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要

20 mMグ ル コ ー スー1_13C含 有 tissue culture me‐

dium 199(TCM 199)で 培養 した家兎水晶体 における

糖および リン酸化合物の代謝動態 を,13c,31P_nudear m

agnetic resonance(NMR)ス ペク トロスコピー (13c,31P_

MRS)で観察 した。また,そ れらの代謝動態に対するアル

ドース還元 酵 素 阻害剤 (ARI)の 影 響 につ い て,同 様

に
13c,31P_MRSで

観察 した。

20 mMの グル コース負荷 により,ソ ルビ トール,ソ ル

ビ トールー3-リ ン酸,α
―グリセロリン酸は培養開始後速

やかに増加 した。グルコース,乳酸,ア デノシン三 リン酸

(ATP)は 有意な変化を示さなかった。ARIを 培養液に添

加 したところ,ソ ルビ トールおよび ソルビ トールー3‐ リ

ン酸は速やかに減少 したが,α―グリセロリン酸が減少す

るまでに若千の時間を要 した。グルコースおよび ATP
は有意な変化 を示 さなかった。乳酸はおよそ 2倍に増加

した。

561

約

これまでのアロキサン誘発糖尿病家兎水晶体,高濃度

(5～40 mM)グ ル コース含有 TCM 199培養家兎水 晶

体,20 mMガラク トース含有 TCM 199培養家兎水晶体

における糖,リ ン酸化合物の代謝動態,お よび今回の観察

結果から,アル ドース還元酵素は単にソルビ トール経路

を活性化するだけでなく,嫌気的解糖 (Embden― Meyer―

hof pathway)を 抑制 して解糖活性 を制御 し,水 晶体 に

おけるエネルギー代謝を制御 し,さ らにリン脂質関連物

質の代謝に関与している可能性が示唆 された,(日 眼会誌

102:561-569,1998)
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Abstract
We measured the metabolic changes in aldose and of sorbitol and sorbitol-3-phosphate were reduced

phosphorus metabolites in rabbit lenses incubated immediately, but the reduction of cx-glycerophos-
with tissue culture medium 199 (TCM 199) containing phate needed some time after the addition of ARI.
20mM glucose-1-''C, using''C,''P-NMR Spectros- Ontheotherhand,thelevelsof lactateincretrsedap-
copy ("'C, "P-MRS). Then we investigated the effects proximately two-fold, and the levels of glucose and
of aldose reductase inhibitor (ARI) on those meta- ATP did not change significantly.
bolic changes, using the same method. Considered with our other observations on the

In the incubated rabbit lenses, rapid increases metabolic changes in alloxan induced diabetic rabbit
were recognized in sorbitol, sorbitol-3-phosphate, lenses, and in rabbit lenses incubated with high con-
and c,-glycerophosphate. The levels of glucose, lac- centrations (5-40 mM)of glucose-TCM lgg or 20

tate, and adenosin triphosphate (ATP) did not mM galactose-TCM lgg, these results suggest that
change significantly. Once ARI was addetl, the levels aldose reductase not only activates the polyol path-
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、vay but alsO cOntr01s tlle Einlbden― 4ヽeyerhof path―

、vay, energetic metabolic changes, or phospholipid―

associated metabolic changeS.(J Jpn()phthain101 SOC

102:561-569,1998)

