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ラットガラク トース白内障の水晶体上皮細胞増殖能

(1)50%ガ ラク トース食餌飼育 ラッ トにおいて (図 6)
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要  約

ラットにガラク トース含有食餌 を与え生 じる実験的ガラク トース白内障では,水晶体線維細胞はガラクチ

トールの蓄積によって膨化と液化が起 こり,次々に壊 されていく。ところが同時に,盛んな水晶体上皮細胞の

再生も観察される。本研究では, この水晶体上皮細胞増殖能を知るために,3H_thymidineォ _ト ラジオグラ

フィー法を用い上皮細胞の DNA合成能 を検索 した。50%ガ ラク トース食餌開始 3,4日 目にラベル細胞が最

も多 く見られ,増殖帯以外の部での異所性増殖を確認 した。白内障はこれ以後 も進行 したが,食餌開始後 2,

3週 目にはラベル細胞の数は減少 し,異所性増殖 も消失 した。(日 眼 92:1869-1874,1988)

キーワー ド:50%ガ ラク トース食餌,ガラク トース白内障,水晶体上皮細胞,3Ⅱ _thymidineォ _ト ラジオグ

ラフィー,DNA合 成能

Abstract

In experimentally induced galactose cataracts in rats, lens flber cells were gradually destroyed

accompanied by the appearance of swelling and liquefaction occuring due to the accumulation of
galactitol. Besides the destruction of lens fiber cells, marked regeneration of lens epithelial cells was

observed in all animals. In this study, we used the technique of 3H-thymidine autoradiography and

examined DNA synthesis in the lens epithelial cells. On the third or fourth day from the animals

beginning to eat 50/o galactose chow, we observed many 3H-thymidine labeled cells and clarifled
germinative areas spreading over the entire epithelium. Cataracts progressed gradually, but the

number of labelled cells decreased and disappeared after two or three weeks from the beginning of
feeding with 5094 galactose chow. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 1869-1874, 1988)

Key words : 50% glactose chow, Galactose cataract, Lens epithelial cell, 3H-thymidine autoradiogra-
phy, DNA synthesis
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I緒  言

白内障研究にはラットにガラク トース含有食餌を与

えて生じるガラクトース白内障をよく用いる。 このガ

ラクトース自内障は,食餌をガラク トース含有食から

ガラク トースを含まない正常食に変換することによ

り,混濁水晶体が透明治癒化する現象がありこれをい

わゆる Diet¨ Reversallと 呼んでお り,我 々も光学顕微

鏡学的に証明した1).さ らにアル ドース還元酵素阻害

剤は, このガラクトース白内障に対し治療効果ならび

に予防効果を有することもすでに報告 した2)～ 6)。 以上

の結果より,い ったん生じた自内障が透明治癒するた

めには,再生水晶体上皮細胞が重要な働きを担ってい

ると思われた。

以前我々は7),Brdu免
疫組織化学の手法にて DNA

合成中の水晶体上皮細胞をラベルし, ラットのガラク

トース白内障における上皮細胞の DNA合成能を調べ

たが,こ の Brdu免疫組織化学を利用した方法では,方

法が容易であるという大きな利点を認めるものの,厚
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い切片を使用するのでひとつの切片の厚みに複数個の

細胞が並びラベル細胞の数を正確に把握できなく, さ

らに塩酸処理が必要であ り水晶体の凍結切片形態保持

が非常に困難であるとい う大 きな欠点がある。今回

は,3Hthymidineォ _ト ラジオグラフィー法という確

立 された信頼できる方法により,DNA合 成中の水晶

体上皮細胞の核をラベルし, これをマーカーとしてそ

の増殖能を検索した。

II 実験方法

体重200g(生後 6週齢)Sprague‐ Dawley系 雄 ラット

5匹 ,体重50g(生後 3週齢)Sprag∝ ‐Dawley系 雄 ラッ

ト21匹を使用した。50%ガ ラク トース食餌開始前に,

体重200gの ラット5匹 と体重50gの ラット3匹 を使

い,こ れ らの両 眼球 の前房 中 に5μ lの methyl-3H‐

thymidine(81.7Ci/mmol,New England Nucler)を

1回注入 し,次 いで 2時間後に両眼球を摘出し,水晶

体を含む前眼部のみを4%paraform‐ aldehydeを 含む

リン酸緩衝液(pH 7.4)に て固定した。50%ガ ラク トー

Cb

Cb

資

図 1 体重50g,生後 3週齢の正常 ラット(A)と 体重200g,生後 6週間の正常ラット

(B)の水晶体赤道部増殖帯におけるサイミジン標識細胞 (矢印)を示す。標識細胞

の核は黒い顆粒が集積しており,豊富なDNA合成の進行を表現している。標識細胞

の数は,2種のラット間で差はなかった。トルイジンブルー染色.× 150.cb:ciliaW

body,i:iris.
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ス食餌 開始後は,体重50g(生後 3週 齢)Sprague―

