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両眼性先天性白内障水晶体タンパクの

水不溶性画分の生化学的研究 (図 7,表 5)
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Water‐ insoluble F｀ raction of Lens iProteins in iBilateral Clongenital Cataracts
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要  約

13名 13眼の両眼性先天性白内障水晶体の水不溶性画分 (WIF)を尿素可溶性画分 (USF)と 不溶性画分 (UIF)

に分け,前者に薄層 agarose gelの等電点電気泳動(IEF),後者にSDS‐PAGEを行った。USFの IEFで は,

完全型自内障 (2例 )は バンドが検出されず,核型白内障 (4例 )で はpⅡ 6.2未満の酸性領域に,皮質型白

内障 (7例 )で はさらにpH 6.2以上でもバンドを認めるのが特徴であった。UIFの SDS‐PAGEでは,完全

および皮質型白内障の各 1例 を除 く11例 にバンドを認め,そ の分子量は14.4K以下のポ リペプタイ ドを認めた

核型白内障の 2例 を除 き,す べて24K以上であった。先天性白内障は成人白内障と異なって WIFの増加はわ

ずかで,水晶体の混濁部位による水晶体タンパク変性の相異があると推定 された.ま た,完全型白内障や例外

的なパターンを示す白内障は水可溶性画分にも明 らかな異常を認めた特殊 な性質をもった型の ものであると

考えられた。 (日 眼 92三 1390-1397, 1988)

キーワー ド:両眼性先天性白内障,水晶体タンパク,水不溶性画分,尿素可溶性画分,尿素不溶性画分

Abstract
Water-insoluble fraction (WIF) of the lens in thirteen cases of bilateral congenital cataract was

investigated. After 7M urea incubation of the WIF, it was divided into urea-soluble fraction (USF)

and urea-insoluble fraction (UIF). The former was analyzed by means of isoelectric focusing (IEF)

with thin-layer agarose IEF gel, and the latter, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). In
IEF of USF, complete type of cataract (2 cases) showed no detectable band throughout the whole

range, but nuclear and cortical ones (4 and 7 cases) showed some bands at a pH of under 6.2, and

moreoyer the cortical one showed weak bands in the range of over 6.2. In SDS-PAGE of UIF, the
bands were detected in 11 cases, but not in 2 cases of the complete and cortical t1pes. The molecular

weights of these bands were all more than 24 kilodalton, except for 2 nuclear cases in which bands

were also recognized in the range of less than 14.4 kilodalton. Consequently, it was suggested that
although the WIF of bilateral congenital cataract is small in quantity, unlike in the case of senile

cataract, there were characteristic difrerences in it corresponding to the types of cataract. A few

exceptional cases were thought to be another types of cataract which showed abnormal patterns in
the water-soluble fractions of the lens. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 1390-1397, 1988)
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I緒  言

自内障の原因を明らかにする目的でその水晶体蛋白

を生化学的に解析する研究は,成人においては多 く報

告されているが,先天性白内障については極めて少な

い。我々はこれまで両眼性先天性白内障水晶体の水可

溶性画分 (Water― soluble fraction,以 下 WSFと略 )

