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ラット水晶体におけるアル ドース還元酵素の局在

(in Situ hybridiZatiOn法 による検討)
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要  約

糖白内障やガラク トース白内障の起因酵素 と考えられているアル ドール還元酵素 (AR)の局在は既に種々の

方法により報告 されている。水晶体においてもARは存在 し,そ の分布は白内障発症部位や進展様式と深 く関

係すると考 えられている。本実験 では,ラ ットAR合成遺伝子 より複製 した相同 DNA(complementary
DNA)を 用いた in situ hybridizatiOnに より,生後 3週齢ラットおよび胎児ラット水晶体での AR messen‐

ger RNA(ARmRNA)の 検出と分布について検討 を行った。その結果,生後 3週齢ラット水晶体においては

ARmRNAは 水晶体上皮細胞 と赤道部表層皮質に認められ,免疫組織化学法によるAR免疫活性の局在 とほ

ぼ同様の分布パターンを示 した。しか し,胎児ラット水晶体ではARmRNAが 上皮細胞 と赤道部に分布 したの

に対 し,AR免 疫活性は生後 3週齢 ラットと異 なり,主 に水晶体の中央部 に認められた。 (日 眼会誌 96:
1373-1378, 1992)
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Abstract
The localization of aldose reductase (AR), which is thought to be involved in the pathogenesis of

sugar and galactosemic cataracts, has been studied using various methods. The AR exists in the lens
and its presence is considered to be important at the site of the cataractogenesis. In this study, the
localization of AR messenger RNA (ARmRNA) in the lenses of 3-week old and fetal rats was studied
by in situ hybridization using a complementary DNA to the rat AR gene. In the Iens of 3-week-old
rats, ARmRNA was present in the lens-epithelium and the equatorial superficial cortex. The distribu-
tion profile was similar to that of AR-immunoreactivities revealed by an immunocytochemical study.
In the fetal lens, however ARmRNA was present in the epithelium and the equatorial region, while
AR-immunoreactivity was observed mainly in the center of the lens. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:
1373-1378, 1992)
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I緒  言

糖白内障やガラク トース白内障の起因酵素と考えら

れているアル ドース還元酵素 (AR)1)2)は 水晶体上皮細

胞,表層皮質に局在3)し ,自 内障発症に伴い増加するこ

とが生化学的,免疫組織化学的に報告されている4)5).

しかし,こ れらの AR活性の変化 とは,AR合成系の終

末産物量の変化を表 したものであ り,果 して AR活性

の変化がAR合成系のいかなる変化に基づ くもので

あるかは未だ不明である。近年,分子生物学的手法の

発達により,眼科的領域においても遺伝子レベルでの

解析が種々の分野で行われつつある。形態学的には

messengerRNA(mRNA)を 組織上で直接検出する in

situ hybridizationが 開発
6)さ れ,種 々の蛋白を合成す

る遺伝子の発現状態の解析が ″
・
π υグω で可能 となっ

た.本実験では,ラ ット水晶体におけるARmRNAの
発現を検索するためにAR合成遺伝子 より複製 した

相同 DNA(cOmplementaryDNA, 以下 cDNA)を用

いて in situ hybridizationを 行い, ラット水晶体にお

けるARmRNAの 局在を確認 し,免疫組織化学による

ARの 分布と比較検討を行った。

II 方  法

実験には Sprague‐Dawley系ラットを使用し,通常

実験食餌により飼育した妊娠 17日 ロラット(3匹 )か

ら摘出した胎児ラットと生後 3週齢 (体重約 50g)の

雄 ラット5匹を用いて行った。胎児ラットは妊娠 ラッ

トをペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール①)

静脈内注射により致死麻酔の後,帝王切開分娩 し,摘

出した。また, 3週齢ラットはエーテル致死麻酔を施

し,水晶体を摘出した.こ れらの試料は,4%paraform―

aledhydeを 含む 0.lM燐酸緩衝液 (PB)中で 12時間

浸漬後固定を行った後,20%sucrose含 有 0.l MPB中

で cryoprotectionを 行い,ク リオスタットを使用 し,

厚さ 30 μmの凍結切片を作成 した.Hybridizationは

既に報告 した方法7)8)に 準 じて行った。最初に試料 を

proteinase K(Sigma)で脱蛋白処理の後,ethanol系

列で脱水 し, 2時 間の prohybridizationを 行った。

Hybridizationに は35s_dATPを 用 いて nicktransla‐

tion法 により標識 した ラットAR cDNAプ ロープを

使用し,最終濃度を 1.0× 108dpm/mlに調整した溶液

を用いて,37°Cにて 24時間 incubationを 行った。今回

使用 した hybridization溶 液の組成を表 1に示 した。

Prehybridizationに は同組成の溶液からdextran sul‐
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表 l  hybridization溶 液

