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要

白内障の発生機序は未だ解明されていない。特に老人

性白内障は加齢現象の行 く末に生じるものとは考えにく

く,発生を誘発する因子が多次元的に多数あることから,

原因を特定できずにいるのが現状である.しかし,自内障

の直接的原因は明らかに出来ないものの,諸々の因子に

よって生じる現象に共通 しているのが酸化 (o対dation)

であると思われる。

過酸化反応を生じ,そ して進行させて組織に傷害を来

すのが活性酸素。フリーラジカルであることから,自内障

の発生について過酸化反応の観点から追求した。

1.水晶体における過酸化反応

1)加齢
ラット水晶体では,ラジカル消去に作用する酵素であ

るsupero対de dismutase(SOD)と 抗酸化作用を有する

還元型グルタチオン(GSH)が加齢とともに減少してい

た。その結果,24か月齢で過酸化脂質が急激に増加した。

もう一つの特徴的変化は,24か月齢水晶体で Ca++が非

常に増加 したことである。加齢では過酸化が進行して膜

が傷害され,蛋白質の凝集が進んで透明維持が難 しく

なっている。膜の流動性を表すリポ蛋白質は酸化型の低

比重 リポ蛋白質(LDL)や高比重リポ蛋白質 (HDL)が加

齢とともに増加していた。老化促進マウス(SAM)水晶体

においても過酸化反応が進行していた。

ヒト水晶体における加齢的反応は螢光強度の変化で判
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約

定した。40代になると自発螢光強度が増し,60代になる

と10代の 6.3倍 にもなった。

2)ラ ジカルの発生

核型白内障で HO・の発生が ESR(electron spin reso‐

nance)で証明された。アスコルビン酸ラジカルは成熟型

白内障で直接的に証明された。他の白内障では H202を

付加することによって容易にアスコルビン酸ラジカルが

発生した。ラジカルの発生に Feイ オンとCuイ オンが影
型し,特に Cuイオンの作用が強い。

3)酸化関連物質の変化

老人性白内障と糖尿病白内障を核型(N),皮質型 (C),

後嚢下混濁型 (P),そ して成熟型 (M)に分けて検討 した。

過酸化脂質が両白内障で Nに最も多い。過酸化反応防
御に働 くCu,Zn‐ SODは N型に多いものの,活性値が
低 くて不活性となっている.H202 SCaVenging(CatalaSe

とglutathione peroxidase)活 性の低下は H202の消去

が不完全となるために H202を残存させることになる。

M型で H202が少ないのはSOD活性が低いためにⅡ2
02を生成出来ないことによる。H202は両白内障 ともに

Pで最も多い。糖尿病白内障での減少が目立っていた。グ
ルコースは糖尿病白内障で Mに最も多く,老人性自内障
ではNに多 く含まれていた。非酵素的糖化反応の産物で
あるフルク トサミンは両白内障で Nに多 く存在 してい

た。
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Cuと Feイ オンは過剰な場合は過酸化反応を進行さ

せる(フ ェントン(様 )反応)。 Cuイオンは過酸化反応を促

進させる方向に作用し,糖尿病においては特に影響が強

い。

4)膜の変化

膜の主成分である脂質はリン脂質と中性脂質が主体で

ある。リン脂質はスフィンゴミエリンが最も多く,次いで

フォスファチジルエタノールアミン,フ ォスファチジル

コリンなどが存在し,自内障ではリゾ体 (リ ゾフォスファ

チジルエタノールアミン)の割合が増えていた。白内障で

は飽和脂肪酸が増加した.リ ポ蛋白質はカイロミクロン,

超低比重リポ蛋白質(VLDL),LDLそ してHDLの存在
が証明された。LDLの レセプターが水晶体上皮に存在
し,外因性 LDLが水晶体嚢内に取 り込まれる像が確認
された。白内障では酸化型 LDLも水晶体嚢を通過 して

入っていた。VLDLと LDLが糖尿病白内障で有意に増
加していた。糖尿病ではグリケーション(非酵素的糖化)

が進行するため,リ ポ蛋白質も糖化され,糖化 LDLと糖
化 HDLの増加がみられた。糖化率は水溶性分画で高率
であった。

2.水晶体周囲環境 (体内)の変化と過酸化反応

1)糖尿病における水晶体周囲環境 (房水,硝子体およ

び血液)の過酸化反応

過酸化脂質は血液では糖尿病白内障者と老人性白内障

者で差がないが,水晶体,房水および硝子体では有意に多

い。H202は糖尿病の各部位で増加 していた。これは H2

02を消去する酵素の活性が低下したことによる。

活性酸素消去に関連する Cu,Zn‐ SODは ,各部位では
量的変化は少ないが,活性値は明らかに低下していた。抗

酸化物質としての GSHは各部位で減少し,血液と硝子
体では有意に減少 した。GSHの減少はグルタチオンリ
ダクターゼやグルタチオンペルオキシダーゼの活性低下

につながる。L‐アスコルビン酸は白内障水晶体と硝子体

で有意に減少していた。H202を消去する酵素活性も白内

障と硝子体で有意に減少していた。

Feイオンは各部位で変化していないが,Cuイ オンは

すべての部位で増加し,特に水晶体と硝子体で有意に増

加していた。糖尿病にみられる糖化反応は各部位で強 く

生じることは当然であるが,螢光を含んだベントシジン

などの糖化終末産物(advanced glycated endoproduct,
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AGE)の存在が確認され,糖尿病白内障で増加している
ことが定量的に証明された。

2)両面灌流型水晶体培養装置を用いた高グルコース

環境および酸化防御欠如状態が水晶体の過酸化反応に与

える影響

培養液グルコース濃度を300 mg/dlに して水晶体を

3週間灌流培養すると水晶体の過酸化脂質は 7倍にも増

量し,SODは量的にも機能的にも低下 していた。過剰な

グルコースは過酸化反応を進め,蛋白質を糖化するよう

に作用する。

Cu,Zn‐ SOD,L‐ アスコルビン酸,そ して GSHと いう

酸化防御物質を灌流培養液から除くと過酸化脂質が 10

倍に増え,SODの量的および活性値の低下がみられた。
3.水晶体周囲環境 (体外)の変化と過酸化反応
1)紫外線 (UV‐ B)照射によるラット水晶体の過酸化

反応と組織変化

ラットを麻酔下で片眼に 1週間隔で UV‐Bを 1回

3.O kJずつ 3回照射 した。脂質は照射によって若年ラッ

トでは合成能が高まるが,水溶性蛋白質への変化はあま

りみられていない。

過酸化脂質は非照射群では加齢に伴って増加している

が,照射群では 12か月齢で減少していた。しかし,18か

月齢になると非照射群に比べて増加していた。これは同

時期に脂質量が急激に減少したことに関連があると思わ

れる.SOD活性は 6か月齢から低下しはじめ,18か月齢
では非照射群の 50%に まで低下した。

UV¨ B照射によって水晶体上皮末端が後方に移動し,

水晶体線維に膨化がみられた。

2)UV‐ B照射による DNAの変化
UV‐ Bを 0.5～5.O kJ/m2ま で段階的にウシ水晶体上

皮細胞に照射すると,照射量に比例して DNAが破壊さ
れていた。紫外線は水晶体の過酸化反応の進行に影響を

与え,DNAの鎖切断を生 じて水晶体を混濁化へと進め
る因子の一つといえる。(日眼会誌 99:1303-1341,

1995)

キーワー ド:糖化反応,Cu,Zn‐ スーパーオキシドディス

ムターゼ,紫外線照射,両面灌流型水晶体器

官培養装置,水晶体自発螢光

The Oxidative Stress in the Cataract Formation

Yoshitaka Obara
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Abstract
The lens of the eye is an avascular tissue sur- outside of the body. We investigated peroxidative

rounded by fluids such as the aqueous humor and reactions occurring in cataractous lenses, examin-
yitreous body, with one side facing toward the ing changes within the lens tissue as well as in the
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surrounding environment.
1. Peroxidative reactions in lenses

1) ASinS and peroxidative reactions
The activity of superoxide dismutase (SOD) began

to decrease in the lenses of rats at six months of
age. Moreover, the level of lipid peroxide increased
significantly in the lenses of rats at 24 months of
age. Lipoproteins became increasingly oxidized with
age. The levels of Na*, K*, and Ca**, ions that are
important to the maintenance of membrane func-
tion, also varied significantly with age. In the lenses
of six-month-old Senescence Accelerated Mice
(SAM), there was a marked decrease in the ability
of scavenge active oxygen and a marked increase in
the amount of lipid peroxide. In human lenses, the
level of autofluorescence increased as the lens fiber
structure changed with age.

2) Generation of free radicals inside the lens

We verifled that HO' and ascorbic acid radicals
were being generated inside cataractous Ienses

using electron spin resonance (ESR).

3) Changes in oxidation-related substances in
cataractous lenses

Senile cataractous lenses and diabetic cataractous
lenses were classified as four types, cortical, nuclear,
posterior subcapsular, and mature. In cataractous
lenses from all types of diabetic patients, the levels
of glucose, glycated protein, and lipid peroxide were
higher than in senile cataractous lenses, Among the
four tyaes of cataracts, the accumulation of perox-
ides was the greatest in the nuclear type both
diabetic and senile cataractous lenses.

4) Transitional metals
Iron ions and copper ions existed in lens tissue. In

particular, the subepithelial region of the lens
stained strongly for copper ions. The increased level
of copper ions in cataractous lenses is likely to be

related to the increased peroxidation in this tissue.
5) Changes in membmane

Lowered levels of phospolipids and a higher
degree of saturation of fatty acids were observed in
senile cataractous lenses as compared with normal
lenses. The increased saturation of fatty acids in-
dicated that there was a damage to the membrane
structure due to peroxidative reactions. The rece-
ptors for low density lipoprotein (LDL) were shown
to exist on the epithelium of normal lenses. Acetyl-
LDL, a denatured lipoprotein was incorporated into
senile cataractous lenses but not into normal lenses,

suggesting that the barrier function of the mem-
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brane deteriorates in cataractous lenses, Moreover,
in diabetic cataractous lenses, the levels of very low
density lipoprotein (VLDL) and LDL significantly
increased.

2. Change in the environment surrounding the
lens and peroxidative reactions.

1) Changes in the levels of oxidation-related sub-
stances in blood, aqueous humor, and vitreous body
from diabetic patients: all had decreased levels of
reduced glutathione and superoxide scavenging
activity, and increased levels of lipid peroxide and
glycated protein. This may haye been due to a

reduction in the anti-oxidative potential in the
environment surrounding the lens due to the enhan-
ced glycation. Changes in the level of oxidation
related substrances in the vitreous body in particu-
lar, will likely have a significant impact on the lens.

2) Changes in lenses as the surrounding environ-
ment deteriorates

Human lenses were cultured for three weeks

under conditions similar to those foand in uiuo

utilizing the culture system that we had originally
designed and constructed. When protective activity
against peroxidation was reduced, the amount of
lipid peroxide increased significantly. In the pres-
ence of high levels of glucose, the levels of Iipid
peroxide increased and the amount and activity of
SOD decreased.

3. Effects of changes in the external environment
on peroxidative reactions

1) Ultraviolet irradiation
One eye of rats (1, 6, 12, 18 months old) was

irradiated with UV-B at 3 kflm' 3 times a week

under anesthesia. The level of lipid peroxide was

increased and the level of lipid was decreased in 18-

month-old rats.
2) DNA damage in bovine lens epithelial cells

correlated with the dose of UY-B irradiation.
In conclusion, we suggest that lenses develop

peroxidation-mediated opacification due to both
internal and external environmental changes in
addition to the metabolic activity within the lens

tissue itself. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 1303-1341,

1995)

Glycation, Cu, Zu-superoxide dis-
mutase, Ultraviolet-B irradiation,
Double-faced perfusion system,
Autofluorescene
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I緒  言

白内障の成因に関する研究は,古 くて新しい研究課題

である。成因については生化学,病理・形態学,分子生物

学,疫学,そ して画像解析など実に多方面から長年にわ

たって検討がなされている。しかし,水晶体の混濁を惹起

させる主因をみつけだすことは未だ達成されていない。

自内障研究に関して生化学における最近の研究分野を文

献的に整理してみると,1/4が酸化関連物質についての

論文であって,次いで糖代謝や糖化に関する研究が約

20%を 占めている。他には蛋白質・ア ミノ酸(15%),膜

(12%),細胞増殖(9%),酵素(7%),薬 物 (5%),加齢

(4%),そ の他(3%)と なっている。酸化関連物質の中に

は脂質,蛋白質,核酸,そ して酸化に関与する酵素や抗酸

化物質も含まれるので研究領域が広い。そのうえ,酸化で

膜が損傷され,糖化が酸化消去酵素の活性を低下させる

こと,そ して薬物や加齢によっても酸化が促進されるこ

とを考えると,最近の自内障研究は酸化現象の解明に向

かっているといっても過言ではないようである。

混濁した水晶体に起 こっている生化学的変化は膜の異

常,代謝異常,そ して酸・塩基の不均衡 としてとらえるこ

とが出来 る。膜にはチャンネルが存在 し,膜一膜には

ギャップジャンクションがあって,物質移動を可能にし

ている。チャンネルが崩れると,膜の能動輸送や受動輸送

が障害される。能動輸送の異常は Na・ K―ATPaseや Ca―

ATPase活性の低下によるポンプ機能の異常として生

じ,受動輸送は膜内の拡散速度の異常の結果,Na十の蓄積

とK十の流出によるCa++の流入がみられる。その他にも

膜の主要成分であるリン脂質や膜蛋白質の酸化によって

膜のバリア機能が失われて膜構造が不整化する。

水晶体には蛋自質を代表として糖質,脂質,ア ミノ酸 ,

核酸などが存在して物理的ならびに機能的均衡を保って

いる。蛋白質代謝の重要性は周知のことであるが,糖の蛋

白質への影響が注目される.すなわち,非酵素的に蛋自質

を糖化する反応である。この現象は糖尿病者の自内障は,

当然ながら老人性白内障でも起きている。また,抗酸化酵

素の一つであるスーパーオキサイ ドディスムターゼ

(SOD)も糖化させて酵素活性を低下させ,酸化を進める

ことになる。

酸・塩基平衡の失調とは酸化現象の克進にある。酸素が

加齢,紫外線照射,膜に存在する不飽和脂肪酸,そ して酸

化酵素の影響で活性酵素 。フリーラジカルとなって蛋自

質,脂質,核酸,そ して酵素に損傷を与えるので,水晶体の

混濁化を促進する重要な因子と考えられる。

これら自内障でみられる生化学的三大主要変化ともい

うべき異常所見には,生体のもつ加齢に基づくホルモン

の不均衡,カルシウム失調,そ して耐糖能の低下などが影

響し,そ の他に全身および眼局所の疾病あるいは薬物が

より病的な反応として進めることになる。体内からの影
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響だけでなく,体外からも紫外線,放射線,そ して熱など

に代表される因子が自内障化のトリガーとして作用して

いると考えられる。

過酸化反応が多くの疾病の発症に関係することが注目

されているが,その理論的根拠はル υ′′%θ での反応結果

によるところが多いように思われる。本稿では水晶体に

生じている過酸化反応を水晶体を取り囲んでいる生体

と,生体外の環境の変化との観点から考察する。

II 対象ならびに実験方法

1.対  象
1)ヒ ト水晶体

水晶体の脂質構成に関する研究で使用した正常水晶体

は,著者が以前に米国イリノイ大学眼科学教室 (指導 E.

Cother教授)で行った研究で,米国アイバンク協会から

入手したものである。年齢 60～ 70歳の 7眼 を,1眼を 1

検体として使用した。今回の研究で水晶体の器官培養な

らびにリポ蛋白質の受容体の組織的証明には脱臼水晶体

(外傷の既往 3眼,原因不明 1眼 )を正常水晶体 として使

用した。

ヒト自内障水晶体は年齢 60～ 70歳の老人性自内障と

糖尿病白内障を手術の際に採取して材料とした。老人性

自内障は,全身の代謝異常や悪性腫瘍によるX線照射な
どの既往のない人とした。ここでいう糖尿病白内障とは,

老人性白内障と同年齢層で糖尿病に罹患して,現在治療

中の人で手術の適応となった自内障である。

自内障手術における材料の採取は,超音波乳化吸引術

で乳化した水晶体を氷槽内のボトルに集めた後,直ちに

遠心分離を行って試料とした。嚢外摘出術では核 とそれ

に付着している皮質を注意深く採取し,残った皮質を丁

寧に吸引して両者を合わせて試料とした。採取した水晶

体を研究の試料に供するに際しては,患者の同意を得て

行った。

2)ヒ ト自内障の形態分類

ヒト自内障を極大散瞳して細隙灯顕微鏡で観察して皮

質型,核型,後嚢下型および成熟型に分けた。その判定は

すべて同一人が行った。

3)血液,房水および硝子体

血液と房水は,老人性自内障および糖尿病白内障の手

術の際に患者の承諾のもとに採取した。硝子体は増殖性

糖尿病網膜症の硝子体手術の際に得られた。対照として

使用した硝子体は全身疾患のない人の網膜剥離で,硝子

体手術を施行した場合ならびに眼外傷で硝子体手術を

行った際に採取した。硝子体手術で切除,吸引した硝子体

は氷槽内のボトルに集められ,直ちに遠心分離を行って

試料とした。

4)動物モデル

① ラット水晶体

イ)加齢と過酸化反応
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1,6,12,24か 月齢のFischer系 雄ラットの水晶体 1

個を 1検体 として 6個を使用した。生化学的研究に供す

る前に水晶体重量を測定した。

口)紫外線照射
1,6,12,18か 月のラットの片眼に麻酔下で UV‐B

(312 nm)3 kJ/m2を 1週 に 1回ずつ 3回照射 した。各群

の酸化関連物質および糖質,脂質,蛋自質の変動を測定し

た。12か月齢のラットを対象に紫外線による形態変化を

観察した。

② マウス水晶体

老化促進 マ ウス(SeneSCenCe aCCelerated mOuSe

(SAM)― Pl)の 2か月および 6か月齢を水晶体の加齢現

象の対象とした。

③ ウシ水晶体

摘出眼球から注意深く水晶体を摘出した。水晶体をリ

ン酸buffer緩衝液で満たした 35 mm径 6穴マルチウル

中で器官培養した。紫外線による上皮細胞 DNA傷害の
程度を知 るために UV‐B(ATTO社 製・HP-15M,312
nm)0.5,1.0,3.0,5.O kJ/m2の各線量を前嚢側から照射

した。

2.実 験 方 法

1)水晶体における過酸化反応

1)ラ ット水晶体の酸化関連物質の測定

① Superoxide dismutase(SOD)

水晶体重量の 9倍量の 50 mMリ ン酸 bu∬er(pH 7.8)

で水晶体 をホモジネートして 105.g,60分 遠心 した。

SOD以外の還元性物質を除くために透析膜を用いて,上

清をリン酸 burerで 24時間透析して試料 とした。SOD

活性の測定は Marklundら 1)の 方法によった。すなわち,

試料 (0.l ml)に空気をバブリングしたリン酸 burer(0.8

ml)と 0.4 mM pyroganol(0.l ml)を 加えた。吸光度計

(島津 UV-190)を 使用して 420 nmの 吸光度を測定し,10

分後に再度測定した。活性値は 25°Cで 1分間に 0.4mM
progaHolの 自動酸化を50%抑制する酵素活性で表し

た。

② 還元型グルタチオン

Imaiら 2)の 方法でHPLCを用いて測定 した。5%ト
リクロロ酢酸を含有した蒸留水で水晶体をホモジナイズ

し,4° C,15,000。gで 20分間遠心した。上清 (0.2 ml)に 5

mM EDTAを 含んだ lN HCl(0.05 ml)と 4.6mM4-
nuoro-7‐ sufamoylbenzofuranzan(ABD‐ F)´含有 の 0.1

M borax(0.8 ml)pH 9.3を加えて 60°C,5分間温めた。

過剰な ABD‐Fを消去するためにAcDEt(2 ml)を 混合

して 5分間,15,000・ gで遠心した。この操作を 2回繰 り

返 して行った。最後に試料 (0.7 ml)に 10%tri― n― butyl―

phosphate  nnethanol(0.05 rnl)と 0.l R4  borax(7.65

rnヽI arnrnorliurn 7‐ nuorobenz‐ 2-oxa-1.3-diazo  4-

sulfonate(SBD‐ F)0.15 mlを力日え 60° Cで 20分間温めて

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)の試料とした。
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HPLCの条件 :検出器 :spectronuorometer(JASCO

820-FP,Ex 380 nm,Em 515 nm),キ ャリアー :0.15M

H3P04:CH3CN(9:1),カ ラム :YMC packed col‐

umn AM-312(150× 6.Omm),温 度 :40° C,流 速 :1.0

m1/min

③ 過酸化脂質

Dahleら 3)の方法に順じて行った。l mlの蒸留水でホ

モ ジナイズ した後,0.4 mlを 採って 20%sodium
dodecyl sulfonate(30 μl),1001■ M EDTA(15.O μl),
20%acetic acid(560 μl),そ して20 mM thiobarbituric

acidの 50%acetic acid溶 液を加えた。

室温で冷やした後に n―butanol(3.O ml)を 加えて転倒

混和後,1,500・ g,10分間遠心した。Butanol層 の螢光を

spectronuorometer(島 津 RF-500 LC)を用いて螢光波長

553 nm(励 起波長 515 nm)で 測定した。

④ アルカリ金属 (類)

水晶体を真空 (100° C,24時間)で乾燥させた。乾燥した

水晶体に 100°Cのオイルバスの中で 61%硝酸 (0.25 ml)

を加 えて熱 し,蒸留水 (0.4 ml)で希釈 して 1,500・ gで

4°C,5分間遠心した。上清を 10倍の蒸留水で希釈して

Na,Kの測定に用いた。Caの測定には上清の一部を9:
1の割合で 10%lanthanum chlorideで希釈 した。測定

には吸光度計 (島津 AA‐670)を使用した。

⑤ リポ蛋白質

水晶体を 0.2 M Tris‐ HCl burer(pH 7.6)で ホモジナ

イズして遠心分離 (4°C,22,600・ gl時間)を行った。試
料 20.O μlをアガロースゲル電気泳動 (ポル Eフ ィルム

システム,定電圧 90V,0.05Mベ ルナール緩衝液,pH
8.6)で 45分間泳動した4)。 泳動後脂質染色液をフィルム

にかけて 37°C,30分間インキューベートした。その後,反

応停止液 (脱色液)に 10分漬け,2時間水洗して自然乾燥

を行った。

リン脂質含有リポ蛋自質の同定は lipid pro■ leテ スト

ケミファコーピーエル・A(日本ケミファ)で染色してデ

ンシトメトリーを行い,そ して定量はデタミナーPLを

用いた酵素法によった。コレステロール含有リポ蛋白質

の同定にはネスコートTC発色液 (CHDH法 )を使って
デンシトメトリーを行い,NC― コレステロール Tに よる

酵素法で定量した。

ii)老化促進マウス

2か 月齢 と 6か 月齢 の senescence accelerated

mOuse(SAM)‐ Plの 水 晶体 を材 料 に superoxide
scavenging活性と過酸化脂質を測定した.

