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要

目 的 :小児に発症する自内障の約 50%は原因不明

で,分子細胞生物学的な報告は少ない.小児白内障の発症

機序を明らかにするために,混濁水晶体の細胞骨格蛋自

質を中心に解析した.

方 法 :対象は,自 内障手術を施行した小児白内障患

者 10例 10眼で,解析方法としてドデシル硫酸ナ トリウ

ムーポリアクリルアミド・ゲル電気泳動 (SDS‐ PAGE),
densitometry analysis,western blottingを 使用 した.

結 果 :SDS‐ PAGEで ,後嚢下混濁の水晶体で細胞

骨格蛋白質を含む高分子領域のバンドで減少があった。
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Densitometry analysis,western blo伍 ngで は後嚢下混

濁の水晶体 で,spectrin(235 kDa),filensin(100 kDa),

vimentin(57 kDa)の減少が生 じ,ク リスマスツリー自内

障,層 間白内障の水晶体では densitometry analysisで

filensin,宙 mentinの増加がみられた。

結 論 :小児自内障の発症機序に細胞骨格蛋白質の変

動が関与 していることが推測 された。(日 眼会誌 103:

647-652,1999)

キーワード:先天白内障,小児自内障,細胞骨格蛋自質
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Abstract

P'“ rpose:Approxilnately 50%of congenital and    cifically,spectrin(235 kDa),filensin(100 kDa),and

childhood cataract seen in the clinic is of undeter‐     vilnentin(57 kDa)were absent from the SDS‐ PAGE
nlined origin.Blochemical analysis of the cataracts     of PSC.Increases in filensin and vilnentin were ob‐

is rare。 「rhis study analyzes lens proteins to deter_     served in a christmas tree cataract and lamellar

lnine the lnechanism of congenital and chindh。 。d     cataractso western immunoblots confirnled the densi_

cataracts.                                toimetry of SDS― PAGE.
]``θ′λοα :We analyzed the lens proteins from 10      CIο れcJ“stοπ :′I｀hese results suggest that changes

young patients after cataract operations, using so‐      in cytOskeletal prOteins lnay cOntribute tO cOngenital

dium dodeciyl sulfate― polyacrylanlide gel electropho‐      and childhood cataract。 (J Jpn(〕)phthalinol Soc 103:

resis(SDS― PAGE),densitoimetry analysis,and w・ est_    647-652,1999)

ern ilnコnunoblotting。

Res“ :Jιs : 】)ensitometry of separated proteins     Key 、vords:Congenital cataract,Childhood cataract,

showed a decrease in the high lnolecular protein                CytOskeletal prOtein

bandS Of pOSteriOr SubCapSular CataraCt(PSC)。 Spe‐

I緒  言

白内障の原因を特定することは難しい。とりわけ小児

に発症する自内障では,遺伝性,感染症,薬物,放射線,外

傷,代謝異常,そ して皮膚疾患などが存在する場合は原因

が明らかになる可能性があるが,大半は原因不明のまま

である。また,発症機序に関してはなおさらのこと解明さ

れていなぃ 1)ヽ 3).分
子生物学的にはα,β2,γ2ク リスタリン

の増加
4).α

,γ クリスタリンの消失
5)～ 9)ゃ

sorbit。 l dehy_

drogenaseの 欠損
l。 )な どの報告がある程度である。

水晶体は蛋白質を33%も 含む高蛋白質の器官である。

蛋白質はクリスタリンを主体とするバッファー溶性蛋白

質 (以下,水溶性蛋自質)で構成されているが,自 内障では

バッフアー不溶性蛋白質 (以下,不溶性蛋白質)の 増加が

指摘されている.不 溶性蛋自質は不溶化したクリスタリ

ンと細胞骨格蛋白質,膜蛋白質などで構成されている.近
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年,細胞骨格蛋自質は水晶体蛋白質の 2～4%を 占め水晶

体の透明性維持に対する重要性が着目されている・ )が
,

未だにその透明性維持に対する作用と白内障の関係に関

する研究は少ない.

