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水晶体における還元型ピリジンヌクレオシドの蛍光 (図 4,表 1)
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要  約
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(PN,主 に NADH)の 蛍光を侵襲なく測定す
る。この方法論を水晶体に応用するためには水晶体におけるPN蛍光の特性を調べこの蛍光が代謝を反映する

ことを示す必要がある。白色ウサギ水晶体を用いて460nmの 蛍光に対 して250～ 450nmの 範囲の励起光スペク

トルを,328nmと 366nmの 励起光に対 して380～550mmの 範囲の蛍光スペク トルを測定 した。水晶体 を

Krebs‐ Ringer液に浸 し1時間半の経時的測定の後, ミトコンドリアの呼吸阻害剤であるKCNを 投与しさら
に 3時間半の測定を行なった。 2つ の蛍光シグナルが観察された.ひ とつは328nmに 励起光のピークを持ち,

460nmに蛍光のピークを持つ328/460シ グナルであり,他は366nmに励起光のピークを持ち462nmに 蛍光の

ピークを持つ366/462シ グナルである。最初の 1時間半の間に両シグナルとも減少するが,KCNを 投与すると
328/460シ グナルは減少を続けるのに対 して,366/462シ グナルは増加した。純粋なNADⅡ の蛍光パターンに

類似 し,KCN投与によリシグナルが増加することから366/462シ グナルは水晶体におけるNADH由 来である
と考えられた。 (日 眼 92:1657-1661,1988)
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Abstract
Ex vivo fluorometric analysis of a rabbit lens was performed. The lens was kept in Krebs-Ringer

solution during the experiment. Excitation wavelengths were suryeyed between 250 and 450nm and the
autofluorescence of the lens was measured at 460nm. Fluorescence wayelengths were surveyed between

380 and 550nm at the excitation wavelenths of 328 and 366nm. Rabbit lens pyridine nucleotide (PN,

mainly NADH) fluorescence was found to have an maximum excitation at 366nm and an emission

maximum at 462nm. The only other fluorescent chromophore in that region of the spectrum has

excitation and emission peaks at 328 and 460nm, respectively. Anaerobic glycolysis in the lens was

stimulated by KCN, a known inhibitor of mitochondrial respiration. Over the course of a 3.5-hour
period following treatment with KCN, the 366/462 signal showed a statistically significant increase,

whereas tt.e 362/460 signal continued to decrease. The control lens showed continued decrease in both
signal ratios. This result indicates that the 366/462 signal derives from NADH in the rabbit lens. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 92 : 1657-1661, 1988)
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I緒  言

水晶体における蛍光は19世紀より研究されており,

いくつかの蛍光物質が発見されている。。これらの蛍

光物質はすべて水晶体蛋白およびアミノ酸であり,加

齢や放射線障害などと関係するものが多くを占めてい

る2)～ 5)。 水晶体蛋自の変化を蛍光の測定を通じて予測

することは,水晶体の構造変化を知る上で重要なこと
であるが,微細な変化の初期段階にある代謝レベルで
の情報を与えるものではない.一方代謝における重要
な補酵素である還元型ピリジンヌクレオシ ド(PN)の

特殊な蛍光を用いて組織の代謝レベルを測定しようと

するンドックスフルオロメーターが開発されている。

Chanceら はラットの肝臓の ミトコンドリアを用いて

PN蛍光を初めて測定し,代謝レベルを予測できるこ
とを示した。)。 眼科領域では Laingら により角膜上皮

において PN蛍光測定がなされ7),最近 Tsubotaら に
より水晶体中の PN蛍光測定が報告された8)0)。 水晶体
には蛋自由来の蛍光が存在することが知られており,

また PN蛍光の励起および蛍光のピークは組織によ
り異なっていることが報告されていることから今回水

晶体における還元型ピリジンヌクレオシドの励起およ

び蛍光のスペクトルを詳細に測定し,他の蛍光物質に

よる干渉の有無について検討を行なった。

II 実験方法

1.励起光,蛍光スペク トルの測定

白色ウサギ眼球より水晶体を傷つけることなく摘出

し,蛍光測定用の透明容器に入れた。水晶体が少しで

も傷ついた場合はこの実験より除外した。 この容器の
断面は10mm× 4mmの大きさであり,水晶体を入れた
後図 1に示す部位の蛍光測定を行なった。測定は水晶

体のどの部分でも行なえるが,物理的に刺激の全 く加
わらない (容器に接しない等)水晶体上皮,皮質の方
が蛍光が安定しなおかつ KCN投与により反応が速い
ためこの部位を測定場所 とした.容器中の Krebs・

Ringer液は5.5mMの グルコースを含み,浸透圧は300
mM, pHは 7.4に 補正 した。蛍光測定には Perkin‐
Elmer,:MPF‐ 66蛍光スペク トロフォトメーターを用

いた。この装置は波長による励起光の強弱と蛍光測定

の誤差をコンピューターにより補正できるようになっ

図 1 蛍光測定容器中のウサギ水晶体と蛍光測定部位
(斜線の部分).測定部位は水晶体嚢,上皮,皮質の
一部を含んでいる.

