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老人性白内障水晶体形質膜のコレステロール

フステルについて(図9,表1)
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要  約

60歳以上の全摘された老人性白内障水晶体から庶糖グラディエント法により水晶体形質謨分画を得, HPLC

によりコレステロールエステル分画を得た. さらにTLC によりコレステロールエステルを2 分画得, GC-MS

により構成するコレステロール及び脂肪酸を確認した.老人性白内障水晶体形質膜にはコレステロールエステ

ルが存在し, その構成脂肪酸にはC16:0, Cl8:0, Cl8:1, Cl8:2, C24:1が認められた. 老人性白内障水晶体の形

質膜にコレステロールエステルが存在することは, 水晶体形質膜の代謝回転不活発性を示す指標と推察され

た.( 日眼 91 : 200-207,  1987)
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Abstract

Plasma membrane of senile cataractous lens was obtained by means of sucrose density gradient.

Cholesterol ester fraction of plasma membrane was extracted by high pressure liguid chromatography

and thin layer chromatography. Cholesterol and fatty acids in cholesterol ester were confirmed by

GC-MS.  Fatty asids in cholesterol ester were identified to bee 16 : 0, 18 : 0, 18: 1, 18:2 and  24:1.  The

presence of cholesterol ester in plasma membrane of cateractous lens suggests the rigidity of the fiber

cell membrane. (Acta soc Ophthalmol Jpn 91 : 200-207, 1987)
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I 緒  言

老人性白内障水晶体の脂質に関して, 加齢と透明性

との両面から様々の知見が示されてきたが, いまだ十

分な解明はなされていない. 本報は従来, 水晶体には

ほとんど存在しないと言われたコレステロールエステ

ル1)を老人性白内障水晶体の形質膜分画に認めGas-

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) によ

りその構成脂質皷を明らかにしたので報告する.

従来の研究では, コレステロールについてはGas
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Chromatography により明らかにされているが2),コ

レステロールエステルについては全く行われておら

ず, 今回GC-MS を用いて形質膜のコレステロールエ

ステルの存在を初めて明らかにした。

II 実 験方 法

1。実験材料

60歳以上の全摘された老人性白内障水晶体30コを使

30 human cataractous lenses
lhomogenize in the TKM

buffer (50mM Tris HCI. pH 7.4 / 25mM
KCI, 5mM MgCI2) contained ImM CaCl2

homogenate

ladd in tube contained sucrose
density 1.22g/cm3 centrifugate at
26000 rpm for 5hrs a1 40C

lens plasma membrane fraction

1extract with Folch's solution
{chlQroform : methanol = 2:日

neutra囗ipid fraction

↓dry under reduced pressure

Sep Pak

1eluate with chloroform : acetic acid
1100 : 1  I

H  P LC
4

cholesterol ester fraction
1

TLC
4

GC -MS

図I Assay procedure of ltb4 1n Bovine Lens
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用 した. 水晶体をImM CaCl2 を 含むTKM buffer3'  (50

mM Tris HCl/25mM KCl 5mM MgCl2, pH 7.4) に

入れホモジナイズし, いわゆるsucrose density gradi-

ent 法に て形質膜を得た. 即 ち庶糖(1.22g/cm3) の入 っ

た試験 管 に 入 れ26, OOOrpm で4 ℃で5 時 間 遠沈 し

た3),水 晶体形質膜分画を得, Folch 液( クロロホルム:

メタノール=2:1) で 中性脂質分画を抽出した. 中性

脂質分画を減圧乾固した. Sep-Pak  (Waters)41 に添加

し, クpp ホル ム: 酢 酸(100 : 1 ) で 溶出した. 溶出

液を高速液体クロマトグラフィー(HPLC) の試料 とし

た.

2. HPLC

HPLC の条件は図2 に示した. 機 種はModel  6,000

A  (Waters),  Injector はModel U 6K (Waters),

Spectrophotometric detector はModel SPD-2AC 島

津), Recorder はChromatopac C-RIA( 島 津) で あっ

た. カラムはCosmosil 5SL φ4.6 ×150mm 十Cos-

mosil  10SL φ4.6 ×5mm を使 用した. 移 動相は, ヘ

キサン:n, ブチ ル塩酸: アセトニトリル: 酢 酸(90 :

10:10:0.01) で 流 速はl.Qml/min 室 温で206nm で 検

出した. コレステp- ル(Sigma), コレ ステロールリ

ノール酸エステル(Sigma) を 標品として用いた.

3. 薄 層クロマトグラフィー(TLC)

HPLC に よ り得 られたこ1レ ステロールエ ステル分

画を とり, 減圧濃縮した. TLC プ レ ート(5 ×20cm)

1. standard of cholesterol ester

[cholestero]li 冂oleate, Sigma)

2. standard of cholesterol  (Sigma)

3. lipids of human lens fiber plasma

membrane

Column : Cosmos! 1 5SL φ叭6 × 150m Cosmosil 10SL φり,6 × 50m

Nob日e phase : hexane - n butyl chloride -
口cetonitrile - acetic acid
(90:10:1,5:0,01)

Flow rate : 1,0 ml/min
Detection : chromatopoc C-RIA 206nm

図2 HPLC separation of cholesterol and cholestero 】ester from plasma membrane

of human cataractous lens
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(Merk) の下から1.5cm の部に試料をマイクロピペッ

トにて添加し, ヘキサン: ベンゼン(1:1) で室温

で16cm 展開した. 発赤試薬はFeCls・6H20 で100℃で

2分で呈色させた.

