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研究成果 の概要(和 文):急 速かっ強い レベルの酸化的刺激は、ヒ ト水 晶体上皮 にお いて ミ トコ

ン ドリア傷 害を引き起 こす こと、また、 この傷 害には、刺 激 に対 す る ミ トコ ン ドリア の 感

受 性 に加 え 、細 胞 膜 の反 応 性 ・抵 抗 性 が 密 接 に 関 わ る こ と を明 らか と した 。 さらに、

これ らミ トコン ドリア機能低 下は、早期 にお いて可逆的 であるが、機能 回復 には時 間を有す る

こ とを見 出 した。以上、一過性 の ミ トコン ドリア傷害 の繰 り返 しは、水障体 白濁 に繋 がる可能

性 を示 した。

研究成果の概要(英 文):
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1.研 究開始当初の背景

白内障は水晶体の混濁が認 められ る全て
の状態を示す。この治療法 として、混濁した

水晶体を摘出し、眼内レンズを移植する外科

手術が唯一有効な方法である。 しか し、この

外科的手術 も完全な治療法 とはいえず後発

白内障等の問題点が残っている。 したがって、

現段階では健康 な状態時か らビタミンなど

抗酸化物の摂取を行い、加齢による白内障の
進行を止めることが、白内障治療には最も効

果的 と考えられる。一方、白内障の中で最 も

発症率が高い加齢性 白内障では長期に渡 り

ゆっくりと進行するため、白内障が発症す る

かわか らない状態 か ら、その予防 を 日々続 け

る ことは非 常に困難 である。 このた め 自分が

将 来 白内障 にな りやす いか ど うか を早期 予

測 す るこ とは 白内障予 防 にお いて非 常 に意

義 ある ことと考 え られ ている。 しか し、 白内

障発症 を予 防 ・予測す るた めの生体因子 につ
いては見 つかっていない。

申請者 は これ まで、 白内障発症 を予防 ・予

測す るための生体 因子 として、水晶体 中での

ミ トコン ドリアに着 目し、遺伝性 白内障モデ

ル ラ ッ トを用 い、水 晶体 中の一酸化 窒素(NO)

過剰産生 は ミ トコン ドリアDNAに 影響 を与 え、

ATP産 生能が低下す ること報告 した。さ らに、



こ のATP低 下 はCa2+-ATPaseの 機 能 不 全 に つ

な が り(Ca2+-ATPaseはATPを エ ネル ギ ー源 と

して細 胞 内Ca2+制 御 を行 っ て い るた め)、 そ の

結 果 水 晶 体 中 の イ オ ンバ ラ ン ス が 崩 壊 す る

とい う現 象 を明 らか とす る な ど、 ミ トコ ン ド

リア が 水 晶 体 混 濁 に 強 く関 与 す る こ と を 明

ら か と し て い た(Toxicology,

2007;242:7-15)。

2.研 究 の 目的

上述 の様 に、遺伝性 白内障モデル ラッ トを

用い 、水晶体 中の一酸化 窒素過剰 産生は ミ ト

コン ドリアDNAに 影響 を与 え、結果 として水

晶 体混 濁 に強 く関与す る こ とを報 告 して い

た(Toxicology,2007;242:7-15)。 また、 こ

れ らミ トコン ドリアDNAは 母親 か ら子に受 け

継 がれ る特性 を有 してお り、 ミ トコン ドリア

の傷 害 性 と水 晶体混 濁 の関係 を明 らか とす

るこ とは、白内障発 症予防につなが るととも

に、 自分が将来 白内障にな りやすいか ど うか

を簡 易 的 に予測 す るた めの有 用 な生 体 因子

にな りうるもの と考 えた。 したが って、水晶

体 上皮 細胞 で の ミ トコン ドリア傷 害 と 白内

障発 症 の 関係 を明確 にす る こ とを主 目的 と

して本研究 を企画 した。

3.研 究 の方法

(1)実 験動物及 び培養細胞:実 験 動物 は遺伝

子 白内障 ラ ッ トである、UPLラ ッ ト(UPLR)、

朱宮 白内障ラ ッ ト(UPLR)及 び井原 白内障 ラ

ッ ト(ICR)を 用い た。 また 、培養 細胞 は ヒ

ト水 晶体上皮細胞株SRAO1/04を 用 いた。

(2)前 眼部画像解 析:ラ ッ トの前 眼部 ス リッ

ト像 の撮影 は、前 眼部画像解析装置EAS-1000

(ニ デ ック社製)を 用 いて行 った。 また、1

ヶ月 の撮影 にお い て得 られ た ス リッ ト像 か

ら経時的 に画像解析 を し、水晶体混濁推移 の

数値化 を行 った。

(3)水 晶体 中Ca2'-ATPase酵 素活性 の測定:

