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要

糖尿病ではしばしば角膜上皮障害がみられるが,その

原因については未だ不明な点が多い。一方,高血糖状態で

は非酵素的糖結合反応 (グリケーション)の過程でアマド

リ化合物は自動酸化を起こし,フ リーラジカルの一種で

あるスーパーオキシドを生成する。また,重要な抗酸化酵

素であり,manganese superoxide diSmutaSe(Mn‐

SOD)と 相 補 的 に働 くcopper,zinc‐ superoxide diS‐

mutase(Cu,Zn‐ SOD)は糖化によって活性が低下する

ことが明らかになっている。今回,我々は糖尿病角膜上皮

障害の発症における抗酸化能の低下の関与の有無を検討

する目的で,ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病ラット角膜

における Mn‐SOD mRNA(伝令リポ核酸)発現につい
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約

て れ s"“ hybrdzation法 を用いて検討した。その結

果,糖尿病ラット角膜上皮細胞,内皮細胞に MnⅢ SOD
mRNAの発現を認め,角膜上皮細胞における発現は対
照ラット角膜に比し減弱していた。以上の結果から,糖尿

病角膜上皮症の発症に Mn‐SOD活性の低下が関与 して
いる可能性が示唆された。(日 眼会誌 100:599-604,

1996)
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Abstract

The pathogenesis Of diabetic cOrneal epitheliO_     tiOn using a digOxigenin¨ labeled lln‐ S()1) clE)NA

pathy, One Of the Ocular cOmplicatiOns frequently     probe. IIn‐ S()E)lnR:NA was detected in epithelial

seen in diabetes patients,still remains to be elucidat‐      cell layer and endotihelial cell layer of both diabetic

ed.IIyperglycelnia causes glycation of various pro‐      rat cornea and nornlal rat Cornea. IIowever, the

teins leading tO the fOrntatiOn Of superOxide radicals     expressiOn Of DIn_SC)I)1■ RNA in the epithelial cell

((),). Copper, zinc‐ superoxide diSmutaSe (Cu, Zn‐      layer Of diabetiC rat COrnea WaSヽ Veaker than that Of

S()D), a scavenger of superoxide radicals, lFhose     norlnal rat cornea.These results suggest that de‐

functiOn is cOmplementary tO manganese‐ SOD(Mn_   creased Mn‐ SOD activity might be one of factors

SOD),is inactivated during glycation.As a nrst step    causing diabetic corneal epitheliopathy.(J Jpn

tO clarify whether depressed antiOxidant activity is    Ophthalinol Soc 100:599-604,1996)

associated 、vith diabetic corneal epitheliopathy or

nOt, 、Ⅳe investigated the expressiOn of lln‐ S():D     :Key words: Glycation,Superoxide,Superoxide dis‐

mRNA(lnessenaer ribOnuclic acid)in streptOzOtO_           nlutase, Diabetic corneal epithelio‐

cin_induced diabetic rat cornea by Jれ sJι
“
hybridiza‐                 pathy,Iん sJι

“
hybridization

I緒  言

酸素は生体にとって必要不可欠な物質であり,細胞内

呼吸に使われ,食物に蓄積されたエネルギーを効率よく

取 り出して生命活動を営むために利用されている。しか

し一方で,酸素は体内での代謝過程において反応性に富
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む活性酸素の一種であるスーパーオキサイ ドとな り得

る。スーパーオキサイドは金属イオンの存在下で Haber―

Weiss反応により,強 い組織障害力を持つヒドロキシラ

ジカルを生 じる。この危険なスーパーオキサイ ドを不均

化する役割 を担っているのが superoxide dismutase

(SOD)で あ り,Cuと Znを 含む Cu,Zn‐ SODと ,Mnを 含
む Mn―SODが存在し,活性酸素により惹起される細胞障
害に対し,生体防御の目的で働いている1)～ 1)。

一方,糖尿病などの高血糖状態では,生体中の蛋白質が

Mailard反 応により非酵素的糖化反応 (グ リケーション)

を受けることが知 られている5)。 Mailard反 応自体 は生

体に障害を及ぼすものではないが,特定の蛋白質の活性

部位などが糖化を受けると活性を失い,機能が失われる。

また,糖化蛋白が自らスーパーオキサイドを出し,一方で

スーパーオキサイドを除去するべき Cu,Zn―SODが不活
化され,分子が分断されることが明らかになってきてい

る0)～ 8,。 すなわち,糖尿病状態においては酸化ス トレスが

増加する一方,酸化ス トレスに対する防御能は低下 して

いると考えられる.

