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糖尿病角膜上皮症の発症機序解明の一助とする目的

で,ス トレプトゾ トシン誘発糖尿病ラットを作製し,糖尿

病発症後,1,2,3,6か 月日における角膜上皮細胞増殖能

について3H― チミジンオー トラジオグラフィで検討 した。

糖尿病ラットにおいて,発症後 1か月日では正常ラット

に比較 して角膜上皮層の厚さは薄 く,上皮綱胞増殖能は

低下 していたが,2か 月日では正常ラットとほぼ同等で

あつた。3か月日の糖尿病ラットでは上皮の接着性の低

下を示す所見を認め,上皮細胞増殖能は正常ラットに比
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して克進 していた。発症後 6か 月日では正常ラッ トと同

等であった。3か月日の糖尿病ラッ トにおける角膜上皮

細胞増殖能の充進は,角 膜上皮の turnoverの 克進 を示

唆する所見 と考 えられた。(日 眼会誌 102:475-480,
1998)
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Abstract
In order to elucidate the mechanisms of diabetic with that of normal untreated rats. After the 6 th

corneal epitheliopathy, we investigated the prolif- month, proliferation of corneal epithelial cells show-
eration of corneal epithelial cells of streptozotocin- ed no difference between diabetic rats and normal
induced diabetic rats in the I st, 2 nd, 3 rd and 6 th rats. We suggest that increased turnover rate of cor-
months after the onset of diabetes using'Fl-thy- neal epithelial cells may account for increased pro-
midine autoradiography. After the 1st month in dia- liferation of corneal epithelial cells in diabetic rats
betic rats, histological examination revealed that during the 3 rd month. (J Jpn Ophthalmol Soc 102:
corneal epithelial layer was thin, and proliferation 475-480, 1998)

of corneal epithelial cells was decreased compared
with that of normal untreated rats. After the 2 nd Key words: Streptozotocin-induced diabetic rat, Pro-
month, proliferation of corneal epithelial cells show- liferation of corneal epithelial cells, ''H-
ed no difference from normal rats. After the 3 rd thymidine autoradiography, Diabetic co-

month in diabetic rats, the atttrchment of the epithe- rneal epitheliopathy, Sugar metabolism
lial layer to the stroma was Ioose and proliferation disorder
of corneal epithelial cells was increased compared

I緒  言

糖尿病眼合併症の一つに角膜上皮障害をあげることが

できる。糖尿病患者では自内障手術や硝子体手術,光凝固

などを契機として角膜上皮障害を発症することが多 く,

糖尿病患者の角膜上皮には潜在的な異常が存在 し,手術

侵襲が加わることによって臨床的に問題となる角膜障害

が生 じると考えられる。その発症機序については不明な

点が多いが,ア ルドース還元酵素の関与する糖代謝異常

の関与が示唆されている。糖尿病角膜上皮症発症機序解

明の一助 とする目的で,今 回著者らはス トレプ トゾ トシ

ン投与による糖尿病ラットを作製し,3H_チ ミジンを用い

たオー トラジオグラフィによって糖尿病発症後,1,2,3,6

か月日における角膜上皮細胞増殖能について正常ラット
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と比較検討したので報告する