について免疫化学的研究を行ぃ1)2),水晶体の構造蛋白

であるα―,β―および γ―cry"aninの 分布に幾つかの

パターンがあることを報告 した。 しかし,成人白内障

水 晶体 で は WSFよ りも水 不 溶 性 画 分 (water―

inS01uble iaction,以 下 WIFと 略)に変化が大きいこ

とから,先天性白内障においてもその原因となる特徴

的な所見が認め られる可能性が推定される。今回は
,

両眼性先天性自内障水晶体の WIFについて検討 した

ので報告する。

II 症例および実験方法

症例 :症例は両眼性白内障症例13名 (13眼)で,手
術時年齢は生後 1カ 月から13歳 (平均 6歳 10カ 月)で ,

先に報告2)し た WSFの解析時に用いた同一症例群で

ある.白 内障の臨床分類として,水晶体が完全混濁 し

ているものを完全型白内障,核の混濁が主体のものを

核型自内障,そ して後極や前極部の混濁さらに核周囲

の混濁などが主体のものを皮質型 白内障として 3種類

に大別した(表 1).手術は全例に経毛様体扁平部水晶

表 1 両眼性先天性白内障症例
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体吸引術を行った。

実験方法 :資料は手術時18G針で出来る限 り1回の

操作で吸引 したほぼ全水晶体組織を,直ちにホモジナ

イズし,10,000rpm,15分 ,4℃で遠心後の沈査 (す な

わちWIF)で ある。これをさらに再蒸留水で24,000

rpm,10分 ,4℃ で洗浄した後,2mlの 7M尿素で60分

間室温にて処理 し,つ いで40,000rpm,20分 ,4℃ で遠

心して,上清すなわち尿素可溶性画分 (urea‐soluble

fraction,以下 USFと 略)と 沈査すなわち尿素不溶性

画分 (urea‐ insoluble fraction,以 下 UIFと 略)と に

分離した。

USFに文寸しては, D‐sorbitol, Agarose IEF, Am‐

pholine(LKB:pH 3.5～ 9.5)お よび再蒸留水で作成

した thin-layer agarose gelを 用いて,各 USF資料20

μlについて等電点電気泳動分画を行った。泳動条件は

Pre‐runningが 100V,5mA,20分で,Runningは 1,500

V,20mA,約 90分 とした.そ の後0.5% Coomassie

briniant blueに よる蛋白染色,pH測定および濃度計

測 をULTROSCAN LASER DENSITOM:ETER
(LKB)お よ び CHROIMATOPAC CRlB(SHIM‐
AZU)を用いて行った。

UIFに 対 しては2M尿素ついで再蒸留水で40,000

rpm,10分 ,4℃ の遠心を各 2回行って洗浄,脱尿素後 ,

2.5%SDS(sOdium dOdecyl sulphate)ぉ ょび5.0%

β‐Mercaptoethanolを含む10mM Tris‐ HCL,lmM
EDTAの緩衝液 (pH 8.0)100μ lに溶解し,37℃ で60

分間処理 した。これを Pharmacia PAA 4/30 gradient

gelを 用 い て SDS‐ PAGE(polyacrylamide gel

electrophoresis)を 行った.電気泳動は緩衝液 として

0.2%SDSを含む0.04M tris,0.02M sodium acetate,

2mM EDTA(pH 7.4)を 用い,以下の手順で行った。

1)Pre‐ electrophoresisを 70V,60分間行い,2)Phar‐

rnacia:LMW CalibratiOn Kit iProtein iMixtureと
,

3)Sucroseを加えた資料を添加 し,4)300Vで 10分間

資料を浸透 させ,5)150V定電圧で約2.5時間泳動 し

た。ついで25%isoprOpan01と lo%acetic acidで 24V,

30分間の電気的蛋白固定 とSDS除去を行い,0.02%
Coomassie briniant blue R-250で 18時間染色後, 7%
acetic acidで24V,45分 間電気的に脱染色を行った .

対照 として死後数時間以内の剖検時に得た未熟児

(在胎220日 ),生後19日 目および生後2.5カ 月のダウン完全 :完全白内障,核 :核型白内障,皮質 :皮質型白内障
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症候群の小児透明水晶体と,56歳 と58歳の透明水晶体

を用いた .
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III 結  果

1)尿素可溶性画分 (USF)

