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ヒト白内障水晶体中 exopeptidase並 びに leucine

enkephaHn様物質の検討 (図 3,表 2)
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要  約

われわれは,自 内障水晶体中 exopeptidaseに ついて検討を加え,さ らにleucine enkephalin様物質の存在

を確認 した。水晶体中に存在するexopeptidaseの うち,aminopeptidaseは ,脳内膜結合型 aminopeptidase

と類似の性質 を有 し,enkephalin代謝に主 として関与 していることが考えられた。また dipeptidyl aminope‐

ptidase IHは ,脳や膵臓に存在する酵素と異質の性質を有 していることが示唆 された。ヒト白内障水晶体には,

radioimmunoassayに より387.7± 191.8pg/1ensの leucine enkephahn様物質の活性が認められ,高速液体

クロマ トグラフィーを用いて leucine enkephahn様 物質であることを確認 した。また,サル正常水晶体 におい

ても388.5± 242.9pg/1ensと ほぼ同等の活性が認められ,自 内障の病態との直接の関連性は得られなかった。

しか し,何 らかの生理作用を有 している可能性 は否定 し得ず,そ の解明は今後の課題 である。 (日 眼 91:
559-564, 1987)
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Abstract
We found that leucine-enkephalin like substances and enkephalin degrading exopeptidases are

present in the soluble fraction of human cataractous lens. Mean values of immunoreactive leucine
enkephalin were found to be 387+191.8pg/lens using high performance liquid chromatography and a
specific radioimmunoassay followed by a dialysis technique. An almost identical value of 388.5+242.
9pg/lens was obtained even in the monkey lens. Further studies of enkephalin levels in patients are
necessary to clarify the physiological significance of the levels of enkephalin and its degrading
enzymes in the lens. (Acta Soc Opthalmol Jpn 91 : 559-564, 1987)
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I緒  言

近年,McDonaldl)ら が自内障水晶体 において,

exopeptidase活 性が上昇することを明らかにし,自 内

障の病態に何等かの関与があるのではないかと述べて

いる。われわれは,脳,脳脊髄液,お よび血液などに

存在するオピオイ ド作用を有する enkephaHnと ,そ
の exopeptidaseな どがどのような生理的機能を果た

しているか検討 して きた2)3)4).そ こで,水 晶体中の

exopeptidaseが enkephahn代謝に関与する酵素であ

るかを,種 々の enkephahn分解酵素阻害物質を用い

て検討 し,さ らに radioimmunoassay法 により,水晶

体可容分画中に enkephahn様物質を見い出したので

報告する。

II 実験方法

1.供試水晶体

検体は手術により摘出した自内障水晶体18個 を使用

した。対象患者は,男性11名,女性 7名 ,年齢65.2±

12.2歳 (mean± SD.)で,そ のなかで肉眼的に明らか

に高度に混濁 した水晶体は, 4個であった。また同時

に, カニクイザル (5～ 10歳 )よ り摘出した水晶体 12

個 も使用,摘出水晶体は,25mM Tris HCL burer pH

7.0で洗浄した後,精製を行った。また,サルからは房

水も採取 した。

2.精製法

enkephaHn(以 下 Enk)と exopeptidaseの 精製は
,

1水晶体当た りlmlの 25mM Tris HCL burerpH 7.0

を加えて hOmOgenizeし ,2,5000rpm20分 遠心した後 ,

上清を25mM Tris HCL bu“ σ pH 7.0に対し4℃ 下に

おいて,over nightで透析を行った。透析チュープは

Visking Company製 の seamless cenuloSe tubing

(size 20/32)を 用い,透析液はサンプルlmlに対 し100

ml使用,透析操作により分子量 1万以上の蛋白や酵素

などと,それ以下の低分子物質と分離 した2)。 内液中の

蛋自量は,Lowry法により約39.5mg/mlで あった.以

上の操作で得 られた透析内液で,各種 exopeptidase

の活性を測定 した。透析外液については,シ リカグル

ODS‐Q3カ ラムに通 した後,カ ラムを充分量の蒸留水

で洗浄,80%メ タノールにて Enk様物質を溶出した。

溶出液は減圧乾固 し,粉末状で-20℃ に保存,後 日

radioimmunoassay,並 びに高速液体 ク ロマ トグ ラ

フィーを施行 した .

