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ラット房水の遊離アミノ酸 とその関連化合物を正常

ウィスター系ラット房水を対照に遺伝性白内障ラット

(Ihara Cataract f‐ strain/1CR)の 加齢経過ごとに測定

した。ラッ ト房水中に一番多 く検出されるアミノ酸は

ICRラ ッ ト16,70週齢以外はタウリンであった。加齢経

過で増加するセリンとグルタミン,減少するアスパラギ

ン酸,プロリンとグリシンは加齢現象との関係が推察さ

れるアミノ酸であった。水晶体混濁との関係で興味を示

すア ミノ酸 は,① ICRラ ット4,16,70週齢 でウィス

ター系ラッ トより減少するタウリン,② ウィスター系
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約

ラットで増加傾向をICRラ ットで減少傾向を示すアラ

ニンとシトルリン,③ ICRラ ットで加齢に伴い増加する

ヒスチジンである。房水の遊離アミノ酸の変動はICR
ラットで大きく,自内障,血液や虹彩・毛様体からのア

ミノ酸の輸送などの考察に有意義と考える。 (日 眼会誌

99:521-525, 1995)

キーワー ド:遊離アミノ酸,眼房水,白内障,加齢,タ
ウリン
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I緒  言

水晶体の外部環境因子の一つである房水は,水晶体の

透明性を維持するために必要な物質を含有している。房

水成分の大部分は血漿由来であるが,毛様体における房

水成分の産生は,血液一房水柵により調節されている。

房水の成分組成を血漿や水晶体中の濃度に比較すること

は興味深 く,ヒ ト1),ウ サギ2)～4)で数多くの研究者により

報告されている。ラット房水の成分組成で,タ ンパク質

については矢部 ら5)の 電気泳動法による解析がある。し

か し,ア ミノ酸組成 についてはカラムクロマ トグラ

フィーによる Reddy6)の 報告のみである。

本研究は,ラ ット房水中の遊離アミノ酸とその関連化

合物 (両者を総称 してアミノ酸 と省略)量の測定か ら,

水晶体の加齢と混濁について検討した。

II 方  法

1.材  料

1)実験動物

遺伝性自内障ラットは Ihara CataraCt rat f‐ Strain(以

下,ICRラ ット),対照はウィスター系ラットのいずれも

4,8,16,70週齢の雄を使用した。

2)試  薬

スルホサリチル酸,ク ロロホルム,ア ミノ酸分析用試

薬は和光純薬社から購入した。

2.ア ミノ酸分析

アミノ酸分析は既報のラット水晶体の測定法に準じて

行った7)。

1)試料の採取

エーテル麻酔したラットを頸椎脱自で屠殺した。開胸

して心臓から血液採取後,眼球摘出を行った。摘出眼球

からの房水採取は,顕微鏡下で角膜から30G針を刺入し

て軽 く1回採取し,計量後凍結保存した。房水量は 4週

齢 5～ 6μg, 8週齢 11～ 16 μgを 1個の眼球から採取 し

た。16週齢以上のラットでは 15 μg以上採取できた。8

週齢以上では分析に必要な 10 μl以上採取できるため片

眼を使用した。水晶体を細隙灯顕微鏡で観察すると,ウ ィ

スター系ラット4,8,16週齢 とICRラ ット4週齢水晶

体は透明であった。ICRラ ット8週齢水晶体は後嚢被膜

下のY字縫合部にかすかな自濁が認められ,16週齢で

は前嚢皮質下まで拡大した。ウィスター系ラット70週齢

水晶体は後嚢下にかすかな濁 りを示すものもあった。

2)試料の調整

採取した房水 10 μlに除タンパク質のためにスルホサ

リチル酸 (終濃度 2%)と ,脂質を除 くためにクロロホル

ム(適 量)を 加 え室温 に20分 間放置 した。遠 心分離

(1,000× g,20分間)で得られた上清をアミノ酸分析計で

測定した。 4週齢ラットの房水は少量しか採取できない

ため,両眼を合わせて試料の調整を行った。アミノ酸測
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定は,ウ ィスター系ラット4週齢 8個 ,ICRラ ット4週

齢 12個,8,16,70週 齢はウィスター系ラット,ICRラ ッ

トとも12個使用した。

III 結  果

1.房水中に検出されるアミノ酸

ウィスター系ラット房水中に一番多 く検出されたアミ

ノ酸は, 4週齢 (960 nmoles/ml), 8週齢 (444 nmoles/

ml),16週齢(545 nmoles/ml),70週齢 (906 nmoles/ml)

