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研究成果の概要（和文）：ルテインなどの抗酸化物質は、網膜変性モデルマウスの変性過程を遅延させる。可視
光で生じる視細胞障害を保護することも知られている。これにはチオール含有量とチオール依存性過酸化物代謝
が直接関係する。
本研究によりフリー体のルテインが青色LEDによる細胞障害に対して、ROS産生抑制作用を介して網膜光障害に対
する保護作用を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Antioxidants such as lutein delay the degenerative process in retinal 
degeneration model mice. It is also known to protect against photoreceptor damage caused by visible 
light. This is directly related to thiol content and thiol-dependent peroxide metabolism. In this 
study, it was clarified that free-lutein shows a protective effect against cytotoxicity caused by 
blue LED by inhibiting ROS production.
 Lutein ester form and lutein-free form were administered to 20 healthy subjects, repeated intake 
for 3 months, and follow-up for a total of 9 months. As a result, lutein intake increased the serum 
BAP (Biological Antioxidant Potential) and SH (Sulfhydryl) in healthy subjects, and enhanced the 
antioxidant ability to reduce ferric (Fe3+) ions to ferrous (Fe2+) ions. Furthermore, enhancing the 
function of thiol was an important discovery. The D-ROMs test showed a tendency to lower 
hydroperoxides, indicating alleviation of oxidative stress.

研究分野：眼科学

キーワード： 酸化ストレス　網膜光障害　ルテイン　抗酸化酵素　活性酸素　黄斑色素　ポリフェノール
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、ルテインが光障害によって視細胞に誘導される酸化ストレス障害に対して保護作用を示すことが明
らかになった。ルテインエステル体とルテインフリー体を健常人20名に投与し、３ヶ月間の反復摂取を行い、計
９ヶ月間の追跡を行った。その結果、ルテイン服用で、健常人の血清BAP（Biological Antioxidant 
Potential）とSH (Sulfhydryl) は上昇し、第二鉄（Fe3+）イオンを第一鉄（Fe2+）イオンに還元できる抗酸化
力を高め、さらにチオールの機能を高める事は重要な発見となった。D-ROMsテストではヒドロペルオキシド低下
傾向を示し、酸化ストレスの状況緩和を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1．研究開始当初の背景 
 ルテインは、眼の中の水晶体や黄斑部などに元々存在している成分であり、強力な抗酸化作用
を持つ黄色の天然色素として知られる。黄斑部のルテイン・ゼアキサンチンは網膜色素上皮細胞
の SR-B1を介して細胞中に取り込まれ、interphotoreceptor Retinoid Binding Proteinを介して視細
胞に取り込まれることが分かっている。また、申請者らの過去の研究成果から、エステル型ルテ
インとフリー型ルテインの双方を健常者が内服投与することで、血清ルテイン濃度と黄斑色素
密度 (Macular pigment optical density: MPOD) が上昇することが明らかになっている。すなわち、
ルテインは経口摂取により網膜に対して保護作用を示す可能性が十分に想定される。 
 
2．研究の目的 
 研究代表者らは過去にルテインをラットに投与すると網膜光障害が抑制されるという結果を
得ている。しかしながら、臨床試験を展開するためには、さらに多角的な基礎研究が必要である。
そこで本研究では、各種 in vitro及び in vivo実験モデルを用いて、ルテインの有効性を検証する
こととした。多様な実験モデルを用いて、ルテインの効果の程度及びそれぞれのモデルで認めら
れる分子メカニズムを解明することは、ルテインの作用を包括的に検証する上で重要である。 
 
3．研究の方法 
(1) In vitro青色 LED光誘発視細胞障害モデルを用いたルテインの評価 
 青色 LED光誘発視細胞障害に対するルテイン-P80及びフリー体ルテインの保護作用を明らか
にすることを目的に検討を行った。マウス視細胞株 (661W) を 96 well プレートに 3,000 cells / 
wellで播種し、24時間培養した。その後ルテイン-P80もしくはフリー体ルテインを処置し、6時
間インキュベートした後、青色 LED光を 24時間 300 luxで照射した。 
 
