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要 約

目 的：ガラクトース含有食負荷ラットにおける水晶

体上皮の糖アルコールの蓄積と，過剰な水晶体上皮細胞

増殖に対するアルドース還元酵素阻害剤(ARI)の抑制

効果を評価した．

方 法：ラットに ガラクトース負荷食単独投与，

もしくは ガラクトース負荷食とARI(SNK- )

の同時投与を行った．水晶体の組織学的変化を光学顕微

鏡により観察し，水晶体上皮におけるガラクチトール蓄

積量を測定した．伸展標本に対する増殖細胞抗原(PC-

NA)の免疫組織染色を行い，水晶体上皮細胞の増殖能

を解析した．

結 果：ARIを投与したラットでは，ガラクトース

単独投与のラットと比較して水晶体上皮へのガラクチ

トールの蓄積と PCNA陽性細胞数を抑制する効果がみ

られた．ガラクトース単独投与ラットの進行した白内障

では上皮の多層化がみられたが，ARI同時投与ラット

ではみられなかった．

結 論：ARI投与により白内障性変化と水晶体上皮

の過剰な細胞増殖が抑制される．(日眼会誌 ： ―

， )

キーワード：アルドース還元酵素阻害剤，細胞増殖，糖

白内障，水晶体上皮
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Abstract

：To evaluate the inhibitory effect of
 

aldose reductase inhibitor(ARI）for the accumula-

tion of sugar alcohol and the enhanced proliferation
 

of lens epithelial cells of rats fed a galactose diet.

：Sprague-Dawley rats were fed a diet
 

containing galactose with or without ARI

(SNK- ).Histological changes in the lenses were
 

observed by light microscopy, and the amount of
 

galactitol accumulated in the lens epithelium was
 

measured by liquid-gas chromatography. Immuno-

histochemical staining of proliferating cell nuclear
 

antigen(PCNA) in whole-mount preparations was
 

performed to assay the proliferative ability of the
 

lens epithelial cells.

：The amount of galactitol in the lens

 

epithelium and the number of PCNA positive cells in
 

rats administered ARI were less than in rats fed the
 

galactose diet. Multi-layered epithelium was ob-

served in advanced cataract of rats fed the galactose
 

diet, but not in the rats given ARI.

：The administration of ARI can pre-

vent cataractous changes and aberrant prolifera-

tion of lens epithelial cells.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

糖尿病の眼合併症の一つである糖白内障は比較的若年

から発症し，手術加療が必要となることが多いが，術後

に糖尿病網膜症の悪化や前囊収縮といった合併症を生じ

る ．よって，糖白内障の抑制または発症の遅延の可

能性が望まれる．

糖白内障の成因の一つに，アルドース還元酵素(AR)

を介するポリオール経路の亢進がある．それは，ARが

グルコースを糖アルコールであるソルビトールに変換

し，糖アルコールの蓄積が生じるため，水晶体線維細胞

内の浸透圧が上昇し，細胞が膨化・崩壊に至るためと考

えられている ．糖白内障の有効な実験動物モデルと

してラットガラクトース白内障がある．それは3週齢以

下の幼若ラットで，かつ高濃度のガラクトース負荷を受

けている場合，白内障は赤道部から発症，急速に前・後

皮質に進展するが，より成熟した7週齢以上のラットで

低濃度のガラクトース負荷を受けている場合には，白内

障は前・後皮質から発症し，その進展は緩徐であること

がわかっている ．そして，糖白内障の形成は，ポリ

オール経路の中心的酵素であるARを抑制することに

より防ぐことができ，この理論の正しさを裏付けてい

る ．水晶体上皮細胞は赤道部付近の増殖帯において

終生増殖を繰り返し，水晶体線維細胞へと分化し，皮

質，核の一部となり，これはラットにおいても同様であ

る．通常は増殖帯においてのみ増殖能を有するが，ガラ

クトース負荷により増殖帯以外の領域も含めびまん性に

増殖が惹起される ．増殖能の上昇の程度は餌に含

まれるガラクトースの濃度に依存することから，ARに

より細胞内に蓄積する糖アルコールが大きく関与してい

ると考えられている ．今回，我々はAR阻害剤(ARI)

