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1 はじめに  

2001年～2004年にかけて本邦で行われた疫学調査によると、失明原因の第

一位は緑内障(20.9%)で、以下糖尿病網膜症(19.0%)、網膜色素変性(13.5%)、

黄斑変性(9.3％)と続く。一方 1988年に行われた疫学調査では第一位は糖尿病

網膜症(18.0%)で、以下白内障(15.9％)、先天性視覚障害(14.8%)、緑内障

(14.6％)であった[1]。眼科治療技術の進歩と糖尿病薬の新規開発にはめざまし

いものがあるが、依然として糖尿病網膜症は日本人の失明原因の脅威であり続

けている。 

糖尿病網膜症は単純糖尿病網膜症、増殖前糖尿病網膜症、増殖糖尿病網膜症

に分類される。糖尿病網膜症は突然発症、進展するものではなく約 10年の糖

尿病罹患期間の後単純糖尿病網膜症が発症し、その後増殖前糖尿病網膜症、増

殖糖尿病網膜症を経て失明に至る。単純糖尿病網膜症は網膜毛細血管の血管壁

が障害されることにより、毛細血管瘤が形成され、眼底に点状出血斑と硬生白

斑が認められる(Figure 1)。さらに進行すると、網膜毛細血管の閉塞により網

膜が虚血に陥る部位が出現し、軟性白斑や蛍光眼底造影検査で無血管野や血管

透過性の亢進といった状態が確認できるようになる(増殖前糖尿病網膜症、

Figure 2)。さらに進行すると、Vasucular Endothelial Growth Factor 

(VEGF)などの血管増殖因子が網膜から産生され、網膜新生血管が発生し、新

生血管周囲に線維性増殖膜が形成される(増殖糖尿病網膜症、Figure 3)。この

3つの病期すべてにおいて出現するのが糖尿病黄斑浮腫である。網膜の中心部

(中心窩)から半径 2視神経乳頭径(3000µm)の領域を黄斑部と定義されているが

[2]、この領域に網膜浮腫や硬性白斑といった所見が認められる(Figure 4)。黄

斑部には視細胞が密に集まり、視力に最も重要な部位の網膜で、この部位が浮

腫などにより障害を受けると視力低下の原因となり得る。また、糖尿病は眼内

の炎症性疾患とも関連しており、ぶどう膜炎の原因疾患として糖尿病が 1.7%

あると報告されており[3]、注意が必要である。 

糖尿病網膜症は突然発症、進展するものではなく糖尿病発症後約 10年の経

過の後に発症、進展し、最終的に増殖糖尿病網膜症となって失明に至る。故

に、糖尿病網膜症の発症を予防するか、もしくは増殖前糖尿病網膜症の早い段

階での治療が有効である。それには血糖コントロールの改善[4-6]、網膜光凝固

術[7]が有効である。増殖糖尿病網膜症に進んだ段階では硝子体手術が最後の治

療手段として施行されるが、その視力予後は決して良好とは言えない[8]。しか

し、これらの治療により失明を防ぐことができたとしても、糖尿病黄斑浮腫に

より黄斑部の機能が障害を受ければ視力は低下する。糖尿病黄斑浮腫は増殖前

糖尿病網膜症、増殖糖尿病網膜症はもちろんであるが、単純糖尿病網膜症のよ

うな軽度の網膜症においても発生し注意が必要である。糖尿病黄斑浮腫のみで 



4 

 

 

 

 

点状出血 

視神経乳頭 

中心窩 

黄斑部 

Figure 1. 単純糖尿病網膜症(左眼)。視神経乳頭、中心窩、黄

斑部を示す。 

軟性白斑 

網膜無血管野 

Figure 2. 増殖前糖尿病網膜症(右眼)。左；眼底写真。右；蛍光眼底造影写真。 

軟性白斑、網膜無血管野を示す。 
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新生血管 新生血管からの旺盛な蛍光漏出 

Figure 3. 増殖糖尿病網膜症(左眼)。左；眼底写真。右；蛍光造影眼底写真。 

新生血管及び新生血管からの旺盛な蛍光漏出を示す。 

硬性白斑 

新生血管 

嚢胞性浮腫 

漿液性網膜剥離 

網膜 

網膜色素上皮 

Figure 4. 増殖糖尿病網膜症に黄斑浮腫を合併した症例。左上；眼底写真。硬

性白斑を示す。右上；蛍光造影眼底写真。新生血管を示す。下；Optical 

Coherence Tomography (OCT)所見。嚢胞様黄斑浮腫、漿液性網膜剥離を示す。 
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は失明はしないが、運転免許更新を不可能にするなど、患者の Quality of Life

を著しく低下させる。 

現在糖尿病黄斑浮腫に対してはいくつかの治療法がある。網膜光凝固術[9]、

硝子体手術[10]、抗 VEGF薬硝子体注射[11]が糖尿病黄斑浮腫に有効であった

と報告されている。これらの治療法は重要であるが、糖尿病黄斑浮腫発症前の

視力に回復させることは非常に困難である。故に、糖尿病網膜症の発生それ自

体を予防することが重要であるが、これまで血糖コントロールしか方法がなか

った。血糖コントロールは糖尿病網膜症治療に不可欠であるが、全ての患者で

理想通りにいかないのが現実である。そこで血糖コントロールとは独立した糖

尿病網膜症を予防する治療法が望まれる。 

治療法を開発するためには理想的な糖尿病モデル動物が必要で、特にヒト糖

尿病網膜症に類似した網膜症を発症する糖尿病モデル動物の開発が望まれる。

これまで数々の糖尿病モデル動物が報告され、糖尿病網膜症の評価に利用され

てきた。Énzsölyらは streptozotocin (STZ)誘発糖尿病ラットにおいて、視細胞

及び網膜色素上皮に変性をきたすことを報告した[12]。彼らはこの実験で雄の

Wistarラットと Sprague-Dawley (SD)ラットを用いた。しかし、糖尿病ラットと

正常ラットの間で網膜厚に有意差はなく、網膜浮腫は認められなかった。

Long-Evans Tokushima Leanラットは 1型糖尿病のモデル動物として使用されて

いる [13,14]。これらの論文では膵臓の変化と遺伝子解析が行われているが、

糖尿病眼合併症については述べられていない。Otsuka-Long-Evans-Tokushima-

Fatty(OLETF)ラットは 2型糖尿病モデル動物として知られている。Yangらは、

OLETFラットでは正常 Long-Evans Tokushima Otsuka ラットに比べ有意に網膜

が薄くなっており、その傾向は網膜神経線維層で顕著であったことを報告して

いる[15]。彼らは spectral-domain optical coherence tomography (OCT)を用いて網

膜厚を解析したが、この網膜の菲薄化はヒト糖尿病網膜症では一般的に認めら

れる所見ではない。これらの糖尿病モデル動物は、糖尿病眼合併症を理解する

上で重要であるが、ヒト糖尿病網膜症の初期変化である網膜血管の透過性亢進

に伴う網膜浮腫を認めないため、糖尿病患者の眼合併症とはかけ離れていると

言わざるを得ない。 

1988年に正常 Sprague-Dawley (SD)ラットの非近交系群の中から偶然に尿

糖、高血糖をきたすラットが発見された。鳥居薬品株式会社研究所にてこれら

のラットは飼育され、近交交配を繰り返すことで 1997年に系統確立された。

そして 2000年に重症糖尿病眼合併症を持つ自然発症 2型糖尿病モデル動物ラ

ット、Spontaneously Diabetic Torii(SDT)ラットが我々の施設を含めたグルー

プから報告された[16]。その特徴として雄 SDTラットは雌 SDTラットより糖

尿病の発症率が高く、生後 25週までに非空腹時血糖値が 700±103mg/dlまで 
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Figure 6. SDTラットにおける成熟白内障（左）と蛍光造影眼底写真

（右）。水晶体の混濁は強く眼底は観察できない。蛍光造影眼底写真

では視神経乳頭からの旺盛な造影剤の漏出が認められる。 

Figure 5. 正常 Sprague-Dawley (SD)ラット（左）と Spontaneously Diabetic 

Torii (SDT)ラット(右)。両方とも生後 39週齢だが、SDTラットは糖尿病発

症後 20週経過している。糖尿発症後体の大きさは徐々に差が生じてくる。 



8 

 

  

