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要  約

還元型グルタチオン (GSⅡ )の前駆物質 となりうるγ‐グルタミルシステニイルエチルエステル (γ‐GCE)
の水溶液 とリポソーム溶液の点眼によるス トレプ トゾ トシン糖尿病ラットの白内障発症抑制効果 について調
べた。白内障の発症は,γ‐GCEの水溶液や リポソーム溶液の点眼で有意に抑制 された。その抑制効果は,リ ポ

ソーム溶液の方が水溶液 よりも強かった。また,糖尿病ラットで γ‐GCEの水溶液やリポソーム溶液の点眼に

よって白内障の発症が認められなかった水晶体の GSH量は,ほ ぼ正常レベルに保たれていた。以上の結果よ

り,γ‐GCEの 水溶液や リポソーム溶液の点眼はラット糖尿病性自内障の発症 を抑制 し,そ の作用は水溶液より

もリポソーム溶液の方が強いことが明らかとなった.ま た, この γ‐GCEの糖尿病性白内障抑制効果は,そ の

点眼によって水晶体 GSⅡ 量の減少が抑制 されたことと関連性のあることが示唆 された。 (日 眼会誌 95:
228-234,1991)

キーワー ド:γ‐グルタミルシステイニルエチルエステル (γ _GCE),ス トレプ トゾ トシン(STZ),糖尿病,自
内障,還元型グルタチオン (GSH)
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Abstract
The efrect of the insitillation of y-glutamylcysteinylethyl ester (7-GCE), which has been reported

to function as a precursor of glutathione, on cataract formation was examined in rats in which
diabetes had been induced by Streptozotocin (STZ). Three days after i.p. treatment with 5Omg/kg body
weight of STZ, male Wistar rats aged 6 weeks received instillations of /-GCE in solution or liposomes
prepared with dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) for a period of 9 weeks. Cataract formation
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and deyelopment were observed by use of a cataract camera every week. After 9 weeks'observation,
the lenses were enucleated and the content of the lens GSH was measured. Instillation of y-GCE in
solution or liposomes to STZ-diabetic rats not only inhibited cataract formation but also kept lens

GSH level almost at the control level. In addition, the inhibitory efrect of the instillation of 7-GCE in
liposome was stronger than that of y-GCE in solution. The present results indicate that the adminis-
tration of y-GCE in solution or in liposomes inhibits diabetic cataract formation, possibly hy prevent-

ing lens GSH depletion. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 : 228-234, l99l)

Key words: y-Glutamylcysteinylethyl ester (y-GCE), Streptozotocin (STZ), Diabetes, Cataract,
Reduced glutathione (GSH)

I緒  言

白内障眼における還元型グルタチオン (GSH)の 減

少は ヒト及び各種の実験動物において古 くから報告さ

れている1)。 また GSHは自内障の発生に密接な関わ り

を有す ることが示唆 されている2)の で,水 晶体内の

GSHの減少を抑制 した り,それを水晶体内に供給する

ことは,自 内障を治療す る上で効果が期待できると考

えられる。

既に,GSHは点眼製剤 として臨床に用いられてお

り,そ の自内障進行および角膜疾患に関する効果は評

価 されている。.し かし,GSHは細胞膜透過性が低い

ので,その膜透過性を高め,組織移行性を良くするこ

とができれば, さらに治療効果を上げることができる

と思われる.

今回,我 々は良好な膜透過性を有し,GSHの前駆物

質 とな り うるγ‐glutamylcysteinylahyl ester(γ ‐

CCE)を , そ の水 溶 液 な らび に dipalmitoylphos‐

phatidylcholine(DPPC)を用いて リポ ソーム体とし

た,γ―GCE含有 リポソーム溶液をス トレプ トゾトシン

(STZ)投 与で惹起 した実験的糖尿病の ラットに点眼

投与 し,それらの点眼による自内障発症抑制効果につ

いて調べた.