面)組織学的観察

摘出した 2か月齢と24か月齢のラット水晶体および

2か月齢のSAMマ ウス水晶体を 4%グルタールアル
デヒドに入れて数日間浸漬した。その後,緩衝液中に浸し

ながら実体顕微鏡下に観察した。

試料の一部はさらに脱水,エポキシ樹脂に包埋し,0.5

過酸化反応と自内障・小原
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mmの 厚目の切片をトルイジン青で染色 して光学顕微
鏡 (光顕)で観察 した。

iv)ヒ ト水晶体自発螢光の加齢変化

水晶体の透明な 10～ 60代 (14～ 69歳 )ま で各年代 15

名ずつ(90名 )の水晶体自発螢光を定量した.定量方法は

吉田5)の 方法によった。

2)水晶体におけるラジカルの発生

i)自 内障からのラジカルの検出

水晶体における過酸化反応の変化を知るためにはフ

リーラジカルが水晶体に発生 しているか,あ るいは生成

されやすい状態にあるかを明 らかにする必要がある。フ

リーラジカルは常磁性であるので,electron spin reso―

nance(ESR)で検出が可能である。しかし,ラ ジカルの寿

命が短 くて ESRでは検出で きなかったり,酸素 ラジカ
ルに軌道角運動量が存在してスピンー格子緩和が速いた

めに直接測定出来ないなどの問題がある
6)。 そこで,ト

ラップ剤でラジカル反応を捕 えてスピン付加体を ESR

で測定 した。トラップ剤 には 5.5‐ dimethyl-1-pyroline―

N‐oxide(DMPO)を 使用した。
ヒト自内障を核および皮質を出来る限り採取 して 1.0

mlの 超純水で氷中でホモジナイズし,そ の うち 180 μl

を分取し,0.01%DMP0 20μ lを加えた.40秒後に Jes―
REIX型電子スピン共鳴装置 (日本光電)に かけてラジカ
ルの発生を反応波として確認 し,ラ ジカルの強度をマン

ガンマーカーの強さの比率から求めた。ラジカル反応が

明らかでない場合は,検体に l mMH202 75μ lを加えて

過酸化反応を促進させてラジカル発生を容易にさせた。

ESRでの測定条件は以下に示 した.
ESR測定条件

LIagnetic neld          336.0:± :10.O nl´ I｀

Power           8 rnヽ V
Tinle col■ stant          O.l sec

Frequency lllodulation   100 KIIz

4ヽodulation            O.1251■ 1´I｀

Anlplitude            7.9× 100

Sweep tinle            2.On■ in
′
I｀ernperature           25° C

3)ヒ ト自内障,房水,硝子体および血液における酸化

関連物質の変化

① 過酸化脂質定量 (図 1)

過酸化脂質 は八木法,螢光法 (過酸化脂質―テス トワ

コー)に よって定量 した。検体 (水晶体 (沈澱),硝 子体,房

水,血清)に 1/12N硫酸 4.O mlを加えてよく混ぜた後 ,
10%リ ンタングステン酸水溶液 0.5 mlで攪拌 して室温

に 5分間静置した。遠心分離 (1,580‐ g,10分間)し て沈澱

を得た。沈殿層に 1/12N硫酸 2.O mlと 10%リ ンタン

グステン酸水溶液 0.3 mlを 加 え,遠心分離 (1,580‐ g,10

分間)した。再び得られた沈澱 と標準液 (テ トラエ トキシ

プロパ ン 5 nmo1/ml)0.l mlお よび試薬盲検 に蒸留水

日眼会誌 99巻  12号

体
←1/はN硫酸4 0ml
←10%リ ンタングステン酸水溶液0 5ml

遠心分離 (1,580G10分 )

沈澱

←1/]2N硫酸2.Oml
■10%リ ンタングステン酸水溶液0 3ml

攪拌

|

遠心分離 (1,580G10分 )

|

澱

「
―
沈 標準液 (0.lml)

←95°C,60分加熱
←流水冷却 5分
← n―プタノール5.Oml

混合抽出

遠心分離 (1,580G10分 )

|

上層 (n―プタノール層)を螢光測定 励起波長515nm
螢光波長553nm

図 1 過酸化脂質定量法 .

4.O mlと TBA試液 (酢酸 8.8 mo1/′,チ オバルビツール
酸 3.35 mg/ml)1.O mlを加えた。遠沈管上にガラス玉を

置いて沸騰水中で 60分間加熱して流水で冷却する(5分

間)。 各検体にブタノール 5.O mlを入れて混合し,遠心分

離 (1,580‐ g,10分 )を 行って上層 (ブ タノール層)を 螢光

測定した。螢光測定は励起 515 nm,螢 光波長 553 nmに

よった。過酸化脂質量 (nmol MDA)は マロンジアルデヒ

ド(MDA)を 標準物質 として,そ の螢光値の検量線を求

め,その検量線から沈澱の螢光値に相当する量を求めた。

② 過酸化水素定量ならびに過酸化水素消去酵素活性

測定法 (図 2,3)

定量ならびに酵素活性の測定はチタン過酸化水素呈色

法を基本として試薬量やインキュベーションの時間およ

び温度などを独自の考えで工夫した。

この方法は過酸化水素と酸化チタンとの反応によって

生じる黄色を比色することからH202量 を求める。その

H202を消費した量からH202を消去する酵素活性をチ

タン呈色阻害率として算出する。

③ Cu,Zn‐ SOD』塾

Cu,Zn‐SOD測定用キット(宇部興産)を用いて定量 し
た。

(イ )抗 ヒトCu,Zn― SOD抗体固相化プレートに水晶
体試料 (100 μl)を各セルにマイクロピペットで分注す

る。シールをして室温に 2時間静置させる。一一次抗原抗

体反応.

拌

検

‖|

一　

青

　

よ

Γ

虫

↓

降

一　

肯

　

な

―

螢

↓

院 蒸 留 水 4.Oml

TBA試薬 1.Oml
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検 体

80μ l

↓

過酸化反応 と白内障・小原 1309

10mMリ ン酸緩衡液 80μ l

混  和
チタン里色液 80″ I

↓

25°C 90分静置
↓

盲検を対照として分光光度計 (410nm)で測定

図 2 過酸化水素定量法 .

盲検 (精製水)

80μ l

↓

16mM H202 20″ 1.37° C.5分間加熱

`フ

К晶体・硝子ハ
ヽ房水・血清 ノ

0.11111

↓
0.lml

↓

01n■ 1

↓

発 色 試 薬 1 0ml

標準 (H202標準液)

80μ l

↓

検 体
休晶体・硝子ハ
ヽ房水・血清 ノ

盲 検
(蒸留水)

検体盲検 試薬盲検
(蒸留水)

↓

・ｍ

↓

↓ ↓

37°C加 温 10分

酵素液 1 0ml プランク液 1 0ml

検体(a)標準(1202標準測盲検(精製水)
20″ 1      20″ 1      20μ l

↓         ↓        ↓

10mMリ ン酸緩衝液 20μ l

↓

検体 (b)

20μ l

↓

↓    ↓
標準   盲検

(カ タラーゼ標準液)(lmMリ ン麗輔1衝測
20μ 1     20μ l(c)

↓    ↓

37°C加温 30分→氷槽へ

反 応 停 止 液 2 0ml

↓ ↓ ↓ ↓

よく振って混ぜる.水を対照として吸光度測定
分光光度計560nm

混 和
チタン呈色液 20μ l

↓

25°C 90分静置
↓

盲検を対照としてマクロプレートリダー(410nm)で 測定

艤|ヒ奈繁に曇鬱巣活陸(チタン呈色阻害率)=(c+a)b× 100%

図3 過酸化水素消去酵素活性測定法 .

(口 )各セルから溶液を除いて洗浄液を各セルに 200

μlずつ分注して数秒間経過後に廃棄する洗浄操作を 3

回繰り返す。洗浄液を完全に取り除く.

(ハ)ペルオキシダーゼで標準した酵素標識抗体溶液
を各セルに 100 μlずつ分注し,室温に 2時間静置.一二

次抗原抗体反応。

(二)酵素標識抗体のうち,過剰な部分を洗浄液で 200

μlずつ 3回洗浄除去する。

(ホ )発色試薬 (フ ェニレンジアミンタブレット)をセ

ルに 100 mlずつ分注し,室温,暗所で正確に 15分間静置

させる。

(へ)反応停止液を 50 μlずつ分注して反応を停止さ
せる。

(卜 )492 nmの吸光度を測定.

④ Superoxide scavenging活
′性(図 4)

NBT還元法(SODテ ス トワコー)に よって測定した。
検体 (水晶体,硝子体,房水,お よび血清),盲検 (蒸留水),

検体盲検 (検体),試盲検 (蒸留水)の各々0.l mlを 加えて

37° Cで 10分間加温した。検体と盲検には酵素液 (キ サン

チンオキシダーゼ 0.049U/ml)1.O mlを ,そ して検体盲

検と試薬盲検には0.lMリ ン酸 BuFer(プ ランク液)を

加え,37°Cで 30分間加温した。加温に際しては20分から

5分毎に E(盲検)一E(試薬盲検)の吸光度が 0.28以 上

になるまで加温を続けて測定し,0.28以上の時点で反応

を停止させるので加温に約 30分を要する。各々の試料に

反応停止液 (ド デシル硫酸ナトリウム)2.O mlを 加えて

活性値=■三塗二壺昼警整笠二」室墜二塾塑盤奎生×100(%)

図.4  Superoxide scavenging活性 .

十分に混ぜた後,水を対照として吸光度 (560 nm)を 測定

した。

⑤ グルタチオン(還元型)の定量

グルタチオンを正確に分離,定量するためにグルタチ

オンがカルボキシル基を複数もつこと(カ ルボキシル基

を複数もつアミノ酸は少ない)を利用して生成アミノ酸

との分離を行った。対イオンとして陽イオン(臭化テトラ

プロピルアンモニウム)を選択した逆相イオン対クロマ

トグラフィーを用い,オル ト(0)― フタルアルデヒドを誘

導体化試液としてポストカラム誘導体化法による螢光検

出法によってグルタチオン量を測定した。白内障は超音

波乳化吸引術で氷槽内採取し,直ちにホモジナイズした

後,遠心分離 (24,000・ g)し て水溶性分画を得た。分子量

3,000の 限外濾過によって除蛋白質し,HPLCの試料と

した。グルタチオンの還元型と酸化型を分離するために

逆相イオン対クロマトグラフィーを利用したが,酸化型

はHPLCの試料濃度が希薄なため検出されなかった。
HPLCの条件 :

カラム :AsahipaKOCP-50(4.6 mmI.D.× 150 mmL)。

移動相 :20 mM臭化テトラプロピルアンモニウム含

有 100 mMホ ウ酸カリウム緩衡液 (pH 8)。

移動相流速 :0.8m1/min.

反応試液 :0.08%0-フ タルアルデヒドと0.04%N―ア

セチル‐Lシステインを含む 100 mMホ ウ酸カリウム緩

衡液(pH 10).

反応試液流速 :0.25m1/min。

反応管 :0.5 mml.D.× 2m。

反応温度 :40° C.

検出波長 :励起波長 350 nm,螢 光波長 450 nm.

⑥ アスコルビン酸定量

白内障手術で得られた水晶体を直ちに超純水でホモジ
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ネー トして遠心分離 (10,000・ g)で上清を得て試料 とし

た (房水は超純水で 2倍希釈した )。 アスコルビン酸の定

量は F‐ キットL‐アスコルビン酸 (ベーリンガー・ マンハ

イム社)を使用した。

検体の反応

5‐メチルフェナジウム・
メチルスルフェー ト(PMS)

↓

日眼会誌 99巻  12号

発 色 試 薬 1 0ml

↓            ↓            ↓
37° C,イ ンキュベート,10分 および15分後試薬盲検を対照とし
て波長546nmま たは550肛nでの検体および標準液の吸光度を
測定.

図 5 糖化蛋白質 (フルクトサミン)定量法.

後に試薬盲検を対照 として波長 550 nmで吸光度を測定

する。インキュベーション10分後の吸光度はアスコルビ

ン酸やグルタチオンなどの還元物質との反応 (予備反応)

を測定している。15分後の吸光度は強アルカリ中でのフ

ルクトサミンの還元力を測定している。標準液の吸光度

差と比較することから,検体のフルクトサミン値を得る。

フルクトサミン値=夢秀ワ?サミン値×
検体を測定したときの
10分と15分後の吸光度差
標準液を測定したときの
10分と15分後の吸光度差

⑨ ペントシジン測定法

白内障水晶体の試料 l mlと 同量の 12 mo1/1塩酸を混

合し,シールドグラスチュープを用い,110° Cで 20時間の

加水分解をする。加水分解物を0.45 μmol(pore size)の

膜フィルター(DIS‐ MIC‐ 25 cs,東洋濾紙)で濾過する。

加水分解物 200 μlを 20 mlの水(Milll―Q Water)で希

釈し,0.8× 1.Ocm SP― Sephadex C‐ 25カ ラムに添加す

る。カラムを0.l mo1/1塩 酸 20 mlで 洗浄 した後,1.0

mo1/′ 塩酸 5 mlで溶出した。溶出液を減圧下で蒸発させ

た後,残留物を200 μlの 1.0%heptafluorobutyric acid

n‐heptanuorobutyric acidで 溶解した。その溶解液 100

μlを用い,HPLCでペントシジンを測定した。HPLCの

条件は,now rate l m1/min,移動層には acetonitrileと

40 mmo1/′ HFBAを使用し,8mm× 10 cm column pre―
packed with Radial‐ Pak C18を 用いてExcitation:335

nm,Emission:385 nmで 測定した7)。 ペントシジン標準

物質は,浜松医科大学整形外科高橋正哲先生から提供さ

れたものを使用した。

⑩ Glycated Cu,Zn‐ SODの定量方法

糖化された Cu,Zn‐SODの測定はボロン酸カラムによ
るカラムクロマトグラフィーによって行った8)。 ボロン

酸カラムは中性以下の pHでは非電荷物質として存在す
るが,弱アルカリでは水酸化物イオンと結合してフェニ

ルボロン酸陰イオンとして存在し,シ スージオール基を

もつ糖や核酸などと安定なエステルを形成する。pHを

6.0以下に下げると,結合した物質をカラムに吸着した

物質と溶出するものとに分けることができる。クロマ ト

グラフィー用ミニカラム,セパコール・ミニ (生化学工業 )

にゲル (Boronate 5 PW)(東 ソー)を充填 した。検体 10

mlを カラムに流し,吸着させた。次に,溶離液 A(20 mM

体

Ｏμｌ

↓

検

５
検盲

″―

′

薬
戴
１

試液
―
準

麟

↓

標

５

L―アスコルビン酸+
MTT(安定化剤 )

化アスコル ビン酸
十

MTTフ ォルマザン
十
H+

盲検の反応
アスコルビン酸オキシダーゼ

↓
Pλ4S
↓

L‐アスコルビン アスコルビン酸
+H20+1/202

生成 された MTToフ ォルマザンの増加を吸光度 (578
nm)で測定する。

⑦ グルコース定量

グルコースがグルコースデヒドログナーゼの作用によ

り酸化される際,同時にNADPが NADPH2に 変化す
る。NADPH2の生成速度はグルコース量に比例すること
から,340 nmに おける吸光度の増加速度を測定すること

によリグルコースを定量する。測定にはデタミナーGL― R
を使用した。検体,標準液 (グルコース水溶液 200 mg/dl)

および試薬盲検 (精製水)を用意する。検体,標準液および

試薬盲検の各々75 μlに反応液 (グルコースデヒドログ

ナーゼ安定化剤 287単位をリン酸緩衡液 (pH 7.75)界面

活性剤 10 mlに溶解したもののうち,2 mlを リン酸緩衡

液 (pH 7.75)界面活性剤 125 mlに 混合したもの)3.O ml

ずつ加える。37°C恒温セル付き分光光度計内で盲検を対

照とし,1～ 2分 までの波長 340 nmに おける吸光度増
加値を測定する。

グルコース値 (mg/dl)=

検体の吸光度増加値 、′nA^~7,薬

軍 i霧i:そ;列i更死藤:ヨ:曹万面i百 ^ZUU

③ 糖化蛋自質 (フルクトサミン)定量 (図 5)

糖が蛋白質やアミノ酸などのアミノ基とMainard反

応によってケトアミン(フ ルクトサ ミン)を生成する。フ

ルクトサミンは強アルカリでは還元力を有するエンジ

オールを産生 し,塩化ニ トロブルーテ トラゾリウム

(NBT)を 還元してホルマザンを生成する。フルクトサミ

ンの定量はケトアミンがアルカリ溶液中で発現する還元

力の総和として測定している。検体,標準液 (フ ルク トサ

ミンキャリブレーター「ロシュ」I11バ イアルに正確 に

1.O mlの 精製水を加えて溶解する)お よび試薬盲検 (精

製水)を用意する。検体,標準液および試薬盲検の各々50

μlに発色試薬 (発色試薬 1錠を緩衡液 6 mlに溶解.溶解

後 30分放置し,静かに混和したのち,使用する)1.O ml

ずつ加える。37°Cでインキュベー トし,10分および 15分
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検 体
0 4ml

混和, 5分問静置
遠心分離 (3,000～ 5,000rpm 15分間)

↓

0.4ml 0.2ml
塩酸,塩酸ヒドロキシルアミン

().2nll

↓

温浴 (85～ 95° C)2分間加温
↓

0 4ml 0.2ml
除 蛋 白 質 試 液

0.21,11

↓

検  体 標 準 盲 検
↓ ↓ ↓

除蛋白質試薬 0 2ml

↓

検 体
0.4ml

↓

混和して 5分以上
放置.
遠心分離
(1,580・ g15分以上)

↓

上 清
0.4ml

↓

和

混合液
0 4ml

呈色試液  0.4ml

↓

盲検を対照として検体と標準を測定(波長535nm)

図 7 鉄の定量方法 .

ンスルホン酸ナトリウム500 mg/1)0.2 mlを 加えて混和

する。分光光度計 (波長 480 nm)で盲検を対照として検体

と標準を測定する。

銅濃度(mg/検体)=1奎箸×200
口)銅の組織染色
ルベアン酸反応によって行った

9).操作方法は凍結後

クリオスタットで切片を作成し,染色液 ((ルベアン酸 50

mg+エ タノール 50 mg)2.5 ml+10%酢酸ナ トリウム

液 50 ml)に 37°C,12～16時間入れる。次いで,70%エ タ

ノールに3～ 5時間入れてキシロールで透徹する。
ハ)鉄イオンの定量 (図 7)

Fe3+は酸性下でチオグリコール酸 とトリクロロ酢酸

によって還元されて Fe2+と なる。Fe2+は 結合していた ト

ランスフェリンから分離する。分離した後,バ ソフェナン

スロリンと反応して Fe‐バソフェナンスロリン複合体を

生成することから比色定量する。ネスコートFeキ ット‐

N(標準法。日本商事)を用いて,試料や試薬の使用方法に

予備実験の成績から工夫を加えて定量を行った。

呈色反応を測定する操作方法はまず,検体,標準 (鉄

200 μg/100 ml)お よび盲検 (精製水)を準備する。各サン

プルに除蛋自質試液 (ト リクロロ酢酸 75g/1)0.2 mlに

検体,標準および盲検 0.4 mlを 加えてよく混和する。検

体に関しては,混和後 5分間静置して遠心分離 (1,580・ g

以上,15分以上)す る。検体は上清の 0.4 mlを 清潔な別

の試験管に移してよく混和する。検体,標準および盲検の

各々に呈色試液 (バソフェナンスロリンスルホン酸ナ ト

リウム 150 mg/1)0.4 mlを 加えてよく混和する。混和後 ,

盲検を対照として標準と検体を分光光度計(535 nm)で

測定する。

鉄定量(μ g/検体)=1繁奮―×200
⑫ カルシウム定量法(図 8)

ダイヤカラー Ca測定試薬 (小野薬品)を 用いてAU

標準 (標準液)
0.2ml
↓

盲検(精製水)
0 2ml

水

ｎｌ

↓
　
制奮
４．
　
↓

精
∝

液

ｎｌ
　
　
和
　
　
　
　
液

ｎｌ

↓

準
４■

↓
　
　
　
　
↓

合
４１

標
∝
　
　
混
　
　
　
　
　
混
優↓

上清 (0 6ml)

↓ ↓

呈 色 試 薬 0.2ml

↓

盲検を対照として分光光度計(480nm)測定

図6 銅イオン定量方法.

