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ラット水晶体の遊離アミノ酸とその誘導体
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Abstract

The concentration of free amino acids and their related compounds has been determined in the
lenses of ICR (f) strain rat and in the Wistar strain rat's lenses which were cultured with diethyl
maleate. It was supposed that the decrease of cystathionine and the increase of serine in lenses of ICR
with aging were related with development of senile cataracts. The increase of cystathionine in lenses

cultured were suggested that synthesis of taurine is done by cystathionine pathway. Quantitative
changes of amino acids were higher than normal of glutamine, glycine and aspartate in lenses

cultured. It was supposed that the changes were the flow in lens from medium for synthesis of
glutathione and glucose. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 :1234-1239, 1992\
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要  約
遺伝的自内障ラットICR(f)水晶体系とウイスター系ラット水晶体のマレイン酸ジエチル (DEM)誘導自

内障水晶体の遊離アミノ酸とその誘導体を無処置ウイスター系ラット水晶体 を対照に加齢経過 ごとに測定 し

た.加齢経過に伴 うICR群でのセリンの増加とシスタチオニンの減少は,老人性白内障の発症に関係している

事が示唆された。DEM誘導白内障の発症に関係すると考えられるアミノ酸はアラニン,シスタチオニンおよ
びオルニチンであった。培養水晶体のシスタチオニンの増加はタウリン合成がシスタチオニン経路で行われる

可能性を示 した。正常群に比較 してグルタミン,グ リシンおよびアスパラギン酸の培養水晶体での増加は,グ
ルタチオニンやグルコース合成 に関係するア ミノ酸の水晶体への流入 と考えられた.(日 眼会誌 96:

1234-1239, 1992)
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I緒  言

水晶体はタンパク質とグルタチオンを他の組織より

多く含んでいる。能動輸送によって水晶体に供給され

たア ミノ酸は1)2),こ れらの合成のために利用された

り, グルタミン酸,ア スパラギン酸,ア ラニン,グ リ
シンおよびセリンからグルコースヘの変換, アミノ酸

への酸化および相互変換等が考えられている3)4)。 しか

しながら,水晶体でのア ミノ酸の輸送や代謝経路の詳
細については明らかでない.水晶体の遊離アミノ酸パ

ターンについては Reddyら 5)6)の報告や,生後 2日 か
ら35日 まで測定した Heinamakiら 7)8)の報告がある.

白内障発症過程のアミノ酸の変動に関しては,我 9々)

の ICR(f)系 ラット水晶体のタウリン減少の報告や,

Guptaら 10)の ラットガラクトース自内障での同様の報

告がある。

本研究では,遺伝的自内障と実験的自内障発症過程
の水晶体の遊離アミノ酸 とその誘導体 (遊離アミノ酸

とその誘導体を以後アミノ酸 とする)量を測定し,輸
送と代謝面から考察した。 ヒト白内障発症原因の研究
に用いられている1つ遺伝的自内障ラットICR(f)系 (以

後 ICR群 とする)について,自濁が全く認められない

4週齢,自濁が始まる 8週齢,完全に自濁する 16週齢

各水晶体のアミノ酸を測定 した.実験的自内障は,グ
ルタチオンとK・の減少,水 とNa+お よび Ca2+の 増加
を主症状とする12)マ レイン酸ジエチル誘導自内障 (以

下 DEM群 とする)について,培養 24・ 48・ 72時間経
過した各水晶体のアミノ酸を測定した。

II 実験方法

実験動物 :正常群および培養水晶体用のウイスター

系ラットと遺伝的自内障 ICR(f)系 ラットのいずれも

雄を東京実験動物研究所より購入使用した。

試薬 :マ レイン酸 ジエ チル (diethyl maleate:

DEM),硝 酸 (有害金属測定用),ス ルホサ リチル酸 ,
アミノ酸分析用試薬は和光純薬工業社製.ペ ニシリン

G,硝酸ス トレプトマイシンは明治製菓社製。Media
199は GIBCO社製を使用した。
培養液は,Media 19913)に bicarbonate buffer,pH

7.4,ベ ニシリンG250 units/ml硫酸ストレプ トマイ

シン 50 μg/mlを加え, 5%C02/95%Airで 3時間通
気撹拌後濾過滅菌を行い,血清無添加で使用した。
水晶体の培養は既報14)の ように行った。頸椎脱日に

