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BrdUを用いた ガラク トース血症 ラット角膜 内皮細胞の修復動態の検索

その1.経角膜凍結破壊後の角膜内皮の増殖 (図 7)

(京都府立医科大学眼科学教室)
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要  約

糖尿病性角膜内皮障害の本態 を明らかにするために,生後 3週齢の SD系ラットを50%ガラク トース含有食

餌 (ガ ラク トース単独群),ア ル ドース還元酵素阻害剤混入同食餌 (ARIガ ラク トース群 ),正 常食餌 (対照群 )

の 3群 に分 け 8週間飼育後,角 膜内皮 を経角膜的凍結破壊 した後 の残存内皮細胞 の増殖 について,抗
Bromodeoxyuridine(BrdU)免 疫組織化学的方法を用いて検討を行った。BrdUは thymidineの 類似物質で

あり,DNA合 成期 (細胞周期の S期 )の核にとりこまれるため,組織内での増殖の盛んな細胞の局在を認識

できる。ARIガラク トース群,対照群では凍結破壊後 7日 目には BrdU陽 性細胞は認められなくなったが,ガ

ラク トース単独群では14日 目においてもBrdU陽 性細胞が認められた。このことより,実験ガラク トース血症

ラット角膜内皮破壊後の残存内皮細胞は長期間異常増殖すること,ま たアル ドース還元酵素阻害剤はこれを正

常化することが明らかとなった。 (日 眼 92:423-432,1988)

キーワー ド :糖尿病性角膜内皮障害,ガラク トースラット,細胞増殖,Bromodeoxyuridine,ア ル ドース還元

酵素阻害剤

Abstract

The corneal endothelial cells of normal rats and galactosemic rats treated with or without aldose

reductase inhibitor(ARl) were destroyed by transcorneal freezing. Proliferation of the residual
endothelial cells was investigated via anti-bromodeoxyuridine (BrdU) immunohistochemistry using

the ABC method. BrdU, an analogue of thymidine, can be incorporated specifically into synthesizing
DNA (i.e. in the S-phase of cell cycle). BrdU-positive cells could be seen in both normal and
galactosemic rats treating with ARI at t hr after freezing, and disappeared within 7 days. However

they could be seen in galactosemic rats even at 14 days. These results show that the residual endoth-
elial cells in galactosemic rats proliferate for a considerable time, and the abnormality of corneal

endothelial healing could be prevented by ARI.(ActaSoc Ophtholmol Jpn 92:.423-432, 1988)
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I緒  言

糖尿病性眼合併症 として,網膜症 と白内障が存在す

ることはよく知 られているが,角膜障害 とくに内皮障

害 については最近注 目され るよ うになって きた .

Schultzら 1)は,Specular microscopeを用いて糖尿病

患者の角膜内皮を観察し以下の結論を得た。糖尿病患

者の角膜内皮では,多形性や大小不同などの形態異常

が存在する。 さらに,経過の長い I型糖尿病患者にお

いては,そ れらの所見に加えて内皮細胞数も減少する。

これらの事実から彼 らは糖尿病性角膜内皮細胞障害が

存在するこ とを主張 した。臨床的に見ても判るように,

糖尿病患者がそれだけの理由で水疱性角膜性のような

重篤な眼合併症を起 こすことはない。 しかし,糖尿病

患者に対する,硝子体手術 。白内障眼内 レンズ手術な

どが頻繁に行われてきていることを考えると,今後ま

すます内皮細胞を障害する機会が増加することが予想

される.従って, ヒトで内皮障害が確認された以上 ,

動物においてその存在を確認し,本態を明らかにする

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

を経角膜的に凍結破壊 し,組織学的観察により正常

ラットに比べその修復が相当遅延す ることを報告2)

