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ニワトリ角膜におけるコレステロールエステルとアポリポタンパク質A-I
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本研究では，ニワトリの角膜において，薄層クロマトグラフィーを用いて脂質の構成を調べた。また二次元電気泳動と

質量分析法を用いてアポリポタンパク質A-Iの検出を試みた。供試動物には，ニワトリの他，対照動物としてカラス，

ラット，ウサギを用いた。その結果，コレステロール．リン脂質，中性脂質などは鳥類と哺乳類共に検出されたが，コレ

ステロールエステルはニワトリとカラスの角膜にのみ検出された。また，質量分析の結果，二次元電気泳動ケル上におい

て，鳥類にのみ現れた3つのタンパク質のスポットがアポリポタンパク質A-Iであると同定された。3つのスポットは，

分子量が25kDa付近に現れ，等電点は，それぞれ4.8,5.0,5.7であった。末梢組織において余剰となったコレステロール

は．アポリポタンパク質A-Iと共にリポタンパク質を形成するが，この際コレステロールはエステル化し，コレステロー

ルエステルとなる。また，コレステロールエステルはコレステロールの貯蔵型として知られている。このことから，ニワ

トリとカラスの角膜では多くのコレステロールエステルがアポリポタンパク質A-Iと共に何らかの生理的機能を有して

いる可能性が示唆された。
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緒 言

家禽，特にニワトリは長い期間をかけて改良され，食肉用や産

卵用のみならず，実験動物，ワクチン生産など医療現場への適応

も多い。また，実験動物として広く利用されてきた。その中のひ

とつとして視覚研究が挙げられる。例えば，ニワトリの網膜にお

ける油滴の研究(LOpez-LOpeze"/"2008)や．オプシンの最大吸

収波長を調べる研究(Bowmakerergj"1997)などに用いられて

いる。したがって，ニワトリを用いた角膜の解析は鳥類の視覚機

構の研究にとって重要な情報を提供するものと考えられる。

著者らも，鳥類の視覚機構について研究を行っており，ニワト

リを用いて，鳥類と哺乳類の角膜の組織的な差異(Tsukahara"

“"2010）と，鳥類の角膜にアポリポタンパク質A-Iが存在する

ことを報告している(Tsukahara""/"2011)。この先行研究で発

見された鳥類の角膜におけるアポリポタンパク質A-Iの存在が，

紫外線視など鳥類の視覚機構とどう関わるかが興味の持たれると

ころである。アポリポタンパク質は通常血液内において，脂質と

共にリポタンパク質を形成し、脂質の運搬を担うタンパク質であ

る(Schaefer"".,1978)。アポリポタンパク質A-Iが運搬する

脂質としてトリアシルグリセロール，リン脂質コレステロール
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コレステロールエステルが挙げられる(Barter""/"1982)。つま

