSchachar とSolin21に よって 初 め て報 告

され, その 後い くつ かの グル ープ に よって ラマ ソ分光

法に よる 水晶 体 の研 究が 行 なわ れて きて い る3)̃9).今
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回我 々は, 水晶体 の各部 位に おけ る ラマソ スペ クトル

を 測定し, そ の 各スペ クト ルを そ れぞ れ比較 す るこ と

によ り, 水 晶体 各部位 におけ る生化 学的 組成 の違 いを

明ら かにし, 将来 の水 晶体お よび 白内 障の研 究に 役立

てよ うと試 みた.

II 実 験 方 法

実験 に は4̃19 週齢 のSD 系 ラ ット(Charles-River

Japan,  Co.,厚 木, 神奈 川) の正常 水晶 体を 使用し, 緩

衝 液 とし て は5.5mM グル コ ースを 含 ん だTris 緩 衝

イ オン バラン ス溶液10)を 用い た. イ オン溶液 の 浸透 圧

は291mOsm であ った. また ラマソ スペ クトル は514.5

nm の ア ル ゴンレ ーザ ーを 用 いて 励 起し, 浜 松 ホ ト ニ

ク スR464 フ ォト マ ル を 測 定 器 と し たJASCO NR

1000 レ ーザ ーラマ ソスペ クト ロフ ォト メ ータ ーで 測定

し た. ラマソ バソ ドの相対 強度 はそ れぞ れ のピ ークの

高 さ を 用い て 計 算し た. レ ーザ ー光 の 強度 はlOOmW

で あっ た.

まず摘 出し た水晶 体を石 英 ガ ラスセ ルに 入れ イオン

溶 液で満 たし た.そし て 幅0.1mm のレ ーザ ー光を セル

の底部 よ り水晶体核 の中 心 に集光 させ, 励起 光と90 °の

方 向で0.28mm の範 囲 から のラ マソ スペ クトルを 測定

し た. さら にレ ーザ ー光 を核 の中 心 より赤 道部 へ一定

間 隔(0.3̃0.  6mm) で移 動 させ, それ ぞれ の部位 か ら

の ラマソ スペ クトルを 測定し, そ れ らよ り得ら れた ラ

マソ バソ ドの相対 強度を 比 較検討 し た( 図1).

ラマソ バソド とし ては 次 の バン ドを 用い た. S-S 結

合 の509cm  1と蛋 白質 のCH 骨 格 の496cm  'と の ラ マ

ソ強 度 比1509/‰6をS-S 結 合 の相 対 含 量 とし た. SH

残 基 の2,579cm"1 とCH 基 の2,730cm"1 よ り12。,9/

12,730をSH 残 基 の相対含 量 とし た. 水 晶体中 の 水の相

対 含量 として^3,39o/^2,935 (OH 基/CH 基) を用 いた. ま

た水 晶体 蛋 白 質の ア ミノ酸 残 基 の ラ マ ソ強 度 比1624 /

^644 (フ ェニ ールア ラニソ/ チロ シン),1880/1760(ト リプ

トフ ァン/ ト リプ トフ ァン) そし て^832 /^855 (チ ロシ ン/

チ ロシン) を水 晶体 のク リスタ リソ の組成 比や ア ミノ

酸残 基の 微環境 のマ ーカ ーとし た.

Ill 結  果

19 週齢 のSD 系 ラ ット の正常 水晶 体核 の ラマ ソ スペ

クトルを 図2 に示す. 水晶 体蛋 白質は 主 として α-,β・,

y-の ク リ ス タ リ ソ お よ び そ の 重 合 体 か ら 成 り,

400̃1,800cm"1,  2,500̃2,800cm-',  2,800̃3,800

cm  1の3 つ の部分 に分 かれ, 1,800̃2,500cm  1の範囲

ラマン散乱光

←
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レーザー光

図1 ラマソ散乱光の水晶体部位別検出法.

(a) (b)
-CH -SH

1.5mm

0.6mm

図2 SD 系ラット(19 週齢) 正常水晶体核 のラマンス

ベクトル. たての数字は水晶体核中心からの距離を

示す. Ca) 450̃55【】cm 509cm  1にS-S 結合のバ

ソドがあ る.(b)2,500̃2,800cm"1,  2,579cm"1 に

SH 基からのバンドがある. Cc) 2,800̃3,800cm

3,390cm  1にOH 基の伸 縮運 動 によ るバン ドがあ

り, 主に水分からのバンドであ る.

では ラマソバソ 自 ま検 出されなかった. 最初 の

400̃1,800cm"1 の部分は水晶体蛋白質のペプタイド

および種々のアミノ酸側鎖のスペクトルより成ってい

た. 509cm  1の部位にS-S 結合, 624cm  1の部位にフェ

ニールアラニソ, 644cm  1Vこチロシン,760と880cm 当こ

トリプトファン, 840cm-1 近くにチロシンの一対のバ
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ソドがそれぞれラマンスペクトルとして検出された.

