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金 山 貴 子・宮 永 嘉 隆( 東京女子医科大学第2 病院眼科)

堀 内 健 太 郎( 浜松医科大学化学)

藤 本 大 三 郎( 東京農工大学農学部農芸化学)

The Role of the Crosslinking Amino Acid, Histidinoalanine,

in Human Nuclear Cataractous Lens

Takako Kanayama and Yoshitaka Miyanaga

DepartmentがOphthalmo 加留 」lj吻ii Hospitalが 乃砂りWomen's Medical  College

Eentaro Horiuchi

八φ・artmentがC 加。沁り,瓦7・amatsu びniversity School分 封edicine

Daisaburo Fujimoto

Department がAgric心細ral and 召iobgical Che・is勿Tokyo  Noko びniversity

要  約

老化架橋アミノ酸ヒスチジノアラニンは, ヒト核白内障蛋白のnon  -disulphide- co valent - crosslinks の1

つである事が明らかになった. 特 に褐色白内障で高値であったことから, 進 行した核白内障の悪化 に深く関与

していると示唆された.( 日眼 91 : 118-121, 1987)
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Abstract

The crosslinks in aggregated high molecular proteins is thought to be one of the causes of human

nuclear cataract. 丶Ve studied crosslinking amino acid, Histidinoalanine,  which was closely related to

be hardness of connective tissue. The content of Histidinoalanine was measured by high performance

liquid chromatography in various stages of human nuclear cataractous lens. The value of His-

tidinoalanine in normal nuclear lens  was  0.05 ±0.03nmol/mg.  That in grades l and II  (Pirie's

classification) showed no change in comparison with that in normal lens. The content of His-

tidinoalanine in grades Ill (hazel brown)  and IV (deep brown)  was 0.38 ±0.07  (p<0.01),  3.35±1.76

(p  < 0.01), respectively.  On the other hand, the content of Histidinoalanine in cortical cataractous

lens and acute progressive milky white soft nucleas was 0.05 ±O.Olnmol/mg,  0.05nmol/mg,  respective-

ly. These studies suggest that Histidinoalanine is one of non ・disulphide-covalent-crosslinks in human

nuclear cataract, especially in advanced nuclear cataract. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 118-121,

1987)
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緒  言

水 晶 体 は, 代 謝 の 遅 い 組 織 で あ り, 加 齢 と 共 に 核 の

部 分 に 非 常 に ゆ っ く り と 不 溶 性 の 高 分 子 量 凝 集 塊 が蓄

積 す る. こ の こ と が 水 晶 体 の 硬 化 と混 濁, 延 い て は 核

白 内 障 の 原 因 に な る と 言 わ れ て い る. こ れ は 水 晶 体 を

構 成 し て い る 様 々 な 分 子 間 に 複 雑 な 架 橋 が形 成 さ れ る

た め だ と 考 え ら れ て お り, 水 晶 体 内 で 見 い た さ れ て い

る 染 橋 物 質 に つ い て は, シ ス チ ン1'以 外, キ タ レ ニ ソ2),

β-カ ル ボ ラ イ ム气 ア ン ト ラ ニ ル 皷4}, ジ チ ロ シ ソ5),y-

グ ル タ ミル ーε-リ シ ソ6'他 幾 つ か が 知 ら れ て い る.

最 近, 藤 本 等 に よ り発 見 さ れ た 架 橋 ア ミ ノ酸 ヒ ス チ

ジ ノ ア ラ ニ ソ7)( 以 下HA と 略 す) は, 全 身 の 様 々 な 結

合 組 織 に 広 く 存 在 し, 老 化 と 共 に 増 加 す る と い う特 徴

を 有 す る ア ミ ノ酸 で あ る. 今 回 我 々 は, 水 晶 体 の 病 的

硬 化, 即 ち 核 白 内 障 の 際 の,HA の 関 与 に つ い て 検 討 を

加 え た の で 報 告 す る.

