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アルドース還元酵素阻害剤(ARI)の 自内障抑制効果

形態学的判定基準について

(京都府立医科大学眼科学教室)

要  約

アル ドース還元酵素阻害剤 (ARI)の 白内障抑制効果判定の形態学的基準を作成することを目的とし,50g

ラットを25%ガ ラクトース食餌で飼育し2種 (ADN■ 38お よびFR 74366)の ARI(そ れぞれの低,高濃度薬

剤で計 4種類)の ラットガラクトース白内障に対する抑制効果を検討 し, これまでのわれわれの報告から総合

的に次のように結論した。①ガラクトース白内障は水晶体赤道部から前赤道部にかけての表層皮質に初発し前

皮質,最後に後皮質に線維膨化。液化が進展する。② ARI効 力の強弱によって生じる形態学的差異は大きく分

けて5段階に分類できる.③ ラット生後週齢により上記形態学的差異の発現時期に差はあるものの変化の本質

は5段階分類に従う。(日 眼会誌 93i494-500,1989)
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Abstract

A Morphological classification indicating the stage of the prevention of aldose reductase inhibitor (ARI)

on the rat galactosemic cataract was investigated. Three week old rats (body weight 50g) were fed with a 2594

galactose diet. Two kinds of ARIs (ADN-138, FR-74366) were used with a different dose 25yo galactose fed each

drug. The rats on the 2594 galactore diet rapidly developed cataracts in the equatorial region of the lens

followed by total cataracts. The morphological processes of the galactose cataracts receiving preventive

treatment of ARI were divided into 5 types according to their intensity. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93: 494

-500, 1989)
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I緒  言

実験的糖尿病およびガラク トース血症にともない発

症する自内障つまり糖白内障の起因酵素は,ア ル ドー

ス環元酵素 (以下 ARと 略す)であ り,そ の理論的背

景をポ リオール浸透圧説 (Kinoshita)と 呼ぶ1)～ 3)。 こ
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の説を最も強く支持する実験的根拠は,数種類以上の

アル ドース還元酵素阻害剤 (以下 ARIと 略す)が 自内

障発症を抑制する事である4)～ 6)9).ARIの
自内障抑制効

果を判定するにあた り指標 となるものは代謝産物であ

る糖アルコール量の生化学測定 と,形態学的線維膨化

所見の二者である。糖白内障の本質は与える原因の強

さおよび動物の生後週齢の違いによって刻々と部位の

変化する糖アルコール蓄積現象 と後続する線維膨化で

ある. しかも条件によっては糖アルコールは水晶体の

外へ漏出してしまう。つまり,自 内障とは均一物体中

における均一糖アルコール蓄積現象では決 してない。

これらの見地から本研究は,ARIの in vivoに おける

実験的自内障抑制効果に関してもう一方の指標である

組織学的所見から見た効果判定基準を作ることを目的

とする。

II 実験方法

本実験 には,体重50g(生後 3週齢)の Sprague‐

Dawley系 ラットを120匹用いた。それらをまず (A)

通常食で飼育した群 (通常食群)と (B)25%ガ ラク トー
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ス含有食にて飼育した群の二群に大きく分けた。(B)

群は更に ARIを混餌 しない群 (25%G群)と ,以下の

ごとくARI(2種類,各 2種濃度)を混餌 (w/w)投
与 した 4群計 5群に分けた。ADN‐138(キ ョー リン製

薬,化学名8′
‐chloro‐ 2′ ,3′‐dihydrospiro[pyrr01idine―

3′ ,6′ (5′ H)‐ pyrrolo[1,2,3‐ de][1,4]benzoxazine]‐

2,5,5′―面 one)を それぞれ,(1)0.1%(高 濃度 ADN
群),(2)0.01%(低 濃度 ADN群)の割合で混入した

食餌で飼育.FR 74366(藤 沢薬品,化学名 [3‐ (4‐ bromo‐

2-1luorobenzyl)‐ 7‐chloro‐2, 4‐dioxo‐ 1,  2,  3,  4‐

tetrahydroquinazolin‐ 1■y]acetic acid)を それぞれ,

(3)0.075%(高 濃度 FR群),(4)0.025%(低濃度 FR
群)の 割合で混入した食餌で飼育。 この (A)(B)合
わせて 5群のラット水晶体を食餌開始後 5週まで各週

