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糖尿病患者における角膜自発蛍光の検討
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者に比べて有意に高かった(p<0.0001).各 種の糖尿病の

血中パラメータと角膜自発蛍光強度の間には有意の相関

はなかった(すべて rく 0。 4).健常者において,角膜自発蛍

光強度は年齢と正の相関があった(r=0。 438)。

結 論 :糖尿病患者の角膜の角膜自発蛍光の高値は,

角膜におけるPNおよび AGEの増加と関係がある可能

性が推定された.(日 眼会誌 104:572-576,2000)

キーワー ド:角 膜 自発蛍光,還元型 ピリジンヌクレオチ

ド
｀
,Advanced glycation endoproduct,フ

ルオロフォトメ トリー

要

目 的 :糖尿病患者における角膜自発蛍光の検討を

行った。

対象と方法 :イ ンスリン非依存性糖尿病 (NIDDM)患

者 28名 28眼,健常対象者 67名 67眼 を対象とした。全

例に対し還元型ピリジンヌクレオチド(PN)お よび,ベ ン

トシジン,ピ ラ リンを除 く advanced glyCatiOn endO‐

prOduct(AGE)の 蛍光波長を含む前眼部フルオロフオト

メータを用いて,角膜自発蛍光を測定した。NIDDM患者

群に対 しては血液検査を施行 し,角 膜自発蛍光と血液中

の糖尿病のパラメータ,年齢,糖尿病罹病期間との相関に

ついて検討した.

結 果 :角 膜自発蛍光強度はNIDDM患 者では健常
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I緒  言

我々は先に,最 も一般的な蛍光色素であるフルオレセ

イン励起用のフルオロフオトメータを用いて糖尿病患者

の角膜自発蛍光強度が高値になっていることを報告 し

た 1)。 しかし,自 発蛍光の由来は現在までのところ明確で
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図 1 今回使用したフルオロフォトメータのフィルタの

分光特性.

はない。

糖尿病と角膜との関連では,糖尿病角膜症において,ポ

リオール経路との関連
2)3)が

推定されている。ポリオール

経路の活性に伴って組織における還元型ピリジンヌクレ

オチ ド(以下,PN)の 濃度が上昇することが知 られてお

り
4)5),こ の PNは ,一方で蛍光特性を持つこと知 られて

いる。さらに,糖尿病の病態においては,近 年,advanced

glycatiOn endoproduct(以 下,AGE)が注目されており
6)7),

AGEも また蛍光特性 を持つことが知 られている。つま

り,蛍 光特性を有するPN,AGEは 糖尿病の病態 と関連

があると考えられ,PNお よびペントシジンを除くAGE
の蛍光波長を含むフルオロフォトメータを用いること

で,糖尿病と角膜自発蛍光の関係が明確になるのではな

いかと考え,それについて検討した結果,若干の知見が得

られたので報告する。

II実 験 方 法

1.対  象

対象は,1998年 7～ 11月 の間に当科外来を受診 したイ

ンスリン非依存性糖尿病(NIDDM)患 者 28名 28眼〔年
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齢 59。 3± 11.2(平 均値±標 準 偏 差),33～ 74歳 ,男 性 17