上昇していた。尿糖をMultstixTM (Bayer-Sankyo Co., Tokyo, Japan)で測定

し、3＋もしくはそれ以上で糖尿病発症と定義すると、雄 SDTラットの場合、 

生後 40週齢以上では 100％糖尿病を発症していた。さらに雄 SDT ラットでは 

生後 40週齢以上で、糖尿病性白内障が確認され、生後 70週齢で網膜の視神経

乳頭周囲の増殖性変化と肥厚が確認された。Figure 5～7に SDTラットの眼合

併症を呈示した。糖尿病患者で失明原因となる増殖糖尿病網膜症に類似した状

態が確認できたのである。 

しかし、この SDT ラットを糖尿病網膜症治療法の研究に用いようとする

と、いくつか問題点があった。雄 SDTラットの 65週齢での生存率は 92.9％ 

で[16]、増殖性変化が現れる週齢まで待っていたら、相当数のラットの喪失を

覚悟しなければならず、実験コストがかさむ点である。また、増殖性変化や病

理所見で治療効果を判断しようとしても、最終的には検者の印象で判断せざる

を得ず、客観的な評価という点では限界がある。SDTラットの糖尿病網膜症

を評価する方法として、数値化できる何かを利用する必要がある。これに対

し、筆者は SDTラットにおける網膜厚に着目した。SDTラットにおける網膜

浮腫や脈絡膜の状態についてはこれまでに報告がなかった。仮に SDT ラット

において糖尿病黄斑浮腫患者と同様に網膜厚が厚くなっていれば、定量的に解

析することが可能となり、糖尿病網膜症のモデル動物としてさらに利用しやす

いものになると考えられる。 

近年糖尿病脈絡膜症については様々な報告がある。Unsalらは増殖糖尿病網 

Figure 7. SDTラットにおける増殖糖

尿病網膜症[16]。視神経乳頭に増殖組

織による隆起が認められる。 
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Figure 8. Polyol 代謝と酸化ストレス。AR; aldose reductase. SDH; sorbitol 

dehydrogenase. GSSG; glutathione disulfide. GSH; reduced glutathione. 

PKC; protein kinase C. [24] 
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膜症で糖尿病黄斑浮腫を合併している患者の脈絡膜厚は健常人に比べ優位に減

少していたと報告した[17]。しかし、この studyでは糖尿病網膜症患者は汎網

膜光凝固術を受けていた。Kimらは非増殖糖尿病網膜症から増殖糖尿病網膜症

と悪化するにつれて脈絡膜の厚みは増加していくが、汎網膜光凝固術を受けた

患者では逆に薄くなると報告している[18]。糖尿病網膜症患者の糖尿病脈絡膜

症の指標として脈絡膜厚を調べるためには同じ条件を持つことが重要である。

例えば長期間に渡る血糖コントロール、糖尿病の罹病機関、年齢、眼治療歴な

どであるが、それらを等しく臨床研究は不可能である。糖尿病患者においては

しばしば自分がいつから糖尿病にかかっているのか分からない患者もいる。故

に糖尿病網膜症患者において脈絡膜厚が厚くなっているのか薄くなっているの

かについては一概に断言することは困難である。そこでこの問題を解決するた

めに条件がほぼ同じである SDTラットにおいて脈絡膜厚を調べてみる必要が

ある。 

 糖尿病眼合併症を予防、治療することが我々の最終的な目的であるが、その

ためには眼合併症をきたすメカニズムの解明が必要である。高血糖による代謝

変化として Polyol 代謝経路の亢進[19]、プロテインキナーゼ Cの活性化[20]、

酸化ストレスの増大[21]、白血球の血管内皮細胞への付着[22]、advanced 

glycation end products (AGEs)の蓄積[23]が発生することが報告されて

いる。これらの変化の中で、特に筆者は Polyol代謝経路の亢進と AGEs

に着目した。Polyol代謝経路は糖代謝の副経路として知られているが、アル

ドース還元酵（aldose reductase: AR）とソルビトール脱水素酵素（sorbitol 

dehydrogenase: SDH）がこの糖代謝回路の促進酵素となっている。(Figure 

8)[24]。また、それぞれのステップで NADPHから NADP+、NAD+から

NADHへの変換を伴い、高血糖に起因するこの酸化ストレスの増加が糖尿病合

併症の発症メカニズムとして重要であると考えられている。また高血糖状態で

は細胞内にソルビトールが蓄積し、細胞・組織機能異常、組織変性が発生する

と考えられる[25]。Polyol 経路の活性亢進によってソルビトールとともにフル

クトース産生が増加するが、フルクトース自身及びその代謝産物が強力な糖化

作用を持つことから、Polyol 経路の活性亢進は AGEs産生の増加につながると

考えられる。アルドース還元酵素は網膜、水晶体、抹消神経の Schwann細胞

で存在することが報告されており[26]、糖尿病眼合併症において、亢進した

Polyol 代謝経路が糖尿病眼合併症に大きく関係していると考えられる。AGEs

は糖と蛋白質が結合(糖化反応)し、生成される最終物である。この糖化反応の

過程で活性酸素(reactive oxygen species ; ROS)が発生し酸化ストレスが生じ

る。また AGEと AGE受容体の結合により ROSが発生し、さらに酸化ストレ

スが生じる。(Figure 9)[24]。AGEsとしてこれまでに多くの物質が報告されて 
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Figure 9. 糖化と酸化ストレス [24]。AGE; Advanced Glycation End 

Products. ROS; Reactive Oxygen Species. 糖化反応の過程及び AGE が

AGE受容体と結合する過程で ROSが発生し酸化ストレスが生じる。 
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いるが、とりわけ眼合併症と関係が深いものとして N(epsilon)-

carboxymethyl- lysine (CML)がある[27-30]。Hammesらは(STZ)誘発糖尿病 

ラットや人間の増殖糖尿病患者の網膜において CMLが顕著に確認でき、しか

も糖尿病網膜症の進行に従って増加することを報告している[29,30]。故にこの 

CMLの眼内における蓄積自体が、糖尿病網膜症の増悪因子となっている可能性

がある。血糖コントロールとは独立した糖尿病網膜症抑制薬として Polyol 経路

を抑制することと、AGEsの産生を抑えることが標的となると考えられる。 

 アルドース還元酵素阻害薬は糖尿病合併症治療薬として期待されている。ア

ルドース還元酵素阻害薬の Epalrestat は本邦において糖尿病性末梢神経障害に

対して保険適応が認められている。しかし、糖尿病網膜症に対してはどのアルド

ース還元酵素阻害薬も臨床応用がされていないのが現状である。 

Sorbinil はアルドース還元酵素阻害薬の 1 つであるが、糖尿病モデルラットの

網膜最小血管基底膜の肥厚を抑制することが報告された[31]。しかしながら、 

Sorbinil の糖尿病網膜症に対する臨床試験では明らかな効果を証明できなかっ 

た[32]。糖尿病網膜症に対する網膜血管基底膜の肥厚は糖尿病網膜症の電顕レベ

ルでの初期変化として認められるが、現実の糖尿病網膜症患者で問題となるの

は、電顕レベルの初期変化ではなく糖尿病黄斑浮腫、増殖糖尿病網膜症である。

これらの合併症を抑制できることが証明されなければ、糖尿病網膜症への有効

性は疑問視せざるを得ない。 

Ranirestatは新しいアルドース還元酵素阻害薬として紹介された。その特徴と

しては従来のアルドース還元酵素阻害薬にはない新しい骨格(ピロロピラジン骨

格)を有していることである(Figure 10)。さらに Streptozotocin (STZ)誘発糖尿

病ラットにおいて、坐骨神経のソルビトール蓄積抑制効果を検討したところ、

Ranirestat の ED50 は 0.18mg/kg/day と Ponalrestat(11.0mg/kg/day) 、

Tolestat(26.7mg/kg/day)と比べ効果が強いことが示唆された[33]。また糖尿病性

末梢神経障害患者に対する臨床試験ではプラセボ投与患者よりも Ranirestat

（40mg/day, 80mg/day）投与患者において有意に腓骨運動神経伝達速度が改善

していることが報告されているが、その差は 1.2m/s以内と小さかった[34]。我々

は以前この Ranirestat が SDT ラットにおいて糖尿病性末梢神経障害と糖尿病

性白内障を抑制したことを報告している[35]が、この新しいアルドース還元酵素

阻害薬が糖尿病網膜症を抑制することが証明されれば、糖尿病合併症治療に有

効な治療法となり得る。 

 Aminoguanidineはヒドラジン化合物で、AGEsの生成を阻害する(Figure 10)。

特に糖化反応の早期の生成物であるアマドリ転移生成物は Aminoguanidine と

強い親和性を持ち、それ以後の糖化反応を不活化させる[36]。この糖化抑制効果

を利用した糖尿病合併症抑制効果について種々の報告がある。Yagihashi らは
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STZ 誘発糖尿病ラットにおいて神経伝導速度の改善や軸索萎縮を予防する効果