HEPES‐ NaOH+10 mM MgC12(pH 8.5)を 流 し,分光

検出器(280 nm)でモニターしながらカラム吸着のピー

クが最も下降した時点で溶解液 B(20 mM酢酸緩衡液

(pH 3.0))を カラムに流した。溶解液 Bを 流す ことに

よって糖化蛋白を溶出させた。この溶離液を採取して,24

時間透析を行った後,Cu,Zn‐ SODを定量 した。透析は
Spectra/por membrane(ス ペ ク トラ ム 社 )
MWC0 10000に カラムから溶出した液を入れ,透析液 (2

mM Tris― HCl,0.l MKCl(pH 7.6))で 1,2,6,12時間
に交換した.最後に残った透析膜中の液を Cu,Zn― SOD
量に供した。定量には前述の Cu,Zn‐ SOD測定用キット

(宇部興産)に よる酵素免疫測定法を用いた。

① 遷移金属

イ)銅イオンの定量 (図 6)

銅は Cu2+と して蛋白と結合して存在しているので,塩

酸と塩酸ヒドロキシルアミンによって Cu2+を 蛋白から

遊離させる。Cu2+は cu+に還元されるので,Cu+と 特異的

に反応するバソクプロインによって反応生成した Cu―バ

ソクプロイン複合体 (橙黄色)を比色定量する。定量には

ネスコートCuキ ット‐N(バソクプロイン法 。日本商事)

を用いたが,予備実験から試料や試薬の使用方法ならび

に実験操作を考案し,独自の方法をとった。実験器具が銅

に汚染されないように 5～10%塩酸に一夜浸漬させ精

製水でよく洗浄して,日光をさけて乾燥させ,カバーをか

けて保存するなど,細心の注意を払った。定量操作には検

体 0.4 mlと 標準 (銅 200 μg/′ )お よび検体を各々0.2 ml

とした。検体には 0.4 ml,そ して標準と盲検には 0.2 ml

の塩酸を加えた。検体は温浴 (沸騰後火を止めて温度調節

をする)で 2分間加温する。その後,除蛋自質試液を検体

に 0.4 ml,そ して標準と盲検に0.2 mlず つ加えた。検体

は混和した後に 5分間静置して試験管口をフィルムで

覆って遠心分離を行う。得られた上清 (0.6 ml)を清潔な

他の試験管に移して混和する。標準ならびに盲検はよく

混ぜる。検体,標準および盲検に呈色試液 (バ ソクプロイ
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α―アミラーゼ 230″ 1

日眼会誌 99巻 12号

てホモジナイズを行 う
10).直 ちに遠心分離(438× g,30

分,室温)して上層と下層を得る。上層は N2ガスを加 え

て冷室保存する。下層は 10 mlの C:M(2:1)で N2ガ
スの下で 12～14時間溶解する。溶解層は同様に遠心 し,

上層は前記と同様に N2ガ スを加えて保存する。下層に

は10 mlの C:M(2:1)を 加 えて 40°Cで renuxを 行
い,次いで,C:M(1:2)の 10 mlを 用いて同様な操作
をした。収集した上層は,N2ガスの下でエバポレーショ

ンを行い乾固させた。得られた粗脂質は2 mlの C:M:
H20(3:48:47)で 4回 ,そ して C:M:0.1%NaCI
(3:48:47)の溶液で 5回洗浄して,そ の度遠心分離を

繰 り返し行い,その上清をN2ガス下で蒸発乾固させ,総

脂質を得た。乾燥重量を測定して総脂質量とした。

② 薄層クロマ トグラフィー

イ)脂質分画の分離 。同定

前記の方法で得られた総脂質を 300 μlの C:M(2:
1)で溶解し,その全量をシリカゲル (Q4)簿層板の下端

から3.Ocmの位置に4.Ocm幅で塗布した。同時に他の
レーンに脂質の標準品を塗布した。クロマ トグラフィー

の展開液は第一次展開に石油エーテル :エーテル :酢酸

(30:70:1)を 用いたH)。 第一次展開液は資料を塗布 し
た部位から16.Ocmま で展開させた。プレートを完全に

乾燥させた後,一次展開と同じ方向に原点から11.Ocm

検亡目
‘１
　
・

薬
８メ

Ｊ

試体
１
検
８″

↓

標準(酢酸カルシウム)
8″ 1

↓

↓

37° C 4分 50秒インキユベーンコン
↓

↓

37℃  4分 50秒インキュベーション
↓

吸光度 410nnl測定

図 8 カルシウム定量法 .

5200自 動分析機 (オ リンパスエ業)で測定した。

測定原理,Caは 濃度依存的に試薬中のα―アミラーゼ

を活性化する。活性化されたアミラーゼが基質であるク

ロロニ トロフェニルマル トトリオサイドに作用してクロ

ロニ トロフェノールを生成する。このクロロニ トロフェ

ノールの吸光度を410 nmで測定する。

4)膜の変化
i)水晶体脂質構成

① 脂質抽出方法 (図 9)

水晶体 1個をガラスホモジナイザーにとってクロロホ

ルム(以下,C)2;メ タノール (以下,M)1の 20 mlを 使っ

水 体

ポモジナイズ

クロロホルム:メ タノーフレ(2:1)20n,I

遠心 30min 2,000 rpm

(メ タノール層) (ク ロロホルム層)

C:M(2:1)10 ml

遠心 2,000 rpm

層

4・ C,12時間抽出 2,000 rpm

クロロニトロフェニルマルトトリオサイド 125μ l

(メ タノール+水 )

脂 質
IC:M(2:1)300 μl
|

l シリカゲル Q4プレートに塗布

1標準
品 0.1″ l塗布*

1｀LC

※標準品

① TLC mix

r cholestervl oleate )

l methyl oleate     l

l T五 dein.oleic aid l

t cholesterol     リ

② Deoleate

O Mono oleate

④ pho"holipid mix

次展開)

1次 展開液石油エーテル
ル :酢瓢 70:30:1)

2次 展開液石油エーテル
ル :酢酸 (30:70:1)

(1方向

エーテ

エーテ

真空蒸発乾固

C:M(2:1)5 ml+I120 1.O nll

遠′o30分 ,2,000 rpm

エバポレーション(N2)乾 固

I C:M(2:1)0.2 ml溶 解
シリカゲルプレートに塗布 80 μl

|

TLC

展開域 :1次展開 16 cm(原点から)
2次展開 1lcm(原点から)

(原点 )

スパーテル で掻 き取って ファンネ ル

チュープヘ .

C:M(2:1)10ml l炉
渦

C:M(2:1)10mり ″~

次展開 )

1次展開液 C:M:NILOH(65:25:5)
2次展開液 C:acetone:M:acetic acid

:It0 00:40:10:10:5)

・発色同定

アンモニ ウムペーパーをア ンモ ニ ウ

ムタンクに入れ発色

(メ タノール十水 )

還流・抽出

C:M(2:1)10m140° C

03%NaOH,2.O ml

12時間溶解

遠心 3,000 rpm

リ

リ ン

(N2) (Bartlett法 )

―ション乾固(N2)

C:M:H20(3:48:47)2 nnIX 4回  遠心 5分
(, 06:0.97:0.96 inュ l

C:M:0.1%Nacl(3:48:47)2ml,5回  5分遠心 C:M(2:1)5 ml× 4

各 リン脂質スポットを

掻 き め る

リ

脂  質

N2ガ ス・乾固

図 9 水晶体脂質ならびにリン脂質抽出方法 .

(2方向
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の高さまで展開を行った。展開した簿層板を完全に乾燥

させてモリブデン酸アンモニウムー過塩素酸(AMPA)
を噴霧して各脂質スポットを発色させた。同時に展開し

た標準品の移動度から各脂質を同定した。

口)リ ン脂質各分画の分離 。同定 (図 9)

thinlayer chromatographyで 同定されたリン脂質ス

ポットをスパーテルで掻き取ってC: M(2:1)と C:
M(1:2)の各 10 mlで溶解して濾過した。N2ガ ス下で
濾液を蒸発乾固させ,乾燥重量を測定した。全リン脂質を

C:M(2:1)200 μlで溶解した。溶液の全量をシリカゲ
ル簿層板上の一点 (右下方)に塗布して乾燥させた。二方

向の二次展開簿層クロマ トグラフィーを行うことによっ

て各リン脂質分画を分離させた。展開液は一次展開にC:

M: NH40H(65:25:5)。 二次展開に C:アセトン :

M:酢酸 :水 (30:40:10:10:5)を使用した。
リン脂質分画の同定は標準品を塗布したシリカゲルプ

レー トを同じ展開槽に入れて二次展開を行って,そ の移

動度から確認した。簿層板上に出現するリン脂質分画の

位置はヨードを噴霧して視認した。

③ リン脂質定量

Bartlett12)の 方法によって各リン脂質分画のリン量を

定量 した。

6 ml

上層 O ml)
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④ リン脂質脂肪酸組成の分析

全リン脂質およびリン脂質各分画の脂肪酸組成はガス

クロマ トグラフィーによって分析した。脂肪酸分析に用

いた機 械 は Hewlett― packard社 製 モ デ ル 5700-A

ホ

150)

22.600g,4° C,1時間

ホ モ
|ナ

ilM尿
素 5 ml

l超音波破砕機

22,600g,4° C,1時間

4° C,(1,2,6,12時間毎に液交換)

透析膜 Speara/por。 ,MW 15,000

透析液 2 mMTris‐HCl pH 7.6,

0 1 MKC1 2,000 ml以 上

図 10 リポ蛋自質測定用試料作成法.

下層 O ml)

別 の に移動

d=1006g/mlの 0 M NaC12.O ml 重層

114,000× g,16 遠心分離

上 層 O nll)  次下層 O ml)  最下層 O ml)

VLDL
(Sf 20～ 400) 別 の に移動

d=1182g/mlの 0.195 M NaCl,2.44 ⅣI NaBr 2 ml 混和

遠心分離109,000 X g,20

|■1 O nll) 下層 O ml)

LI)L

(Sf O～ 20) 別 の 移動

混和d=1.478g/mlの 0.195 MI NaCl,7 651M NaBr 2.0

109,000× g,40時間

上層 O ml) 下層 (4 ml)

HDL2,IIDL3

過酸化反応 と白内障 。小原

キロミクロン(Sf>400)
|

↓
d=1.006g/n■ の0 195 ⅣI NaC12 0 mlで

遠沈管壁の油状物質

i液

中に洗い落とす

d=1.006g/mlの 0.19iMNaC12.O ml 重層

26,000× g,lT間 遠心分離
上層

キロミクロン

※各分画リポ蛋白質は全て 0.15 M NaClで

透析後保存

水溶性分画 水不溶性分画

図 11 リポ蛋白質分画の分離ならびに採取方法.

(VHDLを 含む)

d=1006g/mlの 0 M NaC12.O nll 重層

26,000× g,30 遠心分離

4 mlの 試料
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(USA).カ ラム は 1/8イ ンチ径,6フ ィートで 14%
EGSS‐ Xを充填している。キャリアガスにN2を 使用 し

180° Cで行った。メチレーションはメタノールに溶解した

4%H2S04(2.O ml)で 80° C,3時間を要した。室温に放
置した後に1.5 mlの ヘキサンを加えてよく混和し,そ の

上層を保存した。同じ操作を5回繰 り返して行って上層

を得た。収集した上層を乾燥させた後,ヘキサン40 μlで

再度溶解してガスクロマト分析機に注入した。リン脂質

分画のうち,ス フィンゴ ミエ リンは 14%BF31.O ml

(Spelco)でメチレーションした。脂肪酸の同定は標準品

を同様の条件で,ガスクロマトのカラムに流して出現時

間から決定した。標準品にはPUFA-1(C14:0～ C24:
1.11種の脂肪酸含有)PUFA‐2(C16:1～C22:5。 8種 )
および RM‐3(C14:0～C24:1.10種 )を使用した。
ii)リ ポ蛋白質の変動

① 材料 (図 10)

材料とした自内障は手術の際に核を出来るだけ皮質を

付けたまま摘出したのち,残った皮質を注意深く灌流液

とともに吸引した.採取水晶体 10個 を 1検体として 8検

体を実験に供した。水晶体を水溶性分画と水不溶性分画

に分けて試料とした。

② リポ蛋自質の分画の分離ならびに定量方法

イ)リ ポ蛋自質分画の採取方法 (図 11)

リポ蛋自質を種類別に分画するには超遠心浮上法で13)

行った。分離の基本は含有される脂質量の差によって比

重が異なることを利用して超遠心を行い,浮上してくる

リポ蛋白質を分取 し,0.15 MNaClで 透析を行った。図

11に示した手順に従って,ま ず試料に 0.195 MNaCl(比

重 1.006g/ml)を 重層 して遠心分離 (2.6× 104。 g,30分 )

して浮上した層を分取した。分取した層に同様の溶液を

重層して再び遠心分離 (2.6× 104.g,1時間)し てカイロ

ミクロン(CM)を得た.上層を採取 した後の下層に同じ

く0.195 MNaClを 重層 して超遠心 (11.4× 104.g,16時

間)を行った。最上層に超低密度リポ蛋白質(VLDL)が浮

上した。以後,下層に対して NaClと NaBrを 用いて d=
1.182g/mlと d=1.478g/mlと 比重を高 くした溶液を

重層し,遠心分離も20時間と40時間で行って,各々上層

に浮上した低密度 リポ蛋白質(LDL)と 高密度 リポ蛋白

質 (HDL)を分離することが出来た。
口)リ ポ蛋白質の定量

硫酸多糖類と2価金属イオンを用いた結合沈澱法に

ょった14).CM,VLDL,LDLは ヘパ リンーCa沈 澱法 で,
HDLは リンタングステン酸一Mg法 による結合沈澱法
およびコンステロールエステラーゼ,コ レステロールオ

キシダーゼ,ペルオキシダーゼを用いたコンステロール

発色法を併用した。水晶体で測定する方法は既報
15)で述

べたごとくである。

③ HDL,LDL分画中のアポリポプロテインA-1お よ
び Bの定量

日眼会誌 99巻  12号

アポリポプロテインの抗体である抗アポ A-1,抗アポ

Bを用いた免疫比濁法であるTIA法 16)で定量した。

④ 糖化 HDL,LDLの定量
図 11で分離した HDLお よびLDL分画を試料 とし
て,フ ルクトサミン測定法を行い,glycatedア ポリポプ

ロテイン A-1お よび B100量を測定した。フルクトサミ
ン測定法ではglycated polylysine量 として測定される

ため,ア ポリポプロテイン A‐ 1お よびB100の リジン残
基数をそれぞれ 21個および 354個としてglycatedア ポ

リポプロテインA‐1お よび B100量を換算した。

次に,HDLお よび LDLの主要構成蛋自質はアポリポ
プロテイン A‐ 1お よび B10oであり,グ リケーションの
起こる部位は,蛋自質中のリジン残基であるため,③と④

の上記の結果を比較して HDLお よび LDLの グリケー
ション率を求めた。

⑤ LDL受容体の局在
薄切 した水晶体に螢光プロープの付いた LDL(DH―

LDL)200 μg/mlを一昼夜 4°Cで反応させて螢光顕微鏡

で観察した結果,LDL受容体が水晶体上皮ならびにその

下層に存在することがわかった17).今回は嚢の付いたま

まの水晶体をまず最初に Di卜 LDL中に 3日 間,4°Cで浸
潰した後,凍結切片を作成し螢光顕微鏡で観察した。

5)両面灌流型水晶体器官培養装置による水晶体培養

実験

水晶体からの情報を効 υz・υθに近い状態から得るため

に,よ り生理的条件下で水晶体を培養することを考えた。

水晶体は前嚢側を房水という液体培地,後嚢側を硝子体

というゲル状培地に包まれて非常に理想的な培養条件が

成り立っている。物 υグυθにおける条件に近づ くために

ヒトの房水ならびに硝子体に含有されるあらゆる成分で

作られた培地 (表 1)を房水側と硝子体側に灌流させる両

面灌流型水晶体器官培養装置を開発した(図 12)。

装置の素材はダイフロン①であるが,ア クリルでも作

製した。図 13は設計図である。房水側も硝子体側も円筒

型になっていて,房水側の容量が 3 ml,ゲ ル側 (硝子体

側)は 30 mlなために大きさの違う円筒型が T字に交差
した形をとっていて,そ の交差部分に水晶体を置いてい

る。房水側 と硝子体側の接点に水晶体保持のためにセル

カルチャーインサート用の膜を設置した。房水側は入液

の先端を水晶体の近くにおいて排出口を遠くすることに

よって,よ り新鮮な房水が水晶体に接するようにした。硝

子体ゲル側は,円筒型の中での流速分布を一定にするた

めに液体クロマトグラフィーカラムの原理を応用して入

排液部分の細管から円筒型までの部分を円錐型に作っ

た。円筒型と内錐型との培界部分に,ゲルを支えるために

メッシュとセルカルチャーインサート用の膜 を設置し

た。装置内に空気が残存しないようにエアー抜きの細管

を付けた。培養器に付属する入液路には輸液パックを脱

気して装置し,排液路には空の輸液パックを用いた。流速
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表 1 両面灌流型器官培養装置灌流液成分

入液

滅菌フイルター
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人工硝子体

人工房水
房水

Na+            142

K+         4
ca2+       3
Cl~        134
Mg2+          1
HC03~       20
リン酸    0.62
アルブミン   60
プレアルブミン 35
フィプロネクチン

2.5

ヒアルロン酸:  1.1

トランスフェリン

15.0

グルコース  49.9
乳酸      4.5
アスコルビン酸 1.1

Cu,Zn― SOD 2,200
EGF        O.1
1gG       3.0
グルタチオン 0.17

硝子体

Na+          137 mヽ 4

K■       4 mMi
ca2■         3mヽ 4
Cl~       112.8mヽ 1
11C03~     26.2 nlヽ 4

アルブミン   40 mg/dl
グルコース   30 mg/dl
乳酸      70 mg/dl
ピルビン酸   7.3 mg/dl
クエン酸   1.9 mg/dl
アスコルビン酸 36 ng/dl

Cu,Zn―SOD  378 ng/dl
グルタチオン 0.19g/dl

硝子体ゲル

ヒアルロン酸 Na
12 mg/30 ml

コラーゲンII

3.6 mg/30 ml

脱気入液MM
MM
1nM

MM
MM
MM
lnM
rncl I
me/ I

nel I
nc/ I

mg/′

mg/dl

mM
mM
ng/dl

ing/dl

mg/dl

mg/dl

脱気

滅菌フイルター

水晶体

セルカルチヤー

インサート用膜

セルカルチヤー

インサート用膜

 ヽ    /
 ヽ   /

は,房水側は 2μ1/分 ,硝子体側は 85μ 1/分にペリスタル

リックポンプで調整した。入液の成分には前述したよう

に眼科教科書に報告されているヒトの房水と硝子体の成

分のほとんどすべてを加えた。硝子体側にII型 コラーゲ

ンとヒアルロン酸を加えて硝子体灌流液の流れが一定方

向に配向するようにしている。叙上の条件による培養を

生理的条件下器官培養とした。本装置は房水一水晶体

―硝子体の相互作用の研究に活用できる装置である。

i)病的環境における水晶体培養

ペリスタリツク
ポンプ

一 ―廃 液 ―一

図 12 両面灌流型器官培養装置。
物 υグυOに近い条件で水晶体を培養。前嚢側を人工房

水,後嚢側を硝子体ゲルと人工硝子体成分で一定速度

の持続灌流を3週間行った.

エア抜き 1.水 晶体 (10mmφ maX)

2.セル

3.透析膜押え

4.セリレカノ`一

5.セ ルカルチャーインサー ト膜

6.ゲルサポートメッシユ

SCALE 2:1

図 13 両面灌流型器官培養装置の設計図 .

房水側 も硝子体側も同筒型。流速分布を一定にするため液体クロマ トカラムの原理から細管―円筒型までを

円錐型にした。酸素の影響を除 くためにエアー抜き細管を設置 .

