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要  約

ガラク トース血症ラットにおける毛様体上皮の変化およびそれに対するアル ドース還元酵素阻害剤 (ARI)

投与の影響 を形態学的に検討 した。SD系 ラットを 18か 月間,① 50%ガ ラク トース食餌,② O.075%ARI

(FR 74366,Fulisawa)含 有 50%ガ ラク トース食餌,③通常食餌で飼育 した。各群の毛様体突起の連続切片を

前頭断方向に作製 し光顕的に観察するとともに,個 々の毛様体突起切片における毛様体無色素上皮細胞層と色

素上皮細胞層との面積比を color image analyzerを用い測定 した。その結果,通常食餌群および ARI投与群

では 2層 の上皮細胞は立方型を呈 していた。一方ガラク トース食餌群では色素細胞の形態に変化は認められな

かったが無色素細胞は著明な円柱型を呈 し面積比測定でも明かな拡大 を示 した.つ まり18か 月飼育ガラク

トース血症ラットにおいて毛様体無色素上皮細胞は著明に肥大 し,FR 74366投 与はこれを完全 に抑制 した。

よって上記毛様体変化は ARを起因酵素 として発症する糖尿病性眼合併症 として位置づけられた。 (日 眼会誌

96:860-864, 1992)
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平成 4年 7月 10日

I緒  言

糖尿病性眼合併症 として網膜症,自 内障,角膜上皮・

内皮障害などが臨床的によく知られている。いずれも

アル ドース還元酵素 (AR)を 合併症発生の起因酵素

(ポ リオール浸透圧説)1い )と することが実験的に証明

されている。これは網膜,水 晶体,角膜上皮 。内皮 ,

どの組織においても,免疫組織化学的手法によるAR
の局在の確認,AR局 在部位にガラク トース負荷時だ

けに組織学的変化が出現・進展し, さらにそれらの合

併症がアル ドース還元酵素阻害剤 (ARI)投与により抑

制 される4)～8)事
実により強 く支持 される。一方,血液

―房水柵および房水産生に重要な役割を果たすといわ

れる毛様体無色素上皮細胞 もARを有す ることが免

疫組織化学的に確かめられている9).つ まり毛様体上

皮細胞にも糖尿病性変化の存在することが強 く示唆さ

れる。 この仮説を確かめるために前回,糖尿病の動物

モデルとされるガラク トース血症ラットを用い,10か

月間 50%ガ ラク トース食餌,ARI(Alcon 1576)合有

50%ガ ラクトース食餌にてラットを飼育し,各々の群

で毛様体無色素上皮細胞の肥大およびその正常化を形

態学的に示し,毛様体上皮障害を新 しい糖尿病性眼合

併症 として位置づける報告をした10)。 この提案をより

明確にするため,今回の研究では, さらに長期間のガ

ラク トース血症 ラットにおける毛様体上皮の変化およ

びそれに対する新 しい ARI(FR 74366)投 与の影響を

形態学的に調べた。

II 実験方法

Sprague‐Dawley系 ラットを18か月間以下の 3種

類の食餌で飼育した。① 50%ガ ラクトース食餌 (ガ ラ

ク トース食餌群),② O.075%ARI(FR 74366,Fuli‐

sawa)含有50%ガ ラク トース食餌(ARI投与群),③通

常食餌 (通常食餌群)である。各群につき 5匹ずつの

ラットが本研究に用いられ,ベ ン トバル ビタールナ ト

リウム (ネ ンブタール①)致死麻酔下にて全眼球を摘出

した.眼球は 4%パ ラホルムアルデヒドを含む 0.lM
リン酸緩衝液 (pH 7.4)に て 1～ 2日 固定された。固

定中,全周毛様体を含む トリミングを行った。所定の

方法にてアルコール脱水 しメタクリル樹脂 (JB‐4)に

包埋 した。ついで 2μ の連続切片を前頭断方向に毛様

体扁平部から虹彩までの範囲で作製し トルイジン青染

色後光学顕徴鏡にて観察 した。またすべての連続切片

か ら各群約 100個 の毛様体突起を無作意的に選び,
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個々の毛様体突起を光学顕微鏡で観察し,カ ラーカメ

ラ(ITC‐ 370M,Ikegami)か らカラーイメージアナラ

イザー (SPICA II,AviO)に画像を入力した。ついで

CRT上の画像の 2種類の細胞層境界を トレースし(図

lA),ホ ス トコンピュータにより各突起の毛様体無色

素上皮細胞層 (NPE)と 色素上皮細胞層 (PE)の 占め

るピクセル数を測定 し (図 lB),各突起における細胞

層の面積比 (NPE/PE面 積比)を算出した。ただし測

定に用いた毛様体突起は,そ の切片において 2種類の

毛様体上皮細胞 と間質 とが同時に観察できるものに

限った。なお測定部位は図 1に示 されるように毛様体

突起先端部より約 1/3ま でとした .

図 1 カラーカメラから入力したカラーイメージアナ

ライザーの画像 .

