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要  約

ラット培養水晶体 を使用 して,放射性 ロイシン,グ リシン,シ スチンあるいはメチオニンの全水晶体 とその

分画試料への取 り込みに対する親電子試薬 (diethyl maleate DEM)の 影響から,水晶体における含流アミノ

酸の動態について検討 した。使用 した放射性アミノ酸の全水晶体 と分画試料への取 り込みは,DEM群 でも対

照群でもシスチン以外減少 した。ただ し,対照群での減少は少なかった.シ スチンの全水晶体への取 り込みは

DEM群 で減少するものの,対照群では影響がなかった。分画試料のタンパク質画分(WIS,WS)へ のシスチ

ンの取 り込みは,DEM群 で増加傾向を示すが,TCA可 溶性画分 (Sup:除タンパク質水溶性画分)では減少

した.DEM群 で,タ ンパク質画分 (WIS,WS)へのグ リシンの取 り込み減少 とシスチンの取 り込み増加は高

分子量タンパク質形成に関係 していると考えられた。また,シ スチンの Supへの取 り込み減少からグルタチオ

ンの合成阻害が示唆 された。 (日 眼会誌 96i302-308,1992)
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Abstract
To determine the metabolism of sulfur containing amino acids in cultured rat lenses, the author

studied the uptake and incorporation of radioactive amino acids (3H-leucine, 'oC-glycine, 'oC-cystine
and 35S-methionine) into whole and fractions of the lens, and the effects of diethyl maleate (DEM), the
inhibitions of glutathione (GSH) synthesis on them. The uptake and incorporation of radioactive
amino acids with the exception of cystine into whole and fractions of the lens were decreased,
especially in DEM-additive group. In DEM group, the uptake of cystine into whole lens was suppressed
but that in control group was not. The incorporation of cystine into protein fraction (WIS, WS) were
increased in DEM group. It was supposed that the decrease in the incorporation of glycine and the
increase in that of cystine into protein fractions were related to the formation of high molecular
weight proteins. It was also assumed that the decrease of the uptake of cystine into TCA soluble
fraction was due to the inhibition of the synthesis of GSH. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 :302-308,
1992)
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I緒  言

水晶体の透明度の維持は水晶体の持つ主要な機能の

一つである。この透明度維持にグルタチオン (γ‐L‐

glutamyl‐ L・ cysteinylglycine)が 関与 していることが,

種 々の実験的,遺伝的白内障の発生過程の研究から示

されている0～3).グ ルタチオンは水晶体内の重要な還

元物質で,眼房水にはわずかしか存在 しないにもかか

わ らず,水晶体中に多量に存在することから水晶体に

おいて生合成されると考えられている4)5)。 グルタチオ

ンはグルタミン酸,シ ステイン,グ リシンから成るト

リペブチ ドで,培養肝細胞における合成はシステイン

がその合成速度を調節 していると言われている。).水

晶体は 60%の水分を含み湿重量の 1/3が タンパク質

であ り,遊離アミノ酸 も眼房水に比べてその濃度が高

く7)3),水 晶体上皮における能動的な輸送機構の存在が

考えられる。グルタチオンの合成や,その構成アミノ

酸の輸送・代謝が水晶体でどの様に行われるか興味が

もたれる。 しかし水晶体におけるこれ らのア ミノ酸の

輸送や代謝に関する研究は少なく。)～ 11),特 にグルタチ

オン量の調節に重要な役割を担っていると考えられる

システィンについては Reddyら が培養水晶体に加え

るとグルタチオンに速やかに取 り込まれ合成に使われ

ると報告 して以来研究 されていない12)。

本研究は,ラ ット水晶体培養液にグルタチオン代謝

に影響を与える親電子試薬 diethyl maleate(DEM)16)

を加え,放射性ア ミノ酸のロイシン, グ リシン,シ ス

チンおよびメチオニンの水晶体 と水晶体タンパク質へ

の取 り込みに対する影響から,グルタチオンの構成成

分である含流アミノ酸の輸送。代謝について考察 した。

II 実験方法

本実験で使用した放射性化合物はグルタチオンの構

成ア ミノ酸の“C‐cystine(NEN社製)と 14c_glycine,

シスタチオニン経路のシステインの前駆体である35s_

methionine,疎 水性不可欠アミノ酸の3H_leucine,ぉ ょ

び DNA合 成 の 指 標 と して用 い られ て い る3H_

thymidine(い ずれもAmersham社製)である。親電

子試薬 としては diethyl maleate(DEM,和 光純薬製)

を使用 した.