3.薄層オー トラジオグラフィー
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0.lmci[H3]Leu‐Enk(New England Nuclear製 )

を10μ l,透析内液20μ l,250mM Tris HCL buffer pH

7.0 10μ lを 加 えた後 H20な どを加 えて総量50μ lと

し,37°Cにて30分間反応させ30%酢酸 10μ lを加えて反

応を止めた.以上の反応溶液をシ リカグルプレー ト

(Mark製 No.5721)に スポットし,展開溶媒クロロ

ホルム/メ タノール/酢酸/水 (45:30:6:7V/V)で 約

15cm展開した。プレー トは乾燥 させた後増感剤7%2,

5‐diphenyloxazole/diethylether溶 液 を噴 霧 し,

Kodak XS‐ 1フ イルムを用いて -80℃ 下で 2日 間感光

させた。

4. exopeptidase'舌 性
'貝

」定

alninopeptidase測 定はlMi Tris HCL bufFer pH

7.0 50μ l,透析内液300μ lに H20や阻害物質を加え総

量750μ lと し,合 成 基 質2mM L‐ AlaniιルNaph‐

tylamide 250μ lを加え30分間反応 させた後,Fast Gar‐

net(lmg/ml,SIGMA社 製)1,000μ l加 え室温下30分

放置した.吸光度は HITACHI Spectrophotometer

Model 100■ 0を使用,525nmで測定 した。

一方,dipeptidyl aminopeptidase測定は,aminope‐

ptidaseの 阻害剤であるBestatin 10μ gを測定系に入

れ5)aminopeptidaseの 影響を排除,2mM Arg‐ Arg β

Naphthylamideを 250μ l, 0.lM Tris‐ HCL buffer pH

9.0 500μ l,サ ンプル150μ l並 びに H20を加えて総量

1,000μ lと し,以下 aminopeメidaseと 同様の方法を用

いて活性測定を行った。

5。 radioimmunoassay法 (以下 RIA)

透析外液をカラムなどで部分精製 して得られた粗粉

末 (採取量lmg以 下)は0.068M borate bu“ erpH 8.6

100μ lで｀
i容

1解 し,[1251]Leu― Enk (New England
Nuclear製 )を同様の burerで 10,000cpm/100μ lに希

釈したものを使用,常法に従い。),ウ サギより作成した

抗血清を1,000倍 希釈 して得 られた抗 Leu‐ Enk抗体

100μ lと 混和,4℃下 over nightで 反応 させた。そのの

ち,1%ウ シ γグロブリン100μ l,30%ポ リエチレング

リコール6000 500μ lを加え,十分に攪拌,3,000rpm10

分間遠沈,そ の沈査の放射活性を ガンマカウンター

(Packard社製 Auto― Gamma 800)を 用いて測定した .

同時に既知量の Leu‐ Enkを 用いて標準曲線を作成 し,

検体中の Enk様物質量を算定 した。

6。 高速液体クロマ トグラフィー (以下 ⅡPLC)

粗粉末は展開溶媒0.1%酢酸/ア セ トニトリル(75/25

V/V)に溶解 し, μ Bondapak C‐ 18の カラム (0,78×

30cm)を用いた HPLC(Waters Associates,6000‐ A)
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で流速2m1/min.に て分画採取,そ れぞれの分画を減圧   表 l lnhibitory erect of various rptides On the

乾固した後,上記のRIAで測定した。          aminOpeptidaSe in lenS

III 結  果

シリカグル薄層オー トラジオグラフィーで分析する

と,水晶体可溶分画中には Enkを 分解す る 2種類の

peptidaseが存在した (図 1)。 図 1に示すように,水
晶体可溶分画中に基質 [3H]Leu‐ Enkを加えると [3H]

Trosineの iagmentが観測 され, さらに aminope‐

ptidaseの 阻 害物 質 Bestatinを 加 え る とTyrosine‐

Glycineの iagmentが現れた。以上のことより,水晶

体可溶分画中には Enkの N末端 より1番 目を分解す

るaminopeptidase,並 びに 2番 目を分解す る dipe‐

メidyl aminopeptidaseと 二種類の酵素が存在す るこ

とが確認された7).

