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研究成果の概要（和文）：本研究は，メラノプシン含有網膜神経節細胞由来の対光反応を応用した他覚的検査法の確立
を目的とした。特定波長光を約95 %遮断させるフィルターと，光刺激の色や強さ，計測時間が変更可能な瞳孔計を試作
し，健常者に対して細胞活性の最適条件を検討した。470 nmの波長光を10秒刺激すると，視細胞由来とは異なる持続的
縮瞳が明らかで，視細胞を薬理的に障害させた動物モデルや，その影響を間接的に除外するフィルター装用でも，ほぼ
同様の所見であった。特に家兎の縮瞳率は，網膜電図の波形振幅や網膜の組織所見と一致していた。色特性による対光
反応評価は，視細胞や網膜神経節細胞障害の鑑別法として応用できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aims of this research were both to evaluate the pupil light response mediated 
by the melanopsin-containing retinal ganglion cells and to examine the utility of the response as a new ob
jective screening tool. We created specific wavelength blocking filters (95% block), also developed an inn
ovative pupillography. We then evaluated the optimal conditions during the response activation of the mela
nopsin. Results showed markedly sustained pupil constriction in response to the 470 nm light for 10 second
s. The similar findings were also obtained both in an animal model with pharmacological damage of the cone
s and rods, and when using selective wavelength blocking filters. Of note, the pupil constriction was comp
atible with both the amplitudes of the electroretinography and the morphologic findings of the rabbit reti
na. The research suggests that the evaluation of the pupil response to colored-light stimulus can be used 
to diagnose diseases associated with the outer or inner retina.
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１．研究開始当初の背景 
ヒトにおける網膜光受容器は，L，M，S  

錐体と杆体の視細胞のみと考えられてきた。
しかし，2000 年になって，内因性視物質で 
ある“メラノプシン”を含む新しい光受容器
が，網膜神経節細胞において発見された。 
メラノプシン含有網膜神経節細胞からの 
神経投射は，概日リズムの中枢である視交叉
上核を経て，最終的に松果体に至ることで  
メラトニンを調整し，一部は視蓋前域から
Edinger-Westphal 核を経て，対光反応に関与
している。このメラノプシン含有網膜神経節
細胞の特徴は，青色光に特に感受性が高く，
光刺激に対して緩やかな脱分極性で光刺激
消失後も反応が持続することが，げっ歯類 
にて明らかとなっている。これらの事実は，
視細胞障害である加齢黄斑変性や網膜色素
変性にて失明に至った症例でも「朝起きて，
夜眠たくなる」というように概日リズムが 
維持されることや，時に光刺激に対して瞳孔
が縮小，すなわち対光反応が残存すること 
から，視細胞以外の光受容器の存在は，以前
より指摘されていたが，メラノプシン含有 
網膜神経節細胞の発見によって，これまでの
概念や定説が大きく変遷している。 
しかし，ヒトでの青色光刺激は，S 錐体  

あるいは暗順応下の杆体由来の対光反応と
の区別が困難であること，また，各研究者が
独自の試作機を用いて種々の検討を試みて 
いるが，測定条件が明確ではなく，方法論も
曖昧であるなど，文献上の詳細は不明で  
ある。 
これらの背景を踏まえ，これまでの視細胞

由来とは異なる色刺激光による対光反応を
評価することで，視細胞（錐体）障害の加齢
黄斑変性と網膜神経節細胞障害を生じる 
緑内障との鑑別や早期検出に繋がる可能性
がある。加齢黄斑変性は欧米，緑内障は本邦
における失明原因 1位の眼疾患であり，対光
反応という眼科検査において最も侵襲性の
ない方法にて両疾患が鑑別できれば，不要な
眼科検査の施行による患者負担の軽減のみ
ならず，失明予防のための早期発見に繋がる
ことが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では，ヒトにおけるメラノプシン 

含有網膜神経節細胞の特性を明らかにし， 
それに由来する対光反応の最適な測定条件
や評価方法を確立するとともに，その特性を
応用した他覚的眼科検査法の臨床応用を 
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）実験機器の作製 
本研究に先立ち，光刺激の色や強さ，計測

