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要  約

非侵襲的な測定法のーつであるプロトン核磁気共鳴OH-NMR) スベクトロスコピー法を摘出した状態での

正常及びガラクトース白内障ラット水晶体に適用し, water suppression とresolution enhancement を併用

し高分解能H-NMR スペクトルを得,それらのタンパク質構造を検討した.摘出水晶体はメジウム中でNMR

の測定を行った. 正常ラット水晶体のH-NMR スペクトルでは乳酸のメチル基プロトンの共鳴線と水晶体夕

ンパク質脂肪族アミノ酸側鎖プロトンによる幅広な共鳴線群が得られた.同一週齢ラット水晶体では線幅の狭

小化は認められなかった.異なる週齢間ではスペクトルパターンに差異が認められたが線幅の変化は認められ

なかった.これに対しガラクトース白内障水晶体のスペクトルではタンパク質の共鳴線群に線幅の狭小化が認

められた.この事実は白内障水晶体のタンパク質に生じた構造変化によるアミノ酸プロトン残基の易動性の変

化がスペクトルパターンに反映されたことを示唆している.( 日眼会誌 96 : 15-21, 1992)
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Abstract

The non-invasive method of 'H-nuclear magnetic resonance (1H ・NMR)  spectroscopy was applied

to rat whole lens. The alterations of aging and experimentally induced cataract on protein structures

in rat lenses were e χamined by comparing high resolution H-NMR spectra. H-NMR measurements

were carried out using the water suppression method and resolution enhancement method. The

H-NMR spectra of normal lens showed  narrow resonance  lines of lactate and broad ones of aliphatic

amino acid residues of lens protein. There was no remarkable change in the spectral pattern of normal

lenses within one week. There was also no effect of aging on the spectral pattern of normal lenses. 0n

the other hand the lines due to the aliphatic amino acid residues of the galactose cataractous lens

protein were narrower than those of normal  lens. This finding suggests that the increase of mobilities

of the residues caused by galactose cataract is reflected by the spectral pattern. (Acta Soc Ophthalmol

Jpn 96 : 15―21, 1992)
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I

緒  言

白内障 の成 因につ い ては未 だ不 明な 点が多 い. しか

し 水晶 体 重 量 の約30% を占 め る 水 晶体 タン パ ク質 の

構造 に変 化を生 じ, 光 の散乱を 引 き起 こすた め水 晶体

が 白濁す る ことは よく知 ら れてい る1)2).白内 障に おけ

る水晶体 タ ンパ ク質 の変 化 とし て は α-,βy- クリ ス

タリソ の量的 変化 及び一 次̃ 高次 構造 の変化, 高 分子

量 タン パ ク質 の増 加 と凝集 によ る水溶 性タ ンパ ク質 の

不 溶化等 が タン パク質 の抽 出, 精 製法 を用 いた生 化学

的 研究 に より こ れま でに 明 らか に なって い る3)` 7). こ

れらの変 化 が一 次的 に 起こ ってい る のか二 次的 なの か

は まだ はっ きり解 明さ れてい ない が, 生体 内で の水晶

体 タン パ ク質 の構 造及 びそ の変化 を解 析す るこ とは 白

内 障 の研 究 におい て重 要 と考え られ る.

核磁気 共 鳴法( 以下, NMR) は非 侵襲的 な実験 方 法

の一 つ とし て最近 様 々な分 野で 用い られて いる. こ と

に'H-NMR スペ クトロ スコピ ーは物 質 の分子 構造, 高

次構造 の解 析方 法の ひとつ とし て ラマソ 分光法,X 線

回 折法 等 と同様 に広 く用い られて い る. 最 近で は水 に

含ま れるプ ロト ンの巨 大な共 鳴 線を 消去す る手 法 が開

発さ れ, 'H-NMR スペクト ロ スコピ ーを水 分含 有量 の

多 い生 体組 織に 適用す るこ とが 容易 にな った. そ のよ

うな方 法 の ひ とつ が1331 パ ル ス系 列を 用 い るwater

suppression 法で あ る8).し かし眼 科領域 で は'H-NMR

スペ クト ロ ス コピ ーを 用 いた 研 究 とし て はWillis91,

Lerman10',  Garner ら11)の報告 がわ ずか に見 られ るの

みで, こ とに タンパ ク質 の解析 方法 として 他 の分 野ほ

ど'H-NMR スペ ク ト ロ スコ ピ ーは まだ 研 究 に取 り入

れら れてい ない,

本 論文 で は こ のwater suppression 'H-NMR 法 を

摘出 された ま まの状 態で の, 正 常水 晶体 及び実 験的 糖

尿病 性白内 障 モデル として 広 く用い ら れてい るガ ラ ク

ト ース白内 障 ラ ット 水晶体 に適 用し て加 齢や 白内 障に

よ る タン パ ク質 構 造 の変 化 がNMR スペ クト ル に ど

の よ うに反 映 される かを解 析し た.