よリラットを屠殺し眼球摘出後直ちに水晶体を取 り出
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し, クリーンベンチ内に移し滅菌 PBS(pH=7.4)と

培養液で各 3回洗い,対照群は培養液のみ,実験群は

2mM DEMを 含む培養液に入れ (DEM群 ),95%
C02/5%Airイ ンキュベーター中で培養した。

ICR群 は白濁のみられない 4週齢,自濁の始まる 8

週齢,肉眼的に白濁の認められる 16週齢各水晶体を使

用した。正常群は ICR群 と比較するため各同週齢ウイ
スター系ラット水晶体を使用した。

水晶体のアミノ酸の測定は,それぞれの水晶体を水
1.O mlで ホモジネート,38,000× g20分 間遠心分離
後,上清にスルホサ リチル酸 20 mgを 加え 20分間室
温放置,遠心分離 (1,000× g,20分間)に より徐タン
パク質し,日立 L-8500形高速アミノ酸分析計で定量し

た。アミノ酸分析に使用した水晶体は,正常群 8個 ,

ICR群 と培養群各 14個であり,結果は水晶体乾燥重
量 lgあ たりの平均値と標準偏差で示した。

III 結  果
1.正常群ラット水晶体アミノ酸の加齢経過に伴 う

変動について

正常群ラット水晶体のタウリンとエタノールアミン

が加齢経過に伴い増加した。グルタミンは 4週齢に比

べ 8週齢で低下するものの 16週齢では増加した.フ ェ

ニルアラニンは加齢経過に伴いほとんど変動しなかっ

た。その他のアミノ酸はシスタチオニン, アラニン,

オルニチンの順に減少した。含有量は 4週齢でタウリ

ンが一番多く, グルタミン酸, アラニン, リジンの順

であるが,16週齢ではタウリン,グルタミン酸, リジ

ン, アラニンの順となった (表 1).

2.ICR群ラット水晶体アミノ酸の加齢経過に伴 う
変動について

ICR群 ラット水晶体 4週齢に比較 して 16週 齢で

20%以上増加するアミノ酸はセリン (56%)と トリブ

トファン (32%)であった。加齢経過によってほとん

ど変動しないアミノ酸はグルタミン酸, グルタミン,

イソロイシン, ロイシンおよびフェニルアラニンの 5

種であった。加齢経過に伴い減少率の大きいアミノ酸

は, シスタチオニンとエタノールアミンの 2種であっ

た.シ スタチオニンは 4週齢で 50 n mole検 出される
が, 8,16週 齢では痕跡程度であった。ニタノールア

ミンは 8週齢で約半分に減少し 16週齢でもそのまま

変らなかった (表 2).

正常群よりICR群 4週齢で高値を示すグルタミン

は,全週齢を通 して多かった。エタノールア ミンも
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表 1 ウィスター系 4・ 8。 16週齢正常ラット水晶体
の遊離アミノ酸とその誘導体

日眼会誌 96巻  10号

図 1 24時間培養ラット水晶体.
左は培養液のみで,右は2mMマ レイン酸ジエチル
(DEM)を含む培養液でそれぞれ培養した。

ICR群 4週齢で著 しい高値を示すが加齢に伴い減少

し,反対に正常群では加齢経過に伴い増加するため,

16週齢では正常群で高値を示した。正常群に比較して

ICR群で高値を示すアミノ酸は 4週齢で 2種 であっ

たが,8週齢 5種,16週齢 8種 と加齢経過に伴い多く

なった.ICR群で正常群の1/2以 下になるアミノ酸
は, 4週齢でシスタチオニンとリジンであった.リ ジ

ンは8週齢で1/2以下になり16週齢でもあまり変わ

らなかった。シスタチオニンは全週齢を通して正常群

の 1/2以下であった (表 1, 2)。

3.培養水晶体アミノ酸の時間経過に伴う変動につ

いて

ラット水晶体を対照群として培養液のみで,DEM
群として 2mM DEMを 含む培養液でそれぞれ 24時
間培養すると正常群は透明であるが,DEM群 では皮
質側の自濁と共に膨潤が見られた (図 1).

