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要

糖尿病患者の血液では非酵素的糖化反応 (グ リケー

ション)と ともに過酸化反応が進行 している。そこで,硝

子体が網膜と相互に物質の交換を行っていることに着目

し,糖尿病網膜症を有する眼の硝子体の変化について過

酸化反応およびグリケーション関連物質の変動を指標に

検討した。Superoxide dismutase(以 下,SOD)総量は,血

清と硝子体で糖尿病群(DM群)22例 23眼 と非糖尿病群

(非 DM群 )16例 16眼に有意差はなかったが,SOD活性

は DM群の硝子体で有意な低下(p<0.05)が み られた。

日H艮 会誌  102巻  9号‐

約

glycated Cu,Zn― SOD量 お よび glycated protein量 は

DM群 の硝子体で増加がみられた。過酸化脂質量は DM
群の硝子体で有意 な増加 (pく 0。 05)が み られた.以 上 か

ら,糖尿病網膜症の硝子体ではグリケーションが起こり,

活性酸素消去機構が崩れ,過酸化反応が進行 しているこ

とが推定された。(日 眼会誌 102:576-582,1998)
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田中  寧

`イ

サ|′′方医rl入 学越谷り1'i院‖長科

Peroxidative Reactions in the Vitreous as Related to Diabetic Retinopathy

Yasushi Tanaka
Department of Ophthalmology, Koshigaya Hospital, Dokkyo Uniuersity School of Medicine

Abstract
The blood of diabetics often shows enhanced per- increases in glycated Cu, Zn-SOD and glycated pro-

oxidative reactions and non - enzymatic glycosyla- tein. The level of lipid peroxidases was significantly
tion, or glycation. These features should also be increased in the diabetic vitreous (p<0.05). These

manifest in the vitreous in diabetic eyes. I quanti- findings suggest that glycation is enhanced in the

tated the level of superoxide dismutase (SOD) in the diabetic vitreous resulting in collapse of active oxy-

serum and the vitreous in 22 eyes of 23 tliabetics and gen scavenging and in progressed peroxidation. (J
in 16 eyes of 16 nondiabetics. The total amount of Jpn Ophthalmol Soc 102:.576-582, 1998)

serum SOD was the same in both groups.There was

a significant decrease in SOD activity in the diabetic Key words : Diabetic retinopathy, Vitreous, Glyca-

vitreous (p<0.05). The diabetic vitreous also showed tion, SOD, Lipid peroxides

I緒  言

糖尿病眼合併症の発症機序の解明と治療への対応は,

眼科医に課せ られた大きな課題である。糖尿病者の血液

では非酵素的糖化反応 (グ リケーション)と ともに過酸化

反応が進行しているが 1)ヽ 13),糖
尿病網膜症を有する者の

111液 でも,や は り過酸化反応が起 きているこ とが報

告
6)ヽ 13)さ れている。そこで,今 回硝子体が網膜 と隣接 し

て相互に物質の授受を行っていることに着目し,糖尿病

網膜症を有する眼の硝子体の変化について過酸化反応お

よびグリケーション関連物質の変動を指標に検討 した。

今回は糖尿病網膜症者の硝子体を材料に過酸化脂質

量,グ ル コー ス :量 ,glycated protein量 ,glycated super―

oxide dismutase(SOD)量 ,お よび銅 イオン量を測定 し,

また,抗酸化物質として SODの 活性 と量,還元型グルタ

チオンおよび L― アスコルビン酸を定量 し,非糖尿病者 と

比較することから過酸化反応を検討 した。

II 対象および研究方法

1.対  象

対象は,硝子体切除術を施行した増殖糖尿病網膜症 (以

下,DM群 )22例 23眼 ,平 均年齢 57.9歳 で,外傷性網膜

剥離のために硝子体切除術を行った非糖尿病者 (以下,非

DM群 )16例 16眼 ,平均年齢 54.6歳 を対照 とした.両群
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ともに初回手術時の硝子体を材料 とした.ま た,透析治療

中の症例は除いた。全身状態 との関連をみるために同一

患者の血液を術前空腹時に採取 した。

硝子体は眼内灌流液 (オ ペガー ドMAIⅢ )と ともに,氷槽

内で全量を採取 して実験に供 したため,本実験では各測

定結果を 1硝子体当り,(/vit)で 表 した。採取 した硝 F体

は,図 1の 方法で前処理を行った。

2.研 究 方 法

1)SODの 定量ならびに活性値の測定

SOD総量〔Cu,Zn― SOD量 (1-1)〕 は免疫学的測定法で

(氷槽内採取 )

4°C, 2260× 30分 遠心

,尤  澱 (含赤血球 )

4"C, 22600 g, 1時間 遠心 除去

図 1 硝子体試料分離法.

