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要

ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病 ラットを用いて,網膜

におけるγ‐alminobutyric acid(GABA)の 変化につい

て生化学的,組織学的に研究 し,併せて網膜電図 (ERG)

を測定 した。正常および糖尿病 ラット網膜において,免
疫組織学的には GABAは網膜内顆粒層,内網状層,神経

節細胞層に存在 していた.内顆粒層では強い陽性反応が

アマクリン細胞 に認められた。糖尿病ラット網膜では,

GABAは正常ラットよりも強い染色性を示 した。全網膜

中の GABA量 は,糖尿病発症 1週間後には増加 を認め,
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2か月後には最大量に達 し,5か月後 も維持 されていた。

ERGは発症後 1か 月後 には律動様小波の潜時の延長が

認 め られた。糖尿病網膜 のアマク リン細胞 にお ける

GABAの 増加は律動様小波の抑制 に関与 している可能

性が示唆 された。 (日 眼会誌 98i449-452,1994)
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Abstract

To elucidate possible alteration of 7-aminobutyric
acid (GABA) in the diabetic retina, the distribution
and determination of GABA was analyzed in strepto-
zotocin-induced diabetic and normal rats after
electroretinogram (ERG) recording. Immuno-
reactivity of GABA was found in the inner nuclear
layer, inner plexiform layer, and ganglion cell layer
in normal and diabetic rats. In the inner nuclear
layer, strong immunoreactivity of GABA was found
in amacrine-like cells. [n diabetic retinas, GABA
immunoreactivity was higher than in normal
retinas. The contents of GABA increased began 1

week after occurrence of diabetes mellitus, attained

a maximum at 2 months, and maintained this
amount for 5 months. The latencies of oscillatory
potentials of ERG were prolonged beginning 1

month after occurrence. These results suggest that
increase of GABA in the amacrine cells of diabetic
retinas may be related with the abnormality of
oscillatory potentials. (J Jpn Ophthalmol Soc 98 :449

-452,1994)
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I緒  言

糖尿病発症早期から網膜電図 (ERG)の律動様小波に

変化が生じることは周知のことである1)。 しかし,こ の神

経症の発生機序については未だ不明である。律動様小波

の発生には網膜内顆粒層のアマクリン細胞が関与してい

ると考えられている。アマクリン細胞には多くの神経伝

達物質が存在してお り,抑制性神経伝達物質であるγ―
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aminobutyric acid(以下 GABA)も その一つである2)～ 5)。

今回,ス トンプ トゾトシンで誘発した糖尿病網膜での早

期のGABAの変化を組織学的,生化学的に検討し,併せ

てERGを測定したので報告する。

II 方  法

Wistar種のラット (体重約 150g,雄 )60匹にストレ

プトゾトシン (和光純薬工業)60 mg/kgを腹腔内に投与

し,糖尿病ラットを作成した。血糖値 300 mg/dl以上,

尿糖陽性をもって糖尿病発症 とした。糖尿病発症から1

週,2週,1か月,2か月,5か月後にERGを 測定した。

ERGを測定した後,1日置いて眼球を摘出し,免疫組織

学的に,ま た生化学的に網膜におけるGABAの 分布と

量を調べた。対照として,年齢を一致させた正常ラット,

ならびにス トレプトゾトシン投与で糖尿病を発症しな

かったラットを用いた。正常ラットは 10匹 10眼,発症

1週間糖尿病ラット10匹 10眼, 2週間糖尿病 ラット6

匹 6眼, 1か月糖尿病ラット15匹 15眼, 2か月糖尿病

ラット10匹 10眼, 5か月糖尿病ラットは 8匹 8眼を用

いた.

ERGは コンタクトレンズ電極 (京都コンタク トレンズ

社製),MEM 4104(日 本光電)を用いて測定した。12時

間の暗順応の後,全身麻酔下で自色 nash 20 Jを 20 cm

の距離から照射して光刺激 とした。麻酔は,キ シラジン

塩酸塩 (セ ラクタール①)と 塩酸ケタミン (ケ タラール③)

の混合液 (1:9)を l m1/体重 kg筋肉注射 した。

摘出眼球を 2%paraformaldehyde-0.3%glutaral‐

dehyde-0.2%picric acidに 2時間浸漬 した後,30%
ショ糖液に浸漬した。その後,眼球を液体窒素を用いて
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急速凍結し, クライオスタットで厚さ7μmの切片を作

成した。切片を 1.5%過酸化水素に 15分間,正常馬血清

に 30分間浸漬 した後,抗 GABA抗 体 (Eugen Tech

lnternational,Inc.Ramsey,NJ)に 反応させた (37℃ ,

12時間).0.lMリ ン酸緩衝液 (PBS)で 洗浄した後, ピ

チオン化抗マウス IgG抗体 (Vector Labolatories,Inc.

B‐Hngame)に 浸漬 (37℃ ,60分 )した。PBSで洗浄

後,ア ビデンー ビオチン混合液に 30分反応させた。洗浄

した後ジアミノベンチジンに 10分間浸漬し,光学顕微鏡

で観察した。

摘出眼球から網膜を剥離しホモジナイズし,遠心分離

した。その上清を高速液体クロマ トグラフイーを用いて

アミノ酸分析を行った。

III 結  果

ストレプ トゾトシンを投与したラット60匹の うち,55

匹(91.6%)に糖尿病が発症した(血糖,平均 425 mg/dl)。

経過中に死亡または血糖値が正常化したものは 5匹で

あった。

1.免疫組織学的染色 (図 1, 2)

