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白内障治療薬のフリーラジカルスカベンジャー作用による評価

藤原 久子  田仲 延子,鈴木 隆司
川崎医科大学附属川崎病院眼科

要  約
白内障形成の一つの triggerと なるフリーラジカルの発生抑生作用を指標として抗白内障薬の作用を評価
した。HypOXanthine‐ Xanthine o対 dase systemに よる発生するスーパーオキシ ド (oダ )と FentOn反応に
より発生するヒドロキシルラジカル (HO。 )を電子スピン共鳴法 (ESR)に より測定 し,そ の発生に対する
抗白内障薬の抑制作用を検討 した。その結果, ピレノキシンpirenoxine,ア スコルビン酸 ascOrbiC aCid,
glutathione(GSI)に強い抑制効果が認められた。 (日 眼会誌 95:1071-1076,1991)

キーワー ド:白内障治療薬, フリーラジカル,電子スピン共鳴法 (ESR)

The Effects of Anti-Cataract Drugs on
Free Radicals Formation in Lenses

Hisako Fujiwara, Nobuko Tanaka and Takashi Suzuki
Department of Ophthalmology, Kawasaki Hospital, Kawmaki Medical School

Numerous factors are related to ilr" a"n.ililtlitt of cataract. In particutar the efrects of free
radicals as triggers for the formation of cataracts have recently attracted attention. The oxygen
radicals (O ;-) produced by the hypoxanthine-xanthine oxidase system and the hydroxyl radicals (HO. )
producted by Fenton reaction were measured using electron spin resonance (ESR) methods. In the
present study, we investigated the effects of componds used as anti-cataract drugs and evaluated their
inhibitory efrects on radical formation. Pirenoxine and ascorbic acid both caused potent suppression
of the radicals. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g5 : 10T1-1026, 1991)
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I緒  言
白内障の成因は必ずしも一元的ではなく色々のもの

があげられる。臨床的にもっとも多くみられる老人性

白内障についても水晶体混濁の機構はいまだ充分に解

明されていない。したがって白内障の薬物治療法は十

分な理論的根拠にもとづいたものとは云えない。現在

用いられている白内障治療薬は白内障水晶体が示す生

化学的パラメーターの変化をとらえ,そ の回復 と維持
をはかろうとするものや臨床経過にもとづいて経験的

に使用されているものである1).

近年, 自内障の発生にフリーラジカルによる水晶体
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形質膜障害が関与しているとする考えがある。著者ら

はフ リーラジカルの一つであるスーパーオキシ ド

(0,~)を 特異的に除去するスーパーオキシドデイスム

ターゼ (SOD)が 自内障の進行とともに活性が低下す

ることを報告した
2)。

そこで現在臨床的に使用されている自内障治療薬の

うち抗酸化作用を理論的に有すると考えられる薬剤に

ついてフリーラジカルスカベンジャー作用による評価

を試みたので報告する.

II 実験方法

1.評価薬剤

1)ascorbic acid

2)glutathione(GSH)

3)Pirenoxine(カ タリン①千寿)

1‐ IIydroxy‐ 5H‐ pyrido 〔3,2‐ a〕 phenoxazine-3‐

carboxylic acid

C16H8N205

N

0

う)=子‐虐書308.24

4)Tlopronin(チ オラ⑪参天)

日眼会誌 95巻 11号

N‐ (2-rnercaptoproplonyl)‐ glycine

C5H9N03S

CH3~ CH一 CONH― CH2~C00H
|

SH

分子量163.9

5)Hachimizlougan(八 味地黄丸 )

八味地黄丸は5.2gを 100mlの 蒸留水に入れ,50℃ で

1時間抽出したものを原液として希釈して用いた。

2.スーパーオキシ ド消去作用の測定3)

