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研究成果の概要（和文）：本研究において, 遺伝性のShumiya Cataract Rat (SCR)にみられる白内障では、水晶
体タンパクの不溶化が生じており、その水晶体上皮細胞(LEC)のDNAマイクロアレイ解析結果より、線維分化、抗
酸化、浸透圧維持など水晶体の透明性維持に必要な遺伝子発現が減少していることが明らかになった。抗酸化タ
ンパクPeroxiredoxin (Prdx6)のSUMO化による不活化を抑制したリコンビナント蛋白の投与は、培養LECにおける
酸化ストレス防御能を高め、SCRに結膜下注射することで、白内障発症を遅らせた。よって脱SUMO化Prdx6には、
白内障抑制効果があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that lens proteins were insolubilized in cataracts 
of hereditary Shumiya Cataract Rats (SCRs). DNA microarray analysis of lens epithelial cells (LECs) 
revealed that the expression of genes related with lens fiber differentiation, antioxidant and 
regulation of osmolarity, which are required for maintaining lens transparency were decreased. 
Administration of antioxidant protein, sumoylation (SUMO)-deficient Peroxiredoxin (Prdx6) 
recombinant protein, enhanced the anti-oxidative ability in cultured human LEC, and delayed the 
onset of cataract in SCR after subconjunctival injection. Therefore, administration of 
SUMO-deficient Prdx6 may prevent cataract progression.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白内障は世界の中途失明原因第一位の疾患である。現在は、手術が唯一の治療法であり、有効な白内障薬物治療
はない。また、有効な加齢白内障動物モデルがないため、薬物治療の開発研究が難航することが多い。本研究結
果より、加齢白内障動物モデルとしてのShumiya Cataract Ratの有用性が明らかになった。また、加齢白内障の
主原因の一つである酸化ストレスを抑制する抗酸化タンパクPrdx6が、SCR白内障を遅延させることが明らかにな
った。よって、Prxx6が、ヒト加齢白内障の進行を遅らせ、手術加療が必要となる時期を遅らせることができる
可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

白内障における水晶体混濁を再透明化させる薬剤は、現在はない。加齢白内障は、喫煙・

紫外線・酸化的ストレス等が危険因子とされており、これらは水晶体の主なタンパク質であ

るクリスタリン α の凝集を誘発する。抗白内障研究において日本で入手可能な Shumiya 

Cataract Rat (SCR)は、ラノステロール合成酵素(Lss)の突然変異をもつ遺伝性白内障モデルラ

ットである。2015 年にステロールの１種であるラノステロールがクリスタリンの凝集を抑

制し、イヌ白内障を抑制したという報告が Zhao et al.により Natureに発表されたため、われ

われが保有する SCRは、 白内障動物モデルとして注目されている。われわれは、SCRの水

晶体では、 活性酸素種(ROS)が上昇していることや、 抗酸化蛋白である Peroxiredoxin 6 

(Prdx6)の遺伝子発現量が減少していることを報告した(Kubo E et al. Am J Physiol Cell Phisiol、 

2008)。PRDX6は、水晶体上皮細胞 (LEC) の細胞内で ROSの消去、アポプトーシスの抑制

作用がある (Fatma N et al. Cell Death Diff.、 2005)。われわれは、この Prdx6を細胞膜に通過

させるため、HIV遺伝子産物の TAT蛋白の一部を負荷した TAT-Prdx6 融合蛋白の投与によ

り SCRの白内障発症を遅延させることを報告してきた(Kubo E et al. Am J Physiol Cell Phisiol、 

2008)。近年この PRDX6は、加齢により、Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO)化という翻訳

後修飾を受け、その抗酸化活性が低下することが明らかになっている(Chhunchha B、 Kubo 

E et al. FEBS J. 2014)。われわれは、SUMO修飾を受ける PRDX6の領域を変異させた融合蛋

白(SUMO化抑制 Prdx6)を作成し、抗酸化能の増強に成功している。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、SCR の白内障発症メカニズムと Prdx6 およびラノステロールの白内障治

療薬の可能性と Prdx6の白内障抑制効果と白内障術後の後発白内障抑制効果を解析し、 水

晶体透明化のメカニズムを解明することである。 

 

