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要

糖尿病ラット水晶体の糖代謝に対する 5価バナジウム

(バ ナデイ ト)の影響 を検討 した。 5週齢 Sprague‐

Dawley系雄ラットにス トレプ トゾ トシン 50 mg/kgを

腹腔内投与 して糖尿病を誘発 し,そ の 1週間後から0.2

g/1 NaV03~5g/1 NaCl溶 液を2週間自由に飲用させ

た。その結果,① 糖尿病ラットに対するバナデイ トの血

糖降下作用を確認した。② バナデイト投与により水晶体

中フルクトース量は有意に低下した.③ 糖尿病ラットに

バナデイ トを投与すると,水晶体ケトヘキソキナーゼ活
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約

性は上昇する傾向を示 し,アル ドラーゼ活性は有意に上

昇した。以上の結果から,バナデイ トはソルビトール径

路から解糖系への代謝過程に対して促進的に作用するこ

とが明らかになった。 (日 眼会誌 99:34-39,1995)

キーワー ド:バナデイ ト,ケ トヘキソキナーゼ,アル ド
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Abstract
The ereCtS Of Vanadate, an oxidized fornl of     (D)group).In the l)V group,a signincant decrease

Vanadiuin, on g'lucose inetabolisnl of tlle lens in     、vas Observed in lens fructOse cOntent colnpared

diabetiC rats were studied. FiVe‐ Week‐ 01d lnale     With the I)group. :Lens ketohexOkinase activity

Sprague_I)a、 アley rats were rendered diabetic witll     tended to be lligher and lens aldolase activity was

intraperitOneal injeCtion of streptozotocin (50 rng/     SigninCantly higher in the l)V group than in the lD

kg)。 ()ne week later, the diabetic rats were given     grOup.These results indicate that vanadate acceler_

0.2g/1 NaV03 ~5g/1 NaCI solutiOn in drinking    ates the metabolic reaction frol■ sorbit01 pathway
Water ad libitunl for 2 w‐eeks and biOchemical     tO glyc01ysis。 (J Jpn ()phthallnol soc 99:34-39,
para]meterS in their lenSeS Were determined.Blood    1995)

g,lucose levels signincantly decreased in  the

Vanadate‐ adnliniStered diabetiC rats (1)V group),     :Key Words:  Vanadate, Kietohexokinase. Aldolase,

compared with the diabetic rats given no vanadate Fructose, Diabetic rat lens

I緒  言

バナデイ トは原子番号 23の元素であるバナジウムの

5価 イ オ ン で,1977年 に Cantleyら 1)が Na+,Kt
ATPaseの 阻害物質であることを見出してから,以後急

速にその生物学的作用について多 くの研究が行われてき

た。糖代謝に関連しては,バナデイ トがストレプ トゾト

シン (STZ)糖尿病ラットの血糖値をインスリン濃度が

低下したままの状態で正常化させた り2),解
糖系の酵素

群に対 して阻害または促進的に作用するとの報告があ
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る3)～ 5)。

