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要

水晶体中の銅イオンは正常眼に比べ,自 内障水晶体で

増加 していた。特に,糖尿病群白内障 (以下,DM群 )で は

非糖尿病群白内障(以下,非 DM群)に比較 して有意に増

加 していた。Cu2+は cu+に比べ,DM群白内障で著 しく

増加 していた。また,自内障水晶体中の銅イオンは,蛋 白

質結合型よりも非結合型が多 く存在 していた。銅含有酵

素である Cu,Zn‐SOD(Cu,Zn‐ スーパーオキシ ドジスム

ターゼ)は DM群白内障で活性が低下 しており,過酸化

水素も増加 していたため,フ ェン トン様反応からの HO・
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(ヒ ドロキシラジカル)の生成が考えられた。糖尿病では

水晶体のグルコースが増加して,glycationを 起こし,銅

含有酵素から銅イオンを放出させ,水晶体中に銅イオン

の増加をもたらす。その結果,活性酸素消去能を低下 さ

せ,過酸化脂質が増加 して連鎖的に過酸化が完進 したと

考えられた。(日 眼会誌 100:672-679,1996)
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Abstract
The concentration of copper ions in cataractous generation of hydroxyl radicals from a Fenton-like

lenses was higher than that in clear lenses. The reaction. In diabetes, the increase of lenticular
concentration was significantly higher in the dia- glucose induced glycation and the release of copper

betic (DM) group than in the non-diabetic (control) ions from copper-containing enzyme, followed by

group. Compared to Cu*, the concentration of Cu2* the increase of lenticular copper ions. As a result,

was significantly greater in the DM group. The superoxide scavenging activity was reduced and

concentration of protein-unconjugated copper ions peroxide lipid was increased. I assume this to be due

was higher than that of protein-conjugated copper to hyperactivity of the cascade of peroxidation.

ions. I assume that in cataractous lenses of the DM (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :672-679,1996)
group, decrease of the reactivity of copper-contain-
ing enzyme, Cu, Zn-SOD (Cu, Zn-superoxide dis- Key words: Diabetes mellitus, Cataract, Copper

mutase), and increase of hydrogen peroxide lead to ion, Peroxidation

I緒  言

微量元素が生体の生理機能の維持に不可欠であり,そ

の変動が疾病の発症に関わっていることが注目されてい

る。必須微量元素のうち,銅は生体内において種々の酵素

と結合 して,そ の活性や構造の安定性などに関与 してお

り,疾病時には銅量が変動することが知 られている1).ス

トンプ トゾトシンによる糖尿病ラットでは,血液,肝,腎 ,

十二指腸の銅含量が増加し2)～ 4),そ して糖尿病患者では,

血液の銅含量が増加することが知 られている5)6)。 また,

著者 ら7)も
糖尿病患者の水晶体 と硝子体で銅含量が高い

ことを報告している。

今回,自内障水晶体の銅イオン量を蛋白質結合型 と非

結合型に分けて測定し,増加した銅イオンが水晶体の透

明性維持に与える影響について,活性酸素の生成系 と消

去系の両面,そ して過酸化反応への関与の観点から検討
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II対 象 と方 法