培養液13)は Tc_199 medium(GIBCO社製)に bicar‐

bOnate bu∬ er pI1 7.4, penicillin (250 units/nll),

streptomycin(50 μg/ml)を 加え, 5%C02/95%air中

で 3時間通気撹拌後濾過殺菌し,血清無添加で用いた。
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実験に使用した眼球は 8週齢のウィスター系雄ラッ

トより摘出した.既報“
)の様に摘出した眼球より直ち

に水晶体を網膜側から切 り出し,培養液で 5回洗浄後 ,

プラスチックシャーレに移し,37℃ ,5%C02/95%air,

飽和水蒸気のインキュベーターで培養 した。長時間の

培養では 3日 目ごとに mediumの交換を行った。

対照群は mediumの みで,実験群 (DEM群)は 2

mM DEMを含む medium中 でそれぞれ 24・ 48。 72時

間培養後,mediumで 5回 洗浄 し,放射性化合物 を

0.25 μCi加 え,さ らに 3時間培養 した。正常群は水晶

体を培養 しないで放射性物質を加 えた mediumに 入

れ,同様の取 り込み実験を行った。

取 り込み実験 を行ったそれぞれの水晶体を PBS

(pH=7.4)で洗浄後,水 (1.O ml)で ホモジネー ト後 ,

遠心分離 (39,000g,20分 間)を行った。沈殿を V√IS

(water insoluble protein)と して少量の水でバイアル

に移 し,Soluene‐ 350を 加え室温で一夜放置 して可溶

化 した。遠心上清は,10%ト リクロロ酢酸の入った

チューブに取 り,室温 で 15分 間放置後,遠心分離

(1,000g,20分間)を 行い,沈殿を WS(water soluble

protein)と して WISと 同様に可溶化 した。遠心上清は

Sup(TCA soluble protein)と して,その一部 0.5 ml

をバイアルに移 し,Soluene‐ 350で 同様に可溶化 した .

それぞれの可溶化試料にシンチレーターを加え,液体

シンテレーション・ カウンターで放射活性を測定しカ

ウン トを DPMで示 した15).各 分画試料 (WIS,WS,
Sup)に取 り込まれたカウントを合計 して全水晶体ヘ

の取 り込みとした。1回の実験では 14眼を用いて繰 り

返 し3～ 4回 の実験を行い,結果は平均値 (士 S.D)で

示 した。

III 結  果

DNA合成 (ヌ ク レオシ ド輸送 を も含めた)へ の

DEM,TC‐ 199 mediumと 培養経過時間の影響を知る

ため,3H_thymidineの 全水晶体への取 り込みを測定し

た。対照群では培養 24時間後に正常群 より少し減少す

るものの,そ の後の培養では正常群 と変わらなかった。

DEM群では培養 24時 間後で正常群の約 50%に減少

するが,培養 48・ 72時間後では,その取 り込みは正常

群近 くまで回復 した (表 1).

疎水性必須ア ミノ酸の3H_leucineの 全水晶体への

取 り込みを正常群 と比較すると,対照群では培養 24時

間後で約 20%減少 し,その後は培養時間の経過に伴っ

て約 10%づ つ減少 した.DEM群では培養 24時間後で
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60%減 少するが,そ の後の培養でも増減は見 られな

かった (表 2).