資料が微量のため,いずれ も ミニコン簡易濃縮器

(Amicon)を 用いて濃縮して電気泳動を行ったが,成

人対照例はサンブル量の 5倍に対 して,小児対照例で

は限界の80倍に対 して,先天性白内障群では限界の100

倍の濃縮が必要であった。対照例の成績は,未熟児お

よび生後19日 目の小児例では 2例 とも全 くバン ドが検

出されなかった。しかし,生後2.5カ 月のダウン症候群

例と成人対照では pH 6.2か ら酸性領域全域にバン ド

を認めた.そ こで,今回のダウン症候群例は病的水晶

体とし,正常小児水晶体では USFが検出されない と

した。そして,前回報告2)し た正常小児水晶体の水可溶

性画分 (WSF)の α―,β―および γ―crystaninの 等電

点分布がそれぞれ pH 4.64～ 5.84(最酸性領域 と呼

ぶ),pH 5.72～ 6.73(酸 性 領 域 と呼 ぶ),pH
6.16～ 7.66(中性領域と呼ぶ)であることを参考にし,

成人対照例でのそれらの範囲にあるバンドの濃度を,

それぞれ 3+, 3+,お よび―(検 出されない), とし

て数量的基準 とした。なお,等電点は尿素処理による

影響を受けないことを確認 してはいるが,上記の pH
の範囲に属す る蛋白がWSFで示 した各 crystaninで

あるとは言明出来ないので,便宜上その領域区分を用

いた (図 1,表 2).

表 2 尿素可溶性画分の IEFで の等電点分布 ;

透明水晶体対照例.

透明水晶体

表 3 尿素可溶性画分の IEFで の等電点分布

完全白内障例.

完全白内障
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図 1 尿素可溶性画分のIEFで の蛋白染色と濃度計

測 :対照透明水晶体例.

HL―Nl:56歳 ,HL―N4:58歳,HL― N19:生後2.5

カ月(ダ ウン症候群).HL― N17と HL―N20は染色さ

れなかった。

症例
(資料番号)

年齢

尿 素可溶性画分
pH領域

(IEF)

4.64‐ -ヽ5.84 5.72～ 6.73 6.16‐ ヽ́7 66
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表 4 尿素可溶性画分の IEFで の等電点分布 ;

核型白内障例 .

核白内障

HL-28

表 5 尿素可溶性画分の IEFで の等電点分布 ;

皮質型白内障例
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図2 尿素可溶性画分の IEFで の蛋白染色と濃度計

測 i核型白内障例.

HL-3:症例 3,HL-28:症例10,HL-34:症例11.

症例 7は染色されなかった。

a.完全型 自内障 :2例 とも全領域に認められるバ

ンドはなかった (表 3).

b.核型 白内障 :4例 中 1例 (症例 7)はバン ドを認

めなかったが, 3例は最酸性 と酸性領域に強いバン ド

を認めた。症例10は中性領域にも弱いバンドを認めた

(図 2,表 4).

c.皮質型自内障 :7例中 2例 (症例 1,12)は全領

域にバン ドを認めなかった。残 り5例では最酸性 と酸

性領域に強いバン ドを認め, さらに 1例 (症例 9)を

症例
(資料番号)

年齢

尿素可溶性画分 (IEF)
pH領域

4 64ヽ-5.84 572～ 6.73 6.16´ 7ヽ 66

1(HL-1)
4(HL-6)
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除き中性領域にも弱いバン ドを認めた (図 3,表 5).

2)尿素不溶性画分 (UIF)の SDS‐PAGE
透明水晶体の小児例では資料の量が少なく,染色性

の差はあるものの,いずれも分子量20 kilodalton(以

下 Kと略)以上のポ リペプタイ ドであった。成人例で

は14.4K以下および20K以上,さ らに高分子凝集した

ポ リペプタイ ドをベースに認めた (図 4).

a.完全型白内障 :症例 5はバン ドを全 く確認でき

ず,症例 2は僅かに24K以上のバン ドを認めた (図

5)。

b.核型白内障 :症例 3は 14.4K以 下 とベースだけ

が染色された。他の 3例は24K以上,症例10は さらに

14Kの バン ドを認めた (図 6)。

c。 皮質型白内障 i7例中 6例にバン ドが検出され,

明瞭なものは症例 4, 8,12,僅 かに確認できたのは

症例 1, 6, 9で ,いずれも24K以上のポ リペプタイ

ドであった.症例13は境界が不明瞭であるが24Kと 26

Kのバン ドが存在した (図 7).