1.対  象

1)水晶体

今回の研究では,嚢内摘出術によって摘出した脱臼水

晶体 (62歳,外傷の既往 1眼 )を正常水晶体 として使用し

た。

ヒト自内障は同程度の混濁で超音波乳化吸引術の適応

となった糖尿病患者の自内障 28眼 (平均年齢 68.1± 9.7

歳 :以下,DM群自内障)と 老人性白内障 32眼 (平均年齢

67.9± 10.8歳 :以下,非 DM群自内障)を対象とした。成

熟型白内障は今回は除外 した。また,嚢内摘出術で摘出し

た老人性白内障 2眼 (平均年齢 72.5± 6.4歳 )を対照とし

た。

なお,銅は脳では加齢により増加することが知 られて

いるので,そ の影響を除 くため,高齢者(85歳以上)を 対

象か ら除いた。透析治療中の症例,高 脂血症,腎 症,高血

圧,イ ンスリン依存性糖尿病などのある症例は除いた。対

象となった自内障患者には手術によって得た自内障水晶

体および房水は研究に使用することを手術前に説明し,

同意を得た。

2)血清,房水および硝子体

眼組織における銅イオン量を知るために,自 内障手術

で得られた水晶体と同一患者の血清および房水を採取し

た。また,硝子体は糖尿病網膜症 (以下,DM群 )の硝子体

手術で得たものを材料 とし,裂孔原性網膜剥離や外傷 (以

下,非 DM群 )の手術で得た硝子体を対照とした。

2.試 料 作 製 法

1)水 晶 体 試 料

嚢内摘出術で摘出した水晶体はイオン交換水でホモジ

ネー トした後,直 ちに N2ガスを充填し,実験に供した。

水晶体試料は,超音波乳化吸引術で使用する装置の排

673

(超音波乳化吸引術)

氷槽内採取

出液チュープを氷槽内の容器に接続し,4°Cで全量採取

後,直ちに N2ガスを充填し,実験に供した。

また,実験に使用する器具はすべて通常の器具用洗剤

で十分に洗った後,酸性洗剤に一夜浸漬した。精製水でよ

く洗浄した後,乾燥させて密閉して直射日光の当たらな

い場所に保管し,極力汚染されないように努めた。

自内障水晶体の試料は,水晶体が自内障手術 (超音波乳

化吸引術)で破砕されて灌流液 (オペガードMA①,千寿

製薬)と ともに懸濁液 となる。その懸濁液を 22,600× g,

4°Cで 1時間遠心し,上清は銅イオンと過酸化水素量,

スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)量,0「 scaveng―

ing活性,glycated protein量 の測定試料に,沈澱は過酸

化脂質量測定に用いた(図 1)。

2)血清,房水および硝子体試料

患者の採血は白内障手術前の早朝空腹時に実施 した。7

ml採血 し,直 ちに 2,260× g,4°Cで 10分遠心 して上清

の血清を試料 とし,N2ガ スを充填し,実験に供 した。房水

の採取は自内障手術時に約 100 μl房水を採取 し,N2ガ

スを充填した。

硝子体手術で切除,吸引した硝子体は氷槽内のボ トル

に集め,直ちに 2,260× g,4° Cで 30分遠心分離して手術

時に混入 した血液成分を除去 した。次いで,そ の上清を

22,600× g,4°Cで 1時間遠心分離を行って試料 とした。

硝子体手術時にはオペガー ドMA③ (千寿製薬)を 灌流液

として使用した。

なお,測定時にこの灌流液をブランクとして,以下の実

験を行った。

3.銅イオン定量法

水晶体溶液の上清は蛋白質結合型銅イオンと非結合型

銅イオンの双方を含んでお り,分画分子量 3,000の遠心

型限外濾過器のセントリコンSR-3で除蛋白質すること

により得た濾液を蛋白質非結合型銅イオン量 (以下,非結

合型)と した。総銅イオン量から非結合型を差し引いた値

水晶体試料

↓
4℃ ,22,600xg,l hr遠心・分離

___上_________
↓

上 清 沈 殿

↓ ↓
ffi4t> u\'.)r7a4r*)a 過酸化脂質

(八木法蛍光法)

4℃ ,3,000xg,l hr遠心型限外濾過

↓
(セ ントリコン‐SR3,分画分子量MW3,000)

濾 液

↓
蛋白質非結合型銅イオン②

(総銅イオン量
①―蛋白質非結合型銅イオン量

②
=蛋 白質結合型銅イオン量)

図 1 水晶体試料採取方法 .

した
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(1)Cu+量

′
″塩酸lN

温浴 (85～ 95℃ )2分 間

↓
蛋自質から離脱

mixing

↓
5分静置

↓
2,260xg,15分 遠心分離

沈 殿 上 清

(2)Cu++Cu2+量

m:xlng

↓
5分静置

l

▼

2,260xg,15分 遠心分離

上 清

塩酸 lN
塩酸ヒドロキシルアミン0.14M

分光光度計 を用い,OD480nmで 比色定量

図 2 銅イオン測定方法―パソクプロイン法 .

