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序論 

 眼は光を受容する感覚器官であり、眼で受け取った光の情報が電気信号に変

換され後頭葉の視覚野に伝わることで我々は視覚情報を得ている。眼に届く光

の情報は、前眼部の角膜 (Cornea) 及び水晶体 (Crystalline lens) で屈折し、硝

子体 (Vitreous body) を通過して網膜 (Retina)に到達する。毛様体筋 (Ciliary 

body) は水晶体の厚みを変化させ、網膜に到達する光の像のピント調節を行っ

ており、虹彩 (Iris) によって眼に入る光の量は調節されている。網膜は層状構

造をとり、内側から視神経 (Optic nerve)、網膜神経節細胞 (Retinal ganglion cell: 

RGC)、アマクリン細胞 (Amacrine cell)、双極細胞 (Bipolar cell)、水平細胞 

(Horizontal cell)、 視細胞 (Photoreceptor cell)、網膜色素上皮細胞 (Retinal 

pigment epithelial cell：RPE) からなる (Fig. 1) (Roche et al. 2016)。 

網膜に到達した光刺激は、光受容器である視細胞によって感受される。視細

胞は外節の形態が異なる、杆体細胞と錐体細胞が存在する。杆体細胞は視物質

としてロドプシンを有しており、周辺視野や暗がりでの光の感知に関わってい

Figure 1. Structure of ocular tissues 

Figure modified from Roche S. L., et al. Int. J. Dev. Biol. 60, 4-6, 127-39., 2016 
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る (Rippes et al. 1987; Hess et al. 1989)。錐体細胞は網膜の中心窩に集中して存在

し、視力や色覚を担っている。錐体細胞は視物質の種類によって 3 種類に分類

され、受け取る光の波長が異なる。3 種類の錐体細胞はそれぞれ、赤を感受す

る錐体 (L 錐体)、緑を感受する錐体 (M 錐体)、青を感受する錐体 (S 錐体) 

である (Fig. 2)。3 種類の錐体細胞は、それぞれ特定の範囲の波長に最も反応す

るオプシンタンパク質を含む。いずれの視細胞も、視物質が光子を受け取るこ

とで、細胞内に電圧の変化が生じる (Drachev et al. 2018)。 

この電気信号は、外網状層及び内顆粒層に存在する双極細胞、水平細胞及びア

マクリン細胞などを経て、最終的に網膜の内側の神経節細胞層に存在する RGC 

に到達し、視神経を経て脳へ情報が伝えられることにより映像として認識され

る (Grinvald et al. 1994; Shimazu et al. 1999)。 

本邦における中途失明原因の上位には、緑内障、糖尿病網膜症、網膜色素変

Figure 2. Combination of photoreceptor cells and visual pigment 

Figure modified from Drachev L A., et al. Biochem Biophys Res Commun. S0006-291X, 30118-9., 2018. 
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性症、加齢黄斑変性などが挙げられており、これらはいずれも後眼部領域の疾

患である (Fig. 3)。 

Figure 3. Cause of blindness in Japan 

Figure modified from Health and labor sciences research grants intractable disease policy research 

project, Research Report, 2017. 

 

これらの疾患の中でも、加齢黄斑変性 (Age-related macular degeneration：

AMD) や網膜色素変性症 (Retinitis pigmentosa：RP) の発症や病態進行のリスク

要因として、長期的な紫外線や可視光線の曝露の関与が報告されている 

(Margrain et al. 2004; Glazer-Hockstein et al. 2006; Cécile et al. 2014)。また、こうし

た眼疾患の発症及び進行には、光刺激によって誘発される種々のストレスの関

与が示唆されている。過度の光曝露は視物質の代謝、すなわち視覚サイクルを

過剰に活性化させ、活性酸素種 (Reactive oxygen species：ROS) が蓄積するこ

とで酸化ストレスの一因となることが報告されている (Grimm et al. 2000; 

Wenzel et al. 2005; Narimatsu et al. 2013)。また、過度の光暴露によって網膜視細

胞の細胞死及びポリユビキチン化タンパク質の蓄積が起こることや (Nakanishi 
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et al. 2013)、細胞内 Ca2+濃度の上昇に伴う小胞体 (ER) 内 Ca2+恒常性の破壊が

ER ストレスを誘発するという可能性が示唆されている (Donovan et al. 2001; 

Verkhratsky. 2005; Concannon et al. 2008)。このように、病態形成のメカニズムは

徐々に明らかにされつつあるが、現状、根本的な治療法がないことから、罹患

前の予防医療が重要である。 

わが国は超高齢社会に突入し、生活スタイルや食生活の変化、環境ストレス

などの影響による医療費の増大が社会問題化している。医療費削減の観点から

も、代替医療や予防医療の介入が注目されており、疾病罹患による Quality of 

life (QOL) の低下を防ぐ目的で、様々な薬効を有しかつ副作用の少ない漢方薬

や機能性食品 (サプリメント等) などが使用されている。近年の機能性食品市

場は毎年成長を続けている。H・B フーズマーケティング便覧 2020 (富士経済) 

によると、2011 年度は約 7,880 億円の市場規模であったが 2018 年度には約

9,247 億円まで成長している。しかしながら、これら機能性食品には明確な根

拠が乏しいものも数多く存在し、代替医療・予防医療に対する科学的根拠 (エ

ビデンス) の要求が高まっている。 
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アントシアニン (Anthocyanin) は赤

~青紫色の天然色素で、フラボノイド

骨格を有するフェノール成分の一種で

ある (Fig. 4)。ナスや紫キャベツ、黒

豆などの野菜や、ぶどうやベリー類と

いった果実に含まれている。これまで

にアントシアニンは、抗酸化作用や血

糖上昇抑制作用 (α-グルコシダーゼ阻

害作用) (Matsui et al. 2001a, 2001b)、動

脈硬化予防 (Xia et al. 2006; Ellingsen et 

al. 2008)、抗腫瘍作用 (Harris et al. 2001; Lazze et al. 2004) など、様々な薬理作

用が報告されている。とくに、視機能に対する作用に関しては、ブルーベリ

ー、ビルベリー、カシス、マキベリー、黒米などのアントシアニン含有素材で

報告があり、アントシアニンによるロドプシンの再合成促進作用 (Bastide et al., 

1968) や、網膜神経節細胞保護作用 (Matsunaga et al. 2009, Nakamura et al. 

2017)、血管新生抑制作用 (Matsunaga et al. 2010)、網膜炎症抑制作用 (Miyake et 

al. 2012)、毛様体筋弛緩作用 (Matsumoto et al. 2005)、視細胞障害抑制作用 

(Tanaka et al. 2013; Ogawa et al. 2013, 2014, Osada et al. 2017) などが報告されてい

る。一方、アントシアニンの臨床研究として、Visual Display Terminal (VDT) 作

業による眼精疲労軽減作用 (Ozawa et al. 2014) や、糖尿病網膜症における網膜

出血の減少 (Morazzoni 1996) などの報告があるが、いまだに十分な知見は得ら

れていない。また、アントシアニン摂取後の眼内移行に関しては、ラット経口

投与及び腹腔内投与またはウサギ静脈内投与後に、眼全体にアントシアニンが
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移行し、分布することが確認されている (Matsumoto et al., 2006)。さらに、アン

トシアニン含有素材であるブルーベリーをブタに経口投与すると、眼、肝臓及

び脳にアントシアニンが移行することが報告されている (Kalt et al., 2008)。し

たがって、アントシアニン含有素材の継続摂取は、眼をはじめとする臓器の機

能維持に役立つと考えられる。 

本研究では、眼疾患に対するアントシアニン含有天然物及びその主要成分 

の機能性を明らかにするために、網膜視細胞障害モデル並びに角膜上皮細胞障

害モデルを用いた細胞障害に対する天然物の保護作用を検討した。まず第一章

では、新規のアントシアニン含有食材である日本産インディゴ・ローズの成分

分析並びにそれらの酸化ストレス関連網膜視細胞障害に対する作用について検

討した。第二章では、in vitro 青色発光ダイオード (Light-emitting diodes：LED) 

光による網膜視細胞障害に対する小胞体ストレス関連因子の関与について検討

した。続けて、ビルベリーエキスとその主な含有成分であるアントシアニンの

視細胞の保護作用における小胞体ストレス経路の関与について検討を行った。

最後に第三章では、青色 LED 光誘発角膜上皮細胞障害に対するビルベリーエ

キスとその含有成分であるアントシアニンの作用について検討した。 
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第 1 章 酸化ストレス誘発網膜視細胞障害に対するインディゴ・ロ

ーズ抽出物の作用 

第 1 節 緒言 

 トマト (Solanum lycopersicum) は、リコピンや β-カロテンなど、カロテノイ

ド類を豊富に含んでおり、動脈硬化、糖尿病、癌の予防に有用な野菜のひとつ

である (Navab et al, 2001; Chen et al, 2014; Daniels et al, 2014)。野生種トマトの品

種の中には、紫外線などから果実を保護するため、果皮に高濃度のアントシア

ニンを含むものが存在し、大量の紫外線曝露は、植物におけるアントシアニン

の合成を増加させることが報告されている (Lätti AK. et al, 2008; Akerström et al, 

2010)。アントシアニンは赤~青紫色の天然色素であり、ブドウやリンゴ、ナス

など多くの野菜や果物の皮に含まれている。アントシアニンはいわゆるポリフ

ェノールの一種で高い抗酸化作用を持っており、様々な機能を期待して機能性

食品の原料として利用されてきた。例えば、アントシアニンを非常に多く含む

食品素材のひとつであるブルーベリーやビルベリーでは、眼の健康維持に役立

つとされ、網膜神経節細胞保護作用や酸化ストレス誘発視細胞障害に対する保

護作用、異常血管新生阻害作用などが報告されている (Matsunaga et al, 2009, 

2010; Ogawa et al, 2013, 2014)。 

 本章では、日本 (岐阜県大垣市) 産の、アントシアニン含有トマトであるイ

ンディゴ・ローズに含まれるアントシアニン及びカロテノイドの分析を行っ

た。本検討で使用しているインディゴ・ローズは、伝統的な交配技術を使用し

て米国オレゴン州立大学にて開発され、世界各地で広く栽培されている。イン

ディゴ・ローズは、トマトの特徴であるカロテノイドのリコピンと、インディ

ゴ・ローズに特徴的なアントシアニンの両方を併せ持つ健康果実として期待で

きるが、インディゴ・ローズが有する健康作用に関する報告は見当たらない。
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このトマトは日光にさらされることで生じるアントシアニンによって果皮が紫

色に変化する。通常、光の当たらない部分ではアントシアニンが生じないが、

本検討では、トマトの栽培時に土壌にも反射板を置く新規の栽培方法によっ

て、上下両方から紫外線を含む太陽光を照射して栽培した。本章では、新規方

法にて栽培した、新鮮な大垣産インディゴ・ローズに含まれるアントシアニン

及びカロテノイドの種類を明らかにし、さらに、マウス由来網膜視細胞 

(661W) 細胞を用い、酸化ストレスに誘発される視細胞障害に対してインディ

ゴ・ローズ抽出物が保護作用を有するかを検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

Delphinidin-3-O-glucoside、petunidin-3-O-glucoside、malvidin-3-O-glucoside、

cyanidin-3-O-glucoside、リコピン及び β-カロテン、以上のアントシアニン及び

カロテノイドの標準品は Extrasynthese (Genay、France) から、トリフルオロ酢

酸 (Trifluoroacetic acid：TFA)、トリエチルアミン (Triethylamine acid：TEA)、

Hypoxanthine、xanthine oxidase、過酸化水素及び FeSO4は Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd. (Osaka、Japan) から購入した。ABTS［2,2’-azinobis (3-

ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid)］は Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, 

Japan)から購入した。1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 及び 6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox) は Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA) から購入した。 

インディゴ・ローズ果実は British Seed Ltd.から種子を購入し、エアルーム・

トマト・ファーム (Ogaki, Gifu, Japan)から譲与された。研究に用いた果実は岐

阜県大垣市で 2013 年 5 月から温室栽培され、播種約 80 日後に収穫されたもの

を本研究で用いた。本検討で用いたインディゴ・ローズは、温室内で土壌に反

射板を置き、上下両方から紫外線を含む太陽光を照射する特別な方法で栽培し

た。トマト果皮にてアントシアニンが合成され、青紫色を呈したものを試験に

用いた (Fig. 5)。 
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Figure 5. The blue tomato (Indigo Rose) used in this study  

