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Abstract: The role of proteolytic enzymes in Shumiya cataract rats (SCR) in alterations to lens proteins dur-

ing cataract formation was immunohistochemically studied using antibodies against exopeptidases, such as

lysosomal dipeptidyl peptidase II (DPP II), cytosolic DPP III and alanyl aminopeptidase (AAP-S), membrane-

bound AAP-N, and against cytosolic endopeptidases such as µ- and m-calpains, and 20S proteasome. αB-

Crystallin was detected as a proteolytic marker in the lenses. The reactivity of these peptidases increased

in lens fibres with age in SCRs, but that of αB-crystallin decreased. No reactivity against exo- and endopep-

tidases was shown in the lens perinuclear region of lenses of control rats at all ages and in SCRs at 8 and 10

weeks of age, but an intensive reactivity against these peptidases was observed in the lens perinuclear re-

gion of lenses in SCRs at 12 and 14 weeks of age. AAP-N was feebly detected in the lens epithelium and fi-

bres of both types of rat at all weeks of age. These findings indicate that these exo- and endopeptidases, ex-

cept for AAP-N, are thought to kinetically induce lens opacification during cataract formation in SCRs
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は じ め に

白内障は多くのヒトで，特に中年以後において

様々な視覚障害を引き起こす１０）．赤外線や紫外線，

様々な酸化因子，遺伝因子などにより，また変性タ

ンパク質に対するその処理能の低下により，レンズ

の混濁や白内障が引き起こされることが知られてい

る２０）．レンズ中の主な水溶性タンパク質である α-，

β-，および γ-crystallin は幾つかの白内障において，

例えば，先天性白内障のNakano マウス１５）や Shu-

miya ラット７）において分解される２）ことが証明され

ている．さらに，calpain と proteasome などの種々

の内在性ペプチダーゼが白内障の形成時にレンズタ

ンパク質の分解に関与すると報告されている７，１）．

従って，白内障形成に伴う αB-crystallin の様なレ

ンズ水溶性タンパク質の分解は，種々の内在性ペプ

チダーゼの活性化程度に密接に関わるものであり，

白内障形成とその病態の変化におけるこれらのペプ

チダーゼと基質の関係を解析することは白内障の発

症機構の解明に寄与するものと考えられる．

我々はエクソペプチダーゼである dipeptidyl pep-

tidase II（DPP II）, dipeptidyl peptidase III（DPP

III）, aminopeptidase（AAP-N，alanyl aminopeptidase

N; AAP-S, puromycin-sensitive alanyl aminopepti-

dase）５，１３，６，２３）およびエンドペプチダーゼである２０S

proteasome１２），µ-とm-calpain９，１４，１６）を精製し，これら

のペプチダーゼの物理化学的諸性質を解析し報告し

てきた．さらに，これらのペプチダーゼに対するポ

リクロナールやモノクロナール抗体を作製した．

本研究では，四種類のエクソペプチダーゼと三種

類のエンドペプチダーゼに対する抗体を用いて，正

常対照ラットと遺伝性白内障ラットの一つである朱

宮ラット Shumiya cataract rat（SCR）のレンズに

おける，これらのエクソペプチダーゼやエンドぺプ

チダーゼの分布を免疫組織学的に検討し，さらに加

齢や白内障の形成に伴うこれらのペプチダーゼの病

態生化学的意義やその生理学的役割を明らかにしよ

うとした．

対象および方法

１）動 物

本研究の目的達成のため，１１－１２週齢で，レン

ズ核および核周囲に混濁化が自発的に出現する遺

伝性白内障のモデルラットである Shumiya cata-

ract rat（SCR）を用いた１７）．正常対照ラットと

してWistar ラットを用いた．ラットはエアコン

デショナーの効いた清潔な環境下で飼育した．動

物の扱いは本大学の動物取り扱い規則に従い行っ

た．実験では，８，１０，１２，１４週齢の SCRと同

週齢のWistar ラットを１０匹ずつを使用した．各

週齢のラットはペントバルビタール（４０�／�）
の腹腔内注射による麻酔下に，左心室より１０mM

リン酸緩衝液（PBS）と１０％ホルマリンで潅流し

た．摘出した眼球は１０％ホルマリン液に２０時間浸

した後，固定した．固定標本はさらに２４時間の間

水で洗浄後，アルコール脱水，ベンゾール置換お

よびパラフィン包埋を行った．

２）抗 体

我々は以下のペプチダーゼに対する抗体を作製

した．ブタ精漿由来のリソソームDPP II５），ラッ

ト肝臓細胞質由来のDPP III１３），ラット肝臓細胞質

由来のAAP-S２３），ヒト精液由来の膜結合型AAP-N６）

およびヒト赤血球由来の２０S proteasome１２）を家兎

に免疫し，ポリクローナル抗体を作製した．また，ヒ

トµ-およびm-calpainとにおいて互に交差反応を示

さない２種類の特異的抗体も作製した．N-acetyl-

SEETPVYCTGVSAQVQKQRARELGを用い，これ

を家兎に免疫し，µ-calpain に対するペプチド抗

体を作製し１４），またヒト由来のm-calpainペプチド

MAGIAAKLAKDREAAEGLGSHERAIKYLNQD

を用い，モノクロナール抗体の作製も行った．αB-

Crystallin ポリクロナール抗体は市販のものを用

いた（Cosmo Bio., Tokyo, Japan）．

３）免疫組織化学

パラフィン切片（４µm厚さ）を作製した．脱

パラフィン操作や浸水処理をした後，切片を３％

through the intracellular turnover of lens proteins.

