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1 はじめに  

 

糖尿病患者は、世界中のあらゆる地域において増加傾向にあり、国際糖尿病

連合(International Diabetes Federation: IDF)によると、2015 年で成人に 11

人に一人が糖尿病患者であると推計されている。[1] 

日本国内においても同様で、2018 年度調査では、糖尿病が強く疑われる患

者の割合は男性 18.7％、女性 9.3％であった。[2] 

本邦で 1988 年度の疫学調査結果では視覚障害の原因疾患第 1 位は糖尿病網

膜症(18.3%)であった。2 位は白内障(15.6%)、3 位は緑内障(14.5%)、4 位は網

膜色素変性(12.2%)、5 位は高度近視(10.7%)であった[3]。一方、2015 年度～

2016 年度調査では、視覚障害の原因疾患の第１位は緑内障(28.6%)であった。

2 位は網膜色素変性(14.0%)、3 位は糖尿病網膜症(12.8%)、4 位は黄斑変性

(8.0%)であった[4]。新規糖尿病薬の開発や眼科治療技術の進歩はめざましく、

視覚障害の原因に占める糖尿病網膜症の割合は減少しつつある。しかし糖尿病

患者が網膜症を発症する割合は 15.0~23.0%[5,6]のため、約 150~230 万人が網

膜症を発症していると推定されており、依然として糖尿病網膜症は日本人の視

覚障害の脅威であり続けている。 

ここで糖尿病網膜症の進行過程を確認しておく。糖尿病網膜症は突然発症、

進展するものではなく、慢性的な高血糖により網膜の微小血管が傷害を受けて

徐々に発症、進行する。糖尿病歴が 5~10 年以上になると網膜症の発症率が増

加する。網膜症は初期の単純糖尿病網膜症(軽症～中等症非増殖網膜症)、中期

の増殖前糖尿病網膜症(重症非増殖網膜症)、末期の増殖糖尿病網膜症に分類さ

れ、最終的には失明に至る。初期段階の単純糖尿病網膜症では網膜毛細血管の

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と硬性

白斑が認められる(Figure 1)。中期段階の、増殖前糖尿病網膜症では、網膜毛

細血管が閉塞して網膜に虚血領域が出現し、網膜出血の増加、軟性白斑、静脈

の数珠状拡張や網膜内細小血管異常(Intraretinal Microvascular Abnormality: 

IRMA)が認められるようになる。この段階で蛍光眼底造影検査を行うと無血管

野や血管透過性の亢進といった状態が確認できる(Figure 2)。さらに進行する

と、Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)などの血管増殖因子が網膜

から産生され、これにより網膜新生血管が発生し、さらにその周囲に線維性増

殖膜が形成される。線維性増殖膜が発生してから後部硝子体剥離が起こると、

硝子体出血や牽引性網膜剥離を起こし、最終的に失明に至る。これが末期段階

の増殖糖尿病網膜症である(Figure 3)。また初期から末期に至る全ての病期に

おいて出現するのが糖尿病黄斑浮腫である。黄斑部とは網膜の中心部(中心窩)

から半径 2 視神経乳径(3000µm)の領域と定義される[7]、この部位には視細胞
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が密に集まり、網膜の中でも視力に最も重要な部位である。したがって、網膜

血管の透過性亢進などによって糖尿病黄斑浮腫が生じ、黄斑部が障害を受ける

と視力低下に至る(Figure 4)。糖尿病黄斑浮腫のみでは失明はしないが、運転

免許更新ができなくなるなど、患者の Quality of Life を著しく低下させる。 

 

 

 

 

 

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(右眼)。左；眼底写真。中心窩、黄斑部、視神経

乳頭、点状出血、硬性白斑を示す。右；蛍光眼底造影写真。毛細血管瘤を示

す。 

硬性白斑 

軟性白斑 網膜無血管野 

Figure 2. 増殖前糖尿病網膜症(左眼)。左；眼底写真。軟性白斑を示す。右；

蛍光眼底造影写真。網膜無血管野を示す。 

毛細血管瘤 
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網膜色素上皮 

新生血管 新生血管からの旺盛な蛍光漏出 

線維性増殖膜による牽引性網膜剥離 

Figure 3. 増殖糖尿病網膜症(右眼)。左；眼底写真。新生血管、線維性増殖膜

による牽引性網膜剥離を示す。右；蛍光眼底造影写真。新生血管からの旺盛

な蛍光漏出を示す。 

嚢胞様黄斑浮腫 

Figure 4. 増殖前糖尿病網膜症に黄斑浮腫を合併した症例(左眼)。左；眼底写

真。右；Optical Coherence Tomography (OCT)所見。嚢胞様黄斑浮腫を示

す。 

網膜 
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現在、臨床において糖尿病網膜症を完治させる治療法はなく、その加療のポ

イントは、網膜症の発症・進行をいかに予防するかにある。網膜症の最重症段

階である増殖性糖尿病網膜症においては網膜光凝固術と硝子体手術がその標準

治療である。網膜光凝固術はレーザーにより虚血網膜を熱凝固、すなわち「間

引き」することで、新生血管の発生を抑えたり、すでに生じた新生血管を退縮

させたりすることができ(Figure 5)、網膜症進展抑止に有用である[8-10]。しか

し視力改善が目的ではなく、むしろ光凝固による暗点を感じて視野が狭くなっ

たり、黄斑浮腫が生じて視力が低下したりすることがある。硝子体手術は最後

の治療手段として行われ、硝子体出血や線維性増殖膜を除去、新生血管の増殖

の足場となる硝子体も切除し、さらに術中、虚血網膜に網膜光凝固を行うこと

で、新たな新生血管の発生を予防する(Figure 6)。すなわち硝子体手術は、硝

子体出血や牽引性網膜剥離などの視力障害の原因となっている病変を除去する

ことを目的としており、進行した増殖網膜症に対する視力維持という点での有

用性が確認されている[11,12]。だが、すでに障害された網膜が再生するわけで

はないので、その視力予後は決して良好とは言えない。また糖尿病黄斑浮腫に

対しては、網膜光凝固術[13]、硝子体手術[14]、抗 VEGF 薬硝子体注射[15-20]

などの治療が行われるが、その中でも近年、抗 VEGF 薬硝子体注射が標準治

療として定着してきている(Figure 7)。特にラニビズマブの有効性は第Ⅱ/Ⅲ相

ランダム化比較試験で明らかにされ、網膜光凝固術より視力改善効果が強いこ

とが示されている[16,17]。アフリベルセプトにおいても網膜光凝固術より矯正

視力が有意に改善し、視力悪化群ではラニビズマブよりも視力改善効果が強い

ことが報告されている[19,20]。しかし、実際の臨床においては薬効が切れる数

カ月おきに 1 回 10 万円を超える高い薬価の抗 VEGF 硝子体注射を生涯打ち続

けることになり、患者に大きな経済的負担がかかる上、我が国の限りある医療

財政上も大きな問題である。注射の回数が増えれば注射後の眼内炎のリスクも

高くなる。また抗 VEGF 薬硝子体注射の効果が得られない症例も当然存在す

る。このように眼科治療には限界がある。 
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Figure 5. 増殖糖尿病網膜症に対して汎網膜光凝固術を施行した症例(左

眼)。左；光凝固前の蛍光眼底造影写真。新生血管を示す。右；光凝固後の蛍

光眼底造影写真。レーザー痕を示す。光凝固による新生血管の退縮を認める。 

新生血管 

Figure 6. 線維性増殖膜による牽引性網膜剥離を生じた増殖糖尿病網膜症に

対して硝子体手術を施行した症例(右眼)。左；硝子体手術前の眼底写真。線

維性増殖膜、牽引性網膜剥離を示す。右；硝子体手術後の眼底写真。硝子体

手術により増殖膜の除去・光凝固を行い、網膜症の沈静化が得られた。 

線維性増殖膜 

レーザー痕 

牽引性網膜剥離 レーザー痕 
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Figure 7. 糖尿病黄斑浮腫に対して抗 Vascular Endothelial Growth Factor 