そこで aminopeメidaseについて,各種酵素阻害物

質を用いて検討 した (表 1)。 表 1に示す よ うに,

Actinonin,Amastatinに 対 して非常に強い阻害活性

を示し, さらに Be■■in,Puromycinな どに対 しても

阻害活性を示すが,Arphamenineで は,殆 ど阻害は認

め られ な かった。これ らの こ とよ り水 晶体 中 の

aminopeptida鍵 は,脳 内 の Enkを 分解 す る Mem‐

brane_bOund aminopeptidase8)類 似の性質を持つ もの

であることが示唆された。

l.Leu-Enk

2.Leu-Enk + Lens soluble fraction

3-Leu-Enk + Lens soluble traction + Bestatin

●  ● Enk

Tyr

Tyr- Gly

o rlg ln

123

tr 1 Autoradiography of fragments from degrad-

ed enkephalin in human cataractous lens.

peptide ('ll/g) inhibition (%)

Bestatin

Amastatin

Puromycin

Actinonin

Arphamenine

56.8

90.9

54.5

100

0

表 2  1nhibitory el“ Oct of various peptides on the

dipeptidyl arninopeptiase in lens

pe ptid e(lμ g)   inhib面 on(%)

Leup eptin

K yotorp hin

Angiotensin JII

Actinonin

0

0

69

71

また同様に,Arg― Arg β Naphthylamideを 水解す

るdipeptidyl aminOpettidase IIIの性状について,各
種阻害物質を用いて検討を行った (表 2)。 その結果 ,

従 来 報 告 さ れ て い る 膵 臓 由 来 の dipeptidyl

aminopetidase IIIに 強 い 阻 害 活 性 を 示 す

Leupepcin9),脳 で Enk代謝に関与 していると考えら

れているKyotorphin10)な どに対して無効であったが
,

Actinoninや Angiotensin IHに は阻害活性が認められ

た。これらの結果より,水晶体中 dipeptidyl aminope‐

ptidaseは膵臓や脳由来のもとは,別 の性質を有する

可能性が考えられた。

抗 Leu‐Enk抗体 と交差活性を示す物質について,ヒ

ト自内障水晶体及びサル水晶体の可溶分画中より抽出

し検討 した。自内障では,平均387.7± 191.8pg/1ensの

Enk様物質が含まれていた(図 2).サ ル水晶体におい

ても同様に,388.5± 242.9pg/1ensと はぼ同じ値を示

し,両者間による極端な違いは認められなかった。さ

らにこの物質について HPLCで分画採取 した ものを

それぞれ RIAに て測定すると,標準 Leu―Enkと 同一

の溶出時間に交差活性のピークがみられ,Leu― Enk様

物質であることが確認された (図 3)。 また標準 Met‐

Enkと 一致 した溶出時間にも小さなピークがみ られ

たが,われわれの使用 した抗 Leu‐Enk抗体は,約10%

Met‐Enkと も交差活性を示す ことから,Met‐Enk様

物質の存在する可能性 も考えられた.

