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研究成果の概要（和文）： 
我々は、カロリー制限を行うことにより加齢に伴う涙腺の涙液分泌機能低下を抑制できると仮

説を立てた。そこで、加齢に伴い増加するドライアイにおいて、カロリー制限における涙液分

泌能維持機構を、ラットモデルを用いて証明し、そのメカニズムを解明することを目的とした

実験を計画した。オスの Fischer 344ラットを24週齢からカロリー制限開始とし、コントロー
ルは自由摂取とし、カロリー制限群はカロリー制限食（-35％）で飼育した。若齢群の比較対象

として8週齢のラットを用いた。飼育期間は6ヶ月カロリー制限群では自由摂取群と比較して、

涙液分泌量が有意に保持され、線維化が少ないことを、明らかにした。また、摘出涙腺でのカ

ルバコール刺激に対するタンパク分泌機能は、カロリー制限群でより高かった。涙腺組織片で、

酸化ストレスマーカーである8-OHdG、HNEで染色したところ、カロリー制限群で自由摂取群と

比べ低発現であった。（この実験で、加齢に伴う涙腺機能低下をカロリー制限によって抑制する

ことができ、またその分子メカニズムに酸化ストレスが関与していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Since calorie restriction (CR) is considered to prevent functional decline of various 
organs due to aging, we hypothesized that CR could prevent age-related lacrimal 
dysfunction. Six-month-old male Fischer 344 rats were randomly divided into ad libitum 
(AL) and CR (-35%) groups. After 6months of CR, tear function was examined under conscious 
state. After euthanasia, lacrimal glands were subjected to histological examination, tear 
protein secretion stimulation test with Carbachol, and assessment of oxidative stress 
with 8-OHdG and HNE) antibodies. CR significantly improved tear volume and tended to 
increase tear protein secretion volume after stimulation with Carbachol compared to AL. 
The acinar unit density was significantly higher in the CR rats compared to AL rats. 
Lacrimal glands in the CR rats showed a lesser degree of interstitial fibrosis. CR reduced 
the concentration of 8-OHdG and the extent of staining with HNE in the lacrimal gland, 
compared to AL. Collectively, these results demonstrate that CR may attenuate oxidative 
stress related damage in the lacrimal gland with preservation of lacrimal gland functions. 
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１．研究開始当初の背景 

