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要  約

ガラクトース白内障形成過程における水晶体内の微量なリン酸化合物代謝動態の経時変化を, 核磁気共鳴

(31P-NMR) 法を用いて計測した. 生後3 週齢のラット(Lewis 系) に25% ガラクトース含有食餌を投与後,

3 日, 1,2,3,4 週目に水晶体を摘出し測定に用い, 以下の3 点が明かとなった.1) グリセロホスホリルコ

リン(GPC) はコリンリン酸(CP) と類似した経時変化を示し, ガラクトース投与後3 日目から有意な低下と

なり, その後も徐々に低下した.CP の低下がGPC の産生抑制につながることが推測された.2) 無機リン酸

(Pi) は, ガラクトース投与後一旦上昇し,3 週目をピークに以後低下した. アデノシン三リン酸(ATP) は

2 週目から低下したが, ガラクトース投与1 週目までは有意な変化を認めず,Pi を必要としないATP の産生

回路の関与が示唆された.3) アデノシンニリン酸(ADP) は3 日目まで有意な変化を認めず,1 週目から有

意に低下した. ヌクレオチド糖はガラクトース投与後一旦上昇し,2 週目をピークにその後低下した. ADP は

ADP 糖に代謝される可能性が示唆された.( 日眼会誌 96 : 3-8,  1992)
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Abstract

The authors evaluated the metabolic kinetics of organophosphate compounds in the course of the

evolution of galactose cataracts in rat lenses using phosphorous-31 nuclear magnetic resonance

("p.NMR)  spectroscopy.  Three-week-old rats  (Lewis)  were fed with a 25%  galactose diet for three

days,  and one, two,  three and four weeks. Metabolic changes in the lenses were measured and the

following results were obtained : (1)  Changes in glycerophosphorylcholine (GPC)  levels over the time

course were analogous to changes for choline phosphate (CP);  both GPC and CP level showed a

significant decrease in the galactose-fed sample compared with the controls from three days after

ingestion,  and then continued to decrease gradually. This suggested that the decrease of GPC was

associated with the level of CP. (2)lnorganic orthophosphate (Pi)  increased gradually after the

ingestion of galactose, reaching a ma χimum at third week, and subsequently fa Ⅲng.  Adenosine
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triphosphate  (ATP)  levels did not show any significant changes at one week, but had fallen

significantly at two weeks. There might be metabolic pathways for production of ATP without

requirement of Pi in the lens for at least the first one week. (3)  Adenosine diphosphate (ADP)  levels

did not show any significant changes at three days, but had fallen significantly at one week.

Nucleotide sugar (NS)  increased gradually after the ingestion of galactose, reaching a ma χimum at

second week, and then decreasing. This suggested that the ADP was converted to ADP sugar. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 96 : 3-8, 1992)
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I 緒  言

今日まで糖白内障の発生にはアルドース還元酵素が

仲介するポリオール回路が関与していることが明かに

されてきたl)2).しかし, この糖白内障形成過程におけ

る代謝動態には未解明な点が多く残されている. 著者

らは, 糖尿病性白内障の類似モデルであるラットガラ

クトース白内障形成過程におけるリソ酸イ匕合物代謝動

態を, 31P-NMR スペクトロスコピーを用いて計測し,

早期に起こる最も顕著な代謝変イ匕はα-グリセロリン

酸の増加であること, ATP およびコリソリソ皷が病

期にともなって低下すること, さらにこれらのリソ酸

化合物代謝動態の経時変化が, 水晶体の組織学的崩壊

過程とよく相関することを報告した3'4).今回は,31P-

NMR スペクトロスコピーの測定感度を上昇させるこ

とにより, ガラクトース白内障形成過程において, 既

報3)の手法では検出できなかった微量なリソ酸化合物

の検出およびその経時的変化の観察を目的として研究

を行った.