ている10).励起光の測定は蛍光測定を460nmに設定し

て200nmよ り450nmの 間にて行なった。一方蛍光の測

定は励起光を328nmお よび366nmに 設定 して380nm

から550nmの間にて行なった。

2.KCNの蛍光に与える影響
励起および蛍光のピークを決定した後はこのピーク

に合せて,経時的に蛍光の測定を行なった。 1回の測

定は 5回の平均値を用い,測定は22°Cにて行なった。
10分毎に 1時間半の測定を経時的に行なった後,20
mMの KCNを 含 む Krebs‐Ringer液 を 容器 中 の
Krebs‐ Ringer液 の半分 と置換 した。即 ち10mMの
KCNを含む Krebs‐ Ringer液 に水晶体が浸されたこ
とになる。置換の後にさらに 3時間半の経時的測定を

行なった。コントロールとしては,20mMの KCLを含
む Krebs― Ringerと の置換群を用いた。KCN投与群に
8個の水晶体を, コントロールの KCL投与群に 5個
の水晶体を用い蛍光強度の変化を初期値を基準として

変化率として計算した。

III 結  果
1.励起光,蛍光スペク トルの測定

白色ウサギ水晶体にて蛍光測定を460nmに固定し
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た際,励起光のスペクトルは 3つのピークを持ってい

た(図 2).蛍光測定の波長を460nmか ら440nmま たは

580nmにずらすと,230nmの励起波長は同じようにず

れるが,328nmお よび366nmの波長は変化しなかっ

た。励起光を328Шnお よび366nmに固定し,蛍光スペ

ク トルを測定すると,460nmお よび462nmにそれぞれ

ピークが存在した (図 3).

2.KCNの 蛍光に与える影響
表 1は 5時間にわたって測定された水晶体蛍光の変

300 350 400 450

Wave:●ngth(nm)

図 2 ウサギ水晶体の励起光スペク トル (蛍光測定は
460nm).230nmの ピークは蛍光測定波長を変化さ
せると同時に変化するため真の励起波長ではない。

328nmお よび366nmの 2つのピークが励起光を示

している.
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図 3 ウサギ水晶体の蛍光スペク トル (328nmに て励
起を破線,366nmにて励起を実線にて示す).ピ ーク
はそれぞれ460nmと 462nmに存在する。

表 1 ウサギ水晶体蛍光の変化
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*KCN投
与群のみ 5時間後に12.9± 76の増加を示している。
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図 4 ウサギ水晶体の蛍光強度の変化。実線はKCN投与群,破線はKCL投与のコン
トロール群.KCNの 投与により366/462シ グナルは増加する。
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溶液 実験数
1.5時間後の蛍光
強度変化 (%)

5時間後の蛍光
強度変化 (%)

366/462ン グナ′し

KCN 1   8
KCL  1   5

328/460シ グナル

KCN 1   8
KCL  1   5

-48± 5.6
-2.6± 3.4

-3.5± 52
-1.0± 2.6

+129± 7.6
-6.4± 5.1

-11.3± 6.1

-3.2± 1.1
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化を示している。全体の蛍光強度に大きなばらつきが

