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レドックスフルオロメーターによる

保存角膜の糖代謝の検討 (図 6,表 1)

坪田 ―男1)・ 千葉 桂三2)。 Ronald A.Laing3)
Kenneth R.Kenyon4)                  ~

Ｄ
”
Ｄ
つ

慶応義塾大学,国立栃木病院
独協医科大学
BostOn IJniversity Scho01 of〕 4edicine
I‐Iarvardヽ4edical School

Noninvasive Metabolic Analysis of Cultured Corneas

Kazuo Tsubota, Keizo Chiba*, Ronald A. Laing**,
and Kenneth R. Kenyon***

Keio Uniuetsity School of Medicine, National Tochigi Hospital
*Dokkyo Uniuersity School of Medicine

**Boston Uniuersifi School of Medicine
*** Haruard Medical School

要  約

糖代謝 における重要な補酵素である還元型ピリジンヌクレオシ ド (特 にNADH,PN)と 酸化型フラボプロ

テイン (Fp)を保存角膜 において測定 し, これらの補酵素 と保存時間の関係につき検討を加えた。白色ウサギ

強角膜片をMK‐ medium中 4°Cに て保存し,レ ドックスフルオロメーターにて角膜内皮中のPNお よび Iヽ 量

を経時的に測定した。測定は保存直後,1,2,3,7,14,21日 目に行ない,PNと Fpの 比を用いてパラメー

ターとした。また透過型および走査型電子顕微鏡にて7,14,21日 目の角膜を組織学的に検討した。保存直後

のPN/Fp比は0.77±0.14で あり7日 後には0.70± 0.31と なったが,こ の間に統計学的に有意な変化は示さな

かった。14日 後にはこの比が0.33± 0.11と なり,21日 後には0.27± 0.06と 有意な減少 (p<0.0001)を 示 した。

組織学的には7日 目の角膜は正常範囲内にあったが,14日 ,21日 保存角膜は細胞内浮腫など様々な異常を示し

ていた。以上の結果よりPN/Fp比 は保存角膜の評価の新しいパラメーターとして応用できる可能性が示唆さ

れた。 (日 眼 92:1321-1326,1988)

キーワー ド:レ ドックスフルオロメーター,角膜移植,糖代謝,角膜内皮,ピ リジンヌクレオシ ド,フ ラボプ

ロテイン

Abstract
Non-invasive assessment of the metabolic status of cultured corneas prior to their consideration

for use as donor tissue would provide a major improvement in the evaluation of eye bank tissue. We
have developed methods for performing such an assessment using the method of corneal redox
fluorometry. Using this method, the autofluorescence of reduced pyridine nucleotides (PN) and
oxidized flavoproteins (Fb) were measured as a function of storage time in rabbit corneal endothelium
stored in McCarey-Kaufman medium. The PN/Fp ratio is related to the metabolic status of the tissue
measured. It was found that the PN/F! ratio changed dramatically during storage showing that the
metabolic state was significantly changing during the storage period. The PN/Fp ratio stayed within
the original level up to 1 week and then decreased significantly at 2 and 3 weeks observation period.
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I緒  言

眼球銀行保存角膜の適切な評価は角膜移植の成功に

かかせない重要な要因である。現在移植角膜の評価は

ドナーの年齢,死亡より眼球摘出までの時間,保存期

間,ス リットランプで観察 した角膜の状態により行

なっているが未だ客観的な方法は開発されていない。

角膜内皮細胞は障害によりその形態を変化す ること

が知 られているのでスペキュラーマイクロスコピーに

よる角膜内皮の観察は最近になって使用 され始めた良

い方法のひとつである0～3).31P_NMRに よる りん代

謝測定の方法も将来性が期待されている方法のひとつ

である4)～ 5)が NMRの 臨床応用には多額の費用を要

し,その方法も複雑なため実際の応用にはまだまだ時

間がかかると思われる。 レドックスフルオロメーター

は保存角膜の評価を客観的に行な うことのできる新し

い方法である。 この方法は,還元型 ピリジンヌクレオ

シ ド(PN)と酸化型フラボプロテイン (Fp)を 測定す

ることによ り角膜の代謝状態 を評価す るものであ

る6)～ 7)。 今回著者 らは,保存角膜の PNお よびFpを経

時的に測定 し, レドックスフルオロメーターの眼球銀

行保存角膜評価への応用の可能性につ き検討を加え

た。

II 実験方法

1.レ ドックスフルオロメーター

レドックスフルオロメーターは還元型ピリジンヌク

レオシ ドと酸化型 フラボプロテインをその特徴ある蛍

光を用いて測定するがその原理はピリジンヌクレオシ

ドが360nmの励起光にて460nmの 蛍光を発し,フ ラボ

角 膜

図 1 レドックスフルオロメーターのダイアグラム.ハ ログンランプから出た光は特

殊フィルターを通ってスペキュラーマイクロフコープヘ導かれる。角膜からの蛍光

のみをフィルターにて選別し光電管に導く.角膜の位置ぎめ, フィルターの選択は

マイクロコンピューターが自動的に行なう。データはフロッピーディスクに保管さ

れ,後に統計学的解析を行なうことができる。
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プロテインが440nmの 励起光にて550nmの蛍光を発

することにある8)9).使用したレドックスフルオロメー

ターはスペキュラーマイクロスコピーを利用してその

測 定部位 を決 め る こ とがで きる よ うに なってい

る0)7)。 このシステムはマイクロコンピューターにて制

御されてお リフィルターの自動交換,デ ーターの収録 ,

保管,解膜内皮から上皮への自動スキャニングを行な

うことができる (図 1).