(VEGF)薬硝子体注射を施行した症例。上；注射前の Optical Coherence 

Tomography (OCT)所見、視力(0.4)。嚢胞様黄斑浮腫を示す。中；注射 1 回

目施行後の OCT 所見、視力(0.6)。下；注射 2 回目施行後の OCT 所見、視

力(0.7)。抗 VEGF 薬硝子体注射により黄斑浮腫の改善が得られた。 

嚢胞様黄斑浮腫 
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そこで眼科治療以外に目を向けてみるとやはり大切なのは内科治療である。

なかでも、網膜症の発症前段階から網膜症発症後の全てのステージにおいて、

その発症・進展の予防に血糖コントロールが最も重要であることは言うまでも

ない[21-23]。しかし実際には血糖コントロールが難しい症例も多く、全ての患

者で理想通りにいかないのが現実である。血糖コントロール以外の内科的治療

としては、血圧コントロールが 2 型糖尿病患者の糖尿病網膜症の発症・進展を

抑制するうえで有用とされている [24,25]が、そのメカニズムは不明であり、

これまで、どのような系統の降圧薬が最も糖尿病網膜症の抑制効果を有するか

について結論は出ていない。一方、脂質コントロールについても脂質異常症治

療薬のひとつであるフェノフィブラートが糖尿病網膜症の進展を阻止する可能

性が示唆されている[26,27]が、いまだに糖尿病網膜症の発症・進展との明確な

関連性は示されていない。このように血糖コントロールをはじめとする内科治

療にも限界がある。結局、糖尿病網膜症の加療は現在のところ、その発症・進

行をいかに予防するかがポイントであり、糖尿病及び糖尿病網膜症の早期発

見、内科治療、定期的な眼科受診、必要に応じた眼科治療が大切となる。 

このような現状に対し、糖尿病網膜症の発症・進展メカニズムの解明が急が

れる。メカニズムが解明されれば、それが新規薬剤の開発や、既存の糖尿病薬

と降圧薬及び脂質異常症治療薬の有効な組み合わせ方の解明 (Drug 

Repositioning)に結び付き、糖尿病網膜症抑制のために有効かつ新たな戦略に

なると我々は考えている。だが、糖尿病患者から得られる研究材料には倫理上

の大きな制約があり、直接ヒトから得られる情報には限界がある。この問題点

の解決に実験モデル動物の存在は必要不可欠で、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てきた[28]。Goto-Kakizaki (GK)

ラットは非肥満 2 型糖尿病モデル動物で糖尿病は軽度である[29,30]。GK ラッ

トは 4 週齢から網膜電図の異常を示すが[31]、網膜動静脈径には有意差は認め

なかった[32]。streptozotocin (STZ)誘発糖尿病ラットにおいては、視細胞及び網

膜色素上皮に変性をきたすことが報告されている[33]。この実験で雄の Wistar

ラットと Sprague-Dawley (SD)ラットが用いられた。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認められなかった。Long-Evans Tokushima 

Learn ラットは 1 型糖尿病モデル動物として使用されている [34,35]。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、spectral-domain optical 
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coherence tomography (OCT)を用いた網膜厚の解析を行ったところ、OLETF ラッ

トでは正常 Long-Evans Tokushima Otsuka ラットに比べ網膜が有意に薄くなって

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[36]。 

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、特に網膜の菲薄化は、ヒト糖尿病網膜症では末期の増殖糖尿病網膜症や網

膜光凝固術後などに認められる所見である。むしろ、ヒト糖尿病網膜症では初

期から末期に至る全ての病期において網膜血管の透過性亢進に伴う網膜浮腫が

生じ得るが、これらの糖尿病モデル動物では、網膜肥厚所見を認めなかったた

め、ヒト糖尿病網膜症とはかけ離れていると言わざるを得なかった。 

 

そのような中で 1988 年、鳥居薬品株式会社研究所において、日本チャール

ズリバー由来の正常 Sprague-Dawley (SD)ラットの非近交系群の中から偶然に

非肥満、多飲、多食、多尿、尿糖を示す糖尿病ラットが発見された。これらの

ラットで近交交配を繰り返すことで 1997 年に新たな自然発症非肥満 2 型糖尿

病系統が確立され、Spontaneously Diabetic Torii(SDT)ラットと命名された

(Figure 8)。 

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、

尿糖を MultstixTM (Bayer-Sankyo Co., Tokyo, Japan)で測定し、3＋もしくは

それ以上で糖尿病が発症したと定義すると、雄 SDT ラットの場合、20 週齢頃

から糖尿病の発症が認められ、生後 40 週齢までの累積発症率は 100％であっ

た[37]。また空腹時および随時血糖値は 20 週齢頃より上昇し、30 週齢で

700mg/dl 以上の値を示していた。SDT ラットにおける高血糖の発症はインス

リン抵抗性よりもインスリン分泌の減少に強く依存していると考えられてい

る。血中インスリン濃度は糖尿病発症前から正常 SD ラットに比べて低い傾向

にあり、高血糖発症後は著明な低インスリン血症を呈する。耐糖能は臨床的に

2 型糖尿病では糖尿病の発症前に低下することが知られているが、SDT ラット

の経口ブドウ糖負荷試験においては、高血糖が顕在化する 2 ヵ月以上前の 14

週齢頃から明らかな耐糖能低下がみられ、加齢とともに糖負荷後の血糖曲線の

上昇が認められる。雄ラットにおける糖尿病発症前の耐糖能低下の重症度は糖

尿病発症週齢と強く相関する[38]。SDT ラットの糖尿病発症は遺伝的に規定さ

れており、耐糖能低下に関与する７つの量的形質遺伝子座（GTL）がラットゲ

ノム上にマップされている。中でも第 3 染色体上に同定された Dmsdt1 は

SDT ラットの膵病変を誘発する主要遺伝子座であることが明らかになってい

る[39-41]。さらに腎障害[42]や末梢神経障害[43]についても報告されている。 

眼科領域に関しては、我々の施設を含めたグループから、この SDT ラット

が重症糖尿病眼合併症を持つことが報告された[37,44-48]。雄 SDT ラットでは
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生後 40 週齢以上でほぼ 100％の糖尿病性白内障が確認された[37,47] (Figure 

9)。また 51～60 週齢の 80％で糖尿病網膜症の発症を認めた[44]。蛍光眼底造

影検査では網膜血管の蛇行や狭細化、そして血管の透過性亢進といった所見が

認められた[44,46] (Figure 10)。トリプシン消化標本による血管構造の評価で

は、毛細血管瘤は、ほとんど認められないが、毛細血管の狭小化、周皮細胞の

脱落などが認められた[44,45] (Figure 11)。網膜電図では、律動様小波ならび

に a 波、b 波の出現時間の遅延が認められた[45]。特に注目すべき点は生後 70

週齢で網膜の視神経乳頭周囲の増殖性変化とそれに伴う牽引性・隆起性変化が

確認されたことである[37,46](Figure 12)。ヒト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。ただし、増殖性変化を用いて新規薬剤などの治療効

果を判定する場合、検査者の主観で判定せざるを得ず、客観的な評価が難しか

った。そこで我々のグループでは SDT ラットにおける定量評価項目の作成を

目指し、まず網膜厚に着目した。その結果、SDT ラットは SD ラットよりも網

膜が肥厚していることが分かり[48]、ラット糖尿病網膜症の定量評価に網膜厚

が有用であると考えられた。そして、これをもとにアルドース還元酵素阻害薬

である Ranirestat の SDT ラット網膜肥厚抑制効果を報告した[49]。さらに、

SDT ラット糖尿病発症後から sodium glucose cotransporter 2(SGLT2)阻害薬

tofogliflozin（0.005%）の 20 週間混餌投与により、網膜肥厚抑制効果を示し

たことを報告した[50]。一方、VEGF を内因性かつ特異的に阻害する VEGF 受

容体 Flt-1（sFlt-1）は、血管新生の抑制について注目を集めているが、この

sflt-1 を遺伝子導入するアデノ随伴ウイルスベクターを SDT ラットの網膜下に

注入し、フルオレセイン血管造影によって評価したところ、網膜無血管野の抑

制など有効性が示された [51]。 

このように糖尿病網膜症治療法の研究に大変有用と思われる SDT ラットで

あるが、問題点もあった。雄 SDT ラットの 65 週齢での生存率は 92.9%である

[37]が、増殖性変化が現れる始める約 50 週齢以上まで飼育するとなると、実験

期間が長くなることや実験コストがかさむ点である。だが、この問題点を解決

する新たなモデル動物が登場した。それが今回の研究テーマである SDT fatty

ラットである。 
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Figure 9. 55 週齢における SD ラット（左）と SDT ラット(右)の前眼部写真。