(A) Cultivation of blue tomatoes in greenhouse. (B) Ripe blue tomato, which was exposed to 

sunlight from above and below by reflection, containing rich anthocyanin pigments on the entire 

surface. (C) Separation of peel, (D) seed and pulp from the blue tomato. The scale bar 

represents 1 cm. 
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2-2 実験方法 

2-2-1 アントシアニン及びカロテノイドの抽出 

インディゴ・ローズから果皮、種子及び果肉を分離し (Fig. 5C-D)、直ちに液

体窒素中で凍結させた。 次いで、Wonder Blender (Osaka Chemical Co.、Ltd.、

Osaka、Japan) を用いて、凍結した果皮、種子及び果肉を粉砕処理した。 続い

て、それぞれのピースに 0.5%TFA を含む 70%エタノール溶液を約 3 倍量加

え、30 分間混合してアントシアニンを抽出し (Ogawa et al, 2008)、抽出液は

2600×g、10 分間の条件で遠心分離を行い、上清を回収した。この抽出操作を 2

回繰り返した上清をアントシアニン抽出液とした。既報を参照して(Olives Barb 

et al, 2006)、2 回の抽出操作後の残渣にヘキサン/アセトン/エタノール (50:25:25 

= v：v：v) 溶液を加え、混合した後、リコピン及び β-カロテンを含むカロテノ

イドを抽出した。こちらのカロテノイド抽出液も、2600×g で 10 分間遠心分離

して上清を回収し、 2 回抽出後の溶液をカロテノイド抽出液とした。2 種類の

抽出液は、エバポレーター及び凍結乾燥機にて水分を除去し、粉末状の果実抽

出物を得た。 抽出物は遮光、4°C の冷暗所で保管した。 

 

2-2-2 アントシアニン成分の高速液体クロマトグラフィー分析 (HPLC-DAD) 

 インディゴ・ローズの果皮、種子及び果肉抽出物を 0.5%TFA 含有 50%エタ

ノールに溶解し、次いでフィルター (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) を用い

て濾過した。 インディゴ・ローズのアントシアニンの定量には、C18カラム 

(Develosil ODS-UG-5, 4.6 mm i.d. × 250 mm, Nomura Chemical Co., Ltd., Aichi, 

Japan) を用いて HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) にて分析した (Ogawa et al, 

2008)。各種抽出物は 10 μL 量を注入した。移動相には 0.5%TFA 溶液 v/v (A) 

及び 0.1%TFA 含有アセトニトリル (B) を用いた。グラジエント条件は、0 
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min、92% (A)、8% (B)；50 min、85% (A)、15% (B) ；60 min、70% (A)、30% 

(B)；65 min，、40% (A)、60% (B) ；75 min、40% (A)、60% (B) を用いた。流量

は 1 mL/min、カラム温度は 25°C とし、540 nm の波長でアントシアニンを測定

した。 

 

2-2-3 カロテノイド成分の高速液体クロマトグラフィー分析 (HPLC-DAD) 

 インディゴ・ローズの果皮、種子及び果肉抽出物は、メタノール/アセトニト

リル溶液 (90：10 v/v) に溶解し、フィルター (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) 

を用いて濾過した。 インディゴ・ローズのリコピン及び β-カロテンの定量

は、C18カラム (Develosil ODS-UG-5, 4.6 mm i.d. × 250 mm, Nomura Chemical Co., 

Ltd., Aichi, Japan) を用いて分析した (Olives Barb et al, 2006)。各種抽出物は 10 

μL量を注入した。移動相は 9 μM TEA 含有メタノール/アセトニトリル溶液 

(90：10 v/v) を用い、流量は 0.9 mL/min、カラム温度は 30°C とし、470 nm の

波長でアントシアニンを測定した。 

 

2-2-4 アントシアニン成分の高速液体クロマトグラフィー分析(HPLC-ESI-

MS/MS) 

 インディゴ・ローズの各抽出物に含まれるアントシアニンを、HPLC-ESI-MS 

/ MS システムによって定性分析した (Ogawa et al, 2008)。インディゴ・ローズ

の果皮、種子、及び果肉抽出物を 0.5%TFA 含有 50%エタノールに溶解し、次

いでフィルター (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) を用いて濾過した。それぞ

れの濾液を、CAPCELL PAK ACR (2.0 mm i.d. × 250 mm, S-5, 5 μM, Shiseido Co., 

Ltd., Tokyo, Japan) を用いて分析した。各種抽出物は 5 μL 量を注入した。移動

相は 2%ギ酸水溶液 v / v (A)と 2%ギ酸含有アセトニトリル溶液 (B) を用いた。
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グラジエント条件は、0 min、93% (A)、7% (B)；40 min、75% (A)、25% (B) ；

55 min、3% (A)、97% (B)；65 min、3% (A)、97% (B) ；66 min、93% (A)、7% 

(B)；75 min、93% (A)、7% (B)を用いた。流量は 0.2 mL/min、カラム温度は

40°C に維持し、アントシアニンを含むフラボノイド類は、280 nm の波長で検

出した。各抽出物は、ESI (4000 QTRAP®, AB SCIEX, Massachusetts, USA) を備

えたイオントラップエレクトロスプレー質量分析計に導入した。質量分析計

は、正イオンモード下で、以下の条件で操作した。 

Spray voltage, 3000 V; Source temperature, 600 °C; Curtain gas, 20 psi.;  

Declustering potential (DP), 60 V; collision energy (CE), 10 V; lit fill time, 1 ms;  

An enhanced product ion (DP, 60 V; CE, 30 and 50 V; lit fill time, 5 ms) 

 

2-2-5 2,2'-アジノビス (3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸) (ABTS) ラジ

カル消去活性 

 ABTS は過硫酸カリウムとの反応により、カチオンラジカルを生じ深青色を

呈し、ラジカル消去活性を有する物質によってラジカルが消失すると、無色の

状態に戻る (Re et al, 1999)。100 mL の 7 mM ABTS ラジカルエタノール溶液を

調製し、734 nm における吸光度が 0.80 から 0.90 となる用にエタノールを加え

調製した。200 μL の ABTS +溶液を、インディゴ・ローズ抽出物、アントシア

ニジン及びアントシアニン標準品、リコピン標準品及び陽性対照薬トロロック

スまたは Blank として 50%エタノール (1% DMSO 含有) 水溶液のいずれかの

50 μL 試料溶液と混合した。反応液を室温で 5 分間静置した後、波長 734 nm で

吸光度の変化を測定した。 Trolox (0-100 μg/ mL) の ABTS ラジカル消去活性を

標準として、各試料のラジカル消去活性を算出した。ラジカル消去活性は

Trolox で作成した検量線を用いて、各試料の添加量に相当する Trolox 量として
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求めた (Trolox mg/100 mg)。 

縦軸に 734nm における吸光度値 (A734) をプロットし、横軸に Trolox 及び各試

料濃度をプロットし、各試料の ABTS 消去活性の検量線及び回帰直線を作成し

た。作成した Trolox の検量線を基に、各試料のラジカル消去活性は下記計算式

を用いて求めた。 

各試料のラジカル消去活性＝(Y－b1)÷a1 

Y：Trolox 100 mg (もしくは 100 μmol) の A734、a1：各試料の回帰直線の傾き、

b1：各試料の回帰直線の y 切片 

 

2-2-6 電子スピン共鳴法 (Electron Spin Resonance: ESR) 

 DPPH (200 μM) 及び各試料溶液を等量ずつ混合した。試料を電子スピン共鳴

装置測定用の石英セルに入れ、電子スピン共鳴スペクトルの測定を行った。

尚、DPPH ラジカルの測定は、試料を混合してから 2 分後に開始した。 

 電子スピン共鳴装置 (JES-FA 200, JEOL, Tokyo, Japan) の測定条件は、center 

field 330 mT、sweep width 1.5 × 10 mT、sweep time 2 min、field modulation width 

2 × 0.1 mT、amplitude 4.0 × 100、time constant 0.3 s、microwave power 2.0 mW に

設定した。また、電子スピン共鳴装置の測定ピークは標準物質であるマンガン

の電子スピン共鳴スペクトルで補正した。サンプルは 50%エタノール (1% 

DMSO 含有) 水溶液にて調製し、既報に基づき(Tanaka et al, 2013)、DPPH ラジ

カルの存在量は電子スピン共鳴スペクトルの面積から算出し、そこから各試料

の 50%ラジカル消去濃度 (half maximal effective concentration: EC50) を算出し

た。 
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2-2-7 細胞培養 

 本研究は、網膜視細胞を用いて試験を行った。網膜視細胞は 10% fetal bovine 

serum (FBS)、ペニシリン (100 U/ml) 及びストレプトマイシン (100 µg/ml) 含

有 DMEM 培地で 37°C、5% CO2条件下で培養した。網膜視細胞はトリプシン-

EDTA 処理により 2～3 日おきに継代した。 

 

2-2-8 過酸化水素水誘発網膜視細胞死評価 

 網膜視細胞を 3 × 103 cells/100 μL ずつ 96 ウェルプレートに播種し、37°C、24

時間培養した。その後、1% FBS 含有 DMEM 培地に置換し、37°C、30 分間イ

ンキュベートした。各試料 (blue tomato peer ext、petunidin、petunidin-3-O-

glucoside、lycopene、NAC 1 mM) を添加して 1 時間培養後、網膜視細胞に 0.3 

mM 過酸化水素を 24 時間処置した。24 時間後、Hoechst 33342 (8.1 μM) 及び

Propidium Iodide (PI) (1.5 μM) を添加し、37°C、15 分間インキュベートし核染

色した後、蛍光顕微鏡 (DP30BW; Olympus) で撮影した。細胞核を染色した

Hoechst 33342 (λex = 360 nm; λem > 490 nm)を全細胞とし、死細胞を染色した PI 

(λex = 535 nm; λem > 617 nm)をカウントし、死細胞率を算出した。 

 

2-3 統計学的解析 

 実験結果はすべて平均±標準誤差で表し、危険率 5%以下を有意とした。統計

学的解析は Student’s t-test または Dunnett’s test を用いて行った。 
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第 3 節 結果 

3-1 インディゴ・ローズに含まれるアントシアニン及びカロテノイドの定量 

 まず、アントシアニンとカロテノイドの分離抽出のために、全体から果皮、種

子及び果肉を分離した。 本研究で使用したインディゴ・ローズの水分及び抽出

物の比率、アントシアニン、リコピン及び β-カロテンの含有量を Table 1 にまと

めた。分離した果皮、種子及び果肉を乾燥させ、重量差から含水量を算出した。

各凍結乾燥標品を 0.5%の TFA を含む 70%エタノールで抽出してアントシアニ

ン画分を得、続けて、ヘキサン/アセトン/エタノール (50：25：25 = v：v：v) を

用いてリコピン及び β-カロテンを抽出した。果皮、種子及び果肉抽出物に含ま

れるアントシアニン及びカロテノイドの HPLC 分析結果を示した (Fig. 6B-G)。

果皮抽出物からは、10 種類のアントシアニン及びリコピンが検出された。種子

抽出物からはリコピンと β-カロテンの両方が検出されたが、アントシアニンは

検出されなかった。果肉抽出物からは 2 種類のアントシアニンとリコピンが検

出された (Fig. 6F)。各抽出物中のアントシアニン、リコピン及び β-カロテンの

含有量を、標準物質としてシアニジン-3-O-グルコシド、リコピン及び β-カロテ

ンを用いた HPLC 分析を基に算出した。果皮抽出物には多量のアントシアニン

が含まれていたが、種子及び果肉抽出物には、アントシアニンはほとんど含まれ

ていなかった (Table 1)。 
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Figure 6. Quantitative analyses of anthocyanins and carotenoids in the separated parts of 

Indigo Rose fruit  

(A) The extracts of peel, seed, and pulp. HPLC chromatograms of anthocyanin in peel (B), seed 

(C), and pulp (D) extracts by analysis at 540 nm. HPLC chromatogram of lycopene and β-carotene 

in peel (E), seed (F) and pulp (G) extracts by analysis at 470 nm. 
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Table 1. Compornents in the separated parts of Indigo Rose fruit  

 

Parts    Components (mg/g extract)  

 Anthocyanina             Lycopenea  β-Carotenea 

Peel 17  1.13  N.D. 