Key words: cataract, lens, SCR, peptidases, immunohistochemistry

張 輝

―１６―



の過酸化水素で，１０分間，処理することにより，

内因性ペルオキシダーゼの活性を阻害した．続い

て，切片をポリクロナール抗体の場合は１０％正常

ヤギ血清を含有する PBSで処理し，モノクロナ

ール抗体の場合は１０％正常ウサギ血清を含有する

PBSで処理した．その後，切片を PBSで希釈し

た一次抗体（ポリクロナール抗体１：１，０００‐１：

１０，０００；モノクロナール抗体１：１０，０００）と４℃

で，一晩反応させた．対照切片は一次抗体を含ま

ない１０％ヤギ血清や酵素，抗体の混合液（吸収テ

スト）と反応させた．続いて，ビオチン化抗ウサ

ギ IgG，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ

ンとそれぞれ反応させた．発色は０．０３％３，３‐ジ

アミノベンチジン，０．３％過酸化水素を含むリン

酸緩衝液で行った（Histofine SAB-Po kit, Nichirei,

Tokyo, Japan）．細胞核の染色はヘマトキシリン

法により行った．レンズに存在するペプチダーゼ

タンパク質の発現量（反応性）やその領域に対す

る評価は，任意に選らんだ２０枚の切片を光学顕微

鏡下で観察することにより行った．

結 果

１）エクソペプチダーゼの局在

四種類のエクソペプチダーゼのうち，DPP III

（Fig. 1A-H），AAP-S（Fig. 2C, D），DPP II（Fig.2

A, B）は，全ての週齢の対照ラットとSCRのレン

ズ上皮細胞に弱い反応性を示し，これらの反応性

はコンスタントで，ほぼ同程度であった．DPP

III，DPPII およびAAP-S は各週齢の対照ラット

のレンズ線維に弱く染色されたが（Fig. 1A, C, E,

G; Fig. 2A, C），これらのペプチダーゼの反応性

は各週齢 SCRのレンズ線維において増強してい

た（Fig. 1B, D, F, H; Fig. 2B, D）．特に，１２と１４週

齢の SCRにおいてはDPP III 反応性が中等度或

いは著明にレンズ線維に増加していることが認め

られ，特に混濁が生じたレンズの核周辺部まで

DPP III の反応が認められた（Fig. 1F, H）．各週

齢の対照ラットおよび８と１０週齢の SCRにおい

てはDPP III や DPP II,AAP-S の反応はレンズの

核周辺部には認められなかったが，１２と１４週齢の

SCRではこれらのペプチダーゼの反応性は中等

度或いは著明に認められた（Fig. 1F, H; Fig. 2B,

D）．また，各週齢における両方のラットでは，

膜結合型のAAP-N の反応がレンズ上皮細胞と線

維にわずかに認められたが，レンズの核周辺部に

は認められなかった（Fig. 2E, F）．一方，各週齢

における両者のレンズ核部にはこれら四種類のペ

プチダーゼの存在を証明するような反応性は認め

られなかった（未提示データ）．

２）エンドペプチダーゼの局在

材料と方法に記述したように，我々はヒト由来

の µ-と m-calpain をそれぞれ特異的に認識するペ

プチド抗体およびモノクロナール抗体を作製した．

各週齢における対照ラットおよび SCRにおい

て，µ-calpain がレンズ上皮細胞に中程度の反応

性を示し（Fig. 4A, B），２０S proteasome は弱い反

応性を示した（Fig. 4C, D）．一方，m-calpain は

各週齢の対照ラットのレンズ上皮細胞に，弱いが

コンスタントな反応性を示した（Fig. 3A, C, E,