対照群で培養時間経過に伴って増加するアミノ酸は

オルニチンのみであった.タ ウリン,ア スパラギン酸 ,

セリンおよびプロリンは培養時間経過によってほとん

ど変動の見られないアミノ酸であり,そ の他のアミノ

酸は減少した。減少率はグルタミン酸, メチオニン,

アルギニンの順であった。DEM群で培養時間経過に
伴ってオルニチンが増加し,アルギニンがほとんど変

動なく,グルタミン酸,ア ラニン,バ リンおよびシス

タチオニンは培養経過 48時間後まで変動なく,72時

間後に減少した。減少率はタウリン,ア スパラギン酸 ,

グルタミンの順であった。スレオニン,セ リン,グル

タミン酸,ア ラニン,イ ソロイシン, トリプトファン

およびヒスチジンが全培養時間を通 して対照群より

DEM群で多く,バ リン,メ チオニン,ロ イシン,チ ロ

週   齢 8 16

タウリン

アスパラギン酸

スレオニン

セリン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

アラニン

パリン

メチオニン

シスタチオニン

インロイシン

ロイシン

チロシン

フェニルアラニン

トリプトファン

エタノールアミン

オルニチン

リジン

ヒスチジン

アルギニン

プロリン

26.87(± 1.33)

0.87(± 0.12)

2.11(± 0.06)

1.08(± 0.21)

7.78(± 0.71)

0.67(± 0.18)

1.24(± 0.10)

4.78(± 0.39)

1.55(± 0.18)

0.88(± 0.14)

0.16(± 0.02)

0.80(± 0.08)

1.48(± 0.07)

3.12(± 0.26)

1.12(± 0.04)

0.69(± 0.05)

0.13(± 0.01)

037(± 0.05)

4.33(± 0.23)

0.93(± 0.12)

1.98(± 0.15)

1.07(± 0.07)

27.45(± 2.00)

0.52(± 0.05)

238(± 0.27)

0.93(± 0.07)

5.73(± 0.12)

0.46(± 0.05)

1.05(± 0.13)

3.24(± 0.15)

1.35(± 0.15)

0.79(± 0.03)

0.12(± 0.02)

0.70(± 0.08)

1.36(± 0.13)

2.34(± 0.37)

1.17(± 0.09)

0.61(± 0.05)

0.15(■ 0.01)

0.28〈 ±0.04)

2.85(± 0.25)

0.64(± 0.07)

1.53(± 0.05)

1.02(± 0.07)

34.71(± 3.46)

0.49(± 0.03)

1.38(± 0.03)

0.85(± 0.03)

5.27(± 0.47)

0.92(± 0.19)

0.81(± 0.05)

2.28(± 0.17)

1_04(± 0.09)

0.57(± 0.05)

0.05(± 0.01)

0.58〈±0.03)

118(± 0.06)

170(± 0.09)

1.23(± 0.10)

0.60(± 0.06)

0.22〈±0.02)

0.18(± 0.02)

2.33(± 0.06)

0.54(± 0.05)

1.36(± 0.12)

0.82(± 0.03)

μ moles/g水晶体乾燥重量

数字は平均値と,(± )は標準偏差を示す

表 2 1CR(f)系 4・ 8・ 16週齢ラット水晶体の遊離
アミノ酸とその誘導体
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26.35(± 2

0.69(± 0

2.24(± 0

0.81(± 0

5.87(± 0

0.99(± 0

1.02(± 0

3.07(± 0

1.56(± 0

0.78(± 0

0.05(± 0

0.67(± 0

1.19(± 0

2.06(± 0

1.04(± 0

0.37(± 0

0.36(± 0

0.28(± 0

2.00(± 0

0.69(± 0

1.47(± 0

1.08(± 0

21.19(± 0.76)

0.67(± 0.01)

1.97(± 0.12)

1.17(± 0.18)

6.62(± 0.28)

0.77(± 0.09)

0.92(± 0.17)

2.55(± 0.19)

1.56(± 0.12)

0.87(± 0.09)

trace

O.67(± 006)

129(± 012)

1.91(± 0.11)

1.19(± 0.12)

0.56(± 0.06)

0.19(± 0.02)

0.20(± 0.05)

