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論文内容の要旨

【目的】

個体を形成する大部分の細胞はその核内に DNA を持ち、細胞が複製し機能する上で重要な役割を担っている。発

生における DNA 分解は、生体にとって不要な細胞を除去する際のプログラム細胞死とよばれる過程で行われるだけ

でなく、赤血球の分化過程、水晶体繊維細胞の分化過程においても行われる。これら赤血球や水晶体の繊維細胞には

ミトコンドリアや小胞体などのオルガネラが存在しない。眼の水晶体では、その前面に存在する有核である一層の上

皮細胞が赤道面で繊維細胞へと分化し、最終的に核やミトコンドリアなどの細胞内小器官を消失することが知られて

いるが、核内の DNA 分解を含め、これらの消失に関する分子機構は全く不明である。今回、私達は水晶体の繊維細

胞における DNA分解の分子機構および生理作用を明らかにすることを目的とし、研究を行った。

【方法ならびに成績]

水品体繊維細胞の核内 DNA分解に関与する DNA分解酵素を同定するため、水晶体でどのような DNase が発現し

ているのか Real-time PCR 法を用いて検討を行った。その結果、アポトーシスに関与する CAD、 DNase 11 などの

DNase の発現は水晶体には全く検出されなかった。一方、 DNase 11 に類似した DNase としてマウス肝臓から単離・

同定されていた DLAD (~Nase II-like Acid ~Nase あるいは DNase 11 ß) と呼ばれる DNase は、マウスの水晶体

および肝臓に発現が限局していた。もっとも強く発現していた水晶体では肝臓の約 10 倍の発現が認められた。また、

DLAD 遺伝子はヒトにも保存されており、マウスと同様にヒト水晶体およびヒト水晶体上皮細胞株で発現しているこ

とが確認された。これらの結果から、 DLAD 遺伝子が水晶体で、重要な機能を担っていることが示唆された。そこで

DLAD 遺伝子の生理的機能を明らかにするため Gene targeting 法を用いてノックアウトマウスを作製した。

DLAD 遺伝子を構成する 6 個のエクソンのうち、活性部位を持つエクソン 3 とエクソン 4 をネオマイシン耐性遺伝

子に置換したターゲティングベクターを構築し、定法により DLAD 遺伝子欠損 (DLAD-I一)マウスを作製した。

産子はメンデルの法則に従い、外見上の異常は認められなかった。マウス水晶体抽出液を調製し、 plasmid DNA を

基質に DNase assay を行ったところ、野生型および DLAD+Iーマウス水晶体からの抽出液は pH5.9 で DNase 活性
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を示すのに対し、 DLAD一/ーマウスの水晶体からの抽出液は同条件でほとんど DNase 活性は認められなかった。

次に水品体の組織学的解析を行うため、眼球の正中切片を作製し、核酸を特異的に染色する方法である Feulgen 染

色、及びミトコンドリア ATP synthase と DAPI の二重染色によって解析を行った。水晶体外縁部の水晶体上皮細胞

と分化途中にある一部の繊維細胞では DLAD+/ーマウス及び DLADー/ーマウスともに DNA とミトコンドリアの存

在が確認できた。一方、 DLAD+/ーマウスの水晶体内部には DNA及びミトコンドリアは存在しなかったが、 DLAD

一/ーマウスの水晶体内部ではミトコンドリアが消失しているにもかかわらず DNA が残存していた。

さらに DLAD-/ーマウス水晶体における DNA残存と他の細胞内小器官消失を確かめるため電子顕微鏡による解析

を行ったところ、繊維細胞内には細胞内小器官は観察されず、分解されなかった DNA の凝集塊が存在していた。こ

の周囲には核からほどけた紐状の DNA が確認できた。加えて DLADー/ーマウス水晶体を上皮細胞層、辺縁皮質、核

部の 3 箇所に分離し、上皮細胞層と核部から染色体 DNA を抽出し電気泳動を行ったところ、 DLAD一/ーマウス水晶

体では上皮細胞層だけでなく核部にも断片化されていない DNA が存在した。

本来消失すべき DNA の蓄積が生体に与える影響を確かめるため、スリット斜光により水晶体断面を観察したとこ

ろ、 DLAD一/ーマウス水晶体内部に白濁が認められ、ヒト核白内障患者にみられる所見を示した。さらに、網膜電位

測定を行ったところ、 DLAD-/ーマウスは光に対する応答が著しく低下していた。

【総括】

今回の研究成果により、DLAD-/ーマワスでは水品体繊維細胞の DNA分解が特異的に限害されることがわかった。

すなわちこの過程での DNA 分解は DLAD が担っており、必須であることが明らかとなった。 DNA が残存した水品

体は中心部が強く白濁し、網膜電位測定における光透過性は顕著に低下したことから、核白内障を発症していると結

論した。このことは、核やオルガネラが除去されることが水晶体の光透過機能を保証するために必須であることを示

している。 DNA などの細胞構成成分の除去不全により、ヒトでも白内障を引き起こす可能性が考えられる。 DLAD

遺伝子はマワスだけでなくヒトの水晶体にも発現しており、白内障が起こる新規のメカニズムが示唆されたことで、

今後、抗白内障薬の開発につながることが期待される。

論文審査の結果の要旨

'水品体の繊維細胞における DNA 分解を担う DNA 分解酵素は、アポトーシスに関与する CAD、 DNase II ではな

く、 DLAD 02Nase II-like 呈cid I2Nase) とよばれる DNase であることを明らかにした。 DLAD 遺伝子欠損マウス

の水晶体の組織学的解析では、水品体繊維細胞で除去されるべき DNA が分解されず蓄積していた。さらに、 DNA が

残存した水晶体は白濁し、網膜電位測定の結果から光透過が妨げられており、白内障の所見を示すと結論できた。水

晶体細胞の分化に伴う DNA分解は DLAD が担っており、核 DNA の除去が水晶体としての機能を果たすためには必

須である。 DLAD はヒト水品体にも発現しており、 DNA などの細胞構成成分の除去不全が白内障を引き起こす可能

性があることを示唆している。

水品体繊維細胞の DNA の分解に関わる酵素が DLAD であることを初めて明らかにし、核やオルガネラがすみやか

に除去されることが水晶体の機能を果たすために必須であることを示した本論文は学位の授与に値するものと考え

られる。
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