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糖尿病における角膜・水晶体代謝の非侵襲的測定 :

生体眼での測定

島崎   潤 1),2),坪田 一男 1),2),3),服 部  :正和4),Ronald A.Laing2)
1)慶応義塾大学医学部眼科学教室,2)ボ ストン大学医学部眼科学教室
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要  約
糖尿病での水晶体および角膜の代謝変化を,レ ドックスフルオロメトリーを用いて生体眼で測定 しうるか遺

伝性糖尿病マウスにおいて検討した.nonobese dabetic(NOD)マ ウスの角膜上皮,角膜内皮 。および水晶
体上皮内の還元型ピリジンヌクレオチ ド (PN),お よび酸化型フラボプロテイン (Fp)よ りの自己螢光を測定
し,そ の比 (PN/Fp比 )を代謝状態の指標 とした。NODマ ウスの角膜内皮と水晶体上皮においてPN/Fp比
はコントロールに比 して有意に増加していたが,角膜上皮では差を認めなかった。スペキュラーマイクロスコ

ピーによる角膜内皮細胞の形態分析においても有意の変化を認めなかった.こ れらの結果は,糖尿病において
角膜内皮および水晶体上皮で早期より代謝状態の変化が生 じていること,レ ドックスフルオロメトリーはこの

変化を検出する手段として有用であること,を示唆していると考えられた。測定された代謝状態の変化は,ポ
リオール経路の活性増加 を反映している可能性が考えられた。 (日 眼会誌 96!119-124,1992)
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Noninvasive Metabolic Analysis of the Diabetic Cornea and Lens
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Abstract
In vivo measurement of metabolic changes in diabetic cornea and lens were performed using redox

fluorometry in nonobese diabetic (NOD) mice. Autofluorescence from reduced pyridine nucleotides
(PN) and oxidized flavoproteins (Fp) were measured, and the PN/Fp ratio was used as a tissue
metabolism indicator. The PN/Fp ratios were significantly higher in the diabetic corneal endothelium
and lens epithelium than in the control group's, but such was not the case in the corneal epithelium.
Morphometric analysis of the corneal endothelium using specular microscopy revealed no significant
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differences between the two groups. These results indicate that redox fluorometry is able to detect

early metabolic changes in the corneal endothelium and lens epithelium, which are induced by diabetes

mellitus. Activation of the polyol pathway may be responsible for the change. Corneal epithelia may

be less susceptible to diabetic changes than the corneal endothelium and lens epithelium. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 96 : ll9-124, t992')
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I緒  言 II 実験方法