SDT ラットにおいては成熟白内障を認める。水晶体混濁が強く眼底は観察で

きない。 

Figure 8. 正常Sprague-Dawley (SD)ラット（左）とSpontaneously Diabetic 

Torii (SDT)ラット(右)。どちらのラットも生後 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。 
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周皮細胞の脱落 

Figure 11. 50 週齢における SD ラット（左）と SDT ラット（右）の網膜ト

リプシン消化標本。SDT ラットにおいて毛細血管の狭小化、周皮細胞の脱落

を認める。 

Figure 10. 68 週齢における SD ラット（左）と SDT ラット（右）の蛍光造

影眼底写真。SDT ラットにおいて視神経乳頭からの旺盛な造影剤の漏出を

認める。 
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SDT fatty コンジェニックラットとは、SDT ラットの遺伝的背景に、

Zucker fatty ラットの肥満遺伝子であるレプチン受容体変異（Leprfa）を導入

した肥満２型糖尿病モデルで、2004 年に作成された(Figure 13)。これまでに

多くの基礎データの集積が進められている。SDT fatty ラットはレプチン作用

の消失により過食に関連した肥満、脂質化、およびインスリン抵抗性を呈し、

雄 SDT fatty ラットでは生後 5 週齢から高血糖を認め 8 週齢で約 600mg/dl、

16 週齢で 100％糖尿病を発症する。雌 SDT fatty ラットでも 8 週齢から高血糖

を示し、32 週齢までに 73％が糖尿病を発症する[52,53]。つまり SDT fatty ラ

ットは SDT ラットよりも早期に糖尿病を発症するのである。雄の SDT fatty

ラットは若齢期に高インスリン血症を認めるが、加齢とともに血漿インスリン

濃度並びに糖負荷に対するインスリン分泌反応は明らかに低下する。SDT 

fatty ラットでは血圧上昇を認める[54]。また SDT ラットより合併症（腎障害

[53]、末梢神経障害[55]、骨密度低下[56]）が早期化・重篤化することも報告さ

れている。 

したがって、SDT ラットでは約 1 年以上の経過で糖尿病網膜症が発症してい

たが、SDT fatty ラットでは、より早期に発症し、かつ重症化することが予測

された。しかし、SDT fatty ラットにおける眼合併症に関する報告はまだ多く

ない。そこで、今回の研究で我々は、まず SDT fatty ラットに発症する糖尿病

網膜症を病理学的に検討し、さらにそれを定量解析・評価することにより、

Figure 12. SDT ラットにおける増殖

糖尿病網膜症。線維性増殖膜とそれに

伴う視神経乳頭の牽引性・隆起性変化

が認められる。 

線維性増殖膜 
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SDT fatty ラットが SDT ラットよりも有用な糖尿病網膜症モデル動物であるこ

とを示す。（実験 1） 

SDT fatty ラットに食塩負荷を行うことによって、著しい高血圧と腎障害を

生じることが報告されているが[57]、さらに最近になって SDT fatty ラットに

片腎摘出と食塩負荷を行ったモデル動物が作成された。食塩負荷に片腎摘出が

追加されることにより、より早期にかつ著しい腎障害を生じることが期待され

る。そこで腎障害が糖尿病網膜症にもたらす影響について検討するために、こ

のモデル動物の糖尿病網膜症について、実験 1 と同様の解析法を用いて評価す

る。（実験 2） 

この論文では、まず実験 1 で SDT fatty ラット糖尿病網膜症の病理学的特徴

とその定量解析について紹介したい。次に実験 2 で片腎摘出・0.3%食塩負荷を

行った SDT fatty ラットの糖尿病網膜症について紹介したい。 

 

 

  

Figure 13. SDT ラットの遺伝的背景に、Zucker fatty ラットの肥満遺伝子

であるレプチン受容体変異（Leprfa）を導入した、肥満２型糖尿病モデルで

ある SDT fatty コンジェニックラットが 2004 年に作成された。これまでに

多くの基礎データの集積が進められており、SDT fatty ラットはレプチン作

用の消失により過食に関連した肥満、脂質化、およびインスリン抵抗性を呈

し、SDT よりも早期の高血糖発症と合併症の早期化が確認されている。 
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2 目的と方法 

 

この論文は 2 つの実験から成り立っているので順に述べていきたい。 

実験 1：SDT fatty ラット糖尿病網膜症の病理学的特徴とその定量評価(自治医

科大学動物実験承認番号 17095-01) 

[目的] 

 SDT fatty ラットに発症する糖尿病網膜症を病理学的に検討し、さらにそれ

を定量評価することにより、SDT fatty ラットが SDT ラットよりも有用な糖

尿病網膜症モデル動物であることを示す。 

[評価項目] 

体重・血液データ（血清 Glucose、血清 Insulin、Triglyceride（TG）、Total 

Cholesterol（TC）） 

眼球標本における網膜厚、網膜皺壁の数、脈絡膜厚、免疫染色陽性面積率 

 [研究方法]  

a. 実験動物：SDT fatty ラット n=30、SDT ラット n=30、SD ラット n=25 

・SDT fatty ラット：8, 16, 24, 32, 40 週齢、各週齢 n=6 

・SDT ラット：8, 16, 24, 32, 40 週齢、各週齢 n=6 

・SD ラット：8, 16, 24, 32, 40 週齢、各週齢 n=5 

この研究は、日本たばこ産業 医薬総合研究所、日本クレアとの共同研究で

ある。日本クレアから提供を受けた雄 SDT fatty ラット、雄 SDT ラット（対

照動物）、雄 SD ラット（正常対照動物）を日本たばこ産業 医薬総合研究所で

飼育し、8, 16, 24, 32, 40 週齢でそれぞれ上記の数、安楽死させ、各臓器の摘

出を行った。腎臓・肝臓・骨などの臓器は糖尿病研究ために日本たばこ産業 

医薬総合研究所で解析された。我々は得られた眼試料の提供を受け、その光顕

標本について解析を行った。実験動物の取扱いについては Association for 

Research in Vision and Ophthalmology、自治医科大学及び日本たばこ産業 

医薬総合研究所の動物実験規定に基づいて行われた。全ての SDT fatty ラッ

ト、SDT ラット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 fatty ラット、SDT ラット、SD ラットには標準的なラット用飼料

（CRF-1, Oriental Yeast, Inc. , Tokyo, Japan）を与え、自由摂食とした。飼

育・観察期間中は床敷の汚れを 1 日 1 回点検し、汚れが目立つ場合にはすみや

かに交換し、ラットの感染予防に配慮した。また実験によって動物にもたらさ

れる苦痛には最大限の配慮を行った。万が一、糖尿病合併症が重症化した場合

などを想定し、次の通り人道的エンドポイントを設定した。摂餌・摂水困難、

苦悶の症状（ 異常な姿勢、持続的な横たわり、呼吸速迫など）、回復の兆しが
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ない長期の外見異常（下痢、 潰瘍、感染、 脱肛など）、急激な体重減少（7 日

間で 20％以上）や体温低下、痙攣・麻痺などの中枢神経症状、腫瘍が発生しサ

イズが著しく増大（腫瘍径が 40 mm 以上）、外部刺激に反応しない、などの瀕

死状態が認められた場合には、ペントバルビタール麻酔 135 ㎎/kg 腹腔内投与

による安楽死の処置をとった。 

 

b. 体重測定、採血：8,16,24,32,40 週齢において体重測定、採血を行った。採

血については、下記 c 項目で述べるように安楽死前に十分な麻酔下にて尾静脈

より注射筒で採血した。採取した血液より糖尿病評価として血清 Glucose、血

清 Insulin、脂質評価として Triglyceride（TG）、Total Cholesterol（TC）を

測定した。血清 Glucose、TG、および TC は市販のキット（Roche 

Diagnostics, Basel, Switzerland）、および自動分析装置（Hitachi 7180, 

Hitachi High-Technologies Corp., Tokyo, Japan）で測定した。血清 Insulin

はラットインスリン測定キット（Morinaga Institute of Biological Science, 

Yokohama, Japan）で測定した。 

 

c. 眼組織標本の作製：8,16,24,32,40 週齢において病理学的検査のための麻酔

下眼球摘出術を行った。体重測定した上で、ペントバルビタール 50mg/kg

（Nembutal, Sumitomo Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd, Osaka, 

