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ヒト老人性白内障水晶体のアスコルビン酸フリーラジカル

還元酵素について (図 5,表 1)

坂東 正康・簗詰 貴彦・尾羽沢 大 (東海大学医学部眼科学教室)

Activities of Ascorbate free Radical Reductase

in Senile Cataractous IIu]man Lenses
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要  約
ヒト老人性白内障水晶体 (65～82歳 )の アスコルビン酸フリーラジカル (AFR)還 元酵素活性 を,アスコル
ビン酸+ア スコルビン酸オキシダーゼ存在下にNADHの 酸化速度を分光学的に測定することによって分析
した。そして,酵素活性を水晶体の可溶性蛋白質,不溶性蛋白質および全蛋白質含有量に対 してプロットした。

白内障水晶体の AFR還元酵素活性は可溶性蛋白質の減少,お よび逆に,不溶性蛋白質の増加とともに低下し
ていく傾向にあった。しかし,酵素活性低下は不溶性蛋白質が50%以上よりも50%以下の水晶体において顕著
であり,酵素活性は蛋白質凝集に先行 して低下する可能性がある.以上の結果から,老人性白内障水晶体にお

けるアスコルビン酸の酸化還元代謝 と蛋白質の酸化的凝集 との関係を検討 した。(日 眼 91:896-901,1987)
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Abstract
Ascorbate free radical (AFR) reductase in senile cataractous human lenses (65-82 years old) was

assayed by spectrophotometrically measuring NADH oxidation in the presence of ascorbate plus

ascorbate oxidase, and those assayed activities were plotted against total, soluble and insoluble lens
protein contents. AFR'reductase activity in cataractous lenses tends to drop with decrease of soluble

lens protein, and by contrast, with increase of insoluble lens protein. However, there is the possibility
that the reductase activity may drop before of the lens protein aggregation, since the activity drop
is more pronounced in lenses with less than 50%" insoluble protein than in those with more than 50fu

insoluble protein. From the above results, a relationship between the ascorbate redox metabolism and
oxidative protein aggregation in the cataractous lens was discussed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g1 : 896

-901, 1987)
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I緒  言

酸化は老人性白内障の初期過程において重要と考え

られており1), ヒト水晶体中のアスコルビン酸 (1～ 2

mM)2)はグルタチオン (2～ 5mM)3)そ の他の還元物質

とともに抗酸化・抗フリーラジカルに関して何らかの

役割を果していると思われる.

酸化およびフリーラジカルの捕捉に際して,ア スコ
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ルビン酸は 1電子酸化を受けアスコルビン酸フリーラ

ジカル (AFR)になる。AFRは 2分子反応で短時間の
うちに不均化的に自然分解し,ア スコルビン酸とデヒ

ドロアスコルビン酸になる。すなわち, アスコルビン

酸は AFRを経てデヒドロアスコルビン酸へ酸化され
る4)5)._方 ,生体においてはアスコルビン酸はAFRか
らNADH依 存性であるAFR還元酵素によって再生
され うる6)7).あ るいはデヒドロアスコルビン酸からグ

ルタチオンや蛋白質―SHと の非酵素的反応によって

再生されうる8)9)10).眼組織 (牛)に関しては,網膜 ,

毛様体および色素上皮においてAFR還元酵素の存在
が報告されているが,水晶体での存在は蛋自質当りの

比活性が低いためはっきりとは示されなかった■)12).

しかし,我力はつい最近,AFR還元酵素がヒト水品体
中に存在することを酵素学的に示すことができた (坂

東,尾羽沢 :準備中).

本研究では, ヒト水晶体 AFR還元酵素活性と老人
性自内障の進行度 (水晶体蛋自質凝集量)と の間にい

かなる関係があるかを報告する。

II 実験方法

老人性白内障水晶体 (嚢内法で全摘出,10個を実験

に使用,65～ 82歳)は東海大学病院の手術室から手術
後 2～ 3時間以内に得られた。また, 肉眼的に透明な

水晶体 1個 (81歳)が,角膜移植時に死後約72時間後
に得られた.各水晶体は湿重量測定 (199～ 257mg)お

よび核の色評価 (pale ye■ ow,yellow,dark yellow,

brownお よび dark brown;た だし今回の実験では,

dark brownの 水晶体は得られなかった)を行なって,

実験に供するまで-80℃ の超低温槽で保存した。試薬

は市販特級を使用した .