II 実験対象ならびに方法

実験動物として,体重120gの ウイスター種ラットを

43匹 86眼使用した。これらに対して80 mg/kg体重の

ス トレプ トゾトシン(和光純薬工業)を 腹腔内に投与 し,

投与後の血糖値が 300 mg/dl以上になったものを糖尿病

発症ラットとした。糖尿病発症ラットに関しては 1週間

毎に血糖を測定し,糖尿病状態の継続を確認すると同時

に眼球摘出時に正常血糖値を示すものは除外 した.糖尿

病発症後,1,2,3,6か 月後に糖尿病ラットと同週齢の無

処置ラットを各々ペントバルビタールナ トリウム(ネ ン

ブタール。
)腹腔内過量投与による致死後,眼球摘出を

行った。摘出眼球 を3H_チ ミジン(Amersham,100～ 130

ci/mm01)(lo μCi/ml)を 含 む培養液 (Dulbecco's mini―

mum essential medium)(GIBCO)中 で 37℃ 6時 間標識

した後,10%ホ ルマリン固定し強角膜片のパラフィン切

片を作製した。脱パラフィン後,暗室内で 50%コ ニカNR
‐M2オ ー トラジオグラフイ用乳剤に浸 し,乾燥させ,シ

リカグル在中の暗箱内で 4℃ で保存 し,2週 間の露出を

行った.露 出後暗室内において,フ ジレン ドール(富 士

フィルム)で 5分間現像後フジレンフィクス (富士フィル

ム)で 5分間定着後,水洗 し,ヘ マ トキシリン・エオジン

(HE)染色を行った。その後,光学顕微鏡下に角膜上皮を

組織学的に観察し,各切片における全角膜上皮細胞数お

ょび3H_チ ミジンの取 り込み細胞数をすべて計測 し,上

皮細胞 1,000個 当たりの3H_チ ミジンの取 り込み上皮細

胞数を算出した(本動物実験は「動物の保護および管理に

関する法律」に則して施行 した).

III 結  果

糖尿病発症後 1か月日のラットでは同週齢の正常ラッ

トに比較 し低体重であ り,全身的に発育遅延が認められ

た。正常ラットにおいても,こ の週齢では角膜上皮層は多

層化が十分ではなく未熟である所見を認め,糖尿病ラッ

トではより顕著であった。3H_チ ミジン取 り込み細胞数

は,糖尿病ラットでは正常ラットに比較 して有意に減少

していた(1%以下の危険率)(図 1,表 1)。

発症後 2か月日では,糖尿病ラットと正常ラットの角

膜上皮層の組織所見に顕著な差異を認めなかった。3H_チ

|1限 会誌 102巻  8号

ミジン取 り込み上皮細胞数は,糖尿病ラッ トでは正常

ラットに比 し減少していたが,有意差はなかった(図 2,

表 1).

発症後 3か月日では,糖尿病ラットの角膜上皮基底細

胞に空胞変性がみられるものが存在した (図 3)。 また,糖

尿病ラットの角膜上皮基底膜は正常ラツトの角膜上皮基

底膜に比 し肥厚を示し,実 質との接着性の低 ドを示唆す

る所見 (図 4)が認められた。特に,4眼 においては接着性

の低下が著明で,上皮が広範囲にわたって実質から剥離

していた。眼球摘出時には上皮は接着してお り,3H_チ ミ

ジン標識後の標本作製の過程で剥離したものと思われた

が,こ れ らの眼球は上皮細胞増殖能の検討対象から除外

した。上皮剥離の存在しない糖尿病ラットの3H_チ ミジン

取り込み細胞は,正常ラットに比し有意に増加 していた

(1%以下の危険率)(図 3,表 1).

さらに発症後6か 月日においては,糖尿病ラットにお

いて細胞の空胞変性,基底膜の障害が著 しく(図 5),5眼

において上皮の接着性低下による広範囲にわたる上皮剥

離を認めた。眼球摘出時には上皮は接着 してお り,3H_チ

ミジン標識後の標本作製の過程で剥離したものと思われ

たが,こ れらの眼球は上皮細胞増殖能の検討対象から除

外した。11皮剥離の存在 しない糖尿病ラットの3H_チ ミジ

ン取 り込み細胞は,正常ラットと有意の差はなかった(図

5,表 1).