今回,小児白内障の発症機序を明らかにするために,小

児白内障の手術で得た水晶体を水晶体の透明性維持に何

らかの重要な役割を持つと思われる6)細
胞骨格蛋白質の

変化について検討した。

II実 験 方 法

1.水晶体の観察と不溶性蛋自質の分離

小児白内障患者 10例 10眼の水晶体を細隙灯で観察

し,前嚢,核 ,後嚢に分けて水晶体の混濁を分類 した。混濁

水晶体は超音波乳化吸引術で摘出し,直 ちに-80℃ に凍

結した。解凍後,摘 出した各々の水晶体をホモジェネー ト

し〔20 mM sodium phosphate+1.O mM ethyleneglycol―

bis(β―aminOethylether)_N,N,Nl,Nl,― tetraacetic acid

(EGTA),pH 7.0〕 ,12,000gで 15分 間遠心することに

より,不 溶性蛋白質を分離 した。上清を他のマ イクロ

チューブに移し,再 び同じ手順を2回繰り返した。集めた

上清を水溶性蛋自質とし,残 った沈殿物に8Mの尿素溶

液を加えて溶解 した成分を不溶性蛋白質溶液とした。蛋

白質はBCA protein assay reagent(PIERCE)と ス タン

ダー ドとしてウシ血清アルブミンを使用して定量 した。

2.ドデシル硫酸ナ トリウムーポリアクリルアミド・ゲ

ル電気泳動 (SDS― PAGE)

各々のバ ッファー不溶性蛋白質は4～ 20%の Tris―

glycine gradientグ ル(TEFCO)を 用いた SDS― PAGE・で

解析を行った。各々のウェルに 8 μgの蛋白質を対象に表

示してある番号順 (年齢順,図 1)に 注入した。グルは 200

Vで 1時 間 15分 泳動 した後,coomassie brmant blue R
-250を 使用 して染色後,脱 色を行った。ゲルはゲル ドラ

イキット(TEFCO)を使用 して乾燥保存した。

3. 1)ensitometry analysis

SDS‐ PAGEゲ ル上の微細 な変化を観察するために

densitometry analysisを 行った.グ ルは乾燥 した後にス

キャナーを使用し,8 bit/pixelグ レイスケールイメージ

として取 り込み,ゲ ル上のバ ン ドの密度につ いて NIH

image l.60を 使用 して解析 した。細胞骨格蛋白質である

42 kDa(actin),57 kDa(vimentin),100 kDa(filensin),

235 kDa(spectrin)の バ ンドについて解析を行った。

4.Western blotting

蛋自質の同定 と細胞骨格蛋 白質の変化 をみ るため ,

western blottingを PVDF(TEFCO)を イ吏用 して行った。

サンプルの注入は SDS― PAGEと 同様に対象に示 した番

号順に行った.SDS‐ PAGEを行った後,26Vで 2時 間転

写を行った。ブロッキング液 として BLOTTO(5%non‐

fat dry milk+0。 1%Tween-20)を 使用 した。一次抗体 と

して anti― actin(ICN),anti― vimentin(Sigma),anti― me―

日眼会誌 103巻  9号

図 1 対象。

左側から順に,症例番号 ,自 内障のタイプ,年齢,性別,そ

の他を示す。対象は先天白内障,小児白内障で 1歳 10か

月～17歳 までの 10例。自内障のタイプは後嚢下混濁,層

間自内障,ク リスマスツリー白内障であ り,ア トピー性皮

膚炎,ス テロイ ドの長期投与,ぶ どう膜炎,網膜色素変性

症を伴う症例があった .

nsin(Sigma),anti― spectrin(Sigma)を 用 意 し,二 次抗 体

として 」kaline phOsphataseを 含んだ anti― mouse,anti―

rabbit lgG(Bio― Rad)で 標識 し,BCIP/NBT(Blo― Rad)で

発色 させた。

III 結  果

1.水晶体の細隙灯による観察 (図 1)

症例は 1歳 10か 月～17歳 までの 10例 10眼 で,症 例

1,3,4,5,7,10は 後嚢下混濁を生じていた。症例 4は 6歳

8か月の男児で,長 期のステロイドが原因とみられる典

型的な後嚢下混濁 を生 じていた.症 例 2は 4歳 のア ト

ピー性皮膚炎の症例であったが,ク リスマスツリー自内

障を呈していた.先天自内障によくみられる層間白内障

は症例 1,6,8,9で みられ,症例 6と 8は兄弟で,家族性白

内障が疑われた。症例 7の 11歳の症例はぶどう膜炎発作

を繰 り返しているうちに自内障が進行した症例で,症例

10の 17歳の症例は網膜色素変性症を合併していた.
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2.SDS― PAGE(図 2)