糖尿病患者においてみられる眼合併症のうち,糖尿病

角膜上皮症の発症機序についてはアルドース還元酵素の

関与などが報告
9)～ 11)さ れているが,不明な点が多 く残さ

れている。角膜上皮は涙液層を介して大気と接 しており,

紫外線に暴露されるため,フ ォトダイナミック作用によ

リスーパーオキサイドが発生し得る
12)。 このため,角膜上

皮はスーパーオキサイドによる組織障害の危険にさらさ

れており,それに対する防御機構の一部として,生理的条

件下において SODの 合成が行われていることを我々は
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すでに明らかにし報告
13)した。糖尿病状態においては,先

に述べたようにスーパーオキサイドによる酸化ストレス

は増加 しており,生理条件下以上の防御能が必要 と考え

られる。

眼球における SODの 局在については,主 として免疫
組織化学的検討が行われてきたが,こ の方法ではグ リ

ケーションによって不活化された蛋白をも捕えることに

なり,抗酸化能を評価することは困難であると考えられ

る。今回,我々は糖尿病角膜上皮症の発症 と抗酸化能の低

下の関係を明らかにするため,ス トンプ トゾトシン誘発

糖尿病ラット角膜 における Mn‐SOD mRNA発 現につ
いて ′ηs″′′hybridization(ISH)法 を用いて検討した。

II実 験 方 法

12時 間明(昼光 ランプ下)/12時間暗で飼育 された

Wistar系 ラット(雄,体重約 200g)5匹 にストレプ トゾ

トシン80 mg/体 重 kgを腹腔内投与し,翌日の血糖測定
において血糖値 300 mg/dlを もって糖尿病発症とした。

以後,1週毎に血糖測定 し,血糖値 300 mg/dl以上の持

続を確認した。発症 3か 月後にラットをペントバルビ

タールナトリウム (ネ ンブタール動 の腹腔内注射で致死

麻酔後,眼球摘出し,OCTコ ンパウンドに凍結包埋した。
クライオスタットを用いて,厚さ 10 μmの凍結切片を作
製した。凍結切片は,組織の脱落を防止するため,poly― L―

lysine被膜処理したスライドグラスに載せ,ド ライヤー

で 30秒問,さ らに仲展板上で 30分間乾燥した後,-80℃
で保存した.

ラットMn‐SOD cDNAプ ローブは,既報13)に 準 じて

図 1 糖尿病ラット角膜に対する manganese‐ supero対 de dismutase(Mn‐ SOD)cDNAプ ロープを用いた
′れ sJι
“
hybridization(ISΠ ).

角膜上皮層の基底細胞層を中心に Mn―SOD mRNA(伝 令 リポ核酸)の軽度の発現が認められた.角膜実質
層における発現は明らかでなかった。バーは 20μ m
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既知のヒトMn‐SOD DNAを 鋳型として polymerase
chain reaction(PCR),去 により́合成した。この cDNAを
ランダムプライム法DNA標識法でジゴキシゲニン標識
し(Random Primer DNA Labehng Kit,Takara Bio―

medicals),プ ローブとした。次に,ラ ット眼球からtotal

RNA(リ ポ核酸)を抽出しニ トロセルロース膜に吸着さ

せ,先に標識したcDNAプローブを用いてフィルターハ

イブリダイゼーションを行い,合成したcDNAプ ローブ
がラットRNAと hybridを 形成することを確認した13)。

凍結保存しておいた切片を phosphate buffered saHne

(PBS)pH 7.4,0.lMで 洗浄後,proteinase‐ K処理 (0.5
μg/ml,3 min)を 行った。4%paraformaldehyde
(PFA)/PBSで 後固定後水洗 し,37°C,2時間プレハイ
ブリダイゼーションを行った。プレハイブ リダイゼー

ション溶液の組成は10 mM Tris―HCl(pH 7.4),0.6M

NaCl,lrnⅣI Ethylenedialnine― tetraacetic acid(EDTA)

