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目 的 :眼組織におけるビタミンと微量元素の作用を
研究すること.

材料と方法 :ラ ットまたはマウスを微量元素 Zn,Cu,

Mn,Se,Mg,Crの 欠乏飼料,あ るいはビタミン A,B12,
C,Eの欠乏飼料で飼育した.ま た,Alと ビタミンA過剰
実験も行った。結膜,角膜,網膜,視神経を光学顕微鏡,透

過電子顕微鏡,走査電子顕微鏡,エネルギー分散型 X線
分析装置,イ オン顕微鏡を用いて検索した。これらの方法

に,組織化学,組織細胞化学,免疫組織化学の手法を組み

合わせた。

結 果 :Zn,Cu,Mn,ビ タミンA,C,Eの欠乏は,結膜
においては杯細胞消失と結膜と角膜における微絨毛の著

明な減少を起こした。杯細胞の元素は,欠乏状態では変化

した。さらには,上皮細胞は,細線維の発達不良と,核クロ

マチンの異常分布をも起こした。

Zn,Cu,Mn,ビ タミンA,Eの各欠乏は,視細胞を変性
せしめ,消失させた。Se欠乏は,水平細胞とアマクリン細
胞を減少させた。ビタミン B12欠乏は,網膜神経線維層の

神経線維を減少させた。Mg欠乏は,色素上皮細胞層に多
巣性の壊死と視細胞核にアポ トーシス様変化を招来し

た。Cr欠乏は,色素上皮細胞の視細胞外節層板の異常貪
食を起こした。ビタミン B12は 網膜における概日性リズ

ムに関与していた。
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Zn,Cu,Mn,ビ タミン A,BIヵ E欠乏は,視神経有髄神
経線維のミエリンを変性・消失させた。

ビタミンA過剰症では,脂肪滴が網膜色素上皮綱胞に
出現し,アルコール脱水素酵素活性が色素上皮と視細胞

外節層板から消失した。Al過剰は網膜に中毒を起こし,
視細胞を消失させた。Al沈着が外網状層の神経突起や樹
状突起に存在した。Znは角膜上皮創傷治癒に必要と考え
られた。

考 按 :微量元素は,通常,酵素中に含有され,多種多
様な代謝作用をもつ。これらは多くの物質の合成と分解

に関与している。Zn,Cu,Mn,Seの ような微量元素やビ
タミンA,C,Eは ,脂質過酸化を防止する。ある種のビタ
ミンは,上皮細胞,神経線維,神経細胞に親和性があり,分

化 。発育,維持に必要である。

結 論 :Cu,Zn,Mn,Se,Mg,Crや ビ タ ミン A,B12,
C,Eは ,細胞の構造と代謝の維持に必要である。(日 眼会
誌 103:829-850,1999)

キーワード:微栄養素,ビタミン,ビ タミン A,ビ タミン
B12,ビタミンC,ビ タミンE,微量元素,Zn,
Cu,Mn,Mg,Cr,Se,Al,結 膜 ,角膜,網膜 ,
視神経
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Mg, and Cr or in vitamins A, B,r, C, antl E. In some

rats Al and vitamin A were injected in excessive

amounts. We studied the conjunctiva, cornea, retina,
and optic nerve with a light microscope, transmis-

sion and scanning electron microscopes, an energ:y

dispersive X-ray analyser, and an ion microscope'

Histochemical, cytochemical, and immunohistochemi-

cal techniques were applied to the pathological speci-

mens.

Results: Deficiencies of Zn, Cu, Mn, and vitamins
A, C and E caused a loss of goblet cells in the con-
junctiva and a prominent decrease of microvilli and

microplicae in the conjunctiva and cornea. The ele-

ments in the goblet cells were changed in these con-

ditions. In add.ition, epithelial cells showed poor fi-
brous development and abnormal distribution of
chromatin in the nucleus.

Zn, Cu, Mn, and vitamins A and E deficiencies

caused photoreceptor cells to degenerate and disap-

pear. Se deficiency reduced the horizontal and

amacrine cells. Yitamin El,, deficiency reduced nerve

fibers in the nerve fiber layer of the retina. Me defi-

ciency induced multifocal necrosis in the retinal pig-

ment epithelium and apoptotic nuclear changes in
the photoreceptor cells. Cr deficiency showed abnor-

mal phagocytosis of the photoreceptor outer seg-

ment discs in the retinal pigment epithelium. Yitamin
Brz was found to be related to the circadian rhythm
in the retina.

Deficiencies of Zn, Cu, Mn, and vitamins A, B,,,

and E induced degeneration and disappearance of
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myelin lamellae in the myelinated optic nerve fibers.
In hypervitaminosis A, lipid droplets appeared in

the retinal pigment epithelium and alcohol dehydro-
genase disappeared in the retinal pigment epithelium

and photoreceptor outer segments. Excessive Al was

toxic to the retina, which .showed disappearance of
photoreceptor cells. Al deposits were seen in den-

drites and neurons in the outer plexiform layer.
Zn seemed to be necessary for corneal epithelial

cell wound healing.
Discussion: Trace elements usually are contained

in enzymes, which have many metabolic functions.

They are related to synthesis and breakdown of
many substances. Some trace elements such as Zn,

Cu, Mn, and Se and vitamins including vitamins A,
C, and E prevent peroxidation of lipids. Some vita-
mins have an affinity for specific tissues such as epi-

thelial cells, nerve fibers, and neuronal cells and are

needed for cell differentiation, development, and

maintenance.
Conclusion : Ct, Zn, Mn, Se, Mg, and Cr and vita-

mins A, B,r, C, and E are necessary for maintenance

of cellular structure and metabolism. (J Jpn Oph-

thalmol Soc 103 :629-850, 1999)

Key words: Micronutrient, Vitamin, Yitamin A, Yi-

tamin B,:, Vitamin C, Vitamin E, Trace
element, Zn, Cu, Mn, Mg, Cr, Se, Al,
Conjunctiva, Cornea , Retina , Optic

nerve

I総  論

栄養はあらゆる意味で健康の源であり,良質で十分な

栄養は疾病を予防し,病気の回復,治癒を促進する。栄養

不足はかつて我が国においても深刻な問題で,国家の問

題であった。表題の栄養とは,微栄養素,すなわち,ビ タミ

ンと微量元素を指す。両物質とも多くの代謝系において

補酵素として,あるいは酵素中に含まれて関与し,この不

足は関連酵素活性を低下させ,多岐にわたる代謝障害を

惹起し,多様多彩な障害を示す。このような意味で,栄養

という言葉を表題に用いた。

眼組織におけるビタミンや微量元素の生理作用が不明

であるので,まず各種微栄養素の欠乏を動物に惹起せし

め,眼組織における病理学的変化を研究した.ま た,過剰

症についても一部研究した。

1.ビ タ ミ ン

ビタミンは生体内必須の物質で,ヒ トの体内では合成

できないものが圧倒的に多く,食物中からビタミンを摂

取する。この物質は諸種代謝において補酵素として作用

する.ま た,特定の組織と結合して特有の作用を発揮した

り,あ る程度以上の量では薬理作用をもつ。

本研究ではビタミンA,B12,C,Eの 各欠乏症の眼に及

ぼす影響について論ずる.ビ タミンAについては,過剰

症についても研究した。

2.微 量 元 素

生体の微量元素とは,生体内に微量にしか存在しない

元素であり,体内では合成されないため,食物から摂取す

るしかない元素をいう。微量の定義はあいまいであるが,

かつて微量定量の困難であった時代に,痕跡的にしか確

認できなかったほど微量という意味で,こ の名称がある。

微量元素は生体の要求に応じて,次のように分けられ

る。

1)不可欠微量元素

Fe,I,Cu,Zn,Mg,Mn,Co,Mo,Se,Cr,Snな どである。

2)おそらく不可欠と思われる微量元素

Ni,F,Br,As,V,Cd,Ba,Srな どである。

3)有毒元素

As,Pb,Cd,Hな どである.

いずれの微量元素も過剰に存在すれば有毒であるが ,

ひ素やカドミウムは,生体にとって微量でも不可欠なの
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か有毒なのか不明な点がある。

以上の微量元素のうち,その欠乏が眼組織に及ぼす影

響のわかっているものは非常に少ない.本研究では,Zn,

Cu,Mn,Se,Mg,Crに ついて論ずる。また,Alに ついて

は,その中毒について考察する。

3.眼組織における微量元素の分布

眼組織における微量元素の定量を行った仕事は極めて

少ない。湿重量で測定した古い記録がある
l)。 それによる

と,ラ ットでは,Znは網膜,角膜上皮,虹彩,硝子体,視神

経の順で多く存在し,Cuは角膜上皮,網膜,視神経,脈絡

膜,虹彩の順に,Mnは網膜,角膜上皮,硝子体,視神経,虹

彩の順に多く含まれている。眼組織では,1眼に合有され

る微量元素の量が極微量であるためか,測定値がばらつ

いて,一定の値を得にくい。著者らはマウスの各眼組織の

微量元素測定を試みたが,安定した値を得ることができ

なかった。微量である上に,組織が小さ過ぎるためと思わ

れる。ヒト眼についての研究もあるが,その値もばらつき

が大きく,信頼度は低い。

眼組織の微量元素を考えるとき,含有量も重要である

が,その分布も問題である。これを検索する手段として

は,組織化学的方法があるが,検出できる元素は極めて少

ない。

組織化学的検索を行った我々の研究
2)に よれば,Znは

網膜視細胞外節中に証明される.ま た,Cuは ,角膜の上皮

細胞,内皮細胞,虹彩,毛様体,水晶体上皮,網膜視細胞内

節・外節,色素上皮細胞,脈絡膜,強膜,視神経中に存在す

る。

微量元素は金属含有酵素として生理的作用を発揮して

いると考えられている。例えば,Cu・ Zn superoxide dis―

mutase,Mn superoxide dismutase,Cu含 有酵素 として

cytOchrOme C oxidase,Zn含 有酵素 として alcohol de―

hydrogenaseな どがあるが,これらの酵素の組織化学的

局在は,我々の検索したCu,Znに 関する限り,元素の存

在部位に一致するのである
3,～ 7)。

4.栄養不足の原因

現在の日本では,ビ タミンや微量元素が不足している

ことは考え難いと思われる.しかし,世界的にはこれら微

栄養素の不足は,特殊なあるいは稀な現象ではない.50

年前の我が国は貧困のどん底にあり,栄養問題の解決は

国家の課題であった筈である。豊かな現在の日本人には

考えられないかもしれないが,貧困は今なお世界の問題

である。しかし,栄養不足は貧困のみから発生するもので

はない。その原因を列挙すると,下記のようになる。

1)貧困の国

貧困による食糧不足による.

