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要  約

ヒ ト水晶体における glutathione‐ s‐ transferase(以下 GST)の アイソザイムの分布 を,GST l,GST 2,
GST 3に 対する抗体 を用いて GST lに 対 してはロケット免疫電気泳動法を,GST 2,3に 対 しては western
blotting法 を用いて調べた。ヒト水晶体では,GST lア イソザイムは検出され,肝 と同様,遺伝的多型 を示 し

ていた。 しかしなが ら,自内障でも透明水晶体でも肝の GST機能の 50%を 占める GST 2が全 く検出 されな
かったが,GST 2及 び GST 3に対する抗体に対 して交叉反応を示すバンドが他の pI領域 (pH 6～7)に認め

られた。 (日 眼会誌 96:841-844,1992)
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Abstract
Glutathione-S-Transferase (GST) isozymes in human lenses were investigated by the immuno-

enzymatic method using antibody against human Iiver GST 2 and GST 3 after polyacrylamide gel
isoelectric focusing (western blotting method). Also, rocket immunoelectrophoresis was carried out
for the detection of GST 1. It was found that GST 1 in lens also showed a polymorphism. The GST 2

was not found in human clear lenses as well as cataractous lenses. In addition, crossreacting materials
against both antisera of GST 2 and 3 were detected in the pH 6-7 area of the gel in all human lenses.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:841-844, 1992)
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I緒  言

水晶体には還元型グルタチオンが多量に含まれてお

り,そ の恒常性の維持にはな くてはならない重要な役

割を果 している。また,水晶体に於ける異物代謝機構

は,自 内障発生機序の研究において,重要な課題 となっ

て い る。そ の 異 物 代 謝 機 構 の inhatorと して

glutathione‐ s‐ transたrase〔 EC2.5.1.18〕 (以下 GSTと
略する)があ り,生体内の親電子的な異物をグルタチ

オン抱合することに依って代謝 し,メ ルカプツール酸
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として水晶体外に排出する機構の開始機転の酵素であ

る.そ れ故に, 自内障発生防御酵素の一つ として注目

を浴びている酵素の一つであり,多数の研究報告がな

されてきている。加えて, ヒト白内障眼では水晶体の

GST活性が低下 しているという報告がある。.最近 ,

我 々は, ヒト水晶体では白内障眼において,赤道部の

ほ うが中心部よりGST活性がより大 きく低下 してい

るということを見いだした2)._方 ,GSTの isozyme

の 一 部 はselenium independent glutathiOne per―

0対dase activityも 持っている3)と されてお り,活性酸

素の消去にも活躍 しているなどradical scavengerと

しての役割も大きいと考えられている。

ところで,GSTに は多 くのアイソザイムがあること

が知 られ(GST l,2,3等 ),種 々の臓器に複数のアイ

ソザイムが存在する.こ のうち GST lには酵素活性を

持つ正常型 とgene deletionに よる欠損型の 2種類が

ある4).GST lの欠損者は遺伝的に決定 されており,

GST lの 欠損者では肝癌,肝硬変の発生が有意に多い

ことが報告されている5)._方 ,ヒ ト水晶体の CSTア

ィソザイムについては幾つか研究報告が6)7)あ るが,存

在するアイソザイムについての見解は一致していない

ようである.

今回我々は, ヒト肝臓の GSTア イソザイムに対す

る抗体を使って, ヒト水晶体のGSTア イソザイムに

ついて調べたところ,興味ある知見を得たのでここに

報告する.

II 実験方法

1.試料の作成

白内障手術の際,全摘 した水晶体 5例,死後数時間

以内に摘出し-20℃ に凍結保存 された透明水晶体 6

眼,お よび対照 として司法解剖により得 られたヒト肝

2検体を検体 とした。試料 と50mM pH 7.8の phos―

phate bu“erを それぞれ 1!2容 の割合で混合 し

hOmOgenizeし た の ち に 15,000 rpmで 30分 間遠心

し,そ の上清を濃縮 して,電気泳動用サンプルとした。

2.電気泳動

アン フ ォライ ン①pH 3～ 10.5を 含 む 5%p01y‐

acrylamide gelを 作 り,等電点電気泳動装置 (LKB

社)にて,等電点電気泳動(1,000V,4時 間)を 行った。

酵素染色は Board8)ゃ ,原 田ら5)の方法に従い行った。

ロケット免疫電気泳動は LaurelPの 方法に従った。

3. GST抗体のイ乍成及び,Western blotting

司法解剖により得 られた ヒト肝の GSTの表現型を
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前記の等電点電気泳動,酵素活性染色で調べた。その

内 GST l,2,3全 てが検出された ヒ ト肝 500gを pH

6.5の 0.l M phOsphate burer 500 ml中 でhomoge‐

nizeし たのち超遠心 し,そ の上清を Simonsら 10)の 方

法に従い,CMセ ファデックスA50カ ラム,グ ルタチオ

ンアフィニテイカラム,ノ イ`ドロキシアパタイトカラム

を使用し各々の GSTを精製した。精製 した GST l,

GST 2,GST 3は 各 2々00 μgを Freundの 完全アジュ

バンドと混和 し別 々の白色家兎に 2週間毎, 3回注射

した。初回免疫か ら8週後に採血,遠心後,血清硫安

沈澱法により粗精製 し,20 mM barbital bu“ erに対 し

透析して上清を採取 しIgG抗体を得た。また,各 々の

アイソザイムに対する抗体がそれぞれの抗原にしか反

応せず互いに交叉反応をしないことを Ouchtelony法

で確認した(図 1)。 WeStern b10ttingの ためサンプル

を等電点電気泳動により分画した後 ニ トロセルロース

膜に転写し, ヒ ト肝 GST 2,3の 各表の isozymeに 対

する一次抗体を反応 させ,ベルオキシダーゼ標識ヤギ

抗 ラビットIgG抗体 を反応 させ た後,diaminoben‐

zidinと 過酸化水素で発色させた。なお,ロ ケット免疫

電気泳動後の沈降線は銀染色により確認 した.