Seed N.D.  0.05  0.02 

Pulp 0.1  0.68  N.D. 

aValues are expressed by calculation of high-performance liquid chromatography (HPLC) 

analysis for each sample. N.D.: not detected (detection limit: 0.01 mg/ g extract) 
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3-2 インディゴ・ローズ含有アントシアニンの同定 

 HPLC-ESI-MS/MS 分析結果に基づいてピークの同定を行った (Fig. 7)。標準

品が入手できないアントシアニンは、既知の (Peter et al, 2008) アントシアニジ

ンとグリコシル及びアシル基の分析結果と比較することで推定し、果皮に含ま

れるアントシアニンの分析結果を Table 2 に記した。インディゴ・ローズに含

まれるアントシアニジンと結合している他の成分の予測ができた。しかしなが

ら、アントシアニン全体の構造を決定するには至らなかった。 

過去の報告において、アントシアニン含有トマト (米国産) には、3 種類のア

ントシアニジン(delphinidin、petunidin、malvidin) に単量体または複数のグルコ

ース、ルチノース、p-クマル酸及びカフェイン酸が結合した、約 11 から 23 種

類以上のアントシアニンが含まれていることが示されている (Jones et al, 2003; 

Peter et al, 2008)。今回の HPLC-ESI-MS / MS 分析 (Table 2) によって、日本産イ

ンディゴ・ローズの果皮からアントシアニジンとグリコシル及びアシル基の組

み合わせが明らかな 11 種類のアントシアニンを推定した。5 種類はデルフィニ

ジン由来、4 種類は Petunidin 由来、4 種類はマルビジン由来のアントシアニン

であった。特に、ピーク 5 (petunidin + p-coumaroyl + rutinose + glycose) で示さ

れるような Petunidin 由来のアントシアニンは、インディゴ・ローズ果皮抽出物

から多く検出された (Fig. 7)。 
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Figure 7. HPLC-UV chromatogram of anthocyanin present in Indigo Rose peel extract by 

using HPLC-ESI-MS/MS system at 540 nm  

For details on peak number, refer to Table 2. 
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Table 2. Anthocyanins assigned in Indigo Rose peer 
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3-3 インディゴ・ローズ各抽出物、アントシアニン及びリコピンの ABTS ラジ

カル消去活性 

 インディゴ・ローズ抽出物及びいくつかの含有成分のラジカル消去能を、各

抽出物の ABTS カチオンラジカル消去活性を測定することによって決定した 

(Table 3)。結果は、Trolox 当量 (trolox equivalence antioxidant capacity: TEAC) によっ

て評価した。ABTS カチオンラジカル消去活性は、インディゴ・ローズ抽出物

のうち果皮抽出物で最も高く、続いて果肉及び種子抽出物の順であった。 

 

Table 3. Antioxidant potency of Indigo Rose extracts and constituents 

Parts   Trolox mg / 100 mg   

Peel     2.46 ± 0.46  

Pulp     0.53 ± 0.19  

Seed     0.16 ± 0.01  
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3-4 電子スピン共鳴装置 (ESR) を用いた DPPH ラジカルの測定 

 インディゴ・ローズの果皮、種子及び果肉抽出物において、電子スピン共鳴

装置 ESR を用いて DPPH ラジカルに対する作用を検討した。インディゴ・ロ

ーズの果皮、果肉、種子抽出物及び陽性対照薬 Trolox は、DPPH ラジカルに対

する捕捉活性を示し、EC50値はそれぞれ 536 .2μg/ mL、857.6 μg/ mL、930.9 μg/ 

mL及び 16.7 μM であった (Table 4 and Fig. 8)。 

 

Table 4. DPPH radical scavending activity of Indigo Rose extracts 

 

4.17 μg/mL = 16.7 μM 
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Figure 8. Representative ESR spectra of the DPPH radical  

The antioxidant effects of (A) blue tomato peel extract at 100 and 500 μg/mL, and (B) Trolox at 

5 and 25 μM 
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3-5 過酸化水素誘発マウス由来網膜視細胞障害に対するインディゴ・ローズ抽

出物及びその成分の作用 

 過酸化水素誘発網膜視細胞障害 in vitro モデルを用いて、インディゴ・ローズ

果皮抽出物、petunidin、petunidin-3-O-Glucoside、リコピン及び陽性対照として

抗酸化剤 N-acetyl-L-cystein (NAC) の視細胞保護作用を、Hoechst33342 及び PI

核染色による死細胞率より検討した (Fig 9A)。過酸化水素によって網膜視細胞

の死細胞率は増加した (Fig. 9)。インディゴ・ローズ果皮抽出物 (1-30 µg/ml) 

は、過酸化水素誘発細胞死に対して濃度依存的に有意な抑制作用を示した (Fig. 

9B)。また、インディゴ・ローズ果皮抽出物の構成成分である petunidin (10 µM) 

及び petunidin-3-O-glucoside (10 µM) においても有意な細胞死抑制作用が認め

られたが (Fig. 9C-D)、リコピン においては、明らかな細胞保護作用は認めら

れなかった (Fig. 9E)。 
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Figure 9. Effects of Indigo Rose peel extract and its components on H2O2-induced cell 

death in 661W cells  

(A) Experimental protocol in vitro. Effect of (B) the Indigo Rose peel extract, (C) petunidin, (D) 

petunidin-3-O-glucoside, and (E) lycopene on H2O2-induced 661W cell death. The number of 

cells exhibiting PI fluorescence was counted and expressed as a percentage of Hoechst 33342-

positive cells. Data are means ± SEM (n = 6). NAC, N-acetyl-L-cysteine. ##p < 0.01 vs. control; 

*p < 0.05, **p < 0.01 vs. the vehicle (Dunnett’s multiple comparison test or Student’s t-test). 
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第 4 節 考察 

 本研究は、日本 (岐阜県大垣市) 産インディゴ・ローズにおける含有アント

シアニンの定量及び機能解析を行った研究である。本章では、インディゴ・ロ

ーズの果皮、種子及び果肉抽出物に含まれる抗酸化物質として、アントシアニ

ン及びリコピンや β-カロテンなどのカロテノイドの量を測定し、種子や果肉に

比べて果皮に、より多くのアントシアニンが含まれていることを見出した。イ

ンディゴ・ローズに含まれるアントシアニンとカロテノイドの含量を HPLC で

分析した (Table 1)。米国産、アントシアニン含有トマトの皮のアントシアニン

の量は、生果実 1 g 当たり 0.206〜0.665 mg の範囲であった (Jones et al, 2003)。

本研究で使用したインディゴ・ローズにおいては、果皮抽出物 1g あたり 17 mg

のアントシアニンが検出された (Table 1)。果実全体に対して抽出物は 13.1%で

あったことから (Table 1)、生果実に換算すると、既報 (Jones et al, 2003)よりも

アントシアニン含有量が高いことが示唆された。アントシアニンをはじめとす

る天然色素を合成する果物や野菜において、アントシアニンの合成は主に紫外

線に曝された果皮の部分で増加するため (Arakawa et al, 1985)、インディゴ・ロ

ーズのアントシアニン量も、栽培環境条件によって変わることがある。さら

に、インディゴ・ローズの果皮抽出物が、種子及び果肉抽出物と比較して、高

レベルのアントシアニンだけでなく、リコピンも果皮抽出物 1g あたり 1.13mg

含むことを見出した (Table 1)。果皮の乾燥重量 1g あたりに含まれるリコピン

の量は、2.8～5.4mg と報告されている (Roberto et al, 2008)。既報 (Roberto et al, 

2008)と比較すると、本検討によって明らかとなった果皮のリコピン量はやや少

なかった。これは、抽出方法の違いによるものと考えられる。本検討では、果

皮、果肉及び種子の抽出物を作製する際、アントシアニン抽出後にリコピンを

抽出し、それらの分析を実施した。アントシアニン抽出工程で、一部のリコピ
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ンが溶出した可能性が考えられる。トマトは果物の皮にいくつかの抗酸化物質

を有することが報告されており (Ramandeep et al, 2005)、本研究で用いた日本産

インディゴ・ローズの果皮からは高濃度のアントシアニンと、リコピンを検出

することができた。果実栽培時に地面に反射板を置き、太陽の光を果実の上下

から照射することによって、過去に報告されている米国産のアントシアニン含

有トマトよりも、アントシアニンを多く含有する果実を栽培することができ

た。 

 本検討では、DPPH 及び ABTS ラジカル消去能評価法の 2 種類の酸化防止剤

力価評価を行った。DPPH ラジカル消去活性法では、主に水溶性成分の活性を

測定しており、一方 ABTS ラジカル消去活性は水溶性成分と脂溶性成分の両方

の活性を測定することができる。両方法は類似の挙動を示すものの、カテコー

ル構造を有する化合物においては DPPH 法が ABTS 法と比較して高い感度を示

すことが報告されている (Yamauchi et al, 2014)。本検討で用いたインディゴ・

ローズ抽出物は水溶性のアントシアニン及び脂溶性のリコピンの両方を含有し

ている(Table 1, Fig.6)。また、アントシアニンはカテコール構造を有しており 

(Fig.4)、2 種類のラジカル消去活性法を用いることでより確実な抗酸化能の評

価を目指した。DPPH 及び ABTS はどちらも合成ラジカルであり、生体内には

存在しない。しかし、単一化合物酸化防止剤の抗酸化活性測定において，高い

測定精度を示すとされている (Shimamira et al, 2007)。生体内で作られる活性酸

素は、スーパーオキシド (O2
-) や，O2

-から二次的に合成される一連の化合物で

ある。活性酸素は、O2
-，ヒドロキシラジカル (OH・)、脂質過酸化物 

(LOO・)、一酸化窒素、過酸化水素、膜質ヒドロペルオキシド等が例として挙

げられる。体内では、紫外線や放射線などの外的な要因で細胞内に活性酸素が

発生することも考えられる。 
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 数種類のアントシアニンは、DPPH ラジカル消去活性を有していることが示

されている (Tanaka et al, 2013)。したがって、インディゴ・ローズ果皮抽出物

の抗酸化活性は、アントシアニン含有量に依存する可能性がある。 また、今

回の結果を基に、過去に報告のある抗酸化活性を有する果実とインディゴ・ロ

ーズの間で、抗酸化活性を比較した。インディゴ・ローズ果皮抽出物の抗酸化

活性は、イチゴの抗酸化活性 (Trolox の約 1/30-40) とほぼ同等であり、アント

シアニン含有食品として一般に知られているブルーベリーと比較して約半分で

あった (Ogawa et al, 2008)。なお、トマト果皮抽出物の DPPH ラジカル消去能

に関して、トマト果皮抽出物 1g あたり、0.25～0.63mg の Trolox と同等である

と報告されている (Katalin et al, 2014)。この結果は、各抽出物に含まれる抗酸

化物質の濃度に由来すると考えられる。  

 本研究では、インディゴ・ローズの果皮抽出物と Petunidin 誘導体が、ABTS

カチオンラジカルに対して強力な消去能を持っていることを明らかにした。

ABTS ラジカル消去活性測定法では、水溶性成分のみならず脂溶性の高い抗酸

化成分の評価も可能である。トマト由来のリコピンは高濃度において ABTS ラ

ジカル捕捉活性を有することが報告されている (Campestrin et al, 2019; 

González-Moscoso et al, 2019)。本検討で使用した濃度では ABTS ラジカル捕捉

活性を示さなかったと考えられる。また、カチオンラジカルは X 線などを含む

電離放射線などによって DNA 分子から電子が放出される際に生じ、DNA 損傷

や切断を引き起こして細胞死を誘起する (Mol et al, 1983)。このことから、イン

ディゴ・ローズ抽出物が過酸化水素誘発網膜視細胞障害を抑制するメカニズム

は、抽出物のラジカル消去能に関連することが示唆された。本研究で培養細胞

に曝露した過酸化水素は、紫外線分解や鉄錯体による Fenton 反応によってよ

り酸化作用の強いヒドロキシルラジカルを生成する可能性がある (Fischer-
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Nielsen et al., 1992)。過酸化水素誘発の網膜視細胞死は ROS 産生に伴うアポト