硝子体試料は酵素活性を維持するために氷槽内で採取

し,N2ガスを充填 して酸化を防いだ。混入した血液 を除

くために直ちに遠心分離を行い,さ らに遠心分離を して

試料の前処理を行った.

NBT還元法
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ある enzyme― labelled immunosorbent assay(ELISA)

法
H),SOD活

性 は生物学 的測定法 (1-2))で あ る nitro―

blue tetrazolium(NBT)還 元法
15)お よび以 Fの 方法で測

定 した。

NBT還 元法では superoxide(02~)と 結合で きる活性

型 SOD(02~SCaVenging活性)を 感知するが,SODが グ

リケーションされて活性を失うと感知されなくなる.こ

れに対 し ELISA法 の抗 Cu,Zn‐ SOD抗体は不活性 と

なったSODと も反応するため,glycated SODと なって

活性 を失ったSODも 含めたSOD総量の測定が可能で

ある (図 2).

しか し,NBT還元法によるSODの測定では,L― アス

コルビン酸や還元型グルタチオン(GSH)な どの低分子物

質の 02~SCaVengillg活性も含めて測定する可能性があ

るので,こ れらの物質による影響を除くため,以下の方法

で純粋なSOD活性の値を求めた。

SOD活性=NBT還元法―(L― アスコルビン酸+GSH
の 02~消去活性)(U/vit.)   (図 2)

2)glycated SODの 定量

(1)L υj″οにおけるglycated SOD

SODの glycationを jれ υ
`ι

Ю で証明するために以下の

実験 を行った。まず,glycated SODを 作製するために

Cu,Zn― SOD標 品に 100 mg/dlの グルコースを加え,37

℃,24時 間反応 させ た後,2 mM Tris‐ HCl,0。 l M KCl

(pH 7.6)で 11/回 ,1,2,6,12時 間後に bufferを 交換 しな

SODは酵素としてOi~

消去能があるため、SOD
活性値として感知するc

活1生 化SOD

glycatcd SODは

酵素として不活性
のため感知しない。

glycatcd SODで も

抗Cu,加 ―SOD抗体と

反応するため感知する。
SOD総 量を測定

+ →

フリーラジカル

十 1■■l →

glucose

SOD
ELISA濠 :

」LCtlゐ ―SOD抗 体

十 ‐

glycation
SOD

図 2 Supero対de dismutase(SOD)の 測定方法の比較 .

Nitroblue tetrazolum(NBT)還 元法は,02~消去能を測定する方法であ り,正 常な SODは 02~を 消去する活

性があるため SOD活性値 として感知するが,glycationさ れた glycated SODは 不活性酵素であ り,02~scav―

enging活性を有しないため感知しない。

Enzyme― labelled immunosorbent assay(ELISA)法に glycated SODで も抗 Cu,Zn― SOD抗体 と反応するた

め,正常な SODのみならず,glycated SODも 含めたSOD総量を測定する.

硝子体試料

上 ,青

上 清 ,尤  1殿

SOD SOD

SOD

ltCu.′ ll‐ S(〉 1)|,t(本
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がら4℃ で透析してグルコースを除いた。この glycated

SODと ,グ ルコース無添加で同様の条件で反応させたも

の(Cu,Zn― SOD)を 対照 と して,NBT還 元法 を用いて

02~SCaVenging活性を測定 した。

(2)硝子体中の glycated Cu,Zn― SODの定量

硝子体中の glycationさ れた Cu,Zn― SOD量はボロン

酸カラムを用いたアフイニテイ・クロマ トグラフイー

Q glycated proteinを 分取 後,マ ウス由 来抗 Cu,Zn―

SODモ ノクローナル抗体 と,ペ ルオキシダーゼ標識抗

Cu,Zn― SOD。 モノクローナル抗体 (マ ウス由来)を 用い

たELISA法で定量しため
.