II 実 験 方 法

実 験動物 とし て雄 ラ ット(Wistar 系,4̃10 週 齢)

を用 いた. ベ ンド バルビ タ ールの腹 腔内投 与 で致 死麻

酔を 行い, 眼球 摘出 後顕 微鏡下 で 水晶体 を 分離し た.

摘 出し た 水 晶 体を な ん ら 侵襲 を 加 え ずy ジ ウ ム中 に

37℃で1 時間置 いた 後NMR の測定 を行 っ た, メジ ウ

ムとして 岩田 ら12)のHEPES メジ ウ ム(HEPES 10.0

日眼会誌 96 巻 1 号

mM,  NaCl  136.2 mM, KC1  5.3 n!M, k2hpo. 1.0

mM,  CaCl2 ・ 2 H20 1.7 mM, Glucose 5.5  mMj を

用 い た.pH は7.4  (37 ℃) に 調 整 し, 浸透 圧 は286

mOsm で あ った.

ガ ラ クト ース白内障 ラット は雄 ラ ット(Wistar 系,

3̃4 週齢) に50% ガ ラクト ース含 有食 餌を 投与し て

得 た13"4). 摘 出し た 白内 障水 晶体は 全て 正常 水晶 体 と

同 様の方 法でNMR 試料 とし た.

NMR 測定 試料 は 試料 管(5  mm 径) 中 に同 一個 体 の

ラ ット の両眼 か ら摘 出し た水 晶体2 個を メジ ウムと共

に 入れ た. このNMR 測定 を 用 い たj ジ ウ ム は前 記

HEPES メジ ウ ムに1.5mMDSS  (4,4-ジ メチル ー4-シ ラ

ペン タソ スル ホソ酸 ナト リ ウム) を 加 え,10% 重 水を

含む 水溶液 とし た. DSS は化 学 シ フト の内 部基 準とし

て, 重 水 は静 磁場 のロ ックのた めに 用い た.

NMR 装置 は高 分解能 超伝導 磁石NMR  (二 コレ ー,

NT-300,  U.S.A.) を 用い, プpl ヽソ観 測周波 数 は300

MHz であ った. パル ス系 列は1331 パル ス系 列で, こ

のwater suppression 法 とし ての パ ルス系 列に よ り巨

大 な水の プロ トンNMR 信 号を縮 小し, かつ プrlト ソ

NMR スペ クト ル の 分 解 能 を 向 上 させ る た め, FID

(free induction decay) とsine 関 数 の積を フ ー リエ 変

換し て スペ ク ト ルを 得 るresolution enhancement 法

を用い た. 積 算回 数は2.048 回で, 測定温 度は30 ℃に

保った.

Ill 結  果

1. 正常 ラ ット水 晶体 のH-NMR スペク ト ル

正 常 ラ ット 水 晶体 の■H-NMR スペ クト ル の代 表 例

を図D こ示 す. 図1 上 が5 週齢 の正常 ラット 水晶体 の

ス ペクト ル, 図1 下が メジ ウ ムのみ の スペク トルで あ

る. 横軸 はDSS(D) を基 準 とす る化 学 シフ ト値を 示

す. メ ジウ ムの スペ クトル にはDSS とHEPES  (H)

に よる共 鳴 線が著 明に みら れた. 正常 水晶 体 の スペ ク

ト ルで は1.8 ppm に 乳 酸 の メチ ル 基プ ロト ンに よ る

共 鳴線(L), そし て3̃4 ppm  t-こ水晶体 タ ン パ ク質 の脂

肪族 ア ミ ノ酸 側 鎖プg トソ に よる共鳴 線 群(P) が認 め

ら れた. 低 分子 量物質 の共 鳴線に 比 べ, 高 分子量で あ

る水晶体 タ ンパ ク質 の共鳴 線群 の線 幅が 非常 に幅広 に

な ってい る のが特 徴的 であ った.

2. 同 一 週 齢 の正 常 ラット 水 晶 体 のH-NMR ス ペ

クトル

図2 に異 なる3 個 体で得 た4 週 齢正常 ラ ット水 晶体

の'H-NMR スペ クトルを 示し た. 低 分 子量で ある 乳酸
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図1 正常 ラット水晶体の'H-NMR スペクトル.上が

5 週齢の正常水晶体の スペクトル, 下が メジウムの

みのスペ クトルである.D:DSS,  L: 乳酸,P: 水晶

体 タンパク質脂肪族 アミノ酸側鎖,H:HEPES のそ

れぞれの共鳴線を示す.

