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ツパイを用いた実験糖尿病モデルによる糖尿病発症早期の眼内変化
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要

ツパイにス トレプ トゾ トシン(STZ)を 用いて,実験糖

尿病モデルを作製 した.そ して,こ のモデルを用いて,糖

尿病作製 1週間後の早期の眼内変化をフルオロフォ トメ

トリーで検討 した。ツパイに体重 kg当 たり60～ 400 mg

の STZを腹腔内に投与した。このうち,300 mg/kg以上

の STZを投与したツパイのみに糖尿病を作製すること

ができた。さらに,こ れらのツパイではSTZ投与後 1週

間の早期で角膜自然螢光が有意に増大しており,糖尿病

約

発症に伴い,眼内の恒常性維持機構に何 らかの障害が生

じていることが推測された。ツパイは霊長類に属するこ

とから,今後,こ のモデルを用いることで,よ リヒトの糖

尿病患者に近い情報を得ることが期待される。(日 眼会誌

101:19-23,1997)

キーワー ド:ツパイ,実験糖尿病,フ ルオ ロフォトメ ト

リー,自然螢光
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Abstract

We developed a tree shrew model of diabetes using the ocular homeostatic mechanisms due to the onset

streptozotocin (STZ), and studied early ocular of diabetes. Using this model, we might be able to
changes of diabetes (after one week of diabetes) by obtain diabetic ocular impairment data closer to
fluorophotometry. STZ was injected intraperi- human data than in previous models of diabetes,

toneally at doses of sixty to 400 mg/kg body weight. becouse tree shrews are primates. (J Jpn Ophthal-
Animals injected with more than 300 mg/kg of STZ mol Soc 101 : 19-23, 1997)

developed diabetes. Corneal autofluorescence was
significantly increased one week after STZ injec- Key words: Tree shrew, Experimental diabetes,

tion. These changes may be related to impairment of Fluorophotometry, Autofluorescence

I緒  言

近年,我が国の糖尿病患者は著しい増加傾向を示し,そ

の受療率は過去 30年間で約 12倍 となっている。さらに,

その主要な合併症の一つである糖尿病網膜症は年々増加

の一途をたどってお り,現在我が国における失明原因の

第一位を占めるようになった.しかしながら,糖尿病およ

びその合併症の病態については未だ不明な点が多い。

そこで,糖尿病眼合併症の病態を解明するため,こ れま

で糖尿病自然発症動物 1),ス トンプ トゾトシン(STZ)2)ゃ

アロキサン3)の
投与により糖尿病を発症させた動物など

各種の実験モデルを用いた研究がなされてきた。しかし

ながら,こ れらの実験糖尿病モデルの多 くはハムスター

やラット,あ るいはイヌなどが用いられており,こ れらを

別刷請求先 :078 北海道旭川市西神楽 4-5 旭川医科大学眼科学教室 石子 智士

(平成 8年 6月 4日 受付,平成 8年 7月 18日 改訂受理 )

Reprint requests tO:  SatOshi lshiko,ヽ4.IE).   IE)epartrnent of()phthalrnology,Asahikawaゝ 4edical(二 )ollege.4-5 Nishi‐

kagura,Asahika、 va‐shi,IIokkaido 078,Japan.

(Received June 4,1996 and accepted in revised forrn July 18,1996)