G）．反対に，m-calpain の反応性は８週齢の SCR

のレンズ上皮細胞に弱く認められたが，１０週齢以

後で，その反応性は次第に減少する傾向であった

（Fig. 3B, D, F, H）．

対照ラットのレンズ線維において，弱いがコン

スタントな µ-calpain の反応性がすべての週齢に

観察された．しかし，µ-calpain では１２，１４週齢

では，このペプチダーゼの反応性が増加するにも

かかわらず，その反応性を示す範囲が減少する傾

向が観察された．これに対して，各週齢の SCR

のレンズ線維では中等度または強い µ-calpain の

発現が認められた（Fig. 4A, B）．さらに，８と

１０週齢の対照ラットのレンズ線維にm-calpain は

弱いがコンスタントな反応性が認められた

が，１２，１４週齢ではこのペプチダーゼの発現範囲

も，µ-calpain の場合と同じように減少する傾向

が認められた（Fig. 3A, C, E, G）．一方，m-calpain

の反応性は SCRのレンズ線維において週齢を

重ねるに従って増加し，その範囲もコンスタント

であった（Fig. 3B, D, F, H）．

各週齢における対照ラットおよび SCRにおい

て，20S proteasome はレンズ線維に，対照ラット

の場合は弱く，SCRの場合は中等度の反応性を

示した（Fig. 4C, D）．表 II に示すように，対照

ラットと比較して，SCRのレンズ線維において，
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Fig. 1. 各週齢の対照ラットおよび SCRレンズにおけるDPP III の免疫組織化学的局在．８週（Ａ），１０週（Ｃ），１２週
（Ｅ）および１４週（Ｇ）の対照ラットレンズにおいては，DPP III は弱いながらもレンズ線維層に観察される（矢
印）．８週（Ｂ），１０週（Ｄ），１２週（Ｆ）および１４週（Ｈ）の SCRレンズにおいては，対照レンズと比較して線維層に
DPP III の強い反応が認められる．また，１２および１４週齢の SCRでは，DPP III はレンズ核周囲部に顕著に
広がっている．Bar＝５０µm
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Fig. 2. １２週齢の対照ラットおよび SCRのレンズにおけるDPP II，AAP-S およびAAP-N の免疫組織化学
的局在．対照ラットレンズ（Ａ）より SCRレンズ（Ｂ）の線維層におけるDPP II の反応が強く認めら
れる．さらにDPP II の反応性は SCRレンズの核周囲部へ顕著に広がっている（矢尻）．１２週齢の対
照ラット（Ｃ）と SCR（Ｄ）のレンズにおけるAAP-S の局在および反応性はDPP II の場合と同様で
ある．一方，対照ラット（Ｅ）とＳＣＲのレンズ（Ｆ）の間にAAP-N の反応性に差は認められなかっ
た．Bar＝５０µm
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Fig. 3. 各週齢の正常レンズおよび SCRのレンズにおけるm-calpain の免疫組織化学的局在．８週（Ａ），１０週
（Ｃ），１２週（Ｅ）および１４週（Ｇ）の対照ラットのレンズにおいて，m-calpain は弱い反応が線維層に観察され
る（矢印）．一方，８週（Ｂ），１０週（Ｄ），１２週（Ｆ）および１４週（Ｈ）の SCRレンズで，m-calpain は線維層に
おいて対照ラットレンズより強い反応として認められる（矢印）．また，１２と１４週齢の SCRレンズにおいて，
m-calpain はレンズの核周囲部に著明に広がっている．Bar＝５０µm

