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遺伝性白内障 (CaC)マ ウス水晶体の白内障発症過程に

おけるリン脂質の変化について

杉 森 宏 之

鳥取大学医学部眼科学教室,同 生化学教室

要  約

遺伝性白内障 (cac)マ ウスの自内障の発症過程における水晶体 リン脂質 (PL)と コレステ ロール (Ch)の

変動 を調べた。cacマ ウスの総 PL量 は加齢 とともに減少 し,成熱白内障 となった35日 齢では対照マウス(CaC/

ddY)と 比較 して少かった。総 Ch量 は加齢 とともに増加 したが,35日 齢では対照マウスに比べて少かった。

14日 齢 cacマ ウスの水晶体 Ch/PL比 は対照マウスに比べて小 さいのに,21日 齢以後には対照マウスに比べて

大 きくなった。リン脂質組成では,フ ォスファチジルコリン,フ ォスファチジルエタノールア ミン,フ ォスファ

チジルセ リン (PS)お よびスフィンゴミエ リン (Sph)が主成分で,フ ォスファチジルイノシ トールもわずか

に認められた。加齢に伴 って,PSは対照マウスで漸次増加 したのに,cacマ ウスでは減少 し,Sphは対照マウ

スでは変化なく,cacマ ウスでは増加 した。これらの結果 より,cacマ ウス水晶体のリン脂質,特に PSお よび

Sph代謝の変化が,成熟白内障形成過程で確認された。 (日 眼会誌 94:566-571,1990)
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Abstract
Changes of the phospholipid content of lenses were studied in the cac mouse, with inherited

cataracts, during the course of development of cataracts. In the cac mice the total phospholipid

content decreased with age and was lower than in the control (cac/ddY) mice at 35 days of age. The
total cholesterol content increased with age in both mice, but it was lower in the cac mice than in the
controls at 35 days of age. The cholesterol/phospholipid ratio was smaller in the cac mice than in the
controls at 14 days of age, while the ratio became greater in the cac mice than in the controls at 21

days of age or more. Phospholipids were mainly composed of phosphatidylcholine, phosphatidyletha-
nolamine, phosphatidylserine (PS) and sphingomyelin (Sph), with a trace of phosphatidylinositol.
With age, the PS content increased gradually in the controls while it decreased in the cac mice and
the Sph content was unchanged in the controls while it increased in the cac mice. These results
suggest some metabolic alterations of phospholipids, especially of PS and Sph in the lenses of the cac

mouse with aging. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 566-571, 1990)
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I緒  言

リン脂質は,生体組織において細胞膜の基本的な構

成成分として,膜の安定化,脂質の運搬,蛋白合成,

膜イオン能動輸送に関する機能など重要な機能に関与

している。 したがって,水晶体組織においてもリン脂

質は,その膜機能に重要な働 きを演じていることが推

定される.こ れまでに水晶体 リン脂質の分析は, ヒト

のほか種 々の動物で行われているが,マ ウスではほと

んど報告がない1)。 また,遺伝性白内障マウスの一つで

ある cacマ ウス2)の水晶体脂質に関する研究は, コレ

ステロール3)4)や 過酸化脂質
5)については行われている

が, リン脂質に関する研究は見当らない。

そこで,本研究ではマウス白内障発症過程における

水晶体 リン脂質の動態を調べ る目的で,cacマ ウス水

品体の リン脂質およびコレステロールを分析 し,対照

マウス水晶体のそれらとの比較を行った。また,その

ほか血奨 リン脂質についても分析して比較検討 した.

II 実験方法

1.実験材料

遺伝性白内障マウスの一つであるcacマ ウス (いわ

ゆる中野マゥス)2)を 研究対象 とし,14日 齢,21日齢 ,

35日 齢および60日 齢の動物の水晶体および血漿を用い

た。水晶体はそれぞれ湿重量にして23～ 37mg(6～ 10

個分)を 1検体 として用いた。対照動物としては,cac
マウスとddYマ ウスを交配 したヘテロタイプの第 1

世代マウス (cac/ddYマ ウス)を用いた.ヘテ ロタイ

プマウスの水晶体は透明で,すべての点で正常マウス

と同様に成長するといわれている。).

2.実験方法

1)水 晶体中の総脂質の抽出

マウスを頸部脱臼により致死させ,両眼球を摘出し,

実体顕微鏡下に後部強膜を切開 して水晶体を摘 出し

た。水晶体は源紙上で硝子体や血液などの付着物を除

去し,湿重量を測定した後,分析試料とした。分析試

料から Folchの 方法7)に したがって総脂質 を抽 出 し

た.

