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糖尿病性角膜上皮障害における基底細胞の動態

第 1報 対照群の BrdU免疫組織化学による検討 (図 2)
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要  約

ラット角膜上皮剥離後の修復過程における基底細胞の動態 をBromodeoxyuridine(BrdU)標 識による免疫

組織化学的方法を用いて観察 した。今回は正常対照群について追跡実検で検討 し次の結論をえた。1)無処置対

照群の上皮細胞の寿命は約 5日 である。2)上皮部分剥離群 における剥離部は再生上皮によって24時間後には

被覆 された。その前期修復は周辺上皮基底細胞の増殖が関与する上皮細胞移動であり,剥離部が被覆 されたの

ちの後期修復は剥離部を被覆 した再生上皮基底細胞の増殖および移動が関与する。 (日 眼 92:1112-1116,

1988)

キーワー ド:BrdU標識,角膜上皮修復,基底細胞,ラ ッ ト,糖尿病性角膜上皮障害

Abstract
The movement and proliferation of basal cells were examined by bromodeoxyuridine (BrdU)

immunohistochemistry, in normal control rats and in the regenerating process after abrasion of the
corneal epithelium. BrdU, an analogue of thymidine, can be incorporated into cells synthesizing DNA,
and proliferative basal cells of corneal epithelium are traced using anti-BrdU monoclonal antibody. In
the corneal epithelium of the control group, BrdU-labelled cells were first observed in the basal cell
layer. They moved up throughout the epithelium and disappeared as superflcial cells within approxi-
mately four days. In the group in which the corneal epithelium was partially abraded, forming a Iesion
3mm in diameter, BrdU-labelled basal cells could be observed from t hour until the fourth day. It was
demonstrated that the movement and proliferation of basal cells played an important part in the
regenerating prcess of corneal epithelium. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 1112-1116, 1988 )

Key words: BrdU labelling, Corneal epithelial regeneation, Basal cell, Rat, Diabetic corneal epith-
eliopathy
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I緒  言

糖尿病患者の観察及び動物実験から,糖尿病性角膜

上皮障害の存在が知られている。これまでの動物実験

ではス トレプ トゾトシン投与による糖尿病 ラット1),

ガラク トース血症ラット2)の それぞれで,角膜上皮を

全剥離 し,その修復過程をフルオレスセイン染色で見

ると,両者の治癒速度が正常対照群に比べて遅延 して

お り,部分的な上皮祭」離では,そ の差は検出できなかっ

たと報告 されている。 しかし,我々は,糖尿病性角膜

上皮障害は,上皮の基底細胞の病変によると考えてお

り,部分的な上皮景1離でも,修復過程における基底細

胞の動態を観察すれば,対照群 との差が検出できると

考えている.なぜなら,角膜上皮の修復は上皮景」離部

への上皮の遊走とそれに続 く基底細胞の分裂によって

行われ,部分剥離後の修復過程をフルオンスセイン染

色で見ることは,概ね上皮の遊走による修復過程を見

ているに過ぎず,基底細胞の増殖による修復過程は余

り評価 していないことになるからである。

そこで今回はその第一歩 として,角膜上皮剥離後の

修復過程における基底細胞の動態を正常対照群につしヽ

て検討 した.従来,角膜上皮基底細胞の動態観察は,

3H‐thymidineを 用いたオー トラジオグラフィー法で

行われてきたが,そ の方法は放射性同位元素を用いる

問題点 と,手技が煩雑で時間がかかるとい う欠点が

あった。今回は,そ の欠点を補い,かつ再現性が高く

感度のよい,新しい BrOmOdeoxyuridine(BrdU)標

識による免疫組織化学的方法を用いた。

II 実験方法

体重200gの Sprague―Dawley系 ラットを20匹 使用

し,通常餌料で飼育しながら実験を行った。それらを

無処置正常対照群と実験群に分けた。後者は角膜上皮

を剥離部の直径が約3mm径 になるように剥離 した部

分景」離群である。角膜上皮の景l離には10%ゼ ラチン塗

布ガラス板を作成し用いた。BrdU投与量は50μ g/g体

重で,両群 ともラット腹腔内一回投与 とした。部分剥

離群では剥離直後に投与 したが両群 とも投与後, 1,

12,24時間後,2,3,4日 目まで眼球摘出を行った。

眼球摘出はエーテル麻酔後ペン トバルビタール腹腔内

過量投与による致死後行い,摘出眼球から輪部を含む

角膜ボタンを取 り出し,ただちに 4%paraform alde‐

hydeを含む phosphate burer(ph7.4)に 36時間固定

した。固定角膜試料は10～ 20%濃度の sucroseを 含む
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burerに て脱水し,約 15μ の凍結切片を作成 した。得 ら

れた切片は5N HCLに て処理 し抗 BrdUモ ノクロー

ナル抗体を第一抗体 とするABC法で反応後,DAB溶

液で染色を行い観察 した .