各水晶体は氷中で2mlの 50mM K‐ phosphate(KH2

P04~K2HP04)緩 衝液,pH 7.2に てホモジナイズし,
4℃ で15,000g,30分間遠沈を行なった。得られた上清

をアスコルビン酸フリーラジカル (AFR)還元酵素抽
出液 として使用した (酵素活性の80～ 85%が抽出され

ると推定される)。 この上清のAFR還元酵素活性は,

Arrigoniら 7)の方法に従い,す なわちアスコルビン

酸十アスコル ビン酸 オキシダーゼに よって生ず る

AFRの存在下に NADHの 酸化速度を分光学的に340
ninの 吸光度減少でモニターして,25～ 29°Cにおいて

測定 した。反応系 (全量3ml)は,50mM K‐ phosphate

2.6～ 2.9ml,水 晶体抽出液0.1～ 0.4ml,12mM NADH

50μ l,0.15Mア スコルビン酸20μ l,そ してアスコルビ
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ン酸オキシダーゼ0.36unitを 含んでいた。本実験条件

下に 1分間あた りlμmoleの速度でアスコルビン酸を

分解するアスコルビン酸オキシダーゼの量をlunitと

した。アスコルビン酸オキシダーゼ, アスコルビン酸

または水晶体抽出液を加えていないものをコントロー

ルとした。すべての比活性 (specinc activity)は ,水
晶体の全蛋白質含有量 (可溶性蛋白質 +不溶性蛋白質)

を基準として求められた.

Satohに よって報告された論文13)を参考にして,上
記水晶体ホモジネイ ト15,000g上 清および沈殿の蛋白

質量をもって水晶体の可溶性および不溶性蛋白質含有

量とした。蛋白質の定量は,牛血清アルブミンを標準
としてビューレット法により行なった14).

III 実験結果

Fig■ に示されているように, ヒト水晶体抽出物に

よるNADH酸化はアスコルビン酸十アスコルビン酸
オキシダーゼ存在下において顕著に起こり,ア スコル

ビン酸オキシダーゼを加えない場合にはわずかしか起
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Fig. 1 NADH oxidation in the presence of ascor-

bate plus ascorbate oxidase by human lens

extracts.
Reaction mixtures contain, in a final volume of
3ml, 50mM K-phosphate, pH 7.2, lens extracts (0,

0.1 or 0.4m1 of the supernatant (26.4mg protein/
ml) obtained by a centrifugation of the buffer
homogenate of a cataractous lens (82 years old,
yellow nucleus) at 15,000g for 30 min), 200 pM
NADH, lmM ascorbate (AA) and 0.36 units as-

corbate oxidase (AO).
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らなかった。もちろん, アスコルビン酸のかわ りにデ

ヒドロアスコルビン酸を用いた時は,こ の ような

NADH酸 化は見られなかった。こうして,ア スコルビ
ン酸フリーラジカル (AFR)還元酵素がヒト水晶体中
に存在することが示された (酵素学的に詳細な証明は

現在論文を準備中である).NADH酸 化は水晶体抽出
物の添加量に比例している。

65歳 ～82歳 の老人性 自内障水晶体10例 について

AFR還元酵素活性が分析された.Table lに使用した

自内障水晶体の年齢,核の色,臨床所見,併発症およ
び蛋白質含有量が示されている.核の色は pale yeHow

か らbrownま での 4種類で,以 前の報告15)同 様に

brownの ものでは不溶性蛋自質が多く,あ きらかに蛋

白質凝集が進行している.白内障のタイプは,皮質 ,

前嚢下,後嚢下,核そして成熟白内障と種々のものが

分析された。本研究に使用 した水晶体は嚢内法で全摘

出されたもので,色々の併発症をともなっているが,

高血圧が多い以外併発症に特に注意すべきものはない

と思われる。さらに,本研究では,角膜移植時に得ら

れた肉眼的に透明な水晶体 1例 (81歳,核 yenow)に

日眼会誌 91巻  9号

Table 1. 10 Senile cataractous lenses used in the present investigation.

Cortical cataract is graded by the approximate percentage (a fractional number in brackets) of opacity portion
in cortex.

Abbreviation ; PY:pale yellow, Y:yellow, DY=dark yellow, B=brown,
ASC=anterior subcapsular cataract, PSC:posterior subcapsular cataract, HT=hypertension,
RD=retinal detachment, RPD=retinal pigmentary degeneration, DM=diabetes mellitus,
and CRF=chronic renal failure.
*At the same eye. **At the opposite eye.

ついてもAFR還元酵素活性が分析された。Fi3 2に

分析された AFR還元酵素活性が全蛋白質含有量に対
してプロットされている。両者の間にはっきりした関

係はなく,活性は3.1～ 165nmol NADH oxdized/min/

1ens(全活性)お よび0.04～ 1.92nmol NADH oxid‐

ized/min/mg lens protein(比 活性)と広範囲にわたっ

て定量されている。しかし,Fig.3,4そ して 5に示さ

れているように,水晶体 AFR還元酵素活性は全活性
および比活性いずれにおいても可溶性蛋白質含有量の

減少,お よび逆に,不溶性蛋自質含有量の増加にとも
なって減少する傾向にある。特に,不溶性蛋白質が
35～ 50%の水晶体における酵素活性の低下は50%以上

の水晶体の場合よりも顕著である。なお,本研究にお
いて分析された透明水晶体のAFR還元酵素活性は,
死後約 3日 たって水晶体が摘出されているので,真の

正常 レベルを表すものかどうかはっきりしない,おそ

らく正常レベルはもう少し高いと考えられる。

IV 考  按

本研究結果は,老人性白内障にともなう水晶体蛋白

Lens Clinical cataract observation
(Complication)

