
142

要

低 カル シウム血症 に伴 う白内障 について,Ca2+_

ATPase活性を含む生化学的パラメーターを検討 した。

4週齢の幼若ラットに低カルシウム,かつビタミン D3を

欠いた食餌を与え白内障の発生を観察 した。約 4週間後 ,

前嚢下白内障を認めた時点で血清および前房水のカルシ

ウム濃度は著明に低下 していた。水晶体中のカルシウム

合量 も有意に低下 したが,ナ トリウム含量は上昇を示 し

た。 [γ .32P]ATPを 用いて測定 した Ca2+_ATPase活性

は,有意な変化を示 さなかった。以上から,初期段階の

低カルシウム血症白内障は,水晶体外部環境 (前房水 )
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約

の低カルシウムによる上皮細胞膜の障害に伴 うナ トリウ

ムの流入が原因であろうと推測 した。 また,透過電子顕

微鏡 を用いた Ca2+_ATPase活性の局在の観察では,水

晶体上皮細胞,皮質線維細胞の形質膜および上皮細胞の

細胞 内小器 官膜 に活 性 を認 めた。 (日 眼 会 誌 98:

142-149,1994)
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Abstract
We used an animal model of hypocalcemic cata- of hypocalcemia is caused by membrane damage

ract to investigate the changes of the cation levels with low calcium level in the aqueous humor and

and the Ca2*pump (Ca'z+-ATPase) function in the sodium content increase in the lens. We also studied

lens. Wistar rats (4 weeks old) were fed with a low the ultracytochemical localization of Ca2*-ATPase
calcium and no vitamin D, diet. After 4 weeks on activity and found it in the plasma membrane of the
this diet, anterior subcapsular cataract was recog- lens epithelium and cortex and also in the epithelium
nized, when calcium concentration in the aqueous organelles. (J Jpn Ophthalmol Soc 98 z 142-149,
humor and serum had significantly decreased. Cal- 1994)

cium content in the lens decreased and sodium

content increased. Ca'z+-ATPase activity detected by Key words : Calcium, Hypocalcemic cataract,
ly-"'P7 ATP assay did not show significant change. Ca2*-ATPase
W'e concluded that cataract during the early stage

I緒  言

低カルシウム (Ca)血症に自内障が合併することは
,

tetany cataractな どと称せられるごとく古 くから知 ら

れており1),低 カルシウム血症により混濁を来した水晶

体における生化学的パラメーターの動態には興味深いも

のがある。低カルシウム血症は様々な疾患に合併するが,

実験的には食餌中のカルシウム量を制限することによる

低カルシウム血症自内障の動物モデル2)の 他,活性型 ビ

タミンD3の不足の影響3)に 関しても報告されている。一

方, カルシウムポンプであるCa2+_ATPaseの 活性が水

晶体の透明性維持に大きく関与していることも明らかに

されており4),本研究では,食餌中のカルシウム量ならび

に活性型 ビタミンD3摂取量を制限することにより生じ

た低カルシウム血症白内障について,Ca2+_ATPase活 性

を含む生化学的パラメーターの変化を検討した。また
,
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*ミ ネラル混合中 CaHP04
料ビタミン混合 (100g)中

