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要  約

自然発症糖尿病チャイニーズハムスター (CHAD)お よび正常チャイニーズハムスター (対照群)を対象と

して Fluorophotometryを 施行 し,血液眼内柵の透過性機能と水晶体 自然螢光の差異について検討 した.血液

房水透過性機能 を,自 然螢光値 と血奨中螢光濃度で補正 した前房内螢光値 を用いて検討 した。その結果,糖尿

病群の前房内螢光値は,正常群 と比べて有意な高値 (p<0.001)を 示 した.一方,血液網膜柵透過性機能を,

同様 な手法で補正 した硝子体螢光値で検討 したが,両群間には有意な差 を認めなかった。 しか し,水晶体自然

螢光値に関 しては正常群 と比べて糖尿病群は有意な高値 を示 した(p<0.001)。 従って,本研究で用いた自然発

症糖尿病チャイニーズハムスターでは,血液網膜柵の透過性機能は正常範囲に維持されているものの,血液房

水柵 と水晶体は糖尿病の有害な影響 を受けていたもの と考えられる.(日 眼会誌 96i328-334,1992)
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ズハムスター
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Abstract
Fluorophotometry was performed with normal and spontaneously diabetic Chinese hamsters

(CHAD) in order to investigate difrerences in blood-ocular barrier permeability and lens
autofluorescence. Blood-aqueousi barrier permeability was evaluated by the fluorescence value in the
anterior chamber which was corrected using both autofluorescence value and the concentration of
fluorescein in the plasma. The results showed that the diabetic group had significantly higher values
than the normal group (p(0.01). Blood-retinal barrier permeability was evaluated in the vitreous by
the same method. There was no significant difrerence between the two groups. Lens autofluorescence
values were also significantly higher for the diabetic group compared with the nomal group (p < 0.001).
In these spontaneously diabetic Chinese hamsters, the permeability function of the blood-retinal
barrier seemed to be maintained its normal level, while both the blood-aqueous barrier and lens were
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damaged by deleterious efrects of diabetes. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:328-334,1992)
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Spontaneously diabetic Chinese hamster
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I緒  言

糖尿病患者 では血液眼内柵 blood‐ ocular barrier

(以下 BOBと 略)の柵機能, とりわけその透過性機能

が障害されていることが知 らされている。従って, こ

れらの患者の BOB透過性機能を知ることは,眼合併

症の管理上 きわめて重要である.Cunha‐ Vazら 1)が

nuOrOphotometryの 手法を用いることにより,糖尿病

患者において血液網膜柵 b100d―retinal barrier(以 下

BRBと 略)の 透過性機能が網膜症発現前からすでに克

進していることを報告して以来,nuOrOphotometryを

用いた糖尿病患者の BOBに関する病態解明が試み ら

れてきた2)～ 8)。 ところが,こ れ らの ヒトを対象とした病

態解明の研究には複雑な因子が介在 し,従ってその解

明には糖尿病動物モデルを用いることが必要 となって

きた。

しかしながら,今 日まで用いられてきた糖尿病動物

モデルは,主に anoxanや 前reptOZOtOCinと い う薬剤

を用いて糖尿病を人工的に作成 したもの9)で あ り,真

性の糖尿病ではなかった.そ こで今回我々は, 自然発

症糖尿病チャイニーズハムスターChineSe hamSterS

Asahikawa C01ony Diabetes(以 下 CHADと 略)10)～
12)

に着 目 し,こ れ を 対 象 と し,こ れ ら に nuoro―

photometryを 施行することにより,BOBの透過性機

能を検討 した。

II 実験方法

1.実験動物

本実験で用いた自然発症糖尿病チャイニーズハムス

ターは,1975年以来 closed colonyと して旭川医科大

学生物学教室で飼育されて きた CHAI。 )n)の 中から発

症した糖尿病固体同士の兄妹交配を 32代重ねた純系

動物で CHAD12)と 称するものである。糖尿病発症率は

約 80%で ,ほ とんど3か月齢以内に発症し,飽食時の

血糖は 400 mg/dl以 上に達 し持続する13).動 物は全て,

温度 23± 2°C,湿度 50～ 60%,照 明時間 5:00～ 19:

00の安定 した条件下で維持 し,固形材料 MF(オ リエ

ンタル酵母社製)と 水を常時給与 している。発症動物

には, 1日 4～6Uの insulin皮下注射を行って妊性を

保持 させ,比較的良好な繁殖を行 うことが可能である.

