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紫外線による牛水晶体可溶性蛋白凝集に関する高速液体クロマ ト

グラフィー及びアミノ酸分析による検討 (図 7,表 1)
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要  約

牛水晶体クリスタリンの紫外線照射 による影響を,高速分子飾クロマ トグラフィー (molecuar sieVe high

perfOrmance liquid chrOmatOgraphy)に よって,各クリスタリンの凝集化を経時的に検討 した.さ らに,

クリスタリンを構成するアミノ酸の変化について,ア ミノ酸分析を行った.結果は,次の通 りである.1.高速

分子飾クロマ トグラフィーのパターン解析から,紫外線照射初期では,分子量 1万以下のペプタイドが,す べ

てのクリスタリンにおいて形成 されることが示 された。2.紫外線48時間照射でβilβLヵ ク リスタリンに high

mOlecular weight protein(Ⅱ MW)(分子量100万 以上)が形成 されたが,α‐クリスタリンでは形成 されなかっ

た。3.βLク リスタリンをサブユニットの面から検討すると,サ ブユニットの高分子化が認められた.4.ア ミ

ノ酸分析の結果,各クリスタリンともトリプ トファン (TryptOphan), ヒスチジン (Histidine),次 いでチロ

ジン (Tyrosine)の 順に減少 した。 (日 眼 91:1264-1271,1987)

キーワー ドi牛水晶体蛋白,紫外線照射,凝集,分子飾高速液体クロマ トグラフィー,ア ミノ酸分析

Abstract

The effects of ultraviolet (UY) irradiation on bovine lens crystallin were studied using molecular

sieve high performance liquid chromatography. The aggregation of each crystallin was investigated

with the passage of time, and the change of amino acids in hovine lens crystallin was assesed by amino

acid analysis. Molecular sieve high pressure liquid chromatography disclosed the formation of peptides

(molecular weight 10,000 or less) in every crystallin in the early stage of UV irradiation. Irradiation

of UV light for 48hrs induced the formation of high molecular weight protein (molecular weight more

than a million) in Fu, 13, and 71 crystallin, but none in a-crystallin. B1 crystallin, which was assessed

on the basis of subunits, revealed the aggregation high molecular subunits. Amino acid analysis

disclosed the decrease of Tryptophan, Histidine and Tyrosine in decreasing order (Acta Soc Ophthal-

mol Jpn 9l:.1264-1271, 1987)
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I緒  言

ヒト自内障の成因には多くのものが存在するが,そ
の一つとして,光酸化 との関係はよく知 られた現象で

ある。著者は前報 1)に おいて,牛水晶体を用いて紫外線

照射により,α ,β ,γ クリスタリンがいかなる影響を

うけるかについて,SDS‐ ポリアクリラマイ ドグル電気

泳動により検討 し,各 クリスタリンは,サ ブユニット

そのものから凝集が始まり,中間高分子量凝集をおこ

し, さらに高分子量凝集へと移行することを明らかに

した。

本報は,高速分子飾液体クロマ トグラフィーを用い

て,α ,島 ,βL,%Iク リスタリンの凝集化を時間的に検

討 し,さ らに, ク リスタリンを構成す るアミノ酸の変

化について検討 したので報告する。

II 実験方法

1。 実験材料

前報1)と 同様,岡山市内の屠殺場 より得た可及的新

鮮な牛眼さら摘出した湿重量2.0～ 2.2gの正常水晶体

を使用した.

2.試料の調製

水晶体を脱カプセルした後,0.lMト リス塩酸緩衝

液 (pH 7.4)を 10倍量加え,ホ モジナイズした。ホモ

ジネートを12,000rpm 4℃ で30分遠心 した後,上清を

得た .

3.カ ラムクロマ トグラフィー

カラムは φ2.5× 190cmで,担体は Sepharose CL‐ 6

B(Pharmacia Fine Chemicals)で ｀
, 溶媒は0.lMホ

ウ酸緩衝液(pH 7.4)で ,4℃下で行 った.UV detector

Model UA‐ 5(ISCO)を 用い,280nmで検出, フラク

ションコレクターModel FC‐220K(Gllson)で 各クリ

スタリンを分取 した。なお,‰ クリスタリンは,カ ラ

ム φ5× 90cmで ,担 体 は,ウ ル ト ロ グ ル AcA
54(LKB)で ,溶出液は0.lMト リス塩酸緩衝液 (pH
7.4)で 分離 した。α,βH,βLク リスタ リン分画は

,

collodion bag(Sartorius)で 濃縮 し,γHク リスタリン

はそのままを使用 した .

4.紫外線照射

Black― Ray MiOdel B‐ 100A (Ultra ViOlet PrOducts

lnc)を用い,極大波長254nmで 30cmの距離から4℃

で, ローテーターRT‐50(大洋科学工業)で試料を回転

させて照射した .