2)水 晶体 リン脂質量の分析

①総 リン脂質

脂質試料をクロロホルムに溶解してその一部をと

り,Amesの 方法8)に よって リン脂質に含まれる無機 リ

ン酸量を定量し,測定値よリリン脂質平均分子量を750

として総 リン脂質量を算定した。
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②各 リン脂質成分

脂質試料の一部をクロロホルムーメタノール (2:
1,容量比 :以下同様)に溶解し,薄層板 (Merk社製

TLC sⅡca ge1 60プ レー ト,20cm× 20cm)に スポッ

トし,二次元展開により,各成分を分離 した。一次展

開にはクロロホルムー メタノールー水 (65:25:4)
を,二次展開にはクロロホルムーアセ トンーメタノー

ルー酢酸―水 (5:2:1:1:0.5)を 用いた9).展

開後,0.6%重 クロム酸 カリウムを含む55%硫酸液を噴

霧後,180℃ ,15分間加熱 して各成分を検出し,同時に

リン脂質標準試料 (Sigma社製)の混合物を用いて同

様に操作したものと比較 して各成分を同定した。各成

分のスポットに相当す る部分のシ リカグルをかきと

り,総 リン脂質の定量8)の
場合と同様にして リン脂質

を定量 した.

3)水 品体総コレステロールの分析

脂質試料をクロロホルムーメタノール (2:1)に
溶解 してその一部を とり,中西の方法4)に より加水分

解後, コレステロールを n‐ ヘキサンで抽出した。その

抽出物についてコレステロールを薄層 クロマ トグラ

フィー (TLC)に より精製した.こ のとき, コレステ

ロールの回収率を求めるために,内部標準 として既知

量の [1,2-。 H(N)]コ ンステロール(60 Ci/mmol,New
Endand Nuclear)を 加えた。試料をクロロホルムーメ

タノール (2:1)に 溶解し,上記の薄層板上にクロ

ロホルムーメタノールー水 (65:25:4)10)で 一次展開

した。コレステロールを0.02%ロ ーダ ミン6G液で紫外

線下に検出し,標準試料 と比較して同定 し,ク ロロホ

ルムで抽出後,ガスクロマ トグラフィー (GC)に よる

分析および放射活性測定に供した。

GC分析には島津製 GC‐4CM型 装 置 に よ り1.5%

OV-17(Gaschrom Q,80～ 100メ ッシュ)を充瞑した

4CM用 ガラスカラム (3mm× 2m)を使用した。試料

注入槽温度280°C, カラム槽温度255℃ ,キ ャリアガス

(N2)流量40m1/minと し,水素炎イオン化検出器を用

いた。放射活性は液体 シンチレーションスペク トロ

メーター (TRI‐CARB 4640,Packard)で 測定し,そ
の回収率を用いて GC分析による定量値を補正した。

4)血漿総 リン脂質量の測定

心臓穿刺によって得た血漿 (2～ 数匹分)1.Oml中 の

リン脂質を トリクロール酢酸で沈殿 させ, リン脂質基

準液を用いてPhosphoHpid‐ Test Wako(和 光純薬)

により分光学的に測定 した。

なお,実験結果はすべて平均値±標準偏差(means±
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SD)で表示し,平均値の間の有意差の検定には,Stu―

dentの t検定を用い,危険率が 5%以下を有意 とし

た。

III 結  果

1.水晶体混濁の発現

本実験に用いた cacマ ウス水晶体においては,中野

の報告
2)と 同様に,25日 齢前後の両眼の水晶体中心部

に“pin‐ head opacity"が 出現し,35日 齢頃には成熟白

内障がみられた.:対照マウス (cac/ddY)水 晶体には

いずれの日齢においても全く混濁をみなかった。

2.体重 (表 1)

cacマ ウスの体重は,60日 齢までは対照マウス(cac/

ddY)と比較して有意に低値であったが,90日 齢では両

者に有意な差はなかった.

3.水晶体総リン脂質量 (図 1)

水晶体総リン脂質量は,対照マウスでは加齢ととも

にやや減少傾向を示したが,統計学的には有意差を認

表 1 対照マウス (CaC/ddY)お ょび caCマ ウスの

体重の日齢変化 (g,means± SD)
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めなかった.し かし,cacマ ウスでは加齢とともに有意

に減少し,特に35日 齢では対照マウスに比べて有意に

少 く,対照マウスの約71%であった。

4.水晶体総 コレステロール量 (図 2)

水晶体総ロレステロール量は,両マウスとも加齢 と

ともに増加したが,一般に cacマ ウスでは対照マウス

に比べて低い傾向があり,特に35日 齢では有意に低 く,

対照マウスの約87%で あった。

5.水晶体 コレステロール/リ ン脂質比 (表 2)

水晶体のコンステロール/リ ン脂質比は,両 マウスと

も加齢とともに大 きくなった。また,14日 齢では対照

マウスの方が大 きかったが,21日 齢では cacマ ウスが

大きくなり,そ の後両マウスの差は広がっていた。

6.水晶体 リン脂質組成 (図 3,図 4)