張 輝
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Fig. 4. １２週齢の対照および SCRレンズにおける µ-calpain，２０S proteasome および αB-crystallin の免疫組
織化学的局在．対照（Ａ）より SCR（Ｂ）のレンズ線維層における µ-calpain の反応が強く認められる．
さらに，µ-calpain は SCRレンズの核周囲部へ著しく広がっている（矢尻）．１２週齢の対照ラット
（Ｃ）と SCR（Ｄ）のレンズにおける２０S proteasome の局在様式は µ-calpain と同様である．一方，対
照ラット（Ｅ）と比較して，SCR（Ｆ）のレンズ線維層（矢印）における αB-crystallin の反応性が減少す
ることが認められる．Bar＝５０µｍ
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µ-calpain，m-calpain および２０S proteasome の反

応性は強かった（表 II）．

各週齢の対照ラットおよび８と１０週齢の SCR

において，µ-と m-calpain および２０S proteasome

の反応性はレンズ核周辺部には認められなかった

（Fig. 3A, B, C, D, E, G; Fig. 4A, C）．しかし，こ

れらのペプチダーゼは，レンズ混濁が生じている

１２と１４週齢の SCRレンズの核周辺部に強い反応

として認められた（Fig. 3F, H; Fig. 4B, D）．

また，四種類のエクソペプチダーゼの場合と同

様に，これら三種類のエンドペプチダーゼは，各

週齢における両方のラットのレンズ核部には検出

Fig. 5. 対照ラットおよび SCRのレンズにおけるエクソとエンドペプチダーゼの免疫組織的局在．A: DPP
III; B: DPP II; C: AAP-S; D: AAP-N; E: µ-calpain; F: m-calpain; G: 20S proteasome; H: αB-
crystallin．上方の欄は正常対照ラットのレンズを，下方の欄は SCRのレンズを示している．

