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要  約

高ガラクトース血症は生じるが, 白内障は生じない高ガラクトース血症マウスを用いて, 水晶体上皮細胞増

殖能を全伸展標本上で3H-サイミヂンラベル細胞の分布状態より検討した. ラットガラクトース白内障とは異

なり, ラベル細胞数の増加は認めなかった. この事実より, ラットガラクトース白内障の水晶体上皮細胞増殖

能亢進は高ガラクトース血症自体により誘発される可能性は非常にすくないと考えられる.( 日眼会誌 96 :

9―14, 1992)
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Abstract

In this study, we used ICR (Institutute of Cancer  Research)  strain mouse because they showed

hyperga 】actosemia but not cataractogenesis. We examined the proliferative ability of the lens epith-

elial cells by means of a whole-mount preparation of epithelium and 3H-thymidine autoradiography.

An increased number of labelled cells was not found in the mouse. The increased proliferative ab Ⅲty

of epithelial cells in rat galactose cataract did not seem to be caused by hypergalactosemia. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 96 : 9-14, 1992)

Key words : Mouse lens, Hypergalactosemia,  Cataract, 3H-thymidine, Whole-mount preparation

I 緒  言

ラットガラクトース白内障発生時の水晶体上皮細胞

増殖能変化については, 古くは細胞分裂像(mitosis)

の数 を 計測 し た報 告 が あ る1)̃3).わ れ わ れ も3H-

thymidine の上皮細胞核への取り込みによりDNA 合

成 能を定性, 定 量化した報告4)` 6),さ らにそれを発展さ

せカ ラー画像解析装置Spiccall を 用い3H-thymidine
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ラペ ル細胞( 以下 ラペル細胞と略す) 数を定量化した

報告を行った7)8).これ らの結果をまとめると, 生後3

週 齢から7 週 齡のラットでは, ガ ラクト ース白内障発

症のごく早期のガラクトース食餌開始4 囗目頃に細胞

分裂像の数, ラベル細胞数が前岩下中央帯で急増し,

7 囗目になると逆に両者とも正常以下に低下した. し

かもこの増殖動態変化は, ガ ラクト ース食餌のガラク

トース含有濃度を50%,  25%,  15% と3 段 階に変化さ

せても一定であった. ガラクトース食餌開始4 囗目に

は, 50% ガラ クトース食餌群で も白内障は組織学的に

赤道部から前嚢下表層皮質に限局しており, 15% ガ ラ

クト ース食餌群では組織学的に白内障が形成される前

であり, この事実は水晶体上皮細胞増殖能との関係を

考える上で非常に興味深い.

ガラクトース白内障発生についてはポリオール浸透

圧説によって完全に理解される气 つまり, ① 高ガラ ク

トース血症, ② 糖アルコール( ガラクチトール) 蓄 積

にと水分吸収による生化学的変化, ③水分吸収による

水晶体線維膨化を伴 う形態学的変化, という経路で説

明される. アルドース還元酵素は①から②の経路に働

いている. ガラクトース白内障発生早期の上皮細胞増

殖亢進の刺激としては, ①②③のすべての可能性が考

えられる. 今 回の実験は, ガラクトース食餌飼育にて

高ガラクトース血症は生じる拡 ガ ラクトース白内障

は生じないマウス水晶体を モデルとして用いて10),

ラ ットガラクトース白内障発症早期の水晶体上皮細胞

増殖能の変動( 増 殖亢進 とそれに続く正常以下への低

下) の原因としての①高 ガラクトース血症の可能性を

検討する事である.

II 実 験 方 法

本実験には, 生 後7 週 齢のICRCInstitute of Cancer

Research) 系雄 マウス63 匹を用いた.21 匹ご との3

群 に分け, 第1 群 は正常食餌にて飼育し(正 常群), 第

2 群 は50% ガ ラ クトース含有食餌にて飼育( ガ ラ ク

トース群), 第3 群 は50% ガ ラ ク トースに0.075%

FR 74366 (Fujisawa) ア ル ドースの還元 酵素阻害剤

(ARI) 混入 食餌にて飼育した( ガラクトースARI 群).

食 餌開始1 日,4 囗,7 日,14 日,28 囗目に各々3 匹

のラットについて実験を行った. な お食餌開始4 日 目

にガラクトース群のラットの血中ガラクトース濃度を

測定した. 実験は, エ ーテル麻酔下にマウスの両眼球

の 前 房 中 に5 μ1のmethyl-3H-thymidine  (81.7 Ci/

mmol,  New England Nuclear) を1 回 注入し, 次い

日限会誌 聯1 号

で24 時間 後に両眼球を摘出した. 摘出,眼球は前眼擂の

みを利用し, 水晶体後極側より切開して水晶体上皮細

胞層と被膜のみを一一塊として取り出し, 全伸展標本を

作成した. 標 本は4  /^paraformaldehyde を 含む燐酸

緩衝液(pH 7.4) に て固定した.