で,全週齢ともタウリンであった。ICRラ ットの4,8週

齢はタウリン,16,70週 齢はグルタミンであった。二番目

はウィスター系ラット4週齢リジン,8,16,70週 齢グル

タミン,ICRラ ット4,8週齢はグルタミン,16,70週齢

はタウリンであった。二番目はウイスター系ラット4,

16,70週齢アラニン, 8週齢リジンであった。ICRラ ッ

トは全週齢アラニンであった。

2.加齢経過 (4,8,16,70週 齢)に伴 うアミノ酸量

ウィスター系ラットの加齢経過に伴い,逐次増加する

アミノ酸はみられなかった。しかし,タ ウリン,セ リン,

アスパラギン,グルタミン,ア ラニン,シ トルリンは,

16週齢から加齢 に伴 い増加 した。シスチンは 8週齢

(18.8 nmoles/ml)で 4週齢 (6.3 nmoles/ml)の 3倍以上

に増加するが,そ の後の加齢でも増加しなかった。

ICRラ ットで加齢経過に伴って増加するアミノ酸は,

セ リン,ア スパラギン,グルタミン,ヒ スチジンであっ

た。

ウィスター系ラットで加齢経過に伴って減少するアミ

ノ酸は,ア スパラギン酸,プロリン,グ リシンであった。

チロシン,リ ジン,アルギニンは16週齢まで減少し,70

週齢で増加した。

ICRラ ットで加齢経過 に伴って減少するアミノ酸は

みられなかった。プロリン,シ トルリン,チ ロシン, リ

ジン,ア ルギニンも16週齢まで減少し,70週齢で増加し

た。

3.ウ ィスター系ラッ トとICRラ ットの比較

ウィスター系ラットとICRラ ットの同週齢間で比較

して ICRラ ットで 30%以上の増加を示すアミノ酸は,

4週齢はオルニチン(+34%)だ けである。 8週齢はメチ

オニ ン(+36%),オ ルニチン(+49%),ヒ スチジン (+

31%)である。16週齢はヒスチジン(+40%)の みである。

70週齢 はアスパ ラギ ン酸 (+87%),ス レオニン (十

57%),グ ルタミン酸 (+105%),プロリン(+90%),グ リ

シン (+43%),バ リン (+33%),シ スチン (+114%),

メチオニン(+43%),オ ルニチン(+56%),ヒ スチジン

(+59%)である。

ウィスター系ラットとICRラ ットの同週齢間の比較

で,ICRラ ットで 30%以上の減少を示すアミノ酸は,4
週齢タウリン(-48%),ア スパラギン酸 (-77%),セ リ

ン(-30%),ア スパラギン(-34%),グルタミン酸 (―



46%),グ リシン (-34%),ロ イシン (-31%),フ ェニ

ルアラニン(-38%),エ タノールアミン(-35%)である。

8週齢はシスチン(-62%)である。16週齢はグルタミン

酸|(-46%),シスチン (-62%),リ ジン (-39%)であ

る。70週齢で減少を示すアミノ酸はなく,タ ウリンが一

19%の減少を示した。

4.加齢経過による変動のみられないアミノ酸

ウィスター系ラットで はバ リン(112～ 143 nmoles/

ml),メ チオニン(43～ 54 nmoles/ml),イ ソロィシン

(49～ 56 nmoles/ml),ロ イシン(98～ 124 nmoles/ml),

フェニルアラニン (86～ 103 nmoles/ml),ォ ルニチン

(21～ 23 nmoles/ml)で ある。ICRラ ットではみられず,

アラニンが 240～ 325 nmoles/mlを示した。

IV 考  按

房水は採取法によって,正常房水の性質が消失し二次

房水の性質を帯びて血清の組成に類似してしまう。この

点について,矢部ら5)が ラット房水を電気泳動法でタン

ラット房水の遊離アミノ酸・飯島他

表 1 ラット房水遊離アミノ酸とその誘導体
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パク質分析を行い,二次房水の影響もエーテル麻酔によ

る影響も認めなかった。

4週齢ラットは採取できる房水量が少なく,両眼を使

用した。 8,16,70週齢は片眼で測定したが,同一個体の

場合は左右差は認められなかった。

ウィスター系ラット,ICRラ ットとも房水中に検出さ

れるアミノ酸は24種類であった。Reddy6)は 7週齢ラッ

ト房水でシスタチォニンを含む 19種類のアミノ酸を報

告している。しかし,アスパラギン,シスチン,グルタ

ミンとエタノールアミンは報告されていない。今回の実

験において, 8週齢ウィスター系ラット房水中にアスパ

ラギンとエタノールアミンは同量検出され,グルタミン

はタウリンに次いで二番目に多いアミノ酸であった。

ICRラ ット16,70週齢以外,両ラット房水中に検出され

るアミノ酸で一番多いのはタウリン,次がグルタミンで

あった。ICRラ ット16,70週齢はグルタミン,タ ウリン

の順であった。今回の測定でシスタチオニンは痕跡程度

であった。

平成 7年 5月 10日
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4週齢ウィスター系ラットのタウリンは 790～ 1,100