料

10mMリ ン酸緩衝液

PH7.00

nl:xing

チタン呈色液

nllxing

↓
90分,25℃静置

↓
OD410nmで測定

Ti(。H)6~~+H202==(Ti 8請
~)+H20

図 3 過酸化水素測定法一チタン過酸化水素呈色法 .

が蛋白質結合型銅イオン量 (以下,結合型)である(図 1).

セントリコンSR-3の メンブレンには微量のグリセリン

が含まれているので,前処理として,メ ンブレンを含むリ

ザーバー全体を密閉容器で脱イオン水に数時間浸漬後,

セントリコン全体をキムワイプで包み,1回 り大きい遠

心管に入れて 2,260× g,2分遠心して脱水し,使用した。

血清,房水,水晶体および硝子体の銅イオン量はバソク

プロイン法8)で測定 した。バソクプロイン法はバソクプ

ロイン2 molと Cu■ l molが特異的に結合する反応で,

塩酸ヒドロキシルアミンを付加 して Cu2+の測定を行 う。

cu+と cu2+量 の測定 は既報
8)に

準 じて行った(図 2)。 な

お,本研究ではCu+と Cu2+を加えた量を銅イオン量 とし

て表した。

日眼会誌、 100巻  9号

/4llens

**

「

~~

銅
イ
オ

∠ 10
週巳

総銅イオン量  Cu+量    Cu2+量

図 4 ヒト白内障水晶体中銅イオンの蛋白質結合有無.

瑕 :糖 尿病 (DM)群 白内障 □ :非 DM群 白内障

結 :蛋自質結合型銅イオン 非 :蛋 白質非結合型銅

イオン *:p<0.05 **:p<0.01

4.銅の組織染色法

組織中の銅の証明のためにロダニン法9)1° )を 用いた。水

晶体を 10%ホ ルマリン固定後,パ ラフィンに包埋 し,水

晶体の 3～5μmの切片 を作製し,脱パラフィン後,ロ グ

ニン染色液中に 37°Cで 24時間浸漬後,エ タノール系列

で脱水,キ シロール透徹後,パ ーマウントに封入した。

5。 過酸化反応関連物質測定法

過酸化水素量はチタン過酸化水素呈色法
11)12)(図 3)

で,過酸化脂質量は八木法螢光法13)で,cu,zn_SOD量 は

ELISA(酵素標識イムノアッセイ)法
14)で

,0'~ SCaVeng~

ing活性 はNBT(ニ トロブルーテ トラゾ リウム)還 元

法
14)で

,そ してglycated protein量 はフルク トサ ミン測

定法15)で測定した。

なお,銅イオン量および過酸化反応関連物質について

は student t検 定で解析 を行った。

III 結  果

1.白内障水晶体の銅イオン量

嚢内摘出術で摘出した白内障水晶体をホモジネートし

た試料の銅イオン量は 2.56± 0.44 μg/1ensで,超音波乳

化吸引術で採取した試料の銅イオン量は 3.84± 1.67

μg/1ensであった。試料作製時に極力汚染されないよう

に細心の注意を払ったため,両方法に差はあまりなかっ

た。銅イオン量は正常水晶体(脱臼水晶体,62歳)の 0.51

μg/1ensに 比べ,自 内障水晶体(3.84± 1.67 μg/1ens)で

は明らかに増加している。また,DM群自内障は10.59士

6.25 μg/1ens,非 DM群自内障は3.84± 1.67 μg/1ensと

DM群 自内障で有意に増加していた(p<0.01)。 Cu2+量

はDM群 自内障で 6.59± 2.65 μg/1ens,非 DM群 自内

障 で 1.89± 1.64 μg/1ens,Cu十量 はDM群 白内障で

4.00± 2.65 μg/1ens,非 DM群白内障で 1.98± 1.89 μg/

cu2+

温浴 (85～ 95℃ )2分 間

↓
蛋白質から離脱 し,Cu+に 還元

トリクロル酢酸 0.61M

|

1              1
1パツクプロインスルホン酸ナトリウム l

r  039mM  、

↓ l

沈 殿

/cuイオン遡齢誰ヽ
後ヽのタンパク質ノ

|

|

サ
廃棄

廃 棄

cu_パ ツクプロインコンプレックス

試

非

結

r



平成 8年 9月 10日

(24.4%)

Cu汁
(28.2%)

(22.5%)

Cu汁

(33.5%) (36.7%)

DM群         非DM群

白内障
図 5 ヒト白内障水晶体の銅イオン組成 .