III 結  果

1。 無処置正常対照群

BrdU腹腔内一回投与 1時間後の角膜上皮において

は標識 された基底細胞が散在しているのが観察された

(図 lA).標識細胞の分布状態には角膜中央部 と周辺

部に大 きな差はなかった。投与 2日 後では標識細胞は

少 し表層に向かって移動 している像が認め られた。ま

図 1 正常対照角膜上皮細胞層 BrdU標識像.BrdU
投与 1時間後では,多 くの基底細胞核が標識されて

いる(A).標識細胞の分布状態は,角膜中央部と周

辺部では差はほとんどなかった。投与 2日後では,

標識細胞は表層に移動して角膜上皮中層に認められ

るようになる(B).4日後では,最表層細胞のみ標

識され(C)それ以降は標識細胞は観察されなくなる

(ABC法 ,DAB反応.× 170).矢 印は標識細胞を示

す。
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れに標識された基底細胞 も見られたが核標識の濃度は

極めて淡 く,強 く標識 されている細胞のほとんどが上

皮中層部に分布していた (図 lB).投与 4日 後では上

皮最表層の細胞のみ標識 され基底細胞や中層の細胞に

は標識された核をもつ細胞はまった く観察されなかっ

た(図 lC).本 群において標識角膜実質細胞や内皮細胞

はまったく認められなかった。 4日 後以降の角膜上皮

では標識細胞は見られなかった.

2.角膜上皮部分剥離群

剥離 1時間後,非景」離部上皮においては標識 された

基底細胞が,剥離部を取 り囲む部位付近からそれより

周辺部の上皮にかけて分布に偏 りなく散在 していた。

景」離12時間後,標識 された基底細胞を含む再生上皮が

剥離部に伸びていたが,再生上皮の先進部は剥離部に

近づ くほど扁平になっていた (図 2B)。 また周辺上皮

においては連続する基底細胞の標識が見 られ,上皮の

表層はひだを形成していた (図 2A)。 剥離 1日 後,象」

離部は再生上皮によって完全に被覆され,再生上皮に

も連続 した標識基底細胞が見られた。 しかし周辺上皮
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においては,上皮の基底層だけでな く中層にも標識細

胞が見られた。剥離 2日 後,角膜中央の再生上皮にお

いても,上皮の基底層に加えて,中層にも標識細胞が

見 られた(図 2C).剥離 3日 後,再生上皮,中間周辺上

皮及び周辺上皮の表層に標識細胞が見 られた.しかし

再生上皮,中間周辺上皮には標識基底細胞が上皮基底

層にも見られ,角膜中央から周辺に行 くに従って基底

層の標識細胞は目立たなくなっていた.景」離 4日 後 ,

角膜中央部の再生上皮基底層ではこの時期でも標識細

胞が散在していた (図 E)。 中間周辺上皮では標識基底

細胞が減少し,周辺上皮では標識表層細胞も見られな

くなった (図 D).

IV考  按

糖尿病性角膜上皮障害は動物実験においてはス トレ

プ トゾ トシン投与 による糖尿病 ラット1),ガ ラク トー

ス血症ラット2)の それぞれにおいて上皮再生遅延 とい

う形で角膜上皮障害の存在することが明らかにされて

お り, これらは Aldose Reductase(AR)阻 害剤投与

図2 角膜上皮部分剥離群の BrdU標識像.剥離12時間後では,標識基底細胞を含む

再生上皮が伸び (B),再生上皮の先端部は扁平になっていた。周辺上皮 (A)で は,

連続する基底細胞の標識が見られ,上皮の表層はひだを形成していた。剥離 2日 後
角膜中央部(C)には標識細胞は上皮の基底層と中層に見られた。景」離 4日 後角膜中
央部 (E)には,標識細胞は上皮の基底層にも見られ,角膜周辺部 (D)には,標識
細胞は見られなかった (ABC法,DAB反応.× 170).矢 印は標識細胞を示す。
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にて正常に復することが報告されている。また, ガラ

