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遺伝性白内障マウス水晶体のコンステロール代謝に

関する研究 (図 8,表 1)
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studies on the l√etab01is■ 1 0f chOlesterOl in Lenses

Of IIereditary(Cataractous IV[ice

Shoji Nakanお hi

Dι,α″π′π″。/οクヵ′λα′″。′。gr。ノゎ″σ%グυ′恣グ″s″οο′げ Mιググιグ″

要  約

遺伝性白内障マウスとして代表的なcacマ ウスにおけるコレステロール代謝の一端を解明する
ため,そ の水

晶体および血漿中の遊離型コレステロール (FC),エ ステル型コレステロール (EC)ま たは総
コレステロール

(TC)な どを分析し以下の結果を得た. 1)cacマ ウス水晶体の FC,TC含有量は15日 ,35日 齢にお
いて対照

マウス (caC/ddY)と 比較 して有意に低 く,EC含有量は35日 ,60日 齢で有意に高かった.2)35日 齢 cacマ

ウスの水晶体線維細胞膜画分の FCお よび TC含有量は対照マウスと比較 して有意に高かった.3)cacマ ウス

の血漿 TC値 は15日 ,35日 および60日齢で対照マウスと比較 して有意に低かった.そ して FC値 は15日 および

60日 齢で, また EC値は15日 および35日 齢で対照マウスより低かった.以上の結果より,cacマ ウスでは対照

マウスと比べて水晶体局所だけでなく全身的にもコレステロール代謝に変化があることが明ら
かになった.

(日 眼 92:1530-1536, 1988)
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Abstract

Lenses and plasma from the cac strain mouse ("Nakano mouse "), a representative hereditary

cataractous mouse, were analyzed for free cholesterol (FC), esterified cholesterol (EC), and total

cholesterol (TC) in order to elucidate cholesterol metabolism in this stain. In 15- and 35'day-old cac

mice, FC and TC contents of lenses were significantly less than those in the respective control (cac/

ddy) mice. The EC content of lenses were significantly greater in the cac mice of 35 and 60 days old

than in control mice. Furthermore, lens fiber cell membrane fraction from 35'day'old cac mice

contained significantly more FC and TC than that from the control mice. In addition, the plasma TC

levels in 1E-, B5-and 60-day-old cac mice were significantly lower than those in control mice. The

plasma FC level in 15- and 60-day-old mice and the EC level in 15- and 35-day'old mice were

significantly lower than the corresponding levels in corresponding control mice. These results demon'

strate that the cac mouse has some abnormality in cholesterol metabolism not only locally in the lens

but also systemically. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 1530-1536' 1988)
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I緒  言

遺伝性白内障マウスとして代表的な cacマ ウス (い

わゆる中野マウス)は自内障の動物モデルとして重要
であり,その水晶体の組織学的,生化学的研究は数多
くあるが脂質に関する研究は比較的少ない。

水晶体中の脂質の主要成分はコレステロールとリン

脂質であり,これらはまた水晶体線維細胞膜の構成成

分としても重要である1)～9).

そこで,本研究ではそれらのうちのコンステロール

について cacマ ウスにおける代謝の一端を解明する

ため,水晶体,その線維細胞膜画分,及び血漿中の遊
離型 コンステロール(FC),エ ステル型 コレステロール

(EC)な どを分析し,対照マウスと比較検討を行った。

II 実験方法

1.実験動物及び水晶体試料

研究対象には cacマ ウスを用い,そ の対照として
cacマ ウスとddYマ ウスを交配した第 1世代のマウ
ス (cac/ddYマ ウス)を用いた.両マウスは生後15日 ,

35日 ,ま たは60日 間飼育した後,体重を測定してから
頸椎脱日によって致死させ,直ちに両眼球を摘出し,

実体顕微鏡下で後部強膜を切開して水晶体を摘出し

た。水晶体は濾紙上で硝子体や血液など他の組織付着

物を除去し,湿重量を測定した後,バ イアルびんに窒

素 とともに封入し,分析に供するまで -20℃以下で冷
凍保存した。

2.水晶体中のコレステロールとスクアレンの分析
マウスの水晶体左右 1対 2個ずつを Folch液 (ク ロ

ロホルム :メ タノール=2:1,V/V)3.Omlと ともに
Potter‐ Elvehiem型 ホモジナイザーでホモジナイズし

た。このとき, コンステロールの回収率を測定するた

めに [1,2_3H(N)]コ レステロール (60 Ci/mm01)

