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宿 題 報 告
黄斑部疾患の基礎と臨床

4.黄斑疾患に対する生化学的研究 (リ ポフスチン,

ライ_ソ ゾーム, メラニンの関連について)(図 9,表 1)
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要  約
リポフスチン,ラ イソゾーム,メ ラニンが黄斑部で多いことが組織学的に示されているので,こ れらの物質
を生化学的に検討 した。リポフスチンは人眼の黄斑部に多く,加齢とともに増加していた。ライソゾーム酵素

活性も黄斑部で高かったが,年齢とは相関しなかった。メラニンは黄斑部網膜色素上皮・脈絡膜に多かったが ,

年齢により増減 しなかった。我々がこれまでに発表 した報告と他の研究者の報告をもとに,最近のこの方面の

研究をまとめた。リポフスチン,ラ イソゾーム,メ ラニンは互いに関連 しあっており,老人性黄斑変性症,黄
斑ジストロフィ,錐体ジストロフィ,黄斑部桜実紅斑,薬物による網膜症の発症機構に関与 していることが強
く示唆された。 (日 眼 92 i l104-1111,1988)

キーワード :リ ポフスチン,ラ イソゾーム酵素,メ ラニン,加齢,黄斑疾患

Abstract
I examined biochemically the lipofuscin content, lysosomal exzyme activities, and melanin level in

the retina and choroid of normal human eyes. Lipofuscin content, expressed as fluorescence intensity,
in the macular retinal pigment epithelium (RPE) and choroid was higher than that in other areas, and
increased with age. High activities of lysosomal enzymes in the macular area were found, but did not
change with age. Melanin level was higher in the macular RPE and choroid than in other areas, and
showed no alteration with age. In a review of the recent literature, it was found that lipofuscin,
lysosomes, and melanosomes were interrelated, and may be involved in the pathogenesis of age-related
macular degeneration, macular dystrophies such as Best's vitelliform dystrophy and Stargardt disease
with fundus flavimaculatus, cone dystrophy, macular cherry-red spot, and drug-induced retinopathy.
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I緒  言

1978年 Feeneyは ヒト網膜色素上皮細胞 (RPE)の リ

ポフスチン,ラ イソゾーム,フ ァゴゾーム,メ ラノソー

ムが,相互に関連 し合っていることを報告した1).同

年,Wingら は人眼後極部の RPEで リポフスチンが加

齢とともに増加することを示した
2).1981年早坂らは

ライソゾーム酵素活性が人眼網脈絡膜内の黄斑部で特

に高いことを示した (図 1)3).1986年 Weiterら
4)ぉ ょ

び Schmidtら 5)は ,人眼黄斑部で RPEメ ラニン量は

少ないが,脈絡膜メラニン量は多いことを報告した。
このように,黄斑部のリポフスチン,ラ イソゾーム,

メラニン量は眼底他領域とは異ってお り, これらの細

胞内小器官や物質が或る種の黄斑疾患の病因と深く関

与している可能性がある。それ故,人眼, とくに黄斑

部網脈絡膜のこれらの物質と加齢との関連について生

化学的に検討した。

II 材料と方法

化学物質

酵素活性測定の基質に用いた,p―nitrophenyl誘 導

体 , p‐ nitrocatechol sulfate, お よ び trinitro‐

phenylaminododecanoylsphin―
gOsylphOsphOrylch01ine(TNPAL‐ SM)は米国 Signla

社より購入した。

材料

死後 2～ 4時間で,正常人眼を摘出した。

組織抽出液調製法

眼球を輪部より6mm後方で切開し,前眼部と後眼部
に分けた。後眼部より硝子体を除き, 4カ 所放射状切

開し,強膜一脈絡膜一網膜の伸展標本を作製した。網

膜と脈絡膜を4mmの トレフィンで うちぬき,組織を得
た(図 2).黄斑部,中間周辺部,赤道部より神経網膜
を得,次に RPEと 脈絡膜を分離した.組織調製法は実

体顕微鏡下で, 4℃ で行った .

リポフスチン測定用に,組織をlmlの クロロホルム
‐メタノール溶液 (2:1,v/v)に入れ,ホモジナイ
ズし,ク ロロホルム相を分離し,水で洗い,ク ロロホ

ルムーメタノール抽出液とした。

ライソゾーム酵素活性測定用に,組織を0.1%ト リト

trephine(4 mmin d:ameter)

図2 人眼網脈絡膜伸展標本からの組織の調製法.直
径4mmの トレフィンでうちぬく.
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図 1 人眼の網膜 。脈絡膜のライソゾーム酵素活性.
34歳 ,男 ;51歳 ,男 .正常眼底よりのホモジネート,

