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糖性白内障の発症機構に関する細胞学的検討 (図 8,表 1)
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要  約

糖性白内障において,水晶体混濁の進行する過程で上皮細胞増殖が著明に認められる。今回,糖性白内障防

止に有効とされる Aldose Reductase lnhibitor(ARI)お よび Vitamin E(Vit.E)を 投与 し, この細胞増

殖が抑制されたことにより,細胞増殖 と水晶体混濁化 との間に密接な関連のあることが判明 した。また,生化

学的,組織学的検討 を行なったところ,こ れらの細胞増殖挙動 と代謝変動,細胞構築の異常が一致 して認めら

れ,自 内障発症には,生物学的活性度の強い上皮細胞の動態が大きく関与 していることが示唆 された。(日 眼

92:262-268, 1988)

キーワー ド :糖性白内障,水晶体上皮細胞増殖,AR阻 害剤, ビタミンE

Abstract
Rats fed a 30% salactose diet were treated with aldose reductase inhibitor (ARI) and Yitamin E,

and the increased proliferation of the lens epithelial cells was observed in vivo in relation to lens
opacification. We recognized relationship between the epithelium proliferation and opaciflcation, as

proliferation was reduced by administration of ARI or Yitamin E which are possible anti-cataract
drugs. In animals given ARI, the proliferation of the epithelial cells and galactitol accumulation in the
lens were obviously reduced, then lactate production was maintained at the same level as in normal
lens. When we observed the photomicrograph of the lens epithelium of a rat fed galactose with ARI,
we could not find the area of increased density corresponding to the "Y proliferative reaction" at the
central region of the lens. These results in biochemical and histological studies suggest that the
viability of the lens epithelial cells influences the progress of sugar-induced cataract formation. (Acta
Soc Ophthalmol Jpn 92t262-268, 1988)

Key words : Sugar cataract, Proliferation of the epithelial cells, Aldose reductase inhibitor, Yitamin
E

I緒  言

糖性自内障における水晶体上皮細胞増殖と水晶体混

濁化 との関連1)2)を 明らかにするため,今回,著者らは

糖性 自内障の進行防止に有効 と報告 されている Al‐

dose Reductase lnhibitor(ARI)3)～ 5)ぉ ょび vitamin

E(Vit.E)6)を 投与 して水晶体の上皮細胞数と生化学

的,組織学的検討を行ない,興味ある結果を得たので
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報告する。

II 方  法

1.実験材料

3週齢,Wistar系雄性ラットに30%ガ ラク トース食

を投与しながら,Fig.1に示すように,Vit.Eお よび

ARIを同時投与あるいは,後投与 して検討を加えた .

1)同 時投与

ガラク トース食投与開始と同時に,Vit Eの 300mg/

kg腹腔内投 与 を 1日 に 1回 ,0.05%ARI点 眼 (6‐

nuoro-2‐ methyl‐spiro〔 chroman‐ 4,4′ ‐imidazolidine〕 ‐

2′ ,5′
‐dione)(E‐ 1008)を 1日 に 1回, 1滴投与 し,14

日間観察 した.通常の食餌を投与 した正常群 と, ガラ

クトース食単独投与群も比較検討のため,並列して表

示した。

2)後投与

ガラク トース食投与後 4日 目より,Vit.Eお よび

ARIを投与 して,18日 間観察した。

2.測定方法

1)水晶体上皮細胞数測定
7)

水晶体上皮を0.01%Actinase ① (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)水 晶体混濁度

水晶体混濁度は細隙燈顕微鏡下および水晶体摘出後

の肉眼所 見 を観 察 した。Table lに 示 され る Dr.

Sippelに よる分類8)を 応用 し,右端 に示す scoreに

従って点数比 したものを平均して,グ ラフに表示 した。
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Fig. 1 Various treatments in the present study.

3)組織伸展標本

摘出した水晶体をエタノール :酢酸 (=3:1)混
合液中で固定した後, 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 Hematoxmn‐ Eosin

染色を行なった。標本は水晶体前極部を示 した。

4)水晶体中 GSH量

Table 1 Stages of galactose cataract formation in rat 1ens.