水晶体 タンパク質分画 WISへ の3H■ eucineの取 り

込みは,対照群では培養時間の経過による差はないが
,

DEM群では培養 24時間後で正常群の半分以下に減

少するが培養時間の経過に伴 ってその後増加傾向を示

した。Supで は,対照群で明 らかな減少を示 し,DEM
群では培養 24時間後で正常群の約 40%しか取 り込ま

れなかった,48072時間後で差はなく正常群の約 34%

の取 り込みであった。WSに ついて,対照群では培養

24・ 48時間後では正常群 より多 く取 り込まれたが,72

時間後では正常群の値に戻 った。DEM群では WISと

同様の結果を示した (表 2)。

3H_Leucineの 各分画への取 り込みを比率で表わす

と,対照群では WISへ 7～ 10%,WSへ 11～ 20%で

あった.DEM群 で は ⅥrISへ 6～ 9%,WSヘ
11～ 18%で タンパク質分画への取 り込み比率は,培養

時間の経過に伴って増加傾向が認められた (図 1).

表 1 各培養時間における水晶体への3H_

thymidineの 取 り込み (dpm/1ens)

培養時間  0 24 48 72

DEM
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対照群の時間経過による,全水晶体への3Hleucine

の取 り込み減少は,主 として Sup分画への取 り込みの

減少によることが示された (表 2,図 1).

培養時間経過による14c_glycineの 全水晶体への取

り込みは,対照群では培養 24時間後で 36%に減少し,

その後 も約 20%づつ減少 した.DEM群では培養 24時

間後で正常群の 14%ま で急減 し,その後の培養でも減

0     20    40    60    80    100

contro1  24

48

72
hr

24

DEM

dpm/1ens

1018

]3()tal     l184   583   921   901   1119   951   1187

48

72
hr

翻l WIS    □ Sup  =:WS

図 1 各培養時間における水晶体分画試料への3H_

leucineの 取り込み比率(%).dpm/1ensは 水晶体 1個

の全放射能,グ ラフ内数値は水晶体 1個 の分画試料中

の放射能を示し,グ ラフは全放射能に対する分画試料

中の放射能の割合を示す。

wls:water ins。 luble prOtein,Sup:TCA soluble

prOtein,ws:water sOluble prOtein.O hrは 正常群を

示す。

699

643

+ + +

培養時間 0は培養しない水品体の正常群への取 り込み,

DEM(― )は mediumのみでの培養の対照群,(十 )はDEM
群を示す.Totalは水品体 1個 に取 り込まれた全放射能

を示す。

表 2 各培養時間における水品体への3H_leucineの 取 り込み (dpm/1ens)

培養時間 0 24 48 72

DEM + + +

,VIS

Sup

WS

113

(± 122)

1404

(± 2656)

195

(± 14.3)

48

(± 11)

573

(± 472)

78

(± 69)

95

(± 83)

983

(± 812)

253

(± 33.3)

67

(± 54)
484

(± 544)

117

(± 6.1)

89

(± 76)

750

(± 72.4)

178

(± 25.1)

58        90

(± 11.2)(± 96)

486       824

(± 53.2)(± 92.8)

99       229

(± 43)(± 31.4)

TOtal 1712       699      1332 643     1143 669     1018

( )は標準偏差

VヽIS: 、vatar insoluble pr()tein, Sup: 1｀ CIA soluble protein, VヽS: 、vater soluble protein,

培養時間 0は正常水品体への3H■ eucineの取 り込みを示 し,24・ 48・ 72は培養時間,DEM
(― )は対照群,DEM(+)は 実験群を示す.Totalは 水品体 1個 に取 り込 まれた全放射能

を示す .

113 195:140`

,8a

8, 750 ,8

6,3

58 486

484
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表3 各培養時間における水晶体への14c_glycineの取り込み (dpm/1ens)

培養時間   0 24 48 72

DEM
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155

(± 10_9,

2467

(± 3960)

268

(± 57.5)

26

(± 2_7'

329

(± 43_6)

36

(± 5.2,

71

(± 76;)

1518

(± 772)

197

(± 94)

16

1± 3.3)

316

(± 18_2う

27

(± 2.0)

35

(± 16.4)

1110

(± 1348)

91

(± 15.9)

18

(± 41)
289

(± 168)

11

(± 08)

37

(± 50)

615

(± 72.8)

82

(± 108)