水晶体 リン脂質組成は, どちらのマウスでもフォス

ファチジルコリン(PC),フ ォスファチジルエタノール

アミン(PE), フォスファチジルセ リン(PS), スフィ

ンゴミエ リン (Sph)の 4種類が主要成分で,そ の他

フォスファチジルイノシ トール (PI)も わずかに(1%

※

日齢 対照 (n) cac (n)

生後 14日

21日
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90日
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30.0± 0

21(9)
36 (10)

50 (14)

94 (13)

88 (10)

595■ 0

11 9 ±0

18.5 七〇

26.0 ±0

30.5 ±0

13

94

39

35

82

(10)°

(11)*

(14)・

(14)・

(10)

※ ※

*対
照との比較 :p<0.001

me/c

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

混濁発現時期

↓
※

Eコ 対照
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図 1 対照マウス (cac/ddY)お よび cacマ ウスの水

晶体総 リン脂質量の日齢変化 (mg/g・ 水品体湿重

量,means± SD)

図中の ( )内 の数字は検体数を表わす (以下同様).

※ p<0.05, ※※ p<0.01

1.5

1.0

0.5

14日    21日    35日    60日  (日齢 )

図2 対照マウス (cac/ddY)お よびcacマ ウスの水

晶体総コレステロール量の日齢変化 (mg/g。 水晶体

湿重量,means± SD)

※p<0.05,※ ※p<0.01

表 2 対照マウス (CaC/ddY)お よび Cac

マウスの水品体のコレステロール/リ ン

月旨質上ヒ

混濁発現
ァ
期 ※

.※

日齢 対 照

生後 14日

21日

35日

60日

0 52

0.62

0.81

0.99

0.49

0 66

0 95

1.24

mg/g

2.0

l----l *fsa

El cac

※ ※

0
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図3 マウス水晶体 リン脂質の二次元薄層クロマ トグ

ラム

PE:フ ォスファプ‐ジルエタノールア ミ ン, PC:
フォスファチジルコリン,PS iフ ォスファチジルセ

リン,Sph iス フィンゴミエ リン,PI:フ ォスファチ

ジルイノシ トール

ー次展開溶媒 :ク ロロホル ムーメタ ノールー水

(65:25:4),二次展開溶媒 :ク ロロホルムーアセ

トンーメ タ ノールー酢 酸―水 (5:2:1:1:
0.5)

以下)認められた.加齢に伴 うPCお よび PEの変動に

は両マウスの間に特に差異はなくPCはやや減少の傾

向,PEはやや増加の傾向を示 した。これに対 して PS
は対照マウスでは増加したのに,cacマ ウフでは逆に

減少し,35日 齢では対照マウスの約33%に ,60日 齢で

は約26%に なっていた。また Sphは対照マウスでは変

動が見られなかったのに対 し,cacマ ウスでは増加 し

て,35日 齢では対照マウスの約 2倍に,60日 齢では約

4倍になっていた。

7.血漿総 リン脂質量 (図 5)

