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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

(3)50%ガ ラクトース白内障の再生水晶体上皮細胞の動態と

アルドース還元酵素阻害例

(京都府立医科大学眼科学教室)

要  約
3H_thymidineォ _ト ラジオグラフィー法において水晶体上皮細胞層におけるラベル細胞の数は,50%ガラ

ク トース食餌開始 4日 目に最大になることより,食餌開始後 4日 目にラベル実験を行った。以後,経時的にラ

ベル細胞の動 きを観察 した。 1週間後にはラベル細胞は赤道部弓状部付近に移動 し,2か ら4週間後には再生

水晶体線維よりなる水晶体表層皮質にまで移動 した。3週間後にはラベル細胞にも膨化 と液化が観察できた。

ただし,4週間後 までのすべての時期において,前嚢下の水晶体上皮細胞層 と上皮細胞塊にも残存ラベル細胞

が見られた。同様の実験は,正常食飼育群ならびに50%ガラク トース食餌に 1種類のアル ドース還元酵素阻害

剤 (Statn)を 同時投与 した群 にも行った.ラ ベル細胞の皮質深層部への移動は, 3群間で大差はなかった。

アル ドース還元酵素阻害剤は,ガラク トース自内障発症予防にほぼ比例 してラベル細胞の動態 を正常化 した。

(日 眼会誌 93三 1044-1053,1989)
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Movement of Regenerated Lens Epithelial Cells in 50% Galactose

Cataract and an Aldose Reductase Inhibitor

Hirofumi Terubayashi, Toshiaki Tsuji Yasuhiro Matumoto

Hitoshi Ikebe and Yoshio Akagi
Department of O|hthalmology, Kyoto Prefechtral Uniuersiljt of Medicine

Abstract
In experimental galactose cataract of rats, lens fiber cells were gradually destroyed by swelling

and liquefaction occuring due to the accumulation of galactitol. In addition to the destruction of lens

fiber cells, marked regeneration of lens epithelial cells was universally observed. In this study, we used

the technique of 3H-thymidine autoradiography and examined the movement of regenerated (DNA

synthesis) lens epithelial cells.

On the fourth day from the starting of 50% galactose chow, 3H-thymidine was injected into the

anterior chamber. After one week, SH-thymidine-labelled epithelial cells was observed at the bow

region of the equatorial area. After 2 to 4 weeks, labelled cells were found in the regenerated lens

fibers of the cortex. After 3 weeks, labelled cells about to be destroyed by swelling and liquefaction
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were recognized. However, a few labelled cells were still observed in the epithelial cell layer.
The same experiments were poformed in two groups of normal chow-fed one and 50!d galactose*

an aldose reductase inhibitor (Statil)-fed one. The movements of 3H-thymidine labelled epithelial cells
in the above two groups were almost identical. In addition, the movement of labelled cells was
normalized by an aldose reductase inhibitor. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93 : 1044-1053, 1989)

Key words: Galactose cataract, Lens epithelial cell, 3H-thymidine autoradiography, Labelled cell,
Aldose reductase inhibitor