19



20

用いた場合,生物学的種族の差,さ らには解剖学的相違に

より得 られた結果をそのままヒトの糖尿病合併症に当て

はめて考えることは困難である。したがって,よ リヒトに

近い霊長類を用いた実験モデルの確立が望まれてきた。

ツパイは霊長類の最 も下等な種族であり,成熟した個

体においてもその体重が 150g程度の小動物である。生

後 4か月で成熟するにもかかわらず,そ の寿命は 7年以

上と報告されており,慢性実験にも有用である。また,行

動パターンがラットなど夜行性の動物 とは異なり,ヒ ト

と同じ昼行性である。さらに,眼球が大 きく,色覚を有す

ること,脳 における視覚野が大きいことなど,眼科領域の

実験動物 として有望である4)5)。 近年,こ の動物を用いた

研究が眼科領域 にお いて も散見 され るようになっ

た6)～ 8)。

本研究では,ツ パイに STZを 投与することで実験的

に糖尿病を発症させ,新 しい霊長類の実験糖尿病モデル

を確立することを目的 とした。さらに今回は,こ のモデル

を用いて糖尿病発症 1週間後の早期における眼内病態変

化をフルオロフォトメ トリーを用いて検討した。

II実 験 方 法

すべての実験において,対象には,成長による眼内およ

び眼球構築変化の影響を除外するため,成熟ツパイを用

いた9)10)。

1.正常ツパイにおける血糖値の検討

成熟ツパイ 21匹 を対象 とした。小型血糖測定機 (ト ー

エコースーパー①,京都第一科学社製)を 用いて,そ の血

糖値を測定した。

2.STZ投与量の検討

ツパイに実験的糖尿病を作製するために必要なSTZ
の投与量を検討した。対象は,成熟ツパイ 15匹 とした。塩

酸ケタ ミン(ケ タラール①)33 mg/kgの 筋注で麻酔 した

後,STZを体重 kg当 た り60 mg(1匹),100 mg(2匹 ),

140 mg(1匹),200 mg(1匹 ),220 mg(1匹 ),300 mg(2

匹),そ して 400 mg(7匹 )を 腹腔内に投与 した。STZ投
与により膵ラ氏島 B細胞が破壊され,一時的にインス リ

ンが大量に放出されると低血糖のため死亡する可能性が

あるため,STZ投与後 24時間の間は通常の食餌の他に

砂)1暗水を与えた。STZ投与後 2日 目から連日血糖値の測

定を行い,4日 間以上高血糖(300 mg/dl以 上)が持続 し

たものを糖尿病と判断した。

3.血液眼柵透過性機能の解析

角膜および水晶体 自然螢光,そ して血液眼柵透過性機

能評価のため,フ ルオロフォトメ トリーと眼軸長の測定

を行った。初めの対象は,STZ投与前のツパイ 15匹すべ

てとした。STZ投与 1週間後,糖尿病 と確認されたツパ

イのみ同様の測定を再度施行した。

本実験系を行うに当た り,動物を用いた測定に際 して

は,塩酸ケタミン(ケ タラール③)33 mg/kgの筋注および

日眼会誌 101巻  1号

ペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール③)25 mg/

kgの腹腔内注射で麻酔を行い,ア トロピン0.l mgを腹

腔内注射 した。さらに,1%ア トロピン点眼により調節

を麻痺 させ,ミ ドリンP① (参天製薬),5%塩酸 フェニ

レフリン(ネ オシネジン③)を 用いて散瞳させた後,測定

を行った。

フルオロフォトメ トリーは,フ ルオロフォトメーター

(Fluorotron Master ③,OcuMetrics,Inc)に 小動物眼測

定用専用アダプターを装着 して行った11).体重 kg当 た

り2 mgの フルオンセイン静注前および静注 30分後に

眼内螢光強度の測定を行った。静注前の値のうち,角膜お

よび水晶体のピーク値をそれぞれの自然螢光値 とした。

螢光色素静注後 5分および 35分 にヘマ トクリット管を

用いて採血し,遠心分離によって血漿を分離した。この血

漿 をフィル ター(MPS― II■ lter ①,Amicon Co,USA)に

よって眼外濾過 (2,000G,15分)し た。このようにして得

られた血漿を希釈し,プ ラズマ測定用アダプターを装着

した Fluorotron Master ①で測定することにより,血漿

中タンパク非結合フルオレセイン(PUF)濃度を求めた。

眼軸長の測定は,超音波発振受信装置 (5052 pulser/

receiver ①,Panametric)を 用いて行った。この超音波発

振受信装置 によって得 られたエコーは,増 幅器 (Model

3080①,Accu‐ Tron lnc)を 通 して オ シ ロ ス コープ

(TDS 420 ①,Tektronix)に 送った。S/N比 を上 げ るた

め,8 pulseの 平均を 1波形 とした。これをそれぞれの眼

で 6回測定し,専用の波形解析プログラムで解析 した12).