血漿総 リン脂質量は両マウスとも14日 齢に対 して21

日齢では半減 したが,そ の後35日 齢では変化はなく,

60日 齢ではやや増加する傾向がみられた。両マウスの

間にはいずれの 日齢においても右意な差異はなかっ

た。
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IV 考  按

cacマ ウスは遺伝性白内障マウスで,生後間もなく

水晶体が混濁して くるが,そ の他の点で異常はなく正

常マウスと同様に成長するといわれているH)。 しかし,

本実験では,cacマ ウスの体重増加は,ヘ テロタイプの

マウスに比べて成長過程中では不良であった.ま た ,

cacマ ウスのコレステロールに関す る研究において,

中西4)や NOdaら 12)は 血漿中の コレステ ロール異常

を,ま た Nodaら 12)～ 14)は胆汁酸代謝の異常を認めてい

る。このような体重増加の不良や脂質代謝の異常から,

cacマ ウスは水晶体局所のほか全身的組織にも代謝異

常を伴っていることが推定される.し かし,全身的な

リン脂質代謝の指標 として血漿 リン脂質を測定したと

ころ,cacマ ウスの血奨:リ ン脂質 レベルは対照マウス

と比べて差異がなかった。cacマ ウスの自内障発症 と

血奨 リン脂質の濃度の間には直接には関係がないもの

と考えられた。また,血漿 リン脂質は両マウスとも14

日齢に比べて21日 齢ではおよそ半減 し, これは一種の

加齢変化とみられるが,その機構は不明である。

水晶体総 リン脂質量に関して Broekhuyse15)は , ヒ

トでは加齢に伴って増加するが, ラット, ウサギやウ

シでは加齢に伴って減少することを認め,こ れはヒト

水晶体が生涯成長 し続けるのに対 し, ラット水晶体な

どは比較的早 く成長が止まることに関係があると推測

している。本実験では,マ ウス水晶体総 リン脂質はラッ

トなどと同様に加齢 とともに減少す る傾向がみ られ

た。

ほとんどの動物 の水晶体 リン脂質組成では Sph,

PC,PS,PEお よび PIが大部分を占めているが,動物

の種類によって大 きな違いがあり,た とえばサルや ヒ

トでは Sphが多 く,PC,PS,PEが少ない15).本
実験

では,マ ウス水晶体の主要なリン脂質は PC,PE,PS,
PIお よび Sphの 5種類で`,PC,PE, PS,Sphの 1順 クこ

多 く,PIは極めて少ないことを明らかにした。この結

果はラット水晶体 リン脂質の組成15)に類似していた。

Rosenfeldら 16)は , ヒト老人性白内障の水晶体総 リ

ン脂質量が正常に比べ半減することを見出だし, これ

を細胞膜崩壊の結果 と推測している。cacマ ウスで総

リン脂質が減少する原因も, これと同様に,自内障の

進行に伴った細胞膜の変化によると考 えられる。An‐

drewsら 口)は,先天性白内障マウスの一つである Phil―

ly mouse水 晶体の リン脂質を調べ,Sph,PC,PEを
見出し,そ の うち PCおよび PEの減少を認めている。
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図5 対照マウス (cac/ddY)およびcacマ ウスの血

漿総 リン脂質量の日齢変化 (mg/dl,means± SD)
※p<0.001

また,Mizunoら 18)は
,ラ ットのトリパラノール白内障

およびガラクトース白内障で,PSは ともに半減する

が,PCは トリパラノール白内障で減少しても,ガ ラク

トース白内障では増加し,ま た Sphは トリパラノール

白内障では増加するが,ガ ラクトース白内障では減少

するとし,自内障発症機構の違いも水晶体リン脂質変

動に反映されるといっている.cacマ ウスでは21日 齢

から35日 齢にかけて PSの 減少およびSphの 増加傾

PS
Sph
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図 4 対照マウス (cac/ddY)お よび cacマ ウスの水晶体 リン脂質組成の日齢変化

(%, means± SD)

0):フ ォスファチジルコリン(PC),(D:フ ォスファチジルエタノールアミン(PE),

▲ :フ ォスファチジルセリン (PS),△ :ス フィンゴミエリン (Sph)

※

mg/dl

300

「

~~~~~¬

※

[コ 対照

ロヨ CaC

向を認め,成熟自内障 となった35日 齢以後には PSと

Sphの逆転がみられた。

cacマ ウスの自内障の発生原因は,膜能動輸送系酵

素である Na,K‐ATPase活性の低下にあるとされて

いるい).す なわち,水晶体混濁の発現前 よりNa,K‐

ATPase活性の低下が始まり,能動輸送に関与する陽

イオンバランスを崩壊 させ,21日 齢頃から急激な Na

イオンの増加 とKイ オンの減少をきたし,水晶体の膨

潤, さらに混濁が生じる。本実験にみられる21日 齢か

ら35日 齢におけるリン脂質組成の変化は,膜成分の安

定性や膜酵素の活性に影響を及ぼし,自 内障の進行に

関与している可能性がある。生体膜において Na,K‐

ATaseは,そ の活性に脂質を必要とし,特にその活性

の維持に PSが必要であるという報告
20)が ある。また,

ラットの トリパラノール白内障では,Na,K‐ ATPa∞

の活性の低下に,PSのわずかな減少が関係している

といわれているい)。 したがって,ト リパラノール白内障

とは発症機序は異なるものの,cacマ ウスにおいても

Na,K‐ATPase活性とPSと が関係していることが考

えられ,PSの減少が Na,K‐ATPase活性低下を一層

進行される可能性がある。また,Sphは 加齢や自内障

の発症に伴って大きく変動 し,Sphの増加は膜の流動

性低下をもたらすといわれている1).以 上のことから,
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cacマ ウスにおける白内障の発症や進行 に対 して,水

晶体の リン脂質,特 に PSや Sphの 代謝が重要な関わ

りを もっていることが示唆 された。

稿を終えるにあたり,ご指導,ご校閲を賜 りました鳥取大

学藤永 豊名誉教授,鳥取大学医学部眼科学教室玉井嗣彦

教授,生化学教室小倉道雄教授に深く感謝いたします.ま た

終始ご助言をいただいた生化学教室綾木義和助教授ほかご

助力をいただいた教室員各位に厚く御礼申し上げます。

本論文の要旨は第93回 日本眼科学会総会にて発表 した。
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