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老 人 性 白 内 障 水 晶 体 の 白 内 障 誘 起 物 質

- グルコース取り込み抑制について一(図4, 表6)
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Cataractogenic factor in human senile cataractous lens

―Glucose transport inhibitors in the cataractous lens ―
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要  約

ヒト白内障水晶体低分子画分物質, サイトカラシンB, ならびにウアバインのグルコース取り込み抑制効果

について検討し,以下の結果を得た.1) ヒト白内障水晶体低分子両分物質は,明らかにグルコース取り込み抑

制効果を有していた. この効果は, Sephadex G-25 superfine で分画された画分I,II で比較すると, 画分I よ

り画分II でより大であった.2) 画分I, IIの物質は,ブタ正常水晶体2 時間のインキュベーションでは,Na ・,

K 含゙有量およびNa+-K+-ATPase 活性に影響を及ぼさなかった.3) 本物質中のペプチドには, キヌレニン様

の蛍光が認められた.4) 両分I, IIのタンパク質の分子量測定では,画分I は20,000̃17,000dalton のポリペ

プタイドが主体を占めたのに対し, 画分II では, 分子量10,000dalton 以下のペプチドから構成されていた.

5) サイトカラシンB は, 濃度依存的にブタ正常水晶体中へのグルコース輸送阻害効果を示した. また, 本物

質は,Na ≒K の゙動態に影響を与えなかったことから, 水晶体には促進拡散のグルコース輸送が存在している

ことが明らかになった.6) ヒト白内障水晶体低分子画分中の物質もサイトカラシンB と同様の作用効果を示

したことから, 本物質のグルコース取り込み抑制作用は, 水晶体中のグルコースのキャリアー・タンパクに対

する阻害作用であると推測された.( 日眼 91 : 94-101, 1987)

キーワード: ヒト白内障水晶体, 低分子画分物質, グルコース, サイトカラシンB, 取り込み抑制

Abstract

Sugar transport inhibitors within the human senile cataractous lens were investigated by the

radiolabeled sugar analogue 3-0-methyl-D-glucose (3-0-MG).  The water soluble fraction below

molecular weight 20,000 was separated into two fractions on a Sephadex G-25 column. Peaks l and II

detected at 280nm were dissolved into Tyrode solution and then pig lens was incubated in Tyrodes

solution with each dissolved fraction. The influx of 3-O ・MG into the lens was measured by a liguid

scintⅢation counter. 1)  The influx of 3-O ・MG into the lens was significantly reduced after incubation

with the Peak II fraction. 2)  Fractions with peaks l and II did not significantly influence Na ゛-K十一

ATPase activity or Na ゛-K+ level in the lens after two hours' incubation. 3)  Polypeptides or oligope-

ptides found in the fractions with peaks l and II by high performance liquid chromatography consisted

of kynurenine-like fluorescence (excitation 360nm/emission 440nm).  4) The molecular weight of the

fraction with peaks l and II as examined by SDS-gel electrophoresis was 17,000-20,000 1n peak l and

below 10,000 1n peak II. 5)  The influx of 3-0-MG was also reduced in the presence of ouabain and
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cytochalasin B,  but only in the case of the latter was there no concomitant change in lens sodium

content.  Therefore,  substances within peak II, such as cytochalasin B, can be regarded as specific

inhibitors of glucose after two hours' incubation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 94-101,  1987)

Key words : human senile cataractous lens, 10w molecular substance, glucose, cytochalasin B, trans

port inhibitor

I 緒  言

ヒト白内障水晶体中に白内障誘起物質が存在するこ

とは岩田ら町こよって報告された.我々払 本物質の存

在を確認する目的で, 糖アルコールを指標として検討

した結果, 本物質はグルコースの輸送にも強く影響を

及ぼす作用を有することを確認し報告した2).

本実験では, 本物質のグルコース輸送阻害作用を更

に明らかにする目的で, uc- グルコースを用いて検討

した. また, 水晶体のグルコース輸送のメカニズムを

明らかにする目的で, 促進拡散系の阻害作用を有する

サイトカラシンB と, 能動輸送系の阻害作用を有する

ウアバイソを用いて, 水晶体のグルコース輸送メカニ

ズムについて検討した.

ヒト白内障水晶体低分子画分物質中には, 明らかに

グルコース取り込み抑制物質が存在するとともに, 水

晶体のグルコース輸送は, 主として促進拡散系に依存

すると考えられる結果が得られたので報告する.