毎眼球摘出した。摘出眼球を直ちに4%パ ラホルムア

ルデ ヒドを含む0.lM燐酸緩衝液 (pH 7.4)に浸漬し,

水晶体を取 り出した。同固定液で 4～ 5日 間固定 し
,

その後, アルコール系列にて脱水し, メタク リル樹脂

(JB-4,デ ュポン社)包埋後, トルイジン青で染色し光

学顕微鏡にて観察した。

図 1 25%ガ ラクトース血症白内障光顕像.1週後 (a)赤道部から前赤道部皮質に膨

化・液化が認められ, 2週頃 (b)膨化部位は前・後皮質に向かって拡大し, 3～ 4

週 (c)で は全周の皮質が液化している (ト ルイジン青染色,× 40).
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III 結  果

25%G群 :実験開始後 1週 で赤道部から前赤道部に

至る皮質の強い膨化を認めた(図 la).2週頃その膨化

部位は上皮細胞層直下の前皮質に向かって拡大し,同

時に後皮質にも進展していったが,膨化の程度は前皮

質がより強かった(図 lb)。 実験開始後 3～ 4週 になる

と赤道部最表層を除いた皮質が全周にわた り液化 して

いた(図 lc).軽度な時期では液化領域の内部に閉じ込

め られた皮質および核部分はまった く正常であった

が, しだいに液化領域は皮質の全層におよんだ。 しか

し,核部は最後まで膨化・液化することはなく, また

前後嚢下に正常新生線維が観察され ることはなかっ

た。

高濃度 FR群 :食餌開始後 1～ 2週では,水晶体線

維に膨化・ 液化はみられなかった。 3週では前嚢下皮

質に軽微な線維膨化が出現した(図 2)。 この時期にお

図2 高濃度 FR群 3週後光顕像.前嚢直下皮質にの

み軽微な線維膨化 (矢印)がみられる。(× 120)
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ける線維膨化領域は上皮細胞層に近接していたが, 4

週 目になると線維膨化は非常にゆっくり拡大していく

と同時に,上皮細胞層 と膨化領域 との間に非膨化線維

(正常線維)が介在するようになった。後嚢下皮質にも

軽微なな線維膨化が認められた(図 3)。 食餌開始後 5

週では膨化領域 と前嚢下 との間の非膨化線維の幅が広

くなり,そ れに加え後嚢下 と膨化領域 との間にも正常

線維が進入してくるため,膨化領域は内部に閉じ込め

られたように分布するのが観察された。一方,赤道部

皮質は最後まで正常に保たれていた (図 4).

低濃度 FR群 :食餌開始後 2群で前 。後嚢下の表層

皮質に膨化領域が出現した。膨化は前皮質の方に早 く

出現し(1週 日),その程度も強かった。 さらに経過し

3～ 5週後になると, しだいに前 。後嚢下の表層皮質

の膨化領域は融合していった。同時に前後皮質膨化領

図3 高濃度 FR群 4週後光顕像.上皮細胞層と膨化

領域 (矢 印)と の間に正常線維が介在し,後嚢直下

皮質にも軽微な線維膨化 (失印)が認められる.(×

120)
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図4 高濃度 FR群 5週後光顕像.膨化領域と前・後嚢

下との間に非膨化線維が見られ,膨化領域 (矢印)

は内部に閉じ込められたように分布する.赤道部皮

質は正常に保たれている。(× 120)

域 とそれぞれの嚢 との間には非膨化線維が介在してい

くのも観察された。 3週では赤道部深層皮質には線維

の膨化は見られなかったが, 4～ 5週 になるとこの部

の線維も極めて軽度膨化 し,前後皮質膨化領域を互い

に連絡させるような像を呈した (図 5).

高濃度 ADN群 :食餌開始後 1～ 2週 には水晶体線

維に膨化・ 液化はみ られなかった. 3週 目に水晶体線

維の膨化が前 。後嚢下皮質に認められ, 4週 目にはそ

れらがさらに増強 。融合し,前・後嚢 との間には非膨

化線維が介在するのが観察された.赤道部皮質は 4週

まで正常に保たれていた。

低濃度 ADN群 :食餌開始後 2週で前 。後嚢下の表

層皮質に膨化領域が出現した。膨化は前皮質の方に早

く出現し(1週 目),そ の程度も強かった。赤道部皮質

には線維の膨化はなかった。 3週では前嚢下皮質の膨
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図5 低濃度 FR群 4～ 5週後光顕像.内部に閉 じ込

められたように分布する前・後嚢下の膨化領域を互

いに連絡させるように,赤道部深層皮質線維の軽度

の膨化 (矢 印)が認められる。(× 120)

