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31P_NMR spectroscopyを用いたガラクトース

白内障の代謝研究 (図 51,表 1)
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要  約
31P_NMR spectroscopyを 用いて, ラットガラクトース自内障形成過程における水晶体内のエネルギー燐

酸化合物の代謝動態を観察し,以下の結果を得た.1.ガラク トース群水晶体の早期における最も顕著な代謝変

化は,″glycerOphosphateに 認められ,25%ガラクトース食餌投与後少なくとも3日 目からコントロール群
のそれに比べて有意に増加し,さ らに 3週 目まで高値を示 した.以後は徐々に低下 し,5週目で有意な低下を

示 した。2.adenosine triphosphate(ATP)は ガラク トース群でコントロール群に比べて 2週 目から有意な

減少を示 し,その後もさらに低下し続けた。3.無機燐酸はガラクトース群ではコントロール群に比べて徐々に

増加 し, 1週で有意な増加を示し2週 目で最大となり,そ の後は逆に低下 した.今回の基礎的研究により
31

P‐ NMR spectroscopy法 は,こ れまでは生化学的および組織学的手法により研究されていたガラクトース白

内障の病態をその代謝動態の面から,非破壊的に測定 しうる研究手段として有用なことが示唆された。(日 眼会

言志,  93:722-726, 1989)
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Abstract

Using a 3tP-NMR spectroscopy, we monitored the metabolic kinetics of energyorganophosphate
compound in rat lens during the process of generating galactose cataract. The most remarkable

metabolic change in the earlier phase of galactose cataract formation was found in a-
glycerophosphate. This increased significantly, as compared to controls, since the day 3 of gwiny feed

containing 25(% galactose. The high level lasted for up to three weeks, decrease followed by a gradual

decrease and subsequently a significant decrease at five weeks. Adenosine triphosphate (ATP) showed

a significant decrease in the galactose group compared to the controls from two weeks after untration
of the sperment and the decrease continued. Inorganic orthophosphate increased gradually in the

galactose group as compared to the controls, the increase being of signiflcance at one week reading

a maximum at two weeks followed by a subsegment decrease. Our basic study suggests that 31P-NMR
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spectroscopy is a useful technique in lens of the metabolic kinetics, to nondestructively determine the
pathophysiology of galactose cataract, which has been studied biochemically and histologically. (Acta
Soc Ophthalmol Jpn 93 :722-726,1989)

Key words : Galactose cataract, NMR spectroscopy, phosphorus-3l (r,p), Metabolism, Aldose
reductase

I緒  言 表 1 対象例数

近年,核磁気共鳴法 (NMR)の飛躍的進歩により,
映像法である imaging(MRI)は ,眼科領域でもX線
CTにつぐ新しい画像診断法として急速に普及しつつ
ある.他方,MRIよ り長い歴史を持つ NMR本来の分
析法,NMR spectrOscOpyは ,生体組織の代謝を in
vivoで非破壊的にまた連続的に測定可能な手法とし

て,最近医学の各分野で注目されている.
我衆は,以上のような本法の特徴に着 目し,31P_
NMR spectrOscOpyを 用いたモルモット摘出眼球お

よび水晶体における燐工不ルギー代謝動態の測定法お

よびその結果を報告した1).

一方,糖尿病性白内障の類似モデルとしてラットガ
ラクトース自内障は有用であり2)～ o),近年,ア ル ドース

還元酵素との関連において特に注目されてきた7)8).

そこで今回は,31P_NMR spectrOscOpyを 用いて,

今日まで未解明な点が多かったガラクトース白内障形

成過程での代謝動態を,特に燐酸化合物の代謝動態に

着目して計測することを試みた。

II 実験方法

1.対象

対象として,生後 3週齢 (体重50g前後)の Wistar
系 Rat 63匹を用いた。これらを 2群に分け(表 1),ガ
ラクトース群 (43匹)には25%ガ ラクトース含有食餌
を, コントロール群 (20匹 )には普通食餌を投与した。

投与後, 3日 から 5週 まで,順次ネンブタールを用い
て致死麻酔を行ない,眼球を摘出しさらに眼球後極部
から切開を加え microscopeを用いて水晶体を摘出し

て 1個ずつエネルギー代謝動態の計測に用いた。なお,

測定には片眼の水晶体のみを用い,他眼のそれは組織
学的検索に用いた。

2.燐エネルギー代謝動態の計測

水晶体内の燐エネルギー代謝動態の計測は,31P_

NMR法 により行なった。測定装置として,燐共鳴周波
数109.25MHz,静 磁場強度6.3Teslaの FT‐NMR装
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置 (JEOL GX‐ 270WB)を 使用した。
まず,摘出した水晶体 (1個)を,phosphate■ ee
Krebs bicarbOnate medium(pH7.35)で 満たした微