(a)μ g p― nitrophenol releaSed per hr per rng

protein; (b)μ g tyrosine releaSed per hr per mg

protein; (c)μ g p― nitrocatechol releaSed per he

per mg protein,文 献3)よ り改変した。
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ンX-100を含む5mMト リス礁 酸緩衝液 (pH 7.0)に
入れ,ホモジナイズし,5,000g10分 間遠心した上清を

組織粗抽出液とした。

メラニン測定用に,組織を1lN塩酸lmlに入れ,室
温で 1カ 月放置し, さらに55°C2分間加熱した。それ
を10,000g20分遠心し,粗色素を得,水で20回洗い,
酸不溶性メラニンを得た。最後に洗った液の上清は,

440nmに 吸光度を示さず,Lowry法6)で蛋白は検出さ
れなかった。酸不溶性メラニンを0.5Nア ンモニア水

に溶解し,酸不溶性メラニンのアルカリ抽出液とした.

リポフスチン量測定

Feeney‐ Burnsら 7)の方法に従い, クロロホルムーメ

タノール抽出液の蛍光強度(励起波長365nm,発光波長

435nm)を 測定し, リポフスチン量とした。
ライソゾーム酵素活性測定

酸フォスファターゼ (EC3.1.3.2)活 性は前報3)の よ

うに,p‐ nitrophenyl phosphateを 基質とし,遊離され

た p‐nitrophenolを410nmで 比色定量して測定した。
アリルスルファターゼ (EC3.1.6。 1)活性は前報3)の

ように,p‐nitro catechol sulfateを 基質とし,遊離さ
れた p― nitro catecholを 410nmで比色定量した。
ヘキソサ ミニダーゼ (EC3.2.1.30)活性は前報8)の

よ う ′こ, p‐ nitrophenyl‐ N‐ acetyl‐β‐D‐glucosarninide

を基質とし,遊離された p‐nitrophenolを 410nmで比

色定量した。

スフィンゴミエリナーゼ (EC 3.1.4.12)活 性は前

Acid Arylsulf atase
Phosphatase (a) (b)
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報9)の ように,TNPAL‐SMを基質とし,遊離された
TNPAL‐ceramideを330nmで比色定量した。

対照 として,基質または組織粗抽出液のみをイン

キュベートした。酵素活性測定は通常デュプリケート

で行った。蛋白量は牛血清アルブミンを標準 として

Lowry法 6)で比色定量し,酵素活性/mg蛋 白量を比活
性とした.

メラニン量測定

酸不溶液メラニンのアルカリ抽出液を440nmで比

17
Age

Macula Midperiphery Equator

図 3 人眼の網膜色素上皮層・脈絡膜のクロロホルム
ーメタノール抽出液中のリポフスチン量 .
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図 4 人眼黄斑部の網膜色素上皮層 と脈絡膜のライソゾーム酵素活性 .
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released per hr per lng protein,(c)n mol′
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図 5 人眼黄斑部の神経網膜のラインゾーム酵素活性.単位は図 4を参照 .
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III 結  果

く

E

0

色定量した

ヒトRPEと 脈絡膜のリポフスチン量を蛍光強度で

あらわした(図 3).黄斑部の蛍光強度は中間周辺部や

赤道部より高 く,加齢とともに増加した.

酸フォスファターゼ, アリルスルファターゼ,ヘキ

ソサ ミニダーゼおよびスフィンゴミエ リナーゼ活性

は,黄斑部 RPEと 脈絡膜(図 4),黄斑部神経網膜 (図

5)で測定された。これらライソゾーム酵素の比活性
は加齢で変化しなかった。

ヒトRPEと 脈絡膜のメラニン量は440nmの 吸光度

であらわした (図 6)。 黄斑部 RPEと 脈絡膜のメラニ

ン量は中間周辺部や赤道部より高 く,加齢で変化しな

かった。

IV考  按
ヒト網脈絡膜のリポフスチン, ライソゾーム, メラ

ニンに関する最近の文献をまとめて考察する.

IV-1.黄斑部 RPEの リポフスチン

Streeten10)が組織化学的にヒトRPEの ズダン好性

顆粒はリポフスチンに類似することを報告した.リ ポ

フスチン (ま たはリポフスシン)は多くの細胞内で加

齢とともに蓄積する色素顆粒で,加齢色素,老化色素 ,

消耗色素と呼ばれている
11)～ 13)。 それは過酸化脂質と蛋

白質の混合物 より構成されていると考えられてお

り14),特異的な蛍光
15)ま たはマロンジアルデヒド法 16)

で測定される。 リポフスチンは人眼の黄斑部 RPEに
加齢 とともに出現 し,組織化学的方法で検出され

る1)17).

Age

Macu!a    Midperiphery   Equator

図 6 人眼の網膜色素上皮層 と脈絡膜の酸不溶性色素
のアルカ リ抽出液のメラニン量 .