時間などが任意に変更可能な対光反応の 
計測機器，赤外線瞳孔計を浜松ホトニクスと
共同で試作した（図 1）。本機器では光刺激の
色は 440，470，500，660 nm の 4 種の波長光

を呈示することが可能で，光強度（輝度）も
10，50，100，250，300 cd/m2の 5段階，刺激
時間は 1～60秒まで 1秒ごとに変更すること
ができる（図 2）。続いて，特定の波長光を  
遮断させるフィルターを東海光学と共同で
作製した（図 3）。このフィルターは，視感  
透過率を一定にした上で，440，470，500 nm
の波長を約 95 %遮光し，帯域の範囲も±5 nm
以内と高性能の遮光性を有する（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）健常若年者に対する検討 

 

図 1 赤外線瞳孔計（浜松ホトニクス）の外観 

 
図 2 青波長光（470 nm）の光源特性 

 

 

図 3 遮光フィルター（東海光学）の外観 

 

 
図 4 遮光フィルターの分光透過率 



（2）健常若年者に対する検討 
対象は，21 歳から 32 歳までの基準を満た

した延べ 30 名の健常者とした。結果の信頼
性を高めるため，徹夜の状態や過度な嗜好品
（カフェインなど）の摂取は控えさせた。 
募集にあたっては研究の主旨に関して十分
な説明を行い，承諾を得た場合に限り実験を
行った。倫理的配慮として，測定場所は個室
とし，本人以外は入室不可とした。得られた
実測値は各個人の測定終了ごとに名前を 
匿名化，パソコン内およびCD-Rにて保存し，
鍵の付いている机で厳重に保管した。 
対光反応計測は，縮瞳率（光刺激前初期径

-刺激中最小径/光刺激前初期径×100）を 
主に評価するが，痛みや苦痛を最も与えない
自律神経検査の1つであることからも安全性
には問題ないと思われる。しかし，光刺激に
伴う羞明感や一時的な眼の乾燥感から痛み
の症状が起こることも考えられるが，実験中
に痛みの症状が生じた被検者はいなかった。 
瞳孔の日内変動を考慮して午前 10 時から

午後14時の間に以下の測定を行った。まず，
メラノプシン活性の最適波長の検討では， 
延べ 15 名を対象に 15 分の暗順応後，1 秒と
10 秒とで，660 nm の赤色光による対光反応
を測定し，再暗順応後に 440，470，500 nm
の青色光にて測定した。また，光強度（輝度）
を 10，100，250 cd/m2 と段階的に変更させ，
上記と同様に測定し，最適輝度を検討した。
さらに，15 名に対して S錐体やメラノプシン
含有網膜神経節細胞，杆体の影響を間接的に
除外可能とされる 440，470，500 nm の波長
を，それぞれ遮断させたフィルターの装用 
前後にて，定常状態での瞳孔径の振幅変化
（最大径と最小径との差；瞳孔動揺）を  
20 秒記録した。本検討は，北里大学医療衛生
学部研究倫理審査委員会の承認を得た。 
 
（3）有色家兎に対する検討 
本検討は，赤色・青色光刺激による家兎 

対光反射とメラノプシンの関与（研究代表
者：石川均，研究課題番号：23592586）と  
同様の方法にて行った。 
生後 7 週齢以降の Dutch 種，雄性の有色 

家兎 3羽を使用した。ARVO Statement に準じ，
ドミトール混合麻酔薬による麻酔下で，動物
の苦痛が最小限となるように常に倫理的 
問題に配慮し，細心の注意を払いつつ実験を
行った。 
環境条件を統一させるため，毎週水曜日の

午前 10 時から 12 時の間に測定を行った。 
60 分間の暗順応後，試作の赤外線瞳孔計を  
用い，250 cd/m2の輝度下にて 660 nm と 470 nm
による各 60 秒刺激の瞳孔反応を測定した。
また，網膜電図は LE-3000（トーメー）を  
用い，白色 LED，発光強度 200 cd･s/m2のコン
タクト電極による全視野刺激にて，同時刻に
記録を行った。その後，網膜内のニューロン
やシナプスをブロックさせる薬物である   
L -2-amino-4-phosphono butyrate（以下，