IV 考  按

両眼性先天性 白内障水 晶体蛋 自の水不溶性画分

(WIF)を尿素可溶性画分 (USF)の等電点電気泳動 と

Ｌ
口
‐ｒ‐
ｔ濡
ボ

祠
い

．
［

］
¨

．
“
Ｌ
］
”
］

レ
Ｌ

．
”

中
壼
”ψ

黎

粥
」叫
ｍ̈

サ
十

．
［

仰
口

．
ロ

・す
“

．
“

円

剌

．
［

押
［

．
□

昨

．」

亀

嵐

一

　

・
　

　

　

　

　

　

一

●
７
・

症例
(資料番号)

年齢

尿素可溶性画分 (IEF)
pH領域

4.64ヽ 584 5.72-6.73 6.16ヽ 7.66
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尿素不溶性画分 (UIF)の SDS‐PAGEか ら検討し,水

晶体の混濁部位の種類によってそれぞれの画分に相異

があることが明らかとなった。

透明水晶体の WIFは アルブミノイ ドと呼ばれる加

齢にともなって増加する蛋自で3)～ 5),水晶体蛋白全体

の11%～40%を 占め,そのほとんどが尿素可溶性6)と

HL-40  T

6

言われている。 しかし,小児の透 明水晶体蛋白には

WIFが総蛋白量の 3%と 微量である7)。 ところが,成人

白内障においては水品体蛋自の70%が水不溶性蛋白と

なり,そ の半分が尿素不溶性であることから6)白 内障

の成因を研究する上で WIFの 分析は重要である8)9)。

しかし,先天性白内障水晶体蛋 自の生化学的研究は,

7
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図 3 尿素可溶性画分の IEFで の蛋白染色と濃度計測 i皮質型白内障例.

HL-6:症 例 4,HL-12i症 例 6,HL-14:症 例 8,HL-26:症例 9,HL-40:症
例13.症例 1と 症例12は染色されなかった。
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20,1
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M  N17 N20 N19  N4
図4 尿素不溶性画分の SDS― PAGE:透明水晶体対

照例.

M i marker proteins,N17:未 熟児例,N20:生後

19日 目,N19:生後2.5カ 月 (ダ ウン症候群),N4:
58歳 .

資料が容易に入手出来る成人の同様研究に比して極め

て少なく1°), ことに WIFに関する研究はさらに少な

い。我々は最近の先天性自内障手術法である経毛様体

扁平部水晶体吸引術においては,他の眼組織と接触す

ることなく水晶体実質のほとんどを吸引出来る事か

ら, この資料を用いて一連の水晶体蛋自研究を行って

いる。なお,今回施行した WIF分析法は現在最も普遍

的な方法である3)5)6)。 先天性白内障の臨床分類は普通

混濁形態あるいは混濁部位によっている。前者は余 り

にも多種多様で生化学的に評価する上で困難と考えら

れるので,今回は後者の分類を用いた。

さて,今回の実験に供し得た WIF資料は極めて微

量で,さ らに UIF,USFと もに微量であったことから,

先天性白内障水晶体においては WIFの増加は僅かで

あることが明らか となった.こ のことはWIFが著明

に増加する成人 白内障 との一つの相異点 と考えられ

た。また,正常小児水晶体では USFが検出されず,UIF

が僅かに認められた。正常水晶体におけるUIFは形質

膜画分であるとされている5)こ とか ら,小児における

94k

67

43

30

20.1

14.4

M 2    5
図5 尿素不溶性画分のSDS―PAGE:完全型白内障

例.

M i marker proteins, 2:症 例 2, 5:症例 5.

WIFは主 として水晶体の膜タンパクであると考えら

れる。

完全型自内障水晶体は USFの IEFで は 2例中 2例

とも検出されず,UIFの SDS‐PAGEにおいても 1例

は検出不能で, 1例は僅かにバン ドを認めた。これは

水晶体混濁 とともに USF,UIFが増加する成人自内障

との大きな相異点である。Russellら 口)は ,遺伝性白内

障で低分子量物質が水晶体から漏出したために,完全

白内障が急速に生 じた例を報告 している。今回の成績

もこのような機序で自内障が発症 したものか,若 しく

はタンパク変性にいたる以前に急激に osmotic cata―

ractと 同じ機序が生 じて白内障になった と推測 され

た。

核型白内障水晶体は USFの IEFで バン ドが酸性領

域に強 く認められるのが特徴 と考えられた。理由とし

て核部の変性タンパクが USFに出現 したものと思わ

れる。しかし,バ ン ドを認めなかった例があ り, この

例は UIFの SDS‐PAGEで強いバ ン ドを認めた こと

からUSFが UIFに移行したものか WSFが直接 UIF

に移行したもの,あ るいは両者の可能性が考えられた.
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図 6 尿素不溶性画分のSDS― PAGEI核型白内障

例.

