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実 験 的 糖 尿 病 性 角 膜 内 皮 障 害

II. アルドース還元酵素阻害剤(ARI) との関連性について( 図6)
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要  約

生後3 週齢ラットを50% ガラクトース含有食餌, aldose reductase 阻害剤(ARI,  M-79175, エーザイ) 混

入同食餌, 通常食餌の三群に分け約6 週間飼育後, 経角膜的冷凍法にて内皮細胞を破壊し修復像を組織学的,

AR 免疫組織化学的に観察し比較検討し次の結論をえた八1) 凍結前でガラクトース群に出現していた角膜上

皮基底細胞AR 異常局在をARI は是正し, それによって生じる糖尿病性角膜上皮障害治療の可能性を示唆し

た. (2) ガラクトース群では正常群に比べ修復が遅延し, ARI 投与はそれを改善した.(3) 糖尿病性角膜内与

障害とは糖尿病患者内皮細胞障害時その修復が遅延することを意味する. (4) 糖尿病性角膜内皮障害発症には

AR が関与していること, ARI はそれを改善せしめることを強く示唆した.( 日眼 91 : 187-193,  1987)

キーワード: ガラクトースラット, 糖尿病性角膜内皮障害, ARI, 免疫組織化学, AR

Abstract

Rat corneal endothelial cells of normal and treating galactosemic rat with or without aldose

reductase inhibitor (ARI, M・79175, Eisai) were destroyed by transcorneal freezing. The corneas were

examined by means of the light and electron microscopy and AR-immunohistochemistry. Prominent

multilayered AR-positive cells appeared only in the corneas of galactosemic rat treated with out ARI,

They could be seen even at 14 days after freezing. These regenerating cells in both normal and

galactosemic rat with ARI disappeared by 7 days, forming several layers 4 days. These results show

the abnormality in the corneal endothelial healing of the galactosemic rat. The delay could be

prevented by treating of galactosemic rats with ARI, This study suggests that AR plays a role in the

corneal endotheliopathy observed in diabetes. (Act Soc Ophtalmol Jpn 91 : 187-193, 1987)
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ぱじめ に

糖尿病性網膜症や白内障などの糖尿病性合併症のな

かでも角膜内皮障害は厂最近になって知られてきた.

Schltzら1)糖尿病患者の角膜内皮細胞をspecular

microscope によって観察し次の結論をえた.糖尿病患

者でも内皮細胞の形態異常( 大小不同, 多形性) が存

在し, 経過が長いとさらに内皮細胞数も減少し, その
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角膜内皮細胞は脆弱性を有すると言う. 糖尿癇性角膜

内皮障害はそれ自身で水疱性角膜疱をおこすほど重篤

なものでないが, 今後, 糖尿病患者に対する眼内レン

ズ手術など内皮細胞に障害を与える機会が増加するこ

とを考えると, 動物実験でその本態を十分確かめてお

く必要がある.

われわれは既にガラクトース血症ラットの角膜内皮

細胞を経角膜的に凍結破壊し, 正常ラットと比べると

その修復は相当遅延することを報告2)し, ラットにも

糖尿癇性角膜内皮障害が存在する事を確認した. 糖尿

病性合併症発疱の起因酵素と言われているaldose

reductase (AR) がこの内皮障害とも関係するかどう

かを次に調べる必要があり, これが本研究の目的であ

る.

実 験 方 法

実験には体重50g  (生 後3 週齢) のSprague Dawley

系 ラ ットを12 匹使用した. そ れらを以下の3 群 に分け

た. (1) 研究 室用通常食餌飼育群( 対 照群), (2)  50g

ガラ クトース含有食餌飼育群( ガ ラクト ース単独群),

(3) 50g ガ ラ クトース含有食餌にAR 阻 害剤(ARI)

M-79175  Cエ ーザイ) を0.005% 濃度 混入食で飼育した

群(ARI ガ ラクトース群). 各群のラットを約6 週 間飼

育した. 角膜内皮細胞の凍結破壊は角膜中央部にあら

かじめアセトン・ドライアイス中で-70 ℃ に冷却した

先端部直径1.5mm の ステレソス棒を約20 秒 間あてて

行った. 凍結破壊後経時的 にネンブタール致死麻酔に

て眼球摘出し, 以下の方法にて観察した.

光顯・電顕的観察一角膜を1  /^paraformaldehyde ・

l%glutaraldehyde を 含む〔〕.1M 燐酸 緩衝液(pH 7.4)

固 定 とI% 四 酸化 オスミウムによる再固定後, 所定の

方法にてアルコール脱水しエポソ包埋した. 光 顕切片

はトルイジン青, 電 顕切片は電子染色後それぞれ観察

した.

免 疫 組 織化学的 観 察一試 料 は4  %paraformalde-

hyde を 含む0.1M 燐 酸緩衝液(pH 7.4) にて固定し,

そ の後,10̃20% サ ッカロース含有緩衝液に浸潰した.

