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老 人 性 白 内 障 の 成 因

可溶性蛋白質の不溶化におげるガソマクリスタリソの役割( 図5, 表1)
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要  約

ゲル濾過の流出図において,マーカー蛋白質のうちでも特にyH クリスタリン分画の減少が成熟白内障で見

出された.この中でも核硬化の進行した黄褐色をおびたものに明らかであった.二次元電気泳動図においても,

この減少は主要なyH クリスタリンスポットに続く中・酸性側スポットの消失あるいは減少として確認され

た. これらの多くのスポットはyH クリスタリンのカルボキシメチル化で消失した. 成熟白内障におけるyH

クリスタリンの可溶性の減少はS-S 結合の形成がこれらの結果より考えられる. その結果, 高分子量凝集蛋白

質が増加し不溶化が進行するものと思われる.( 日眼 91 : 140-144, 1987)
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Abstract

The increase of yH crystaⅢn with age was apparent in human normal and premature lens soluble

proteins on gel filtration of Sephadeχ G-75 superfine column chromatography. However,  the decrease

of yH crystaⅢn was found in the mature, especially brown colored cataractous lenses. In the two

dimentional electrophoretic pattern, the decrease of the neutral to acidic yH crystaⅢn spots was

observed in the human mature lens soluble proteins. The pattern changes observed in the two

dimentional electrophoresis of human mature lens soluble proteins was generally similar to those

observed in the carboχymethylation of human premature lens soluble proteins. The decrease of yH

crystallin in the human mature lens soluble proteins could be caused by the s-s bond formation during

cataractogenesis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 140-144, 1987)
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I 緒  言

老人性白内障の基本変化の1 つである可溶性蛋白質

の不溶化の現象はよく知られているが, その機構は明

らかでない1).我々は, 正常水晶体の可溶性成分からゲ

ル濾過法により,4 種類の低分子量クリスタリソ(βs・

yH ・yLI ・yL2) を分画し, これらをマーカー蛋白質

として加齢のおよぼす影響を検討してきた2).この中

でも特色のある分画が幼少時より大きな峰をもち加齢

とともにその量を増すyH クリスタリソである.

これらのマーカー蛋白質は未熟白内障からえられる

可溶性成分でも正常水晶体と同じ流出パターンをしめ

し, 部位別( 皮質・核・嚢下) の混濁状態でもその間

に相違はしめさなかった3).

今回は, これらのマーカー蛋白質が混濁の最も進行

した成熟白内障の可溶性成分においても同じパターン

をしめすのか, あるいは明らかに変化をしめすのかに

より, 不溶化の現象を検討してみたい.

II 実 験方 法

材料は手術時に嚢内法によりえられた老人性白内障

水晶体をCCRG 分類に従って使用した4). 未熟白内障

(年・齢45̃89 歳, 平均73歳, 127 個) は混濁の部位は限

定 しないmixed type を用い, 成熟白内 障は年 齢

55̃91 歳( 平均73歳) のものを63個使用した. この場

合はCCRG 分類による核硬化の進行したグループと

していなレダループに大別した4).更に,角膜移植時に

えられた眼疾患のない透明な正常水晶体( 年齢16̃60

歳, 平均42歳,4 個) を対照とした. いずれも―80°C

に冷凍保存しておいたものを脱カプセル後, 皮質も核

もすべて用いた. 前報のごとく, 50mM KCl ・ 50mM

トリス塩酸緩衝液(pH 7.3) を用いて試料を調整し,

可溶性成分をセファデックスG-75 スーパーファイソ

カラムによりゲル濾過し各 クリスタリソ分画を得

た气 用いた水晶体は上記の総数を一度に用いたので

はなく, 最低は口固から, 多数の場合は得られた可溶

性成分の蛋白質量により分別し, ゲル濾過をくりかえ

した. これによってマーカー蛋白質分画の流出パター

ンの再現性を検討した.

可溶性クリスタリソ分画のカルボキシタチル化は試

料を8M 尿素・0.2%EDTA ・0.3M トリス緩衝液(pH

8,0)中でβノルカプトエタノールで還元し, モノヨー

ド酢酸を作用させた气 その後, Bio Gel P-2カラムで

脱塩し凍結乾燥をしたものを用いた. 二次元電気泳動
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法はO'Farrell の方法によった6).

Ill 結  果

可溶性蛋白質( クリスタリソ)のしめる割合を正常・

未熟および成熟白内障水晶体でまず検討した. 水晶体

の湿重量に対する可溶性蛋白質のしめる割合は正常水

晶体が16.2% であるのに対し白内障水晶体では未熟

9.5%, 成熟5.0% と減少していた. 即ち成熟白内障で

は正常水晶体の可溶性蛋白質の約3 割にしかすぎな

い.

