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老 人 性 白 内 障 水 晶 体 の コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝

- クリスマスツリー白内障について( 図6, 表1)
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要  約

老人性白内障水晶体, クリスマスツリー白内障水晶体, 若年透明水晶体をsucrose density gradient 法にて

分画し各分画のコレステロールをTCL 及びHPLC にて, 燐脂質をPcospholipid Test Wako にて測定した.

老人性白内障水晶体の線維形質膜分画はコレステロールの高値が認められコレステロール/燐脂質比の上昇が

認められた.老人性白内障水晶体でのこれらの現象は加齢による水晶体線維の核への授動と水晶体綵維の硬化

を示すーつの指標と考えられた.( 日眼 91 : 312―317, 1987)
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Abstract

Membrane preparation was obtained from human cataractous lenses, Christinas tree cataractous

lenses and young normal lenses by the method of sucrose density gradient. Membrane cholesterol was

measured by high performance liquid chromatography and total phospholipid was measured by

Phospholipid-Test Wako. I. The high cholesterol content and the high cholesterol/phospholipid (c/p)

mol ratio in membrane and in insoluble fraction of cataractous lens was revealed. 2.  The high

cholesterol content of membrane and the high c/p ratio were seen to be similar in cataractous and

Christmas tree cataractous lenses. 3.  These observation suggest that lens membrane fiber displace

toward the center of lens by aging and increase high rigidity in cataractous lens. (Acta Soc Ophthal-

mol Jpn 91 : 312-317, 1987)

Key words : senile cataractous lens, Christmas tree cataract, cholesterol, phospholipid, lens mem

brane fiber

I 緒  言

老人性白内障の形成において水晶体線維膜の構造

的, 機能的破壊が一つの重要な囚子であることは言う

までもない.

水晶体線維形質膜の主要構成成分であるコレステ
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ロ ール及 び燐脂 質を 測定 し, 白内 障形 成 におけ るこ れ

らの 役割 につい て検 討し た.

ま た, コレ ステp- ル, コレ ステ ロ ールエ ステル 結

晶の沈 着 とさ れてい る ク リスマ ス ツリ ー白内障 水晶 体

につい て も検討 した ので 報告 す る.

II 材 料 と 方 法

1. 実験 材料

屠殺 場 から得 た牛, 脉 水晶 体及 び白 色家 兎水 晶体 及

び全摘 さ れた老 人性 白内障 水晶体を 材 料 とした.

2. 薄層 クロマ ト グラフ ィ ー(TLC) に よるコ レス テ

ロール, コ レ ステロ ール エ ステル の分 析

そ れぞ れ 水晶 体に2mM CaCl2 を 含むTKM buffer"

を 水晶体 の10 倍 量加 え ホモジ ナ イスし た. 但し 牛水 晶

体 は皮質 と核を 分け た.

遠沈管 にdensity 1.22 蔗 糖/TKM buffer  (2mM

CaCl2 を 含 む) を15ml 入 れ, そ の 上 に 上 記 の ホ モ ジ

ネ ートを 重 層し た.

PRS-65T  ( 日立) で40,000rpm 5 時間 遠沈 し た.d

1.22 の層 と上 層 との間 を採 取し た. 但し 人 眼水晶 体で

は, 上 清 と中 間 層と沈 澱層 の3 分 画を得 た. 各 分画を

40,000rpm 30min 遠沈 し, 人 眼水 晶体 の上 清を除 くそ

の 他の 分画を 水 洗し24,  OOOrpm lOmin で遠沈 し, 沈査

を試 料 とし た.

各 層 を 分 取 し4̃5ml のFolch 液 で2 回 抽 出 を 行

い, クrl ロ ホル ム層を と り, クロ ロホル ム・酢 酸(100 :

1) 溶液2ml に とかしSilica Sep-Pak (Waters)2' に添

加し, ク ロロ ホル ム・酢酸 溶 液2ml で 溶 出, さ らに14ml

で溶 出し た. 溶出 液を 減圧 濃縮 した( 図1).