角 膜の試料から10̃15 μ の凍結切片を作成し, 抗 ラッ

ト水晶体AR 山羊血清(Dr.P.F.  Kador,  NEI,  USA 精

製) を第一抗体 とするPAP 法に て染色を行った. 尚,

染 色時にあらかじめ吸収試験を行った抗血清もしは山

羊血清を第一抗体の代わりに用い対照とし, 特 異反応

のないことを確かめた.

日眼会誌 91 巻 2 号

結  果

凍結破壊前一対照群, ARI ガラクトース群, ガラク

トース単独群の角膜におけるAR 陽性染色は上皮お

よび内皮細胞にのみ見られ, 実質層を含む他の層には

染色は見られなかった. 上皮細胞層において前二者は

び漫性AR 染色が淡く観察されたのに対し, 後者では

上皮細胞層のうち他層は同様に染色されたが, 基底細

胞層のみは染色性が強かった. 内皮細胞層は三者とも

上皮細胞に比べ濃く染色されその像に差異はなかった

(図1).  ARI ガラクトース群およびガラクトース単独

群角膜内皮細胞の光顕・電顕的観察では対照群と同様

で微細構造についても異常はなかった.

凍結破壊2 日後一三者とも内皮細胞欠損部はほとん

ど修復され, この時期におげる修復像には三者間で大

きな差異は認められなかった. すなわち内皮細胞は前

房側に凹凸不整を示し, 障害部中央付近には球状円形

となった内皮細胞が数層塊状をなして分布していた.

これらの細胞はすべてAR 染色陽性であったが, ガラ

クトース単独群の場合が他の二者に比べ少し全体の膨

三百毒 華 翠声 声鰰諞串顰尚崘 白
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図1 凍結破壊前角膜におけるAR 局在. 対照群(a),

ガラクトース単独群(b),ARI ガラクトース群(c)

のいずれでも内皮細胞は濃染し, 差異は認められな

い.上皮細胞層も瀰漫性に染色されたが,ガラクトー

ス血症群では基底細胞層のみが濃染する(PAP 染

色, X115 九
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図2 凍 結 破 壊2 日 後 角 膜 に お け るAR 局 在 。 対 照 群

(a), ガ ラ ク ト ー ス 単 独 群(b),  ARI ガ ラ ク ト ー ス 群

(c) の い ず れ で も 欠 損 部 は 覆 わ れ, 凍 結 部 位 に 球 状

円 形 化 皮 内 細 胞 が 塊 状 を な し て い る(PAP 染 色, ×

115) 。

隆が大きい例が多かった(図2). ガラクトース単独群

のこの時期の角膜を電顕的に見ると, 障害部付近では

円形で疎な細胞質や電子密度の高い核をもつ細胞, 細

胞質自身が電子密度の高くなった細胞などが見られ,

その他の部位における一層の内皮細胞も細胞質が疎に

なり核や細胞質の電子密度が高くなっていた.

凍結破壊4 日後一対照群では角膜中央部付近に扁平

になった数層のAR 染色陽性内皮細胞が台形状をな

しているのが見られるだけで, その他の領域では2 日

目に見られた凹凸不整は消失し内皮細胞は光顕的に正

常に復していた( 図3  a). 一方, ガラクトース単独群

では凹凸不整は残存し, 凍結部位内面に実体顕微鏡に

よる観察でアメーバ状もしくは円形の大型膨隆構造物

が複数個ほとんどの例で出現していた. 膨隆構造物の

AR 染色を見ると表層部では他の内皮細胞と同様濃く

見られたが, その中央部ではまだらとなり白く抜けた

所も見られた( 図3  b). 光顕的には膨隆構造物表層部

は円形化正常細胞質をもつ内皮細胞が数層覆っていた

9―(189)

■ ■,: ■■ ■■ ■ ・・,]・X4・::4:コ・―,l,・・・ ・
皿 尚 尚 轟 尚 胛 聯

麟
諭

顳 レ,

図3 凍 結 破壊4 日 後角 膜 に おけ るAR 局 在. ガ ラク

ト ース単 独群(b) の み凍 結 部位 に 巨 大球 状 突 出が 見

ら れ る. 対 照 群(a),ARI ガ ラ クト ー ス群(c) で は

高 さ の低 い 重 層 細 胞 群 が 見 ら れ る(PAP 染 色, ×

115).

が, 膨隆内部には変性細胞群が存在した( 図4  a). 電

顕的に見ると膨隆表層部は主として核および細胞質が

円形化した皮内細胞からなり, 内部は電子密度の高い

ものや, 逆に疎な細胞質をもつ細胞が見られdense

body も出現した( 図4 b, c).それ以外の周辺部では一

層の凹凸不整内皮細胞が分布した. ARI ガラクトース

群でも膨隆構造物は時々見られたがその大きさは小さ

く,AR 染色も淡かった( 図3  c). 他の部位では内皮

細胞は対照群と同様扁平化し正常に復していた.