糖尿病に起因する前眼部合併症としては,糖尿病性

自内障が従来より良く知られているが,近年角膜知覚
の低下1),角膜上皮治癒遅延

2)3),再発性角膜上皮剥離
4),

術後の遷延性角膜浮腫
3)-5)な どの角膜障害 (糖尿病性

角膜症)が報告されてきている。その発症機序はいま

だ不明であるが,糖尿病性自内障におけるのと同様 ,

ポ リオール経路の活性増加が関与している可能性が示

唆されている
4)6)7)。 また,Chengら 6)7)は,糖尿病動物

モデルを用いて還元型 ピリジンヌクレオチ ド (以下

PNと する)が水晶体上皮と角膜上皮において増加し

ていることを報告し, これはポリオール経路の活性上

昇を反映しているとした。角膜内皮に対する糖尿病の

影響としては,ス ペキュラーマイクロスコピーによる

形態解析で,内皮細胞平均面積の変動係数 (CV値 )の

増加,六角形細胞出現率の減少などが報告されてい

る8)-10)。 その機序については不明であるが,角膜内皮

においてもポリオール経路の活性が比較的強く認めら

れることよリロ)12), アル ドースの貯留によって内皮細

胞の形態異常が引き起こされている可能性も考えられ

ている10)。 我々はこれまで,レ ドックスフルオロメト

リーを用いて,高濃度ブドウ糖液により灌流された水

晶体 13)。 および角膜内皮が有意に高い PNシ グナルを

発し, これが組織内の reduced nicotinamide adenine

dinucleOtide(NADH)濃 度の増加を反映 していること

を示 してきた(角膜内皮については未発表 )。 今回我々

は, レドックスフルオロメトリーを用いて,生体眼に

おいて糖尿病での水晶体および角膜の代謝変化を検出

し得るか否か検討したので報告する。スペキュラーマ

イクロスコピーを用いた角膜内皮細胞の形態解析も行

い,内皮細胞の形態変化と代謝状態の変化の関連につ

いても併せて検討した。

1.試料

遺伝性糖尿病 マ ウスである nonobese diabetic

(NOD)mouseを 用いて測定を行った(n=8),実験に

用いられた NODマ ウスの日齢 。糖尿病発症よりの期
間。性別。実験当日の血糖値を表 1に示す.NODマ ウ
スは遺伝的にタイプ Iの糖尿病を発症し, インスリン

依存型の糖尿病の動物モデルとして用いられてい

る“
).病理学的には膵 β‐cellへ の リンパ球浸潤を示

し,症状として高血糖,体重減少,多尿, インスリン

分泌低下を呈する。通常は,早朝尿糖値に応じてイン

スリンの皮下注射を行って尿糖 (± ),血糖値 150 mg/

dl程度にコントロールしてきたが,実験当日はインス

リンを注射しなかった。実験直前にテステープを用い

て血糖の測定を行った後,マ ウスを塩酸ケタミンと

Lidocaineの筋肉内注射で麻酔し,金属板上にテープ

で頭部を固定, レドックスフルオロメーター下に置い

た.マ ウス用開瞼器にて充分に開瞼した後,角膜上に

MethylceHuloseを 滴下して対物 レンズとの間を満た

し,PNお よび Fpシ グナルの測定を角膜上皮・内皮・

水晶体上皮について行った。その後, スペキュラーマ

イクロスコピーにて角膜内皮細胞の写真撮影を行い,

内皮細胞の形態的変化について検討を行った。対照と

しては,糖尿病を発症していない同胞マウスを用い

(n=8),同様の測定を行った.
2.レ ドックスフルオロメトリー

レドックスフルオロメトリーは,眼球銀行用スペ

表 l NODマ ウスのデータ

糖尿病発症群
(n=8)

糖尿病非発症群
(n=8)

日   齢       (日 )

糖尿病発生よりの期間 (日 )

性   別
血 糖 値    (mg/dl)

210± 98

48± 27

雄

437± 63

210± 96

雄

122± 41

NOD: nonobese diabetic (Mean± SD)



平成 4年 2月 10日

キュラーマイクロスコープ(Bio_Optics,LSM 2100 C)

と同一の光学部を持ち,それに 100Wの マーキュリー

ランプ,回転式フィルター,光子計量装置を組み合わ

せ,各部分の操作,データの保存・解析にパーソナル
コンピューターを使用 している13)15"7).本 装置によ

り, きわめて薄い光学切片からの螢光を組織に侵襲を

与えることなく測定することが可能である.今回の測

定 に用 いた条件下で は上下方向の分解能は約 40

μm,平面方向の測定領域は,約 150 μm× 30μmで
あった。組織の PNシ グナルと酸化型フラポプロテイ
ンよりの自己螢光 (Fpシ グナル)を測定するため,励

起光 として 366 nm(PNシ グナル)と 438 nm(Fpシ

グナル)を用い,440 nm(PNシ グナル)と 540 nm(Fp
シグナル)の螢光を測定 した。本研究においてはレドッ

クスフルオロメトリーによる代謝状態の指標 として

PNシ グナル単独ではなく,PNシ グナルとFpシ グナ
ルの比 (PN/Fp比 )を用いた。PNシ グナルは,組織
中の還元型ピリジンヌクレオチド量と強い相関を持っ