Stage Progression of Cataract Score

1

Course of progressive vacuolization ;

1-A Initial appearance of the equatorial band 01.o
1-B Involvement of about one-third of the anterior cortex 02.0
i-C Involvement of about two-thirds of the anterior cortex ① 3.0

2
Large)y liquefied and clearer cortex

(Enlargement and coalescence of the vacuoles) ⑤ 4.0

Un'iform opalescence ⑮ 5.0

Formation of nuclear cataract 06.0
Total opacification ● 7.0

T.0.si ppel : Invest.ophthal m。 1.,旦 , 568(1966)
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水晶体に蒸留水lmlを加え,氷冷下にホモジナイズ

した後, トリクロロ酢酸を加え30分放置後遠心を行な

い,除タンパクした。その上清を EHman法 9)で測定 し

た。

5)水 晶体中 Vit.E量 (α‐トコフェロール)

水晶体中の Vit.Eの 定量は,阿部 ら1。 )の 方法に従 っ

て行なった。まず,水 晶体に蒸留水2mlを加え,ホ モジ

ナイズした後,n‐ Hexaneを加えよく撹拌後,遠心 し

た。上層の n‐Hexane層 から一定量分取し溶媒を留去

した。その残留物に n‐ Hexaneを加えて溶かし,一部

を HPLCカ ラムに注入 した.カ ラムは Nucleosi1 5

NH2,移動相は n‐Hexane:isopropanol(=98:2)

の混合溶媒を用い,蛍光測定(Ex.290nm,Em.325nm)

によって検出した .

6)水 晶体上皮細胞層の乳酸産生量

水晶体からカプセル(上皮細胞付着)を剥離し, 8%
FBSを含む Eagle'sMEMO.5ml中 で24時間培養 した

後,培養液中に産生 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。

7)水 晶体中ガラクチ トール量

水晶体を蒸留水lmlでホモジナイズし,沸騰水浴中

で10分熱処理後,遠心を行なって除タンパクした。そ

Normal

Cal

cal+Vit.E

Cal + ARI
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の上清を凍結乾燥 し,残査に酢酸エチルとトリフルオ

ロ酢酸を加えて TFA化したものをガスクロマ トグラ

フイーにて測定 した。カラムは3mm× 2mの ガラスカ

ラム,充てん剤は5%XE‐ 60,カ ラム温度は160°C,検出

は水素炎イオン化検出器で行なった。

III 結  果

1.水晶体上皮細胞数

Fig.2は上皮細胞数の経時変化を示 したもので,ガ
ラクトース投与でその異常増加がみ られるのに対し,

ガラク トース+ARI同 時投与では著明な増加抑制,ガ

ラクトース十Vit E同 時投与でもその抑制が認められ

た.いずれ も水晶体10眼 (n=10)の 平均細胞数を示し

た。

2.水晶体混濁度

Fig.3は , この時期における水晶体混濁度を示 した

もので,ARI同 時投与では有意な混濁抑制を認め,Vit.

E同 時投与ではその混濁の軽減を認めたものの有意な

差はみられなかった。各 scoreは 水晶体10眼 (n=10)

につき,平均値を表示した。
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Fig.2 Effects of Vit.E and ARI on cell number of

lens epithelia of galactose‐ fed rat.
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Fig.3 Erects Of Vit.E and ARI on opacincation
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(a)

(c)

3.組織伸展標本

次に,水 晶体前極部における組織伸展標本を作製 し,

形態学的観察を行なった。Fig.4-(a)に正常水晶体を ,

Fig.4-(b)に ガラク トース食投与 に よ り典型的なY
字状細胞増殖領域を認める所見を示 した。

また,Fig.4-(c)に示すように,ARI同時投与によ

る水晶体前極部では増殖領域は全 く認められず,正常

水晶体とはぼ同様の細胞構築を示 した。Fig.4-(d)の

Vit.E同 時投与では Y字状細胞増殖領域は認めな

かったものの,小塊状細胞増殖領域が散在して認めら

れた。いずれ も投与10日 目の標 本 である。 (H‐E染

色,× 200)

4.水晶体中 GSH量および Vit.E量

酸化還元系に対する影響をみるため,水晶体中 GSH
量および Vit.E量を投与10日 目で測定 した (n=6).