50%vo1/vol formamide

10%vo1/vol dextran sulphate

3X SSC(standard saline citrate)

lX SSC=150 mM Nacl,15 mM trisodium citrate

l X Denhart's溶 液

100 μg/inl yea■ t‐RNA
100 μg/ml salmOn sperm DNA

10mM DTT
l.OmM EDTA

phateを 除去 したものを使用 した。また,全ての溶液 と

器具は RNaseを除去するため滅菌済の使い捨て用 ,

もしく|ま 0.1%diethylpyrocarbonateヤこよリタL瑠三しまこ

後,オ ー トクレーブ滅菌を行い使用 した。その後,試

料は 2X SSCで 15分間洗浄 し,0.5× SSC中 で 37℃

にて 2時間の posthybridizationを 行った。また,対照

としては同条件で標識したプラス ミドプローブを使用

し,胎児 ラットについてhybridiZationを 行った。これ

らの試料は予め chrome‐ gelatineに て表面処理 したス

ライ ドグ ラ スにマ ウン トした 後,X線 フィル ム

(Hyperfilm βmax llm,Amersham)に よる macro‐

autOradiographyを 行った。 さらに一部の試料は乳剤

(NTB2,Kodak)を 用いての micro― autoradiOgraphy

を行い光学顕微鏡的観察を行 った。

また,免疫組織化学によるARの分布と比較するた

め一部の凍結切片は抗 ラット水晶体 AR抗体を第 1

抗体9)と しPAP免疫組織化学 10)を 行い光学顕微鏡的

観察を行 った。対照としては第 1抗体の代わ りに吸収

試験を行った抗血清,お よび羊血清を同希釈濃度にて

使用し,PAP免疫組織化学を行 った。

III 結  果

1.生後 3週齢ラット

In situ hybridizationの 後 行った X線 フィル ム

autOradiographyの 結果,水晶体前嚢側から赤道部に

弧状の陽性シグナルが得られ,線状の陽性シグナル像

は赤道部にやや厚 く認められた (図 lA)。 特に赤道部

では陽性シグナルは弓状部に一致 し,最表層部から深

部へ向かって線維細胞の中心部 に集積が認め られた

(図 lB)。 一方,水 品体上皮細胞では一列に並ぶ細胞層

に陽性シグナルが認められたが(図 2),前嚢下皮質に

陽性シグナルは観察されなかった。また,後嚢や脱核

した深部皮質線維,水晶体核に相当する水晶体中央部

には陽性シグナルの集積はなかった。AR免疫組織化
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学では水晶体上皮細胞層および赤道部を中心とした浅

層皮質にAR免疫陽性反応を認めた (図 lC).

2.胎児ラッ ト

眼球を含む全頭部の前額断切片を用いて hybridiza‐

tionを行ったが,眼球以外に陽性シグナルの局在は認

められなかった (図 3A)。 さらに強拡大像では水晶体

上皮細胞層 と水晶体の中央部を除 く水晶体皮質に広 く

シグナルが分布 し,特に赤道部にシグナルの集積を認

めた (図 3B)。 免疫組織化学では赤道部表層皮質の

AR免疫陽性反応は生後 3週齢 ラット水晶体に比べ弱

く,ま た細胞核の周囲にのみ限局 し認められた.一方 ,

生後ラット水晶体では免疫活性を認めなかった水晶体

中央部の水晶体線維にAR免疫活性が認められた (図

3C).

対照実験 として,hybridizationに は pBR 322を 使

用し同条件で反応を行ったが,生後 ラット,胎児ラッ

ラット水晶体におけるARmRNAの局在・ 岡本他

図1 生後 3週齢ラットの水晶体.

