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角膜上皮の糖代謝におけるオッシレーションの存在と

代謝阻害剤の及ぼす影響 (図 3)
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要  約

角膜上皮の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 経時的に測定 しPN/1り

比をとるとオッシレーション (代謝レベルの振動)が存在する。 このオッシレーションが糖代謝由来のもので

あることを確かめるために代謝阻害剤を用いてその影響を検討 した。PNと Fpの測定にはこれら補酵素の特

徴的な蛍光を用いるレドックスフルオロメーターを使用した.白 色家兎角膜上皮の PN/Fp比 を生体,摘出眼

球,組織培養の3条件にて90分間連続測定した。更にlmMの KCNと lodoacetamideを 投与しPN/Fp比の

変化を測定 した。PN/Fp比 は 3条件のいずれでもオッシレーションを示 しその周期は22～32分 で振幅は

1.2～ 2.2で あった。KCN投与によりこの比は増加しlodoacetamideに て低下した。ミトコンドリアの呼吸阻

害剤であるKCNの投与だけではPN/Fp比のオッシレーションは消失しないが,糖代謝の完全な阻害剤であ

るlodoacetamideを 用いるとオッシレーションは消失した。 よってオッシレーションの由来は主に角膜上皮

の解糖系に存在すると考えられた。(日 眼 92:959-962,1988)
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Abstract

Proper corneal metabolism is essential to the maintenance of normal corneal epithelial function.
Corneal redox fluorometry, which monitors the metabolic state by measuring signals from reduced

pyridine nucleotides (PN) and oxidized flavoproteins (Fb), was used to study metabolic changes

non-invasively in the cornea under a variety of conditions. Under mormal conditions in the cultured

cornea, enucleated whole globe, or in vivo, the metabolic ratio (PN/Fp) was observed to oscillate over

a range of amplitude from 1.2 to 2.2 during a period from 22 to 32 minutes depending on the cornea

being measured. A respiratory inhibitor (lmM of KCN) increased this ratio with oscillation. In
contrast, a total metabolic inhibitor (lmM of iodoacetamide) decreased this ratio and the oscillation
disappeared. The oscillation is believed to represent oscillations of enzyme and substrate coneentra-

tions in the glycolytic pathways that manufacture the ATP necessary for normal epithelial function.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 959-962, 1988)
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I緒  言

角膜の透過性を維持してゆくためには,正常の生理

的機能が必要である。角膜の生理的機能の重要なひと

つである角膜内皮によるポンプ作用にはATPをはじ

めとするエネルギー源を要するが, この供給はミトコ

ンドリアによる酸化的燐酸化,嫌気性解糖,ベ ントー

スシャントにより行なわれている1)-3)。 コンタクトレ

ンズによる酸素分圧の低下4)5)や 糖尿病における血糖

の上昇6)7)は これら糖代謝に直接影響を与えるため,角

膜における糖代謝の状態を知ることは重要なことと考

えられる.

現在までの角膜の評価法には,角膜の透過性測定,

角膜厚測定,ス ペキュラーマイクロスコープによる内

皮観察など様々なものがあるが代謝状態を侵襲なく測

定できるものはなかった.最近 Laingら がレドックス

フルオロメーターを用いて角膜の上皮,実質,内皮の

3層の酸化型ピリジンヌクレオンド(PN)と 酸化型フ

ラボプロテイン (Fp)を測定する方法を開発し8)0),そ

の後 Mastersら が酸素分圧の低下によるPNの 変化

を測定することに成功している1。 )。

今回我々はさらにこのレドックスフルオロメーター

の精度を上げて,連続して角膜上皮の PNお よび Fp

を測定し,正常状態におけるPN/Fp比の動態とPN/
Fp比 に対する代謝阻害剤の影響について若干の知見

を得たので報告する.

II 方  法

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

ドが約360‐nの励起にて約460‐nの蛍光を発し,フ ラ

ボプロテインが約440nmの 励起光 にて約550nmの 蛍

光を発することにある。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。 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, データの収録,保
管,解析,角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H)。

測定の際には焦点を測定部位に合せ,0.1秒間の蛍光

を測定した.PNお よび Fpを 0.1秒毎に30回測定しこ

の30回 の蛍光測定の平均値 と標準偏差をコンピュー

ターにて計算して 1デ ータとして取 り扱った。測定器
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械の安定性を確かめるために PNと Fpに類似 した蛍

光色素を持つ Polymethyl methacrylate(PMMA)人

工角膜を使用 して90分間の測定を行なった。

実験にはそれぞれ 4羽の自色家兎を用いた。まず生

体における測定では自色家兎 (3～ 4kg)を ケタミンお

よび xylazineの筋注にて麻酔 し,レ ドックスフルオロ

メーター下に家兎を固定 し角膜上皮の PN/Fp比を連

続して90分測定 した。測定中には必要に応じて麻酔薬

を追加した.摘出眼球における測定ではキシロカイン

にて球後麻酔を行なった後眼球を摘出しこの眼球をレ

ドックスフルオロメーター下に上皮を上にして固定 し

PN/Fp比を連続測定した。組織培養液中の測定では

眼球より強角膜切片を作成 しMaCarely‐ Kaufman

Medium(MK‐ medium)中にいれて PN/Fp比の測定

を行なった。測定の際に生体および摘出眼球では上皮

とンドックスフルオロメーターの測定レンズの間には

1%メ チルセルロースを使用した。 また測定はすべて

室温にて行なった.