2)偏食

宗教によっては食べてはいけない食物がある.例えば,

イスラム教による豚肉の禁止である。また,イ ランとエジ

プトのある地域で,住民が小麦のパンのみしか摂取しな
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かったために発生した集団亜鉛欠乏症は,微量元素の必

要性を一躍有名にした PrasadS'の業績である。

偏食者が激しい運動をしたために微栄養素が欠乏する

ことがある。例えば,西 日本地方で高校生の運動部員に起

こった脚気 (ビ タミンBI欠乏症)は ,カ ップラーメンなど

の簡易食品で主食を摂るというような状態で激しい運動

を行った場合に起こった 1つ の例である。

3)抗生物質や抗結核剤などの薬剤投与

抗生物質や抗結核剤の中には微量元素と結合するキ

レー ト作用をもつものがあり,こ ういう薬剤の長期服用

によりある種の微量元素が欠乏することがある。例えば,

ethambutol服用により亜鉛欠乏が起こり,視神経症が発

症する
9)l。 )。 また,血圧降下剤の disulfiram,oxyqunolines,

di10dOhydrOxyquin, penicillarnine, :DIン  ~ peniCillarnine,

isOniazid,iprOniazid,nialamideな どがある
7)～ 12).

4)食品添加物の体内蓄積による微量元素の腸管から

の吸収阻害,体外排出促進

ポリリン酸,フ ィチ ン酸,エ チレンジアミン四酢酸

(EDTA)な どは,食品添加物として広く使用されている。

ポリリン酸は,清涼飲料,缶詰,調味料,ハムなどの食品の

品質改良や保水性の増大などに幅広く使われており,ま

たフィチン酸は穀物類に多量に含まれるリン酸化合物

で,ポ リリン酸同様に食品添加物として広く使用されて

いる.EDTAは缶詰,瓶詰めの酸化防止剤に使用されて

いる。これらの物質は,亜鉛などの金属元素と結合して組

織内に蓄積したり,腸からの吸収が阻害されて不足する

ことがある.代表的金属として Znが ある。Zn不 足 に

よって味覚が障害されたり,腎臓に蓄積して石灰化など

を起こし,腎障害の原因になることがある。

5)酸性雨により土壌中の微量元素が減少し,家畜や野

菜などからの摂取量が減少

世界各地に酸性雨が降り,森林の本が広範囲にわたっ

て枯れていることは広く知られている。この酸性雨は土

壊にも影響を及ぼし,Znや Seを減少させる。このような

土壊で育った野菜や果実は Znや Seが不足し,ま た牧場

の牧草中の亜鉛やセレニウムも減少して,こ れを食べた

牛の乳や肉中の亜鉛やセレニウムは少ない。こういう土

地の野菜,果実,牛や羊の肉や乳を食べるヒトは,長い年

月の間に Znや Se欠乏症に罹かる。

6)ある地域の土壌中の微量元素が少ない。

上述したように酸性雨などの要因によって土壌中の金

属元素が減少することもあるが,元々ある金属元素が少

ない地域がある。例えば,中 国東北地方におけるSe不

足,コ ーカサス地方のコード不足,Zn不足などがそれで

ある。このような地方の野菜,果物,穀物,肉 ,牛乳などで

はある元素の量が低く,上述のような影響がヒトのみな

らず動物にも起こる。Se欠乏による中国東北部の克山

病,ヨ ード欠乏によるコーカサス地方の甲状腺腫,Zn欠

乏症などがよい例である。これらの微量元素欠乏症は,古

眼と栄養・雨宮
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くから地方病として知られていた。

7)毒性物質の環境汚染
工場廃棄物,一般のごみ,プラスチックなどの合成化学

物質は,廃棄地域の地下水に入り込んで,土壌や水の重金

属の量を増加させたり,あるいは重金属と結合物を作り,

土壊や水の中の微量元素を減少させることがある。この

場合は主として中毒が社会問題になる。この例として,水

銀汚染の水俣病や,カ ドミウム中毒のイタイイタイ病な

どがある。

8)老齢者の増加

世界的にも平均寿命が延びているが,日 本では老齢人

口の増加が著しい。老齢者では微量元素の腸管からの吸

収が低下し,さ らに蓄積された微量元素が少しずつ排泄

されるために,微量元素不足になり勝ちである.

9)慢性疾患

慢性疾患では,長年にわたリビタミンや微量元素の腸

管からの吸収が阻害されたり,排出が吸収を上まわって,

欠乏に陥る
H).

10)血液透析

血液透析患者は増加しつつあり,週 3回の透析も決し

て珍しくない。血液が 1回 4時間近く体外循環により異

物に接するので,血中微量元素が失われたり,減少するこ

とは起こり得ることである。Zn,Seの欠乏に罹ることが

報告されている。また,血流が汚染されることもある。ア

ルミニウムの混入によるアルミニウム脳症,ア ルミニウ

ム骨症,Caが沈着する結膜・角膜・網膜結石13)な どが報

告されている.

11)高 カロリー人工栄養療法の普及

高カロリー輸液による静脈栄養法が普及し,本治療法

が長期間に行われた場合,必須微量元素の欠乏症が起こ

るという報告がある。輸液は化学的に純粋な物質から成

るので,長期間にわたり輸液のみの栄養が行われると欠

乏症になる。現在までに報告されている欠乏微量元素は,

Zn,Cu,Se,Mn“田,Cr,Moな どである.

以上のように,ビタミンや微量元素欠乏症は,食糧事情

によってのみ発生するものではない。原因の中には,社会

の進歩に伴う環境汚染や,医学の進歩に伴って生じたも

のもある.

II 微量元素とビタミンの実験的研究

1.研 究 方 法

以下に微量元素ならびにビタミン欠乏実験の方法と結

果を述べるが,共通事項は以下の通りである.

動物は,1987年 以前には,京都大学医学部眼科学教室

において飼育され,1988年 以降は「動物の保護及び管理

に関する法律」ならびに「実験動物の飼養及び保管等に関

する基準」に準拠して動物を取り扱い,長崎大学医学部動

物実験施設において飼育した.飼育条件は電温 21℃ ,12

時間暗室,12時間明室にした。
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屠殺の際は nembutalま たは pentobarbitalの 腹腔内

注射を行い,麻酔下に眼球ならびに眼組織を摘出,採取し

た。採取した組織は,光学顕微鏡 (光顕)用試料としては,

10%中性ホルマリンに固定し,型のごとくパラフィン包

埋した。3μmパラフイン切片をミクロトームで作製し,
ヘマ トキシリン・エオジン染色,ト リクローム染色,アザ

ンマロリー染色,periOdic acid schiff(PAS)染 色を施 し

た。

透過電子顕微鏡 (電顕)(TEM)用試料作製法 :4%グル

タールアルデヒド・0.22Mカ コジル酸緩衝液で 1時間

前固定後,1晩 0.22Mカ コジル酸緩衝液で洗浄し,Caul―
field固定液(1%オ スミウム酸・ベロナール緩衝液)で 1

時間後固定した。その後,試料をエタノール系列で脱水

し,プロピレンオキシドに浸漬し,Epon 812ま たは Lu―

veak 812に 包埋した.包埋試料はトリミングし,lμm切
片を作製して 1%ト ルイジンブルーで染色した。切片を

鏡検して電顕観察に必要な部位を選定して トリミング

し Porter― Blum MT 2型 ミクロトームで超薄切片を作

製し,電顕で観察した。使用電顕は日立 H12A,H12D,
H300形 TEMな らびに日本電子JOEL JEM 1210型 TEM
である。

走査電子顕微鏡 (SEM)用試料作製法 :TEMに準じて
固定脱水した.0.04%酢酸アミルで置換 し,臨界点乾燥

し,日 立 S‐ 2360N形 SEMで観察した。
分散エネルギー X線解析装置(EDXA)を 使った電顕
的元素分析 :眼組織を摘出,細切し,直ちに液体窒素で急

速凍結し,30分後,凍結切片を作製した。SEMに よる分
析用には 10 μmの切片を作製し,シ リコンウエハーに載
せ,カ ーボンコーティング後,JSM 6400 F(JEOL)で 観察

した。TEMに よる分析には,凍結超薄切片を作製し,ナ
イロンメッシュに載せ,無染色でJEM 1210 F(JEOL)電

顕で観察し,分析した。

イオン顕微鏡(SIMS)用試料作製法 :眼組織摘出後,直

ちに液体プロバンで急速凍結した。これを光顕ならびに

金属顕微鏡下に観察し,こ れに基づいて SIMSに よる観

察を行った。試料を引き続きクリオスタットで 10 μmの
切片にし,シ リコンウエハーに載せ空気乾燥して,SIMS

で分析した.02+を 一次イオン源で表示した。一次イオン

加速電圧 12.56V,二次イオン加速電圧は4.56Vである。

使用観察機器は,光学顕微鏡 (光顕),TEM,SEM,分析
電子顕微鏡 (分析電顕),EDXA,イ オン顕微鏡である。こ

れらに無機有機物組織化学,酵素組織細胞化学,免疫組織

化学の手法を併用した。

血清中微量元素の測定 :血清中の各種微量元素は,心

臓刺穿によって採血し,3000回転 10分間遠沈し,原子吸

光法で測定した。

2.Zn欠乏
1)材料と方法
Zn欠乏実験を以下のように行った。
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図 l Zn欠乏 7週 目のラット結膜 .
杯細胞は減少し,残った杯細胞も変形し,顆粒 も減 り,空

になったようにみえる。バーは 2μm

使用動物 :Wistar京都ラット

飼育 :生 後 21日 目からZn欠乏飼料 (Zn O.07～ 0.38

mノ100g含有)で飼育.水は純蒸留水を投与した。Zn欠

乏飼料飼育 1週毎に屠殺.

対照群 :Znを 4.9 mg/100g含有する普通飼料と純蒸

留水で飼育.

回復実験 :Zn欠乏飼料飼育7週 目からZnを 30 ppm

/ml含有する純蒸留水を飲料水とし,Znを 4.9 mg/100

g含有する普通飼料で飼育した.回復飼料飼育 3週後に

屠殺した。

2)結果

血清Zn:Zn欠 乏群はZn欠乏飼料飼育7週 目では,
105± 9.0(平均値士標準偏差)μノdl,対照群は189.8± 8.

7 μg/dlで ,両群の間にはp<0.002の統計学的有意差を

示した。回復実験群では162.Oμノdlであった。

全身状態 :体重の増加は著しく減少し,サ イズも小さ

く,体毛も粗である.