透析膜

硝子体ゲル
/コラーゲンヽ

＼ヒアルロン酸ノ

ノ

／

‘
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Superoxide
dismutase E'El

(u/e lens)

GSH
(nmol/g.1ens)

過酸化脂質
(nmo1/g・ lens)

ナトリウム
mEq/kgw.w

カリウム
mEq/kg.w.w

日眼会誌 99巻 12号

カルシウム
mEq/kg.w.w

1.05」10.03

表 2 ラット水晶体における酸化関連物質の加齢変化

項 目

月齢

1       97.56[± 2.85     4,649.461土 :60.95      3.30=LO.13 21.20」 =0.45     105.85=Ll.33

6       71.94:士 :4.68*    3,664.21± 52.98*     3.801±:0.35 22.60」 =1.32      96.91H 2.30* 1.18± 0_33

12 61.60:±:3.77ホ     3,327.81二L44_48*     3.54:士:1.03 26.90」
=0.91      93.90■  0.84* 1.12[士[0_06

24 59_99」二1.47・     2,641.23」 二57.75*     4.38二±0.75 30.59± 1.18      88.41± 0.74ホ       2.03± 0.10*

① 高グルコース培養 :灌流培地のグルコース濃度を

300 mg/dlに調整して,水晶体を3週間培養した。

② 過酸化防御能欠如状態 :灌流培地の成分から L―ア

スコルビン酸,還元型グルタチオンおよび Cu,Zn‐SOD
を取 り去った状態で水晶体を3週間培養した。

6)紫外線照射と水晶体の変化

i)ラ ット水晶体への UV― B照射
生後 1,6,12,18か月のラットに麻酔下で片眼を遮閉

した状態で,他の片眼に UV― B(312 nm)を 照射した。照

射量は 1回 3.O kJ/m2で ,1週間に 1回ずつ 3回繰り返

し行った。

ii)UV‐ B照射によるウシ水晶体上皮細胞のDNA変
化

摘出 したウシ水晶体 に UV‐ B(312 nm)を 0.5,1.0,

3.0,5.O kJ/m2照 射した。照射された水晶体から上皮細

胞を付けたまま前嚢を採取。PBS中でピペッティングで

上皮細胞を分離して,遠心分離(2,500 rpm,10分 )を行っ

て細胞を回収する。回収した細胞を0.5%low melting

temperature agarose(60 μl)(GibcoBRL 5517 UA)で 溶

解してスライドガラスに塗布する。その際,ス ライドガラ

ス は前 以 て 0.5%normal agarose(seakem GTG
genetic technology grade 50072)で コーティングしてい

る。スライドガラスに細胞を溶解したアガロースを載せ,

その上に0.5%Low inelting temperature agarose(100

μl)を か け る。Lysing solution(1%sarkosyl,2.5

MNaCl,100mM EDTA,10 mM Tris,1%Triton 100

pH 10.0)で 検体の細胞膜と核膜を溶解する。その結果,

DNAが露出してくる。電気泳動でDNAの 泳動をみる
こ とにな るが,泳 動 緩 衝 液 として lmM EDTA,
300 mM― NaOHの強アルカリ液を用いてDNA鎖を真
直にし,電気泳動 (Bio‐ Rad DNA sub― cell ①,25V,20分 )

にかける。DNAの移動度からその傷害程度を知ること
が出来る。DNAの移動は螢光顕微鏡 (オ リンパス)で観
察し撮影 (Kodak TX-400)し た。

III 結  果

1.水晶体における過酸化反応
1)加齢 と過酸化反応

i)ラ ット水晶体における加齢変化

n=4～7 *:p<0.01 平均値±標準偏差

① 水晶体重量

6か 月齢 49.68± 0.27 mg,12か 月齢 58.76± 0.20,24

か月齢 65.06± 0.26と 月齢とともに増加した。

② ラジカル消去系(表 2)

ラジカル消去に働 くsuperoxide dismutaseと 還元型

グルタチオンはともに同じような加齢変化を示した。す

なわち,1か月齢に比較して 6か月齢ですでに有意 (p<
0.01)に減少し,24か月齢になると1か月齢の約 60%に

なった。加齢によって過酸化物の消去に作用する物質が

量的ならびに機能的に低下していた。

③ 過酸化脂質 (表 2)

過酸化物の生成に関係する過酸化脂質は 24か月齢で

表 3-1 ラット水晶体リポ蛋白質含有脂質量の加齢変化

リン脂質量

月齢

リポ蛋白質
分画

LP― x

6      12      24

4_23    6.53    8.03

chylornicron 2.80    1.92    2.11

Ox‐LDL 1.39    1.73    6.59

LDL 8.17    4.45    5.34

Ox‐HDL 2.02    4.08    6.04

HDL 3.74    2.10    2.60

計 22.35   20.81   30.71

単位 :μ g/1ens

表 3-2 コレステロール量

月齢

リポ蛋白
分画

6      12      24

3.53    3.29    6.78LP― x

chylomicron 3.64    3.25    3.28

Ox―LDL 0.57    0.58    1.69

LDL 1.47    1.09    1.32

Ox―HDL 1_63    1.04    3.10

HDL 0.45    0.51    1.21

11.29    9.76   17_38計

H{f : pgllens



はじめて急激に増加した。

④ アルカリ金属類 (表 2)

加齢 とともにカリウムが減少してナトリウムが増加す

るために水晶体は高ナ トリウム,低カリウムの状態にあ

る。水晶体の透明性が失われる24か月齢でカルシウムの

急激な増加が特徴的である。水晶体中カルシウムの増加

は蛋白質の凝集や膜の変化を起こして水晶体が透明性を

失うことになる。

⑤ リポ蛋自質のリン脂質とコンステロールの変動 (表

3)

カイロミクロンは,元来 トリグリセライドが主成分で

リン脂質やコレステロールが少ないために加齢による変

化は少ない。LDLは コレステロールが主成分であるが,
加齢によって酸化型 LDLが著しく増加 し,特にリン脂
質の増加が目立っている。HDLは蛋白質 (アポリポ蛋自
質)を主体 としているが,リ ン脂質も含んでいる。加齢と

ともに酸化型 HDLが増加 し,リ ン脂質およびコンステ
ロールの増加として証明された。リポ蛋白質のリン脂質

およびコレステロールが加齢で増加していた。その原因

が酸化型の LDLと HDLが増加したことにあり,特に
24か 月齢の酸化型 LDLに おけるリン脂質の増加にあ
る。酸化型の LDLや HDLは受容体に結合出来ず,代謝
されにくくなって蓄積されることになる。したがって,両

者が増加することは代謝されないまま残ることになるの

で,膜が傷害されやすい状態にあることを意味している。

ii)老化促進マウス(SAM)水晶体の過酸化反応 (表
4)

2か 月齢 と6か 月齢 SAM水晶体では,Cu,Zn‐ SOD
量の減少が著しく,6か月齢になると測定可能値以下で

あった。同時に,そ の活性値 も6か月齢で 2か月齢の約
50%に低下していた。その結果,過酸化脂質は 2か月齢

5.6± 0.6× 10-2nm。 lMDAに比べ,6か月齢で 9.3± 0.8
に増加 したことから,SAMで は過酸化反応が急激に進
行することが明らかとなった。

面)組織学的変化
① ラット水晶体 (図 14)

24か月齢では6か月齢に比べ,上皮では単位面積当た

表 4 老化促進マウス (SAM)水晶体の過酸化反応

月齢
(月 )
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りの細胞数が減少していた。前部皮質部では皮質線維の

膨化と変性がみられた。Bow領域では構築の乱れはあっ
たが軽微であった。後部皮質では前部皮質と同じく線維

の膨化と変性を生じていた。

② SAMマ ウス(図 15)
2か月齢ではbow構築が正常であったが,6か月齢で
bow areaの 細胞核が塊状になったり,離れて存在したり

して乱れている。

iv)ヒ ト水晶体螢光強度の加齢変化 (表 5)

生体眼で水晶体の加齢変化を表す指標の一つに自発螢

光がある。健常者の透明水晶体では,30代 までは一定の

規則性をもって増強していた.40代 (14.50± 12.88)か ら

の自発螢光は強度の度合が増して,60代 (29.11± 18.48)

になると10代 (4.60± 8.22)の 6.3倍になった。糖尿病者

の場合は,各年代で健常者よりも明らかに螢光強度が強

い。螢光強度の増強は健常者の場合 と同 じく,60代

(50.79± 43.79)で著明にみられた。

2)水晶体におけるラジカルの発生

i)自内障からのラジカルの検出

① HOの発生 (図 16)

自内障の混濁型別とラジカル生成の関係を調べた。H2

02を付加しない水晶体試料のみの実験では,研究に供し

た試料の中で核型混濁にのみ HOの発生をみた.
② アスコルビン酸ラジカル (図 17)

成熟型混濁では,ア スコル ビン酸フリーラジカル

(AFR)が検出された。H202を 附加させた実験では,後嚢

下混濁+核混濁型および成熟型混濁でAFRが発生して
いた。後嚢下混濁単独では H202を加えても過酸化反応

は起きず,ラ ジカルの生成はみられない。ESRで とらえ
たラジカルの波形はAFRと 思われるが,SODや カタ
ラーゼを加えると波形が減少した り消失することから

0ち
~や
HO・が混合して存在している可能性もあるかも

知れない。核型混濁では直接にラジカルは証明されな

かったが,過酸化状態ではAFRが発生し,水晶体混濁が
さらに進行した成熟型では直接的にAFRを トラップす
ることが出来た。このラジカルは H202付加でさらに増

強された。また,アスコルビン酸オキシダーゼを同時に作

用すると,こ のラジカルは消失したため,AFRであるこ

表 5 ヒト水晶体蛍光強度の年齢別変化

年齢

健 常 者   糖尿病者
(n=18)    (n=14)

平成 7年 12月 10日

酸化
関連物質

Cu,Zn‐SOD量
(ng/1ens)

過酸化反応と自内障 。小原

2 6

0.25 nd
10代   4.60± 8.22

20代    6.78± 7_01  15.61± 7_39
Superoxide
scavenging活′性
(U/1こ ns,

63.3± 51.3 32.8± 19.8 30代    8.67± 9.98  15.62± 10.91

過〒更i炉獄鬱誌l MDA/1ens)5.6± 0.6 9.3± 0.8
40代   14.50± 12.88 21.0± 14.36

50代   18,43± 12.43 29.1± 28.8

60代   29.11± 18.48 50.79± 43.79nd: not detected
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n|JE*{+
Magnetic field
Power
Time constant
Frequency modulation
Modulation
Amplitude
Sweep time
Temperature

ハイドロオキシラジカル (HO° )

自内障

アスコルビン酸ラジカル

白内障

図 16 電子スピン共鳴 (ESR)に よるフリーラジカル
の証明.

とが特定できた。

3)自内障における酸化関連物質の変化 (表 6)

1)過酸化脂質量

1319

+H202

+H202+SOD+Cata!ase

図 17 白内障におけるアスコルビン酸ラジカルに対
する消去作用。

H202を付加するとラジカルは増強する。しかし,ラ

ジカル消去酵素によって減弱する。

過酸化脂質は核型混濁 (N)で両白内障群 とも最も多く

含有されていた。N型に存在する過酸化脂質量は皮質型
(C)お よび後嚢下皮質型 (P)に比較して有意 (老人性白内

障 p<0.05,糖 尿病自内障 p<0.01)に 多い。成熟型 (M)

はN型に次いで過酸化脂質が多かった。

過酸化反応と自内障・小原

図 15 老化促進マウス (SAM)の水晶体 .
6Mではbow領域で細胞核が塊状になったり離れて配列が乱れている

336.0± 10 mT

8mW
O.l sec

100kHz
O.125 mT
7.9X100
2 min.

25℃

白内障

アスコルビン酸
ラジカル

十日202+SOD
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平成 7年 12月 10日

il)過酸化反応防御能に関与する物質の変化

① Cu,Zn―SOD量および活性
Cu,Zn‐ SODは両白内障群で N型に多く存在する.特
に,老人性白内障ではM型 の 2.0倍 に相当する量 (p<
0.05)が ,そ して糖尿病白内障では 3.3倍量が含有されて

いた。一方,Cu,Zn― SOD活性については,NBT還元法で

測定したため,還元型グルタチオンや L―アスコルビン酸

などの superoxide除去作用を示す低分子量還元物質の

作用も含めたsuperoxide scavenging活 性として表現し

た。Cu,Zn‐ SOD量の最も多いN型の活性値は高値 とは
い えず,老 人性 白内障で はC型 (106.1± 97.3U/mg.
prot.lens)に 比較 して低値 (79.2± 74.81)で あり,糖尿病

白内障でもP型 (60.0± 43.8)よ り低い(39.9± 12.25)。

すなわち,N型ではSODが量的には存在するものの,ラ
ジカルの消去の活性が低い。すなわち,不活性の SODが
多く存在していて,その機能を発輝できにくい状態にあ

ると思われる。老人性白内障と糖尿病白内障で比較する

と,全体的にどの型でも糖尿病自内障で SOD量 は多い

が,superoxide scavenging活 性は低い傾向があった。

② H202 SCaVenging活 性

Catalaseと glutathione peroxidasc(GSII‐ px)の)2‐9

の酸素活性を合わせた H202 SCaVenging活 性を測定 し

た。この活性の測定法には酸素電極を用いる方法や紫外

線の吸収で見る方法があるが,測定法が確立されていな

い状態で,著者らの研究でも安定した値を得るために努

めたが,数値が安定 しなかった。老人性自内障 34.15±

27.93U/1ensに 対 し,糖尿病自内障 34.51± 41.23と 変

化がない。一方,H202発生量は糖尿病白内障で 28.67士

10.73 nmo1/1ensで ,老人性自内障 27.24± 12_19よ り多

い。著者ら
18)が過去に測定した結果では GSH‐ px活性は

糖尿病自内障が老人性自内障より有意に低下していた。

老人性自内障では,C型ではsuperoxide scavenging活

性もN型より低下していないことから,C型では0:~が

発生しているが,superoxide scavenging機能によりH2

02に 変えられる。しかし,H202 SCaVenging活 性が低下

しているため,H202が消去されずにそのまま残ってしま

うことが考えられた。H202は非常に強力な酸化力を持

ち,増加すると生態に悪影響を及ぼすといわれる。そのた

め,C型では自内障を引き起こす要因として H202に よ

る影響が強いのではないかと思われる。一方,M型では
superoxide scavenging活 性が低下しているために H2

02の生成量は減少しているが,基質である0:~は消去さ

れずに残るため,これが自内障化に影響していると推察

される。
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③ 還元型グルタチオン(GSH)

GSHは GSH‐ pxの基質として,H202や過酸化脂質を
還元 して H20や LOHに する抗酸化作用がある。その
他,GSHは単独や銅イオンなどと錯体を形成して 0:~

消去に働き,蛋自質の SH基 (PSH)に反応して蛋白質の
凝集 (PSSP)を 防ぐことも知られている。今回はHPLC
を用いて,純粋にグルタチオンのみに介在する一SHを

測定 した。両白内障群の M型にはGSHが検出されな
かった。

自内障の進行に合わせて GSHが抗酸化剤として利用
され,酸化型に移行したと思われる.老人性自内障では P

型 (0.346± 0.21l μmo1/1ens),次 い で N型 (0.374土
0.122),糖 尿病自内障ではC型 (0.210± 0.183)で ,老人

性自内障に比べて有意 (p<0.01)に減少していた。

④ グルコースおよびフルクトサミン

グルコースは水晶体の透明性を維持するエネルギー源

として必要であり,蛋白質,核酸,そ して脂質の代謝にも

関係することから,その変動は影響が大きい。老人性自内

障では N型 に最 も多 くグルコースが含 まれている

(161.3± 84.O mg/1ens)。 次いで P型 (144.8± 91.5)に 多

く,M型が最も少ない (112.3± 77.4)。 しかし,糖尿病自
内障ではM型が最も多く(222.7± 133.2 mg/1ens),次 い
で N型 (196.2± 53.9)で あった。いずれの型の自内障で
も糖尿病自内障でグルコースが多いことは予想された結

果であるが,全身状態を反映した成績であった。非酵素的

な蛋白質の糖化反応 (glycation)の 産物であるフルクト

サミンは,老人性自内障および糖尿病白内障ともにN型
に最も多く存在していた。糖尿病自内障ではM型にグル
コースが多いにもかかわらず,フルクトサミンが少ない。

これは,M型では水溶性蛋白質が少なく,凝集が進んで
いるために露出しているリジン残基が少ないためにフル

クトサミンが生成されないのではないかと思われる。ま

た,フ ルクトサミンからさらにグリケーションが進行 し

てペントシジンなどの最終産物に移行したことも考えら

れる。N型はグルコースとフルクトサミンを豊富にもっ
ている。

⑤ 水溶性蛋自質

老人性白内障ではM型の水液性蛋自質が低値 (19.3±
12.5μ g/1ens)であることが特異的である。糖尿病自内障

の M型 (45.0± 7.9)と比較しても有意 (p<0.05)に減少
している。成熟型となって不水溶性蛋自が増加した結果

と考えられる。

⑥ 遷移金属

Feや Cuイ オンは H202と フエントン(様 )反応を起こ

してヒドロキシラジカルを生成し,過酸化反応を進行さ

せる作用がある。その他,Cuイ オンは過酸化脂質が存在

すると脂質ラジカルを連鎖的に生成させることも知られ

ている。今回はCuを イオンとして定量して白内障間で

比較した。Cuイ オンは同年齢層の透明水晶体と比較して

過酸化反応と白内障 。小原

0
superoxl(le
scavenglng
SOD
アスコル ビン酸
GSHな ど

H202 SCaVenging
r catalaseぅ
tGSH_pxリ

H202 H20



1322

白内障で明 らかに増加 している。糖尿病 白内障では

10.59 μg/1ens含 有 されて老人性 白内障の(3_87 μg/

1ens)の 約 3.0倍にもなった。Feイ オンも糖尿病白内障

で増加する傾向にあった。

4)膜の変化

① ヒト水晶体の脂質組成 (図 18)

簿層板上に試料を塗布 した部位 (原点)に リン脂質

(PL)が存在した.PLの上方に出現した脂質は標準品に

一致せず,同定は不可能なために確認されていない。未同

定スポット(UN)。 次いでモノグリセライ ド(MG),コ レ

ステロール(C),フ リー脂肪酸(FFA),エ ステル型脂肪酸

諫顆陶螂
: ‐職レステロールエステル

ト.リ クリセライ ト

エステル型脂肪酸

■線Ⅲ饗1鵜

`ヤ

'
フリー脂肪酸

日眼会誌 99巻 12号

(MeFA),ト リグリセライド(TG),コ レステロールエス

テル (CE)が同定された。

② ヒト水晶体のリン脂質組成 (図 19)

最も大きなスポットがスフィンゴミエリン(SM)であ

る。他のリン脂質分画は,試料を塗布した原点から近い順

にリゾフォスファチジルエタノールアミン(LPE),フ ォ

スファチジルコリン(PC),フ ォスファチジルエタノール

アミン(PE),フ ォスファチジルセリン(PS),そ してフォ

スファチジルイノシトール (PI)である。

③ ヒト水晶体のリン脂質量 (表 7)

老人性白内障 (384.86± 50.10 μg Phosphorus/dryg

lens)で は正常水晶体 (537.73± 98.93)に 比較して明らか

に減少した。リン脂質分画においてもすべての分画で減

少し,特に PEお よび PC分画で著しかった。白内障では

膜が破壊されて脂質合成能も低下したためと考えられ

コレステ畷―ル

モノク Iプセライ ト

.pe

勒
s rn

ps

oriqin

図 19 ヒ ト水晶体の リン脂質組成 .
sm:ス フィンゴミエ リン,pc:フ ォスファチジルコ リ
ン,lpe:リ ゾフォス ファチ ジルエ ターノル ア ミン,
pe:フ ォスファチジルエタノールア ミン,ps:フ ォス

ファチジルセ リン

未陶定

リン月旨質

図 18 ヒト水晶体の脂質組成 .
大部分がリン脂質と中性脂質である。

リン
脂質分画

ン

表 7 ヒト水晶体リン脂質量

正常水晶体 老人性白内障

Phosphorus Fc.p/c. lens(%) Phosphorus pe.p/c. lens(%)

340.90± 25.74   (63_40± 7.90)   302.33H7.90   (78.56+2.42)Sphingomyelin

Phosphatidyl
ethanolamine 45.49± 13.09  (8.46± 1.25)  19.85± 4.30   (5_16± 0_92)

Lysophosphatidy
ethanolamine 38.86± 6.96   (7.23± 1.74)  26.74± 6.05   (6.95± 1.96)

Phosphatidyl
choline 31.66± 10.17  (5.89± 1.96)  10.56± 3.75   (2.74± 6.85)

Phosphatidyl
serine

19.32± 6.07   (3.59± 1.40)   8.55± 2.87   (2.22± 1_08)

Phosphatidyl
ethanolamine 11.53± 5_82   (2.14± 1.11)   7.75± 2.10   (2.01± 0.62)

unidentined
spOts

49.97± 32.67  (9.29± 7.75)   9.08± 4_57   (2.36± 1.18)

*水晶体乾燥重量

537.73」
=98.63合   計 384.86■ 50.10

正常水晶体 =63.25± 10_13 mg

老人性白内障=55.02± 8.35 mg

pc

|・ |・t

l,`鰈鰺颯 |:

ipe
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表 8 ヒト水晶体 リン脂質の脂肪酸組成

過酸化反応と自内障。小原                      1323

表 10 Phosphatidyl ethanolamineの 月旨肪層唆寵且成

脂肪酸
正常水晶体     老人性自内障
(%)        (%)脂肪酸

正常水晶体     老人性白内障
(%)        (%)

Tr.