今回の研究で測定された蛍光強度 (図 3)は RPEの

リポフスチンによるものと思われる。何故なら脈絡膜

は組織化学的にはほとんど蛍光を発しないから
18).

RPEの リポフスチンの435nmの 吸光度は神経網膜の

黄斑色素のそれに類似している
19).し かし,それらの分

布は異っている.RPE細胞は視細胞外節の更新過程に

大きな役割 りを演じており
20),老年者ではファゴゾー

ムが残余体すなわちリポフスチンに転換すると考えら

れている21).老年者では RPE内で,ラ イソゾーム酵素
による分解過程が不完全になることが推測されてい

る22).

RPEの 変性が初発し,老人性黄斑変性症が続発する

と考えられ,老年者の RPEの 変性はリポフスチンの

蓄積と関連するものと思われる
22).リ ポフスチンが細

胞の機能や運命にどこまで関与しているかは不明であ

るが23),老人性黄斑変性症の病因におけるリポフスチ
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ン蓄積の影響はより詳細に検討されるべきものと思わ

れる。

RPEにおける加齢と無関係の リポフスチンの蓄積
も或る種の病的状態や疾患でみられる。ビタミンE欠

乏症24)～26),Best卵黄様黄斑ジス トロフィ27)～29),star_

gardt病30), adult_type fove。 lnaclar vitelliform

dystrophy31),sjё gren_Larsson症 候群32),脈絡膜悪性

黒色腫33)な どでみられる。脈絡膜悪性黒色腫でみられ

神経網膜 色素上皮脈絡膜

16

12

図 7 人眼のα―L― フコシダーゼ活性.文献37よ り改
変.

神経網膜 色素上皮脈絡膜
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図8 人眼の酸性スフィンゴミエリナーゼ活性.文献
38よ り改変.
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るオレンジ色素はリポフスチンと考えられている33).

IV-2.黄斑部 RPEの ライソゾーム酵素
黄斑部疾患における RPEの 役割,と くにライソ
ゾーム酵素については,HOgan34)に より詳述されてい

る。早坂35)36)は,先に牛眼組織内のライソゾーム酵素活

性を検討し,RPEで最も高いことを報告した。人眼網
脈絡膜組織において,酸フォスファターゼ,ヵ テプシ
ンD,ア リルスルファターゼ,α―L― フコシダーゼ,酸
性スフィンゴミエ リナーゼの比活性は黄斑部で高い

(図 1, 7, 8)3)37)38).

黄斑部 RPEの ライソゾーム酵素の高活性は或る種
の黄斑部疾患に関与していると思われる。加齢におい

てライソゾームが関与しているという明らかな事実は

未だない39)。 我々の測定 した黄斑部 RPEの ライ ソ
ゾーム酵素活性も加齢によって変化 しなかった (図

4).しかし,ラ イソゾームは RPEの加齢による変性
に関与していると思われる。加齢色素 リポフスチンは

ファゴライソゾーム系の未消化残余体と信じられてお

り,多 くの細胞のリポフスチンには電顕組織化学的に
ライソゾーム酵素活性が検出されている40).

我々は先に,非定型錐体ジス トロフィ患者の血清と

白血球中の α―L― フコシダーゼ活性が低いことを報告

した(図 9)41)。 α_L― フコシダーゼ活性は正常人眼の黄

斑部 RPEで高い (図 7)37)。 unokiら 42)に よると,猿
眼の黄斑部でフコシル トランスフェラーゼ活性が高い

という。それ故, フコース代謝が黄斑部の生理と病態
に重要な役割を担っていると思われる。我々は, 自血
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コル ヒチンがメラニンと結合 しないことを見い出した

(表 1)。 クロロキンやチオ リダジンが網膜症をお こ

す
49)50).こ れら網膜症の病因に薬物のメラニン親和性

が大きく関与 していると思われる。クロールプロマジ

ンは高濃度で RPEラ イ ソゾームから酵素を遊離 させ

る51)。 β
_ブ ロッヵ_は緑内障の治療薬 として広 く用い

られている。眼球常在電位のダイアモックス応答は眼

球後極 部 の RPE機能 を反 映 してい る とされ てい

る52)。 それ故,β―プロッカー点眼使用者のダイアモッ

クス応答を検討 したところ,高濃度 。長期間使用患者

で障害 されていた
53).薬物のみでなくライソゾーム酵

素蛋白もメラニンと親和性があ り
54)黄斑部の代謝に影

響を及ぼ していると思われる。

水野勝義先生 (東北大名誉教授)と 瀬戸川朝一教授 (島根

医科大学)の御指導・御援助に感謝します。本研究は厚生省

網膜脈絡膜萎縮症調査研究班 (中島 章教授班長)の御援助
によりました.
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