II 方 法

1. 対象

対象として生後3 週齢のLewis 系ラット35 匹を用

いた. これらをガラクトース群(25 匹) とコントロー

ル群(10 匹)の2 群に分類し,ガラクトース群には25%

ガラクトース含有食餌を, コントp- ル群には普通食

餌を投与した.

食餌投与後,3 日,1 週,2 週,3 週,4 週目にガ

ラクトース群は5 匹, コントロール群は2 匹ずつの片

眼の水晶体を摘出し, これを3IP-NMR スペクトロス

コピーで測定した. また, 他眼については今回の研究

には用いなかった.

2. 水晶体の摘出

ラットにエーテル麻酔を行い, 結膜を輪部切開で強

膜 より剥 離後, 外眼 筋, 視神 経 の順 に切断 して 全眼球

を摘 出し た. そして, 眼球 後 極 部 より強膜 を放 射状 に

切開 し, 硝子 体を除 去後, チ ソ小 帯を 切 断して 水晶 体

の みを摘 出し た.

3. 31P-NMR の 測定

NMR の測 定 には, 静磁 場強度6.3 Tesla, リソ共 鳴

周波 数109.25  MHz の日 本電子製GX  270 WB FT-

NMR 装置を 用い た. 既報3)に従い, 外 径10 ×6.5  mm

の ア クリル 製 サンプ ル管 に リソ酸化 合物を 含有 し ない

クレ ブス重炭 酸培 地(pH 7.35) を充 填し, そ の中 に水

晶 体を1 個挿 入し て密封 し た. こ れを直 径1.7 mn! の

エ ナメル線で 作製 した4 回 巻 ソレ ノ イド コイル に装着

し て測 定を 行った. 尚, こ の サン プル管 内 には, 外部

標 準 試 料 とし て20% ヘ キ サj チ ル ホ ス ホ ロ ア ミド

(HMPA) を 微小 ガ ラス管(5.5 ×0.7  mm) 内 に封 入し

て 装着 した.

測定 条件 は, パ ル ス輻2 μsec の30 °パ ルスを 用い, パ

ル ス繰 り返し 時 間を0.5 sec とし, 既 報3)で は7,200 回

(1 スペ クトル の測定 時 間は1 時 間)で あ った積 算回 数

を, 測定 感度 の増強 の ため, 今回 は36,000 回(1 スペ

クト ルの 測定時 間は5 時 間) とし た. 尚, 今回 の研 究

に先 立ち,1 スペ クト ル1 時 間 の測定 を連続 し て8 回

繰 り返し, 連続8 時 間の 測定を 行 った ところ, 既報3'で

報 告し たスペ クト ルの 各ピ ークは,5 時間 まで は有 意

な変 化を 認め なか った.

4. 結 果の解 析

スペ クトル ご との各 ピ ー クをHMPA の高 さ を1 と

し て換 算し, コ ント ロ ール群は10 眼 ま とめて, ガ ラ ク

ト ース群は測 定 日ご と( 各5 眼) に, 各 ピ ー クの平 均

値 と標 準偏 差を求 め た. コント ロ ール群 と ガ ラクト ー

ス群間 の統 計学的 検討 に は,t 検定を 用 いた. また, コ

ント ロ ール 群の 各 スペ クトル のピ ークは, 今 回の研 究

期 間内 で も既報3)と同 様に変 化は 認め られ なか った.
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Ill 結  果

コント ロ ール 群 ラット の水晶 体 より得 ら れた スペ ク

トル の代表 例を 図1 に示 す. 既 報3)と同 様に α-グ リセ

ロリン酸( α-GP), コ リソ リソ皷(CP), 無機 リソ酸

(Pi), α, β,y の 各ATP, ヂ フ クレ オチド(DN) が

検出 された. 今 回は 新た に ダリ セロ ホスホ り レコ リソ

(GPC), β-ADP, タクレ オチド糖(NS) が検 出 された.