また,糖尿病ラット水晶体の糖代謝に対するバナデイ

トの作用について,遠藤6)は STZ糖尿病ラットにバナデ

イ トを投与すると水晶体のソル ビ トール脱水素酵素

(SDH)活性が上昇し,糖尿病白内障の原因と考えられて

いる水晶体ソルビトール量が減少することを報告してい

る。本研究では,さ らにソルビトールからSDHに よって

生成されるフルクトース以降の代謝に対するバナデイ ト

の作用を明らかにするために,STZ糖尿病ラットにメタ

バナジン酸ナトリウム (NaV03)を 投与 し,水晶体ケ ト

ヘキソキナーゼ活性,アル ドラーゼ活性およびその代謝

関連物質量の変動について追究した。

III実 験 方 法

1.動 物 実 験

実験動物には5週齢 Sprague―Dawley系雄ラット (体

重 116～135g;125± 6g,n=91)を用い,実験期間中市

販の標準試料 (CE‐2, 日本クレア)と 下記の飲料水 とを

自由に摂取させ,室温約 23°C,12時間サイクルの明暗 (照

明時間 6:00～ 18:00)の環境で飼育 した。細隙灯顕微

鏡で水晶体に混濁がないことを確認したうえで,ラ ット

を無作為に正常群 (n=46)と 糖尿病群 (n=45)と に分

け, さらに,正常群は正常対照群 (N群 ;n=24)と 正常

バナデイト投与群 (NV群 ;n=22)と に分けた。糖尿病

群には一昼夜絶食後,2g/dl STZ(Sigma社)-lo mM
クエン酸緩衝液(pH 4.5)溶 液を 1回腹腔内投与(50 mg/

kg体重)し,両正常群には同容量の 10 mMク エン酸緩

衝液を同じ条件下に投与した。STZ投与 1週間後 (6週

齢)に 空腹時血糖値を測定し,300 mg/dl以 上のものを糖

尿病ラットとし, これを2群 〔糖尿病対照群 (D群 :n=

23)と 糖尿病バナデイト投与群 (DV群 ;n=22)〕 に分け

た。NV群 とDV群には,Blondelら
7)の方法に従い,0.2

g/1 NaV03~5g/1 NaCl溶 液を 2週間飲料水として与

え,N群 とD群には 5g/1 NaCl溶 液を与えた.NV群の

バナデイト摂取量は,NaV03と して 5.92± 0.80 mg/day

(バナジウム換算量で 2.47± 0.33 mg/day),2週 間で合

計 82.85± 11.13 mg(34.62± 4.65 mg)であった。DV群
のバナデイト摂取量は,NaV03と して 14.69± 3.26 mg/

day(6.14± 1.36 mg/day),2週 間で合計 205.65± 45.57

mg(85.92± 19.04 mg)で あった。

各群 とも実験を開始 してから3週間後に,ペ ントバル

ビタールナトリウム (ネ ンブタールQ(50 mg/kg体 重 ,

腹腔内注射)麻酔下に眼球を摘出した後,実体顕微鏡下

に後部強膜を切開して水晶体を摘出し,ろ 紙で硝子体 ,

毛様体,血液など付着物を除去し,湿重量を測定した後

-80° Cで保存し,以下の測定を行った。ただし,ア ル ド

ラーゼ活性は水晶体摘出後直ちに測定 した。なお,眼球

摘出前の細隙灯顕微鏡検査において,各群とも自内障生

成例はなかった.
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2.測 定 方 法

1)血 糖 値

6時間絶食後尾部末端切断により血液を採取 し,3,000

rpmで 10分間遠心分離して得た血漿を用い,グルコー

スオキシダーゼ法 (グルコース B― テストワコー,和光純

薬)に より測定した。

2)水晶体中フルクトース量

正常群では水晶体 2個について,糖尿病群では水晶体

1個について 0.3 N ZnS04 1・ O mlを 加えてホモジナイ

ズした後,0.3N Ba(OH)21・ O mlを 加 えて混和 し,

3,000 rpmで 10分間遠心分離 して得 られる上清につい

て F‐ キット (ベーリンガー・マンハイム)を用いて測定

した。

3)水晶体ケ トヘキソキナーゼ活性

水晶体 1個 につ いて 25 mM HEPES緩 衝 液 (pH

7.4;0.lmM EDTA,10.O mM MgC12を 含む)150 μl

を加えてホモジナイズし,20,000× gで 1時間遠心分離

した後の上清を試料 として,Malaisseら 8)の 方法を一部

改変して以下のように測定した。

5mM ATPお よび 10mM KClを含む上記緩衝液 75

μlに ,上清試料 25 μlと D― 〔U」
4C〕 フルクトース溶液 10

μl(4.2 nm01,1.o μCi;Amersham)を 加えて 37°Cで 60

分間反応させた。これにエタノール 400 μlを加えて反応

を停止させてから,40° C以下で窒素気流下に蒸発乾固し,

その残澄を水 50 μlに 溶解して薄層クロマ トグラフィー

による分析の試料 とした。薄層板 (PEIセ ルロース,

Merck)の下縁から2cmの所に 2cmの長さに線状に試

料 を塗布 し,n‐プロパ ノール/28%ア ンモニア水/水

(6:3:1;0.5g/1 Na4EDTAを 含む)を溶媒 として

原点から10 cm展開し,フ ルク トースとフルク トース

ー1-リ ン酸 とを分離した(RF値 :フ ルクトース 0.55,フ ル

クトースー1-リ ン酸 0.15).薄層板上の放射能の分布をラ

ジオクロマナイザー (JTC-600,Aloka)に よって測定し

て,D― 〔U_14C〕 フルクトースのフルクトースー1-リ ン酸ヘ

の組み入れを調べ,その変換率 (%)で酵素活性を表し

た。すなわち,(14C〕 フルクトースの放射能をA,〔 14c〕

フルクトースー1-リ ン酸の放射能をBと すると,変換率

(%)は B/(A+B)× 100と なる。ただし,各群において

水晶体に含まれるフルクトース量が異なるので,後述す

るようにこの基質濃度を補正して測定した (結果の項参

照)。

4)水晶体アル ドラーゼ活性

水晶体 1個 につき50 mMト リス緩衝液 (pH 7.4,10

mM EDTAを 含む)150 μlを加えてホモジナイズし,

10,000× gで 30分間遠心分離 した後の上清を試科 とし

て,吉田ら9)の 方法に準じて測定した。

5)水晶体中フルクトースー1-リ ン酸量

水晶体 2個 につき6%HC104 120 μlを 加えてホモジ

ナイズし,氷冷後 3,000 rpmで 15分間遠心分離 した上
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清を 5N KOHで pH 7.0に 調整 した。 これを再び遠心

