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ラット糖尿病性白内障の核磁気生理学的解析
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要  約

ス トレプ トゾ トシ ン静 注 によるラット糖尿病性 白内障 に対 す るアル ドース還 元酵素阻害剤 (ARl,

FR74366)の 効果を,磁気生理学的ならびに組織学的に比較検討 した。その結果,縦緩和時間 (Tl)は 経時的

に大 きく延長 し混濁の程度 と相関 していた。横緩和時間(T2)は 生体内の水の二つの存在状態を反映 しており,

皮質に多い分画 (slow T2)が延長 し,核の分画 (fast T2)は 変化を示さなかった。これらは組織学的変化に

先立ってお り,初期の水晶体変化を鋭敏にとらえていると考えられた。また ARI(FR74366)は これらの変化

をよく抑制 した.以上のことから,将来のヒト糖尿病性白内障の初期診断および抗白内障薬の効果判定におい

ても磁気共鳴画像 (MRI)が有効であることを示 した。 (日 眼会誌 95:336-342,1991)

キーワー ド :プ ロトン核磁気共鳴法,緩和時間 (Tl,T2),アル ドース還元酵素阻害剤,ラ ット糖尿病性白内

障,水晶体
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Abstract

The prophylaetic efrects of a new aldose reductase inhibitor (ARI), FR74366 on streptozotocin-

induced rat diabetic cataract were examined by means of proton nuclear magnetic resonance
('H-NMR) relaxation time. We compared the findings with the histological finding, and it was

recognized that longitudinal and transverse relaxation times (T,, Tr) were prolonged before the

histological changes appeared. The ARI, FR74366, prevented histologic changes and had detected by

the IH-NMR method. The results showed that 'H-NMR could be useful in the early detection of
human diabetic cataract and the evaluation of the efrectiveness of anti-cataract agents, for example,

AR inhibitors. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95: 336-342, 1991)
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I緒  言

近年,磁気共鳴画像 Magnetic Resonance lmaging

(MRI)は装置の飛躍的発達に伴い解像度が著 しく向

上してきてお り,実験室レベルでは磁気共鳴顕微鏡 と

でも言 うべき MRI microscopyが 開発 され1),摘 出し

た眼球に対 して応用 されつつあ る2局 )。 このよ うな

MRIの 基礎的因子には緩和時間な らびに Proton密

度があるが,実際の生体におけるこれ ら因子の詳細な

検討はいまだ十分にはなされていない。Proton核磁気

共鳴法 (lH‐NMR)の 対象核種, プロトンはおもに水

分子として存在 しており,生体内の水情報が非侵襲非

破壊的にえられると予想される.すなわちこれら因子

を詳細に調べ組織ならびに生化学的所見とあわせて総

合的に判断することは,MRI画 像の解析から組織の定

量化を行な う際に重要となると考えた.

一方,ア ル ドース還元酵素 (AR)を 起因酵素とする

ラット糖白内障はヒト糖尿病性自内障の実験モデルと

してよく用 い られている。われ われ はAR阻 害剤

(ARI)の 1つ FR74366が これ らラット糖白内障に対

して抑制ならびに治療効果を有す ることを示 し5),

ラットガラク トース自内障に対 してlH‐NMR法 を応

用し,組織学的ならびに生化学的所見 との対応をみて

きた7)8).本
研究の目的は,さ らに ヒト糖尿病性白内障

のモデルに近いス トレプトゾトシン静注ラット糖尿病

性白内障を用い,核磁気生理学的所見 (緩和時間 Tl,

T2)と 組織学的所見を比較検討 し,将来の MRIに よる

白内障定量化および各種 ARI効果判定の基礎的デー

タを得ることにある。

II 実験方法

体重50g,生 後 3週齢の Sprague‐ Dawley系 雄ラッ

ト112匹 にStreptozotocin 100mg/kgを 尾静脈から静

注し,以下の 4群に分け1～ 7週間飼育した。なお本

実験 で使用 した ARIは FR74366[{3-(4-bromo-2
-■uorobenzyl)-7-ch10rO-2,4-dioxO-1,2,3,4
-tetrahydrO― quinaZOhn l‐ yl)acetic acid,藤 沢薬品]

である。A.通常食群 (DM群),B.低濃度 ARI群
(FR74366 0.025%合有食 ;低 FR群),C.高濃度 ARI
群 (FR74366 0.075含有食 :高 FR群),D.正常対照

群 (CR群 )。 1, 2, 4, 7週 目に各群 6匹から水晶

体を摘出し,す ぐに加湿 した NMR試 料管 (外径10

mm,WILMAD Co.,USAう に密封 し緩和時間を測定

した.測定にはスピンエコーNMR装 置 (JEOLJNM―
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FSE‐ 60E,共鳴周波数60MHz)を 用い,得 られた波形