ーシス依存的経路によって引き起こされる (Du et al., 2018)。インディゴ・ロー

ズ果皮抽出物及び Petunidin は、DPPH 及び ABTS の捕捉活性を示したことよ

り、インディゴ・ローズ果皮抽出物は、過酸化水素誘発の網膜視細胞内におけ

る ROS 産生を抑制することにより細胞保護作用を示し、その活性成分として 

Petunidin の関与が示唆された。一方、リコピンは過酸化水素誘発細胞障害によ

る細胞死に影響を及ぼさなかった。リコピンにはスーパーオキシドラジカルと

ヒドロキシルラジカル消去活性があることが (Trevithick-Sutton et al, 2006)、リ

コピンは細胞保護効果を示すことが報告されている (Tang et al, 2009; Li et al, 

2014)。さらに、リコピンは ウシ乳腺上皮細胞において、NFE2L2 シグナル伝

達経路を介して、過酸化水素誘発酸化ストレス、炎症及びアポトーシスを抑制

することが報告されている (Xudong et al., 2019)。本研究で、酸化ストレス下で

網膜視細胞細胞生存率に対するリコピンの細胞保護効果が観察されなかったの

は、細胞種の差異に起因する可能性が考えられる。過酸化水素誘導性網膜視細

胞死は、ROS の産生を伴うアポトーシス依存性経路を介して起こることが報告

されている (Kunchithapautham et al, 2007)。網膜視細胞障害の中でも、錐体細胞

の変性は中心視野が徐々に欠けていき、最終的に失明に至る危険性がある。そ

のため、錐体細胞の変性の程度に視力の低下は依存する。 

本研究では、日本産インディゴ・ローズの成分分析を行い、果皮抽出物中に

含まれる 11 種類のアントシアニンを推定した。 また、酸化ストレス誘発網膜

視細胞障害に対するアントシアニン含有日本産インディゴ・ローズ抽出物の保

護作用を見出し、petunidin 誘導体を豊富に含むインディゴ・ローズの果皮抽出

物が、過酸化水素に誘発される網膜視細胞障害に対して in vitro で保護作用を発

揮することを明らかにした。酸化ストレスは様々な網膜疾患の主要原因の一つ
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であるため、インディゴ・ローズ抽出物は網膜疾患の予防的治療に有用である

可能性が示唆される。アントシアニン含有食品としては、ビルベリーやカシス

などは抽出物（エキス）を主原料としたサプリメントが、主に視機能改善を目

的として飲用されている一方、インディゴ・ローズは未だ原料としてほとんど

利用されていない。しかしながら、本研究結果から新たな研究開発が進むこと

が期待される。 

網膜視細胞は酸化ストレスだけでなく小胞体ストレスによっても障害を受け

ることが知られている。青色 LED 照射によって網膜視細胞に酸化ストレスが

誘発されること、酸化ストレスによって網膜視細胞に誘発される障害に対する

ビルベリーエキス及びアントシアニンの保護作用が報告されている。一方、青

色 LED 光誘発網膜視細胞障害における小胞体ストレスに関する研究報告は少

なく、不明な点が多い。次章では、青色 LED 光誘発網膜視細胞障害に対する

小胞体ストレスの関与並びにアントシアニンを豊富に含有するビルベリーエキ

スの保護作用について検討した。 
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第 2 章 青色 LED 誘発網膜視細胞障害における小胞体ストレス関

連因子の関与及びビルベリーエキスの保護作用 

第 1 節 緒言 

 我々は日々、様々な波長の光に曝されている。人間が感知できる光は、380

～750 nm の間であり、この範囲の光線は可視光と呼ばれる。なかでも、380～

530 nm の青色から紫色を呈する光は高エネルギー可視光線と呼ばれ、加齢黄斑

変性 (Age-related macular degeneration：AMD) や網膜色素変性症の発症や病態

の進行に関与している (Margrain et al. 2004; Glazer-Hockstein et al. 2006)。動物実

験において、高エネルギー可視光線である青色光の長時間曝露が網膜視細胞の

障害を惹起することが報告されている (Grimm et al., 2001; Roehlecke et al., 2011; 

Narimatsu et al., 2015; Nakamura et al., 2017)。高エネルギー可視光線は太陽光や

蛍光灯、発光ダイオード (Light-emitting diodes：LED) に含まれている。特に

LED は蛍光灯などの光源と比べて消費電力が少なく寿命が長いことから、室内

灯をはじめとする照明機器や、液晶モニターのバックライトなど広く利用され

ている。太陽光や蛍光灯は、すべての波長の光が混ざり合うことで白色の光を

発しているが、LED ライトは青色と黄色の波長の光を混ぜ合わせることで白色

を作り出しており、高エネルギー可視光線である青色光の割合が大きい。 

 AMD は、加齢により網膜にある黄斑の機能が障害される疾患で、萎縮型加

齢黄斑変性と滲出型加齢黄斑変性に分類される。萎縮型加齢黄斑変性は、黄斑

における視細胞の進行的な変性により黄斑下の組織が障害されることで、重篤

な視力低下につながる。青色光が網膜に及ぼす影響は、ラット in vivo モデル

において 379 ～559 nm までの波長の光照射時に、波長の長さに反比例して網

膜への障害性が高まり、青色光で障害性が高いことが報告されている (van 

Norren and Schellekens 1990)。アカゲザルを用いた研究において、青色 LED 光
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を網膜に照射することで、網膜色素上皮細胞 (RPE 細胞) 及び視細胞外節にお

いて浮腫が認められている(Koide et al. 2001)。青色光は RPE 細胞における bis-

retinoid や N-retinylidene-N-retinylethanolamine (A2E) などのリポフスチン 

(lipofuscin) の蓄積を惹起し、その結果ミトコンドリアにおける活性酸素種 ROS

の産生を促し、RPE 細胞の脂質過酸化を引き起こし障害を惹起する (Sparrow et 

al. 2002)。青色光照射による RPE 細胞死は、細胞死誘導因子である caspase-3

の活性化を通じて引き起こされ、caspase-3 阻害剤 Z-DEVD-fmk によりアポト

ーシスは抑制される(Sparrow and Cai 2001)。網膜視細胞障害においても同様

に、caspase-3 の誘導及びロドプシンの分解加速や凝集により、細胞死が引き起

こされる(J. Wu et al. 2002)。しかし、錐体細胞に局在するオプシンタンパク質の

凝集や、小胞体関連応答との関連については明らかにされていない。 

 小胞体 (Endoplasmic reticulum: ER) は、タンパク質の合成及び折りたたみや

切断、ジスルフィド結合、糖鎖修飾等のタンパク質のフォールディングや成熟

を行う細胞小器官である。小胞体内腔に折りたたみ不全のタンパク質 (Unfold 

protein) が蓄積すると、Unfolded protein response (UPR) と呼ばれる小胞体スト

レス応答機構を活性化させ、タンパク質の恒常性を維持して細胞を守ろうとす

る (Mori et al., 2000)。 
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UPR 経路には 3 つのシグナル伝達経路が存在しており、それぞれ小胞体膜上

に存在する Inositol-requiring enzyme 1 (IRE1)、PKR-like ER kinase (PERK) 及び

Activating transcription factor 6 (ATF6) などの小胞体ストレスセンサー分子が異

常タンパク質の蓄積を核内に伝える (Bhandary et al. 2012)。UPR 経路は、(1) ER

シャペロン合成促進、(2) タンパク質の翻訳抑制、(3) ER 関連分解 (ER-

associated degradation：ERAD) の促進などを制御する (Triasophon et al. 1998; 

Harding et al. 1999; Okada et al. 2002)。小胞体ストレスに曝された細胞で PERK

タンパク質が活性化されると、下流に存在する翻訳開始因子のサブユニット

eIF-2α がリン酸化され、新たなタンパク質の翻訳を抑制する。これにより多く

のタンパク質は ER ストレス下で産生が低下する一方、転写因子の Activation of 

transcription factor 4 (ATF4) は逆に産生が上昇する (Harding et al, 2000)。ATF4

Fig. 10  Endoplasmic reticulum (ER) stress pathway. 
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は ER stress 状況下で優先的に翻訳され核に移行し、細胞を短期のストレスに対

して適応させる (Lu et al, 2004)。しかしながら、UPR 経路の活性化による修復

作用を超えて ER ストレス状態が続く場合は、転写因子の一種である C/EBP 

homologous protein (CHOP) を発現誘導させ、アポトーシスにより細胞死を誘導

する(Wang et al., 1996; Imaizumi et al., 2001) (Fig. 10)。近年、網膜視細胞に対す

る過剰な青色 LED 光照射が細胞内 ROS 産生を通じて網膜細胞障害を引き起こ

すこと、光受容タンパク質の一種である S-オプシンの凝集を引き起こすことが

報告されており (Kuse et al., 2014)、この S-オプシンの凝集体は分解されにくい

ことが明らかになっている (Zhang et al., 2014)。しかし、青色 LED 光照射が S-

オプシンの凝集を通じて ER ストレスを惹起するかについて、これまでに報告

はない。青色光による網膜細胞障害の予防には、網膜視細胞での酸化ストレス

の抑制と、光受容タンパク質の恒常性の維持が重要であると考えられる。 

 ツツジ科スノキ属に属するビルベリ

ー (英名：Bilberry、学名：Vaccinium 

myrtillus L.) はブルーベリーの近縁種に

当たる果実で、主に北アメリカや北欧

の森林で自生している。ビルベリーは

暗青色から紫黒色の実をつけている 

(Fig. 11)。ビルベリーの果実は内部まで

濃い青紫色をしており、その果実は豊

富なアントシアニンを含んでいる (Fig. 

12)。食用用途として果実を食すだけで

なく、機能性食品素材用途としては果

実のエキス (抽出物) が利用されてい
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る。ビルベリーエキスは、15 種類のアントシアニンが同定されており (Baj et 

al., 1983; Nakajima et al., 2004)、抗酸化活性 (Ogawa et al., 2008) 、毛細血管保護

及び血流改善に関する作用 (Lietti et al., 1976; Morazzoni et al., 1990; 1996; 

Colantunoni et al., 1991) を有することが報告されている。特に視機能に着目し

た報告として、視細胞保護作用 (Tanaka et al. 2012; 2013; Ogawa et al. 2013; 

2014)、網膜神経節細胞障害保護作用 (Matsunaga et al. 2009) などがあり、in 

vivo 実験系で視機能改善作用を示すことも報告されている (Miyake et al. 2012; 

Osada et al. 2017)。さらに、臨床において眼精疲労に対する改善作用が報告され

ている (Ozawa et al. 2015)。 

 ビルベリーエキス及びその主要成分であるアントシアニジンが、活性酸素種 

(ROS) の産生を阻害することによって、青色 LED 光曝露により誘発される網

膜視細胞障害を抑制することが報告されている (Ogawa et al. 2014)。しかしな

がら、青色 LED 光の曝露は、網膜錐体細胞内での S-オプシンの凝集を誘導

し、錐体細胞の急速な変性を引き起こすことから (Zhang et al. 2011)、青色 LED

光照射による障害から視細胞を保護するには、ROS を低下させるだけでなく、

S-オプシン凝集の阻害も有用であると考えられる。別の報告では、ビルベリー

エキスはアミロイド線維を非毒性形態に変換させることでアミロイド β の凝集

体形成を抑制することが報告されている (Yamakawa et al. 2016)。そのため、ア

ントシアニンを含むビルベリーエキスは、異常なタンパク質凝集を抑制し、青

色 LED 光照射によって誘導される S-オプシンの凝集を抑制することにより、

ER ストレス応答の活性化を軽減することが期待できる。  

 本章では、マウス由来網膜錐体細胞 (661W) 株を用いた in vitro 青色 LED 光

障害実験系を用いて、過剰な青色 LED 光照射が小胞体ストレス応答を誘発す

るか、特に S-オプシン及び Activation of transcription factor 4 (ATF4) に着目して
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検討した。また、青色 LED 照射により誘発されたマウス由来網膜視細胞障害

に対するビルベリーエキス及びその構成成分である、delphinidin-3-O-glucoside 

(Dp3G)、cyanidin-3-O-glucoside (Cy3G) 及び malvidin-3-O-glucoside (Mv3G) 

の、過剰な青色 LED 光照射による光受容タンパク質への影響を検討するこ

と、さらに、ER ストレスに対するビルベリーエキスの作用を解明することを

目的とした。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

 マウス由来網膜視細胞株 (661W 細胞) は、Dr. Muayyad R. Al-Ubaidi 

(University of Houston, Department of Biomedical Engineering, Houston, TX) から譲

与された。Mouse anti- GRP78/BiP antibody は Becton Dickinson Company (Franklin 

Lakes, NJ)、mouse anti-ATF4 antibody、mouse anti-PERK antibody、mouse anti- 

ubiquitin antibodyは Cell Signaling Technology (Beverly, MA) から、rabbit anti-

Opsin (blue) antibody は Merck Millipore (Darmstadt, Germany) から、mouse anti-β-

actin antibody は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) から購入した。Blocking One-P 

は Nacalai Tesque, Inc., (Kyoto, Japan) 、Canget signal 1/2 は Toyobo (Osaka, Japan) 

から購入した。Tunicamycin 及び dithiothreitol (DTT) は Wako Pure Chemical 

Co., Ltd. (Osaka, Japan) から購入した。Mouse S-opsin の siRNA は Thermo Fisher 

Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) から、negative control siRNA は Nippon Gene 

Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。460-470nm の波長の光を発する青色 LED

光源は、M-trust Co., Ltd. (Hyogo, Japan) から、電源変圧装置 LM-332 は AS ONE 

Co., Ltd. (Osaka, Japan)から購入した。光の照度は AS ONE Luminometer LM-332 

(AS ONE, Osaka, Japan)を用いて測定した。ビルベリーエキスは、Wakasa 

Seikatsu Co., Ltd (Kyoto, Japan) から供与された。本試験で用いたビルベリーエ

キスのアントシアニンは HPLC による分析の結果、Delphinidin 15.03%、

Cyanidin 9.25%、Malvidin 5.73% (残りは Peonidin と Petunidin を併せて 8.34%)、

全体としてアントシアニンを 38.35%含有していた。Delphinidin-3-O-glucoside 

(Dp3G)、cyanidin-3-O-glucoside (Cy3G)、 malvidin-3-O-glucoside (Mv3G) は

Tokiwa Phytochemical Co., Ltd. (Chiba, Japan) から購入した。Hoechst 33342 及び 

propidium iodide (PI)は Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) から購入
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した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

 網膜視細胞は 10% fetal bovine serum (FBS)、ペニシリン (100 U/ml) 及びスト

レプトマイシン (100 µg/ml) 含有 DMEM 培地で 37°C、5% CO2条件下で培養し

た。網膜視細胞はトリプシン-EDTA 処理により 2～3 日おきに継代した。 

 

2-2-2 青色 LED 光照射装置 

 青色 LED 光源は、青色 LED (波長 460～470 nm) を 12 球備えた照射装置を使

用した。細胞への照射は 450 lux (エネルギー量：0.38 mW/cm2) となるように調

整した。すべての光照射実験は細胞培養用インキュベーターの中で行い、

37°C、5% CO2条件下で行った。 

 

2-2-3 Real-time reverse transcription (RT)-PCR 

 網膜視細胞を 3×104 cells/well ずつ 12-well プレートに播種し、37°C、5% CO2

条件下で 24 時間培養した。続けて、1% FBS を含む DMEM 培地に置換し 30 分

培養後、37°C、5% CO2条件下で 450 lux の青色 LED 光を 3～12 時間照射し、

経時的にサンプリングを行った。ビルベリーエキス及びアントシアニンの作用

検討試験の際は、1% FBS を含む DMEM 培地に置換し 30 分培養後、各試料 

(bilberry extract、Dp3G、Cy3G、Mv3G) を添加して 1 時間培養した。続けて、

37°C、5% CO2条件下で 450 lux の青色 LED 光を 6 時間照射し、6 時間後にサン

プリングを行った。青色 LED 光照射後細胞を回収し、RNA を Nucleo Spin RNA 

ΙΙ (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan) を用いて抽出した。Real-time RT-PCR は SYBR 
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Premix Ex TaqII (Takara Bio Inc.) をの製品プロトコールに従い、Thermal Cycler 

Real Time System (TP-800; Takara Bio Inc.) にて行った。PCR に用いたプライマ

ーの配列を以下に示す。 

ATF4   5′-GCA AGG AGG ATG CCT TTT C-3′ (forward)   

5′-GTT TCC AGG TCA TCC ATT CG-3′ (reverse);  

GRP94   5′-TTT GAA CCT CTG CTC AAC TGG AT-3′ (forward)   

5′-CTG ACT GGC CAC AAG AGC ACA-3′ (reverse);  

GRP78/BiP  5′- CTC CAC GGC TTC CGA TAA TCA -3′ (forward)  

5′- TCC AGT CAG ATC AAA TGT ACC CAG A -3′ (reverse); 

GAPDH  5′-TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA-3′ (forward)  

5′-TTG CTG TTG AAG TCG CAG GAG-3′ (reverse) 

ATF4、GRP94、GRP78/BiP の結果は、それぞれ GAPDH で補正した。 

 

2-2-4 ウエスタンブロッティング解析 

 12-well plate に 3×104 cells/well の網膜視細胞を播種し、24 時間培養した。そ

の後、1% FBS 含有 DMEM 培地に置換し、30 分培養後、37°C、5% CO2条件下

で 450 lux の青色 LED 光を 3～24 時間照射し、経時的にサンプリングを行っ

た。ビルベリーエキス及び各種アントシアニンの作用検討試験の際は、1% FBS

含有 DMEM 培地に置換し 30 分培養後、各試料 (bilberry extract、Dp3G、

Cy3G、Mv3G) を添加して 1 時間培養後、37°C、5% CO2条件下で 450 lux の青

色 LED 光を 6～9 時間照射し、照射後にサンプリングを行った。細胞をリン酸

緩衝液 (1× PBS; 136.9 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 10.14 mM Na2HPO4•12H2O, 1.76 

mM KH2PO4, pH 7.3) で洗浄後、1% protease inhibitor cocktail 及び phosphatase 

inhibitor cocktail 2/3 (Sigma-Aldrich) を含む細胞溶解液 (RIPA buffer) を加え、細
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胞抽出液を回収した。細胞抽出液は BCA Protein Assay Kit  (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) を用いてタンパク質濃度を定量後、タンパク質濃度が均一にな

るように、10% 2-mercaptoethanol 含有 sample buffer に懸濁し、5 分間煮沸し

た。その後、5-20% ポリアクリルアミドゲル (SuperSepTM) を用いて電気泳動

した。ポリアクリルアミドゲルにサンプルをアプライ後、ゲル 1 枚あたり

20mA で 90 分間泳動した。分子量の違いによりタンパク質を分離し、

polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) 膜 (Immobilon-P; Millipore 

Corporation, Billerica, MA, USA) に分離タンパク質を転写した。転写後の PVDF

膜を Blocking One-P を用いてブロッキングした後、Can get signal solusion 1 で希

釈した一次抗体に浸し、4°C で一晩反応させた。その後、転写膜は 0.05% 

Tween 20 含有 50mM TBS (T-TBS：10 mM Tris、40 mM Tris hydrochloride、150 

mM NaCl) で洗浄し、Can get signal solusion 2 で希釈した二次抗体に浸し、室温

で 1 時間反応させた。T-TBS で洗浄後、免疫反応のバンドを蛍光基質 

(ImmunoStar LD; Wako Pure Chem. Inc., Osaka, Japan) にて検出した。検出バンド

の密度は、LAS-4000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) で画像撮影し、ゲル解析ソフ

トウェア (Image Reader LAS-4000; Fujifilm) と検出バンド解析ソフトウェア 

(Malti Gauge; Fujifilm) で解析することで、各タンパク質量の定量を行った。各

タンパク質のバンド強度は β-actin を用いて補正した。 

一次抗体には、mouse anti-GRP78/BiP (1:500; Becton Dickinson Company)、

rabbit anti-GRP94、rabbit anti-ATF4、mouse anti-ubiquitin (1:1,000; Cell Signaling 

Technology)、 mouse anti-β-actin (1:5,000; Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体に

は、horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit または goat anti-

mouse (1:2,000; Thermo Fisher Scientific Inc.) を用いた。 
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2-2-5 免疫染色法 

 網膜視細胞を Lab-Tec II Chamber slide (Thermo Fisher Scientific Inc.) に 1.5×104 

cells/well で播種し、37°C、5% CO2で一晩培養した。その後、1% FBS 含有

DMEM 培地に置換した。ビルベリーエキスもしくは各種アントシアニンの影響

を検討する際は、1% FBS 含有 DMEM 培地に置換 30 分後、各試料 (bilberry 

extract、Dp3G、Cy3G、Mv3G) を添加して 1 時間培養した。37°C、5% CO2条

件下で 450 lux の青色 LED 光、もしくは 2 μg/mL ツニカマイシンを 6 時間、0.5 

mM ジチオトレイトール (DTT) を 9 時間作用させた。その後、PBS で洗浄

し、4%パラホルムアルデヒド (PFA) で 15 分間固定した。PBS-T で洗浄後、

3% goat serum 含有 PBS-T で 30 分間ブロッキングを行い、その後 rabbit anti-

Opsin (blue) antibody (1：1000) を 4°C で一晩反応させた。二次抗体は、Alexa 

488-conjugate goat anti-rabbit IgG を用い、室温で 1 時間反応させ、その後、

Hoechest33342 (1: 1000; Thermo Fisher Scientific Inc.) を用いて核染色を行った。

フルオロマウント及びカバーガラスを用いて封入した後、共焦点顕微鏡 

(FLUOVIEW FV10i; Olympus, Tokyo, Japan) にて撮影を行った。 
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2-2-6 siRNA 導入 

 網膜視細胞を抗生物質不含有培地を用いて、12-well プレートに 1×104 

cells/well で播種し、37°C、5% CO2条件下で 24 時間培養した。その後、Opti-

MEM、50 nM siRNA、Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Thermo Fisher Scientific 

Inc.) の混合液を各 well に添加し、製品プロトコールに従って siRNA 導入を行

った。siRNA 導入 24 時間後、抗生物質含有 1% FBS 含有 DMEM 培地に置換

し、37°C、5% CO2条件下で 450 lux の青色 LED 光を 9 時間照射して細胞に青

色 LED 光による障害を誘発した。障害開始 9 時間後、2-2-3 の方法に準じて、

タンパク質の発現量をウエスタンブロッティング法で確認した。 

 

2-2-7 ER ストレス誘導剤誘発網膜視細胞死評価試験 

 網膜視細胞を 3 × 103 cells/100 μL ずつ 96 ウェルプレートに播種し、37°C、24

時間培養した。その後、1% FBS 含有 DMEM 培地に置換し、37°C、30 分間イ

ンキュベートした。各試料 (bilberry extract、Dp3G、Cy3G、Mv3G) を添加して

1 時間培養後、マウス由来網膜視細胞に 3 mM DTT または 2 μg/mL ツニカマイ

シンを添加し 24 時間処置した。24 時間後、Hoechst 33342 (8.1 μM) 及び PI (1.5 

μM) を添加し、37°C、15 分間インキュベートし核染色した後、蛍光顕微鏡 

(DP30BW; Olympus) で撮影した。細胞核を染色した Hoechst 33342 (λex = 360 

nm; λem > 490 nm)を全細胞とし、死細胞を染色した PI (λex = 535 nm; λem > 617 

nm)をカウントし、死細胞率を算出した。 

  

2-3 統計学的解析 

 実験結果はすべて平均±標準誤差で表し、危険率 5%以下を有意とした。統計学的
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解析は Student’s t-test または Dunnett’s test を用いて行った。 
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第 3 節 結果 

3-1 網膜視細胞における青色 LED 光誘発 UPR 関連因子の mRNA 量の変化 

 網膜視細胞に照度 450 lux の青色 LED 光を照射し、定量的 real-time RT–PCR

を用いて経時的に mRNA 量の変化を測定した (Fig. 13)。青色 LED 光照射によ

り、コントロール群と比較して grp78 / bip、grp94 及び atf4 の mRNA 量が有意

に増加した (Fig. 13A~C)。grp78 / bip 及び grp94 の mRNA 量は、青色 LED 光照

射 6 時間から 12 時間において増加した。さらに、atf4 の mRNA 量は青色 LED

光照射 6 時間から 12 時間にかけて、照射時間依存的に増加した (Fig. 13C)。 

 

 

Figure 13. Unfolded protein response (UPR)-related mRNAs induced in response to blue 

LED light exposure in murine photoreceptor cells   

Induction of bip (A), grp94 (B), or atf4 (C) mRNA after blue LED light exposure time by real-

time RT-PCR. Gapdh mRNA was used as the control. Data are respresented as the means ± SEM 

(n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Control (Student’s t-test). 
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3-2 網膜視細胞における青色 LED 光照射誘発 UPR 関連因子のタンパク質量の

変化 

 青色 LED 光の曝露が UPR 関連タンパク質(BiP、GRP94 及び ATF4)の発現に

影響を及ぼすか否かについて検討するために、ウエスタンブロッティングによ

る分析を行った。BiP の発現量は、青色 LED 光照射 6 時間でわずかに増加傾向

を示したが、GRP94 は明らかな変化は認められなかった。一方、青色 LED 照

射 6、9 及び 24 時間で ATF4 の発現量の顕著な増加が認められ、ATF4 の発現

は、網膜視細胞に対する青色 LED 光の曝露に応答して増加した (Fig. 14)。 
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Figure 14. Change in protein levels induced in response to blue LED light exposure in 

murine photoreceptor cells   

Immunoblotting show protein levels of UPR factors. The bands indicate protein expression 

levels at 3, 6, 9, 12 and 24 h for the control and light exposed samples. Representative image 

(upper) and quantitative data (lower) of BiP (A), GRP94 (B), and ATF4 (C) immunoblots.  