I緒  言

ラットガラク トース白内障は,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 (Diet‐

Reversal)があ り,われわれも光学顕徴鏡学的に証明

した。.さ らにアル ドース還元酵素阻害剤 (ARI)は ,

このガラク トース白内障に対 し治療ならびに予防効果

を有することも報告してきた2)-6).以上の結果より,自

内障水晶体の再透明化には赤道部における再生線維に

よる修復が不可欠であると考えている。つまり,再生

された水晶体上皮細胞の動態を検索することは,現時

点では夢物語だとしても,未来の自内障治療薬開発の

面からも極めて重要だと思われる。

われわれは,3H_thymidineォ _ト ラジオグラフィー

の手法を用い, ラットガラク トース白内障発生過程に

おいて,水晶体上皮細胞は赤道部以外の部でも異所性

増殖を繰 り返 し,破壊された水晶体線維の修復を行い
,

再透明化に重要な働きをしている事を証明した7).本

研究では, ラベル細胞の経時的な動 きを調ベガラタ

トース白内障発症メカニズムを探ると伴に,ARIの ガ

ラクトース白内障予防効果を,水晶体上皮細胞動態の

面から検討 した。

II 実験方法

本実験 には,体重50g(生 後 3週 齢)の Sprague‐

Dawley系雄 ラット45匹 を,正常食餌で飼育する群 (正

常群),50%ガ ラク トース食餌で飼育する群 (ガ ラク

トース群),50%ガ ラク トース食 餌 に0.046%Statil

(ICI,England)を 混入した食餌で飼育する群 (ガ ラク

トースARI群 )の 3群に分けて飼育 した。各々の食餌

開始後 4日 目に,すべてのラットの両眼球の前房中に

5μ lの methyl‐ 3H‐ thymidine(81.7Ci/mmol, New

England Nuclear)を 1回注入 し,次いで経時的 (1,

2,3,4,6週間後)に両眼球を摘出し,水晶体を含む

前眼部 のみを4%paraformaldehydeを 含む リン酸緩

衝液 (pH 7.4)にて固定 した。

数 日間固定後,ア ルコール脱水, メサクリレイ ト包

埋 し,眼球矢状断のlμmの薄切片と,試料によっては

水晶体赤道部付近の眼球横断lμ m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,従来のオー トラジオグラフィー法に従い乳剤を

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

各々の 食 餌 を 開 始 し,4日 目に 前 房 へ の3H_

thymidine注入実験を行った。

(1)正常群

食餌開始 4日 目の時点で3H_thymidineラ ベルされ

る上皮細胞は,すべて赤道部増殖帯において DNA合
成を行っている細胞である7)。 実験後 1週間 目には,ラ

ベル細胞は前嚢下から赤道部増殖帯,赤道部弓状部に

かけての水晶体上皮細胞層にのみ観察でき,水晶体皮

質の線維細胞層には認められなかった (図 lA). 2週

間 目には,大部分のラベル細胞は赤道部弓状部から水

晶体線維細胞層の皮質表層部に進入するのが観察でき

た (図 lB)。 一部のラベル細胞は,前極近 くの前嚢下

水晶体上皮細胞内層にも見られた (図 2A)。  3週間 目

になると, ラベル細胞は 2週間目に比べさらに内上方

側の皮質深層部に移動するのが観察でき, 4週間 目で

はさらに内上方側に移動 してお り,特に横断面切片で

は 2か ら 3週間 目にかけての内側への移動が明瞭に認

められた(図 lC,D,2C,D)。 この時点でも増殖帯に

残存 した ラベル細胞を認めた (図 2B).6週 間経過す

るとラベル細胞は検出できなかった。

(2)ガラク トース群

食餌開始 4日 目の時点で3H_thymidineラ ベルされ

る上皮細胞は,赤道部増殖帯においてその数は増加し
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図 1 正常群ラベル実験後の経過.実験後 1週間 (A,× 460),2週間 (B,× 230),3

週間 (C,× 230),4週間 (D,× 230)と 経時的にラベル細胞 (矢印)は皮質深層部

に移動した。 トルイジンブルー染色.
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図2 正常群.実験後 2週間 (A,× 230)に おいて, ラベル細胞 (矢印)は前嚢下上

皮細胞層に認められた。実験後 4週間 (B,× 230)に おいても,赤道部弓状部にラ
ベル細胞 (矢印)は観察された.赤道部弓状部よりやや前方の水晶体上皮細胞層を

含む横断面切片を見ると,実験後2週間 (C,× 230)に比べ3週間 (D,× 230)の方
が, ラベル細胞 (矢印)の皮質深層部への移動が確認された。 トルイジンブルー染
色.i:iris.

てお り, さらに前嚢下水晶体上皮細胞層に均一に観察

された (異所性増殖)7),そ の後, 1か ら4週間 と経時

的に赤道部弓状部から皮質表層部に移動 し,再生され

た透明水晶体線維細胞層を形成した (図 3A,B,C)。
この進行速度は正常群 とほとんど差は認めなかった。

横断面切片で見ると,実験後 3週間目において皮質表

層部に移動 したラベル細胞にも膨化の進行を観察 した

(図 4D).食餌開始 4日 目に前嚢下上皮細胞層において

ラベルされた上皮細胞 (異所性増殖)は ,実験後 1か

ら3週間 目に前嚢下に形成 される上皮細胞塊を構成 し

(図 4A,B),4週間目においても上皮細胞塊内に存在

するのを認めた(図 4C)。 この時点においても,前嚢下

の上皮細胞塊以外の上皮細胞層にもラベル細胞の存在

を確認した (図 3D).正 常群 と同様に,実験後 6週間

経過するとラベル細胞は検出できなかった。

(3)ガラクトースARI群
実験開始後 1週間 目から 4週間目において,自内障

は前嚢下と後嚢下に限局 して見られ,赤道部への波及

は認められなかった.ラ ベル細胞の増殖帯から皮質表

層部への移動速度 と動態には,正常群やガラクトース

群 と比べても差がなかった (図 5A,B,C,D).横 断

面切片で見ると,実験後 4週間目においてかなり内側
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図3 ガラクトース群ラベル実験後の経過,実験後 1週間 (A,× 230),3週間 (B,×