IV 考  按

糖尿病患者では内眼手術後や光凝固後などにしばしば

角膜上皮障害を発症す るが l),そ の発生機序については

不明な点が多い。糖尿病患者では角膜知覚の低下が生じ

ることは古 くから知られており
2)｀ 9),糖

尿病性神経症の一

部分症 としてとらえられている。最近,角 膜知覚神経の機

能が正常であることが角膜上皮の維持,増 殖に重要であ

ることが明らかとなりつつありЮ卜15),角
膜知党の低下し

た糖尿病患者では角膜上皮障害が生じやすい状態である

と考えられる。また,糖尿病患者では涙液分泌も低下して

おり
16)r),涙

液成分の異常 も報告
17)18)さ れている.さ らに,

糖尿病では基底膜の厚 さ,構成成分の変化が全身的に生

じるとされ19),角
膜上皮 では上皮基底膜の肥厚,多 層

化
20,,上

皮下の沈着物
17)21)22),ヘ ミデスモゾームの減少

23),

アンカーリング線維の実質への穿通の減少
24),上

皮基底

表 1 上皮細胞1,000個当たりの 3H_チ
ミジン取 り込み角膜上皮細胞数 (個 )

月齢 正常ラット 糖尿病ラツト

1

2

3

6

29.15± 12.58(n=10)

15.86±  3.48(n=11)

15.76±  7.57(n=12)

11.86±  5.05(n=8)

11.38± 2.91*(n=10)

13.09± 3.70(n=10)
28.64± 7.74'(n=7)

14.06± 9.10(n=5)
(卜 皮 ふ」離例は除外)

(11皮 象1離例は除外)

*:正
常ラットの数値との間に有意差を認めた(p<0.01)｀ r均値士標準偏差
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図 1 1か月日の正常ラット(左 )と 糖尿病ラット(右 )の角膜上皮(3H_チ ミジンオー トラジオグラフィ).

正常ラットに比較 して糖尿病ラットでは角膜上皮層は未熟である所見が認め られ,上 皮細胞増殖能も正常

ラットに比 し低下 している.バーは 10 μm

図 2 2か月日の正常ラット(左 )と 糖尿病ラット(右 )の角膜上皮(3H_チ ミジンオートラジオグラフィ).

正常ラツトと糖尿病ラットの角膜上皮層の組織学的所見に著明な差異を認めず,上皮細胞増殖能もほぼ同等
である。バーは 10 μm

図 3 3か月目の正常ラット(左 )と 糖尿病ラット(右 )の角膜上皮(3H_チ ミジンオートラジオグラフィ).

糖尿病ラットでは上皮細胞の空胞変性が多数認められるが,比較的健常と思われる基底細胞が 'H― チミジン

を取り込み活発に増殖している.3H_チ ミジン取り込み細胞を矢印で示す.バーは 10 μm
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細胞の変性
25)～

")な どの組織学的所見を認めるとの報告が

あり,臨床的にも硝子体手術中に角膜上皮を剥離した後 ,

再発性角膜上皮びらんを生 じやすいことから,角 膜上皮

の接着性の低下が示唆されている。動物においても,糖尿

病ラットやガラクトース血症のラットにおいて角膜上皮

剥離後の創傷治癒速度の遅延および再生上皮の混濁が認

められたと報告
21)∞

'さ れている。しかしながら,糖尿病に

おける角膜上皮細胞増殖能について詳細な検討はほとん

どなされていない。

今回,我 々は糖尿病角膜上皮症の発症機序解明の一助

とする目的で,ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病ラットの

角膜上皮について糖尿病発症後 1,2,3,6か 月日におい

て,組織学的および細胞増殖能について検討 した.そ の結

果,糖尿病発症後 1か月日のラットでは,角膜上皮の未熟

性が強く,正常ラットに比較 して上皮細胞増殖能も有意

に低下していた。正常ラットにおいて角膜上皮細胞増殖

日眼会誌 102巻 8号

図 4 糖尿病ラット3か月ロヘマ トキシリン 。エオジン(HE)染色の角膜上皮.

角膜上皮基底膜と実質との間に間隙形成 (矢印)を 認め,実質との接着性の低下を示唆する所見が認められる

バーは 20 μm(左 )と 10 μm(右 )

図 5 6か月日の正常ラット(左 )と 糖尿病ラット(右 )の角膜上皮(3H_チ ミジンオー トラジオグラフィ).