フルオロフォトメトリーにより得られた螢光色素静注

前後の前房内螢光強度の差をPUF時間濃度曲線下の面

積で除すことにより,血液房水柵機能の指標 となる前房

値を算出した。また,フ ルオロフォトメトリーと個々の眼

軸長のデータから,我々が開発したコンピュータシミュ

レーション法を用いて血液網膜柵機能の評価値 となる血

液網膜柵内方透過性係数(Pin値 )を解析した13)14)。

4.網膜症発症の検討

眼底検査および螢光眼底造影検査を,フ ルオロフオト

メトリー施行時に小動物用眼底カメラ(Genesis ①,興和 )

を用いて行った。なお,正常ツパイにおける眼底像の特徴

についてはすでに報告
15)し た。

以上の実験系において,動物を扱うに当た り倫理問題

に十分配慮 し,総理府告示の「実験動物の飼養及び保管等

に関する基準」に準じて実験を行った。

また,各評価値の糖尿病作製前後の統計学的検討には

paird ttestを 用い,危険率 5%未満のものを有意 とし

た。

III 結  果

1.正常ツパイにおける血糖値の検討

正常ツパイにおける血糖値の平均は 82.1± 20.8 mg/

dlで あった。採血の時間が一定していないものの,そ の
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STZ投与前 STZ投与後

*:p<0.05
図 1 角膜 自然螢光の変化 (n=9).

ス トンプ トゾ トシン(STZ)投与 前 の値 を 1と した と

きの STZ投与後 の値の比 を表 した もの。1例 を除 い

てす べ て 1以 上 とな り,有 意 な変 化 を示 した (p<
0.05)。
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STZ投与前 STZ投与後
NS

図 3 前房値の変化 (n=6)。

STZ投与前の値を 1と したときの STZ投与後の値の

比 を表 したもの.STZ投与前後で有意な変化は認めな

かった。

STZ投与前 STZ投与後

NS

図 4 血液網膜 柵 内方透過性係数 (Pin値)の 変化

(n=6)。

STZ投与前の値を 1と したときの STZ投与後の値

の比を表したもの.STZ投与前後で有意な変化は認

めなかった。

均 44.1± 25.2と 50.3± 33.9であり,有意な差は認めな

かった (図 2)。 さらに,血液房水柵透過性機能の指標であ

る前房値 (× 10-3/hr)は ,平均 18.6± 17.6と 28.3± 32.6

であ り(図 3),血液網膜柵透過性機能の評価値 Pin値

(× 10-4cm2/min)は ,平 均 8.9± 2.4と 12.0± 16.6で あ

り(図 4),いずれも有意な増加は認められなかった。

4.網膜症発症の検討

眼底検査および螢光眼底造影検査上,明 らかな変化は

認めなかった。

IV 考  按

フルオロフォトメ トリーを用いた研究から,糖尿病患

者では眼内の恒常性維持機構の一つである血液眼柵透過

性機能に障害が生 じることが報告
16)17)さ れている。さら

に我々は,特 に糖尿病発症早期の変化に着目し,網膜症発

症前からすでに血液眼柵透過性機能の障害が生じている

ことを報告
18)19)し た。しかしながら,糖尿病発症ごく早期

の変化はヒトでは不明であり,こ の病態生理を考える上

で実験モデルは不可欠である。

本研究では,霊 長類であるツパイに STZを 用いて糖

ツパイを用いた実験糖尿病モデルによる眼内変化・石子他

前

房

値

比

角

膜
自

然
螢

光

値

比

・ｌｎ

直

七

Ｐ

ィ

ー

水

晶
体
自

然
螢

光

値
比

STZ投与前 STZ投与後

NS

図 2 水晶体自然螢光の変化 (n=9)。

STZ投与前の値を 1と したときの STZ投与後の値の

比を表したもの。STZ投与前後で有意な変化は認めな

かった。

値 は 50～ 150 mg/dlの 範囲にあ り,し たがって,正常の

ヒトで得られている値 とほぼ同様 と考えられた。

2.STZ投与量の検討

STZの投与量が 300 mg/kg未満のツパイでは,一 時

的に高値を示したものも認められたが,最終的にすべて

のツパイで血糖値 は 150 mg/dl以下 となった。300 mg/

kg以上の STZを投与したツパイでは,9匹すべてにお

いて投与後 2日 目から4日 間以上 300 mg/dl以 上の高

血糖が持続したため糖尿病 と判断した。

3.血液眼内柵透過性機能の解析

糖尿病となったツパイ 9匹のみ,STZ投与 1週間後に

フルオロフォトメ トリーと眼軸長の測定を行った。この

うち,螢光色素の静注または採血に問題を生じた 3匹 は

自然螢光のデータのみ採用した。得られたデータは,各個

体において左右眼の平均値を採用した。なお,こ れらのツ

パイでは,測定までの 6日 間は高血糖が持続したままで

あった。

STZ投与 1週間で,角膜自然螢光値 (ngEq/ml)は平均

2.93± 0.51か ら3.43± 0.33へ有意な増加を示した(p<

0.05)(図 1)。 一方,水晶体 自然螢光値 (ngEq/ml)は ,平
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尿病を発症させる実験モデルを作製した。今回,ツパイに