Japan）の腹腔内投与による麻酔導入後、isoflurane（Isoflurane inhalation 

solution, Pfizer Inc., New York, NY, USA）麻酔下にて尾静脈より注射筒で採

血した。さらにピンセットで眼球を眼窩から持ち上げ視神経などを切断し眼球

摘出した。術後は覚醒なしにペントバルビタール 85mg/kg を腹腔内へ追加投

与し、安楽死処置を行った。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。このパラフィンブロックの状態

で、我々は眼試料の提供を受けた。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。 

 

d. 網膜厚、網膜外層の鄒壁の数、脈絡膜厚の計測：4μm の眼球切片標本はデ

ジタル顕微鏡（BZ-X700, Keyence, Osaka, Japan)で観察し、画像は付属のデ

ジタルカメラとソフトウェア（BZ-H3XD, Keyence, Osaka, Japan)で撮影・記

録し、ダウンロードした。ダウンロードした HE 染色の標本画像を用いて網膜

厚、網膜外層の鄒壁の数、脈絡膜厚を測定し定量比較した。網膜厚・脈絡膜厚

は各標本の視神経乳頭から 500、1,000、1,500μm の距離で測定した。網膜鄒

壁は視細胞層から網膜外顆粒層まで変形しているものと定義し、視神経乳頭か
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ら 1,500μm までの範囲で数を測定した。 

 

e. 免疫組織検査：免疫組織化学検査として、上記の組織切片に対し Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)の

免疫染色を行った。それぞれ一次抗体として、GFAP mouse monoclonal 

antibody （Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA）、rat VEGF 

antibody （R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA）を 1:100 の希釈率

で使用した。次に Hybrid Cell Count Module/BZ-H3C software (Keyence)を

用いて、視神経乳頭から 1,500 μm の範囲でそれぞれの免疫染色陽性領域を定

量解析し、面積率を計算した。この software においてはカラーコードは自由

に選択することができ、この実験では陽性領域を濃い青色、陰性領域をマゼン

タ色、境界線を水色で色分けした。これにより、それぞれの標本における免疫

染色陽性面積率を計算した。 

 

f. 統計解析：体重・血液データ（Glucose、Insulin、TG、TC）、網膜厚、網膜

皺壁の数、脈絡膜厚、免疫染色陽性面積率（GFAP、VEGF）について、各群

間で有意差があるかの統計学的解析に The Mann-Whitney U-test 及び 

Scheffe’s test を使用した。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。 

 

 

実験 2：片腎摘出・0.3%食塩負荷 SDT fatty ラットの糖尿病網膜症(自治医科

大学動物実験承認番号 18041-01) 

[目的] 片腎摘出と食塩負荷が SDT fatty ラットの糖尿病網膜症にもたらす影

響について実験 1 と同様の手法で病理学的に定量評価し、このモデル動物が

SDT fatty ラットよりも進行した糖尿病網膜症を発症するか検討する。 

[評価項目] 

体重・血液データ（Glucose、hemoglobin (Hb) A1c、 Insulin、blood urea 

nitrogen （BUN）、creatinine （CRE）、glomerular filtration rate 

（GFR）） 

眼球標本における網膜厚、網膜皺壁の数、脈絡膜厚、免疫染色陽性面積率 

[研究方法] (Figure 14) 

a. 実験動物： 

・片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット：片腎摘出/0.3％食塩水、n=6 

・SDT fatty ラット(対照動物)：腎摘出なし(sham 手術なし)/通常水、n=6 
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・SD ラット(正常対照動物)：腎摘出なし(sham 手術なし)/通常水、n=6 

この研究は、スコヒアファーマ、日本クレアとの共同研究である。日本クレ

アから提供を受けた雄 SDT fatty ラットおよび雄 SD ラットをスコヒアファー

マで、飼育・片腎摘出の外科的処置および術後管理・食塩負荷・体重測定・採

血を行った上、23 週齢でそれぞれ安楽死させ、各臓器の摘出を行った。スコヒ

アファーマでは糖尿病性腎症の解析を行った。我々は得られた眼試料の提供を

受け、その光顕標本について解析を行った。実験動物の取扱いについては

Association for Research in Vision and Ophthalmology、自治医科大学、スコ

ヒアファーマの動物実験規程に基づいて行われた。全ての SDT fatty ラットは

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 fatty ラッ

トと SD ラットに標準的なラット用飼料（CE-2, CLEA Japan Inc., Tokyo, 

Japan）を自由摂食にて与えた。飼育・観察期間中は床敷の汚れを 1 日 1 回点

検し、汚れが目立つ場合にはすみやかに交換し、ラットの感染予防に配慮し

た。また実験によって動物にもたらされる苦痛には最大限の配慮を行った。実

験 1 と同様に万が一、糖尿病合併症が重症化した場合などを想定し、人道的エ

ンドポイントを設定した。 

 

b. 片腎摘出(外科的処置）： 片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群作成の

ために、雄 SDT fatty ラット(n=6)について 9 週齢で片腎摘出を行った。ペン

トバルビタール 50mg/kg の腹腔内投与による十分な麻酔下で、背―腹方向 1-

1.5 cm で左側腹部切開後、腎動静脈・尿管を結紮し、結紮部位の腎側で切断、

左腎臓全摘出した。縫合は筋層 2 針、皮膚 2-3 針。（1 週間後に抜糸。）縫合終

了後、覚醒（正向反射）までは 37℃に設定した保温台上に静置した。摘出手術

は午後に行い、夕方に状態観察した。術後輸液はなし。ブプレノルフィン（レ

ペタン注）0.01mg/kg, 皮下注射を手術 30 分前、翌日及び 2 日後に投与して鎮

痛を図った。感染防止措置としては、術前に術部剃毛後 0.5%ヘキザックアル

コール液で清拭し消毒、さらに縫合時に腹腔内及び縫合部位にペニシリン G カ

リウム（2000 単位）を滴下した。 

 

c. 食塩負荷：片腎摘出術後 1 週間の術後回復期を経て 10 週齢から 23 週齢ま

で 0.3％食塩水投与を行った。これを片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット

群とした。対照動物として、腎摘出は行わず通常の水を与える SDT fatty ラッ

ト群を、また正常対照動物として、こちらも腎摘出は行わず通常の水を与える

SD ラット群を飼育した（各群 n=6）。SDT fatty ラット群・SD ラット群とも

に sham 手術は行っていない。食塩水及び通常水はそれぞれ給水ボトルで自由

飲水により投与した。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群には水は与
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えず食塩水のみを与えた。なお、ラット用飼料（CE-2, CLEA Japan Inc., 

Tokyo, Japan）は術前術後とも自由摂食とした。 

 

d. 体重測定、採血：23 週齢において体重測定と採血を行った。採血は下記の

e 項目で述べるように安楽死前に十分な麻酔下にて尾静脈より注射筒で採血し

た。採取した血液より糖尿病評価として Glucose、hemoglobin (Hb) A1c、 

Insulin、腎機能評価として blood urea nitrogen （BUN）、creatinine 

（CRE）、glomerular filtration rate （GFR）を測定した。 

 

e. 眼組織標本の作製：すべてのラットを体重測定した上で、23 週齢において

病理学的検査のための麻酔下眼球摘出術を行った。ペントバルビタール

50mg/kg の腹腔内投与による十分な麻酔下にて尾静脈より注射筒で採血した。

糖尿病性腎症の研究ために、残った右腎臓全摘出した。この摘出腎はスコヒア

ファーマで解析した。さらにピンセットで眼球を眼窩から持ち上げ視神経など

を切断し眼球摘出した。そのまま覚醒なしに脱血し、安楽死処置を行った。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。 