ボロン酸カラムは,TOSOH(株 )の TSKgel boronate―

5PWを 用いた。これはカラムの担体のフェニルホウ酸

がアルカリ領域において,四面体構造をとり,こ れが糖の

シスジオールと結合することを利用 して glycated pro―

teinを カラムに吸着させ,そ の後,溶 出液の pHを酸性領

域にして分離する方法である“
)。 今回はクロマ トグラ

フイー用 ミニカラムに TSKgel boronate-5PWを 充填

し,A液 :20 mM HEPES― NaOH,10 mM iMgC12(pH 8.

5)15 mlで カラムを安定化 させてから,硝 子体試料を注

入しA液 を流 して硝子体中の glycated proteinの みを

カラムに吸着させた。

次 に溶 |:拠 の pHを ,B液 :20 mM酢 酸 bufferで 酸性

(pH 3.0)に 下げて吸着していた glycated proteinを 溶出

させて分取 した。溶出された glycated protein画 分を,直

ち に 4℃ ,2 mM tris HCl,0.l M KCl(pH 7.6)で 1ノ回,

1,2,6,12時 間後に各 1回 ずつ buttrを 交換 しながら透

析した。その試料に含まれる glycated Cu,Zn― SOD量 を

ELISA法で判定した.

3)そ の他の過酸化反応関連物質の測定

蛋自質の 」ycationの 反応生成物であるケ トアミン量

〔3‐ 1)〕 の測定はフルクトサ ミン測定法
17),グ ルコース量

〔3‐ 2)〕 はグルコースデヒ ドロゲナーゼ法
18),過

酸化脂質

量〔3‐ 3)〕 は八木法螢光法
19),過

酸化水素量〔3-4)〕 はチタ

ン過酸化水素呈色法
20),銅 イオン量〔3-5)〕 はバソクプロ

イン法
21)を

用いて測定した。L‐ アスコルビン酸量〔3-6)〕

はアスコルビン酸オキシダーゼ法
″),還元型グルタチオ

ン(GSH)〔 3-7)〕 はグリオキサラーゼ法
2い で測定した。

DM群 と非 DM群 の各測定値についてはt検 定を行

い,検討 した。

III 結  果

1.1)Cu,Zn― SOD量 (SOD総量)

硝子体ではDM群 と非 DM群に差はなかった(図 3).

血清ではDM群が非 DM群 に比べて 27%増加 してい

たが,有意な変化ではなかった (図 4).

1.2)SODi舌′隆

硝子体の SOD活性は,DM群 4.7± 3.8(平均値±標準

編 差)U/mg protein・ vitで 非DM群 9.0± 8.9U/mg pro―

[1限 会誌 102巻 9号

Cu、 Zn―SODtt SOD活 性  GSHtt L― アスコルビン酸量

図 3 硝子体中の活性酸素消去系物質.

鶉 :糖尿病群 (DM群 ),□ :非糖尿病群 (非 DM群 )

SOD活性,還元型 グルタチオン(GSH)量 ,L― アスコルビ

ン酸量は,糖尿病 (DM)群 で有意に低 下がみられた。*:
p<0.05

「

¬

Cu,Zn― SODtt SOD活 性  GSHtt L―アスコルビン酸量

図 4 血清中の活性酸素消去系物質.

血清中 GSH量は,硝子体中と同様に DM群で有意に低

下した。*:p<0.05

tein・ vitに 比べて有意 (p<0.05)に低値であった (図 3).

血清では DM群でやや低下していた (図 4).

2.1)Iれ υj″οにおける glycated SOD

グルコースを負荷 した glycated SODの 02~SCaVeng~

ing活性は 24%で ,同 量のグルコース無添加の SOD標

品の 50Uの活性値 52%よ り明 らかに低下 していた (図

5).す なわち,高 グルコース状態である糖尿病における

glycated SODは 活性が低下 していることが れ 流 Ю で

も確認された。

2.2)硝 子体中 glycated Cu,Zn― SOD量

図 6の矢印部分が jycated proteinの クロマ トグラム

であ り,ボ ロン酸カラムのアフイエテイー・クロマ トグ

ラフイーと抗 Cu,Zn― SOD抗体を用いた ELISA法で硝
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glycated Cu. Zn-SOD

579

ng/vit

DM群       非DM群

図7 硝子体中の 」ycated Cu,Zn‐ SOD.

図 6の アフィニテ ィークロマ トグラフイーで分離 した

glycated protein画分から,硝子体中の glycated Cu.Zn―

SOD量 をELISA法 で測定した。DM群 で増加がみ られ

た。

％

８０

60

40

20

0

Cu、 Zn―SOD

阻
害
率 ∩

〇
∽
‐〓
Ｎ
ｊ
υ

5()

SOD
l()()u

図 5 SOD,glycated SODの 0」
~scavenging)舌

性の1上ヒ

較 .