II 実験材料および方法

1.試薬

STZは Sigma社製を,DPPCは 日本油脂社製を,ま

た γ―CCEは帝人の藤井克彦博土によって合成され,

提供 されたものを用いた。その他の試薬は市販の試薬

特級品を用いた。

2.実験動物と糖尿病の作製

実験には 6週齢,体重約180gの雄性 Wistar系 ラッ

トを用いた。糖尿病は50mg/kgの ス トレプ トゾトシン

(STZ)を 0.lMク エン酸緩衝液 (pH 4.5)に 溶解 し,

1夜絶食させたラットに腹腔内注射 して惹起 した。ま

た,非糖尿病群には同量のクエン酸緩衝液を投与 した。

3。 実験群 とγ‐GCEの 点眼方法

実験群は非糖尿病群 と糖尿病群からなり,そ の糖尿

病群は更に生理食塩水のみを点眼投与 した STZ群 ,

DPPCの リポソームのみを点眼 した STZ+DPPC群 ,

γ‐GCE水溶液を点眼した STZ+γ‐GCE群 ,そ して,

γ‐GCEの DPPCリ ポ ソーム溶液 を点 眼 した STZ十

γ‐GCE含有 DPPC群 に分けた。点眼投与は尿糖を確

認 した STZ投与後 3日 目より開始 し,そ れぞれの溶

液を 1回 に10μ lずつ 1日 3回 ,60日 間行った。その際 ,

点眼に用 いた γ‐GCE溶液 の濃 度 は約2.8mg/mlで

あった。

4.自 内障の観察方法

白内障の観察は STZを 投与 した 3週間 目より細隙

灯顕微鏡を用 いて毎週行 い,NEITZ社 製 cataract

camera CTR‐ 2000に て撮影 した。水晶体の混濁度は図

1に示す 4群の gradeに分類 し,そ の scoreで評価 し

た。即ち,水晶体混濁度の判定は,図 1に示すように

grade Oは まった く混濁の認めないものとし,grade l

は皮質に軽度の混濁を認めるもの,grade 3を 皮質全体

にわたる混濁およびそれ以上の浸濁を認めるもの と

し,そ の中間のものはすべて grade 2と した。そして,

それぞれを scoreと して表し,その点数で評価 した。

5。 γ‐GCE含有 リポソームの調製方法

Score
0

1

2

3

まったく混濁を認めないもの

皮質に軽度の混濁を認めるもの

Grade lと ‖|の 間のもの

皮質全体にわたる混濁を認める以上のもの

G

図 1 水晶体混濁度の判定法
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4 weeks after STZ injection