水晶体 を氷 中で ホモ ジナイ ズ し、 このホモジ

ネー トをCa2+-ATPase酵 素活性 測定試 料 と し

た。Ca2+-ATPase酵 素活性 の測定法は、上記 ホ

モ ジネー トを2本 に分け、CaCl2存 在 下又は

非存在下 でのATP分 解 に よ り放 出 され る無機

リン酸(Pi)量 の差 によ り算 出 した。得 られ

た結 果 は総 タンパ ク質量 当 りの量 として 表

した。

(4)水 晶 体 中過 酸 化 脂 質(LPO)量 の 測 定:

LPOAssayKit(BIOXYTECH⑬LPO-586TM)を 用

い て マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド及 び4一 ヒ ドロ キ シ

アル ケ ン を分 析 す る こ とに よ り測 定 した 。 得

られ た 結 果 は 総 タ ンパ ク 質 量 当 りの 量 と し

て表 した 。総 タ ンパ ク質 量 はBio-RadProtein

AssayKit(バ イ オ ・ラ ッ ドラ ボ ラ トリー ズ

社製)を 用 いて測定 した。

(5)遺 伝 子 発 現 量 の 測 定:LightCycler

FastStartDNAMasterPLusSYBRGreenI(1コ

シ ュ社 製)を 用 いRNAか らcDNAを 合 成 した 。

ま た 、PCR装 置(LightCycler,ロ シ ュ社 製)

を 用 い た リアル タイ ムPCR法 に よ り遺 伝 子 発

現 量 の測 定 を行 っ た。 得 られ た 結 果 はハ ウス

キー ピン グ遺 伝 子 で あ るglyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenase(GAPDH)に 対 す る

比 と して表 した。

(6)NO産 生量 の測定:回 収 した培地 にエイ コ

ム 社 製 マ イ ク ロ ダ イ ア リシ ス プ ロ ー ブ

(A-1-20-05,5mmlength)及 び酸化窒素分

析 システ ムENA-20(エ イ コム社製,京 都,日

本)を 用 い水 晶体 中NO量 を測定 した。本研

究 ではNO2量 として表 した。

(7)水 晶体 中シ トク ロムcオ キシダーゼの測

定:シ トク ロムcオ キシダーゼ(CCO)活 性

測定 は ミ トコン ドリア抽 出キ ッ ト及 びCCO活

性測 定キ ッ トを用 いて行 った。得 られた結果

は総 タンパ ク質 量当 りの量 として表 した。

(8)総 タ ン パ ク 質 量 の 測 定:総 タ ン パ ク 質 量

1まBio-RadProteinAssayKit(Bio-Rad

Laboratories社 製,CA,U.S.A.)を 用 い て 測

定 し た 。

4.研 究成果

(1)種 々遺伝性 白内障モデル を用い た酸化 的

刺激 に対す る ミ トコン ドリア及び細 胞 膜 の

反 応 ・抵 抗 性

3種 の 異 な る遺伝 性 白内障モ デル ラ ッ ト

(UPLR、SCR及 びICR)は いずれ も酸化的ス

トレス(一 酸化窒素や過酸化脂質 な ど)に よ

り水 晶体 混濁 を 引 き起 こす こ とが知 られ て

いる。 これ らラ ッ トを用い、加 齢 に伴 う水晶

体 混濁 とミ トコン ドリア障 害 を検討 した と

ころ、UPLRで 顕著な ミ トコン ドリア傷害 に伴

う水 晶体 白濁 がみ られ た。一方 、SCRやICR

では細胞膜 傷害 による水晶体 白濁がみ られ、

ミ トコン ドリア傷害 を伴 う水 晶体混濁 は、細

胞膜傷害 に よる混濁 と比較 し、そ の進行速度

が遅 い ことを明 らか とした(図1)。
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図1種 々遺伝性 白内障モデル ラットにおけ
る加齢に伴 う水晶体 白濁度