CRT上 の画像の 2種類の細胞層境界を トレースし

(A),ホ ス トコンピュータにより突起の各細胞層の

占めるピクセル数を測定 (B).
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III 結  果

光学顕微鏡による観察 (図 2):通常食餌群 (図 2A)

では毛様体無 。有色素上皮細胞 とも立方型を呈しそれ

らの核は細胞質の中央に位置する。一一方ガラク トース

食餌群 (図 2B)で は無色素上皮細胞は円柱型を呈 し核

は細胞質の辺縁に位置する。 この変化による無色素上
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皮細胞層の異常な厚みの増加が,ガ ラク トース食餌群

における個 々の毛様体突起の大さの増大を示す。また

この群でも有色素上皮細胞は立方型を呈 し,形状およ

び大 きさなどの点で他群のそれと大きな違いは認めら

れなかった。ARI投与群 (図 2C)では通常食餌群と同

様の所見が見 られ,無 。有色素上皮細胞 とも立方型を

呈 し毛様体突起に太さの増大はなかった。

NPE/PE面積比測定 :3群 (各 群 5眼 )すべての

NPE/PE面積比測定結果をそれらの平均値士標準偏

差をもとに表 1に示 し,各群 5眼の結果を図 3に まと

め図示 した.(固体により若干の変動はあるものの, ガ

ラク トース食餌群における NPE/PE面積比測定結果

は明 らかに通常食餌群および ARI投与群の測定結果

と異な り高値を示している。各群でまとめた NPE/PE

面積比の平均値土標準偏差は,通常食餌群で 1.582士

0.195,ガ ラク トース食餌群で 2.544± 0.317,ARI投 与

群 で 1.694± 0.229で あ る。通 常食餌 群 に比 べ p<

0.001と 有意にガラク トース食餌群で NPE/PE面積

比は約 1.6倍 に増加し,ARI投与群ではガラクトース

食餌群における変化が抑制 され通常食餌群に極めて類

Pく 0.001

2 n.s.

通常食餌群  ガラクトース食餌群  ARI投与群

図 3 3群の NPE/PE面積比測定結果.

縦軸にその平均値 。標準偏差値を示す .

●● .Ⅲ ・`´

」
事
”
●
一ご
・
．

コ
一
颯
吉
謳

Ш
Ｌ
、
回
α
Ｚ

図 2 毛様体無色素細胞は正常群 (A)お よび ARI群

(C)で は立方型を呈しているが,ガ ラクトース群(B)

では円柱型を呈し著明に拡大している。色素細胞の

形態は 3群 に差は認められない。

(ト ルイジン青,× 110)
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1576)を混入することにより正常化することを報告 し,

