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要

ウシ水晶体上皮細胞 DNAに及ぼす紫外線 B波 (UV‐
B)の影響ならびに傷害の機序について,DNAス トラン
ドブレイクの程度を DNA移動度として定量的に測定す
ることにより検討 した。DNA移動度は,対照の UV‐B
未照射群が 0.14± 0.34(平均値±標準偏差)であったの

に対 し,0.5 kJ/m2照 射群で 1.10± 0.89,l kJ/m2照 射群

で 1.61± 1.05,3 kJ/m2照 射群で 4.65± 1.18,5 kJ/m2照

射群で 6.10± 0.93と UV‐B照射量依存的に増加 した.
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また,DNAス トラン ドブレイクは鉄キレー ト剤である
1.10‐フェナンスロリン添加により有意に抑制されたこ

とから,正常水晶体上皮細胞の DNAの UV‐ Bによる傷
害には Fenton反応が関与していることが示唆された。

(日眼会誌 101:40-45,1997)

キーワード:水晶体上皮細胞,DNA傷害,UV‐B,フ リー
ラジカル,Fenton反応
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Abstract
DNA damage and its mechanism following the UV-B irradiation. 1.10-phenanthroline, an iron

ultraviolet-B (UV-B) irradiation were investigated ion chelator, significantly reduced DNA strand
in quantifying DNA strand break in bovine lens break. These results suggest that the Fenton reac-
epithelial cells. In contrast, the DNA relative tion might participate in DNA damage of normal
migration distance was as little as 0.14+0.34 (mean lens epithelial cells following UV-B exposure. (J Jpn
+standard deviation) in controls, 1.10+0.89 at 0.5 Ophthalmol Soc 101 :40-45,1997)
kJ / m' irradiation, 1.61 +1.05 at lkJ f m'z,4.65+1.18 at
3kJ/m', and 6.10-10.93 at 5kJ/m'z. The degree of Key word: Lens epithelial cells, DNA damage,
DNA strand trreak increased with the intensity of UV-B, Free radicals, Fenton reaction

I緒  言

糖尿病自内障
1)お よび網膜症

2)に おける過酸化脂質の

関与などから,フ リーラジカル・活性酸素と眼疾患発症の

関係が明らかにされつつある。したがって,自内障の発症

および進行と酸化的ストレスの関係を明らかにすること

は,自内障の機序解明に重要である。従来から,疫学的に

自内障の発症や進行に紫外線が関与していることが指摘

されている3)4)。 紫外線は一般に,長波長紫外線 (UV―A:
320～ 400 nm),中 波長紫外線 (UV‐ B:290～ 320 nm)お

よび短波長紫外線 (UV―C:190～ 290 nm)に 分類されて

おり,そのうち UV―Cはオゾン層で吸収されるため地表

には到達しないとされている.しかし,近年のオゾン層の

破壊によって紫外線照射量の増加が眼に及ぼす影響が懸

念されており,こ れまでに紫外線照射による水晶体の膜

障害5)やタンパク質変性
6)な どが報告されている。また,

紫外線照射群の水晶体中の過酸化脂質量が非照射群に比

べ変動が大きいこと,お よび酸化的ス トレスに対する防

御機構であるスーパーオキシド消去活性が低下すること

が明らかとされている7).水晶体上皮細胞 DNAに及ぼす
紫外線の影響については,Kleimanら 8)の 紫外線照射に

よるウシ水晶体上皮細胞 DNAの ピリミジンニ量体の形
成について,また,Snaninら 9)の紫外線 A波照射による
ウサギ水晶体上皮細胞 DNAの断片化についての報告な
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どがあるのみにすぎない。水晶体上皮細胞 DNAに傷害
が生じ,その程度が生体の修復能を超えた場合,異常なタ

ンパク質の産生や線維細胞への分化。誘導に異常が生じ,

これらの変化が自内障発症の一因となる可能性があり,

紫外線照射とDNA傷害の程度ならびにその発生機序の
解明が重要となってくる。過酸化水素による酸化的傷害

には,鉄や銅などの遷移金属イオンが関与していること

が明 らかにされている
10)。 そこで,水晶体上皮細胞の

DNAに及ぼす紫外線 B波 (以下,UV― B)の影響,特に鉄
イオンとの関係を明らかにする目的で,DNAの断片化 ,
すなわち,ス トランドブレイクを指標に検討を行った。

