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研究成果の概要（和文）： 加齢黄斑変性は、視機能障害、そして失明にまで至る眼科疾患であ

り、長期間にわたる太陽光への曝露により引き起こされる可能性が指摘されている。近年、社会の夜

型化傾向が進み、夜間に強い光を浴びる人が増加し、今後、この疾患の発症率が上昇する可能性が

考えられる。ラットに対して明るい白色蛍光灯の光を照射すると、視機能が障害され、照射した光の量

などによっては失明にまで至る。これを“ラット網膜光障害実験モデル”と呼ぶ。これを用いて、夜間に

明るい光に曝されることが網膜にとってどれほど危険なのかを示し、さらに、その BMAL1 タンパク質を

標的としたメカニズムを追究した。このようにして加齢黄斑変性のメカニズムに探ろうとした研究である。 
 
研究成果の概要（英文）： Age-related macular degeneration (AMD) is an ocular disease with visual 
dysfunction and blindness, which might be induced by sunlight exposure for a long time.  Recently, our 
society has been going toward the nocturnal life, the number of people exposed to bright light in the 
nighttime has been increasing.  Such the actual situation may contribute to the increased prevalence of 
AMD in future.  A white light exposure to a rat leads to retinal dysfunction, and depending on the ex-
perimental condition, the rat goes blind, which is called as “experimental retinal photic injury model”.  
Using this model, we investigated how risky the nocturnal exposure to blight light is and the mechanism 
targeted at BMAL1 protein, aiming at looking into the mechanism of the onset of AMD. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 当初、マイクロアレイ解析により、Lewis ラットで
の網膜光障害実験に伴い、mRNA レベルで発
現上昇が認められた多数の遺伝子の中で、
Bmal1 遺伝子や Cry2 遺伝子という時計遺伝子
が発現上昇していることを認めていた。目は体
内時計と密接な関係を持ち、また、網膜光障害
も昼と夜のいずれに光照射するかで網膜変性の
度合いが大きく異なっていた。この“時刻差”は、
網膜光障害に対して耐性のLewis ラットで認めら
れたが、それに対して感受性を示すWistarラット
で認められなかった。このことから、Lewisラットの
網膜光障害に対する耐性機構において、時計
遺伝子の重要性が考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、網膜光障害における網膜変性に
関して、これまで曖昧であった変性の程度や部
位の数値化法を開発・実施することにより、客観
的に各群間での比較を行えるようにすること。ま
た、時計遺伝子により制御される体内時計との
関係について追究するために、BMAL1やCRY2
のタンパク質レベルでの発現誘導に関して、検
討を行うこと。これらを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１） 網膜光障害実験 非近交系の Wistar 系統
と近交系の Lewis 系統および WKY 系統の成熟
アルビノ雄ラットを使用した。ラットは、朝７時から
夜７時までの明環境である明暗サイクル下にて
飼育した。光照射実験は、予め１日間の暗順応
を行い、その後、夜 12 時より 3 時間、照度 3000
ルクスの光照射条件にて白色蛍光灯を頭上 50 
cm の高さより照射した。その後、通常光環境下
に戻した（朝 7 時まで暗所）。 
 また、日内リズムとの関係を調べるために、光
照射時間を、夜 12 時、朝 6 時、昼 12 時、夕方 6
時から、それぞれ、3000 ルクス、3 時間、光照射
し、2 時間の暗所飼育後、通常光環境に戻し
た。 
 
（２） ラットの屠殺および眼球標本作製 光照射
後 4.5 日目以降において、ラットをエーテル過量
吸入により無痛的に屠殺した後、眼球を冷 4%パ
ラホルムアルデヒド溶液にて 10 分間浸漬固定し、
実体顕微鏡下にて、角膜下半分を切除、水晶
体および硝子体を除去、更に 4 時間浸漬固定し
た。冷スクロース-PBS 溶液による処理(15%、20%、
25%；各 4 時間)の後に液体窒素下にて OCT コン
パウンド中に凍結包埋した。この凍結ブロックよ
り凍結切片を作製し、組織化学染色を施行した。
この実験病理標本を用いて、網膜変性度の測

定（後述）を行った。 
 免疫組織化学染色標本の作製の場合は、光
照射後 6 時間から 18 時間以内に凍結ブロック
作製を行った（後述）。 
 
（３） 組織染色 ラット眼球が包埋された凍結ブ
ロックは、クリオスタットにて、14 µm 厚の切片を
作製し、自然乾燥させた。その後、ヘマトキシリ
ン-エオシン(HE)染色を行い、病理標本を作製
した。写真撮影は、高精度のデジタルカメラを用
いて行い、通常の 20 倍および 40 倍のレンズに
よる撮影を行った。また、2 倍の低倍率のレンズ
を用いて、網膜全体（眼球後部全体）の写真を
撮影した。 
 
（４） 網膜変性度の測定 網膜変性度は、独自
に方法を確立した。HE 染色した矢状面の眼球
切片を低倍率レンズで撮影した写真画像を用い
て、コンピュータ上で網膜全体における変性部
位の割合を百分率にて数値化を実施した。方法
の詳細については、「４.研究成果」にて解説す
る。 
 