日眼会言志 102巻  9号‐

Key words: Rabbit lens, TCM 199 containing 20 mM

glucose- I -''C,''C,'"P NMR spectros-

copy, Aldose reductase inhibitor (ARI),
Aldose and phosphorus metabolites

I緒  言

アロキサ ン誘発糖尿病家兎水品体
|)や 20 mMグ ル

コースあるいは20 mMガ ラクトース含有 tissue culture

medium 199(TCM 199)で 培養した家兎水晶体
2)R)に おけ

るリン酸化合物の代謝動態を創
P― nuclear magnetic reso―

nance(NMR)ス ペクトロスコピー(31P_MRS)で 観察した

ところ,ソ ルビトールー
3‐ リン酸(S-3-P)お よびα―グリ

セロリン酸 (α
―GP)が著明に増加するのが観察された。

S‐ 3-Pは ,フ ルク トースー3-リ ン酸(F-3-P)と ともに,

それぞれソルビトールおよびフルクトースから直接リン

酸化され,生成されると考えられている.)～

"。
一方 α―GP

は,ホ スホコリン(PC),グ リセロホスホエ タノラミン

(GPE)あ るいはグリセロホスホコリン(GPC)な どのリン

脂質関連物質と同様,そ の代謝変動がアル ドース還元酵

素阻害剤(ARI)に より抑制されること10)～ 12),お よびその

代謝経路に関しては現時点では不明である 1詢が,そ の生

成経路 に関 して,嫌 気的解糖 を経てα‐GPデ ヒ ドロゲ

ナーゼにより生成されるのではないと考えられる2)3)こ

と,あ るいはソルビトール経路からフルクトースを経て

生成されるのでもないと考えられる3)こ となどから,グ

リセロリン脂質からグリセロールを経て生成されている

と考えられる3)1●
.す なわち,ア ルドース還元酵素 (AR)は

生体膜関連物質,特 にグリセロリン脂質の代謝に関与し

ている可能性がある。

これ らに関してさらに理解するために,20 mMグ ル

コ_ス _1_13cを 添加 した TCM 199で 培養 した家兎水品

体における糖およびリン酸化合物の代謝動態に対する

ARIの影響について観察した.

II 実験材料および方法

1.水晶体の摘出および培養

2 kgニ ュージーランド白色家兎をペ ントバルビター

ルナ トリウム(ネ ンブタール°
)で致死麻酔後,直 ちに水品

体を摘出して培養した。

水晶体摘出は疋田の方法
|いを参考に,以 ドの方法で実

施した。すなわち,

1)摘 出眼球を滅菌生理食塩水で洗浄後,別 の容器の

70%エ タノールで 10秒 間消毒する。

2)次いで,こ の眼球をペニシリンG:200 Unityml,ス

トレプトマイシン硫酸塩 :200μノmlお よびアンホテリ

シンB:50μノmlを 含むHanks液 (以下,抗生剤含有Han―

ks液)に移す。

3)こ の抗生剤含有 Hanks液中で顕微鏡下に,眼球後極

部から水晶体を摘出した。

(4)摘 出水品体は 35.0℃ の抗生剤含有Hanks液 に 5

分間温存後,水 晶体 1個 につきそれぞれ 10 mlの 培養液

とともに減菌容器に封入し,暗 室内で 35.0℃ で保存 し

た。培養液は,グ ルコースの含まれていないTCM 199に

20 mMグ ルコースー1-BCを 添加 したもの(以下,20 mM

グルコース TCM 199)を 使用した。この培養液には抗生

剤および抗真菌剤は添加していない。

2.培養水晶体における糖および リン酸化合物の代謝

動態の測定

培養 0,5,10,20,50時間後に,糖 およびリン酸化合物の

代謝動態を13c,31P_NMRス ペ ク トロスコピー ("C,・ P―

MRS)を用いて測定し,ARI添加前の測定値とした。測定

には,各培養条件および各培養時間ごとに3匹 3眼の水

晶体を用いた。

3.アル ドース還元酵素阻害剤の影響の観察

アル ドース還元酵素阻害剤 (ARI:AD-5467,武 田)を

100 μMと なるように培養 0,5あ るいは 10時 間後に培

養i`更 中に添加 し,そ の後の糖およびリン酸化合物の代謝

動態を培養開始 5,10,20,50時 間後にBC,31P_MRSで
観

察した。測定には,各培養条件および各培養時間ごとに 3

匹 3眼の水晶体を用いた。

4。
13c,31P_■ IRS

測定装置は,6.3テ スラFT‐ NMR(JEOL JNM― GX270)

を使用した.

