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要

背景 と目的 :Spraguc― Dawley(SD)ラ ッ トに亜セ レ

ン酸を投与すると,4,5日 目に核白内障を発症 し7日 目

以降には不可逆性 となる。一方 Wistarラ ッ トでは,SD
ラッ ト同様に水晶体混濁が投薬後 4,5日 目には出現す

るがその後減少 し,7日 目には透明に近い状態 となる.

我々は水晶体混濁の可逆性変化に着 目し,SDラ ッ トの

混濁水晶体と Wistarラ ッ トの混濁の減少 した水晶体の

蛋白質を ドデシル硫酸ナ トリウム‐ポリアクリルア ミド

・ゲル電気泳動 (SDS― PAGE)を 用いて比較解析するこ

とを目的とした。

結 果 :SDS― PAGEと western blottingの 解析で,混
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約

濁 した SDラ ット水晶体では 31 kDaの 蛋白質と vimen‐

tin,spectrin,actinな どの細胞骨格蛋白質が混濁に伴い

減少 していた。しかし,Wistarラ ッ トでは混濁の減少に

伴 って一度減少 した 31 kDaの 蛋白質 と vimentinが再

出現 していることが明 らかになった.

結 論 :可逆性自内障モデルにおける水晶体の混濁減

少に 31 kDaの 蛋自質 と vimentinの変化が相関 してい

ることが推定された。(日 眼会誌 104:377-383,2000)
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I緒  言

Sprague―Dawley系 ラット(以下,SDラ ット)を 用いた

亜セレン酸白内障モデルは再現性がよいこと,容 易に自

内障が作製できること,そ してヒトの自内障と多数の共

通点があること1)2)か ら白内障の治療薬の研究に使われ

てきた3)～ 10)。 SDラ ットを使用した場合,亜セレン酸を投

与後 4,5日 で特徴的な核の混濁を形成 し,い ったん混濁

した水晶体が透明化することはないといわれている1)2).

しかし,今 回の我々の水晶体観察で,SDラ ットでは減少

はあるが亜セレン酸投薬後 1か月間混濁が持続するのに

対 し,Wistar系 ラット(以下,Wistarラ ット)で は亜セレ

ン酸を投与後 4,5日 で同様の特徴的な核混濁を形成する

が,7日 日以降には SDラ ットと比べると極端に混濁が

減少していた。

水晶体は33%の 蛋白質で構成される高蛋自質の組織

であり
11)12),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ことが推定される。ヒト白内障水晶

体では,不 溶性蛋 白質の増加
13)M),ク リス タリンの分

解
15)16),細

胞骨格蛋白質の分解
17)～ 19)が

惹き起こされてい

ることが報告されている.亜 セレン酸白内障モデルにお

いては,蛋 自分解酵素によるクリスタリンの分解 と不溶

性蛋白質の増加が水晶体の混濁に関与 している02)2("21)

ことが報告され,亜 セレン酸白内障で生じる生化学的現

象はヒト白内障に生 じる生化学的現象に類似していると

ころがあり興味深い。発症のメカニズムとして亜セレン

酸により水晶体細胞膜のカルシウムイオンチャンネルが

障害され,カ ルシウムイオンが細胞内に流入,カ ルシウム

依存性のカルパインが活性化,ク リスタリンの分解 。凝

集を生じて光の散乱が発生,つ いには自内障が生 じる1)

と考えられている。一方で,我 々は亜セレン酸自内障モデ

ルの水晶体細胞骨格蛋白質の変化を観察し,細胞骨格蛋

白質の減少が水晶体混濁とよく相関し,ま たクリスタリ

ンよりもさらに早期から変化がある22)こ とから,細 胞骨

格蛋白質が水晶体の混濁に重要な役割を持つと考えてい

る.ク リスタリンや細胞骨格蛋自質の変化が水晶体の混

濁に関与していることはわかってきたものの,どのクリ

スタリンや細胞骨格蛋自質が水晶体の透明性維持にどう

いった役割を持っているかは未だに不明である。今回の

実験では,以前の実験
22)と

異なり自内障予防薬を使 うの

ではなく,同 量の亜セレン酸を投与 したにもかかわらず

混濁の形態が異 な り,1か 月後 も混濁の持続す るSD

ラットと,7日 目には著しく混濁の減少するWistarラ ッ

ト間の水晶体蛋白質を解析することにより,ク リスタリ

ンと細胞骨格蛋白質の水晶体透明性維持に対する関与を

検討した.