り，鳥類の角膜においても，アポリポタンパク質A-Iが脂質の運

搬の働きを持つならば，鳥類の角膜内においてもアポリポタンパ

ク質A-Iと共に働く脂質が存在するはずである。そして，アポ

リポタンパク質A-Iが多量に存在する鳥類の角膜における脂質

の構成は，アポリポタンパク質A-Iの存在しない哺乳類の角膜

とは異なることが考えられる。

そこで，本研究では，ニワトリを用いて鳥類の角膜における脂

質の構成を調べることとした。また，鳥類の中でも家禽と野生動

物とで相違がある可能性を考え，ニワトリとカラスを併せて比較

検討することとした。さらに，対照動物としてラット，ウサギも

用いた。また，それに加えて本研究では，著者らの以前の報告

(Tsukahara""/"2011)において用いたタンパク質検出法より感

度の高い銀染色による検出法を用いて，哺乳類の角膜におけるア

ポリポタンパク質A-Iの存在について，確認を行った。

材料と方法

1.供試動物および角膜の採材方法

本研究で用いた動物の取り扱い等については「宇都宮大学動物

実験指針」に従った。供試動物としてニワトリ（ロードアイラン

ドレッド)，（雌雄不問，成鳥15-2kg),ハシブトガラス（雌雄不

問成鳥550-7509)．ウサギ（日本白色種)．（雌雄不問，成体，

12-3kg)を各々 6羽，ラット（ウイスター系).(雌雄不問，成体，

250-3009)を24頭用いた。ニワトリは栃木県畜産試験場より，

ウサギ及びラットは株式会社埼玉実験動物供給所より購入した。

カラスは宇都宮大学付属農場のトラップにより捕獲した個体を使
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用した。野鳥であるカラスの捕独は，鳥獣の保護及び狩猟の適正

化に関する法律第9条第2項の規定による，鳥獣の捕獲等及び鳥

類の卵の採取等の許可を栃木県（宇林第0010号）より受けた。

各供試動物をペントバルビタールナトリウム（シェリング・プ

ラウアニマルヘルス社）を用いて麻酔過剰投与(20-30mg/kg)

により安楽死させた後直ちに眼球を取り出し，角膜レンズ．

網膜を採材した。

2．薄層クロマトグラフィーによる脂質の分析

鳥類と哺乳類間における角膜の構成脂質を比較するため，薄層

クロマトグラフィー(TLC)を行った。TLCには．ニワトリ，カ

ラス．ウサギを各々3羽，ラットを12頭用いた。各供試動物から

角膜を20mgずつ採材した。また，ラットの角膜については4頭

分から20mgを得て．ひとつのサンプルとした。また．ニワトリ

角膜に見られた脂質の構成が，ニワトリのどの器官においても共

通する構成ではなく‘角膜のみに現れる構成であることを証明す

るため，ニワトリにおいては．レンズと網膜を20mgずつ採材し

た。

採材した組織を細かく切り．クロロホルムーメタノール混合溶

液（クロロホルム（関東化学株式会社）：メタノール（和光純薬工

業株式会社)=2:1)を入れたホモジナイザー（株式会社三商）内

で磨砕した。しばらく静置した後．メタノールと蒸留水を加えて

遠心分離し。有機溶媒層を回収した。その後，遠心エバポレー

ター(CVE-1000.東京理化器械株式会社.Tokyo,Japan)によっ

て有機溶媒を除き，クロロホルムーメタノール混合溶液（クロロホ

ルム：メタノール=1:1)を加え．残った脂質を溶解させた。再

びエバポレーターを用いて有機溶媒を除き，クロロホルムーメタ

ノール混合溶液（クロロホルム：メタノール＝1：3）を加え．脂質

ｷill出液とした。その後，抽出液をシリカゲルプレート（和光純薬

工業株式会社）に20"/ずつ滴下し，2種類の脂質展開溶媒（ヘキ

サン：ジエチルエーテル：酢酸＝80：20：1，クロロホルム：メタ

ノール：水＝65：25：4）により脂質を展開させた。展開後は50％

硫酸を用いて脂質のバンドを発色させた。脂質の比較は相対移動

距離により各動物の角膜間．及びニワトリの角膜レンズ，網膜

間において行った。

3．質量分析法によるタンパク質の同定

タンパク質の同定には，ニワトリ，カラス，ウサギを各々3羽，

ラットを12頭用いた。各供試動物から角膜を20mgずつ採材し

た。また，ラットの角膜については4頭分から20mgを得て．ひ

とつのサンプルとした。その後，二次元電気泳動用キット(AE-

1435EzApply2Dkit，アトー株式会社）の水溶性タンパク質抽出

用の抽出液を用いて，角膜のタンパク質溶液を得た。

以下の手順に従い、二次元電気泳動を行い，角膜の構成タンパ

ク質を分離した。まず，一次元目の等電点電気泳動(IEF)にて3－

8の等電点で分離した。IEFにはミニ・コンパクトディスク電気

泳動槽(AE-6540,アトー株式会社）を用いた。二次元目の電気

泳動としてドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気

泳動(SDS-PAGE)を行った。SDS-PAGEにはラピダス・ミニス

ラブ電気泳動槽(AE-6530,アトー株式会社）を用いた。なお，電

気泳動に用いた試料については予めLowry法(Lowry〃α/”