Dawley系雄ラット18匹 を用い,2日 ,3日 ,4日 ,7
日,14日 ,21日 目に,前記 と同様の実験を行い,水晶

体を含む前眼部を固定 した。

数 日間固定後,ア ルコール脱水, メサキレイ ト包埋

し,眼球矢状断の lμmの薄切片を作成し,ス ライドグ

ラスに塗布した.次いでこのスライ ドグラスを,従来

図 2 50%ガ ラクトース食餌開始後 3日 目の水晶体.

増殖帯に見られる標識細胞 (矢印)数の増加 (A,×

80)と ともに,前嚢下上皮細胞層にも多くの標識細

胞 (矢印)が観察でき (B,× 150),異 所性増殖の出

現を確認した.ト ルイジンブルー染色.
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のオー トラジオグラフィ法に従い乳剤をかけ (Kodak

NTB2を使用),現象・定着, トルイジン青にて対比染

色 し,標識された銀粒子を光学顕微鏡にて観察 した。

III 結  果

(1)50%ガラク トース食餌開始前

成熟ラット (体重200g,生 後 6週齢)で も未成熟

ラット(体重50g,生後 3週齢)で も,3H―thymidine標

図3 50%ガ ラクトース食餌開始後 4日 目の水晶体.~
上皮細胞層の増殖帯(A)な らびに前嚢下上皮細胞層

(B)における標識細胞 (矢 印)数はピークとなり,

豊富な異所性増殖を示した。 トルイジンブルー染

色.× 80.i l iris,c:cornea.

ラットガラク トース白内障の水晶体上皮細胞増殖能 。照林他
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識水晶体上皮細胞 (以後は標識細胞と呼ぶ)は ,増殖

帯にのみ限局して観察で き,その数も一切片当 り, 3

～ 6個であった(図 1)。 標識細胞の数の大小は,今回

調べたラットの成熟度 とは関係なかった。

(2)50%ガ ラク トース食餌開始後

50%ガ ラクトース食餌開始後 2日 , 3日 目には,水

晶体赤道部表層皮質において水晶体線維細胞の顕著な

膨化 と液化を認め, ガラク トース自内障の進行を確認

した.同時に,増殖帯に見 られる標識細胞数の増加と

ともに,前嚢上下皮細胞層にも多くの標識細胞が観察

でき,異所性増殖の出現を確認した(図 2)。 この時点

では,前嚢下上皮細胞層において上皮細胞の重層化は

見られなかった。 4日 目には,上皮細胞層の増殖帯な

らびに前嚢下上細胞層における標識細胞はピークとな

り,豊富な異所性増殖を示 した(図 3).同時点の虹彩

ならびに毛様体を観察すると,虹彩裏面の色素上皮細

胞,毛様体の無色素上皮細胞 と実質組織内の細胞に標

識細胞を認めた(図 4).7日 目になると,水晶体線維

の液化は赤道部だけではなく前嚢下ならびに広 く進行

しているが,赤道部ならびに異所性増殖部位での標識
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細胞の数は減少 した。ただし前嚢下上皮細胞層での異

所性増殖はわずかながら存続していた (図 5).14日 ,

21日 目になると,水晶体線維細胞の膨化,液化は強度

になり皮質部はもちろんのこと核部にまで進行し,成

熟白内障の像を呈 した.さ らに赤道部最表皮質は再生

された正常水晶体線維細胞により置換 され,透明化し

ている。そして,前嚢下上皮細胞層での異所性増殖は

ほぼ消失し,正常水晶体で見られるのと同様に,標識

細胞は増殖帯にのみ限局して観察で きた (図 6).

IV考  察

ラットなどのホ乳動物の眼組織の中で,成熟した後

もDNA合成を行 い細胞増殖を繰 り返 している部分

は,角膜上皮細胞 と水晶体赤道部増殖帯の上皮細胞で

あることはよく知 られている。実験的にも,ラ ット,

マウス,家兎の水晶体上皮細胞の増殖能が3Hサ イミジ

ンオートラジオ グ ラフィー法を用 い調べ られてい

る8)～ 12).結果は水晶体増殖帯においてのみ数個のラベ

ル細胞が見られ,今回検索した体重50gと 200gの ラッ

トで観察できた結果 と同様であった。 ラット水晶体の

図4 50%ガ ラクトース食餌開始後 4日 目の虹彩と毛様体.虹彩裏面の色素上皮細胞

(A),毛様体の無色素上皮細胞と実質組織内の細胞 (B)に標識細胞 (矢印)を認め

た。 トルイジンブルー染色.× 150.
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図 5 50%ガ ラクトース食餌開始後 7日 目の水晶体.