SDS― PAGEで は,後嚢下混濁の症例 3,4で細胞骨格蛋

白質を含む高分子領域のバ ンドである 235,100,60,57,

42,38 kDaの減少があった.症例 2の クリスマスツリー

白内障では,ク リスタリン領域 24 kDa付 近に新たなバ

ンドが出現 していたが,バ ンドの同定までには至 らな

かった。その他の症例では,年齢の増加とともに高分子領

域 235,100,60,57,42,38 kDaの バ ンドは減少 してい く

傾向があった。クリスタリン領域は,バ ンドの濃さに各々

の症例で相違はあったが,大 きな変化はなかった。

3.Densitometry analysis(図 3)

詳細な変化を観察するため,SDS― PAGEで得たグルを

NIH imageを使用 して解析を行った。後の western blot―

ting(図 4)で示すように235,100,57,42 kDaの バンドは

各 々 spectrin,filensin,vimentin,actinの 抗体 と反応 し

た。Spectrin(235 kDa)は ,SDS‐ PAGE上 に 0.07～ 0.33%

で,症例 3,4,10で バ ンドが消失 していた。Fllensin(100

kDa)は 0.31～ 0。 76%,vimentin(57 kDa)は 1.05～ 2.55%

で,症例 3と 4でバ ンドが消失 していた。また,mensin,

vimentinは 層間白内障である症例 1,8,9と クリスマス

ツリー白内障の症例 2で他の症例より増加 していた。

Actin(42 kDa)は 0.5～ 5.3%で ,症 例 5で は他の症例 と

＆
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図 2 小児自内障水晶体不溶性蛋自質の ドデシル硫酸ナ

トリウムーポリアクリルア ミド・ゲル電気泳動 (SDS―

PAGE).

最初のレーンが分子量マーカー(MW)を示 し,番号が

対象に示 してある症例番号を示す。症例 3,4で高分子

領域のバンドが減少 していた。また,年齢の増加ととも

に高分子領域のバンドは減少する傾向にあった。
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図 3 Densitomdry analysis.

図 2の結果を用いて densitometry analysisを 施行 した.図下の番号が症例番号を示す。235 kDaの spectrin

は症例 3,4,10で 密度が消失,100 kDaの mensinと 57 kDaの vimentinで 症例 3,4で密度が消失 していた。

42 kDaの actinは大 きな変化はなかった。
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が消失 していた

IV考  按

今回の結果から,① 小児水晶体の性状について蛋白質

の解析を免疫電気泳動法を行うことにより検討した。②

症例の中には高度の蛋自質のdegradationが生じている

水晶体 (症例 3,4)があった。③ ステロイド白内障を含む

後嚢下混 濁 の 2例 (症 例 3,4)で は spectrin,mensin,vi―

mentinの 変化が高度であった。④ 層間白内障,ク リスマ

ス ツ リー 白内障 の水 晶体 (症 例 1,2,8,9)で mensin,

vimentinの 割合が充進 していたなどの事実が明らかに

なった。

水晶体は蛋白質に富む組織で,90%を 占める水溶性蛋

白質 と10%を 占める不 溶性蛋 白質 とか ら構成 され

る12)]3).水
溶性蛋白質は,主 にαクリスタリンとβ・γク

リスタリンから構成され,不溶性蛋自質は不溶化 したク

リスタリンと細胞骨格蛋自質,膜蛋自質などから構成さ

れる13)。

また,自 内障を生 じることにより,水 晶体中の不

溶性蛋白質の割合が増加することが過去に報告
14)15)さ れ

ている.細胞骨格蛋白質は不溶性蛋白質に含まれ,2～ 4%

水晶体中に存在し,主 に水晶体上皮と水晶体皮質に存在

する vimentin― actin― tublin componentと 水晶体皮質か

ら核にかけて存在する beaded chain■ lament(mensin―

CP 49)か ら成る16).機
能については種々の報告があり,水

晶体線維細胞の増殖伸長に関与していることや,水 晶体

の透明性維持に重要な役割があることが報告
11)さ れてい

る.