1951)を用いてタンパク質濃度を定量し，総タンパク質量が25

Tワ
j合

αgになるように泳動した。泳動後のゲルはShevchenkoらの方

法(Shevchenkoe"/"1996)による銀染色を行い，ケル上のタン

パク質を視覚化した。

銀染色後の二次元電気泳動ゲルから．アポリポタンパク質A-

Iと近い分子量(20-30kDa)のスポットを切り出し，トリプシン

によるゲル内消化を行った。ゲル内消化により得たペプチドは、

ZipTipC18pipettips(Millipore)により脱塩及び濃縮を行った

後，マトリクス支援レーザー脱離/イオン化飛行時間型質量分析

(MALDI-TOF/MS)を行った。質量分析には飛行時間型質量分

析装置(autonexH-UTITOF/TOF,ブルカー・ダルトニクス

株式会社.Billerica.USA)を用いた。また、ペプチドのイオン化

の際に．マトリックスとしてa-cyano-4-hydroxycinnamicacid

(Sigma-Aldrich)を用いた。この結果得られたペプチドマスリス

トについて．データベース検索プログラムMascot(マトリックス

サイエンス株式会社）内の予測ペプチドマスリストと照合し，タ

ンパク質の同定を試みた。

結 果

l.TLCによる脂質の分析

TLCの結果，対象とした全ての動物種の角膜においてコレス

テロール，リン脂質，中性脂質ホスファチジルエタノールアミ

ン，ホスファチジルグリセロール．ホスファチジルコリンの存在

が認められた（図la,b)。そのうち．中性脂質については鳥類の

角膜において多くみられた（図lb)。一方，コレステロールエス

テルについては．ニワトリとカラスの角膜においてのみ存在が認

められた（図la,c)。ニワトリとカラス間においてバンドの大き

さに差異は認められなかった。よって．鳥類角膜にのみ特異的に

コレステロールエステルが存在することがわかった。

2質量分析法によるタンパク質の同定

ニワトリ角膜の二次元電気泳動の結果25kDa付近においてス

ポットが3つ現れ，それぞれ4．8と50，57の等電点を示した（図

2a)。ニワトリのタンパク質スポットを質量分析した結果，得ら

れたペプチドのピークは967.6,985.6998.7,1035.7,1048.7.1070.6,

10747.1089.7,1108.7,1115.8,1120.7,1177.7,1191.8,1205.8,1209.7,

1215.8.1236.8,1253.8,1285.8,1322.0,1334.0,1347.0,1373.0,1378.0,

1392.0,1406.0,1434.0,1532.1,15811,1666.2,2217.6の質量電荷比

(m/z)であった（図3)。これらのペプチドマスリストをデータ

ベースの予測ぺう°チドマスリストと照合した結果，スコア211で

アポリポタンパク質A-Iであると同定された。また，カラスに

おいてもニワトリと同じ位置に3つのスポットが現れ（図2b)

アポリポタンパク質A-Iとして|司定された。このことにより，

ニワトリと野生種であるカラスは同様のタンパク質を有すること

がわかった。

なお，哺乳類の角膜においては,20-30kDaにラットが9個ウ

サギが10個のタンパク質のスポットが確認された（図2c,d)。

その内．ラットの4個，ウサギの7個のスポットはアポリボタン

パク質A-Iとは異なるタンパク質であると同定され，残りの

ラット5個，ウサギ3個はタンパク質量が少なすぎて，明瞭なペ

プチドマスピークが得られなかった。
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谷ら：角膜の脂質とアポリポタンパク質
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図l薄層クロマトグラフィー像

