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要

背景 と目的 :今 までの研究で,我 々は 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)を 用いて亜セレン酸自内障モデルの解析 を行 っ

てきた。今回,一次元電気泳動法よりもさらに詳細な解析

ができる二次元電気泳動法を使用 して微細な変化を観察

した。

結 果 :二次元電気泳動法により詳細な蛋白質の解析

ができ,spectrinや vimentinと いった細胞骨格蛋自質が
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約

水晶体混濁早期から変化 していることがわかった。

結 論 :水晶体混濁早期からの細胞骨格蛋白質の変化

が自内障の発生機序に重要な役割を持っていることが推

定された。(日 眼会誌 104:299-305,2000)

キーワー ド:自 内障,二 次元電気泳動,細胞骨格蛋白質 ,

Spectrin,Vintentin
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Abstract
Background. and Purpose: Previous studies used and vimentin at the earliest stages of opacification.

sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electro- Conclusion : The results suggested that the mech-
phoresis (SDS-PAGE) to characterize the modifica- anism of opacification might involve changes in cy-

tions to lens proteins during opacification in the se- toskeletal proteins during the earliest stages of cata-
lenite model for cataract. To analyze the protein ract formation. (J Jpn Ophthalmol Soc 104:299-305,
modifications in more detail, two dimensional elec- 2000)

trophoresis (2 DE), which is more sensitive than I D
electrophoresis, was used. Key words : Cataract, Two-dimensional electrophor-

Results : The results of 2 DE demonstrated rapid esi.s, Cytoskeletal proteins, Spectrin,
changes in cytoskeletal proteins including spectrin Yimentin

I緒  言

亜セレン酸ナ トリウムを生後 10～ 18日 の Sprague―

Dawieyラ ット(以下,SDラ ット)に 皮下注射すると,投

薬後 12時 間で水晶体に変化がみられ,3日 目には核の混

濁が生 じ,4日 目には不可逆性の核白内障を生 じるい` 1).

白内障が生じるメカニズムの解明に多くの研究者が分子

生物学的な研究を行ってきた。水晶体の混濁が増加 して

いく過程に,水 晶体中のカルシウムイオンの増加
5,0,水

晶体細胞の膨化
7),膜

輸送の異常
8)。 ),代 謝異常

10),prote―

。lysis H)12)と 不溶性蛋白質の増加
13)が 生じるという報告

がある.Shearerら 2)3)は 亜セレン酸投薬により,細 胞膜

のカルシウムチャンネルが破壊され,カ ルシウムイオン

の流入が生 じ,カ ルシウム依存性の酵素であるカルパイ

ンが活性化して水晶体内の蛋白質の degradationを 生じ

蛋白質が不溶化,そ の結果,混 濁を生 じると報告 してい
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る。亜セレン酸白内障における蛋白質の変化についても