薬剤の SOD様 活性を測定 した.ヒ ポキサンチン

ーキサ ンチン酸化酵素系 (hypoxanthine‐ Xanthine

Oxydase system)よ り産生されるスーパーオキシ ドを

5.5‐ dimethl-1‐pyr01ine― N‐ oxide(DMDO)に より捕捉

し得られるDMPO-00Hシ グナル強度の薬剤による

抑制率を求めた。測定のための反応液は燐酸緩衝液

中に2mMヒ ポキサンチン50μ l,5.5mM diethylenetri‐

amine_pentacetic acid(DETAPAC)35μ l, 種々の濃

度の試料50μl,DMP0 10μl,0.272unit/ml,キ サンチ

ンオキシターゼ55μ l(計 200μ l)を順次混合し, 2分後

に電子スピン共鳴法 (ESR:electron spin resonance)

により測定した。ESR Model ES‐FE2XGS(日 本電子 )

を使用した。

N

Mn+

0,

R

i× 100%)

図 1 ヒポキサンチンーキサンチン酸化酵素系より産生されるスーパーオキシ ドの

ESRス ペクトル.
Spectron■ eter settings :

Temp;r00m temp,POwer;8mW,Field;339 5mT/G± 5mT/G,Sweep time;2

rnin,140dulatiOn;9.9409 G IIz,Receiver gain i 4× 100,′I｀ 1lne constant;0・ ls



3. ヒドロキシルラジカル消去作用の測定 4)

Fenton反 応,即 ち H202+Fe2+→ HO.十 ~OH+

Fe3■ を利用した。

Fenton反応でヒドロキシルラジカルを発生させ,

DMPOで 捕捉するとDMPO‐OHシ グナルが得 られ
る。他に反応物質が共存すると,こ の DMPO‐ OHシ グ
ナルが抑制される。これを利用して薬剤の反応性を測

定した。測定の為の反応液は0.lM燐酸ナ トリウム緩
衝液 pH 7.4に 0.2mM DETAPAC 100μ l,0.lmM,

種々の濃度の試料20μ l,22.6mM H202 10μ l(計 150μ l)

を順次混合し, 1分後に ESRで測定した。

III 結  果
1.ス ーパーオキシ ド発生に対する薬剤の効果
DMPOを トラップ剤 とするスピントラッピングに
よってヒポキサンチンーキサンチン酸化酵素系から得

られる ESRス ペクトルを図 1に示した。
薬剤によるスーパーオキシ ド生成の抑制率は Mn2+

のシグナル Aに対する 02シ グナル Bの百分率 (―キ×
100)により,DMPO‐ 00Hシ グナル即ち 02生成量を
求め,無添加時を100と してそれに対する比率により求

めた。

1例を図 2と 図 3に示した。

すべての薬剤についての結果を図 4に まとめた.
スーパーオキシド発生を50%抑制する薬剤の濃度を表
1に示 した。もっとも濃度の低いのは pirenoxineで次

%

白内障治療薬とフリーラジカル・藤原他

10-6 10-5

cOncentra10n Of pirenoxine

図 3 Pirenoxineの 抑制率を示すグラフ.
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いで,ascorbic acidで あった。

2. ヒドロキシルラジカル発生に対する薬剤の効果

Fenton反応により得られたヒドロキシルラジカル

の ESRスペクトルを図 5に示した。
1例を図 6と 図 7に示した。すべての薬剤の効果を

図 8に示した。 ヒドロキシルラジカルの発生を50%抑
制する薬剤の濃度を表 2に示した。最も濃度の低いの

は ascorbic acid,pirenoxine,GSHで あった .

Pirenoxlne

(10-6M)

(10-5M)

(10-4M)

図 2 スーパーォキシ ドに対する PirenOxineの抑制
効果を示す ESRス ペクトル.

5o%inhib‖On:1.6xlo-5M

10-4
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図4 スーパーオキシド発生に対する各種薬剤の効果を示すグラフ.