繁殖には,簡易な腔垢検査で交配適期を調べ,約 12時

間雄 と同居させ,交尾後,単独飼育して出産,哺育を

行わせる方法をとっている。網膜断面の光顕での観察,

トリプシン処理網膜血管の観察では異常所見は認めら

られていない14)。 また,我 々の眼底検査の結果 も異常を

認めなかった。腎症は初期変化を有し15)16),坐 骨神経の

ポ リオール含量では有意な増加が認められている17).

2.眼軸長の測定

血液眼内柵の透過性を解析するにあた り, まず本実

験に用いるチャイニーズハムスター (以下 CHと 略)

の眼球の大 きさを知る目的で,眼軸長の計測を行った.

この計測のため正常 CH 6匹 11眼 を対象 とした。本

測定および以下の実験において,動物の取 り扱いは,

昭和 55年総理府告示の「実験動物の餌養及び保管に関

す る基準」に従って行った.方法 として,1.O mgの

pentObarbital sOdium(Nembutal ①)を腹腔内投与 し

て麻酔 し,眼球を摘出した。その後すばや く液体窒素

で摘出眼球を瞬間凍結 し,そ の割面を 3倍に拡大して

写真撮影することにより(図 1),そ の写真から前房深

度,水晶体厚および硝子体腔長を求めた.さ らに,そ

れらの眼軸長に対する比率を求めた。

3.血漿中 auOresceinの 濃度の時間的変化

本実験では螢光色素 nuOrescein‐ sodium(以下 Fと

略)を静脈内投与するが, まず Fが CHに静注後血液

中でどのような動態を示すかを知る目的で次の実験を

行った。この実験には,正常 CH 15匹を対象 として用

いた。方法として,0.6 mgの pentobarbital SOdium

(Nembutal ③)を腹腔内に投与して麻酔 し, まず左頸

静脈 より体重 (kg)あ た りの 7 mgの Fを静注 した。

その後 5,10,15,30,60分 の各時点でそれぞれ 3匹

ずつの CHを用い右頸静脈から採血 (0.5 ml)を行っ

た。検体を遠心分離 (1,800G,10分 )し て血漿を分離

し,血奨中のtotal nuoreSCein濃度 (TF)を 吉田らが

開発 した高精度な nuOrOphOtOmeterOを 用 いて測定

した .

4.血奨中の protein‐ unbound■uOreSCein濃 度の

割合

静注後 Fは その大部 分がアル ブ ミン と結合 し
,



図 1 チャイニーズハムスターの眼球断面図.摘出さ

れた眼球を瞬時に凍結し,その割面を写真撮影した。

A:角膜,B:水晶体,Ci硝子体
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5。 血液眼内柵透過性機能の解析

この解析には,同 じnuorophotometer18)を 用いて

■uorophotometryを 行った。糖尿病群 として CHAD
(十 )15匹 28眼 (生後 1年未満,血糖 567.1± 107.5

mg/dl)と 対照群 として正常 CH 12匹 23眼 (生後 1年

未満,血糖 114.6± 26.2 mg/dl)を 用いた (表 1)。 測

定手順 として,ま ず Mydrin P ⑪および 5%塩酸フェ

ニレフリン (ネ オシネンジン③)を対象の両眼に点眼し

極大散瞳の状態 とした。次に 4。 と同様にして麻酔 し,

まず F静注前に本実験のため作製 した旭川医大式ハ

ムスター用眼底 コンタク トレンズ (京都 コンタク トレ

ンズ)を用いて nuorophotometryを 施行し,眼内の自

然螢光を測定 した。なお,測定にあたっては眼内を観

察 しながら,すなわち測定部位を確認 しながら,網膜

から角膜までの眼内を連続的にスキャンした。そして,

我々の装置に付属 しているマーキングシステム18)を 用

いて網膜,水晶体後面,水晶体前面,角膜の位置にマー

キングスパイクを記録させた.次に,左頸静脈より対

象動物の体重 (kg)当 た り4.7 mgの Fを注入し,そ
の 30分 後に再 び nuorophotometryを 施行 して眼内

の螢光強度を測定 した。また,Fの 静注 5分後と35分

後に右頸静脈 より採血 し,4.と 同様な方法で TF濃度

を測定した。以上の測定により得 られたデータを以下

に示す手法で解析 し,糖尿病群 と対照群を比較 しt検

定を行った。

1)血液房水柵 blood‐ aqueous barrier(BAB)透 過

性機能の解析

本研究では,BABの 透過性機能を解析するため,前

房値 (以下 AQと 略)をその指標 として用いた。この

AQと は,F静注後 30分の前房における測定ピーク値

から同部位における自然螢光値 (F静注前の値)を減

じ,さ らにこれを静注後 0分から 30分 までの色素濃度

時間曲線下の面積 (積算色素濃度)Sで補正したもので

ある.Sは ,先 に吉田らが提唱した簡易法 19)を 用いて算

出した。すなわち,
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表 1 血液眼内棚透過性機能の解析を行った対象群