II 実 験 材料 な らび に方 法

1. 実験材料

ヒト白内障水晶体は川崎病院, 津山中央病院, 周桑

病院で全摘出されたもので, ― 80°Cで冷凍保存したも
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のを 使 用し た. ヒト 白 内障 水晶 体 中 に 存 在 す る グ ル

コ ース取 り込 み抑 制 物質 の作 用の確 認に はブ タ正常 水

晶体を 用い た. ブ タ水晶 体は 岡山市 内の 屠殺場 にて 得

た眼 球を ただ ちに実 験室 にも ち帰 り使用し た. なお,

ブ タ水 晶体 は湿 重 量400̃450mg の もの を 本実 験に 供

した.

2. 実験 方法

1) グルコ ース取 り込 み抑制 物質 の分 画

本 物 質 の 分画 法 に つ い て は 岩 田 ら1)の 方 法 に 準 じ

た. すな わち, ヒ ト白内 障水 晶体50̃90 個を5 倍量 の

蒸 留 水 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た の も, 40,000rpm

(113,000  xg) で30 分 間 遠 心 分 離 を 行 な い, 上 清 を

molecular sieve (Amicon CF-25) を 用いて 分子 ふ る

いを 行 なった. 得ら れた低 分子 画分をSephadex G-25,

S・F で 再分 画し, 280nm の 吸収で得 たpeak を便宜 上,

画 分I, IIとし た(図1). な糺 こ れ らの画 分の濃 度表

現 として は, 必ず しも満 足 すべ きも のでは ない が, 試

料 を酸加 水 分解し た後, アミ ノ酸 分析を 行 ない, 便宜

上総 ア ミノ酸 換算量 とし て表 記し た. また, タ ンパ ク

質 の分子 量の検 討 につい ては, ポ リアク リル ア ミド電

気 泳動で 行っ た. 条 件は, 15% ゲル, 電 極槽 用緩 衝液

は0.1%  SDS を 含 む0.025M ト リス, 0.192M グ リシン

(pH 8.3) を 用い, 7mA で12 時間 泳動を 行 なった.

0      10      20      30      40
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図1 ヒト白内障水晶体低分子画分のカラムクロマトグラフィー
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2) グルコース取り込み抑制

画分I, II を20μI Tyrode 液で溶解し,D ・[1-UC]

glucose (59mCi/m mol),[14C]-3-0-methylglucose

(55mCi/m mol) (Amerscham) を最終濃度0.5μCi/ml

の割合で添加し, ブタ正常水晶体を2 時間,37 ℃でイ

ンキュベーションした. この水晶体の表面をリングル

液で洗滌したのち, さらに5 分間イソキュベーシ・ソ

して水晶体表面を洗った. この水晶体を80% エタノー

ル4ml でホモゲナイズしたのち, 3,  OOOrpmで5 分間

遠心分離し, 上清を減圧乾固した. この試料を0.01N

h2so ≪ 200μ1で溶解し, 20, OOOrpm で5 分間遠心した

のち, 上膊を高速液体クロマトグラム分析を行ない,

グルコース, 乳酸の分画を液シソバイアルビソに手う

けで分取した. グルこ1-ス, 乳酸の放射活性はAloka

(Liquid scintillation system LSC-700)で測定した.

サイトカラシンB, ウアバインのグルコース取り込み

抑制実験も, ヒト白内障水晶体低分子画分の方法と同

様に行なった.しかし, サイトカラシンB はdimethyl-

sulphoxide (DMSO) で溶解したのも, 最終濃度が10-4

̃10̃6M に なるよ うTyrode 液 に20μ1添加し た.

DMSO 20 μ1を添加したものをコントロールとして用

いた.

3) Na 九K+-ATPase 活性およびNa ＼ K+ の測定

ヒト白内障水晶体低分子画分, サイトカラシンB,

ウアバイソを添加したTyrode 液で, ブタ正常水晶体

を2 時間インキュベーションしたのち, 1ml の蒸留水

を加え, テフロン・ホモゲナイザーでホモジネートし

た.この懸濁液0.1ml を反応液に加え,37 ℃で,1 時間

インキュベーションしたのち, Na+-K+-ATPase 活性

測定に用いた. 本活性値は, 無機リソ定量試薬デタミ

ナーIP-S (協和タデ4 クス) を用い, 波長550nm の吸

光度で得られた値より測定した. Na+,  K+ の測定は,

Na ゛-K+-ATPase 活性に用いた残りの懸濁液に1ml の

蒸留水を加え, 24, OOOrpmで30分間遠心分離を行な

い,上清をflame photometer (Instrumentation Labo-

ratory Inc.)で測定した.