現在までに多数の報告があり,β
―クリスタリンについて

の変化は Davidら H)12)に よって報告されている。我々も

過去の実験で,亜 セレン酸自内障モデルにおいて細胞骨

格蛋白質が変化していることを指摘 し,細胞骨格蛋白質

の水晶体透明性維持に対する重要性について報告
13)し て

きた。

水晶体は高蛋白質の組織であ りH)同
,蛋 白質の変化は

水晶体の恒常性維持にとって重要な関係がある。ヒ トの

水晶体を使用した生化学的実験でも亜セレン酸白内障と

同様に,不 溶性蛋 白質の増加
16)1'),ク リス タリンの分

解
i8)1・ ),細 胞骨格蛋白質の分解

2()'21)が
水晶体の混濁に伴

い生じている。一度混濁が生 じた水晶体を透明に戻すこ

とは難しい.し かしながら,一 方で自内障が発症 しても,

その後ほとんど進行せず,生 涯手術の適応とならない症

例もある。我々は白内障が進行する以前に極早期の水晶

体蛋自質中の変化を検出し,こ の変化を予防することが

将来の自内障治療に結びつ くものと考えた。今回の実験

では,今 まで使用した ドデシル硫酸ナ トリウムーポリアク

リルミドゲル電気泳動 (SDS― PAGE)よ りもさらに感度

が高く,詳細な変化が観察できる二次元電気泳動法を試

み,亜 セレン酸誘発自内障モデルにおけるごく早期の細

胞骨格蛋白質の変化を観察し,白 内障発症過程に感受性

が高く,早期に変化する蛋白質を見出すことをこの実験

の目的とした。

II実 験 方 法

1.実験材料と亜セレン酸による自内障惹起

生後8日 齢 10匹 の SDラ ッ ト(浜松 SLC)お よび 1匹

の母ラットを 1グ ループとして,室温 25℃ で飼育 した。

生後 13日 目に,生理食塩液に溶解した亜セレン酸ナ トリ

ウム(N&Se03, FV√ 172.9,97%,Sigma)を SDラ ットの

頸部皮下に 19 μmo1/kgの用量で投与 した。投薬前,投 薬

後 1,2日 目にラットから 10眼ずつ水晶体を摘出し水晶

体嚢を剥離,氷上で cold cataractを 発生させることによ

り水晶体の皮質部と核部を25G針を使用して分離 し,一

80℃ で実験に使用するまで冷凍保存した 13).