Data are presented as the mean ± SEM (n = 6 to 14).  *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Control 

(Student’s t-test). 
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引き続き、青色 LED 光の照射が網膜視細胞におけるポリユビキチン化タンパ

ク質の蓄積を誘導するかを経時的に検討した。青色 LED 光を 3~12 時間照射し

て、各時間の細胞内のポリユビキチン化タンパク質の変化を定量した。短時間

の曝露 (3〜9 時間) ではポリユビキチン化タンパク質の発現量が増加した (Fig. 

15)。 しかし、青色 LED 光 12 時間以降の曝露では、ポリユビキチン化タンパ

ク質の増加は認められなかった。 

 

 

Figure 15. Changes in ubiquitinated protein level induced by blue LED light exposure   

Immunoblotting show ubiquitinated protein levels. (A) Representative image and (B) 

quantitative data of immunoblot. Data are presented as the mean ± SEM (n = 6).  *p < 0.05 vs. 

Control (Student’s t-test). 
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3-3 青色 LED 光照射及び ER ストレス誘導剤による S-オプシン凝集 

 つぎに、ER ストレス誘導剤であるツニカマイシン及び DTT が、網膜視細胞

において S-オプシンの凝集を誘導するか否かについて、免疫染色法を用いて検

討した。S-オプシン凝集の観察には、細胞に青色 LED を 6 時間照射、もしくは

ツニカマイシン (2 μg/ ml) で 12 時間または DTT (0.5 mM) で 6 時間処置し、細

胞核周囲の S-オプシン凝集が認められた (Fig. 16A-C)。総細胞数に対する S-オ

プシン凝集体を有する細胞の割合を Fig. 16D に示した。青色 LED 光照射、ツ

ニカマイシン及び DTT 処理細胞のいずれにおいても S-オプシン凝集が認めら

れた。 

Figure 16. The aggregation of S-opsin induced by blue LED light exposure or ER stress 

inducers   

Representative immunostaining images of S-opsin (A) after blue light-emitting diode (LED) 

light exposure for 6 h, (B) 2 μg/mL tunicamycin (Tm) treated for 12 h, and (C) 0.5 mM 

dithiothreitol (DTT) treated for 6 h. (D) Quantitative analysis of immunostaining images. The 

ratio of aggregated S-opsin cells. Data are presented as the mean ± SEM (n=3 or 4). *p<0.05, * * 

p<0.01 vs. Control (one-way analysis of variance followed by Dunnett’s test). The scale bar 

represents 50 μm. Arrowheads indicate the aggregation of S-opsin.  
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3-4 S-オプシンノックダウン条件下における青色 LED 光照射誘発 ATF4 の挙

動 

 前述までの結果より、青色 LED 光照射に誘発される S-オプシンの凝集と

ATF4 タンパク質活性化との間に関連があると予測し、網膜視細胞における S-

オプシンのノックダウンが青色 LED 光誘発 ATF4 活性化に影響を及ぼすか検討

した (Fig. 17)。S-オプシン siRNA 処置 24 時間後、S-オプシンの発現は減少し 

(Fig. 17 A, B 左)、ネガティブコントロール siRNA の処理では変化しなかった 

(Fig. 17B 右)。また、青色 LED 光照射 9 時間後、siRNA の有無にかかわらず S-

opsin の発現量は減少した (Fig. 17B)。続いて、青色 LED 光照射後の ATF4 の発

現に対する S-オプシン siRNA の効果を検討した。青色 LED 光への曝露は、

ATF4 の発現を誘導したが、S-オプシン siRNA#1 または#2 の処理によって、そ

の増加は抑制された (Fig. 17C)。 

 

  



51 

 

Continued on the next page. 
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Figure 17. Effects of S-opsin siRNA on blue LED light exposure in murine photoreceptor 

cells  

(A) Experimental protocol. (B) Representative immunoblotting images of S-opsin, ATF4, and 

β-actin. (C) Expression levels of S-opsin and (D) ATF4. Data are presented as the mean ± SEM 

(n = 7 to 9). *p < 0.05, **p < 0.01, #p < 0.05 vs. Normal (Control); †p < 0.05, † † p < 0.01 vs. 

normal (blue LED); (Student’s t-test). N: Normal. N.C.: Negative control siRNA. #1: S-opsin si 

RNA #1. #2: S-opsin si RNA #2. 

 

3-5 青色 LED 光誘発 S-オプシン凝集に対するビルベリーエキス及び主要成分

の作用 

 マウス由来網膜視細胞を 450 lux の青色光に 6 時間暴露すると、網膜視細胞

に特異的なタンパク質である S-オプシンの凝集が誘導される (Fig. 18A) (Kuse 

et al. 2014)。ビルベリーエキスは 3 μg/mL 以上から、Dp3G 及び Cy3G は 10 μM

で S-オプシンの凝集を阻害した (Fig. 18A~C)。 一方、Mv3G は、青色 LED 光

誘発 S-オプシンの凝集に対して抑制傾向を示したが、その作用は有意ではなか

った(Fig. 18D)。 
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Figure 18. Effect of bilberry extract and its containing anthocyanins on the 

aggregation of S-opsin induced by blue LED light exposure 

Representative immunostained images of S-opsin after blue LED light exposure for 6 h and 

quantitative data after bilberry extract (A), delphinidin-3-O-glucoside (Dp3G) (B), cyanidin-3-

O-glucoside (Cy3G) (C), and malvidin-3-O-glucoside (Mv3G) (D). The quantitative analysis of 

immunostained images is the ratio of the aggregated S-opsin cells. Data are the means ± 

standard error of the means (SEMs) (n=3 or 4). ##P <0.01 vs. control; **P <0.01, *P <0.05 vs. the 

vehicle (Dunnett’s multiple comparison tests or Student’s t-tests). The scale bar represents 50 

µm. Arrows indicate the aggregation of S-opsin. 
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3-6 青色 LED 光誘発 ATF4 の発現に対するビルベリーエキス及び主要成分の

作用 

 青色 LED 光照射に誘発される ATF4 発現に対するビルベリーエキス及びその

活性成分 (Dp3G、Cy3G 及び Mv3G) の作用をウエスタンブロッティング法によ

り検討した (Fig. 19)。 青色 LED 光 9 時間の照射は、ATF4 タンパク質の発現を

有意に増加させた (Fig. 19B, C)。ビルベリーエキスは 3 μg/mL 以上から濃度依

存的に ATF4 の発現の増加を抑制した。また、その活性成分である Dp3G、Cy3G

及び Mv3G は、濃度 10 μM において青色 LED 光照射に誘発される ATF4 の発現

の増加を有意に抑制した (Fig. 19B, D~F)。 
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Continued on the next page. 
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Figure 19. Effect of bilberry extract and its containing anthocyanins on blue LED light-

induced ATF4 activation in 661W cells, a murine photoreceptor cell line, in culture 

Immunoblotting shows the level of the ATF4 protein. After cells were pretreated with bilberry 

extract, or Dp3G, Cy3G, and Mv3G for 1 h, exposure to 450 lux blue LED light for 9 h. (A) 

Experimental protocol. (B) Typical photomicrograph and quantitative data of ATF4 protein levels 

using bilberry extract (C), delphinidin-3-O-Glucoside (D), cyanidin-3-O-glucoside (E), and 

malvidin-3-O-glucoside (F). Data are the means ± SEMs (n = 5 or 6).  #P <0.05, ##P <0.01 vs. 

control; **P <0.01 vs. vehicle (Dunnett’s multiple comparison tests or Student’s t-tests). C: control, 

V: vehicle, Dp3G: delphinidin-3-O-Glucoside, Cy3G: cyanidin-3-O-glucoside, Mv3G: malvidin-

3-O-glucoside. 

 

 

3-7 青色 LED 光誘発 UPR 因子の遺伝子変化に対するビルベリーエキス及び主

要成分の作用 

 青色 LED 光誘発 UPR 因子の発現変化に対するビルベリーエキス及びアント

シアニンの作用を検討した (Fig. 20)。 青色 LED 光照射により、網膜視細胞に

おいて UPR 因子である grp94 及び grp78 / bip の mRNA 発現を増加させた (Fig. 

13)。Grp94 及び grp78 / bip は、ATF4 の下流に存在する UPR 因子であり、青色

LED 光照射が網膜視細胞において ATF4 を活性化させることから妥当な結果と

考える。青色 LED の光照射は、grp94 及び grp78 / bip の mRNA の発現を増加さ

せ、ビルベリーエキスは grp94 の増加を 10 μg/mL で、grp78 / bip の増加を 3 

μg/mL 以上で抑制した (Fig. 20B, C)。 Dp3G 及び Cy3G は、grp94 及び grp78 / 

bip の mRNA の発現上昇を抑制したが、Mv3G は影響を及ぼさなかった (Fig. 

20D, E)。 
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Figure 20. Effect of bilberry extract and its containing anthocyanins on the expression of 

unfolded protein response (UPR) factors induced by blue L1ED light exposure 

Unfolded protein response-related mRNAs, bip and grp94, in murine photoreceptor cells 

induced by blue LED light exposure. The levels of mRNA after 9 hours exposure to blue LED 

light by real-time RT-PCR. (A) Experimental protocol. Induction of the mRNA of bip (A), 

grp94 (B) treated with bilberry extract of 1 to 10 μg/mL. Induction of bip (C) grp94 (D), mRNA 

treated with anthocyanins at 10 µM. Gapdh mRNA was used as the control. Data are the means 

± SEMs (n = 4). ##P < 0.01 vs. control; *P <0.05, **P <0.01 vs. vehicle (Dunnett’s multiple 

comparison test or Tukey's test). C: control, V: vehicle, D: delphinidin-3-O-Glucoside, C: 

cyanidin-3-O-glucoside, M: malvidin-3-O-glucoside. 
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3-8 青色 LED 光誘発ポリユビキチン化タンパク質に対するビルベリーエキス

の作用 

 網膜視細胞への青色 LED 光の 3~9 時間の曝露は、細胞内タンパク質のポリ

ユビキチン化を増加させた (Fig. 15)。ビルベリーエキスの作用を検討すること

を目的とし、本検討ではポリユビキチンタンパク質が安定して発現増加した、

6 時間の青色 LED 光照射条件下で実施した。青色 LED 光 6 時間の照射は、ポ

リユビキチン化タンパク質の発現を有意に増加させた。ビルベリーエキスは、

青色 LED 光照射に誘発される細胞内タンパク質のポリユビキチン化の増加を

抑制した (Fig. 21)。 

 

Figure 21. Effect of bilberry extract on ubiquitinated protein level induced by blue LED 

light exposure 

Cells were pretreated with bilberry extract 10 μg/mL for 1 h and then exposed to 450 lux blue 

LED light for 6 h. Immunoblotting show ubiquitinated protein levels. (A) Representative image 

and (B) quantitative data of immunoblot. Data are the means ± SEMs (n = 20). ##P <0.01 vs. 

control; *P <0.05 vs. Vehicle (Student’s t-test). C, cont.: control, V: vehicle, B: bilberry extract. 
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3-9 DTT 誘発マウス由来網膜視細胞障害に対するビルベリーエキス及び主要

成分の作用 

青色 LED 光照射は、S-オプシン凝集、ATF4 タンパク質及び ATF4 の下流因

子 (grp78 / bip、grp94) を発現上昇させるため (Fig. 13-16)、青色 LED 光照射が

ER ストレスを誘導した可能性があると推論し、ビルベリーエキス及び主要ア

ントシアニンの DTT 誘発細胞死に対する作用を検討した。酸化還元剤である

DTT は ER ストレス誘導作用を有し、in vitro において細胞障害を惹起する 

(Lai et al., 2010)。 ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は DTT 誘導性細胞死を

濃度依存的に抑制し、それぞれ 1 μg/mL 以上、1 μM 以上及び 3 μM 以上の濃度

で細胞保護作用を示した。一方、Mv3G は明らかな作用を示さなかった (Fig. 