 

f. 網膜厚、網膜外層の鄒壁の数、脈絡膜厚の計測：実験 1 の d 項目と同様に行

った。実験 2 では脈絡膜厚に関しては各標本の視神経乳頭から 500μm の距離

のみで測定した。 

 

g. 免疫組織検査：実験 1 の e 項目と同様に行った。実験 2 では視神経乳頭から

1,000 μm の範囲でそれぞれの免疫染色陽性面積率の定量解析を行った。 

 

h. 統計解析：体重・血液データ（Glucose、HbA1c、Insulin、BUN、CRE、

GFR）、網膜厚、網膜皺壁の数、脈絡膜厚、免疫染色陽性面積率（GFAP、

VEGF）について、各群間で有意差があるかの統計学的解析に Steel-Dwass 

test を使用した。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。 
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Figure 14. 実験 2 の実験方法。SDT fatty ラットの雄に対して 9 週齢で片腎

摘出を行い、1 週間の術後回復期を経て 10 週齢から 23 週齢までの 13 週間、

自由飲水での 0.3％食塩水投与を行った。これを片腎摘出＋0.3％食塩水投与

群とした。対照動物として、SDT fatty ラットに腎摘出せず通常の水を与え

た SDT fatty 群を、また正常対照動物として SD ラットに腎摘出せず通常の

水を与えた SD 群を飼育した。すべてのラットを 23 週齢で体重測定、及び

採血をした上で安楽死させ、得られた眼試料から光顕標本を作製した。 
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3 結果 

 

実験 1 における結果 

a. 体重・血液データ 

体重の変化を Figure 15 に示す。SD ラットに比べ SDT ラットは体重が軽かっ

た(p<0.01 at 16, 32, and 40 weeks of age; p<0.001 at 24 weeks of age by 

Scheffe’s test)。また、SDT fatty ラットは SDT ラットよりも体重が重かった

(p<0.05 at 16 and 40 weeks of age; p<0.01 at 8 and 24 weeks of age by 

Mann-Whitney U-test)。 

Glucose、Insulin、TG、TC の推移を Figure 16 に示す。SDT ラットでは 16

週齢から、SDT fatty ラットでは 8 週齢からの高血糖を認めた。Insulin 値は

16 週齢以降で SDT fatty ラットが SDT ラットよりも有意に高かった(p<0.01 

from 16 weeks of age by Mann-Whitney U-test)。TC 値については各週齢で

SDT fatty ラットが SDT ラットよりも有意に高かった(p<0.05 at 16 and 32 

weeks of age; p<0.01 at 8, 24 and 40 weeks of age by Mann-Whitney U-

test)。 

 

 

 

 

 

Figure 15. 実験 1 の各ラット体重変化。SD ラットに比べ SDT ラットは軽

い。また、SDT fatty ラットは SDT ラットよりも重い。 
**p<0.01, SDT fatty rats vs. SDT rats; #p<0.05, SDT fatty rats vs. SD rats; ††p<0.01, 

†††p<0.001, SDT rats vs. SD rats by Scheffe’s test. §p<0.05, §§p<0.01, SDT fatty 

rats vs. SDT rats by Mann-Whitney U-test. 
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Figure 16. 実験 1 の各ラット血液データ (A, glucose; B, insulin; C, 

triglycerides; D, total cholesterol)。SDT ラットと比べ SDT fatty ラットの

糖脂質代謝異常が目立つ。 
**p<0.01, SDT fatty rats vs. SDT rats; #p<0.05, SDT fatty rats vs. SD rats; ††p<0.01, 

†††p<0.001, SDT rats vs. SD rats by Scheffe’s test. §p<0.05, §§p<0.01, SDT fatty 

rats vs. SDT rats by Mann-Whitney U-test. 
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b. 網膜厚、脈絡膜厚 

網膜厚、脈絡膜厚に関するデータを Figure 17～20 に示す。 

視神経乳頭から 500μm における 24 週齢の SDT fatty ラット、SDT ラット、

SD ラットの平均網膜厚は、それぞれ 244.5±6.7、239.3±17.5、165.0±3.5 μm 

(SDT fatty rats vs. SDT rats, p=0.90; SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05; 

and SDT rats vs. SD rats, p<0.05 by Scheffe’s test; SDT fatty rats vs. SDT 

rats, p=0.52 by Mann-Whitney U-test)。 SDT fatty ラットと SDT ラットは

SD ラットよりも網膜が肥厚する傾向があった。SDT fatty ラットと SDT ラッ

トの間には網膜厚の有意差は認められなかった。 

視神経乳頭から 500μm における 24 週齢の SDT fatty ラット、SDT ラット、

SD ラットの平均脈絡膜厚は、それぞれ 13.8±0.2、11.8±0.6、5.9±0.5 microns 

(SDT fatty rats vs. SDT rats, p=0.19; SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.01; 

and SDT rats vs. SD rats, p=0.16 by Scheffe’s test; SDT fatty rats vs. SDT 

rats, p<0.05 by Mann-Whitney U-test)。SDT fatty ラットは SD ラットより

も脈絡膜が肥厚する傾向があった。視神経乳頭から 500μm における 24 週齢

と視神経乳頭から 1,000μm における 16 週齢の脈絡膜厚を除いて、SDT fatty

ラットと SDT ラットの間には脈絡膜厚の有意差は認められなかった。 

 

 

 

Figure 17. 実験 1 の眼球標本。網膜厚・脈絡膜厚は各標本の視神経乳頭から

500、1,000、1,500μm の距離で測定した。 
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Figure 18. 実験 1 の網膜厚・脈絡膜厚比較(各ラットとも 40 週齢、視神経乳

頭から 500μm の切片)。A, retina; B, retinal pigment epithelium; C, 

choroid 
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Figure 19. 実験 1 の各ラット網膜厚 (A, 視神経乳頭から 500μm; B, 視神経

乳頭から 1,000μm; C, 視神経乳頭から 1,500μm)。SDT fatty ラットと SDT

ラットは SD ラットよりも網膜が肥厚する傾向があった。 
#p<0.05, ##p<0.01, SDT fatty rats vs. SD rats; †p<0.05, SDT rats vs. SD rats by Scheffe’s 

test. 
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Figure 20. 実験 1 の各ラット脈絡膜厚 (A, 視神経乳頭から 500μm; B, 視神

経乳頭から 1,000μm; C, 視神経乳頭から 1,500μm)。SDT fatty ラットは SD

ラットよりも脈絡膜が肥厚する傾向があった。 
#p<0.05, ##p<0.01, SDT fatty rats vs. SD rats; †p<0.05, SDT rats vs. SD rats by 

Scheffe’s test. §p<0.05, SDT fatty rats vs. SDT rats by Mann-Whitney U-test. 
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c. 網膜皺壁の数 

網膜皺壁に関して Figure 21 と 22 を示す。 

24 週齢の SDT fatty ラット、SDT ラット、SD ラットの網膜皺壁の平均数

は、それぞれ 2.8±0.5、0.5±0.2、0±0 (SDT fatty rats vs. SDT rats, p<0.05; 

SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.01; and SDT rats vs. SD rats, p=0.58 by 

Scheffe’s test; SDT fatty rats vs. SDT rats, p<0.01 by Mann-Whitney U-

test)。 SDT ラットにおける網膜皺壁のピークは 32 週齢 (1.2±0.3 個)、SDT 

fatty ラットにおける網膜皺壁のピークは 24 週齢 (2.8±0.5 個) (p<0.05, by 

Mann-Whitney U-test)だった。SDT ラットよりも SDT fatty ラットの方が早

期に、かつ多くの網膜鄒壁を認めた。一方で、SD ラットでは網膜皺壁はほと

んど認められなかった。 

 

 

 

Figure 21. 実験 1 の網膜皺壁比較 (40 週齢)。網膜鄒壁は視細胞層から網膜

外顆粒層まで変形しているものと定義し、視神経乳頭から 1,500μm までの

範囲で数を測定した。SDT ラットに比べ SDT fatty ラットでは網膜皺壁（矢

印）が目立つ。 
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Figure 22. 実験 1 の各ラット網膜皺壁の数。SD ラットでは網膜皺壁はほと