張 輝
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できなかった．

３）αB-Crystallin の局在

αB-Crystallin は各週齢における対照ラットの

レンズ上皮細胞および線維に強く発現していた

（Fig. 4E）．１０週齢までの SCRで，このタンパ

ク質はレンズ線維に強く検出されたが，１２と１４週

齢 SCRでは αB-crystallin の反応性が明らかに減

少していた（Fig. 4F）．各週齢の対照ラットでは，

αB-crystallin の弱い染色はレンズ核周辺部におい

て規則的な線状配列として認められたのに対し

（Fig. 4E），１２と１４週の SCRにおいては，規則

的な線状配列が崩れ，尚かつ非常に弱く染色され

ていた（Fig. 4F）．

本実験において得られた結果を表に要約した

（Table I-III）．さらに，対照ラットと SCRのレ

ンズにおけるこれらのエンドおよびエクソペプチ

ダーゼタンパク質の発現の全貌を図５に提示した

（図５）．

考 察

レンズの透明度はレンズ線維の規則的な配列およ

びレンズタンパク質の均一分布に依存することが知

られている１９）．白内障の発症は遺伝的要因の他に，

酸化や糖化，デアミデーションまたは老化によるレ

ンズタンパク質の修飾およびペプチダーゼの活性化

による細胞骨格の分解によるものと考えられてい

る．特に，m-calpain による α-crystallin（ＡとＢ）

および βB1-crystallin の分解に見られるような生化

学的因子が白内障の発症に関係することも推定され

ている７）２２）．しかし，白内障の発生機序に関しては

現在のところ不明な点が多く，特に正常や白内障ラ

ットレンズにおけるエクソおよびエンドペプチダー

ゼと加齢と白内障形成との関係などの詳細な検討は

行われていない．

我々は本研究において，DPP III や DPP II，AAP-

S，µ-calpain および２０S proteasome が，各週齢に

おける正常対照ラットおよび SCRのレンズ上皮に

おいて，ほぼ同様な分布形態を呈することを示めし

た（Table I, II; Fig. １‐４）．一方，主な水溶性タン

パク質である αB-crystallin は各週齢における両方

のラットのレンズ上皮に強く発現していることも示

した（Table III; Fig. 4E）．これらの結果は，レン

ズ上皮細胞に存在するこれらのペプチダーゼによる

αB-crystallin の分解が白内障の形成に寄与していな

いことを示している．さらに，膜結合型AAP-Nが

両方のラットのレンズ上皮および線維にしか発現し

Epithelium Fibres Perinuclear

Age Control Cataract Control Cataract Control Cataract

D
P
P
III

８Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋～＋＋＋

１４Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋＋

D
P
P
II

８Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － ＋＋

１４Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － ＋＋

A
A
P
-S

８Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋～＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋～＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － ＋～＋＋

１４Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋ － ＋＋

A
A
P
-N

８Ｗ ＋ ＋ ± ± － －

１０Ｗ ＋ ＋ ± ± － －

１２Ｗ ＋ ＋ ± ± － －

１４Ｗ ＋ ＋ ± ± － －

ペプチダーゼは白内障形成に重要な役割を果たす：朱宮白内障ラット眼球におけるペプチダーゼの免疫組織化学的検討

Table. �. 各週齢の正常対照ラットおよび SCRのレンズにおけるDPP III，DPP II，
AAP-S，AAP-N の免疫組織化学的局在とその反応性

－：どの細胞にも染色されない，±：一部の細胞に弱く染色，＋：殆どの細胞に弱く染色，
＋＋：殆どの細胞に中等度に染色，＋＋＋：殆どの細胞に強く染色．
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ていず，また白内障形成の経過においてもその発現

変化が認められないことより，このペプチダーゼも

白内障の形成に関与していないと考えられた．

各週齢における対照ラットおよび SCRでは，αB-

crystallin がレンズ上皮細胞に強く発現していた．

また，対照ラットのレンズ線維において，このタン

パク質は多量に発現していた．レンズ核周辺部では

その発現量は減少したが，規則的な線状配列を示し

ていた．一方，１２，１４週齢の SCRのレンズ線維で

は，その反応性が減弱しており，また核周辺部では，

このタンパク質は非常に弱い反応性を示していた．

さらに，核周辺部の構造崩壊に伴って不規則な局在

を示した（Fig. 4F）．これらの結果は，このタンパ

ク質がレンズ上皮や線維，核周辺部の透過性に関わ

るタンパク質として重要な役割を果していることが

示唆された．

１２，１４週齢の SCRでは，µ-と m-calpain および

２０S proteasome およびDPP III がレンズ核周辺部

に強く発現することが見いだされた（Fig. 4B; Fig.

3F, H; Fig. 4D; Fig. 1F, H）．さらに，DPP II と AAP-

S の発現も１２，１４週齢の SCRの核周辺部に中等度

または著明に増加した（Fig. 2B, D）．これらの結果

は，SCRにおいて，µ-およびm-calpain，２０S protea-

some がレンズ線維と核周辺部の αB-crystallin の分

解に関与していることが窺われた．また，１２および

１４週齢の SCRのレンズでは，白内障によく見られ

る組織学的変化が認められた．即ち，レンズ線維は

不規則な波状走行を呈するばかりでなく，その断裂

も認められた．さらに，核周辺部自体の顆粒状また

は塊状の変性，崩壊が特徴的所見として認められ

た．また，これらの組織学的変化の顕著な部位，特

に核周辺部ではAAP-Nを除く６種類のペプチダー

ゼが強く発現していることが認められた．この結果

は白内障の進行に伴う組織病理的な変化と平行し

て，ペプチダーゼの発現増加や活性化が生じている

ことを示唆しており，さらにレンズ線維や核周辺部

Epithelium Fibres Perinuclear

Age Control Cataract Control Cataract Control Cataract

µ-calpain

８Ｗ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ＋＋ ＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋＋

１４Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋＋

m
-calpain

８Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋～＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ±～＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ±～＋ ±～＋ ＋＋＋ － ＋＋＋

１４Ｗ ＋ ±～＋ ±～＋ ＋＋＋ － ＋＋＋

20S
proteasom

e

８Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋～＋＋ － －

１０Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋～＋＋ － －

１２Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋～＋＋＋

１４Ｗ ＋ ＋ ＋ ＋＋～＋＋＋ － ＋＋～＋＋＋

Epithelium Fibres Perinuclear

Age Control Cataract Control Cataract Control Cataract

αB
-crystallin

８Ｗ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋～＋＋＋ ＋ ±～＋

１０Ｗ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋～＋＋＋ ＋ ±～＋

１２Ｗ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ±～＋ ＋ ±～＋

１４Ｗ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ±～＋ ＋ ±～＋

Table �. 各週齢の正常対照ラットおよび SCRのレンズにおける µ-calpain およびm-
calpain，２０S proteasome の免疫組織化学的局在とその反応性

－：どの細胞にも染色されない，±：一部の細胞に弱く染色，＋：殆どの細胞に弱く染色，
＋＋：殆どの細胞に中等度に染色，＋＋＋：殆どの細胞に強く染色．

Table �. 各週齢の正常対照ラットおよび SCRのレンズおける αB-crystallin の免疫組
織化学的局在とその反応性

－：どの細胞にも染色されない，±：一部の細胞に弱く染色，＋：殆どの細胞に弱く染色，
＋＋：殆どの細胞に中等度に染色，＋＋＋：殆どの細胞に強く染色．
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の構成主成分の一つである αB-crystallin が分解さ