0.42

0.28

42.73

1_46

3.36

4.90

0.47

0.19

().54

0.19

1.63

Tr.

630
7 59

3 27

3.15

17.51

Tr.

1.35

0.84

47.72

0.44

3.02

4.93

1.21

0.46

0.61

Tr.

Tr.

1.89

Tr.

3_03

11.79

3_54

5.05

14_12

0.50

0.44

6_69

0.64

4.08

6.32

Tr
Tr
Ti
T`
1_18

3.79

31_02

14.31

32.03

1.49

1.06

17.62

0.63

7.79

10.37

1.97

1.82

0.55

0.74

3.58

3.86

26.77

5.76

15.99

( 0.24- 0.74)

( 0_14- 0.45)

(28.81-57.24)

( 0.75- 2.77)

( 3.15- 3.66)

( 4.36- 5.54)

( 0.24- 0.67)

( 0.30- 0.86)

( 0.21- 0.63)

( 5.89- 8.48)

( 0.22- 1.25)

( 2.30- 5_88)

( 4.99- 7.30)

( 1.29- 2.34)

(Tr.-1.10)
(44.29-49.20)

(Tr.-0.84)
(1.20-5.47)

( 1.44- 5.27)

( 0.15- 1.27)

(Tr.-0.50)
(Tr.-1.10)

‐４

・４

‐６

‐６

・８

‐８

・８

２０

２０

２０

２２

２２

２２

２２

２６

(1.11-1_25)

(1.51-4.71)

(27.03-35.12)

(12.67-17.15)

(30.19-33_92)

(0.72-1_92)

( 0.79- 1.52)

( 9.06-19.18)

(Tr.-1.29)
(4.41-9.18)

( 5.62-20.12)

( 0.43- 3.94)

(Tr.-2.64)
(Tr.-1.20)
(Tr.-1.52)
( 2.70- 3.64)

( 1.12- 5.72)

(15.16-38_37)

(Tr_-9_89)
(7.87-24.11)

( 0.10- 0.30)

( 3.94- 7.03)

( 0.10- 0.37)

( 0.38- 2.01)

( 2.48- 8.78)

( 5.00-10.59)

( 2.01- 5.00)

( 2.44- 4.33)

( 6.81-22.01)

( 0.24- 3.50)

(2_82-4.49)

( 4.57-14.03)

( 2_10- 4.71)

( 3.57- 9.39)

(11.17-17.92)

飽和脂肪酸  11.45

不飽和脂肪酸 88_55

(10.19-14.77)

(85.23-89.81)

(23.18-45.20)

(59.66-77.24)

32.30

67.70

飽和脂肪酸 61.05

不飽和脂肪酸 38.95

(50.79-73.38) 66.67  (64.03-73.32)

(25.62-49.21) 33_33  (26.68-45.97)

表 1l Lysophosphatidyl ethanolanlineの 月旨:方酉突
1糸

目成

脂肪酸
正常水晶体     老人性白内障
(%)        (%)
( 0.86- 1.85)

( 1.03- 3.24)

(49.64-55.86)

( 0.81- 4.40)

(15.11-31_18)

( 0.93- 2.19)

( 0.90- 2_52)

( 1.44- 2_01)

(Tr.-2.10)
( 0.98- 2.03)

( 3.15- 4_60)

( 1.05- 8.54)

( 2.34- 9_35)

飽和脂肪酸  85.10

不飽和脂肪酸 14.90

表 9 Sphingomyelinの 脂肪酸組成

０

１

０

１

０

１

２

０

２

４

０

０

ｌ

Ｘ

・４

・４

・６

‐６

‐８

‐８

‐８

２０

２０

２０

２２

２４

２４

２４

1.31

2.13

51.23

2.11

23_11

1_47

1.91

1.75

0.90

1,71

3.43

4.27

4.67

Tr.

1.13

2.64

32.99

1.45

14.47

1.04

Tr.

3.85

1.45

8.68

4.62

10.84

5.14

11.70

(Tr.-1.96)
( 1.47- 3.84)

(29.58-49.64)

( 0.71- 2.46)

(11_97-17_40)

( 0.76- 1.94)

脂肪酸
正常水晶体     老人性白内障
(%)        (%)

０

１

０

１

１

０

１

１

０

ｌ

Ｘ

０

１

０

１

０

１

０

０

１

０

１

・４

・４

‐６

１６

１７

１８

１８

１９

２０

２０

２０

２２

２２

２３

２３

２４

２４

２５

２６

２６

２７

２７

1.93

0.28

63.65

1.23

1.21

0.38

62.25

0.91

1.86

5.11

1.65

0.44

0.16

0 44

0.51

1.92

1.61

4.18

0.93

4.41

7.27

2.47

0.60

1.46

0.21

1.66

0.67

Tr.

0.77

0.66

1.23

4.79

1.98

0.23

Tr.

5.28

13.86

( 0_68- 2.31)

(Tr.-0.52)
(59.66-66.79)

( 0.54- 2.03)

(1.05-3.84)

( 0.50- 1.60)

( 0.34- 1.03)

(Tr.-0.95)
( 1.06- 2.31)

( 2.31- 6.78)

(Tr.-2.69)
(Tr.-0.56)

(4.04-7.10)

(10.23-15.08)

( 0.52- 3.22)

(Tr.-0.84)
(59.25-67.72)

( 0.50- 1_50)

(Tr.-2.09)
( 4.90- 7.64)

( 1.05- 2.76)

(Tr.-1_05)
(Tr.-0.40)
( 0.30- 0.52)

(Tr.-1.23)
( 1.05- 2.32)

( 0.87- 2.62)

( 3_06- 7.12)

(Tr.-1.82)
( 3.93- 6.13)

( 5.02-11.70)

( 1_07- 4.94)

(Tr.-1.16)
( 0.90- 2.86)

(Tr.-0.63)

(1.40-6.70)

(1.07-2_76)

( 4.67-14.34)

( 1.90- 6.34)

( 8.83-12.43)

( 2.43- 6.84)

( 5.40-19.28)

(79.19-92.42)

( 8.98-21.81)

(64_25-70.29)

(31.75-34.69)

67.90

32.10

表 12  1)hosphatidyl cholineの 月旨]方酸組成

脂肪酸
正常水晶体     老人性白内障
(%)         (%)

0.83(Tr.-1.36)

0.93(Tr.-1.52)

０

１

０

１

０

１

２

０

２

０

２

Ｘ

ｌ

‐４

‐４

・６

‐６

・８

‐８

‐８

２０

２０

２２

２２

２４

２６

1.13

1.17

27_02

2.79

10.42

2.97

T`
Tr.

Tr.

5.79

18.27

30.44

Tr.

(Tr.-2.05)
(Tr.-2.45)
(18.38-31.53)

( 1.79- 3.13)

( 7.90-11.74)

( 1_07- 3_97)

(1.42-9.23)

( 8.62-24.48)

(16.71-39.91)

(1.94-6.74)

(Tr.-2.30)
(28.86-52_17)

( 1.06- 2.30)

( 6.98- 8.42)

( 4.13- 6_02)

(Tr.-1.12)
( 0.35- 3.16)

(1.19-7.81)

( 7_90-18.94)

(13.35-24.30)

3.84

1.68

40.75

1.68

7.90

4.87

0.48

1.71

Tr

3.91

13.62

19.59
′
「
r.

飽和脂肪酸  78.33

不飽和脂肪酸 21.67

(69.35-86.18)

(14.88-30.65)

(75_32-89.54)

(11.08-25.60)

32.54

17.46

る。

④ ヒト水晶体リン脂質の脂肪酸組成(表 8～ 12)

脂肪酸は 16:0と 26:1が主体で60%を しめていた。

不飽和脂肪酸が正常水晶体で 38.95%であったが,自内

障では33.33%に減少し,飽和化現象が起きていた。SM 不飽和脂肪酸

飽和脂肪酸 (40.09-58.66)

(42.35-57.91)

(53_89-61.44)

(38_56-46.11)

58.08

41.92
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分画では脂肪酸が飽和脂肪酸と二重結合一個の不飽和脂

肪酸だけから成っているので自内障でも変化が少ない。

PE分画および PC分画では,自 内障になると飽和脂肪

酸が 10～20%も 増加していた。不飽和脂肪酸が酸化され

て飽和化したことを示していた。LPE分画だけは酸化に

よって PEが分断されるために不飽和化が進んでいた。

⑤ リポ蛋自質量 (表 13)

ヒト水晶体には血液と同じようにCM,VLDL,LDL,

そしてHDLが存在していた。老人性白内障と糖尿病自
内障ではリポ蛋白質の総量に明らかな差は見られない

が,各分画で特徴ある変動をしていた。なかでもVLDL
とLDLは糖尿病白内障で有意に増加していた。

⑥ 糖化 LDLお よび糖化 HDL(表 14,15)

日眼会誌 99巻 12号

糖尿病でグリケーションが進行することは当然のごと

く予想される。そこで,糖尿病白内障で増加した LDLの

性質を調べるためにLDLの グリケーションの程度を測

定した。LDLの主要構成蛋自質であるアポ蛋自質 B100

が,糖尿病自内障では糖化されていた。特に,不水溶性分

画 においてはアポ リポ蛋自B100は 老人性 自内障

0.51± 0.31× 10-3nm。1/1ensに比較して,糖尿病自内障

では 2.03± 1.08と 有意 (p<0.05)に 増加 していた。LDL

中の ア ポ リポ蛋 白質 B100の 総量 は,老 人性 で は

35.35± 4.50(× 10-3nm。 1/1ens)であり,糖化したアポリ

ポ蛋自質 B100は 1.97± 0.60(× 10-3nm。1/1ens)と 比較

すると,LDLの グリケーション率は5.6%であった。糖

尿病自内障のグリケーション率は8.2%であったため,

表 13 白内障におけるリポ蛋白質量

水 溶 性 不 水 溶 性

老人性 糖尿病 老人性 糖尿病

Cヽ4    2.31± 0.94ホホ   22.24± 0.97 45.43」二8.24黎      18.10二 L2.91

VLDL   3.48± 0.71*キ     7.96± 0.21 2_82=LO_21・・      6.88二 LO.88

LDL    2.36± 0.81*キ     6.29± 0.36 5.09」=0.41**     14.68± 0.80

HDL   4_97± 0_33 4.42± 0.41 23.15:±:0.66 16.38+2.01

計   1312± 1.04替   40.91± 0.87 76.49:± 7.48*      56.04二 L4.18

CM:カ イロミクロン,VLDL:超低密度 リポ蛋 白質,LDL
HDL:高 密度リポ蛋白質
替 :老人性白内障と糖尿病白内障の間 p<0.01 ネ:p<0.05

単位μg/1ens

n=8
低密度 リポ蛋白質,

表 14 白内障における LDL分画中アポリポ蛋白質 B100のグリケーション量

水 晶 体 総アポ B100量   glycatedアポB100量  glycation率
(× 10-3 nmo1/1ens)  (× 10-3 nmo1/1ens)    (%)

水溶性分画 13.62:士:0.35* 1.08± 0.16 7.9

水不溶性分画   21.73± 4.15・ 0.51± 031* 2.3

計 35_35± 4_50 1.971± 0.60 5.6

水溶性分画 23.02± 1.80 2.59」こ1.45 11.2

水不溶性分画 24.17:士 :2.37 2.03」二1.08 8.4

計 47.19:士:4.17 3.85± 1.39 8.2

p<0.05

表 15 白内障におけるHDL分画中アポリポ蛋白質 A-1のグリケーション量

白
内
障

老
人
性

白
内
障

糖
尿
病

水 晶 体 ×71」iis gl瑚 f「ぶ1居ξ glycttn率
水溶性分画 1_75-1 0.07** 0.43± 0.36** 24.6

老
人白
性内
障

水不溶性分画 0_79± 0.34 0.21± 0.03料 26 6

計 2.54:± 0.41 0.65± 0.39 25.6

白
内
障

糖
尿
病

水溶性分画 1_23± 0.11 0.98± 0.19 79.7

水不溶性分画 0.66± 0.53 0_36」二0_04 54.5

70_9言| 1.89± 0 64 1.34:士 :0.23

p<0.01
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図 22 白内障水晶体では膜が崩壊するために酸化型
LDLも嚢内に取り込まれている。

図 20 螢光プローブで標識された低比重リポ蛋白質
(LDL)が 水晶体嚢を通って受容体に取 り込 まれて

いる。

図 21 正常水晶体では酸化型 LDLは嚢内に取り込ま
れない。

やはり糖尿病白内障の方がグリケーション度合いが進ん

でいた。水溶性と不水溶性とで比較すると,水溶性分画の

グリケーション率が高かった。

HDL量 は水溶性分画では両白内障群間に変化はな
かったが,不水溶性では糖尿病白内障でやや減少してい

た。HDL分画中のアポリポ蛋自 A-1量 も糖尿病でやや
低下していたが,HDL分画中の glycatedア ポリポ蛋自
質 A_1量 は逆に糖尿病自内障で増加 していた。そのた

め,糖尿病自内障の HDLの グリケーション率は約 70%
と非常に高率であった。水溶性分画と不水溶性分画を比

較すると,水溶性分画でグリケーション度合いが高かっ

た。

⑦ LDL受容体の局在 (図 20～22)

水晶体に存在するリポ蛋白質の由来を調べるために,

外因性のリポ蛋白質が水晶体中に入るかどうかを実験し

たところ,螢光プローブで標識された LDLが水晶体嚢
を通って水晶体上皮に存在する受容体に取り込まれてい

た。図 20は水晶体嚢内に取 り込まれたLDLが上皮付近

過酸化反応と白内障・小原

図 23 老人性白内障における銅の存在.
成熟型白内障の前部皮質に褐色に染色されている

に顆粒状に,そ して皮質深層では代謝された形で線維間

に比較的規則性 をもって存在 している。酸化型 LDL
(AC‐ Dil― LDL)は ,正常水晶体では図 21に示すように水

晶体嚢内に入ることはない。しかし,自内障になると膜の

破壊が進んで,図 22の ごとく水晶体に取 り込まれてい

る。酸化型 LDLは水晶体上皮に存在する LDL受容体ベ

ジクルに吸着されたものの,分解されないまま粒状に

なって皮質内に認められる。

2.水晶体周囲環境 (体内)の変化と過酸化反応
1)ヒ ト糖尿病における血液,房水,硝子体の酸化関連

物質の変動 (表 16)

i)過酸化反応生成系物質の変化
① 過酸化脂質

自内障手術の際に得た水晶体と同一人の血清を採取し

て過酸化脂質を定量したところ,糖尿病者では非糖尿病
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者 と差がない。自内障水晶体では透明水晶体 (0.078士

0.011× 10-2nm。 lMDA/1ens)に比べて著 しく多量に存

在するが,老人性白内障よりわずかに多い傾向であった。

硝子体では硝子体手術の際に採取した試料を材料に測定

したので,網膜剥離手術や外傷で得られた硝子体と比較

して約 2倍量であった。房水には糖尿病で有意に多量の

過酸化脂質が含有されており,血液房水柵の破壊による

全身からの影響が考えられる成績であった。

② H202

H202量 はSODお よびカタラーゼや GSH‐ pxの活性
によって決められる。糖尿病では各部位でわずかに増加

していた。その原因は H202を消去する酵素 (カ タラーゼ

とGSH―px)の活性が糖尿病で低下していたためと考え

られる。特に硝子体と水晶体で低下していた。

ii)活性酸素消去関連物質の変化

① Cu,Zn‐ SOD量 お よびsuperoxide scavenging活
′
隆

発生した 0:~の 消去に作用するSODの量的ならびに

機能的変化を測定 した。Cu,Zn―SOD量 は糖尿病 (4.9土
3.7μ g/1ens)お よび非糖尿病 (4.0± 2.3)と もに正常水晶

体 (13.4± 0.2)よ りも減少していた。血清,硝子体および

房水では両群に変化がない。しかし,活性値は糖尿病の各

部位で明らかに低下していた。硝子体における低下は糖

尿病が 4.7± 3.8U/mg protein vit.で ,非糖尿病 9.0±

8.9に比較して有意 (p<0.05)で あった。房水と水晶体で

も糖尿病で活性の低下が明らかであった。すなわち,自内

障ではSOD活性は糖尿病で正常水晶体 (73.0± 5.2U/
mg protein lens)の 53%に低下していた。房水は糖尿病

7.1± 5.6U/mlで ,非糖尿病 (20.8± 15.3)の 約 1/3の活

性値であった。

② 抗酸化物質

イ)還元型グルタチオン

還 元型 グル タチオ ン(GSH)の 測定 法が水晶体 は

HPLC法 ,他の部位はグリオキサラーゼ法によったため
に測定値に相違があるかも知れないが,糖尿病ではあら

ゆる部位で明らかに減少していた。特に,血清と硝子体で

有意に減少していた。水晶体では老人性白内障に比較 し

て約 30%減少していた。GSHの減少はグルタチオンレ

ドックスサイクルに関係するグルタチオンペルオキシ

ダーゼ (GSH‐ px)や グルタチオンリダクターゼ(GR)活

性の低下につながる。

口)L― アスコルビン酸

糖尿病者の自内障 と硝子体で有意 (p<0.05)に減少 し

ていた。房水や血清では老人性と変化がないことから,水

晶体中での抗酸化作用で消費されたと考えられる。

③ H202消去酵素

糖尿病自内障では老人性白内障の 1/2に 活性が低下

し,硝子体では約 1/10に なっていた。糖尿病の水晶体と

硝子体ではカタラーゼとグルタチオンペルオキシダーゼ

1327

のどちらか,あ るいは両方の活性が低下したことを意味

している。房水と血清では両者に変化はなかった。

面)そ の他の過酸化反応関連物質

① 遷移金属イオン

鉄イオンは血清,水晶体,硝子体,そ して房水のすべて

で変動が少ない。水晶体および硝子体で増加しているも

のの,房水ではやや減少していた。一方,銅イオンは糖尿

病の各部位で増加し,特に水晶体では 10.59± 6.25 μg/

1ensと 非糖尿病者 (3.84± 1.67)に 比較 して有意 (p<

0.01)に 増加 し,ま た,硝子体でも26.11± 18.79 μg/vit

と非糖尿病者 (9.71± 7.77)よ り有意に多量に含有されて

いた。

② グリケーション(グルコース,フルクトサミン,ペ ン

トシジン)

グルコースが糖尿病者の血清はもちろん水晶体,硝子

体,そ して房水の各部位に多く存在していたことは当然

の結果である。糖は蛋自質のアミノ基とシッフ塩基を形

成し,アマ ドリ転換してフルクトサミンなどの糖化蛋自

質を生じるが,こ のように非酵素的に起 こるglycation

によって活性酸素を生じることがあるので,過酸化反応

に関連する物質として測定 した。グリケーションの初期

化合物には糖化蛋白質としてフルクトサミンが形成さ

れ,後期反応産物には螢光を含んだペントシジンなどの

糖化終末産物(advanced glycated endoproduct)が 産出

される。ペントシジンは糖尿病自内障 2.60± 2.57 nmo1/

1ensが老人性自内障 1.60± 0.84よ り多い結果であった。

フルクトサミンは,水晶体では糖尿病白内障と老人性

白内障との間に差はない。しかし,硝子体では糖尿病が非

糖尿病の約 3倍量になっていた。水晶体中の水不溶性蛋

白質は糖尿病で増加しているが,相対螢光強度も糖尿病

白内障 (613.10± 53.91× 102)で老人性自内障 (403.28±

108.75× 102)に比べて増加 していた(表 17)。 グリケー

ションの後期反応ではペントシジンなどの螢光物質が生

成されることからも,糖尿病でグリケーションが進行し

ていたことが伺える。

2)実験的高グルコース環境における培養ヒト水晶体
の過酸化反応 (表 18)

ヒト房水,硝子体 と同一組成をもった培養液のグル

コース濃度のみを300 mg/dlに して灌流しながら,ヒ ト

正常水晶体を 3週間培養した。いわゆる生理的状態の人

工房水と硝子体で培養された水晶体に比較して,0ち
―
消

表 17 白内障のグリケーションによる相対的螢光強度

螢光 (× 102) 蛋白質 (mg/ml)
自内障

水溶性  水不溶性  水溶性  水不溶性
糖尿病
(+)

過酸化反応と白内障 。小原

３

±
613.10
±53.9

8.55
±2.01

12.70
」二3.14

糖尿病
(― )

十
一

十
一

9.48
±541

8.07
±3.61
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表 18 病的環境下における培養ヒト水晶体の過酸化反応

水晶体環境  生理的条件  高グルコース 御
態
防
状
化
如
酸
欠
過
能酸化関連物質

蛋白質 (μ g/1ens)

過酸化脂質(nmol(MDA)/1ens) 0.037 0.255 0_343

Cu,Zn‐ SOD量 (ng/1ens) 16.8 8.6 7.4

superoxide scavenging i6'lf (U/lens) 29.0 3.0 15.7

glucose (mg/lens) 1.69 23.2 2.6

7 )v, | 1f i 7 (nmol/lens) 26.8 52.4 24.4

HrO, (nmo1/lens) 0.640 3.536

表 19 紫外線 (UV‐ B)照射ラット水晶体の過酸化反応

月齢 1 6 12

UV― B
照射 畑剛

照射
(ダ躍爵)照射 (ブ儡 )