を持つことを報告した[37]。また Aminoguanidineの糖尿病腎症、網膜症の抑制

効果を検討した臨床試験では尿中蛋白質排泄の有意な減少、腎機能障害の有意

な抑制、網膜症の有意な抑制を示した[38]。これ以降は副作用の問題などもあり、

Aminoguanidine が実際の糖尿病合併症治療薬として実用化されていないのが

現状である。しかしながら、ヒト糖尿病網膜症患者に類似した SDT ラットにお

いて AGE 阻害薬の糖尿病網膜症抑制効果を検討してみたいと考える。

Pyridomamineはビタミン B6の 1つであり、AGEsの合成を阻害することが報

告されている。特に後期糖化産物のカルボニル基を有効に捕捉し、AGEsの合成

を阻害することが報告されている[39]。Stittらは STZ誘発糖尿病ラットにおい

て Pyridoxamineが糖尿病網膜症の進行を抑制したと報告した[40]。しかしなが

ら、STZ 誘発糖尿病ラット網膜は網膜毛細血管基底膜の肥厚や毛細血管瘤がい

くらか見られるが、ヒト糖尿病網膜症のような網膜浮腫や増殖性変化はきたさ

ない。そこで、ヒト糖尿病網膜症に類似した SDT ラットを使用して

Pyridoxamineの糖尿病網膜症抑制効果について検討してみたいと考える。 

この論文では糖尿病網膜症モデル動物であるSDTラットの網膜症の病理学的特

徴[41,42]とSDTラットを利用したAminoguanidine[43]、 Pyridoxamine[43]、

Ranirestat[44]の糖尿病網膜症抑制効果について検討したい。 
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Figure 10. アルドース還元酵素阻害薬、及び Aminoguanidine、Pyridoxamine

の構造式。Ranirestatは従来のアルドース還元酵素阻害薬にはない新しい骨格

(ピロロピラジン骨格)を有している。 

Pyridoxamine 
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2 目的と方法 

 

この論文は 5つの実験から成り立っているので①から⑤の順で述べていきた

い。 

①   

〈目的〉 

糖尿病網膜症及び糖尿病脈絡膜症のモデル動物の確立をめざし、SDT ラット

における糖尿病網膜浮腫、脈絡膜浮腫について検討する。 

 

〈方法〉 

a 実験動物：実験動物の取扱いについては Association for Research in Vision 

and Ophthalmology及び自治医科大学の動物実験規定に基づいて行われた。

我々は雄 SDTラットを日本クレア株式会社より購入した。全ての SDTラット

(n＝8)は非絶食時血糖値が 350mg/dl以上で糖尿病と診断した。全ての SDTラ

ットは標準的なラット用飼料(CRF-1, Oriental Yeast, Inc., Tokyo, Japan)を与

えられた。その間同様に正常 SDラット(n＝9)においても同じ飼料を与えた。 

 

b 眼組織標本の作製：SDTラットが糖尿病を発症してから 40週経過した後に

眼球摘出を行った。正常 SDラットにおいても同時期に眼球摘出を行った。全

てのラットは週齢 50週から 60週の間で解剖を行った。眼球摘出は

pentobarbital (25mg/kg, Nembutal, Sumitomo Dainippon Pharmaceutical 

Co., Ltd, Osaka, Japan))の腹腔内投与により十分に麻酔を効かせた後に行い、

摘出眼球はすぐに固定液(Super Fix, KY-500, Kurabo, Japan)にて固定した。

固定された眼球は 0.1% mol/L cacodylate bufferで洗浄し、パラフィン包埋を

行った。パラフィンブロックからミクロトームにて 4µmの切片を作成し、

hematoxylin and eosin (HE)染色を行った。 

 

c 網膜・脈絡膜厚の計測：4µmの眼球切片標本は偏光顕微鏡(Olympus, BX-

51, Olympus Corporation, Tokyo, Japan)で観察し、画像は附属のデジタルカ

メラとソフトウェア(Olympus DP 72, DP2-BSW, Olympus Corporation)で記

録し、ダウンロードした。網膜厚は内境界膜(internal limiting 

membrane:ILM)から網膜色素上皮(retinal pigment epithelium:RPE)までの距

離とした。脈絡膜厚は RPEから脈絡膜-強膜接合部までの距離とした。網膜で

はさらに ILMから内顆粒層(inner nuclear layer:INL)までの厚さ、INLの厚

さ、外顆粒層の厚さ(outer nuclear layer:ONL)、視細胞層(photoreceptor 
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layer:PL)の厚さに分けて測定した。網膜・脈絡膜厚は視神経乳頭から 500、

1,000、1,500µmの距離で測定した。測定には画像解析ソフ ImageJ(National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を使用した。 

d 統計解析：Mann-Whitney U testは 2群間の差の検定に使用した。

Spearmanの順位相関係数は網膜厚と脈絡膜厚の相関を調べるために使用し

た。統計ソフトはエクセル統計 2006(The Social Survey Research 

Information Co., Ltd., Tokyo, Japan)を使用した。P値は 0.05未満で有意差あ

りとした。 

 

②  

〈目的〉SDTラットの眼内において AGEs(CML, pyrraline、pentosidine)、

VEGFの蓄積を検討する。 

 

〈方法〉 

a 実験動物：①と同様に正常 SDラット及び SDTラットを入手した。SDTラ

ットは非空腹時血糖値が 250mg/dl以上で糖尿病と診断し、全例糖尿病発症を

確認した。SDラット(n＝10)、SDTラット(n＝6)の飼料は①と同様に与えた。

週齢 60週を過ぎてから免疫組織検査を行った。 

 

b免疫組織検査：①と同様にパラフィンブロックから 4µmの組織切片を作成

した。①で行ったHE 染色に加えて VEGF免疫染色、pyrraline免疫染色, 

pentosidine免疫染色 CML免疫染色を行った。免疫染色は通常の avidin-

biotin horseradish peroxidase 法で行い、peroxidaseの発色基質として AEC 

Substrate-Chromogen (Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA)を使用し

た。抗 VEGF抗体はMouse Monoclonal抗体(Immuno-Biological 

Laboratories Co., Ltd, Fujioka, Japan)を 1:25で希釈して使用した。抗

CML、抗 pyrraline、抗 pentosidine抗体はMouse Monoclonal抗体(Trans 

Genic Inc., Kumamoto, Japan)を 1:50に希釈して使用した。 

 

c 免疫染色の評価：標本を偏光顕微鏡で確認した後、免疫染色の gradeを 3段

階に分類した。ほぼ免疫染色がない状態をMinimal staining、極淡く染色され

ている状態をModerate staining、濃く染色されている状態を Severe staining

と定義した。 

 

d 統計解析：免疫染色の gradeについて SDTラットと正常 SDラットの間で

有意差があるかについては Cochran-Armitage test 及び Fisher’s exact testを
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使用した。統計ソフトはエクセル統計 2006(The Social Survey Research 

Information Co., Ltd., Tokyo, Japan)を使用した。P値は 0.05未満で有意差あ

りとした。 

 

③  

〈目的〉SDTラットにおいて AGE合成阻害薬 Aminoguanidineの糖尿病性白

内障、網膜症抑制効果を検討する。 

 

〈方法〉 

a 実験動物：①と同様に SDTラットを入手した。SDTラットは非空腹時血糖

値が 250mg/dl以上で糖尿病と診断し、全例糖尿病発症を確認した。SDTラッ

トの飼料は①と同様に与えた。SDTラットは糖尿病と診断された後に

Aminoguanidine治療群(n＝5)、及び Probucol 治療群(n＝4)、未治療群(n＝4)

に分けた。Probucol は抗酸化作用を伴う高脂血症治療薬であるが、

Aminoguanidineとの比較を行うために使用した。Aminoguanidine治療群に

は 0.5g/Lの Aminoguanidineを飲水中に混注し、自由飲水とした。Probucol

治療群はラット用飼料の中に 1％混餌した。週齢 55週を過ぎてから蛍光造影眼

底検査及び免疫組織検査を行った。 

 

b 蛍光造影眼底検査：造影剤は fluorescein isothiocyanate-dextran (SIGMA-

ALDRICH, St. Louis, MO)を使用した。pentobarbital sodium(25mg/kg)を腹

腔内投与し、十分に麻酔を効かせた後に、リン酸緩衝生理食塩水 1ml に

fluorescein isothiocyanate-dextranを 50mg混注し、各ラットの左心室に注入

した。注入して 5分後に右眼を造影検査用に摘出し、左眼を免疫組織検査用に

摘出した。網膜を眼球から剥ぎ、スライドガラス上にフラットマウントを作成

した。網膜のフラットマウント観察には蛍光カメラ((Nikon SMZ1500 with P-

FLA fluorescence attachment, Nikon, Tokyo, Japan)を使用した。蛍光造影検

査)で視神経乳頭からの造影剤蛍光漏出が認められれば糖尿病網膜症ありと評価

した。 

 

c 免疫組織検査：①と同様にパラフィンブロックから 4µmの組織切片を作成

した。①で行ったHE 染色に加えて CML免疫染色を行った。免疫染色は通常

の avidin-biotin horseradish peroxidase法で行い、peroxidaseの発色基質と

して AEC Substrate-Chromogen (Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA)を