化領域は広範囲に融合し,赤道部皮質にも線維の膨化

が観察された。 4週では前嚢下皮質は強 く膨化・ 液化

し,赤道部および後嚢下皮質の膨化の程度も強かった。

なおこの時期までに皮質の膨化 。液化領域 と前 。後嚢

との間には非膨化線維の介在が認められなかった (図

6)。

通常食餌群 :全観察期間を通 じ水晶体線維に異常所

見は認められなかった。

各群 とも自内障進展の時間的経過には多少のズ レ

が,と くに低濃度 ARI群には観察 されたが進展様式に

は明かなばらつきは見られなかった。

IV考  察

糖尿病性 白内障の最 も代表的な動物実験 モデルは

Streptozotocin(STZ)を 注射投与 して生じるラット糖
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図6 低濃度 ADN群 4週後光顕像。前嚢下皮質は強

く膨化・液化し,赤道部および後嚢下皮質の膨化の

程度も強かった。膨化・液化領域と後嚢との間には

正常線維の介在は認められない.(× 120)

TYPE(1)

TYPE(2)

TYPE(3)

IIPE(4)

TYPE(5)

図 7 ARIの 実験的自内障抑制効果に関する組織学

的効果判定基準.ARI効力による白内障進展様式の

違いを示す.
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尿病性白内障である。本薬剤は静脈などに一回注射す

るだけで膵臓 ラ氏島のβ細胞を選択的に破壊する.血

糖は投与後急速に上昇,多い時はその値は600mg/dl

にも達し,投与さえ確実であれば血糖値におけるばら

つきはそ う大きくない.し かし全身状態は悪く数力月

経過 しても体重増加がほとん ど認め られない例 もあ

り,体重にはばらつきが多い。 この糖尿病ラットに発

症する自内障はなぜかこれら血糖・ 体重とは必ず しも

相関関係なく出現し,細隙灯検査による初発時期 も 2

～ 6週 と大変幅広い。以上のことから判るように本白

内障は,薬剤の効果を種々の条件下で互いに比較検討

して調べる事を目的とした研究には適していない。 こ

の代わ りになるものがガラク トース血症にともない発

症する自内障である.ア ル ドース還元酵素 (AR)に関

しては前述の糖尿病性のもの と同 じ発症背景 (ポ リ

オール浸透圧説)1)-3)を もち,ガ ラクチ トールと呼ばれ

る糖アルコールが蓄積するため白内障が起こる.本症

は全身状態 も悪化せず,自 内障がほとんどばらつきな

く短期間で発症するので,薬剤効果の判定には最もふ

さわしい白内障と考える。 これが本実験でガラク トー

ス白内障を選んだ理由である。

糖白内障成因に関するポ リオール浸透圧説を裏づけ

る最も大 きな根拠は,前述の実験的糖尿病性白内障や

ガラク トース白内障などのラット糖自内障をアル ドー

ス還元酵素阻害剤 (ARI)が抑制する事実
4)～6)0)で ある。

しかし,現在世界で開発されているどの ARIで も実験

的ラット自血障を100%完 全に抑制する程強力ではな

い。ARIを投与 しても程度の差はあれ白内障が出現す

る。それでは ARI効果の強弱によって発症する自内障

自身に形態学的違いがあるのであろうか? この問い

に答えることが本研究の目的 としたところである。

ラット糖 自内糖に対する ARI効果強弱判定の評価

は,水晶体における代謝産物である糖アルコールの生

化学的測定 と形態学的検索の両面からなされるべきで

ある。言 うまでもなく前者は,定量的検索方法であ り

しかも糖白内障発症に関するポ リオール浸透圧説の理

論から考えても後者に先行す る変化である.われわれ

の過去の実験でも,自 内障の初期段階ではその値は,

ARI濃度依存性であ りしか も自内障の本質的病変で

ある線維膨化出現とよく一致 した。以上の長所 と同時

に次のふたつの欠点をもつ。蓄積 された糖アルコール

によって水分が吸引され続けると線維液化が著明とな

り,あ る時点で,嚢外へと漏出する。そのため値は急

激に低下する7).こ の漏出がいったん起こればそれ以
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後の水晶体内糖 アルコール測定はまった く意味がな

く,測定値比較はできない.も う一点は,漏出限界点

以前で同じ値を示 したとしても線維膨化部位 も同じで

あるとは限らないことである。線維膨化部位はガラク

チ トール量の絶対値に依存 しているのではな く, ラッ

トの生後週齢および増加速度に関係すると考 える8).

