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人眼老人性白内障,猿,ラ ット水晶体におけるガングリオシド

齊 藤 伸 行

東邦大学医学部第一眼科学教室

要  約

我々は既 に人眼老人性白内障水晶体に自内障の進行程度 に伴 い増加するポ リシアロガング リオシ ドが存在

し,こ のガングリオシ ドは脳のガングリオシ ドとは一致 しない糖鎖構造を持つ可能性があることを報告 した。

今回,アカゲザル,ニ ホンザル,ラ ットの水晶体においてもこの特異なガング リオシ ドが存在するか否かを検

討 した。ガングリオシ ドを従来の方法に従い抽出し,ガ ング リオシ ドマッピング,二次元 TLCに より比較検討

を行なった。その結果,マ ッピングでは人眼老人性白内障水晶体 に認められた特異 なガングリオシ ドがすべて

のサンプルに認められた。また,アカゲザル,ニ ホンザル水晶体の二次元 TLCパターンは人眼老人性白内障水

晶体のパターンと非常に類似 していた。以上の結果より水晶体中には神経系に見 られるガングリオシ ドの合成

経路に加えて,特異的な経路 も存在することが示唆された.(日 眼会誌 95:468-473,1991)
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Gangliosides in Human Senile Cataractous, Monkey, and Rat Lenses

Nobuyuki,Saito
First Department of Oqhthalmology, Toho Uniaersity School of Medicine

Abstract
Our previous studies suggested that increases in certain polysialogangliosides are associated with

the maturation of senile cataract and that these gangliosides possess an unknown sugar chain
different from those of brain gangliosides. To study these gangliosides, crude ganglioside fractions
from human, monkey, and rat lenses were isolated by solvent extraction and DEAE-Sephadex column
chromatography, analyzed by thin-layer chromatography, and subjected to ganglioside mapping by
high-performance liquid chromatography with DEAE-Iatrobeads. The distribution pattern of gang-
liosides obtained by mapping demonstrated the presence of the polysialogangliosides in monkey and
rat lenses. The ganglioside pattern of monkey lens as shown by two-dimensional thin-layer chromato-
graphy was similar to that of human senile cataractous lens and was characterized by the presence of
unidentified spots. These results indicate that certain polysialogangliosides are unique to lens and are
synthesized by an unidentified pathway. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:468-473, 1991)
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I緒  言