対照
(非照射)

照射

4.6 4.2 5.1 2.9 3_6 3.5 1_9

検査項目

糖 (グルコース)       ′n
(ng/1ens)    

サ コ

フルクトサミン
(μ  ll■()1/1ens)

0.389 0.463 0_475 0.209 0.231 0.263 0.253 0.274

蛋自質 (水溶性)
(nng/1ells)     1 66

1.90 1.87 1.89 2.()6 1.99 1.93 2.04

脂質 60.0 100.0 80.0 60.0 82.5 67.5 80.()
(ng/1ens)    97.5

過酸化脂質
(× 10-2 nnl。1(MDA)/1ens)

10.1± 24  9.5± 2.3  9.2± 0.6  14.8± 0.8  6.6± 1.1  17.2± 1.6  11.7± 1.7  6.5± 1.1

Cu,Zn― SOD
0.59 0.70 0.45 0.65 0.59 0.46

(ng/1ens)    0.93
{).78

Superoxlde scavenging
活性  (U/mg pror ltts)

9.34 8.58 8_72 11.11 8.01 1().30 6.89 14.()

去に働 く酵素の一つであるSODが量的にも機能的にも

低下して防御機能を果たしていない。その結果,過酸化脂

質が約 7.0倍 ,そ して H202が約 5.0倍 に増加していた。

グルコースが増加することは当然の結果であるが,正常

水晶体の約 15倍にも増量したのは予想以上である。過剰

なグルコースの影響で,グ リケーションの中間産物であ

るフルクトサミンが約 2.0倍に増加していた。

3)酸化防御欠如状態における培養ヒト水晶体の過酸

化反応 (表 18)

Cu,Zn‐ SOD,L―アスコルビン酸および還元型グルタチ

オンを濯流液に加えない状態で水晶体を培養した。グル

コース濃度は生理的状態であったためか,グルコースや

フルクトサミンは対照と比べて変動がない。しかし,抗酸

化酵素および抗酸化剤が欠如した条件を反映して,SOD
量 とsuperoxide scavenging活 性がともに約 50%に 減

少していた。高グルコース状態で培養した結果に比べて

SOD活性が高いが,そ の原因は灌流液にアルブミンが

入っているため,これによる抗酸化が行われた可能性が

ある。高グルコース状態で培養した場合もアルブミンが

過酸化脂質

他は

n=4
n=3

灌流液に入っていたが,グルコースとグリケーションを

起こしたために抗酸化能が発輝できずにsuperoxide

scavenging活性が低下していたと考える。

酸化防御が欠如した状態の特徴的現象は,過酸化脂質

が対象の約 10倍にも増加していたことであった。

3.体外環境の変化と水晶体の過酸化反応
1)紫外線 (UV‐ B)照射によるラット水晶体の酸化関

連物質の変動および形態的変化

i)糖質,脂質および蛋白質 (表 19)

糖質はグルコース量として定量したところ,1か月齢
から18か月齢間の加齢に従って減少しているが,UV― B

照射による影響は明らかでない。脂質は非照射群では加

齢による変化は生じていないが,照射群では若年ラット

(1か月と6か月齢)では非照射群より増加 しているた

め,脂質合成能が高まり,逆 に高齢ラット(12か 月と18

か月齢)では合成能の低下が推察された。水溶性蛋自質は

照射群では 12か月齢以外は非照射群に比べてやや減少

していたが,あ まり変化は見られなかった。

蛋白質のリジン残基 と糖が非酵素的に反応するグリ

3.367



図 24 UV‐B照射ラット水晶体 (非照射 )。

図 25 UV‐B照射ラット水晶体 .
非照射に比べて水晶体上皮末端の後方移動と線維が膨

化している。

ケーションの中間産物である糖化蛋自質 (フ ルク トサミ

ン)は若年ラットに多く,特に照射群の 6か月齢で明らか

に増加していたが,12か月齢および18か 月齢では非照

射群と同じレベルまで減少している。フルクトサミンは

グリケーションの前期反応と後期反応の丁度中間の物質

であるため,照射群では 12か月齢以降はグリケーション

の後期反応に移行した可能性が考えられる。また,非照射

群のグルコースとフルクトサミンが加齢による増加をし

ていないので,耐糖能は18か月でも維持されていると思

われる。

ii)SuperoXide scavenging活 ′性1と 過酸化 :旨 質 (表

1329

19)

スーパーオキシド消去活性は加齢で増加する傾向を示

した。照射群では 6か月齢から減少しはじめ,高齢(12か

月および 18か月齢)で低下が明らかとなった。特に 18か

月齢 では非 照射群(14.OU/mg protein lens)の 50%

(6.89U/mg protein lens)に 低下していた。

過酸化脂質は,非照射群では加齢に伴って増加してい

る。しかし,照射群では増加が予想されたが,12か月齢で

はむしろ減少していた。これは脂質量が 12か月齢で急激

に減少していることと関係が深いと思われる。非照射群

では脂質量は減少しておらず,一定レベルを維持してい

た.照射群の 12か月齢は脂質量および過酸化脂質が特異

的減少を示したが,脂質合成能に何らかの支障が生じた

ものと考えられる。過酸化脂質は 18か月齢になると,照

射 群 (11.7± 1.7× 10-2nm。 lMDA/1ens)で 非 照 射 群

(6.5± 1.1)よ り増加していた。

面)形態変化 (図 24,25)

図 26 DNA移動度の測定。
螢光標識された DNAが縦径 :横径=1:1が 移動度
0で,1:4を移動度 3と した。

0.5 1

UV‐ B照射量

3    5(kJ)′ m2

図 27 UV‐ B照射量と水晶体上皮 DNA移動度の関
係.
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表 20 UV‐ B照射量別水晶体上皮細胞 DNA電気泳動
の移動の割合

日眼会誌 99巻  12号

質生成を防御する機能の低下などの因子が加わった際に

過酸化脂質の生成が進行することになる。

血中に注入した過酸化脂質は前房に入って水晶体に達

する22)こ とから,自内障の発症は全身の影響を受けてい

ることになる。水晶体で形態的異常が始まる前に血清の

過酸化脂質が増加する
23)。 加齢ラット水晶体では上皮下

の皮質線維が膨化,変性するなど,すでに組織学的に明ら

かな変化を伴った状態ではじめて過酸化脂質が有意に増

加していた。過酸化脂質発生の防御に働 く抗酸化酵素の

うち,SODは ヒト水晶体で加齢 とともに低下する24)。

ラット水晶体でも6か月齢からすでにSOD活性が低下
していた。また,抗酸化物質のうち,還元型グルタチオン

(GSH)は 6～24か月齢まで低下を続けていた。GSHと

ともに脂質過酸化物の消去に働 くglutathione peroX‐

idaseお よび NADPH2の存在下で酸化型グルタチオン

(GSSG)を GSHに変化させるglutathione reductaseが

ヒト水晶体で加齢に相関して減少している
24).GSH合成

に関係するcystathionase活性が老齢ラット水晶体で低

下している
25)こ とも影響していると思われる。

膜の流動性を示すリポ蛋白質が 24か月齢では酸化型

の HDLや LDLが増加していた。酸化を受けたために受
容体と結合することが出来ずに代謝回転も鈍くなって水

晶体内に酸化型のまま蓄積されている。したがって,リ ポ

蛋白質の主要成分であるリン脂質とコンステロールが

24か月齢の水晶体で増加することになる。特に,24か月

齢で LDLにおけるリン脂質の増加はLDLが酸化され

たためにリン脂質に含まれる不飽和脂肪酸が過酸化を受

け,代謝されにくい形になっている。その結果,膜の流動

性が失われていく。

加齢による膜の傷害を表しているもう一つの現象は

Caの有意な上昇にある。今回の研究で,水晶体の透明性

が失われた 24か月齢で Caと 過酸化脂質の急激な増加

が特徴的であった。Caが水晶体蛋白質の凝集やカルシウ

ム依存性プロテアーゼ活性の上昇
26)に
関係して水晶体の

混濁化に影響していることは知られている。細胞外への

Ca++の汲み出しは 2つ の並行した機構,すなわち,Na+―

Ca++交換系と膜に存在するCa+十ポンプによって行われ

るといわれている。Na+― Ca十■交換系はCa++を 汲み出す

ために Na十の濃度勾配のエネルギーを利用する。一般に

膜に局在するCa十
■チャンネルからは細胞外からの Ca++

流入は起こらないとされている
27)。 しかし,ラ ット水晶体

では加齢によりNa量が増加し,K量が減少している。こ

れは Na+,K+‐ ポンプの能動輸送に障害が起きているこ

とを示している。水晶体中のNa濃度が増加すると,正常
と逆転した Na+濃度勾配エネルギーが生じ,Na+― Ca+十

交換活性が増加され,Ca+十の水晶体内への流入が起きた

と考えられる.ま た,Na+― Ca++交換活性の増強には 0ち
~

による交換体の還元とH202に よる酸化が共存して必要

であるといわれている。前項で述べたように加齢により

DNA
移動度

Relative nligration distance

01234567

86  14

照射量
kJ/m2

()

0.5 27  37  32   4

1.0 19  21  36  24

3.0 1  19  24  29  22   5

5.0 3  23  29  45

(%)

12か 月齢水晶体を材料に非照射群と比較した。両群と

もに組織変化は軽微であるが,水晶体上皮末端の後方移

動と上皮下の水晶体線維に膨化がみられた.こ れらの所

見は両群にみられたが,照射群に幾分強く生じ,上皮末端

が水晶体線維に分化しないまま後方に移動しているのが

特徴的であった。

2)紫外線 (UV― B)照 射による水晶体上皮細胞 DNA
の変化 (図 26,27,表 20)

図 27か ら明らかであるが,UV‐ B照射量に比例 して

DNAの移動度が増している。照射しない例でも15%位
は移動度 1を示す細胞があるので移動度 1を正常に含め

ると,0.5 kj/m2照射では約 65%は未だ正常像を保って

いることになる。1.O kJ/m2で は 60%の DNAが破壊さ
れ,3.0～ 5.O kJ/m2で はすべての DNAが鎖切断をされ
ている。

IV考  按

1.水晶体における過酸化反応

1)加齢と過酸化反応

加齢は生理的活性が徐々に,そ して不可逆的に低下す

るものでさけられない生理的現象とされている.しかし,

加齢に伴う疾患は病的反応とされて予防や治療の対象と

なっている。したがって,細胞や個体の存立に関係する核

酸,蛋白質,そ して膜脂質などの代謝回転の維持が生理的

な加齢と病的反応を伴う加齢現象の出現を食い止め,そ

の進行を遅らせる鍵を握っていると考えられる。

加齢の原因の一つに,細胞や組織において連続的に生

じるフリーラジカルの有害反応の蓄積が老化をもたらし

ているとするフリーラジカル説がある
19)。 フリーラジカ

ルは核酸,蛋白質,そ して膜脂質の合成,代謝に強く影響

していることは事実である。フリーラジカルによる過酸

化反応が全身の組織で行われ,その反応の様相は血液で

よく研究されている。過酸化反応の産物である過酸化脂

質はヒト血清で加齢によって増加している
20)。 _方
,加齢

によって増加しないとする報告
21)も あって定説はないこ

とから,加齢そのものが過酸化反応を促進することは少

なく,動脈硬化や糖尿病などによる病的状態や過酸化脂
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過酸化反応消去機能が低下 しているため,こ のことも

Ca+・の流入を促した可能性が示唆される。このようにし

て水晶体に Ca++過剰状態が成立したものと考えられる。

水晶体に Ca++が増加すると,Ca++依存性プロテアーゼ

や膜ホスホリパーゼの活性が高まり,リ ゾリン脂質の増

加やリン脂質構成の変化,ア ラキドン酸の遊離などの膜

の変化をさらに引き起こし,膜機能の低下という悪循環

に陥ると思われる。

老化促進マウス(SAM― Pl)は ,老化現象を明らかにす

るために好都合なモデルである。SAM‐Plでは生後 100

日齢以後で赤血球の数や容積の減少や血液の老化現象が

出現する
28)。 血清や肝における過酸化脂質が生後 2～ 3

か月で増加することから,生後早くから過酸化脂質の生

成が始まって,加齢とともに進行する
29)。
今回,研究に使

用した 6か月齢 SAMの水晶体では明らかに過酸化脂質
が増加していた。過酸化反応の防御に働 く抗酸化酵素の

一つである Cu,Zn―SOD量は 6か月齢で測定されないレ
ベルまで減少し,活性値も2か月齢の約 50%に低下して

いた。抗酸化酵素であるglutathione peroxidaseも 10

か月齢 SAM‐ Plの赤血球と肝で減少していた30)こ とか

ら,加齢で全身の過酸化反応が進行していることが窺わ

れる。ヒト水晶体には数種類の螢光物質が存在する。螢光

は大きく分けると,Ex 280/Em 350 nmの トリプ トファ

ン螢光 (purple螢光)と Ex 340/Em 420 nm付近の波長

のトリプトファンの酸化代謝産物の螢光,すなわち,non―

triptophan螢 光 (blue螢 光)の 2種類があり,そ のうち,

青色螢光には水溶性のものと水不溶性蛋白質と結合して

存在するものがある。水不溶性蛋白質に結合する螢光物

質は加齢で増加する
31)。 _方 ,水晶体のもつ黄色色素は大

部分が水不溶性分画に存在して加齢的に増加している。

したがって,ヒ ト水晶体の色素と螢光は密接な関係にあ

る。青色螢光のうち,ト リプトファンの酸化による分解産

物である水溶性の黄色色素には L―キヌレニン(KN),3‐

ハイドロキシーキヌレニン(HKN),3-ハ イドロキシ‐キヌ

レニンー0-β―D‐グルコシド(HKN― Glc),α ‐ジアミノー3‐ ヒ

ドロキシーL―キヌレニンー0-β―D‐グルコシド(DHKN― Glc)

などがある。そのうち,HKN‐ Glc(Ex 365,Em 485 nrn)

は若年者で多く存在するが,加齢とともに減少する。しか

し,水不溶性蛋自質と結合している責色色素のアントラ

ニル酸 (Ex 330/Em 420 nm)や 2‐アミノ‐3-ハ イドロオキ

シアセ トフェノ ン 0-β―Dグ ル コ シ ド(AHA‐Glc)

(Ex 360/Em 480nm),キ サントマチンβ―カリボリンな

どの螢光物質は加齢とともに増加している。また,老人性

白内障の着色した水晶体にはメイラード反応の産物であ

り,螢光をもつペントシジン(Ex 335/Em 385nm)の 存

在も確認されており,加齢による耐糖能低下の影響も考

えられる。

脂質過酸化克進状態あるいは老化した組織から有機溶

媒で螢光物質が抽出される。その螢光強度から組織の脂

質過酸化状態が判断される
02)。 Dmardら 33)は ラット肝の

ミクロゾーム,ミ トコンドリア,リ ソゾームを02存在下

で イ ンキュベートす る と,螢 光物 質(Ex 360/Em 430

nm)が生成され,抗酸化剤で生成が阻害されることを報

告している。このように過酸化反応 と螢光物質は非常に

密接な関係にあり,フ リーラジカルが関与している。

生体眼による観察でもヒト水晶体では加齢に伴って自

発螢光が強くなっていた(表 5)。 すなわち,自内障を認め

ない水晶体であっても長年の近紫外線照射の影響に加え

て加齢による過酸化反応防御機能が低下した結果,ラ ジ

カルを螢光物質が吸収し,酸化されて励起されるために

螢光を発すると考えられる。

最近,井上ら
34)は水晶体の螢光色素のうち,グルコシド

をもつ AHA‐ Glcや HKN‐Glcは 0ち
~や
HO・ な どの フ

リーラジカルの消去能を持っていることを証明してい

る。これより,水晶体に存在するグルコシドの螢光物質は

加齢によりSODや還元型グルタチオンなどの過酸化反
応消去機能が低下しているなかで,フ リーラジカル消去

に働 く重要な物質であると思われる。生体眼で測定した

各年代の螢光強度から,40代が過酸化反応消去機能低下

の時期に当たるために螢光強度が強 くなるものと思われ

る。このようなグルコシド螢光物質で消去しきれないほ

どのフリーラジカルが発生した状態の時に水晶体は混濁

化への道を辿ることになるのではないかと推察される。

2)水晶体におけるラジカルの発生

L‐アスコルビン酸は活性酸素やフリーラジカルを還元

し,自身は酸化されてアスコルビン酸フリーラジカル

(AFR)と なる。

AFRは NAD(P)H十を電子供与体 とするAFR還元
酵素によって還元される。ヒト水晶体にはアスコルビン

酸酸化還元サイクルが存在しており
35),正常水晶体では

AFR還元酵素活性が高いことから,L‐アスコルビン酸は
ラジカルを消去する作用がある。L―アスコルビン酸は水

溶性抗酸化剤として働 くが,膜の抗酸化としてはビタミ

ンEが脂質ラジカルを消去する。L―アスコルビン酸は,

その際に生じたビタミンEラ ジカルを膜の表面で還元

再生することが出来ること
36)か ら,ビタミンEと の相乗

作用がある。

自内障では L‐アスコルビン酸の減少と不溶性蛋白質

の増加に伴ってAFR還元酵素活性 も低下することか
ら,L―アスコルビン酸の抗酸化能力の減少が考えられる。

フリーラジカルのうち,最 も反応性の強い HOが核型
自内障で発生し,そ して核型混濁も含めた成熟型混濁に

おいてAFRの存在が証明されたことから,自内障の進

行,取 り分け核混濁の発生には過酸化反応の充進が影響

している。

3)自内障における酸化関連物質の変化

自内障の混濁様式はさまざまで,老人性自内障であっ

ても赤道部から楔状に混濁する皮質型だけでなく,核型,
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後嚢下皮質型,混合型などがあり,糖尿病,併発性,そ して

外傷性白内障でもそれぞれ多彩な混濁型がある。内的お

よび外的侵襲に対する防御機構に自内障の部位的に特徴

があって,反応の相違が混濁様式に関係している。酸化防

御機能についても自内障では透明水晶体に比べると,そ

の機能が低下していると思われる。

0ち
~へ
の抗酸化酵素 として働 くsuperoxide dismu―

taSe,そ して H202に 対するGSH―pxや catalase活性を

測定した結果では,H202 SCaVenging活 性は自内障の進

行と関係なく変化が少ないようであるが,SODや GSH‐
pxは自内障の混濁型によって明らかに変化が見られる。

Cu,Zn―SODが老人性自内障の核型に最も多 く,特に成
熟型に比べて有意に多い量が存在したにもかかわらず,

その活性値に他の混濁型と明らかな差のある上昇は見ら

れていない。その傾向は,む しろ糖尿病自内障ではっきり

としている。

Cu,Zn‐ SODの量 と活性値が相関しない原因の 1つ
に,Cu,Zn― SODがグリケーションを受けたために活性
が低下していることが考えられる。両白内障ともに核型

でフルクトサミンが最も多いことから,グ リケーション

の充進は明らかであるが,糖化された Cu,Zn‐SODは Cu
を遊離することになるので,活性中心を失った SODは

不活性 となったままCu,Zn‐ SODの形は保っているた
め,ELISA法で測定すると,そ の量は多くても活性値は

低いという現象が起きる。放出された Cuイ オンは H202

と反応 (Cu十 +H202→ Cu+++OH~+HO)し てヒドロキ
シラジカルを生成し,過酸化を進行するように作用し,さ

らにSOD分子をも切除する37)。 cu,zn_SODの グリケー
ションによって HO・の発生が ESRを用いた方法で確認
されている。Cuイ オンは両白内障,特に糖尿病白内障で

豊富に存在するので,H202と 反応してラジカルを次々に

生成することになる。

SOD活性は自内障で減少するが,皮質では核の色調に
伴って徐々に低下するのに対して,核では色調が少しで

も濃くなると急激に活性を失う38)。 H202 SCaVenging活

性は老人性白内障と糖尿病白内障で変化がなかった。皮

質および核で自内障の核混濁の進行と関係なく一定であ

るとする報告と一致していた。しかし,自内障で有意に減

少する成績 もある。カタラーゼは H202が低濃度では不

活発に働 くといわれる反面,glutathione peroxidaseと

同等に H202を代謝するともいわれ,定説がない。その原

因の一つは,著者は H202 SCaVenging酵 素の測定をチタ

ン呈色法によったが,安定した測定値を得ることが大変

難しいことから,測定方法が確立されていないことが成

績の安定しない大きな要因と思われる。

Glutathione peroxidase(GSH― px)は 少 :量:の H202を

消去する方向に作用しているが,自内障になると正常水

晶体に比較して有意に減少している。活性の低下は自内

障の程度に関係し,特に核混濁の進行に伴って著 しい。
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GSH―pxが脂質ハイ ドロパーオキシ ドの消去作用をす

るためにはGSHを 基質 とする。しかし,GSHは水晶体
の混濁の早期から著しく減少するので,GSH‐ pxも 活性

を失う。

GSHは ,ヒ ト正常水晶体では浅層皮質 (上皮を含む)
と深層皮質にほぼ同量存在し,核に少ない。いったん混濁

が始まると,GSHは皮質と核で同程度の減少率を示す。

今回の研究では,GSHは全体的に糖尿病白内障で減少
しており,自内障が進行した成熟型では両自内障群で検

出されていないことが特徴的であった。糖尿病自内障で

は老人性自内障に比較 して,皮質型および核型でGSH
が減少し,特に皮質型では有意(p<0.05)に 低値であっ

た。GSHは抗酸化作用 としてさまざまな機能をもって
おり,前述したGSH― pxの基質となるばかりでなく,他

はフ リーラジカル の無毒化(GSH+R→ GS+RH―→

GSSG),蛋 自質 S‐S結 合 の還元(2 GSH+PS‐SP→ 2
PSH+GSSG),蛋 白質―SH基の酸化防止そして,グ リ
ケーションの予防などに働いている。

遷移金属のうち,Feや Cuイ ォンは過酸化反応の開始

反応に関与するといわれる。反応が開始されるとラジカ

ルが発生して脂質を攻撃することになる。Cuイ オンおよ

び Feイ オンは生体の酸化現象に強 くかかわっている。

自内障の型別にCuイ オン含有量をみると糖尿病白内障

に多 く存在していた。また,両自内障群で P型が最も少

なく,糖尿病白内障では N型 とM型に多いことが注目
される。過酸化脂質もN型 とM型に多 く,特に糖尿病白
内障の M型では老人性の 2倍以上になっている。増加し
た銅イオンは過酸化脂質と反応して脂質ラジカルを生成

するため,さ らに過酸化反応が加速したものと思われる。

Cuイ オンが増加した原因には眼組織に存在するCuイ

オンを含むチ トクローム Cオ キシダーゼ,チ ロシナー

ゼ,そ して Cu,Zn―SODな どの銅含有酵素から,何 らかの
理由で Cuイ オンが放出されること,ま た,長期間にわ

たって微量な血清銅からの蓄積が考えられる。

自内障混濁様式のうち,N型はラジカル生成系が活発
で,酸化防御能に欠けるために過酸化脂質が最も多い。こ

れらの結果から,過酸化反応は核から皮質へと波及して

いくことがいえる.