匡 :蛋 白質結合型銅イオン ロ :蛋 白質非結合型銅イ

オン

lensであ り,Cu+お よびCu2+と もにDM群白内障で有意

に増加 していた(Cu十 :p<0.05,Cu2+:p<0.01)。

2.ヒ ト白内障水晶体の銅イオン組成 (図 4,5,表 1)

銅イオンの組成を蛋白質 との結合の有無によって分類

した。銅イオンは蛋白質結合型,非結合型 ともにDM群
白内障で増加 していた。その増加量は非結合型の Cu2+量

が多く存在 していた。蛋白質結合型と非結合型銅イオン

の占める割合は,DM,非 DM群 ともほぼ同じで,非結合

型銅イオンが多く存在していた。

3.ヒ ト血清,房水および硝子体の銅イオン量 (表 2)

ヒト血清,房水および硝子体の銅イオン量は,DM群が

非 DM群のそれぞれに比較 して増加がみられた。

4.白内障水晶体の銅染色

図 6は ロダニン法で,褐色の核白内障水晶体中の銅を

染色した ものである。自内障水晶体の上皮下 と皮質浅層

内に褐色に染まった銅が認められた。正常水晶体では,銅

は染色されなかった。

5。 ヒ ト白内障過酸化反応関連物質の変化 (図 7)

過酸化水素量は,DM群白内障が 30.46± 10.51 nmo1/

糖尿病における白内障の銅イオンと過酸化反応・林

Cざ
(16.4%)

表 1 ヒ ト白内障水晶体の銅イオンの組成

一蛋白質との結合の有無により分類―
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lensで,非 DM群白内障の 26.67± 7.97 nmo1/1ensと 比

較して有意差はなかったが,増加傾向がみられた。

過酸化脂質量は,DM群自内障が 8.3± 3.7× 10-2nm。 1

マロンジアルデヒド(MDA)/1ensで ,非 DM群白内障の

6.8± 2.8× 10-2nmol(MDA)/1ensに 比較 して有意差 は

なかったが,や や増加していた。

Cu,Zn‐SOD量 は,DM群 白内障 が 8.3± 1.4μ g/1ens

で,非 DM群 自内障の 10.2± 3.5μg/1ensに 比較 して,

DM群白内障でやや減少していた.

01~scavenging活性は,DM群白内障が 42.20± 36_89

U/mg lens proteinで ,非 DM群白内障の 68.25± 25.72

U/mg lens proteinに 比較して減少していた。

Glycated protein量 もDM群 白 内障 が 9.33± 8.15

μmo1/1ensで,非 DM群白内障の 7.55± 5.47 μmo1/1ens

に比較して有意差はなかったが,高い傾向がみられた。

IV考  按

生体には生理機能を維持するために微量金属が存在す

る。そのうち,必須な微量金属には 15種類があり,銅イオ

ンもその一つである。銅イオンは過酸化水素と反応 (フ ェ

ントン様反応)16)し て過酸化反応に強 く関与し,蛋 自質,

脂質,そ して膜構造を破壊することから,水晶体の混濁化

を進める因子の一つとして注目される。したがって,そ の

変動を追究することは白内障の発生機序を知るうえで興

味ある課題である。銅含有濃度の最 も高い組織は肝臓 と

脳であり,脳は加齢 とともに銅濃度が増加する唯一の組

織であり,眼組織においては虹彩で非常に高濃度にな

る1)。

糖尿病では血液の銅が増加 している5)6)。 ヒト自内障

水晶体では,銅含有量が増加することが報告
17)～ 20,さ れて

いる。水晶体中の銅の存在部位を組織的に証明するため

にロダニン法で染色してみると,透明水晶体では検出さ

れなかったが,褐色の核自内障では明らかに銅が皮質浅

層に沈着していることが確認できた。

cr
(23.8%)

