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ストレプ トゾトシンによる糖尿病モルモ ットにおける網脈絡膜の

金属動態とアスコルビン酸の影響について
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要  約

糖尿病下での網脈絡膜 に対するアスコル ビン酸の働 きを知 る目的で,モ ルモ ッ トにス トレプ トゾ トシン

(STZ)を 用いて糖尿病を発症 させ,こ れにアスコル ビン酸欠乏状態 を作成 し,網脈絡膜の微量金属量,supero‐

xide dismutase活 性,お よび過酸化脂質量を測定 した。網脈絡膜の微量金属動態は,STZを 投与することによ

リー時的に亜鉛,マ グネシウム値が上昇 し,こ の状態からアスコルビン酸欠乏に陥ると逆に著明に低下するこ

とがわかった。すなわち,糖尿病では,ア スコル ビン酸欠乏により微量金属動態に著 しい変化が起こることが

認められ,1糖尿病における網脈絡膜障害の発生にアスコルビン酸が大いに関与 していることが示唆された.し

かし,こ の条件下では,過酸化脂質は網脈絡膜 にはほとんど影響を及ぼしていないことが予想 された。(日 眼会

誌 97:340-345,1993)

キーワー ド :微量金属,過酸化脂質,ア スコル ビン酸,糖尿病,網脈絡膜

Effects of Ascorbic Acid on Trace Elelmtent]√ etabolisin

in the Choroid‐ Retina of Streptozotocin‐ induced

Diabetic Guinea Pigs

Hirolmi Nakajimal),Osamu Yagihashil),Youji Kashimal),Hiroshi lshikawan,

Shuusaku Kitanol),Ichirou Kimoto2),Echiko Tomioka2),

lylotok。 lⅦlan。2)and shigeo Takeuchi2)

1)D′
,αガ″′″′″ 0りヵメヵα′″。ノ。gν,2)D″ク″′%ιπノ。/c′″′″″・sノリ,s`ヵ。。ノげ z′″ε′π′,N′ヵoπ υ″′

`′

ιバグ″

Abstract
In order to investigate the efrect of ascorbic acid on trace element metabolism in the choroid-

retina, experimental diabetes mellitus was induced in Hartley guinea pigs with intraperitoneal injec-
tion of streptozotocin. After 4 weeks, ascorbic acid-deficient feed was given for 3 weeks. Trace
elements of the choroid-retina were measured with inductively-coupled plasma emission spectrometry.
The activity of superoxide dismutase and lipid peroxide content also were measured. The results
indicated that zinc and magnesium increased in diabetes mellitus. However, with ascorbic acid
deficiency in diabetes mellitus, zinc and magnesium significantly decreased. On the other hand, the
activity of superoxide dismutase showed no change between either condition and lipid peroxide
content decreased under ascorbic acid deflciency in diabtes mellitus. These findings suggested that
ascorbic acid played an important role in chorioretinal damage of diabetes mellitus. However, it was
also suggested that lipid peroxide has little influence on the choroid-retina under these conditions.
(J Jpn Ophthalmol Soc 97 :340-345, 1993)
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I緒  言

従来より,生体に亜鉛を主 とする微量金属が必要で

あることは知 られていたが,その動態については現在

でも不明な点が多い。糖尿病においても全身的には亜

鉛や ク ロムの異常動態 の関与 が報告 され て い る

が1)～3),糖 尿病下での眼球の金属動態の報告は少ない。

我 4々)は ,Insulin依存型自然発症糖尿病マウスである

NODマ ウスを用いて,網脈絡膜や水晶体の徴量金属

が低下することを示し,金属代謝の異常からも自内障

や網膜症などの眼合併症が発生 しやすいことを報告 し

た。一方, アスコルビン酸は,生体の酸化還元系や微

量金属動態に重要な役割を果たしていることが知 られ

ており,特にアスコルビン酸が欠乏すると血清亜鉛の

著明な低下が引き起こされることから,各種の病態ヘ

の関与が予想 される5).