測定の際には焦点を測定部位に合せ,0.1秒 間の蛍光

を測定する。角膜内皮 よ り上皮 までを10μ m毎 にス

キャンすることによ り,内 皮 より上皮 までの蛍光ス

キャンが測定できる。 このスキャンにより角膜の位置

ぎめを行ない,そ の後に角膜内皮の中心に焦点を合せ
,

0.1秒毎に30回 蛍光を測定 した。この30回の蛍光測定の

平均値 と標準偏差を計算して 1デ ータとして取 り扱っ

た。

2.保存角膜の PN/Fp比測定

ウサギ (ニ ュージーラン ド白色種,体重3～ 4kg)10

羽をケタミンおよび xylazineにて麻酔 し,さ らにキシ

ロカインにて球後麻酔を行なった。右眼球摘出後,強
角 膜 切 片 を 作 成 しMacarely― Kaufman Medium
(MK‐ medium)中 に保存 し実験に用いた。10眼 の角膜

の うち 7眼をレドックスフルオロメーターの測定に用

い, 3眼を走査および透過型電子顕微鏡による評価に

用いた。 レドックスフルオロメーターの測定は角膜切

片を作成 しMK‐medium中 に保存 した直後にまず行

い,そ の後は4°Cに保存 した。保存第 1日 日以降は,角

膜を冷蔵庫から取 り出した直後より2時間の間連続し

て行った。この間 MK‐mediumの交換は行なわなかっ

た。この連続測定の PN/Fp比の 7眼の平均 と標準偏

差を各保存 日における角膜内皮のパラメーターとして

表l MK―medium保存ウサギ角膜内

皮のPN/Fp比の時間的変化

角膜保存日数 PN/Fp上ヒ

保存直後

1

2

3

7

14

21

0.77± 0

0.85± 0

0.91± 0

0.73± 0

0.70:± :0

0.33± 0

0.27± 0

14

20

49

11

31

11ホ

06*

*は PN/Fp比が保存直後の値より統計学

的有意に低いことを示す (T te飢,p<
0.0001).

使用した。

3.組織学的検索

MK‐mediumに 1週間, 2週間, 3週間保存された

角膜を2.5%グ ルタールと2%の paraformaldehyde混

合の sodium cacOdylate緩 衝液に固定 した。固定後 ,

角膜切片を半割 し一片を走査型電子顕微鏡に, もう一

片を透過型電子顕微鏡に用いた.走査型電子顕微鏡用

の切片は0.lMの SOdium cacodylateに て洗いエ タ

ノールにて脱水後臨界点乾燥を行ない,AMR1000走
査型電子顕微鏡にて角膜内皮を観察撮影した。透過型

電子顕微鏡用の切片は2%オ ス ミウムにて後固定 しエ

タノールにて脱水後エポン包埋 した.切片は uranyl

aCetatelead citrateに て染色 し走査型電子顕微鏡

(Philips 410)に て観察した.

III 結  果

新鮮角膜の内皮 よ り上皮までの PNお よび Fpス

キャンを図 2に しめす。解像力は十分で,角膜内皮 ,

実質,上皮の 3層を識別することができる。PNではま

ず内皮のピークに比べて上皮のピークが大きく測定さ

れる。一方 Fpでは内皮のピークに比べて上皮のピー

図2 Ai角膜内皮より上皮までの PNス キャン.縦
軸に蛍光量を,横軸に内皮側より上皮側にむかって

の距離をとってある。まず角膜内皮にピークがあり,

その後に実質の平坦部が続いている。最後のピーク

は上皮のもので内皮より大きい.B:同 Fpス キャ

ン.内皮のピークに続いて実質の平坦部があるが
,

PNス キャンと比べると上皮のピークが少ない。
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図3 MK‐medium保存ウサギ角膜内皮のPN/Fp比
の変化.保存 1週間目までは保存直後の値と変りは

ないが, 2週間, 3週間となるとこの比は低下する

のがわかる。

図 4 1週 間 MK‐mediumに保存 したウサギ角膜内

皮の走査型 (A)お よび透過型電子顕微鏡写真 (B).

両方とも共にはぼ正常の像を示 している。(A:×
1000, ノミーは20μ m, B:× 18,000, ノミーはlμm)

クは小さい。PN蛍光は ミトコン ドリアおよび細胞質

から由来するが,Fp蛍光は ミトコン ドリアのみに由来

するため, ミトコン ドリアの少ない上皮ではピークが

日眼会誌 92巻 8号

図 5 2週間 MK‐mediumに保存したウサギ角膜内

皮の走査型 (A)お よび透過型電子顕微鏡写真 (B).