及び [コ レステ リールー 4-HC]オ レユート (59.4
mCi/mmol(いずれも New England Nuclear)を そ
れぞれ0.125μ Ci及び0.025μ Ciずつ加えた.沈澱物を

濾過して除去し,濾液に0.2倍容量の0.9%食塩水を加
えて十分振とう後,遠心分離した。上層 (水性メタノー

ル層)を除去し,下層 (ク ロロホルム層)を窒素気流
下で蒸発乾固して総脂質残湾を得た。

この脂質残査をシ リカグル・ カラムクロマトグラ

フィー10)で FC画分とEC画分に分画した。すなわち,
残査をヘキサン2.Omlに溶解 し,2.2gの シ リカグル

(AR, 100メ ッシュ, MallinckrOdt)・ カラムに注ぎ,
エーテル :ヘ キサン (1:49,V/V),ユーテル :ヘ キ
サン(1:9,V/V),エ ーテル :ヘ キサン(1:1,V/V),

及びメタノール :エ ーテル (1:3,V/V)各 20mlで順
次溶出し,それぞれの溶出液を分画採取した(画分 I,

II,ⅡI,及びIV)。 このクロマ トグラフィーでは画分 I

にEC,画分Шに FCが溶出される。
EC画分を窒素気流下で蒸発乾固し,ユタノール1.0

mlに溶解し,2M KOHO.2mlを加えて振とう後,70℃
に 1時間加熱してけん化した.ア ルカリ性の水解液を

水10mlで希釈後,ヘキサン10mlずつで 4回抽出し,合

わせたヘキサンを水5mlずつで 3回水洗した後,減圧
下に蒸発乾固した。得られた残査を再び上述のシリカ

グル・カラムで分画し,画分 I′ と画分ⅡI′ (ダ ッシュ符

号はEC画分水解後の再クロマ トグラフィーによる画

分を示す)にそれぞれスクアレンとFCを溶出した.以
上の操作により得られた FC(画分HI),水 解後の EC
(画分ⅡI′)及びスクアレン (画分 I′ )の溶出液を窒素
気流下で蒸発乾固後,50μ lの アセ トンに溶解し,一部

はガスクロマ トグラフィー (GC)に よる分析に供し,
一部は放射活性測定の試料とした。

GC分析は島津製 GC-3BF型装置により1.5%OV‐ 1

(Gaschrom Q,100-200メ ッシュ)を充填したガラス

カラム(3mm× 1.7m)を使用して行った.試料注入槽
温度255℃ ,恒温槽温度230℃ , キャリアガス (N2)流
量46.2m1/minと し,水素炎イオン化検出器を用いた。
コレステロール及びスクアレンはそれぞれの標準標品

(和光純薬及び半井化学製)を用いて保持時間を比較し

て同定し, またピーク面積による検量線を作成して定

量した。この GCによる定量値を各試料に内部標準と
して加えた [3H]コ レステロール及び 〔14c〕 コレステ

リール・オレエートの回収率によって補正して各試料

の分析値とした.それらの平均回収率 (士 S.E.)は [3
H]コ ンステロールについて62.7± 0.9%(n=35),ま
た [“C]コ レステリール・オレエートについて59.7土

1.0%(n=35)であった。
放射活性測定は各試料をバイアルびんに移し, シン

チレーター (ACS II,Amersham)10mlを 添加して溶

解後,液 体 シ ンチ レーションスペク トロメーター
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(TRI‐ CARB4640,Packard)に よって行った .