4)膜の変化

リン脂質は蛋自質とともに生体膜の主要な構成成分で

あるだけでなく,エネルギー,核酸などの生理活性物質の

リン酸供給源としても働いている。リン脂質の構造と機

能の性格は脂肪酸組成によって決められる.脂肪酸には

必須脂肪酸と生体内で合成可能な脂肪酸とがある。必須

脂肪酸には n‐6系列の リノール酸(18:2)系 列とn-3系

列の α―リノレン酸 (18:3)系 列があって,n-6系 列の リ

ノール酸系列は動物の成長,皮膚の生理機能に,α‐リノ

レン酸系列は脳神経機能の維持に関与 している。水晶体

では″ リノレン酸 (18:3)が 欠如しているのはAnder―



平成 7年 12月 10日

sonら 39)の報告と一致している。しかし,フ ォスフアチジ

ルエタノール(PE)分 画で ドコサヘキサエン酸(DHA)

(22:6)が存在したことは,合成経路からしてヒト水晶体

でリノレン酸が完全に欠如しているか確認する必要があ

る。

ヒト水晶体ではリノール酸系列(18:2→ 20:4)が存

在していた。アラキドン酸 (20:4)か らはプロスタグラン

ディン,ロ イコトリエンなどホルモン様物質が作られる。

一方,生体では飽和脂肪酸から不飽和脂肪酸を酵素反応

で合成出来るが,ヒ ト水晶体においてもバル ミチン酸

(16:0)か らパルミトオレイン酸(16:1),そ してステア

リン酸 (18:0)か らオレイン酸(18:1)を 合成する経路の

存在が明らかとなった。リン脂質分画はそれぞれ特異的

な脂肪酸組成をもっており,PEが不飽和脂肪酸を最も

多く含有し,次いでフォスファチジルコリン(PC)が二重

結合以上の不飽和脂肪酸を多く持っている。スフィンゴ

ミエリン(SM)は不飽和脂肪酸がモノ不飽和脂肪酸のみ

から成っている。リン脂質全体では正常水晶体 と白内障

とで脂肪酸鎖長にも,そ して脂肪酸組成にも著しい変動

はみられず,自内障で飽和化現象がみられた。

しかし,正常水晶体 リン脂質の主要成分であるSMで
は,炭素数 20以下の脂肪酸が 70%以上である。不飽和脂

肪酸はすべてがモノ不飽和脂肪酸から成っていることは

他のリン脂質分画にはみられない特異的性質であり,ネ

ルボン酸 (24:1)を有する唯一のリン脂質である。PEは

細胞の増殖に関与し,リ ン脂質分画の中で最も多く不飽

和脂肪酸を多く含んでいる。自内障になるとステアリン

酸からの不飽和がみられるものの,他の不飽和脂肪酸は

減少して全体的には飽和脂肪酸が約 20%増加していた。

ドコサヘキサエン酸(22:6)は ,水晶体の PEで証明され

た唯一のリノレン酸系列のリン脂質分画であり,22:6

はPEに取 り込まれやすいといわれていること40)と _致

していた。PCは 細胞膜 に多 く存在 し,膜 中の LCAT
(lecithincholesterol acyltransferase)の 基質 として細

胞膜のコンステロールの逆転輸送に関与 している。PC

の脂肪酸組成は飽和脂肪酸(44.4%)と 不飽和脂肪酸

(55.6%)が ほぼ均衡を保っているが,自内障では飽和脂

肪酸が 58.1%に増加して飽和化を示していた。その他,

フォスファチジルイノシ トール(PI)や フォスファチジ

ルセリン(PS)が存在し,自内障でそれぞれ脂肪酸が飽和

化する傾向があった。リゾフォスファチジルエタノール

アミン(LPE)は他のリン脂質分画と比較して異なった

脂肪酸組成を持っている。他のリン脂質分画 と同じく

16:0や 18:0が主成分であるが,こ の分画だけが自内

障で減少したために不飽和脂肪酸が増加する結果となっ

た。

今回の結果からは,リ ゾ体は Broekhuyse41)の 報告の

ようなリゾフォスファチジルコリン(LPC)の存在は確

認されず,LPEだ けが証明された。SMの ように二重結
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合を一個しか持たないモノ不飽和脂肪酸から成っている

リン脂質は別にして,他のリン脂質は二重結合を二個以

上有する,いわゆる多価不飽和脂肪酸に富んでいる。二つ

の二重結合に挟まれた反応性の大きい部位は連鎖的な酸

化反応を受けやすぃ42)。 すなわち,二重結合に挟まれた活

性水素がラジカルによって引き抜かれることになる。酸

化されやすいのは二重結合の数が多い場合であるので,

PEの ようにDHA(22:6)を はじめとして二つ以上の二

重結合を多く有しているリン脂質は酸化されやすいこと

になる。その結果,自内障ではPE不飽和脂肪酸が正常水

晶体よりも20%も減少していた。脂肪酸組成の著しい変

化はPEの含有量にも明らかな影響がみられた。正常水

晶体で,45.49± 13.0″ク/dry`lensと SM分画に次いで多
く存在していたが,自 内障では 19.85± 4.30と 正常水晶

体の 40%に減少した。PEは リン脂質分画のなかでは多

価不飽和脂肪酸を多く含有していたために最も酸化の影

響を受けることになる。次いで PC分画にも同様な反応
が生じ,自内障において飽和化とともにリン量も正常水

晶体の 30%に 減量する結果となった。一方,SMは多価
不飽和脂肪酸が一つも存在しないので酸化の影響も受け

ず,自内障でわずかに飽和化されるだけで,他のすべての

リン脂質分画が減少したにもかかわらず,含有量におい

ても変化が少ない。SMを簿層クロマ トグラフィーで分

離すると5つの種類に分けられる。そのうち,3つの分画

が自内障で増加していた。脂肪酸組成は,やはり自内障で

軽度ながら飽和化が進行していた
43)。

注目されるのは LPEの変化である。LPE分画で不飽

和脂肪酸が自内障で 32.10%(正 常水晶体 14.90%)に 増

加した主な原因は,ア ラキドン酸の増加に因るものとい

える。自内障で Ca・ +が増加したためにホスホリパーゼ

A2が活性化され,細胞膜リン脂質から不飽和脂肪酸のア

ラキドン酸が遊離してきたものと考えられる。過酸化反

応が進行して過酸化脂質(L00H)が生成されるとホス

ホリパーゼ A2がその部の脂肪酸を切 り出すように作用

する。切 り離された過酸化脂肪酸はグルタチオンペルオ

キシド(GSH―PX)と グルタチオン(GSH)に よって還元

され,脂 質 アル コール (LOH)に 分 解 され る44)45)

(L00H+2 GSH―→LOH+H20+GSSG)。 ホ ス ホ リ
パーゼA2は グルタチオンペルオキシダーゼと協力して,

いわば生体膜脂質の過酸化に対して膜から過酸化脂質を

除去する機構として作用している。しかし,グルタチオン

パルオキシダーゼの活性が落ちていると生成された

L00Hは ,遷移金属イオン(Fe,Cu)が存在するとアルコ

キシルラジカル (LO・ )やペルオキシラジカル(L00・ )

(L00H+Fe2+_→ LO・ +OH~十 Fe3+L00H+Fe3+_→
L00・ 十H+十 Fe2+)を 形成する反応が進行する。LO・ や

L00は過酸化反応を開始する基になることから,連鎖的
に過酸化反応が進行してしまう。すなわち,過酸化リン脂

質から過酸化脂肪酸を遊離させる
46)47)。 このようにホス

過酸化反応と白内障・小原
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ホリパーゼ A2は膜脂質に作用し,しかもグルタチオンペ

ルオキシダーゼ活性が低下していたり,還元型グルタチ

オンが不足していると脂質ラジカル (L・ )を生じ,次いで

脂質ハイドロパーオキサイド(L00H)を形成するよう

に働 く。

リン脂質分画のリン量はSM分画以外のすべての分
画が自内障で減少して全体でも有意に減少していた。

酸化されにくい脂肪酸構成を持っているSM分画以
外は酸化されやすいために膜構造が破壊され,膜の流動

性を失い,脂質合成能も低下して白内障化へと進行する

ことになる。

リポ蛋自質は膜の主要成分である脂質の供給源として

重要であって,その変動は膜傷害が起きていることを意

味している。

糖尿病白内障ではVLDLと LDLが増加していた。ま
た,こ の変化はインスリンやビタミンEあるいはプロブ
コールで抑制されていた48)こ とから,VLDL,LDLの増
加は糖尿病の進行に影響しており,ヒ ト糖尿病白内障で

もその発症と進行に過酸化の影響が深く関与していると

考えられる。その増加原因について考察してみると,

VLDLは リポ蛋白質 リパーゼ(LPL)に よって トリグリ
セライドがグリセロールと脂肪酸に加水分解される。糖

尿病ではVLDL分子中におけるLDLの認識部位であ
るアポリポ蛋自質 C―IIがグリケーションされて,LDL
活性が低下して LVDL→ LDLへの異化作用の反応速
度が低下して VLDLが蓄積してきたものと思われる。次
に,LDLが増加した原因には以下の二点が考えられる。

第一はLDL受容体の変化である。LDLは諸臓器に存在
する受容体から細胞内に取り込まれる。LDL受容体は細

胞内コレステロール量が増加すると,活性が低下 して

LDLの取込を抑制している。水晶体においては上皮細胞
および皮質浅層に受容体の存在が認められた。リポ蛋自

質は水晶体上皮に存在しているLDL受容体を介して水
晶体外から取 り込まれた生体由来の可能性が考えられ

る。今回,LDL粒子が水晶体嚢を通過して水晶体の LDL
受容体に取 り込まれた事実は,血液中のリポ蛋白質が血

液房水柵を通過して房水中に入 り,水晶体嚢に存在する

グリコサミノグリカンを介して水晶体との授受が行われ

ていると考えられる。すなわち,生体と水晶体の物質授受

に interactionの 存在を意味する結果 と思われる。LDL
は受容体にアポ蛋白質 Bが認識されて細胞に取 り込ま

れる。取り込まれた LDLはアミノ酸,遊離コンステロー

ルと脂肪酸に分解されて膜の合成に利用される。修飾さ

れた LDLと して,通常のLDLを無水酢酸で処理 して

作ったアセチル LDLを 用いて変性 LDLの取 り込みを

研究したところ,正常水晶体では取 り込まれなかったた

め(図 21),正常水晶体には変性 LDLのスカベンジャー

受容体は存在しないと思われる。アセチルLDLが正常
水晶体では取 り込まれずに,自 内障で取 り込まれた (図
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22)の は LDL受容体に異常が起こったことを示してい

る。そのため,自内障で変性 LDLが蓄積 され,膜の破壊
が進行したと思われる。特に,糖尿病自内障では受容体に

よる処理機能が麻痺 し,ア セチル化 LDLと いう人工的
な変性 LDLも 取り込んでしまったように,糖化 LDLや

過酸化 LDLな どの変性 LDLも 取り込んでしまい,全体
として LDLが水晶体中に高濃度のまま蓄積される結果
になったと思われる。

第 2は LDL自 身の変性にある。水晶体は生まれた時
にもった細胞を水晶体の中心部に向かって押し込むこと

によって一生持ち続ける特殊な器官である。水晶体は長

年の近紫外光の照射や加齢による防御機能低下により,

何らかの機序で変性修飾を受ける機会が多く,水晶体に

入ってから変性リポ蛋白質となる危険がある。糖尿病状

態では,さ らにその危険性が増すと思われる。

LDLは VLDLの 異化 によって生成 される。酸化型
LDLを グπυあθで直接に定量することはなされていな
いが,動脈硬化病巣に存在することが証明されている49).

水晶体でポルEシステムを用いてアガロース電気泳動

を行った ところ,加齢 に従って酸化型 HDLと 酸化型
LDLが検出された50)。 この成績は5mM硫 酸銅で 4° C,
一昼夜処理した後生食で 14°C,24時間透析した酸化型血

清と標準血清と比較した結果である。

銅イオンが存在するとリポ蛋自質は酸化され,通常の

リポ蛋自質泳動像よりも陽極側に泳動される。これは,リ

ポ蛋白質中の微量な過酸化脂質と銅イオンがL00H十
cu2+_→ LOち十Cu+十 11・ ,L00H+Cu+―→ LO・十Cu2++

OH~の ように反応して連鎖的にラジカルを生成し,ア ル

デヒドなどの二次生成物がアポリポ蛋白質に結合した

り,ア ポリポ蛋自質の塩基性アミノ酸の Lys.Argの 正

電荷が酸化されるために,リ ポ蛋自質分子の陰性荷電が

増加 して酸化型 HDLや酸化型 LDLの ように陽極側に
強く泳動されるといわれている51)。 また,老人性自内障で

は正常水晶体に比べ銅イオンおよび鉄イオンが増加して

いる。LDLは銅や鉄イオンが存在すると,こ れらの遷移
金属イオンが LDL中の不飽和脂肪酸を酸化し,脂質ラ
ジカル (L・ )を形成する。脂質ラジカルは連鎖反応的に過

酸化脂質を形成し,酸化型 LDLが生成される。その過程
でアポ蛋白質 Bも ラジカルによって攻撃され,LDL受
容体 との結合に非常に重要であるLys.Argが陽性荷電

を失 う。そして,細胞内の LDLの処理経路が進まな く

なったと思われる。さらに,各所で切断されるため,受容

体 とうまく結合できな くなる。酸化型 LDLは過酸化脂

質を多 く含んで細胞毒性が認められることから52),そ の

蓄積は病変の進行に関係する。LDL受容体は,単一ポリ
ペプチドが LDLの結合,イ ンターナリゼーション,LDL
の解離,そ してリサイクリングなど多様な機能を有して

いる53)。 前述のように自内障ではLDL受容体が異常 と
なり,変性 LDLが取 り込まれたことに加え,水晶体内部
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で作 られてしまった酸化型 LDLな どの変性 LDLは ,

LDL受容がもつ機能のうちの LDLの解離からうまく
作動しなくなったために水晶体中に蓄積したと考えられ

る。すなわち,細胞内の LDLの処理経路のうち,エ ンド
ソーム内部のエンドソーム膜のプロトンポンプがうまく

動かないためにエンドソーム内部 pHを酸性条件に保て

ず,LDLを アミノ酸,遊離コンステロール,脂肪酸に解離
できないために蓄積したものと考える。一方,糖尿病白内

障では,前述の要因によるLDLの変性のみならず,グ リ
ケーションによる変性 も加わることになる。グリケー

ションされた蛋自質から活性酸素が生成される54)55)こ と

から,アポリポ蛋白質 Bがグリケーションされたことに
よって活性酸素が生じ,LDLの過酸化が進行することに
なる。糖尿病でみられるアテローム変性の原因の一つに

LDLの グリケーションによる活性酸素の発生が関係し
ている56)。 アポリポ蛋自Bの グリケーションによって生

じる0ち
~や H202が糖尿病における過酸化物消去能の低

下と相まって除去されずに蓄積する。アポリポ蛋自 Bの

グリケーションが糖尿病自内障で増加し,特に水不溶性

蛋白質分画で有意に増加したことはグリケーションの後

期反応で生じる架橋形成を引き起こし,蛋白質の凝集化

を促進させることになる。

2.水晶体周囲環境 (体内)の変化と過酸化反応

糖尿病の発生原因として,ま た,合併症の進行にフリー

ラジカルが密接に関係している。膵臓のβ細胞は,抗酸

化酵素が少ないためにフリーラジカルの侵襲を受けやす

ぃ57)。 アロキサンは生体内でジアシル酸に還元されるが,

これが酸化を受けて 0:~を 生 じる。生じた 0:~に SOD
が作用して H202に なり,金属イオン(Fe++,Cu+)の 作用

で HOを 発生させてβ細胞を破壊するといわれる58)。

HO・ はDNAを 破壊して,そ の修復に必要なNADHを
枯渇させ,β 細胞におけるインスリン分泌を不能にさせ

る。アロキサンとβ細胞を反応させると,ラ ジカルが発

生することが ESRで証明されていることからも糖尿病
の発生にラジカルが強く関与していることが理解され

る59)。 アロキサンで惹起させた高血糖家兎の血清では投

与後ただちに過酸化脂質が増加するが,水晶体ではやや

遅れて増加しはじめ,その後,経 日的に上昇し続ける60)。

今回の研究で自内障手術の際に得られた糖尿病者の血

清,水晶体および房水における過酸化脂質は各々の部位

で変化していたが,房水での増加が顕著であった。房水で

は血液房水柵の破壊によって全身や周囲眼組織から過酸

化脂質が流入したと考えられるが,一方では房水におけ

る過酸化防御機能が弱いことも推察される。水晶体では

過酸化脂質量 は両自内障群 ともに正常水晶体 の

1.5～1.9倍量に増加したことから,過酸化反応が生じて

いることは明らかであるが,両白内障間ではDM群でや
や増加しているが,有意な変化はみられない。

Casutagliolaら 61)の報告では,糖尿病者の自内障では
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過酸化脂質が非糖尿病者白内障の 2倍に,そ して正常水

晶体の約 7倍に増加している。

次に,活性酸素消去酵素の一つであるSODに ついて

考えてみる。糖尿病ではグルコースが Cu,Zn―SODの も
つリジン残基と非酵素的に反応してシッフ塩基を作って

アマドリ化合物を形成する。すなわち,グ リケーションが

起 こりやすいといわれている。グリケーションされた

SODは糖尿病自内障で有意に増加 している。Cu,Zn‐
SOD量は両自内障ともに正常水晶体に比べて減少し,特
に糖尿病自内障で少ない傾向であった。しかし,SODの
活性値は糖尿病自内障で正常の約 60%に まで低下して
いた。したがって,SOD含量に変化が少ないにもかかわ
らず,活性が有意に低下していたのはSODがグリケー
ションされたためと考えられる。糖のもつシスジオール

基がボロン酸カラムと親和性があることを利用したア

フィニティクロマ トグラフィーとELISA法を組み合わ
せることによってグリケーションされた Cu,Zn―SOD量
を抽出し測定したところ,糖尿病自内障では老人性白内

障の約 5倍にもなっていた。その結果,糖尿病者の自内障

では Cu,Zn‐SODが糖化されているために多量に回収さ
れた ことになる。そ して,活性値 は老人性 自内障の

87.8%に減少した。

Cu,Zn― SODがグ リケーションを受けることはグル
コースとインキュベートすると活性が低下して,ケ トア

ミンを生成することからも明らかである。グリケーショ

ンされた Cu,Zn―SODは断片化されて活性酸素を発生す
る。谷口37)に よれば,活性酸素 として 0ち―が生成され,

Cu,Zn― SODか ら活性中心の Cuイ オンが遊離するため,
SODは活性を失い,次いで Cuイ オンの作用でフェント
ン反応からHO・が生 まれる。したがって,グ リケーショ