TLC プ レ ート(20 ×20cm)  (Merk) の下 から, 1.5

cm の部 に試 料 を マ イ クロピ ペ ッ 球こて 添 加し た. 展

開溶媒 は ヘ キサン ・エ チル エ ーテ ル・酢酸(90:10:

1) で16cm 展 開 し た. 発 色 試 薬 はFeCl3 ・ 6H20 で

100 ℃で2̃3 分で 呈色 さ せた.

3. 人 水 晶体 中の コレ ステ ロ ールの 定量

前 述の よ うに し て得 られ た人 水晶体 の各 分 画中 の中

性脂 肪分 画か ら高 速液体 クロマ ト グラフ ィ ー(HPLC)

に よ り コ レ ス テ ロ ール を 分 析, 定 量 し た3). 装 置 は

Model 6000A (Waters) でModel U 6K injector

(Waters) を用 いた. カラ ムはCosmosil 5SL φ4.6×

150mm 十Cosmosil 10SL 50mm ( 半井 化学) で 移動 相

は ヘ キ サ ンーn ブ チ ル ク ロ ラ イ ドー ア セ ト エト リル

一 酢 酸(90:10:1.5:0.01) で206nm で 検 出 し,

chromatopac C-RIA (Shimadzu) で分 析し た.

one lens
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図1 Isolation of Lens Fiber Plasma Membrane

and Extraction of Lipids

4. 人水 晶体 中の 燐脂質 の定 量

人 水 晶 体 の 各 分 画 をFolch 液 で 抽 出 の 後, Silica

Sep-Pak に 添 加 し, メタ ノ ール ・ クpp ホ ル ム・ 水

(2:1:0.8)  10ml で溶 出して 燐脂 質を 得た( 図1).

Phospholipid-T  est Wako (和 光純 薬) キ ットを用 い

て燐脂 質を 測定し た。

Ill 実 験 結 果

図2 にSucrose density gradient によ り, 分画さ れ

た 水晶 体を示 した. ク リスマ スツ リー白内障 水 晶体 の

中 層に こ1レ ステ ロ ール 結晶 と思 われ る塊状物 を 認め た

(* 印).

同じ 様に老 人性 白内 障水 晶体 の分離 さ れたII 層とIll

層 を透過 型電 子顕 微鏡 に よって観 察し た.H 層 には 水

図 2

¦縢¦
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表1 Cholesterol and Phospholipid of Human Lens

cholestero目凹/le冂s}phospholipid{ 凹ylens}cyph( 円yu9)c/ph(mol/ml)

lens  (n=2)

wet weight m9

206.05

cataractous lens {n=10}

(50-86){154.9-2251

68.4± 3.9 191  + 8.5

Christmas tree cataractous

lens (n=2)

(80-86) 228.6

I
I

Ⅲ

9.3

115.5

42

1 36.5  + 16.1

1 515 ±54.4

1 285.9  + 41.6

I
I 8.3

759.95

Ⅲ174

11 分  画

20.7

90.8

76.8

29.6士8.6

215.4±22.9

n6 ±18.6

8.2

190

78.2

図3 bar=0.1 μm

晶体 線維形 質膜 が認 めら れた. Ill層 にも 線維形 質膜 の

混在 が認 められ た( 図3).

TLC によ るコレ ステ ロ ール, コレ ステg- ル エ ステ

ルの 分析で は, 老 人性 白内 障水晶 体で はII 層, III層 に

コレ ステ ロール のみな らず コレ ステ ロ ール エ ステル の

存 在 が認め られ た( 図4).

HPLC に よ るコ レ ス テ ロ ール の定 量 の結 果 を 表1

に示し た. 正 常 水晶体 は38歳 男 の両 眼 透明 水晶体 であ

る.老人 性白 内障 水晶体 は50 歳か ら86歳( 平均 年齢68 ±

3.9 歳) の10 コであ る. ク リスマ スツ リ ー白内 障 水晶体

は80 歳 及び86 歳 の2 コで あ る.老人 性 白内障 水晶 体は,

若年 正常 水晶 体 にくらべII 層( 線維 形 質膜 分画) の コ

レ ス テロ ール(μg/lens) は明 らか に高 値を示 した. ク

0.44 ±0』3

1.78 士0.36

0.85  ± 0.27

0.9610.2

2.4 !01

2.53  + 0.2

1.03
3.93

2.22

mean 士SE

0.91

3.67

1.75

1.99  ±0.3

4.95  + 0.2

5.22t0.5

2.15

8.15

4.55

l cytosol

l lens plasma membrane

Ⅲwater insoluble fraction

111 分  画

リスマ スッ リー白内 障 水晶 体も11 層 の コレ ステ ロ ール

は正常 水 晶体に 比し 高値 を示 した が, 老人 性 白内障 水

晶体 とは 大差を 認め な かった.