4) ヒト白内障水晶体低分子画分I, IIのペプチドの

蛍光

ヒト白内障水晶体低分子画分中のペプチドの分離は

液体クロマトダラム分析より行なった. カラムはZor-

bax CN を用い, 流速l.Oml/min で行なった. ポンプ

はWaters  (6000A)を, 検出器は島津波長可変UV モ

ニター(吸光度210nm) を用いた. 溶出グラジェントは

0.1% トリフルオロ酢酸で平衡化後,アセトニトリルを

同
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図2 グルコース, 乳酸の液体クロマトグラフ ィ

0% から50% まで直線状濃度分配で1 時間で展開し

た. 蛍光強度の測定は日立蛍光分光光度計(650-10S)

を用い,e χcitation 360nm, emission 440nmの蛍光

ピークとペプチドのピークをpantos  CU-228) で同時

記録した.

5) グルコース, 乳酸の液体クロマトグラフィー

ポンプは島津(LC-4A) を, カラムは65℃に保ち,

Bio-Rad  (HPX-87H, φ300×7.8mm) を, 検出器には

島津LC-4A 用示差屈折計検出器(RID-2AS) を用い

た. 溶離液は0.01N h2so, を用い, 流速0.8ml/min で

行なった.グルコース,乳酸の液体クロマトグラフィー

は図2 に示したとうりである.
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表1 ヒト臼内障 水晶体低分子分画物質のD・

〔1-1で〕glucose取り込み抑制効果

D-C1  -,4C〕glucose

n mol/g lens wet weight

グルコース
効果

(%)
乳 酸

効果

(%)

Control 0.139 士O  041 100 1.565 士0.244 100

画分¦ O  034 士0.013 24.4 O 、988土0.513
N.S

63

画分II 0.036 ±0,090 25  9 0  308 ±0 094
※

19

mean ± S.D. n=5 ※p<0.1%  N.S: 有意差 なし

画 分¦,4.96 μmol/㎡ 画分II, 1.62 μmol/ 国1く総ア ミノ酸換算〕

表2 ヒ ト白内 障水晶 体低 分子画 分物質の〔14C〕-3,

0 methylglucose 取 り込み抑制効果

〔14C〕-3-0-Methylglucose

n mol/g lens wet weight
効果(%)

Control
0.886 ±0.139

(0.760-  1.1 02)
100

画分¦
0.653 士0.1 20 ※
(0.474 一一一0.788)

74

画分ll
0.348 土0.039 ※※

(0.288-0.396)
39

mean ±S.D  r＼ ― 5 &  p<5% を※P<0.1%

画分I  15.8 μmol/,j 画分II 5.0 μmor/㎡(総アミノ酸換算)

〔 〕内の数字は測定値の範囲を示す

Ill 結  果

1) グルコ ー ス取 り込 み抑制

D・[1-I4C]glucose  (D- グ ルコ ー ス) の取 り込 み抑 制

の結 果 を 表1 に示 し た,D フ ル コ ー スを添 加し た 夕

デ ィウ ムで, ブ タIE 常 水晶 体 を2 時 間 イ ン キ ュベ ー

ショ ンす る と グル コ ース は ほ と ん ど 乳 酸 に 代 謝 さ れ

た. 乳 酸生 成量 は コント ロ ール群 を100% とし た場 合,

画分I で63% 画 分II では19% と, ヒト 白内 障水 晶体 低

分 子画分に は, グル コ ース取 り込 み抑 制物 質が 存在 す

ると 思わ れた. しか し, こ の結果 は, グ ルコ ー ス取 り

込 み抑制 効果に よ るもの か, グ ルコ ー スの代謝抑 制 に

よる もの か, い ま ひとづ 不明 であ る. この点 に 関し て,

グル コ ース輸送 に対 す る水晶 体内 糖代 謝 の影響 を除 く

ため, 非 代 謝糖 であ る3-0-methylglucose  (3-OMG) を

輸送基 質 として 用い たの が以 下 の実験 であ る. ヒト 白

内障 水晶 体 低 分 子 画 分 の3-OMG 取 り 込 み抑 制 効 果 の

結果を 表2 に示 した. 表 に示 す如 く, コ ント ロ ール群

での3-OMG の取 り込 みを100% とす る と, 画 分I で は

74%, 画 分IIで は39% と, ヒト 白内障 水晶 体 の低 分子

画 分物質 は明 らか な グルコ ー ス取 り込 み抑 制効 果を 示

し た. し かも, 取 り込 み抑 制 効果 はD- グル コー スと同

97―(97)