(pH 7.4),50%deionized formamide,1× Denhard's,

yeast―tRNA(0.5 mg/ml),salmon‐ sperm―DNA(0.25

mg/ml)であり,5分間沸騰後,急冷処理後使用した。次

に,37°C,15時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイ

ブリダイゼーション溶液の組成は,10 mM Tris‐ HCI

(pH 7.4),0.6M NaCl,lmヽ /1 EDTA(pH 7.4),50%

deionized formamide,1× Denhard,s,yeast― tRNA(0.5

mg/ml),salmon― sperm‐ DNA(0.25 mg/ml),ジ ゴキシ

ゲニン標識 cDNAプ ローブ(5μ g/ml)である。この溶液
を5分間沸騰浴後,急冷処理し直ちに各切片に 200 μlず

つを載せ,湿箱中で 37° C,15 hrハ イブリダイズさせた.

ハイブリダイゼーション後,50%ホルムアミド/2× (0.3

M sodium chloride,0.03 M sodium citrate)(SCC)で 室

温洗浄 1時間×5回 ,2× SSCで室温洗浄 15分 ×2回施
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行した後,免疫染色を行い鏡検した。対照反応として,ジ

ゴキシゲニン標識 リニアー化 pBR 322を用いて同一条

件でハイブリダイゼーションを行った.以上の使用した

各溶液には,混入 RNaseの活性を抑える目的で,RNase

阻害剤であるdiethylpyrocarbonate(DEPCi Sigma,

St_Louis)を 0.02%濃度で加えた。対照として同週齢の

正常ラットを用い,同条件でハイブリダイゼーションを

行った。

III 結  果

糖尿病ラット,対照ラットともに角膜上皮細胞に Mn―

SOD mRNAの発現が認められた。対照ラット角膜では,
上皮細胞のうち基底細胞層から翼細胞層にかけて強度の

陽性所見を認めた (図 3)の に対し,糖尿病ラットにおい

ては基底細胞層を中心にやや弱い陽性所見を認め,対照

に比しMn―SOD mRNAの発現は減弱していた(図 1)。
角膜実質細胞では糖尿病ラット,対照ラットともに Mn―

SOD mRNAの発現は明らかではなかった。ジゴキシゲ
ニン標識リエアー化 pBR 322を用いた対照切片では,糖

尿病ラット,対照ラットともに陽性所見を認めなかった

(図 2,4)。 実験動物の個体差による発現の違いは認めな

かった。

IV 考  按

糖尿病角膜上皮症は,糖尿病患者においてしばしばみ

られる眼合併症の一つである。近年,増殖糖尿病網膜症に

対して積極的に硝子体手術が行われるようになってから

重篤な糖尿病角膜上皮症が増加し,臨床的に問題になっ

ている。その発症機序については,アルドース還元酵素の

関与が示唆され,多 くの報告
9)～ 11)がみられる。アルドース

糖尿病角膜上皮症 とMn― SOD。 別府他

図 2 糖尿病ラット角膜に対するpBR 322プ ロープを用いた ISH.
角膜上皮層,実質層ともに陽性所見は認められなかった.バーは 20 μm
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還元酵素はソルビトール経路の主酵素であり,糖尿病患

者においてその活性が充進している。このため,角膜上皮

内にソルビトールが蓄積し細胞の破壊を招くと考えられ

ている。しかし,アルドース還元酵素がソルビトール経路

の異常を引き起こす詳細な機序など不明な点も多く残さ

れている。

角膜上皮は涙液層を介して大気と接しており,酸化ス

トレスを受けやすい環境にある。また,紫外線に暴露され

るため,フ ォトダイナミック作用によリスーパーオキサ

イドが発生し得る
12).ス _パ_オ キサイド自身は強い組

日眼会誌 100巻  8号

図 3 正常ラット角膜に対する Mn‐SOD cDNAプロープを用いた ISI.
角膜上皮層の基底細胞層から翼細胞層にかけて Mn‐SOD mRNAの強度の発現が認められた.角膜実質層に
おける発現は明らかでなかった。バーは 20 μm

図 4 正常ラット角膜に対するpBR 322プ ロープを用いた ISH.
角膜上皮層,実質層ともに陽性所見は認められなかった。バーは 20 μm

織障害力を持たないが,角膜上皮内の微小環境で蓄積さ

れると,金属の存在下で Haber‐ Weiss反応により強い組

織障害力を持つ過酸化水素,ヒ ドロキシラジカルの生成

を促進する可能性がある。これらの活性酸素は核酸や蛋

白質に変性を起こすため,角膜上皮細胞分裂に障害を来

し,角膜上皮症発症の一因となると考えられる。この危険

スーパーオキサイドを平均化する役割を担っているのが

SODで あ り,Cuと Znを 含む Cu,Zn‐SODと Mnを 含
む Mn‐SODが存在し,ス ーパーオキサイドから生ずる活
性の高い活性酸素により惹起される細胞障害に対し生体
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によ り核酸や蛋白質が変性 を起 こし,角膜上皮細胞分裂

