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要  約

スト レプ トソ トシ ン投 与 によ る糖 性白 内障 水晶体 の上 皮細 胞 層で はその初 期 におい て, (1) 上 皮 細胞 数 の増

加, (2)  Hexokinase お よびAldose Reductase 活性 の増 加傾向, (3) 糖 代謝産 物で あ る乳 酸産 生量 の増加,

(4)ATP 産生 量の 増加 が認 めら れた. 以上 の こ とより, 水晶 体内 部 への過 剰グル コ ース流 入 に対 し て糖 代謝 変

動 がお き, 活発 な細胞分 裂が 生じ る と考 え ら れる. また, こ れに伴 う細胞 数の増 加 は全体 とし ての糖 代謝サ イ

クル を促進 させ るが, 個 々の 細胞 で は, 代謝 の減 衰が 始 まり, そ れが 水晶体 混濁 化 につ なが る と考 えら れる.

(日眼 91 : 459-464,  1987)
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Abstract

Biochemical parameters in the lens epithelium of streptozotocin (STZ)-treated rats were deter-

mined in vivo and compared with those of a control group. The following results were obtained : 1)

The proliferation of epithelial cells in the treated rat lens was increased. 2)  Hexokinase of the

glycolytic pathway and aldose reductase of the sorbitol pathway indicated a higher activity rate in the

lens epithelial layer of the treated rat rather than those in the control rats. 3)  The production of

lactate is the glycolytic pathway in the lens epithelial layer was increased in the treated rats. 4)  The

ATP content in the lens epithelial layer of the treated rat was higher than that in the control rats.

These results suggest that the pathways of sugar metabolism in the lens epithelium are stimulated by

elevated levels of glucose, and such changes may lead to a burst of mitoses. Furthermore,  an abnormal

proliferation of epithelial cells with bursts of mitoses may accelerate the sugar metabolism turnover

in the lens, however which the increased number of cells way advance the overall metabolic cycle the

metabolism of individual cells way decrease, which could bad to cataract formation. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 91 : 459-464, 1987)
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I 緒  言

糖 尿病性 白内障 の成 因を 明ら かにす るた めに は, 高

血 糖 状態下 におけ る水 晶体 内部で の代 謝機 構の変 動 が

最 も重 要な鍵 と なるであ ろ う.

そ こで, 代 謝機 構の変 動を 著明 に反 映す る水晶 体上

皮 細 胞 の 挙動 に 着 眼し, 今 回 は ス トレ プ ト ゾ ト シ ソ

(STZ) 投与 の ラ ットを供試 動物 とし て, そ の水晶 体 の

上 皮細胞 増殖 度, 糖代 謝関 連酵 素活 性(Hexokinase 活

性 お よびAldose Reductase 活性) と乳酸 産生 量, さ ら

にATP 産 生量 につ き,in vivo におい て検討 し たので

報 告す る.

II 方  法

(1) 実験材 料

実験的 糖尿 病は3 週齢, Wistar 系 雄 性 ラット に,24

時 間絶食 後, ストレ プト ゾトシ ソ(STZ:Sigma 社 製)

を70mg/kg 腹 腔内投 与し て惹 起 させ, 対 照群 には 同量

の クェ ソ酸緩 衝液を 投与 し た. STZ 投与 群 には投与 後

2 囗目と実験当 日( 投与 後10 囗目と28 日目) の尿 糖が

(3 十)以 上検 出 されてお り, かつ 細縢 燈顕 微鏡で 水晶

体混 濁が 赤道部 皮質 に軽 度, 観 察 され たも のを 使 用し

た.

STZ 投与 後10 日 目と28 日目に おい て, クロロ ホル ム

麻酔 下に 水晶体 を摘 出し て上皮 細胞 層( カプ セル付 着)

を 分離し, 前記 生化 学的 パ ラメ ータ ーの測定を 行 なっ

た.