表3 Cytochalasin B,  Ouabain の〔14C〕-3-0-meth-

ylglucose 取り込み抑制効果

〔14C〕-3-0-methylglucose

n mol/g lens wet weight
効果(%)

control
0.901 ±0.076

(0.785-0.973)
100

Cytochalasin B

10“4M

10"5M

10‘6M

0.265 土0.049 を洽・※

(0.1  99-0.31  6)

0.464 士0  09CH・・ョ・

(0.346-0.565)

0.756 土0.097 6 ・

(0.785-0.973)

29

51

83

control
1.084 ±0.164

(0.864-1.270)
100

Ouabain

1 0"3M

1 0"Mi

1 0̃5M

0.754 土0.169 ※φ

(0.597-1.043)

0.870 土0.1 78 N.S

(0.619-1.100)

0.935 ± 0.091 N.S

(0.833-1.028)

69

80

86

mean ±S.D. n = 5.※p<5% ※※p<2%

※※※p<0  1%  N.S: 有意差なし

( ) 内の数字は測定値の範囲を示す

様, 画分IIで大であった. 次に, 細胞膜の糖輸送の担

体に結合して, 糖の輸送を阻害するサイトカラシン

B3)およびNa+-K+ATPase に特異的な阻害剤である

ウアバイソのグルコース取り込み効果について検討し

た結果を表3 に示した. 10"M 濃度のサイトカラシン

B ではコントロール群に比べ3-OMG の取り込みは

29% しかなく, 10-5M 濃度でも51% の取り込み抑佑¦」作

用を示した. このように, サイトカラシンB は糖の輸

送阻害作用が強いが, 一方, ウアバイソの3-OMG の効

果については, 10̃3M と高濃度では3-OMG の取り込み

抑制作用を認めたものの, 10  "M 濃度ではコントロー

ル群との間に有意差は認められなかった.

2) Na ・・K+-ATPase 活性に対する影響

岩田ら1)によると, ヒト白内障水晶体低分子画分中

には, Na+,  K・輸送に対する阻害作用を有する物質が

存在すると報告している.グルコース取り込み抑制と,

陽イオンの挙動のいずれが, 先行するのかという点に

ついて検討した結果が表4 である.2 時間のインキュ

ベーションでは, ヒト白内障水晶体低分子画分I,II,
 .

サイトカラシンB とも, Na+,  K+ 含有量に対する影響

は認められなかった. しかし, 10"4M 濃度のウアバイ

ソは, 水晶体中のNa+,  K 輸゙送に対して作用効果が認

められた, 更にNa 九K゛-ATPase に対する影響につい



98ソ98)

表4 Cytochalasin B, Ouabain, ヒト白内障水晶体低

分子画分物質のNa+,  K+ 含有量に対する影響

Nai        K ‘

mEq/kg卜しO lens

Control(N= 1 0) 18.4 土5.9     94.7 士1 2.5

Cytochalasin B

10"M(N=10)

10 °M(N=10)

10_eM(N=10)

19  2土4.7     97.9 ± 1 1.5

19  5土4、6     87.5 士9.9

1 7 9土5.9     93.2 士8.9

Control(N = 5) 16.5 土1.8     72.2 土1,3

Ouabain

10 4M(N  = 5)

※※        ※
27  3土3.2     67.2 士3.0

画分口N  = 5)

画分II(N=5)

19.7 ±5,0     76.7 土6.4

1 5.9士2.2     79.7 ±3,3

mean ± S.D. ※p く1.0% ※※pくO、1%

画分 】, 22 μmol/・j 画分¦¦,1.6 μmol/,j( 総アミ ノ酸換算)

表5 ヒト白内障水晶体低 分子 画分物質 の

Na十一K+ATP ase 活性に対する影響

μmol p 囗iberated/lens/hr/37 ℃

Total Na'-K'-ATPase
Na‘-K‘-ATPase as
part of total(%)

Control
3.75 士0.56

(3.24-4.36)

1.10 士0.36

(0.81-1.53)
28  9土5.4

画分1
3.96 士0.26

(3.77-4.41)

0.75 土0.19
N.S

(0.50-097)
1 9.0土4.9

画分II
4.07 ±0.29

(3.75-4.46)