(1)結膜
16)

Zn欠乏飼料飼育 5週 日頃から変化は出現し,眼 |1倉眼球

結膜上皮細胞の微絨毛は減少し始め,7週 日頃からこの

微絨毛は非常に疎となり,上皮細胞も対照群の 6～ 7層か
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図 2 Zn欠乏 10週 目の網膜内顆粒層.
細胞核が 2層 に減少した部分がみられる.バーは 2μm

ら2～ 3層へと減少が著明になった。杯細胞は数を減少さ

せ,形 も萎縮し,分泌顆粒も減少し,形 も不規則になった

(図 1).分析電顕で杯細胞中の分泌物の分析を行ってみ

ると,存在元素の種類には変化はなかったが,Na,P,S,

Cl,K,Caの量は減少した。

(2)角膜 17)

Zn欠乏飼料飼育 1週間で角膜最表層の上皮細胞の微

絨毛とひだ状突起が減少し始め,epithelial h01eの 数も減

少し,形 も不規則になった。これらの変化は4週間では極

めて著明となった。以上はSEM所見であるが,角膜上皮
細胞の TEM所見は以下の通りである.すなわち,角膜上
皮最表層細胞において微絨毛とひだ状突起が減少し,細

胞質内の張元線維も粗となり,線維束を形成しない。ま

た,表面から2層 目の上皮細胞の最表層の細胞との接触

は本来微絨毛様であるが,これが細胞突起のような形態

をとるようになった。これらの変化は経時的に著明と

なった。

回復実験群 :SEMお よびTEMに よる角膜上皮細胞
の変化は回復実験 2週間で回復し始め,4週間の終わり

には,完全に形態的には対照群と変わらなかった。

(3)網膜

Zn欠乏飼料飼育 10週 目の網膜では,色素上皮細胞に

眼と栄養・雨宮
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は電子密度の高い顆粒が出現した。視細胞核が減少し,内

顆粒層は 2層になった (図 2)。

Zn欠乏飼料飼育 10週後,4週 間30ppm Zn含 有蒸留

水を飲水させたラット網膜では視細胞核が著明に減少

し,外顆粒層は 5～6層 になった。また,外網状層には電子

密度の高い,不規則な形状をした細胞が出現した。

(4)視神経

Zn欠乏飼料で 10週間飼育したラットでは,視神経中

の有髄神経線維数は減少した。層板の厚さも減少した.星

状膠細胞,稀突起膠細胞の数は増加したが,細胞内小器官

には異常はなかった。

上記条件下のラットに 4週間 30 ppm Zn含 有蒸留水

を飲水させたラットでは,有髄神経線維の数はさらに減

少し,回復はみられなかった。
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3)考按

Znは微量元素の中でも重要で,この欠乏はヒトでも比

較的容易に起こる。Znは金属含有酵素として,alkalne
phosphatase,carbOnic anhydrase,alcOhOl dehydroge―

nase,DNA polymerase,RNA polymerase中 に存在する。

したがって,Zn欠乏は,これらの酵素活性を低下させる.

Znは眼組織では角膜上皮細胞中に大量に存在する。Zn

は上述のようにpolymeraseの 活性に関与していること

から,Zn欠乏により蛋白合成が障害され,張元線維の成

分であるミオシン様物質や微絨毛やひだ状突起下にある

アクチンフィラメントの障害によって,微絨毛やひだ状

835

突起を減少させるものと推測される。微絨毛やひだ状突

起の減少は,涙液層形成を阻害し,角膜表層の感染防止を

障害すると考えられる。Zn欠乏症では異物感,流涙,羞明

が生ずる理由の 1つは,微絨毛やひだ状突起の著しい減

少による涙液層形成不全であろう。また,眼瞼・眼球結膜

における上皮細胞の微絨毛やひだ状突起の減少も,結膜

表面の涙液ならびに分泌物保持を妨げる。また,杯細胞を

萎縮させ,分泌物を変化させると同時に減少させて,角膜

涙液層を一層障害させると考えられる。

Zn欠乏の網膜所見としては,色素上皮に脂肪滴類似物

が出現するという記載がある
18)の
みである.Zn欠乏状態

平成 11年 12月 10日 眼と栄養・雨宮

図 3 A:正常ラット角膜上皮全剥離 12時間後角膜 .
実質層に多形性細胞が出現している。上皮細胞はみられない.B:Zn欠乏ラット角膜上皮全剥離 12時間後角
膜.上皮細胞はない。実質層に多形性細胞は存在しない.CiZn欠 乏ラット角膜上皮全剥離後 Zn投与 12時間
後角膜.正常対照と変らない。D:正常ラット上皮剥離 3日 目.上皮再生がみられる.E:Zn欠乏ラット上皮剥
離 3日 目.上皮再生がみられるが,上皮間が離解している.F:上皮剥離後 Zn回復ラットの 3日 目.正常ラッ
トと変らない上皮再生がみられる。バーは A～ F2μm

ヽ
.`:`
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では,ヒ トでは暗順応が低下する
動ことが知られている.

これは,Zn含有酵素であるalcohol dehydrogenaseが Zn

欠乏により活性が低下するために,本酵素が関与するレ

チノールからレチナールヘの反応に障害が起こり,ビ タ

ミンA代謝が円滑に行われないために,暗順応障害が生

ずると推測される.Zn欠乏状態では,我々の実験結果は,

色素上皮に貪食された視細胞外節の貪食完了が遅延する

こと,外節層板の電子密度にむらと破壊像のあること,回

復実験後も視細胞核の数が著しく減少し続けることを示

した。このことは,Zn欠乏によリビタミンA代謝障害を

起こし,ビ タミンAを含有し,かつ,こ れによって機能を

保持している視細胞は,ひ とたび核に変性が起こると回

復しないということを推定するものと思われる.

視神経においては,Znは Cu・ Zn speroxide dsmutase

中に含有されているために,本酵素の活性が低下し,有髄

神経鞘の脂質の過酸化が防止できず,変性消失したもの

と推測した。

2′ .Znと 創傷治癒

1)使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :正常ラットを交配し,出産直後から母親をZn

欠乏飼料で飼育した。生後 21日 目から仔を離乳し,Zn欠

乏飼料で飼育した.この仔ラットの生後 6週間目に,角膜

上皮を実体顕微鏡下で輪部からすべてカミソリ刃で剥離

除去して,角膜実質を露出した。その後,12時 間,1,3,5,

7,14日 目にそれぞれ眼球を摘出し,角膜を光顕,TEMで

観察した.

対照実験は,正常ラットを普通飼料で飼育し,生後 3週

間目に上記同様に角膜上皮を剥離除去し,同様の経過で

観察した。

回復実験は,Zn欠乏飼料飼育 3週 目,生後 6週 目に上

記同様に角膜上皮を剥離し除去し,その直後から30 ppm

亜鉛を含む水で飼育した。観察日は上記同様とした.

角膜は,光顕,TEMで観察した.ま た,パ ライン切片を

下記の条件下で染色し,実質細胞中に出現した細胞が,貪

食細胞であるか否かを検討した。第一抗体として,mouse

anti― rat EI)-1(the inOnoclonal antibody EE)-1,Serotec,

OxfOrd,UK,macrophage/monocyte marker),抗 体濃度

1:10o dilutionを ,第二抗体として anti― mouse lgG anti―

bOdyを月]い ,3,3'dianlinobenzidine tetrahydrochloride

(DAB,Dotite)で発色した。

2)結果

角膜上皮を剥離し除去した角膜には,剥離 12時間後に

はいずれの群にも上皮細胞は存在しなかった。しかし,対

照群と回復群には角膜実質層に多数の多形性の細胞が出

現した。貪食細胞のための免疫染色をしたが染まらず,こ

れらは角膜実質細胞と考えられた。この細胞は Zn欠乏

群にはみられなかった.実験 1日 後には対照群,回復群で

は上皮細胞が出現したが,Zn欠乏群にはまだみられな

かった。3日 後にはどの群にも上皮細胞が存在したが,Zn

日眼会誌 103巻  12号

欠乏群ではその層の数は少なかった (図 3).実験後,日 が

経つにつれ上皮細胞の数を増したが,5日 日では対照群

で 10層 ,回復群でも10層 ,Zn欠乏群では 8層であった。

しかし,Zn欠乏回復群では上皮細胞が密に配列していた

のに対し,対照群,Zn欠乏群では疎で,細胞間が離解して

いた.デスモゾームも実験後3日 目頃から出現するよう

になったが,正常群以外では少なかった.最表層の上皮細

胞の微絨毛は,正常群では3日 日,Zn欠乏群では 7日 目,

Zn回復群では5日 目に出現したが,その数はいずれの群

でも少なかった。

3)考按

Znが創傷治癒に効果があるのではないかということ

は,古代エジプトの時代から,何 となくいわれてきたこと

であるが,このことは皮膚の創傷治癒について主として

研究されてきた。Znは colagenaseに 含まれ,コ ラーゲン

代謝に関与し,その面から創傷治癒を促進する効果を証

明する研究
20)が
ある一方,効果はないとする研究

21)″ )も

ある。角膜については,角膜実質に及ぶ創傷治癒に関する

実験が主たるものであるが,こ れもZnの治癒促進効果

を肯定するもの
23)と
,否定するもの

2)25)がぁって,確立し

た説はない.本実験は角膜実質には傷害の及ばない角膜

上皮の再生について限定したものである。Stem cellも 残

さないように角膜輪部からすべての角膜上皮を剥離除去

して,上皮再生をみたところ,上皮再生は明らかにZn欠

乏で遅延した。注目すべき点は,Zn欠乏下では,角膜実質

細胞の出現が確実に遅れることである。この実験の示す

ところは,角膜上皮再生には角膜実質細胞が関与し,その

角膜実質細胞の出現や活性化には Znを必要とするらし

いということである.ま た,Znを供給された群では,再生

した上皮細胞間の接着が密であり,細胞間が解離するこ

とがなく,単に上皮の層数が回復するだけでなく,細胞の

配列も早く正常化する。以上から,Znは角膜上皮の再生

に促進的に作用すると結論付けられた。このことは,難治

性の角膜上皮剥離やびらん,硝子体手術時の角膜上皮剥

離後の再生など,臨床的にも応用の余地があると思われ

る。

3.Mn欠乏
1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :① Mn欠 乏飼料としてMnを 0.23 mg/100g

含有する固形飼料を用い,対照群にはMnを 2.9mg/100
g含有する普通飼料を用いた。生後 21日 目に離乳し,雄

ラットをMn欠乏飼料で飼育した.飼育 6,12,18,30か 月

日に屠殺し,網膜をTEMに より観察した。

②生後 21日 目に離乳し,雄雌ともにMn欠乏飼料で3

か月飼育し交配した。得られた雄ラットをMn欠乏飼料
で2か月間飼育し,屠殺した。このラットからは,角膜と

視神経を摘出した。角膜はSEMと TEMで観察し,視神
経はTEMで観察した。



回復実験 :②において,5か 月間Mn欠乏飼料で飼育
後,Mnを含む普通飼料で 3か月間飼育し屠殺した。
2)結果

血清 Mn値は,5か月の欠乏群は 2.6± 0.6(平均値士標
準偏差)μg/7,対 照群 4.5± 0.4 μg/7で両群間に p<0.