9 weeks after STZ injection

STZ with DPPC     STZ With卜 GCE     sTz with γ_GCE―

DPPC

図2 STZ投与後 4週 目と9週 目における各点眼投与群の水晶体の混濁状態

STZ

γ‐GCE含 有 リポ ソーム |ま γ‐GCEを Hank's bal‐

anced salt solutionに 溶解後,γ‐GCEと 同量の DPPC
を加え超音波処理を行い,最終的にsmall unilamella

vesiclesの形にして調製 した。その調製液は透明な γ‐

GCE溶液 と異なり,一様な懸濁液であった。

6.水晶体 GSHの測定方法

60日 間の自内障観察の後に得 られたカプセルを除去

していない水晶体のGSH量 は既報の DTNB法 4)に

て測定 した。

III 結  果

1.白 内障の発症と進行

糖尿病群における自内障の発症はSTZ投与後 4週

目より認め られ, 4週 目ではその群の一部に grade l

の皮質混濁が現われ, 5週 目では全例に白内障が認め

られた.STZ+DPPC群 においても白内障の発症は糖

尿病群 と同様に,STZ投与後 4週 日でその群の一部に

軽度の皮質混濁が見られ, 5週 日では全例に白内障が

認められた。一方,STZ+γ―GCE群においては,STZ
投与後 6週 目においてその61%に, 9週 目においてそ

の75%に 自内障の発症が認め られた。STZ+γ‐GCE含
有 DPPC群では白内障の発症は STZ投与後 4週 目で

は全 く認められず, 6週 目でその25%に , また 9週 目

でその50%にのみ白内障の発症が認められた。即ち,

これ ら 4群の STZ投与後 4週 目と9週 目の水晶体の

混濁の状態は図 2に示 したようであった。

自内障の進行の経過を水晶体混濁度の scoreで表わ

す と図 3に示すように,糖尿病群では scoreは STZ投

与後 7週 目で約 2,9週 目で約 3であった。また,白 内

障の進行はSTZ+DPPC群 と糖尿病群 との間で有意

差は認められなかった。STZ+γ‐GCEお よび STZ十

γ‐GCE含 有 DPPC群 においては,自 内障の進行は

STZ+γ‐GCE群で は STZ投 与後 8週 目に,ま た,

STZ+γ‐GCE含有 DPPC群 では投与後 5週 目より9

週 目において有意に抑制 されていた .

2。 STZラ ットの体重の変化

表 1に示すように,STZ投与後 3, 6および 9週 目

における糖尿病 ラットの体重は衰弱のため,コ ン ト

ロール群に比べ有意に少なく,体重増加の抑制が認め

られた.し かし,糖尿病 ラット間ではほぼ同様の体重

変化を示 した。

3.STZ投与後 9週 目における水晶体湿重量

STZ投与後 9週間 目の屠殺時における糖尿病 ラッ

ト水晶体湿重量は, コン トロール群に比べて少ない傾
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向にあった (図 4)。 また,糖尿病ラット間では水晶体

湿重量に差は認められなかった。

4.STZ投与後 9週 目における水晶体内の GSⅡ 量

STZ投与後 9週 目における各実験群の水晶体内

GSH量は図 5お よび 6に示 した。糖尿病群の水晶体

,W  OW
Weeks aller STZ.treated

Values are meansaS.D. with the number ot lenses in parentheses
o:sTz, a:sTz with

a:Pく 0.02,b:Pく 0.01c:Pく 0.001lVS STZ).

図 3 糖尿病群における白内障の発症と進行

表 l STZ糖尿病 ラットの体重の変化

Bo(ly weight (9)
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GSH量はコン トロール群の約 4分の 1で あ り,ま た

STZ+DPPC群のその合量は糖尿病群のそれ とほぼ

同レベルであった。 しかし,STZ+γ_GCE群 ならびに

STZ+γ ‐GCE含有 DPPC群 においては,水晶体 GSH
量にばらつきがあり,非 自内障眼でその合量は自内障

水晶体よりも多い傾向が認められた。しかも,STZ十

γ‐GCE含有 DPPC群においては白内障眼 と非 白内障

(8)

(10)

(5)
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図 5 STZ投与後 9週 目におけるSTZ投与群 と対照

群の水晶体 GSH量
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図 6 STZ投 与後 9週 目における各点眼投与群の水晶体 GSH量
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図 7 細胞内外におけるGSHの 生合成・代謝