図 1 実験経過 .

生後 13日 齢の SDラ ッ ト(浜 松 SLC)お よび Wistar

ラット(日 本 SLC)を 使用 した。各系のラットともそれぞ

れ 2腹のラットを用い,各 1腹 ごとの乳仔 10匹 について

同一の母親ラットの哺乳により飼育した。室温 25℃ の飼

育室で給水は自由に採 らせ,餌 は飼育繁殖固形試料 CE‐

2(日 本クレア)を 用いた。

2.亜セレン酸による自内障惹起および水晶体混濁の

観察

生理食塩液に溶解した亜セレン酸ナトリウム(Na2ゝ 03,

FW 172.9,97%,和光純薬)を 13日 齢のSDお よび Wis―

tarラ ットの頸部皮下に 19 μmo1/kgの 用量で単回投与

し,数 日後に核白内障を惹起させた。).亜 セレン酸ナトリ

ウム投与後,Scheirnpiugカ メラ(EAS-1000,NIDEK)を

用いて経時的に水晶体の変化を観察した。経時的にラッ

トから水晶体を摘出し,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分離 し,そ れぞれ

生化学的成分の定量用試料 とした。試料は-80℃ で実験

に使用するまで冷凍保存 した22).

3.サ ンプルの処理と蛋自質定量 (図 1)

摘出した水晶体の蛋白質量が微量なため,6眼 の水晶

体を混合 して一つのサンプルとした。水溶性蛋白質と不

溶性蛋白質に分離するために,マ イクロチューブに採取

された各々のサ ンプルに20 mMの sodium phosphate

と 1.O mM ethylene glyco卜 bis(β ‐aminoethyl ether)

(EGTA)― N,N,N′ ,N′
‐tetraacetic acid)を 120 μlカロえ,

pH 7.0の コントロールした溶液でホモジェネー 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の尿素溶液を

60口 加えて溶解した成分を不溶性蛋自質溶液とした。蛋

自質定量には bicinchoninic acid(BCA)protein assay re―

agent(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。定量後,不溶性蛋白質の水溶性蛋白質に

対する割合を算出した。

4.ドデシル硫酸ナ トリウム‐ポリアクリルアミド・ゲ

ル電気泳動 (SDS― PAGE)と densitometry analysis

混濁早期の水晶体蛋 白質の解析 をするために,SD

ラット群とWistarラ ット群ともに亜セレン酸投薬前の

ラットと投薬後4,7日 目のラット水晶体を選択 し,4～

水晶体
摘出 iE,b

(12000 rpm)

Protein Assay
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6日 7H 30日

bit lgG抗 イ本(Bio― Rad)を イ吏汗|し ,5‐ brorno-4-chloro-3'