名,女性 11名〕,健常対象者 67名 67眼 (年 齢 51.2± 20.0

歳,8～ 85歳 ,男 性 21名 ,女 性 46名 )で ある。健常対象者

群では眼疾患のある例,コ ンタクトレンズ装用者,点眼治

療を受けている例は除外した。また,NIDDM群ではこれ

ら以外に内眼手術既往例,糖尿病以外に内科的疾患の既

往のある例を除外した。また,今回は糖尿病角膜上皮症を

伴わないサブクリニカルな例での角膜の自発蛍光を検討

するため,フ ルオレセイン染色で角膜上皮障害のある例

は,健常対象者群,NIDDM群 とも除外した。

2.方  法

本研究は,京都府立医科大学における人間を直接対象

とする医学研究審査委員会の承認を受けた(HRC-5)。

角膜自発蛍光の測定には,既報
8)の スリット型前眼部

フルオロフォ トメータFL 500° (興和社製)を 改良 し,

PNの 蛍光特性〔excitation(以 下,Ex)360 nm,emission

(以下,Em)460nm〕 ・AGEの 蛍光特性 (Ex 350～ 370nm,

Em 440nm)の 両者をカバー し得るフィルタ特性 (励 起

波長を 260～ 390 nm,蛍 光受光波長を430～ 630 nm)を 持

つフルオロフォトメータを用いた (図 1).AGEの一種で

あるペントシジンは Ex 335 nm,Em 385 nmで あ り,ピ

ラリンは蛍光を有しないため,本実験ではこれらのAGE
の自発蛍光は測定していない。一方,ト リプ トファンの酸

化代謝産物 (3-ヒ ドロキシキヌレニンー0-β -0-D― グルコ

シドやヒドロキシキヌレニン,L― キヌレニ ンなど)の 自

発蛍光の波長 (Ex 320～ 360 nm,Em 440nm中 心)や チ

ロシンなどアミノ酸の二次光も,今 回の測定蛍光波長領

域に含まれるため,こ れらの自発蛍光 もPN,AGEの蛍

光どともに測定 していると思われる.な お,今回は,PN,

ベントシジンを除くAGE,ト リプ トファン酸化代謝産物

などを合計した蛍光を測定しており,個 々の物質を分け

ての測定は行っていない。被験者のインフォーム ド・コ

ンセントを十分に得た上で,こ の装置を用いて,フ ォーカ

ルダイアモンドの最大割面を安静時の被験者の左眼角膜

表面に合わせ,角 膜中央部で自発蛍光の測定を10回 行

い,その値を平均した。また,角 膜自発蛍光測定後に採血

を行い,糖 尿病のパラメー タ〔hemoglobinA l(HbA l),

hemoglobinA l c(HbA lc),フ ルク トサ ミン,1.5-anhy―

droglucitol(1.5-AG),血 清脂質 (遊離脂肪酸,総 コレステ

ロール,ト リグリセライド,β リポプロテイン,high den―

sity lipoprOtein cholesterol(HDL― c)〕 について調べ,角膜

自発蛍光とこれらの血液中のパラメータ,年齢,糖尿病罹

病期間との関連を検討した.

2群の測定値は,Mann‐ Whitneyの U検定を用いて比

較し,血 iィ拠中のパラメータ,年齢,糖尿病罹病期間との相

関関係の検定にはPearsonの 相関係数を用いた。検定

は,危険率 5%未満の場合を有意とした。

透
過
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図 2 健常群 とインスリン非依存性糖尿病 (NIDDM)群
の角膜自発蛍光の比較 .

角膜自発蛍光強度はNIDDM群 (144.6± 45.6)が健常群

(87.6± 26.9)に 比べて有意に高 く(p<0.0001),平 均で

1.65倍の高値を示した。

III 結  果

1.健常群とNIDDM群 における角膜自発蛍光の比較

(図 2)

NIDDM群 28名 28眼 (年齢59.3± 11.2歳 ,33～ 74歳 ,

男性 17名 ,女性 11名 )と 年齢をマッチさせた健常対象者

46名 46眼 (年齢 59.2± 11.1歳 ,31～ 85歳 ,男性 11名 ,女

性 35名 )を 対象として両群における角膜自発蛍光を比較

検討 した。その結果,角 膜 自発蛍光強度はNIDDM群 が

144.6± 45.6,正 常群が 87.6± 26.9で あり,NIDDM患 者

で健常 者 に比べ て 自発 蛍光 値 は有意 に高 く(p<

0.0001),平均で 1.65倍の高値を示した。

2.NIDDM群 の糖尿病の血液中パラメータと角膜自

発蛍光の関係 (図 3)

角膜自発蛍光とどの血液パラメータとの間にも有意な

相関はなかった。

HbA l(r=-0。 117,p=0。 555),HbA lc(r=-0.123,p

=0.534),フ ルクトサミン(r=-0。 263,p=0。 176),1.5-AG

(r=-0.058,p=0。 770),遊離脂肪酸 (r=0.356,p=0.063),総

コレステロール(r=0.042,p=0.832),ト リグリセライ ド

(r=-0.023,p=0.907),β リポプロテイン(r=-0.002,

p=0。 993),:[IDL― c(r=0.057,p=0,774).