今回我々は,糖尿病下での網脈絡膜に対するアスコ

ルビン酸の働 きを知る目的で,モ ルモットの腹腔内に

streptozotocin(STZ)を 投与 して糖尿病状態を作成

し,そ の後アスコルビン酸欠乏状態にした時の網脈絡

膜の微量金属値を測定した。さらに,網脈絡膜の super‐

o対de dismutase(SOD)活 性 と過酸化脂質値も同時に

測定 したので報告する。

II 対象 と方法

対象は,体重 260g前後 (平均体重 :260± 1l g)の

雄 Hartley系 モルモットを用いて,STZの みを投与 し

た群,STZを投与 しアスコル ビン酸欠乏状態にした

群,ア スコル ビン酸欠乏状態のみの群,お よび対照群

の 4群をそれぞれ 15匹ずつ作成した。

飼育方法は,図 1に示すように,ま ず STZ投与群で

はモルモ ットの腹腔内に STZ 180 mg/kgを 注射 した

のち, 日本 クレア製モルモット標準飼料 CG 7にて 4

週間飼育 した。Glucose oxidaseを 用いたテープ法に

よリデキス トロメーターで血糖を測定し,糖尿病状態

(400 mg/100 ml)に あることを確認した後,オ リエン

タル酵母工業製モルモット用アスコルビン酸欠乏飼料

を 3週間投与 した。アスコル ビン酸欠乏を行わない群

は,こ のアスコル ビン酸欠乏飼料に 150 mg/100gの ア

スコル ビン酸を添加した対照飼料で同じく3週間飼育

した。STZ非投与群は,4週間 日本クレア製モルモ ッ

ト標準飼料 CG 7で飼育後, 3週 間オリエンタル酵母

工業製モルモ ット用アスコル ビン酸欠乏飼料を与えた

群とこれにアスコル ビン酸 150 mg/100gを 添加 した
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図 1 実験系の作成方法.

STZ三 ストレプトゾトシン AsA:ア スコルビン酸

対照飼料を与えた群に分類 した。なお,飼育に際して

は,pair feedingに よ リー定量の飼料 と除菌 フィル

ターを通 した水道水を飲料水 として与えた。各群の平

均体重は,STZのみを投与 した群は 349± 32g,STZ
を投与後 アスコル ビン酸欠乏状態にした群 265± 30

g,ア スコルビン酸欠乏状態のみの群 325± 44g,お よ

び対照群 344± 27gで あった。

モルモットをエーテル麻酔下で採血後脱血屠殺 し,

眼球を摘出後,実体顕微鏡下で網脈絡膜を分離 した.

分離 した網脈絡膜は生理的食塩水で洗浄脱血 し,直 ち

に無イオン水にて素早 く洗浄 し,水分を濾紙で取 り除

いた後,直示電子天坪で湿重量を測定した。微量金属

の測定は,網脈絡膜を脱イオン処理した Pyrex製 ボー

ト上で一定量秤量し,70℃ で乾燥後,plasma asher(ヤ

マ ト製)に て 500W,24時間低温灰化を行った。灰化

残物を 0.2 ppmの ベ ソリウムを含む 0.05N塩 酸に溶

解 し,日 立 ICP発光分析機 306に よる内部標準同時測

定法6)に て測定した.さ らに,一定量絆量 した組織を生

理的食塩水にてホモジェナイズして,SOD活性測定用

と過酸化脂質測定用に三分 した。SOD活性は xanth‐

ine oxidase法 の今成7)の 改良法で測定し,試料サンプ

ルサイズから絶対値で表すのが適当と考え,NBTの
消費量すなわち l μmo1/minを l unitと して表 した。

さらに,こ の反応系に最終濃度 10-3Mの KCNを添加

して Mn‐SOD活 性値を測定 したが検出されなかった

ため,得 られた SODはすべて Zn‐Cu‐SODであること

が確認された。過酸化脂質は八木法8)に よる和光純薬

製テス トワコーを用いて測定 した。なお,すべての測

定は, 1匹 1検体では微量のため測定限界を越えるも

のもあることから, 3匹を 1群 としてそれぞれ 5群に

ついて測定 した。さらに,各群の有意差の検定は Stu‐

dent t検 定で行った。



III 結  果

1.微量金属動態

網脈絡膜の微量金属動態は,図 2に示すように, ま

ず亜鉛は対照群に対 し,STZ投与のみを行った群では

有意な増加を示 したが,STZ投与下でアスコルビン酸

欠乏状態にすると有意に低下を示 した。また,ア スコ

ルビン酸欠乏状態のみの群では,対照群 と比較してわ

ずかに増加していた.