(2) 測定 方法

① 水 晶体上皮 細胞 数測定

水 晶体上 皮を0.01%Actinase ⑧( 科研製 薬) 液中 で

37 ℃,20 分間 インキ ュベ ーシ ョンし細 胞を 分離 した 後,

0.05%Crystal violet で核染 色 し,血 球計 算盤を 用い て

測定 した.

② 糖代 謝関連 酵 素活性 測定

水 晶体 上皮20 眼 分を 氷冷 し た5mM- リソ酸 ナ ト リ ウ

ム緩 衝 液(pH 7.6)  250μ1で ホ モジ ナ イズ し た 後,

lO.OOOg,  20 分遠 心し, そ の上 清 を サ ンプ ル とした.

Hexokinase 活 性 は, Scharma の 方 法Aldose

Reductase 活 性 は, Hayman とKinoshita の方 法2)を

一部, 改変 し, 測定し た( 緩 衝液 にはそ れぞ れ, Tris-

HCl, リソ皷 ナト リウ ムを 用い た).

③ 乳酸産生量測定

水晶体上皮をMEM  1ml中で24時間,37 ℃インキュ

ベーションし, MEM 中に産生された乳酸量をラク

テートテスト( ベーリンガー, マンハイム社) を用い

て測定した.

④ATP 産生量

8

s
u
a
i
/
S

」
」
e
o
 
^
O
」
*
 
'
X
q
q
u
i
n
N
 
]
_一
山
廴冫

0

→=-

- ○-

Control

STZ

0   5   10  15  20  25

Days after STZ Injection

Fig. 1 Cell number of  lens epithelia of STZ-treat-

ed rat. Bars represent S.D. of 6 lenses.
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(a) control 群. H-E 染色( ×400)

(b) STZ 投与群. control群に比して,約2 倍の上皮細胞数増加が認められる. H-E 染

色( ×400)

Fig. 7 Photomicrograph of lens epithelium from STZ-treated rat (Central

area).
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水晶体上皮10眼分を氷冷した蒸留水250μ1でガラス

ホモジナイザーを用い, 均質化した後, 1.2N PCA を

加えて除タンパクを行い,その上清をサンプルとした.

ATP テスト( ベーリソガー, マンハイム社)を用いて

測定した.
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Fig.  3 Aldose reductase activity of lens epithelial

layer of STZ-treated rat. Bars represent S.D.  of 3

times.
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(3) 組 織学的 検索

摘 出し た水晶 体を エ タノ ール: 酢酸(=3:1) 混

合液 で固定 し た後, カプ セルを 剥 離し, スライド グ ラ

ス上 に伸 展 させ て, 上 皮細 胞 のHematoxilin-Eosin 染

色を 行な った.
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Fig.  5 Lactate production from lens epithelial

layer of STZ-treated rat. Bars represe 】lt S.D. of 6

lenses.
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Table 1 Effect of STZ on biochemical parameters of rat lens epithelia 囗ayer

DayS゛ Group Cell Number蒼゙ HK Acti vi ty灸4‾を AR Acti  vi ty§ Lac Product§§ ATP Content§§§

10
Control 4.45 ± 0.54 4.09 ±0.22 1.10 土0.40 10.19 ± 2.60 1.07 ± 0.41

STZ 6.70 ± 0.69 3.51 士0.22 1.39 ±0.30 14.50 ±5.67 0.92 t 0.30

28
Control 4.60 ±0.40 4.60 ±0.68 1.34 ± 0.15 12.40 1 4.72 o。86士0.03

STZ 7.50 ±0.53 5.77 ±0.71 1.67 士0.42 29.16 ±8.06 1.40 ± 0.53

4 Days after STZ Injection

la x104 eel  Is/lens

fH xI()-4 units/lens epi. laye

Ill 結  果

(1) 水晶体 上 皮細胞 数

Fig. 1 の如 く, STZ 投 与 群で は対照 群 に比し て投与

10日 目で約1.5 倍, 投与28 日目で は約1.8 倍 の上 皮細 胞

数増 加を 認め, STZ 投与 初 期にお いて 活発 な細 胞分 裂

が 起 きて い るこ とがわ かっ た.