ビタミンD3(~)
パントテン酸カルシウム 50 mg

他の組織では多 く報告5)さ れているCa2+_ATPaseの 水

晶体における組織化学的局在を電子顕微鏡 (電顕)にて

観察した。

II実 験 方 法

4週齢のウイスター系雄ラットに4～ 6週間,正常の

約 20%(0.09 wt%)の カルシウム含量で,かつ ビタミン

D3を含まない食餌 (改変 AIN配合 A変形,オ リエンタ

ル酵母工業,表 1)を与え,同週齢の正常食飼育ラット

を対照群 として以下の観察,測定を行った。ラットの使

用に当たっては,ユ ーテルを用いてすべて無痛下で行っ

た。

1.細隙灯ならびに光学顕微鏡 (光顕)所見

白内障の発生を細隙灯顕微鏡にて観察し,確認した時

点で光学顕徴鏡標本を作製した。

2.血清ならびに前房水カルシウム濃度測定

腹部の大動脈から動脈血を採取, さらに眼球摘出後 ,

前房水を採取 し,いずれも比色定量法 (OCPC法)にて

測定した。

3.水晶体含水率およびカルシウム,ナ トリウム含量測

定

摘出水晶体を蒸留水で洗浄し,湿重量を測定した後,

真空乾燥器にて乾燥,乾燥重量を測定し,含水率を求め

た。これを 80℃ の温湯中,水晶体 1個につき,50 μlの精

密分析用硝酸にて完全に溶解 した後,l mlの H20を加

え,遠心分離 (3,000g,10分)した。得られた上清に 2

mlの H20を添加したものをナ トリウム測定用サンプ

ル,同上清に 100 μlの塩化ランタンを添加した後,さ ら

に遠心分離 (3,000g,15分)して得た上清をカルシウム

測定用サンプルとし,島津製作所製 AA‐650原子吸光光

度計にて測定した。

4.水晶体 Ca2+… ATPase活性測定

ca2+_ATPase活性測定は水晶体全体(上皮,皮質,核
のすべてを含む)を対象とした。測定効率を上げるため,

膜成分を多 く含むサンプルを作製した。

1)サ ンプル作製
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表 2 Ca2+_ATPase反 応液の組成 (総量 350 μl)

50 mM histidine・ HCl(pH 7.4)

31nM MgC12

5mM NaN3
100mルI KCl

3μ g/ml ionophore A 23187

5mM[γ .32P]ATP(6× 106cpm/μ mol)

sample(0.l mg/ml)

上記に加えて以下の (a)も しくは (b)を含む

(a)0.5m卜I EGTA(pH 7.4)

(b)125 μM CaC12‐ EGTA buffer

:B'orclllnanら の ln∝nbrane enriched preparatiOn法 6)

に準拠 し,摘出水晶体 5眼 に 6倍重量のバッファーA
(0.3 M sucrose,10 mM HEPES‐ HCl pH 7.4,2mM
dithiothreitol,0°C)を加え,冷却しつつガラスホモジェ

ナイザーでホモジェネートを作製後,遠心分離(3,000g,

3分, 4°C)し ,そ の上清をさらに超遠心分離 (105,000

g,60分 ,0°C)し て得た沈殿物に,再びバッファーAO.5
mlを加えてホモジェネートを作製,こ れをサンプルとし

た。また,サ ンプルの蛋白質量を Lowry変法7)にて測定

した。

2)反 応 液

反応液の組成は表 2に示すが,総量 350 μl中 にサンプ

ル 50 μlを含む。0.5mM EGTAに て Ca2+フ リーとした

ものを(a)液,酵素が依存する所定の Ca2+濃度を得るた

めに Katzら 8)の 方法に準 じて 125 μM CaC12と EGTA
を混合したバッファーを含むものを(b)液 とした。

3)測  定
32Pi活性測定はイソブタノール中の燐モリブデン酸複

合体抽出法9)に
従った。37℃ ,5分間の温度平衡後,反応

液に 5mM[γ_32P]ATP(adenosine 5'‐
[γ

_32P]triphos_

phate:Amersham Corporation)6× 106cpm/μ m。1,70

μlを添加して反応を開始し,10,20,30分の各時点で

15%TCA 200 μlを加えて停止した。これを2.5N硫酸

中 5%モ リブデン酸アンモニウム 300 μl,さ らにイソブ

タノール :ベ ンゼン1:1(v:v)1,000 μlと 混合後,

遠心分離 (3,000g,10分 , 4°C)し て得られた上清 300

μlを 5 mlの シンチラント(Insta Gel ③)に溶解し,32Pi

活性を液体 シンチ レーションカウンター (ア ロカ製

LC 3000)にて測定した.Ca2+_ATPase活性は,所定濃

度の Ca2+を含む(b)液 とCa2+を キレー トした(a)液 との

測定値の差によって求めた。

4)予 備実験 として,(b)液 のCa2+濃 度を 10-6,10-5,

10-4,10-3Mに設定し,最高値の約 80%を得られる濃度を

求め,その濃度で,欠乏食群と対照群を比較した。

5。 透過型電子顕微鏡所見

対照群を対象として,Andoら のくえん酸鉛法1°)に準

拠し,ATPを基質として 10 mMの Ca2+存在下で Ca2+_

ATPaseが ADPを 生成すると同時に遊離 して くる Pi

表 1 飼料配合表

コーンスターチ

ビタ ミンフリーカゼイン

α ポテ トスターチ

セル ロースパ ウダー

大豆油

グラニュー糖

KH2P04
ミネラル混合

*

ビタ ミン混合
Ⅲ*

37.5%

25.0%

10.0%

8.0%

6.0%

5.0%

0.49%

6.0%

2.0%

(― )
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表 3 電顕用反応液の組成 (最終濃度 )

1.O M glycin‐ 0.lM KOH緩衝液 (pH 9.0)