数 日間固定後, 標本の被膜を卜に才J.皮細胞を 卜.にし

て, ス ライドグラスに塗布した. 次いでこの スライド

グラスを, 従来のオートラジオグラフィ法に従い乳剤

をかけCKodak NTB 2 を使 用), 現 象・定着, ト ルイ

ジン青にて対比染色し, 標 識された銀粒子を光学顕微

鏡にて観察記録した.

白内障の程度を知るために,3 群 の各 々3 匹 のマウ

スにおいて実験開始後28 囗¦』の 水晶体を摘出i. 4%

paraformaldehyde を 含む燐酸緩衝液(pH 7.4) に て固

定し,j タ クリレイト樹脂包埋し, 莇 切片を作成後,

ト ルイジソ青にて対比染 色し光学顕微鏡にて観察し

た.

Ill 結 果

1. 血中ガラクトース濃度測定

生後3 週齢ラッ1・を正常食餌. 15%,  25%,  50% ガ

ラクトース食 餌, 50% ガ ラ クトース十〇.075%ARI

(FR 745366) 食餌にて飼育し 4 囗目に血中ガラク

トース濃度測定を行った結果も合わせて図1 に小す.
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図1 ラ ット, マウスの血中ガラクトース濃度測定結

果. 生後3 週 齢のSD 系雄 ラットを正常 食(.Con-

trol), 15% ガラクトース含有食餌(.15 G). 25% ガラ

ク¦・- ス含有食餌(25 GX 50% ガラクトース含有食

餌(50G),50% ガラクトース十〇.075% アルドース

還元酵素阻害剤(FR 74366) 含有食餌(50G 十ARIJ

にて飼育し, 食餌開始4 日目に採血し, 血中ガラク

トース濃度を測定した. 同様に生後7 週齢のICR 系

雄マウスに50% ガラクトース含有食餌C50G(Mo))

を与え,4 囗目に採血し血中ガラクトース濃度を測

定した. 横軸は各々の動物群を示し, 縦 軸は血中ガ

ラクトース濃度【mg/d 】)を示す.
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図2 50% ガ ラ ク ト ー ス 食 餌 飼 育 後4 日 目 の マ ウ ス 水 晶 体 上 皮 細 胞 全 伸 展 標 本, ラ ッ ト と は 異 な り,

前 嚢 下 中 央 帯 な ら び に 増 殖 帯 に お け る ラ ベ ル 細 胞 増 加 は 観 察 さ れ な い( ×100, ヘ マ ト キ シ リ ソ 染

色).C: 中 央 部,E: 赤 道 部.

50G.ARI 4 【】

図3 50% ガラクトース十〇.75%FR 74366 食餌飼育後4 日目のマウス水晶体上皮細胞全伸展標本.

ラットとは異なり,前嚢下中央帯ならびに増殖帯におけるラベル細胞増加は観察されない(×100,

ヘマトキシリソ染色).C: 中央部,E: 赤道部.

ガラクトース食餌飼育ラットにおいては, 食餌のガ

ラクトース濃度に比例した血中ガラクトース濃度増加

を示した.ガラクトースARI 群でもガラクトース単独

群と変わらず血中ガラクトース濃度増加を示した.

ARI の血中ガラクトース濃度への影響は見られな

かった. マウスにおいては, 50% ガラクトース食餌で

飼育するとラットに50% ガラクトース食餌で飼育し

た場合と同程度に, 血中ガラクトース濃度上昇が観察

された.
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2. 全 伸展標本上でのラベル細胞数の変動

正常群では ラベルの変動は赤道部やや前方に集積

し, 増 殖帯を形成した. 前 嚢下中央部でも数個のラベ

ル細胞が観察された. ガ ラクト ース食餌開始1,  4,

7, 14,  28 日目に検索したが, ガ ラクトース群とガラ

クトースARI 群 に おいて, ラベル細胞数増加は増殖帯

ならびに中央帯においても認められなかった( 図2,

3). 実験 の全期間中, 正 常群ではラペル細胞数はほぼ

一定であった( 図4).
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図4 図2 および3 と同週齢の正常食餌飼育マウス水晶体上皮細胞全伸展標本. 正常食飼育群では

全経過中変化はない. ラベル細胞は増殖帯に集約して見られ, 中央帯には数個のラベル細胞が観

察されるのみである( ×100, ヘマトキシリソ染色).C: 中央部,E: 赤道部.

3. 白内障の観察

50% ガラクトース食餌開始28 日目にも白内障は生

体顕微鏡観察において認めなかった. さらに光学顕微

鏡観察( 図5) で 乱 皮質浅層部には空砲が見られ,

さらに赤道部から弓状部にかけての上皮細胞配列にわ

ずかな乱れが認められるものの, 明確な線維細胞膨化

は観察されなかった.