さらに,サルの12の 眼球 より採取 した房水をひとま

●
▼

●
▼
●
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e

Human Monkey
cataractous lens normal hns

n=18 n=12
387.71,19'1.8 388.5t242.9
Values are meantSD

図 2  Values of leucine‐ enkephalin like immunor‐

eactivity in lens

とめにし,透析を行い同様の方法で Enk様物質を測定

したが,活性は認められず,水晶体内のみに Enk様物

質が存在することが強 く示唆された。

IV考  察

神経伝達物質 として,Enkが脳 よ り単離 されて以

来
口),生体内よリオピオイ ド作用を有する物質が数多

く見い出されてきた。これらオピオイ ドペプタイ ドは,

その骨格の一部に必ず Leu‐Enk又 は,Met‐Enkを有

しているという特徴がある。さらにこれらは,脳内は

もとより脊髄液,血液,消化管12),副腎
13)な ど体液中の

様々な部位に存在 し,疼痛制御以外にどのような生理

機能を果たしているか注 目されている。眼内において

も網膜
14),虹

彩
15)な どにその活性が認められている。ま

た,オ ピオイ ドペプタイ ドなどの活性を調節すると考

えられている exope"idaseが ,生体内の様々な組織

より抽出されてお り,その存在部位や生理作用の違い

により異なった性質を持ち,それぞれの部位において

様々な生理活性ペプチ ドの代謝を担 っていると考えら

れている。McDonaldは 1),自 内障水晶体中の exope‐

ptida∝ について合成基質を用いて検討を加え,自 内

障時にその活性が上昇することから, 自内障との関連

性を示唆している。そこでわれわれは,こ れらexope‐

日眼会誌 91巻  5号

10 20 30

Retention Time(min.)
tr 3 Eluction pattem on high performance liquid

chromatography of enkephalin like immunor-

eactivity in lens

ptidaseが Enk代謝に関与しているものか,シ リカゲ

ル薄層オー トラジオグラフィー,合成基質さらに各種

酵素阻害物質 で性状を検討 した.そ の一つであ る

aminopeptidaseは ,その阻害スペク トルから,脳 内よ

り見い出された Enk代謝に関与 しているペプチダー

ゼと類似の性質を有しており8),水 晶体中Enkの調節

に関係している可能性が強 く示唆 された。dipeptidyl

aminOpeptidaseは pH 9.0で Arg― Argβ  Naphth‐

ylamideを分解することから, dipeptidyl aminope‐

ptidase IIIに 分類されている16)17)。 そこで,様 々な阻

害物質を用いて膵,脳におけるdipeptidyl aminope‐

ptidase IIIと 性状を比較してみた。すると脳内の dipe―

ptidyl aminopeptidase IIIを調節 していると思われる

Kyotorphin10),並 びに膵内の酵素に対 して非常に強 く

阻害活性を示す Leupeptin9)な どに影響されなかった .

一方 Angiotensin II118),さ らに aminopeptidase Mの

阻害物質 ActinoninDに 対 して 水 晶体中 dipeptidyl

aminopeptidase IIIは ,強い阻害活性を示した。つま

りこれ ら阻害物質を使用す る こ とにより水晶体 中

dipeptidyl aminopeptidaseは ,脳 ,膵内の酵素と性状

が異なることが考えられた。

さらに,水晶体中にEnk様物質が存在しているか
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RIA法で検討 した。水晶体可溶分画中の試料調整する

方法は, まず透析により分子量 1万以上の蛋白や酵素

類など爽雑物を除去し, さらにその透析外液をシ リカ

ゲル ODS‐Q3カ ラムに通し,有機溶媒によりEnk様物

質を溶出 した2)。 これらの手技により得 られた粉末に

ついて RIAを施行す ると,自 内障水晶体 において

387.7± 191.8pg/1ensの 抗 Leu‐Enkと 交差活性 を示

す物質が認、められた。さらに,こ れらは HPLCの溶出

時間によりLeu‐Enk様物質であることが確認 された。

また,一般に抗 Met‐ Enk抗体は Leu‐Enkと は交差活

性を示 さないが,抗 Leu―Enk抗体は約10%程度 Met‐

Enkと 交差活性を示すことが知 られている20)。 われわ

れの作成 した抗 Leu‐Enk抗体も,やは り同程度の交差

活性が認め られており,HPLC上 Met‐Enkの 存在も

溶出時間 より示唆された。HPLCよ り得 られた値から

推測すると水晶体中に存在すると思われる Met‐ Enk

様物質の量は,Leu‐ Enkと ほぼ同じ割合であると考え

られる。 また,眼は発生学上胎生 5週頃より眼疱 とし

て間脳 より発生分化し21),脳
内 Enk陽性細胞は,周生

期に最高密度に達する。その時に眼内にとり込まれる

ことが十分に考えられ,眼内各所にみられるEnkの基

となった可能性がある。さらにカエルの皮膚より発見

された神経ペプタイ ドが,発生学上,孤立化 したもの

とい う例があること22),今回対象としたサル水晶体 と

の量的差が見 られなかったことなどより,水晶体中の

Enk様物質は,発生学上,孤立,残存 したものとも考

えられる。 しかし,現在の研究段階では, オピオイ ド

ペプタイ ド自体の作用は全 く不明に近 く,網膜など視

覚系より発見 された Enkの生理活性における研究も

同様に,起点についたばか りである。ゆえに水晶体

Enk様物質は,少なくとも自内障の病態には,直接関

係が認め られなかったが,何 らかの生理活性を有する

可能性も十分考えられ,そ の解明な今後の課題である。

稿を終えるにあたり,サル水晶体を提供して頂きました

国立予防衛生研究所,獣疫部実験動物第 2室 ,武藤 健室長

に深謝いたします。
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