老人性自内障の発症過程はなんらかの水晶体内の異

常によりNa+,KtATPase,Ca2tATPaseな どの酵

素活性に障害が生じ,蛋白質の構造変換を惹起し1),そ

の結果水晶体の混濁に至ると考えられている。ガング

リオシ ドはシアル酸をもつスフィンゴ糖脂質の総称で

あ り,ス フィンゴ塩基と脂肪酸より成るセラミドと糖

鎖により構成されている.ガングリオシ ドは主に細胞

膜表面に存在し細胞認識,細胞間相互作用,およびコ

レラ毒などのレセプターなどの膜機能 と密接に関連 し

ていることが報告 されてお り2)～ 6),そ の質的,量的変化

が水晶体においては混濁の要因となる可能性が十分考

えられる。

水晶体のガング リオシ ドについての研究は1965年に

Feldmanら 7)の報告に始まり,以来数々の報告が続い

ている。Windelerら 8)は 1970年にウシ水晶体を検討し

GM3のみが含まれることを報告したが,ガ ングリオシ

ドの抽出法の進歩によりSwansonと Albers9),Garg

ら10)は ウシの水晶体から多数のガング リオシ ドを検出

した.Sarkarと Cenedellall)は ヒト,ウ シ,ブ タの水

晶体中のガングリオシ ドの定量を行い,人眼には非常

に多 くのガングリオシ ドが含まれていることを報告 し

た.Taoら 12)は人眼白内障水晶体のガングリオシ ドを

検討し11種類のガングリオシ ドを見い出し, この中に

複雑な構造を持った分子種が存在する知見を物理化学

的な手法により示した.我々はこれまでに発表 した過

去の実験において,ア カグザル水晶体 と人眼白内障水

晶体の蛋白質量当た りのガング リオシ ド含量を定量し

た結果,ア カグザル水晶体のガング リオン ド含量は加

齢 と関連 した増加を示 し
“
)14),人眼では加齢のみなら

ず白内障の進行程度 とも関連が見 られることを明らか

にした15)16).さ らに TLCに よる解析により,水晶体の

混濁に伴って増加するポ リシアロガング リオシ ドが認、

められ,特異な糖鎖構造を含む可能性 もこれまでの発

表ですでに示唆 した16).

今回の実験では,人眼老人性白内障, アカグザル
,

ニホンデル, ラット水晶体のガング リオシ ド分子種構

成についてマッピング,二次元 TLCを用い検討し,若

干の興味ある知見を得た。

II 実験方法

1.実験材料

64～ 86歳の老人性白内障患者より弁状嚢内摘出術に
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て摘出した水晶体57個 (60歳代13個,70歳代29個,80
歳代15個 ),実験動物中央研究所 より供与された 2～ 7

歳のアカグザル (Zα
““

π%″′″)正常水晶体 6個 (2

歳 2個 ,4歳 1個,7歳 3個),京都大学付属霊長類研

究所 よ り試料提供 を受けた 2～ 6歳 のニホ ンザ ル

(Zα
“
ω /郷ω″)正常水晶体 9個 (2歳 4個, 3歳 3

個,6歳 2個 ),三協 ラボサービスより購入した 6週齢

SD系雄ラット水晶体100個 を用いた (ラ ットに致死量

以上の麻酔薬を投与 した後,水晶体を摘出した).

2.酸性糖脂質の分離

カプセルが付いた水晶体か らクロロホルムーメタ

ノール (2:1, V/V), さらに (1:2, V/V)に よ

り順次総脂質の抽出を行った.つ いで,DEAE一 セファ

デックス (A‐ 25)カ ラムクロマ トグラフィーを用い中

性画分と酸性画分に分画し,ガング リオシ ドを含む酸

性画分はアルカ リ処理を行なった後,SEP‐PAK C18に

より部分精製を行ない試料とした12)～ 15)。

3。 二次元薄層クロマ トグラフィーによるガ ング リ

オシ ドの分析

人眼老人性自内障,ア カグザル, ニホンザル, ラッ

トの水晶体より得 られたガング リオシ ド画分をそれぞ

れ HP‐TLCプ レー ト(メ ルク社製)に スポットし, ク

ロロホルムー メタノールー0.25%CaC12(55:45:10,

V/V),ク ロロホルムーメタノールー2.5Nア ンモニア

水 60:40:10,V/V)を 展開溶媒に用いた二次元薄

層クロマ トグラフィーを行なった。ガングリオシ ドの

検出にはレゾルシノールー塩酸試薬を用いた.ま た ,

各動物種のガング リオシ ドの分子種の差異を明確にす

るため人眼老人性白内障・ アカグザル,人眼老人性白

内障 。ニホンデル,人眼老人性自内障・ ラット, アカ

グザル・ ニホンデル,ア カグザル・ ラット,ニ ホンザ

ル・ ラット水晶体の混合サンプルを同様に展開し,単

独のサンプルのクロマ トグラフィーとともに比較検討

を加えた。さらに HP‐TLCプ レー トを二波長 TLCク
ロマ トスキャナー (島津製作所,CS‐930)を用い,580
nmの波長で各分子種を定量 した。

4.ガ ング リオシ ドマッピング

各サンプルをメタノールで平衡化 した DEAE‐イア

トロビーズ (4.6× 250mm, イア トロン,東京)カ ラム

にアプライした後,メ タノール中で0～ 50mMの 酢酸

アンモニウムの濃度匂配により溶出し(lm1/分),lml

ずつを分取 した。それぞれの分画の一部を HP‐TLC
プレー ト上にスポットし,ク ロロホルムーメタノール

ー0.25%CaC12(55:45i10,V/V)を 展開溶媒に用い
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た薄層クロマ トグラフィーによリガング リオシ ドを検