ている事が知られているが18),生体眼を用いた実験に

おいては,試料の生理的な動きに伴って PNシ グナル

は動揺 してしまう。これまでの報告において PN/Fp

比を指標として用いることによりこの様な誤差を減少

させ うる事が示されており"),今回もこれに従った。測

定は 540/540 nmシ グナルによる観察光で角膜上皮 ,

内皮, または水晶体上皮に焦点を合わせた状態で行っ

た.1平面における各々の螢光の測定時間は 1秒で,
各々のシグナルにおける測定時間は約 1分,通常 3

糖尿病の角膜・水晶体代謝・島崎他

I=コ 糖尿病非発症群

Z勿 糖尿病発症群

1.5
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～ 5回の測定を連続して行い,その平均値を代表値と

してとった。

3.スペキュラーマイクロスコピー

角膜内皮細胞の観察は,ス ペキュラーマイクロスコ

ピーを用いて行った。臨床用の広視野スペキュラーマ

イクロスコピー(キ ーラー甲南,モ デル 580S)を用い,

対物レンズと角膜の間を Methylcenuloseで満たして

観察した。映像は,35 mmフ ィルムに記録 し,Bio‐
Optics社製の角膜内皮解析用プログラムECC 2000‐ 2

を使用し,細胞平均面積 。平均面積の変動係数 (CV

値)・六角形細胞出現率,の 3項 目について検討を行っ

た。

統計学的な有意差の検討には,paired t検定を用い

た。

III 結  果
1.レ ドックスフルオロメ トリー

糖尿病発症マウスにおける PN/Fp比 は角膜内皮と

水晶体上皮で非発症群に比して有意に増加 していた

が,角膜上皮においては差を認めなかった (図 1)。

FN oFpシ グナルの各々の値は,いずれの組織におい

ても両群の間に有意の差を認めなかった (表 2)。

2.スペキュラーマイクロスコピー

スペキュラーマイクロスコピーによる角膜内皮の形

態解析では,平均面積については両者の間にまったく

差を認めず,糖尿病群において CV値の増加,お よび
六角形細胞出現率の減少傾向が認められたが,いずれ

151.5

1.0

0.5

1.0

0 0

角膜上皮 角膜内皮 水晶体上皮

(Mean± S.E.)  *P<0.05

図1 角膜上皮。角膜内皮。および水晶体上皮におけるPN/Fp比 .
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表 2 角膜上皮・角膜内皮 。および水晶体上皮におけるPN・ Fpシ グナル

糖 尿 病 群 非 糖 尿 病 群

部 位   PNシ グナル Fpシ グナル  PN/Fp比   PNシ グナル  Fpシ グナル  PN/Fpルヒ

角 膜 上 皮

角 膜 内皮

水晶体上皮

392± 40

290± 49

205± 11

391± 61

603± 74

200± 18

1.11± 0.08

0.48」 10.19

1.06:士 10.06

355」:29

238± 20

144± 12

356± 48

735+107

172」二12

1.09+0 08

0.35:± 10.03

0.85+0.06

PN:還元型ピリジンヌクレオチド  Fp:酸 化型フラボプロテイン         (Mean± S.E)

表 3 NODマ ウスの角膜内皮細胞のスペキュラーマイクロスコピーによる解析

糖尿病発症群    糖尿病非発症群
(n=8)     (n=8) p value

平均細胞面積 (μm2)

平均細胞面積の変動係数 (CV値 )
六角形細胞出現率 (%)

328.6・:10 5

0.27:± :0.02

66.0± 1.7

324.4:士 :14.0

0.25+0_01

70.2± 2.8

0.39

0.15

0.09

NOD: nonobese diabetic

も非発症群 との間で統計学的に有意の差 とはならな

かった (表 3).