使用した。抗 CML抗体はMouse monoclonal 抗体(Trans Genic Inc., 

Kumamoto, Japan)を 1:50で希釈して使用した。免疫組織染色標本を偏光顕微
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鏡で観察した。 

d 白内障の観察：眼球を摘出する前に、tropicamide 5% 及び phenylephrine 

hydrochloride 5%を含んだ点眼液で両眼を散瞳し、細隙灯顕微鏡で観察し、撮

影した。 

 

e 統計解析：糖尿病性白内障、糖尿病網膜症の発生率を Fisher`s exact testで

検定した。統計ソフトはエクセル統計 2006(The Social Survey Research 

Information Co., Ltd., Tokyo, Japan)を使用した。P値は 0.05未満で有意差あ

りとした。 

 

④  

〈目的〉SDTラットにおいてビタミン B6の 1つである AGE合成阻害薬ピリ

ドキサミンの糖尿病性白内障、糖尿病網膜症抑制効果を検討する。 

 

〈方法〉 

a 実験動物：①と同様に SDTラット、正常 SDラットを入手した。SDTラッ

トは非空腹時血糖値が 250mg/dl以上で糖尿病と診断し、全例糖尿病発症を確

認した。SDTラット及び SDラットの飼料は①と同様に与えた。SDT ラット

は糖尿病と診断された後に Pyridoxamine治療 SDTラット群(n＝6)、無治療

SDTラット群(n＝6)、正常 SDラット群(n＝10)に分類した。Pyridoxamine 治

療 SDTラット群には飲水中に Pyridoxamine を 1g/L混注し、自由飲水とし

た。週齢 60週を過ぎてから蛍光造影検査及び免疫組織検査を行った。 

 

b 蛍光造影眼底検査：③と同様に行った。 

 

c 免疫組織検査：③と同様に行った。 

 

d 白内障の観察：③と同様に行った。 

 

e 統計解析：③と同様に行った。 

 

⑤   

〈目的〉 

SDTラットにおいてアルドース還元酵素阻害薬 Ranirestatの糖尿病網膜症抑

制効果を検討する。 

〈方法〉 
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a 実験動物：①と同様に SDTラットと SDラットを用いた。SDTラットは①

と同様に非空腹時血糖値が 350mg/dl以上で糖尿病と診断した。SDTラット、

及び SDラットの飼料は①と同様に与えた。SDTラットは糖尿病発症後に以下

のグループに分けた。無治療 SDTラット群(n＝8)、Ranirestat(0.1mg/kg/day)

治療 SDTラット群(n＝7)、Ranirestat(1.0mg/kg/day)治療 SDTラット群(n＝

8)、Ranirestat(10mg/kg/day)治療 SDTラット群(n＝6)、

Epalrestat(100mg/kg/day)治療 SDTラット群(n＝7)である。各治療群は糖尿病

発症後 40週間 1日 1回強制経口投与を行った。これらの SDTラットは糖尿病

発症後 40週で剖検を行った。またこれらの SDTラットと週齢が近い正常 SD

ラットも同時期に 40週間 SDTラットと同様の飼料を与えた後剖検を行った。

全てのラットは週齢 50週から 60週の間で解剖を行った。途中経過をみるため

に無治療の 31週齢 SDTラット(n＝4)と 33週齢正常ラット(n＝4)を剖検し

た。 

 

b 体重、血糖値、糖化ヘモグロビンの測定：体重、血糖値、糖化ヘモグロビン

(HbA1c)は月 1回測定した。採血は非絶食状態でラットの尾静脈より行った。

血糖測定は hexokinase-G6-PDH法(L type Wako Glu2, Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., Osaka, Japan)で行った。HbA1cは自動糖化ヘモグロビン解

析機(HLC-723 GHb V, Tosoh Corporation, Tokyo, Japan)で行った。 

 

c 眼組織標本の作製：①と同様に行った。①で行った HE染色に加えて Glial 

Fibrillary Acidic Protein (GFAP)免疫染色を行った。GFAP免疫染色は神経障

害の程度を調べるために行った。免疫染色は通常の avidin-biotin horseradish 

peroxidase法で行い、peroxidaseの発色基質として AEC Substrate-

Chromogen (Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA)を使用した。抗 GFAP

抗体はMouse monoclonal 抗体(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, 

MA, USA)を 1:50で希釈して使用した。 

 

d 網膜厚・GFAP染色面積の測定：網膜厚・GFAP染色面積は視神経乳頭から

300～600µmの範囲で測定した。①と同様に測定には画像解析ソフト

ImageJ(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を使用した。 

 

e 統計解析：各群の差の検定にはMann-Whitney U testと Steel`s testを使用

した。統計フトはエクセル統計 2006(The Social Survey Research 

Information Co., Ltd., Tokyo, Japan)を使用した。P値は 0.05未満で有意差あ

りとした。 
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3結果 

 

実験①における結果 

a 網膜・脈絡膜厚 

Table 1, 2に SDラットと SDTラットにおける網膜・脈絡膜厚を示す。各値は

視神経乳頭からの距離で示した。大部分の層は SDTラットにおいて有意に肥

厚していたが、距離 500µmでは INL厚、脈絡膜厚で有意差がでなかった。

Figure 11, 12に SDTラットと正常 SDラットにおける網膜厚と脈絡膜厚との

相関を示した。網膜厚、脈絡膜厚は 3点での平均値を各ラットで求めグラフ上

に表記した。両者とも網膜厚と脈絡膜厚は強く相関していた(SDTラット：rs＝

0.81、P＜0.05、SDラット：rs＝0.72、P＜0.05)。 

 

b SDTラットと SDラットにおける網膜・脈絡膜の病理組織 

Figure 13, 14, 15は SDTラットと SDラットの網膜・脈絡膜を示している。

SDラットに比べ SDTラットでは網膜、脈絡膜は肥厚している。特に SDTラ

ットにおいて ILMから神経節細胞近辺での浮腫は顕著である。網膜、脈絡膜

とも細胞間のスペースは SDTラットにおいて顕著であり、網膜・脈絡膜浮腫

が出現している。SDT ラットの脈絡膜では 2つのタイプの血管が認められる。

1つは RPEの外側にあり、choriocapillaris(脈絡膜毛細血管板)と考えられる。

もう一つは強膜側の choroidal vessel(脈絡膜大血管)と考えられる。これらの血

管壁は肥厚していることが確認できた。一方、正常 SDラットではこれらの特

徴は確認できなかった。 
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Table 1. 正常 SDラットにおける網膜・脈絡膜厚。各値は中央値(最小値―

最大値)で示した。視神経乳頭からの距離(500, 1,000, 1,500µm)で分けて示

し、さらに全ての測定値の中央値も示した。 
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Table 2. SDTラットにおける網膜・脈絡膜厚。各値は中央値(最小値―最大

値)で示した。視神経乳頭からの距離(500, 1,000, 1,500µm)で分けて示し、

さらに全ての測定値の中央値も示した。大部分の層において SDT ラットの

方が SD ラットに比べ有意に肥厚していた。しかし距離 500µm では INL

厚、脈絡膜厚で有意差はなかった。 

*P＜0.05(正常 SDラットと比較), **P＜0.01(正常 SDラットと比較) 
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Figure 12. 正常 SDラットにおける網膜厚と脈絡膜厚との関係[41]。rs

＝0.72、 P＜0.05。各値は 3 つの測定点での平均値を各ラット毎に求

め、示した。 

 

Figure 11. SDT ラットにおける網膜厚と脈絡膜厚との関係[41]。rs

＝0.81、P＜0.05。各値は 3 つの測定点での平均値を各ラット毎に

求め、示した。 
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Figure 13(b). 正常 SD ラットの網膜・脈絡膜(視神経乳頭から 400～

600µm)[41]。A：ILM、B：INL、C：ONL、D：PL、E：RPE、F：脈絡

膜、G：強膜。 

(b) 

Figure 13(a). 正常 SDラッ

トの網膜(Hematoxylin and 

eosin 染色)[41]。 

A：視神経乳頭。B-D：視神

経乳頭から 500、1,000、

1,500µmの点。E：200µmの

指標。 

 

(a) 

(b) 
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Figure 14(a). SDT ラットの

網膜(Hematoxylin and eosin 

染色)。A：視神経乳頭。B-D：

視神経乳頭から 500、1,000、

1,500µmの点。E：200µmの

指標[41]。 

 

 

 

(a) 

(b) 

Fihure 14(b). SDT ラットの網膜・脈絡膜(400～600µm)[41]。A：ILM、B：

INL、C：ONL、D：PL、E：RPE、F：脈絡膜、G：強膜。 
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Figure 15. SDTラット(左)と SDラット(右)の網膜・脈絡膜の比較[41]。 
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実験②における結果 