眼の水晶体 GSH量に有意な差が認められ,非白内障

眼のその合量はほぼ コン トロール群の レベルであっ

た。

IV 考  按

γ‐GCEは図 7に示すように,グルタ ミン酸 とシステ

インにエチル基がエステル結合 した ものである。γ―

GCEは良好な膜透過性を有 し,組織内ではエステラー

ゼにより加水分解され,さ らにGSH合成酵素によっ

てグリシンと結合して GSHと なるとされている6)。

今回著者 らは,STZ糖尿病ラットを用いて γ‐GCE
の自内障抑制効果を点眼で調べた。その結果,糖尿病

群ならびに DPPCリ ポソームを単独投与 した糖尿病

群においては, 4週 目より水晶体皮質に軽度の混濁を

認め,さ らに, 5週 目においては両群の全例に自内障

を認めた。それに対 し,STZ+γ‐GCE投与群および

STZ+γ‐GCE含有 DPPC投与群においては有意な白

内障の発症抑制効果が認められ,特に γ‐GCE含有 リ

ポソーム投与群ではその効果は著明であった.即 ち,

γ―GCE含有 リポソーム投与群ではSTZ投与後 4週 目

においては自内障の発症は全 く認められず, さらに 9

週 目に至ってもその50%に 自内障は発症 しなかった。

このように,γ‐GCEの水溶液あるいは リポソーム溶

液の投与で糖尿病性白内障の発症は抑制 されるが,そ
の効果は リポソーム溶液の方が強いことが明らかと

なった。これは,既に著者 らが報告 した。)γ―GCEの in

vitroで の水晶体内への移行およびその リポ ソーム体

の in vivoに おける実験的糖尿病性白内障の発症に対
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する予防効果の結果 もあわせて考えると, リポソーム

体 とした方が水溶液そのものよりも γ‐GCEの水晶体

内への移行量が増加するためであると考えられる。 こ

の γ‐GCEが水溶液 よりもリポソーム体の形で点眼 さ

れた方が水晶体内へよく移行することに関しては, リ

ポソームそのものが角膜や水晶体膜 と高い親和性を示

すために,内包 されているγ‐GCEがそれらの組織に

取 り込まれ易 くなっている可能性が考えられる.

パル ミチン酸は水晶体膜脂質を構成 している代表的

な脂肪酸である7)。 また,自 内障水晶体において,特 に

糖尿病性白内障では飽和脂肪酸であるパル ミチン酸は

減少し,不飽和脂肪酸が増加することが報告されてい

る8)。 さらに,Louら 9)は ,最近 ラットを用い,STZ糖
尿病性白内障お よび in vitroの ガラク トースやキシ

ロースによる糖性白内障において,phosphorylchoHne

の取 り込みが増加 していることを報告 している。また,

著者 ら10)は vitamin E(Vit.E)含 有 リポソームの点眼

におけるVit.Eの水晶体内への取 り込み実験におい

て,パ ル ミチン酸 よりなるリン脂質の リポソーム点眼

が,オ レイン酸 よりなるリン脂質の リポソーム点眼の

次に水晶体内への Vit.Eの移行が良かったことを報

告 した。これらのことより,パ ル ミチン酸よりなる リ

ン脂質で調製 した リポソームは,それ 自身水晶体膜脂

質 と融合してその組織内へ取 り込まれる結果,内包 さ

れた γ‐GCEも 水晶体内に取 り込 まれている可能性 も

考えられる。この リポソームの水晶体への取 り込みは,

おそらく水晶体膜脂質構成成分にパル ミチン酸が多 く

含まれているとい う特性に関係しているものと思われ

る。

また,γ―GCEは水溶性であるので,γ‐GCEと リポ

ソームの関係 は脂溶性のVit.Eの 場合 とは当然異

なっていると考 えられる。おそ らく,γ‐GCEの リポ

ソーム溶液では,γ‐GCEは リポソーム内に封入された

形で存在していると思われる。更 に,γ―GCEは リポ

ソーム体とすることにより,一層白内障発症抑制効果

を増 し,ま た水晶体の GSH減少の抑制効果をも増 し

たことより, リポソーム体に封入される物質が水性で

あろうと油性であろうと,そ の物質の水晶体への取 り

込みは リポソーム体 とすることにより増加しうること

が示唆される。

水晶体への γ‐GCEの取 り込み量に影響を与える因

子は多く存在するが,今回の実験ではその投与効果を

明瞭にするために,γ‐GCEと DPPCを超音波処理 し

て リポソームを調製 し, コレステロールなどは用いな

6SH
Cys― Gly

____ _γ ―Glu― Cys+Gly

エステラーゼ

|

Glu+Cys

GSH合成酵素

γ―GTP

γ―Glu― Cys

合成酵素

γ―Glu― Cys―Gly

(GSH)