を同時投与して糖アルコールの蓄積を抑制することで，

上皮細胞の過剰な増殖がどのように変化するかを検討し

た．

対象および方法

動物実験は福井医科大学動物実験指針に従って行われ

た．6週齢のSprague-Dawley(SD)系雄ラットに50％ガ

ラクトース含有食(gal群)，もしくは50％ガラクトー

ス含有食＋ARI(SNK-860，［(2S，4S)-6-fluoro-2’,5’-

dioxospiro(chroman-4,4’-imidazolidine)-2-carboxa-

mide］(三和化学研究所)(gal＋ARI群)を連続投与し，

負荷前，負荷後3，5，7，14日目に致死量以上のエーテ

ル麻酔処置後，眼球を摘出し，視神経から切開を加え眼

球後方から水晶体を採取した ．SNK-860は過去の報

告で 検眼鏡的に白内障を抑制し得る量である0.025％

となるように濃度を調整し投与した．各日それぞれの群

において8匹ずつ，計72匹使用した．8匹の内訳であ

るが，2匹は組織切片用に，残り6匹の片眼は糖アル

コール(ガラクチトール)の定量に，もう片眼は水晶体上

皮細胞の増殖能の解析に用いた．増殖細胞抗原(prolife-

rating cell nuclear antigen,PCNA)は細胞周期のG1か

らS期にかけて増加するため，細胞増殖の指標となる ．

水晶体上皮細胞の増殖能を解析するべく，伸展標本にお

いてPCNAに対する免疫組織染色を行った．

白内障の組織的観察を行うべく，水晶体を4％パラ

ホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝液(PBS)で2日間

固定後，アルコール系列で脱水しメタクリル樹脂で包埋

した．2μmの薄切切片を作製し，トルイジン青染色

後，光学顕微鏡で観察した．

上皮細胞が蓄積したガラクチトールを計測するため，

摘出した水晶体を後囊側から切開し，水晶体上皮層と被

膜のみを一塊として取り出し，重量を測定，－80℃で冷

凍保存した．ガラクチトールの定量は液体ガスクロマト

グラフィ法に従って測定した ．

増殖能の解析のため，採取した上皮細胞＋被膜を2日

間メタノール固定し，PBSで置換後，上皮側を上向きに

伸展標本を作製した．一次抗体に抗PCNAモノクローナ

ル抗体(NC-012, Novocastra Lab., UK, mouse mono-

clonal  antibody)を用い，avidin-biotin-peroxidase
 

complex(ABC)法に従ってヒストファインSAB-PO(M)

キット (ニチレイ)を用いて免疫抗体反応を行い，0.02％

3.3’-diaminobenzidin tetrahydrochloride(DAB)で発色

させた．伸展標本の前囊中央部および増殖帯である周辺

部のそれぞれにおいて6か所ずつ無作為に撮影し，Mac
 

SCOPE(ver. 2.5)を用いて1mm当たりのPCNA陽性

細胞数を計測し，平均値を算出した．

結 果

1．水晶体上皮細胞におけるガラクチトールの計測

gal群，gal＋ARI群においてガラクトース負荷前，

負荷後の水晶体上皮細胞内に蓄積された単位重量当たり

のガラクチトール量の変化を図1に示す．ガラクトース

負荷前ではガラクチトールは検出されなかった．負荷後

3日目ではガラクチトールは両群において検出され，

gal群では5日目，gal＋ARI群では7日目においてそ

れぞれ最大量となり，以降減少した．ARIを同時投与

することによりガラクチトール蓄積量は負荷後3，5，

7，14日目においてそれぞれ63，40，71，77％に抑制

された．

2．糖白内障の進行

糖白内障は，gal群ではガラクトース負荷後7日目で

赤道部から皮質の膨化・液化で初発し，前・後皮質に向

かって拡大していった．負荷後14日目，水晶体皮質は

液化し，多層化領域が観察された(図2A)．一方，gal

＋ARI群では負荷後14日目でも皮質表層に軽度の浮腫

があるのみで，多層化領域は観察されなかった(図2B)．
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3．水晶体上皮細胞における増殖能