ンされた SODは 0ち~を処理できず,そ れらを蓄積して

糖尿病の自内障を発生 。進行させるものと考えられる。

SODは ヒト水晶体では赤道部に多く存在する62)の で,そ
の活性が低下することは最も代謝活性の高い部位である

赤道部が酸化ス トレスに対して抵抗力を失うことにな

り,水晶体の混濁化を進める。

Cu,Zn‐ SODは ヒト房水で糖尿病 と非糖尿病で差がな
く含有量が少ないので,酸化防御能に欠けていると思わ

れる。また,SOD活性は糖尿病者の硝子体で有意に低下
したのはKernellら 63)の報告と一致しており,自内障の

進行に硝子体の影響が関係している成績である。グル

コースと反応するリジン残基はSODの立体構造に重要
である active siteの Hganding loop構造といわれる部

位に存在するリジン422と ‐128が主体である37)。 cu,zn_

SODの ように,立体的に 8Å以内にヒスチジンが存在す
るリジンにグリケーションが起こると,そ のヒスチジン

残基でペプチド結合が切断されてヒステジン残基に配位

していた Cuイ オンが遊離してくる37)。 Cuイ オンは Fe

イオンと同様に,HO・ を生成して細胞や組織障害を強め

過酸化反応と白内障・小原
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るように作用する。

過酸化反応を促進させる因子の一つに遷移金属イオン

がある。従来,Feイ オンは H202+Fe2+→ HO・ +OH~+
Fe3+(フ ェン トン反応),0ち

~十 H202+Fe3+→ HO・ +

OH~+02(ハ ~バ~フ イス反応)で最 も反応性の強い

HO・ を生成することから,過剰の Feイ オンは過酸化反

応の促進因子 とされている。一方,Cuイ オンも同様の

フェン トン様反応(H202+Cu+→ HO・ +OH+~Cu2+)を

示す。糖尿病白内障の発生 と進行にCuイ オンの関与が

注目される。水晶体ばかりでなく,血液,房水,そ して硝子

体でもCuイ オンの増加がみられた。Cuが増加した原因

には,糖尿病によって血管透過性が高まって,長年にわ

たって微量に増加している血中の Cuが眼内に移行し,

蓄積したこと,ま たはCu含有酵素からの遊離が考えら

れる。全身から眼へのCuの移行については,ア イソトー

プをラベルした Cu64を 静脈内に注入したところ,血液脳

脊髄関門を通過して 1時間後に眼球に移行した像で証明

されている64)。

一方,Cu含有酵素は多数あるが,そ のうちチロシナー

ゼ,チ トクローム Cオ キシダーゼおよびSODな どが水

晶体に存在する。SODに は他にミトコンドリアに存在し

て M:nを含有する種類もある力S,Cu,Zn‐SODか らのCu

の放出が注目される。いったん増加した Cuイ オンは自

内障で増加している H202と フエントン様反応を起こし

て非常に反応性の強い HO・ を生成する。HOは脂質,蛋 白

質,そ して核酸の変性を引き起こすことになる。また,水

晶体だけでなく,硝子体や房水でも明らかに増加してい

る過酸化脂質と反応してペルオキシラジカルを生成し,

その連鎖反応から過酸化を克進させる。このように,Cu

イオンは活性酸素消去能を低下させ,ス ーパーオキシド,

過酸化水素,ヒ ドロキシラジカルなどを発生させて脂質,

蛋白質,そ して核酸に傷害を与えるだけでなく,解糖系,

ペントースリン酸回路を阻害して自内障を発症・進行さ

せる重要な因子の一つとなっている。Cu++は グルタチオ

ン(GSH)の チオール基 と反応 して錯体 を形成する。

GSH l分子とCuの 1分子の錯体はスーパーオキシド

を消去する活性をもっていて強いSOD作用があり,H2
02を生成する05)。 生理的 pH状態で Cuイ オンとGSHが

適当量に存在すると錯体を形成して 0,~は消去するが,

H202を 生成してしまう。H202消去能が低下した状態で

は酸化ストレスの進行がより促進され,自 内障化がより

進むことになる。

GSHは蛋白質―SH基の還元状態の維持,陽イオン輸
送や膜透過性,そ して水晶体線維の三次元構造の維持に

とって必要な膜 SH基の保護,そ して H202の毒性を除

去する機能的役割などに作用している。H202は ヒト自内

障で房水中に高濃度に存在しており
66),DM群の方が高

濃度であり,水晶体中でも老人性白内障に比べ増加して
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いたので,自内障の進行を阻止するためにはGSHを多
量に必要とする。GSHの測定にはア ミノ酸のSH基 も

定量されるので,今回はHPLCを用いて純粋にGSH量
を測定した。糖尿病白内障で明らかに減少した。GSHの

減少は自内障の初期から生じる現象であるが,その原因

の一つに酸化ストレスから水晶体の透明性を守るために

抗酸化剤として利用されたこと,ま た,前述したように

cu2+と 錯体を形成するために使用されたことがあげら

れる。

酸素が何らかの原因で還元されて生じる0:~は 不均

化反応によって H202に変換した り,そ の H202は Fe2+

(Cu+)と 反応して HO・ を作る。また,0:― とFe3+と の反

応でもHOが生じて細胞・組織に障害を与える。毒性を

弱めるために Oち
~に
はSODが,H202に対してはカタ

ラーゼやグルタチオンペルオキシダーゼ(GSH― px)が消

去酵素として作用している。その他,非酵素として抗酸化

作用を有するものに L―アスコルビン酸,還元型グルタチ

オン,ビタミンEな どがある。

L―アスコルビン酸は,H202以外の活性酸素やフリーラ

ジカルを還元することができる
36)。
L―アスコルビン酸自

身は酸化されてアスコルビン酸フリーラジカルとなる

が,NAD(P)Hを電子供与体とするアスコルビン酸フ

リーラジカル(AFR)還元酵素によって還元され,残 りは

デヒドロアスコルビン酸になる。坂東 ら
35)に よると,

AFR還元酵素はヒト水晶体で活性が高いので,正常状態
ではラジカルを消去することができるが,自内障水晶体

ではその活性が低下しているために L―アスコルビン酸

を再生する能力が減少している。AFRが自内障で生じる
ことはESRで証明した。これは,自 内障でAFR還元酵

素活性が低下しているため,AFRの半減期が長くなり検

出されたものと思われる。また,増加した Cuイ オンは L―

アスコルビン酸と反応してAFRを産生することも白内

障でAFRが生じた原因の一つと思われる。

グリケーションはあらゆる部位の蛋白質に生じ,メ イ

ラード反応の進行過程で螢光をもった終末糖化産物

(advanced glicated endproduct,AGE)が作られ,また,

ラジカルも産生される。グリケーションの初期産物をフ

ルクトサミンとして測定すると,水晶体ばかりでなく硝

子体や房水でも糖尿病で多量に存在し,グ リケーション

の進行が明らかであった。グリケーションが活発に行わ

れると蛋白質が凝集67)す るので,自内障はより進行する

ことになる。グリケーションによって蛋自質は架橋を形

成するので,グ リケーションの進行によっても水不溶性

蛋自質が増加してくる。今回の成績でも糖尿病自内障で

は水不溶性蛋白質が明らかに増加 しており,グ リケー

ションによる架橋形成の進行を伺わせた。一方,グ リケー

ションの後期反応産物には特有の螢光物質(ペ ントシジ

ン)が含まれている。糖尿病白内障では老人性白内障に比



較して水不溶性分画で螢光強度が強 く,ペ ントシジン量

も明らかに多かった.AGEが多く産生されることはグリ
ケーションが過去に盛んに行われていたことを推察させ

る。後期反応とその生成物から自動酸化によって 0:~,

H202が生成されたり68),蛋白質がさらに架橋されて高分

子蛋白質を作るなどの反応には遷移金属が関与してい

る。

糖化されたポリリジンに Fe3+を加えた系にリン脂質

リポゾームや LDLを添加すると,多量のチオバル ビ
ツール酸反応物質である変性脂質が生じるとされる69).

グリケーションはリポ蛋白質においても生じる。リポ

蛋自質は脂質の運搬に関係して,膜の易動性を表す指標

となるが,糖尿病白内障ではLDL分画が増加していた。
LDLがグリケーションされていたことは自内障水晶体
に糖化されたアポ蛋自質 Bの存在が証明され,特に糖尿

病白内障の水不溶性分画で 7.18± 3.84× 10-4nm。 1/1ens

と老人性自内障 1.79± 1.10に 比べて有意(p<0.05)に

増加していたことから明らかである。糖尿病者の自内障

水晶体と硝子体で Cuイ オンが有意に増加しており,特

に自内障で著明であった。リン酸緩衝液に Cuイ オンを

加えると,LDLに含まれる不飽和脂肪酸が容易に酸化さ

れてしまい,Cuイ オンだけがこの緩衝液中ではLDLの
酸化変性を起こしていた70)。

LDL分画を構成するアポリポ蛋白質 Bが グリケー
ションされるので,LDL受容体に認識されにくくなる。
受容体に受け入れられず,ま た,結合しても分解処理が行

われない LDLは血中や組織にも顆粒状に停滞する.血
中の糖化 LDLは ,糖尿病者では正常者の 2倍量であ
る71).グ リケーションされた LDLか ら0:~な どの活性
酸素が産生されるため,アポリポ蛋白質の変性のみなら

ず,リ ン脂質などの脂質成分の過酸化も次第に進行する。

糖化 LDLは酸化的修飾を受けて酸化 LDLの形成が

考えられる.糖尿病自内障のリポ蛋白質をアガロース電

気泳動を行うと,リ ポ蛋自質は酸化型になっているため,

負に荷電していて,全体的に強く陽極側に泳動された。そ

のうえ,通常の酸化型 HDLよ りさらに酸化型の強い
HDLが生じていた。糖尿病ではグリケーションだけで
なく,そ こからさらに自動酸化を起こしてフリーラジカ

ルを産生する。同時に,SODの活性低下や L‐アスコルビ

ン酸量の減少,そ してグルタチオンレドックスサイクル

の活性低下などによって活性酸素消去能の低下や酸化関

連金属イオンの増加などの酸化ストレスの充進状態にあ

ると考えられる。

次に,実際にこのような水晶体周囲の環境の変化が,水

晶体の透明維持に影響を与えるかどうかについて実験的

に検討を行った。両面灌流型器官培養装置を用いて,生体

に近い状態の生理的状態に調整された人工の房水と硝子

体とで培養したものを対象として,高グルコース状態や

抗酸化防御能欠如状態による培養結果と比較した。
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高グルコース(300 mg/dl)の 房水および硝子体培養液

で,よ り物 υあθに近い条件下で灌流しながらヒト水晶

体を3週間培養したところ,糖尿病の際に生体に生じる

過酸化反応と同じ現象がみられた。発生した O:~の消去

に働 くSODが量的ならびに機能的に極度に低下して酸
化防御能が欠如した状態となっている。その結果,過酸化

脂質が 7倍にも増加した。過剰なグルコースによって蛋

自質のグリケーションが進み,フルクトサミンは著しく

増加していた。SuperoXide scavenging活性がほとんど

活性を失った状態になったのはSODがグリケーション
されたことによると思われた。糖尿病におけるグリケー

ションを介した過酸化反応の進行が高グルコースという

実験条件によって立証されたことになる。

次に,強力な抗酸化機能をもつSOD,L― アスコルビン

酸,そ して還元型グルタチオンが欠如した状態を生体で

起こさせることは難しいが,著者らが考案 したグηυグυθ

に近い培養系で,こ の条件の硝子体および房水を作り出

し,糖尿病の場合と同様に 3週間,37°Cで両面灌流型培養

装置で培養した。培養液にSODがないにもかかわらず,
水晶体に少量の Oち

~scavenging活
性が存在したのは,

水晶体に常存しているSODが定量され,ま た,過酸化防
御能欠如状態の培養でも,アルブミン,プレアルブミンな

どの蛋白質が入っているため,それによる 0:~scaveng―

ing活性値が測定されたためと思われる。いずれにして

も0:~scavenging活性は生理的条件で培養された水晶

体の 50%に 減少していた。SOD活性が低いので 0:~→
H202の反応が進行しにくいために H202の生成が少な

い。消去能力の低下によって過酸化連鎖反応は進行して

過酸化脂質を多量に生成していた。房水の SODや GSH
は自内障で減少しており72),今回の測定でも房水と硝子

体の O:~scavenging活 性および H202 SCaVenging活性

は糖尿病で減少している。したがって,SOD,ア スコルビ

ン酸および還元型グルタチオンが欠如していることは糖

尿病白内障の状態にあることを意味している。

エネルギー源であるグルコースは,房水に49.9 mg/

dl,硝子体に 30 mg/dlが培養液に含まれているので代謝

が営まれ,電子伝達系に必要なNAD(P)Hの供給も正
常に行われていると考えられる。本来,NAD(P)Hは グ
ルタチオン還元酵素 (グルタチオンリダクターゼ)の作用

に利用された酸化型グルタチオンを還元型グルタチオン

に変化させる.そ して,還九型グルタチオンとNAD(P)
Hの存在のもとにグルタチオンペルオキシダーゼが H2
02を H20に変化させて,過酸化脂質の消去に働 く73)。 と
ころが,今回の実験では還元型グルタチオンを加えない

条件であるために生じた過酸化脂質や H202を処理する

能力に欠けている。その結果,活性の強い HOや種々の
ラジカルが発生して過酸化がいっそう進行していく。グ

ルコースは生理的濃度を含有しているため,蛋自質のア

ミノ基と非酵素的に結合して糖化蛋白質を形成すること
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もなく,フルクトサミン量の増加はみられない。

これらの 2つの実験結果は水晶体の透明性を維持して

いくためには,房水や硝子体などの周囲環境が正常であ

ることが必須であることを意味している。いい換えれば,

無血管組織である水晶体は生体において房水や硝子体と

いう半固体の培地に包まれて非常に巧みに培養されて透

明性を維持しており,そ れらの培地の組成が変化してし

まうと透明性を失うという周囲環境の変化と密接に関係

している器官であることがこの実験で判明した。

3.体外環境の変化と水晶体の過酸化反応
ヒト水晶体は波長 300～400 ninの 近紫外線を遊離の

トリプ トファンでも吸収するが,大部分はトリプトファ

ンの代謝産物である3-HKN‐ Glc(3-OHキ ヌレニン0-β

グルコシド)や HKN(ヒ ドロキシキヌレニン),KN(キ
ヌレニン)な どの遊離の螢光物質および水晶体蛋自質に

結合した螢光性黄色物質 (結合性色素)に よって吸収して

いる。3‐ HKN―Glcな どの遊離の螢光物質は加齢により減

少するが,紫外線を吸収する蛋自質結合性色素は加齢と

ともに増加し,水晶体は黄色味を増す
74)。 結合性色素の本

態は明らかでなかったが,井上ら
75)に よれば,遊離の螢光

物質 と同じトリプトファンの酸化代謝産物であるアント

ラニル酸やキサントマチン,そ して近頃構造が明らかに

なった AHA‐Glcや DHKN―Glcな どのグルコシ ドを

もった黄色螢光物質,ま たグリケーション後期反応産物

であるペントシジン,そ の他まだ未同定の物質も多種類

が含まれているという。

水晶体に存在する螢光物質は,水晶体蛋白質の光酸化

を増強するという報告
76)も ある。また,3-HKGの前駆物

質であるキヌレニン誘導体に紫外線を照射すると水晶体

蛋自質が凝集し,それには一重項酸素による酸化が関与

していること,そ して結合性色素も光増感作用のあるこ

とが報告
77)さ れている。しかし,これらはいずれも蛋白質

と結合していない遊離の状態で実験されており,ま た,3‐

HKGの ようにグルコシドの形もとっていないためであ
り,これらの発する螢光レベルも低値である。井上らが自

内障水晶体で発見した蛋白質に結合しているAHA― Glc

や遊離状態で存在するDHKN‐Glcな どのグルコシドの

構造をもった螢光物質は,近紫外線が照射されても活性

酸素を発生せず,光増感作用を示さない。また,実験的に

遊離状態にし,しかもグルコシド構造をもたないAHA
は,近紫外光照射により0ち

~を
発生することも確認され

ている。しかも螢光強度はグルコシド構造をもつ AHA‐

Glc,DHKN‐ Glcの 方がグルコシ ド構造 を持たない

AHAや HKNよ り非常に強く,蛋 自質存在下では減弱
もほとんど見られなかったという

78)。

すなわち,グルコシドでなく,しかも蛋自質と結合して

いない状態でのキヌレニン誘導体が近紫外線を受けると

励起状態になって活性酸素を生成し,水晶体蛋白質と反

応しクロスリンクしてくるものと考えられる。しかし,グ
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ルコシド構造をもつ螢光色素は近紫外線照射を受けて励

起状態になると,螢光を発することによってエネルギー

を放出し,基底状態に戻すという活性酸素生成を防御す

る近紫外線フィルター作用を示しているものと思われ

る。

今回の成績では 1週間に 1回 3 kJ/m2を照射 し,そ の

1週間後に同量の照射をさらに 2回行う方法で行われ,

生体のままの照射であるため,当然のことながらほとん

どの色素は蛋白質と共存した状態であるために紫外線照

射が少ない条件下では,や はり酸化関連物質の明らかな

変化は示されなかった。

蛋自質では 12か月齢を除いた各月齢で水溶性蛋白質

量が減少したことから,不溶性蛋白質の増加を伺わせた。

紫外線 (UV‐ B)を 家兎水晶体に上皮側から照射すると

上皮細胞が障害され,ヒ ト水晶体にN2ガ スをつめた

PBS burer中 で照射すると近紫外線(340 nm)は水晶体

線維に吸収されて線維構造は破壊され,無秩序な並び方

となっている。水野79)に よると,正常水晶体線維は六角形

のハニカム構造をとっているため,450 nm以下の短波長

は吸収するが,それ以上の可視光線は吸収せず,波長を邪

魔することなく網膜に到達させるようにしているとい

う。その線維と線維の間隔や構造が乱れると,本来素通し

させるはずの長波長の波形が進路を邪魔し,吸収 または

反射することになり,散乱光が増えて白内障となる。上皮

細胞では膜の能動輸送が障害を受け,イ オンの不均衡が

生 じ,Na十 ,ca十
■の増加 とK十の減少が明 らかであっ

た80)。 膜の障害が著しいことから,膜構造の主体である脂

質は 1か月齢や 6か月齢の若いラットでは紫外線照射に

よる膜損傷を修復する能力があるために一時的に脂質合

成能が高まっているものと考えられるが,6か月齢以後

では膜損傷が進行して脂質合成能も障害されて脂質量が

明らかに減少していた。膜が障害されると,膜を構成して

いる脂質に存在する不飽和脂肪酸が攻撃されてラジカル

を生じ,連鎖的に過酸化脂質が生成されると考えられる。

酸化防御機能に関係する酵素のうちの一つであるCu,

Zn‐ SODを みると,量的には照射の影響はラットの月齢

によって一定していない。しかし,活性値は照射群で減少

していた。その結果,過酸化脂質の増量が予想されたが,

18か月齢だけが増加していた。

UV― B照射条件が間隔をおいて照射しているため,そ
の間に何らかの修復機転が働いて高齢になるまで過酸化

脂質が生成されないでいた。これは照射群では基になる

脂質量そのものが 12か月齢以降減少したことと,酸化防

御として作用する他の酵素(glutathione peroxidase,

catalase)や抗酸化剤の機能が正常であったこと,あ るい

は過酸化脂質は生成されたものの,過酸化反応が進行せ

ずに反応停止状態にあったことなどが予想される。

今回のラットの実験では軽度の UV―B照射であった

にもかかわらず,形態的には唯一水晶体上皮細胞の末端
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が線維に分化しないまま後方に移動している所見が見ら

れた。したがって,UV― B照射が軽度であると上皮細胞の

変化が主体 となる。細胞の障害程度は核酸の変化からも

知ることができる。水晶体上皮細胞の DNAが UV照射
や H202に よって障害されることが報告81)82)さ れている。

UV照射による上皮細胞の核酸変異は自内障発生に重
要な因子 となっている。UV―B照射によるDNA傷 害の
程度を single strand breakを 生じた DNAの 電気泳動
による相対移動度から判定してみると,照射量に比例 し

て移動度が長 くなり,DNAの傷害の程度が進んでいた。
UV―Bは上皮細胞の DNAに 変異を来すことが十分に考
えられ,DNAが変性すると水晶体の細胞分裂に異常を
来し,正常な上皮細胞の増殖ができず,ま た,正常な酵素 ,

蛋自質を作ることもできなくなり,水晶体上皮細胞から

線維への分化過程にも支障を来 し,そ して全体的な代謝

活性も維持できなくなって,混濁をもたらすことになる。

DNAの single strand breakは Feイ オンのキレー ト剤
である 1.10‐ phenanthrolineに よって抑制された。UV‐B

照射によるDNA損 傷に Feイ オンが関係していたこと
から,H202と ともにフェントン反応が行われ,発生 した

HOが DNAに 損傷を与えていたと考えられる。また,鉄
キレー ト剤により上皮細胞中の電子伝達系などで働いて

いたチ トクローム系などの鉄酵素が機能しなくなり,電

子伝達系で発生していた活性酸素が生成 しなくなり,一

時的にDNA損 傷が抑制されたとも考えられる。
H202は細胞内に非常に低密度に存在するが,光に暴露

されると蓄積 している。H202は DNAの single strand
breakを 生じるが H202単独では起 こさず,お そらくFe

イオンの存在を必要として作用を発揮 して HO・ を生成

する83)。 細胞障害の強い HOの産生は上皮細胞の損傷に
つなが り,そ して水晶体透明維持の破錠へと展開してい

く。このように,近紫外線は水晶体の核酸,蛋 自質,螢光物

質,そ して線維構造など多岐にわたって影響を及ぼして

いることが明らかとなった。
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