測定条件は,日C― MRSでパルス角 :90° ,パ ルス繰 り返

し時間 :3.6秒 ,積算回数 :500回 ,測定温度 :4℃ で,外

部標準物質をテ トラメチルシラン(TMS)と した。31P_

MRSではそれぞれ 30° ,0.5秒 ,10,000回 ,4℃ で,外部標

準物質としてヘキサメチルホスホルアミド(HMPA)を

使用した。各標準物質は,測 定中,常 に一定量が 10 mmφ

サンプル管の一定の位置となるように容器に封入し,サ

ンプル管内に設置した。

1回 の測定には 1個 の水晶体を使用し,リ ン酸無添加

の Krebs― Henseleit溶 液 (KCl:4.7mM,NaCl:118.0

rnNl,N〔gS01:0.6 1nNl,CaC12:1・ 251nゝ /1,Glucose:11.0

mM,NaHC03:25.OmM水 溶液 を95%02,5%C02で バ

ブリングした)と ともにサンプル管に挿入した。BC― MRS
で測定終了後,直 ちに‖

P‐ MRSで測定した。

III 結  果

培養家兎水品体の13c_MRSの スペクトルの代表例 と

して,図 1の 11段 に20 mMグ ルコースTCM 199で 20

時間培養した水晶体のスペクトルを,下段に同培養液に
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図 1 13c_MRSで 得られた水晶体のスペクトルの代表例 .

II'C―
4ヽRS i13c‐ _nuclear inagnletic resonance
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ARI(100 μM)を培養開始前に添加 した場合の培養 20時

間後のスペク トルを示す。ソルビ トールの生成はほぼ完

全に抑制 されてお り,こ こに使用 した ARI(AD-5467,武

田)は有効であることが理解される.ま た,グ ルコースに

は著明な変化は観察されないが,乳酸が著 しく増加 して

いるのが認められる。

図 2に 31P_MRSの
代表的スペ ク トルを示す。す なわ

ち,上段 か ら20 mMグ ルコース TCM 199で 20時 間培

養 した家兎水晶体のスペク トル (図 2の 上段),ARIを 培

養開始前に添加 した場合の培養 20時 間後のスペ ク トル

(図 2の中段 ),お よび無処置の家兎水品体のスペ ク トル

(図 2の 下段 )で ある。上段のスペク トルで観察される S―

3‐ Pお よび α―GPの増加が ARIを 添加することにより

(中段 )抑制 されているのが認め られる。ARIを 添加 した

場合 (図 2の中段 ),無機 リン酸が増加 しているの も認め

られる.ア デノシン三リン酸 (ATP)は ほとんど変化 して

いない。

図 3～ 10に ,ARIを 培養開始 0,5あ るいは 10時 間後

に添加 した場合のソルビ トール (図 3),グ ルコース (図

4),乳酸 (図 5),S-3-P(図 6),α ―GP(図 7),ATP(図 8),

ATPと 無機 リン酸 (図 9),お よび無機リン酸 (図 10)の経

時変化を示す。各代謝変化は,そ れぞれの外部標準物質で

ある TMSあ るいは HMPAの スペ ク トル面積 を 1と し

た相対値 (%)で表示 した。

ソルビトールは培養開始後速やかに漸増 したが,ARI

添加後には直ちに抑制された (図 3).

グルコースは ARIを 添加しても,あ るいは添加 しな く

ても有意な変化は示 さなかった (図 4)。

乳酸は ARIを添加することにより増加 した。この変化

は,ARIを 培養開始前に添加 しても,あ るいは培養開始 5

あるいは 10時間後に添加 してもその増加の程度には関

係な く,ARI添 加後,速 やかにおよそ 2倍 に増加 した (図

5)。 ところで,ペ ン トースリン酸回路の初段階として,グ

ルコースー
6‐ リン酸の 1位の酸化によリリブロースー5-リ

ン酸 お よび
｀
nicotinalnide adenine dinucleOtide phOs― ph

ate(NADPH)が 生成 されるが,グ ルコースー1-RCがペ ン

トースリン酸回路 を経て代謝される場合,1位 の18Cが
酸

化 されて
13C02と

な り,リ ブロースー5-リ ン酸はBCを
有 さ

ないため,そ れ以降の代謝により産生される乳酸は13Cを

有 さず,し たがってBC― NMRス ペ ク トロスコピーでは観

察できない。すなわち,こ こで観察される乳酸は嫌気的解

糖 を経て代謝された乳酸-3_13Cであ り,嫌気的解糖 を経

て代謝される乳酸がおよそ 2倍に増加 したものと考えら

れる .

