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要

目 的 :ビ タミンA(VA)欠 乏動物を作製 し,欠乏に
よる前眼部症状に対するビタミン Aパルミテー ト(VA
pal)の点眼効果を検討した。

方 法 :生後 3週間の幼若家兎を VA欠 乏飼料で飼
育し,血中レチノール量の変化 と前眼部症状について観

察した。VA欠乏症状を示 した個体に対 し,VA pal水性
点眼剤を投与した。

結 果 :VA欠乏飼料による飼育開始 7か月日から血
中レチノールが低下し,10か月日に表層角膜炎の発生お
よび結膜杯綱胞の消失を確認 した。VA欠乏により惹起
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約

された前眼部症状は,VA pal水性点眼剤投与 3週間で
肉眼的に正常な状態に回復し,顕微鏡観察においても杯

細胞が再生した。また,血中レチノール量も回復した。

結 論 :VA欠 乏 ウサギにおいて点眼投与での VA
palの有効性が推定 された。(日 眼会誌 103:729-733,
1999)

キーワード:ビタミンA欠乏,ウサギ,杯細胞,表層角膜
炎,点眼剤
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Abstract
Purpose: W'e examined the effects of vitamin A tival goblet cells were observed. Treatment of the

palmitate (VA pal) eyedrops on the symptoms caused disease in the anterior segment of the eyes with VA
by vitamin A-deficiency in rabbits. pal eyedrops resulted in re.storation of normal con-

Methods: Three-week-old rabbits were raised on dition within 3 weeks. The treatment increased the
a vitamin A-deficient diet, antl were examined for goblet cells in the ocular conjunctiva and the retinol
the quantity of retinol in the serum and the condi- in the serum.
tion of the anterior segment of the eye. The vitamin Conclusions : These results show the efficacy of
A-deficient animals were treated with YA pal eye- topical YA pal treatment for vitamin A-deficient
tlrops. rabbits. (J Jpn Ophthalmol Soc 103:729-733, 1999)

Results : The retinol in the serum began to de-

erease seven months after the animals were placed Key words: Yitamin A-deficient, Rabbit, Goblet
on the vitamin A-deficient diet. After ten months, cell , Superficial punctate keratitis,
superficial punctate keratitis and the loss of conjunc- Eyedrop

I緒  言

ビタミンA(VA)は脂溶性で,体内ではレチノールと
して存在 し,血流中でレチノール結合タンパクに結合 し

て末梢まで運ばれる。眼組織では涙腺へ と運ばれ,レ チ

ノールの形で涙液中に分泌されるとともに,一部はエス

テル化されて涙腺内に貯蔵される
1,2)。 VAが欠乏すると

肝臓に次いで血中の VA量が減少し,成長停止を起こす
などの全身症状とともに,角結膜にいくつもの顕著な異

常が観察される。角膜における初期の症状は涙液分泌減

少および点状表層角膜症であり,進行すれば角膜上皮び

らん,角膜潰瘍,そ して角膜穿孔となる。また,結膜におい

ては,杯細胞の数が著しく低下する。これらの症状はVA
投与により回復する

1)3)う.VAの 眼科領域における臨床
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図 1 普通食およびビタミン A(VA)欠 乏食飼育ウサギ
の体重変化 .

□ :普通食 ■ :VA欠乏食 (ただし,表層角膜炎が発
生した個体 )

5 7     10
飼育期間 (月 )

VApal点眼後

図 2 血清中のレチノール濃度変化 .
□ :普通食 ■ :VA欠乏食 (た だし,表層角膜炎が発生
した個体)ホ :p<0.05(t― test)
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図 3 VA欠乏食飼育 10か月日の肉眼所見 (表層角膜炎が発生した個体).
a:無染色 biフ ルオレセイン染色

中央から下方にかけて楕円に表層角膜炎がみられる(a)。 その部分に一致して,フ ルオレセイン染色は陽性で

あり,特に,境界部の染色がはっきりしている (b).
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図4 VA欠乏食飼育 10か月日の光学顕微鏡所見(表層角膜炎が発生した個体).
a:フ ルオレセイン染色陽性部分の角膜 (ト ルイジンブルー染色)/角膜上皮が剥離している(*)

b:眼瞼結膜[過ヨウ素酸シッフ(PAS)染色]/杯細胞はない.
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応用の可能性としては,角化性角結膜上皮疾患や上輸部

角結膜炎:涙液分泌減少による角結膜炎などに対する治

療薬として,さ らには角結膜の創傷治癒を促進する薬剤

として期待されている。最近は,従来からの眼軟膏や油性

点眼剤の他に,水性点眼剤の開発や合成レチノイドの臨

床応用も行われている
6)｀ 10).
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図5 普通食飼育の光学顕微鏡所見.
a:角膜 (ト ルイジンブルー染色)/角膜上皮剥離はない
b:眼瞼結膜(PAS染色)/杯細胞が多数存在する(G).