得られた可溶性蛋白質をセファデックスG-75スー

パーファイソカラムを用いたゲル濾過法により高分子

量およびガソマクリスタリソを中心としたマーカー蛋

白質に分画した(第1 図).第1 図の上図がmixed  type

の未熟白内障水晶体の流出図である. 既に未熟白内障

のpure  typeである皮質・核・嚢下白内障での部位別混

濁に分類した未熟白内障の流出図にそれぞれの相違は

なく, これらは正常水晶体のそれとも同様であった气

これに対し, 成熟白内障でのマーカー蛋白質の流出図

(下図) は未熟白内障水晶体( 上図) のそれと量的に大

きく異っていた. マーカー蛋白質の中でも, 幼少時よ
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第1 図 可溶性蛋白質( クリスタリソ) 分画の ゲル濾

過図. 上図は未熟白内障. 横棒は4 種類の低分子量

クリスタリソ分画をしめす. 下図は成熟白内障. 矢

印はyH クリスタリン分画の減少をしめす.
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り明 白な 分画を もち 加齢 とと もにそ の量 が増 加して い

くyH ク リ スタ リ ソ 分画 の減 少 が 明 ら か に 成 熟 白 内

障で 見出 された( 矢印). 上 図の グ ラフの中 で横 棒で し

めさ れる βS・yH ・yLI ・つyLノ リ スタ リソ分 画がマ ー

カ ーの主要低 分子 量蛋 白質 であ る. この流 出 パタ ーン

を 下図 の 成熟白内 障 のそ れと比 較す ると量 的 な減少 に

よ り各ピ ークをし めす 吸収 が分 画に よって 逆転 して い

る. 上 図の未 熟白 内障 水晶体 にお いて は,yH ク リスタ

リン分 画が最 高 峰で 続い て βS ク リスタ リソ とyLj ・

yL2 ク リスタ リソであ る. これに 対し, 下図 の成 熟白 内

障 水晶 体で は βS ク リスタ リソが 主要 峰でyH ・yL1 ・

yL2 ク リスタ リソと続 い てい る. こ の流 出 パタ ーン は

成熟 白内障で も核 硬化 の進 行し た黄褐 色 の成熟 白内障

に再現 性 よくみら れた. 着 色度 合が弱 く, 核硬化 の進

行しな い もの の中 ではyH とβS ク リス タ リソ の逆転

が明白で ない 流出 図が えら れた.

第1 図( 上 下) の流 出図を ト レ ースし て マ ーカ ー蛋

第1 表 ゲル濾過に よる流出図からえられた

マーカー蛋白質の比率(%)

βS r H アL2 yL2

止常水晶体 41.7 46.5 10.7 1.1

未熟白 人丿障 水晶体 43.4 42.3 11.6 2.7

成熟白内障水晶体 67.7 22.4 7.1 2.8
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第2 図 正常水晶体の可溶性蛋白質( クリスタ リソ)

分画の二次元電気泳動図.N: 正常水晶体, WSP:

可溶性白蛋質, NEPHGE: Nonequ Ⅲbrium PH

gradient electrophoresis  (  1 次 元 目),SDS:

Sodium dodecyl sulfate スラブ ゲル電気泳勦法(2

次元目).矢印はそれぞ れの電気泳動法の方向をしめ

す.
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第3 図 成熟白内障の可溶性蛋 白質( クリスタリソ)

分画の二 次元電気泳動図. 横軸 と縦軸の説明は第2

図 と同じ. 泳動図中の矢印は減少したyH クリスタ

リンスポットの位置をしめす.
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第4 図 成熟白内障のyH クリスタ リソ 分画の二 次

元電気泳動図. 横軸と縦軸の説明は第2 図と同じ.

白質分画を切りだしその重量を測定し主要低分子量蛋

白質分画の比率をパーセソトでみると, 主要ピークの

逆転が明らかとなる(第1 表入 各ピークはかなりの幅

をもち重複しているのでこの値はおおまかな比率をし

めしているにすぎないが,yH クリスタリソのピーク

は半減している.βSクリスタリソは5 割の増加をしめ

し, ピークぱ小さいもののyL2 クリスタリソも増加す

る.yL1 クリスタリソは減少する.

白内障の進行過程における可溶性蛋白質の変化を更

にくわしく知る目的で二次元電気泳動図での展開を試

みた(第2 から5 図). 第2 図は正常水晶体の可溶性成

分の泳動図で, 縦軸方向が分子量, 横軸方向か荷電に

よるクリスタリンの分布をしめしている. 図でしめし
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第5 図 カル ボキシタチル化し た成熟白内障水晶体の

可溶性蛋白質( クリスタ リソ) 分画の二次元電気 泳

動図. 横軸 と縦軸 の説明は第2 図と同じ. 泳動図中

の矢 印は減少し たyH クリスタ リン スポットの位

置をしめす.