IV 考  按

ラットにガラクトース含有食餌を与え飼育したり,

ストレプトソトシソ静注により糖尿病を作成すると,

糖白内障を生じる. これは, Kinoshita91のポリオール

浸透圧説により説明しえた. ところが, マウスではガ

ラクトース含有食餌にて飼育しても, 自然発症糖尿病

マウスにおいても糖白内障は生じない. もちろんガラ

クトース含有食餌にて飼育すると高ガラクトース血症

になることは本研究でも確認した. マウス糖白内障が

生じにくい原因については, Varma ら10)が明確な解答

を出している.つまり, (1) アルドース還元酵素がラッ

ト水晶体に比べ1/10 と非常にすくない, (2) 蓄積した

糖アルコール( ガラクチトール) を分解するポリオー

ル分解酵素はラットと同量存在する, (3) したがって,

白内障を生じるだけのポリオール蓄積はない, と説明

されている.

ラ ットのガラクト ース白内障発症早期の水晶体上皮

細胞増殖能の変動( 増殖亢進とそれに続く正常以下へ

の低下) は, よく知られた事実である1)2)4)̃8)叫 この原

因については明確な答がない. 可 能性のあるものとし

ては, 高 ガラクトース血症, 糖 アルコール( ガ ラクチ

トール) 蓄 積と水分吸収による生化学的変イ匕= 線維細

胞配列の僅かの乱れであり, 形 態学的に白内障が証明

される以前の状態, 水 分吸収による水晶体線維細胞膨

化を伴う形態学的変化== 形 態学的に明かな白内障, が

あげられる, し かし, ラ ットの15% ガラ クトース食餌

群では, 組 織学的に白内障が形成される前に上皮細胞

増殖能亢進が生じ8), 水 分 吸収による水晶体線維細胞

膨化を伴う形態学的変化= 形 態学的に明かな白内障の

可能性は否定的である.

マウス水晶体上皮細胞, 特 に前嚢下中央帯の上皮細

胞の増殖能については, Uga12' に よるガラス針による

前嚢破壊の外傷性白内障の研究結果を見ると, 細胞分

裂の急激な増加が外傷後2 日目に認められている. わ

れわれもYAG レ ーザーによる外傷性白内障の実験を

ラットで行い13),外傷 後1 日に3H-thymidine ラベル上
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図5 50% ガ ラクトース食餌飼育後28 日 目のマウス

水晶体光学顕微鏡観察像. 皮質浅層部には空胞か見

られ, 赤道韶から弓状部にかけての上皮細胞配列に

わずかな乱れが見られるものの, 明確な線維細胞膨

化は観察されなかった(×260, トルイジンブルー染

色).

皮細胞が外傷部周囲の前嚢下中央帯において急増し

た. これらの事実よりマウスとラットの中央帯水晶体

上皮細胞の増殖動態に大差はないと考えられた.

本実験の結果では, 50% ガラクトース食餌開始1 日

目から28 日目のすべての経過においてラベル細胞数

の増加, 減少は観察できなかった. 高ガラクトース血

症はあっても白内障が生じないとラペル細胞は増加し

ないと結論できた.従って,ラットにおけるガラクトー

ス白内障初期のラペル細胞増加ぱ 高ガラクトース血

症" 単独による可能性はないと考えられる.

ラットに与える食餌に含まれるガラクトース濃度を

50%, 25%,  15% と3 段階に変え, 程度の異なる白内

障を作成し, 本実験と同様の実験をおこないラペル細

胞の変動を検索すると,3 群のすべてで食餌開始4 日

目に中央帯でのラペル細胞急増が観察された8).とこ

ろが, 食餌開始4 日目というのは25% と15% ガラク

13

ト ー ス 群 で は 光 学 顕 微 鏡 学 的 に は 白 内 障 を 認 め な い 時

期 で あ る. こ の 事 実 は マ ウ ス 水 晶 体 と 同 じ で あ る. し

か し, ガ ラ ク チ ト ール 蓄 積, 水 分 吸 収 と い う生 化 学 的

変 化 の 面 よ り 見 る と,15% 群 に お い て も50% 群 の 約2/

3 の8 μg/mg protein の ガ ラ ク チ ト ー ル の 蓄 積 が 食 餌

開 始4 日 目 に 観 察 さ れ て い る1‘). マ ウ ス 水 晶 体 で は,

50% ガ ラ ク ト ー ス 食 餌 に て9 週 間 飼 育 し て7 μg/mg

protein が` ラ ク チ ト ール の 蓄 積 が や っ と 認 め ら れ る の

み で あ り11), ラ ッ ト に 比 べ 非 常 に 少 ない 蓄 積 量 と 判 断

で き る, こ の 生 化 学 的 な 原 因 に よ る形 態 学 的 に は 把 握

で き な い 線 維 細 胞 分 裂 の 乱 れ が 生 じ て お り, ガ ラ ク

ト ー ス 白 内 障 早 期 の 上 皮 細 胞 増 殖 亢 進 の 刺 激 と し て

は, 糖 ア ル コ ー ル( ガ ラ ク チ ト ール) 蓄 積 と 水 分 吸 収

に よ る 生 化 学 的 変 化 に よ る可 能 性 が 最 も 高 い と 思 わ れ

る,

本 論文 の 要 旨は 第17 回水 晶 体研 究 会( 平 成3 年, 千 葉)

に て 発 表 し た. な お 本 研 究 は, 文 部 省 科 学 研 究 費 補 助 金

(01440074) の 補助を 受 け た.
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