糖尿病を作製するために要 した STZは ,ラ ットに比べ

はるかに多い量であった。この投与量に関 しては,STZ

の投与法の問題や STZ自体に対する感受性など種族の

差によるものである可能性 もあげられるが,各条件に用

いた個体数が少ないため,投与量に関しては今後対象数

を多くして,さ らに検討する必要があると思われる。この

モデルを用いることにより,こ れまで用いられてきた

ラットやハムスターなどの糖尿病動物から得られるデー

タと比べ,よ リヒトの糖尿病患者に近い情報を得ること

が期待される。

本研究では,さ らにツパイに糖尿病を作製し,そ の発症

1週間目の早期における眼内変化を検討した。その結果,

角膜自然螢光に有意な変化が生じていることが明らかと

なった。したがって,糖尿病発症に伴い,そ のごく早期か

ら眼内の恒常性維持機構に何らかの障害が生じているこ

とが推測された。我々は糖尿病患者において,網膜発症前

からすでに角膜自然螢光が増大することを報告
20)し てぉ

り,今回の実験結果は,こ の報告を基礎実験のレベルで支

持するものである。また,角膜自然螢光は血液房水柵透過

性機能の障害18)19),あ るいは網膜の低酸素状態21)の 影響

を受けることが推測されており,今回得られた変化は糖

尿病発症に伴うこれらの変化を反映している可能性もあ

る。

糖尿病患者において増大する角膜 自然螢光に関して

は,ミ トコンドリアの呼吸状態などを反映する酸化型フ

ラボプロテインやピリジンヌクレオチ ドがその起源と推

測されている22)23)。 さらに,糖尿病患者における角膜自然

螢光 の増大 は,非 酵素的糖付加反応 に よって生 じる

advanced glycation endprOducts(AGE)に 起因するの

ではないかと推測する報告
24)も ある。島崎 ら25)は

,遺伝性

糖尿病マウスにレドックスフルオロメトリーを用いた研

究から,角膜内皮において酸化型フラボプロテインとピ

リジンヌクレオチドそれぞれのシグナル単独では有意な

変化は認められないものの,そ の比が有意に変化してい

ることを報告し,こ の比の変化がポリオール経路の活性

変化を反映していると推測した。一方,我々が測定に用い

た装置の励起波長および螢光波長から考えると,酸化型

フラボプロテインを測定 している可能性が高い。我々の

結果と島崎 らの結果が一致しない理由として,異なった

物質を測定しているという可能性があるものの,そ れぞ

れの対象が糖尿病自然発症モデルとSTZを 用いた急激

発症のモデルであったことから,各 モデルにおける慢性

変化 と急性変化といった糖尿病発症病態の違い,あ るい

は響歯類 と霊長類という用いた動物の種族の差によるこ

とも推測される。螢光の起源を明確に特定することは今

のところ困難であるが,いずれにせよ,角膜自然螢光は角

膜における細胞レベルでの代謝状態を反映 しているもの

と考えられることから,糖尿病発症ごく早期においてす

日眼会誌 101巻  1号

でにこれ らの障害が生 じている可能性が示唆 された。

今回我々 は,ツ パ イによる霊長類糖尿病モデル を用 い

ることで,糖尿病誘発後 1週間 目の全身的お よび眼科 的

変化 をとらえる ことがで きた。この ような網膜症発症前

の ご く早期か ら,眼内の恒常性維持機構 に何 らか の障害

が生 じている ことが推測 された。今後 ,こ のモデル を用

い,誘発 した糖尿病 を長期 に維持 させ ることによ り,糖尿

病眼合併症 の病態解明 を行 いたい。

本研究は,文部省科学研究費奨励研究 (A06771477),千 代田

生命健康開発事業団社会厚生事業助成,お よびホクサイテッ
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