分離 して得られる上清を試料 として,Eggleston10)の 方法

に準 じてラット肝から調整 したアル ドラーゼ標品を用い

て測定 した。

6)水晶体中タンパク質量

Lowry‐Folin法 理)に従って測定 した。

上記の 1),2),5)お よび 6)の測定には島津製作所製の

分光光度計 UV‐ 150を ,4)の 測定にはギルフォー ド社 2

bD型の分光光度計 を用いた。

測定値はすべて平均値士標準偏差で表 し,平均値の間

の有意差の検定 には Studentの t検定 を用い,危険率

5%以 下を有意 とした。

III 結  果

1.血 糖 値

STZ投与前の血糖値はN群 114± 8 mg/dl(n=24),

D群 115± 7 mg/dl(n=23),DV群 113± 9 mg/dl(n=

22)で各群の間に差異は認められなかった。また,NV群
の血糖値は116± 8 mg/dl(n=22)で ,N群との間に有

意差はなかった。STZ投与 1週間後の血糖値はD群
358± 62 mg/dl,DV群 356± 35 mg/dlで ,両群ともN群
125± 1l mg/dlに 比べて約2.9倍 に上昇 したが (p<

0.001),両群間に有意差は認められなかった。

図 1に示すように,バナデイトを2週間投与した後(8

週齢)の DV群では,血糖値は213± 73 mg/dlと なり,

バナデイトを投与しないD群の 431± 73 mg/dlに 比べ

て2分の 1ま で低下したが,N群 (123± 7mg/dl)と比

(mgrdl)

日眼会誌 99巻  1号

べると,な お有意に高値を示した。NV群のバナデイト2

週間投与後の血糖値は 115± 13 mg/dlで ,N群 と比べて

有意 (p<0.05)に低値を示した。

2.水晶体湿重量

8週齢の水晶体湿重量は,D群 (32.8± 0.9 mg,n=7)

では,N群 (34.1± 1.4 mg,n=10)に比べてやや低値を

示したが有意差はなかった。DV群 (32.7± 1.2 mg,n=

7)で もN群 との間に有意差はなく,D群 とも有意差はな

かった。また,NV群 は 33.4± 0.9 mg(n二 5)で あった。

なお,水晶体中タンパク質量を測定した結果では,各
群の間で水晶体 1個 あた りのタンパク質量に有意差は認

められなかった。

3.水晶体中フルク トース量 (図 2)

D群 〔9.41± 0.60 μmo1/g ww(ww:湿重量)〕 では,

N群 (0.85± 0.05 μmo1/gww)に 比べて約 11倍 に上昇

していた。バナデイトを 2週間投与した DV群 (6.59±

2.22 μmo1/g ww)で もN群に対し約 7.8倍 の高値を示

したが,D群 と比べるとその 70%で有意に減少してい

た。NV群 (0.68± 0.08 μmo1/gww)で は,N群 に比べ

て有意に低値を示した。

4.水晶体ケ トヘキソキナーゼ活性 (図 3,4)
この酵素活性を測定する際の反応基質として 〔“C〕 フ

ルクトースを用いたが,水晶体中に存在する内因性のフ

ルクトースの含有量は上述 したように各群において異な

り,特に正常群と糖尿病群 とでは約 8～11倍 もの違いが

あった。そこで,含有量が最 も多かった D群を基準とし
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図 1 バナデイ ト2週間投与後 (8週齢)の血糖値。

括弧内の数字 はラット数を示す.N群 :正常対照

群,NV群 :正常バナデイ ト投与群,D群 :糖尿病対

照群,DV群 :糖尿病バナデイ ト投与群 .

rp<0.001 1

N群   NV群   Dtt   DV群

図 2 8週齢における水晶体中フルク トース量の比較 .

括弧内の数字は測定水晶体数を示す。ww:湿重量 .