図 6 ビタミンAパルミテー ト(VA pal)点眼後 3週間目の肉眼所見 .
a:無染色 b:フ ルオレセイン染色

表層角膜炎はみられず,フ ルオレセイン染色も陰性である.

b

図7 VA pal点 眼後 3週間目の光学顕微鏡所見.
a:角膜(ト ルイジンブルー染色)/角膜上皮剥離は修復されつつある
b:眼瞼結膜(PAS染色)/杯細胞が多数存在する(G).
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VA欠乏動物についての研究は,大 きさやコス ト,取 り

扱いの面からラットが広く用いられてきた
1)・ )12)。 また,

これより大型のウサギなどについては,胎生期から母胎

をVA欠乏飼料により飼育して二代にわたる飼育が必

要となり,飼育期間の長期化などの問題があった。今回,

我々は生後 3週間の幼若家兎に対してVA欠乏飼料に
よる飼育を行い,VA欠乏家兎を作製し,血中レチノール

量の変化と前眼部症状について検討した.さ らに,VA欠

乏により惹起された前眼部症状に対して,ビ タミンAパ

ルミテート(VA pal)水性点眼剤を投与し,その効果につ

いて病理学的な検討を行った。

II実 験 方 法

1.実 験 材 料

生後 3週 ,体重約 1.O kgの 日本白色種雄家兎を日本

SLC(株 )か ら購入して使用した.VA欠乏食群 (n=5)に

は,船橋農場製レチノール不含有飼料を与え,普通食群

(n=4)に は,ラ ボRス トック〔日本農産工 (株 )〕 を与え

た。

2.観  察
飼育開始後 1,2,3,4,10か 月日に各個体の体重を測定

した。また,1,3,5,7,10か 月日に前眼部を肉眼的に観察

およびフルオレセインで染色して観察した.欠乏症状を

示した家兎の組織学的観察を行うため,10か月日に過剰

量のチオペンタールナ トリウムで安楽死 (n=1)さ せた

後,眼球を摘出し,角膜および眼瞼結膜について2.5%グ

ルタール溶液で固定した。パラフィン包埋し,ミ クロトー

ムで 3～ 5μmの切片として,角膜はトルイジンブルー染

色,結膜は過ヨウ素酸シッフ(PAS)染色を行い,光学顕微

鏡観察を実施した.ま た,普通食群の 1匹についても同様

に組織学的に観察し,両群を比較した。

3.血清レチノールの定量

5,7お よび 10か 月日に耳静脈から2～ 3 ml採 血 し,

3,000 rpm,1分 間遠心して血清を採取し,セ ップパツク

PlusC 18〔 ウオーターズ(株 )〕 により固相抽出を行った。

固相の平衡化は常法に従って行い,0.1%ブチルヒドロ

キシトルエン/ア セトニトリル溶液で抽出した液を試料

とした.定量は,高速液体クロマトグラフイを用いた。カ

ラムは,コ スモシール5C18 AR〔 φ4.6× 150 mm,ナ カラ

イテスク(株 )〕 を使用し,試料 100 μlを リン酸で pH 6.8

に調整したアセトニトリル/水/ト リエチルアミン混液

(78/22/0.5)に より1.O m1/minの 流速で溶出し,検出波

長 326 nmで分析した。両群の測定値について,t検定を

行い検討した。

4.VA pal水性点眼剤の投与

千寿製薬(株)から供与されたVA paL水性点眼剤(1,0∞

IU/ml)を 用いた。飼育開始 10か 月後に角結膜にVA欠

乏症状があった家兎(n=2)に 対 して,1日 4回 ,各 25 μl

を3週間連続して投与した。投与後,血中レチノール量 ,
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前眼部の肉眼的および組織学的観察を行った。