1.26 ±0.14
N.S

(1.07-1.43)
30.9 土2.2

mean ± S.D. n=5 N.S: 有 意差 なし

( ) 内 の数字は測定値の範 囲を示す

画分1  , 2.2 μrnol/m f画分II. 1.6 μmol/ml( 総 アミノ酸換算)

表6 Cytochalasin B,  Ouabain のNa+ ―K+ ―ATP

aSe 活 性 に 対 す る 影 響

μmol pi liberated/Lens/hr/37 C

Total Na‘・ K' -ATPase
r  -K'-  AfPgse  a

parlQ にhelQtal(%)

Control
3.55 士0.30

(3.03-3.77)

○、81土0.17
(0.50-0  91 )

22.41:3.3

Cytochalasin B

10"M

10 5M

10 ‾゚ M

3.74±0.20
(3.44-3 、96)

3.1 7 ±0.44

(2.60-3  71)

3  35土043
(2.63-3  69)

0.88土0. 1 6N S

(0.70-  1 06)

O  791017NS
(0.53 ―0.95)

○、66±O 1 6N S
(0 46-0  89)

23.3  t 3.3

24 了137

19  6!・3.8

Control 375 士0.56 110 土036 2891.5.4

Ouabain

10-M

2.42土0.14

(2.22-2.61  )

032 士0 19 ・1・

(0.1  2-0  59)
1 3.5 1 8 7

mean!S.D. n = 5 Rp<0.1%  N.S:有矗差なし
〔 〕内の数字は測定値の範囲を示す

て検討してみると, ヒト白内障水晶体の画分I では,

コント9- ル群との間に有意差を認めなかったもの

の, 活性低下傾向を示した(表5). 一方, サイトカラ

シンB, ウアバイソの本酵素に対するm 害効果につい

て検討した結果を表6 に示した. 各濃度のサイトカラ
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シソB とも, 本酵素に対する阻害作用は認められな

かったが, ウアバイソは強い阻害作用を示した. これ

らの結果から, ヒト白内障水晶体低分子画分I, IIは,

サイトカラシンB と同様の作用機序を有しているもの

と考えられた.

3) 低分子画分1,11 のペプチドの蛍光

ヒト白内障水晶体低分子画分I,  IIを高速液体クロ

マトグラフ分析を行ない, ペプチドの分離と同物質の

蛍光強度(excitation 360nm/emission 440nm) につ

いて検討した結果を図3 に示した.画分I,  IIとも保持

時間が20̃30 分の間のペプチドに強い蛍光が認められ

た. これらのペプチドはトリプトファン誘導体である

キフレニソ様物質を含有していることが示唆された.

一方, ブタ正常水晶体低分子画分中には, 画分I,  IIと

もペプチドは認められたものの, ペプチドには蛍光は

認められなかったことを確認している.

4) 低分子両分I,II のペプチドの分子量測定

SDS- ポリアクリレアミド・ゲル電気泳動法で, 画分

I, IIに含有されるペプチドの分子量を検討した結果

を図4 に示した.図に示した画分I,  IIのペプチドは表

2 の3-OMG 取り込み抑制実験に用いた試料の一部で

あるが, 画分I( 図中2.3) には分子量20,000から

17,000の間に強いバンドが認められ, 分子量10,000程

度に弱いバンドが認められた. しかし, 画分11( 図中

4,5) では試料を20μ1, 30μ1添加した両方ともに, 分

子量20,000のバンドはもとより, 分子量10,000前後の

ペプチドのバント弌 検出されなかった. このSDS- ポ

リアクリレアミド・ゲル電気泳勣の結果から, 画分I

は分子量17,000̃20,000 のポリペプチドを主体にして

いるのに対し, 画分I】では10,000以下の低分子のペプ

チドから構成されているものと推定された.

IV 考  按

本来, 生体 にはhomeostasis な働 きが あ り, 白内 障

水 晶体 中に, 自 ら白内 障を 進行 する物 質が 存在 す るこ

とは生 体防御 の 面か ら考え る と, 一見矛盾 す るよ うに

思 われ る. し かし, 岩田 らI)は, ヒト 白内障 水晶 体低 分

子 画分中 にNa ソK 付ヒを 逆 転さ せる物質 が 存在 す るこ

とを 報告 して い る. 我 々も 彼ら の報告 した 白内 障誘 起

物質 を確 認す るた め, 糖 ア ルコ ール の面 から検 討し た

結果, 本 物質 は グル コー ス取 り 込み抑 制作 用を 有す る

可能 性があ る こ とを 報告 し た气 し かし, 本 物質 が グル

コ ース取 り込 み抑制 作用 を 有す るこ とを 確 認す るため

には, ト レ ーサ ー法 を用 い た実験 が必 要であ る. そこ
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図3 ヒト白内障水晶体低分子分画中のペプチドの蛍光