230),4週 間 (C,× 230)と 経時的にラベル細胞 (矢印)は皮質深層部に移動し,再
生透明水晶体線維を形成した。実験後 4週間においても,増殖帯付近の前嚢下上皮

細胞層にラベル細胞 (矢印)を認めた (D,× 230).ト ルイジンブルー染色.
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の皮質部への移動を確認 した (図 6D).ガ ラク トース

群で観察されるような前嚢下上皮細胞層での異所性増

殖は軽度存在するようであ り,実験開始後 1週間 目,

2週間目には正常群で認められるラベル細胞の数に比

べ多 くのラベル細胞を前嚢下上皮細胞層に確認 した

(図 6A,B).4週 間後においても,赤道部増殖帯から

前嚢下上皮細胞層にかけてラベル細胞の存在を確認 し

た(図 6C).上記 2群 と同様に,実験後 6週間経過する

とラベル細胞は検出できなかった。

IV考  察

成熟した後 もDNA合成を行い細胞増殖を繰 り返 し

ている水晶体赤道部増殖帯の上皮細胞については,過
去にラット,マ ウス,家兎において,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).

我々の結果7)で も,生後 3週齢 (体重50g)と 生後 6週

1049

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,差はな

かった。 ところが,生直後の幼若ラット水晶体では
,

赤道部増殖帯を含む前嚢下上皮細胞層全域において

DNA合成ならびに細胞増殖を行っていることが証明

されている9)10).Hannaに よると9),生後 1日 目より生

後 2週間 目の幼若 ラット水晶体では,DNA合 成は増

殖帯と前嚢下水晶体上皮細胞層にみられ,盛んな異所

性増殖の存在を証明している.われわれも同様の結果

を生後 0日 , 3日 目の幼若 ラット水晶体において確認

している。しかし,異なる点は生後 7日 目には成熟 ラッ

トと同様に増殖帯においてのみ ラベル細胞が検出で

き,異所性増殖は消失 した(未発表)。 正常発達過程に

おいては,すべての水晶体上皮細胞が生直後に持って

いた細胞増殖能力は,成熟 とともに失われていき,増
殖帯にのみ存在する上皮細胞が一生涯保有すると考え

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

図4 ガラクトース群.実験後 1週間 (A,× 230),3週間 (B,× 230),4週間 (C,×

230)目 において,前嚢下に形成された上皮細胞塊の中にもラベル細胞 (矢印)の存
在が確認できた.実験後 3週間目の時点の赤道部弓状部よりやや後方の水晶体上皮
細胞層を含まない横断面切片を見ると, ラベル細胞 (矢印)の膨化の開始が観察で

きた (D,× 230).ト ルイジンブルー染色.i:irt
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図5 ガラクトースARI群 ラベル実験後の経過.実験後 1週間 (A,× 230),2週間

(B,× 230),3週 間 (C,× 230),4週 間 (D,× 230)と 正常群とほぼ同様に,経時的

にラベル細胞 (矢印)は皮質深層部に移動した。 トルイジンブルー染色.
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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,水晶体上

皮細胞を3H_サ イミジンにてラベルし,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ラベル細胞数を数えると,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 らにこれらのラベル細胞は,水晶

体上皮層全体に均―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。以前の我々の結果7)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)

にラベル細胞数が最 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た.本
研究で3H_サ イ ミジン前房内注入 とい う実験を50%ガ

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

図 6 ガラク トースARI群.実験後 1週間 (A,× 230),2週 間 (B,× 230),4週 間

(C,× 230)目 において,前嚢下上皮細胞層に比較的多くのラベル細胞 (矢 印)を認
めた。実験後 4週間目の赤道部弓状部よりやや前方の水晶体上皮細胞層を含む横断

面切片を見ると,正常群とはぼ同様に, ラベル細胞 C矢印)の皮質深層部内側への

移動を確認した (D,× 230).ト ルイジンブルー染色.i t iris,c:cornea.