ATP
CaC12

レバ ミソール

くえん酸鉛

蒸留水にて容量を調整

2501nヽ 4

3mM
10 mM
2.5mM
4.Omヽ 4

を鉛イオンで捕捉し,反応局所に燐酸鉛の形で沈着させ

て観察した。酵素活性を失活させないために固定条件に

は特に注意を要した。摘出水晶体を2%パ ラフォルムア

ルデヒド,0.25%グルタールアルデヒドに8%薫糖,0.1

Mカ コジレイト緩衝液 (pH 7.4)を 加えた混合固定液に

2～ 3分間浸清した後, レーザーメスにて前後方向に 4

分割した。この断片を 4℃ ,30分間,同 固定液にて浸漬,

前固定を行った。固定後,上記の薫糖加カゴジレート緩

衝液にて洗浄,さ らに,lmMの EGTAを添加した緩衝

液に 20分間浸漬して,組織細胞内に残存するカルシウム

をキレー トした後,表 3に示す反応液に室温にて 30分間

浸漬した。以後,常法に従いブロックを作製,超薄切片

にウラン単染色を施し,日 立 H‐800透過電子顕微鏡にて

観察した。対照として,Ca2+_ATPaseの阻害剤であるク

エルセチンを上記の反応液に 50μMになるよう混合し

たもの,反応液のATPを ADPに変更したものの 2つ

を検討した。

III 結  果

1.細隙灯ならびに光学顕微鏡所見

欠乏食投与開始後約 4週で,細隙灯顕微鏡により前嚢

下皮質白内障の発生を確認した(図 1)。 光学顕微鏡では,

上皮細胞の多層化,細胞質の空胞化,線維細胞の細胞構

造の消失が見られた (図 2).

2。 血清および前房水カルシウム濃度

表 4に示すごとく,欠乏食群は血清値,前房水値のい

ずれも対照群に比較して著明にカルシウム濃度の低下を

見た (p<0.001)。

3.水晶体含水率およびカルシウム,ナ トリウム含量

表 5に示すごとく,含水率は,欠乏食群において軽度

上昇の傾向を認めたものの,両群に有意差を認めなかっ

たが,水晶体中ナトリウム含量は欠乏食群で有意に上昇

していた(p<0.005)。 一方,水晶体中カルシウム含量は

有意な低下を見た (p<0.001)。

2, 3の結果から,各成分間のカルシウム含量につい

ての相関を求めたところ,血清一前房水間では相関係数

0.96,前房水一水晶体間では 0.82と 高い相関を認めた

(図 3,4)。

4. Ca2+_ATPase活 性

予備実験の結果を図 5に示す。反応液の Ca2+濃 度が

10-4Mの 時に最も高い活性値が得られた。これをもとに
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図 1 欠乏食投与開始後 4週間目の細隙灯電顕微鏡所見 .

前嚢下皮質白内障を認める。

ca2+濃 度を 10-5Mに 設定した本実験では,表 6の ごとく

欠乏食群において活性値の軽度上昇が見られたものの,

有意差は認められなかった。

5。 電子顕微鏡所見

図 6で示す上皮部では細胞膜の他に細胞内小器官の膜

部分に,図 7では皮質の線維細胞膜部分に,図 8では後

嚢の皮質細胞膜にもCa2+_ATPase活 性を反映する鉛の

沈着を認めた。なお,対照実験では反応を認めなかった。

IV考  按

日本人のカルシウム摂取量は平均 1日 600 mg足 らず

で,欧米人に比べまだまだ不足した状態にあり,特に老

人において,カ ルシウム総量の不足による骨粗髪症の大

きな原因ともなっているH)。 一方,血清カルシウム濃度

は,正常域を大きく逸脱しないようにホメオスタシスが

保たれており,カ ルシウムの摂取不足が血清カルシウム

濃度の低下に直結するわけではない。その機構の 1つに

ビタミンD3がある。 ビタミンD3は肝臓および腎臓で代

謝されて活性型の lα ,25(OH)2D3へ と変換され,骨吸収

および腸管からのカルシウム吸収を促進 し,血清カルシ

ウム濃度を上昇させる12)。 したがって, さらにビタミン

D3の 不足が重なれば,血清カルシウム濃度の維持に代償

不能の影響を与え得る。以上から, カルシウム摂取の不

足,お よびビタミンD摂取不足あるいは活性化不全の老

人は慢性的な低カルシウム血症状態にあり, これが自内

障の発生に何らかの影響を及ぼしている可能性があると

思われる.そ の生化学的パラメーターを推測するため,

今回,幼若ラットを低カルシウムかつビタミンD3欠乏の

栄養状態におき,その相乗効果により血清カルシウム濃

度の低下を早期から来す白内障モデルとして用いた。自

内障の発生を認めなかったという低カルシウム食のみの

ラットでの実験
3)に比較 して,早期から明らかに自内障

の発生を見た.ビ タミンD3欠乏に関しては,今回は低カ

ルシウムとの相乗効果にのみ注目したが,局所的な生化

学的影響も含めて今後検討する必要があると思われる。
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図 2 同水晶体の光学顕微鏡所見.