３．研究の方法 

(1) SCR水晶体のタンパクの不溶化の解析: 10週齢の軽度の水晶体混濁を生じるSCRのCat+

と、Cat-において、水晶体を摘出し蛋白を可溶性画分と不溶性画分抽出に分離した。その後、

ウェスタンブロットを施行し 1次抗体に αBクリスタリン抗体を用いて検出した。 

(2) SCRの LECにおける遺伝子発現変化の網羅的解析: SCRの LECにおける遺伝子発現変

化の網羅的解析をマイクロアレイ法にておこなった。５週齢の SCRの Cat+ の LECと Cat-

LEC のサンプルから Total RNA を抽出後、GeneChip® Rat gene 2.0 ST array (Affymetrix、 

ThermoFisher Scientific)を用いて、 網羅的な遺伝子発現変化を解析した。また、5、 8、10週

齢の SCR LECの Total RNAを抽出し、マイクロアレイで同定された、いくつかの遺伝子に

ついて、リアルタイム RT-qPCR法により発現変化を確認した。 

(3）SUMO 化抑制 PRDX6の酸化ストレスへの影響: 初代培養マウス LEC (MLEC)を用い、 

SUMO化抑制 PRDX6とラノステロールの影響を検討する。培養 LECに対し H2O2添加によ

る酸化ストレスを与え、各種濃度の TAT-PRDX6、 SUMO化抑制 TAT-PRDX6、 ラノステロ

ールと陰性コントロールの Mutant-PRDX6 を添加し、 細胞生存率を MTS アッセイで測定

した。 

(4) SUMO化抑制 PRDX6とラノステロール投与による後発白内障で観察される LECの上

皮間葉系移行(EMT)への影響：ラット水晶体上皮伸展標本培養モデルと Gel contraction assay

をもちいて、TGFβ(1-10 ng/mL)により誘導される EMTの抑制効果を形態観察し、EMTマー



カーである α平滑筋アクチン (αSMA)と F-actinの免疫染色を施行した。 

(5) SUMO化抑制 PRDX6投与における SCR白内障抑制効果の観察：白内障発症前の 6週

齢(W)SCR を 3 群に分け、SUMO 化抑制 Prdx6 および TAT-Prdx6 投与群、コントロール(投

与無し)群の 3群にわけ、3週間毎日結膜下注射を行った。3週目に水晶体を摘出し、水晶体

を暗視野実体顕微鏡下で撮影し、混濁度を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) SCR水晶体のタンパクの不溶化の解析 

SCR Cat+水晶体においては、Cat-の水晶体に比べて αBクリスタリンの不溶化が有意に高く

認められ、蛋白の不溶化が SCRでは明らかであった。 

(2) SCRの LECにおける遺伝子発現変化の網羅的解析 

5週齢の SCR Cat+ では、水晶体後嚢下に軽度混濁が認められた。マイクロアレイ上の 28、

407の遺伝子の内、110個の遺伝子が0.5

未満に減少していた。表 1 に 5 週齢

SCR(Cat+)の LEC で 0.5 未満に発現低

下した遺伝子の上位 20を示す。そのう

ちMIP (Aquaporin0)、 Dnase2b、 Hspb1、 

and γCry B、 C、 and Fなど水晶体の恒

常性の維持に必要な遺伝子のmRNA発

現が有意に減少していた（表 1）。8 週

齢または 10 週齢の SCR Cat+ でも、

Dnase2b、Hspb1、MIP mRNA発現が有

意に減少していた。 

(3) SUMO化抑制PRDX6の酸化ストレ

スへの影響 

H2O2添加による MLEC の細胞生存率の低下は、TAT-PRDX6、 SUMO 化抑制 PRDX6 のみ

有意に抑制されていたが、ラノステロールとMutant-PRDX6には細胞死抑制効果は認めなか

った。SUMO化抑制 PRDX6は、TAT-PRDX6より細胞死抑制効果が有意に高かった。 

(4) SUMO化抑制 PRDX6とラノステロール投与による後発白内障で観察される LECの上

皮間葉系移行(EMT)への影響 

TGFβ2 1-10 ng/mL添加すると、ラット水晶体上皮における αSMAの発現が上昇し陽性染色

像が増加し、F-actin染色で水晶体上皮内にストレスファイバー

形成が見られた。1-10μg/mLの SUMO化抑制 PRDX6添加によ

り、αSMA の発現とストレスファイバー形成も抑制されてい

た。しかし、ラノステロール添加およびコントロールの DMSO

添加により、染色やストレスファーバー形成の抑制は観察され

なかった。 

(5) SUMO 化抑制 PRDX6 投与における SCR 白内障抑制効果

の観察 

SUMO化抑制 PRDX6投与群で有意に水晶体混濁が抑制されて

いた(図 1)。これらの結果より、SUMO-PRDX6 は、EMT を抑

制し SCRの白内障を遅延させることが明らかになった。 
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