005で回復群では有意差をみなかった。統計学的に有意

に低下した。

(1)角膜 26)

角膜は薄くなり,特に固有層は著しく薄くなった.角膜

上皮細胞はSEMでは最表層の上皮細胞に暗細胞が増加
し,暗細胞では微絨毛とひだ状突起が著しく減少した。ま

た,TEMでは上皮細胞中の張元線維が減少し,線維束の
形成が少なくなった。上皮細胞の核は,ク ロマチンが疎と

なった。角膜固有層の厚さは,Mn欠乏群 78± 13.6(平 均
値士標準偏差)μm,対照群 96± 11.4μmで ,統計学的に
有意に減少した(p<0。 05)。 固有層の角膜細胞数は,光顕

的に増加しているようにみえるが,固有層が薄いために

見かけ上増加しているようにみえる.欠乏群では,固有層

の膠原線維の配列には乱れはみられないが,膠原線維の

直径は不均一であった。デスメ膜は欠乏群では 1.5± 0.2

μm,対照 2。 9± 0.6μmで対照群に比 し統計学的に有意
に薄 くなり(p<0.001),ま た固有層とデスメ膜の間に

所々に亀裂がみられた。また,デスメ膜の電子密度も不均

一となった。角膜内皮細胞はSEMで観察すると,六角形
の細胞より五角形の細胞の方が多く,細胞の境界に近い

所に所々円孔様の細胞の級装がみられた。これをTEM
で観察すると,円孔様の餃装は,内皮細胞同志の接合部近

くの細胞突起であることが判明した.

(2)網膜
27)

Mn欠乏飼料飼育 12か月後,視細胞外節は消失し始め
た.18か月後,視細胞外節・内節は完全に消失し,外顆粒

層と色素上皮細胞は接した。生後 24か月後,視細胞核は

ほぼ完全に消失し,内顆粒層の核と色素上皮が接した。網

膜は視細胞が減少した分薄くなった。欠乏飼料飼育 30か

月日には,色素上皮細胞中に細胞突起が出現し,こ れは

Muller細 胞の細胞突起と推測された,色素上皮細胞中に

は毛細血管が出現した.

(3)視神経 28)

視神経は強膜から3mmの部を薄切して観察した。
有髄神経線維数は対照群に比し,Mn欠乏群で統計学
的に有意に減少した(p<0.0001)。 また,ミ エリンの層の

数と層の厚さも有意に減少した(p<o.oool,p<o.oool)。

一方,星状膠細胞と稀突起膠細胞は増加した.有髄神経軸

索中のミトコンドリアのクリステが破壊された。

(4)回復実験

Mn欠乏回復群では血清 Mn値 は正常となった。また,
角膜上皮最表層の細胞の微絨毛とひだ状突起は正常群と

形態と数ともに相違なく,細胞内の tonofibrilや 線維束

も増加し,核クロマチン分布も正常群と相違なかった.固
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有層も厚さを増し,膠原線維の直径も均一となった。デス

メ膜も厚さを増し,電子密度も均一となり,亀裂も消失

し,正常群のそれとほとんど差がなかった.内皮細胞の円

孔様級装も消失した。

網膜と視神経では回復しなかった。

3)考按

Mn含有酵素は脂質過酸化防止や,蛋自代謝,糖代謝 ,

コラーゲン合成に関与している.す なわち,Mn欠乏によ
る影響は,Mnが種々の酵素に含まれることによって,多
くの代謝に及び,その病態は多岐にわたる.視細胞外節,

有髄神経線維ミエリンの崩壊,網膜毛細血管基底膜の肥

厚はMn欠乏によるMn superOxide dismutase活 性低
下による外節層板やミエリン鞘の脂質過酸化によるもの

と推測される
27,28).

角膜の固有層のコラーゲン減少やデスメ膜非薄化,上

皮細胞中の細線維減少,微絨毛,ひだ状突起の減少は,Mn
含有酵素の活性低下による蛋白,コ ラーゲン合成の不全

によるものと推測される
26).

視細胞が消失した後は,こ の細胞のニューロンも消失

し,内顆粒層と色素上皮細胞が接することになる。また,

Muller細胞突起が伸びて,色素上皮細胞中に侵入したも

のと考えられる。

4.Cu欠乏

1)実験材料と方法

使用動物 :① Wistar京都ラット

② Macular mouse(先 天性銅欠乏マウス)

方法 :① ラットを銅欠乏飼料で7,11週間飼育後屠殺

した。対照ラットには,同 じ欠乏飼料と,CuS04 20 ppm

を含む純水で飼育した。網膜と視神経 (強膜から3mm後
方)を TEMで観察した。
② Hemizygote macuh mouseは 生来Cuを欠き,その

ために生後 14～ 15日 の寿命である。したがって,生後 10

～15日 の macular mOuseの 角膜,眼球結膜,網膜,脈絡

膜,視神経を摘出し,TEMで観察した。対照として正常
雄同腹マウスを用いた.なお,hemizygote macular mOuse

は生後 10日 目から食欲不振に陥り,餓死する可能性もあ

り,こ の影響を除外するために,正常雄同腹マウスを 10

日目から蒸留水のみで飼育し,14～ 15日 目に屠殺 し,も

う 1つの対照とした.

③ Macular mOuseは生後 7日 目に 50 μgCuC12/0。 l ml

蒸留水を腹腔内注すると14～ 15日 目に死ぬことなく生

存できる.50 μgCuC12/0・ l ml蒸留水を生後 7日 目に腹腔

内注射し,生後 30日 目に屠殺し,網膜と脈絡膜を電顕用

に固定,包埋した.ま た眼球結膜と角膜は,TEMと SEM
で観察した。その他,網膜と脈絡膜については,分析電子

顕微鏡を用いて分析した。

ジアミノベンチジン法によるcytOchrOme C Oxidase

の組織細胞化学的検索を行った
29).

2)結果
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実験① の血清銅値は銅欠乏飼料飼育群で対照群に比

し,統計学的に有意に低かった(p<0.01)。 実験② では,

macular mouseは 生後 14～ 15日 目に全例死亡 したが,

生後 14日 目では体重が低く,小 さく,採血が困難で測定

できなかった.

(1)結膜

杯細胞はほとんど消失した。

(2)角膜

TEM,SEMに より角膜の上皮最表層細胞の微絨毛と
ひだ状突起が減少したが,その程度は Zn欠乏時ほどで

はない。上皮細胞は暗細胞が多く,細胞内小器官は細胞内

に密に存在した.内皮細胞の SEM所見では,細胞接合部

近傍に穴状にみえる構造が多数みられた.しかし,この構

造は,TEMに よりZn欠乏でみられたのと同じように,

隣接細胞近くの内皮細胞の大きな細胞突起による見掛け

上のものであった。以上の変化は,回復実験では消失し

た。

(3)網膜∞)ヽ
33,

銅欠乏飼料飼育群では,飼育 22週 目で視細胞内節に空

胞が生じ,ミ トコンドリアの膨化,拡大,増加がみられ,銅

含有酵素であるcytochrome C o対dase活性が低下した.

同 じ変 化 は macular mouseに もみ られ た。Macular

mouseでは,脈絡膜と色素上皮細胞中のメラニン顆粒は

減少したが,大 きさは大きかった。この顆粒中の元素分析

を行ったところ,Cuと Caが対照群より増加していた。

(4)視神経
34)35)

Cu欠乏飼料飼育 7週 目の Wistar京 都ラットも,生後

14日 目の hemizygote macular mouseで も,その有髄神

経数は著明に減少し,軸索中の microtubulusは 減少した。

また,脱 ミエリン軸索細胞も多くみられた。しかし,生後

7日 目に CuCLを 投与 したhemizygote macular mouse

では,視神経の有髄神経線維数は対照群と有意差はな

かった。

3)考按

Cu欠乏はヒトでも起こり,Menkes病 として知 られ

る。本疾患のヒトの眼組織病理学的報告は 1つ ある
36)。 そ

の網膜所見は実験的食餌性銅欠乏ラット,先天性銅欠乏

マウスで得られたそれとほとんど同じであった.銅は銅

含有酵素として,色素形成,脂質過酸化防止,ドーパミン

分解,蛋 自合成に関与している。したがって,Cu欠乏に

よって多岐にわたる病変が生ずる。Cu欠乏によって色素

上皮や視細胞内節のミトコンドリアが膨化するのは,ミ

トコンドリアが cytochrome C oxidaseの 存在部位であ

ることと関係があると考えられる
30)～ 32).cuは

tyrosi_

naseに含有されることから,Cu欠乏により本酵素活性

が低下し,色素上皮細胞や脈絡膜のメラエン顆粒数が減

少するが,大 きな塊となる傾向があった.ま た,メ ラニン

顆粒中の元素も変化し,メ ラニン合成に異常の起こった

ものと推測した。メラニン顆粒中にCuが多いことは,Cu
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が有効に利用できなかったものと推測した
33).

Cu欠乏によって起こる視神経中の有髄神経減少,ミ エ

リン鞘消失は,Cu・ Zn superoxide dismutase活 性低下

による脂質膜過酸化増強が関係していると推察された。

Wilson病ではCuが角膜に沈着する.Cuは 角膜上皮細

胞,内皮細胞に多く存在し,親和性があり,必須のものと

考えられる。角膜上皮細胞内の細線維,ミ トコンドリア,

微絨毛,ひだ状突起などの構造維持,酸素供給,蛋白代謝 ,

コラーゲン合成にCuは含有酵素として関与しており,

それによる変化であろう。

5。 Se欠乏

1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :正常 Wistar京都ラットを交配して得られた仔

を,生後 21日 目に離乳 し,Se欠乏飼料で飼育した.飼育

12,18,24か 月日に屠殺し,網膜,眼筋を摘出した.電顕用

に固定,包埋し,TEMで観察した。対照として正常 Wis―

tar京都ラツトを用いた.

2)結果

血清 Se値 は Se欠乏飼料飼育 6か月で検出以下に低

下した.体重は 12か月以降に正常に比し増加率を少し減

じた。

(1)網膜
37)

欠乏飼料飼育 12か月では,視細胞外節が破壊され,視

細胞核がやや減少した。

欠乏飼料飼育 18か月では,視細胞数が減少し,4～ 5層

残存するのみであった。網膜色素上皮細胞中には,ほ とん

どリポフスチンはなかった.一方,内顆粒層は 1～ 2層 に

減少し,水平細胞核とアマクリン細胞核がほとんど消失

した.