(2) 細胞死評価 
 細胞死率は Hoechst 33342 と Propidium iodide (PI) で二重染色することによって評価した。
Hoechst 33342はすべての細胞の核を染色し、一方 PIは死細胞のみを染色する。Hoechst 33342及
び PIをそれぞれ最終濃度 8.1 mM及び 1.5 mMで添加し、15分間インキュベートした。蛍光顕
微鏡を用いて Hoechst 33342及び PI染色画像をそれぞれ撮影した後、Image Jを使用して細胞の
総数を自動的にカウントし、PI陽性細胞の割合を検討した。 
 
(3) Reactive Oxygen Species (ROS) 産生量評価 
 細胞内 ROS産生を評価するために CM-H2DCFDAを使用した。処置した細胞を CM-H2DCFDA
とともに 37˚Cで 30分間培養した。マイクロプレートリーダーを使用して 495/527 nmで蛍光シ
グナルを測定し、Hoechst 33342を用いて総細胞数を計測し、補正処置を行うことで ROS産生量
を評価した。 
 
(4) In vivo青色 LED光誘発網膜障害モデルマウスに対するルテインの評価 
 8週齢雄性 ddYマウスを 24時間の暗順応後、散瞳薬を点眼し、800 luxの青色光を 2時間照射
した。青色光照射から 3日後、ヘマトキシリン・エオジン染色による組織評価を行った。薬物投
与は経口投与にて行い、溶媒 (オリーブ油) または 100、300 mg/kg のルテイン-P80 を青色光照
射 10日前から試験終了時まで 1日 2回（午前 8時、午後 8時）投与した。 
 
(5) In vitroヘミン誘発網膜色素上皮細胞モデルの作製 
 網膜色素上皮細胞 (ARPE-19細胞) は、10％ウシ胎児血清、100 U/mLペニシリン及び100 µg/mL
ストレプトマイシンを含む DMEM/F-12を使用し、5%CO2、37˚C条件下で培養した。細胞は、4
日または 5日ごとにトリプシン処理を使用して継代した。ARPE-19 細胞を 12 または 96ウェル
プレートに 1.5×105細胞/ mLの密度で播種し、4日間インキュベートした。ヘミンを DMSOに
溶解し、滅菌水で、最終濃度 1、10、または 25 µMに希釈した。 
 
(6) 細胞生存活性評価 
 細胞生存率は、Cell Counting Kit-8 (CCK-8) を使用して測定した。細胞をヘモグロビンヘミン
添加後 24時間インキュベートした後、CCK-8試薬を各 wellに添加した。添加直後及び 1時間後
に、450nm波長でマイクロプレートリーダーを使用し、吸光度を測定した。 
 
(7) 細胞内二価鉄蓄積の評価 
 細胞内鉄蓄積は、Fe2 +を検出する蛍光鉄プローブである Si-RhoNox-1を使用して評価した。ヘ
モグロビンまたはヘミンを処置し、3時間培養した後、培地をリン酸緩衝液で洗浄し、5 µM Si-
RhoNox-1 を含む培地に交換した。Si-RhoNox-1 処置 1 時間後に培地を交換し、蛍光顕微鏡を使
用して蛍光を観察した。 
 