正常網膜においては,GABA陽性反応は内顆粒層,内

網状層,神経節細胞層に認められた。糖尿病ラット網膜

では正常網膜 と同様に内顆粒層,内網状層,神経節細胞

層に反応がみられた。内顆粒層ではアマクリン細胞 と思

われる細胞 に反応が認め られた。GABAの 反応性 ,

GABA陽性細胞数は糖尿病発症早期の 1週間後から増

加し, 1か月後には最大となり, 5か月後もその反応性

を維持している (図 3)。

a b

図 1 ラット正常網膜のgamma‐ aminobutyriC aCid免 疫組織染色.

al網膜内網状層は染色され,内顆粒層に陽性細胞を認める。バーは 50 μm.biア マクリン細胞 (矢印)と 内

網状層へと伸びている神経線維 (矢尻)が染色されている.バ ーは 15 μm.
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a                                                   b

図 2 :糖尿病発症 5か月のラット網膜の gamma‐ aminobutyric acid免 疫組織染色 .

a:網膜内顆粒層,神経節細胞層に陽性細胞を認め,内 網状層に陽性反応を認める。バーは 50μ m.b
リン細胞 (矢尻),異所性アマクリン細胞 (矢印)染色されている。バーは 20μ m.

表 1 糖尿病ラット網膜におけるGABA量

発症後日数(眼)  GABA量 (μ mo1/protein g)

対 照 (10) 12.64」
=1.65
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ア マ ク

(個 )

陽
性
細
胞
数

20

°         糖尿病野理後日数       (日

'00
図 3 糖 尿 病 網 膜 内 顆 粒 層 に お け る gamma‐

aminobutyric ac遍 陽性 細胞数 100× 100 μm中 の

細胞数 (個 ).

2.網膜内 GABA量 (表 1)

糖尿病網膜におけるGABA量 は,正常網膜に比較し

て有意に増加している.その量は, 2か月で最大値とな

り, 5か月後 も維持している.

3.ERG(図 4)

正常眼に比較して糖尿病眼では律動様小波の潜時の延

長が認められる。この延長は,発症 1週間後のラットで

は有意な延長ではないが, 1か 月後には有意な遅延とし

て認められる.振幅の低下は認められない。また,律動

様小波以外の a波,b波については,発症 1か月以内では

有意な変化はみられない。なお,ス トレプトゾトシンを

投与しても糖尿病を発症しなかったラットにおいては
,

GABA量 の増加,ERGの 変化は認められなかった。

(平均値±標準偏差)

GABA:Gamma‐ aminObutyric acid

Student t検 定を行った。

control

lM一 DM

5M― DM

50 μ V

25msec

図 4 ラット網膜の自色閃光網膜電図

律動様小波の潜時の延長を認める。

IV 考  按

糖尿病における網膜の変化として細小血管症が最も知

られている6)7)。 しかし,血管症が認められない早期から

ERGの律動様小波の減弱などの変化が認められ8)9),網

膜内の神経症が発生していると考えられる。律動様小波

7(10)

14 ( 6)

28 (15)

60 (10)

150 ( 8)

14.23± 2.27

14.09± 0.37

14.93± 0.56

19.42」11.23

22.19=LO.65

N.S.

p<0.05

N.S.

p<0.05
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などの電気的応答は神経細胞間での連絡や神経細胞内の

電位の変化により生じるが,その際に神経伝達物質の放

出や取 り込みなどの変化が生 じ,電気的応答を発生ある

いは,修飾 していると想定できる。網膜の種々の細胞に

種々の神経伝達物質が存在することは,既に報告 されて

いる。中で も,網膜内顆粒層のアマクリン細胞には 20種

類以上の神経伝達物質が存在する1°).ア マク リン細胞は

律動様小波の発生に関係していると考えられてお り11),

したがって,糖尿病早期には, このアマクリン細胞内に

何 らかの変化が生 じていると推察 される。

GABAは ,抑制性の神経伝達物質で網膜 内で は約

90%が内顆粒層,内網状層に存在する12)13)。 GABAは ,

組織学的検索ではアマクリン細胞に多く存在する。一方 ,

電気生理学的検討で,GABAを硝子体腔内に投与すると

律動様小波の潜時の延長,振幅の低下が認められると報

告 している14)。
今回の実験で,糖尿病発症 1週間 とい う早

期にアマク リン細胞での GABAの 増加が認め られ,そ

の後を追 うように,律動様小波の潜時の遅延が出現して

きた。先 に述べた ことと併 せ る と,糖 尿病 網膜での

GABAは アマクリン細胞の電気的応答の抑制 に関与 し

ていることを示唆するといえる。

糖 尿病 網膜 で の GABA量 の増加機序 につ い て,

Mizunoら 14)は
糖尿病発症後約 1週 間で GABA trans‐

aminaseの 活性が減少すると報告 しているが,その調節

機序の詳細は不明である。脳全体の GABA量 をインス

リン治療により低下させることができるとい う報告があ

り15),血
中の glucoseレ ベルが GABA量 の調節に関係し

ていることは間違いないと思われる。しかし,網膜にお

けるGABAに ついては,イ ンス リンによって も軽度の

減少傾向をみるだけであ り16),今
後さらなる検討が必要

である.ま た,糖尿病状態でのポ リオール経路,グ リケー

ションの異常が近年注 目されてお り7),こ れ らの系 と関

連 していることも推察される.

糖尿病網膜では GABA以 外の神経伝達物質 も変化す

ることが報告されている.DOpamine(DA)は糖尿病発

症により減少するといわれている17).こ の DAも アマク

リン細胞に存在 し,律動様小波の発生に関与が疑われて

いる。また, グルタミン酸が糖尿病網膜で増加するとの

報告もある18).し たがって,糖尿病網膜での律動様小波の

変化には種 々の物質が関与 してお り,一元的に考えるの

は困難であ り,GABAを含めて他の神経伝達物質につい

ても,今後 さらに深 く検討を重ねる必要がある。
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