(2)直筋“
)

Se欠乏飼料飼育 24か月のラットの直筋には,異常所

見を電顕的にみなかった。

(3)外顆粒層に存在する毛細血管について,基底膜の

厚さを検索した。Se欠乏飼料飼育 12か月から基底膜は

正常対照群より肥厚し始め,飼育18か月ではp<0.0000∞ 6

で統計学的に有意に肥厚した(表 1).し かし,ビ タミンE

欠乏による肥厚の方がより顕著であった(p<0.(H)0∞6).

直筋の毛細血管の基底膜は,Se欠乏飼料飼育 12か 月

から正常対照群に比し厚 くなったが,統計的有意差はな

かった。一方,ビ タミンE欠乏ラツトでは,有意に肥厚し

た(表 2)。 Se欠乏群ラットでは,毛細血管内皮細胞には

異常所見をみなかった。

3)考按

Se欠乏の網膜における特徴的な変化は,内顆粒層にお

ける細胞核の著明な減少で,特にアマクリン細胞核と水

平細胞核の減少が著しぃ
37)。 これらの細胞は,網膜の水平

方向の構築に関与している。視細胞を中心に垂直方向の

細胞が障害を受けるのが普通であるが,こ の点において
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Seの欠乏は他の微栄養素と異なる.しかし,こ の理由は

不明である.

seは selenoenzymeを介して強い抗酸化作用があり,

その強 さはビタミンEの それに匹敵するといわれ

る“
)41)。 しかし,眼組織における Seに よる変化は,ビタミ

ンE欠乏の変化とは全く異なった。すなわち,Se欠乏で

は,① 網膜色素上皮細胞にはリポフスチンはほとんど出

現しない,② 視細胞外節の変化は軽微である,①網膜毛

細血管の基底膜の肥厚は軽度で,管腔も狭くない,④ 直

筋にリポフスチン顆粒はみられない,⑤ 直筋の毛細血管

基底膜には肥厚はみられない,な どである。Seは Seleno―

enzymeと して,強い抗酸化作用のあることは,生化学的

には確かな事実であろうが,眼組織においては,ビ タミン

Eほ どの強い作用はみられなかった。

6。 Mg欠乏
1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :正常ラットを交配後,出産した母親ラットを

Mg欠乏飼料(0.lmg Mg/100g)で 飼育した。出生21日

目に仔を離乳し,以後Mg欠乏飼料で飼育した。実験6週
後に屠殺した。

対照ラットは普通飼料(含 2.4mg Mノ 100g)で飼育

した。

網膜をTEM,SIMSで観察した。

2)結果

血清Mgは ,対照群 4.3± 0.7(平均値±標準偏差)mEq

/L,Mg欠 乏群 1.2± 0.2 mEq/Lで ,統計学的に有意に

Mg欠乏群で低下した.一方 Caは ,対照群で 11.0± 0。 2

mEq/L,Mg欠 乏群で 14.1± 0.6 mEq/Lで ,有意に欠乏

群で上昇していた.欠乏群では実験6週日頃から突然死,
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音に驚いて飛び上がったり,四肢に浮腫が起こった。

(1)網膜 42)

光顕的に網膜色素上皮で所々に壊死像がみられ,その

部では視細胞外節の配列が乱れた。外顆粒層の核には,

所々に核凝縮がみられた.

TEMでは色素上皮細胞の細胞膜が破れ,細胞内小器
官も減少し,破壊され,核膜も破れていた (図 4)。 しかし,

両隣りの色素上皮細胞は正常にみえた.壊死部に接する

視細胞外節は,この部を避けるように配列した。外顆粒層

では,核に冠状のクロマチン塊や,大 きなクロマチンの凝

集塊を示すものがあり,こ れらはアポトーシスを起こし

ているものと考えられた.

SIMSは,Mg欠乏ラット網膜で Mg低下,Ca上昇を示
した.

3)考按

Mg欠乏飼料飼育ラットは,血清値,症状から,Mg欠乏

に罹っているとみてよい。また,SIMS所見から,本動物

は,全身的のみならず,網膜においてもMg欠乏状態にあ
る。

網膜色素上皮の所々に多発性に限局性の壊死を惹起せ

しめたことは,ヒ トでは急性多発性網膜色素上皮症と病

像
43)が
似ており,Mg欠乏は本疾患の病因に関与してい

る可能性がある。

色素上皮に何故壊死が起こるかは不明であるが Mgの

減少に伴い Caが上昇し,その結果 NOが発生し,こ れが
色素上皮細胞を傷害したものと推測した。視細胞核のア

ポトーシスには,Caの増加が関与しているものと思われ

る.

7.Cr欠乏

1)材料と方法

限と栄養・雨宮

図 4 Mg欠乏ラット視細胞と網膜色素上皮綱胞 .
視細胞外節層板が分離 し,色素上皮細胞に貪食されている.色素上皮細胞は壊死になっている。バーは 2μm
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使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :正常ラットを交配し,得 られた仔を用いた.離乳

と同時に Cr欠乏飼料 (自 家製。Crは検出可能以下)を投

与した。実験後 3～6か月日に屠殺した.

対照ラットは仔を離乳後も普通飼料で飼育し,Cr欠乏

群と同時期に屠殺した。

2)結果

外見上は正常群と比較し,Cr欠乏群は正常にみえた.

血清 Cr値は測定感度以下にまで低下したが,対照群は

0.2 μg/1未満であった.血糖値は,正常群で 197.6± 26.2

(平均値±標準偏差)mg/dl,Cr欠乏群では227。 7± 4.0

mg/dlと上昇を示した。

(1)網膜44)

実験 3～7か月では,網膜色素上皮細胞中の層状構造物

が,消灯1時間前でも多くみられた。これ以外には異常は

みられなかった.

3)考按

Cr欠乏ラットでは,飼育期間が長くなるにつれて血糖

値が上昇した。Crは作用機序は不明であるが血糖値の安

定に役立つといわれており,糖尿病者に Crを 投与する

と,血糖値が改善することがみられている。本実験では,

血清中の Crが検出できないほどに低下し,血糖値も上

昇しているので,動物は Cr欠乏に罹っているものと推

測した。

Cr欠乏ラットの網膜色素上皮細胞の所見は,色素上皮

細胞における視細胞外節の貪食能か概日性リズムが異常

になっていることを推測する。現在までのところ,Crが

概日性リズムに関与しているという報告はないが,Crが

血糖値を改善するということから推測しても,Crは概日

性リズムの調節に関与している可能性があると推測す

る.

8。 Al過剰症

1)実験材料と方法

使用動物 :生後 5週正常 Wistar京都ラット

方法 :① A群 :4%AlCLを 0.3 ml毎 日腹腔内注射し
た.② B群 :4%AlCL O.2 mlを 週2回 陰茎静脈に注射
した。それぞれの群は,注射開始12週 目と16週 目に屠殺

した。試料はTEM観察用とEDXA分析用に作製した.
分析は200秒 ,120 kV,EDXAで 行った。

2)結果

(1)網膜の TEM像
網膜は実験①,②ともに 12週 目から,視細胞外節の電

子密度が低下し,層板数が減少した。また視細胞核も減少

した。投与 16週 目のラットでは視細胞核 。内節・外節と

外網状層が消失した。色素上皮細胞に異常な顆粒がみら

れた。

(2)網膜の Al

正常網膜にはEDXAに よりAlは検出されない。しか
し,Al投与 16週 目の群では内顆粒層とそれに隣接する
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細胞との間と,内顆粒層に存在する電子密度の高い顆粒

に Alが検出された。正常網膜において検出された元素

のうち,Al投与群で検出されなかったものはなかった。

定量的にも,Al以外に多い元素も少ない元素もなかっ

た.

3)考按
Alは中枢神経に蓄積されるのではないかという説も

あり,ア ルツハイマー病の病因として注目された
1".ま

た,腎透析患者において Alが体内に蓄積されることが

あり,眼科領域でも,血液透析で,結膜,角膜,網膜に結石

の沈着することが知られている。しかし,こ の結石には

Alは検出されていなぃ 13).網膜は中枢神経細胞から構成

されており,腎透析時に網膜に結石が沈着しやすいこと

から考えて,Alは網膜に沈着するものと推測された。Al

を過剰に投与しても,組織内沈着や Al増加を実証する

ことは珍しく,こ の点も不可解な点である。本実験では

Alが EDXAで証明され,視細胞外節と核の減少は,Al
中毒によるものと考えられた。

9.ビ タ ミ ン A
l)実験材料と方法

(1)欠乏実験

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :① 正常 Wistar京都ラットを交配し,得 られた

雌ラットを生後 21日 目に離乳し,ビ タミンA欠乏飼料
(ビ タミンAO。 l ppm以下含有)で飼育した。このラット

を欠乏飼料で飼育 し 3,4,6,7か 月日にペ ントバルビ

タールナトリウム (ネ ンブタール①)麻酔下に網膜,角膜 ,

眼験結膜を摘出した。それぞれの組織をTEMで検索し
た。同時に,角膜と眼瞼結膜については,SEMで も観察し
た.ま た,結膜は,杯細胞中の分泌物について,分析電顕を

用いて各種金属元素を分析した。網膜については,脂肪染

色,アルコール脱水素酵素の組織細胞化学的検索を行っ

た。

②正常雌京都ラットを2～3か月間ビタミンA欠乏
飼料で飼育した後,正常雄ラットと交配し,腔栓形成した

日からビタミンA欠乏飼料で飼育した.こ れから生まれ
た仔を母乳で育て,生後 21日 目からビタミンA含有普
通飼料で飼育した。生後 7日 ,12日 ,14,18日 目にペント

バルビタールナトリウム (ネ ンブタール°)麻酔下に眼球

を摘出し,網膜を採取し,TEMで観察した。

(2)過剰実験

動物 :Wistar京都ラット生後 25～30日

方法 :ビ タミンA(チ ョコラA°,エーザイ)5001U5か

月間,5,0001U30日 間,10,0001U16日 間,30,000万 1U

8日 間,それぞれ腹腔内注射した。

脂質およびビタミンAの組織化学的検出法 46)と して,
工藤法,脂質検出法

46)と して,ズ ダン黒 B,1%オ スミウム

酸,ナイルブリュー硫酸塩,燐脂質検出法
46)と して岡本・

島本 。上田・楠元・芝田法 (一般証明法ならびに分離鑑
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図 5 ビタミンA欠乏ラット角膜最表層の走査電子顕
微鏡 (SEM)像 .