20mMグルコース

13C―NMRスペクトロスコピー

ソルビトール

TMS
乳 酸

α_グルコース

β_グルコース

20mMグルコース+ARI

ソルビトール

ppin

240   22C)  200   180   160   140   120   100   80   60   4()   20    0    -20
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図 2 31P_MRSで 得られた水晶体のスベク トルの代表例 .
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図 3 ソルビ トールの経時変化 .

■ :ARIは 添加せず,□ :ARIを 培養 開始前 に添加 ,

▲ :ARIを 培養 5時 間後 に添加,△ :ARIを 培養 10時

間後に添加,ARI:ア ル ドース還元酵素阻害剤

10       20      30       40

培養時間

図 4 グルコースの経時変化 .
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図 7 α―GPの経時変化 .

α―GP:α ―グリセロリン酸
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図 5 乳酸の経時変化 .
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図 6 S-3-Pの 経時変化 .

S-3-P:ソ ルビ トールー3-リ ン酸

- ^ (E+rd)
5U

S-3-Pは ソルビトールと同様,培 養開始後速やかに増

加したが,ARIを 添加することで速やかに抑制 された。

また ARIを 添加した場合,培養開始前の値よりもさらに

減少する傾向を示した(図 6)。

α―GPは培養開始後速やかに増加 したが,ARIを 添加

すると減少した。この減少はソルビトールや S-3-Pと 比

較してそれほど速やかなものではなく,ARIの 添加から

α―GPの抑制までにはある程度の時間を要 した。また,

ARI添加前の値よりも小さくなる傾向を示した (図 7).

ATPは培養開始 5な いしは 10時 間後にピークとなる

ような一時的な増加を示 し,続 いて培養開始前の値に戻

るような傾向を示した。その変化の様態および変化量は,

ARIを 添加しても,あ るいは添加 しなくても同様であっ

た(図 8).

無機 リン酸は,20 mMグ ルコース TCM 199で 50時

間培養した水晶体では,ATPの一時的な増加にほぼ一致

して,一時的に減少する傾向を示 した (図 9).

図 8 ATPの経時変化 .

ATP:ア デノシン三リン酸

無機 リン酸は ARIを添加することに よ り増加 した (図

10).

IV考  按

20 mMグ ルコース TCM 199培 養系で,ARI添 加後 ,

家兎水晶体のグルコースは有意な変化を示さなかった

(図 4)。 一方,乳酸は約 2倍に増加した (図 5).

これまでの TCM 199培養家兎水晶体における観察

で,培養液中のグルコース濃度を 5,10,20,40 mMと 増

加させた場合,水晶体中のグルコース含有量は,ほ ぼソル

ビトールの増加率に比例して増加 したが,乳酸は変化 し

なかった2).こ の結果に関して,グ ルコースは解糖活性に

依存 した受動的な輸送形式をとる“
)と されているが,嫌

気的解糖は飽和状態に達しているものの,他の経路 (ソ ル

ビトール経路あるいはペントースリン酸回路など)が活

性化されたため,水 品体中のグルコース含有量が増加 し

たものと考えた2).

40 sO ($ffi)
0 20       30

培養時間

ノ
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o        10       20        30       40        5。  (時
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図9 ARI無 添加の場合のATPと無機 リン酸の経時変化 .

■ :ATP □ :無機リン酸

(%of HMPA)

120 1
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家兎水晶体では正常状態でもS-3-Pが認められるが,こ

れは,正常状態でも,ARに よリソルビ トール経路がある

程度活性化されているためであると考えられる。この代

謝活性が ARIに より完全に抑制されたため,培養開始前

に水晶体中に内在 していたS-3-Pが分解 。代謝され,培

養開始前の値よりもさらに小さくなったものと考えられ

る。

S-3‐ Pは ,F‐ 3-Pと ともに 1989年 に Szwergoldら
1)5)