赤道部増殖帯 (A)な らびに異所性増殖部位での標識

細胞 (矢印)の数は減少した。ただし前嚢下上皮細

胞層での異所性増殖はわずかながら存続 していた

(B).ト ルイジンブルー染色.× 150.i l iris

正常成長過程において,生後 3週齢 (体重50g)と 生後

6週齢 (体重200g)と の間には,数個のサイミジン標

識細胞が水晶体上皮細胞層増殖帯にのみ認められる点

において,差はなかった。つまり体重50gと 200gの 間

では, ラットの成熟度による差は見いだせなかった。

これは, ラット水晶体上皮細胞は一生を通 じDNA合
成を行いたゆまない新陳代謝をしている事を意味し,

驚 くべき事である。
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図6 50%ガ ラクトース食餌開始後21日 目の水晶体.

前嚢下上皮細胞層での異所性増殖は消失し (B,×

150),正常水晶体で見られるのと同様に,標識細胞

(矢印)は増殖帯にのみ限局して観察できた (A,×

80), トルイジンブルー染色.i:iris.

今回の実験では, この生後 3週齢 ラットに50%ガ ラ

ク トース含有食餌 とい う刺激を与え, ガラク トース白

内障形成過程における水晶体上皮細胞の DNA合成能

を,3Hサ イ ミジンオー トラジオグラフィーの方法を用

い検索 した.ま ず今回の結果をまとめてみる。50%ガ

ラク トース食餌開始後21日 目までの全過程において,

赤道部増殖帯には標識細胞が認められ,絶えまない水

晶体線維細胞の増殖が想像できた。50%ガ ラクトース
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食餌開始 3日 目には,前嚢下上皮細胞層に標識細胞の

存在を確認 し,異所性増殖を示唆した。 4日 目には
,

赤道部増殖帯ならびに前嚢下の異所性増殖部位での標

識細胞数の増加を認めた。 7日 目には,前嚢下での異

所性増殖はわずかながら存続するものの,標識細胞の

総数は明らかに減少した。 14日 目,21日 目には異所性

増殖は消失 し,赤道部増殖帯における標識細胞数は数

個 となり正常状態と同様になった .

1960年代前半には,3Hサ イ ミジンを使ったホ乳動物

の水晶体上皮細胞増殖能の研究が非常に盛んであ り,

多 くの新知見が得られた。生後 6カ 月の成熟 ラットを

70%ガ ラク トース含有食餌にて飼育しガラク トース白

内障を作成 し,本研究と同様の方法にて水晶体上皮細

胞を3H_サ イ ミジンにて標識 し,DNA合成能を観察 し

た報告がある13)。 この報告では,70%ガ ラク トース食餌

開始後サイ ミジン標識細胞数を数えると,食餌開始 4

～6日 で最大数となり,正常時の12倍 となるのを述べ

ている.さ らにこれらの標識細胞は,水晶体上皮層全

体に均一に分布すると異所性増殖の存在についても記

述されている。我々の結果では,赤道部増殖帯ならび

に前嚢下上皮細胞層 (異所性増殖)に標識細胞数が最

も増加す る時期は,50%ガ ラク トース食餌開始後 3

～4日 目でやや早期であった。我 々の実験では使用 し

たラットが生後 3週齢の幼若 ラットであったことが ,

その主原因と考えられる。

彼らの報告
13)に よると, ガラク トース食餌飼育ラッ

トにおいてのみ虹彩と毛様体に標識細胞が認められ ,

正常食餌飼育 ラットでは観察で きなかった.同様 に

我々の結果でも,50%ガ ラク トース食餌飼育 ラットに

おいてのみ,そ の虹彩の色素上皮細胞と毛様体の無色

素上皮細胞 と実質細胞に標識細胞が認められた。ガラ

ク トース食餌飼育期間と標識細胞数との関係について

は,明確な結論は得られていないが,ガラク トース食

餌飼育期間が長 くなればなるほど,そ の標識細胞株が

増加するとい うことはないようである。

ラットのガラクトース自内障には,ガラク トース食

餌を正常食餌に変換することにより自内障が治癒する

というDiet― Reversalの 現象1)が あ り,さ らに各種のア

ル ドース還元酵素阻害剤による治療も可能であ り,白

内障治癒過程における水晶体上皮細胞再生能力が重要

であると思われる。今後も3H_thymidineォ _ト ラジオ

グラフィーの手法を用い,標識細胞の動態を検索する
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つ も りである.

本論文の要旨は第27回 日本白内障学会にて講演した。
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