 

a 免疫組織検査 

Tbable 3、4に SDTラット、正常 SDラット網膜における CML、pyrraline、

pentosidine、VEGF 免疫染色の gradeを示す。Figure 16、17に SDT ラット, 

正常 SDラット網膜における各免疫染色所見を示す。CML、VEGF免疫染色は

正常 SDラットに比べ SDTラットにおいて有意に強く染色されていた(P＜

0.05、P＜0.001、Cochran-Armitage test)。Pyrraline、pentosidine免疫染色

は SDTラットと正常 SDラットの間で有意差は認められなかった(P=0.35, 

P=0.38, Fisher’s exact test )。 

 

 

 CML Pyrraline Pentosidine VEGF 

Minimal 0 5 5 0 

Moderate 1 1 1 3 

Severe 5 0 0 3 

 

 CML Pyrraline Pentosidine VEGF 

Minimal 1 6 10 9 

Moderate 7 4 0 1 

Severe 2 0 0 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. SDTラット網膜における CML、pyrraline、pentosidine、VEGF免

疫染色の grade分布。数字は各 gradeにあてはまるラットの数を示す[42]。 

Table 4. 正常 SDラットにおける CML、pyrraline、pentosidine、VEGF免

疫染色の grade分布。数字は各 gradeにあてはまるラットの数を示す[42]。 
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Pyrraline, minimal CML, severe 

Pentosidine, minimal 
VEGF, severe 

Figure 16. SDTラット網膜における各 AGEs、VEGF免疫染色所見。赤く

染色されている部分が各 AGEs、VEGFの染色部分である。CML、VEGFは

強く染色されているが、pyrraline、 pentosidineの染色は弱い[42]。 
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Pyrraline, minimal CML, minimal 

Pentosidine, minimal VEGF, minimal 

Figure 17. 正常 SDラット網膜における各 AGEs、VEGF免疫染色所見。

赤く染色されている部分が各 AGEs、VEGF の染色部位である。CML、

VEGF染色は SDT ラット網膜に比べ染色が弱い。Pyrraline、pentosidine

については SDT ラットと同様に染色は弱い[42]。 
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実験③における結果 

 

a 糖尿病性白内障、糖尿病網膜症の評価 

成熟白内障及び糖尿病網膜症は全ての未治療 SDTラットで確認された(4/4, 

100％)が、Aminoguanidine治療 SDTラットにおいては確認されなかった

(0/5, 0％)(P＜0.05, Fisher`s exact test)。Probucol 治療 SDTラットにおいては

全例で成熟白内障、糖尿病網膜症が確認された(4/4, 100％)(Figure 18)。未治療

SDTラット、Probucol 治療 SDTラットの蛍光造影網膜所見は、視神経乳頭か

らの造影剤漏出と視神経乳頭周囲血管の蛇行が確認された。 

 

b 免疫組織所見 

Figure 19に Probucol 治療 SDTラットと Aminoguannidine治療 SDT ラット

の網膜及び水晶体の免疫組織所見を示す。Probucol治療 SDTラットの水晶体

嚢下及び網膜には CMLが染色されていることが確認された。一方、

Aminoguanidine治療 SDTラットでは水晶体には全く CMLが染色されている

所見はなく、網膜においてはごくわずかに染色されているのみであった。網膜

は Probucol治療 SDTラットにおいて肥厚している印象であった。 
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Figure 18. Aminoguanidine 及び Probucol の SDT ラットにおける糖尿病性白内

障、糖尿病網膜症に対する抑制効果[43]。上段は水晶体の細隙灯顕微鏡所見である。

無治療 SDTラット、Probucol治療 SDTラットでは成熟白内障が認められる。一

方 Aminoguanidine治療 SDTラットでは水晶体の混濁は認めない。下段は蛍光造

影眼底写真である。無治療 SDTラット及び Probucol治療 SDTラットでは視神経

乳頭周囲からの造影剤漏出と網膜血管の蛇行が認められる。一方、

Aminoguanidine治療 SDTラットではそのような所見は認めていない。 

成熟白内障 成熟白内障 水晶体混濁なし 

無治療 SDTラット 

 

Probucol治療SDTラット Aminoguanidine治療 

SDTラット 
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Figure 19. Probucol 治療 SDT ラット(上段)及び Aminoguanidine 治療

(SDT ラット)における水晶体及び網膜の CML 免疫染色所見[43]。赤く染

色されている部分が CML の染色されている領域である。Probucol 治療

SDTラットでは網膜の肥厚と水晶体嚢下及び網膜の広範囲に渡るCML染

色が現れている(赤矢印)。一方、Aminoguanidine治療 SDTラットでは網

膜の肥厚は抑制されており、水晶体に CML 染色は認めない。一方網膜に

はごく限局された部位(赤矢印)に CML免疫染色を認める。 

水晶体 

視神経 
×4 

×20 

Probucol治療 SDTラット 

視神経 

Aminoguanidine治療 SDTラット 

水晶体 

×4 ×20 

水晶体嚢下 
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実験④における結果 

 

a 糖尿病性白内障、糖尿病網膜症の評価 

成熟白内障は無治療 SDTラットにおいて全例で確認された(6/6, 100％)。一

方、正常 SDラットでは白内障は全く確認されなかった(0/10, 0％)(P＜0.001, 

Fisher`s exact test)。糖尿病網膜症は無治療 SDTラットにおいて 4匹で確認

された(4/6, 67％)。一方、正常 SDラットでは糖尿病網膜症はまったく確認さ

れなかった(0/10, 0％)(P＜0.01, Fisher`s exact test)。Pyridoxamine 治療 SDT

ラットでは成熟白内障は全例(6/6, 100％)、糖尿病網膜症は 4匹(4/6, 67％)で確

認された。Pyridoxamine は SDTラットにおいて成熟白内障、糖尿病網膜症を

抑制していなかった(Figure 20)。 

 

b 免疫組織所見 

Figure21に無治療 SDTラット、Pyridoxamine治療 SDTラット、正常 SDラ

ットの網膜免疫組織所見を示す。正常 SDラットでは水晶体、網膜に CML染

色は強く認められなかった。一方、無治療 SDTラット、Pyridoxamine治療

SDTラットでは水晶体、網膜に強く CML染色が出現しており、その強さはほ

ぼ同等であった。 
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Figure 20. SDT ラットにおける Pyridoxamine の糖尿病性白内障、糖尿病網

膜症に対する抑制効果。上段は水晶体所見を示す。正常 SDラットにおいては

水晶体の混濁はまったく認めない。一方で無治療 SDTラット、Pyridoxamine

治療 SDT ラットでは成熟白内障が認められる。下段は蛍光造影眼底所見を示

す。正常 SDラットでは視神経乳頭からの造影剤蛍光漏出は認めないが、無治

療 SDTラット、Pyridoxamine 治療 SDTラットでは視神経乳頭からの造影剤

蛍光漏出が認められる[43]。 

無治療 SDTラット Pyridoxamine治療

SDTラット 

正常 SDラット 
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Figure 21.未治療 SDTラット、Pyridoxamine治療 SDTラット、正常 SDラ

ットにおける水晶体及び網膜の CML 免疫染色所見。赤く染色されている部

分が染色された CMLを示している。無治療 SDTラット、Pyridoxamine治

療 SDTラットの水晶体、網膜には CML染色が認められる。一方、正常 SD

ラットの水晶体、網膜には CML染色はほとんど認められない[43]。 

未治療 SDTラット 
水晶体 

水晶体嚢 

視神経 

網膜 

Pyridoxamine治療

SDTラット 

水晶体 

視神経 

水晶体嚢 

網膜 

正常 SDラット 

視神経 

水晶体 

水晶体嚢 

網膜 
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実験⑤における結果 

 

a SDTラット(無治療、Ranirestat治療、Epalrestat治療)及び正常 SDラット

における体重、血糖値、HbA1c 

Figure 22, 23, 24に SDTラットと正常 SDラットの平均体重、平均血糖値、

平均HbA1c値の推移を示す。体重は SDラットに比べ、SDTラットにおいて

有意に減少していた(P＜0.01)。一方 Ranirestat及び Epalrestat治療の有無は

体重に有意差を与えなかった。血糖値、HbA1c値は SDラットに比べ SDTラ

ットで有意に高かった(P＜0.01)。しかし、Ranirestat及び Epalrestat 治療の

有無は血糖値、HbA1c値に有意差を与えなかった。これらのアルドース還元酵

素阻害剤は今回の実験において血糖コントロールに影響を与えないことが確認

された。 

 