これらの事から形態学的検索もあわせて必要であ り,

ラット糖 白内障に対する ARI効力判定の形態学的基

準がつ くられなければならないと考える。

ラット水晶体は,赤道部での上皮細胞の増殖,線維

細胞への変換,線維 としての成長と生涯絶え間なく成

長し続けている。白内障はこのような環境の中で起 こ

る線維崩壊であ り連続的な線維再生つまり修復 と拮抗

して生 じる現象 と理解 しなければならない.こ のため

ARIの 自内障抑制効力の強弱によって線維膨化の発

症する部位が変遷してくるのである。本実験での所見

とわれわれが過去に行った実験結果4)-9)を
照 らし合わ

せ考えると,ARI効力の強弱によって生じる形態学的

差異は大きく分けて 5段段に分類できる(図 7).生後

3週齢のラットに25%以上のガラク トース含有食餌を

与えて生 じる自内障は水晶体赤道部から前赤道部にか

けての表層皮質に初発する.そ して前皮質, しだいに

後皮質に線維膨化・液化が進展 し,最終的に正常線維

の新生を見ることなく全白内障へと進む。(1)5段階

分類のまず一番 目は ARI効力の最も弱い場合4)で ,発
症の日数は少 し遅れるものの前述の非 ARI投与群 と

本質的に同じ経過で線維膨化が生じるものである。 こ

の場合水晶体は最後には白濁 し全白内障を呈する。(2)

二番 目は更に遅れて発症す る場合で前皮質に初発す

る。つぎに後皮質が膨化 しそれらに対応する線維群で

ある赤道部深層皮質線維が膨化するにいたる.こ の時

期になると,崩壊 と修復のバランスで後者の方が強 く

なり液化領域は層間に閉じ込められた様に分布する。

(3)三番 目は type(2)と 同変化を示すが経過はさらに

遅い。またこの typeで は赤道部深層皮質線維に膨化は

認められない。(4)四番 目はもっとも遅 く発症するつ

まりARI効力の極めて強い場合9'1°)で ある。 この場合

における自内障線維膨化は赤道部,前皮質には全 く認

められず後嚢下の皮質 にのみ限局性にお こる。 (5)

ARI効力の最 も強い場合には水晶体線維に膨化は認

められない。(2)(3)(4)お よび(5)は原則として核部分

の自濁する全白内障は呈さない。以上の様に線維膨化

が起こる部位の違いに基づ き,in vivoに おける ARI
の自内障抑制効果強弱を形態学的に分類できる.も っ
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とも,ARI投与による白内障抑制実験後の自内障進展

における時間的経過はラットの生後週齢により異なる

ものの,そ の形態学的進展経過は上記の分類が基本を

なす。今回の研究で用いた高・低濃度 FR群はそれぞれ

白内障変化の軽微な type(3)お よび(2)に 分類され,高

濃度 ADN群は自内障変化のかな り強いtype(3)に
,

低濃度 ADN群は進展経過は type(2)で あるが正常線

維の新生を見ることな く(type(1))type(1)と type(2)

の中間型に分類される。今後出現するであろう新しい

ARIの 効力をこの形態学分類によって判定し,強 さを

ランクづけできるとわれわれは確信する。

最後に自内障が抑制 される程度が異なれば,なぜ線

維 膨 化 発 症 部 位 が 違 うの か を 考 察 す る。Van
Heyningenll)に よって最初に発見 されたこの AR―糖

アル コール回路は,反応産物である糖 アルコールに

よって平衡が保たれ る反応でな く基質量 とAR酵素

活性にのみ左右される一方的反応である。本実験の基

質つまリガラク トースは一定 とみなすことができるの

で,AR酵素活性の差異によって発症部位が異なるも

のと推測される.ARIは AR酵素のどこかに結合し,

糖を糖アルコールに還元出来ないようにしてしまう。

つ ま り,当 然の帰結 として ARIの 効力 に応 じて in

vivoにおけるAR酵素活性が抑制 されるのである。

ARI効果が強ければ,糖 アルコール蓄積は少なくゆる

やかである。結局,疑間は糖アルコール蓄積が急激で

あるか緩徐であるかによってなぜ発症部位に差が出来

るかと言 うことになる。現時点ではこの理由について

は不明である。水晶体線維細胞の中での糖アルコール

蓄積に偏 りがあるのかもしくは膜の強度に違いがある

ためかもしれない。今後研究されなければならない点

である。

本論文の一部は第92回 日本眼科学会にて発表した。
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