で, 本 実験で は 輸送 基質 とし て,D- グル コ ース, 3-OMG

を 用い て検 討し た. まず,D- グ ルコ ースを 用いて 検討

し たが, ブタ正常 水 晶体 イ ンキ ュベ ーシ ョン2 時 間後

には,D- グル コ ースは ほ とん ど代謝 され, 乳酸 が生成

され た( 表1). 水晶 体内 で の糖代 謝 のturn over につ

いては, ラベ ルし た グル コ ースは1 時間で34% が4),7

時間 で は ほぼ100% が 乳 酸 に 代 謝 さ れ る5)と の報 告 が

あ り, 本実 験で も同 様 の結果 が得 られ た. し かし, 純

60( 分J

粋 に グル コ ース輸送 に対 する 効果を 調べ るには, 水晶

体 内糖 代謝 の影 響を 除く ため, 非 代謝糖 であ る3-OMG

を 使用 する 必要 があ る6). 3-OMG を 輸送 基質 とし て用

い た結 果もD- グ ルコ ースの 結果 と同様, ヒト 白内障水

晶 体低 分子 画分( 特 にII) で, 明 らか な3-OMG 輸送活

性 の低 下を示 し た.D- グルコ ースか ら生成 され た乳酸

量 と, 3-OMG の取 り込 ま れた量 がそ の抑制 率に おいて

一 致し たこ とか ら画 分I,  IIの物 質は, グ ルコ ースの代
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図4 ヒト 白内障 水晶 体 低 分子 画 分I, II のSDS-

PAGE のパタ ーン

1. マーカ ー・プロテイン.2. 画分1(20 μ1). 3. 画

分I(30 μ1).4. 画分II C20μD.5. 画分II (30μ0.2,

3. 4.96μmol/mml,  4, 5. 1.62μmol/m 口 総アミノ酸

換算)

謝抑 制作 用を有 す る と考 える よ り払 単 に糖 の輸送 拮

抗作 用を 有す るもの と推測 され た. 岩田 ら円こよる と,

本低 分子 画分( 特にII) はNa へK へCa2+ の動 態に 大

きく関与 する ことを指 摘し て卜 るが, グ ル コースの 動

態 も同様で, 画 分II にグル コ ース輸送 拮抗 作用 物質 の

存在 が確 認され た. し かし, ブ タ正常 水晶 体を2 時間

イ ン キ ュベ ーシ ョンし た 後 のNa 二 K+ お よ びNa →一一

K+-ATPase 活 性 には, これ らの低 分子 画 分I,  IIは影

響を およぼ さず, 岩 田ら1)と異 なる結果 が 得ら れた. こ

の理 由として, 本実験で は, イン キ ュベ ーショ ン時間

が2 時 間 と短 か かった こと と,用い た水 晶体 がブ タで,

マ ウスとの種 の違い に よる ものが考 え られ るが, 本実

験 では明 ら かにす るこ とは出来 な かっ た. 次 に, これ

ら グル コ ース取 り込 み抑制 作用 を有 す るヒ ト白内障 水

晶 体 低 分子 画 分 の生 化学 的 組 成 につ い て検 討 し た.

SDS- ポ リア クリル アミド・ゲル電気 泳動 法を 用い た分

子 量推定 では, 画分I には岩 田ら1)の報告 と同 様, 分子

量20,000 17,  OOOdalton の ポ リ ペ プ チ ド と10,000

dalton 程度 のペプ イ ドが存在 した. し かし, 画分11 に
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は, 画分I で認 めら れた ペ プチ ドは認 め られず, 少 な