し,ガ ラク トース血症ラットが糖尿病性角膜内皮障害

のモデルとな り得ることを確認した。一方,糖尿病性

眼合併症の起因酵素 といわれているアル ドース還元酵

素 (AR)が , ヒト3), ラット4)角膜内皮に豊富に分布す

ることが証明されてお り,さ らにわれわれは, 2種の

アル ドース還元酵素阻害剤(ARI)(M-79175エ ーザイ,

IC1128,436 1CI)が ガラク トース血症 ラットで見られ

た内皮細胞修復遅延を正常化す ることを報告
6)6)し

,

ARが糖尿病性角膜内皮障害の起因酵素である可能性

を強 く支持した。

ガラク トース血症 ラット角膜内皮の修復遅延の理由

を推論すると,脱落 した内皮を補填するために周囲の

内皮細胞の増殖 と移動が起こるが,その増殖あるいは

移動過程に正常 ラットとの間に差異があると思われ

る.本研究では, この内皮細胞の修復過程を明確にす

るために,DNA合 成期 (S期)に細胞の核に取 り込ま

れ る thymidineの 類似物質 で あ る Bromodeoxyur‐

idine(BrdU)を 標的物質として用い, ガラク トース血

症ラット角膜を凍結破壊し,修復時の角膜内皮の増殖

について検討を行った .
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II 実験方法

実験には体重50g(生後 3週齢)の Sprague― Dawley

系ラットを72匹用いた。それらを以下の 3群にわけた。

(1)研究室用通常食餌飼育群 (対照群),(2)50%ガ ラ

クトース含有食餌群 (ガ ラク トース単独群),50%ガ ラ

クトース含有食餌に ARI(IC1128,436 1CDを 0.046%

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 ステンレ

ス棒を約20秒間あてて行った.凍結硬壊後経時的 (1

時間後,4日後,7日 後,14日 後)に BrdUを体重 gあ

たり50μ g腹腔内に投与し,ネ ンブタール致死麻酔下で

眼球摘出した.摘出眼球から角膜を取 り出し,ただち

に 4%paraformaldehydeを 含 ti∫ phosphate burer

(pH 7.4)に 36時間浸漬固定した.固定試料を10～ 20%

の濃度の sucroseを 含む同 bufferに浸漬した後,約 15

μの凍結切片を作成した.得 られた切片を5HNClに 10

分浸漬した後,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

凍結破壊前 :対照群,ガ ラク トース単独群,ARIガ
ラク トース群 いずれにおいて も角膜内皮に BrdU陽

性細胞は認められなかった (図 1)。

凍結破壊 1時間後 :凍結破壊部の角膜内皮が脱落

し,周囲の残存内皮に BrdU陽 性細胞が多数認められ

た。対照群,ガ ラク トース単独群,ARIガ ラク トース

群に差は認め られなかった (図 2,3).

凍結破壊 4日 後 :凍結破壊部に内皮細胞の重層化が

認められ,内部 に BrdU陽性細胞が認め られた (図

4).ま た周辺の内皮細胞には多数の BrdU陽性細胞

が認められた (図 5).対照群, ガラクトース単独群 ,

ARIガ ラク トース群に差は認め られなかった。

凍結壊死 7日 後 :対象群においては,内皮細胞の重

層化は消失 していたが,BrdU陽性細胞は認められた

(図 6a).ガ ラク トース単独群においては,内皮細胞の

重層化 とBrdU陽性細胞が多数認め られた (図 6b)。

ARIガ ラク トース群においては,対照群とほぼ同じ所

見を呈した (図 6c).

凍結破壊 14日 後 :対照群・ARIガ ラクトース群 とも

に内皮細胞の重層化はなく,BrdU陽性細胞も認め ら
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れなかった (図 7a,c).ガ ラク トース単独群において

は,いぜん内皮細胞の重層化 とBrdU陽性細胞が多数

認められた (図 7b)。

IV考  按

実験的糖 白内障に関する研究からKinoshita7)8)は ,

その起因酵素がアル ドース還元酵素 (AR)であると主

|

D

張した。この説は polyol― osmotic説 と呼ばれ,そ の後

多 くの追試によって確認 された。また,自 内障のみな

らず他の糖尿病性合併症 もARが起因酵素 となって

いる可能性が示唆されている。このARは ,ヒ ト3),ィ

ヌ9),ラ ット4)に共通 して角膜内皮に豊富に存在 してお

り,糖尿病性角膜内皮障害 もARが関与 している可能

性は大 きい。既にわれわれは,ガ ラク トース血症ラッ

図1 凍結破壊前角膜におけるBrdU陽性細胞の局在.対象群 (a), ガラクトース群

(b)共 に角膜内皮にはBrdU陽性細胞は認められない(ABC法 ,DAB染色,× 400).

率
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図2 凍結破壊 1時間後におけるBrdU陽性細胞の局在.対象群 (a),ガ ラクトース

群 (b),ARIガ ラクトース群 (c)いずれにおいても凍結破壊部の内皮細胞が脱落し

周辺の残存内皮に BrdU陽性細胞が多数認められる (ABC法 ,DAB染色,× 400).

卜および正常ラットの角膜内皮を経角膜的凍結硬壊

し,組織学的に検討を行い,その修復が前者の方が後

者 より遅延することを報告2)し,ガ ラク トース血症

ラットが糖尿病性角膜内皮障害のモデルとなり得るこ

とを確認した。ガラク トース血症 ラットを用いた理由

は,ラ ット角膜内皮にARが存在す ること4),糖
尿病

ラットのように全身状態がほとんど侵 されないこと,

ARの理論的背景は糖尿病ラットと同一であること,
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機
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図3 凍結破壊 1時間後におけるBrdU陽性細胞の局在,凍結破壊の周辺部に,対象

群 (a),ガ ラクトース群 (b),ARIガ ラクトース群 (c)いずれもBrdU陽性細胞が

多数認められる (ABC法 ,DAB染色,× 800).