あるがこれは個体間のばらつきが大きいためで,浪」定

自体は安定しておりその測定のばらつきは 5回測定に

より0.1%以下であった。KCN投与群の蛍光強度は最
初の 1時間半の間に366/462シ グナルにおいて4.8%の

減少,328/460シ グナルにて3.5%の減少となっている。

KCN投与後は,328/460シ グナルは減少を続けるのに
対して (11.3%),366/462シ グナルは蛍光強度を平均

12.9%増加した。コントロール群においては最初の 1

時間半の間に同じような蛍光強度の減少が見られた

が,KCL投与後も引き続き両シグナルにおいて減少を

続け366/462シ グナルにて6.4%,328/460シ グナルにて

3.2%の減少を示した.KCN群 とコントロール群を比
べると366/462シ グナルにおいて有意の差 (p<

0.0002)を示した。図4は 5時間にわたる水晶体蛍光

強度の変化を示した 1例であるが,366/462シ グナルが

大きく変化しているのが観察された。

IV考  案

水晶体の透明性を維持するためには正常の糖代謝が

必要である。自内障の発生の前段階として代謝 レベル

での異常が存在するとすれば, 自内障発生の機構を研

究する上で代謝レベルを生体にて測定する方法論は有

用であると思われるH).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 ドの蛍光を用いて代謝 レ

ベルを測定しようとするものであるが侵襲なく生体に

おいて使用できるという点で注 目されている7)～ 9)。 還

元型 ピ リジ ン ヌク レオシ ドに は NADHお よび
NADPHが 含まれるがウサギ水晶体において99%以
上が NADHで あると報告されている12)。 NADHは 糖
代謝の重要な補酵素であり水晶体の皮質において嫌気

性解糖と深く結びついている.

水晶体における蛍光物質には主に 2つの重要なもの

が報告されている13)。 ひとっは290nmに励起光のピー

クを持ち,340nmに蛍光のピークを持つパープル蛍光
であり,も うひとつは340nmに励起光のピークを持ち

420nmに蛍光ピークを持つブルー蛍光である。パープ

ル蛍光は水晶体の蛍光のうち一番強く,加齢に対して

安定で蛋白結合 トリブトファンに由来するとされてい

る。).ブルー蛍光はやはり蛋自由来でありanthranlc

acid,bityrosineな どから発していると考えられ加齢

により増加するとされている
14).こ れらの蛍光はどち

らも蛋自由来であるので安定 していると考えられ

る15).
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今回の実験では230nmあ た りの励起波長は蛍光測

定をずらすとそれに伴ってずれるため蛍光ではなく,

328お よび366nmの ピークのみが蛍光励起波長のピー

クであると考えられた。即ちウサギ水晶体の還元型ピ

リジンヌクレオシドの蛍光領域において 2つの蛍光パ

ターンが測定された.ひ とつは328nmに励起光のピー

クを持ち,460nmに蛍光ピークを持つ328/460シ グナ
ル.も うひとつは366nmに励起光のピークを持ち462

nmに蛍光のピークを持つ366/462シ グナルであった.
蛋自由来の蛍光は補酵素などの微量物質の蛍光に比べ

て非常に強いが,励起および蛍光波長が PNシ グナル

よりずれているため今回の測定では影響を与えること

がなかった。

ミトコン ドリア中の PNシ グナルを測定するのに
Chanceらは340nmの励起と440nmの蛍光の組み合せ

を用いた6).我表は水晶体におけるPNシ グナルは366
nmにて励起され462nmにて蛍光を発することを確認
したがこの領域におけるもうひとつの蛍光として328

nmにて励起し460nmに て蛍光を発するものも同時に

みつかった.ミ トコンドリアの呼吸抑制により嫌気性

糖代謝が活性化され PNシ グナルは増加すると考え
られるが,今回の実験において正に366/462nmシ グナ

ルのみが KCNの投与により増加を示したことは, こ
のシグナルが PNシ グナルに一致するものであるこ

とを裏ずけている。KCNを投与しない場合の蛍光強
度のゆっくりとした減少は代謝レベルの低下を示して

いるものと思われる。水晶体と同様無血管組織である

角膜を培養液中に保存するとPNレ ベルの低下が起
きるが, これは摘出角膜自体の代謝系の低下や,培養

液中のグルコースなどが減少するためと考えられてい

る16).

328/460シ グナルの由来についてははっきりしてい

ない。Avi―Dorらは肝 ミトコンドリアの蛍光を測定し

290/440シ グナルと335/440シ グナルを測定し,335/440

シグナルが PN由来で,290/440は なんらかの蛋自由
来であるとしている

17)。
更にこのシグナルの由来につ

いては検討を加えていく必要があると思われる。

純粋な NADHの 蛍光を測定したところ (pH9.0,
22°C),337/466シ グナルが測定された。これは366/462

シグナルと若干ずれているが,組織においては PNシ
グナルの励起光のビークがずれることはよく知られて

おり18),励起光はほぼ同一の波長であり,366/462シ グ

ナルが水晶体組織中の NADH由 来と考えられる.以
上のように今回の実験において我々はウサギ水晶体に
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て PNシ グナル が他 の蛍光物質 に邪 魔 され る こ とな
く測定可能 な ことを示 した。

本論文の要 旨は第 14回 水晶体研究会にて発表 した.稿を

終えるにあた り御校閲いただきました植村恭夫教授に深謝

致します .
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