角化がみられ,微絨毛は消失している。バーは 2μm

別法),コ レステリン脂肪およびコレステリン検出“
)の た

めのシュルツ法,岡本・島本 。園田法 (硫酸法および硫酸

・ヨードチンキ法)を用いた.形態学的にはTEMを用い
て観察した。

2)欠乏実験結果

(1)結膜 47)～ 49)

ビタミンA欠乏飼料飼育 4か月日の球結膜は角化を

示し,上皮細胞は減少し,正常では 6～ 7層 ある上皮層が

3～ 5層 になった.上皮細胞中の細線維,リ ボゾーム,ミ ト

コンドリアも減少した。また,最表層の上皮細胞の微絨毛

も減少した.杯細胞は著明に減少し,残存する杯細胞中の

分泌顆粒の均一性が失われ,縮小した。分泌顆粒の元素分

析を行ったところ,ビ タミンA欠乏群では,Cl,Mg,Ca
が増加し,Na,P,S,K,Feに は変化はなかった。

(2)角膜
m)

ビタミンA欠乏飼料飼育 4か月日においては,角膜は

自濁した.角膜のSEM像 によると,角膜最表層の微絨毛
とひだ状突起は消失した (図 5).TEMに よると,最表層
の上皮細胞には,表面にケラチン層が形成され,微絨毛 ,

ひだ状突起もほとんどみられなかった.上皮細胞内小器

官は粗に存在し,細線維も減少し,細胞質内には何も存在

しない部位が多くみられた。浮腫の状態であると考えら
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れた。また,細胞膜の電子密度も低下した.しかし,細胞間

結合であるデスモゾームには異常はみられなかった。実

質における膠原線維は粗となり,配列も乱れた。内皮細胞

には特に異常はみられなかった。

(3)網膜

ビタミンA欠乏飼料飼育 3か月日のラット網膜は,視
細胞外節層板に泡状の変化が生じ,7か月日には外節は

消失した。内節のミトコンドリアにはクリステに破壊が

みられた.リ ボゾームも減少した。網膜色素上皮細胞で

は,層状構造物が消失した.ま た,細胞質に空胞が生 じ

た51)52).

以上の変化は,ビ タミンA欠乏飼料飼育 6か月後にビ

タミンA50001Uを 毎日16日 間腹腔内注射したところ

正常網膜を呈した
51)52)。

網膜の脂肪染色では,欠乏飼料飼育 3か月日には視細

胞内節のリン脂質の染色性が低下したが,回復実験群で

は,正常群と同じ染色性を示した
53)54)。 アルコール脱水素

酵素活性は,正常ラットでは,視細胞内節細胞質基質部 ,

外節層板上,色素上皮細胞細胞質基質部に存在するが,欠

乏飼料飼育 6か月日では,どの部位にも本酵素活性はみ

られなかった 51)。

妊娠中からビタミンA欠乏飼料で飼育した母親から
出生した仔では,生後 14日 目から視細胞外節の発生がみ

られた。正常ラット仔では,生後 7日 目に視細胞内節と色

素上皮の間に層状構造物がみられ,12日 目には視細胞外

節が多数みられた.その後,ビ タミンA欠乏飼料で飼育
のラットは成長が遅れ,体重増加も少なく,大 きさも小さ

かったが,視細胞外節は生後 18日 目から減少した
55)～ 57).

生後 21日 目からビタミンAを投与したところ網膜は回

復した
56)57).

3)過剰実験結果
ビタミンA過剰症ラットでは,ビ タミンAが,網膜色
素上皮細胞ならびに視細胞外節に多量に出現した.正常

網膜の脂質構成を組織化学的に検索した結果を,ビ タミ

ンA過剰症ラット網膜のそれと比較したところ,脂肪酸
には相違をみなかった')。 しかし,過剰症ラット網膜で

は,ビ タミンA30,0001U投 与群と,5,0001U投与群の

一部で,燐脂質染色で,視細胞外節が中等度～弱度に染色

され,内節は強度～中等度に染色された
54)こ とは,正常で

はみられない所見であった。電顕的には,過剰症では,視

細胞内節のリボゾームの増加,網膜色素上皮細胞におけ

る脂肪滴出現とリボゾームの増加がみられた
08)。 また,ど

の細胞膜も電子密度が高くなったが,特に外節層板の電

子密度は高かった。視細胞内節,外節層板,色素上皮細胞

におけるアルコール脱水素酵素活性は消失したが,ビ タ

ミンA最終投与後 70日 後には再び出現した3).

4)勁 Ogren症候群患者とビタミンA59)

37歳 ,女性。両眼眼痛,異物感,羞明を訴えて来院した。

フルオレスチン試験で両眼角膜にびまん性にびらんが存

眼と栄養・雨宮



842

在し,シ ルマー試験で5mm以下の涙液減少のあったこ
と,抗核抗体が陽性であったことと,唾液腺組織に特徴的

な異常所見のみられたことから,primary ttёgren症候

群と診断した。患者は看護婦で,主訴が強く,し ょぼしょ

ぼして目を開けていられないなどのため,勤務できない

と訴えた。来院までに他院において各種点眼薬による治

療を受けたが,無効であったという。しかし,同様に点眼

薬による治療を行ったが,やはり無効であった。そこで,

チョコラ A° (ビタミンA30,0001U)を 経口投与したと

ころ,1週間後,両眼羞明感と異物感は消失し,細隙灯顕

微鏡検査によって右眼の角膜びらんは消失し,左眼は僅

かに残存するほどに改善した.その後,断続的にチョコラ

A①を内服し,自 覚的,他覚的に乾性角結膜の症状を来し

ていない。

5)考按
ビタミンAは油性のビタミンで,日本人成人男子の 1

日所要量は20001Uである。ビタミンAの作用は種 ,々

多岐にわたるが,本研究で示したように,角結膜と網膜に

分けて考えた方が論じやすい。

ビタミンA欠乏症でみられる角結膜の変化は,角膜軟
化症として有名であるが,点状角膜炎が,進行すると上皮

細胞が欠落し,炎症性細胞が浸潤し,角膜は混濁する
60).

また,角膜上皮細胞も角化する。こういう状態では,涙液

層も崩壊し,病的細菌も繁殖しやすくなる
55)。 このような

ビタミンA欠乏状態にビタミンAを投与すると,角結
膜は短期間に回復して,正常の角結膜になる

61)。 その理由

について,ビ タミンAの薬理作用を考える必要がある。

すなわち,ビ タミンAは ,① 上皮の正常な分化を促進す
るので,角膜や結膜の上皮再生を促すことが期待される.

② 粘液分泌上皮細胞と涙腺の分化と保持に関与してい

る02).したがって,杯細胞の機能を高め,こ れによって涙

液層の保持に役立っていると考えられる。したがって,ビ

タミンA欠乏症ではビタミンAを 投与すると,消失ま
たは萎縮していた杯細胞は再生され,角膜上皮も再生さ

れ,正常の増殖をする。本研究のビタミンA欠乏症と回
復実験結果は,こ の作用を裏付けるものであるが,不可解

な現象もある。すなわち,ビ タミンA欠乏による眼球乾
燥症では,シ ルマー試験では涙液分泌低下はみられな

ぃ63)。 その上,ビ タミンA欠乏によって杯細胞が消失し
ているときにビタミンAを投与すると,杯細胞が再生す

る前に角膜は透明,表面は平滑になる
64).したがって,ビ

タミンAは杯細胞の分泌による角膜の保護作用によら

ない角膜上皮再生作用や,その他不明の薬理作用によっ

て,角膜の透明性を維持するものと考えられる。助ёgren

症候群の眼球乾燥症でビタミンAが奏功した機序は,ビ
タミンAに よって角膜上皮細胞の増殖,再生が促進さ

れ,粘液分泌が促進されて角膜涙液層が補強されて角膜

びらんが治癒しやすくなったものと推測した。このよう

な症例では,全身的ビタミンA欠乏症には罹患していな

日眼会誌 103巻  12号

いと考えられるが,局所的欠乏状態になっていたという

可能性も考える必要がある.ま た,ビ タミンは,少 し過剰

投与すると薬理作用が発揮されるという事実も重要であ

る。

ビタミンAは網膜色素上皮細胞に貯臓されている.ま

た,視細胞梓体・錐体細胞外節層板の脂質膜はビタミン

Aを含有している。したがって,レチノール→レチナー

ルを媒介する酵素であるアルコール脱水素酵素は視細胞

外節層板上や内節と色素上皮細胞基質部に局在する
3)。

ビタミンAが欠乏すると,視細胞外節層板を構成する脂
質がビタミンA欠乏とともに減少し,層板が変性し消失
する.その結果,色素上皮が貪食する外節層板構造物が減

少し,欠乏の進行とともにみられなくなる
65)。 こぅぃう状

態では,視細胞内節と色素上皮細胞細胞質基質部からア

ルコール脱水素酵素活性は組織細胞化学的に証明されな

くなる
51)。

すなわち,ビ タミンAが欠乏しているため,ビ
タミンAの代謝が行われていないことを意味する。
ビタミンAは脂溶性ビタミンであるので,ビ タミンA
過剰投与によって網膜に移行し,細胞膜はリン脂質で構

成されていることから細胞膜の電子密度が尤進したもの

と考えられる.特に,電顕的にはウラニル・鉛の二重染色

を施さなくても十分に観察,写真撮影が可能なほどに膜

の電子密度が高まった.ま た,色素上皮細胞中に多数の脂

肪滴が出現したことは,これはビタミンA含有脂肪滴で
あると推測された鋤.ビ タミンAは ,肝臓では伊東細胞
に貯臓され,網膜では色素上皮細胞がビタミンA貯臓細
胞と考えられており,著者の実験ではビタミンAに放射

性元素をラベルした研究は行っていないが,色素上皮細

胞中には投与されたビタミンAが移行したものと考え
られた。視細胞内節,色素上皮細胞のリボゾーム増加は,

これらの細胞における代謝が活発に行われていることを

思わせる。しかし,ビ タミンA代謝において作用するア
ルコール脱水素酵素は,過剰症では消失したことは,ビ タ

ミンAは過剰に存在しても代謝されていないことを意

味する。また,ビ タミンAの中毒によって,細胞機能が低
下したとも考えられる

58)。

組織化学的にリン脂質の外節

における減少と内節における増加は,障害されているで

あろう視紅の合成と分解の過程に,レ シチンとスフィン

ゴミエリンが何らかの形で関与しているものと考えられ

る54,.ビ タミンAは小児や成人でも皮膚科領域で過剰に

投与されることがあるが,様々な中毒症状を呈する。ビタ

ミンAは過剰に存在しても,網膜に中毒を起こし,機能

障害を起こすといえる.

10。 ビタミン B12欠乏

1)実験材料と方法

使用動物 Wistar京都ラット.