を記憶装置,加算平均装置を経てマイクロコンピュー

タ (NEC PC‐ 9801VM2)に取 り込みデータ処理プログ

ラムにて緩和時間 (Tl,T2)を 算出した.算出は片対

数グラフの傾 きより時定数を求める方式を用い,複数

の成分からなるときにはその差分につき同様に傾 きか

らそれぞれの緩和時間を求めた。また,y切片の比から

それぞれの成分の分布割合を求めた。

緩和時間の測定は既報7)3)に 従い,縦緩和時間 (Tl)

に対しパルス系列 として Inversion Recovery法 (IR)

を,横緩和時間 (T2)に Carr‐ Pばcell Meib00m_Gill

法 (CPMG)を用いた。IR法では,繰返 し時間4sec,

パルス間隔 (τ)40Nmsec(N=1, 2, 3, ・……50),

積算 1回,CPMG法 では,繰返 し時間5sec,τ =2.5
Nmsec(N=1, 2, 3,・ ……50),積算 4回 ,ル ープ

100回 とした。なお緩和時間測定は Cold Cataractの影

響を考慮 し条件を統一す るため,すべて25°Cに て行

なった。

緩和時間測定後,試料を加熱乾燥 (120°C,48時間)

し乾燥重量を計測して湿重量 との差から水分含有量を

求めた。また水分含有率は,水分含有量を湿重量で割

ることにより求め, さらにこの値を緩和時間測定より

えられた各成分の水分分布割合に配分することで,そ
れぞれの成分の水分含有率も求めた。さらに組織学的

検索 目的にて 4群から緩和時間測定 とは別に水晶体を

摘出 し4%paraformaldehydeを 含む0.lM燐 酸緩衝

液 (pH7.4)にて 5日 固定し,ア ルコール系列で脱水 ,

メタクリル樹脂 (JB‐ 4)に包埋 し薄切, トルイジン青

染色後,光学顕微鏡にて観察 した。

III 結  果

1.縦緩和時間 (Tl)

各群の水分含有率の経時的変化を図 lA,緩和時間

の長い成分 (slow Tl)と 短い成分 (fast Tl)の 経時

的変化を図 lBに示す。水分含有率は CR群では加齢

とともに減少傾向を認めたが,DM群 では実験開始後

1週 目からすでに CR群 と比べ有意な増加を示 した

(p<0.05).faゞ Tlは経時的に変化を示さず, また各

群 の間で も有意差 はなかった (DM群 :fast Tl=

83.7± 20.3ms,低 FR群 :fast Tl=69.7± 13.9ms,

高 FR群 i fast Tl=83.7± 12.3ms,CR群 i fast Tl=

92.5± 22.3ms,7th week).一 方 slow Tlで は,CR群
で slow成 分の水分含有率の変化 と対応する加齢に伴

う減少傾向を認め,DM群 で 1週 目から経時的に延長
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図1 水分含有率 (A)と 緩和時間 (Tl:B,T2:C)
の経時的変動をみたグラフ.いずれも横軸に時間経

過 (週)を,縦軸にはそれぞれの変化量を示す。水

分含有率 (図 lA)は CR群 (◆)では加齢とともに

やや減少傾向を認め,DM群 (□ )では4週をpeak

とした増加を示した。Tl(図 lB)ではCR群 (◆)

は経時的に変化を示さず,DM群 (□)で slow Tl

に延長を認めたがARIにより抑制された(高 FR群
■,低 FR群◇)。 一方,T2(図 lC)は完全な二成

分よりなりDM群 (□)では皮質の主体成分と考え

られるslow T2が 1週 目から有意に延長し4週を

peakと していた。またARI含有食によりこの変化

は抑制された (高 FR群■,低 FR群◇).核の主体

成分 fast T2に関しては各群で経時的に大きな変化

を認めなかった。(*ip<0.05,**ip<0.01を 示

しバーは平均±標準偏差を表す)
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48.7± 6.lms,CR群 :slow T2=48.8± 6.lms,7th

week).核由来の fastT2に関 しては各群 ともに経時的

に変化を認めなかった (DM tt ifast T2=13.4± 1.7

ms,低 FR群 :fast T2=13.9± 0.9ms,高 FR群 :fast

T2=12.1± 1.41ns, CR群 :fast T2=12.1± 1.51ns, 7

th Week)・ T2においてもTlと 同様に緩和時間の逆数

(1/S10W T2)と S10W成分の水分含有率の間に直線関

係が認められた (図 2下 ).