Fig.5-(a)の 如 く,正 常群 の GSH量 は8mmo1/kg

H20で あ るの に対 し,ガ ラク トース投与群 で は1

mmo1/kg H20,ARI同 時投与群,Vit E同 時投与群

でも著明な GSH量減少が認められた (p<0.001)。

糖性白内障の発症機構に関する細胞学的検討・神谷他

Fig.4

(b)

(d)

このことから,ガ ラク トース投与による酸化障害が

示唆されるとともに,ARI同 時投与による混濁抑制は

浸透圧変化の防止が重要因子であることが再確認 され

た。

水晶体中 Vit.E量 は正常群に比して,ガ ラク トース

投与群では有意な減少を示 したが,ARI同 時投与およ

び Vit.E同時投与ではいずれも正常 レベルを維持 し

ていた(Fig.5-(b))。 ここで,ARI同時投与の場合に

Vit.Eが正常 レベルに維持されていることも興味深い

現象 と考えられた。

5.上皮細胞層あたりの乳酸産生量

次に,解糖系への影響をみるため,一水晶体上皮細

胞層における乳酸産生量を測定した(n=6).Fig.6に

示すように,ガ ラク トース投与群 とVit.E同 時投与群

ではいずれも乳酸産生量の有意な増加が認められたが

(p<0.001),ARI同時投与群ではその増加は全 く認め

られず,正常群 とほぼ同レベルにとどまった。 これら

のことからARI同 時投与では解糖系の異常克進を正

常代謝に近い状態に調節 している可能性 も考 えられ
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Fig.6 Effects of Vit.E and ARI on lactate prO‐

duction of lens epithelial layer of galactose‐ fed

rat.

た。

6。 水晶体中ガラクチ トール量

Fig.7に示すように(n=6),ガ ラク トース投与群に

比 して ARI同 時投与群ではガラクチ トール量蓄積の

有意な抑制が認められた (p<0.01).こ のことから,

ARI同 時投与による水晶体混濁 の抑制が浸透圧変化

に起因することは明らかであ り, 1日 に 1回の点眼投

与のみでも十分に効果のあることが判明した.

7.後投与群における上皮細胞数 と水晶体混濁度

最後に,後投与群すなわち, ガラク トース投与 4日

日眼会誌 92巻  2号

⊂
　
　
Ｖｉ

(a)

〇

”

工

　

Ｏ

〉

ヽ

【
ｏ

Ｅ

麟
』

．
´

●

ｏ

´

Ｃ

ｏ

Ｏ

　

工

∽

Ｏ

ｒ
」
　
　
　
　

．

轟
０

．〓
．〓
　
ぃ
ヽ
ぃ
■
　
．́
Ｃ
ｏ
´
●
ｏ
Ｏ
　
〕
．■
ｒ＞

黎
“

*.* p<0.01

.,.r p<0.02

aa

４

３

２

１

０

器
０

Ｈ
　
“

0

Nor Gal Gal Gal Nor Gal Gal Gal
++++

V.i t. E ARI Vi t. E ARI

Fig. 5 Effects df Vit. E and ARI on GSH and Vit. E content in the lens of
galactose-fed rat.

120

100

●●

+ p<0.01

“
‘
せ
∞
ヽ
Ｌ
ｏ
ぁ
ｏ
【
．
｝ｏ
ｏ
ヽ
ぃ
ュ
　
ぃｏ
■
・
´
ｏ
●
コ

８０

　

　

　

　

　

６０

　

　

　

　

４０

０
Ｎ

工　
ぃ
〉
ヽ
ｒＯ
Ｅ
Ｅ
　
．一ｏ
一
ｒや
ｏ
●
●̈
０

0

Nor   Cal    Cal   Cal

Vit.[  ARI

Fig.7 E“ ects of Vit.E and ARI on Galactitol

accumulation in the lens of galactOse_fed rat.