とDSS の共鳴線が3 例とも認められた.また同一週齢

の正常ラット水晶体において水晶体タソパク質脂肪族

アミノ酸側鎖プロトンによる共鳴線群は, 若干の個体

差がみられるが2 つの幅広な共鳴線群よりなる類似の

スペクトルパターンを示した.

3. 異なる週齢の正常ラット水晶体の'H-NMR ス

ペクトル

異なる週齢の正常ラット水晶体のスペクトルの代表

例を図3 に示した. 上から5 週齢,7 週齢,10 週齢の

正常ラット水晶体である. 同一週齢の場合と同様乳酸

による共鳴線には差異,は認められなかった. 一方, 水

晶体タンパク質による共鳴線群には同一週齢の場合に

比しスペクトルパターンに大きな変化が認められた,

しかしいずれの週齢においてもタンパク質脂肪族アミ

ノ酸側鎖プg トソによる共鳴線群は幅広なスペクトル

パターンを示した.

4. ガラクトース白内障ラット水晶体のIH・NMR

スペクトル

糖尿病性白内障モデルのひとつである実験的ラット

ガラクトース白内障水晶体の'H-NMR スペクトルの

代表例を図4 に示す. これは50% ガラクトース食餌開

始後21 日目で,水晶体には検眼鏡的に皮質白内障及び

q    ヨ    2    1    Q

図2 同一 週 齢 の正 常 水 晶 体 の'H-NMR ス ベ ク

P P m

ト ル

(4 週齢). 同じ4 週齢の異なる個体の正常 ラット水

晶体のスペクトルを示す. 水晶体 タンパク質による

共鳴線群は2 つの幅広な共鳴線群 よりなる類似のス

ペクトルパターンを示した.

核 白 内障 が認め ら れた.

ガ ラ ク ト ース白 内 障 の'H-NMR ス ベ ク リ レに乳 酸

の共 鳴線 が正常 水晶 体 と同様 に認 められ, さ らに正 常

水晶 体に は見 られな い ガラ クチト ールの共 鳴 線(G) が

認 め られた, また正 常水 晶体で は2 つの 幅広 な共鳴 線

群 か らな ってい た水 晶体 タン パ ク質 脂肪 族 アミ ノ酸 側

鎖プ ロト ンに よる共 鳴線 群は, ガ ラ クト ース白内障 水

晶 体で は1 群 のみの共 鳴 線群 の スペクト ル パタ ーンを

示 し た.

5. ガ ラ クト ー ス 白 内 障 の 経 過 と'H-NMR ス ペ ク

ト ル

図5 に50% ガ ラ ク ト ース含 有 食 餌 投 与 開 始 後 の

'H-NMR ス ペクト ルを 経時的 に示し た. ガ ラクト ース

食 餌開 始後初 期(4 日目) で は化 学 シフト値3̃4  ppm

に2 群 の 水晶 体 タ ン パ ク質 の共 鳴線 群 が 認 め ら れ る
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図3 異なる週 齢の正常 水晶体の■H-NMR スペ クト

ル. 上から5 週齢,7 週齢,10 週齢の正常 ラット水

晶体のスペクトルである. 水晶体タンパク質の共鳴

線群のスペクトルパタ ーンは週齢により差異が認め

られたが, 幅広である点で共通していた.

ガ ラ ク トー ス

白内 防 水 品 体

D
I

▼

l 3 Z

Q pl)lil

図5 ガラ クトース白内 障の経過 と'H-NMR スペク

トル.50% ガラクトース含有食餌投与開始後4 日目,

7 日目,21 日目のスペクトルを示す. 白内障の進行

に伴い スペクトルパターンの変化 も著明に認められ

た.
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図6 白内障水晶体重量と水晶体タンパク質による共

鳴線群の面積の関係. 横軸はガラクト ース白内障水

晶体の乾燥重量と湿重量の比, 縦軸は ガラクトース

白内障 の水晶体タンパク質脂肪族アミノ酸側鎖プロ

トソによる共鳴線群の面積である. 水晶体の相対的

な乾燥重量成分の量的変化は'H-NMR スペクトル

の面積に反映されていた.
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が, 長期投与後(21 日目)では4 ppm に1 群のみの共

鳴線群のスペクトルパターンに変化している.

