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要  約

ガラク トース白内障形成過程におけるリン酸化合物代謝動態を31P_NMRス ペク トロスコピーで観察 し,生

化学的変化および形態学的変化 と比較検討 したところ以下の結果が得られた。1.ス ペク トル中の αグリセロ

リン酸のピークは,水晶体内のズルシ トール含有量 と極めてよく類似 した経時的変化を示 した。なお,同 ピー

ク低下の時期が水晶体組織の崩壊の時期 とよく相関 していた。2.コ リンリン酸は,ATPの低下が認められる

以前に顕著な低下が認められた。3.ア デノシン3リ ン酸 (ATP)の 低下は水晶体組織の崩壊が全周におよぶ

時期から顕著となり,そ の後水晶体の崩壊にともない徐々に低下 した。4.水晶体内のイノシ トール含有量は,

ガラク トース食餌投与後,急激に低下 した。以上の結果から,α グリセロリン酸 は水晶体外へ流出することに

より低下することが推測 された。また,ATPは 水晶体の組織学的崩壊にともなって低下 し,そ の低下は水晶体

上皮近傍から始 まることが推測 された。さらにこの ATPの低下によリイノシ トールの能動輸送が障害される

可能性 も示唆された.(日 眼会誌 95i474-480,1991)

キーワー ド:核磁気共鳴法,ガラク トース白内障,α グリセロリン酸,コ リンリン酸,ア デノシン3リ ン酸
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Abstract
A comparative study of the metabolic kinetics of organophosphate compounds, biochemical

changes and histological changes, in the rat lens during the process of the generating galactose
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I緒  言

31P_NMRス ペク トロスコピーは,生体組織の リン

酸化合物代謝を in vivoで しかも経時的に測定できる

手法 として,近年眼科領域で も多数用 い られてい

る1)～ 3)。 著者らは本法を用いて,ラ ットガラク トース白

内障形成過程における リン酸化合物代謝動態を観察し

た。その結果,早期に起 こる最も顕著な代謝変化はα

グ リセロリン酸の増加であ り,ア デノシン 3リ ン酸お

よび コ リン リン酸は徐 々に低下す ることを報告 し

た1)。

本研究ではこれらの結果に基づき,さ らに リン酸

化合物代謝動態,生化学的変化および形態学的変化の

三者の関連を検討した。

II 方  法

1.対象

対象 として,生後 3週齢のウイスター系 ラット43匹

を用いた。これらをガラク トース群とコン トロール群

の 2群に分類した。すなわち,25%ガ ラク トース含有

食餌を投与 した群をガラク トース群,普通食餌を投与

した群をコントロール群 とした (表 1).

2.水晶体の摘出

各々の食餌投与後, 3日 , 5日 , 1週 , 2週 , 3週 ,

4週 目にエーテル麻酔下でラットの両眼を摘出し,後
極部 より強膜を放射状に切開し硝子体を除去後,チ ン

小帯を切開し水晶体のみを摘出した。

3.31P_NMRスペク トロスコピー

摘出した 2個の水晶体の うち片方を,31P^NMRス
ペク トロスコピーによリリン酸化合物代謝動態を解析

した.測定には静磁場強度6.3Tesla, リン共鳴周波数

109.25MHzの 日本電子製 GX‐ 270WB FT‐ NMR装 置

を用いた.既報1)に したがい,自 作した内径4.5mmの
サンプル管内に,外部標準試料 として20%ヘ キサメチ

ルホスホロアミド(HMPA)を微小ガラス管内に封入

して装着 した.サ ンプル管内を リン酸化合物を含有し

ないクレブス重炭酸培地 (pH 7.35)で満た し,そ の中

に水晶体を 1個挿入して測定 した。なお,測定には直

径1.7mmの エナメル線で作製 した 4回巻 ソレノイ ド

コイルを用いた。測定条件 としては,パ ルス幅2μ secの

30° パルスを用いて,パ ルス繰 り返し時間0.5sec,積算

回数を7,200回 とし,1ス ペク トルの測定時間を 1時間

とした。

4.ガスクロマ トグラフィー
31P_NMRス ペク トルの測定終了後,サ ンプル管よ
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表 1 対象の内訳

ガラクトース群 コントロール群

(匹)      (匹 )

り取 り出した水晶体を内部基準 (キ シリトール)と と

もにホモジナイズし,ZnS04を加えさらにホモジナイ

ズした。その後 Ba(OH)2で 中和 し遠心分離を行った.