数 月齢 (月 )  飽食時血糖(mg/dl)   尿糖
摯

CHAD(+)

正常CH

15匹28眼

12匹23眼

7.9± 1.8

7.2± 0.3

567.1± 107.5

1146± 262

‖ (持続)

NS pく 0.001

CHAD(+):CHADの うち糖尿病が発症したもの CH:チ ャイニーズハムスター

NS:統計学的有意差なし ネ:尿糖試験紙 (テ ステープ)に て判定

_一 A

B

prOtein‐ bOund nuorescein(以 下 PBFと 略)と なる。

PBFは分子量が大 きく通常状態では BOBを 通過 し

ない。そこで,BOBを 通過する protein‐ unbound nuor‐

escein(以下 PUFと 略)の血液中に占める割合を知る

目的で,以下の実験を行った。この実験では,CHAD
の うち尿糖が持続的に陽性で糖尿病の発症が確認され

たもの (以下 CHAD(+)と 略)9匹 と正常 CH 12匹

を対象 とした。3.と 同様な方法を用いてこれらを麻酔

し,左頸静脈よりFを対象動物の体重(kg)あ た り4.7

mg静注して,そ れぞれ 5分後,35分後に右頸静脈より

採血 (0.5 ml)を行った。次に遠心分離 (1,500G,10

分)に より血漿を分離し, まずその一部を用いて各測

定時の TFを nuorophotometer18)を 用いて測定 した.

次に残 りの血漿を MPS‐ 1■lter(Amicon CO,U.S.

A.).用 いることにより眼外濾過 (2,000G,15分 )し ,

PUF濃度を同様にして■uOrOphOtOmeter18)で 測定 し

た。この両者の測定値から,F静注 5分後,35分後の

TFに対す るPUFの 割合すなわち PUF/TE比 を糖

尿病群,正常群ごとにそれぞれ算出した。

圏

Ｆ
Ｆ
‐」



平成 4年 3月 10日

S=△ 2/60+∫
:;::O Ae~dt dt であり,

従 って,AQ=自 然螢光で補正した 30分前房値/Sで あ

る。

2)血液網膜柵 (BRB)透過性機能の解析

BRBの透過性機能の解析のため,本研究では硝子体

値 (以下 PVと略)をその指標として用いた。PVと し

ては,網膜ピーク値から0.9mm前方の硝子体値を用

いた。すなわち PVと は,F静脈 30分後の硝子体値か

ら同部位の自然螢光値を減じ,こ れを 1)と 同様に Sで

補正した値で,PV=自 然螢光で補正 した 30分硝子体

値/Sで ある。

3)水晶体自然螢光

水晶体自然螢光のビーク値を水晶体 自然螢光値と定

義 し,こ の値を検討 した.

III 結  果

1.眼軸長の測定

CHの眼球割面を 3倍に拡大撮影 した写真から前房

深度,水晶体厚および硝子体腔長を測定 した.次にそ

の測定した値から,それぞれの眼軸長に対する比率を

求めた。水晶体厚は,眼軸長の 60%以 上を占めた。ま

た,前房深度 と硝子体腔長はほぼ等 しかった (表 2)。

2.血奨中■uorescein濃 度の時間的変化

血漿中のTE濃度の平均値 (n=3)を 図 2に示す .

この値は,静注 5分後を最高に時間の経過 とともに次

第に低下し,60分後には 5分値の約 30%と 低下した。

3.血漿中の protein‐ unbOund■ uOreSCein濃 度 の

割合

PUF/TFの 比 は,時 間の経過 と ともに,CHAD
(十 ),正常 CH群ともに低下した。また, 5分後,35

分後 の PUF/TFを 両群 で比較 す る と,ど ち ら も

CHAD(十 )群が高値を示した (表 3).