凍結破壊7 日後―対照群, ARI ガラクトース群では

この時期になると, 前例で内皮細胞は完全に扁平化し

正常化していた( 図5 a, c).ガラクトース単独群では

半数以上の例で膨隆構造物はこの時期でも残存し, そ

の茎が大変細くなったものも多く,AR 染色はその内

部が4 日後のものより更に淡くなった(図5b). 光顕・

電顕的に突出部を観察すると4 日後に比べ細胞質正常

円形化内皮細胞の数が増加していた. 内部には空胞な

どの細胞崩壊断片が散在するのが観察された.
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図4 ガラクトース単独群凍結破壊4 日後角膜光顕像(a) と電顕像(b,  c).球状突出

表層部には扁平細胞, 内部には変性細胞群が観察される(a,トルイジン青染色×200.

b. c, bar は1μ).

凍結破壊14日後一対照群, ARI ガラクトース群には

異常は認められなかった. ガラクトース単独群ではこ

の時期でも膨隆構造物が観察された拡AR 染色はほ

とんど消失していた( 図6).

考  按

糖尿病性眼合併症のうち最も代表的なものは, 網膜

症と白内障である. 最近になって角膜内皮障害も存在

することが知られてきた. Schlzらl)は糖尿病患者の角

膜 内皮 細 胞をspecular microscope に て 観 察し
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理由 で水疱性角膜症をおこす事はない. し かし, 糖 尿

病症例に対する. 硝 子体手術, 白内障眼内レンズ手術

の増加, 緑内障などを併発した場合の長期に亘る点眼

薬の使用などを考えると, 今 後益々内皮細胞を障害す

る機会は増加する事が予想される. 従 ってヒトで確認

された以上, 動物で もその存在を確かめ本態を明らか

にしなければならない.

角 膜内皮障害の根拠となった多形性, 大小不同所見

は決して糖尿病に特徴的なものではない. 原 因はなに

であっても内皮細胞を脱落させるようなストレスが加

わった場合, 内 皮細胞は移動もしくは拡大して欠損部

を覆う性質を持つ. その移動細胞は大きくなったり角

がとれ円形化する. すなわち多形性, 大 小不同などの

形 態異常を有 する内皮細胞 が出現する訳であ る气

従って糖尿病患者角膜内皮細胞には非糖尿病者に比べ

なんらかの原因で より強い ストレス負荷が絶えずか

かっており, 結 果として脆弱性を有すると考える方が

妥当である. 前 述の通り糖尿病状態が長い場合にのみ

内皮細胞が脱落する1)のでこのストレスは糖異常 と関

連しそれ程大きくないにしても無視できないと推測す

る.

実験的糖白内障の長年に亘る研究からKinoshita は

そ の起因酵素がアルドースリダクターゼ(AR) であ る

事を主張した6)气 その後の多くの研究から糖尿病性合

併症のすべて もこ のAR が 起因酵素 となっている可

能性が示唆されている. そ の根拠のひとつの事実は

AR 阻 害剤(ARI) の 全身もしくは点眼投与が白内障発

症を抑制・阻止し, いったん発症した白内障を治癒さ

せ る事である8). また 糖尿病9)お よびガ ラクトース血

症10)ラ ットの角膜上皮細胞再生は正常ラットに比べ遅

延し, ARI 全身投与によって正常に復するとい うこと

も報告されている. ガ ラクトース血症ラット白内障は

糖尿病白内障 とAR に 関していえば同じ理論的 背景

をもつが, 糖 尿病モデルは全身状態・体重増加が相当

障害される. す なわち角膜径も小さいので比較判定実

験は困難を伴 う. 一 方, ガ ラストース血症モデルは全

身状態がほとんど障害されず, めざす糖異常が確実で

強力である. 例を挙げると白内障はばらつきなく短期

間で発症し, 網膜細小血管基底膜肥厚叫 イヌにヒト様

網膜症も出現する12)と報告されている. また.AR はヒ

ト13), イ ス14),ラ ッ リ)15)の 内皮細胞に共通して豊富に

分布する. こ れらの事実からガラクト ース血症ラット

はAR に 関し考えられるヒト糖尿病の最適の モデル

と言え, これが本実験で同ラットを用いた理由である.