毛様体上皮障害を新 しい糖尿病性眼合併症 として位置

づけることを提案 した1。 )。 この提案をより明確にする

ため今回, さらに長期間ガラク トース食餌で飼育した

時の ラット毛様体上皮細胞の形態学的変化,異 なる

ARIに よる毛様体上皮細胞に及ぼす影響を検討した。

つまり前回報告 した毛様体上皮障害が,あ る一定の期

間だけでなくガラク トース負荷がかかる限 り再現性を

持って観察され得るということ, さらにその障害が 1

種類の ARIだ けでなく異なる構造式をもつ ARIで も

抑制 されることを確認 し,糖尿病性眼合併症 としての

毛様体上皮障害の存在をさらに明確にできると考 え

た。

今 回 の研 究 で 用 い た ARIは FR 74366〔 {3‐ (4-

brorno‐ 2‐nuorobenzyl)‐ 7‐ chloro‐ 2,4‐ dioxo‐ 1,2,3,4‐

tetrahydro・ quinazolin-1‐ yl}acetic acid, :F｀ ulisa、 va〕

である.構造式にカルボン酸を含み, ヒダントイン環

を含む Alcon 1576と は異なる種類の新しい ARIであ

り,実験的糖尿病 白内障の発症抑制および治癒に及ぼ

すその強力な ARI効果が報告されている。).こ れらの

理 由によりFR 74366を 本研究で用いる ARIと して

選択 した。

毛様体無色素上皮細胞層と色素上皮細胞層 との面積

比 (NPE/PE面積比)測定について検討する。試料作

製に関しては前回の報告と全 く同じ方法によるもので

あ り,測定に影響をおよぼす因子 としての,いわゆる

切片の斜め切れおよび面積比計算に際 し色素上皮細胞

層の面積を分母 (対照)に選んだことの影響は測定上

の問題にならなかった。つまり,連続切片を毛様体扁

平部から虹彩までの全範囲で作製 し,すべての連続切

片から全 く無作意的に計測されるべき毛様体突起の切

片を選び出し,定量的組織学には充分なものと考えら

れる数の計測を行 うことにより,切片の斜め切れによ

る影響のない極めて高い精度の測定結果を得ることが

で きた。また,本試料でもすべての切片において観察

した ところ, ガラク トース食餌群における毛様体色素

上皮細胞層の面積が通常食餌群および ARI投与群に

おけるその面積より切片によりやや大きいことはあっ

ても小さいとい うことはなく, 3群 の無色素上皮細胞

層の面積を比較する上で各々の色素上皮細胞層の面積

を対照 として用いることができた。

前回の報告 と異なる方法はカラー画像処理装置を用

いて面積比測定を行った手法にある。光顕切片の写真

撮影・ プリント・ 印画紙上での トレース・digitizerに

表 1 3群 5眼すべての NPE/PE面積比測定結果

と各群のまとめ

通常食餌群  ガラクトース食餌群   ARI投 与群

個 々の測定結果

1.584」 10.157

1.630+0.192

1.576+0.189

1.492」
=0.210

1.602」=0.216

2.566」
=0.308

2.384± 0.285

2.526」=0.303
2.710■ -0.334

2.628:± 10.249

1721± 0.268

1 765士 :0.216

1 645+0.194

1.690:±:0.173

1.581:「 0.203

各群の平均

1.582=LO.195 2 544+0.317
(p<0.001)

通常食餌群に比べ,ガ ラクトース群でp<0.001,ARI投与

群で有意差なしであった

似した測定値を示し検定にて有意差を認めなかった

IV考  按

糖尿病性眼合併症として毛様体の形態学的研究に関

する報告は多くはみられない.Engermanら H)は
,糖尿

病状態における毛様体上皮の基底膜肥厚を ヒ トとイヌ

とで報告 し,全身的糖尿病 コン トロールによりその程

度は左右 されるとし, これを糖尿病性変化 と考えた。

また岡本 12)は ガラクトース白内障の毛様体無色素上皮

細胞を電顕で観察し,mitochondriaの 膨化。crysteの

消失 。surface infoldingの萎縮を認め,房水産生低下

を示唆す る所見 と考察 している。毛様体上皮の血液

―房水柵機能に関しては,石橋 ら13)は 12か月飼育糖尿

病ラットに horseradish peroxidase(HRP)を 静注し,

無色素上皮細胞間にある tight iunctionで HRPの 後

房への移行が阻止されることから,糖尿病において毛

様体上皮の透過性克進はないと結論している。 しかし

糖尿病における毛様体上皮障害に関する報告 は少な

く,毛様体にどのような形態的変化がどのような機序

で起こるのかを十分理論的に説明し得る報告は見られ

ない.こ の 目的にかなうためには当然,糖尿病性眼合

併症の起因酵素であるARの存在を中心に毛様体上

皮障害を論 じていかねばならないと考えられる。

この一連の研究では,糖尿病における毛様体上皮障

害の組織学的証明,す なわち毛様体上皮障害を新しい

糖尿病性眼合併症 として位置づけることを 目的 とし

た。前回, ラット毛様体無色素上皮細胞に ARが免疫

組織化学的に局在し,10か月間ガラク トース食餌で飼

育することによりこの細胞が肥大化する, さらにこの

組織学 的 変化 が ガラク トース食餌 に ARI(AlcOn

1.694」
=0.229

(有意差なし)
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よる面積測定という過程を必要 とする前法に比べ,本

法では光学顕微鏡から直接に画像を処理装置に入力で

きるため方法が簡便,かつ簡便ゆえに人為的操作の入

る余地は少ない.ま た画像処理を加えることにより2

種類の細胞層境界をより明瞭に確認でき,正確に再現

性をもって面積測定が行えた。ただ,digitizer的操作

をせず画像処理のみで測定を行 うのが人為的操作が介

入しないという点で理想的ではあるが,今回は トルイ

ジン青 とい う単染色のためその施行は困難であった。

完全に人為的操作を省いた方法を理想 とすれば,本測

定方法に若干の改良点を今後に残すものの,本方法に

より得 られた高精度の面積比測定結果は本研究におけ

る毛様体無色素上皮細胞の組織学的変化を正確に定量

化した ものであると考える。

光学顕徴鏡的観察によると,18か月間通常食餌で飼

育された ラット毛様体無色素上皮細胞 は立方形を呈

し,10か月間同食餌で飼育されたものと形態学的に差

異はなかった。NPE/PE面積比測定結果によってもこ

れは裏づ けられる。つ ま り10か 月間通常食餌群の

NPE/PE面 積比は 2匹 の ラットで得 られ,それぞれ

1.636± 0.173,1.555± 0.182(平均値±標準偏差)で

あった 10)。 一方,18か月間通常食餌群の NPE/PE面積

比 は 5匹 の ラットの結 果 をまとめ 1.582± 0.195と

ラット生後月齢による差はなかった.ガ ラク トース食

餌群では NPE/PE面積比は 2.544± 0.317と ,通常食

餌群 と比較すると明らかに無色素上皮細胞層の面積拡

大 を示 し,ARI投 与群 で は 1.694± 0.229と ガラク

トース負荷による面積拡大を抑制した。 このように,

ある一定の時期だけでな くガラクトース負荷がかかる

限 り,異なった時期にも無色素上皮細胞層の面積拡大

が再現性を持って観察され得るということ,さ らにそ

の障害が 1種類の ARIだ けでなく2種類の ARIで抑

制されることが今回の研究で明らかになった。つまり,

今回の研究で糖尿病性眼合併症としての毛様体上皮障

害の存在をさらに明確にできた.

本論文の要旨は第 95回 日本眼科学会にて発表した。
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