6. 白内障水晶体重量と共鳴線群の面積の関係

ガラクトース白内障水晶体の重量と, その'H-NMR

スペクトルの水晶体タンパク質脂肪族アミノ皷側鎖プ

ロトンによる共鳴線群の面積との関係を図6 に示し

た. 横軸は白内障水晶体の乾燥重量と湿重量の比を

とったもので, これはガラクトース白内障の進行の程

度を表す指標となると考えられる13)14)縦軸は白内障

水晶体タンパク質の共鳴線群の面積である. 相関係数

0.58 で図に示す直線関係が得られた. 水晶体の相対的

な乾燥重量成分が少ないほど共鳴線の面積も小さく,

多いほど面積も大きいという関係が得られ, 水晶体夕

ンパク質の相対的な量的変化が水晶体タンパク質によ

る'H-NMR の共鳴線の面積に反映されると考えられ

た.

IV 考  按

高い静磁場とラジオ波パルスを用いるNMR 法は

非侵襲的な測定法であり, また観測核は核スピンを持

つ>H, 13C, 15N, 3IP, 23Na などの生体関連物質に多

く含まれるものであるため生物を対象とする応用範囲

の広い研究法として最近各分野で多用されている. こ

とに'H-NMR スペクトロスコピーはほとんどの物質

にも含まれているプ9 トソを観測する方法であり, 特

に適用範囲が広い. しかし従来, 水溶液や水分含有量

の多い生体組織では水に含まれるプロトンによる共鳴

線が非常に大きく,他の低濃度物質の共鳴線をS/N 比

良く測定することは非常に困難であった. この欠点を

克服する方法のひとつが水の共鳴周波数付近の共鳴線

の信号強度を減少させる1331 パルス系列のwater

suppression法であり, これにより水分含有量の多い

生体組織のスペクトルが水を重水と置換することなく

S/N 比良く観測されるようになった气 本法の'H-

NMR の水晶体での有用性は乳酸タチル基プロトソや

ガラクチトール, 脂肪族アミノ酸側鎖共鳴線を得たこ

とから証明されたといえる.

水晶体タンパク質が規則的構造を保つことが水晶体

の透明性を維持するのに非常に重要であることはよく

知られている. しかしこれまでは水晶体タンパク質を

精製した状態での研究がほとんどであり15)̃17),実際の

生体内での水晶体タンパク質の状態とは必ずしも一致

しないと考えられる. これに対し, 'H-NMR スペクト

ロスコピーは非侵襲的な構造解析が可能である. また
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同じ く非 侵襲的 な解 析法 であ る ラマ ソ分 光法18)19)と比

較 し て もNMR は ラ マ ソ分 光 に おけ る測 定 対 象 で あ

る分子 振動 で はな く原子 その ものを 直接 観測 で きる と

い う利 点 があ る. NMR スペ クト ロ スコピ ーを 用い た

研 究 とし て は, こ れまで 眼 科 領域 で は31P-NMR スペ

クト ロ スコピ ーに よるエ ネル ギ ー代 謝の 研究 が中心 で

あ り, こ れ に 対 し'H-NMR スペ ク ト ロ ス コ ピ ーは

Willis ら のhe χose monophosphate shunt の研 究9),

あ るい はGarner ら のy-II ク リス タ リン の構造 解析 の

研 究11)に わず かに 用い られて い るの みで あ る.

タン パ ク質 の構 造 解析 は4 つ の段 階に 分け られ る.

す なわ ち一 番基 本的 な一 次構造 は ア ミノ酸の配 列順 序

で あり, 二 次構造 はそ の ア ミノ酸の 鎖が軸 方向 に沿 っ

て つ く る規則 的 な構 造 であ り α-ヘ リ ック スや β-シ ー

ト 構造 と言 われ る. 三 次構 造は 鎖が 折り畳 ま れてつ く

ら れた球 状構 造で, 四 次構 造は その三 次構 造が 集 まっ

て で きる大 きな 複合構 造体 であ る. この よ うに タン パ

ク質は非 常 に複雑 な構 造を と る力S 'H-NMR スペ クト

ロス コピ ーはそ のよ うな タン パク質を 構成 す るア ミノ

酸 のプ9 ト ソの共 鳴 線を得 るこ とに よりそ の高 次構 造

まで分 析す るこ とがで き る点 で 有用で あ る.

本実験 では1331 パ ル ス系 列 によ るwater suppres-

sion 法を 用い, 水 晶体 を ホモ ゲナイ ズす るこ となく 水

晶体 タ ンパ ク質に よ る共 鳴 線群を 得 るこ とがで きた.