ラク トース食餌開始後 4日 目に行った根拠はこの結果

に基づ き,ラ ベル細胞の数を最大にするように試みた。

今回の実験では,50%ガ ラク トース食餌開始後 4日

目に,水晶体上皮細胞層増殖帯ならびに前嚢下での異

所性増殖によるDNAラ ベル細胞の経時的な動態を検

討することを目的とした。さらに同時に, ラットガラ

ク トース白内障4)や
糖尿病性自内障14)に

対 し強い予防

効果 と治療効果を有する 1種のアル ドース還元酵素阻

害 ,印」, IC1 128, 436(ICI, England, Statilと もいう)

によるラットガラク トース白内障発症防止 された水晶

体でのラベル細胞の動態をも観察した。

赤道部増殖帯において DNA合成を行っているラベ

ルされた上皮細胞は,ラ ット水晶体の正常成熟 と伴に,

赤道部弓状部から皮質表層部へと移動し,透明水晶体

表層皮質を形成する.50%ガ ラクトース白内障の水晶

体においてもほぼ同様のラベル細胞の動態が観察され
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た。一般的には,ガ ラク トース自内障水晶体において,

赤道部皮質最表層部には必ず膨化,液化の起 こってい

ない正常水晶体線維細胞 よりなる透明部分が観察され

る。 これらの正常水晶体線維細胞は, ガラク トース白

内障形成過程早期に再生された水晶体上皮細胞より構

成 される事が判明している1).50%ガ ラク トース食餌

開始後 3週間目になると,透明であったラベル水晶体

線維細胞にもアル ドース還元酵素よリガラクチ トール

の蓄積が始まり,細胞の膨化開始を今回確認 した。正

常群ならびにガラク トースARI群では,再生水晶体線

維の膨化は認められず, アル ドース還元酵素阻害剤の

効果は, この正常再生水晶体線維細胞の膨化崩壊阻止

であることはまちがいないと思われる。

本研究の正常群,ガ ラク トース群,ガ ラク トース

ARI群 の 3群において,増殖帯でのラベル細胞の皮質

深層部への移動には数の大小以外に差は認めなかっ

た。 この理由は,実験開始後 4週 目において,ガ ラク

トース群の水晶体は,正常群ならびにガラク トース

ARI群 の水晶体に比べかな り小さい事によると思わ

れた。つまり,一見ガラクトース群 とその他の 2群 と

の間でラベル細胞の皮質内への移動速度が同様に見え

るが,実際はガラク トース群水晶体は小さいので,皮

質全長 との比を考えると,移動速度は他の 2群に比し

てかな り早いことが想像できた。しかし,正確な定量

化は今回は行っておらず,将来に残された課題である。

50%ガ ラクトース食餌開始後 4日 目に前嚢下上皮細

胞層に認められる異所性増殖によるラベル細胞は,そ

の後 1週間から4週間にかけて,自 内障の進行と伴に

前裏下上皮細胞塊を形成 した り,赤道部増殖帯から前

嚢下の上皮細胞層にびまん性に分布する事を確認でき

た。50%ガ ラク トース食餌にアル ドース還元酵素阻害

剤の同時投与群 (ガ ラク トースARI群)では,形態学

的には, 自内障発症予防効果はかな り強 く,軽度白内

障を前嚢下と後嚢下にのみ認められ,赤道部には異常

所見は認められなかった。 しかし前嚢下上皮細胞層で

の異所性増殖によるラベル細胞は食餌開始後 2～ 4週

間 目にも,赤道部増殖帯から前嚢下の上皮細胞層なら

びに上皮細胞塊に検出された。ここでの大 きな疑間点

は,何が前嚢下での異所性増殖を引き起 こすかである。

現在の ところ,ガ ラク トース白内障 自身 と高 ガラク

トース血症の可能性が想像できるが,その回答は今後

の課題 と考えている。

本研 究 と同 じ3H_サ イ ミジ ンオー トラジオグ ラ

フィーの方法を用いた,Hannaら による正常ラット水

日眼会誌、 93巻  11号

晶体上皮細胞の細胞増殖 とその動態 を調べた報告
9)が

ある。それによると,生後 4週齢の Wistar系 ラットで

はラベル細胞は水晶体赤道部 よりやや前方の増殖帯に

のみ観察 され,それ らのラベル細胞は経時的に水晶体

線維細胞 より成 る水晶体皮質方向に移動 し, 8週間に

て増殖帯か ら脱核 を始め る皮質部までの3/4の 距離 を

移動することを示 した。今回の結果では,50%ガ ラク

トース食餌負荷後 4日 目にラベルを行い,その後 2週

間 目にラベル細胞が弓状部から表層皮質へ と進入する

のが見られ,4週間 目には表層皮質深層部へ と移動 し,

一部のラベル細胞 にはガラク トース蓄積による膨化が

始 まるのが観察で き,以前の結果“
)と ほぼ同様であっ

た .

本論文の要旨は第93回 日本眼科学会総会にて発表した。
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