んど認められなかった。SDT ラットよりも SDT fatty ラットの方が早期に、

かつ多くの網膜鄒壁を認めた。 
＊p<0.05, SDT fatty rats vs. SDT rats; #p<0.05, ##p<0.01, SDT fatty rats vs. SD rats 

by Scheffe’s test. §§p<0.01, SDT fatty rats vs. SDT rats by Mann-Whitney U-test. 
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d. 免疫染色陽性面積率 

GFAP と VEGF の免疫染色の結果をそれぞれ Figure 23 と 24 に示す。また、

それぞれ定量解析した免疫染色陽性面積率を Figure 25 に示す。 

40 週齢の SDT fatty ラット、SDT ラット、SD ラットの平均 GFAP 陽性面積

率は、それぞれ 8.0±0.5%、5.7±0.5%、4.3±0.5% (SDT fatty rats vs. SDT 

rats, p<0.05; SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.001; and SDT rats vs. SD rats, 

p=0.26 by Scheffe’s test; SDT fatty rats vs. SDT rats, p<0.01 by Mann-

Whitney U-test)。40 週齢の SDT fatty ラット、SDT ラット、SD ラットの平

均 VEGF 陽性面積率は、それぞれ 8.2±1.4%、4.0±0.4%、1.5±0.2% (SDT fatty 

rats vs. SDT rats, p=0.29; SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.0001; and SDT 

rats vs. SD rats, p<0.05 by Scheffe’s test; SDT fatty rats vs. SDT rats, 

p<0.05 by Mann-Whitney U-test)。 

SDT ラットに比べて SDT fatty ラットは GFAP 及び VEGF 免疫染色陽性領域

が広いことが定量解析によって示された。 

 

 

 

 

Figure 23. 実験 1 の GFAP 陽性領域の定量解析。Hybrid Cell Count 

Module/BZ-H3C software (Keyence)を用いて、視神経乳頭から 1,500 μm

の範囲で免疫染色陽性領域を定量解析し、面積率を計算した。陽性領域を濃

い青色、陰性領域をマゼンタ色、境界線を水色で色分けした。 
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Figure 24. 実験 1 の VEGF 陽性領域の定量解析。Hybrid Cell Count 

Module/BZ-H3C software (Keyence)を用いて、視神経乳頭から 1,500 μm

の範囲で免疫染色陽性領域を定量解析し、面積率を計算した。陽性領域を濃

い青色、陰性領域をマゼンタ色、境界線を水色で色分けした。 
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Figure 25. 実験 1 の GFAP と VEGF の陽性面積率 (A, GFAP; B, VEGF)。

SDT ラットに比べて SDT fatty ラットは GFAP 及び VEGF 免疫染色陽性面

積率が高い。 
＊p<0.05, ＊＊p<0.01, SDT fatty rats vs. SDT rats; ###p <0.001, ####p <0.0001, SDT 

fatty rats vs. Sprague Dawley (SD) rats; †p<0.05, ††p<0.01, SDT rats vs. SD rats by 

Scheffe’s test. §p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001, SDT fatty rats vs. SDT rats by 

Mann-Whitney U-test. 
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実験 2 における結果 

a. 体重・血液データ 

体重について Figure 26 に示す。各群の間に有意差は認めなかった。 

血液データについて Glucose、HbA1c、Insulin を Figure 27 に示す。片腎摘

出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群は SDT fatty ラット群よりも血糖値は改

善した(p<0.05 by Steel-Dwass test)。BUN、CRE、GFR を Figure 28 に示

す。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群は SDT fatty ラット群よりも

腎障害の進行が認められた(p<0.05 by Steel-Dwass test)。 

 

 

 

 

 

  

Figure 26. 実験 2 の各ラット体重。各群の間に有意差は認めなかった。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05, **p<0.01 by Steel-

Dwass test. 
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Figure 27. 実験 2 の各ラット血液データ (A, Glucose; B, HbA1c; C, 

Insulin)。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群は SDT fatty ラット群

よりも血糖値は改善した(p<0.05 by Steel-Dwass test)。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05 by Steel-Dwass test. 
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Figure 28. 実験 2 の各ラット血液データ (D, blood urea nitrogen; E, 

creatinine; F, glomerular filtration rate)。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty

ラット群は SDT fatty ラット群よりも腎障害の進行が認められた(p<0.05 by 

Steel-Dwass test)。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05, **p<0.01 by Steel-

Dwass test. 
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b. 網膜厚、脈絡膜厚 

網膜厚、脈絡膜厚に関するデータを Figure 29～32 に示す。 

視神経乳頭から 500μm における平均網膜厚は、それぞれ以下のとおりであっ

た。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群 : 205.7±35.9 μm 

SDT fatty ラット群                      : 201.1±18.4 μm 

SD ラット群                             : 155.6±27.5 μm 

(Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SDT fatty rats, p=0.99; 

 Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SD rats, p=0.064; 

 SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05 by Steel-Dwass test) 

視神経乳頭から 500 μm の網膜厚は、SDT fatty ラット群が SD ラット群より

も厚くなっていたが、片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty

ラット群の間には有意差は認められなかった。 

 

視神経乳頭から 500μm における平均脈絡膜厚は、それぞれ以下のとおりであ

った。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群 : 18.5±6.3μm 

SDT fatty ラット群                       : 17.8±3.8μm 

SD ラット群                              : 9.5±2.6μm 

(Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SDT fatty rats, p=0.95; 

 Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05; 

 SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05 by Steel-Dwass test) 

視神経乳頭から 500μm の脈絡膜厚は、片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラ

ット群と SDT fatty ラット群は、SD ラット群よりも厚くなっていた。片腎摘

出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty ラット群の間には有意差は

認められなかった。 
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Figure 29. 実験 2 の眼球標本。網膜厚は各標本の視神経乳頭から 500、

1,000、1,500μm の距離で測定した。脈絡膜厚は各標本の視神経乳頭から

500μm の距離で測定した。 
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Figure 30. 実験 2の網膜厚・脈絡膜厚比較(各ラットとも視神経乳頭から 500

μm の切片)。A, retina; B, retinal pigment epithelium; C, choroid 
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Figure 31. 実験 2 の各ラット網膜厚 (A, 視神経乳頭から 500μm; B, 視神

経乳頭から 1,000μm; C, 視神経乳頭から 1,500μm)。SDT fatty ラット群

が SD ラット群よりも厚くなっていたが、片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty

ラット群と SDT fatty ラット群の間には有意差は認められなかった。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05 by Steel-Dwass test. 
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Figure 32. 実験 2 の各ラット脈絡膜厚 (視神経乳頭から 500μm)。片腎摘

出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty ラット群は、SD ラット

群よりも厚くなっていた。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と

SDT fatty ラット群の間には有意差は認められなかった。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05 by Steel-Dwass test. 
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c. 網膜皺壁の数 

網膜皺壁に関して Figure 33 と 34 を示す。 

視神経乳頭から 1,500μm で網膜皺壁の平均数は、それぞれ以下のとおりであ

った。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群  : 1.50±0.84 個 

SDT fatty ラット群             : 1.16±0.52 個 

SD ラット群                              : 0.08±0.20 個 

(Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SDT fatty rats, p=0.78; 

 Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.01; 

 SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.01 by Steel-Dwass test) 

網膜皺壁は SD ラット群ではほとんど認められなかった. 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty ラット群の間には有

意差は認められなかった。 

 

 

 

 

Figure 33. 実験 2 の網膜皺壁比較。網膜鄒壁は視細胞層から網膜外顆粒層

まで変形しているものと定義し、視神経乳頭から 1,500μm までの範囲で

数を測定した。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty ラ

ット群では網膜皺壁（矢印）を認めた。 
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Figure 34. 実験 2 の各ラット網膜皺壁の数。網膜皺壁は SD ラット群では

ほとんど認められなかった。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と

SDT fatty ラット群の間には有意差は認められなかった。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。**p<0.01 by Steel-Dwass test. 
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d. 免疫染色陽性面積率 