上皮細胞,水晶体線維層の hydration像 を認める
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●

o欠乏食群

●対照群

表 4 血清,前房水カルシウム濃度 R=0.955
y=0.468x+0.342(pく 0.001)

O

血   清 前 房 水

前
房
水
一

(mノdl)

Control

Hypocalcemic

10.8:±:0.26

4.4」=0.14
(pホ <0.001)

5.4=LO.26

2.4:士:0.18
(p<0.001)

数値は平均値土標準誤差 (単位 :mg/dl),各群ともn=5
*:p値は Student t testに より求めた

表 5 水晶体含水率,お よびカルシウム,ナ トリウム含

有量

含水率 Ca Na

Control

Hypocalcemic

0
15

10  11  12

数値は平均値±標準誤差 (単位 :含水率は%,他 は mmo1/
kg H20) 各群ともn=5

カルシウムイオンは,水晶体の透明性に関してその増

減により相反する影響を及ぼす。水晶体内部のカルシウ

ムが増加すると,蛋 自質の会合を来して混濁を招 くこ

と13)14)は
広 く知 られている。一方,効 υ′′%θ の実験におい

て,外部環境のカルシウム濃度が低下すると膜機能の障

害が起こることも報告15)さ れてお り,低カルシウムによ

る自内障に深 く関係する事実であろうと思われる。今回,

血清 (mノdl)

図 3 カルシウム濃度,含量の相関および回帰直線 .

血清～前房水 .

実験 (2)では,血清カルシウム濃度は低カルシウム,ビ タ

ミンD3欠乏食投与により著明に低下した。前述したよう

に,カ ルシウム摂取不足に加えてビタミンD3の不足とい

う負荷があるためにホメオスタシスがくずれ,低下を招

いたものであろう。前房水カルシウム濃度も低下してい

たが, これが血清カルシウム濃度を反映することは今ま

でも報告2)16)17)さ れており,今回も血清と前房水のカルシ

ウム値の間には高い相関を認めた(図 3)。 この前房水カ

53.2± 0.9

54.2± 0.9
(NS)

0.32± 0.01

0.23± 0.01
(p<0.001)

32.4+1.6

42.2=Ll.4
(p<0.005)
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R=0.815
y=0.026x+0.178(pく0.CЮ5)

●

水

体

(mmOν
kgH20)

0欠乏食群

●対照群

1.5

前房水 (mノ dl)

図 4 カルシウム濃度,含量の相関および回帰直線 .

前房水～水晶体 .

表 6 水晶体 Ca2+_ATPase活性

ca2+_ATPase活 性

88.4± 11.1

104.0± 11.5
(NS)

数値は平均値士標準誤差 (単位 :nmol Pi/

hr/mg protein) 各群ともn=‐ 5

ルシウム濃度の低下が上記 した外部環境の低カルシウム

状態に相当するとすれば,水晶体膜機能の障害が 勿 υ′υθ

-6     -5    4    ‐3

LOg c」 cium Concentr■ ion(M)

図 5 Ca2■ _ATPase活性測定予備実験 .

反応液の最適 Ca2+濃度を上記から 10-5Mと した

でも起こり得ると思われる。実験(1)では,細隙灯顕微鏡

で前嚢下皮質混濁,および光顕で水晶体皮質の浮腫像を

認め,ま た,実験 (3)で は,水晶体中ナ トリウム含量の増

加を見た。Na+,K+‐ATPase活 性に関しては,効 υ″名θ

の実験において, カルシウム欠乏が活性を刺激するとい

う報告18)ゃ ,膜機能障害によるナ トリウムの流入に対し

て,活性が代償的に上昇するという報告19)があり,今回も

その活性は上昇している可能性があるが,結果的にはナ
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図 6 透過電子顕微鏡所見 i上皮部 .

細胞内小器官の膜部分に活性を示す鉛の沈着を認める。
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′

図 7 透過電子顕微鏡所見 :水晶体線維 .