Total 2790 392      1786 359      1236 318      734

略号は表 1, 2と 同様

少 したままであった (表 3).培養時間経過 に伴 う14

C―glycineの 各分画への取 り込みは,WISについて対

照群では培養 24時間後で正常群の 45%,培養 48・ 72

時間後ではともに 23%ま で減少した。DEM群 では培

養 24時間後で正常群の 16%,48・ 72時間後ではとも

に正常群の 10%ま で減少 した。Supへの取 り込みにつ

いて,対照群ではカウン ト数は異なるものの時間経過

による減少率は WISと 同一であった.DEM群では培

養 24時間後で正常群の 16%ま で減少 しその後 も変わ

らなかった。WSへの取 り込みについて,対照群では培

養 24時 間後 で正常群 に比較 して 30%,48時 間で

67%,72時間で 70%減少 した。DEMでは培養 24時間

後で正常群の 87%,48時間以降では正常群の 90%以

上の減少を示した (表 3).

培養時間経過に伴 う14c_glycineの 各分画への取 り

込みを比率で表わす と,正常群と対照群では培養時間

に関係な くWISで 3～ 6%,WSで 7～ 12%で あっ

た.DEM群 の WISで は,培 養 時 間 に 関 係 な く

4.5～ 6.5%であったが,WSでは 24時間培養で 9%,

48時間で 7%,72時 間で 3%と減少した (図 2).

14c_cystineの 全水晶体への取 り込みは,培養 24。 48

時間後では対照群が正常群 より多い取 り込みを示す

が,72時間では正常群 とほぼ同じ測定値まで戻った。

DEM群では培養 24時 間後で正常群の 60%ま で減少

するがその後徐々に増加 し,培養 72時間後では正常群

の 74%ま で回復 した。WISと WS分画への取 り込み

は,対照群 と正常群 とで差は認められなかった。DEM
群では培養 24時間後 と 48時間後 とであまり差はない

が,72時間後では正常群の 2倍以上に増加 した (表

4).

14c_cy亜neの各分画への取 り込みを比率で表わす

と,対照群は培養時間 とは関係なく,正常群 と同様に

0     20    40    60    80    100

Control

dpn/1ens

２４

　

　

４ ８

　

　

７ ２

ｈｒ

　

　

　

２ ４

　

　

　

４ ８

72
h「

圃 wis    □ Sup  F=ws

図 2 各培養時間における水晶体分画試料への
“C‐

glyCineの 取 り込み比率 (%).他は図 1と 同様 .

WISで 8～ 10%,WSで 15～ 20%であるが,DEM群
の WISで は培養 24時間後で 15%,48時 間後で 18%,

72時間後で 26%と 増加 し,WSも 夫々35%,38%,46%

と増加した。逆に Supへの取 り込みは培養時間の経過

と共に減少した (図 3).

シスタチオニン経路の出発アミノ酸 メチオニンの全

水晶体への取 り込みは対照群では培養 24時間後で正

常群の 1/2以下に,72時 間後では 1/4に減少 した。

DEM群 ではその低下は更に大きく,培養 24時間後で

1/6に ,72時 間 後 で は 1/10に 減 少 した。35s_

methionineの 各分画への取 り込みは全般的に減少 し

たが,特にDEM群の WISと WSにおいて著 しいこ

とが認められた (表 5).

IV 考  按

本研究で用いた親電子試薬 diethyl maleate(DEM)

を ラット水晶体培養液に加えると水晶体の自濁 とグル
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表 4 各培養時間における水晶体への14c_CyStineの 取 り込み (dpm/1e“ )

培養時間   0 24 48 72

DEM 十 + 十

VヽIS

Sup

VヽS

65

(± 62)

436

(± 54.0,

123

(± 80)

60

(± 158)

189

(± 236)

139

(± 32.7)

122

(± 13.8)

128

(± 43)
274

(± 14.6)

73

(± 6.5)

473

(± 721)

126

(± 120,

70

(±  6.8)

696

(± 1448)

131

(± 28.4)

63       60

(± 4.7)(±  63)
149      544

(± 16.0)(± 577)

132      106

(± 23.9)(± 153)