かった。また,Vit.Eの水晶体内移行10)の
報告の中で

も述べてきたように, リポソーム体 として投与する薬

物の投与濃度や投与条件に加え, リポソームの調製法

により眼内および水晶体への薬物の移行量は異なって

くることが予想される。 これらのことに関しては現在

検討中である。

また,本実験の結果からSTZ糖尿病 ラットでの γ‐

GCEの 自内障発症抑制 とGSHの 多い上皮を含んだ

カプセルつきの水晶体 GSH量 の減少に対する抑制 と

の間に関連性のあることが考えられ る。最近,Low
らn)は STZ糖尿病 ラットでの水晶体 GSH量 の減少

が GSHの合成に必要なア ミノ酸の膜輸送の低下と水

晶体 か らのGSHの 遊 出によることを示 している。

従 って,こ の γ‐GCEの 水晶体 GSH量の減少に対する

抑制 は γ‐GCE,γ‐GCEがエステラーゼで分解されて

生ず る γJutamylcysteine(γ ‐GC), あ るいは この

γ―GCからグルタチオン合成酵素を介 して生成された

GSHが水晶体膜機能の維持に与えることに基づくか
,

または γ‐GCEが加水分解されて生ず る γ‐GCよ り生

成 された GSHが減少 した GSHの 補充 に与っている

ことによると推察 される。また,著者 らは STZ糖尿病

ラットで自内障の発症以前より水晶体 Vit Eレ ベル

が低下することを認め,水晶体 Vit.Eと 糖尿病性白内

障の発症 との間に関連性のあることを示 し12),ま た

Vit.E投与でSTZ糖尿病性白内障の発症が抑制され ,

しか もその自内障発症の抑制が Vit.Eの抗酸化作用

よ りも膜安定化作用 に基づ くことを明 らかにしてい

る13)。 これらのことより,γ‐GCE点眼による STZ糖尿

病性白内障の発症抑制は,γ‐GCE,γ‐GCあ るいは γ‐

GCよ り生成された GSHが水晶体 Vit.Eレ ベルの維

持に与 り,水晶体膜機能の低下を防ぐことによる可能

性が考えられる。また,実験的糖尿病性白内障の発症

に関 しては,水晶体内へのアル ドース還元酵素を介し

てグルコースより生ずるソルビトールの蓄積によって

起 きる osmotic stressに 基づくことが,Kinoshita“ )に

よって示唆されている。 このアル ドース還元酵素を介

するソル ビトールの生成に γ‐GCEや γ―GCが影響 し

ている可能性も考えられる.今後さらに γ‐GCEの糖

尿病性白内障発症抑制の作用機序を STZ糖尿病ラッ

トで検討していくつ もりである.

V 要  約

GSHの前駆物質 とな りうるγ‐GCEを用いて,そ の

水溶液 とリポソーム封入体の点眼液を調製 し,それら
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の点眼による STZ糖尿病 ラッ トの自内障発症抑制効

果について調べ,次の結果を得た。

1.ラ ット糖尿病性自内障の発症 は,γ‐GCE水溶液

ならびに γ‐GCE含 有 リポソーム溶液の点眼で有意 に

抑制 された。その抑制効果は,γ‐GCE含有 リポ ソーム

溶液の方が γ‐GCE水溶液 よ りも強かった。

2.ラ ット糖 尿病 性 白内障水晶体 の GSH量 は,γ‐

GCE水溶液な らびに γ‐GCE含有 リポソーム溶液の点

眼で自内障の発症を認めなかった ものでは,ほぼ正常

レベルに保たれていた。

以上の結果 よ り,γ GヽCE水溶液ならびに γ‐GCE含
有 リポソーム溶液の点眼で, ラッ ト糖尿病性白内障の

発症は抑制 され ることが明らかになったが,その作用

は γ‐GCE水 溶液 よ りも γ‐CCE含 有 リポ ソームの方

が強かった。また,こ の γ‐GCEの糖尿病性白内障発症

抑制効果 は,γ―GCE水溶液 お よび γ‐GCE含有 リポ

ソーム点眼によって,水 晶体 GSH量 の減少が抑制 さ

れることと関連性のあることが示唆 された .

γ‐GCEを提供 して下さいました帝人の藤井克彦博士に

深謝致します。
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