次 にガ ラ クト ース群 ラ ット の 水晶 体 よ り得 ら れ た 各

ピ ークの経 時的 変化 を示 す(図2̃5). 縦軸 は コン ト
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ロールを100% としたときの相対量を表す.α-GP の経

時変化では(図2), コントロール群に比ベガラクトー

ス群では3 日目ですでに有意な上昇を示し,1 週目を

ピークに2 週目より徐々に低下した. この経時変化は

既報3)の経時変化とよく類似しているが,1 週目の値

が既報3)では約250% まで上昇しているのに対し, 今回

の研究では約150% となった.しかし, 標準偏差は, 既

報3)で約50% 近いのに対し, 今回の研究では約15% で

あり, 既報3)に比べ今回の研究では測定値のばらつき

が少ないことがわかる. GPC およびCP の経時変化を
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図1 コントロール群スペクトル.HMPA: ヘキサ メチルホスホロアミド, a-GP:

α グリセロリソ酸,CP: コリソリソ酸, Pi : 無機 リソ&,  GPC: グリセロホスホリ

ルコリソ, y-ATP: フ アデノシソ3 リソ酸, β-ADP: β アデ ノシン2 リソ釀,

α-ATP: α アデノシン3 リソ酸,DN: ヂヌクレオチド,NS: タクレ オチド糖,

β-ATP: β アデノシン3 リソ皷.
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図2 ガラ クトース群 水晶体 における α・GP の経時

変化. 縦軸は, コントrl- ル群の平均を100% とした

時の相対量.(*:p  < 0.01, n.s.:not significant)
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図3 ガラ クトース群 水晶 体に おけ るGPC 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.(*:p<0.01)
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図4 ガラクト ース群 水晶体 にお け るATP お よび

Pi の経時変 化. 縦軸は, コソ1ヽ ロール群の平 均を

100% とし た時の相対量.(*:p<0.01,  n.s.: not

significant)
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図5 ガ ラクト ース群水 晶体 におけ るADP お よび

NS の経時変化. 縱軸は, コントロ ール群 の平均を

100% とした時 の相対 量.(*:pCO.Ol,  n.s.: not

significant)
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みると(図3), 両者ともガラク1ヽ - ス投与後3 日目よ

り有意な低下を示した.Pi とATP の経時変化では

(図4  ), ATP は初期には変化を認めなかったが,2 週

目より有意に低下した. 一方,P いよガラクトース投与

後1 週日より有意な上昇を示し,3 週日をピークにそ

の後低下した. また, 今回測定されたCP,  Pi および

β-ATP の経時変化は, 既報3川で報告した経時変化と

ほぼ同様な値を示したが,標準偏差については,α-GP

と同様に半減した. ADP およびNS の経時変化をみる

と( 図5),  ADP はガラクトース投与後1 週目より有

意な低下を示したのに対し,NS はガラクトース投与

後一旦上昇し,2 週目をピークに3 週目より低下した.

IV 考  按

既報では,1 時間であった測定時間を今回は5 時間

としたことにより, 測定感度は約2.4 倍となった. し

かし, 31P-NMR スペクトロスコピーは,測定時間内に

おける種々のリソ酸化合物量の変動を, その平均値と

して算出している. また, 測定時間の延長は試料の劣

化を引き起こすため,5 時間の測定では1 時間の淇』定

に比べ, 試料が劣化している可能性.が高い. したがっ

て, 時間の経過とともに試料の代謝動態が変化してい

る場合,1 時間の測定と5 時間の測定を単純に比較す

ることはできない. しかし, 我々が今回の研究に先立

ち行った連続8 時間の測定で, 測定開始5 時間までは

スペクトルのピークに変化が見られなかったことよ

り, 今回の測定法は1 時間の測定に比べ, 試料の劣化

を考慮せずに測定感度の上昇を期待できる手法と考え

られる. さらに, 今回の結果ではα-グリセロリン酸,

無機リッ酸, コリソリソ酸およびATP の標準偏差が

既報9 に比べ小さかったことは, 測定値のばらつきが

少ないことを示しており, 今回の測定法が既報3'に比

べ, 測定感度の上昇にともない測定値の信頼性および

再現性にも優れていることが示唆される. しかし, α-

グリセロリン酸に関しては, 既報3)と今回の測定結果

に約100% の差があった. これは今回の測定時間の延

長による測定値への影響とも考えられるか, 先にも述

べたように連続8 時間の測定で5 時間までは変化が認

められなかった. したがって, 他の原因による可能性

が高い. この点に関し現在検討中である.