検 体 と 方 法

I. 検 体

検 体 は 当 科 に て 手 術 摘 出 し た 核 白 内 障 水 晶 体18 眼 を

使 用 し た. 患 者 年 齢 は41 歳̃91 歳 で あ る. 一 方 対 象 と

し て 順 天 堂 大 学 病 院 に て 角 膜 移 植 後 に 提 供 し て い た だ

い た 正 常 水 晶 体 と 当 院 病 理 学 教 室 に て 剖 検 時 に 提 供 し

て い た だ い た 正 常 水 晶 体4 眼 を 使 用 し た. 患 者 年 齢 は

36 歳̃66 歳 で あ る. 水 晶 体 の 保 存 は,
 -20
℃ に て 行 っ

た.

白 内 障 水 晶 体 の 分 類 と, そ れ ぞ れ の 検 体 数 を 表1 に

示 す. 主 にPirie 分 類 脚こ よ り 分 類 し た.  Pirie  (表1)

のĨ Ⅲ 群 は 各3 眼,IV 群 は5 眼 測 定 し た. Pirie 分 類

に 含 ま れ な い 白 内 障 に つ い て も 測 定 を し た, 後 嚢 直 下

皮 質 に 混 濁 を 認 め る が, 核 は 透 明 で あ る も の は,0 群

と し て3 眼 測 定 し た. ま た 急 速 に 進 行 し た 乳 白 色 軟 性

白 内 障 を1 眼 測 定 し た.

II. 方 法

水 晶 体 を 脱 カ プ セ ル し た 後, ア セ ト ン に て 洗 浄 し て.

表1 検 体 の 分類

・O Clear  nucleus with posterior subcapsular cataract 3眼

I Uniform pale yellow

[I Pale cortex with visible nucleus

Ⅲ Pale cortex with hazel brown nucleus

1V Pale cortex with deep brown nucleus

Others, Milky white soft nucleus of rapid onset

Control,  Norma 囗ens

Pirieの分類
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脱水, 乾 燥させ, 重 量を測定した. 乾燥水晶体核1 コ

に対して6N-HC13ml を 加え, 110 ℃で24 時間 加水分解

を行った. 加水分解した後, HCl を 減 圧蒸発法にて除

去し, 4ml の 蒸留水を加えた. ホ スホセルp- スにHA

が 強 く吸着する性質を利 用し て, ホ スホセル ロース

カラム(H+  form, 1.2×8cm) に, サンプル4ml の中か

らlml を とって加え, 最 初0.1N-HC1 で カ ラムを洗浄

した後, 0.5N-HC1 でHA を 溶出した.HA 溶 出液より

HCI を 減 圧蒸発後, 蒸 留水lml を 加 え, そ れに4%

NaHC03 を 加えてpH8 とした. ノルロイシン50n mol

を内 部コントロールとして加えた後, ト リソトロベソ

ゼソスフォソ酸0.1ml を加 え,37 ℃で30 分加 温し, ト リ

ュトロフェニソ化した. ト リェトロフェニル化アミノ

酸は, 酢 酸エチルを用い抽出し, 分析は, 高速液体ク

ロマトグラフィー法(μBondapak C18 カ ラ ム, Waters

社) に より行った. 展開溶液は, 蓚 酸(0.1%W/V)

と ラウリル硫酸ナトリウム(0.1%W/V) を 含 むアセ

表2 各検体におけるヒスチジノアラニソ値
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0。38±0.07(P<0.0O

S.L.  (n.c.)

M.M./30  cm (n.c.)
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M.M./30cm  (n.c.)

S.L.  (n.c.)

1.461

2.220

1.166

1.082

7.841

3.35 + 2.76 (P<0.01)

Milky white
Soft nucleus

(N=  1)

18 59  £  R  0.01(n.c,)   0.051

Normal
Lens

(N  = 4)

19 63  吉  R         0.070

20 66  ♀  R         0.018

21  36  ♀  L         0.071

22 62  S  L         0.033

0.05 ±0.03
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同一人物より摘出したgrade の異る左右水晶体核のクロマトグラム.( 本文参照)

HA= ヒスチジノアラニソ,NL ニノルロイシソ

トニトリルーH20(1:IW/V) を 用い, 測 定は350nm

の吸 収で行った气HA の定量は標準HA のピ ークの

高さとの比較により求めた.