1.36(± 0.07)

0.69(± 0.05)

1.17(± 0.10)

1.15(± 0.13)

18.83(± 145)

0.55(± 0.09)

1.51(± 0.03)

1.27(± 0.43)

6.06(± 0.12)

1.08(± 0.10)

0.66(± 0.09)

1.97(± 0.10)

1_37(± 0.06)

0.66(± 0.02)

trace

O.67(± 0.02)

1.29(± 0.04)

1.56(± 0.02)

1.13(± 0.01)

0.49(± 0.01)

0.18(± 0.01)

0.16(± 0.02)

1.34(± 0.01)

0.78(± 0.05)

0.95(± 0.01)

0.70(± 0.04)

16)

02)

22)

14)

88)

10)

14)

30)

13)

10)

00)

09)

18)

36)

25)

10)

05)

06)

15)

09)

12)

17)

μ moles/g水 晶体乾燥重量

数字は平均値と,(土 )は標準偏差を示す

4
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表3 培養ラット水晶体の遊離アミノ酸とその誘導体
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24 48 72
培養時間 (h)

対照群 DEM群 対照群 DEM群 対照群 DEM群
, r t)'.,

7 ,:r+./w

*tl')

/tv7;1,,9
/ tv, : :./

/ ))'>a/

712:/
,i r) .,

Y 7, 7t =./
4'./a4//
e 4'rY
+p'uv
2 a=/v7r=:,/
lt/177:./
a, / -)v7 : >/

t tv -a;,t
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Y 7+):/
7tv4=:t
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26.55(± 2.24)

1.48(± 0.24)

2.31(± 0.33)

1.72(± 0.29)

7_54(± 0.43)

2.15(± 0.71)

5.83(± 0.22)

2.77(± 0.50)

1.48(± 0.08)

0.83(± 0.07)

0.28(± 0.02)

0.65(± 0.07)

3.36(± 0.24)

1.36(± 0.11)

1.59(± 0.16)

0.59(± 0.03)

0.48(± 0.08)

0.05(± 0.00)

1.42(± 0.12)

0.49(± 0.07)

1_53(± 0.13)

3.84(± 0.75)

20.14(± 2.10)

1.54(± 0.23)

2.78(± 0.05)

2.21(± 0.11)

7.30(± 0.14)

1.18(± 0.20)

4.48(± 0.28)

4.87(± 0.05)

1.35(± 0.02)

0.79(± 0.03)

0.22(± 0.01)

0.61(± 0.01)

2.84(± 0.24)

1.31(± 0.09)

1.32(± 0.09)

0.48(± 0.04)

0.41(± 0.07)

0.06(± 0.02)

1.17(± 0.08)

0.51(± 001)

1.33(± 0.11)

2.34(± 0.05)

2414(± 2.65)

0.96(± 0.14)

1.66(± 0.06)

1_48(± 0.12)

5.83(± 0_28)

1.54(± 0.10)

4.67(± 0.23)

2.25(± 0.15)

1.19(± 0.07)

0.59(± 0.04)

0.26(± 0.03)

0.45(± 0.02)

2.51(± 0.17)

0.95(± 0.07)

1.27(± 0.13)

0.47(± 0.04)

0.40(± 0_06)

0.03(± 0.00)

1.05(± 0.04)

0.34(± 0.02)

0.96(± 0.09)

3.77(± 0.39)

15.03(± 2.86)

1.12(± 0.03)

2_50(± 0.18)

1.93(± 0.20)

7.48(± 0.47)

0.36(± 0.07)

4.19(± 0.28)

4.93(± 0.61)

1.48(± 0.19)

0.66(± 0.10)

0.23(± 0.03)

0.58(± 0.07)

2.75(± 0.30)

1.13(± 0.13)

1.25(± 0.13)

0.38(± 0.08)

0.35(± 0.05)

0.06(± 0.01)

1.38(± 0.26)

0.54(± 0.04)

1.61(± 0.29)

2.00(± 0.12)

24.42(± 3.12)

1.49(± 0.32)

1.52(± 0.16)

1.55(± 0.21)

4.36(± 0.23)

0.74(± 0.11)

4.11(± 0.44)

2.16(± 0.24)

0.93(± 0.12)