indolyphosphate/nitro― blue tetrazoliunl chloride(BCIP/

NBT,Bio― Rad)で発色した。

III 結  果

1.水晶体混濁の観察

Scheimp■ ugカ メラを用いて,SDお よびWistarラ ッ

トにおける亜セレン酸白内障の形成について経時的に観

察 した結果を図 2Aに示 した。亜セ レン酸投与 2日 後

に,SDラ ットとWistarラ ットともに水晶体の中心部に

弱い混濁がみられ,投与後 3～4日 の間で水晶体の混濁が

速やかに進行 した。4日 後には両者 ともに核混濁が著 し

かった。1か月後 まで引き続き観察 したところ,SDラ ッ

トでは水晶体核部の自濁が残っているのに対 し,Wistar

ラットでは亜セレン酸投与後 7日 ～1か月の間に核部の

白濁が徐々に消失 し,皮質部と核部の間に不透明な層が

出現した。

さらに,亜 セレン酸投与後経時的 (4日 目,7日 目)に 水

晶体を摘出し,顕微鏡下で観察した(図 2B).4日 までの

亜セレン酸白内障発症の初期段階においては,SDラ ッ

ＳＤ

ｒａｔ

Wistar
rat

2日 3日 4日

B:実体顕微鏡 像

Wistar

20%Tris― Glycineゲ ルを用いて SDS―PAGE一 次元電気

泳動(TEFCO)を 行った。各々のレーンには 10 μgの蛋白

質を静置 し,200Vで約1時 間15分電気泳動 を行い,ク ー

マッシーブルー R250(Pharmacia)を 用いて染色,脱色を

行った。ゲルはグル 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。

蛋自質のゲル上での微細な変化を観察するために,乾

燥 したグルをスキャナを用いて 8 biプpixel imageで取

り込み,NIH IMAGE l.60を 用いて densitometry analy―

sisを行った。

5. lVestern blotting

免疫学的に蛋自の同定をするために,western blotting

(TEFCO)を 行った。転写膜としては,ニ トロセルロース

膜か poly宙 nylidene dinuoride(PVDF)膜 のいずれかを

用いて,26Vで 約 2時 間の転写を行った.ブ ロッキング

液としてBLOTTO(5%non‐ fat dry mlk,0.1%Tween―

20)を 用いた。一次抗体 としてモノクローナル抗 actin

(ICN),モ ノクローナル抗 vimentin,ポ リクローナル抗

specLin(Sigma)を 使用 した.二次抗体としては alkaline

phOsphatase cOniugateの anti― mouseも しくは anti― rab―

ＳＤ

ｒａｔ

rat

2日           3日            4日            7日            30日

図 2 水晶体混濁の経時的変化 .

上図(2A)が Scheimpnug像 ,下 図 (2B)が実体顕微鏡による観察像を示す。SD:Sprague― Dawley
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卜とWistarラ ットとの間では,大 きな差異はなかった。

しかし,1か月後において,SDラ ットの水晶体では核部

3A:不溶性蛋白質/水溶性蛋白質 (核 )

SD rat(投薬前)

SD rat(4日 目)

SD rat(7日 目)

Wister rat(投 薬前)

Witter rat(4日目)

Wtter rat(7日 目)

0      0.1     0.2

3B:不溶性蛋白質/水溶性蛋白質 (皮 質 )

0.3

日眼会誌 104巻  6号

が自濁していた。一方,同 じ時期のWistarラ ットの水晶

体では核部の外側に自いリング上の混濁があったが,中

心部はほぼ透明であり,僅 かなY字状の濁 りが存在する

のみであった。

2.不溶性蛋白質の割合の変化

図 3は正常群 (A)と 亜セレン酸投薬群 (B)の 各々のグ

ループにおける不溶性蛋白質の水溶性蛋自質に対する割

合の変化を示している。水晶体核において,SDラ ットで

は正常群に比べ亜セレン酸投薬群では不溶性蛋白質の急

激な増加があつたが,Wistarラ ットでは4日 目に正常群

より僅かに増加するのみでほとんど差がなかった。亜セ

レン酸投薬後4日 日と比べ,7日 目の不溶性蛋白質は,

SDラ ットでは増加 していたのに対 し Wistarラ ットで

は逆に減少していた。水晶体皮質においては不溶性蛋自

質の割合が低 く大きな変化はなかった。

3。 SDS― PAGE
次に,水晶体内早期の蛋白質の変化を解析するために

SDS― PAGEを 行った(図 4)。 核水溶性蛋白質の結果で

は,亜 セレン酸を投薬 した SDラ ットは投薬後 4日 目と

7日 目の両方においてクリスタリン領域のバンドの減少

があつた。Wistarラ ットにおいては亜セレン酸投薬後 4

日目に同領域のバンドの減少があったが,7日 目では減

少 したクリスタリン領域のバンドが増加 していた。核不

溶性蛋白質の結果では,SDラ ツトおよびWistarラ ット

においても亜セレン酸を投薬することにより高分子領域

のバンドの減少があった。SDS‐ PAGE上ではSDラ ット

SD rat(投薬前)

SD r就 (4日 目)

SDr威 (7日 日)

Wister rat(投 薬前)

Wister rat(4日日)

Wister rat(7日日)

0         0.1         0.2        0.3

図 3 不溶性蛋自質の割合.