II実 験 方 法

1.実 験 材 料

屠殺直後の摘出ウシ眼球を用い,実験に供するまで

4° Cで保存した。また,水晶体は輪部で角膜を360度切開

し虹彩を除去した後に,剪刀を用いてチン小体を切断し

摘出した。

2.UV‐ B照射方法
UV―B光1源 (ATTO社 製,HP‐ 15M,ピーク312 nm)を

用い,摘出した水晶体を培養液 (リ ン酸緩衝液,PBS)ま

たは鉄イオンキレー ト剤を含む培養液で満たした 35

mm径 6穴マルチウェル中で器官培養し,4°Cで表 1に
示した UV―B強度ならびに照射時間の条件で,各線量の

UV―Bを水晶体前嚢側から照射した。

なお,UV‐Bは リン酸緩衝液中で器官培養を行いなが

ら同時に照射した。すなわち,表 1に示 した各 UV― B強

度における照射時間が水晶体の器官培養時間と一致す

る。

3.DNAス トランドブレイクの測定
DNAス トラン ドブレイクは single Cell gel aSSay
(SCGA)法 11)に より測定した。紫外線照射直後の水晶体

から中央部直径約 1.5cmの前嚢を採取 した後,ピペッ

ティングによって水晶体上皮細胞を単離し,37° C,0.5%

10w melting temperature(LMT)ア ガロース中に浮遊さ

せた。細胞浮遊 LMTア ガロース 50 μlを ,あ らかじめ
0.5%アガロースでコーティングした自縁磨スライドグ

ラス上に滴下し,カ バーグラスをのせた後,4°C,5分間

静置し,細胞浮遊 LMTア ガロースを硬化させた。その
後,カ バーグラスを除去し,37°C,0.5%LMTア ガロース
100 μlで細胞層を覆い,再度カバーグラスをのせた後 ,

表 1 紫外線 B波 (UV‐ B)照射量

UV―B照射量   UV― B強度   照射時間
(kJ/m2)    (μW)     (秒 )
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図 l DNAス トランドブレイクの測定 .
水晶体 上皮細胞を含む 0.5%LMPア ガロースをス ト
ランドグラス上で 0.5%ア ガロースと0.5%LMPア
ガロースにより上下から挟み込む形となる.

□ :0.5%LMTア ガロース層,図 :細胞浮遊 0.5%
LMTア ガロース層,LII:0.5%ア ガロース層,LI:
白縁磨スライドグラス

図 2 ストランドブレイクが生じていない DNAの螢
光顕微鏡写真.

DNAは球形を保っている。

4°C,5分間静置しLMTア ガロースを硬化させた。すな
わち,細胞浮遊 0.5%LMTア ガロースを 0.5%LMTア
ガロースと0.5%ア ガロースにより上下から挟み込む形

となる (図 1).カ バーグラスを除去し,細胞溶解液 (1%
sarkosyl,2.5M:NaCl,1001mM EDTA,10 nlM:Tris,

1%Triton‐ X,pH 10.0)中 に遮光下で 4° C,60分 間浸

し,細胞膜および核膜 を溶解させ,DNAを露出させた。
その後,泳動用緩衝液 (lmM EDTA,3oO mM NaOH,
pH 13.0)に 20分 間浸 した。強アルカ リによって DNA
の螺旋構造を解除した後 ,サ ブマリン型泳動装置 (Bio―

Rad社製,サ ブセル①)を 用いて,25V,20分 間泳動した。

中和緩衝液 (0.4 M Tris,pH 7.5)中に 5分間浸した後 ,

20 μg/ml臭化エチジウムでDNAを染色し,螢光顕微鏡
(オ リンパス社製 BX 50:励起光 :515～560 nm,フ ィル

ター :590 nm)を用い,写真撮影を行った。ストランドブ

レイクが生じていない細胞では,図 2の ごとくDNAは
球形を保っているが,ス トランドブレイクが生じた細胞

では,負 に荷電したDNA断片が分子量に応じて泳動距
離が変化し,よ り細かく切断されたDNA断片ほど泳動
距離が長 くなるため,図 3の ごとく陽極に向かってコ

メット状に泳動される。図 4に示した方法により,写真上

でDNAの相対的移動度を測定し,こ の移動度をDNA
傷害の程度の指標とした。
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図 3 ストランドブレイクが生じた DNAの螢光顕微
鏡写真。

切断されたDNAは 陽極に向かってコメット状に泳
動される.