また、細胞膜傷害 を示 したICRを 用い、過

酸化 水素の細 胞 膜 に 対 す る反 応 ・抵 抗 性

を検 討 した とこ ろ 、正 常 な ラ ッ ト群 と比

較 し、細 胞 傷 害 性 を受 けや す く、 これ ら

脂 質 過 酸 化 に 伴 い 細 胞 膜 及 び 筋 小 胞 体

Ca2+-ATPase(PMCA及 びSERCA)活 性 が低

下 す る こ とが わ か った(図2)。
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図2過 酸 化 水 素 に よ る 脂 質 過 酸 化 と

Ca2+-ATPase活 性 の低下

(2)一 酸化窒 素が ヒ ト水 晶体上皮 細胞 中 ミ ト
コン ドリア機能へ及 ぼす影響

IFN-gamma及 び リポ ポ リサ ッ カ ライ ド

(LPS)に よ りヒ ト水 晶体上皮細 胞 を併用 刺

激 す る こ とで 、誘導 型一 酸化 窒 素合成 酵 素

(iNos)遺 伝子発現及びNO量 の増加 が見 ら

れ た(図3A,c)。 またこれ ら増加 は、iNosの

阻害剤で あるア ミノグアニジン(AG)ま たは

ジエ チル ジチオカルバ ミン酸(DDC)に よ り

抑制 され た(図3B,D)。 これ らの結果 か ら

IFN-gamma及 びLPS併 用刺激 に よ り、処理 後

48時 間にお いて も過剰 なNO産 生が見 られ る

こ とが確認 できた(図3)。

図3ヒ ト水晶体上皮細胞 における一酸化窒

素過剰産生

このNO過 剰産生 時にお けるCCO活 性及 び

脂質過酸化 の変化 を検討 した ところ、脂 質過

酸化 の変化 は見 られ なかった(図4B)。 一方、

CCO活 性 の低 下及び それ に伴 うATP量 の減 少

がみ られ(図4A,C)、 これ らCCO及 びATP量

の減少 は、iNosの 阻害剤(AGま たはDDC)に

よ り抑制 され た(図4D,E)。
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図4ヒ ト水晶体上皮細胞における一酸化窒

素過剰産生とCCO活 性低下

上記過剰 なNO刺 激 による ミ トコン ドリア

機能 の低 下が、可逆 的 ・不可逆的で あるのか

を検討すべ く、IFN-gamma及 びLPS併 用処理

30時 間後 に、刺激 を取 り除 くことで、一度低

下 したCCO活 性が どの様 に変化す るのか につ

い て検 討 した(図5A)。30時 間 に わた る

IFN-gamma及 びLPS併 用刺激 によ り低下 した

ミ トコン ドリア機能(CCO活 性)は 、12時 間

に渡 り回復 は見 られ なかったが、その後徐 々

に機能 回復 がみ られ た。ATP量 において もCCO

と同様 の挙動 を示 した(図5B)。
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図5過 剰 なNO刺 激 に伴 うCCO活 性低下 とそ

の機能 回復 につ いて

(3)結 論

上記 の研究成果 によ り、ヒ ト水晶体での急

速 かっ 強 い レベ ル の酸 化的 刺激 は ミ トコン

ドリア傷 害を引き起 こす こと、また、これ ら

早 期 にお け る ミ トコン ドリア機 能 の低 下は

可逆 的であるが、その回復 には時間 を有す る

こ とを明 らか とした(図6)。 水晶体 は皮膚な

どの組織 と異 な り、成長 に伴い細胞が内部 に

移動す るため、これ らミ トコン ドリア機 能の

低 下は、水晶体でのイオ ン制御 を一時的 に弱

め、結果 として水晶体 白濁が徐々 に進む こ と

を示唆 した。 したが って 、母親 に白内障発 症

み られ る際には、この ミ トコン ドリ障害の機

能 回復 が遅 い可能性 が考 え られ 、同様の遺伝

情 報 を有 す る 自身 も今 後酸 化 的刺激 に よる

白内障発症 が 起 こ りや すい 可能性 あ る もの



と考えられる。本研究結果は、白内障発症の

早期予測を実現す る上で重要な知見である
と思われる。
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図6ヒ ト水 晶体上皮細胞 にお け る一酸化 窒

素過 剰 産生 とミ トコン ドリア傷 害 のイ メー

ジ
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