次の2,500̃2,800cm-1 の部分ではシステインのSH

基のバンドが2,579cm"1 の部位に見られ, 2,730cm"'の

部位には水晶体蛋白質由来のCH 基のバンドが見ら

れた. 最後の2,800̃3,800cm-1 の部分には水晶体蛋白

質および水から生じたバンドが観測された. 2,935

cm  1の部位には水晶体蛋白質のCH 基, そして3,390

cm  1の部位には水のOH イ中縮運動のバンドが検出さ

れた.

S-S 結合およびシステインのSH 残基の10週齢の

ラット水晶体各部位におけるラマンスペクトルを比較
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図3 S 一S 結合(509cm  ')およびSH 基(2.579cm"1)

の水晶体各部位における相対強度. 横軸は核中心か

らの距離を示す.
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図4 水晶体各部位 におけるSH 基の ラマソ スペク

トル相対強度の週齢による差.
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してみると, S-S 結合のラマソバソド(509cm  0 の相

対強度( ‰9/I,96; 496cm  1に観測される蛋白質骨格

CH 基のラマソバソドの強度を基準にした) は0.54と

水晶体核の中心が最も大きく, 皮質へと移行するにつ

れて0.40, 0.38, 0.10, 0.01 と減少し, 核の中心から

1.5mm の部位より赤道側ではラマソバソドは検出さ

れなかった(図3). またシステインのSH 残基のバン

ド(2,579cm ゾ) の相対強度(12,579/12。30:2,730cm"1に

観測されるCH 基のバンドの強度を基準とした) は水

晶体核の中心では0.48と小さく皮質へと移行するにつ

れて0.66, 1.18, 1.32, 1.40 と核の中心から1.2mm の

部位までは増大し, 水晶体のうの近くでは1.14, 1.00

と減少した(図3). さらに4 週齢,9 週齢,19 週齢の

ラット水晶体でSH 残基の部位別のスペクトルを比較

してみると週齢が増すにっれてグラフが右方へと移動

1624/1644
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0   0.6   1.2   1.8(mm)

図5 フェニールアラユソ(624cm 内 およびチロシン

(644cm ブ) の19週齢のラット水晶体各部位における

相対強度.

1880/1760
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図6 トリプトファン(760, 880cm当 の19週齢のラッ

ト水晶体各部位における相対強度.
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図7 チ ロ シ ン(832,855cm"1) の19 週 齢 の ラ ット 水 晶

体 各部 位 におけ る相 対 強度.
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図8 0H 基(3,390cm"1) の月齢4 ヵ月の ラット水晶

体各部位における相対強度

す るのが 見られ た( 図4).

19 週齢 の ラット水晶 体で は, フ ェニ ールア ラ ユソ の

バン ド(624cm  ') とチ ロシン のバ ンド(644cm  ') の

相対 強度(162,/16,4)は 水晶 体核 から皮 質 へと移 行す る

につ れて0.55, 0.71,  0.90 と増大 して い った( 図5).

また ト リプト ファン のバン ド(760,880cm"1) の相対 強

度(1880/1,60) も0.71, 0.75,  0.81 とわ ず かではあ る が

水晶 体核 から皮 質へ と移る につ れて変 化し てい るの が

わ か った( 図6), さ ら に チ ロ シ ソ の 一 対 の バ ン ド

(832,855cm-1) の相対 強度(1832/1855) も同 様に 水晶 体

核 から皮 質へ と移行 するに つ れて0.81, 0.87,  0.92 と

変化 して いた( 図7).

水 晶 体 中 の 水分 量 を 示 すOH 基 の バ ン ド(3,390

cm  ') の相対 強度(13,390/12,935)は月齢4 ヵ 月 のラ ット

水晶 体核 では核 の中 心にお いて0.17 と小 さく, 赤 道 部
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へ と 近 づ く に つ れ て0.18,  0.21,  0.24,  0.29,  0.39 と

増 大 し て い く の が わ か っ た( 図8).

IV 考  按

レ ー ザ ー ラ マ ン 分 光 法 は 非 破 壊 的 に 生 体 組 織 の 局 所

分 析 が 可 能 で あ り, そ れ に よ り 単 な る定 性 的, 定 量 的

分 析 だ け に と ど ま ら ず, 分 子 の 構 造 に 関 す る 知 見 も 同

時 に 得 る こ と が で き る. し た が っ て 水 晶 体 に 関 す る 研

究 に は 非 常 に 有 用 で あ る と言 え るl)2)4'6)̃9).ラ マ ソ 分 光

法 を 水 晶 体 に 応 用 す る こ と に よ り シ ス テ イ ン(SH 残

基) やS-S 結 合 の 相 対 含 量 お よ び蛋 白 質( α-,β・,y- ク

リ ス タ リ ソ) の 相 対 濃 度, チ ロ シ ン や 】ヽリ フ ト フ ァ ン

残 基 な ど の 構 造 お よ び存 在 部 位 の 微 環 境, 水 晶 体 中 の

水 の 相 対 含 量 な ど を 知 る こ と が で き る.