b SDTラット(無治療、Ranirestat治療、Epalrestat治療)及び正常 SDラット

における網膜厚と GFAP染色面積 

Table 5に各群の網膜厚と GFAP染色面積(視神経乳頭から距離 300～600µm

の範囲)を示す。未治療 SDTラットにおける網膜は正常 SDラット、

Ranirestat(0.1, 1.0, 10 mg/kg/day)治療 SDTラットに比べ有意に(P＜0.01、P

＜0.05、P＜0.01、P＜0.05、Steel`s test)肥厚していた。しかし未治療 SDTラ

ットと Epalrestat治療 SDTラットとの間では網膜厚に有意差は認められなか

った(P＞0.05、Steel`s test)。未治療 SDTラットにおける GFAP染色面積は正

常 SDラット及び Ranirestat(1.0, 10 mg/kg/day)治療 SDTラットに 

比べ有意に(P＜0.01、P＜0.01、P＜0.05、Steel`s test)大きかった。一方、未

治療 SDTラットと Epalrestat治療 SDTラットとの間では GFAP染色面積に

有意差は認めなかった(P＞0.05、Steel`s test)。33週齢 SDラットの網膜は 50

週齢以上の SDラットに比べ有意に(P＜0.05、Mann-Whitney U test)肥厚して

いた。一方 GFAP染色面積は 33週齢 SDラットに比べ 50週齢以上の SDラッ

トにおいて有意に(P＜0.01、Mann-Whitney U test)大きかった。50週齢以上

の未治療 SDTラットにおける GFAP染色面積は 31週齢 SDTラットに比べ有

意に(P＜0.01、Mann-Whitney U test)大きかったが、網膜厚では有意差はなか

った(P＞0.05、Mann-Whitney U test)。31週齢 SDTラットにおける網膜は

33週齢 SDラットに比べ有意に(P＜0.05、Mann-Whitney U test)に肥厚して

いたが GFAP染色面積に有意差はなかった(P＞0.05、Mann-Whitney U 

test)。Figure 25, 26, 27に各群の網膜写真を示す(GFAP染色)。正常 SDラッ

トでは GFAP染色領域は ILM近辺に限局されているが、SDTラットにおいて

は INL近辺まで広がって染色されている。31週齢 SDTラットは既に網膜の肥
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厚が始まっているが、その時点ではまだ GFAP染色領域は増加していない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. 正常 SDラット及び SDTラット各群の体重変化[44]。

NDM：正常 SDラット。正常 SDラット及び SDTラット各群の体重変

化。体重は薬剤の投与の有無にかかわらず SDラットのほうが大きい。 

NDM：正常 SDラット。DM：未治療 SDTラット。rani(0.1)：Ranirestat(0.1 

mg/kg/day)治療 SDTラット。rani(1.0)：Ranirestat(1.0 mg/kg/day)治療

SDTラット。rani(10 mg/kg/day)：Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDTラ

ット。epa(100)：Epalrestat(100 mg/kg/day)治療 SDTラット。 

 

 

Figure 23. 正常 SDラット及び SDTラット各群の血糖値変化[44]。血糖値

は薬剤の投与の有無にかかわらず SDTラットのほうが高い。Ranirestat、

Epalrestat は血糖値に影響を与えない。NDM：正常 SD ラット。DM：未

治療 SDTラット。rani(0.1)：Ranirestat(0.1 mg/kg/day)治療 SDTラット。

rani(1.0)：Ranirestat(1.0 mg/kg/day)治療SDTラット。rani(10 mg/kg/day)：

Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDT ラット。epa(100)：Epalrestat(100 

mg/kg/day)治療 SDTラット。 
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Figure 24. 正常 SD ラット及び SDT ラット各群の HbA1c 値の変化[44]。

HbA1c値は薬剤の投与の有無にかかわらず SDTラットで高くなっている。

Ranirestat、Epalrestat は HbA1c値に影響を与えない。NDM：正常 SDラ

ット。DM：未治療 SDT ラット。rani(0.1)：Ranirestat(0.1 mg/kg/day)治

療 SDT ラット。rani(1.0)：Ranirestat(1.0 mg/kg/day)治療 SDT ラット。

rani(10 mg/kg/day)：Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDTラット。epa(100)：

Epalrestat(100 mg/kg/day)治療 SDTラット。 

 

Figure 25. 50週齢以上の

正常 SD ラットにおける

網膜[44]。茶色の領域が染

色された GFAP である。

A：視神経乳頭。B：ILM。

C：INL。D：ONL。E：

RPE。F：100µmの指標。

GFAP染色は ILM近辺に

限局されており、INL 近

辺には認められない。 
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 31wDM 33wNDM NDM DM rani (0.1) rani (1.0) rani (10) epa (100) 

Retinal 

thickness  

(μm) 

 

151.7 

(141.1-

166.0) 

 

128.5 

(114.8-

137.0) 

 

89.8 

(59.6-

122.4) 

 

167.1 

(101.3-

179.3) 

 

118.0 

(79.3-

144.6) 

 

93.4 

(63.2-

119.7) 

 

96.8 

(84.6-

130.8) 

 

130.5 

(98.3-162.4) 

 

P value 

 

P＞0.05 

(compared 

with DM) 

P＜0.05 

(compared 

with 

33wNDM) 
  

 

P＜0.05 

(compared 

with NDM) 

 

P＜0.01 

(compared 

with DM) 

 

 P＜0.05 

(compared 

with DM) 

 

P＜0.01 

(compared 

with DM) 

 

P＜0.05 

(compared 

with DM) 

 

P＞0.05 

(compared 

with DM) 

 

Area of 

stained 

GFAP 

(µm
2
) 

 

217.2 

(77.3-

391.6) 

 

 

117.8 

(66.1-

210.3) 

 

 

1098.8 

(420.0-

1344.0) 

 

 

2259.8 

(1427.8-

4116.7) 

 

1415.7 

(136.2-

3297.2) 

 

520.1 

(136.7-

1719.6) 

 

 

456.7 

(232.6-

2368.5) 

 

1593.7 

(1033.1-

2497.1) 

 

P value 

 

P＜0.01  

(compared 

with DM) 

P＞0.05 

(compared 

with 

33wNDM) 

 

P＜0.01 

(compared 

with NDM) 

 

P＜0.01 

(compared 

with DM) 

 

 P＞0.05 

(compared 

with DM) 

 

P＜0.01 

(compared 

with DM) 

 

P＜0.05 

(compared 

with DM) 

 

P＞0.05 

(compared 

with DM) 

 

Table 5. 各群の平均網膜厚、平均 GFAP染色面積。各値は中央値(最小値―最

大値)で示した。31wDM：31週齢 SDTラット。33wNDM：33週齢 SDラッ

ト。NDM：正常 SDラット。DM：未治療 SDTラット。rani(0.1)：Ranirestat(0.1 

mg/kg/day)治療 SDTラット。rani(1.0)：Ranirestat(1.0 mg/kg/day)治療 SDT

ラット。rani(10)：Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDT ラット。epa(100)：

Epalrestat(100 mg/kg/day)治療 SDTラット。 
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(a) 

100µm

m 

(b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

Figure 26. 各ラットの網膜[44]。(a)31 週齢 SDT ラットの網膜。GFAP 染

色面積は 50 週齢以上の未治療 SDT ラットに比べ有意に小さいが、網膜厚

は既に有意差がなくなっている。(b)：50週齢以上の未治療 SDTラットの網

膜。正常 SDラットに比べ網膜厚、GFAP染色面積が有意に大きくなってい

る。(c)：Ranirestat (0.1 mg/kg/day) 治療 SDTラットの網膜。未治療 SDT

ラットに比べ、網膜厚、GFAP染色面積ともに減少している。(d)：Ranirestat 

(1.0 mg/kg/day) 治療 SDT ラットの網膜。網膜厚、GFAP 染色面積抑制効

果はさらに強力になっている。(e)：Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDTラ

ットの網膜。GFAP 染色面積は Ranirestat(0.1 mg/kg/day) 治療 SDT ラッ

トに比べ、抑制効果が強いが、網膜厚については差が明らかではない。(f)：

Epalrestat(100 mg/kg/day)治療 SDTラットの網膜。網膜厚、GFAP染色面

積ともに抑制できていない。ILMから INLにかけて GFAPは強く染色され

ている。 
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Figure 27. 各群の網膜の比較[44]。NDM：正常 SDラット。DM：未治療

SDT ラット。rani(0.1)：Ranirestat(0.1 mg/kg/day)治療 SDT ラット。

rani(1.0) ： Ranirestat(1.0 mg/kg/day) 治療 SDT ラット。 rani(10 

mg/kg/day)：Ranirestat(10 mg/kg/day)治療 SDT ラット。epa(100)：

Epalrestat(100 mg/kg/day)治療 SDTラット。 
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4 考察 