3.組織学的観察

DM群の 1週 目では組織学的に未だ明らかな異常は

認めなかった (n=6)が , 4週 目には赤道部皮質から

前皮質にかけて線維膨化・液化が認められた (n=6).
7週 目になると赤道部から前後皮質におよぶ広範囲な

線維液化変性所見を認めた (図 3左,n=6)。 これら

の所見は ARI投与群 (低 FR群 :図 3右 ,高 FR群 :

図 3中 )ではいずれも完全に抑制 されていた (n=6).

IV考  按

近年の技術革新は著しくMRI技術においても装置

の飛躍的発達に伴 う解像度の向上,高速撮影法の開発

などめざましいものがある。 さらに実験室レベルでは

磁気共鳴顕微鏡 とでも言 うべ きMR microscOpyが 開

発
1)さ れ,すでに摘出眼球に対 して応用した研究2)～ 5)も

なされつつある。このような MRIの利点は,生体情報

を生きたままの状態から無侵襲に得 られることであ

り,病態解析や組織定量化に際 しては大きな武器にな

る。Proton核磁気共鳴法 (lH‐ NMR)の 対象核種, プ

ロトンはおもに生体内で水分子 として存在 してお り,

本法では生体内の水情報0)～ 15)が 非侵襲非破壊的にえ

られると予想 される.

ところで,現在実用化 されている MRIの基本的画

像構成因子は Proton密度な らびに緩和時間であ る

が,実際の生体におけるこれ ら因子の詳細な検討はい

まだ十分にはなされていない。すなわち緩和時間の生

物物理化学的側面からの検討は種 々おこなわれてい

る9)～ 15)も のの,緩和時間の延長が生体において何を反

映しているか正確には把握 しきれていない。ある疾患

に対して MRI画像上,high intensityか 10w intensity

かを検討するだけでなく,緩和時間の変化をもた らし

た実際の組織における病態 との対応を調べる必要があ

る。すなわちこれら因子を詳細に調べ組織ならびに生

化学的所見 とあわせて総合的に判断することは,MRI
画像の解析から組織の定量化を行な う際に重要 となる

と考えた。
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図2 RelatiOnship between water%and 1/Tl,1/

T2・ 緩和時間の逆数 (1/T)と その成分の水分含有

率(Water%)の関係を見たグラフ.1/s10wTl(上 ),

1/S10WT2(下 )と もWater%と の間に直線関係が認
められたが,そ れぞれの間の相関係数 Rは R=―
0.4751(Tl),-0.5350(T2)で あつた。(DM群 三□,

CR群 :●,高 FR群&低 FR群 :△ )

していった (lst week:slow Tl=598.4± 34.3ms,7

th week:slow Tl=669.3± 76.4ms).ARI群 におい

ては,低 FR群,高 FR群いずれにおいてもこのような

slow Tlの 延長が抑制 された (低 FR群 :slow Tl=

591.8± 19.9ms,高 FR ttis10w Tl=554.9± 22.1

ms,7th week)。  また緩和時間の逆数 (1/slow Tl)

とslow成分の水分含有率との間に直線関係が認め ら

れた (図 2上 ).

2.横緩和時間 (T2)

皮質の主体成分 と考えられる slow T2と 核の主体成

分 fast T2の 経時的変化を図 lCに示す。DM群では

S10W T2が 1週 目から有意に延長を示 した (DM群 :

S10W T2=53.4± 4.7ms,CR tt i s10w T2=47.9± 1.3

ms,p<0.05)。 また ARI含有食によりこの変化は抑制

され,CR群 との間に有意差を認めなかった (低 FR
群 :slow T2=51.1± 4.2ms,高 FR tt is10w T2=
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一般に緩和時間は縦緩和時間 (ス ピンー格子緩和時

間 :Tl)と 横緩和時間 (ス ピンースピン緩和時間 :T2)

の二種類に分けられ,Tlは核の磁気モーメン トと周囲

環境 との相互作用を,T2は核スピン間の相互作用を表

すと説明される10)12)。 lH_NMRにおいては,Tlは水の

核スピンと周囲の高分子化合物 (タ ンパク分子など)