cr
(14.5%)

cr

Cu汁

Cu″

(pgllens) Ctlじ  lit Cu'id- Cul十 Cu2+量

DM群 蛋白質結合型

蛋白質非結合型

318± 2.74

3 77:=:3.23

1.64± 1.15

2.69± 1.87

4.20=L2.84幸

7.78± 7.11

非 DM群 蛋白質結合型

蛋白質非結合型

1.07=LO.94

1.75:士 :1.11

0.78± 0.73

1.16± 0.83

1.84± 1.52ホ

2.82± 0.98

DM群 :糖尿病群白内障,非 DM群 :非糖尿病群白内障 *:p<0.05

表2 ヒト血清,房水,水晶体および硝子体中銅イオン量

血 清
(μ g/dl)

房 水     水晶体     硝子体
(μ g/dl)      (μ g/1ens)      (μ g/vit)

DM群
非 DM群

105.64± 13.90

102.43:±:8.38

8.54

7_65± 1.07

10.59± 6.25料

3_84± 1.67

26.11± 1879*

9.71二L7.77

* i p(0.05 **p(0.01
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図 6 ヒト白内障水晶体の銅染色一ロダニン法 .
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図 7 ヒ ト白内障水晶体の過酸化反応関連物質 .

蜀 :DM群 白内障 □ :非 DM群 自内障

Ozscavengingif i!!

正常水晶体 (脱臼水晶体,62歳 )に おける銅 イオン量

は,我々の実験成績では 0.51 μg/1e船 である.Raczら 17)

が報告した正常水晶体(65歳 )に おける銅量は原子吸光

法で測定されたものであり,我々とは実験方法が異なる

が,一 水晶体当た りの含有量 に換算すると0.045 μg/

1ensと なる。それに比べ,自 内障水晶体中の銅イオン量

は非 DM群で 3.84± 1.60 μg/1ensと 透明水晶体 に比べ

て明らかに増加 しており,DM群では 10.59± 6.25 μg/

1ensと 有意に増加 していた。DM群白内障水晶体では,

cu+ぉ ょびcu2+の 双方とも非 DM群自内障に比較 して

有意に増加 しており,そ の増加量はCu2+で著しかった。

銅イオンの水晶体中における存在様式について,蛋 白

質 との結合の有無によって検討したところ,自 内障水晶

体では蛋白質非結合型銅イオンが多 く存在 していた。蛋

自質非結合型銅イオンには遊離銅イオンやアミノ酸結合

型,お よびペプチド結合型銅イオンなど,分子量 3,000未

満のものが含まれている。自内障水晶体では,銅含有酵素

などの銅蛋白質から銅イオンの解離が進んでいることを

意味する。

次 に,DM群 と非 DM群 白内障別の存在様式 をみる

と,結合型,非結合型の割合は両白内障ともほぼ同じであ

るが,量的にみるとDM群で両型の銅イオンが増加 して
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いた。すなわち,DM群自内障では非DM群 自内障に比