線維細胞の伸展標本の前囊中央部，増殖帯における

PCNA陽性細胞数のガラクトース負荷後の経時的な変

化を図3に示す．ガラクトース負荷前は増殖帯に多くの

PCNA陽性細胞(増殖細胞)が観察された．過去の報告

通り，ガラクトース負荷後に中央部，増殖帯それぞれに

おいてPCNA陽性細胞数は増加し5日目にピークを迎

えた．gal＋ARI群においては負荷後3，5，7，14日目

で gal群と比較して，中央部では50，44，90，29％，

増殖帯では66，54，93，44％にそれぞれPCNA陽性

細胞数は減少した．gal＋ARI群においてはPCNA陽

性細胞数のピークは負荷後7日目であった．進展標本で

も，負荷後14日目の gal群では多層化領域は観察され，

PCNA陽性細胞が集積していたが，gal＋ARI群では

PCNA陽性細胞の集積はなく，まばらに観察されるの

みであった(図2C，D)．

考 按

水晶体上皮細胞は，水晶体囊を基底膜とする一層から

成る細胞であり，前房水から水晶体への糖代謝を行って

いる．よって，この水晶体上皮細胞の細胞動態の変化は

水晶体の代謝や種々の遺伝子レベルの変化を来し得る．

これまでに我々が報告してきたラット糖白内障における

水晶体上皮細胞増殖能の変化は，以下のようにまとめら

れる ．まず，負荷後直ちにびまん性に上皮細胞の増殖

能は惹起され，増殖帯以外の領域においても増殖細胞は

観察されるようになる．その後4～5日でピークを迎え

るが，その後低下し，増殖帯においても増殖細胞数は負

荷前以下にまで減少する．びまん性の増殖がピーク後に

正常以下にまで減少する一方で，局所的に増殖細胞は集

積し，通常一層である上皮細胞は多層化領域を形成す

る．多層化領域は50％ガラクトース含有食を負荷した

場合は負荷後約2週で観察され，その後経時的に拡大す

る．つまり，ガラクトース負荷ラットにおいてはびまん

性と多層化を特徴的な局所的な増殖パターンの2つがあ

ると考えられている．

ガラクトースの濃度が高いほど，びまん性の増殖は速

やかにかつ強度に惹起されることから，上皮細胞内に蓄

積される糖アルコール(ガラクトース負荷ラットの場合

はガラクチトール)が増殖を惹起させる直接的な要因と

考えられている ．糖アルコールはARにより生成され

ることから，今回我々はARIを同時投与することで糖

アルコールの蓄積を抑え，その結果，上皮細胞の増殖能

がどのように影響を受けるかを検討した．

その結果，以下の知見が得られた．

①上皮細胞内のガラクチトール量が抑制されるとと

もに，増殖能の上昇も抑えられた．

②増殖の程度は抑制されたが，いったん増殖が惹起

されてピークを形成し，その後正常以下まで低下すると

いうパターンは，ガラクトース単独投与ラットと同じで

あった．

③糖白内障の形成過程で生じる上皮細胞の多層化領

域は，ARIを同時投与されたラットにおいては観察さ

れなかった．

①の結果から，上皮細胞の増殖能の上昇が糖アル

コールの細胞内蓄積に依存することが再確認された．上

皮細胞の増殖能の上昇は，水晶体皮質の膨化に先行する

鋭敏な変化であるが，この理由としてはもともと上皮細

胞にARが多く存在するためと考えられている ．ARI

を同時投与しても水晶体線維細胞への糖アルコールの蓄

積を完全に抑制することは不可能に近い．わずかな蓄積

量でも増殖能は惹起され，結局はその後に正常以下のレ

ベルまで増殖能は低下する．それでも，ARIを同時投

与したラットにおいては，糖アルコールの蓄積による皮

質の崩壊が強力に抑制されるため，水晶体の混濁はほと

んど観察されなかった．しかし，いったん亢進するが，

その後正常以下にまで低下するという水晶体上皮細胞の