Cu,Zn― SODを 対照 として,グ ル コースを負荷 した

glycated SODの 02~SCaVenging i舌 性 を,NBT還 元

法で測定 した。glycated SODの 活性値は標準 Cu,Zn‐

SODに比べて低 下していた。

OD 28()

glycatcal protein

標準物質

OD 280

1111尿 病群

OD 280

非糖尿病伴

図 6 アフィニティークロマ トグラフィーによる硝子体

中 」ycated proteinの クロマ トグラム.

↓部分が glycated proteinの クロマ トグラムである。

溶 離 液 はA液 15分→B液 15分→A液 15分 の 順 に1.0

mノ分で流したUycated protein画 分のB液の溶出液

から,透 析後,ELISA法 で glycated Cu.Zn― SOD量 を

測定した).

子体試料からglycated SODを 検出した (図 6).

ELISA法 で測定 した glycated Cu,Zn― SOD量 は DM

過酸化脂質量H202量
glycatcd

protcin詈 雪

図 8 硝子体中の活性酸素生成系物質.

過酸化脂質量,glycated protein量 ,銅 イオン量 は,DM
群で有意に高値を示 した.*:pく 0.05.

群 1.04± 0.89(平 均値士標準編差)nノvit,非 DM群 0.

43± 0.33 ng/vitと DM群で増加がみられた(図 7)。

3.1)glycated protein(ケ トア ミン)量

硝 子 体 は,DM群 12.13± 8.17(平 均 値士標 準 編 差 )

μmo1/vit,非 DM群 4.06± 2.03 μmo1/vitと DM群 で 有

意 (p<0.05)に 高値 を示 したため,DM群 では硝子体中の

glycationが 進行 していることが明 らかである(図 8)。 血

清では DM群で増加傾向を示 したものの,有意な変化は

み られなかった (図 9).

3.2)グ ルコース量

硝子体グルコース量 は,DM群 5.84± 3.51(平 均値±
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過酸化脂質量H2o量
諸 tl篇菫

“

1可 イオン量

図 9 血清中の活性酸索生成系物質。

血清中では各群で有意差はなかった。

標準編差)mg/vit,非 DM群 3.00± 1.31 mg/vitで ,硝子

体は当然のことながらDM群で高値であった。血清グル

コース量もDM群 146。 39± 38.67 mg/dl,非 DM群 93.

00± 7.92 mg/dlと DM群が有意(p<0.01)に 高値であっ

た。

3.3)過酸化脂質量

硝子体 で は DM群 9.7± 5。 4× 10~2(平 均値士標準偏

差)nmol(MDA)/vit,非 DM群 4.5± 2.7× 10~2 nmol

(MDA)/vitと DM群 で 有意 (p<0.05)に 増 加 した (図

8).血清では DM群 と非 DM群 がほぼ同値であった (図

9).

3.4)過酸化水素量

硝子体はDM群 19.60± 15。 01nmo1/vit,非 DM群 16.18

±9.63 nmo1/vitで あつた(図 8).血 清ではDM群 と非

DM群がほぼ同値であった(図 9).

3.5)鋼 イオン量

硝子体は,DM群 26.11± 18。 79(平均値士標準偏差)μg

/vL非 DM群 9.71± 7.77 μg/vitで ,DM群 が有意(p<

0.05)に 高値を示した(図 8)。

血清ではDM群 ,非DM群でほぼ同じ値であった(図9).

3.6)L‐ アスコルビン酸量

硝 子 体 で はDM群 4.5± 3.9μ mo1/vitが 非DM群 14.5

±2.3μ mo1/vitよ り有意(pく0.05)に 低下していた(図3).

血清ではほとんど差はなかった(図 4).

3.7)GSH量

硝子体では,DM群 0。 8± 0。 7× 10~2 mo1/vit,非 DM群
2。 1± 0。 4× 10-2m。1/vitで ,DM群 に有意(p<0.05)な 低

下がみられた(図 3).

血清 も同様 にDM群 0。 8± 0.7× 10-5M,非 DM群 6.2

±5.0× 10づMと DM群で有意 (p<0.05)に 低下 した (図4).