3.NIDDM群の罹病期間と角膜自発蛍光の関係 (図 4)

両者の間に有意の相関はなかった(r=0.192,p=0.327)。

4.年齢と角膜自発蛍光の関係 (図 5)

健常群において,角 膜自発蛍光と年齢との間には正の

一次相関があった (r=0。 438,p=0.0002).一 方,NIDDM
群においては,角 膜自発蛍光と年齢との間に有意の相関

はなかった(r=0.045,p=0。 820)。

IV考  按

図 3 NIDDM群 の糖尿病の血液中パラメータ(HbA l,

HbA lc,フ ルク トサ ミン,1.5-A.G.,遊 離脂肪酸,総 コ

レステロール,ト リグリセリド,β リポプロテイン,HDL
―c)と 角膜自発蛍光の関係.

それぞれ両者の間に有意の相関はなかった〔HbA l(r=
-0.117,p=0.555),HbA lc(r=-0.123,p=0.534),フ

ルクトサミン(r=-0.263,p=0.176),1.5-AG(r=-0.058,
p=0.770),遊離脂肪酸 (r=0.356,p=0.063),総 コレステロ

ール(r=0.042,p=0.832),ト リグリセライド(r=-0.023,
p=0.907),β リポ プ ロ テ イ ン(r=-0.002,p=0.993),

HDL― c(r=0.057,p=0.774)〕 .

とが古 くから指摘されてお り,糖尿病に関連 した角膜の

代謝異常との関連が推定されている。)切 )。 これまでの報

告では,フ ルオロトロンマスターを初めとする,フ ルオレ

セインナ トリウム(フ ルオレサイト°)の励起に適 したフ

ルオロフォトメータが用いられてきているため,糖尿病

患者における高い自発蛍光の由来として,酸化型フラボ

プロテイン(Fp)と の関連が推定されている 10)。 また,こ

のフルオレサイト°の蛍光領域において検討 された自発

蛍光において,そ の蛍光強度と糖尿病網膜症の重症度が

相関することも報告
10)さ れており,我々も同様の結果を

先に報告
l)し ている。
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図 4 NIDDM群の罹病期間と角膜自発蛍光の関係 .

両者の間に有意の相関はなかった(r=0.192,p=0.327).

一方,角 膜の代謝を調べるのに適したレドックスフル

オロフォトメ トリーを用いたマウスでの検討では,角 膜

上皮においても角膜内皮においてもFp,PN由 来の蛍光

は,そ れら単独では糖尿病でも健常マウスと差がないが,

それらの比,す なわち,PN/Fpは 角膜上皮では差 はな

かったが,角膜内皮では糖尿病で高値を示 した 12,13)と
報

告されている。また,AGEと 角膜自発蛍光の関係につい

ては現在まで報告がない。そこで,今 回の検討では,糖尿

病と角膜自発蛍光の関係をより明らかにするため,PN

およびペントシジンを除くAGEの蛍光波長を含むフル

オロフォトメータを開発し,糖尿病と角膜自発蛍光の関

係について検討をした.さ らに,今 回のフルオロフォト

メータでは,既報
8)の 装置と同様の特徴,す なわち,フ ル

オロフォトメータの受光系を被検眼の正面に設置 した状

態で,測定に最 も有効な領域であるフォーカルダイアモ

ンドを被験者の角膜表面に再現よく決定できる特徴が保

存されているため,再 現性 よく自発蛍光を短時間(0.2

秒)で測定することが可能であった.