(8) 過酸化脂質蓄積量の評価 



 ヘミンを 25 µMで 12時間処理した後の脂質過酸化を評価するために、thiobarbituric acid reactive 
substance (TBARS) assayを実施した。へミンを処置した細胞を 30% (w/v) の 1.15%氷冷塩化カリ
ウムでホモジナイズした。溶解物を 3,000 rpmで 10分間遠心分離し、上清 200 mLを、40 mLの
8.1%ドデシル硫酸ナトリウム溶液及び 200 mL の 0.8%チオバルビツール酸溶液を含む 20%酢酸
緩衝液 (pH 3.6) とともに、100˚Cで 1時間加熱した。冷却後、400 mLのブチルアルコールとピ
リジン (15：1) を添加し、サンプルを 5分間振とうした。4,000 rpmで 10分間遠心分離した後、
TBARSを含むブチルアルコール-ピリジン相を分離し、その吸光度を 532 nmで測定した。TBARS
率は、ROS産生量評価によって測定された総細胞数を使用して補正した。 
 
 
４．研究成果 
(1) In vitro青色 LED光誘発視細胞障害モデルに対するルテイン-P80の作用 
 青色 LED光照射により、死細胞率が増加し、ルテイン-P80 (0.3 µg/mL) 添加により細胞死が抑
制された。(図 1) 一方、ルテイン-P80 (0.1、0.3 µg/mL) は ROS産生量を抑制しなかった。(図 2) 

 
 
 
 
 
 
(2) In vitro青色 LED光誘発視細胞障害モデルに対するフリー体ルテインの作用 
 661Wへの青色 LED光照射により、死細胞率が増加し、フリー体ルテイン (30及び 60 µM) 
添加により細胞死が抑制された。(図 3) また、フリー体ルテイン (3-30 µM) 処置群において
Blue LED光照射に伴う ROSの産生が抑制された。(図 4) 

 
 
 
 

Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 3 or 6). **P < 0.01 vs. Control group (Student’s t-test). $$ P < 0.01 vs. Vehicle group 
(Dunnett’s t-test). ## P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test). 

図 1. 青色 LED誘発細胞死に対するルテイン-P80の作 図 2. 青色 LED誘発 ROS産生に対するルテイン-P80の

Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 3 or 6). **P < 0.01 vs. Control group (Student’s t-test). $ P < 0.05, $$ P < 0.01 vs. Vehicle 
group (Dunnett’s t-test). ## P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test). 

図 3. 青色 LED誘発細胞死に対するフリー体ルテインの作用 図 4. 青色 LED誘発 ROS産生に対するフリー体ルテインの作



 これらの結果より、フリー体のルテインが青色 LEDによる細胞障害に対して、ROS産生抑

制作用を介して保護作用を示すことが明らかになった。 

 (3) In vivo青色 LED光誘発網膜障害モデルマウスに対するフリー体ルテインの作用 

 青色 LED照射により、モデルマウスにおける視細胞層の菲薄化が誘導された。フリー体ルテ

インの投与群において、視細胞層の菲薄化に対する抑制傾向が示された。この結果は、ルテイ

ンの経口投与は青色 LEDによる視細胞障害に対して保護作用を有する可能性を示している。 

 

(4) ヘミン誘発細胞障害モデルの検討 

 これまで評価してきた視細胞に対する評価に加え、網膜色素上皮細胞に対するルテインの作

用を検討した。網膜色素上皮細胞は血液網膜関門形成による脈絡膜血管から網膜への物質移行

制御、視細胞外節の貪食作用、ビジュアルサイクルに必要な酵素を有する等、視覚情報の伝達

を行う神経網膜の機能維持に重要な役割を担っている。様々な眼内血管障害によって網膜下出

血を伴い網膜色素上皮細胞に障害を誘導する症例が散見される。血液成分に含有されるヘミン

やヘモグロビンによる細胞障害は酸化ストレスが関与することが知られ、ルテインがヘミン誘

発細胞障害に対して保護作用を示すと仮説を立てた。そこで、先ずはヘミン誘発網膜色素上皮

細胞障害モデルの作製に取り組んだ。 

 ヘミン添加 24時間後においてヘモグロビンと同様に細胞生存活性が濃度依存的に低下した。

(図 5) 細胞死に関してはヘミン 10及び 25 µM添加 24時間後から有意な増加が認められ、72時

間までに著しい死細胞率の増加が認められた。(図 6) 