小サンブル管 (6.5mmΦ ×10mm)に挿入した。なお,
このサンプル管内には,20%hexamethyl phOsphOr‐
oamide(HMPA)を微小ガラス管内に封入して取 り付
け,外部基準試料とした。

次に,前述の徴小サンプル管をソレノイドコイル(8
mmΦ ×8mm, 4回 巻)内 に挿入し,31P_NMR法 によ
り水晶体内の燐エネルギー代謝動態を計測した。測定

条件は,パ ルス幅 :2μ sec(30° パルス),パ ルス繰 り返
し時間 ;0.5sec,積 算回数 :7,200回で,1ス ペクトル

あたりの測定時間を 1時間とした。

III 実験成績

まず図 1に コントロール群のラット水晶体を 1時間

測定した結果得られたスペク トルの代表例を示す.各
ピーク は, i左1か ら, IIIヽ4PA,  α_glycerophOsphate

(α‐GP),phOsphOryl chOrine(Pc),無 機燐酸 (Pi),

γ‐adenOSine triphosphate (γ ―A■
｀
P) β_adenosine

diphosphate(β ‐ADP),α‐ATP α―ADP,nicOtinamide
adenine dinucleotide/reduced nicotinarnide adenine

dinucleotide(NAD/NADH)そ してβ‐ATPである.
外部基準として用いた HMPAに よるピーク位置を0
ppmに設定し,各スペクトルに対するコントロールと
した。
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HMiPA: hexalrЮ thyl phosphoroamide.α ・GP: α‐glycerophosphate.PC: phosphorylchorine.Pi l無
機 撼準1酉菱. γ‐ATP β‐ADP: γ‐adenOsine triphOsphate β‐adenOsine diphosphate. NAD/NADH:
nicotinarnide adenin dinucleotide/reduced inicotinarnide adenine diunucleotide.

HMPAの ピークをOppmに設定.
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図 1 コン トロール群スペク トル
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図2 コントロール群とガラクトース群スペクトルの
代表例.HMPA,α ‐GP,Pi,β ‐ATPに関しては図 1
参照.

図 2に コントロール群とガラクトース群ラットの水

晶体から得 られたスペクトルの代表例を示す.各スペ

クトルは上段から, コントロールラット水晶体,そ し

て,ガ ラク トール食餌投与後 3日 , 1週, 3週 , 5週

目のラット水晶体から得 られたものである。ガラク

トース食餌投与後 3日 目ですでに,α‐GPの ピークの

高さがコン トロールのそれと比較して明らかに増加し

ていることがわかる。また,無機燐酸のピークの高さ

Time after Administration of Galactose Feed(weeks)

図 3 ガラク トース群水晶体におけるβ・ATPの 変
化.縦軸はコントロール群の平均を100%と した時の

相対量.斜線内がコントロール群の mean± SD.:
mean± SD.

は徐々に増加するのに対して,ATPの 動態を表わす

β‐ATPの ピークは徐々に低下した。 5週 目ではすべ

てのピークの高さの低下を認めた。なお, コントロー

ル群内においては,少なくとも3日 目から5週の実験

期間内においてα‐GP,無機燐酸およびβ‐ATPの変

動は極めて小さかった。従って,以下に示す各ピーク

の検討ではコントロール群として一括して総計処理を

行なった。以下に,ガ ラク トース群水晶体における

β‐ATP,無機燐酸そして,α―GPの経時的変化をコン

トロール群水晶体のそれらと比較して示す.

図 3に,ま ずガラク トース群水晶体におけるβ‐

ATPの変化を示す。縦軸はコントロール群 (n=20)

*P<0.05
**Pく 0.01
NS not significant
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Pi

Time after AdministlatiOn of Galactose Feed(weeks)

図4 ガラク トース群水晶体における無機燐酸の変
化.縦軸はコントロール群の平均を100%と した時の

相対量.斜線内がコン トロール群の mean± SD=
mean± SD.