との相互作用を反映し,ま た T2は水分子の動き易さす

なわち易動度 mobmtyと 対応 しているといわれてい

る.生体内の水分子はリガンドH20(結合水)と フリー

H20(自 由水)に大別することができ,両者の間には

Chemical exchangeと 呼ばれる相互交換が存在 して

いる9)H)～ 14)。
緩和時間はこの Chemical exchangeと 密

接な関連があ り, リガンドH20と フリーH20の存在

確率によって修飾された「交換 している状態」を反映

し, これら水分子の平均的な運動性の指標となるとい

える。

一方, ラット糖白内障はヒト糖尿病性白内障のモデ

ルであ り,その発症理論は以下の通 りである。すなわ

ちアル ドース還元酵素 (AR)は糖を糖アルコールに変

換するが, この糖アルコールは膜透過性が悪 くまた容

易に代謝 されない。したがって徐々に水晶体線維中に

蓄積し,それに伴い浸透圧差によって水を吸引するこ

日眼会誌 95巻  4号

とから水晶体線維の膨化・液化を引き起こす。線維の

膨化・液化は二次的にタンパクの変性をきたし,その

結果水晶体 の混濁を生 じる と考 えられる (Polyol‐

Osmotic説 16)17))。 この理論の直接的証明として種々の

AR阻害剤 (ARI)が 糖アルコールの蓄積を抑制 し,本

白内障を予防・治癒させる事実
1)8)18)が ある.したがっ

て糖アルコール蓄積に続 く水の変化をとらえ,そ の程

度を定量化 し,ARIの ような抗白内障薬の効果をみる

には,lH― NMR法 こそがまさに適 していると考えられ

る。この点,自内障混濁を撮影写真の陰影として解析

する諸方法にはない大きな利点である。

すでにわれわれは, ラットガラクトース白内障に対

してlH‐NMRを 用い緩和時間を測定することにより,

水晶体混濁出現前の初期変化や ARIに よる白内障治

癒過程 を とらえる際に有効で あ ることを示 して き

た7)8)。 今回実験に用いたス トレプ トゾトシンは膵臓 ラ

氏島β細胞を選択的に破壊す ることによリラットに

糖尿病を発症させ,その結果高血糖による白内障をお

こすことができる。したがって本研究では同じ発症機

転を持つ この白内障でも,lH―NMRに より同じように

その初期から変化をとらえ得るかどうかを調べ,あわ

せて ARIの 効果をみるとともに,緩和時間の由来につ

図3 St“ ptozotocin静 注後 7週間飼育した各群の光学顕微鏡写真.DM群では赤道

部から前後皮質におよぶ全周性の線維膨化を認めた(左.矢印)。 ARI含有食を与え

た群では,高 FR群 (中),低 FR群 (右),いずれにおいてもこれら水晶体線維の変

化は抑制された。これらは各群 n=6で全て同じ所見を認めた。(× 45, トルイジン

青染色)
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いても検討を加えることを目的 とした。

今回の実験結果において,緩和時間,特に T2が S10W

T2と faSt T2と に完全に分離されたことは,水 晶体内

の水が緩和時間の異なる二つの分画に大別されること

を示している。すなわち T2は 水分子の易動度 mobil‐

ityと 対応す ることよ り,長い緩和時間を もつ分画

(S10W T2)は動きやすい水 (フ リーH20)であ り,短
い緩和時間をもつ分画 (fastT2)は リガンドH20に対

応するといえる.両者の由来をさらに詳しく知るため

水晶体を機械的に皮質と核に分割 し緩和時間を測定 し

た実験より,皮質では slow T2の 占める割合が, また

核では fast T2の 占める割合が大 きかった(未発表デー

タ)。 したがって DM群におけるslow T2の 延長は,皮

質における水晶体線維の膨化・液化所見に対応 し,同
部におけるフ リーH20の 増加を示 していると考えら

れる。さらにこれが 1週 目から有意に延長を示したこ

とは,組織学的に変化が認められる前の変化をとらえ

ている可能性がある.ま た 4週 目から 7週 目にかけて

の slow T2の 有意な低下 (p<0.05)は ,水晶体のバ リ

アー機構が破綻 した結果 としてのフ リーH20の 漏出

を反映していると考えられた。 このことはグラフには

示していないが slow成 分の水分含有率の経時的変化

からも裏付けられた.一方,Tlに関 しては水晶体内の

水の構成成分に対 して単一成分からなるとする説や三

つの成分からなるとする説など種々の説19)-22)が ある。

今回の実験では一応二つの成分に分けることができた

が,そ の意味付けに関しては今後 さらなる検討が必要

と思われる。緩和時間の逆数 と水分含有率との相関関

係が明確ではないこと (相関係数 R=-0.4751:Tl,
R=-0.5350:T2)か ら,緩和時間の変化は単に水分含

有率の変化のみに依存するものではなく,他の因子の

影響を受けている可能性が示唆された。いずれにせよ

これら緩和時間の変化は,同程度の混濁が等しい緩和

時間を示していたことより,組織学的にみた水晶体線

維の膨化。液化領域の程度との間に対応が認められた。

すなわちこれ らの事実は,将来高分解能 MRIを水

晶体研究に応用することにより,水晶体を一つの器官

としてとらえた場合のその代謝の局在性,膜機能の反

映としての水の動 き,自 内障発症時の代謝動態などを

生きたままの状態で把握し,ARIな どの抗白内障薬の

効果を判定 しうる可能性を示したといえる.

本論文の要旨は第94回 日本眼科学会総会にて発表した.
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