く と も10,000dalton 以 下 の ペ プ チ ド か ら構 成 さ れ て

いる もの と推測 され る. 分子 量の 大 きな ポ リペプチ ド

が水晶 体 カプセ ルを透 過 す るこ とは不可 能 であ るこ と

からす る と, 画 分IIで の物 質は よ りカ プセ ル透過 性 の

大きい物 質( 例 えば オ リゴペ プチ ド) で あ る と考え ら

れる. 事 実, 画 分I に比べ 画 分11で グ ルコ ー ス取 り込

み抑 制効 果 が大 きい とい うこ とは, 本物 質が よ り水晶

体 の膜表 面 に到達 しや すい 低 分子物 質であ るこ とを裏

付け てい る. また, 画 分I,  IIの 物質 は糖質 を 含有 して

お り, 糖 ペプ チ ドから 構成 され てい るこ とにつ い ては

既 に報告 した2).吏 に, 本研 究に おい て本物 質 の蛍 光に

つい て検 討 した 結果 で は, 360nm の励 起光 に よ る440

nm の蛍 光 が検 出さ れた. 本蛍 光 は蛍 光特 性 か ら キ ス

レ ニ ソ,3- ハ イ ド ロ オ キ シ ーキ スレ ニ ソ と 考 え ら れ

る7)8).3-ハイド ロ オキシーキ スレ ニソは, 定 性的 に はヒ

ト白 内障 水晶体 中, 特 に核型 白内障 水 晶体 の水 不溶 性

画分 に多 く存在 す る气 一 方, 水可 溶性 画分 にも 本蛍 光

物質 は存在 して いる. こ れ らのこ とか ら, ヒト 白内障

水晶 体低 分子画 分中 の キ タレニソ 様物質 が, グル コ ー

ス取 り込 み抑制 作用を 有し てい る ことは, 充 分 可能 性

があ るも のと考 えら れ る.

一一方, 水 晶体 におけ る グル コ ース輸送 の機 構 につい

て は,統 一し た見 解が 得ら れて いない のが 現状 であ る.

し かし, 動物 細胞 を用 いた グル コ ース輸送 の 解明 には

最近 目覚しい も のがあ る. 動物細 胞に おげ る この 輸送

系は, 主とし て促 進拡散 と能 動輸 送 とに区 別 され, 両

者 と も, 細胞 膜 に存 在 す る特 異的 な 輸 送 担 体 で あ る

キャ リア ー・ タン パ クによ って輸 送 され る とされて い

る9)1气 促 進拡 散系 は, エ ネル ギ ーを 必 要 とせず, 線 維

芽細 胞, 赤血 球な ど の細胞 に存 在ll)し, 一 方, 能動 輸 送

ではNa 濃゙ 度 に 依 存 した エ ネル ギ ー共 役に よ る 輸 送

で, この 輸送系 は, 小腸上 皮 細胞, 尿細 管上 皮細 胞 の

刷子縁 膜 に存在 す るこ とが知 ら れてい る10)12) 水 晶体

のグ ル コー ス輸 送が 前者 に依 存す るか, 後者 に よる も

のか とい う点につ いて は, サ イトカ ラシ ンB, ウ アバ

イソを 用い て検 討し た. サイト カ ラシンB は 細胞 膜 の

糖 輸送 の担 体( キ ャリア ー・ タンパ ク) に結 合し, 糖

の輸送 を阻 害す る物質 で, 糖 の促 進拡 散 効果 をみ る上

で 重 要 な 薬 物 で あ り, 一 方, ウ アバ イ ソ はNa+-K+-

ATPase の選択的 阻 害剤で, 糖の 能動 輸送 系 に影響 を

与 える薬 物であ る. ブ タ正常 水晶 体を 用い た グル コ ー

ス取 り込 み抑制 実験 では, サイト カラシ ンB は濃度 依

存的 に グル コ ースの輸送 を阻 害し た にも かか わらず,
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Na+,  K' の 動態 には影 響を 及ぼ さな か った. 一 方, ウ ア

バイソ は10-3M と極め て 高濃度 では, グル コ ースの輸

送m 害 効果を 示し た 昿 同 時に よ り低濃 度で, Na+,  K+

の 動態 に も影響を 及ぼ し た. こ れら の事 実か ら, 少な

く とも, ブ タ正常 水晶 体で は, 水晶 体か らの 内へ の細

胞膜 透過 過程 にお け るグ ルコ ース の輸送 は, 主 とし て

促進 拡 散に 依存し てい る もの と考え られ る. ヒト 白内

障 水晶体 低 分子画 分 は, サ イト カ ラシンB と同 様, キ ャ

リア ー・ タ ンパ クに結 合し て, 糖の 輸送 をm 害し た も

の と推測 され た. し かし, ヒト 白内 障水 晶体 の低 分子

画 分物質 の みが, グ ルコ ース輸 送拮 抗作 用を 有す るも

のな のか, 正常 水 晶体 中に も拮 抗物 質が 存在 する のか

とい う点 は, 更に 検討を 要 す る課題で あ る. 仮に, 正

常 水 晶体 中に も グル コ ース輸 送 拮抗物 質 が存 在す る と

なれ ば, 本物質 は グ ルコ ース拮 抗物質 とい うよ り 払

グル コ ー スの 水晶体 内 への 流入を 調 整す る物質 であ る

とも 考え られ るか らであ る.