III 結  果

Western blottの patternは 図 2に示したごとく,陽

極側にGST 3(p14.5)陰 極側に GST 2(p18.5～ 9.5)

が検出された. しかしながら,GST 2は ヒト水晶体に

おいて全 く欠損 していた.し かしコン トロールとして

用いたGST l positiveの 肝臓に於いては,GST 2及び

GST 3が検出されたが GST lは 抗体を使用していな

いので出現していない。

GST lに 対 す る抗体を使用 しなかった理 由は,

western blotting法 では,GST lの pIに近似している

領域にGST 2お よび 3に たいす る交叉反応を示すバ

ン ドがあり,判定が難しいためである.GST lの確認

は抗 GST l血 清を用いたロケット法で調べてみた.図

3の ごとくヒト水晶体においても GST lの 欠損 と正

常の 2つ の型が肝臓 と同様に遺伝的多型として検出さ

れた.し かし, 白内障水晶体と透明水晶体とではいず

れの結果においても差異は認められなかった。

IV考  按

ヒトGSTア イ ソザイムの うち,肝では GST l(pI=

5.8,6.1,6.4)GST 2(pI=8.5, 10.5),GST 3(pI=

4.5,5.0)が 検 出され,筋肉では GST l,3,4(pI=
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図 l Well A,B,Cにはそれぞれ抗 GST l,抗 GST 2,抗 GST 3血 清を入れ,Well
lと 4には Blank, 2に は精製 GST 2, 3と 6に は精製 GST l(GST l*1及 び

,

GST l*2), 5に は精製 GST 3を 入れて反応させた。更にWell Dに は抗 GST l,

2,3の混合血清を体れ,Well l,4,5は Blank,Wel1 2,3,6に はそれぞれ精製
GST 2,精 製 GST l,精 製 GST 3を 入れた。

{
‐トロPH4.5

‐トロPH6.5
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図 2 ヒト水晶体と肝のホモゲナイズの Westem blotting.

抗体は抗 GST 2と 抗 GQT 3の 混合液を用いた。 1, 2:GST l positiveの 肝臓

(control), 3～ 8:透明水晶体, 9～ 13:白 内障水晶体

０
０

■
′

食
Ｕ

民
Ｊ

′
＝

Ｑ
Ｊ

つ
乙

略 1

2

懲

が
.ヾ |

1番■|
・ゞ‐

ゝ
B心AI

６

　

５

２

　

（３1義|
¥

一忙
一一一一一一鼈

4

壁 機

軍
一
・
　

一
豪
鐵

■
■
歳
ｔ

1曇 おヽ,'||||:|

一雛
一一一一位
一一熱
曇一鷲

鴛
¨

●
■

１

１

■
■
一

―

苺

二
義
鋳

一轟



1 234567891011
図3 ヒト水晶体 GST lの録染色によるロケット法.

1～ 6:透明水晶体, 7～ 11:白 内障水晶体

5.5)lD又 ,胎盤では GST 312),脳 には GST 3,5(pI=

5.4)H),赤 血球では GSTe(pI=4.5)13)な ど,多数の臓

器に種々のアイソザイムがある。一方, ヒト水晶体の

GSTについては二つの報告があ り,pIが 4.7の アイ

ソザイムしかないとい う報告6)ゃ ,pIが 10以上のアイ

ソザイムとpIが 4.4の 2種 のアイ ソザイムがあると

い う報告7)がある。今回の我々の検索では,ヒ ト水晶体

にはヒト肝 GST lと ヒト肝 GST 3に対する抗体に交

叉反応を示す GSTの アイソザイムの 2種 は検出され

たが,GST 2抗体に対 して交叉反応するアイソザイム

が全 く無いことが判 った.こ のことは,水晶体が外胚

葉 より発生した組織であり,同様に外胚葉から発生し

た脳や皮膚でもGST 2が無いH)こ とを示 している報

告 と一致している。従 って,Shivendraの精製した pI

が 10以 上のCSTア イ ソザイム7)が GST 2ア イソザ

イムであるとするのは考えにくく,従来のものとは異

なるアイソザイムと思われる。又,肝 GST活性の 50%

を占めるGST 2が水晶体においては全 く存在せず,そ

して水晶体 GST lには肝臓 と同様に欠損型が存在 し

ているということがわかった。このことは,水晶体は

肝臓 などに比 して外部の様々な危険因子に対 して,

blood aqueous barriorに 依ってでも守 られなければ

いけない程脆弱な組織であると示唆 しているのかも知

れない。ところで,近年頭足類あるいは他種のクリス

タ リンにおいて GSTの アミノ酸配列 と相似の構造を

持っているものがあることが報告 されている“
)0.今

回の我々の研究で もヒト水晶体 よ り得 られた試料を

western blotし ′こところ, GST 2や GST 3と は異な

る位置に,GST 2と 3に対して免疫交叉を示すバン ド

が同定された。このバン ドの位置は βクリスタリンの

位置 とpIか ら見て近距離にあリヒ トク リスタリンの

中にもGSTの ア ミノ酸配列と免疫学的に相似してい
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る箇所がある可能性 も示唆 しているが この点にかんし

ては現在研究中である。
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