燐脂 質は 線維形 質膜 分 画にお い て老人 性 白内 障水 晶

体 でや や高 値を示 し た. コレ ステ ロ ール/ 燐 脂質(m01/

m01) 比 を 見る とダ リ スマ スッ リ一 白 内障 水 晶体> 白

内障 水 晶体> 若年 正常 水晶 体 の順で あ った. こ れら の

結果 を 図6 に示 し た.

IV 考  按

Cotlier, Obara ら 椒ま人 眼 水晶 体 形質 膜( 不溶 性 分

画) におい て コレ ステ ロ ール/燐脂 質比 は皮 質 部で3.5,

核部 で3.4 であ るが, 老人 性 白内障 水晶 体で は皮 質部 で
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4.2, 核 部で4.5 とやや上 昇す るこ とを 述べて い る. ま

た 皮質で は 尿素可 溶性, 不溶 性分 画に おいて は コレ ス

テ ロ ール とsphingomyelin の増加 が認 めら れ, 核部 で

は グワ ニデ4 ソ可溶 性分 画にお いて コレ ステ ロ ール と

sphingomyelin が 増加 するこ とを 認めて い る.

Garner ら5)は, 人 白内障 水晶 体の 膜の破 壊 におけ る

生 化学 的 裏付け につ いて研 究し てい るが, 全水 晶体 の

総 燐脂 と コレ ステ ロ ール は正常 水晶 体 と差を認 めて い

ない が, 膜 にお いて はいず れ もやや 減少 の傾向 を認 め

て い る.

Rosenfeld ら6'は正 常 水 晶 体 と 白内 障 水 晶体 の 燐 脂

質, コレ ステ ロ ール, 脂肪 酸 の量に は差 は認め られ な

かった が, 正常 水晶 体で は脂質 の大 部分 が膜に 存在し

て い るの に対 し, 白内 障水 晶体で はそ の1/2 しか 膜に存

在 しな い ことを 述べ てい る.膜で の コレ ステp- ル/燐

脂 質の 比は, 正常 水 晶体で1.21 であ るの に対し 白内障

で は1.47 であ る こ とを 述 べてい る.

一 方, Gooden ら7)は中性 脂質 と燐脂 質を シ アル酸,

カラ ム クロ マト ダ ラフ ィ ーと二次 元TLC に よ り分 析

し, 白内 障水 晶体形 質 膜分 画の コレ ステi=・- ル/ 燐脂質

比 が1.5̃2.77 で ある のに対 し, 同年齢 の正 常水 晶体 の

そ れは1.0̃2.46 で有 意差を 認め てい ない.D Ⅲon ら8)

4

1. standard cholesterol

2 、F「action

3. Fraction l

I
I

4. Fraction Ill

( cytosol  )

( lens fiber  plasma membrane )

[Plasmc]membrane 十water insoluble fraction  )

Column : Cosmosil 5SL り,6 × 150 十Cosmosi 囗OSL  m.6 × 50m

M【】bile phase : hexane - n butyl chloride
acetoni びile - acetic acid
(90:10:1,5:0.01  )

Flow  rate : 1,0 ml/miri

Detection : chromatopac C-RIA 206nl

図5 HPLC separation of cholesterol from human cataractous lens
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図6 Lipids of Human Lens

は老人の正常水晶体と老人性白内障水晶体における中

性脂肪要素をHPLC で分析し,コレステロールの酸化

物を検討したがいずれにも発見されなかった.しかし,

現在迄に報告されていなかったコレステロール代謝物

質12種のセラマイドとVitamin E を抽出し同定し, こ

れらは年とともに蓄積される傾向にあると述べてい

る.

Zigman9'は老人水晶体と白内障水晶体では膜の燐

脂質の著明な低下を認め, sphingomyelin が増加する

ことを述べている.