表2 凍結切片から求められた屈折要素の長さ(n=11)

測定値(mm)   眼軸に対する比率

17.1%

63.5%

19.4%

100.0%

摘出された眼球を瞬時に凍結し,各屈折要素を測定し,眼軸

長に対する比率を求めた.
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図 2 各時点でのTF濃度.F静注後の各時点での

TFを ■uorophotometryを 用いて測定した。

表3 PUF/TF(%)

CHAD(十 )群   正常 CH群

5分後

35分後

106± 1.1

10.0± 3.3

9.5± 26

8.3:± 2.2

BOBを通過するPUFの 5分後35分後のTFに対する割合を,

糖尿病群と正常群ごとに算出した。

表4 AQ,PV,水 晶体自然螢光値に関するCHAD(十 )

群と正常 CH群の比較

AQ
(x10-3hr―

PV
l) (× 10-3hr-1)

水品体自然螢光値
(X10~9g/ml)

CHAD(+)

正常 CH

Pく 0.01 NS Pく 0001

NS:統計学的有意差なし

luorophotome"yを 施行して求められた AQ(前房値),PV(硝子体

値),水 晶体自然螢光値を,糖尿病群と正常群とでそれぞれ比較検

討した.

4.血液眼内柵透過性機能の解析 (表 4)

F静注前 と静注 30分後に得 られた眼内螢光濃度曲

線の正常 CHと CHAD(十 )と の代表例を図 3a,bに

示す。静注前の眼内螢光濃度曲線では水晶体中央 と網

膜に 2つのピークを認め,硝子体中で最小値を示 した。

水晶体ピークの値に関しては,CHAD(十 )と 正常 CH

との間に大きな差を認めた.静注 30分後では,前房 と

網膜に 2つのピークを認めた.眼内螢光濃度曲線から

求めた。AQ,PVの 算出した結果を表 4に示す。

1)BABの透過性機能の解析

1210± 51.4

82.3± 28.7

235± 5.3

23.6± 4.6

12.1± 7.1

3.5± 0.5

前房深度

水晶体厚

硝子体腔長

眼軸長

0.80± 0.05

2.97± 0.06

0.91± 0.05

4.68± 0.09
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図 3a 正常 CHの F静注前 (baseline)と 静注後 30

分後 (30 min)の 眼内螢光強度曲線.R:retina,
L:lens,A:anterior chamber

CHAD(十 )群 の AQ(× lo-3hr-1)|ま 121.0±

51.4(mean± SD)で あり, この値は正常 CH群の値

82.3± 28.7に比べて有意に高かった (p<o.ol).

2)BRBの 透過性機能の解析

CHAD(+)群 の PV(× 10-3hr-1)は 23.5± 5.3は

正常 CH群 のその値 23.6± 4.6と 比較 して有意 な差

を小さなかった。

3)水 晶体 自然螢光

CHAD(+)群 の水晶体自然螢光値 (× 10-9g/ml)

は 12.1± 7.1で ,こ の値は正常 CH群 の値 3.5± 0.5

の約 3倍で,両群間に有意差を認めた (p<0.001).

IV考  按

我々が対象 として用いた CHADは ,糖尿病による

血液眼内柵の動態変化を検討す る上で以下の点におい

て優れている.そ の第一は,CHADは 自然発症の糖尿

病を有する点である。すなわち, これまで報告 されて

きた種々糖尿病動物モデルでは,糖尿病を発症させ る

ため anoxanや r゙e,OzOtOcinに よる負荷を掛 けて

おり,それ らの薬剤そのものが直接血液眼内柵に影響

を与える可能性が否定できなかった20)。 しかしながら,

10~1。

6420
網膜からの距離 (mm)

図 3b CHAD(+)の F静注前 (baSeline)と 静注後 30

分後 (30 min)の 眼内螢光強度曲線.R:retina,
L:lells,A:anterior chamber

CHADの場合は自然発症であるため,血液眼内柵の変

化は純粋に糖尿病そのものによる変化と考えられる。

第二として,CHADは 同一家系のため糖尿病の発症お

よびそれ以降の病態が比較的画一化 している点があ

る。すなわち,CHADでは生後 1か月半から3か月目

で糖尿病を発症 し,その後は高血糖状態が持続する.