4. Gaschromatography  (GC)-Mass spectro-

metory  (MS)

TLC 上のコレステp- ルエステル分画のI, II分画

をかきとり, それぞれに0.3N 水酸化ナトリウム/90%

メタノールを加え,100℃で2 時間アルカリ加水分解し

た. 放置冷却後, 石油エーテルでコレステロールを抽

出した. アルコール層を6N 塩酸で強酸哇とし,遊離脂

肪酸を石油エーテルで抽出した. さらにコレステロー

図3 One-dimensional thin layem chromatography

analysis of cholesterol ester in plasma membrane

of human cataractous lens (Solvent,  heχane:

benzene:=1:1)
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図8 Mass Spectrum of the Fatty Acid in the Cholesterol Ester Fraction (4)

ル はbis  (trimethylsilyl) trifluoroacetamide

(BSTFA)( 半井化学) で シリル化した. 遊 離脂肪酸は

5% 塩 酸y タ ノールでノチル化した5).

GC-MS で コレステロールの同定と各脂肪酸 タチル

を同定した6).

日立Model 80B GC-Mass spectrometer で行 った.

カラムは φ3mmX2m で10%  Silar 10C Uniport HP

100̃120mesh を つ めた. キ ャリアガスは窒素で30m1/

min, 温 度 は4 ℃/min で150 ℃から210 °Cまでgradient

を かげた.

Ill 実 験 結 果

1. HKLC によ るコレ ステロールとコレ ステロール

エステルの分離

図2 に示すとおりHPLC に より, コ レステロ ール分

画とコレステロ ールエステル分画が分離された.
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C  18: 2

2. TLC によるコレステロールエステル分画の分離

図3 に示すようにHPLC により分離されたコレス

テロールエステル分画はTLC により,1 分画と11 分

画に分けられた.

3. GC-MS の結果

図4 から図9 に示すように1 分画,11 分画ともコレ

ステロールを認め,脂肪酸は1 分画ではC16:O( パルミ

チン酸), Cl8:1( ステアリン酸), Cl8:1( オレイン皷),

表1 GC-MS の結果

1 分画

コレ ステロール
11分画

コレ ステ ロール

C16: O ( パルミチン酸)

C18: O ( ステアリン酸)

C18: 1 ( オ レ イ ン 酸)

C24: 1 ( ネ ル ボ ソ 酸)

C16: O ( パルミチン酸)

C18: O ( ステアリン酸)

C18: 1 ( オ レ イ ン 酸)

C18: 2 ( リ ノ ー ル 酸)
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C24:1(ネルポソ皷)を,11 分画ではC16:0, Cl8:0, Cl8:

Iの他C18:20 ノール酸)を認めた. GC-MS の結果を

表1 に示した.

IV 考  按

脂質は形質膜の構成成分として重要であることは言

うまでもない. 水晶体においても水晶体線維形質膜の

物理化学的機能の維持に必要の成分である. 人水晶体

の脂質は, 燐脂質と中性脂質がその大部分を占める.

中性脂質ではコレステロールが主なものとされてい

る. Brokhuyse71 は水晶体中の遊離コレステロールは

年齢と共に蓄積量が増加することを認めている.また,

水晶体形質膜のこ1レステロール/燐脂質化か他の組織

に比べると高く, 水晶体形質膜の流動性の減少してい

ることを推論している. 著者ら8)も老人性白内障水晶

体形質膜は, 若年透明水晶体の形質膜に比ベコレステ

ロール/燐脂質比の大であることを述べている.コレス

テロールのエステル型は, 血清リポ蛋白の代表的な構

成要素であって, 形質膜には一般には存在しないとさ

れているObara21 らはTLC によりわずかながらコ

―
・
・

2 4
Ｃ

レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル を 認 め て い る. 今 回 著 者 ら は,

老 人 性 水 晶 体 形 質 膜 か ら コ レ ス テ ロ ール エ ス テ ル を 抽

出 し,  GC-MS に よ り そ の 構 成 脂 肪 酸 を 同 定 し た. 水 晶

体 形 質 膜 の=1 レ ス テ ロ ール エ ス テ ル の 存 在 が 証 明 さ

れ, 水 晶 体 形 質 膜 の 代 謝 回 転 が 不 活 発 で あ る こ と が示

唆 さ れ た. さ ら に 量 的 な 変 動 に つ い て 検 討 し て い か ね

ば な ら な い と 考 え る.

こ の 論文 は 山 本 覚次 教 授追 悼 論 文 であ る.
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