5。 高速分子飾液体クロマ トグラフィー (Molecdar

Sieve IPLC)

機種は,Mode1 6000A(Waters), インジェクター

クま 4ヽodel U6K(V√ aters), Spectrophotornetric detec‐

torは , M:odel SPD-2A(島 津), Recorderは ,

chromatopac RIA(島 津)を使用 した.カ ラムは
,

TSK‐Gel G 4000 SW φO.75× 30cm+G3000 SlⅣ

φO.75× 60cm(東洋 ソーダ)で,溶出液は0.05M燐酸

緩衝液 pH 7.0(0.lM硫 酸ナ トリウムを含む)で,210
nmで検出し,流速は,0.5m1/minで行った。

また,βL‐ クリスタリンについて,ポ リペプタイ ドの

動 向をみ るた め,カ ラムTSK― Gel G 3000 SW

φO.75× 60cm(東洋 ソーダ)で,溶出液は,0.1%SDS
を含む0.lM燐酸緩衝液 (pH 7.4)で ,流速0.2m1/min

で分析した.ま た,ト リプトファンの動向をみるため ,

Fig.l HPLC elution profile of inarker protein by
′
rSK 4,000Sヽ V and′ rSK 3,000S coluinn
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蛍光分光高度計にて,励起波長 (Ex)280nm,蛍光波

長 (Em)380nmで検出した。

試料は,Bio Rad Protein Assay(Bio Rad)で 蛋

自量を測定し,α ,島,Aク リスタリンは2mg/m10.1

Mホ ウ酸緩衝液 (pH 7.4),‰ クリスタリンは,2mg/
m10.lMト リス塩酸緩衝液に調整し,それぞれ10μ lを

使用した。

告

日眼会誌 91巻  12号

6。 ア ミノ酸分析

上記の如 く, カラムクロマ トグラフィーにより分画

した α,βH,βL,ヵ クリスタ リンを,UV照射24時間 ,

48時間行 ったものを試料 とした。加水分解は,通常行

われる試料の200倍の6N塩酸による方法 と, トリプ ト

ファンの破壌を少なくするため, メタンスルホン酸に

よる加水分解の方法2)を 用いた。ア ミノ酸分析装置は
,
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III 実験結果

1.高分子飾クロマ トグラフィーによる分析

図 1クこMiarker proteinの HPLC′くターンを示 し

た。図 2お よび図 3に,各 クリスタ リンの HPLCパ

Amino Acid Analyzer model A-5500(医 理化学工業)

で,分析は One column methodで , カラムは,φ 5x

120mm IRICA SCX‐ 1005で ,温度は,33°Cか ら69°Cで

5段階で行った.緩衝液は,pH2.83か らpH 4.1ま で

の 4段階 とした .
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ターンを示した。各 ク リスタリンは,初期照射 (12時

間まで)において,分子量 1万以下のペプタイ ドが形

成されることが示された。

0.10

日眼会誌 91巻 12号

βH‐ クリスタ リンは48時 間照射で,βL‐,‰ クリスタリ

ンは24時間照射で,high molecular weigh protein

(HMW)が形成 されてきた. しか し, 針 クリスタリン

- 
control

__ U V irradiation (q8 hrs)

a -Crystallin fr-Cry$allin pr -Cryslallin rr-Crystallin

Fig. 4 HPLC elution profile of bovine lens crystallin after UV-irradiation (48

hrs)

24 hrs 48  hrs 72  hrs
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では形成されなかった。

図 4は,紫外線照射48時 間の各 ク リス タ リンの

HPLCパ ターンと対照 とを比較 して示 した ものであ

る.Marker proteinか ら求めた分子量を ( )内 に示

した。

βr,βし,,‰ クリスタ リンは48時間で分子量100万 以

上の HMWの 形成が見 られたが,α クリスタ リンでは

24  h「 s 48  hrs
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形成 されなかった。

2.βLク リスタリンにおけるサブユニットの変化

図 5に βLク リスタ リンのポ リペプタイ ドの HPLC
パターンを示した。照射24時間でサブユニットの高分

子化が認められた .

図 6に βLク リスタ リンにおけるサブユニット中の

トリプ トファンが,照射時間の長 くなるにつれて次第

72 hrs

o   m   80 min 40     80

RetentiOn time

mi n 80Ю

- 
control

Lrcitation at 280 nm and emission at 380 nm 

- 
after IJv irradiation

Range: I.0

Fig. 6 Changes of Tryptophan in bovine fr-crystallin after UV-irradiation
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Fig. 7 Chfnges of Tyrosine, Tryptophan and Histidine in bovine lens crystallin
after UV-irradiation
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Table l

α  crystallin

Asp

Thr

Ser

Clu

C ly

Ala

val

Cys

Md
i― Leu

teu

Tyr*
P he

Trp*
Lys

His*
Arg

Pro

Asp

Thr

Ser

Glu

Cly

Ala

Val

Cys

M償

!― Leu

Leu

Tyr *
Phe
Trp*
Lvs

His *
Arg

Pro

Changes of Amino acid in bovine lens crystailine after UV-irradiation

Bp crystallin
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N"3
m mol/mg

01 crystallin

4 hr

267

145

383

649

495

214

227

10

“146

264

192

196

68

399

124

409

301

・ 3

mol I mg

に減少 していくことが示 された.