IV考  按

今回の実験において,NODマ ウスの角膜内皮と水
晶体上皮におけるPN/Fp比 の有意な上昇が認められ
た.こ の変化がどの様な生化学的変化を反映してのも

のかを特定することは今回の結果のみからではできな

い。従来,糖尿病において水晶体20)21)お よび角膜4)20)22)

でポリオール経路の活性が上昇すること,それに伴っ
てPNが増加することが報告されている。また我々
は,高濃度ブドウ糖液中,および薬剤惹起性糖尿病ウ
サギの角膜内皮細胞が in vitroでの実験において,

NADH/NAD十 比の増加とPNシ グナルの増加が生じ
ていることを認めている(未発表データ)。 これらの事

は,今回観察されたPN/Fp比の増加が,NADHの 増
加を反映していること,お よびそれがポリオール経路
の活性上昇を示している可能性が高いことを表してい

ると考えられた。ただし,今回は,in vivoの実験であ
り,測定部位に完全に焦点を合わせることはできない

ため,PNシ グナルではなく,PN/Fp比を指標として
用いた.今回の実験で得られた PN,お よび Fpシ グナ

ルの各々は,糖尿病群と非糖尿病群で有意の差を認め

なかったにもかかわらず,PN/Fp比では有意の上昇
を示したことはこの間の事情を表しているものと推測

された。

ポリオール経路においては, グルコースからソルビ

トールに変換されるときにアルドース還元酵素により

(Mean± S.E.)

アルドース

還元酵素

▽
itt,=-z + y)vel1,

NADPH NADP+ NAD+ NADH

82 ,f't);t*tvffWLt: t) r:,/7, v*+ l-.

NADPHよ りNADP+へ変換され, ソルビトールから
フルクトースヘ変換されるときにソルビトール脱水素

酵素によりNAD+は NADHへ変換される(図 2).レ
ドックスフルオロメ トリーは, ピリジンヌクレオチ ド

(NAD(H)お よび NADP(H))量の変化を検出すると
考えられるが,水晶体および角膜においては NADP
(H)は NAD(H)の 約 1/10し か存在しなぃ23)～25)た め
に,ポ リオール経路の活性増加により,PNの酸化還元
状態の平衡は還元方向へと移動することとなる.

従 来糖尿病にお いては,臨 床的 に角膜厚の増

大26)27)。 硝子体手術などの内眼手術後の遷延性角膜浮

腫3)～5)が報告され,内皮細胞のポンプ作用の低下の存

在が推測されている。 これまで, これに対応する角膜

内皮細胞の異常所見 としては,ス ペキュラーマイクロ

スコピーにおいて内皮細胞平均面積の CV値の増大・
六角形細胞出現率の減少が観察されたのが唯一のもの

である8)～ 10)。 本研究でも,CV値の増加,六角形細胞出
現率の減少傾向がコン トロールに比して認められてい

たが,統計学的な有意のレベルには達 しなかった。レ

ポリオール
脱水素酵素

∇
―  フルクトース

⌒

|   )

/^ヽ

r   、
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ドックスフルオロメトリーにより,角膜内皮の酸化還

元状態の変化を形態的な変化が生 じない時点で測定 し

得た ことは,細胞 レベルでの代謝変化が糖尿病性角膜

症の早い時期に生じていることを示唆すると共に, こ

の方法が糖尿病性角膜症の診断に有用である可能性を

示していると考えられた。

酸化還元状態の変化は,角膜上皮細胞においては認
められなかった。この結果は,臨床的に糖尿病での角

膜上皮の変化が,む しろ角膜内皮における変化 よりも

明らかであ り,かつこれに対 しアル ドース還元酵素阻

害剤の投与が有効であった とい う報告
28)の
ある事 と矛

盾するように感 じられる。 しかし,あ る種のアル ドー

ス還元酵素阻害剤は,本来のポ リオール経路活性の阻

害以外の薬理作用も有 していることが近年報告 されて

お り29), アル ドース還元酵素阻害剤が有効であった と

いうことのみでポ リオール経路の関与 と断定するのに

は,若干の議論の余地がある。スペキュラーマイクロ

スコピーを用いた研究によれば,糖尿病患者の角膜上

皮形態は通常状態では変化せず, 自内障手術などのス

トレスがその上に加わった後にのみ変化が生 じるとさ

れてお り30),糖 尿病状態における角膜上皮の変化,お よ

びポ リオール経路の関与については,今後一層の検討
が必要であると考えられる。

稿を終えるに臨み,貴重なご指導を賜 り,御校閲をいただ

きました慶応義塾大学医学部眼科学教室小日芳久教授に深

甚なる謝意を表します。
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