D2(縦径 )

Dl(横径)

細胞核 切断さ 片

移動度 =(Dl― D2)/D2

図4 DNA移 動度の測定方法。
写真上でDNAの 泳動距離 :Dl(横径)お よびDNA
の直径 :D2(縦径)を計測し,DNA移 動度は(Dl―
D2)/D2と した。

4.UV‐Bによる DNA傷害の検討
ウシ水晶体 に UV―Bを 0.5,1.0,3.0,5.O kJ/m2照 射

後,直 ちにSCGA法 を行い,DNAス トランドブレイク
を観察した。対照は UV‐ Bを照射していない水晶体とし

た。対照および各線量につき3個の水晶体を用いた。水晶

体 1個につき100個の水晶体上皮細胞の移動度を測定

し,UV― B照射量とDNA傷害との関係について検討し
た。

5。 鉄イオンキレー ト剤によるDNA傷害抑制作用
鉄体キレート剤は 1.10-フ ェナンスロリン(Sigma社

製)を 用いた。濃度は 100,200,500,1,000 μMと し,対照
はキレー ト剤を含まないリン酸緩衝液を用いた。

ウシ水晶体を 1.10-フ ェナンスロリンを含有したリン

酸緩衝液中で 5分間(300秒 )プレインキュベーションし

た後,水晶体を 1.10-フ ェナンスロリンを含まないリン

酸緩衝液中へ移し,UV― Bを 5 kJ/m2照 射 (器官培養時

間 :500秒 )した後,直 ちにSCGA法 を行い,DNAス ト
ランドブレイクを観察 した。対照および各鉄イオンキ
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∪V― B照射量             kJ/m2

図 5 紫外線 B波 (UV‐ B)照射量とDNA移動度 .
DNA移動度は UV‐ B照射量依存的に増加した。

※

100 200 500 1000

μ M
1,10‐フェナンス回リン濃度

図 6 1.10‐ フェナンス回リンによる DNAス トラン
ドブレイクの抑制作用 .

DNA移動度は 1.10‐フェナンスロリン添加により
有意に抑制された。

※ :p<0.05

レー ト剤濃度につき6個の水晶体を用い,水晶体 1個に

つき 100個の水晶体上皮細胞の移動度を測定した。各群

間で水晶体上皮細胞のDNA傷害の程度を比較 し,UV‐
Bに よるDNA傷害の,鉄イオンキレート剤による抑制
作用について検討した。

測定値はすべて平均値土標準偏差で表し,各群間の平

均値の有意差の検定には t‐testを使用し,5%の危険率
で有意とした。

III 結  果

1.UV¨ BによるDNA傷害の検討
水晶体上皮細胞 DNAの移動度は,図 5に示すごとく
未照射群が 0.14± 0.34であったのに対し,0.5 kJ/1n2照

射群で 1.10± 0.89,1.O kJ/m2照 射群で 1.61± 1.05,3.0

kJ/m2照射群で 4.65± 1.18,5.O kJ/m2照 射群で 6.10士

0.93と ,DNA移動度は UV― B照射量依存的に増加 し
た。

2.鉄イオンキレー ト剤によるDNA傷害抑制作用
キレー ト剤を含まない対照群の水晶体上皮細胞 DNA
移動度が 6.46± 0.82で あったのに対 し,1.10-フ ェナン

スロリンを 100,200,500,1,000 μM添加した群の水晶体
上皮細胞 DNAの移動度はそれぞれ 2.22± 0.81,2.36±
0.72,2.29± 0.58,2.28± 0.90と ,対照群と比較 し有意に
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低下した (図 6).

UV― Bに よる水晶体上皮細胞 DNAの傷害・庄子 43

Men+02~―→ :Me(n-1)+十 02

Me(n■ )+十 H202~→ Men+十 HO・ 十 HO~

02~十 H202→  02+HO・ +HO~
図 7 Ⅱaber‐ Weiss反応 .