aおよびcには脂質展開溶媒（ヘキサン：ジエチルエーテル：酢酸=80:20:1)を．bには脂質展開溶媒（クロロ

ホルム：メタノール§水＝65：25：4）を使用した。aおよびbはニワトリ(A),カラス(B),ラット(C),ウサ

ギ(D)の角膜の構成脂質を比較したもの，cはニワトリの角膜(E),レンズ(F),網膜(G)の構成脂質を比較

したものを示す。CEはコレステロールエステル,Cはコレステロール,PLはリン脂質NLは中性脂質,PEは

ホスファチジルエタノールアミン.PGはホスファチジルグリセロール、PCはホスファチジルコリンである。
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図2各種動物における角膜の二次元電気泳動像

aはニワトリ,bはカラス．cはラット,dはウサギを示す。

矢印のスポットはアポリポタンパク質A-Iと同定された。

テルとなる。また，末梢組織において貯蔵される際にもコレステ

ロールはエステル化し、コレステロールエステルとなる(Hashi-

InOtO〃α/"1973)。

つまり．コレステロールエステルとアポリポタンパク質A-I

は，密接に相互作川して機能していることがわかる。本研究で認

められたニワトリとカラスの角膜におけるアポリポタンパク質

A-Iもコレステロールエステルと共に存在していたことから．鳥

類角膜のアポリポタンパク質A-Iの役割は他の組織においてと

同様に脂質の運搬であると考えられる。

角膜内に存在するタンパク質の中には，生理的機能を持たず，

単に描造成分として存在する構造タンパク質も存在する(Jester,

2008)。そのため、アポリポタンパク質A-Iは構造タンパク質で

あることも考えられる。しかし．今回の銀染色による実験で，先

行研究であるTsukaharaら(2011)の実験においてアポリポタン

パク質A-Iと同定されたスポットが2つであったのに加え，二

次元電気泳動の結果，等電点の異なるスポットが3つ存在するこ

とからアポリポタンパク質A-Iが角膜内において酸化や還元，

考 察

本研究の結果ニワトリとカラスの角l1莫においてのみコレステ

ロールエステルとアポリポタンパク質A-Iが検出された。本研

究において用いた銀染色法によってもIIIII乳類の角膜においてアポ

リポタンパク質A-Iは検出されなかった。このことから，コレ

ステロールエステルとアポリポタンパク質A-Iは.IIili乳類には

ない鳥類に特有の視覚機能との関連が示唆される。

そこで．コレステロールエステルとアポリポタンパク質A－I

の角膜における機能を考察するため，以下に脂質とアポリポタン

パク質の関係について論ずる。コレステロールは，肝臓からアポ

リポタンパク質Bと結合した低密度リポタンパク質の状態で血

液を介して末梢細胞まで運搬され(BrownandGoldstein,1986),

生体膜の材料に使われる。使用されなかった余剰のコレステロー

ルはアポリポタンパク質A-Iと共に高密度リポタンパク質

(HDL)となって血液を介して肝臓まで輸送される。このHDL

となる際，コレステロールはエステル化してコレステロールエス

J3
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図3質量分析により得られたニワトリ角膜のアポリポタンパク質A-Iのマススペクトル

数字は強度の高いペプチドピークを示す。

もしくはリン酸化また脱リン酸化など等電点が変化するいずれか

の反応が起こっていることが考えられる。なお，アポリポタンパ

ク質A-Iが含まれるHDLは酸化しやすいことが知られており，

またアポリポタンパク質A-I自身の修飾についての報告もある

(Hoeggrαﾉ.｡1986;Beg""/"1989)。つまり，アポリポタンパク

質A-Iは単なる構造タンパク質としての役割ではなく，何らか

の生理的機能を有している可能性が示唆される。また，角膜は紫

外線にさらされているが，紫外線が持つエネルギーは生体内に存

在する酸素を活性酸素へと変化させる(TyrrellandPidoux,

1989)。活性酸素は非常に酸化力が強く，細胞内の脂質やタンパ

ク質DNAなどと反応することで細胞を損傷する(Chace〆α/”