により同定された物質で,そ の代謝経路に関しては,そ れ

ぞれ,お そらくソルビ トールあるいはフルクトースより

3-ホ スホキナーゼにより直接リン酸化されているものと

推測されている。)¬ )。 今回,ARIを 添加することによリソ

ルビトールの低下と同様,速やかに抑制されたことから,

S-3-Pは ソルビトールから直接リン酸化され生成されて

いると考えて矛盾はないように思われる。

ところで,20 mMガ ラクトース含有 TCM 199培 養家

兎水晶体におけるリン酸化合物の代謝動態を31P_MRS

で観察したところ,S-3-Pの 増加,あ るいはそれに代わる

代謝産物 (例 えばガラクチ トールー3-リ ン酸)の スペク ト

ルは認められなかった3).50%ガ ラク トース食餌ラッ ト

水晶体の31P_MRSの
観察で,2本 の未知の共鳴スペク ト

ルが 6 ppm近傍で得 られており
17),そ れらが S-3-Pに代

わる代謝物質である可能性はあるが,20 mMガラク トー

ス含有 TCM 199培 養家兎水晶体では認められなかっ

た。したがって,こ れまでの観察結果から,S‐ 3‐ Pは ,①

アロキサン誘発糖尿病家兎水晶体で増加 した1'こ と,②

20 mMグ ルコース TCM 199培 養家兎水晶体ではソル

ビトールと同様に漸増 し｀
,ま た,培 養液中のグルコース

濃度を5,10,20,40 mMと 高くするに従い,ソ ルビ トー

ルと同様,そ の産生量 も増加する傾向を示した2,こ と,ぉ

よび今回の結果で,③ ARIを 添加することにより,ソ ル

ビトールと同様,速 やかにその産生が抑制されたことな

どから,S-3‐ Pは ソルビトールを経て代謝されているも

のと考えられる.さ らにその経路として,ガ ラクトース培

養家兎水晶体では S-3-Pは それに代わる代謝産物 も含

めて観察されなかった3)こ とから,ソ ルビトールが直接

リン酸化される経路以外に,ソ ルビ トールデヒ ドログ

ナーゼによリフルク トース→F-3-Pを 経て産生されて

いる可能性もある。

ラット水晶体では,グ ルコースを負荷することで初め

て S-3-Pお よび F-3-Pの 双方が観察される1。 )的のに対

して,家 兎水晶体では無処置の水晶体でもS-3‐ Pが認め

られ,グ ルコースを負荷するとS-3-Pは 増加する l,ヽ 3).

さらに家兎水晶体では,F-3-Pは 無処置の水晶体,あ る

いはグルコースのみを負荷した水晶体などでは観察され

ず,グ ルコースとフルク トースを同時に負荷して初めて

観察されるようになる8)。 このように動物種によりそれ

らの代謝動態は異なるが,こ れ らS-3-Pお よび F-3‐ P

は,水 晶体蛋自の非酵素的グリコシル化に大きく関与す
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図 10 無機 リン酸の経時変化 .

今回,20 mMグ ルコース培養系で ARが活性化された

状態でも,ま た ARIに よリソルビトール経路が抑制され

た状態で も,水晶体中のグルコース含有量が変化 しな

かったこと,お よび ARIを 添加したことで乳酸は約 2倍

に増加 したことから,ARIを 添加することにより,そ れ

までは ARに より抑制されていた嫌気的解糖が,ソ ルビ

トール経路を経て代謝されていた分のグルコースを用い

て,さ らに活性化された可能性があると考えた。すなわ

ち,グ ルコースを負荷 した家兎水晶体では,ARは単にソ

ルビトール経路を活性化するだけでなく,嫌気的解糖の

抑制にも関与 していると考えられる。そ して,ARIを 添

加したことでその抑制が解かれ,嫌気的解糖がさらに活

性化された可能性がある。ただし乳酸の増加に関しては,

単に嫌気的解糖が活性化されたのみならず,ARIが ピル

ビン酸カルボキシラーゼあるいはビルビン酸デヒドログ

ナーゼ複合体を阻害した可能性も考えられる。

S-3-Pは培養開始後速やかに増加 し,ARIの添加によ

り速やかに抑制された。また ARIを 添加 した場合,培養

開始前の値よりもさらに減少する傾向を示した(図 6).