方法 :ラ ットを交配受精確認後,B12欠乏飼料で飼育し

た雌ラットから出生,離乳した雄ラットを使用した。この

ラットをB12欠乏群とB12給与群 (対照群)に分け,B]2給
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図 6 ビタミンB12欠乏ラット視神経 .
有髄神経線維はみられない。バーは lμm

与群には CN― B121 μg/raプ日となるように経口投与 し

た。ラットは上述飼料で飼育 168日 目に心臓穿刺で採血

後,眼球摘出した。

回復実験 :ビ タミンB12欠乏飼料飼育3か月後,その

第1,7,14日 目にビタミンB12(l μg/g体重)を腹腔内注

射し,かつ普通飼料(含 ビタミンB125.Omg/100g)で 3

週間飼育し,屠殺した。

2)結果

B12欠乏ラット血漿B12値は,0.04± 0。 02(平均値±標

準偏差)nノmlで ,対照ラットのそれは,0.76± 0。 14nノ

mlであった。

(1)網膜

B12欠乏ラットの光顕所見では,角膜,虹彩,毛様体,脈

絡膜には異常をみなかった.しかし,網膜神経線維層,神

経節細胞層には異常がみられた。すなわち,神経線維層は

薄くなり,一部では欠損し,神経節細胞層との間で分離し

ていたo B12欠 乏群の電顕所見は,神経線維層における神

経細胞は減少し,東になって走行する神経細胞は少ない

が,神経細胞の微細構造には異常をみなかった 66)。

(2)視神経

視神経は飾状板から中枢側においてミエリン染色であ

る Kluver― Barrera法で不染であった。視神経乳頭は,飾
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図7 ビタミンB12欠乏ラット直筋.
脂肪滴が抜けたような構造がみられる.バーは lμm

状板から硝子体側はほとんど異常をみなかったが,飾状

板より中枢側ではミエリン構造が全 く消失し,ほ とんど

の細胞は無髄神経細胞と星状膠細胞であった“
)(図
6)。

(3)網膜の概日性リズムヘの影響
ビタミンB12欠乏飼料飼育 3か月日の網膜視細胞外節
の色素上皮細胞への貪食の概日性リズムは,光照射 3時

間後に最高に達するのに対し,正常対照群ならびにビタ

ミンB12欠乏回復群では,貪食の最高は光照射 2時 間後
でぁった07).

(4)眼筋

直筋細胞内ミトコンドリアに接近して,脂肪滴と考え

られる無構造物が電顕的に出現したが,その他の細胞内

小器官,筋細線維の数や配列には異常をみなかった“
)(図

7).

(5)ビタミンB12と 緑内障の視神経

緑内障患者にビタミンB12(メ コバラミン)を 1,500

mg/日 5年以上経口投与し,投与前後の視野を測定し比

較した。

患者は 28名 (男性 14名 ,女性 14名 )で ,平均 63.2歳で

あった.緑内障の種類は,開放隅角緑内障 30名 ,閉塞隅角

緑内障 16名 であった.続発性緑内障は 5名 であった。投

与期間は平均 78.8か 月である。視野測定には G01dmann
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視野計を用い,視野の病期分類には,湖崎分類を用いた。

ビタミンB12投与群では,視野狭窄の程度が湖崎分類で

IV,V期 の症例が非投与対照群に比べ有意に(p<0.01)

多かった“
).治療法については両群間に有意な相違はな

かつたo B12治療開始前と,5年以上治療後の視野の狭窄

の進行度を非投与対照群と比較すると,p<0.01で B12投

与群で狭窄進行度が低かったヽ 眼圧については,p<

0.05で有意にB12投与群でよりよくコントロールされて

いた。したがって,ビタミンB12の投与は緑内障性視神経

萎縮防止に有効であったといえる。

3)考按
ビタミンB12の 欠乏は,普通に食事摂取の行われてい

る限り起こらない.ヒ トでは,悪性貧血の場合のような病

的状態で起こる.サルでは,ビ タミンB】2欠乏飼料で飼育

して,欠乏症状を発現させるのに 5年かかった性 しか

し,我々の実験で,ラ ットでは 3か月でも欠乏を惹起せし

めることができた。ビタミンB12欠乏は,網膜では神経線

維数を減少せしめ,視神経部の有髄神経線維を減少させ

た.ビ タミンB12は神経細胞に親和性が強く,細胞内で核

酸や蛋自代謝に補酵素として関与している.ビ タミンB12

欠乏は B12を 必要とする methionine synthetaseと me_

thyl― ma10nyl CoA mutaseの 反応に異常を来し,脂質と

脂肪酸の構成に変化が起こる結果,有髄神経線維のミエ

リンが変性したり,脂肪滴が出現したりするのであろう

と推論した
60).ビ タミンB12は 24時 間睡眠・覚醒リズム

に障害のある患者に投与すると,リ ズムが正常化するこ

とが知られていた
70).網膜視細胞外節は,色素上皮細胞に

貪食される外節の数は光照射 2時間後に最高に達し,そ

の後は非常に少なくなる.本研究は,ビ タミンB12に よっ

てこの概日性リズムが 1時間ずれることを示した。ビタ

ミンB12投与により,こ のリズムの乱れは正常に復する

ことから,概 日性リズムにビタミンB12が関与している

ことは確かであり,このことを動物実験で初めて証明し

たものである。ビタミンB12が,概 日性リズムをどのよう

に制禦しているかは不明であるが,次のような可能性が

ある
67).すなわち,① ビタミンBPは光に対する感度を高

める,② 光以外の同時発生要因に対する感度を高める,

などである。ビタミンB12欠乏により,同時発生要因に対

する感度が低下し,概 日性リズムに障害が生じ,ビタミン

B12の投与とともに元の感度を再び取り戻したものと推

測した。有髄神経がミエリン鞘を失って,変性消失し,そ

の後をグリア系細胞である星状膠細胞が増殖すると推測

された。ビタミンB12を 視神経萎縮の進行する患者に投

与すると視神経における代謝を尤進させ,脱 ミエリンを

防止し,有髄神経保持に有効で,萎縮の進行に対し抑制的

に作用する結果,視野障害進行防止ならびに改善に役立

つであろうと推測された。また,概 日性リズムの正常化に

役立つことから,眼圧の日内変動に対しても好結果をも

たらすものと考えられる。この 2点からも,緑内障患者に
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ビタミンB12を投与することは,合理的であると考える。

11.ビタミンC欠乏

1)実験材料と方法

使用動物 :アスコルビン酸合成酵素欠損ラット

方法 :アスコルビン酸合成酵素欠損ラットは,体内に

アスコルビン酸合成酵素を欠くために,食物からビタミ

ンCを合成できない動物である。したがって,ビ タミン

Cを含有しない食物を投与すれば欠乏症になる.ビ タミ

ンC欠乏飼料として普通飼料を 120気圧下に 121℃ で

20分間加熱すると,ビ タミンC欠乏飼料ができる。本飼

料と純水で本動物の生後 21日 目の離乳後に飼育した。C

欠乏飼料飼育 21日 目に眼球を摘出し,上限瞼結膜,角膜 ,

網膜をSEM,TEMで検索した。

対照動物は,上記飼料に純水中 l mg/mlビ タミンCを

含有する水で飼育した。

回復実験 :離乳後 2週間ビタミンC欠乏飼料と純水

で飼育後,ビ タミンC添加飲料水にしてから3週間目に

屠殺した。

2)結果
ビタミンC欠乏飼料飼育により,体重の増加は正常群

に比べ著しく減少し,歩行困難となり,最も長く生きても

35日 目に死亡した。血清ビタミンC値は,正常対照群で

は平均 5～ 10 μg/ml,欠 乏群では検出できなかった。

(1)結膜

結膜上皮細胞層は著しく減少し,対照群は 6～7層ある

が,C欠乏ラットでは,1～ 2層 になった。結膜最表層の上

皮細胞の微絨毛はSEM,TEMと もに著しい減少を示し

た。第 2層の上皮細胞は,正常では第 1層 の上皮細胞に対

し,微絨毛様の細胞突起を出すのが普通であるが,C欠乏

ラットでは,細胞突起の数も非常に少なく,突起も大き

かった.杯細胞はC欠乏ラツトでは著しく少なく,SEM

で観察しても発見し難いほど少なく,残存する杯細胞も

顆粒がみられず,空胞様を呈した。杯細胞をTEMで観察
すると,C欠乏ラツトでは杯細胞も小さく分泌顆粒も少

なく,核が圧迫された像もみられなかった。

(2)角膜

角膜上皮最表層の細胞は,SEMで観察すると暗細胞が

多く,微絨毛やひだ状突起がほとんどみられなかった(図

8).TEMで観察すると,上皮細胞層の数は対照と変わら

なかったが,上皮細胞内の細線維,張元線維は著しく減少

し,そのため明細胞を呈することが多かった。また,上皮

細胞の核は切痕が強く,不整形で,ク ロマチンも小塊状と

なって散在し,核小体も大きく明瞭となり,核の基質にも

乏しかった。デスメ膜は対照ラットに比べ 1.5倍位に肥

厚した。内皮細胞は丈が高くなった。

(3)視神経

有髄神経線維が減少し,ミ エリンが薄くなった (図 9).

3)回復実験結果

ビタミンC投与により,C欠乏ラットは体重は増加
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図 8 ビタミン C欠乏ラット角膜最表層 SEM像 .

上皮細胞は,ほ とんど暗細胞で,微絨毛,ひ だ状突起を

失っている。バーは 2μm

し,歩行可能となり延命した。血清中ビタミンC濃度は 5
～10μノmlと 正常となった。

(1)結膜

結膜上皮細胞層は増加し,最表層細胞の微絨毛も増加

し,ほぼ正常となった.ま た第 2層の細胞突起も増加し,

形態的にも微絨毛を呈した。

(2)角 膜

角膜上皮最表層は,明細胞が多くを占め,微絨毛も正常

対照と変わらなくなった.細胞内の張元線維,細線維も増

加し,核のクロマチン分布,形 も対照と変わらなくなっ

た。デスメ膜も厚さを減じ,内皮細胞の丈も対照と変わら

なくなった。

4)考按
ビタミンC(ア スコルビン酸)は ,こ の欠乏により壊血

病が起こることは古くから知られた有名な事実である。

また,前房水や水晶体にビタミンCが大量に含まれるこ

とも眼組織の特徴である
71).