GFAP と VEGF の免疫染色の結果をそれぞれ Figure 35 と 36 に示す。また、

それぞれ定量解析した免疫染色陽性面積率を Figure 37 に示す。 

各群における GFAP 陽性面積率は、以下の通りであった。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群 : 8.2±2.2% 

SDT fatty ラット群                       : 7.2±2.4% 

SD ラット群                              : 2.4±0.8% 

(Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SDT fatty rats, p=0.84; 

 Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05; 

 SDT fatty rats vs. SD rats, p<0.05 by Steel-Dwass test) 

各群における VEGF 陽性面積率は、以下の通りであった。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群 : 6.3±2.3% 

SDT fatty ラット群                       : 4.5±1.8% 

SD ラット群                              : 3.7±1.7% 

(Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SDT fatty rats, p=0.32; 

 Nx+0.3%salt SDT fatty rats vs. SD rats, p=0.13; 

 SDT fatty rats vs. SD rats, p=0.80 by Steel-Dwass test) 

GFAP・VEGF 陽性面積率ともに片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群

と SDT fatty ラット群の間に有意差は認められなかった。 

 

  



 

 

42 

 

 

 

 

 

  

Figure 35. 実験 2 の GFAP 陽性領域の定量解析。Hybrid Cell Count 

Module/BZ-H3C software (Keyence)を用いて、視神経乳頭から 1,000 μm

の範囲で免疫染色陽性領域を定量解析し、面積率を計算した。陽性領域を青

色、陰性領域をマゼンタ色で色分けした。 
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Figure 36. 実験 2 の VEGF 陽性領域の定量解析。Hybrid Cell Count 

Module/BZ-H3C software (Keyence)を用いて、視神経乳頭から 1,000 μm

の範囲で免疫染色陽性領域を定量解析し、面積率を計算した。陽性領域を青

色、陰性領域をマゼンタ色で色分けした。 
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Figure 37. 実験 2 の GFAP と VEGF の陽性面積率 (A, GFAP; B, 

VEGF)。GFAP・VEGF 陽性面積率ともに片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT 

fatty ラット群と SDT fatty ラット群の間に有意差は認められなかった。 

Nx+0.3% salt SDT fatty：片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群、SDT 

fatty：SDT fatty ラット群、SD：SD ラット群。*p<0.05 by Steel-Dwass test. 
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4 考察 

 

 糖尿病患者では、長年にわたる高血糖のもと、網膜血管異常（血管透過性亢

進、灌流低下、血管新生など）が生じ、最終的には網膜ニューロンとグリア細

胞の解剖学的および機能的変化につながる。この間に網膜および脈絡膜では代

謝異常、酸化ストレス、細胞内シグナル伝達活性化などの複雑な分子イベント

が進行すると考えられているが完全には解明されてはいない。これは、これま

での糖尿病モデル動物が初期糖尿病網膜症の限られた段階しか再現できないた

めでもある[58]。本研究はこれに挑戦するものである。 

 SDT fatty ラットの糖尿病網膜症については未開拓分野であり、我々の知る

限りにおいて、SDT fatty ラットにおける血管透過性亢進や毛細血管瘤、毛細

血管閉塞などの報告はまだない。SDT ラットにおける研究では、トリプシン消

化標本による血管構造の評価では、毛細血管瘤は、ほとんど認められないが、

蛍光眼底造影検査では血管透過性亢進所見が報告されている[45-46]。また

VEGF を内因性かつ特異的に阻害する VEGF 受容体 Flt-1（sFlt-1）を遺伝子

導入するアデノ随伴ウイルスベクターを SDT ラットの網膜下に注入し、フル

オレセイン血管造影によって評価したところ、網膜無血管野の抑制など有効性

が示されている[51]。このことから、我々は SDT fatty ラットにおいても血管

透過性亢進、毛細血管閉塞は生じると考えている。今後、SDT fatty ラットに

おいてトリプシン消化標本や蛍光眼底造影検査の評価なども行っていきたいと

考えている。 

実験 1 の体重・血液データから、既報の通り SDT fatty ラットは肥満、脂質

化、およびインスリン抵抗性を呈し、SDT ラットよりも早期の高血糖発症が確

認された。 

網膜および脈絡膜血管からの血液成分の漏出が生じると、網膜および脈絡膜

の肥厚を引き起こす。こうした肥厚した網膜・脈絡膜は、臨床においては OCT

を使用して頻繁に観察される。特に糖尿病黄斑浮腫は視力低下を引き起こし、

この状態は抗 VEGF 療法の治療標的である。我々は SDT ラットにおけるこれ

までの研究で、SDT ラットは正常な非糖尿病 SD ラットよりも網膜が肥厚して

いることを報告し[48]、アルドース還元酵素阻害薬である Ranirestat の SDT

ラット網膜肥厚抑制効果を報告している[49]。さらに、SDT ラット糖尿病発症

後から sodium glucose cotransporter 2(SGLT2)阻害薬 tofogliflozin

（0.005%）の 20 週間混餌投与により、網膜肥厚抑制効果を示したことを報告

した[50]。これらの結果から網膜肥厚が糖尿病に起因する変化であることは間

違いないと考えており、ヒト糖尿病網膜症における網膜浮腫に相当する所見と

考えている。しかし、ラットには黄斑が存在しないため、ヒト糖尿病網膜症に
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おける黄斑浮腫の状態とは異なる。SDT fatty ラットでは GFAP・VEGF 免疫

染色陽性面積率が、週齢を重ねるにつれて上昇しているのに対し、網膜厚はこ

れと異なる推移をしており、網膜肥厚を GFAP と VEGF だけでは説明しにく

いと考える。後述する網膜皺壁と同様、炎症性サイトカインが関係しているの

ではないかと推測する。 

一方、糖尿病患者における脈絡膜厚については議論の余地がある。糖尿病患

者は高血圧などの合併症を抱えることが多く、レーザー光凝固療法や高血圧薬

などの多くの種類の治療が行われており、これら複数の要因が脈絡膜血管に影

響を与えている可能性が報告されている[59-62]。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、糖尿病の罹病期間、年齢、眼治療

歴などである。だが、臨床研究においてそれらを等しく揃えた上で大規模な母

集団を集めることは困難である。この問題を解決するために条件がほぼ同じで

ある糖尿病モデル動物おいて脈絡膜厚を調べてみる必要があった。そして、

我々は以前に、SD ラットと比較して、SDT ラットでは脈絡膜が厚いことを報

告している[48]。本研究実験 1 で使用した各種ラットもレーザー光凝固や薬物

療法などの治療を行っておらず、脈絡膜厚を比較する価値があると考えられ

た。実験 1 の結果では、網膜と脈絡膜は共に、SD ラット（正常対照）よりも

SDT fatty ラットの方が肥厚していた。これらは糖尿病網膜症・脈絡膜症に関

連した変化と考えられる。言い換えれば糖尿病網膜症における網膜浮腫と同様

に、無治療の糖尿病脈絡膜症においては脈絡膜の肥厚が生じ得ると考えられ

る。ただし、各種ラットとも週齢による脈絡膜厚変化は少なかったため、脈絡

膜厚だけを用いて脈絡膜症の発症時期を評価することは難しいだろう。また網

膜厚の週齢による変化については、正常 SD ラットを含む 3 種類のラット共に

8 週齢から 16 週齢にかけて一旦網膜厚が菲薄化し、24 週齢で網膜肥厚がピー

クを示し、その後徐々に菲薄化している。この結果から網膜厚変化には、糖尿

病網膜症進行だけではなく、ラットの成長に伴う変化も大きく影響している可

能性が考えられた。そうなると糖尿病網膜症の進行状況を評価するための指標

として網膜厚だけを用いることは難しいかもしれない。これらについてはさら

なる解析・検討を要する。 

次に網膜皺壁の数について、SD ラットでは網膜皺壁はほとんど認められな

かったが、SDT ラットと SDT fatty ラットでは網膜皺壁が観察され、SDT ラ

ットよりも SDT fatty ラットの方が早期に、かつ多くの網膜鄒壁を認めた。網

膜皺壁の数は網膜厚に代わる糖尿病網膜症進展具合を定量評価する新たな指標

になる可能性がある。ただし、網膜皺壁が何を表しているのかについては、さ

らなる解析が必要である。少なくとも SDT fatty ラットの網膜皺壁は、sodium 
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glucose co-transporter inhibitors である phlorizin および ipragliflozin で予防