（５） 免疫組織化学染色 ラットは光照射後、3
時間、9 時間、15 時間後に無痛的に屠殺し、上
述の方法にて、凍結切片を作製した。免疫組織
化学染色は、間接法にて行い、ジアミノベンジジ
ン(DAB)による染色を行った。その後、メチルグリ
ーンによる細胞核染色を行った。１次抗体は市
販の抗体を数種類試行したが、使用可能であっ
た一部の抗体・抗原についてのみ検討を進め
た。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 網膜光障害と網膜変性解析法の確立 
 本網膜光障害実験モデルにおける網膜変性
は、夜 12 時からの 3 時間光照射し、光照射後
4.5 日目の網膜は、すでに、視細胞と網膜色素
上皮(RPE)細胞の消失を伴う網膜変性を認めた。
この変性領域の大きさには、系統差が認められ
た。しかし、この領域の大きさや位置に関するデ
ータを計測、解析する手段が、これまで報告され
ていなかった。ここで、画像描画ソフトウェアを用
いた画像解析法を考案した。 
 方法は、先ず、変性領域の上端および下端に
印を付し、その後、網膜外層に沿って上端から
下端まで、曲点線を引いた（図１）。上端(s(始
点))から視神経乳頭部を経て網膜下端(t)までの
点の数をＴ、同様に、変性領域上端(u)までの点
の数をＵ、変性領域下端(b)までの点の数をＢと
した（図 1）。 
 網膜変性度は、 
 
   網膜変性度（%）=(B-U)/T ………… (i) 
 



の式(i)により求めた。この方法は、点線の細かさ
の具合で精密度を調整できるが、今回は、およ
そ 125 µm/dot 前後で行った。また、U、B および
T の値は、変性領域の位置情報を求める要素と
しても重要であり、特に、グラフ化することで切片
の間での比較が容易かつ客観的に行える利点
もある。 

 
（２） 光照射の時刻差および系統差 この方法
を用いて、まず、本光照射条件で感受性を示す
Wistar ラットでの光照射の時刻差の比較・解析
を行った（図２）。この結果から、昼から夕方にか
けて、光照射による網膜変性が起こりにくい一方、
夜から朝にかけて、網膜変性の感受性が上昇
することが明確となり、体内時計の影響を強く受
けていることが明らかとなった。また、前者と後者
の間の差は、統計的にも有意であった。夕方 6
時において標準偏差が大きいことは、個体間で
のばらつきが大きかったためであり、夕方 6 時前
後に、ラット網膜において何らかの遺伝子発現
変化が起こっていることを示唆していた。さらに、
夜から朝にかけての時間帯は、多くの時計遺伝
子が活性化する時刻と一致することからも、体内
時計メカニズムが感受性に影響を与えているこ
とが考えられた。 

 次に、本光照射条件で感受性を示す WKY ラ
ットおよび耐性を示す Lewis ラットを用いて、昼と
夜の 12 時からの両結果を比較した（図 3）。WKY
ラットでは、昼夜の両方において、広範囲に網
膜変性が認められたが、両者において顕著な時
刻差は認められなかった。Lewis ラットの結果は、
網膜変性の程度が小さいので、顕著な差として
示されなかった可能性も考えられる。 

 このように、時刻差に関する検討を行う場合は、
ラット系統の選定を十分に行う必要があることが
明らかとなった。 
 
（３） 免疫組織化学染色による体内時計関連遺
伝子産物の検討 そこで、光照射により視細胞
や RPE 細胞において、時計遺伝子である Bmal1
遺伝子や Cry2 遺伝子の発現誘導が起こるかに
ついて、免疫組織化学染色によりタンパク質レ
ベルでの検討を行った。光照射終了後9時間目
において、錐体細胞の細胞体と思われる外顆粒
層外側の細胞体を中心に Wistar ラットにて
BMAL1 タンパク質の陽性像が散見された（図４）
一方、Lewis ラットでは数は少なかったが比較的
弱陽性な細胞を確認できた。CRY2タンパク質に
ついては発現誘導が認められなかった。このこと
から、網膜光障害における視細胞のアポトーシ
スには BMAL1 タンパク質の発現誘導が関与す
る可能性が考えられた。 

 今回の結果から、当初考えていた、Lewis ラット

図３. 網膜光障害の程度と照射開始時刻との関係

（WKY 系統および Lewis 系統） 各時刻からの光照射に

より引き起こされる網膜変性の程度を示す。横軸は光照

射を開始した時刻を示す。 

 

 

図２. 網膜光障害の程度と照射開始時刻との関係

（Wistar 系統） 各時刻からの光照射により引き起こされ

る網膜変性の程度を示す。横軸は光照射を開始した時

刻を示す。 

 

図 1. 光障害を受けた網膜像 光照射後 4 ヶ月後の網膜

像。全体写真における記号（s, u, b, t）については、本文

を参照。記号 A および B は右側の写真 A および写真 B

の位置を示している。小矢印は、視細胞および RPE 細胞

が完全に消失した部位の境界を示す。上記の網膜にお

ける変性度は 60.5%と計測された。 

図４. 光照射後9時間目の網膜のBMAL1の発現 写真

は外顆粒層を示している。光照射後 9 時間目の Wistar

ラット網膜において、外顆粒層の外層(上側)を中心に

BMAL1 陽性細胞が散見された。 



における BMAL1-CLOCK-CRY2 複合体形成に
よるアポトーシス抑制機構は、この系には該当し
ないと現段階では考えざるを得ないが、BMAL1
タンパク質による別のメカニズムがアポトーシス
に関与する可能性も十分に残っているため、今
後も検討を続けて行きたい。 
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