α―GP
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化を示す.ガ ラクトース食餌投与後無機燐酸は徐々に

増加 し, 1週 目でコントロール群と比べ有意な増加を

示した。また, 2週 目で最大となり,その後は逆に低
下し続け 5週 目で有意な低下を示した。

図 5に,ガ ラクトース群水晶体におけるα‐GPの変
化を示す。すなわち, ガラクトース食餌投与後 3日 目

ですでにコントロールの値に比べ約 2倍高く,さ らに
3週 目まで高値を示した. しかしながら,以後は徐々

に低下し 5週 目で有意な低下を示した。

IV 考  按
ラットガラクトース白内障が糖尿病性白内障の類似

モデルとして有用とされる主な理由としては,第 1に ,
ガラク トース食餌投与開始から白内障発症までの期間

が短いこと,第 2に, ガラクトースの投与量およびそ
の投与期間を変えることにより種々の程度の病態が作

製でき, しかも作製した病態の程度に関しばらつきが

少ないことの 2点が挙げられる。しかしながら,ガ ラ
クトース白内障に関する従来の研究は, もっばらグル

シ トールや還元型ピリジンヌクレオチ ド燐酸の役割を

明らかにすることに向けられ,ATPや 燐酸化合物の
代謝に関してはあまり注意が払われていなかった。そ

の大きな理由の一つは, これらの化合物の代謝動態を

測定する手段が生化学的手法に限られ, この手法では

測定前のいわゆる前処理に起因する測定誤差が大で

あったことによると考えられる。

我々は,こ れらのガラクトース白内障作製実験が有

する利点とin vivoで 生体組織の代謝が測定できる

NMR法 とに着目して,今 日まで未解明であったガラ
クトース白内障形成過程における代謝動態を,特に燐
酸化合物に着目して検討した。その結果,以下の点が
明かとなった.すなわち,最 も早期から起こる代謝変
化は,α‐GPの増加であり,今回の実験からガラクトー
ス食餌投与後少なくとも3日 目でコントロール群に比

べ有意に増加することが判明した。さらに,無機燐酸
の増加 とこれと表裏一体をなす ATPの低下がガラク
トース食餌投与後 1～ 2週 目より起こり,投与 5週 目
ではすべての燐酸化合物が減少するという一連の代謝

変化が初めて明かとなった。

我々の結果は,水晶体をガラクトース添加液中で培
養した時の燐工不ルギー代謝変化と一致する。Greiner

ら口)は,31P_NMR法 を用いてウサギの水晶体をガラ
クトース含有緩衝液で培養しながら経時的にその燐代

謝を観察し,α^GPが加速度的に増加し,ATPが低下
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図 5 ガラク トース群水晶体 におけるα‐GPの 変化 .
縦軸は コン トロール群の平均 を100%と した時の相

対 量.斜 線 内 が コン トロール 群 の mean± SD.:
mean± SD.

の平均を100%と した時の相対量を示し,斜線内がコン

トロール群におけるMEAN± SDを示す。横軸はガラ
クトース食餌投与期間を示す。ガラクトース群におけ

るβ・ATPは, コントロール群に比べて投与 3日 目か
ら1週 目までは有意差はなく, 2週 目から有意に低下
しその後もさらに低下し続けた。 このβ‐ATPの 変化
の程度は,別報で詳述する水晶体の組織学的変化の程
度とよく相関した.

図 4に, ガラクトース群水晶体における無機燐の変
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することを観察した。α‐GPの増加はまた,31P_NMR

法を用いてストレプ トゾトシン誘発糖尿病ラットの水

晶体を観察した結果 とも類似し, ガラク トース白内障

におけるこの現象の背景にはやはリアル ドース還元酵

素の関与が考えられている
。)10).我々はこの点に関し

て,引 き続きアル ドース還元酵素阻害剤を用いた実験

を進めている。

今回の実験では,25%ガ ラクトース食餌投与後 5週

目になると,無機燐酸も含めたすべての憐酸化合物の

スペクトルが低下した。この現象は水晶体組織の崩壊

による燐酸化合物の水晶体外への流出によると考えら

れる12).我々はこの点を明らかにするため,こ れらの代

謝動態と組織学的変化 との関連を検討中である.

以上,今回の基礎的研究により,31P_NMR法 は,従

来は生化学的および組織学的手法により研究されてい

たガラクトース白内障の病態を燐エネルギー代謝動態

の面から,非破壊的に測定し得る研究手段として有用

なことが示唆された。 さらに,ガラク トース食餌投与
後, ごく初期からの代謝変化を検出できることが判明

したことは極めて意義のあることと考える.

今後は,ガ ラク トース食餌投与後の,水晶体におけ

る形態的変化との関連, さらにアル ドース還元酵素阻

害剤の効果などについて検討していきたい.

稿を終えるにあたり, ご助言下さったハーバード大学眼

科,Hong・ Ming Cheng,PhD.に 感謝する。御校閲を賜りま

した旭川医科大学眼科学講座,保坂明郎教授に深謝致しま

す。

本論文の要旨は,第54回 日本中部眼科学会(1988年 ,京都)

で発表した。
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