Protein content (mg)

Age (yrs) Nuclear color Total Soluble Insoluble

74

70

71

73

82

74

79

65

76

78

PY

Y

Y

Y

Y

B

B

B

DY

DY

Cortical (1/3)
(HT, RD-)
Mature
(HT, Glaucoma'*)
Cortical (7/2)
(RPD, Bronchiectasis)

Cortical (1/2), ASC, PSC (advanced)
(HT, DM)
Cortical (1/2)
(No complication)
PSC (advanced)
(RPD, Hepatocirrhosis)

Cortical (3/4), PSC
(HT, CRF)

Nuclear, PSC (advanced)
(Syphilis, Hepatitis)
PSC (advanced)
(HT)

Mature
(Cancer)

83.3

91.9

95.6

102.1

76.4

98.1

91.6

83.5

98.3

72.3

47 6

46 4

58 7

52 6

48.0

44.7

51 3

313

37 0

12 9

35 6

45.5

37.0

49 5

28 4

53 5

40 3

52 1

61 4

59.4
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Fig. 2 A plot of total (nmol NADH oxidized/
min/lens) and specific (nmol NADH oxidized/
min/mg lens protein) ascorbate free radical
(AFR) reductase activities of senile cataractous
lenses versus their total protein contents.
One closed circle is the data from an aged trans-
parent lens. The number and letter adjacent to
each point represent age and nucleus color of the

lens. Specific activity is calculated on the basis of
the total protein content.

質凝 集 と水晶体 アス コル ビン酸 フ リーラジカル

(AFR)還元酵素活性低下との間に有意な相関がある
ことを示唆している。むしろ,AFR還元酵素活性低下
は蛋白質凝集に先行 しているかもしれない.従来,水
晶体においてはグルタチオンや蛋自質一SHがアスコ
ルビン酸を非酵素的に還元状態に保っていると考えら

れていたが9)10),本研究からAFR還元酵素が水晶体の
アスコルビン酸還元維持に重要な役割を果していると

推察される.正常な高い AFR還元酵素活性を有する
老齢水晶体は600～ 800μ M(ア スコルビン酸含有量の
約50%)/minの 速度で酸化されるアスコルビン酸をも

ほとんどすべて直ちに再還元できると概算される。そ

して,自 内障においては,こ の高い水晶体 AFR還元酵
素活性が徐々に低下 し,デ ヒドロアスコルビン酸 (処
理できなかった AFRか ら生ずる)に よるグルタチオ
ンや蛋白質‐SHの非酵素的酸化および活性酸素 (還元
物質減少で増加する)による蛋白質酸化が増加し,蛋

20        40
SOluble protein(mg)

60

Fig. 3 A plot of AFR-reductase activities of
senile cataractous lenses versus their soluble
protein contents.

Other figure legends as cited in Fig. 2 are foll-
owed.
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Fig. 4 A plot of AFR-reductase activities of
senile cataractous lenses versus their insoluble
protein contents.

Other figure legends as cited in Fig. 2 are foll-
owed.
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FiS. 5 A plot of AFR-reductase activities of

senile cataractous lenses versus their percent

insoluble protein.

The relative amount of insoluble protein is ex-

pressed.as percent of the total protein content.

Other figure legends as cited in Fig. 2 are foll'
owed.

白質凝集が促進されるものと想像される。さらに, ヒ

ト水晶体のスーパーオキシ ドディスムターゼ, グルタ

チオンパーオキシダーゼそ してグルタチオン リダク

ターゼの活性も老人性白内障の進行とともに減少する

ことが知 られている“
)17)。 従って,老人性白内障水晶体

では数種の抗酸化酵素の順次に続く,あるいは同時に

起こる不活性化が生じていると考えられ,水晶体蛋自

質の酸化 と凝集は一層たやす く起こりうる状態 と判断

される。 しかし,水晶体のカタラーゼ活性は老人性白
内障でも変化することがないと報告されてお り

17),

種々の抗酸化酵素それぞれの不活性化メカニズムおよ

び不活性化に対する安定性などに差があると思われ

る。そのような差が,老人性自内障の様々な臨床像と

何らかの関係を持っているかもしれない。今後検討す

る必要があると考えている。また,水晶体の還元維持

にとってやはり重要であることが知られているグルタ

チオン酸化還元サイクル
18)と 本研究との関連も興味あ

る研究課題 と思われる。

本研究は昭和61年度東海大学医学部研究奨励金の補助を

受けた。記して謝意を表する。
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