されたことが報告されており[63,64]、この網膜皺壁が糖尿病網膜症に関連する

現象であることは確かである。前述の様に 70 週齢という高週齢の SDT ラット

ではヒトの増殖性糖尿病網膜症でみられるような、線維性増殖膜の発生と、そ

れに伴う網膜全層の牽引性・隆起性変化が認められた[37,46]。(Figure 12) 一

方で、本実験では低週齢から網膜皺壁を認めており、網膜鄒壁の定義も視細胞

層から網膜外顆粒層までの変形、すなわち網膜外層の変形とした。これら発症

週齢や形状の点から両者は別のものと考えられる。免疫染色において、SDT 

fatty ラットは SDT・SD ラットに比べて、内網状層、外網状層で GFAP の発

現亢進がみられた。また内網状層、視細胞層で VEGF の発現亢進が認められ、

視細胞層の中でも特に網膜皺壁の部位に VEGF 陽性細胞が多くみられた。この

ことは、糖尿病網膜症による虚血で視細胞でも VEGF が産生されていることを

示唆すると考える。一方、ぶどう膜炎のモデルマウスにおいて、同様の網膜外

層に限局した皺壁が認められ、この網膜皺壁の数は、すでにぶどう膜炎の重症

度評価に用いられている[65]。したがって、本モデルの網膜皺壁にも炎症性サ

イトカインに伴う炎症細胞の浸潤が関与していることが推測され、今後の研究

では炎症細胞の免疫染色に加えてサイトカインの ELISA や mRNA 定量を予定

している。網膜皺壁が脂質、代謝産物の残渣などによるものである可能性も十

分考えられる。Optical Coherence Tomography (OCT)を用いたヒトの糖尿病

網膜症の所見では、一般に網膜外層にこのような多数の網膜皺壁は認められな

いため、これはラットで固有のものである可能性がある。なお、OCT を用いて

SDT fatty・SDT ラットの網膜皺壁を経時的に観察したいが、SDT fatty・

SDT ラットは早期に白内障が進行し、眼底透見困難となる[39,43]ため現在の

ところ観察はできていない。今後、ラットに対して白内障手術を行うなどの手

段が必要になる。 

 我々は以前に Image J ソフトウェア(National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA)を使用して、網膜における GFAP および VEGF 免疫陽性

領域が、SD ラットよりも SDT ラットの方が広いことを報告[49]しているが、 

実験 1 の眼球組織標本では、免疫染色陽性領域と陰性領域との間で色差が小さ

く Image J を用いた評価では限界があり、Hybrid Cell Count Module / BZ-

H3C ソフトウェアを使用した。このソフトウェアを用いた評価方法で免疫染色

陽性面積率を定量解析することは、病理学等の分野において、すでに確立され

た手技となっている[66]。また、サイトカインの定量解析は ELISA や mRNA

定量を用いるのが一般的だが、免疫染色の定量解析でも、ある程度の定量解析

が可能と考えられている[67]。免疫染色ではタンパク質の発現の局在の変化を

みることが出来るので、発現面積の増加はそのタンパク質の増加を意味すると
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通常は考える[67]。したがって、実験 1 の SDT fatty ラットは SDT ラットよ

りも網膜の GFAP および VEGF 免疫陽性領域が有意に広いという結果から、

SDT fatty ラットは SDT ラットよりも早く、より重症の糖尿病網膜症を発症す

ることが示唆される。さらにハイブリッドセルカウンターを用いた免疫染色陽

性面積率による解析法は、糖尿病網膜症の評価に有用と考えられる。今後の創

薬研究において治療効果判定に生かされることを期待する。しかし、サイトカ

インの眼内濃度と免疫染色陽性面積率の間に相関を認めるとする報告は見当た

らない。したがって本当に眼内のサイトカイン濃度あるいは mRNA 量と免疫

染色陽性の面積に相関性があるのかは不明なため、これについては今後の研究

で検討予定である。 

 次に実験 2 について、血液データから、片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty

ラットの腎機能障害進行を認めた。しかし、血糖値は SDT fatty ラットよりも

改善していた。さらなる解析が必要ではあるが、腎機能障害が進行したこと

で、インスリンクリアランス低下に伴う高インスリン血症が生じ、血糖値改善

につながった可能性が考えられる。貧血により HbA1c が低下していた可能性

もあるが、貧血があったかどうかは測定しておらず不明である。 

片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラット群は、SD ラット群よりも網膜・脈

絡膜の肥厚や網膜外層皺壁の発生が有意に認められたが、一方で、片腎摘出＋

0.3％食塩水 SDT fatty ラット群と SDT fatty ラット群の間には、網膜厚、脈

絡膜厚はもとより、網膜外層の皺壁および免疫染色陽性面積率を含めた全ての

評価項目において有意な差は認められなかった。片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT 

fatty ラット群で血糖値が改善したことにより糖尿病網膜症が進行しなかった

可能性が考えられる。これは腎機能障害よりも血糖値の方が糖尿病網膜症進展

には影響が大きいとも考えられた。腎障害が糖尿病網膜症にもたらす影響につ

いて検討するためには、片腎摘出・食塩負荷を行っても SDT fatty ラットと同

等の高血糖が維持されるような調整が必要と考えられる。既報[57] では SDT 

fatty ラットに対する食塩負荷で著しい高血圧と腎障害が報告されているが、

実験 2 では血圧を測定していない。片腎摘出・食塩負荷後も高血糖が維持され

るような調整を行い、そのうえで高血圧の評価を行えれば、高血圧と腎障害が

糖尿病網膜症増悪に関与するメカニズムを解明するために有用な動物モデルと

なる可能性がある。また今後、片腎摘出せずに食塩負荷のみを行った場合の評

価や片腎摘出後さらに長期間食塩負荷を行った場合の評価も必要と考えられ

る。 
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5 おわりに 

 

糖尿病網膜症に対する薬剤開発や Drug Repositioning を促進するには、適切

な動物モデルを作成して網膜症の発症・進展を客観的に評価することが重要で

ある。しかし、ヒトの糖尿病網膜症を模倣する動物モデルと、その定量的評価方

法がほとんどないため、このことが糖尿病性腎症や神経障害の研究分野と比べ

て糖尿病網膜症研究が遅れている原因となっている可能性がある。 

実験 1 では、網膜厚、網膜外層の皺壁、および免疫陽性領域の面積率を測定

することにより、SDT fatty ラットの糖尿病網膜症の病理学的特徴を定量的に

分析した。これらは、糖尿病網膜症を客観的に評価するのに役立つ。特に網膜

外層の皺壁、および免疫染色陽性面積率による定量評価法は糖尿病ラットにお

ける網膜症進行の新たな指標になると考えられる。これらの指標が薬剤などの

治療効果判定に生かされることを期待する。また SDT fatty ラットは SDT ラ

ットよりも早期により進行した糖尿病網膜症を発症することが示された。SDT 

fatty ラットは、糖尿病網膜症研究ための 2 型糖尿病動物モデルとして有用性

が期待される。糖尿病網膜症研究のために多くの施設で SDT fatty ラットおよ

び SDT ラットを使用していただきたいと考えている。 

 実験 2 では、腎障害が糖尿病網膜症にもたらす影響について検討するため

に、片腎摘出＋0.3％食塩水 SDT fatty ラットを作成し評価したが、SDT fatty

ラットと比べて有意な糖尿病網膜症の進行所見は認められなかった。このラッ

トを糖尿病網膜症研究に使用していくためには、片腎摘出・食塩負荷後も SDT 

fatty ラットと同等の高血糖が維持されるような調整が必要と考えられた。今

後は、さらに高週齢あるいは適切な食塩負荷により、高血圧を伴う SDT fatty 

ラットを作成し、よりヒトに近い糖尿病網膜症発現モデルの確立を期待した

い。 
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