発症が確実で個体差が少ないことである.ま た,凍結

破壊という手段を用いた理由は,糖尿病性角膜内皮障

害は無処置の状態では極めて軽微なもので簡単にはそ

の本態を明らかにするには困難と考え,人工的破壊後

の修復過程を形態学的に検討することによって,糖尿

病性角膜内皮障害を捉えようとした。 さらにわれわれ

は, 2種類のアル ドース還元酵素阻害剤 (ARI)(M‐

79175エ ーザイ,IC1128,436 1CI)が , ガラク トース
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血症 ラットで見られた角膜内皮障害の修復遅延を正常

化することを報告5)6)し ,糖尿病性角膜内皮障害 もAR
がその起因酵素である事を強 く支持した。

これ までのわれわれの実験 2)5)6)で は,凍結破壊に

日眼会誌 92巻  3号

図4 凍結破壊 4日 後における BrdU陽性細胞の局在.対象群 (a),ガラクトース群
(b),ARIガ ラクトース群 (c)いずれにおいても凍結破壊部に内皮細胞の重層化が

認められ,内部にBrdU陽性細胞が認められる(矢印)(ABC法 ,DAB染色,× 800).

よって角膜内皮が脱落し,ま ずその欠損部に重層化 し

た内皮細胞が認められるが,正常対照群では 7日 目に

は重層化は認められず一層の内皮細胞で覆われるのに

対 し, ガラク トース血症ラットにおいてはその重層化
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図5 凍結破壊 4日 後におけるBrdU陽性細胞の局在.対象群 (a), ガラクトース群

(b),ARIガ ラクトース群 (c)いずれにおいても凍結破壊の周辺部に BだU陽性細

胞が多数認められる (ABC法 ,DAB染色,× 800).

が14日 目においても認め られるというものであった。

この内皮細胞の重層の遷延化がいかにして起 こるかを

推論すると,凍結破壊によって脱落した内皮の周辺部

分の内皮細胞が分裂増殖 し,脱落部位へ移動する過程
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に異常があるためではないかと考えることが出来る。

ところが,通常の光顕による観察では,重層化してい

る細胞が現在も増殖 しているのか,あ るいは既に増殖

が終わった結果なのかを正確には判断できず,ま た細
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図6 凍結破壊 7日 後におけるBrdU陽 性細胞の局在.対象群(a),ARIガ ラクトー

ス群 (c)に おいては内皮細胞の重層化は認められないが,BdU陽性細胞は散見で

きる(矢印).ガラクトース群においては凍結破壊部に内皮細胞の重層化とBrdU陽
性細胞が認められ(bl),周 辺部においてもBradU陽性細胞が多数認められる(b2)

(ABC法 ,DAB染色,× 400).
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胞の移動についても検討 も困難である.すなわち,細
胞の増殖・移動を動的に観察するには, なんらかの標

的物質を細胞内に取 り込 ませ,その標的物質を追跡し

なければならない。今回の実験で用 いた BrdUは ,

DNAを合成する thymidineの 類似物質であるため,

DNA合成期 (S期 )にある細胞では, あらたに合成さ
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図7 凍結破壊14日 後におけるBrdU陽性細胞の局在.対象群(a),ARIガ ラクトー

ス群 (c)に おいては内皮細胞の重層化ならびにBrdU陽 性細胞は認められない.ガ

ラクトース群においては凍結破壊部に内皮細胞の重層化とBdU陽 性細胞が認め

られ(bl),周辺部においてもBrdU陽性細胞が多数認められる(b2矢 印)(ABC法 ,

DAB染色,× 400).

れるDNA内 に取 り込まれる。細胞分裂・増殖の盛んな

組織に BrdUを取 り込ませた後,DNAを 単鎖にす る

ために塩酸処理を行い,露出した BrdUと 抗 BrdUモ

ノクローナル抗体を反応 させ,免疫組織化学的方法を

用いることにより,S期にある細胞の組織内での局在

を認識することができる10)～ 15).
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最後に今回の実験結果について考按する。まず,無
処置のものでは BdU陽 性細胞は対象群・ガラク トー

ス単独群 。ARIガ ラクトース群いずれにおいても認め

られず,こ のことは単にガラク トース負荷のみでは内

皮細胞の異常増殖は起こらないことを意味する。次に
,

凍結破壊後の所見は,破壊直後より対象群・ガラク トー

ス単独群・ARIガ ラク トース群いずれにおいても脱落

した内皮の周辺に BrdU陽性細胞が多数認められ,残
存内皮の増殖は破壊直後より始 まることが明らか と

なった。さらに,ガ ラクトース単独群では他の 2群 よ

り長期にわた りBrdU陽性細胞が認められ,こ のこと

はガラクトース単独群では残存内皮が長期間異常に増

殖することを意味する。

以上のことよ り,ガラクトース血症 ラット角膜内皮

の損傷治癒過程の一つの現象として,周辺の残存内皮

細胞の分裂増殖が長期間にわたると結論できる。 しか

し,今回の結論からだけでは,損傷治癒遅延の理由を

明確に説明することはできない。それは,分裂し増殖

した内皮細胞が どのように移動 し脱落 した部位を覆 っ

ているのかを検討する必要があるか らである.今後 こ

の内皮細胞の移動について実験を行い,ガラクトース

血症ラット角膜内皮の損傷治癒遅延の理由についてさ

らに検討する予定である.

本論文は第91回 日本眼科学会総会にて発表した.
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