(2) 糖 代謝 関連酵 素活 性

Hexokinase 活 性(Fig.  2) お よ びAldose

Reductase 活 性(Fig.  3) と もにSTZ 投与28 日目で は

水晶 体上 皮細 胞増 殖 によ り, 上皮 細胞 層全 体で 増加 傾

向 が認め られ た.

し かし, い ず れの酵 素活 性も細 胞1 個あ た りでは 減

少 して お り, す でに細 胞内 活性低 下 が生じ てい るこ と

を 認め た(Fig.  4).

(3) 乳 酸産 生 量

糖 代謝 系最 終産 物 として の乳 酸量 は, Fig. 5 の如 く,

STZ 投与28 日目に おい て, 対照 群の 約2 倍 に増 加し て

い た(p<0.05).

(4)  ATP 産生 量

STZ 投 与28 日 目ではFig.  6 の如 く, ATP 産生 量 増

加 が 認め られ たが, これは 上皮 細胞 数増加 に よる結 果

で あ ると 思わ れる.

こ れら の測定 結果 を まとめてTable 1 に示し た.

(5) 組織 学的 検索

STZ 投与 後 の 水晶体 上皮 伸 展標本を 作製し, 形 態 学

的 観察を 行 なっ た. 水晶 体前 極部 において,STZ 投与

28 日 目では対 照 群に比 し て細 胞 の小型化, 密 な配列 に

よる細 胞数 増加 が認 めら れ, また 活発 な分裂 像も観 察

さ れた(Fig.  7).

IV 考  按

STZ 投与 に よ る糖 性 白内 障 水 晶体 の上 皮 細 胞 層で

はそ の初 期に おいて 細胞 分裂 が活発 となり, 細胞 数増

§

x10-3 units/lens epi. 1  ayer

§§jug/lens epi. layer/24h 「

§§§x10 ‾6 mmol/epi.layer
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加を ひ き起 こし, 同時 に, 糖 代謝 関連酵 素や糖 代謝 産

物 の増 加に よって示 さ れる糖 代謝 回転 の促進 が認 めら

れた.

細胞 分裂 と白内障 発生 と の関連 につい てはい くつ か

の報告3)̃5)があ り, 最近 で は ガ ラクト ー ス白内障 に お

いて, merdinal  low の不 整配 列が皮 質 白内障発 生 に関

連5)し て いる との報 告 も見 られ る. ここ で興 味あ る こ

とは, 生 化学的 に みた糖 代謝変 動 と形 態 学的 に示 され

る細 胞構 築 の異 常 が同時期 に 存在 するこ とであ る. 白

内障 発 生 の原 因 が 浸透 圧 変化6)7)や 酸化8)9)に関 連 し て

い る とい う説 は現 在, 最 も支 持さ れてい るが, 外部 か

ら の刺激 に対し て生 体が 起こ す防御反 応 の実態を 知 る

には 組 織学的観 察 が必要 と考 えら れる.

糖 性 白内障発 生 の初期 にお ける 活発な 細胞 分裂は,

生体 の防 御反応 の一 つ と考 え られ るが, 分裂後, あ る

日数 を経 た成熟 細胞 では, すで に代 謝上 の欠陥 が存 在

して い る. こ のこ とは, 上 皮 細胞層 全体 で見 かけ上 の

代謝 促進 がみ られて も, 上 皮細 胞1 個 あ たりで は活 性

低下 が認 めら れた ことに よっ て知 るこ とがで きる.

す な わち, 糖 性 白内障 の惹 起因子 は過 剰糖 の糖 アル

コール への変換 現 象であ るが, こ の異常 代謝機構 に お

げ る代謝 欠陥 が, 細 胞増殖 に よる細胞 構 築の乱 れ とと

もに, 水 晶体混 濁化を 促進 さ せてい くも のと推 察さ れ

た.
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