代謝阻害剤の影響をみる実験ではlmM KCNと 1

mM lodoacetamideを それぞれ MK‐medium中 に投

与しそれぞれの PN/Fp比の変化を観察した。

III 結  果

本装置により人工角膜を測定した結果を図 1に示

す。PN/Fp比 は安定しており,90分間の平均及び標準

偏差は1.5+/-0.03で あった.

生体,摘 出眼球,MK―medium中 の 3状態のPN/Fp
比の連続測定ではすべての実験にて人工角膜と異なり

オッシレーションが観察された。典型的な結果を図 2

Time(minutes)

図 l PMMA人 工角膜の PN/Fp比の経時的変化。

比はほぼ一定しておリオッシレーションは認められ

ない.
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図2 上より,1)In vivo家兎角膜上皮,2)摘出眼球

の角膜上皮,3)強角膜切片の角膜上皮における

PN/Fp比 の経時的変化.そ れぞれにオッシレー

ション (代謝レベルでの振動)が認められる。↓は

ピークをしめす.

に示す.生体では PN/Fp比は1.2～ 2.2(平均1.7)の

振幅を示し,周期は22～ 28分であった。摘出眼球 と

MK‐medium中 の角膜ではそれぞれ1.8～ 2.4(平均

2.1)と 1.2～ 2.4の振幅で周期はどちらも22～ 32分で

あった.

lmMの KCNが投与されると角膜上皮のPN/Fp

2)

Time(minutes)

図3 強角膜切片上皮におけるPN/Fp比に対する,

1)lmM KCNと 2)lmM iodoacetamideの 影響.

↓は代謝阻害剤の投与をしめす。KCN投与により

PN/Fp比は増加するがオッシレーションは消失し

ない.一方 iodoacetamide投 与によりPN/Fp比は

低下しオッシレーションも消失した。

比はすぐに増加するがオッシレーシヨンは続いていた。

一方lmMの KCNを 投与す るとこの比は低下しオ ッ

シレーションは消失した。典型的な例を図 3に示す。

IV考  案

角膜上皮の糖代謝におけるオッシレーションの存在

はいまだ報告 されておらず今回が初めての報告であ

る。人工角膜によるPN/Fp比 の測定では安定 した値

が得 られているのでこのオッシレーションは装置由来

のものではなく角膜自身からのものと考えられる。さ

らに生体,摘出眼球,MK‐ medium中 の強角膜切片の

3条件において同様のオッシレーションが得 られたこ

とはこれが呼吸や循環などの全身の影響のものでなく

角膜自身の持つ代謝 レベルのオッシレーションである

ことを示唆 している。
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KCNは ミトコンドリアの呼吸阻害剤として有名で

あり12),投
与するとPNは上昇 し,Fpは低下すること

によりPN/Fp比 は増加することが知 られているn)。

今回の投与により正に PN/Fp比 は増加 したが この際

オッシレーシ ョンは続いてお り,PN/Fp比 のオ ッシ

レーションは ミトコンドリア由来でないことが示唆さ

れた.

IOdOaCetamideは ミトコン ドリアの呼吸に加 えて

解糖系自体を阻害する強力な代謝阻害剤である12).こ

の薬剤の投与 によりPN/Fp比 は低下す るが この際

オッシレーシ ョンも消失す ることは興味深い。KCN
のみでは消失 しないこのオッシレーションが解糖系の

阻害によって消失することより, このオッシレーショ

ンは解糖系 自体に大きく関連するものと思われた。

解糖系のオッシレーションの存在は理論的に実在が

推測されているものの,生体または動物細胞において,

実験的に証明された報告はない。今までの報告ではプ

リンや ピ リジンヌクレオシ ドのオッシレーションが

イース ト菌や実験系にて観察 されているのみであ

り13)-17),今回の実験にて生体および摘出組織にてオ ッ

シレーションが観察されたことは大変興味深い.Tor‐

nheimら は解糖系のオッシ レーションの振幅や周期

は pHや酵素濃度に依存 しその存在はATP/ADP比
を高く保つことにあると報告 している18)。 自動制御機

構はある物質の濃度を一定 レベルに保つフィー ドバ ッ

ク機構である。機械工学ではよく知 られているように

フイードバ ック機構は時間の遅れを持ちこれがォッシ

レーションの原因となりうる。 よく知られている例は

サーモスタットによリコン トロールされている部屋の

温度調節機構であり部屋の温度は一定の温度内でオ ッ

シレーションしている.解糖系における化学反応に時

間的遅れが生 じ, この制御機構にオッシレーションが

生まれることは十分考えられることである。 この点に

おいて細胞における解糖系のオ ッシレーションの解明

にレドックススルオロメーターの方法論が役立つ と考

えられ採来の研究が期待される。角膜の重要な生理機

能であるポンプ作用や上皮修復機転は ATPに依存 じ

てお り,角膜糖代謝を研究する上でオッシレーション

の存在は重要であると思われた。

御校閲頂きました産業医科大学眼科秋谷忍教授,慶応義

塾大学眼科植村恭夫教授に深謝致します。
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