3.水晶体線維細胞膜画分のコレステロール とスク

アレンの分析

水晶体線維細胞膜画分は Zigmanら 5)の 方法に従っ

て調製した。すなわち,35日 齢のマウスの水晶体 8～ 16

個 (4～ 8対)に4.Omlの lmMト リス塩酸 緩 衝液

(pH7.4)を 加えてホモジナイズし,10℃ で13,000× g,

35分間遠沈 した.沈澄を2.Omlの同じ緩衝液で 1回洗

浄後,8M尿素液1.Omlを 加えてサスベンジョンとし,
この尿素液の濃度を4Mに希釈後,10°Cで20,000× g,

20分間遠沈 した.そ の沈査を4M尿素液2.Omlずつで

4回洗浄した.こ の最終沈湾を水晶体線維細胞膜画分

とし,水晶体の場合と同じ方法でコレステロールとス

クアレンの分析を行った。

4.血漿中のコレステロールの分析
マウスをエーテル麻酔下に開胸し,心臓穿刺により

血液を採取 した。分離した血漿中の総コレステロール

(TC)及 び遊離型コンステロール (FC)をそれぞれデ

タミナーTC“ 555"及び FC“ 555"(協和メデックス)

を用いて酵素法により測定した。このさい,島津紫外

可視分光光度計 UV-160を 用いた。

なお,実験結果は平均値士S.E.で表わし,Studentの

t・検定によって平均値の間の有意差を検討した。

III 結  果

1.体重及び水晶体重量

cacマ ウスの体重はどの日齢においても対照マウス

と比較して有意に少なく,約80%し かなかった (Table

l)。 水晶体 1個当りの湿重量 も対照マウスより少な

かったが, 日齢を加えるにしたがって対照との相対比

は小さ くなった (15日 齢80%,35日 齢64%,60日 齢

57%)。 また,35日齢について単位体重に対する水晶体

1個の相対重量を比べると cacマ ウスでは対照マウ
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スの82%し かなかった。

2.水晶体のコレステロール及びスクアレン含有量

水晶体中の FCの 分析結果を Fig.1に示した。FC

含有量は対照マウスにおいて15日齢に比べて35日 及び

60日 齢では高値を示した。しかし,35日 齢と60日 齢と

の間には有意差は認められなかった。cacマ ウスでも

35日 及び60日 齢では15日齢に比べて高値を示した。し

かし,対照マウスと比較すると15日及び35日 齢では有

意に低値であった。

Fig.2は EC含有量を示す。ECは FCに比べると一

般に徴量にしか存在しなかった (両マウスの各日齢を

通して FCの 9～ 15%).対照マウスにおいて15日 齢と

35日 齢 との間に差違がなかったが,60日 齢では35日 齢

より有意に高かった。cacマ ウスでは加齢とともに著
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Fig. 1 Free cholesterol content of lenses. Results

are expressed as the mean-FS. E. Figures in
parentheses represent the number of mice stud-

ied. Open bar, control; hatched bar, cac mouse.

Significant difference : *p(0.001, **p(0.01, ***

p < 0.05.

Table 1 Body weight and lens weight.

Values are expressed as the mean -1- S.E. Figures in parentheses represent the number of : 'mice,
blenses, and "lenses and mice. *Significantly diffenrent from controls at p<0'001.

Mouse

Body weight(g)

kns weight

Ⅵiet weight(mg)
Relative wet
weight (mSlS,
body weight)

Days of age Days of age Days of age

3515 35 60 15 35

Control 7.67± 013(14)'

607± 008(15)'

23.3± 0.92(11)°

192± 0.49(9)ネ

32.7± 0.29(9)=

26.9± 080(10)ネ

2.83± 007(12)b

2.26± 006(12)°

482± 0.11(12)b

3.08± 005(12)t

6.24± 0.11(10)b

3.53± 006(12)・

0.201± 0008(10)。

0165± 0.004(10)▲

60
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Fig. 4 Squalene content oflenses.Il′ egends are tlle

Sarne as those in]Fig. 1.

(5)(5)

00
FC EC

Fig. 5 Cholesterol and squalene contents of 6ber
cell membrane fraction of lenses from mice of 35

days. Figures in parentheses represent the num.
ber of pooled samples of 8-16 lenses. FC, free
cholesterol; EC, esterified cholesterol; TC, total
cholesterol; SQ, squalene. Other legends are the
same as those in Fig. 1.

なかった (Fig.4)。

3.水晶体線維細胞膜画分のコレステロール及びス

クアレン含有量

Fig.5に 35日 齢の両マウスについての分析結果を

示す。水晶体のこの画分においてもコレステロールは

FCが大部分を占め ECは少なかった。cacマ ウスでは
FCは対照マウスの 2倍以上も含まれ,そ の分だけ TC
は高い値を示した。EC及びスクアレンの含有量につ
いては両マウス間に差違は認められなかった.