今回の検討では,健常群 と比べてNIDDM群 の角膜自

発蛍光は有意に高値を示 した。しかし,NIDDM群 の各種

の糖尿病の血中パラメータ,罹病期間との間には,我々の

先のフルオロフォトメ トリーによる検討
1)と

同様,有 意

な相関はなかった。今回の検討では,糖尿病の病態と関連

の深い,ペ ントシジンを除 くAGE,PN,ト リプ トファン

の酸化代謝 産物 な どの蛍光領域 を測定 した ため,

NIDDM群 の角膜で正常群に比べて角膜自発蛍光が高値

を示したことは,角 膜におけるこれらの増加を意味する

ものであると考えられる。

角膜は代謝回転の遅い蛋白であるコラーゲンが豊富に

存在するため,グ リケーションによりAGEが形成され

ている可能性がある。角膜と同様に代謝回転の遅い蛋白

であるクリスタリンが豊富に存在し,角膜と同様,血流の

糖尿病患者の角膜自発蛍光・石野他
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図 5 年齢と角膜自発蛍光の関係 .

正常群において角膜自発蛍光と年齢 との間には正の一次

相関があった (r=0.438,p=0.0002).

NIDDM群 においては,角 膜自発蛍光 と年齢との間に有

意の相関はなかった(r=0.045,p=0.820).

支配を受けないヒトの水晶体では,AGEの 同定・定量が

されており,加齢によって水晶体でのグリケーションに

よるAGEの 増加が起こることが報告
●)15)さ れている。

これまで,角 膜とAGEと の関連を調べた報告はないが ,

今回の検討で,健常群の角膜自発蛍光と年齢の間に正の

相関があったことは,加齢に伴う角膜のコラーゲンのグ

リケーションによるAGE化の関与が考えられた。しか

し,よ りAGEと の関連が推定される糖尿病で,年齢 と角

膜 自発蛍光 との相 関はなか った.こ の理由 と して,

NIDDM患 者の糖尿病に依存した AGE化の個人差が年

齢による違いをマスクした可能性が考えられた。

また,今回の検討では,予想に反 して,ヘ モグロビンの

グリケーションを反映するHbA l,HbA lc,フ ルク トサ

ミンと角膜自発蛍光 との間に有意な相関はなかった。

HbA lcや フルク トサミンはグリケーションの中間産物

であり,血液中における半減期が短い。これに対 して,角

膜自発蛍光生成原因の一つであると思われるAGEは グ

リケーションの後期反応生成物であり,角 膜においては

半減期が長く,代謝回転の遅いコラーゲンが多 く存在 し
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ている。この血液中と角膜における半減期の長さの違い

およびグリケーションの中間生成物と後期反応生成物と

の間にタイムラグのあること,そ してAGE以 外の蛍光

も感知 していることが,今 回の検討において HbA l,

HbA lc,フ ルクトサ ミンと角膜自発蛍光 との間に有意

な相関がなかった原因ではないかと考えられた。近年,

AGEと糖尿病との関連を示す報告が多数散見され,ヒ ト

の糖尿病性腎症および慢性腎不全の腎臓
16),動

脈粥状硬

化症の病変部
17),網

膜の視神経乳頭部の血管壁
18)な ど,各

種の生体内組織におけるAGEの局在が明らかにされて

いる。角膜においても,今後,組織学的にAGEの 関与を

検討する必要があると考えられた。

PNは ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化や細胞

質における解糖系の補酵素 として活用されるため,レ

ドックスフルオロフォトメ トリーを用いた角膜全層にお

ける検討では,角 膜の内皮あるいは上皮に,そ の強い蛍光

スペクトルが観察されることが報告 ")さ れている。さら

に,ア ル ドース還元酵素阻害剤が糖尿病ラットの角膜上

皮のバリアー機能の促進に効果的であったという報告
20)

とともに,ポ リオール経路 と糖尿病角膜症との関連が推

定されている2)3).ポ リオール経路においては,ポ リオー

ル経路の活性化によって PNが増加する4)5)こ とも知ら

れている。つまり,今回の蛍光領域で得られた糖尿病角膜

における自発蛍光の高値には,PNも AGEと 同様に重視

して考えるべきであると思われる。

今後の課題として,① 糖尿病網膜症の病期と角膜自発

蛍光の関係,② 同一対象における糖尿病網膜症の臨床経

過と角膜自発蛍光の推移を検討することが挙げられ,こ

れ らを検討 す ることに よ り,角 膜 自発蛍光 と AGEあ る

いは PNと の関連が よ り明確 となるものと思われる。
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