III 結  果

1.体 重 変 化

VA欠乏食群は普通食群に比べ生育が悪 く,体重の増
加 も緩やかであった(図 1)。 また,VA欠乏食群の 1匹

は,飼育開始約 2か月後に死亡した。

2.血清レチノール濃度変化と前眼部所見

血清レチノール濃度は,5か月まで普通食群とVA欠

乏食群の間で大きな差はなかったが,7か月日からVA
欠乏食群で低下し,普通食群の 1/20以 下の濃度となった

(図 2).し かし,こ の時点では前眼部に異常な所見はな

かった。飼育 10か月経過時点で,VA欠乏食群 4匹 中 3

匹で角膜表面が粗造構造となり,表層角膜炎が発生した。

その程度は,図 3に示すように,角膜の中央から下方にか

けて病変部がみられ,その部分に一致してフルオレセイ

ンに染色された。VA欠乏食群の症状が現れた個体 1匹

を安楽死させ,角膜および眼瞼結膜について光学顕微鏡

で観察を行ったところ,表層角膜炎がみられた部位で角

膜上皮層の剥離 (ト ルイジンブルー染色)が確認され,結

膜では杯細胞が消失(PAS染色)していた(図 4).な お,比

較のため,普通食群の角膜および眼瞼結膜の光学顕微鏡

写真を図 5に示す。

3.VA pal点眼効果

VA欠乏により表層角膜炎があった家兎(n=2)に対し
て,VA pal水性点眼剤を投与した.肉眼的な観察では,点

眼開始後 3週間で角膜表面状態は改善し,フ ルオレセイ

ン染色でも染色部分はなくなった(図 7)。 血清レチノー

ル濃度は,28.8 ng/mlま で回復し(図 2),光学顕微鏡観察

においても角膜の剥離は修復されつつあり,眼瞼結膜で

は杯細胞が多数存在した(図 8).

IV考  按

VAは角結膜上皮細胞の分化に深く関与しており,そ
の欠乏は角結膜上皮に異常をもたらす.VA欠乏モデル

動物は従来ラットが多く使用されているが,眼科学領域

では,薬物点眼量の正確さ,観察のしやすさなどの点から

家兎でのモデルが望まれており,我々は生後 3週の幼若

家兎を用いてVA欠乏モデル動物を作製した。
本回,VA欠乏飼料による飼育開始 10か月日で前眼部

に症状が現れた。ラットでは 2～ 3か月で VA欠乏症状
がみられるといわれているが,ラ ットとウサギのライフ

サイクルの差を考えると,モデルが作製されるまでの期

間は妥当であると推察される。VA欠乏症状については,

表層角膜炎が発生し,光学顕微鏡観察でも角膜表面の剥

離と結膜杯細胞の消失が確認された。結膜の杯細胞は,ス

ティーブンスージョンソン症候群や眼類天疱症などの角

結膜疲痕性疾患あるいはアルカリや酸による化学腐食の

症例など様々な原因により消失することが知 られてい
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る。VAの欠乏でも分化異常から杯細胞が消失し,分泌さ
れるムチンが低下して涙液層が不安定となり,乾燥症状

を示すことが報告
13)さ
れている。今回のモデルはこれら

の報告と一致する結果であり,角結膜障害のモデルとし

て使用可能と考えられた .

表層角膜炎が発症 した動物を用い,VAの 点眼効果を

検討した。VA欠乏により惹起 された前眼部症状は,VA
pal水性点眼剤の投与により3週間で肉眼的には正常な

角膜の状態に回復した。光学顕微鏡観察においても,消失

していた杯細胞が正常な結膜 とほぼ同程度観察された。

VA pal点 眼により杯細胞への分化が正常な状態となり,

杯細胞からのムチンが十分に分泌されて症状の回復につ

ながったと考えられる。また,VA pal点 眼後の血中レチ

ノール濃度は,普通食群と差がなかった 5か月の時点ま

で回復し,VA欠乏モデルにおいて,点眼によりVAが血
中に移行することが確認された。非 VA欠乏動物におけ
る VA pal点 眼後の眼内動態について,角 結膜内に良好

に分布 。滞留することが知られている
14)が
,今後,VA欠

乏動物の症状回復に寄与 した VAの供給ルー トを検討
する必要があると考える。

稿を終えるに当たり,製剤を提供していただきました千寿

製薬 (株)に謝意を表します。
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