目より薬剤を投与した場合の上皮細胞数経時的変化 と

水晶体混濁度をグラフに表示 した (n=6).Fig.8-(a)

に示す ように,ARI後投与では上皮細胞数増加の抑

制,Vit.E後投与でも抑制の傾向が認められた。Fig.

8-(b)は ,こ の期間における水晶体混濁度を示し,ARI
後投与では混濁進行の抑制がみられた.

また, ここで,diet reversalに つき,追加して検討

したところ,上皮細胞数増加は完全に停止し,水 晶体
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混濁度も徐々に軽減 し,透明化していくのを認めた.

IV 考  按

著者らは,前回, ガラクトース白内障において水晶

体混濁の進行する過程で,上皮細胞増殖が著明に認め

られることを報告 したが1),糖性白内障防止に有効 と

されるARIや Vitamin Eを投与 した場合には上皮細

胞増殖が抑制され, この増殖現象 と水晶体混濁とが密

接に関連していることが判明した。

上皮細胞数と水晶体混濁化 とは,ARI同時投与にお

いて明らかな相関を認めた.しかし,Vit.E同 時投与

の場合にはガラク トース単独投与に比 して上皮細胞数

増加の抑制は認めたものの,有意に水晶体混濁を抑制

することはできなかった.こ れは,ARI同時投与では

投与 10日 目でも正常群の上皮細胞数 とほぼ同レベルで

あったのに対し,Vit.E同 時投与ではすでに正常群の

約1.5倍の細胞数増加が生じていたため と考えられる。

また,自内障発症 との関連は, ガラクトース投与に

よる水晶体膨潤のため,崩壊した細胞を修復するため

に,上皮細胞増殖がおこるのではないかと考えられて

いるので2),今 回,抗白内障薬 としての ARI投与によ

15 20

りその原因が除去され,膨潤および上皮細胞増殖が抑

制されたものと推論 された。これらのことは組織伸展

標本にて明瞭に示され,ガ ラク トース白内障にみられ

るY字状細胞増殖領域が,ARI投与では完全に消失 し

ていた.

さらに,代謝変動 との関係を検討 した.酸化還元系

に対する影響を調べたところ, ガラク トース白内障で

は著明なGSH量減少を認め,酸化障害が示唆された

が,ARI同時投与,Vit.E同 時投与のいずれの場合に

も有意なGSH量減少を認めた。これは,ARI投与によ

る水晶体混濁の抑制は抗酸化作用よりもむしろ浸透圧

変化の防止が主要因子であること, また,Vit.E投与

による抗酸化作用は膜機能 と密接に関連 して作用する

ことが報告されているように6),過酸化脂質の抑制が

重要な意味をもち,直接的には CSH合成径路に関与

しないものと考えられる。

次に,解糖系における乳酸産生量を比較すると,ARI

投与では正常 レベルを維持していたことから,ARIが
ソルビトール径路のみでなく解糖系への影響を及ぼし

ている可能性が考えられた。

今回の研究から, 自内障発症機構には,生物学的活

0 5         10         15         20                0          5         10

Days On Diet                                                       Days on Diet

Fig. 8 :Erects Of Vit. :E and ARI on cell nurnber of lens epithelia and

opacincation Of lens Of galactOse_fed rat.
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性度の強い上皮細胞の増殖挙動が大 きく関与 している

ことが考 えられ,細胞 レベルでの研究 と生体の恒常性

に関す る検討が重要 と考えられた .

稿を終えるにあたり, ビタミンE測定に御協力をいただ

きましたエーザイ株式会社に深謝致します.ま た,実験の御

協力をいただきました名城大学中澤清講師,鈴木あつみ研

究員に感謝致 します。
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