111限 会誌 102巻  9′′

IV 考  按

過酸化の過程で発生するラジカルのうち02~は反応性

に富み,生体を構成する蛋白質,核酸,脂質,糖質に障害を

与えるので,生体内にはこの02-を 消去する防御機構が

あり,SODを はじめ,抗酸化作用のある L― アスコルビン

酸や GSHな どが作用 している.

SOD活性が低下すると02~を 消去することができず

に,L00° (ペ ルオキシラジカル)や LO° (ア ルコキシラジ

カル)が連鎖的に生成 し,過酸化脂質が生成される。もち

ろん,02・
―のみならずその他の102,H202,HO°

,H02° など

の活性酸素も各々直接か,ま たは金属イオンを介して脂

質過酸化反応の開始剤
21)と

なり,細胞や ミトコンドリア

の膜の構成成分である不飽和脂肪酸が活性酸素により容

易に過酸化を受け,膜機能が障害される.糖尿病ではイン

スリンの作用不足,高血糖,高脂血症などと関連して活性

酸素やフリーラジカルの生成が充進 し,一方ではSOD
やビタミンEな どのスカベンジャー作用も低下 してい

るため,糖尿病では過酸化反応が強く生 じることから糖

尿病の成因にフリーラジカルが関与 しているとの報

告
3)ヽ 12)が

多い。

糖尿病のうち,網膜症を有する患者では血清過酸化脂

質の増加が著明でH',SOD活
性の低下がみられるといわ

れている12).ま た,既報
2)で

我々は血清 HbAl(と 硝子体中

Cu,Zn― SOD量 は正の相関を示すが,DM群 と非 DM群
で量的な差はほとんどみられず,そ れに反して SOD活

性は有意に低下していることを報告 した。その際,SOD
の量的な差がみられなかったのは,DM群で不活性 な

glycated SODが増加 したためではないかと推察した。そ

の仮説 を実証するために,本 報では glycationさ れた

SODの分離,定量を試みた.

本研究でも,DM群では硝子体中の SOD総量は非 DM
群とほぼ同値であるが,そ のうち glycationさ れたSOD
(glycated SOD)が DM群 では非 DM群 よ り多 く存在

し,その結果 SOD活性は有意に低下していた。

硝子体中のグルコースも高値であ り,今 回の研究では

血清 よりむしろ硝子体で glycationが 進行 し glycated

protein量 が有意に増加 していた。

Glycationに よる過酸化反応が誘発される機序の 1つ

として Cu,Zn‐ SODの活性中心のリジン122と リジン

128に glycationが 起こると,そのリジン残基から立体的

に8A以内に存在するヒスチジン残基に配位 していた

Cu汁が放出されて,SODは 活性を失 う
1)と いわれてい

る。今回,DM群で硝子体中銅イオン量が高値であり,硝

子体でも上記と同様の反応が起こり,銅 イオンが遊離 し

て SOD活性が低下する一連の glycationに より誘発 さ

れる過酸化反応が生じていた可能性が大きい。

また,硝子体中 H202量 もDM群でやや増加していた。

その原因としては,硝子体中の銅が過剰に存在するDM
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膜への物質移動の流れの方向が,増殖糖尿病網膜症の時

には網膜→硝子体の流れが一時的に生 じることがあ り,

その後,ま た徐々に長い時間をかけて硝子体か ら網膜ヘ

吸収されると報告されている。この網膜→硝子体への逆

行が硝子体中のグルコース,銅 イオンなどの各物質濃度

を急激に変化 させ,そ の後,硝子体→網膜へ再吸収される

までの時間が長いために,こ れまで述べた glycatiOnお

よび oxidationが 進行 して,さ らに,網膜か ら毛細血管ヘ

の物質の移動を防げて網膜に損傷を与えたことも考えら

れる.

また糖尿病では,網膜血管の透過性充進により血液網

膜柵の機構が破綻 し,毛細血管に起こった変化が細動脈

に及び,そ の結果,網膜浮腫 ,網膜出血,硬性白斑などを生

じて網膜症 を発生するとの報告
n)も

あ り,血液―網膜柵

の破綻が網膜一硝子体の物質交換に影響 していると考え

られる。

以上か ら,糖 尿病網膜症 の病態に硝子体 の glycation

や過酸化反応が密接に関与 していることが明 らかとなっ

た。

稿を終えるにあたり,常 に御指導いただいた獨協医科大学

眼科小原喜隆教授,お よび獨協医科大学越谷病院眼科新井清

美研究員に深謝いたします.

本論文の要旨は,第 100回 日本眼科学会総会において報告

した。
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