Total 624 384      897 344      710 464      672

Control

dpmllens
624

897

710

612

0

24

48

72
hr

24

0     20    40     60    80    100

略号は表 1, 2と 同様

水晶体)の DNA合成にかぎりDEM培養による影響

は少ないと考えられた。

使用 した全放射性アミノ酸の対照群の全水晶体への

取 り込みは,シ スチン以外は培養時間の経過 と共に低

下し,白濁などの肉眼的変化は見 られないものの,培
養 とい う環境条件の違いによって影響を受けることが

示 された.DEM群 での取 り込み低下は更に大きくな

り,環境の変化 と合わせ DEMに よる影響が考えられ

た.こ れは DEM自 体の上皮細胞に対する影響 より上

皮細胞膜に影響を与え,膜の輸送機能の低下を来 した

ためか,或 いは,グ ルタチオン減少 に よる膜 の 7‐

glutamyl cycleへ の影響が考えられる。DEM自 体の

水晶体上皮細胞への影響や,酸化・ 還元状態での変化

等については更に検討が必要であろう。

グリシンの取 り込みは培養時間の影響を最も受け,

対照群において全水晶体への取 り込みは,72時間後で

正常群の約 1/4と な り,DEM群 でも著 しく減少した

(表 3)。 特にタンパク質画分 (WIS,WS)へ の取 り込

みはほとんど認められなかった(図 1).水晶体におけ

るグ リシンの代謝については,培養牛水晶体の研究で

グ リシンの 45%が グルタチオンに取 り込まれる17),水

晶体タンパク質へのグ リシンの取 り込みはセリンに変

換された後に取 り込まれる18),更にグ リシンよリセ リ

ンの取 り込みの方が多いい)な どの報告がある。我々の

実験結果はこれらの報告 と矛盾するものではないが,

水晶体内におけるグリシン・セ リンの変換については
,

恐 らくこの反応 に関与す ると思われ る酵素 serine

hydroxymethyltransiraseの 活性についての報告は

なく,こ の点についてはなお検討を要する。DEM群で

のグリシン取 り込みの著しい低下から (表 3)DEMに
よる輸送系の何 らかの障害,或いはグルタチオンの減

少による取 り込み阻害が考えられるが,グ ルタチオン

DEM
48

72
h「

硼 WIS  □ Sup  lI:WS

図 3 各培養時間におけ る水晶体分画試 料 へ の14c_

cystineの 取 り込み比率 (%).他 は図 1と 同様 .

表 5 各培養時間における水晶体への36s_methi。_

nineの 取 り込み (dpm/1ens)

培養時間 0 24 72

DEM + +

ＩＳ

　

　

ｐ
　
　
Ｓ

Ｗ
　
　
Ｓｕ
　
　
Ｗ‐

727

(± 248)

3550

(± 348.8)

951

(± 87.6)

39

`±
39)

750

(± 620)

71

(± 57,

169

(± 183)

1385

(± 99.2)

514

(± 86.4)

33       123

(± 55)(± 226)

458       954

(± 4.9)(± 1064)

55      245

(± 60)(± 487)

Total 5228 860     2068      546      1322

略号は表 1, 2と 同様

タチオンの減少が見られた16).し かし,3H_thymidine

の全水晶体への取 り込みは,DEM群で培養 24時間後

約 1/2に減少するものの,72時間では正常群の 20%の

減少である (表 1).こ のことより,細胞 (上皮および
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ウ リンの役割についてはなお十分明 らかではないが
,

心筋において低酸素時の細胞 内 Ca2・ の増加を防止す

る報告等か ら26),水 晶体においても Na+・ K+・ Ca2+の

イオン輸送やア ミノ酸代謝に何か重要なかかわ りが考

えられ る.

この研究ではグルタチオンの構成ア ミノ酸の取 り込

みか ら,含硫ア ミノ酸の水晶体内での動態について考

察 したが, グルタチオンの合成系 と再生系の酵素,シ
スタチオニン経路に関与す る酵素などの代謝機構や

,

水晶体膜機能に対するグル タチオンや DEMな どの影

響の検討が必要 と思われ る。
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