る 1)5)と
されている.どの程度関与 しているかは不明であ

るが ,加 齢ラット水品体の観察でグルコースの増加は認

め られなかったが,ソ ルビトール,S-3-P,フ ルク トース,

および F-3-Pの増加が観察されたことから,加齢により

ソルビ トール経路が活性化され,S‐ 3-Pお よび F-3‐ Pが

増加 し,加齢白内障の形成に関与 している‖∫能性が示唆

されている 9).

α―GPは培養開始後速やかに増加 したが,ARIを 添加

した場合,添加 してか ら抑制されるまでにある程度の時

間を要 した。また,ARI添 加前の値 よ りも小 さくなる傾

向を示 した (図 7)。

α―GPは ,ソ ルビ トールデヒドログナーゼにより産生

され る nicotinamide adenine dinucleOtide(NADH)を 利

用 して,嫌気的解糖 を経てα―GPデ ヒ ドロゲナーゼによ

り産生 されると考えられている 13)。 しか しなが ら,①

TCM 199培養家兎水晶体における観察で,培養液中のグ

ルコース濃度が 5mMで は,すでに嫌気的解糖は飽和状

態に達 しているように考えられたが,グ ルコース濃度を

10,20,40 mMと 高 くするにつれ,ソ ルビトールおよび

α―GPは増加したものの,乳酸は変化 しなかった2)(嫌
気

的解糖の活性度とα―GPの産生量が比例 しない)こ と,②

20 mMガラクトースー1-BC含有 TCM 199培養水晶体で

は,針 GP-3」 3Cお よびフルク トース‐1-"Cが増加 しな

かった 3)(α _GPは ,ガ ラク トースから嫌気的解糖あるい

はソルビトール経路を経て,直接生成されてはいない)こ

と,③ 20mMガ ラク トースー1-8C含有 TCM 199培 養水

晶体で,乳酸‐3_13Cは 経時的に増加傾向を示したものの,

少量認められるのみであった詢(20 mMグルコース培養

家兎水晶体および20 mMガ ラクトース培養家兎水晶体

ではα―GPは 同程度に増加したが,20 mMガ ラクトース

はα―GP産生分に見合うだけのグルコースを嫌気的解糖

へ供給 してはいない)こ と,お よび④ 5mMグ ルコース

培養水晶体で認められた以上のα―GPが ,ソ ルビトール

デヒドロゲナーゼの基質とはなり得ないガラクチ トール

を産生する20 mMガ ラク トースお よび5.5mMグ ル

コース含有 TCM 199培養水晶体で認められた3,(α _GP

はソルビトール経路を経て代謝されるのではないと考え

られる)こ となどか ら,増加したα―GPは ,ソ ルビトール

経路あるいは嫌気的解糖以外の経路を経て生成されてい

ると考えられる3)。 さらにARIを 添加 してからα‐CPが

抑制されるまでにはある程度の時間を要したことを考え

あわせると,ARは α―GPの生成に関 して直接的ではな

く,グ リセロリン脂質からの代謝経路を制御することに

より,結果としてα‐GPの生成を制御 している可能性が

考えられる.

ところで,ス トレプ トゾトシン誘発糖尿病ラット水晶

体では,α
―GPの増加以外にPC,GPE,GPCの 減少が観察

されている10'1詢 が,こ れらの物質はリン脂質の前駆体あ

るいは分解産物であることから,膜の代謝に関する重要
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な変化である 11)12'|"可
能性がある。α―GPも 同様にリン脂

質の前駆体あるいは分解産物であるが,こ れらα‐GPを

含めたリン脂質関連物質の代謝変化,あ るいはそれらの

うちの一部の変化は,ア ロキサ ン誘発糖尿病家兎水晶

体14),遺 伝性白内障ラット(ICRん )水品体2° ),紫外線(UV―

A)を 照射 したリス水晶体
21),マ ウスの虚血肝モデル2)で

も観察され,Hachisukaら
22)は

細胞膜におけるリン脂質

の分解が克進 したためであると推察 した。同様の変化は

また,部分肝切除後のラット再生肝モデルでも観察 され

ている23)24)が
,こ れらについては急速な細胞増殖により

惹起されたリン脂質の合成充進によるものと考えられて

いる。ラット再生肝モデルでは PCの 減少に加えてホス

ホエ タノラミンの増加が観察されているが,こ れについ

て Murphyら 劫は,ホ スファチジルエ タノラミン特異的

ホスホリパーゼ Cの活性尤進によリホスファチ ジルエ

タノラミンの分解が充進されているためであると推察 し

ている。

ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病 ラット水晶体で観察さ

れるα―GPの増加,お よび PC,GPE,CPCの 減少 につい

ては,ARIで抑制 される 10)｀ 12'こ と,糖尿病家兎水 晶体
|)

