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研究成果の概要（和文）：ヒト加齢黄斑変性(AMD)発症眼では病変部位に酸化ストレス代謝物質(マロンジアルデ
ヒド: MDA)が蓄積していること、ヒト網膜色素上皮細胞(RPE)を培養しMDAを添加すると炎症が惹起され、血管内
皮増殖因子(VEGF)が産生され細胞が障害される事を確認した。また、青色光照射によりRPEで酸化ストレスが生
じ酸化ストレスに対する防御機構であるNRF2が亢進していること、NRF2 knock out mouse RPEは細胞障害が増強
した。臨床で、AMD症例の血中MDA濃度が非AMD患者より有意に高値であり、抗酸化ストレス物質含有サプリメン
ト内服にて有意に血中酸化ストレスが減少することを確認した。

研究成果の概要（英文）：We first confirmed that malondialdehyde (MDA) levels were significantly 
increased in eyes of age-related macular degeneration (AMD) patients. In ARPE-19 cells, MDA 
treatment induced vascular endothelial growth factor (VEGF) expression alternation, cell junction 
disruption, and autophagy dysfunction that was also observed in eyes of AMD patients. Blue light 
(BL) exposure increased cell death rate and ROS generation in ARPE-19 cells in a time-dependent 
manner; cell death was caused by apoptosis. Moreover, BL exposure induced nuclear factor 
(erythroid-derived)-related factor 2 (Nrf2) mRNA upregulation and Nrf2 nuclear translocation in RPE.
 Cell death rate was significantly higher in RPE cells from Nrf2－/－ mice than from wild-type mice.
 Then, we compare serum levels of MDA in patients with wet wAMD, patients with dry AMD, and patients
 without AMD and to evaluate the efficacy of nutritional supplementation for treating elevated serum
 MDA in patients with wAMD

研究分野：眼科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性(AMD)の発症に青色光が関与する。ディスプレイやLED等から青色光照射が増加し平均寿命が延びて
いることから、今後AMD患者が増加する可能性が高い。治療法として抗VEGF硝子体内注射や光線力学療法がある
が、様々な合併症が報告されている。さらに、抗VEGF硝子体内注射・光線力学療法ともに治療費が高額である
事、AMDを完治できる治療ではないために治療終了は無く延々と高額な治療費用が発生する事から、金銭面的に
も患者の負担が大きい。詳細な機序の解明によって、本邦の中途失明原因４位を占めているAMDの新規発症患者
を減少する事は、社会的・医療経済的に有意義な研究であると確信している。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 加齢黄斑変性(AMD)は中途失明の主要原因疾患で、現在の治療では完治できない。網膜色素
上皮細胞(RPE)が酸化ストレスや炎症によって障害され、網膜下に脈絡膜新生血管が生じ網膜が
障害を受ける。青色光は蛍光灯や発光ダイオード（LED）に含まれ、RPEに酸化ストレスを生
じ AMD発症に関与することは既に報じられているが詳細なメカニズムは不明である。 

 
(2) 近年の生活環境ではディスプレイや LED 等からの青色光照射が増加している事、また男女
共に平均寿命が延びていることから、今後さらに AMD患者が増加する可能性が高い。現在施行
されている治療法として抗 VEGF硝子体内注射や光線力学療法があるが、出血・感染・網膜機
能の低下・心虚血疾患や脳虚血疾患を誘引するといった様々な合併症が報告されている。さらに、
抗 VEGF 硝子体内注射・光線力学療法ともに治療費が高額である事、AMD を完治できる治療
ではないために治療終了は無く延々と高額な治療費用が発生する事から、金銭面的にも患者の
負担が大きい。 
 
(3) 私は、以前から光照射によってヒト RPEが障害されること 1、さらには光の中でも青色光照
射下(青色 LED)で培養すると照射時間に依存して活性酸素が発生すること、ヒト AMD 眼には
酸化ストレスの生体内指標として用いられるマロンジアルデヒド(MDA)が網膜に蓄積し、ヒト
RPEの培養液にMDAを添加すると細胞障害性があるとともに、VEGFが産生されることを報
告した。2 
 
２．研究の目的 
(1) 青色光照射による活性酸素の発生は報告したが、それに対する防御機構はまだ解明されてな
い。また、青色光による細胞障害の機序として、上記の酸化ストレス以外にも光照射自体による
遺伝子障害、また光吸収で産生される熱による障害も報告されている。In vivoでその機序がど
の程度の割合で青色光によって生じた酸化ストレスに対する防御機構として作用しているかも
解明されてない。我々の研究室は酸化ストレスに対する防御機構である nuclear factor (erythroid-
derived)-like 2 (Nrf2) 遺伝子欠損(Nrf2-/-)マウスを所有しているので、それを用いて検討する。 
 