次に,上清を凍結乾燥 させ, ピリジン,ヘ キサメチル

ジシラジンおよび トリクロルクロロシランを加え,加
温 しながらシリル化 し, ガスクロマ トグラフィー (島

津製 GC・ 7AG)に よってズルシ トールとイノシ トール

を測定した。

5。 組織標本

摘出した片眼は,摘出後即座に 4%パ ラホルムアル

デヒドを含む0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)で 固定 し,

アルコールにて脱水後, メタクリル樹脂 (JB‐4)に包

埋 した.そ の後,1～ 2μmの切片を作成しトルイジンブ

ルーにて染色後,光学顕微鏡で観察 した。

III 結  果

1.リ ン酸化合物の測定結果

ラット水晶体で観察 された31P_NMRス ペク トル

は, コントロール群およびガラク トース群とも外部標

準の HMPA,α グ リセロリン酸 (α_GP), コリンリン

酸 (CP),無 機 リン酸 (Pi),γ アデノシン3リ ン酸

(γ、ATP),α‐ATP, ジヌクレオチ ド (DN), および

β‐ATPであった (図 1).ガ ラク トース群で得られた

スペク トルの経時変化をまとめると, コントロール群

に比べてガラク トース群の α‐GPは, 3日 目にすでに

有意な上昇を示 し, 1週 目をピークとして 2週 目より

徐 々に低下した (図 2).ま た,図 3に β‐ATPお ょび

CPの経時変化を示す。β‐ATPは ガラク トース投与後

1週 目までは有意な変化は認められず, 2週 目から有

意な低下を示し,そ の後も低下し続けた。一方,CPは
ガラク トース食餌投与後より低下 し, 5日 目からは有

意な低下を示し,その後も徐々に低下 した。

2.ズルシ トールおよびイノシ トールの経時変化

投

日

日

週

週

週

週
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図3 ガラクトース群水晶体におけるβ‐ATPお よび

CPの 経時変化.縦軸はコン トロール群の平均を

100%と した時の相対量。(C:コ ントロール,ホ :p<

0.01,NS:not signincant)

HMPA α‐GR

-20

図 1 ガラクトース食餌投与後 1週 目のガラク トース群ラット水晶体より得られたス

ペク トルの代表例.HMPA:20%ヘ キサメチルホスホロアミド,α‐GP:α グリセロ

リン酸,CP:コ リンリン酸,Pi:無 機 リン酸,γ‐ATP: γアデノシン 3リ ン酸 ,

α‐ATP:α アデノシン 3リ ン酸,DN:ヂ ヌクレオチ ド,β‐ATP:β アデノシン 3

リン酸 .
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図 2 ガラクトース群水品体におけるα‐CPの経時

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.(Ci コン トロール, ・ :p<0.01)

図 4, 5に ガスクロマ トグラフィーで測定 したズル

シ トールおょびイノシ トールの経時変化を示す。コン

トロール群に比ベガラク トース群におけるズルシ トー

ルは(図 4),すでに 3日 日で有意な上昇を示 し, 1週

目をピークに 2週 目より低下した。一方,イ ノシ トー

ルは(図 5), 3日 目より有意な低下を示 しその後も低

下し続けた。

3.形態学的変化

図 6に コン トロール群,図 7に 3日 目のガラク トー

ス群の水晶体の組織像を示す。この時点では水晶体全

体にわたって両群間に差異は認められなかった。図 8

3 4 {Week3)

Time after:ngestion of Galactose

図 4 ガラクトース群水晶体におけるズルシトールの

経時変化。(C:コ ントロール,ホ :p<0.01)

2
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図 8 1週 目のガラク トース群水晶体.赤道部を中心

に水晶体線維の軽度の膨化,液化が認められる。(ト

ルイジンブルー染色,× 80)

a

b

図 9a,b 2週 日のガラクトース群水晶体.aは前嚢

側,bは後嚢側水品体線維の軽度の膨化,液化が水品

体全周におよんでいる.(ト ルイジンブルー染色,×

80)

図12に α‐GPお よびズルシ トール,図 13に β‐ATP,
CPお よびイノシ トールの経時変化 と形態学的変化 と

の関連を示す。図中の Aは,形態学的に水晶体線維に

軽度の膨化および液化が認められるまでは,Bは水晶

体線維の膨化および液化が水晶体の全周に拡がるま
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図5 ガラク トース群水晶体のイノシトールの経時変

化。(C:コ ントロール, 
摯:p<0.01)

図 6 コン トロール群水晶体.(ト ルイジンブルー染

色,× 80)

図7 3日 目のガラクトース群水晶体。この時点では
コントロール群水品体と差異は認められない。(ト ル

イジンブルー染色,× 80)

にガラク トース群の 1週 目の水晶体を示す。赤道部を

中心に水晶体線維の軽度の膨化,液化が認められた。

2週 目では(図 9a,b)1週 目に比べ水晶体線維の膨化 ,

液化はさらに高度 となり,水晶体全周におよんでいた。

3週 目 (図 10)と 4週 目 (図 11)に おいては, 2週 目

にみられた水晶体の崩壊がさらに進行し,水晶体皮質

はもとより核部にまでおよんだ。
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図10 3週 目のガラク トース群水晶体.水品体の崩壊

が顕著になっているのがわかる.(ト ルイジンブルー

染色,× 80)

図11 4週目のガラク トース群水晶体.3週 目とはぼ

同様な高度な水晶体線維の崩壊が認められる。(ト ル

イジンブルー染色,× 80)

で,Cは水晶体に高度な崩壊が認め られる時期を表 し

ている。図から明らかなように,とGPと ズルシ トール

は経時的にはぼ同様な変化を示 した。形態学的には
,

水晶体線維の膨化,液化がほぼ全周に拡がる 2週 目に

それ らの低下が始 ま り,さ らに水晶体の崩壊にとも

なって低下した。また,CPお よびイノシ トールは
,

ATPの低下および形態学的変化が認め られる以前に

日眼会誌 95巻  5号
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形態学的変化
A:赤 遺部を中心とした破壊
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図13 β‐ATP,CP,イ ノシ トールおよび形態学的変化

の関連 .