糖白内障形成過程における1リソ酸化合物代謝の特徴

の一つとして, コリソリソ酸の急激な低下が指摘され

ている肖. 今回の著者らの研究においても, 同様にコ

リッリッ酸の低下が認められた. さらに今回は, この
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コ リンり ン 酸 と グリセロ ホ スホ リル コリンの 経時的 変

化が類 似して い るこ とが明 か とな った. グリセ ロホ ス

ホIしレコIJ ンはレ シ チン の分解 産物 であ り, レ シチ ン

は コ リン リン 酸を 基 質 とす るCDP コ リソ と ジア シ ル

グ リセ ロ ール が エ ステ ル 化 し て 産 生 さ れ る. ま た,

Cheng ら5'は, 糖白 内障 形 成過 程 にお け る コ リソ リ ン

酸 の低下 を コリ ンの リソ酸 化 の障害 のた め と説明し て

い る. 従って, 今回 の研究 成績 お よび過 去の 研究を 総

合 する と, 糖 白内障 の形 成 にあ たっ ては, まず コリソ

の リ ソ酸 化の 障 害 に よ る コ リソ リ ン 酸の 低 下 が 起 こ

り, それ に ともな ってレ シチン の産 生低 下, さらに は

レ シチン の 分解産物 であ る グリセ ロホ スホ リル コリン

の産 牛.低 下が引 き起こ され る もの と推測 され る. また,

α-グリ セ ロ リン 酸 は ジ アシ ル グ リセ ロー ルを 経 由 し

て, レ シ チンへ と代 謝 される. 従 って, α-グリセ ロリ

ン酸 の ガラ クト ース白内 障形 成過 程 にお ける初 期の 増

加は, コリソ リン 酸の低 卜に と もな った レシ チンの 産

生 低下 に よる α-グ リセ ロ リ ン酸 の 消 費 の 低下 に よ る

口T能 性も推 測 され る.

今回 の測定 で は,無 機 リソ 酸は ガラ クト ース投 り・後,

1 週 日よ り有意 な上 昇を 示し, そ の後3 週[] までは 高

値 を示 した. こ の無 機 リソ酸 の上.昇は, 浸 透圧 負荷 に

対 す る水晶 体内 の恒常 性 維持 のた めの エ ネル ギ ー消費

であ り叺 無機 リソ 酸の 上昇 に比 例し たATP の 脱 リソ

酸化 を と もな うと考 えら れる. し かし, ATP は, 力゙ラ

クト ー ス投与 後1 週 目 まで は 有意 な変化 を 認め ず, ガ

ラ クト ース投 与 後2 週 目 より急 激に 低下 し た. 従って,

ガラ クト ース投与 後 少な くと も1 週 目 まで は, 浸透圧

負 荷 に 対 し て 急 激 に 消 耗 し たATP を 補 充 す る た め

に, 無機 リン酸を 必要 とし な いATP の産 生経 路 の存

在 が示唆 され る. この よ うなATP の産 生 を満 足す る

経路 は, 現在 の ところ 二つ 考え られ る. まず1 つ 目は,

クレ アチ ン リン酸 か ら クレ ア チュ ン キ ナ ーゼ がATP

を産 生す る経 路であ る. クレ アチン リン 酸は, 通常,

水晶 体や 角膜 のNMR 測定 で は検 出 で きず3)̃7),こ れ

は 主 にエ ネル ギ ー代 謝 の活 発 な肝 臓 や 心 臓 な どで,

ATP の貯蔵 庫 として 存在 す る. し かし, Hayashi ら6)