ク トース血症 ラット角膜上皮細胞層においては基底細

胞層に他の層に比べ特にARの 分布が多いのに対 し,

正常対照群が上皮細胞層に偏 りな くAR分布を認め

るという事実
3)か ら糖尿病性角膜上皮障害は基底細胞

の病変によって起 こっており, しかもその発症に AR
が関与 している事が推測されている。さらに糖尿病

ラット4),ガ ラク トース血症ラット5)の 角膜上皮基底細

胞の詳細な観察から,上皮基底膜部に基底膜の不規則

な湾入及び特異な沈着物の存在が認め られてお り,

AR阻害剤投与によりそれらの形態異常が抑制 される

ことが知られている5)6)。 以上の事実より,糖尿病の角

膜上皮においては角膜上皮中,特 に基底細胞層 に

Polyolの集積が起 こりその結果何 らかの機序で基底

細胞が選択的に死滅するのではないかとする考えがあ

る5)。 そこで我 々は基底細胞の死滅による修復障害で

あれば角膜上皮における基底細胞の動態を追跡すれ

ば,基底細胞の死滅を示唆する異常が観察できるので

はないかと考えた。今回はまず角膜上皮の創傷治癒に

おける対照群の作成を試みたが,従来の3H_ぬymidine

を用いた方法ではなく, これまで角膜上皮への利用の

報告のない新 しい免組織化学的方法を用いた.

家兎を用いた これまでの角膜上皮の創傷治癒に関す

る3H_thymidineに よる研究では,上皮細胞は約 1週間

前後の lit spanを 持つことが知 られている7)。 また上

皮の創傷に対する修復は創傷後24時間までの早期には

欠損部への上皮細胞各層の slidingな いしmigration

によって行われ,その後は基底細胞の分裂による増殖

が加わ ることに よって行われ ることが知 られてい

る7)-9)。
今回の実験では今後の AR関係の実験のため

に, ラットの対照群を作製することを目的とした。そ

こでまず,正常 ラットに対して BrdU標識を用いて角

膜上皮の life spanを 調べてみると,本実験の条件で

は,約 5日 であることが分かった.部分剥離群では連

続 した標識細胞は上皮基底細胞の増殖を示すもの, ま

た上皮の中層あるいは表層に見 られる標識細胞は基底

細胞の嬢細胞の表層への移動を示す ものと考 えられ

た。従ってラットの角膜上皮部分剥離における修復過

程は剥離後12時間 目までは周辺上皮における基底細胞

の増殖と祭」離部に伸びる再生上皮の移動によってなさ

れ 1日 目以降は剥離部を覆った再生上皮の基底細胞の

増殖によってなされると考えられた。周辺上皮におい

ては剥離後 4日 目には標識細胞が見 られなくなってお

り剥離しない場合より基底細胞の増殖が盛んになって
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いると考 えられた。また,再生上皮でも 3日 目に上皮

表層に標識細胞が見 られた ことは周辺上皮 と同様の増

殖の克進を考 えさせたが,同時に基底部にも標識細胞

が見 られた ことは再生上皮の修復がまだ続いている事

を想像 させた.さ らに 4日 目でも剥離部で標識基底細

胞が見 られた ことは景」離部での修復の進行を裏づける

ものである.

今回採用 した BrdU標識 による免疫組織化学的方

法 は1980年 代 に なって 登 場 した 新 し い 方 法 で あ

り10)11),thymidine類似物質である BrdUを tracerと

して用い,増殖細胞 の cell cycleの DNA合 成期 (S

期)に取 り込 ませ,そ の後の増殖細胞の分化増殖過程

を追跡す るもので,今回観察系には免疫 ベルオキシ

ダーゼ染色法を高感度に した ABC法 を用いた。 これ

までの3H_thymidineを 用いた角膜上皮基底細胞の動

態観察は家兎を用いて前房内注入で行われてお り, し

かも角膜上皮景」離後の基底細胞の追跡実験では剥離後

1日 目に注入 してそのあ との基底細胞の動 きを追跡 し

ている7)9)。
今回は BrdUを ラットの腹腔内投与で,し

かも角膜上皮剥離直後に投与 して基底細胞の動態が追

跡実験で観察で きた。すなわち今回の方法は感受性 ,

再現性に優れた方法であ り,今後,糖尿病性角膜上皮

障害 とARと の関連,AR阻 害剤の効果を検討 してゆ

く上で基底細胞の動態を知 る有用な方法であると考 え

られ,今回その対照群の検討がで きた .
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