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研究成果の概要（和文）： 本研究では黄斑変性時の視細胞保護治療法開発を目的として、光ストレスに対する
の視細胞応答シグナル経路について、青色光曝露による障害系を用いて解析を行った。視細胞培養株を用いた検
討により、青色LED光照射下でライソゾーム膜透過性亢進が引き起こされると同時に、TFEBの核内移行を介して
ライソゾーム関連因子の発現が上昇することが明らかとなった。またこれらの障害系に対し、抗酸化作用をもつ
薬物が保護作用を示した。以上の結果は、黄斑ディストロフィーにおける錐体細胞保護の新たな標的としてのラ
イソゾームの可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：It has been known that excessive light stress causes photoreceptor death. 
Blue light has the shortest wave length of visual light, and therefore is though as a risk for 
damaging retina and vision loss because of the highest amount of energy. However, it remains less 
known the molecular mechanism how blue light damages photoreceptors. To address this question, the 
role of lysosomes in the stress response to blue light was examined. Blue light-emitting diode (LED)
 light induced lysosomal membrane permeabilization and Transcription Factor EB (TFEB) nuclear 
transport, resulting in the activation of the lysosome related genes. Antioxidant ameliorate this 
change, suggesting that oxidative stress is a cause for lysosomal damages. These finding indicates 
that chemicals which protects lysosomes from light might be a new target for preserving vision from 
retinal diseases such as macular dystrophy.

研究分野：網膜基礎研究

キーワード： ライソゾーム 　視細胞　光障害　錐体細胞　黄斑ディストロフィー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、黄斑ディストロフィーの病態解明を目的に実験を行い、光障害に対する視細胞のストレス応答反応
におけるライソゾームの重要性について明らかにした。ライソゾームは細胞が取り込んだ物質の消化に関わるの
みならず、mTOR経路などを介して、細胞の代謝全体に重要な細胞内小器官である。また、ライソゾームの異常は
特に神経変性疾患との関わりがよく知られており、本研究で明らかになった知見は、眼科領域だけでなく、脳や
神経の分野において広く貢献できると考えられる。黄斑ディストロフィーは現時点では根治療法がないため、研
究成果を更に発展させることにより新たな治療法開発への応用が期待される。

※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。
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 1．研究開始当初の背景  

網膜の視細胞は光受容体とも呼ばれ、光刺激を電気信号に変換する働きを持つ。過剰な光は加

齢黄斑変性症のリスク因子として知られているが、光による網膜障害の分子基盤については多

くは明らかになっていない。ライソゾームは細胞が取り込んだ物質を消化する働きを持つ細胞

小器官であり、網膜の機能と構造維持にその働きが不可欠である。本研究では視細胞のライソゾ

ームに着目し、黄斑変性とライソゾームとの関わりを明らかにすることを目的に実験を行った。 

 

 2．研究の目的  

本研究の目的は、ストレス応答時における視細胞のライソゾーム役割について明らかにする

ことである。培養細胞による青色発光ダイオード (light-emitting diode, LED) 光障害モデルを用

い、ライソゾームの形態やライソゾーム局在タンパク質の発現について解析を行った。更に、ラ

イソゾーム関連遺伝子は、転写制御因子である Transcription Factor EB (TFEB) により制御されて

いることが知られているため、TFEBの局在とその下流の遺伝子発現について解析を行った。最

後に、抗酸化物質である N-アセチルシステインを用い、光による酸化ストレスに対する保護作

用の検討を行った。 

 

 3．研究の方法  

視細胞由来株である 661W 細胞に対し、既報 1)に基づいて青色 LED 光を３時間もしくは６時

間照射し、生細胞観察、

免疫染色、リアルタイム

PCR、ウェスタンブロッ

ティングに供した（図

１）。ライソゾーム透過

性亢進の評価は、アクリジンオレンジ（R&D Systems) を添加・培養した生細胞の共焦点顕微鏡

観察により行った。ライソゾームの分布と形態は、酸性小器官蛍光染色試薬であるライソトラッ

カー (DND-99, Invitrogen) と Hoechst-33342の核染色をともに行い、Lionheart FX （BioTek）顕

微鏡下で観察した。ライソゾーム関連遺伝子の mRNA 量についてはリアルタイム PCR を用い、

タンパク質発現についてはウェスタンブロッティングにて評価を行った。TFEBの核内移行につ

いては、661W細胞において TFEB-GFP (Addgene, plasmid ID 38119) の安定発現株を樹立し、そ

れらに青色 LED光を照射したのちに、パラホルムアルデヒド固定し、蛍光免疫染色し、共焦点

顕微鏡で撮影した画像を用いて評価を行った。 

 

 4．研究成果  



 450 ルクスの青色 LED 光照射において、時間依存的にアクリジンオレンジの細胞質への漏出

が増加し、6 時間照射下におけるこれらの漏出は 1 mM の N-アセチルシステインの処置により

抑制された（図 2A）。一方で、同様のエネルギー量の緑色 LED照射では、アクリジンオレンジ

の漏出は認められなかった（図 2A）。細胞画分のウェスタンブロッティングによる解析により、

青色ＬＥＤ光照射により、ライソゾーム内腔の消化酵素であるカセプシンＤの細胞質における

シグナルが増加した（図 1B,C）。以上の結果から、青色 LED 光によりライソゾーム膜透過性亢

進が起こり、内腔タンパク質の細胞質への漏出が引き起こされ、これらの変化に対して N-アセ

チルシステインが保護作用を示すことが明らかになった。 

 

次に青色 LED光照射時のライソゾームの分布と形態についてライソトラッカーを用い評価し

た。青色光照射下において、ライソトラッカーのシグナルの核近傍へのクラスター形成が認めら

れ、それらは照射時間依存的に増加した（図 3A,C）。これらのクラスター形成に対し、N-アセチ

ルシステインの処置は抑制的に作用し、クラスター保持細胞の割合は非照射下と同程度まで 

減少した（図 3B,C）。  



次に青色 LED光照射のライソゾーム関連遺伝子の発現への影響についても検証した。ライソ

ゾーム構成タンパク質である、Lamp1、Mcoln1、Ctsd、Atp6v1hいずれも照射時間依存的な増加

が認められた（図 4A）。Lamp1の発現に関しては、タンパク質レベルにおいても青色 LED光照

射 12時間で有意な上昇が認められた（図 4B,C）。一方で興味深いことに、Tfebの mRNA量は青

色 LED 光照射下で増加せず、むしろ減少傾向を示した（図 4A）。TFEB はライソゾーム関連遺

伝子のマスター制御因子として知られ、ライソゾーム傷害時に核内に移行することが知られて

いる。青色 LED 光照射下で TFEB の核内移行が認められ（図 4D,E）、ライソゾーム関連遺伝子

発現への TFEBの関与が示唆された。 

 

以上、青色 LED光照射が、ライソゾーム膜透過性亢進と TFEBの核内移行、そしてライソゾ

ーム関連遺伝子発現誘導を引き起こすことが明らかとなった。TFEBによるライソゾーム関連遺

伝子の発現は、傷害されたライソゾームを代償するためのストレス応答反応であると考えられ

る。実際に、網膜が過剰な光にさらされた際にライソゾームにおいて同様の反応が起きるか、ま

た黄斑ディストロフィーなどの病態とこれらの細胞応答との関連については今後の検討課題で

ある。今回報告した結果については、2020 年 5 月に Biochemical and Biophysical Research 

Communicationsにて公表済みである 2)。 
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