れていることを示唆している．

本研究において，我々はレンズのCa２＋濃度の測

定はできなかったが，Hightwer４）らは正常レンズ核

のCa２＋濃度は3 µM以下であるのに対し，セレナイ

ト白内障では，Ca２＋濃度が１００ µM以上に上昇する

ことを報告している．我々の結果は，SCRのレン

ズにおいて µ-calpain およびm-calpain が Ca２＋の細

胞内流入によって活性化され，その結果として αB-

crystallin が分解されたと考えられる．

Tomkinson２１）らは，細胞内においてタンパク質を

分解する主な小器官はリソソームと細胞質であり，

これらの小器官においてタンパク質は，calpain や

２０Ｓおよび２６S proteasome のようなエンドペプチ

ダーゼによりまず分解され，次いでトリペプチジー

ルペプチダーゼやジペプチジールペプチダーゼ，ト

リペプチドアミノペプチダーゼ，アミノペプチダー

ゼのようなエクソペプチダーゼによって順次分解さ

れると推測している．我々の結果から考えると，SCR

のレンズにおいて，αB-crystallin および他の crystal-

lin が calpain によってまず分解された後，そのフラ

グメントがさらにDPP II や DPP III およびAAP-S

によって分解されることが考えられる．αB-Crystallin

の分解に関して，Boelens３）らは２０S proteasome が

その構成分子であるC８／α７サブユニットを介して，

αB-crystallin と弱く結合すること３），さらに αB－

crystallin とC８／α７との相互作用がおそらく protea-

some複合体の形成に影響を与え，ついでαB-crystallin

に結合しているタンパク質の分解促進に寄与すると

想定している．また，Murakami１１）らもレンズの pro-

teasome が酸化修飾を受けている α-crystallin の分

解速度を加速することを報告した．最近，Anders-

son１）らは，ヒト正常あるいは白内障レンズ上皮細

胞に局在する proteasome が基質 Suc-Leu-Leu-Leu-

Val-Tyr-MCAを分解し，さらに正常レンズ上皮に

おいて，proteasome の活性が白内障より高いこと

を指摘した．また彼らは皮質性と非皮質性白内障と

の間で，proteasome 活性に差がないことを報告し

ている．しかし，我々の免疫組織化学的結果では，２０

S proteasome 抗体は常に SCRのレンズ線維と核周

辺部の proteasome と強く反応した（Fig. 4D）．従

って，SCRのレンズ線維および核周辺部に強く発

現している２０S proteasome は µ-およびm-calpain

による αB-crystallin の分解を促進すると考えるの

ペプチダーゼは白内障形成に重要な役割を果たす：朱宮白内障ラット眼球におけるペプチダーゼの免疫組織化学的検討

Fig.６. 白内障形成に関わるペプチダーゼの作用機序の仮説モデル．この模式図は本研究で得られた結果お
よび幾つか従来の論文を参考に作成した２１，４，３，１１，１，８）．
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が妥当である．SCRのレンズにおける proteasome

と calpain の発現が増加した機序は明らかとなって

いないが，µ-およびm-calpain の活性化に関しては

Ca２＋濃度の上昇に関係するであろうと考えられ

る４，８，２２）．

我々の結果から，SCRのレンズ線維と核周辺部

に局在する µ-と m-calpain や２０S proteasome，DPP

III，DPP II およびAAP-S が様々な時期において

白内障の形成に関与することが推測される．Emory

マウスのレンズに発現したDPP III の活性は正常マ

ウスよりも１．５倍増加する と 報 告 さ れ て い

る１８）．１２，１４週齢の SCRではレンズ線維および核

周辺部に発現したDPP III の反応性は中等度または

著明に増加していたことは（Fig. 1F, H），彼らの実

験報告を支持するものである．我々のこの結果は，

エンドペプチダーゼで切断後の αB-crystallin フラ

グメントのN-末端に新たにArg-Arg や Ala-Arg，

Asp-Arg，Tyr-Gly などのジペプチド配列が露出し

た場合，DPP III が αB-crystallin の N-末端から，

これらのジペプチドを遊離することを示唆してい

る．一方，対照ラットより，SCRのレンズ線維に

AAP-S の発現が著明に増加したことから（Fig. 2C,

D），この増加したAAP-S も αB-crystallin の N－

末端から Lys やMet，Arg，Ala，Leu，Phe およ

びTyr のようなアミノ酸を遊離すると考えられ

る２３）．また，細胞内にはリソソームが存在するが，

リソソーム由来のDPP II の SCRレンズにおける

発現増加も認められたことは，リソソームの崩壊が

生じた場合には，DPP III と同様に αB-crystallin フ

ラグメントに働いて，２残基のアミノ酸（Xaa-Ala

およびXaa-Pro）を遊離し，αB-crystallin 分子のさ

らなる分解を進めると考えられる．当然，SCRレ

ンズにおいて，リソソーム由来のエンドペプチダー

ゼが αB-crystallin の分解にも参加することが考え

られるが，この研究は現時点で報告されていない．

今回の我々の結果および幾つかの従来の報告を参

考に，我々は白内障の形成に関して，ペプチダーゼ

の関わる新しい形成機序を推測し，模式図を作成し

た（Fig. 6）．しかし，白内障の形成機構における

エンドペプチダーゼとエクソペプチダーゼの果たす

役割を究明するために，今後一層の研究が必要であ

ると考えられる．

ま と め

本研究で，我々は白内障ラット（SCR）における

白内障の形成過程において，レンズタンパク質に及

ぼすペプチダーゼの役割を，エクソペプチダーゼ

（DPP II，DPP III，AAP-S，AAP-N）およびエン

ドペプチダーゼ（µ-およびm-calpain や２０S protea-

some）の抗体を用いて免疫組織化学的に検討した．

これらのペプチダーゼが白内障レンズにおいて強く

発現していることが認められた．以上より，これら

のペプチダーゼが白内障の形成に強く関与すること

が推測された．我々は，今回の実験結果と他の研究

者が報告している結果とを参考に，ペプチダーゼの

関わる白内障の形成機序を推定した．
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