X線フィルムautOradiOgraphyの 拡大写真 (直接印画紙へ拡大焼き付けたもの)ではARmRNAの
局在を示す感光は水晶体前嚢側から赤道部に弧状の陽性シグナルとして得られ,線状の感光像は赤

道部 (矢印)にやや厚く認められた (A).乳剤によるautoradiography(暗 視野)ではX線 フィル

ムに比べやや非特異シグナルを多く認めたが,ARmRNAの 分布は同じく水晶体上皮細胞と赤道皮

質に認められ,特に赤道部ではシグナルは弓状部 (矢印)に一致し,線維細胞に集積が認められた

(B).AR免疫組織化学では水晶体上皮細胞層および赤道部を中心とした浅層皮質に陽性反応を認
めた (C)。 X40

卜水晶体 ともに陽性シグナルはX線 フィル ム autO‐

radiographyに て検出されなかった。また,吸収試験後

の抗血清,お よび山羊血清を用いた PAP免疫組織化

学において免疫染色は得 られなかった。

IV考  按

近年,分子生物学の進歩 とともに種々の分野で遺伝

子工学を駆使 した研究が可能 となり,眼科領域におい

ても遺伝性疾患やウイルス感染に対するDNA診 断n)

などに応用され,今後種々の眼科的疾患の病態解明に

その有用性が期待されている。一方,自内障に関して

も発症機序の解明を目的とし,今 日も多 くの研究が行

われているが,な かでも糖尿病白内障の実験モデルで

あるラット糖白内障やガラク トース白内障は起因酵素

であるARが ,自 内障発症に伴い増加することが生化

学的,免疫組織化学的に報告
4)5)さ れ,糖尿病自内障の

３７５
　
●
し

rヽt

．手

〓
↓

■
r

J

503巴Ⅲ

,:`●



1376

図2 乳剤による autoradiography(暗 視野)の 水晶

体前嚢側 (図 lBの 白枠)の強拡大像.

水品体上皮細胞の配列と同様にARmRNAの 分布

は水晶体前嚢側に線状に認められたが,そ の深層の

皮質線維には陽性シグナルが認められなかった。

×80

発症機序の解明のため様々な面からのアプローチが試

みられている。最近,ラ ットおよびヒトARに関して

も合成遺伝子の核酸配列が解明12)13)さ れ,遺伝子 レベ

日眼会誌 96巻 11号

ルでの解析が行われつつある.既存の生化学的手法 ,

免疫組織化学的手法が生理活性物質や酵素などの蛋白

合成経路の終末産物を検出する方法であるのに対し,

蛋白合成のため発現するmRNAを 検出する方法は
,

その時点での蛋 白合成を動的に把握することがで き

る。すなわち,ARmRNAの 発現はその時点で AR合

成能を反映 し,特に白内障発症前や初期でのARの関

与を検討する上で重要な情報を与 えると考えられる。

従来より水晶体は周囲組織 と独立 した器官であるた

め,様 衆な活性物質の変化についての水晶体全体での

定量は比較的容易であり,既に mRNAレ ベルでの報

告も認められる14)～17).し かし,我々が以前,報告した

ように,糖 白内障やガラク トース白内障は与えられる

負荷や個体の成熟度によって様 々な発症,進展パター

ンをとる18)19).すなわち,自 内障の発症,進展は均質 ,

一様な変化ではないため,そ の発症機序の検討には形

態的要素を考慮することが不可欠であると考えられ

る.

今回行った in situ hybridizationは hybridization

という相補的な核酸間の特異的結合力を利用し, 目的

とする特定の mRNAを 組織上で直接検出する方法で

ある。この方法を用いてARの hybridizationを 行っ

G

|

型2巴r

図3 胎児ラットの水晶体.

全頭部の前額断切片の X線フィルムautOradiOgaphyで は水晶体に最も強いARmRNAの発現

を認め,眼球以外の組織に陽性シグナルはみられなかった (A)。 その強拡大像 (B)では水晶体の

中央部を除く水晶体皮質と水晶体上皮細胞層に広くシグナルが分布するのが観察できた(矢印).免

疫組織化学(C)では主に水晶体中央部の水晶体線維にAR免疫活性が認められたが,赤道部表層皮

質の免疫反応は生後ラットに比べ弱く,限局していた.A:× 15,B,C:× 36
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胞の分化に何らかの影響をあたえると予想された。さ