上図 (3A)が水晶体核の変化,下 図 (3B)が水晶体皮質の

変化を示す。1:SDラ ット投薬前,2:SDラ ット亜セ レン

酸投与後 4日 目,3:SDラ ット亜セ レン酸投与後 7日 目,

4:Wistarラ ット投薬前,5:Wistarラ ット亜セレン酸投

与後 4日 日,6:Wistarラ ット亜セレン酸投与後 7日 目を

それぞれ示す。

水溶性蛋白質 (核 )

208

115
79.5

49.5

34.8

28.3

20.4

7.2

kDa

不溶性蛋白質 (核 )

２０８
‐‐５
秘
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瑚
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翻
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■
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９

４

８

Ｑ

Ｚ

Ｄ

MW 1 2 3 4 5 6 MW 1 2 3 4 5 6

水溶性蛋白質 (皮質) 不溶性蛋白質 (皮質)

MW 1 2 3 4 5 6       MW 1 2 3 4 5 6

図 4 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)の 結果 .

各々の番号が 1:SDラ ット投薬前,2:SDラ ツト亜セレン酸投与後 4日 目,3:SDラ ット亜セレン酸投与後 7

日目,4:Wistarラ ット投薬前,5:Wistarラ ット亜セレン酸投与後 4日 目,6:Wistarラ ット亜セレン酸投与後

7日 目を示す。
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表 l Densitometry analysisの結果

水晶体核 (水溶性蛋白質)

SDラ ット

Percentage of proteins(%)

分子量  正常群 (投薬前)Se投与群 (4日 日)Se投与群 (7日 目)

１１
　
■

208

49.5

kI)a

79.5

49.5

f'uSpectrinlfr,{t

*lnVimentinfi{t

抗Actin抗体

31 kDa

30 kDa

4

9.1

0

1.8

Wistarラ ット

Percentage of proteins (7o)

分子量  正常群 (投薬前)Se投与群 (4日 目)Se投与群 (7日 目)

123456

31 kDa

30 kDa

6.9

14

0

2.7

水品対核 (不溶性蛋白質)

SDラ ット

Percentage Of proteins(%)

分子量  正常群 (投薬前)Se投与群 (4日 目)Se投与群 (7日 目)

2.3

4.1

，

　

Ｄ

123456

235 kDa

90 kI)a

57 kDa

42 kDa

31 kDa

30 kII)a

0.5

1.3

0.7

1.2

4.3

6.5

。

０

０

●

０

０

０

０

０

”

０

０

Wistar 7 v l-

Percentage of proteins (%)

分子量  正常群 (投薬前)Se投与群 (4日 目)Se投与群 (7日 目)

図 5 Western blottingの結果.

各々の番号が 1:SDラ ツト投薬前,2:SDラ ット亜セ レ

ン酸投与後 4日 目,3:SDラ ッ ト亜セ レン酸投与後 7日

目,4:Wistarラ ット投薬前,5:Wistarラ ツト亜セレン酸

投与後 4日 目,6:Wistarラ ット亜セレン酸投与後 7日 目

を示す.Vimentinの 再出現が亜セレン酸投与後 7日 目に

みられた。

不溶性蛋白質でのクリスタリン領域のバンドを観察する

と,SDラ ットでは30,31 kDaの 消失があったが,Wistar

ラットでは30 kDaの 減少は生 じていたもののバ ンドは

約 4%存在 し,31 kDaは 4日 目で消失 し,7日 目で 1.8%

再出現していた。

5。 Western blo■ing(図 5)

細胞骨格蛋 白質の変動について,抗 actin,抗 vimen―

tin,抗 spectrin抗 体を用いて western b10ttingを 行った

(図 5)。 Actinと spectrinは 正常群には存在 したが,亜セ

レン酸を投薬することにより消失 していた。Vimentinは

経過観察中水晶体核混濁を維持 した SDラ ットで 4,7日

日とも消失していたが,Wistarラ ットでは核の混濁のみ

られた4日 日で消失し,透明性の回復のみられた7日 目

には存在が再度確認された。

IV考  接

亜セレン酸自内障は 1978年 に報告
23)さ れて以来,多数

の水晶体研究グループによって水晶体混濁の原因解明と

治療薬開発のための実験モデルとして使用されてきた。

生

Ｄ 123456
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30 kI)a
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０