＼  C

図5 凍結破壊7 日後角膜におけるAR 局在. ガラク

トース単独群(b) には球状突出部が残存するが, 対

照群(a),  ARI ガラクトース群(c) では完全に正常

に復する(PAP 染色,×115).
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図6 ガサクトトース単独群凍結破壊14日後角膜にお

けるAR 局在. 本群ではこの時期でもAR 染 色性が

乏しい球状突出部が観察される(PAP 染 色,×200).

pleomorphism やpolymegathism つ まり多形性, 大 小

不同などの形態異常が存在する事を報告した. 経過の

長いI 型( 若年型) 糖尿病症例ではそれに加え内皮細

胞数も減少すると言 う. Yee ら3),松 田4)も同じ手法で

確認し, 糖 尿病性角膜内皮障害の存在が明らかとなっ

た. 臨 床的に見て判るように糖尿病患者がそれだけの
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AR に関する理論から言って出現する病理像は水晶

体線維で代表される様な細胞膨化である. 無処置糖異

常 ラット角膜上皮, 内皮細胞などにはその所見は出現

しない. そ の理由は不明であるが, 細胞自身が変性し

なくともその機能を障害している可能性が高い. そ れ

を支持する事実として, ガ ラクトース血症ラット角膜

上皮基底膜異常16), 網膜 細小血管基底膜肥厚11)など の

間接的異常が挙げられる.

わ れわれは既にガラクトース血症および正常 ラット

の内皮細胞を経角膜的冷凍破壊しその修復が前者の方

が後者より遅延することを報告した气 冷凍破壊と言

う手段を用いた理由は, 結果 の項で述べた様に微細構

造に異常は認められないことから糖尿病性角膜内皮障

害が無処置状態では極めて軽微なもので簡単にはその

本態は検出で きないと考え, 人工的硬壊後の修復にお

ける細胞動態の異常として捉えようと試みた. いずれ

にしてもその遅延をARI が改善 させるかどうかを 調

べる必要がありこれが本実験の目的としたところであ

る.

最後に本実験結果について考察する. 凍 結前角膜の

AR 免疫組織化学的観察によって上皮細胞層ではガラ

クト ース単独群でのみ基底細胞がAR を 豊富 に有 す

る事が示唆された. 内皮細胞では少なくともAR 染 色

上三者の間に差異を見つけることはできなかった. 凍

結2 日 後では三者とも欠損部は覆われ円形化細胞から

なる重層所見にほとんど違いはなかった拡 こ の事か

ら三者に対する凍結の侵襲は同一であったと考える.

対 照群, ARI ガ ラクト ース群角膜内皮細胞はその後膨

隆構造物を形成することなく正常に復するのに対し,

ガ ラクトース単独群では7̃14 日目でも異常細胞群が

残存する例が半数以上あった. 前房側に突出するこの

異常細胞群は, 変 性細胞を取り囲む再生内皮細胞から

成っており, 本実験方法では不明であるがその数の多

さから考えて分裂後移動した細胞を主体とすると推測

する. 最終的には消失し線維芽細胞と異なりAR を 有

している事からいわゆるretrocorneal membrane で

は ないと判断する. 三者共通の凍結条件でなぜガラク

ト ース単独群でのみ前房側突出異常細胞群が出現した

のかは不明であるが, 凍 結破壊後内皮細胞が重層する

所見そのものは正常家兎角膜修復過程でもみられる反

応17)で あ り, 本群では重層が極端で遷延化するつ まり

内皮細胞が異常細胞増殖を含む過剰反応を起こしてい

るものと考える.

以 上の事からガラクト ース血症ラット角膜では内皮
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細 胞修復が遅延し, ARI 投 与 によって改善すると結論

する. 糖尿病患者でも同様の遅延が起こりうると考え

る. また前述の内皮細胞に対する絶え間ない ストレス

の原因とAR があげられる. つ まり糖尿病性角膜内皮

障害はAR に よって惹起される可能性が高く, ヒト糖

尿病性角膜内皮障害をARI 投 与 が是正する可能 性を

示唆するものである. また, ARI は 角膜上皮基底細胞

層の異常AR 局在 も是正したことからそれに伴 う糖

尿病性角膜上皮障害の改善も期待できる. 将 来, もし

ARI が日常臨床に登場した時, 使用方法は点眼または

全身投与で, 内皮細胞が相当障害されている糖尿病症

例の手術に先立ち投与した り, 難治性上皮剥離症例に

対する使用が予想される. 糖尿病症例の手術に先立ち

投与した り, 難 治性上皮剥離症例に対する使用が予想

される. 糖 尿病性角膜障害は長い期間経過して発疱す

るのであるから, ARI が効 果を有したとしても抗生物

質のように即効性でないこ とは言うまでもない. 本実

験で使用したARI,  M-79175  (エ ーザイ) は ラット糖白

内障に強力な効果を示す8).つ ま り, 角膜を十分透過す

る訳で, こ のような性質をもつARI の場 合には, 全身

投与で副作用出現の可能性を考えると局所投与の方が

使いやすい.

本論文は第90回日本眼科学会総会にて発表した. 文部省

科学研究費の援助か一部受けた.
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