は Fenton反応 と呼ばれているが,本実験で鉄イオンキ

レー ト剤である 1.10‐ フェナンスロリンによりDNAス
トランドブレイクが有意に抑制されたことから,UV―B
照射によって水晶体中で Fenton反応が生 じ,発生 した

ヒドロキシルラジカルが DNAに ス トランドブレイクを
起 こす ものと推察された。本実験で用いた 1.10‐ フェナ

ンスロリンは,主 に 2価および 3価の鉄イオンとキレー

ト化合物を形成する。鉄イオンのキレー ト剤 としては,

1.10‐ フェナンスロリンの他に EDTA(ethylenediamine

tetraacetic acid)や deferoxainine mesilate(Desferal③ )

が知られている。

しかし,① EDTAは 主に 2価の金属イオンとキレー

ト化合物を形成するが,鉄イオンの他にマグネシウムイ

オンやカルシウムイオンなどとも結合するため,鉄イオ

ンに対する特異性が乏しいこと,② 細胞内の鉄イオンは

主に 2価イオンとして存在 しており,核膜を通過して

DNAと結合するのも主に 2価の鉄イオンであると考え
られている15)。 このため,DNAに 対する鉄イオンの影響
を検討する場合,3価の鉄イオンと特異的にキレート化

合物を形成するDesferal ①(チバガイギー)と 比較して

1.10‐ フェナンスロリンの方が,よ り強い鉄イオンキレー

ト作用を持つと考えられること。また,de MeHo Filho

ら16)は各種薬物添加によるマウス線維芽細胞のDNAス
トランドブレイクの抑制作用を検討しており,過酸化水

素をマウス線維芽細胞に負荷した場合,Desferal ③によ

るDNAス トランドブレイクの抑制効果がほとんどな
かったのに対 し,1.10-フ ェナンスロリンはほぼ 100%

DNAス トランドブレイクを抑制し得たとしている.本
研究は UV―B照射によるDNA傷害の検討であり,de
MeHo Filhoら 16)の過酸化水素負荷とは酸化的ストレス

の種類が異なるものの,活性酸素種によるDNAス トラ
ンドブレイクに対する抑制効果が期待できること。以上

の理由か ら,本研究では鉄イオンキレート剤 として

1.10‐ フェナンスロリンを用いた。

水晶体上皮細胞 DNAに傷害を及ぼすラジカルの発生
部位に関しては,ヒ ドロキシルラジカルの寿命は約 70

μsecと 非常に短く,こ の寿命内での拡散距離は約 20 nm

とほとんど拡散できず17),水晶体皮質部や核部で生じた

ヒドロキシルラジカルが上皮細胞 DNAに傷害を引き起
こすとは思われないことから,光酸化によって上皮細胞

内で発生した活性酸素種が,上皮細胞 DNAに極めて近

IV 考  按

酸化的ストレスが自内障の発症や進行をはじめ,老化 ,

発がんなどに深く関与 していることが知 られており,

DNAに も傷害を及ぼすことが容易に推察できる.酸化
的ス トレスによるDNAの傷害は,① DNA塩基や糖鎖
の修飾,② DNA‐DNA間の架橋結合,③ DNA‐タンパク
質問の架橋結合,④ DNAス トランドブレイクが生ずる
ことが知 られている12).Kleimanら 13)は 過酸化水素によ

る水晶体上皮細胞の DNA傷害について報告しており,
過酸化水素濃度が 25μM以下ではDNAに 対する影響
はないものの,50μM以上では過酸化水素濃度依存的に
ストランドブレイクが生ずるとしている。一方,重要な酸

化的ス トレスの一つである紫外線と,白 内障の発症およ

び進行 との関係については古くから注目されており,

Zigmanら 3)ゃ Taylorら 4)は紫外線が自内障の重要な進

行因子であると疫学的見地から指摘している。紫外線が

水晶体上皮細胞 DNAに 及ぼす影響は,Kleimanら 8)が

ピリミジンニ量体の形成の面から検討 しており,UV―B
が UV―Aに比べDNA傷害の程度が強いこと,ま た,紫
外線によるDNA傷害の修復は,過酸化水素による傷害
に比較 して著しく遅延していたことを報告している。し

かし,紫外線照射による水晶体上皮細胞の DNAス トラ
ンドブレイクの発生機序については未だ明らかにされて

いない。本研究では UV― Bと DNAス トランドブレイク
形成との関係,およびその機序,特に鉄イオンの関与につ

いて Singhら 11)に よって開発された個々の細胞のス ト

ランドブレイクの程度を定量的に測定できる方法である

SCGA法を用いて検討 した。その結果,水晶体上皮細胞
のDNAス トランドブレイクの程度は UV‐B照射量に
依存して増加していた。また,ス トランドブレイクは鉄イ