ていな卜 が未熟白内障水晶体もほぼ正常と同様のパ

ターンをしめした. 第3 図は成熟白内障水晶体から得

られた可溶性成分の泳動図である. 両者とも多数のク

リスタリンによるスポットがみられるが, 比較してみ

ると成熟白内障水晶体の低分子量で中・酸性側のス

ポットが消失ある卜 は減少していることが判明した

(第3 図矢印). この変化のみられたスポットがどのク

リスタリソによっているかを知る為に, 第1 図でえら

れた各種クリスタリソ分画を個別に同様の操作で二次

元電気泳動法を試みた7).その結果, 第4 図でしめした

yH クリスタリソの主要スポットに続く中・酸性側ス

ポットが第3 図の成熟白内障で矢印の部位に相当し,

主としてyH クリスタリソのスポットが消失あるい

は減少していることが判明した. これらの多くのス

ポットは第5 図の未熟白内障水晶体より得られた可溶

性成分のカルボキシノチル化で消失あるいは減少して

いる部分( 矢印) に相当した.

IV 考  按

老人性白内障の進展過程でみられる基本的な変化の

1 つである可溶性蛋白質が不溶化していく際に1),

マーカー蛋白質であるガソマクリスタリソがどのよう

な役割をしめるかを明らかにしようとこころみた.

対照群として用いた正常水晶体の個数が少数である

もののゲル濾過の流出図でみるかぎり, 未熟白内障水

晶体のそれと比較してもその差は見出せない3).未熟

白内障の代表的なタイプを皮質・核・嚢下と分類し,

これらの可溶性蛋白質の流出図でもタイプの差はみら
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れない3).し かし, 低 分子 量 ク リスタ リソ分画を 比較 す

る と等電 点 の 差は すで に生 じ てい る气 ところ が成 熟

白内障 水晶 体 の場合, 可 溶性蛋 白質 の減 少 とと もに ゲ

ル濾過 に よる流 出図 は未 熟白内 障 のそれ とは 異って き

て い る(第1 図). 成 熟白 内障 から えられ る可 溶性蛋 白

質 では, 加齢 と ともにそ の量 を増 して い くyH クリ ス

タ リン 分 画の減 少が 明ら かに みら れた. この中 で も着

色 のつ よい 核硬化 の進 行し た ものに 再現 性よ くみ られ

た こ とは興 味深い.

これ ら のク リスタ リソ 分画 の変化 を更 にくわ し く観

察 する ため に, 二 次元 電気 泳動 図で の展 開を試 みた.

正常 水 晶体 ・未熟 お よび成 熟 白内障 水晶体 の可 溶性 成

分 から えら れるた く さん のス ポッ ト( 第2 ・3 図) を

同定 す るた めに第1 図 の ゲル濾 過で えら れた各 分画 の

泳 動図で 比較 検討 した. 各種 クリ スタ リソの位 置を 比

較し て みる と, こ の中で もyH ク リスタ リン分 画の位

置( 第4 図) が, 正常 水晶体 と白内障 水晶 体の 差の 部

分 に相当 した. 成 熟 白内障で はyH クリ スタ リン( 第

3 図) は矢印 の部 位に 相当し 主 として こ のク リスタ リ

ン 分画 の中・ 酸性 側 スポ ットの 消失であ った.

これ らの多 くの ス ポッ トは 未熟 白内 障水 晶体 より え

ら れた可 溶性 成分 の カル ボキシ メチ ル化 で 減少あ るい

は消 失し た. この面 か らみ る と成 熟 白内 障 水晶 体にお

け るyH ク リ スタ リソ の減 少 は, 可 溶性 蛋 白質 中 の

S-S 結 合の形 成 が起因 して い るこ とにな る. その 結果,

高分 子量 凝集蛋 白質 が増 加し, 可 溶性蛋 白質 の不 溶化

か進 行す る ものと 思わ れる. こ の逆の反 応 として 不溶

性蛋 白質を 尿 素や4-ビュ ールピ リジ ン な どの試 薬を 用

い て可 溶化 し ゲル濾 過 によ りふた たび マ ーカ ー蛋 白質

の分 画を ここ ろみた が8)9),い ずれ の場合 も高分子量 蛋

白質 のみ流 出し た. こ れよ り高分 子量蛋 白質 凝集 は強

固 で可 逆 性に 乏しい もので あ った. s-s 結 合の 増加 が

可 溶 性蛋 白質 にお こる主 な変化 と考 えら れ る.し かし,

進 行し た 白濁 と核硬 化に よる着 色 がみら れ るこ とが多

い ことを 考 える とこ れ以 外 に も異な る結合 が長年 に わ

た る成 熟白内 障形 成 に関与し て いる可 能性 もあ る.
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