0.35(± 0.11)

0.21(± 0.11)

0.37(± 0.06)

1.91(± 0.18)

0.67(± 0.09)

0.80(± 0.08)

0.35(± 0.03)

0.32(± 0.02)

0.10(± 0.03)

0.78(± 0.12)

0.24(± 0.01)

0.69(± 0.09)

3_69(± 0.29)

6.51(± 0_55)

0.54(± 0.14)

1.78(± 0.15)

1.79(± 0.30)

4.80(± 0.28)

0.54(± 0.09)

3.29(± 0.41)

3.26(± 0.34)

1.17(± 0.12)

0.48(± 0.06)

0.17(± 0.01)

0.48(± 0.08)

2.17(± 0.20)

0.96(± 0.12)

1.06(± 0.13)

0.40(± 0.06)

0.21(± 0_03)

0.09(± 0.05)

1.03(± 0.13)

0.44(± 0.06)

1.29(± 0.18)

1.46(± 0.19)

μ moles/g水品体乾燥重量

対照群 :培養液のみで培養.DEM群 :2mMマ レイン酸ジエチルを含む培養液で培養した.
数字は平均値と,(士 )は標準偏差を示す。

シン,フ ェニルアラニン,リ ジンおよびアルギニンは,

培養 24時間経過まで対照群でDEM群 より高値を示
すが,培養 48,72時間経過では反対に DEM群で高値
を示 した (表 3).

培養水晶体の対照群 とDEM群の双方でアスパラギ
ン酸, プロリン,グ リシン, ロイシン,エ タノールア
ミンおよびシスタチオニンは正常群 8週齢に比べ培養
72時間経過まで高値を示した (表 1, 3)。

4.ICRラ ット水晶体 と培養水晶体のアミノ酸の比
較

ICRラ ット水晶体は肉眼的に自濁が認められる 16

週齢 と培養水晶体は図 1で示した培養経過 24時間後

の水晶体を比較した。タウリンは ICR群 (8週齢)と
DEM群 (培養 24時間経過)ほぼ同量で加齢と培養時
間経過で減少した.ア スパラギン酸, グリシン,ア ラ
ニン,エ タノールアミンおよびプロリンは培養 24時間

経過 DEM群で ICR 16週齢群より2倍以上の高値を
示した。ICR 8週齢からほとんど検出されないシスタ

チオニンも培養群で高値を示した。オルニチンは ICR

群で高値を示した (表 2, 3)

IV考  按
ラット水晶体中の遊離アミノ酸を測定した結果, ア

ミン酸誘導体を含めて 32種類検出された。今回は,測

定値が一定し興味ある 22種類を示した(表 1,2,3).
Heinamakiら 7)が ラット水晶体の遊離アミン酸 とそ
の誘導体を生後 2日 から35日 まで測定し,o― フォス

フォエタノールアミン,β _ア ラニン,γ‐アミノ酪酸お

よびシスチンを加えた 24種類について報告している。

本実験結果には示していないが DEM群 においてβ―
アラニンとシスチンは検出された。しかし,0。フォス

フォエタノールアミン酪酸は検出されなかった。

タウリンは本実験で測定された水晶体アミノ酸中で

一番多く認められた。これまでの報告でも, タウリン

が一番多 く6)7)加齢経過と共に増加した8).DEM群 と
ICR群 では自濁化 と共に減少 した同様の報告がなさ

れているが詳細な報告はない9)10)。 我々12)は ,DEMを
加えて培養した水晶体においてグルタチオンが急激に
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減少する事を報告しており, グルタチオンの減少によ