Mn

図 5 Fenton反応により産生されるヒドロキシルラジカルの ESRス ペクトル.
Spectrorneter settings:

Temp;room temp,Power;8mW,Field;331.7mT/G± 51nT/G,Sweep time;l min,
Miodulation;9.047 G IIz,Receiver gain;1.6× 100,Tilne constant;0.ls

表 1 スーパーオキシド発生を50%抑制させる
薬剤の濃度 TiOpronin

(l x 10-4M)

Drug 50% inhibition drug concentration

Ascorbic Acid
GSH

Pirenoxine
Tiopronin
Hachimiziougan

2.4 ×10-5M

l.6 ×10-4M

l.05× 10-5M

4.6 ×10-4、4

2  ×10~1 1

*rate of dilution {5X10-4M)

IV 考  按

最も多い白内障は老人性白内障であるが,その発症
の機構は少しずつ解明されているものの,い まだ十分
ではない。高齢化社会の到来とともに老人性白内障患

(l x 10-3M)

図 6 ヒドロキシルラジカルに対するTioproninの
抑制効度を示す ESRスペクトル.

100
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の安定性と水晶体構造蛋自の酸化防止があげられてい

る5).近年水晶体と光酸化の問題や白内障とフリーラ

ジカルとの関連が注目されている。白内障の発症機序

にフリーラジカルが関与しているとする研究はラット

やヒト水晶体に紫外線を照射するとフリーラジカルが

発生す ることが ESRに よ り検 出され ること6)7).

EmOwマ ウス遺伝自内障8), ラットのガラクトース自
内障。)老人白内障2)の水晶体で活性酸素に対する消去

作用を有するSOD活性が低下するなどがあげられて
いる。また老人性白内障の危険因子として日照時間や

紫外線の多い地域があげられるという疫学的研究に

よっても裏付けされている。

老人性自内障の発生は一元的な要因ではないことは

云うまでもないが,本実験は現在用いられている自内
障治療薬について抗酸化剤としての検討を行い,pir‐

enoxine,ascorbic acid,GSHに 高い抑制作用を認め
H

た.DirenOXineと aSCOrbiC acidで は OII―→下. GSII

とTiOproninではSH→
ξ
となると推測される。臨床

的に用いられている点眼薬 pirenoxineの濃度は16×

10-5M,CSHの 濃度は65× 10-3Mである.pirenoxine
は房水や水晶体への移行が確かめられている.本実験
により,ス ーパーオキシ ドの50%抑 制を示す濃度は

1.05× 10-5M,ヒ ドロキシルラジカルでは3× 10-5Mを

要することが明らかとなった。今後さらに検討が必要

であるが臨床上有効な濃度と考えられる.GSHの スー
パーオキシ ドの50%の 抑制 を示す濃度は1.6× 10-4

M, ヒドロキシルラジカルでは5.3× 10-4Mを 要する
ことが判明した.GSHの 水晶体への移行は不明である
が,房水中には移行するとされている。GSHの安定性
や眼内移行についてさらに研究が必要と考えられるが

点眼薬としてラジカルスカベンジャーとしても有効な

Hachimiziougan *
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図 7 TiOprOninの 抑制率を示すグラフ

表2 ヒドロキシルラジカルを50%抑制させる
薬剤の濃度

Drug 50% inhibition drug concentration

Ascorbic Acid
GSH

Pirenoxine

Tiopronin
Hachimiziougan

2× 10-5DyI

5.3× 10-41、〔

3× 10-5M

3× 10-4M

l*

.dilution rate

者の増加は著しく危険因子の解明などの疫学的研究と

ともに自内障の治療薬の開発も真剣にとり組まなけれ

ばならない問題である。

老人性白内障の治療の要点として水晶体繊維形質膜

(%)
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|
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図8 ヒドロキシルラジカル発生に対する各種薬剤の効果を示すグラフ
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濃度を有 している。 これらはフ リーラジカルスカベン

ジャー作用を有す るという点で長期に使用することに

より白内障の予防や進行の予防 として意義のある薬剤

として認めてよいと考えられる。
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