我が国は世界一の平均寿命を誇り、2015年

には65歳以上の人口が全人口の25%を占める

という推計がなされている。その結果、中高

齢者の健康維持とQOLの向上が現代社会にお

ける重要な政策課題となっており、加齢のメ

カニズムを系統的に理解して各種疾患の予

防につなげる研究が求められている。 

老化制御のエビデンスのあるものとして、

実験的には、摂食カロリーを適度に制限（カ

ロリー制限）すると、加齢に伴う生理的老化

現象や老齢期に発症する様々な疾患の発症

が抑制され、寿命は延長することが知られて

いる。1935年McCayらは、このカロリー制限

による寿命延長作用をラットにおいて初め

て報告した。それ以来、カロリー制限は、最

も簡便で再現性の高い抗老化・寿命延長法と

して多くの研究グループで用いられている。

またカロリー制限の効果は、酵母や線虫など

の下等生物から哺乳類に至るまで様々な生

物種で確認されてきた。ただし、カロリー制

限の抗老化メカニズムとして、酸化ストレス

や炎症の抑制、成長ホルモン/IGF-1/インシ

ュリンシグナルやサーチュインなどの関与

が報告されているものの、その詳細は未だ明

らかになっていない。 

特に『加齢』が感覚器に及ぼす影響は非常に

大きく、加齢により涙液の安定性および分泌

量が低下することが報告されており、加齢に

伴い、眼科疾患 (ドライアイ、加齢黄斑変性

等)が増加しているのは臨床的には明らかで

ある。涙液は主に涙腺で産生されるが、加齢

によって組織学的に腺房の萎縮と導管周囲

の線維化が生じることが報告されている。ド

ライアイは眼表面の乾燥により眼不快感、痛

みなどの症状だけでなく重度の場合、視力障

害も起こし、患者のQOLを低下させる。現在

わが国では高齢化の進行、VDT作業者の増加

によりドライアイ患者は増加しており、全国

で800万人のドライアイ患者が存在すると推

測される。我々は、カロリー制限が加齢に伴

う生理機能の低下を抑制することが他科領

域で確認されていることに注目し、これら眼

科領域における加齢性変化と涙液機能の低

下をカロリー制限で抑制できるのではない

かと考えた。まず観察系に優れる眼表面の涙

液量、涙液安定性を対象に選んだ。 

 
２．研究の目的 

加齢に伴い増加するドライアイにおいて、カ

ロリー制限における涙液分泌能維持機構を、

ラットモデルを用いて証明し、そのメカニズ

ムを解明すること 

 

(1)カロリー制限による涙腺機能保持の証明 

 まず、初年度に、カロリー制限による涙液

分泌機能が保持できることを確証する。その

後、組織学的変化を確認し、その分子メカニ

ズムへの解明へと移る予定である。 

(2)カロリー制限時の、涙腺組織における酸

化ストレスマーカーの発現解析 

(3)カロリー制限のkey moleculeである

SIRT1の関与の解析 

 
３．研究の方法 
 
平成２１年度 

(1)カロリー制限ラット飼育 

Fischer344 Rat のオスを24W からカロリー

制限開始とし、コントロールは自由摂取とし、

カロリー制限群はカロリー制限食（総カロリ

ーを30％落とし、ビタミンやミネラルの必要



 

 

栄養素は保持したもの:commertial use）と

する。期間は6Ｍとし、52Ｗでサクリファイ

ズする。1Ｗ毎に体重測定を行い状態を経時

的に確認する。 

 

平成２２年度－平成２３年度 

(1)涙腺の解析 

52Wでサクリファイズし涙腺を摘出する。比

較対照として、52W自由摂取群及び8W齢のラ

ットの涙腺を同数摘出する。摘出した涙腺は

重量を測定し、以下の解析用に分別、直ちに

測定または、実験まで解析目的に合わせて固

定保存する。 

 

a.組織学的検討：マロリー染色、ヘマトキシ

リン・エオジン染色で、組織の構造変化、線

維化の変化を観察する。酸化ストレスマーカ

ーの発現を8-hydrozy-2-deoxyguanosine, 

4-hydroxy-2-nonenalの免疫染色を行い比較

検討する。 

 

b．涙腺組織ATP測定および涙液蛋白分泌能

測定:測定方法はすでに当研究室でラットで

行っており、確立されている方法を用いる。 

 

c. 電子顕微鏡観察：ミトコンドリアの形態、

涙液分泌顆粒の分布、間質のコラーゲン線維

の状態を観察する。 

 

(2)涙液分泌量、角膜上皮障害の経時的評価 

角膜表面状態の測定は角膜上皮障害の程度

をフルオレセイン染色を用い、スコア化して

評価する。また涙液安定性は、涙液層破壊時

間の測定することにより評価する。涙液分泌

量は綿糸法を用いて測定する。 

 
 
 
 
 

４．研究成果 
 

(1)カロリー制限ラット飼育 

Fischer344 Rat のオスを 24W からカロリー
制限開始し(CR)、自由摂取群(AL)、８週齢群
(Y)と涙液分泌量比較した。（図１；期間は 6
Ｍ, 涙液量単位；mmm p<0.05） 
 

 

図１ 

 

(2)涙腺の解析 

 

a. 組織学的検討：マロリー染色で導管周囲

の線維化がALに比較し、CRでは少ない傾向

にあった。酸化ストレスマーカーの発現は免

疫染色でCRで低発現であり、涙腺中の定量

でも、ALと比較し有意に低値であった。 

 

b. カルバコール刺激による涙液蛋白分泌能

測定では、CRではALよりも高値を示した。 

 

c. 電子顕微鏡観察：ミトコンドリアの形態

はクリステの配列がCRのほうで整っている

傾向にあり、涙液分泌顆粒はCRのほうでサ

イズの均一性、腺管周囲に多い分布が観察さ

れた。（図２） 



 

 

 

図２ 

 

(3)角膜上皮障害 

角膜上皮障害の程度をフルオレセイン染色

を用いて測定した。CRでは、ALと比較し有

意に低値であった。（p<0.01） 
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