０

０

■

０

４

0

0

0

1.2

1.8

4.3

Se:亜セレン酸ナ トリウム SD:Sprague― Dawley

とWistarラ ットの間で,バ ンドの変化を比べても投薬後

4日 目と7日 目を比べても大 きな差はなかった。水晶体

皮質においては,すべてのグループにおいて蛋白質の構

成にはとんど変化がなかった。

4. ]D)ensitometry analysis

SDS‐ PAGEに よる水晶体核における水晶体蛋白質の

変化をさらに詳しくみるために densitometry andysis

を行った (表 1).水溶性蛋白質では30お よび 31 kDaの

バンドが正常群にはある。一方,SDラ ットでは4日 目で

両バンドの消失があったが,7日 目では 31 kDaの バンド

が 1.8%と 再出現 していた。Wistarラ ッ トでは30 kDa

のバンドは減少していたが,4,7日 目とも存在 した。Wis―

tarラ ット31 kDaの バンドは4日 目で消失 したが,7日

目で 2.3%と 再出現 していた。不溶性蛋白質では亜セレ

ン酸投薬により,235,90,57 kDaの バンドが消失 してい

て,7日 目でも消失 したままであった。42 kDaは すべて

のグループを通じて経過観察中大きな変化はなかった。

鑢 疇
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過去の分子生物学的報告では,亜 セレン酸白内障の発症

機序として酸化反応による遊離カルシウムの集積 と,カ

ルシウム依存性の酵素であるカルパインIIの 活性化か

らクリスタリンの分解を来し,ク リスタリンの不溶化に

よって水晶体の混濁を来すという報告
1)2)20)21)が されて

いる。一方で,我 々はクリスタリン以外の蛋白質である細

胞骨格蛋自質に着目し,亜 セレン酸白内障発生の早期の

段階での細胞骨格蛋白質の変化を観察した22).

細胞骨格蛋白質は細胞や細胞内構造の運動を行うこと

から分子細胞生物学の分野では着目されてきたが,最 近

では,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
24)25)も

報告されている。細胞骨格

蛋白質は,水 晶体以外の様々な細胞にも存在する actin

フイラメント,中 間型フイラメント(vimentinな ど),tu―

bulinを 含む微小管,膜表在性フイラメント(spectrinな

ど)と ,水晶体にしか存在しないbeaded ilament(CP 49,

mensin)か ら構成されるn,12)26).細
胞骨格蛋白質について

は,水 晶体中にはその蛋白成分の 2.0～4.0%存在 し,水

晶体細胞の水晶体上皮一皮質―核への細胞の発育伸長に

対する重要性や水晶体の透明性の安定化に対する役割が

報告
26)～ 31)さ れている。細胞骨格蛋 白質の一つである

vimentinは 水晶体上皮細胞と水晶体皮質に存在 し,水晶

体細胞の伸長と水晶体透明性の維持に重要な役割を持っ

ていることが報告
25)28)31)さ

れている.一 方で,高 濃度の

vimentinが存在することにより,水 晶体細胞の成長が抑

制され白内障が起こることも知られている32).

今回の実験で,亜セレン酸投薬 Wistarラ ットの水晶体

混濁の減少過程に densitometry analysisに よる解析で

31 kDaの バンドの再出現 と,western blottingに よる解

析でvimentinの 再出現を検出できた,SDS‐PAGEで検

出できなかったvimentinが western blottingで 検出で

きたことで微量の vimentinが再出現 していたことが考

えられる。しかし,混濁が持続 した SDラ ットではいった

ん消失した蛋白質の変化はなく,免疫学的にも検出する

ことができなかつた.Wistarラ ットでは水晶体混濁に対

する何らかの防御反応が起こって酵素活性が高まり,い

くつかの蛋白質の再合成が起こり水晶体の混濁を軽減し

たと考えられる。亜セレン酸投与後に再び出現 した 31

kDaの蛋自質は,βB l― クリスタリンといわれ,ク リスタ

リンの中で年齢とともに最も早く分解される蛋白質であ

る33)■ ).

以上の結果から,31 kDaの蛋白質とvimentinは 水晶

体の透明性の制御に重要な役目を持っていることが推定

された。しかしながら,Wistarラ ットにおいても一度混

濁した水晶体が完全には透明化せずに軽度な混濁が残存

している。したがって,31 kDaの蛋白質とvimenin以外

にも水晶体の透明性維持に関与する蛋白質が存在すると

思われる。今後の研究課題として,多数存在する蛋白質の

機能の解明と蛋白質問のネットワークを解明していくこ

日眼会誌 104巻  6号

とが自内障のメカニズムの解明と,自 内障の予防薬や治

療薬の開発に有用であると思われる.
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