従って,糖尿病発症後の期間をほぼ正確に知ることが

できる。

一方,CHADの ような小動物に nuorophOtometry

を施行 しその測定値を補正するにはいくつかの問題点

がある。 まず水晶体自然螢光の影響21)に
関してである

が,CHADの 水晶体は眼内に占める割合が大きく,そ
の補正は心須 と考える。我々は,F静注後の測定値から

この値を減 じてこの影響を補正 した.次に,眼内螢光

値を実際に血液眼内柵を通過する PUFの 血漿中濃度

動態を用い補正する必要性である").CHADで は,総
血流量が少ないため,PUFを測定するための血液を短

時間に複数回採取すると循環血液量が減少 し,投与 さ

れた Fの動態そのものに影響を与える可能性がある。

そこで我 々は,実際の実験では TFを測定し,先に求

A L   R
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めた TFと PUFと の濃度比からPUFを算出し,採血

量を極力少量とした。この補正法は,小動物に luoro―

phOtometryを 施行す る際の有効な方法 と考 えられ

る。

本研究の結果から特筆すべきことは,血液房水柵透

過性機能の指標 とした前房値が,CHAD(十 )群にお

いて正常チャイニーズハムスターと比べて有意に高い

値 を示 した こ とで あ る。本研 究 で は ■uorescein‐

sodium静注後 30分 とい う早期に nuorophOtOmetry

を施行しており, この時間における前房値は血液房水

柵からの能動輸送による影響を無視で き,前房値は主

に血液房水柵の内方透過性機能を反映すると考えられ

る22)～24).し たがって,CHAD(十 )群では,血液房水

柵の内方透過性機能が充進 していることが推測でき

る。一方,硝子体値に関しては両群に有意差を認めな

かった。本研究では両群 とも対象を 1歳未満としてお

り,CHAD(十 )群の平均糖尿病罹病期間は 4.9か月

であった。したがって本研究の結果からCHAD(+)
においては生後 1年未満では血液網膜柵の透過性機能

はほぼ正常に維持されていることが推測 される。以上

から,本研究で用いた CHAD(十 )群では,血液房水

柵透過性機能の克進が血液網膜柵のそれに先行してい

ることが推測された。以前から,初期糖尿病患者にお

いて網膜症発現前に血液網膜柵の透過性機能が九進す

るとの報告1)25)が あるが,今回対象 とした CHAD(十 )

は血液網膜柵透過性機能が克進する前の, より初期の

病態であると考えられる.

今回の我々の結果は,過去の報告 と一致する.血液

房水柵を構成す る虹彩血管内皮細胞間の tight iunc‐

tiOnは,血液網膜柵を構成する網膜血管内皮細胞間の

それに比べ脆弱で,細胞間隙が開大 しやすいことが知

られている26).ま た,若年者の糖尿病患者の臨床報告に

おいて,糖尿病発症が確認される前か ら虹彩炎を認め

た り27),こ れらの患者に■uorophotometryを 行うと,

硝子体値は正常者 と比べて有意差を認めないが前房値

は有意に高いとい う報告
8)も ある。したがって,今回の

我々の結果は, ヒト糖尿病における結果 とよく一致し

ている。

次に血液眼内柵 と同時に検討した水晶体 自然螢光に

ついて若千の検討を加えたい。我々の結果では,水晶

体 自然螢光は CHAD(十 )群が正常 CH群に比べて有

意に高い値を示 した。Helveら 28)は ,若年者の糖尿病患

者では水晶体自然螢光値が有意に高値を示すと報告し

ている.ま た吉田ら5)は ,こ の値は糖尿病患者の各年代
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のすべてで高値を示すが,特 に若年者で正常者 との差

が大 きいと報告 している。 このことか ら,水晶体 自然

螢光の上昇は血液房水柵透過性機能克進 と同様に,若

年者の糖尿病患者の初期からみ られ る現象の一つであ

ることが推測 され る。 この上昇の成因は明らかではな

いが,血液房水柵の透過性機能の充進 により房水の蛋

白濃度,pH,電解質 イオン濃度などが変化 し,そ の結

果,房水に囲まれている水晶体に何 らかの変化をもた

らしたものと我 々は推測 している。

以上を総合す る と,今回の研究対 象 として用いた

CHADで は,血液網膜柵の透過性機能は正常に保たれ

ているが,血液房水柵の透過性機能はすでに充進 して

お り, さらに水晶体 自然螢光値が有意に高いことが判

明 した.今後は,こ の CHADを 用いて,糖尿病発症前

の病態や糖尿病 における血糖 コン トロール, さらに罹

病期間や年齢による BOB透過性機能の変化について

検討 したい.

稿を終えるにあた り,ハ ムスターを提供していただき実

験の御指導をいただきました旭川医科大学生物学教室美甘

和哉教授,実験に御助力頂いた福井勝彦,渡辺美江両技官,

そして御校閲いただきました保坂明郎教授に深謝致 しま

す。
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