本研究で SDTラットにおける網膜・脈絡膜浮腫を明らかにした。正常 SD

ラット及び糖尿病モデル動物である SDTラットでは網膜厚にばらつきが認め

られ、ある程度個体差があるものと推測された。これまでの報告[16]では、

SDTラットは 70週齢で増殖糖尿病網膜症となり、視神経乳頭に増殖膜が発生

する。本研究で解剖した SDTラットの大部分は 70週齢より若く、あと 10週

間程度経てば明らかな増殖性変化が起きていたかもしれない。網膜出血、網膜

白斑、炎症細胞の浸潤など非増殖糖尿病網膜症を示唆する所見は確認できなか

った。SDTラットでは血糖値が著しく高く、さらに網膜には黄斑部がないな

ど、代謝異常や網膜の形態がヒトとは異なっている。それ故に、SDT ラットの

糖尿病網膜症が糖尿病患者に似ていても、厳密にはヒトの糖尿病網膜症とは異

なっていると思われる。 

我々は本研究で SDT ラット網膜において VEGFの蓄積と視神経乳頭周囲か

らの蛍光造影剤の著しい漏出を示した。よって SDTラットにおける網膜浮腫

は VEGFの蓄積による網膜血管の透過性亢進が原因と考えられる。ヒトの糖尿

病患者で観察できるような典型的な非増殖糖尿病網膜症は確認できなかった

が、糖尿病網膜浮腫という形で糖尿病網膜症を観察することができた。 

本研究での実験動物の数は限られており、糖尿病発症前の SDTラットの網

膜・脈絡膜厚は確認できていない。しかし Ranirestatの網膜厚抑制効果を検

討してみると、正常 SDラットと Ranirestat治療 SDTラットではそれほど差

がないため、SDTラットにおける網膜厚は糖尿病発症後段階的に浮腫が出現

し、悪化していくと考えられる。SDTラットの糖尿病発症前の体の大きさや体

重は正常 SDラットと変わらないため、おそらく網膜厚、脈絡膜厚においても

変わらないと考えるが、今後更なる研究が必要であると考える。偏光顕微鏡で

は網膜層の ILM、神経節細胞、INL、ONL、PL、RPEを識別することができ

た。しかし、神経線維層、内網状層、外網状層については識別できなかった。

より詳細な分析には電子顕微鏡が必要かもしれない。網膜浮腫は網膜各層に認

められたが、ヒトの糖尿病網膜症のように嚢胞様浮腫や、漿液性網膜剥離は認

められなかった。 

本研究では SDTラットにおいて有意に脈絡膜が肥厚していた。現在のとこ

ろ糖尿病モデル動物で脈絡膜の厚さについて言及している報告は承知していな

い。糖尿病網膜症と脈絡膜との関係を知る上で有益な結果であるが、この結果

を単純にヒトの糖尿病黄斑浮腫患者に当てはめるのは難しいと思われる。ラッ

トの網膜には黄斑部はなく、SDTラットの網膜浮腫は人の糖尿病網膜症とは異

なっているからである。SDTラットにおいては脈絡膜毛細血管版や脈絡膜大血

管の血管壁が肥厚していた。これらの所見は長期間高血糖状態が続くと、脈絡
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膜の構造に影響を及ぼす可能性を示唆している。SDTラットにおける網膜浮腫

については網膜血管の透過性亢進が原因と考えている。しかし、SDT ラットの

脈絡膜浮腫については原因がはっきりとは分からない。 

 本研究では SDT ラット網膜における AGEs、VEGF の蓄積を明らかにした。

各 AGEs、VEGF の染色の様子は GFAP とは違い面積を計りにくいとうい特徴

がある。その理由として、GFAP はグリア系細胞(網膜においては大部分が

Müller 細胞と考えられる)の増殖にそって増えていくのに対し、AGEや VEGF

は網膜に広く拡散され分布するという特徴があるためと思われた。それ故に統

計解析という手法を用いる際には染色の強さを検者が判断し、分類せざるを得

ず、ある程度の主観が発生してしまうという難点がある。しかしながら、本研究

で観察した限り、VEGF、CML は正常 SD ラットに比べ SDT ラットで有意に

強く染色されている結果であった。 

現在のところ VEGF は最も糖尿病網膜症に影響があるサイトカインと考えら

れている[45]。VEGF は当初血管透過性因子と考えられていたが、やがてその強

力な血管内皮細胞増殖因子としての側面が明らかになった[46]。VEGF と糖尿

病網膜症との関連についてはこれまで様々な報告がある。Mitamura らは増殖

糖尿病網膜症患者の硝子体液中 VEGF 濃度は上昇しており、病気の活動性と相

関があったと報告している[47]。さらに増殖糖尿病網膜症患者の網膜前膜には

VEGFとそのレセプターが局在していたという報告もある[48-50]。 

本研究では SDTラット網膜において pentosidineは強く発現してはいなかっ

た。過去の報告では pentosidineは糖尿病網膜症よりも腎症において強く関係し

ているとの報告があり[28,51]、本研究結果はそれを支持する結果であった。Aso

らは糖尿病患者の尿中 pentosidine濃度を測定したところ、アルブミン尿を合併

している患者ではアルブミン尿を合併していない患者に比べ有意に増加してい

たと報告した[52]。この論文では尿中 pyrralineは進行した腎症患者の尿中では

むしろ有意に低下していたと報告している。一方、前年の平均 HbA1c値と尿中

pyrraline は有意に正の相関関係にあり、一方尿中 pentosidine とはそのような

関係を認めなかったと報告している。高血糖状態が続くと体内で pyrralineは増

加すると考えられるが、本研究では SDT ラット網膜に pyrraline は増加してい

なかった。pyrralineと糖尿病網膜症との関連は少ないと考えられる。一方で正

常 SD ラット網膜において pyrraline、CML もいくぶんか染色されており、例

え糖尿病がなくても加齢現象により AGEs の網膜への沈着は起こり得ると考え

られる。本研究においても SDT ラット網膜には CML が強く染色されており、

糖尿病網膜症と CMLの関連性は強く示唆された。 

Aminoguanidine により SDT ラット網膜における CML 染色は抑制されてい

た。Aminoguanidine は AGE 合成を阻害することで網膜症に最も影響のある
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CMLの網膜への沈着を抑え、糖尿病網膜症を抑制することが示唆された。 

GFAP は astrocyte における glial filament の主要な構成要素である[53]。特

に中枢神経においては外傷や種々の疾患により障害を受けると、astrocyteが活

性化し、GFAP が急速に合成されることが報告されている。この 1 連の過程は

astrogliosis と呼ばれている[54]。GFAP は眼疾患において眼局所で増加するこ

とが報告されている。Yangらは緑内障モデルラットにおける視神経で GFAPが

増加することを報告した[55]。Rungger-Brändle らは糖尿病モデルラットの網

膜においてMüller 細胞とmicrogliaの密度が上昇し、Müller 細胞からのGFAP

の発現が亢進していることを報告した[56]。このように神経膠細胞や GFAP の

発現は糖尿病網膜症の進展に関係していると考えられる。 

Aungらは OptoMotrysystem(Cerebral-Mechanics, Lethbridge,AB,Canada)

を使用し、STZ 誘発糖尿病ラットのコントラスト感度や視力、網膜電図を調べ

たところ、糖尿病による網膜血管変化が出現する前に既に異常を認めた[57]。特

に網膜電図では律動用小波(OPs)の潜時の延長を認めた。OPsが網膜のどの部分

から由来するのかについてはいくつかの報告がある。Brindleyは OPsの振幅は

INLで最も大きいと報告した[58]。Ogdenは鳩、鶏、猿において OPsの振幅を

計測したところ、内網状層で最も大きいと報告した[59,60]。本研究においては

SDT ラットの網膜では ILM から INL まで強く GFAP が染色されており、

Ranirestat (1.0mg/kg/day, 10mg/kg/day)により GFAP染色は抑制されていた。

過去の OPs に関する報告と合わせて考えると、糖尿病の神経障害は網膜の内層

から始まる可能性が示唆された。ただし、本研究では GFAP は網膜浮腫が出現

してから発現しており、Ranirestatは網膜浮腫を抑制することで GFAPの発現

を抑制するのではないかと考えられる。 

Epalrestat 治療 SDT ラットの網膜では、無治療 SDT ラットに比べ、網膜厚

と GFAP 染色面積は減少していたものの、有意差は認めなかった。本研究では

実験動物の数が限られており、Epalrestatが SDTラットの糖尿病網膜症に有効

なのか否かは明らかにできなかった。Ranirestat (1.0 mg/kg/day)治療 SDT ラ

ットと Ranirestat (10 mg/kg/day)治療 SDT ラットとの間で明確な容量・反応

関係は得られなかった。この結果も実験動物の数の少なさが原因である可能性

があるが、容量・反応関係を詳しく調べるためにはもう少し実験動物の数を増や

す必要があるかもしれない。しかし、本研究では Ranirestat の SDT ラット網

膜における神経保護効果が示唆されたと考えられる。Ranirestatは SDTラット

における網膜浮腫を抑制し、網膜における神経保護効果があることが示唆され

たが、一方で血糖コントロールや SDTラットの体重変化には影響を与えなかっ

た。これは Ranirestatが血糖コントロールとは独立して糖尿病網膜症を抑制す

ることを示唆している。 
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糖尿病発症前の SDT ラットと正常 SDラットは体重がほぼ同じである。しか