出した15)。

III 結  果

人眼老人性白内障水晶体の試料のガング リオシ ド

マッピングではレゾルシノールにより青紫色に発色し

た多数のスポ ットが検出され,多数のガングリオシ ド

の分子種が存在することが示唆 された。図 1の矢頭で

示されるガングリオシ ドの分子種に注 目しマーカーと

比較検討 した結果,こ のガング リオシ ドは GTlbよ り

小さい Rf値 を示すことよリポ リシアロガング リオシ

ドと考えられた。しかもマーカーの GTlbは 22～ 24分

の位置 (丸 印)に溶出されたが, このガングリオシ ド

は GTlbよ り少 し早い時間に溶出され,特異な分子種

であることが示唆された (図 1).

人眼老人性白内障水晶体のガング リオシ ドの種特異

日眼会誌 95巻  5号

性を検討するため, アカグザル, ニホンザル, ラット

の水晶体ガング リオシ ドのマッピングを行なった (図

1)。 人眼老人性白内障では約20種 の分子種が認め ら

れ,ア カゲザル, ニホンザル, ラットにおいても人眼

老人性白内障の場合と同様に多種のスポットが認め ら

れた。アカグザル, ニホンデルの水晶体にはその溶出

位置 とRf値 との比較から,人眼で見 られた特異な分

子種 と考えられるポ リシアロガング リオシ ドが共通に

存在 し, このガングリオシ ドはラットにおいても認め

られた。

次に分子種構成をより詳細に検討するため二次元

TLCを行なった.人眼老人性白内障,ア カグザル,ニ

ホンザル水晶体 ともGM3,GM2,GMl,GDla,GD3,
GDlbや Rf値の小さい領域に多数のポ リシアロガング

リオシ ドのスポットが検出されそのパターンは非常に

類似 していた。これに対し,ラ ット水晶体では GM3,

20 30 10 10 20 30

Fraction   Nunnber
図 1 人眼老人性白内障,ア カグザル, ニホンザル, ラット水晶体ガングリオシドの

マッピングパターン。それぞれの水晶体より得られたガングリオシド画分 (10～ 15

nmoles)を DEAE―イアトロビーズカラムにアプライし,高速液体クロマトグラ
フィーを用いてガングリオシドの持つシアル酸の電荷により分離を行なった。分離
されたガングリオシドはクロロホルムーメタノールー0,25%CaC12(55:45:10,V/
V)を展開溶媒に用いて展開しレゾルシノールー塩酸試薬により検出した。矢頭は人

眼老人性白内障水晶体に見られたポリシアロガングリオシドのスポットを示し,丸
印はGTlbの 溶出位置を示す.Monkey lは アカゲザル,Monkey 2は ニホンザルを

示す.
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表 1 人眼老人性白内障, アカグザル, ニホンザ

ル, ラット水晶体のガングリオシド組成とそれ

ぞれの比率               (%)
spot Rat

Rat

Monkey I Monkey 2

C― M― W~
図 2 人眼老人性白内障, アカゲザル, ニホンザル

,

ラット水晶体ガングリオシ ドの二次元 TLCに よる

分離.各 試料をシアル酸 に換算 してlnmolず つ

TLCにアプライした。一次元目は左方向にクロロホ

ルムーメタノールー0.25%CaC12(55:45:10,V/
V)を展開溶媒として展開し,十分に乾燥後二次元目

を上方にクロロホルムーメタノールー2.5Nア ンモ

ニア水 (50:40:10,V/V)を 用いて展開 した .