nmoles/mlの範囲で検出され,再側定でもこの範囲内で

あった。タウリンが ICRラ ット16,70週齢以外の各週齢

で一番多く検出された.水晶体7)8)と 同様に房水において

もタウリンが最も多い。タウリンが自内障水晶体で減少

する報告
9)も ある。タウリンはICRラ ット16,70週齢で

同週齢のウィスター系ラットより少なく,水晶体混濁 と

の関係で興味の示されるアミノ酸であった。

セリンとグルタミンは4週齢 と8週齢の差が少なく,

また, 4週齢に比較 して 70週齢ではそれぞれ 1.5倍 と

1.7倍 に増加した。セリンの一般的代謝はセリンヒドロ

キシメチル トランスフェラーゼによるグリシンと葉酸ヘ

の開裂と,セ リンデヒドログナーゼによるピルビン酸ヘ

の変換である。放射性セリンを加えてウシ水晶体を培養

すると放射能がグルタチオンに検出される10)。 加齢経過

に伴うセリンの増加は,眼房周囲組織でのこれらの代謝

能の低下と,セ リンを多量に含む虹彩・毛様体11)の 影響に

よると推察した。

ウィスター系ラット70週齢のアスパラギン酸は,4週

齢の 27%ま でに減少する。含有量は少ないが,加齢に関

係するアミノ酸と考えられた。虹彩 。毛様体ではタウリ

ンに次いで含有量の多いア ミノ酸であるにも関わ ら

ず11),房 水で少ないのは虹彩・毛様体に運搬機構が存在

し,老化により影響されたと考えられた。

加齢に伴って減少するグリシン,プロリンは,グルタ

チオンとコラーゲンのそれぞれ構成成分である。水晶体

プロリンはグルタミン酸から酵素的還元によって生成さ

れる報告
12)も あるが,房水中にこれらを触媒する酵素の

存在は考え難い。グリシン,プロリンは濃度依存的に培

養水晶体に流入し,加齢に伴って減少することから7),水

晶体など眼房周囲組織の濃度を反映していると考えられ

た。

房水中のグルタミンは,タ ンパク質構成アミノ酸 20種

類の中で最も多 く(表 1),ヒ トや1),イ ヌ13)の房水でも含

有量の最も多いアミノ酸である。水晶体や虹彩・毛様体

などの組織ではグルタミン酸がグルタミンより多 く11),

血漿や房水などの体液ではグルタミンがグルタミン酸よ

り多い1)n)。 水晶体では,房水からグルタミンを取 り入れ

てグルタミン酸 として,タ ンパク質やグルタチオンの合

成に利用している14)15).ゥ ィスタ_系 ,ICR両ラットとも

房水ではグルタミン酸よリグルタミンの方が多 く,70週

齢でグルタミンの著しい増加が認められた。老化による

眼房周囲組織のアミノ酸代謝の抑制が考えられた。アス

パラギンはグルタミンに比べて含有量は少ないものの,

両アミノ酸とも房水の酸塩基平衡に重要な役割をしてい

るアミノ酸と考えられた。

ICRラ ット8週齢からの加齢経過に伴い増加するセ

リン,アスパラギン,グルタミンは,ウ ィスター系ラッ

トでは 16週齢から増加するアミノ酸であった。
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ICRラ ット8週齢か らの加齢経過 に伴い増加する房

水中のヒスチジンは,水晶体でも同様に増加する7)。 ゥィ

スター系ラット水晶体では加齢経過に伴い減少 し,自内

障 との関係で興味あるア ミノ酸であった。

ウィスター系ラットのシスチンは 8週齢で一番多 く,

その後加齢で減少した。ICRラ ットでは 4,8,16週齢 と

大差は認められない。房水中の含有量は少ないもののグ

ルタチオンの合成材料であ り,水晶体内でのグルタチオ

ンの合成にも影響していることが考えられた。ラット肝

単離細胞
16)や

松果体
17)で はシスチンからタウリンの合成

も報告 されている。シスチンが 70週齢で約 3倍に増加

し,老化に伴いタウリンやグルタチオンの合成が抑制さ

れ,透過 しやすいシスチンが房水中に流出して くること

も考えられた。

ウィスター系ラットの加齢経過で変動のみられないア

ミノ酸は,分枝アミノ酸のバ リン,ロ イシン,イ ソロイ

シン,芳香族アミノ酸のチロシン,フ ェニルアラニン,

含硫ア ミノ酸のメチオニンであった。ICRラ ットではア

ラニンのみであった。ICRラ ット房水中のアミノ酸の変

動の方がウィスター系ラットより大きいという特徴を示

した。

本研 究 は文部省科 学研 究費一般研究 C(課 題番号

05671474)の補助により行われた。
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