形質膜,特に矢印部 (gap junctionと 思われる)に高い活性を認める。

図 8 透過電子顕微鏡所見 :後嚢部 .

矢印部は後部皮質 と後嚢の接着部の活性を示す。

F:cortical lber,Cap:capsule,ヽ 4:mitochOndria
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トリウムの蓄積が生じたものと思われる。一方, カルシ

ウム含量は低下しており,水晶体中カルシウムが自内障

発生に影響を及ぼしている可能性は少ない。以上から,

今回認めた自内障は,外部環境 (前房水)低カルシウム

による膜機能障害の結果,ナ トリウムの流入を招き生じ

たものと推測した。

カルシウムイオンはすべての細胞において細胞内伝達

物質としての働きをしてお り,外的刺激によって細胞内

カルシウム濃度が増加し,多 くの細胞内反応を活性化す

る。このため,通常,細胞内カルシウムイオン濃度は
,

10-7～ 10-8Mと ,細胞外のカルシウムイオン濃度 (10-3

M)に比較して,著しく低いレベルに維持されている。

この細胞内カルシウムホメオスタシスには,い くつかの

機能が関与しているが,最も重要なのが,形質膜や小胞

体膜 に存在す る Ca2■ _ATPaseで ある。Ca2+_ATPase

は,細胞内外の濃度差に逆 らってカルシウムイオンを細

胞外に汲み出す働きをしており,水晶体におい もその存

在が証明されている4)。 ここで,水晶体を 1個 の細胞とみ

なした場合,形質膜に相当する上皮細胞層が,水晶体全

体の トータルのカルシウムの汲み出しを行っていると考

えられる。実験(4)で は,Ca2+_ATPase活 性値は対照群と

欠乏食群 との間に有意差を認めなかった。水晶体を上皮,

皮質,核の成分に分離 して各分画の活性値を求めた報

告4)6)20)に よると,上皮および皮質には高い活性を認める

ものの核には活性を認めなかったとされている。今回の

実験では,全水晶体を対象としたが,初めに作製したホ

モジェネート中に存在する比較的重い塊状の水晶体核成

分が最初の遠心分離によってほとんど分離され,残った

上皮および皮質両成分の活性値が得られたものと思われ

る。上記したように,実験 (3)で水晶体中カルシウム含量

は低下 していたが,Ca2+_ATPase活性値に著変を見な

かったこと,ま た,前房水カルシウム濃度と水晶体中カ

ルシウム含量の間に高い相関を認めたこと (図 4)か ら,

この水晶体中カルシウム含量の低下は,効 υグ′%θ の低カ

ルシウム環境水晶体培養実験における,水晶体中カルシ

ウム低下の報告21)と 同様に,外部環境の低カルシウムを

反映したものと考えられる。低カルシウム血症白内障モ

デルでは,初期には水晶体中カルシウム含量は低下し,

時間の経過 とともに蓄積 してくると報告
2)さ れている。

今回,少なくとも初期の時点では,Ca2+_ATPase活性に

著変のないことが示されたが,カ ルシウム含量の減少か

ら増加への転換現象に Ca2+_ATPase機 能が深 く関係し

ている可能性は大きい。 どの時点で,如何なる機序で転

換が生じるかは今後の研究の成果を待ちたい。

実験 (5)に おいて,図 6に示す上皮細胞ではさまざまな

細胞内小器官の膜部分にも旺盛な活性を認めたが,形質

膜における局在に関しては,apicalあ るいはbasalの判

別は不能であった。図 7の皮質線維細胞では矢印の部位

に特異的に高い活性を認めた。カルシウムが細胞間の接
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合,gap junctionの 構造 に深 く関与 していることは報

告
22)さ

れてお り,こ の場合 もおそ らくgap junctionに 相

当す る部位 に,高い Ca2+_ATPase活 性が認め られた も

のではないか と推測 された。図 8の後極部で も皮質線維

に活性の存在を認め,Ca2■ _ATPase活性は水晶体後部 に

も存在することが示 された。今回の実験では,標本の作

成,特に不安定 な酵素活性を保つため弱い固定のままで

切片を作成す る点 にかな りの困難を伴 ったが,他の組織

と同様,水晶体において も有用な方法であると思われた。

最後に,研究の御指導を頂いた日本医科大学眼科学教室清

水由規教授,同第一生化学教室阿部靖子講師,同第二病理学教

室村田順造講師に深謝いたします。

本論文の要旨は第 96回 日本眼科学会総会において発表 し

た。
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