らに,AR免疫組織化学 と比較 した場合,胎児ラット水

晶体では,生後ラット水晶体 とは異な り赤道部の AR
免疫活性は比較的弱 く,細胞核の付近にのみ AR染色

を認めたのに対 し,生後 ラットではほとんど免疫活性

をもたない水晶体中央部に免疫染色が認め られ,先天

性ガラク トース白内障にみられるような特徴的な発症

部位に類似するものであった20)。 このような mRNA
と酵素活性の局在の相違については,現在のところ水

晶体線維細胞の分化能 とAR合成能の速 さの違いに

起因すると推測しているが,そ のためには水晶体線維

細胞の分化能すなわち水晶体の成長を観察する必要が

あ り,具体的には3H_thymineを 用いてラベル細胞の

動態を観察するとい うような追加実験が必要があると

考えられた.ま た,hybridizationの 組織化学において

は試料の固定を免疫組織化学 と同じ条件で行った場

合,核酸の検出には過剰固定 となり,probeの組織透過

性が減少し,陽性シグナルが得られにくくなることか

ら,弱い固定, もしくは固定後の脱蛋白処理が必要で

ある。その結果,凍結切片では反応行程中に組織の微

細形 態 の保 持 が 困難 とな り,X線 フィル ム autO‐

radiographyの ような,やや macroscopicな観察では

十分な再現性を得たが, より微細な観察には凍結切片

以外を用いた方法を試みる必要があると考えられた。

将来, これらの問題点が改良され,細胞内レベルでの

mRNAの 解析が行われることにより自内障発症機序

がさらに詳しく解明されることを期待する.

以上,in situ hybridizationよ りARmRNAの 局在

を検討 した。その結果,ARmRNAは 水晶体上皮細胞

と赤道弓状部に存在した。また同時に行った AR免疫

組織化学では生後ラット水晶体ではほぼ同様の分布を

示 したが,胎児ラットでは主に水晶体中央部にAR免
疫活性を認め,異なる分布を示 した.In situ hybridiza‐

tionに よ り組織上での ARmRNAの 検 出が可能 に

なったことで,今後,ARの生理的機能や白内障発症機

序 とARの 関連性に多 くの報情を与 えて くれ ると考

えられた。

本論文の要旨の一部は第 95回 日本眼科学会総会,第 13

回アジア太平洋眼科学会 (京都市)にて発表した.ま た,本

研究は文部省科学研究費補助金(01440074,04771367)の補

助を受けた。
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Factors arecting the fOrmatiOn Of sugar alcO‐

た場合,水 晶体の組織切片上にて ARmRNAの 検出を

行 うため,水晶体内の局所的な ARの変化を解析する

ことが可能 となり,前述のような発症,進展様式の差

異に対するARの 関与の解明や, さらに将来,遺伝子

レベルでの根本的自内障発症予防法や治療法の発見 と

いうような大 きな目標への有効なアプローチ法 とな り

うると考えられた。本実験ではこのような水晶体内の

ARmRNA定 量化を最終 目的 とし,今回は,ま ず最初

にARmRNAの 局在を確認するために, ラットARc‐

DNAを使用 し,比較的幼弱な生後 3週齢 ラットおよ

び胎児 (17日 目)ラ ット水晶体を使って in situ hybrid‐

izationを試みた。この 2条件のラットを使用 した理由

は,生後 3週齢 ラットは過去にわれわれが糖・ ガラク

トース白内障モデルとして形態学的検討を行っている

ためであ り, また,胎児ラットは水晶体の器官形成期

にあり,種々の蛋白合成が活発に行われているため
,

検出に十分な mRNAが 発現 していると推測 され,陽
性対照群 と考えられたためである。その結果,両群の

水晶体に ARmRNAの 局在を示すシグナルは検出さ

れ,AR合 成は水晶体としての器官形成が終了 した後

も行われていると考えられた。また,生後 3週齢 ラッ

トの水晶体では X線フィルム上,水晶体前嚢側から赤

道部に水晶体の輪郭に一致する陽性シグナルが得 ら

れ,赤道部ではその厚みが増 していることから,AR‐

mRNAは 上皮細胞 と赤道部浅層の線維細胞に発現 し

ていると考えられた。この結果を AR免疫組織化学 と

比較した場合,水晶体上皮細胞層ではARmRNA,AR
免疫活性 ともに陽性所見が認められたが,皮質線維で

はARmRNAの 局在は免疫活性に比べより浅層に限

局 し,さ らに一部の試料について行った乳剤 による

micro・ autoradiographyの 結果,陽性シグナルは特に

弓状部に集積する傾向が認められた.こ れらのことよ

り水晶体線維細胞での ARmRNAは 主に線維細胞へ

と分化を開始 した直後の細胞に発現していると推測さ

れた。一方,後嚢および深部皮質線維,水晶体核には

ARmRNA,AR免 疫活性の局在は認められなかった .

つぎに,胎児 (17日 日)ラ ットでは頭部全体の前額断

切片を用いて hybridizationを 行った。陽性シグナル

は眼組織に強 く認められ,水晶体では中央部を除 く水

晶体全体に強いシグナルがみ られ,赤道部では生後

ラット水晶体 と比べより深層にまでシグナルの集積を

認めた。このような強いARmRNAの 発現がみ られる

ことは胎児期にAR合成が活発に行われていると考

えられ,ARは 生理的作用の一つ として水晶体線維細
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