 

 

  

 ヒト網膜色素上皮細胞において、ヘモグロビン及

びヘミン添加後の細胞内鉄蓄積を検討するため、N-

オキシド化学に基づく二価鉄を特異的に検知可能な

新規二価鉄検出プローブである Si RhoNox-1を用い

て、細胞内鉄蓄積を評価した。ヘモグロビン 25 µM

添加 3時間後において蛍光鉄プローブの発現が増加

し、ヘミン 25 µM添加群では更に顕著に二価鉄プロ

ーブの蛍光が認められた。(図 7) 
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図 5. ヘミン添加後の細胞死率の経時的変化 図 6. ヘミン添加後の細胞生存活性 

Data are shown as mean ± S.E.M. **p < 0.01 vs. Control (Dunnett’s test). 

図 7. ヘモグロビン及びヘミン添加後の細胞内 2価鉄の
発現変化 

Data are shown as mean ± S.E.M. **p < 0.01, *p < 0.05 vs. Control 
(Tukey’s test). ##p < 0.01 vs. Hb (Student’s t-test). Fe2+ probe; red. Scale 
bar = 100 µm. 



 ヘモグロビン及びヘミン添加により ROS産生量が増加することを明らかにした (図 8)。ま

た、ヘモグロビン添加群において過酸化脂質の蓄積が増加し、ヘミン添加群で更に過酸化脂質

の蓄積が増大した (図 9)。 

 

 

 

(5) ヘミン誘発細胞障害モデルに対するルテインの作用 

 上記で示したヘミン誘発網膜色素上皮細胞障害モデルを用いて、ルテインの保護作用につい

て検討した。ヒト網膜色素上皮細胞株 

(ARPE-19) を 96 wellプレートに 15,000 

cells / wellで播種し、4日間培養した後

ルテイン-P80を前処置しヘミン (25 µM) 

を添加した。ヘミン添加 24時間後に

Hoechst & PI染色により死細胞率を算出

した。結果、ルテイン-P80はヘミン誘発

細胞障害に対して保護作用を示さなかっ

た。一方、陽性対照薬である 2,2’-

bipyridylは細胞障害を抑制した。(図 10) 

 

 

 
 本研究より、ルテインが光障害によって視細胞に誘導される酸化ストレス障害に対して保護
作用を示すことが明らかになった。これらの試験成績は、ヒトを対象にした臨床研究を進めるた
めの重要な基礎データと考える。今後、ルテインの抗酸化作用に関する分子メカニズムについて、
プロテオミクス解析により、詳細な検討を行う予定である。 
 尚、ヘミン誘発網膜色素上皮細胞障害モデル確立に関する研究成果を論文として公表する準
備を進めている。 

図 8. ヘモグロビン及びヘミン添加後の細胞内 ROS
産生量 

0
100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000

Cont Hb Hemin

**

**

R
O

S 
pr

od
uc

tio
n 

/t
ot

al
 c

el
l n

um
be

rs
 

(%
of

 c
on

tr
ol

)

##

HemoglobinCont Hemin

T
B

A
R

S 
/ t

ot
al

 c
el

l n
um

be
rs

 
(%

 o
f c

on
tr

ol
)

0

50

100

150

200

250

Cont Hb Hemin

**
**

##

HemoglobinCont Hemin

図 9. ヘモグロビン及びヘミン添加後の細胞内過酸
化脂質蓄積 

Data are shown as mean ± S.E.M. **p < 0.01 vs. Control (Tukey’s test). ##p < 0.01 vs. Hb (Student’s t-test). 

図 10. ヘミン誘発細胞障害に対するルテインの作用 

Data are shown as mean ± S.E.M. (n=6). **P < 0.01 (Control group vs Vehicle group) (Student’s t-test). ## P < 0.01 (Vehicle 
group vs BP group) (Student’s t-test). BP; 2,2’-bipyridyl. 
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