較して,結合型,非結合型銅イオンとも同じ割合で増加し

ているが,総銅 イオン中の割合 は非結合型が多 く,約

57.3%を 占めていることがわかった。

DM群白内障水晶体で銅イオンが増加 した原因 とし

て,現段階では次の二点が推察できる。第一には,糖尿病

による血管透過性の充進が起 こり,血液房水柵の破壊に

よって血中で増加傾向にある銅イオンが房水に多量に移

行して水晶体 に蓄積すること。また,第二の原因 として,

銅含有酵素か ら銅イオンが放出されることが考 えられ

る。

まず,第一に考えられる血管透過性の充進については,

元来,銅イオンが透過性を克進 させることが水晶体の培

養実験から報告
21)22)さ れている。糖尿病による血清中銅

イオンのわずかな増加が長期間続いたことによって,房

水や硝子体を介して水晶体への銅イオンの蓄積が起こっ

た可能性が考えられる。

一方,増殖糖尿病網膜症(DM群)の硝子体の銅イオン

は,増殖性硝子体網膜症や外傷性網膜争」離の硝子体 (非

DM群 )に比べ有意に増加していた。DM群白内障で増加

した銅イオンは硝子体の影響を多 く受けていると思われ

た。

darnage

ヽ

and ・。H~→

次に,第二の増加原因の銅含有酵素から銅イオンの放

出についてであるが,眼組織にはチ トクローム Cオ キシ

ダーゼ,Cu,Zn― SOD,そ してチロシナーゼなどの銅含有

酵素の存在が知 られている。。したがって,こ れらの酵素

から銅イオンが何らかの原因で放出されることが考えら

れる。

糖尿病患者では過剰なグルコースにより,銅蛋白質に

グリケーションが起 こる。Cu,Zn―SODの ように立体的

に 8Å以内にヒスチジンが存在する リジンにグリケー

ションが起こると,そ のヒスチジン残基でペプチ ド結合

が切断され,ヒ スチジン残基に配位していたCu2+が遊離

する23)24)(図 8).遊離 した Cu2+は 電子を放出して容易に

Cu+と なるために,糖尿病状態では遊離銅イオンが増加

したと考えられる。

遊離した Cu+は ,DM群で増加 している過酸化水素 と

フェントン様反応を起 こして,非常に反応性の高い HO・

(ヒ ドロキシラジカル)16)25)を 生成 し,脂質,蛋 自質,核酸

と反応 して過酸化脂質や蛋白質,核酸の変性を引き起 こ

す26)。 そ して,HO・ はcu,zn_SOD自 体 も分 解 し23)24),

SOD量のみならず,そ の活性も低下させて 01~が発生 し

やすい状態を作 り,過酸化反応の進行にさらに拍車をか

けたと思われる。

free Cu ions
increase

randOrn fragimlentatiOn of Cu,Zn― SOD
図8 グリケーションによるCu,Zn‐ SOD(Cu,Zn‐ スーパーオキシドジスムターゼ)か ら銅イオンの放出と

ラジカル生成過程 (谷口ら23)24)か ら改変 ).
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(フ ェントン様反応)

Cu+十 H202~→ Cu2+十 HO+OH~
(過酸化脂質と銅イオンの反応)

L00H+Cu2+_→ LO,十 Cu十 十H十

LOOH+Cu十 _→ LO+Cu2++OH~

図9 フェントン様反応および過酸化脂質と銅イオン

の反応 .

耐糖能 |

活性酸索消去能 ↓

SOD↓  GSHI L― アスコルビン酸 ↓ H′Oa消 去酵素活性 |

銅含有酵素からの

銅 イオンの放出

oxidation

解糖系の阻害

日眼会誌 100巻  9号

イオ ンが関与 し,解糖 系やペ ン トース リン酸 回路 の酵素

活性 な ども過剰 な銅 イオ ンで阻害 され ることが知 られて

い る1)29)-32)(図 10).

水晶体の透明性 を維持するためには,過酸化物消去能 ,

解糖系 とペン トース リン酸回路な どの機能が正常である

ことが必須である。そのため,DM群 白内障水晶体 中で増

加 した銅イオンが過酸化物消去能や糖質の代謝 に異常 を

来 して,糖尿病 にお け る水晶体の混濁化 に強 く影響 して

い ることが明 らか とな った。

稿 を終えるにあた り,鋼イオンとグリケ~ン ヨンの関係に

ついて御教示賜 りました大阪大学医学部生化学教室谷 1可 直之

教授,銅イオンの染色方法をお教えいただいた佐世保総合病

院眼科平山善章先生,切片を作製 していただいた自内障研究

所石井康雄先生,嚢内摘出術で摘出した自内障水晶体 を提供

していただいた佐々木眼科医院佐々木秀樹先生,常 に御指導

頂いた獨協医科大学越谷病院眼科田中 寧先生ならびに新井

清美研究員,お よび獨協医科大学眼科小原喜隆教授に深謝い

た します.

本論文の要旨は第 98回 日本眼科学会総会において講演 じ

た .
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