4.血漿コレステロール値
Fig.6に TCの測定結果を示す。TC値は対照マウ
スでは15日齢に比べて35日 齢では約60%に低下し,60
日齢でもこれと変わらなかった。cacマ ウスではどの

日齢 においても対照 マ ウスと比較 しておよそ1/
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Fig. 3 Total cholesterol content of lenses. Values
are given as the sum of those of free and
esterified cholesterol. Other legends are the same
as those in Fig. 1.

しく増加し15日 齢では対照マウスとの間に差違は認め

なかったにもかかわらず35日 及び60日 齢では有意に高

値を示した .

Fig.3は TC含有量を示す。TCは対照マウスにお
いて15日 齢と比べて35日 及び60日 齢では高い値を示し

た.cacマ ウスでは15日及び35日 齢において対照マウ
スと比較 して有意に低値であった。

スクアレンについては各マウスにおける日齢の間,

また各日齢における両マウスの間に有意差は認められ

TC

(4) (4) (4) (5)

(4)(4)(4) (4) 5)
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Fig. 6 Plasma total cholesterol level. Legends are

the same as those in Fig. L
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Fig. 8 Plasma esterified cholesterol level. Values

are given as the difference between those of total
and free cholesterol. Other legends are the same

as those in Fig. 1.

IV考  按

コンステロールは リン脂質とともに水晶体中の脂質

の主要成分であり,水晶体線維細胞膜の構成成分とし

て,その物理的化学的秩序性を維持するために重要で

ある3)。 コレステロールには遊離型 とエステル型があ

り,水晶体中では大部分が遊離型として存在するが
1),

血漿中では逆にエステル型が主体を占め リポプロテイ

ンの形で存在している
11)。

水晶体中のコレステロールは水晶体自身で合成され

たもの
6)12)～ 14)と 外部から取り込まれたもの,すなわち

房水中のリポプロテイン由来のもの
4)0)か ら成ってい

る。 したがって,水晶体コレステロールの動態には当
然血漿コンステロールも関与することが考えられる。

水晶体のコンステロール含有量については, ヒトや

ウシでは加齢に伴ってコレステロールが蓄積すること

が報告されている
15)16).Obaraら 1)や Cotlierら 2)は ,ヒ

ト自内障水晶体の蛋白非結合脂質に含有されるコレス

テロールは正常水晶体と比較して軽度に減少している

が,蛋自結合脂質 (膜脂質)に合有されるコレステロー

ルは自内障で著明に増加していることから,自内障で

は脂質が蛋白質と堅 く結合して凝集反応を生じ, これ

が水晶体に混濁を生じさせると推論 した。一方 ,

Rosenたldら 3)は正常水晶体と自内障水晶体のコレス

テロール含有量に差違はないが,正常水晶体では大部

6)

15 35 60

Age(days)

Fig. 7 Plasma free cholesterol level. Legends are

the same as those in Fig. 1.

2～ 2/3と いう低い値を示した。

FC値もFig。 7にみられるように対照マウスでは15

日齢に比べて35日 及び60日齢では低値を示した.cac

マウスでは対照マウスと比較して15日 及び60日 齢にお

いてそれぞれ1/2及び1/3以下の低値を示した。

Fig.8に EC値を示す。ECは両マウスの各日齢に

おいて一般にFCよ りかなり高い値を示した。対照マ

ウスでは15日 齢に比べて35日 及び60日齢では低い傾向

を示した。cacマ ウスは15日 及び35日 齢では対照マウ

スと比較して低いEC値を示した.また,cacマ ウスで

は35日齢で15日 及び60日 齢と比べて低い EC値がみら

れた。

(5)(7)



分が膜に存在しているのに対し,自 内障水晶体では全

体の1/2量 しか膜に存在しないことを見いだし,こ れは

自内障では水晶体線維細胞膜の破壊が起きているため

であると指摘した。

コンステロールは生体組織においてはアセチル

CoAか らスクアレン,ラ ノステロール,7-デ ヒドロコ
レステロールなどの多 くの中間体を経て生合成され

る17).Albers‐ Jacksonら 14)は ウサギ水晶体をインキュ

ベ_卜 して,14c_酢酸からスクアレンなどの中間体を

経てコレステロールが生合成されたことを報告してい

る。魚谷 18)も マウス水晶体中にコレステロール合成の

中間体であるスクアレンが存在することを報告してい

る.