し、正常 SD ラットがそれ以降大きくなるのに対し、SDT ラットは体重がほぼ

同じかむしろ若干減少する傾向にあった。しかも、Figure 5 に示した通り毛並

みも悪化しており、正常 SDラットと同じ週齢数とは思えない印象であった。こ

のような体の変化もヒト糖尿病患者と類似している印象である。 

 本研究においては SDT ラットにおいて Ranirestat が網膜浮腫を抑制し、

Aminoguanidine が蛍光造影眼底検査において視神経乳頭からの造影剤蛍光漏

出を抑制していた。網膜浮腫や視神経乳頭周囲血管からの造影剤漏出は SDTラ

ットの眼内で蓄積された VEGF によって引き起こされていると考えられるので

Ranirestat、Aminoguanidine ともに最終的には眼内における VEGF 産生を抑

制するのではないかと考えられる。 

糖尿病網膜症を発症していない段階で糖尿病を発見し、その後厳格な血糖コン

トロールを行うことが糖尿病網膜症を抑制するためには理想的である。しかし、

糖尿病発見時にすでに網膜症が進行している場合はどうであろうか。Diabetes  

controle and complications trial (DCCT)[5]と Kumamoto Study[6]の報告では

血糖コントロール開始時に網膜症がない場合厳格な血糖コントロールを行うこ

とで網膜症進展のリスクを 76％低下させることができたと報告している。一方、

血糖コントロール開始時にすでに網膜症がある場合では DCCT[5]で 54％、

Kumamoto Study[6]で 56％のリスク低下にとどまった。血糖コントロール開始

時に網膜症がある場合にはその後の血糖コントロールが良好だからといって、

必ずしも安心できない面がある。故に、将来血糖コントロールと独立した網膜症

抑制薬が使用されるならば、必ずしも血糖コントロール不良例のみならず、血糖

コントロール開始時にすでに網膜症を合併している症例にも使用されるべきで

ある。本研究で Ranirestat、Aminoguanidineはその可能性を示した。 

Ranirestat、Aminoguanidine ともに現在のところ糖尿病合併症抑制薬として

は臨床応用されていないが、Ranirestat は臨床試験の段階では安全性に問題は

なかったと報告されており[34]、今後糖尿病性神経障害に対して適応になれば網

膜症の進行予防に期待が持てる。一方 Aminoguanidine は臨床試験の段階で糸

球体腎炎が報告されており[38]、もう少し安全性の高い AGE合成阻害薬の誕生

が望まれる。しかしながら、本研究から AGE合成阻害薬の糖尿病網膜症抑制に

対する有効性が示唆された。 

Probucol は胆汁酸の肝臓から十二指腸への排泄を促進することで血中コレス

テロール値を下げる働きがあり、高脂血症治療薬として利用されている。同時に

超酸化物不均化酵素(superoxide dismutase：SOD)などの抗酸化酵素を増加させ、

脂質過酸化マーカーであるmalondialdehyde (MDA)を低下させるなど抗酸化作

用を有していることが報告されている[61-63]。本研究では Probucol が SDT ラ
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ットにおいて糖尿病性白内障、糖尿病網膜症に対し抑制効果に乏しいことが示

唆された。糖尿病合併症発症機序には酸化ストレスの増大が重要であるが、

Probucol による抗酸化作用のみでは糖尿病眼合併症を抑制することは不可能で

あると考えられる。 

Probucol 治療 SDT ラットの水晶体嚢下には CML の染色が確認された。

Probucol治療 SDT ラットでは全例成熟白内障が確認されており、CMLと糖尿

病性白内障との関連が示唆された。一方 Aminoguanidine治療 SDTラットでは

全例白内障は抑制されていた。Aminoguanidine治療 SDTラットの水晶体には

CML は染色されておらず、Aminoguanidine は CML の水晶体への沈着を抑え

ることで、白内障発症を抑制したと考えられる。糖尿病患者では白内障が進行す

ることが報告されている[64]が、その機序として水晶体蛋白質の糖化が関与して

いるとの報告がある [65]。実際にヒトの白内障をきたした水晶体には

pentosidine、CML、imidazolone が増加していたとの報告がある[66]が、水晶

体での AGE形成が糖尿病性白内障に大きく影響していると考えられる。 

本研究では Ranirestat の白内障抑制効果は検討していないが、我々のグルー

プが行った研究では Ranirestat が SDT ラットにおいて糖尿病性白内障発生を

抑制したことを報告している[35]。その機序としては Polyol 代謝経路を抑制す

ることで、細胞内のフルクトース形成を抑制し、結果として AGEs の形成を阻

害するのではないかと推測する。 

ビタミン B6は様々な食品の中に含まれている栄養素であり、Pyridoxamineは

ビタミン B6の 1つである。SDTラットを使用した本研究で Pyridoxamine は糖

尿病性白内障、糖尿病網膜症に対する抑制効果を示さなかった。前述した通り、

Pyridoxamineには AGE合成阻害薬としての効果[39]や STZ誘発糖尿病ラット

における糖尿病網膜症抑制効果[40]が報告されているが、ヒト糖尿病眼合併症に

類似した重症眼合併症を呈する SDTラットにおいて、効果はあまり認めないと

言わざるを得ない。 

本研究では糖尿病網膜症抑制効果を調べるために①網膜厚の測定、②蛍光造

影剤の視神経乳頭周囲からの漏出の確認という２つの方法を用いた。②の方法

は網膜を眼球から剥がし、フラットマウントを作成せねばならず技術的にある

程度の習熟を要する。また造影剤の漏出の程度は最終的には検者の印象によっ

て評価されるため、客観性という点でやや難点がある。一方網膜厚の測定は数値

で示せるためより評価がしやすいと考えられる。しかし、本研究で行った網膜厚

測定は視神経乳頭から一定距離で検討を行ったが、視神経乳頭からの方向性の

検討は行っていない。ラットの網膜には黄斑部がなく、視神経乳頭から血管が放

射線状に均一に広がっているために、視神経乳頭からの方向により網膜厚に差

が生じるとは考えにくいが、今後更なる検討が必要と考える。本研究では SDT
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ラットの糖尿病網膜症について検討を行ったが、糖尿病性ぶどう膜炎について

は検討を行っていない。SDT ラットは非肥満型糖尿病モデルであるが、肥満型

糖尿病モデルである Spontaneously Diabetic Torii Fatty Rat において虹彩、毛

様体、脈絡膜を含むぶどう膜全体に炎症性細胞(好中球、リンパ球、マクロファ

ージを確認したという報告[67]があり、SDT ラットにおいてもそのような炎症

所見が認められる可能性がある。今後は炎症という観点からも SDTラットを使

って調べていく必要があると考える。 

このように SDTラットでは、糖尿病眼合併症が顕著に出現するため、新しい

治療法の研究には理想的なモデル動物である。特に本研究で示した網膜浮腫、脈

絡膜浮腫の特性を利用して糖尿病網膜症、脈絡膜症のモデル動物としてさらに

利用しやすいものになったと考える。今後この SDTラットが糖尿病網膜症に対

する新しい治療法の開発に様々な施設で利用されることを期待する。 
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5 おわりに 

 糖尿病患者は今後も増加することが予想される。眼科医としては糖尿病によ

る視力障害を防ぐことが重要な任務であるが、外科的な治療(網膜光凝固術、硝

子体手術)のみでは十分とは言えない。治療の選択肢として、薬剤による網膜症

の発症予防と進展抑制が望まれるところである。特に血糖コントロールとは独

立した治療薬が望まれる。本研究ではアルドース還元酵素阻害薬 Ranirestat、

AGE阻害薬Aminoguanidineの糖尿病網膜症抑制効果を糖尿病網膜症動物モデ

ルの SDTラットで明らかにしたが、本研究が今後の糖尿病網膜症治療の一助と

させていただければ幸いである。今後さらなる糖尿病網膜症治療薬の開発が期

待されるが、その開発、研究には適切なモデル動物が必要になってくる。本研究

で紹介した SDT ラットの糖尿病網膜症は治療効果の判定には非常に有用であ

る。特に糖尿病網膜浮腫の特徴を生かし、網膜厚を測定することで治療効果を定

量化し、より効果的に比較検討することが可能である。さらに本研究では糖尿病

網膜症と脈絡膜厚との関係についても検討を行った。ヒトの糖尿病患者のみで

は正確に判定しづらい情報も SDTラットから得られる可能性があり、糖尿病網

膜症の病態解明にも有用である可能性が示唆された。今後は糖尿病網膜症とそ

の治療法の研究のために多くの施設でこのSDTラットを使用していただきたい

と考えている。 
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