(2) AMD の病態に白血球数増加が関与するということは AMD 発症に炎症が関与していることが示
唆され、慢性炎症によって酸化ストレスが増加し血清中 MDA 濃度が上昇する。青色光照射によっ
て酸化ストレスが生じること、酸化ストレス(MDA)が網膜に蓄積していること、MDA には細胞障
害性があり RPE に添加すると VEGF が産生されることを示した。上記の研究から実臨床における
AMDと酸化ストレスの関連を調べるとともに抗酸化治療を行うことで、新たな治療方法・予防
方法への可能性を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) ヒト RPE、野生型マウス由来 RPE、および Nrf2-/- マウス由来 RPEを青色 LED光照射下
で培養し、細胞障害、酸化ストレス、細胞死の状態を調べた。また、RPEの核・細胞室中のNrf2
経路の変化を調べるためにWestern blottingや qPCRによってタンパクの変化を調べた。 

 
(2) 滲出型 AMD 患者、萎縮型 AMD 患者、対照群として AMD を発症していない患者の血中
MDA濃度を測定し、臨床データと血中MDA濃度の相関を調べた。また、滲出型 AMD患者を
抗酸化物質含有サプリメン摂取・非摂取にランダムに振り分け、３か月後の血中MDA濃度を測
定することで、抗酸化物質含有サプリメンの効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)まず、RPE に青色光照射を行なった際に、照射時間によって変化するかどうか調べた。RPE を
青色光照射下で 6時間、12時間、24時間培養すると、照射時間に依存して細胞死が誘発される
と同時に酸化ストレ
ス (reactive oxygen 
species: ROS)が産生
され、非照射群と比較
すると有意に増加し
ていた。照射下培養の
RPE は細胞形態が円形
に変化し、TUNEL 陽性
細胞が多かった。細胞
核・細胞質を分離して
Western blotting を
大なうと、細胞全体の
Nrf2 タンパクの増加
は見られなかったが、

図 1. ARPE-19を青色光照射下で培養した後の Nrf2 messenger 

RNA、核内・細胞質内のNrf2タンパクの変化 



核内に Nrf2 が移行していること、また Nrf2messenger RNA が増加していることを確認した(図
１)。 
 
(2) 上記の結果から、青色光照射を行うと時間に依存して RPEに酸化ストレスが生じて細胞が
障害されて apoptosisが惹起されること、防御因子である Nrf2が核内に移行して抗酸化ストレ
スへの防御反応が出現することを示した。そこで、青色光照射への Nrf2の重要性を調べるため
に野生型マウス由来RPE、およびNrf2-/- マウス由来RPEを青色LED光照射下で培養すると、
Nrf2-/- マウス由来は 24時間照射にて半数以上の細胞が障害され、野生型マウス由来 RPEと比
較して有意に細胞死が多かった。 
 
(3)滲出型 AMD 群 20 例，萎縮型 AMD 群 20
例，対照群 24 例の血清 MDA 濃度を比較す
ると滲出型 AMD 群でのみ有意に高値であ
り、萎縮型 AMD 群は対照群と有意差はなか
った。また、滲出型 AMD 群をランダムに 10
例ずつ、抗酸化物質含有サプリメント摂取
群・非摂取群の２群に分けて 3カ月摂取さ
せると、抗酸化物質含有サプリメント摂取
群のみ血清 MDA 値が有意に低下した（図
２）。3 
 
(4) 次に、血清 MDA 濃度と臨床所見〔年
齢，矯正視力，脈絡膜新生血管(choroidal 
neovascularization：CNV)の範囲〕との相
関関係を調べたところ、滲出型 AMD 群で
CNV の範囲とのみ相関関係がみられた。す
なわち、滲出型 AMD は全身での酸化ストレ
スと関連があり、CNV の範囲に相関して炎
症が惹起され血清 MDA 濃度が高くなる可
能性があり、抗酸化物質の内服により酸化
ストレスが減少する可能性が示唆された。
3 
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図 2. 滲出型 AMD、萎縮型 AMD、対象群の血清中MDA濃度と

抗酸化物質含有サプリメント摂取による変化 
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