N群 :正常対照群,NV群 :正常バナデイ ト投与

群,D群 :糖尿病対照群,DV群 :糖尿病バナデイ ト

投与群。
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図 3 8週 齢における 〔
14C〕 フルク トースの 〔

HC〕 フ

ルク トースー1-リ ン酸への変換率 (N群,D群 ,DV
群間の比較 )。

括弧内の数字は測定水晶体数を示す.N群 :正常対

照群,D群 :糖尿病対照群,DV群 :糖尿病バナデイ

ト投与群.*:有意差なし (p<0.1)。
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図 5 8週齢における水晶体アル ドラーゼ活性の比較.

括弧内の数字は測定水晶体数を示す。ww:湿重量 .

N群 :正常対照群,NV群 :正常バナデイ ト投与

群,D群 :糖尿病対照群,DV群 :糖尿病バナデイ ト

投与群.*:有意差なし (p>0.05).

のフルクトース含有量を基準として,NV群 には水晶体

lgあたり0.17 μmolの フルク トースを加えて補正した

上で測定 した。その結果,図 4に 示す ようにNV群
(12.6± 1.0%)で は,N群 (13.2± 0.6%)と 比べて酵素

活性に有意差は認められなかった。

5。 水晶体アル ドラーゼ活性 (図 5)

D群 (85± 6mU/gww)では,N群  (126± 1l mU/g

ww)に比べて 30%以上低下し,DV群 (98± 10 mU/g

ww)では,N群 に比べて 20%以上低かったが,D群 と

比べると有意に活性が高かった。NV群 (122± 9mU/g
ww)では,N群 との間に有意差はなかった。

6。 水晶体中フルク トースー1-リ ン酸量

N群およびD群について,水晶体中のフルク トース

ー1-リ ン酸の測定を試みたが,含有量は測定限界濃度 (1.8

μmo1/g ww)以下で,測定不可能であった.

IV考  按

糖白内障の原因には,糖代謝径路の一つであるソルビ

トール径路が関与 していると考えられている。この径路

は解糖系の側副路で,正常状態ではほとんど作動しない

のに糖尿病状態では働きはじめる。そして,径路の中間

代謝物のソルビトールは,細胞膜透過性が低いため,細
胞内に蓄積して浸透圧の上昇を来し, この影響により細

胞内への水の吸収,さ らに水晶体膨潤を引き起こすとい

われている12)13)。 このような機序により生じる糖白内障

の前段階に対して,遠藤6)は 糖尿病ラットでバナデイ ト

が著明に水晶体中ソルビトール量を低下させたと報告し

た。その機序については,ソ ルビトールのフルクトース

ヘの変換を触媒する水晶体 SDHの 活性が上昇したため

I N.S.' --1

変

換  100

率

N tt   NV群

図 4 8週 齢における 〔
HC〕 フルク トースの 〔

HC〕 フ

ルク トースー1-リ ン酸への変換率 (N群,NV群 間の

比較).

括弧内の数字は測定水晶体数を示す。N群 :正常対

照群,NV群 :正常バナデイ ト投与群.*:有意差な

し (p>0.05)。

て,基質濃度を補正 して測定 した。すなわち,N群 とDV
群では水晶体 をホモジナイズする際,水晶体 lgあた り

それぞれ 8.56 μmolお よび 2.82 μmolの フル ク トース

を加えた。

活性を 〔
14C〕 フルクトースの 〔

14C〕 フルクトースー1-リ

ン酸への代謝変換率 (%)と して表すと (測定方法の項

参照),図 3に示すようにD群 (4.5± 1.3%)で は,N群
(11.1± 1.1%)に比べて変換率は有意に低下 した。DV群

(6.7± 2.5%)で も,N群に比べて変換率は有意に低下し

たが,D群 と比べると危険率 5%以下での有意差は認め

られなかった (p<0.1)も のの,上昇する傾向がみられ

た。

次に,N群 とNV群 との比較においても同様にN群
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であるとしている。一方,こ の酵素反応による生成物で