タ ンパ ク質を 構成 す るア ミノ酸 には芳 香族 ア ミノ酸 と

脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 の二 種 類 が あ る. こ の うち 前 者 は

NMR スペ クトルで は 水の ピ ークよ り低磁 場側 に化 学

シ フ トし, 後 者 は 水 よ り高 磁 場 側 に化 学 シ フ トし て

ピ ークが 現れ る. 水晶体 を構 成 する タンパ ク質 のア ミ

ノ 酸 分 析 で は 脂 肪 族 ア ミ ノ 皷 が よ り 多 く を 占 め

る20)21) 本実験 にお いて は 水のピ ークよ り高磁 場側 に

共 鳴 線が みら れる こ とが知ら れて い る脂 肪族 ア ミ ノ酸

領域 の スペ クトル につい て検 討し た. 正 常 水晶体 にお

いて は水 晶体 タン パ ク質 構成 脂肪 族 アミ ノ酸プ ロト ン

は幅 広な共 鳴 線群を 示し た. こ のよ うな スペ クト ル パ

タ ーンは 水晶 体タ ンパ ク質が 高 分子量で 秩序 だ った構

造 を 持ち, タ ンパ ク質を 構成 す るア ミノ酸 の側鎖 プ ロ

トン の易 動性 が低い, す なわ ちプ ロト ンが動 き にくい

こ とを 示唆 して い る. 同 一週 齢で はほぼ 同じ ス ペクト

ル パタ ーンを示 した. 一 方異 な る週 齢 の正常 ラ ット水

晶体で は スペ クト ルパ タ ーン に違い が認 め られた. 水

晶 体 タン パ ク質 では 加齢 に ともない 水溶 性 タン パク質

の減 少, 不溶性 タ ンパ ク質の 増加, また 巨大 分子 量会

合 体 の形 成 が知 ら れ て い る1)̃7).こ の ス ペ ク ト ル パ
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タ ーン の違 い は4̃10 週 齡 と い う ラ ット の 成 長 に 伴

うこ の ような水 晶体 タ ンパ ク質 の構 造変 化が スペ クト

ルパ タ ーンに反 映 された ため と考 えら れる. しか し本

実験で の週 齢の 範囲内 で は成長 に伴 う特 異的 な スペ ク

トル の変化 は特定 されな かっ た. し かし いず れの週 齢

におい て も正常 水晶体 では 幅広 な共 鳴線群 を示 す点 で

共 通し てい た.

これ に対し ガ ラ クト ース白内障 水晶 体で は タン パク

質 の共 鳴線群 は線 幅 の狭小化 を示 し, 正常 水晶 体 のよ

うな幅広 な スペ クト ルパタ ーンで は なか った. DSS や

乳 酸な どの低 分子 量物 質の共 鳴線 に は線 幅の変化 が み

ら れ な い こ とか ら, こ の タン パ ク質 の共 鳴 線 群 の パ

タ ーン変 化 が静磁 場の 不均一 性 によ るも のでは ない こ

とは明 らかで あ る. 従 って この線 幅 の狭小化 は 白内 障

に おけ る水晶 体 タンパ ク質 の変化 を反 映 する もの と考

え られ る. す なわ ち水 晶体 タン パ ク質 の秩序 だ った構

造 が乱 れたこ とに よ り, ア ミ ノ酸 側鎖 が より動 きや す

く なる よ うな構 造 変 化 が 生じ た こ とが'H-NMR の共

鳴線 の スペ クトル パタ ーン に反 映 され た と言え る. ガ

ラクト ース白 内障 におい て タンパ ク質量 が減 少す る こ

と が知 ら れて いる13)14) この 水晶体 タ ンパ ク質 の 量的

及 び質 的変 化 は図6 に示 した よ うに共鳴 線群 の面 積 に

反 映 されて い る.

本 実験 のよ うに水 晶体を 破 砕す るこ とな く水晶 体 夕

ン パ ク質 の'H-NMR スペ クト ル が測 定 で き た こ とは

今後 のin vivo, in situ で の水 晶体 へのNMR の適 用,

白内障 の臨床 診 断に とっ て有 意義 で あ ると考 える.

本論文の要旨は第94 回日本眼科学会総会(1990 年5 月

24 日̃26 日, 岡山市) にて発表し た.

稿を終えるにあたり, 研究の機会を与 えてくださった京

都府立医科大学眼科学教室糸井素一名誉教授, また研究全

般にわた りご指導, 御校閲を賜りました明治鍼灸大学生 理

学教室西川弘恭教授, ならびに終始ご指導いただきまし た

京都府立医科大学第一生理学教室森本武利 教授及び化学 教

室森山祥彦教授に深謝致し ます.
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