糖尿病ラットにおいて基底膜部分の障害,上皮細胞の空胞変性が高度であり,上皮細胞増殖能も低下 してい

る.3H_チ ミジン取 り込み細胞を矢印で示す。バーは 10 μm

能が 2か月目以降の正常ラットに比較 して克進している

のは,こ の週齢では角膜上皮層が十分に多層化してお ら

ず,発育途中にあるためと考えられた。発症後 2か月日の

糖尿病ラットでは,正常 ラットと著明な差異は認めな

かった。3か月日の糖尿病ラットでは,角 膜上皮細胞増殖

能は正常ラットに比 し充進していた。6か月日の糖尿病

ラットにおいては,角 膜上皮細胞増殖能は正常ラッ トと

有意な差はなかった。3か 月日および 6か月日の糖尿病

ラットにおいて,上皮の接着性の著明な低下を示唆する

広範囲の上皮剥離の所見を組織切片に認めた例が存在 し

た。この上皮剥離は,眼球摘出時には少なくとも肉眼的に

は存在せず,3H_チ ミジン標識中もしくは以後の切片作製

の過程で生じたことが考えられ,上皮の3H_チ ミジン取 り

込みについての検討には,こ れらの眼球は除外した。

今回,我 々はス トレプ トゾトシン誘発糖尿病ラットを

用いたが,本実験糖尿病モデルはインスリン依存性糖尿
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病の未治療 ,血糖非コン トロール例に近いと考えられ,高

血糖が持続するため早期か ら重篤な糖代謝異常による角

膜上皮の組織障害を生 じていた。すなわち,糖尿病発症後

3か月日お よび 6か 月 日において,角 膜上皮基底細胞の

異常および上皮の接着性 の低下を示す所 見が認め られ

た。上皮の接着性の低下が著明で,上皮剥離 を伴っていた

群 と上皮の接着性の低下が著 しくない群 とが存在 した

が,上皮の接着性の低下の著明な群は,糖代謝異常による

上皮基底細胞の障害が高度であった可能性がある。Thoft

ら
25)は

同様のス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病 ラットで糖

尿病発症後 8か月で角膜上皮にソルビ トールが蓄積する

例と蓄積 しない例があると報告 してお り,今 回のス トレ

プ トゾ トシン誘発糖尿病 ラットにおいて も,糖代謝異常

の高度な例 とそうでない例が存在する可能性が考えられ

る。3か月日の糖尿病ラッ トにおいて,上皮細胞増殖能が

正常ラッ トに比 し克進 していたのは糖代謝異常によって

上皮基底細胞が障害され,代償性に比較的障害が軽微な

細胞の増殖能が充進 し,上皮の turnOverが 活性化された

可能性がある.発症後 6か月になると,さ らに糖代謝異常

による細胞障害が進行 し,3か 月日に比 して全体に上皮

細胞増殖能の低下が惹起 されたものと考えられる。Thoft

ら
25)も

電子顕微鏡所見で糖尿病発症 3か 月のラットでは

角膜上皮細胞は比較的健常であるが,糖尿病発症 8か月

のラットでは上皮基底膜の肥厚と基底細胞の変性が著明

であった と述べている。糖尿病患者において も血糖 コン

トロール不良の例では,本 ラットと類似の病態 を生 じて

いることも推測される。

角膜知覚神経に関しては角膜知覚測定ならびに末梢神

経染色
27,31)32)を

施行したが,糖尿病ラットと正常ラットの

間に明 らかな差異は認め られなかった (未発表データ).

しかしなが ら,ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病 ラットに

おいて角膜知覚の低下を認めたとの報告
|“
があ り,再検

討を要すると思われる。以上,今 回の実験結果か ら,本糖

尿病ラットでは糖代謝異常によると考えられる角膜上皮

の接着性の低下と上皮細胞障害を認め,糖尿病の経過中

に角膜上皮細胞の増殖能の先進を示す時期が存在 し,以

降増殖能が低下することが明らかになった.組織切片上 ,

角膜上皮剥離の出現 した例については,さ らに詳細な検

討が必要であると考えられた。
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