オンキレー ト剤によって有意に抑制された。すなわち,

UV‐Bに よる正常水晶体上皮細胞のストランドブレイク
には,鉄イオンが深く関与 していることが明らかとなっ

た。可視光線や紫外線照射によって細胞内に存在するリ

ボフラビン,NADH,NADな どの光増感物質から活性
酸素種が発生し,光酸化が起きることが知られている。一

生涯,可視光線および紫外線に曝される組織である水晶

体には,ト リプトファンやキヌレニン誘導体が光増感物

質として存在しており
14),光酸化によって活性酸素種が

発生しているとされている。Andleyら 6)は 物 υ″/θ でβ_

クリスタンヘの UV―B照射によって過酸化水素が発生
したことを報告しており,水晶体皮質部や核部で恒常的

に過酸化水素が生成されていることが示唆される。これ

らの活性酸素種のうち,過酸化水素およびスーパーオキ

シド(02~)は鉄や銅などの遷移性金属イオンとHaber‐

Weiss反応を起こし,極めて反応性が高いヒドロキシル

ラジカルを生ずる(図 7).特に,鉄イオンを介する場合に
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い部位において Fenton反応を起 こしているものと推察

される。本実験は,透明な正常水晶体へ高線量の紫外線を

短時間照射した場合の DNAの傷害を観察したものであ
るが,近年のオゾン層の破壊により地表へ到達する紫外

線量が増加しており,環境庁の調査
18)で はっくば市にお

ける 1日 当たりの総紫外線量は,年間を通じ最も多い 8

月では平均 28 kJ/m2,最 も少ない 1月 でも平均 5 kJ/m2

に達している。慢性的な紫外線照射が細胞に及ぼす影響

については不明な点が多く,一生涯紫外線の曝露を受け

る水晶体では低線量の長期間照射による蓄積作用も否定

できない。このことから,効 υグυOにおいても本実験で用

いた量に近い紫外線量が長期間のうちに水晶体に到達

し,恒常的なDNA傷害が生じる可能性がある。また,
Sidianinら 9)は ス トランドブレイクの定量方法が本報 と

は異なるものの,UV‐A照射量に依存してDNAス トラ
ンドブレイクが生ずることを報告 している。しか し,

DNAス トランドブレイクが検出される最小 UV―A照射
量 が 180 kJ/m2と ,本 研 究で照射 した UV‐B照 射 量
0.5～5.O kJ/m2と 比較 して極めて強い線量を要するこ

とから,DNAス トランドブレイクの発生において,UV―
Aと UV― Bと の間には,DNA傷害に対する大きな感受
性の差があるものと思われる。傷害を受けたDNAは生
体が持つ修復機構によって修復される。水晶体上皮細胞

においても,UV― Bに よるDNA傷害に対する修復機構
の存在が証明されている

19)20)が
,老化や病的状態などで

修復能が低下した場合や,高度な傷害の場合には error―

prone repair(誤 りがちの修復)が生じ,DNA修復が困難
となって高率に突然変異の誘発や細胞死が起こる

21).水

晶体では,上皮細胞が透明性維持のうえで重要な位置を

占めており,DNAの傷害による上皮細胞の機能低下や
細胞死は,水晶体の恒常性維持能の低下,すなわち,白内

障の発生や進行をもたらすことが容易に推察される。一

方,DNAに対する酸化的ストレスの影響は動物種によ
り異なるとの報告

22)も あり,ウ シ水晶体を用いた今回の

結果を直接ヒト自内障の発症や進行に結び付けることは

できないが,ヒ ト水晶体を用いて同様の実験を行 うこと

はできないことから,本研究は有意義なものである。今後

は遷移性金属イオン濃度の変化が DNAに 及ぼす影響 ,
DNA傷害の程度 と水晶体透明性維持機構破綻の程度 と
の関係,お よび紫外線照射や加齢によるDNA修復能の
変化などの検討が必要であろう。

以上,正常水晶体上皮細胞 DNAス トランドブレイク
が UV―B照射量依存的に生ずること,ま た,傷害の機序
に鉄イオンが深 く関与していることを明らかとした。本

研究により,UV―Bに よる水晶体上皮細胞 DNAの傷害
に鉄イオンの関与が明らかとなったことから,自 内障の

発症予防における薬物治療への応用が期待される。

本論文の要旨は第 99回 日本眼科学会総会(1995年 ,名古屋

市)において発表した。
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