3.ア ミノ酸分析

表 1において,各 クリスタリンの紫外線照射による

ア ミノ酸の変化を示 した。図 7に変化の大きかったチ

ロジン, トリプトファン, ヒステジンをグラフに小 し

た。各 クリスタリンとも トリプ トファン,シ スチジン
,

チロジンの順に減少 した .

V考  按

近紫外線がヒト自内障の成因として重要であること

はよく知 られ,特に,核白内障や褐色自内障 との関係

は,古 くから論じられてきた。).白内障水晶体では,一

般に,高分子蛋白の凝集,着色,蛍光の増強,SH基の

減少などの特長がみ られ4),こ れらは,光酸化によって

もおこり得るし, また増強された りもする.こ の交差

結合蛋白,蛍光,着色に関して多 くの研究が行われて

いる。

著者は,牛水晶体 クリスタリンに紫外線を照射 し,

その効果について高速分子飾クロマ トグラフィーを用

いて,各クリスタリンの凝集化を経時的に検討した。

mol / mg
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?rs crystallin
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Ser
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Tyr*
P he

Trp*
Lys

24 hr    48 hr

1299       1370

493        524

915    915
1961        1913

1297    1304
785    774
591        592

59        34
457        395

550        540

918        908

927         708

874    844
213        59
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1785    1558
683        646
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ノ酸は,酸化 されやす く,ま た, ク リスタ リンの高分

子量凝集に深 く関わ っていると考えられた。

著者 らは,同 じく牛水晶体 ク リスタ リンの紫外線に

よる高分子量凝集を,種 々の対酸化剤による抑制効果

を検討 しているが, これ らのア ミノ酸の うち, ヒスチ

ジンは,高分子量凝集を抑制する効果のあることが認

め られた 1。 ).
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紫外線の初期照射においてすべてのク リスタリンにお

いて,分子量 1万以下のペプタイ ドが形成された。 こ

れは前報5)に おいて, ヒト老人性自内障水晶体の可溶

性分画において認め られたものと一致 し,紫外線照射

と関係あるものと考えられ,興味がある。

各クリスタリンの高分子量凝集化は,紫外線照射時

間に応 じて進行 していくことが示された。紫外線48時

間照射では,βH,βL,ヵ クリスタリンに high mOlecular

Weight protein(HMW)(分 子量100万以上)が形成さ

れたが,α クリスタ リンには HMWは 形成されなかっ

た。αクリスタ リンが紫外線照射の影響をうけにくい

ことは前報1)に おいても述べた。

βLク リスタリンを用いて,サ ブユニットのレベルで

高分子量凝集を検討すると,サ ブユニットそのものか

ら凝集がおこっていることが示された。また,サ ブユ

ニット中の トリプ トファン残基の早期の減少が認めら

れた。

Gooseyら 6)は ,_重項酸素を用いて,牛水晶体クリ

スタ リンのポ リペプタイ ドの交差結合について検討

し, ヒト自内障発生 との関連について述べ, さらに,

一重項酸素処理により,SH基の減少することを述べ

ている7)。 また,一重項酸素で,ヒ ト白内障水晶体可溶

性分画を処理すると, 4時間で トリプ トファンとヒス

チジンの減少することを述べている8).構
澤 ら9)は , ヒ

ト老人性核白内障水晶体をオゾンで処理 し,そ の初期

のアミノ酸残基への作用を検討して, トリプ トファン

システイン残基が早期より酸化されることを述べてい

る。次いで, ヒスチジン,チ ロシンおよびメチオニン

残基の順に酸化されるとしている.

構澤 ら9)も
述べている如 く,オ ゾンのもつア ミノ酸

残基の被酸化性は,蛋白質によっても異なる.著者は
,

今回の実験で,牛水晶体の各クリスタ リン中のアミノ

酸が,紫外線照射によってどのような変化をきたすか

を検討 した.いずれのクリスタリンも, トリプ トファ

ン, ヒスチジン,次いで,チ ロジンが減少 した。

なかでも,‰ ク リスタリンの トリブ トファン残基の

減少は,著明に認め られた。

前述の構澤ら9)の オゾン処理に比べ,反応はやや緩

慢であ り,減少の程度 もやや軽かった。 これらのアミ