増殖動態異常が糖白内障の進行にどれだけの影響を与え

糖白内障の細胞増殖に対するARIの抑制効果・森久保他

図 1 水晶体上皮細胞に蓄積された水晶体蛋白当たりの

ガラクチトール量の経時的変化．

50％ガラクトース含有食(gal群：■)，50％ガラク

トース＋SNK-860負荷ラット(gal＋ARI群：□)にお

ける測定値を平均値±標準誤差(n＝6)で示す．
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図 2 負荷後14日目の水晶体断面の組織像(A，B)と水晶体前囊の増殖細胞抗原(PCNA)染色例(C，D)．

50％ガラクトース含有食負荷ラット(A)では上皮細胞の多層化領域があったが(矢印)，50％ガラクトー

ス＋SNK-860負荷ラット(B)では観察されなかった．50％ガラクトース含有食負荷ラット(C)ではPCNA

陽性が多層化領域に集積していたが(矢印)，50％ガラクトース＋SNK-860負荷ラット(D)ではまばらにみ

られるのみであった(矢じり)．バーは100μm

図 3 前囊中央部，増殖帯における PCNA陽性細胞数の経時的変化．

両群の負荷前における合計(gal群と gal＋ARI群： )，50％ガラクトース含有食(gal群：■)，50％ガラ

クトース＋SNK-860負荷ラット(gal＋ARI群：□)における測定値を平均値±標準誤差(n＝6)で示す．
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るかは，今回の結果からは不明である．しかし，増殖帯

における上皮細胞の増殖能が最終的に低下することは，

新しい皮質線維の供給の低下を意味し，白内障の治癒

(reversal)の可能性の低下，および糖白内障進行の要因

となると我々は考えている．

ガラクトース単独投与の場合，糖白内障が進行し皮質

の液化が高度となった時期においては上皮細胞の多層化

領域が観察されることが知られている ．多層化領域の

細胞の多くはPCNA陽性であることから，局所的に増

殖が高まる結果，通常は一層である上皮細胞が多層化す

ると考えられる．しかし，なぜ局所的に細胞増殖が惹起

されるのかはこれまで不明であった．今回，我々が観察

したラット水晶体においては，すべて多層化領域に接す

る水晶体皮質は液化していた．逆にARIにより皮質の

液化がほとんど抑制され，これらの水晶体では多層化領

域の形成が観察されなかった．以上の結果から，皮質が

液化することで上皮細胞の多層化領域が形成されること

が推定される．水晶体上皮細胞が多層化する前段階です

でに細胞の増殖能が亢進しており，皮質線維の液化によ

り，細胞の基底膜より上方，つまり線維側へと細胞の増

殖・堆積が進行している可能性がある．上皮細胞の多層

化領域を構成する上皮細胞の多くは盛んな増殖能を有す

ることが知られているが ，水晶体皮質が液化すること

でどのようにシグナルが伝達され，上皮細胞の増殖能が

局所的に惹起されるのかは，今後解明されるべき課題と

考えられる．

ヒトにおいてもARは主に水晶体上皮細胞に存在す

るが，ヒト糖白内障においても異常な細胞増殖が起きて

いるのかどうかは不明である ．しかし，糖尿病によ

る水晶体上皮細胞の増殖動態の変化は生じており，過去

の報告では白内障術後に水晶体上皮細胞の異常増殖によ

る前囊収縮 および後囊混濁発症率は高いといわれてい

る ．ARIにより，糖アルコールの蓄積の抑制ととも

に，上皮細胞の異常な増殖動態も同様に抑制できれば，

糖白内障の抑制および糖白内障術後の合併症予防も可能

になるかもしれない．
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