擱筆に当たり, 御校閲いただい た藤原久子助教授に深謝

し ます. また, 本実験に協力していただいた中田敬一氏に感

謝し ます.

文  献

1) 岩田修造, 竹鼻 真: ヒト白内障 水晶体 の生化学

的研究( 第4 報). 白内障 水晶体に存在する水晶体

混濁誘引物 質につい て. 日眼 84 : 1541 ―1547,

1980.

2) 錦織敏治,花房路子,山本覚次: 老人性白内障水晶

体の白内障 誘起物 質につい て. あ たらし い眼 科

2 : 1462-1467, 1985.

3) 山田一夫: 動物細胞における グル コース輸送の調

101―(101)

節( 適応 調 節 機 構). 生 化学 58: 34 一40,  1986.

4) Kern HL,  Ho CK : Localization and

specificity of the transport system for sugars in

the calf 】ens. Exp Eye Res 15 : 751-765,  1973.

5)Wolfe JK, G Ⅲis MK, Chylack LT Jr : Glu-

cose metabolism in the calf lens. E χp Eye Res

40 : 629―641, 1985.

6) Lucas VA, Duncan G : Specificity of glucose

transport inhibitors in the frog lens. E χp Eye

Res 37 : 175 ―182, 1983.

7) 山 本 覚 次, 錦 織敏 治, 栗本 良 子: 老 人 性核 白 内障 の

発 症 機 序 に 関 す る3- ハ イ ド ロ オ キ シ ーキ7 レ ニ

ンの 意 義 に就 い て. 日眼 85 : 880 ―889,  1981.

8) Van Heyningen R : Assay of 日uorescent

glucosides in the human lens. E χp Eye Res 15:

121 ―126,  1973.

9) Wheeler TJ, H  inkle PC : The glucose tran-

sporter of mammalian cells. Ann Rev Physiol

47 : 503―517, 1985.

10)  Semenza G, Kessler M, Hosang M,  Weber J,

Schmidt U : Biochemistry of the Na ゛, D-

glucose cotransporter of the small intestinal

brush-border membrane. The state of the art in

1984.  Biochim Biophys Acta 779 : 343 ―379,

1984.

11)  Elbrink J, Bihler l : Membrane transport : Its

relation to cellular metabolic rates. Science

188: 1177 一1184,  1975.

12)  Moran A, Turner RJ, Handler JS : Regula-

tion of sodium ・coupled glucose transport by

glucose in a cultured epithelium. J Biol Chem

258 : 15087 ―15090, 1983.


	page1
	page2
	page3
	page4
	page5
	page6
	page7
	page8
	page9
	page10
	page11
	page12
	page13
	page14
	page15
	page16
	page17
	page18
	page19
	page20
	page21
	page22
	page23
	page24
	page25
	page26
	page27
	page28
	page29
	page30
	page31
	page32
	page33
	page34
	page35
	page36
	page37
	page38
	page39
	page40
	page41
	page42
	page43
	page44
	page45
	page46
	page47
	page48
	page49
	page50
	page51
	page52
	page53
	page54
	page55
	page56
	page57
	page58
	page59
	page60
	page61
	page62
	page63
	page64
	page65
	page66
	page67
	page68
	page69
	page70
	page71
	page72
	page73
	page74
	page75
	page76
	page77
	page78
	page79
	page80
	page81
	page82
	page83
	page84
	page85
	page86
	page87
	page88
	page89
	page90
	page91
	page92
	page93
	page94
	page95
	page96
	page97
	page98
	page99
	page100
	page101
	page102
	page103
	page104
	page105
	page106
	page107
	page108
	page109
	page110
	page111
	page112
	page113
	page114
	page115
	page116
	page117
	page118
	page119
	page120
	page121
	page122
	page123
	page124
	page125
	page126
	page127
	page128
	page129
	page130
	page131
	page132
	page133
	page134
	page135
	page136
	page137
	page138
	page139
	page140
	page141
	page142
	page143
	page144
	page145
	page146
	page147
	page148
	page149
	page150
	page151
	page152
	page153
	page154
	page155
	page156
	page157
	page158
	page159
	page160
	page161
	page162
	page163
	page164
	page165
	page166
	page167
	page168
	page169
	page170
	page171
	page172
	page173
	page174
	page175
	page176
	page177
	page178
	page179
	page180