1991;Kehrer,1993;MehlhaseandGrune,2002)。そこで，通常

生物の眼は抗酸化物質によって酸化力の高い活性酸素から細胞を

守っている(Cejkova""/.,2004)。抗酸化物質にはアスコルビン

酸やグルタチオン，カタラーゼなど様々な種類が存在する。これ

らは直接活性酸素を除去したり，活性酸素が脂質を酸化するのを

妨害したりする働きを持つ。

哺乳類の角膜においては，アルデヒドデヒドロゲナーゼ

(ALDH)が主に紫外線による酸化に対する防御の役割を担って

いる(Estey""/"2007;Lassenem/.,2006)が．鳥類の角膜にお

いてはALDHの存在は少ない(Jester〃α/,2005)。そのため，鳥

類の角膜には哺乳類と異なる抗酸化機構が存在することが考えら

れる。脂質が自身の酸化によってDNAの酸化障害を減少させる

という報告(HiramOtogm/.,2003;Kikugawae"/"2003)がある

ことから，鳥類の角膜に存在するコレステロールエステルは紫外

線による酸化を防ぐ抗酸化機構の役割を担っている可能性が示唆

される。さらに，鳥類の角膜におけるアポリポタンパク質A-I

は酸化脂質を角膜外へ運搬するために存在しているという可能性

も考えられる。
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CholesterolEsterandApoliPoProteinA-IinChickenCornea

YuriTanil'2,NaokiTsukahara2'3,YukihitoKabuyama2,Ken-ichiNihei2andShoeiSugita2

'UnitedG1･aduatcSchoolofDepartmcntofAnimalScience,TokyoUniversityofAgriculmreandTechnology,

3－5-8,Saiwaicho,Fuchu-Shi,Tokyol83-8509

2FacultyofAgricultul･e,UtsunomiyaUniversity,350,Minemachi,Utsunomiya-Shi,Tochigi321-8505

3UtsunomiyaUniversityCcnterfbrOpticalRescal･chandEducation7-1-2,Yoto,Utsunomiya-Shi,Tochigi321-8585

Inthisstudy,variouslipidsinthecomeasofbirdsandmammalsweredetectedusingthin-layerchromatography.

Furthermore,apolipoproteinA-Iwasdetectedinthecorneasofbirdsandmammalsbytwodimensionalgelelectro-

phoresisandmassspectrometry.Chickens,crows,rats,andrabbitswereused.Cholesterol,phospholipid,neutrallipid,

phosphatidylethanolamine,phosphatidylglycerolandphosphatidylcholinewereibundinallcorneasofallspecies.

However,cholesterolesterwasonlyfbundinbirds・Cholesterolestel･sandapolipoproteinA-Iwerefbundinavian

corneas;howevel･,theywerenotfbundinmammals.Threeproteillspots,eachwithamolecularmassof25kDa,were

detectedonthetwodimensionalgelsprepared廿ombirdextl-acts･Theisoelectricpointsofthesespotswere4.8,5.0、

and5.7.Inperipheraltissues，extracholesterolisesterifiedascholesterolesters,andapolipoproteinA-Ifbrmslipo-

proteincomplexeswiththecholesteroleste1･s.Moreovel-,cholesterolisstoredascholestel･olestel-.Therefbre,choles-

terolmayworkwithapolipoproteinA-IasaphysiologicallyactivatingSubstanceilltheaviancornea.

（ﾉ"α"esaﾉひz""α/Q/.Po"/"Sbie"ce,49.･〃-.ﾉ6,20/2)

Keywords:apolipoproteinA-1,cholesterolester,comea,MALDI-TOF/MS,thin-layerchromatogl-aphy
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