今回の実験で,特に特徴的であったのは後嚢下混濁の

2例 において細胞骨格蛋自質である spectrin,filensin,

vimentinの 変化が高度であったことである.文 献上で

は spectrinの血球中での蛋白質同士のネットワークの

形成
17)18),filensinの crystamnや vimentinと ネットワー

ク形成と細胞の透明性維持
19),vimentinの

水晶体上皮細

胞での脱核,水晶体上皮細胞の分化・仲長に対 しての関

与が報告
20)21)さ れている。これらの報告を基に考按する

と,後嚢下混濁発症機序として一つの仮説ができる.後嚢

下混濁 を起 こす よ うな症例 で は、pectrin,■ lensin,

vimentinと いった細胞骨格蛋自質が水晶体細胞の成長

過程で障害されることにより,水晶体蛋自質同士のネッ

トワークが破壊され,水晶体上皮細胞の脱核,分化,伸長

が障害されて,水晶体線維細胞の成長障害が生 じ,後嚢下

の混濁を起こすものと推測される(図 5).し かしながら,

今回の症例中では後嚢下混濁を生じた 5例中 2例におい

て spectrin,■lensin,vimentinの 変化がみられたが,他 の

症例ではみられなかった。白内障の発生機序はその発生

原因が多数あるのと同様に,決 して一つの仮説で説明が

付 くとは考えられない。他のタイプの自内障については,

層間白内障,ク リスマスツリー自内障の症例で,vimentin

とmensinの 存在が充進 していた。過分な水晶体線維細
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図 4 Western blotting.

SDS― PAGEで使用 したサ ンプルを使って western blot―

tingを行った.図下の番号が症例番号を示す。Spectrinは

症例 2,3,4,filensinと vimentinで は症例 3,4,actinで は

症例 3～ 10で反応の減少もしくは消失があった。

比べて密度が減少 していた.完全にバンドが消失 してい

る症例はなかった。

4。 Western blotthg(図 4)

Spectrin(235 kDa)は 症例 2ク リスマスツリー自内障

と症例 3,4の 後嚢下混濁で消失 していた.Filensin(100

kDa)の 結果では,40～ 50 kDa付 近に交差反応様の所見

がみられたが,iensinの 分子量である 100 kDa付近で強

く反応があり,症例 3と 4で この 100 kDaの バ ンドの消

失 と同時に低分子量領域のバ ンドが増加 していた。

Vimentin(57 kDa)の 結果では,症 例 3,4,10でバ ンドの

消失や減少があった。Actin(42 kDa)に 関 しては densi―

tometry analysisの 結果 と異な り,症例 3～ 10で バ ンド
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A.透明水晶体

B。 後嚢下混濁水品体

(ス テロイド白内障)

→ ‐ト

→ ‐>

ミ 細胞骨格蛋白質

←

←

図5 後嚢下混濁 (仮説).

Aの透明水晶体では,水晶体細胞内に正常な細胞骨格蛋自質が存在し,細胞の脱核,分化,伸長が進み正常の

水晶体構造を形成して,透明性を維持できる。Bの後嚢下混濁を生じた水晶体は,水晶体内の細胞骨格蛋白質

が減少,消失しているため,細胞の脱核,分化,伸長が障害され,水晶体後極部に混濁を生じる空間ができるこ

とが推測できる。

胞の伸長に関与する細胞骨格蛋自質の存在により,水晶

体皮質か ら核への細胞伸長が障害され,核周辺および核

部の混濁を生 じることも推測で きる.

細胞活性の豊かな小児期においても,細胞骨格蛋白質

の構成に異常な動態がみられることが明らか となった。

小児白内障の原因として,新たに細胞骨格蛋白質の減少

・過剰が関与 していることがわかった。

本研究に当たり,ご指導していただいたワシントン州立大

学 John I Clark先 生,Dundee大学 Roy A Quinlan先 生 と獨

協医科大学生化学教室の五十嵐吉彦先生に謝意を表する.

本論文の要旨は第52回 日本臨床眼科学会で報告した.
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