2.サ ンプルの処理と蛋自質定量

サンプルをバッファー可溶性蛋白質(以下,水溶性蛋自

質)と バッフアー不溶性蛋白質 (以下,不溶性蛋白質)に分

離するために,マ イクロチュープに採取された各々の水

晶体にサ ンプルバ ッファー〔20 mM sodium phosphate

と 1.O mM ethylene glyc01-bis(β ―aminoethyl ether)― N,

N,Nl,Nl― tetraacetic acid(EGTA)を 加えpH 7.0に 調整

した溶液〕120 μlで ホモジェネー トし,15,000gで 15分

間遠心した。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白質と

し,残 った沈殿物に8Mの尿素溶液 100 μlを加えて溶解

した成分を不溶性蛋自質溶液として今回の実験に使用し

日‖艮会誌 104巻  5号

た。蛋白質定量には bicinchoninic acid(BCA),protein as―

say reagent(PIERCE)と ,ス タンダー ドとしてウシ血清

アルブ ミンを使用 した。37℃ のインキュベー ターで 30

分発色 し,570 nm(Bio― Rad Microplate Reader Model

550)の 吸光度で計測を行った。

3。 二次元電気泳動 (2 dimensional electrophoresis,

2 DE)

蛋白質の定量を行った後,120 μgのサ ンプルを一次元

目の等電点電気泳動 として,等 電点 4～ 7,1l cmの Im_

lnobiline Dry Strip(Amersham Pharmacia Biotech)を

使用 し泳動した。等電点泳動の方法として,サ ンプルをマ

イナス側か ら流す nonequilibrium pH gradient electro―

phoresis22)を 選択 した。等電点電気泳動後,ゲ ルス トリッ

プは equilibration溶 液 [Tris‐ HClで pH 6.8に 調整 した

30%グ リセロール,6M尿素,5%sodium dodecyl sulfate

(SDS)溶 液]に 30 mM dithiOthreitol(DTT)を 加 えた溶

液で 10分 ,そ の後,2.5%iodoacetamideを 加えた溶液で

10分処理 し,10%の ポリアクリルマイ ドゲルを使用 して

SDS― PAGE(TEFCO)を 200Vで 約 2時 間 35分 泳動 し

た。泳動後,ゲ ルはクーマ ッシーブリリアン トブルー R

250(Pharmacia)を 用いて染色,脱色を行った。ゲルはゲ

ル ドライキット(TEFCO)を 用いてセロハ ンで挟んで乾

燥保存 した。

4. マVestern blotting

免疫学的に蛋自の同定をするために,セ ミドライ式で

western b10tting(マ リソル)を 行った.転 写膜 としては,

polyvinylidene dinuoride膜 (ミ リポア)を 用いて,400m

Aで約 1時間の転写を行った。ブロッキング液として5%

non― fat dry milk,0.1%Tween-2023)を 用いた。一次抗体

として,モ ノクローナル抗 actin抗体 (ICN),モ ノクロー

ナル抗 vimentin抗 体 ,ポ リクローナル抗 spectrin抗 体

(Sigma)を 使用 した。二次抗体 として に alkaline phos―

phatase coniugateの 抗 mouseも しくは抗 rabbit lgG抗

体 (Blo― Rad)を 使用 し,5-bromo-4-chloro-3'indolyphos‐

phate/nitrO‐ blue tetrazoliuin chloride(BCIP/NBT,Bio―

Rad)で発色 した。

III 結  果

1.二次元電気泳動による解析

図 lA,Bに 水晶体不溶性蛋白質の二次元電気泳動の

結果を示す。二次元電気泳動は蛋自質の電荷でも分離を

行うので,一次元の SDS― PAGE13)に 比べて多数のスポッ

トに分離することができる。水晶体核部 (図 lA)で は 90

kDaの スポット,50 kDa付近 acidic側 に散在する多数の

スポットが投薬後 1日 日で既に減少 している。投薬後 2

日目では90 kDaの スポット,50 kDa付 近を含む多 くの

スポットが消失し,一 次元電気泳動法より早期に微細な

変化が検出できた.水晶体皮質 (図 lB)の電気泳動の結

果では核部と類似 しているが,核部よりも高分子領域の
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水晶体核部
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A:亜セレン酸投薬後の二次元電気泳動 (水晶体核部).亜セレン酸投薬後,1日 で既に多 くのスポットの減少

消失があった .

B:亜セレン酸投薬後の二次元電気泳動 (水晶体皮質部).水晶体核部の結果と比べると異なったスポットの

存在が生 じていた。核部に比べると変化は軽度である。

スポットが多く存在し,ま た,ス ポットのパターンも60

～50 kDaの acidic側 にスポットが強くでてお り,水晶体

核のパターンとは異なる部分もあった。水晶体皮質にお

いても,亜 セレン酸投薬後にいくつかのスポットは減少

していたが,水晶体核部と比べるとスポットの変化は軽

度であった。

2.細胞骨格蛋自質の western b10tting

水晶体核部において変化のあった,高分子量領域の細

胞骨格蛋白質の同定をするために western blottingを 行

い,投薬後経過を追って行った。42 kDa付 近では抗 actin

抗体 と反応するスポットがあった (図 2A).Actinは 経

過観察中変化がなかった。60～ 50kDa付 近にかけて,bas―
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ic側 からacidic側 に分散するように抗 vimentin抗体 と

反応する多数のスポットがあった (図 2B).Vimentinは

投薬後 1日 目にいくつかのスポットが減少し,投薬後 2

日目には低分子領域にいくつかの新しいスポットが出現

していた.200,180 kDa付 近では抗 spectrin抗 体 との反

応があった(図 2C).Spectrinは投薬後2日 目に消失 し,

Acidic

||‖民会誌 104巻  5号

抗 Villlentill lた 体

Basic

図 2

A:抗 actin抗体との反応.抗体 と反応するスポ ッ トはあっ

たが,経過観察中大きな変化はなかった。

B:抗 vimentin抗体 との反応.50～ 60 kDaに かけて反応す

る多数のスポットがあった。亜セレン酸投薬後,2日 目に

は低分子領域にいくつかのスポットが増加 していた。

Ci抗 spectrin抗体 との反応.180～ 200 kDa付 近 に反応す

るスポットがあった。反応は投薬後 2日 目には減少 して

いた。

代わ りに100 kDa付 近に新 しいスポッ トが出現 した.

Western blottingで も,亜 セレン酸投薬後早期からspec―

trinと vimentinが 変化 していた.

IV 考  按

セレニウム白内障モデルは再現性がよく,短期に白内
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sin)な どが主な細胞骨格蛋白質である 13い 15).そ の機能は