S-S 結 合 の ラ マ ソ バ ソ ド(509cm-1) の 相 対 強 度

(1509/I,96) は 水 晶 体 核 の 中 心 で 最 も 大 き く, 赤 道 部 皮 質

へ と 移 る に つ れ て 減 少 し, 核 の 中 心 よ り1.5mm の 部 位

よ り 赤 道 部 側 で は ラ マ ソ バ ソ ド は 検 出 さ れ な か っ た.

一 方SH 基 の バ ン ド(2,579cm-1) の 相 対 強 度(I2.579/

12,730)は 水 晶 体 核 の中 心 で は 小 さ く, 核 の 中 心 よ り1.2

mm の 部 位 ま で は 増 大 し, 水 晶 体 の う の 近 く で は 減 少

し た. さ ら にSH 基 の 部 位 別 ス ペ ク ト ル を 週 齢 に よ り

比 較 し て み る と, そ の 相 対 強 度 の グ ラ フ は パ タ ー ン を

変 え る こ と な く 右 方 へ と 移 動 し て い る こ と が わ か っ

た. こ れ は 水 晶 体 の 成 熟 が 水 晶 体 の う側 か ら 水 晶 体 核

側 へ と 進 行 し, さ ら に 水 晶 体 が 成 熟 す る に し た が い2

個 のSH 基 か らS-S 結 合 が 形 成 す る 為 と 考 え ら れ, そ

の 為 に 水 晶 体 が 未 熟 で あ る 赤 道 部 水 晶 体 の う の 近 く で

はS-S 結 合 の バ ン ドは 検 出 さ れ ず,SH 基 も 減 少 し て

お り, ま た 核 の中 心 へ 近 づ く に つ れ てSH 基 は 減 少 し,

S-S 結 合 は 増 大 し て お り, さ ら に 週 齢 が 進 む に つ れ て

グ ラ フ が 右 方 へ と 移 動 し て い る も の と 考 え ら れ た.

蛋 白 質( α-, β・,y- ク リ ス タ リ ソ) の 相 対 濃 度 は

624  (フ ェ ニ ー ル ア ラ エ ソ) お よ び644cm  1 ( チ ロ シ ン)

の 相 対 強 度 に よ り, α- ク リ ス タ リ ソ で は こ の 比 が 大 き

く,y- ク リ ス タ リ ソ で は こ れ が 小 さ いI)こ と か ら 推 定

で き る が, そ の 相 対 強 度(162,/16J は 水 晶 体 核 の 中 心

で は 小 さ く, 皮 質 へ と 移 る に つ れ て 増 大 し, 水 晶 体 核

で はy- ク リ ス タ リ ソ が 増 加 し て く る こ と が 確 認 さ れ

た.

ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 徴 環 境 はburied の も の で は

880cm"1 の 相 対 強 度 が 強 く, exposed の も の で は そ れ

が 弱 い と さ れ て い る4)が, そ の 相 対 強 度(1880/1760) は

水 晶 体 核 の 中 心 で は 小 さ く, 皮 質 へ と 移 る に つ れ て 大
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きく なり, 核で はexposed の ものが多 く変 化を 生じ や

すい状 態で あ り,皮 質 へと移 るにつ れてburied の もの

が増 加し変 化を生 じ にくい 状態 にな って いる もの と推

察さ れた.

840cm"1 近 傍 のチ ロシン のdoublet の ラマ ソ バソ ド

はチ ロシン 残基 の水 との 親和性を 示 すが, そ の相対 強

度(1832/ ‰5) は 水晶体 核 の中心で は 小 さく, 皮 質 へと

移るにつ れ て増 大し, こ れは皮質 へと移 るにつ れて チ

ロシン 残基 の水 との 親和 性が 少な くなって い るも のと

考 えら れた.

さ らに に 水晶体 中 の 水分 含量 を 示 すOH 基(3,390

cm  ') の ラマソ ス ペクト ル相対強 度(13,390/12,935)は 水

晶 体核 の中 心で は小 さく, 赤 道部 へ と近づ くに つれ て

増 大し てい く. これは 若い 水晶体 線 維は 水分 含量が 多

く, 中 心の 核にい くに した が って 脱 水が生 じて い るこ

とを示 してい る.

臨床応 用 に際し ては 水晶 体の 自発蛍 光, 他組 織, 特

に 網膜 への障 害, 白内 障 の検査 とし てど のマ ーカ ーが

最 適であ る かな どの問 題点 が存 在す るが, 適切 な マ ー

カ ーを 選択し, 機 械の 改良 が進 む ことに よりそ れら の

諸問 題 が解 決さ れれば, レ ーザ ーラフソ 分光 法の水 溶

液 中で非 破 壊的に 検査 が可 能であ るとい う水晶 体の 研

究 に とって 最大 の利点 を活 用し て臨床 応 用が可 能に な

るもの と推 察 された.

稿を終えるにあたり, 御校閲を賜りました松崎浩教授 に

深謝致し ます.
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