有意な低下を示 した。

IV考  按

α‐GPが過剰に産生される機構に関してはまだ不明

な点が多い。 しかし,一旦上昇 した α‐GPがその後低

下する原因 として,著者らは前報
1)で Kinoshitaら 4)-7)

がズルシ トールの低下する原因が水晶体の流出現象に

●
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した後,水晶体の崩壊に ともない徐々に低下す るため

その解釈には慎重を要す る.こ れに対 しATPは ,水晶

体の崩壊の進行にともない徐 々に低下する。 したがっ

て,ATPの 低下は水晶体 の組織学的崩壊度 を知 る一

つの指標 となることを示唆 している。

イノシ トールは,水晶体上皮で能動輸送 され水晶体

内に補充 される.し か し, ガラク トース白内障形成過

程において, このイノシ トールが低下することが明ら

かとなった 15)。 この低下に関 し KinOshitaら は,ガ ラク

トース溶液による水晶体の培養実験から,水晶体の膨

潤現象によってイノシ トールが流出するため と説明し

ている
“
).し かし,今 回の結果か ら明らかなよ うに,イ

ノシ トールの低下は,ガ ラク トース食餌投与後 ,水晶

体に形態学的変化が出現す る以前に著減す る (図 13)。

したがって,イ ノシ トールの低下は,水晶体上皮での

能動輸送の破綻による可能性が高 く,水晶体上皮での

ATPの 消耗 にともなっていることが推測 され る。

以上 より, ガラク トース白内障形成過程における リ

ン酸化合物代謝動態,生化学的変化および形態学的変

化の関連性 よ り,前報で明 らかにした リン酸化合物代

謝のより詳細な動態について検討できた.今後,本法

の感度の改善や他の核種の測定などを加え, さらに詳

細な研究を進めていきたい。

本論文の要旨は,第 93回 日本眼科学会総会(1989年,京都)

で報告した。保坂明郎教授のご校閲に深謝いたします。
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よるとしたように,α―GPも 水晶体からの流出による

可能性が高いことを指摘 した.本稿で得 られた結果で

は α―GPの経時変化はズルシ トールの経時変化 と極め

て類似 し, さらにそれ らの低下が水晶体線維の崩壊が

ほぼ全周におよぶ時期に始 まっている (図 12)。 した

がって,α‐GPの 低下は膜の透過性変化にともなった

流出現象に起因すると推測 される。

CPが ガラク トース食餌投与後,徐々に低下す るこ

とは,前報 1)お よび今回の結果より明らかであ り,こ れ

は Chengら 2)の 報告 と一致す る.こ れに関 しCheng

ら2)は ,CPと ATPが同時に低下することより, まず

水晶体上皮部で浸透圧負荷に対するATPの 消費が増

大するため ATPの低下が起こり,CPはその基質であ

るATPの低下によるコリンの リン酸化の障害が起 こ

るため低下すると説明している。この ATPの低下は

Kuckら 8)に よっても確認 されてお り,さ らに著者 らは

この ATPの 低下に関 して,ラ ット水晶体のエネル

ギー供給源の98%以上が効率の悪い嫌気性解糖に依存

しているため9)と 推測している。また,CPは生体膜の

構成成分であるレシチンの基質である.レ シチンは水

晶体上皮およびその近傍において合成 されているた

め10)11)CPの
代謝も水晶体上皮および近傍において行

われていると推測される。したがって,ATPの低下は

水晶体上皮およびその近傍で起こっているものと考え

られる。 これに関しても,ほ とんどが水晶体上皮に存

在する Na‐K ATPase活性が,ガ ラク トース白内障形

成過程 において徐々に低下することよ り裏付けられ

る5)12)。 しかし,今回の測定では CPの 低下が ATPの
低下が認められる以前に認められた(図 3,図 13)。 こ

れに関 して以下のように推測 した。水晶体における

ATPは,実際のATPの供給,代謝の場である水晶体

上皮部で少なく,ほ とんどが皮質および核に存在 して

いるため13)14),31P_NMRス ペクトロスコピーで測定さ

れるATP量は,水 晶体の ATP含有量の大部分を占

める皮質および核の値を反映していることになる.し
たがって,水晶体上皮部で ATPの 低下が起こり,CP
の産生低下が起こっているにもかかわらず,今回の著

者らの測定方法では ATPの 低下を検出で きなかった

ものと考 えている。この点に関し,現在 さらに感度を

高める測定方法を検討中である。

また,今回の研究において水晶体の崩壊度 とATP
の低下 とがよく相関した。今回の結果から明らかなよ

うに,31P_NMRス ペク トロスコピーで最 も顕著な変

化を示すのは α・GPである.し かし, これは一旦上昇
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