Monkey lヤまアカグリ'ル ,〕41onkey 2は ニホン‐デルを

示 す。 (C‐ M‐W=ク ロ ロホ ル ムー メ タ ノール

ー0.25%CaC12)(C‐ M‐ NH3=ク ロロホルムーメタ

ノールー2.5Nア ンモニア水)

GMlと 考 えられるスポ ットが存在 したがポ リシアロ

ガング リオシ ドと思われる分子種を含めてその数は非

常に少な く,パ ターンも霊長類 とはかな り異なってい

た (図 2).

さらに分子種の異同を明確にするため,人眼老人性

自内障・アカグザル,人眼老人性自内障・ ニホンザル
,

人眼老人性自内障・ラット, アカゲザル・ ニホンデル
,

アカグザル・ ラット, ニホンザル・ ラット水晶体の混

合サンプルの二次元 TLCと それぞれの単独のサンプ

ルの二次元 TLCと の差異を検討した。今回の実験の

結果認め られた全てのガング リオシ ドの分子構成を模

式化 した (図 3)。 ここで霊長類に共通に検出されたス

ポットは小文字で, またそれ以外のスポットは大文字

で一次元 目の Rf値 の大 きい順に示 している.霊長類

二次元展開を行なった TLCプ レートをスキャンし,各 スポ

ツトの濃度を全体に対するパーセントで表した。括弧内は

相当する脳ガングリオンドのマーカーを示す。

水晶体のガングリオシ ドはほぼ共通する分子種により

構成されていることが明らかになり, ラット水晶体で

も主要なガングリオシ ドは霊長類と共通であることが

示唆された(図 3)。 それぞれの試料のガング リオシ ド

組成をクロマ トスキャナーで各スポットの比率 として

求めた結果,人眼老人性白内障ではスポット (a,e,

1,1),ア カグザルでは(a,1,k,o),ニ ホンザルでは

(i,1), ラット水晶体では(a,E)が 10%以上の比率を

占めた。マーカーの二次元 TLCでの移動度 との比較

で (a,b)は GM3,(C)は GM2,(e)は GMl,(g)
は GD3,(1)は GD",(p)は GDlbと 考えられた。そ
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図3 人眼老人性白内障, アカグザル,ニ ホンザル,ラ ット水晶体に存在するガング

リオシ ドの分子種構成。人眼老人性白内障 。アカゲザル,人眼老人性白内障・ ニホ

ンデル,人眼老人性白内障・ ラット,ア カグザル・ ニホンザル, アカゲザル・ ラッ

ト,ニ ホンデル・ラット水晶体の混合サンブルをそれぞれ二次元 TLCで展開し,そ
れぞれの単独のサンプルの二次元 TLCと の差異を検討した。その結果から確認で

きた全てのガングリオシ ドの分子種構成を模式化した.霊長類に共通に検出された

スポットは小文字で, またそれ以外のスポットは大文字で一次元 目の Rf値の大 き

い順に示した。

|■|… 人眼老人性白内障, アカグザル,ニ ホンデル,ラ ット水晶体に共通したスポッ

ト

L綱…人眼老人性白内障, アカグザル,ニ ホンザル水晶体のみに共通したスポット

Ⅲ皿Ⅲ・・・人眼老人性白内障水晶体のみに認められたスポット

腫圏・・・アカゲザル,ニ ホンザル水品体のみに共通したスポット

(N・・・ラット水晶体のみに認められたスポット

の他のスポットはマーカーのガングリオシ ドに相当し

ないことより,何 らかの修飾を受けたガング リオシ ド

あるいはガングリオ系列以外のガング リオシ ドである

ことが示唆された。ガング リオシ ドマッピングで検討

したポ リシアロガングリオシ ドはスポット(r)と して

ヒト,ア カゲザル, ニホンザル, ラットに認められた

(表 1).