ビタミンCの生体における作用の 1つ に,コ ラーダン

の生合成への関与がある
72)。 したがって,結膜,角膜にお

いて,ビ タミンC欠乏下では細胞内細線維や張元線維の

発達不全や,微絨毛の核となる線維の発達不良などが惹
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図 9 ビタミン C欠乏ラット視神経 .
有髄神経線維は減少している.バーは 2μm

き起こされるものと推測した。

ビタミンCは生体内で酸化される際,モ ノデヒドロア

スコルビン酸となり,こ のものが不対電子をもつ遊離基

であるため,極めて反応性に富み,生体内に生ずる各種活

性酸素を不活性化する作用をもっている
72).し たがって,

ビタミンCの不足は,活性酸素の消去に不利で,脂質膜
の虚弱化や透過性の充進を起こす可能性がある。ビタミ

ンCは脂肪代謝にも関与しており,こ のものの欠乏は,

脂肪酸,コ レステロールの減少を招来する。杯細胞は粘液

分泌細胞で,ビ タミンC欠乏は,こ の細胞を不活性化し,

萎縮させるものと推測した。杯細胞の萎縮は,結膜と角膜

上皮表面を覆う粘液層形成不全を起こし,眼表面の機能

を低下させ,いわゆるドライアイを招来するものと推測

する。

12.ビタミン E欠乏

1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :正常 Wistar京都ラットを交配して得られた雌

ラットを生後 21日 目に離乳し,ビ タミンE欠乏飼料で

飼育し,飼育 6,12,18か月日に麻酔下に網膜,上直筋を摘

出した。網膜,直筋はTEMで観察した。

眼と栄養・雨宮

ll=二
=
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酸ホスファターゼ活性の組織細胞化学的証明法は,Go―

mori73)法を用いた。

対象として年齢に対応した正常 Wistarラ ットの眼球 ,

直筋を使用した。

2)結果

(1)網膜

ビタミンE欠乏飼料飼育 6か月目には,網膜視細胞外

節の層板に小泡が出現し,網膜色素上皮細胞にはリポフ

スチンが増加した
,4)。 この時期の酸ホスファターゼ活性

を組織細胞化学的に検索したところ,外節層板上に酸

フォスファターゼ活性が出現し,ま た色素上皮細胞にも

リソソームのみならず細胞質基質にも同活性が散在して

みられた75).

ビタミンE欠乏飼料飼育 12か 月日には,視細胞が減

少した。すなわち,視細胞核は著しく減少し,外顆粒層は

4～5層 となり,視細胞外節も変性 し,数が少なくなった。

色素上皮細胞中には,リ ソソームが著しく増加した。飼育

18か月日には,視細胞は外節から核までほとんど消失

し,内顆粒層の核が色素上皮細胞に接した
76)77).外
網状層

の毛細血管と考えられる毛細血管が色素上皮細胞近傍に

みられた(図 10).こ のような網膜毛細血管の基底膜は著

明に肥厚し,管腔は狭く不規則であった
77)。

網膜血管の鋳

型標本による検索結果は,網膜動・静脈の数には変化は

ないが,動・静脈ともに細く,回径不同となった。毛細血

管網は2層構造を保持したが,毛細血管は著しく数を減

じ,日径不同を呈し,一部には狭窄がみられた。一方,網膜

色素上皮細胞は,リ ポフスチンで充満し(図 10),視細胞

外節に限局した初期変化は,回復実験によって回復す

る78)。
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図 10 ビタミンE欠乏ラット網膜.
色素上皮細胞に接 して毛細血管が存在する。リポフスチン顆粒 も多い。内顆粒層が色素上皮細胞に接 してい

る.バーは 4μm

(2)直筋

直筋は筋細線維の配列が乱れ,A,Z帯 も変形を呈し

た。ミトコンドリアも空胞化を示し,リ ポフスチンが出現

した38).直筋毛細血管は,基底膜が正常に比し薄くなり,

内皮細胞は空胞が出現し,細胞間結合が離解し,血球がそ

の部から脱出している像もみられた
39)。

3)考按
ビタミンEに は脂質抗酸化作用があり,細胞膜をはじ

めとして脂質膜の酸化変性を防いで維持に役立ってい

る。したがって,ビ タミンE欠乏になった場合には,網膜

では脂質膜である視細胞外節の層板がまず酸化を受け,

泡沐変化を起こし,次いで変性消失するものと考えられ

る74)。 視細胞の一部である外節を失った視細胞は次第に

消失し,色素上皮細胞は内顆粒層と接するようになる'9).

色素上皮細胞は本来貪食細胞であるが,ビ タミンE欠乏

のためにリソソーム膜が破壊され,水化酵素が拡散し,老

廃物の消化分解が機能せず,リ ポフステンが大量に色素

上皮細胞に蓄積すると考えられた
76).リ ソソームが含有

する水化酵素である酸性ホスファターゼ活性がビタミン

E欠乏下で色素上皮細胞質基質や外節層板上に拡散して

いたのは,その証拠と考えられる
75).ビ タミンE欠乏下

では,血管基底膜が肥厚することが知られているが,網膜

毛細血管でも同様の変化がみられた。この変化も基底膜

が酸化され,老廃物が蓄積した結果と推測される■毛細

血管も減少し,狭小化,口径不同などが起こり,動脈硬化

症の病態を示した.ま た,本研究が示したように,ビ タミ

ンE欠乏早期であれば傷害は回復することから考えて,
ビタミンEは老化防止に役立つかも知れない78)。 ビタミ

ンE欠乏下では,網膜色素上皮細胞中には老廃物である
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図 1l Zn欠 乏ラットに角膜上皮全剥離を行い,その直
後にビタミンA5,000:Uを 投与して,12時間後の角
膜.

角膜実質に変形の著 しい角膜実質細胞がみ られる。

バーは 2 μnl.

リポフスチンが充満したが,直筋においても筋細線維間

にリポフスチンが蓄積した
38).ま た,直筋の毛細血管では

基底膜は逆に薄くなり,内皮細胞間結合は離解し,血球が

脱出している像を把えることができたが,ビ タミンE欠

乏症では皮下出血することが知られており,こ のような

形での出血も起こっていると考えられた
39).

13.ビ タミンと微量元素の相互作用

1)Zn欠乏とビタミンA
(1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

方法 :2′ の 1)項で述べた方法で,Zn欠乏群と対照群

に角膜上皮の全剥離と除去を行った。Zn欠乏ラットで

は,上皮剥離除去を行った直後に,ビ タミンA5,0001U

を腹腔内投与したが,Zn欠乏飼料で引き続き飼育した.

屠殺,観察法は 2′ の 1)項に同じである。

(2)結果

Zn欠乏・ビタミンA投与群と対照群の間には,実験
12時 間後の角膜には相違がなかった.すなわち,両群と

もに角膜上皮細胞の出現はまだみられなかったが,実質

には多数の変形の著 しい角膜実質細胞がみられた (図

11)。 それ以後の上皮の再生像は 2′ の 2)項で述べた対照

群の所見通りであった。

2)ビ タミンA欠乏とZn
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図 12 ビタミン A欠乏飼料とZn水 で 70日 間飼育 し
たラットの角膜最表層 SEM像 .

上皮細胞の微絨毛は保たれている。バーは 2μm

(1)実験材料と方法

使用動物 :Wistar京都ラット

実験方法 :6の 1)項に則って実験を行い,① 生後 3か

月日に屠殺し,角膜と結膜をSEMと TEMで観察した.
② 生後 21日 目に離乳 してビタミンA欠乏飼料で飼育
しつつ飲水は超純水に 30 ppmの Znを溶解したものを

用い,生後 3か月日に屠殺した。

(2)結果

i 結膜

結膜表面をSEMで観察すると,ビ タミンA欠乏群は
6の 2)項でみられた所見を呈した。しかし,Zn水を飲水

させた群では,結膜の最表層上皮細胞の微絨毛は正常対

照群と同様に多数存在し,杯細胞の減少もみられなかっ

た.TEM像 も上皮細胞の細胞内小器官も正常構造を示
した。

ii 角膜

ビタミンA欠乏 3か月日の角膜表面のSEM所見は,
(3)で述べた通りである。しかし,Zn水を飲水させたラッ

トと角膜最表層の上皮細胞表面をSEMで観察すると,
微絨毛が存在するものが多かったが,完全ではなかった

(図 12).TEM像は,角膜上皮細胞の細胞内小器官は,正

眼と栄養・雨宮
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常角膜上皮細胞内のそれとほとんど変わらないことを示

した。

3)Zn欠乏下における角膜創傷治療とビタミンA
(1)実験材料と方法

2′ の 1)に従って Zn欠乏下で角膜上皮を全層剥離し

た.剥離直後にビタミンA5,0001Uを 腹腔内投与し,飼

料は引き続きZn欠乏飼料を用いた。剥離後,12時間後,

1,3,5,7,14日 後に観察した。

(2)結果

上皮剥離 12時間後には上皮は全くみられなかった。し

かし,角膜実質層には正常対照群で出現した多形性の角

膜実質細胞が多数出現した。1日 目以降の上皮再生は,対

照群とほとんど変わらなかった。

4)考按

今までにビタミンと微量元素の相互作用について論じ

た報告は,極めて少ない。ビタミンAと Znの眼組織に対

する作用は多岐にわたるが,と もに結膜と角膜に対して

は似たような欠乏所見を呈する.そこでどちらかを欠乏

させ,他を特別に投与して,一方の欠乏所見を起こさせな

いようにできないかを実験してみた。その結果,二者の欠

乏で共通して起こる結膜 。角膜最表層の上皮細胞の微絨

毛を他を供給することによって維持でき,ま た結膜では

杯細胞の数や構造も保持することができた。すなわち,ビ

タミンAと Znは互いに相互作用を発揮して,互いに補

完しあえることを示すことができた。この理由として,

Znは DNA代謝と蛋白合成に関与しており,collagenase
中にも含まれ,願痕化を促し,創傷治療を促進すると考え

られる.一方,ビ タミンA代謝においては,レチノールか
らレチナールを触媒するアルコール脱水素酵素が Zn含

有酵素であることから,Znが添加されているとビタミン

Aが低下している状態ではアルコール脱水素酵素が活
性化されたり,あるいはビタミンAが有効に利用される
などによると思われる").ビ タミンAは ,も ともと上皮

細胞の分化や構造維持に必要な物質であり,Znは ビタミ

ンAが有効に利用されるのを助けるものと推測した。
一方,Zn欠乏下でビタミンAを投与しても,Zn欠乏

による角膜上皮再生が促進され,正常と変わらない回復

過程を呈したことは興味深い。ビタミンAは一般的に
いって,上皮細胞の分化,発達,機能と密接な関係がある

ことは,事実としてはわかっているが,その詳細な機序は

不明である.Znを含有するアルコール脱水素酵素が媒介

するビタミンAの代謝経路以外にビタミンAの生理作
用があって,それが Znの生理作用をも代償するもので

ある可能性を推測する。上皮の分化,再生におけるビタミ

ンAの生理作用は,Znの それより強力であると考えら

れた。

以上のように,ビ タミンAと Znの間には,相互作用が

あるといってよい。
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