結  果

各検体におけるHA 測 定値を表2 に示す. 正 常水晶

体核のHA 平 均値は, 0.05 ±0.03nmol/mg  (表2) で

あ り, す べて0.07 以下 であった. 0  , I , II群に おける

平均値は, そ れぞ れ0.05 士0.01, 0.06 土0.03,  0.05 ±

0.03 であ った.急 速に進行した乳白色軟性白内障では,

0.051 であ った. ところがⅢ群では, 0.38 ±0.06 と増加

し,IV 群 に至っては3.35 ±2.76 と急増した.T test に

て正常水晶体に対してⅢ群,IV 群 はp<0.01 にて 有意

差を認めた. 同一人物より摘出された, そ れぞれI 群

とIV群 の左右水晶体の夕p マトグラムを図1 に示す.

縦 軸は, 350nm の吸光度であり, 横軸は, 展 開時間で

ある. この測定法では,HA は 約11 分の部位に出現し,

標準のノルロイシソは約17分 の部位に出現した. 左 図

はI 群で,HA はほ とんど認められなかった. 右図はIV

群で, 約11 分の部位に大きなHA のピークが認められ

た.

考  按

図2 に示した様に,HA は2 対 のα-ア ミノ酸鎖を持

ち,2 本 のポリペプチド鎖を架橋できる.HA は 様 々な

結合組織に広く存在し, 特 に大動脈, 肋 軟骨等の硬化

CH2 ―CH ―COOH

ch2 ―ch ―cooh

I

nh2

図2 ヒスチジノアラニソの構造
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に伴い著しく増加することが知られている9)10).HA 生

成機構に関しては, 現 在も不明であるが, 図3 の 様に

進むであろうと考えられている. 即 ち, ヒ スチジンに

近接して長期間セリソやシステイン, チロシン, あ る

いはそれらに関連したアミノ酸が存在していると, 点

線で示す部位で切れたデヒドロアラユン残基が生じ,

そ れが矢印に示す部位でヒスチジンと反応することに

よってヒスチジノアラニソが生ずるであろうとい う考

えである11).こ の反応には恐らく酵素は関与せず, 生理

的条件下では非常にゆっくりとしか進行しない. 従 っ

て代謝の遅い組織においてのみ,HA は 顕著に見出さ

れている. 今回得られた結果, 即 ち, 核 白内障水晶体

中からHA が有意に見出されたとい うことは, 従 来の

説を支持していると思われる. た だし, Pirie 分類で,

III群以 上にのみ認められたということは, ほぽ連続的

に進行すると今まで考えられてきた核白内障水晶体の

変化において, Pirie分 類のII 群 とIII群 と の間に質的な

変異点が存在するという可能性を示しだのではないか

と思われる.

着 色現象との係わりで知られているのに, Maillard

反 応 がある. この, 進 行した核白内障水晶体, 即 ち褐

色白内障水晶体においても,Ma Ⅲard 反応 が起こって

いることが知られている12). その際,Ma Ⅲard 反 応の

生成物の多くは蛍光を有し, し かも可視領域に吸収を

持っているが, こ のHA 自身は非蛍光性であり, また

可視領域には吸収を持たないことから, 着 色には直接

関与していない. し かし,HA の存 在と着色との間に相

関性が見られたということは, 着 色機構とHA 生 成機

構との間に共通の機構が存在する可能性があると考え

られる.

稿を終えるにあたり, 正常水晶体を提供していただきま

した順天堂大学眼科 金井 淳先生, 女子医大第2 病院病

理 藤林真理子先生に深謝致します.

なお, 本論文の要旨は, 第90回日本眼科学会にて発表しま

した.
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