IV考  按

我々はすでに過去の実験において次ぎのことを明ら

かにした.すなわち,①加齢に関係せず,水晶体の混

濁の程度に伴って相対的に増加するポリシアロガング

リオシドの分子種が存在する知見を得た15)16)。 ②この

ガングリオシ ドの糖組成についてガスクロマ トグラ

フィーを用いて分析した結果,ガ ラクトース,グルコー

ス,シアル酸を 1:2:4の モル比で合むことを見い

出した16).③ この組成は GM3,GMl,GDIaな どのガン

グ リオ系列とは異な り他の主要なグロボ系列,ラ ク ト

系列,ネ オラク ト系列,ラ クトガング リオ系列, ガラ

系列,ム コ系列の糖脂質の糖組成 とも一致しなかった。

④ さらにガング リオ系列の出発材料 と考えられる

GM3と このガング リオシドの脂肪酸組成は異なった

組成を示したが,①～④の結果から,人眼老人性白内

障水晶体には特異なガングリオシ ドの分子種が存在す

ることを考察し報告した16).

今回の実験で,人眼老人性白内障, アカグザル, ニ

ホンザル,ラ ットの水晶体のガング リオシドについて

マッピングにより検討した結果,図 1に示すように,

このポリシアロガングリオンドに相当するスポットが

すべての試料に認められ,こ のガングリオシドは水晶

晏∬ゞ
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体に特有の分子種であることが示唆された。また人眼

老人性白内障,ア カグザル, ニホンザル, ラット水晶

体のガング リオシ ド組成を二次元 TLCを用いて分離

しTLCス キャナーにより定量を行なった結果,人眼

老人性白内障水晶体では GM3,GMl,GDla,ア カグザ

ルで`は GM3,GMl,GDlb,ニ ホンデルで`は GM3,GDla,

ラットでは GM3が高い比率を示した。しかし,ア カグ

ザル, ニホンザル, ラットは若齢個体の水晶体を用い

たため老化によりこの合成過程に変化が生 じることが

考えられ,今後の検討が必要である。

他の動物のガングリオシ ド分子種についての報告は

Sarkarと Cenedenaが H), ウシの水 晶体 に GM3,

GM2,GMl,GDla,GDlb,GTlが 存在すること,Swin‐

dellら 17)は ウサギ水晶体に GM3,GM2,GMl,GDla,
GTが存在することを報告 した。これらの報告 と我々

の得た知見を合わせて考えると多 くの動物種において

a‐ pathwayに よる合成が優位であるが,霊長類やウシ

には b‐ pathwayも 存在することが示唆された。人眼老

人性白内障, アカゲザル, ニホンデル, ラットにはこ

れらの合成経路以外のポ リシアロガングリオシ ドの分

子種が多数存在し,脳のマーカーのスポットとも一致

しなかったことを考慮すると, これらのガング リオシ

ドは脂肪酸組成の差異,あ るいは水酸化などの修飾を

受けたことに由来するもの,あ るいはガング リオ系列

以外の合成過程により合成されたものであることが示

唆 された。

現在までの知見を合わせて考えると,水晶体中のガ

ング リオシ ドには特異な構造の糖鎖を持つ ものも存在

し,人眼老人性自内障では白内障の程度に伴い, この

ガング リオシ ドが増加することが示唆された。従って

このようなガング リオシ ドの量的,質的変化により,

水晶体の膜機能に変化が生じることが予測 される。今

後水晶体での局在様式,特異なガングリオシ ドの構造

決定,合成経路の解明などにより,ガング リオシ ドと

自内障発症の関連が明らかにされると期待 される。

欄筆にあたり御指導,御校閲頂きました恩師河本道次教

授に深謝致します。また,御指導頂きました東邦大学医学部

第 2生理学教室の平野修助教授,小木曽学博士,御協力頂き

ました実験動物中央研究所の谷本義文博士,京都大学付属

霊長類研究所の景山 節助教授に謝意を表します。
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