走査型電子顕微鏡上は正常範囲内だが,透過型電子

顕微鏡にて細胞内の浮腫, ミトコンドリアの膨化が

みられる。(A:× 1000,バ ーは20μm,B:× 15,000,

バーはlμ m)

小さくでることになる.3週間にわたる MK‐medium

保存の角膜内皮の PN/Fp比 を表 1,図 3に示す.PN/

Fp比は第 1日 ,第 2日 目に増加 した後少しづつ減少し

ていゆ くが 1週 目までは初 日の値 との間に統計的な有

意差をみいだせなかった(paired T test). 2週 目, 3

週 目では PN/Fpは有意に減少 し,その際標準差 も減

少していた .

図 4, 5, 6は 1週間, 2週間, 3週間保存された

角膜内皮の走査型および透過型電子顕微鏡写真であ

る。走査型電子顕微鏡では 3週間保存の角膜の表面構

造は保たれていた。一方,透過型電子顕微鏡では, 1

週間 目までの角膜は細胞内構造を比較的良く保ってい

たが, 2, 3週 となると細胞内浮腫が著明となり角膜

の厚みも増加していた。

〃――――→

B

B



図 6 3週 間 MK‐mediumに 保存 した ウサギ角膜内

皮の走査型 (A)お よび透過型電子顕微鏡写真 (B).

走査型電子顕微鏡上は未だ正常の 6角形構造をとっ

ているが,透過型電子顕微鏡ではさらに細胞内の浮

腫の増加および ミトコンドリアの膨化がみられる.

(A:× 800,バ ーは20μm,B× 11,000,バ ーはlμm)

IV 考  案

MK‐medium中 に保存された角膜内皮の PN/Fp比
は最初の 1週間は保存直後と同じレベルに保たれてい

るが, 2週, 3週間 目となると明らかな低下を示して

いた.さ らにこの平均値の標準偏差 も少なくなってき

ていた。この現象 は代謝における基質や adenosine

diphosphate(ADP)の 減少のためであろう10)。
細胞質

の解糖系や ミトコン ドリア内の酸化的 りん酸化の代謝

速度が基質の欠乏のために遅 くなるとnicotinamide

adenine dinucleotide(NADH)の 産生は減少しPN/
Fp比は減少することになると推測 される。今回の実験

では 3週間にわた りmediumの 交換を行なっていな

いので medium中 の glucoseの減少や lactateの 増加

も内皮の代謝に影響を与えたと考えられる・ ).走査型

電子顕微鏡では 1～ 3週間保存の間に著明な差を認め
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ない。一方透過型電子顕微鏡では 1週間までは細胞内

の浮腫は軽度であるが 2週以降となると細胞内変性が

著明になっていた。臨床的にも MK・medium中 の保存

は 3～ 4日 が最適で 1週 間保存 が限度 とされてい

る12).PN/Fp比が 1週間保存までは保存直後 と有意差

を示さず, 2週間 目, 3週間 目では有意の低下を示 し

ていることは,従来からの研究および臨床経験 と一致

するところであ り大変興味深い。PN/Fp比 には正常

状態の最適なレベルが存在 し, もしこのレベルよりは

ずれると細胞内代謝バランスの崩壊を表 している可能

性が十分あると考える。我々はまた PN/Fp比 の標準

偏差は主にこの比のオッシレーシ ョン (振動)に起因

していると考えてお り,代謝が停止している状態では

このオッシレーションが存在 しないので,PN/Fp比
の標準偏差の減少も代謝状態の低下を表 していると考

えている13).保存角膜の活性度はその保存時間 ととも

に減少すると考えられるがこの代謝の低下が PN/Fp
比の減少として測定されると考えるとこの比が細胞の

活性度の指標 となりうる可能性が十分ある。

興味ある現象は,第 1日 目にはこの比が一時増加す

ることである。この現象は角膜の MK―mediumへ の適

応により起るのか角膜切片作成時の手術侵襲によるも

のかははっきりせず,将来の研究に待ちたい.

実際の眼球銀行角膜では今回の実験 と異なり,ひ と

つひとつの角膜で様々の要因によ り代謝 レベルが異

なっているものと思われる。 しかしながらヒト角膜も

ウサギ角膜 と同様嫌気性解糖系 と ミトコン ドリアの

TCAサイクルの両方の代謝を持ってお り,今回観察

された傾向が存在することは十分考えられることであ

る.こ の測定はスペキュラーマイクロスコピーと同様

侵襲なく短い時間で測定することができるので,眼球

銀行眼において実際にヒト角膜を用いて測定を行な う

ことができる。将来 PN/Fp比 の ヒト角膜における正

常範囲を決定 してゆけば保存角膜に代謝 レベルからの

評価を行なうことができると考え,現在実験を行なっ

ている。
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