る膜機能の何らかの影響が, タウリンの流出に連なっ

たとも考えられる。タウリンが水晶体の浸透圧を維持

しているという報告
15)ゃ,Kinsey“ )の指摘する漏出と

の関係にも興味が持たれた.これらの事は正常 ラット

水晶体の加齢経過に伴うタウリン増加とも関係してい

ると思われた。

水晶体のタウリンプールはメチオニン濃度依存的に

合成されると云われるが
17),本実験のメチオニン測定

においても,正常群と培養群水晶体でいずれも加齢お

よび培養時間経過に伴い減少した。シスタチオニンが

培養液に含まれていないにも拘らず,培養 48時間経過

水晶体で正常群 8週齢の約 2倍多く検出され,水晶体

内での合成がシスタチオニン経路で行われる可能性を

示唆した。タウリン量は対照群で変化なくDEMで の

み減少することから,cy"ehe deSulmydraSeが DEM
により阻害されタウリンが減少することも考えられる

が,シ スタチオニン経路の酵素に対するDEMの 影響
など検討が必要と思われた。

ICR群ではタウリンの減少 とシスタチオニンの減

少が平行して認められるが,メ チオニンの減少は 16週

のみで, メチオニンによるタウリン量の調節は考えに

くい。ICR群 のタウリンの減少は,加齢経過に伴い

cystathiOnine_β―sy■haseの基質セリンが増加 し,生

成物であるシスタチオニンが検出されなくなる事よ

り, この酵素の活性減少による事が示唆された。加齢

経過に伴って増加するアミノ酸は認められず, アスパ

ラギン酸 とトリプトファンが加齢でも変動 しない以

外,他のアミノ酸は減少した.ヒ ト白内障水晶体でも

遊離アミノ酸の減少が報告されている“
)。 各週齢毎に

正常群と ICR群を比較すると,加齢に伴って ICR群

で高値を示すアミノ酸数が多 くなり,加齢経過に伴う

代謝機能の衰退が考えられた。シスタチオニンに次い

で加齢経過に伴って減少するエタノールアミンは,肉

眼的に自内障の確認されない 8週齢で 4週齢の約 1/2

に減少した。

ラット外傷性白内障でのプ トレシンの増加や
19),水

晶体に ornithine deCarbOXylaSeが存在しオルニチン

代謝に重要な働きをする
20)な どの報告から,ICR群で

加齢経過に伴い減少するオルニチンと自内障発症との

関係に興味が示された。

アルギニンとオルニチン,尿素とシトル リン (結果

は示してない)が検出される事からDardenneら 2。 ,

Jernigen22)が報告している様に尿素サイクルの存在が

日眼会誌 96巻  10号

示された。

正常群 8週齢に比較 し対照群で減少するアラニン

が,DEM群 では培養 48時間経過まで高値を示した。
対照群でのアラニンの減少は,グルタミンの流入によ

リアラニンが流出する逆変換現象
23)が , グルタミンの

培養 24時間経過後に正常群 8週齢の約 2.7倍 の増加

から示唆された。また,DEM群でグルタミンは培養 24

時間経過まで増加し (8週齢と比較して)48。 72時間

では減少することから,DEMが この逆変換現象に影
響を与えていると考えられた。

セ リンが正常群 8週齢に比較して培養 24時間経過

の対照群 1.8倍,DEM群 2.3倍に増加する。培養牛水
晶体のグリシンはグルタチオンヘの合成やセリンに変

えられてタンパク質に取 り込まれる報告もあり
24),

DEM群 でのセリンの増加にも関係すると思われた。
水晶体カプセルコラーゲンの構成成分であるプロリ

ンが培養水晶体(対照群 とDEM群)で正常群 8週齢よ

り高値を示した。プロリンはグルタミン酸から酵素的

還元 によって生成 され るとい う報告 もあるが
25),

Kernl)の 云われる様に培養液から流入蓄積したと考え

られた。

培養群のグリシンの増加は,14c_glycineの 水晶体へ

の取 り込みや
26),分子量も小さい事などからプロリン

同様培養液から流入し,グルタチオンやタンパク質ヘ

の代謝
24)減少により蓄積すると考えられた。

アスパラギン酸も正常群 (8週齢)に比べて培養群

で多い。放射性アスパラギン酸の取 り込みが他の放射

性ア ミノ酸に比較して少ないと云 う報告
4)も あるが,

培養時間経過に伴って対照群とDEM群で平行して減
少する事より,培養液中のアスパラギン酸の流入が考

えられた。

長期間に渡って白濁化する遺伝的自内障 ICR(f)系

群 (グπυグω)と短期間で自濁化する実験的自内障 DEM

群 (れ υ″ο)の アミノ酸量に差が認められ,個 々のア

ミノ酸の輸送と代謝に興味が持たれた。また,自濁化

に伴 うタウリン減少が両白内障で共通であった。
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