L-AP4）を硝子体内に注入し，特定の神経  
伝達を阻害させ，対光反応と網膜電図を同様
の手順で記録した。さらに，組織学的に網膜
光受容器を評価するため，ホルマリン固定し，
型のごとく包埋，ミクロトームを用いて厚さ
4 μm の連続切片を作成，HE 染色後に光学 
顕微鏡にて観察を行い，電子顕微鏡は組織を
トリミング，超薄切し，クエン酸鉛二重染色
にて観察を行った。本検討は，北里大学医学
部動物実験委員会の承認を得た。 
 
４．研究成果 
（1）健常若年者に対する検討 
メラノプシン含有網膜神経節細胞の特徴

として，青色光に選択応答するが，げっ歯類
に対する検討でも，光刺激時間が研究者に 
よって異なり，実際にどれくらいの時間が 
最適かは不明であった。そこで，視細胞由来
の対光反応評価で採用されている1秒と羞明
や涙液動態などの影響を考慮した10秒とで，
対光反応を測定すると，10秒光刺激が有意に
縮瞳する結果となった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 5 1 秒と 10 秒刺激による縮瞳率（10，100 
cd/m2の 660 nm・470 nm のみ呈示） 
赤（660 nm）・青（470 nm）色光ともに   

10秒刺激にて縮瞳率が大きい。特に100 cd/m2

にて有意差を認めている。 
* P < 0.05: Wilcoxon signed-rank test 
  
この結果を踏まえ 10 秒刺激にて 10，100，

250 cd/m2と段階的に輝度を変更させ，同様に
検討すると，10 cd/m2 で赤と青刺激による 
縮瞳率に著明な差が見られ（図 6），100 cd/m2

では青刺激中の縮瞳持続が顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
図 6 10，100，250 cd/m2による縮瞳率 
 いずれの輝度も青（470 nm）色光にて顕著
な縮瞳が見られているが，250 cd/m2では色に
よる縮瞳率の差が小さい。 
** P < 0.01: Wilcoxon signed-rank test 
 



青刺激の 440，470，500 nm による比較  
では，縮瞳率には有意差が認められなかった
（図 7）ものの，縮瞳持続は 470 nm にて   
明らかであった（図 8）。一方，470 nm の   
選択的遮光フィルター装用下では，定常状態
の瞳孔動揺（揺らぎ）が多くなる結果が得ら
れた（追試験中のため図は示さず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本実験では 470 nm の青刺激による対光 

反応が，メラノプシン含有網膜神経節細胞の
電気生理学記録の所見と一致していた。すな
わちメラノプシン含有網膜神経節細胞は， 
光刺激に対して持続的な脱分極性に反応 
することから，一過性の過分極性に反応する
視細胞とは根本的に異なる光‐電位変換の
メカニズムを有していると考えられる。既報
によれば，青刺激では顕著に活動電位のスパ
イクを生じ，光刺激後もゆっくりと消失する
持続的反応を持つものの，赤刺激では光刺激
中にもかかわらず，その反応が瞬時に減衰 
して消失（順応）すること，また，錐体や  
杆体よりも感度が低く，高輝度の光刺激に 
対して優先的に反応するとされている。 
本結果と併せて考えると，光刺激直後の 

一過性瞳孔変化は視細胞由来で，光刺激中は
視細胞，網膜神経節細胞両者由来，光刺激 
消失後は網膜神経節細胞由来の対光反応で
あるとみなすことができる。特に 470 nm の
青刺激では顕著かつ持続的な縮瞳が見られ， 

その選択的遮光フィルター装用下にて青色
光刺激を与えると，縮瞳の持続相のみ不安定
となるが，視細胞（錐体）が関与する色覚に
は影響しないこと（論文発表⑧），また，  
本検討にて瞳孔の揺らぎが多くなったこと
からも，470 nm の青波長光がメラノプシン 
含有網膜神経節細胞を選択的に活性させる
波長光として重要であることを示している。
（学会発表⑤，⑥，⑧；論文発表①，③，④，
⑥） 
 