22)。 
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Figure 22. Effect of bilberry extract and its containing anthocyanins on DTT-induced cell 

death in murine photoreceptor cell line 

(A) Experimental protocol in vitro. Effect of (B) bilberry extract, (C) Dp3G, (D) Cy3G, and (E) 

Mv3G on DTT-induced cell death in murine photoreceptor cells. The number of cells exhibiting 

PI fluorescence was counted and expressed as a percentage of Hoechst 33342-positive cells. Data 

are the means ± SEMs (n = 5 or 6). ##P <0.01 vs. control; **P <0.01 vs. the vehicle (Dunnett’s 

multiple comparison test or Student’s t-test). C: control, V: vehicle, Dp3G: delphinidin-3-O-

glucoside, Cy3G: cyanidin-3-O-glucoside, Mv3G: malvidin-3-O-glucoside. DTT: dithiothreitol. 
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3-10 ツニカマイシン誘発マウス由来網膜視細胞障害に対するビルベリーエキ

スの作用 

 ER 誘導剤 DTT が惹起する網膜視細胞障害に対してビルベリーエキス及びそ

の含有アントシアニンが保護作用を示したことから、異なるメカニズムで誘導

される ER ストレスに対してもビルベリーエキスが保護作用を示すか否かを検

討した。ビルベリーエキスは、ツニカマイシンにより誘発される細胞障害に対す

る保護効果は示さなかった (Fig. 23)。本検討では、タウロウルソデオキシコール

酸 (TUDCA) をポジティブコントロールとして用いた。TUDCA はケミカルシャ

ペロンであり、タンパク質の凝集を効率的に軽減し、ER ストレスによる細胞死

を抑制する (Uppala et al., 2017)。ツニカマイシンは N 型糖鎖修飾阻害剤であり、

糖タンパク質のフォールディングを阻害することで小胞体内にアンフォールド

タンパク質の蓄積と凝集を誘発する小胞体ストレス誘導剤である (Chan et al., 

2005)。 
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Figure 23. Effect of bilberry extract on tunicamycin-induced cell death in murine 

photoreceptor cells 

(A) Experimental protocol in vitro. Effect of (B) bilberry extract on tunicamycin-induced death 

of 661W cells.  The number of cells exhibiting PI fluorescence was counted and expressed as a 

percentage of Hoechst 33342-positive cells. Data are the means ± SEMs (n = 6).  ##P <0.01 vs. 

control (Student’s t-test). 
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第 4 節 考察 

本章では、青色 LED 光に曝露されたマウス由来網膜視細胞 (661W) におい

て、ER ストレス関連遺伝子 (grp78 / bib, grp94, atf4) の発現及びポリユビキチ

ン化タンパク質の発現レベルが増加することを示した。なかでも、ATF4 の

mRNA 及びタンパク質は、網膜視細胞における青色 LED 光曝露に応答して顕

著に増加した。さらに、S-オプシン mRNA のノックダウンは、青色 LED 光曝

露に応答した ATF4 の発現を抑制した。ヒトロドプシン T17M 変異は網膜色素

変性症を引き起こし、その機構には ATF4 の発現上昇を含む UPR が関連するこ

とが報告されている (Gorbatyuk et al. 2012)。また、加齢に伴う網膜組織上の

UPR 活性化はロドプシンの発現を減少させる報告もある (Lenox et al. 2015)。本

章では S-オプシンのノックダウンによる発現量の減少が、続けて起こる UPR

の活性化を低下させ、ATF4 の発現減少を引き起こしたことが示唆された。本

検討から、LED 光の曝露は網膜視細胞における ER ストレス及び UPR を誘導

し、これらは S-オプシンの凝集と関連している可能性が示唆された。ER スト

レスは、折りたたみ不全タンパク質の蓄積によって誘導され、これらのタンパ

ク質はユビキチン-プロテアソーム経路を介して分解される (Uehara et al., 

2007) 。アルツハイマー病やパーキンソン病、緑内障を含む神経変性疾患と ER

ストレス応答との関連が明らかにされている (Marciniak et al. 2006; Uehara et al. 

2006; Ito et al. 2011; Wang et al. 2012) 。さらに、青色 LED 光への過剰な曝露

は、酸化ストレス及び S-オプシンの凝集を介した光受容体細胞変性を誘導する

ことが報告されている (Kuse et al. 2014) 。そのため、網膜視細胞に対する青色

LED 光曝露による ER ストレスの誘導及び UPR 経路の活性化は S-オプシンの

凝集によって開始されると推察される。grp78 / bip、grp94 及び atf4 mRNA の発

現は、青色 LED 光照射された光受容体細胞において時間依存的に増加した 
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(Fig. 13)。ウエスタンブロッティングによる分析では、青色 LED 光への曝露に

応答して ATF4 タンパク質の発現が増加することを明らかにした。 GRP78/BiP

のタンパク質発現は、青色 LED 光照射後わずか 6 時間で増加傾向を示した

が、GRP94 のタンパク質発現は、対照群と比較して変化しなかった (Fig. 14)。

したがって、青色 LED 光への曝露は、PKR 様小胞体キナーゼ (PERK) 経路を

活性化し、網膜視細胞における翻訳抑制を誘導すると考えられる。過度の光曝

露は光受容体細胞のアポトーシスを誘発し、リン酸化 PERK レベルを増加させ

ることが報告されている (Yang et al. 2008)。活性化した PERK は、翻訳開始因

子のサブユニット eIF2α をリン酸化することで新たなタンパク質の翻訳を抑制

する (Harding et al. 1999; Proud CG. 2005) 。一方、eIF2α のリン酸化は uORF 

(upstream open reading frame) を持つ一部の mRNA の翻訳を促す。転写因子

ATF4 は uORF を有するため翻訳誘導される (Saito et al. 2011)。結果として、

PERK 経路の活性化によりタンパク質全体の翻訳は抑制されたが、その影響を

受けない ATF4 の翻訳が相対的に増加したと推察される (Harding et al. 2000)。 

また本検討では、ポリユビキチン化タンパク質のレベルが青色 LED 光の 3〜

9 時間の曝露によって増加することを見出した (Fig. 15)。この結果は、折りた

たみ不全タンパク質の増加、もしくは青色 LED 光の曝露後にプロテアソーム

の活性が低下している可能性が考えられる。S-オプシンは錐体細胞に特異的に

存在するタンパク質であり、マウス網膜視細胞に存在することが報告されてい

る (Tang et al. 2011) 。 したがって、網膜視細胞における ER ストレスと S-オ

プシン凝集との間に関連があると仮定し、S-オプシン凝集について検討したと

ころ、ER ストレス誘導剤であるツニカマイシン及び DTT は、S-オプシンの凝

集を誘導した (Fig. 16)。このことから、凝集した S-オプシンと ER ストレスと

の関連が示唆された。さらに、UPR 経路の活性化を調べるために siRNA を用
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いて S-オプシンのノックダウンを行った。S-オプシン siRNA 処理は、青色

LED 光への曝露に応答して増加する ATF4 の活性化を抑制した (Fig. 17)。 こ

のことから、マウス光受容体細胞における、青色 LED 光誘発 ATF4 の活性化

は、S-オプシンの凝集をきっかけに引き起こされた可能性が考えられる。過剰

な光曝露が網膜視細胞にて S-オプシンの凝集や ER ストレスを惹起すること 

(Nakanishi et al. 2013)、S-オプシンの凝集が網膜錐体細胞の変性に関与すること

などが示されている (Zhang et al. 2011)。S-オプシンは過剰な可視光曝露によっ

て凝集し、その際凝集体は ER マーカーである BiP と共局在していることから 

(Nakanishi et al. 2013)、本検討においても S-オプシンの凝集体は ER 内腔に局在

していると推察される。青色 LED 曝露によって誘発された S-オプシンの凝集

体が異常な高次構造をとったタンパクとして ER 内に蓄積し、その結果 ER ス

トレスを惹起し、ATF4 の活性化を誘導したと考えられる。S-オプシンの凝集は

AMD 病態における錐体細胞障害の原因の一つとされている (Zhang et al. 

2011)。本検討においても同様に、青色 LED 光曝露が S-オプシンの凝集及び ER

ストレスを惹起することを明らかにした。青色 LED 光誘発網膜視細胞障害

は、細胞内 ROS 産生量の増加に因ることが示されている (Kuse et al. 2014)。し

かしながら、AMD などの病態下では、ROS 以外の遺伝子変異や環境因子によ

るタンパク質の凝集や ER ストレスも引き起こされることから (Kheitan et al. 

2017)、酸化ストレスを抑制するだけでなく、S-オプシンの凝集及び ER ストレ

スを抑制する必要があることが示唆された。ここまでの検討により、マウス由

来網膜視細胞への青色 LED 光の照射は、S-オプシンの凝集を通して、ATF4 活

性化を誘導することが明らかとなった。しかし、網膜視細胞が機能不全に陥っ

た後の治療法はいまだ確立されていない。そのため、病気を発症する前の未病

の時点から、予防医学的なアプローチを行うことは重要である。 
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機能性食品素材の中で視機能の改善効果が期待されている代表的なものとし

て、アントシアニンがある。アントシアニンを高濃度で含むビルベリーエキス

は、酸化ストレスに起因する網膜視細胞障害に対して保護作用を示す (Ogawa 

et al. 2013, 2014) 。しかしながら、青色 LED 光誘発網膜視細胞障害に及ぼす

ER ストレスの影響については明らかにされていない。そこで引き続き、青色

LED 誘発網膜視細胞障害に対するビルベリーエキスの作用について検討を行っ

た。本研究で用いたビルベリーエキスは、15 種類のアントシアニンが含まれて

おり、5 種類のアントシアニジン (delphinidin, cyanidin, malvidin, petunidin, 

peonidin) と 3 種類の糖 (glucose, galactose, arabinose) の組み合わせからなる。

生体におけるアントシアニンの吸収及び代謝機構はいまだ解明されていない

が、ラットを用いたアントシアニン吸収試験においては、血中から検出された

アントシアニンはグリコシドの形をとっておりアグリコンとして検出されなか

った (Tsuda et al, 1999)。したがって、本検討ではビルベリーエキスの活性成分

として、Dp3G、Cy3G 及び Mv3G の 3 つのグリコシドを使用した。 

S-オプシンはマウスの M-オプシンよりも凝集しやすく (Zhang et al, 

2013)、青色 LED 光 (Kuse et al. 2014)や ER ストレス誘導剤の DTT やツニカマ

イシンに曝露されることで核周囲に凝集する (Fig. 16)。青色 LED 光の曝露は

S-オプシンの凝集に続き ATF4 の活性化を引き起こす (Fig. 13, 14)。本研究で

は、ATF4 の活性化及び S-オプシンの凝集に対するビルベリーエキス及びその

含有アントシアニンの作用を検討した。ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G

は、網膜視細胞において青色 LED 光曝露によって誘導される S-オプシンの凝

集及び ATF4 活性化の両方を抑制した。一方、Mv3G は青色 LED 光照射に誘発

される ATF4 活性化を抑制したが、S-オプシンの凝集に対してはわずかな作用

しか認めなかった (Fig. 18, 19)。Mv3G は青色 LED 光誘発 S-オプシンの凝集に
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は明らかな影響を及ぼさなかったが、酸化ストレスを抑制することによって

ATF4 の活性化を抑制したと推察される。過去には、いくつかのアントシアニ

ン及びビルベリーエキスがアミロイド β と分子間相互作用することで、異常凝

集を直接抑制することが報告されている (Yamakawa et al, 2016; Prasanna et al, 

2018; Saithong et al, 2018; Aimee et al, 2019)。アントシアニンは、ヒドロキシル

基を有した 3 つの環構造からなる (Fig. 4) (Matsunaga et al, 2009)。タンパク質高

次構造の形成や安定化に関わるケミカルシャペロンの一種である

ursodeoxycholic acid や tauroursodeoxycholic acid や ursodeoxycholic acid も環構造

及びヒドロキシル基を有する (Bai et al, 1998)。以上より、アントシアニンによ

る S-オプシンの凝集抑制は、アントシアニンの構造的性質に起因している可能

性が示唆される。ケミカルシャペロンとして用いられている 4−phenylbutyric 

acid は、薬理学的に作用するのではなく、物理化学的に変性したタンパク質で

露出した疎水領域を保護することでタンパク質同士の凝集を防ぐケミカルシャ

ペロンとして作用するため、高濃度での使用が必要であると示唆されている  

(Kaneko et al, 2004)。アントシアニンはその構造的性質によってタンパク質の凝

集を抑制している可能性が高いと考えられる。 

 ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光誘発 ATF4 の活性化を

抑制し、さらには grp78 / bip 及び grp94 の mRNA の発現を抑制した。しかし、

Mv3G は ATF4 の活性化を抑制したが、grp78 / bip 及び grp94 の mRNA の発現

レベルに影響を及ぼさなかった。このことから、Mv3G は抗酸化作用は有する

が、S-オプシンの凝集には影響しないと考えられる。青色 LED 光照射は、網膜

視細胞におけるタンパク質のポリユビキチン化を引き起こす (Fig. 15)。ER ス

トレスは、ミスフォールドタンパク質の蓄積によって引き起こされるが、ミス

フォールドタンパク質は、ポリユビキチン化されユビキチン－プロテアソーム
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経路にてすばやく分解される (Uehara et al, 2007)。すなわち、青色 LED 光曝露