次にマグネシウムは,対照群に対し,STZ投与のみ

を行った群では有意な増加を示したが,STZ投与下で

アスコル ビン酸欠乏状態にすると有意に低下を示 し

た。また, アスコル ビン酸欠乏状態のみの群では,対
照群と比較 して変化はなかった。

これに対しマンガンは,対照群に対 し,STZ投与の

みを行った群では逆に低下を示したが,STZ投 与下で

アスコル ビン酸欠乏状態にすると有意に増加を示 し

亜 鉛
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た。しかし,ア スコルビン酸欠乏状態のみの群では
,

対照群 と差はなかった。

また,銅は,対照群に対し,STZ投与のみを行った

群 とSTZ投与下でアスコル ビン酸欠乏状態にした群

では変化はなく,ア スコルビン酸欠乏状態のみの群の

いずれの群の間にも有意差は認め られなかった。

2.SOD活性

網脈絡膜の SOD活性は,図 3に示すように,対照

群,STZ投与のみを行った群,ア スコルビン酸欠乏状

態のみの群,STZ投与下でアスコル ビン酸欠乏状態に

した群のいずれの群の間にも有意差は認めなかった。

3.過酸化脂質

網脈絡膜の過酸化脂質は,図 4に示すように STZ
投与のみを行った群,ア スコル ビン酸欠乏状態のみの

群と両者 とも対照群対し有意に低下 していた。そして,

STZ投与下でアスコルビン酸欠乏状態にした群でも,

これら2群 よりもさらに有意な低下を示した。

マグネシウム

「
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図 2 網脈絡膜の主な金属量 .

STZ+AsA‐ D:STZ投与後 4週間標準飼料で飼育後,ア スコルビン酸欠乏飼料を 3週間与えた群.

STZ:STZ投与後 4週間標準飼料で飼育後,3週間アスコルビン酸欠乏飼料にアスコルビン酸を添

加して与えた群.

AsA‐ D:標準飼料で 4週間飼育後,ア スコルビン酸欠乏飼料を 3週間与えた群.

対照群 :標準飼料で 4週間飼育後, 3週 間アスコルビン欠乏飼料にアスコルビン酸を添加 して与え

た群 .

3匹を 1群 とし,それぞれ 5群について測定 した。平均値±標準偏差 .
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図3 網脈絡膜のSOD活性.

平均値±標準偏差.
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酸欠乏状態になると逆に亜鉛,マ グ不シウムは著明に

低下 した。これに対 し,マ ンガンでは,STZ投与後ア

スコルビン酸欠乏状態下では有意に増加 していること

が認められた.最初に,STZの投与によリー時的に亜

鉛 とマグネシウムが増加 した理由について考えてみ

た。我 4々)は
,イ ンス リン依存型自然発生糖尿病マウス

(NODマ ウス)を用いて水晶体と網脈絡膜の金属量の

測定結果を報告 したが,亜鉛,マ グネシウムはいずれ

の組織でも減少し,同時に65Znの 取 り込み率も著明に

低下 していた。これは慢性障害を発症 させる実験で

あったため,水 晶体や網脈絡膜が既に障害状態に陥っ

た状態になっていたものと考察した。 これに対し,今
回の実験では,同 様に慢性障害を発症 させ る目的で

180 mg/kgの STZを 腹腔内に注射 したが,亜鉛やマ

グネシウムが増加 した結果から考えるとある程度急性

の膵臓障害が引き起 こされたことが推察 された。この

ため肝臓などの主要臓器にも障害が及び, これを修復

するために皮膚などから亜鉛やマグネシウムが血中に

放出され,肝臓などと同様にまだ修復機能が残ってい

る網脈絡膜にも取 り込まれる結果, これ らの金属の含

有量が増加したものと考えた.な お,同時に測定した

血清中の亜鉛とマグネシウムは対照群 と比較し有意差

はないがわずかに減少を示しており13),網
脈絡膜を含

む各臓器に取 り込まれた結果と考えられた。さらに,

アスコルビン酸欠乏では血清中に亜鉛やマグネシウム

は著明に低下したが13),網
脈絡膜では亜鉛がわずかに

増加を示す以外,他の金属には変化を認めなかった .

しかし,STZ投与下でアスコルビン酸欠乏状態になる

と,亜鉛やマグネシウムが著明に低下す ることがわ

かった.こ のことから,糖尿病ではアスコルビン酸欠

乏により微量金属に著 しい変化が起 こり,網脈絡膜に

障害を及ぼすことが予想された。

次に, このような微量金属の異常動態により, どの

ような機序で網膜に障害を及ぼす可能性があるかを検

討するため,そ の活性に亜鉛,銅,マ ンガンが密接に

関係 している生体防御因子であるSOD活性 と,生体

障害因子である過酸化物の代表としての過酸化脂質に

ついて検討した。最近,多 くの疾患の病因として,ス ー

パ~オ キサイ ド(02~)な どのフリーラジカルによる脂

質過酸化反応が考えられ,眼科領域においてもこれら

と関連 した広範囲な研究がなされている“
).過酸化脂

質の生成は,ス ーパーオキサイ ドを分解 させるSOD
によって抑制されることが知られている15)。 この SOD
は,眼内の各組織に存在が確認されてお り16),光 や化学

1

(n二 5)

キ<0.05
キキ<0.01

(n=5)
対照

図 4

STZ  AsA―D  STZ+
AsA―D

網脈絡膜の過酸化脂質量 .