あるフルクトースの水晶体中含有量には減少の傾向が認

められたということから,さ らにフルクトース以降の代

謝過程へのバナデイトの関与が考えられた。本研究では,

この代謝過程へのバナデイトの影響をそれに関与する酵

素の活性や代謝産物の変動を測定することによって調べ

た。

この実験においても,糖尿病ラットにバナデイ トを投

与すると血糖値は有意に低下することが確認された。ま

た,正常ラットヘの投与でも軽度ではあるが,有意な血

糖低下が認められた。HeyHgerら 2)は
,糖尿病ラットでの

血糖正常化をバナデイトのインスリン類似作用と考えて

いる。同様に,血中インスリン濃度の正常なラットでも

この作用が多少現われたのではないかと考えられた。

さて,バナデイトには糖尿病水晶体中のフルク トース

量を減少させる傾向があることが示されているが6), こ

れを追試したところ,バナデイ トを投与したDV群では

D群と比べて有意に減少していることを認めた。 この事

実から,フルクトースの代謝反応を触媒する水晶体ケ ト

ヘキソキナーゼの活性に対し,バナデイトが促進的に作

用する可能性が考えられた.そ こで,その活性を測定し

たところ,正常ラットではNV群 とN群 との間に有意

差はなかったが,糖尿病ラットではD群と比べて DV群
に有意差は認められなかったものの,活性は上昇の傾向

がみられた。このことはバナデイ トの血糖低下作用とと

もに,水晶体中のフルクトース量減少の一因になると考

えられた。バナデイ トの作用について,こ れまでケ トヘ

キソキナーゼなどのリン酸転移酵素に対して阻害的に作

用するといわれている14)。 その機序 としては,リ ン酸一酵

素複合体の構造 と5価バナジン酸―酵素複合体のそれが

よく類似しており,酵素のリン酸化中間体の形成を妨げ

るためと考えられている15)。 しかし,上述の実験結果によ

れば,こ の酵素は正常群ではバナデイ トの影響を全 く受

けなかったのに,糖尿病群では活性が促進される傾向が

みられたことからすれば,それぞれ異なる機序による可

能性も考えられる。西上16)は STZ糖尿病ラットにインス

リンを投与 し,水晶体中のソルビトールおよびフルク

トース量が減少したことを報告 している。バナデイ トの

作用は,こ のインスリンの作用とよく類似しているので,

バナデイトはソルビトール径路においてソルビトール以

降の代謝径路の酵素に対して直接に作用すると仮定する

他,現時点では機序不明のインスリン類似作用として理

解すべきかも知れない。

次に,N群 とD群についてフルクトースからケ トヘキ

ソキナーゼによって生成される水晶体中のフルクトース

ー1-リ ン酸の定量を試みたが,両群において測定限界濃度

(1.8 μmo1/gww)以 下であった。これは,D群の水晶体

中フルクトース量 (約 9.4 μmo1/g ww)と比べるときわ

めて少ない。この結果から, この代謝径路におけるフル
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ク トースから先の代謝が活発に行われていることが推定

された。そこで,さ らにフルクトースー1-リ ン酸の分解反

応を触媒する水晶体アル ドラーゼの活性 を測定した。 こ

の活性 は,糖尿病により低下するが,バナデイ トの投与

により有意に克進し,バナデイトにアル ドラーゼ活性 を

促進する作用があることが明らかになった。しかし,そ
の作用機序については今のところ不明である。

フルク トースー1-リ ン酸 はアル ドラーゼの作用により

ジヒドロキシアセ トンリン酸とグリセルアルデヒドに開

裂 し17),ジ ヒドロキシアセ トンリン酸は直接解糖系に流

入する.Ohrloffら
18)に よれば,グ リセルアルデヒドは主

にグ リセ リン酸に変換 され,その後の代謝については不

明で,解糖系に流れ込む可能性はない としている。 この

ことは,糖白内障で蓄積 したソルビトール分子の一部分

はジヒドロキシアセ トンリン酸を経て解糖系に入ること

を示す。そして,遠藤
6)の

報告と本実験成績から,バナデ

イ トは糖尿病で抑制 を受 けるソルビトールからジヒドロ

キシアセ トンリン酸への代謝分解過程 に対 し促進的に働

き,水晶体中ソルビ トールを減少させる方向に作用 して

いるといえる。 しか し,グ リセルアルデヒドから先の代

謝反応に対するバナデイ トの作用は不明であり,解糖系

に対す る作用および白内障を生じさせ る可能性のある

Na+,K+―ATPase阻 害作用を含め,今後の研究が必要で

あろう。

以上,本研究ではバナデイトには,糖尿病ラット水晶

体におけるフルク トースー1-リ ン酸を基質 とするアル ド

ラーゼ活性を充進 させ る作用があることを明 らかにし

た。

本稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜わりました本学

医学部医学科生化学教室小倉道雄教授および眼科学教室玉井

嗣彦教授ならびに本学医学部生命科学科病態生化学教室箸本

英吉教授に深謝いたします。また,終始御助言,御協力いただ

きました生化学教室員各位に心より感謝申し上げます。

本論文の要旨は,第 98回 日本眼科学会総会 (平成 6年 4月

21日 ,横浜)に おいて発表した。
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