はビ.タ ミソA 欠乏家 兎の 角膜 で, Tsubota ら7)は コン

タクトレ ン ズ装 用に よっ て, 角膜 に クレ アチ ン リン 酸

が出 現す るこ とを報 告し てい る. 二つ 目は, ホス ホエ

ノールピ ルビ ソ酸か ら ピ ルビ ン 酸 キナ ーゼがATP を

産生 する経 路で ある. こ の経 路は クェ ン酸 回路 の不可

逆反 応を迂 回し てATP を 産生 す る もので 厂好 気 性解

糖の行 われ る組 織で 存在 す る. し かし, 水 晶体 におけ

7

るATP の 産 生 は98% が 嫌 気 性 解 糖 に 依 存 し て お

り8',好気 性解糖 そ のも のの占 め る割合 が小 さく, さら

にこ の迂 回 路であ る ホ スホエ ノ ール ピ ルビソ皷 が通常

のATP 産 生 に関与 して い る可能 性は 低 い もの と考 え

られ る. し かし なが ら, こ れ も好 気 性解糖 が主 体で な

い にせ よ水 晶体内 に クェン 皷回 路が 存在す る以上, こ

の回 路 が存在 して い る可能 性は 高い. 従 って, ガ ラク

ト ース白 内 障 形 成 過 程 に お け る 水 晶 体 内 の急 激 な

ATP の 消耗 に よって, クレ アチ ン リン 酸 と ホス ホ エ

ノール ピ ルビ ソ酸 の どち らか, もし くは 両 方 がATP

供 給 経路 とし て 活 性イ匕され て い る可 能 性 が示 唆 さ れ

る.

また, 今 回 の 研究 で も う一 つ 注 目す べ き こ と は,

ADP と フ クレ オチド糖 の経 時的変 化で あ る. ADP は

ATP の脱 リソ酸化 に と もな い無 機 リソ酸 と同 時 に産

生 される. 従 って, 無機 リン 酸の上 昇に と もないADP

も上 昇し なけ れば なら ない. とこ ろが, 今回 の結果 か

ら明 かな よ うに, ガ ラ クト ー ス投 与 後ADP は 初期 に

は変化 せず,1 週 目 より有 意に 低下し た. 従 って, ADP

はATP 以 外 の りソ酸 化合物 へ と代 謝 され る か, もし

くは 水晶体 外 へ流出し た もの と考 えら れる. しかし,

今回 の結果 から タクレ オチド糖 は2 週 目まで 上昇 する

こと, さら に グル コ ース1 リン酸 が, ガラ クト ースか

ら始 まる解 糖系 の中間 代謝 産物 であ るこ と より, ADP

は 水 晶体 外 へ流 出し た と考 え る よ り も, ADP とグ ル

コ ース1 リン酸 から産 生 され るフ クレ オチド糖, す な

わ ちADP 糖 に代 謝 された 可 能性 の方 が 強 く示唆 さ れ

る.

以 上, 今回 の研 究よ り, 既報3jで示し た ガ ラクト ース

白 内 障形 成過 程 に お け る リソ 酸イ匕合物 の 経 時的 変 化

を, より詳細 に検 討す るこ とがで きた. 今 後は, 今回

検 出さ れた グ リセロ ホ スホ リル コ リソ,ADP お よび ヌ

クレ オチド糖 の変 動が 水晶 体機能 に及 ぼす 影響 につい

て, さ らに検討 し てい きたい と考 え る.

本論文の要旨は, 第15 回 日本核磁気共鳴医学大会(1990,

岐阜) にて発表した.

本研究に際し, ご協力頂きました本学 眼科学教室福井勝

彦技官および実験実習機器センター日下 部光俊技官に深謝

いたし ます.
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