平均値士標準偏差.

IV 考  按

従来 より,生体 と微量金属の関係に関す る報告は

種々なされてきたが,眼球についての報告は少ない。

しかし,近年,測定方法の進歩により眼球各組織にお

ける微量金属の定量 も行われるようになった。)10).亜

鉛は人眼中に多 く含まれ, とくに網脈絡膜での亜鉛濃

度は生体各組織中最も高値を示すことが報告 されてい

る11)。  そ
‐して, :亜 鉛が alcOhOl dehydrOgenase a)cO_

factorと して働いているなど,網膜でも大きな役割を

担っていることが述べられてきた12)。
今回,Hartley系

モルモ ットに STZを 投与 して糖尿病状態 を発生 さ

せ,更にアスコルビン酸欠乏状態にした時の網脈絡膜

の微量金属動態,SOD活性,お よび過酸化脂質値を測

定 した結果について考察 した。

まず,徴量金属とマグネシウムの動態について検討

した。網脈絡膜では,STZを投与すると亜鉛,マ グネ

シウムともに有意に増加 したが,そ の後アスコルビン
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物質により発生したスーパーオキサイ ドに対する防御

機構 として働いていることが予想 されている17)。 上

田18)は ,糖尿病網膜症の患者の血清過酸化脂質量は正

常者 より高 く,ま た実験的にもanoxan糖 尿ラットの

網膜の過酸化脂質量が高い傾向を示すことから,糖尿

病網膜症の発生に過酸化脂質が大いに関係 していると

報告 した。門屋
19)も

,糖尿病網膜症では過酸化脂質の消

去機構におけるSOD活性が障害され,そ の結果,反応

性に富んだフリーラジカルが増加し, これが網膜の不

飽和脂肪酸と結びついて過酸化脂質の増加を引き起こ

す と述べている。これに対 し,小沼ら20)は ,糖尿病患者

の血清過酸化脂質を測定 した結果,過酸化脂質の増量

は認められるも糖尿病の重症度や糖尿病網膜症の程度

とは相関しないことから,糖尿病網膜症における過酸

化脂質の役割に否定的な意見を述べている。菅原 ら21)

も,糖尿病性血管障害を有する患者では血漿過酸化脂

質が増加していたが,やは り糖尿病網膜症の程度とは

相関 しないと述べている。さらに新美ら22)も
,血清過酸

化脂質が高値を示した症例では糖尿病網膜症 も重症で

あったが,完全には一致 していないことから,過酸化

脂質が直接網膜血管に作用するのではなく,既に障害

された網膜をさらに悪化 させるよう働 くのではないか

と予想 している。

今回の我々の結果では,網脈絡膜におけるSOD活

性は各群の間ではとんど差が認められなかった。 さら

に,過酸化脂質量はアスコル ビン酸欠乏状態で低下し,

特に糖尿病状態下でアスコルビン酸欠乏にするとこの

低下が著明であった。最初に,SOD活性が各群で変化

しなかった理由について考えてみた.SODに は,Cu,

Zn‐SODと Mn‐ SODと が あ るが,す で に 我表23)が

NODマ ウスで報告 したように,網脈絡膜では Cu,Zn‐

SODし か検出されていない。この Cu,Zn‐SODの活性

にとくに重要な銅が,今回の実験では各群の間に変化

が見 られなかったことから,SOD活 性も変化しなかっ

たものと考えられた.次に,一般的には, アスコルビ

ン酸はフリーラジカルによって誘発される脂質過酸化

を抑制する働きがあるが,中性下で鉄イオンなどが共

存すると逆に脂質過酸化を誘発する作用 もある15)。 こ

のように,ア スコルビン酸の過酸化脂質の生成におけ

る役割は複雑である。今回の実験で SOD活性が正常

にもかかわ らずなぜ過酸化脂質が低下 したかは不明で

あるが,ア スコルビン酸欠乏により酸化還元系の機能

低下が起こり,フ リーラジカルの発生自体が抑えられ ,

結果 として過酸化脂質の生成が抑制されたものと考え
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た。 したがって, この条件下では,過酸化脂質は網脈

絡膜 に大 きな影響 は及ぼ していない ことが示唆 され

た。

今後, さらに慢性障害実験モデルを作成 し,糖尿病

の各病期における微量金属動態やアスコル ビン酸の影

響について検討す る予定である。また,SODや過酸化

脂 質 に加 え, gultathioneや gultathione peroxidase

も同時に測定 し,網脈絡膜の障害の発症機序について

も追及 してみたい。
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