あるいは 20 mMグ ルコース TCM 199培養家兎水品体 ,

20 mMガ ラク トース TCM 199培養家兎水晶体で増加

した α‐GPが,ソ ルビ トール経路あるいは嫌気的解糖 を

経て代謝されているのではない可能性がある●3,こ とな

どを考えあわせると,ARが細胞膜の変化を通 して リン

脂質の代謝に関与 している可能性があると考えられる。

ATPは ,培 養開始 10時間後にピークを有するような

一時的な増加を示 した.ま たこの変化および変化量 は,

ARIを 添加 して も,し な くて も著変を示さなかった (図

8).こ の際,無機 リン酸は ARIを 添加することにより増

加 した (図 9,10)。

TCM 199培 養家兎水晶体 にお ける観察で は,TCM
199中 のグルコース

iサ豊度を 5,10,20,40 mMに 増加 した

場合,グ ルコース濃度が 5mM以 上では乳酸 は変化せ

ず,嫌気的解糖はすでに飽和状態に達 しているかのよう

に思われた。さらにソルビトール経路は,TCM 199中 の

グルコース濃度を 5,10,20,40 mMに 増加 した場合,培

養液中のグルコース
iサ曼度に応 じてより強く活性化 された

が,ATPは 有意な変化を示さなかった 2,。 _方で,20 mM
ガラクトース TCM 199培 養家兎水晶体における観察で

は,ATPの急峻な減少が観察 された 3)。 これ らの結果か

ら,ガ ラクチ トールはソルビ トールデヒドロゲナーゼの

基質とはなり得ないため,フ ルク トース以降の代謝経路

をも含めた意味でのソルビトール経路は,嫌気的解糖 を

経ずに ATPを 産生 している可能性があると考 え られ

る。すなわち,TCM 199培 養家兎水晶体で,TCM 199中
のグルコース濃度が 5mMで は嫌気的解糖によりATP
が生成されているが,10 mM以上では ARが嫌気的解糖

を制御 し,ソ ルビ トールの過剰蓄積 による ATPの 減少
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分に対 しては,ソ ルビトール経路による ATPの 補充が

始まる。ARIが添加されソルビトール経路が抑制される

と,嫌気的解糖に対する抑制が解かれ,こ こに,そ れまで

はソルビトール経路を経て代謝されていた分のグルコー

スによる嫌気的解糖経由の ATPの補充が始まる。この

際,無機リン酸は増加しているが,こ の増加分が内在 して

いた S‐ 3-Pお よびα―GPか らのリン酸の脱離によると

考えられる無機 リン酸量よりも著 しく多いことか ら,

ATPの消費も増大 している可能性が考えられる.さ ら

に,ARIの添加によりATPは変化せずに乳酸は増加 し

たが,グ リセロリン脂質から分解生成されると考えられ

るα‐GPも 低下していることから,グ リセロリン脂質か

らの ATPの補給路も断たれている可能性が考えられ ,

ペントースリン酸回路などのエネルギー代謝経路が異常

に活性化されている可能性も考えられる。

以上,グ ルコース負荷家兎水晶体に ARIを 作用させた

場合,ソ ルビトール,S-3‐ P,α ―GPの増加は完全に抑制さ

れ,正常状態における値よりも低値を示 し,乳酸はほぼ 2

倍に増加するなど,単 にソルビトール経路が抑制されて

水晶体中の代謝が正常状態に復するのではなく,嫌気的

解糖がさらに活性化される,あ るいはソルビトール経路

は正常状態でも若干活性化されていると考えられるが ,

それが全 く抑制されてしまう,さ らにエネルギー代謝が

異常活性化されるなど,正常状態とは全 く異なった代謝

動態が展開される可能性が示唆された。
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