Li ら10)は人眼水晶体を連続切片にしてコレステ

ロールと燐脂質の分布をTLC によって分析した. 正

常水晶体では,燐脂質は比較的均一な分布を示したが,

コレステロール/燐脂質の比は皮質から核へ向かうに

つれ上昇している八 白内障水晶体においても同様の

傾向を認めている.コレステ9- ル/燐脂質の比は膜の

rigidityを現わすものであり, 核部の形質膜において

高値を示すことは, 核部混濁の機構と皮質のそれとは

異なっていることを示すものであるとのべ, また形質

膜線維の皮質から核部への移行を示すものと説明して

いる.

クリスマスツリーは1968年飯沼ら11)が老人性白内障

水晶体の核部にクリスマスツリーの飾りを連想される

キラキラ光る結晶様物質を発見し命名したものであ

る. その後組織学的研究によりその結晶がコレステ

ロール及びコレステロールエステルであることが示さ

れた. 魚谷ら12)の報告によるとGC-MS によりコレス

テロールを検索し確認した結果, コレステロールは大

部分は遊離型で, 対側白内障水晶体に比べ増量してい

日眼 会 誌 91 巻 2 号

なかったとしている.

今回我々は, Sucrose density gradient 法にて老人

性白内障水晶体, クリスマスツリー白内障水晶体,38

歳透明水晶体を分画し, 各分画のコレステロール, 燐

脂質を測定した. 老人性白内障水晶体及びクリスマス

ツリー白内障水晶体は若年透明水晶体に比し, 線維形

質膜分画及び不溶性分画において明らかにコレステ

ロールの高値を認め,またコレステロール/燐脂質比の

上昇を認めた. クリスマスツリー白内障水晶体は老人

性白内障に比し, その線維形質膜中のコレステロール

値のやや上昇を認め, これがコレステロール結晶化の

一因と考えられる.

我々は, 従来人眼水晶体では殆んど検査できなかっ

たコレステロールエステル13)を, 老人性白内障水晶体

線維形質膜より抽出し, GC-MS により確認し,その構

成脂肪酸にパルミチン酸, ステアリン酸, オレイン酸,

リノール酸などを認めている14).

老人性白内障水晶体の線維形質膜分画及び不溶性分

画のコレステロールの高値とコレステロール/燐脂質

比の上昇は, 加齢による水晶体線維の核への移動を示

すとともに, コレステロール形成とあいまって水晶体

線維の硬化を示すものと考えられる.

V 結  論

老人性白内障水晶体(10個), クリスマスツリー白内

障水晶体(2 個), 38 歳の透明水晶体(2 個)について,

Sucrose density gradient法にて, 水晶体を分画し,

各分画のコレステロール, 燐脂質を測定した.

老人性白内障水晶体の線維形質膜分画は, 若年透明
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水 晶 体 の 同 分 画 に 比 し, コ レ ス テ ロ ール の 高 値 を 示 し

コ レ ス テ ロ ー ル/ 燐 脂 質 比 の上.昇 が 認 め ら れ た. ま た 可

溶 性 分 画, 即 ちCytosole 分 画 で の コ レ ス テ ロ ー ル 値 に

は 老 人 性 白 内 障 水 晶 体 と 正 常 水 晶 体 で は 差 異 を 認 め な

か っ た が, 老 人 性 白 内 障 不 溶 性 分 画 の コレ ス テ ロ ー ル

値 の 高 値 が 認 め ら れ た. ク リ ス マ ス ツ リ ー 白 内 障 に お

い て も 線 維 形 質 膜 分 画 に コ レ ス テ ロ ー ル の 高 値 が 認 め

ら れ, こ れ が コ レ ス テ ロ ール 結 晶 化 の 一 因 と 考 え ら れ

た.

老 人 性 白 内 障 水 晶 体 の 線 維 形 質 膜 分 画 及 び 不 溶 性 分

画 で の コ レ ス テ ロ ー ル の 高 値 と, コ レ ス テ ロ ール/ 燐 脂

質 比 の 上 昇 は, 加 齢 に よ る 水 晶 体 線 維 の 核 へ の 移 動 と

水 晶 体 線 維 の 硬 化 を 示 す 一 つ の 指 標 と 考 え ら れ た.
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