cacマ ウスは劣性遺伝性白内障マウスで,生後15日
目の水晶体は透明であるが,24日 日前後に水晶体核部

に pin head opacityが 生 じ,その後 1～ 2週間で成熟

自内障となる")。 その発生機序については,何 らかの原

因によりNa,K‐ATPase阻害物質が水晶体内に残存
するため Na,K‐ ATPase活性の低下が起こり,Na十 の

増加,K+の 減少をきたして水晶体が膨潤し混濁が生じ

るとされている1。 )。

著者はこの研究において15日 ,35日 ,ま たは60日齢
の cacマ ウスと対照マウス (cac/ddY)の水晶体及び

水晶体線維細胞膜画分の FCと EC(FC+EC=TC)及
びスクアレン,ま た血漿中の FCと TC(TC― FC=
EC)を測定して両マウスについて比較検討した。
まず,両 マウスに認め られた加齢に伴 う水晶体の

FC,EC,及びTC合有量の増加傾向は,ヒ トやウシに
ついての報告15)“ )と _致 した。
特徴的な所見として,cacマ ウス水晶体中の FCと

TCは 15日 ,35日齢で対照マウスより有意に少なかっ
たのに,逆に EC含有量は35日 ,60日齢では有意に多い

という結果が得られた。このように cacマ ウス白内障

水晶体に ECの 割合が多いことは水晶体のコレステ
ロール代謝に変化が起こっていることを示すものと考

えられる20)。

35日 齢 cacマ ウスの水晶体線維細胞膜画分を分析

した結果,FC及び TCは対照マウスの 2倍以上含ま
れていることがわかった.こ の結果は Obaraら 1)な ら
びに Cotherら 2)の ヒト白内障水晶体についての報告

と類似しており,cacマ ウス自内障水晶体線維細胞膜
では FCと 蛋白質が複合体を形成して膜の流動性の低

下をきたしているものと推察された。 この細胞膜画分
にもECが含まれていたが FCと 比べると徴量であ
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り,cacマ ウスと対照 マウスとで合有量 に差違はな
かった.ま た,ス クアレンの存在 も認め られ,水晶体

線維細胞においてもコレステロール合成系の存在の可

能性が示唆された .

上述のように,こ の実験では cacマ ウスについて水

晶体,ま た水晶体線維細胞膜画分のコンステロール含

有量が対照マウスと異なることを明らかにした.と く

に,未だ白内障が発生 しない15日 齢でもすでに水晶体
の FC及び TC含有量が正常より低いとい う事実から
す ると, このマウスには自内障発生以前 より水晶体の

コレステロール含有量の低下をきたす要因が存在する

ものと考えなければならない.ち なみに cacマ ウスで

は 14日 齢 で す で に 正 常 マ ウ ス に 比 べ て Na,K‐

ATPaseの活性が低いことが認められている19)。 しか
し,そ のことがその 日齢で水晶体のコレステロール含

有量の低下を引き起 こす直接の要因であるかどうかは

目下不明である。

cacマ ウスの血漿 TC値はどの 日齢においても対照
マウスより有意に低かった。このような cacマ ウスの

低 コレステロール血症はこの遺伝性変異動物に固有な

素因によるものと考えられる。一方,血漿 コレステロー

ル値は水晶体のコンステロール含有量に影響を及ぼし

得 るとい う報告
15)が
あるので,全身性変化 としての低

コレステロール血症による水晶体局所におけるコンス

テロールの動態への影響 も無視し得ないものと考えら

れる。 この問題についてはさらに今後の検討が必要で

あろ う。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜 りました鳥取大

学医学部眼科学教室藤永 豊教授,生化学教室小倉道雄教
授,ま た直接の御指導ならびに御助力をいただいた生化学

教室綾木義和助教授ほか教室員各位に深謝致します。

本論文の要旨は第92回 日本眼科学会総会にて発表した。
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