に障害 を来 し角膜上皮症発症の一因 となる可能性がある

と考 えられる。

糖尿病角膜上皮症の原因については,ア ル ドース還元

酵素 との関連 をはじめ多 くの報告
9)～ 11)がみ られ るが,未

だ不明な部分が多 く残 されている。今回の検討により,そ

の原因の一部 として抗酸化能の低下が関与 していること

を示唆する結果を得た。今後,さ らに定量的な方法で検討

する必要があると考 えられる。
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防御の目的で働いている
1)～ 4)。

一方,高血糖状態では非酵素的結合反応(グ リケーショ

ン)の過程でアマ ドリ化合物は自動酸化を起 こし,スー

パーオキサイドを生成する
14)15)。 また,Cu,Zn― SODは グ

リケーションによって活性が低下し
6)～ 8),かっ,部位特異

的に切断され,ま た,ラ ンダムに分断化されることが明ら

かになっている16).さ らに,Cu,Zn‐SODの分子内の Cu2+

はスーパーオキサイドとHaber― Weiss反応を引き起こ

し,ヒ ドロキシラジカルを生じ,Cu,Zn‐SODの分断化を

促進する。このように,高血糖状態では蛋自のグリケー

ションにより,一方でスーパーオキサイドの産生が克進

し,一方で Cu,Zn―SODが不活化され分断されるため,酸

化ストレスの増加した状態となっていると考えられる。

今回我々は,糖尿病角膜上皮症の発症と抗酸化能の低

下との関係を検討するため,糖尿病ラット角膜上皮にお

けるMn―SOD蛋白合成能を評価し,正常ラットと比較し
た。Mn―SODは Cu,Zn‐ SODと 相補的に働く抗酸化酵素
で,ミ トコンドリアに局在する.Tumor necrosis factor,

interleukin-1な どのサイトカインによりmRNAが誘導
されることが知られており17)18),酸化ストレスに際して

合成が促進され,酸化ストレスから生体を防御する重要

な役割を担っていると考えられる。

従来,Mn―SODの局在については免疫組織化学的検討
が行われてきた。正常ラット眼球においては角膜上皮細

胞,虹彩,水晶体,網膜視細胞内節,内網状層,外網状層で

の発現が報告
19)さ れている.しかし,enzyme― linked im‐

munosorbent assay(ELISA)に よる免疫学的な定量と

活性測定法を比較した報告によると,SODは病的状態で

は活性が低下し,そ の状態で蓄積されることが示唆され

ている20)。 すなわち,Mn‐ SOD蛋 自の生理活性部位 と抗
原部位は異なるため,糖尿病状態における発現を検討す

る場合には,従来の免疫組織化学的方法ではグリケー

ションによって不活化された蛋白をも捕えることにな

り,抗酸化能を評価することは困難であると考えられる。

そこで我々は,ス トレプトゾトシン誘発糖尿病ラット

角膜における Mn‐SOD mRNAの発現を捕えた。一般
に,蛋白はDNA→ mRNA→ スプライシング→蛋白合
成 という過程で合成される。この過程の初期段階である

mRNAを捕えることによりMn― SOD蛋自合成能 を評
価し,抗酸化能を推察した。その結果,正常ラット,糖尿病

ラットともに角膜上皮,内皮に Mn‐SOD mRNAの発現
を認 め,糖 尿 病 ラット角膜 上 皮 にお ける Mn‐SOD
mRNA発現は正常ラット角膜上皮における発現に比し
減弱していた。すなわち,糖尿病状態において Mn‐SOD

蛋白合成能は低下 していると考 えられた。さらに,Cu,

Zn―SODの グリケーションによる不活化も考慮、すると,

糖尿病状態におけるSOD活性は低下していると考えら

れ,こ のため,不均化されなかったスーパーオキシドから

生じた過酸化水素,ヒ ドロキシラジカルなどの活性酸素
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