（2）有色家兎に対する検討 
対光反応は，青色光では 7 週齢にて既に 

縮瞳が認められたが，赤色光は 12 週齢から
出現した。L-AP4 作用前では，ヒトと同様に
家兎でも青刺激による顕著かつ持続的な 
縮瞳が見られた。作用 1 週後に測定すると，
赤色光に対する反応は完全に消失したが， 
青刺激時の縮瞳は減少するも認められた（図
9A）。網膜電図は，すべての波形（a波，b波）
の振幅が消失した（図 9B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
電子顕微鏡による所見にて，網膜神経節 

細胞は存在するものの，内顆粒層が網膜色素
上皮層に落込み，杆体・錐体層や外顆粒層 
などの細胞消失が認められた（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 440，470，500 nm による縮瞳率 
 3 種の青色光ともに 50 %ほどの縮瞳率が
得られ，有意差は認められない。 
 

  
図 8 健常若年者における色刺激光による
対光反応の代表波形（21 歳，女性） 
100 cd/m2 の赤（660 nm）・青（470 nm）

色刺激にて 10 秒間の対光反応を測定して    
いる。青色光による顕著かつ持続的な瞳孔
径の縮小，赤色光では瞳孔動揺が著明に 
見られている。 

 

 
図 9 網膜外層障害モデル家兎における色刺激
光による対光反応と網膜電図の代表波形 

A 赤色光では瞳孔反応が消失するも，青色光
にて縮瞳が残存している。 
 B 網膜電図はa波，b波ともに消失している。 
 

 
図 10 電子顕微鏡による家兎の網膜組織所見 

A コントロールの有色家兎では，錐体と杆体
とが規則的に認められる。 

B 網膜外層障害モデル家兎にて，内顆粒層が
網膜色素上皮層に落込み，視細胞層や外顆粒層
などの細胞消失が認められる。 
C = 錐体，R = 杆体，ONL = 外顆粒層，INL = 

内顆粒層，RPE =網膜色素上皮層 

 



色の違いにより対光反応の出現時期が 
異なっていたことは，光受容器の発現と何ら
かの関連があると推察されるが，詳細は今後
の検討課題である。（学会発表⑦）また，  
青刺激時の対光反応が顕著であった結果は，
メラノプシン含有網膜神経節細胞以外に  
S 錐体や杆体の関与も否定できない。そこで，
それらを薬理学的に破砕して再検討すると，
視細胞からの神経伝達が阻害され，網膜外層
が完全に障害されたにもかかわらず，青刺激
時のみに対光反応が認められた。この結果は，
網膜外層である視細胞と網膜内層のメラノ
プシン含有網膜神経節細胞に由来する対光
反応の特徴の違いを裏付けるものである。 
特に家兎ではあるが，対光反応（縮瞳率）の
結果が，網膜電図の波形振幅のみならず， 
光学・電子顕微鏡による組織所見と一致して
いたことからも，色の違いによる対光反応 
測定は，網膜光受容器の特性変化を非侵襲 
かつ簡便に評価可能であると考えられる。
（学会発表①，③，④，⑤，⑪；論文発表③，
④，⑥，⑦） 
 
（3）まとめ 
輝度 100cd/m2 以上の 470 nm 青波長光に 

よる 10 秒以上の刺激によって得られる持続
的縮瞳は，メラノプシン含有網膜神経節細胞
由来の対光反応である可能性が考えられた。 
対光反応の評価は，波長光を変えることで

視細胞あるいは網膜神経節細胞に障害を 
生じる眼疾患鑑別の他覚的眼科検査法と 
して応用できることが示唆された。 
 
（4）今後の展望 
本研究により得られた測定条件の下，加齢

黄斑変性や緑内障症例に対して，色光刺激の
違いによる対光反応を評価し，両疾患の鑑別
のみならず，早期発見の可能性など，新たな
眼科検査法としての臨床応用について検討
していきたい。 
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