M i marker proteins,3:症 例 3,7:症例 7,10:

症例10,11:症例11.

UIFの SDS‐PAGEに ついては 4例中全例に24K以上

のバンドを認めたが, 2例で14.4K以下のポ リペプタ

イ ドを認めた。 この低分子量ペプタイ ドは正常小児水

晶体には認められないもので,加齢 とともに増加する

ことが知 られている12)-15)。 さらに,成人の核白内障の

核に増加することも報告されている3)6)こ とから,こ の

ポリペプタイ ドの存在は小児の核型自内障の成因上重

要な点と思われた。また20Kの ポ リペプタイ ドは逆に

正常小児水晶体に多く加齢 とともに減少する3)13)が
,

核型白内障水晶体では認められなかった。この点は後

述する皮質型白内障水晶体でも同様で,自 内障の原因

として水晶体タンパクの低分子化 と高分子化の両極性

が示唆された。皮質型自内障水晶体は USFの IEFで

は酸性領域に強いバンドが認められると共に中性領域

にも弱いなが らバン ドが認め られるのが特徴であっ

た。この中性領域は本来 rcrystallnの 領域16)で あ り,

水品体皮質での ァcrystalHnの 変性が理由として考 え

られる。 しかし, 2例にバン ドが全 く検出されなかっ

たが,1例 (症例 1)はその WSFで α‐cwstallinが欠

損していた1)も のであり,他の例 (症例12)は生直後か

M 1 4 6 8 9 12 13

図 7 尿素不溶性画分のSDS― PAGE:皮質型白内障

例 .

M i rnarker prOteins, 1 :症例 1, 4 :症 イ冽14, 6 :

症例 6,8:症 例 8,9:症 例 9,12:症例12,13:

症例13.

ら白内障が強 く生後 1カ 月で手術を要 した例であっ

た。また,症例 9は酸性領域にはバンドを認めるが
,

中性領域には認めなかったことから上記した皮質白内

障水晶体の特徴に一致しない。 しかし,こ の例は小眼

球を伴った例でそのWSFで γ―cry゛allinの欠損を認

めた例であった02)17)。 したがって,結果論的ではある

が,今回示 した 7例 の皮質型白内障のうちこの 3例は

他の 4例 とは性質が異なった ものであると考えられ

た。

以上を総括すると,両眼性先天性白内障水晶体の

WIFは僅かに認められ,水 晶体混濁部位の違いが生化

学的相違 として表れた。USFの IEFでは完全型 白内

障水晶体 とそれ以外とでは後者にバンドが検出される

こと,核 と皮質型白内障水晶体 とでは後者に中性領域

にもバン ドが存在することでそれぞれが区別される可

能性がある。UIFの SDS‐ PAGEではバン ドが検出さ

れたものは24K以 上のもので,正常小児水晶体では認

められる20Kの ポ リペプタイ ドは認められなかった。

症例のポ リペプタイ ドの大半はベースに位置していた

ことから, タンパクの高分子凝集が生じたものと考え

られる。 しかし,核型白内障水晶体では分子量14.4K
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以下のポ リペ プタイ ドを認めた例 もあ り,水晶体 タン

パクの変性に高分子化 と低分子化の両極性を認めた。

また,例外的なパターンを示す特殊な性質をもった型

の自内障の存在 もあった .

(ご校閲賜 りました筒井 純教授に感謝します。この研究

は川崎医科大学プロジェクト研究82-801の 助成を受けたも

のである。)
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