多様で,未 だ明 らかでない分野である。水晶体 上皮―皮

質―核への水晶体細胞の発育仲長に対する重要性や水晶

体の透明性の安定化に対する役割
詢¬2',細

胞骨格蛋白質

と細胞接着分子の関係や,細胞間の情報伝達に対する関

与などの報告
044)が あ り,細胞骨格蛋白質は水晶体透明

性維持に重要な蛋白質であると思われる。今回の実験で

は,ラ ットセレニウム自内障モデルにおいて,細胞骨格蛋

白質が水品体の混濁が明らかになる以前に変化が生 じて

いた。我々は一つの仮説として,細胞骨格蛋白質が水晶体

細胞内でクリスタリンなどの主要蛋白質を制御する機能

があ り,細胞骨格蛋白質が障害されると蛋白質問の正常

な関係が壊 され,蛋 自質同士の異常な凝集を生 じ,光の散

乱,す なわち水品体の混濁を生 じると考えている.亜 セレ

ン酸自内障モデルにおいても,細胞骨格蛋白質が亜セ レ

ン酸による水晶体混濁のごく早期に変化 していたことか

ら,水晶体の透明性維持に重要な役割がある細胞骨格蛋

自質が障害されたために水晶体の混濁を生 じた と考え

た。

今後の研究として ,

1)各 々の細胞骨格蛋白質の水晶体混濁早期における,

ス トレスに対する脆弱性を検討 し,どの細胞骨格蛋白質

が水晶体混濁に関与するかを検討する。

2)亜 セレン酸白内障モデル以外での細胞骨格蛋自質

の変化を検討する.

3)老人性白内障に対 しての細胞骨格蛋白質の重要性

を検討する.

ことが必要である。自内障は種々な原因で生 じ,自 内障の

発症 メカニズムは決 して単純なものではない。我 々は細

胞骨格蛋白質の変化と白内障の発症メカニズムとの関係

を研究することにより,将来の自内障予防,治療薬の開発

に役立つと考えている。

本論文の要旨は第 13回 International Congress of Eye Re―

searchで報告した。本研究に当たり,ご指導していただいた

Oregon大学 Larry L David先生,Dundee大学 Roy A Qui‐

nlan先生と獨協医科大学生化学教室五十嵐吉彦先生,第一生

理学教室大竹英樹先生に感謝の意を表する。
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ジャー RNAがセレニウム投薬によリラット水晶体内で

増加すること83),セ レニウム白内障の発生機序にカルパ

イン(水晶体特有のカルパインLp 82)と 関係があること

も報告
34)35,さ れている.我 々は以前の報告で混濁水品体

中の細胞骨格蛋白質の変化に着目し,SDS― PAGE,west_

ern blotting,densitometry analysisを 用いて解析を行っ

た 13).不
溶性蛋自質において,spectrin,vimentin/tubulin,

actinと 90,60,49 kDaのバンドがセレニウム投薬後 3～

4日 目までに減少し,同 時にクリスタリンも同時期に減

少していた。

今回の実験では前回使用 した SDS― PAGEの 代わ り

に,さ らに詳細な蛋自質の変化を追えるとされる二次元

電気泳動を試みた。二次元電気泳動で分離できたスポッ

トは,SDS― PAGEで分離 したバンドに比べて多種多様で

SDS― PAGEよ りも多くの情報が得られる.亜 セレン酸投

薬後 24時間間隔で水晶体を摘出し,二次元電気泳動を試

みた結果,今まで水晶体蛋自の変化は投薬後 3～ 4日 で生

じると考えられていたが,SDS― PAGEでみられた変化に

比べてより早期である投薬後 1日 目には細胞骨格蛋白質

領域のバンドの明らかな減少があった。SDS‐ PAGEでは

検出できなかった細胞骨格蛋白質の変化が水品体核の混

濁が生 じる以前に起こっている。Western b10ttingを 組

み合わせることにより細胞骨格蛋白質 (actin,vimentin,

spectrin)の存在が確認でき,細胞骨格蛋白質の変化が自

内障発生のごく早期から生じていることがわかった。今

後は,今回同定された蛋白質以外のさらなるスポット同

定のために他の抗体を使ったり,ア ミノ酸シークエンス

を行うなど手法の改良が必要であると思われた.

細胞骨格蛋白質は,水 品体中にその蛋白成分の 2～4%

存在するといわれ,い くつかの種類がある。Actinフ イラ

メント,中 間型フイラメント(vimentinな ど),tubulinを

含む微小管,膜表在性フイラメンHspectrinな ど)と ,水

晶体にしか存在しない beaded ilament(phakinin,men_
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