によって、網膜視細胞内で ER ストレスが惹起されていることが示唆される。

過去にも、ER ストレスに伴うポリユビキチン化タンパク質の蓄積と神経変性

疾患との関連について詳細に報告されている (Uehara et al, 2006; Ito et al, 

2011)。プロテアソームによるミスフォールドタンパク質分解のためには，タン

パク質の立体構造をほどき、触媒活性を持つプロテアソーム内腔へ送り込む必

要がある (Komatsu and Ichimura, 2012)。したがって、凝集化したタンパク質は

プロテアソームでは分解することができず、オートファジーに依存することに

なる。タンパク質凝集体はユビキチン－プロテアソーム経路が障害された時や

ユビキチン－プロテアソーム経路の分解容量を超えた時に形成されることか

ら、凝集タンパク質の分解にはオートファジーによる補償機構も働いている 

(Komatsu and Ichimura, 2012)。網膜視細胞に対する青色 LED 光照射によって細

胞内のオートファジーが惹起されることが示されている (Ogawa et al. 2014)。

本検討より、網膜視細胞に対する青色 LED 光照射は、細胞内でのユビキチン

化タンパク質量を増加させることを示した (Fig. 15)。このことから、青色 LED

光照射は、網膜視細胞内でのユビキチン化タンパク質の量を増加させ、異常タ

ンパク質のプロテアソーム分解を進めるとともに、プロテアソーム分解経路で

は賄いきれない過剰な異常タンパク質の分解のためにオートファジー経路が活

性化された可能性が考えられる。オートファジーは、細胞内における異常なタ

ンパク質蓄積の防止、過剰なタンパク質のリサイクルを担う機構である (Nixon 

2013)。網膜視細胞における青色 LED 光照射時に、細胞内でのオートファジー

活性化が起こり、ビルベリーエキスはその現象を抑制することが報告されてい

る (Ogawa et al. 2014)。以上より、ビルベリーエキスは青色 LED 光曝露後のミ

スフォールドタンパク質の増加を抑制し、ER ストレスに対して保護的に働く
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可能性が示された。 

 さらに、青色 LED 光障害によって生じる小胞体ストレス機構を解明するた

め、既知の小胞体ストレス誘導剤 (Yoshida, 2007) を用いた検討を行った (Fig. 

16, 22, 23)。本検討で用いた小胞体ストレス誘導剤 (ツニカマイシン及び DTT) 

で S-オプシンの細胞内凝集が観察されたが、その割合は青色 LED 光照射の際

が最も高かった (Fig. 16)。ツニカマイシンは小胞体で合成される糖タンパク質

の正常な合成を阻害し分泌異常を起こし、DTT はタンパク質非特異的にチオエ

ステル結合を破壊する (Yoshida, 2007)。S-オプシンは他のオプシン (M-オプシ

ン、L-オプシン) と比較して凝集しやすいことが報告されており (Zhang et al, 

2011)、以上のことから、青色 LED による網膜視細胞における小胞体ストレス

は、全タンパク質のミスフォールドではなく、S-オプシン特異的に凝集が起こ

った可能性が考えられる。ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、DTT 誘発

ER ストレスによる細胞死に対して保護効果を示した (Fig. 22)。DTT は酸化還

元剤であり、酸化的な環境である ER 内腔の環境を破壊し、タンパク質のチオ

エステル結合を破壊することでタンパク質の変性を引き起こし、ER ストレス

を惹起する (Yoshida, 2007; Labunskyy et al, 2009; Xiang et al. 2016)。ビルベリー

エキスは DTT による細胞ストレスに対して保護作用を示したが、抗酸化物質

である N-acetyl-L-cysteine (NAC) は DTT 誘発細胞障害に対する保護作用を示さ

なかった。したがって、本結果が示すビルベリーエキスの細胞保護作用は抗酸

化作用によるものではない可能性が考えられる。さらに、ビルベリーエキス

は、DTT 誘発細胞死に対して保護効果を示したが、同じく ER ストレス誘導剤

であるツニカマイシンに誘発される細胞障害に対する保護効果は示さなかった 

(Fig. 23)。ツニカマイシンは、タンパク質のフォールディングに関連する N 結

合グリコシル化を阻害し (Lehrman et al, 2001; Rutkowski et al, 2006)、正常タン
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パク質の合成を阻害する。ツニカマイシン誘発網膜神経節細胞障害に対し、ア

ントシアニン含有素材である黒米エキスが保護作用を有すること、さらにその

作用には、アントシアニジン B 環のヒドロキシル基の存在が重要であることが

示唆されている (Tanaka et al, 2013)。本検討では 5 種類のアントシアニジンを

含むビルベリー抽出物を用いて検討を行っており、ツニカマイシン誘発細胞障

害に対する保護作用を示すために必要な B 環のヒドロキシル基の濃度に満たな

かった可能性が考えられる。 

アントシアニンは経口投与によって動物の眼に到達することが示されており 

(Matsumoto et al, 2006; Kalt et al, 2008)、本検討によって、ビルベリーは視細胞保

護作用を有することが見出されたことから、網膜疾患のための有用な予防的健

康食品になり得ると考えられる。 

 本章では、青色 LED 誘発網膜視細胞障害における小胞体ストレスの関与並

びに青色 LED 誘発 S-オプシンの凝集及び ATF4 の活性化に対するビルベリーエ

キス及びアントシアニンの保護作用を見出した。ビルベリーエキスによる青色

LED 光誘発 ATF4 の活性化、S-オプシン凝集の抑制及び DTT 誘発細胞死の保護

作用は、ビルベリーエキスに含まれるデルフィニジン及びシアニジンに起因す

ることが示唆された。 

一方、青色 LED 光は網膜に到達する前に角膜や水晶体を通過することは知

られているが、青色 LED 光による角膜障害に対しては十分に明らかにされて

いない。青色 LED 光に曝される機会が増えている現代社会では、連続的に角

膜が障害を受けている可能性が考えられ、その障害に対する保護及び/または治

療効果のある成分の探索は意義があると考えられる。そこで次章では、青色

LED 光誘発角膜上皮障害に対するビルベリーエキスの保護作用について検討す

ることとした。  
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第 3 章 青色 LED 誘発角膜上皮細胞障害に対するビルベリーエキ

スの保護作用 

第 1 節 緒言 

前章で述べたように、発光ダイオード (LED) は照明、テレビ、パーソナル

コンピュータ及び液晶ディスプレイにおいて広く使用されている。 従来の光

源と比較して LED ランプは発熱が少なく、また寿命が長く省電力であるなど

いくつかの利点がある。光は波長によって様々な色を示す。人間の目で認識す

ることができる可視スペクトルのうち、380～530nm の波長を有する光は高エ

ネルギー可視光とよばれ、加齢黄斑変性症及び網膜色素変性症の病因に関連し

ている (Margrain et al, 2004; Glazer-Hockstein et al, 2006)。 

角膜は眼球表面に位置しており、太陽光及びそこに含まれる紫外線 

(Ultraviolet; UV)や、 可視光である青色光に直接曝されている (Moulton et al, 

2009)。角膜、結膜及び涙液層で構成される眼球の表面は、活性酸素からの防御

機能を有しており、ドライアイは涙液層による酸化防御機構の欠乏に関連する

主な眼障害である (Choy et al, 2011; Uchino et al, 2012a; Uchino et al, 2012b)。シ

ェーグレン症候群のドライアイ患者の涙液及び結膜では、酸化ストレスマーカ

ーが増加し、その変化は重症度と相関している (Wakamatsu et al, 2013)。また、

ドライアイの治療法として、炎症を抑制する治療法が用いられている 

(Gillespie et al, 2008; Brignole-Baudouin et al, 2011; Cavet et al, 2011; Järvinen et al, 

2011; Kangari et al, 2013; Li et al, 2014)。可視光線より波長域の短い光線である紫

外線 B 波 (UV-B) は、角膜上皮細胞において ROS の産生量を増やす上に角膜

の抗酸化物質を大幅に減少させ、角膜上での抗酸化システムの不均衡が生じ、

炎症及び組織損傷を引き起こすことが示唆されている (Andley et al, 1996; Estil 

et al, 1997; Kennedy et al, 1997; Cejkova et al, 2001; Cullen et al, 2002; Cejková et al, 
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2004; Rogers et al, 2004)。UV-B の目への曝露は、翼状片や急性光線角膜炎（雪

眼炎）との関連が報告されている (Taylor, 1989)。さらに、最近の報告では、in 

vivo モデル及び in vitro モデルの両方において青色 LED 光と角膜機能障害との

関係が報告されている (Lee et al, 2014; Lee et al, 2016)。これらの青色 LED 光に

よる角膜障害はドライアイ症候群につながる可能性が示唆されている (Lee et 

al, 2016)。すなわち、様々な波長の発光ダイオード光を 1 日 2 回、10 日間マウ

スに照射したところ、410 nm の波長の光曝露群において、涙液層の安定性の悪

化、角膜上皮障害、活性酸素種の増加及び角膜上皮細胞死が報告されている 

(Lee et al, 2016)。 

青色 LED 光源は、高エネルギー可視光を放射する (Grimm et al, 2001; 

Roehlecke et al, 2011; Kuse et al, 2014)。青色 LED 光への曝露が光受容細胞におけ

る活性酸素種 (ROS) が誘発されることが報告されており (Kuse et al, 2014; 

Ogawa et al, 2014)、酸化ストレスが網膜色素細胞及び光受容体細胞において細

胞死を誘導することが示されている (Cai et al, 2000; Sanvicens et al, 2004; 

Nakamura et al, 2017)。一方、角膜細胞に及ぼす青色光の影響に関する研究はほ

とんど見当たらない。網膜と異なり角膜は常に強い光に曝されることから、光

受容タンパク質を持たない角膜細胞においても、高エネルギー可視光線である

青色 LED 光照射が酸化ストレスを誘発することが推察される。過度の青色光

は、網膜神経節細胞内の ROS 蓄積、ミトコンドリアの膜電位の破壊及びミト

コンドリア分裂タンパク質 Drp1 の発現上昇を引き起こし、ミトコンドリア機

能障害及びアポトーシスを引き起こすことが示されている (Li et al, 2018; Tao et 

al, 2019)。真核生物では ROS は主にミトコンドリアにおいて好気呼吸の副産

物として生成される (Hirai et al, 2016)。 

第 2 章で述べた通り、ビルベリー(Vaccinium myrtillus L.)は、北ヨーロッパの
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森林に自生するツツジ科植物で、抽出物は抗酸化作用を有するアントシアニン

を 15 種類含む (Baj et al, 1983; Nakajima et al, 2004; Ogawa et al, 2008)。ビルベリ

ーの主な薬理学的作用は、アントシアニンによるものであると報告されている 

(Kähkönen et al, 2003)。ビルベリーエキスの薬理学的な作用としては、緑内障及

び白内障の形成予防 (Head KA, 2001)、エンドトキシン誘発ブドウ膜炎(EIU)の

マウスモデルにおける視覚機能改善作用 (Miyake et al, 2012)、VDT 負荷による

眼疲労抑制作用などの報告がある (Ozawa et al, 2015)。ビルベリーの後眼部への

作用としては、NMDA 誘発網膜神経細胞障害に対する神経保護作用や 

(Matsunaga et al, 2009)、酸素誘発性網膜血管新生を抑制することが報告されて

いる (Matsunaga et al, 2010)。これら種々の報告もあり、フランス、ドイツ、イ

タリアでは眼科領域の医薬品としてビルベリーエキスが承認されている。さら

に、ビルベリーエキスは、in vitro モデルにおいて UV-A 照射及び青色 LED 光

照射による網膜視細胞障害に対する保護作用が報告されているが (Ogawa et al, 

2013; Ogawa et al, 2014)、ビルベリーエキスの眼球表面に対する薬理作用を検討

した報告はほとんど存在しない。 

本章では、in vitro における青色 LED 光誘発角膜上皮細胞障害に対するビル

ベリーエキスの保護作用に関して検討した。将来的に LED 光は日常的な光源

としてますます使用されることが予想されるため、青色 LED 光誘発細胞障害

を防止する素材の探索は、角膜上皮細胞の機能維持のために有用であると考え

られる。 
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第 2 節 実験方法 

2-1 実験材料 

 ビルベリーエキスは、Wakasa Seikatsu Co., Ltd (Kyoto, Japan) から供与され

た。本試験で用いたビルベリーエキスのアントシアニン含有量は、第 2 章第 2

節、2-1 実験材料の項に記した。Delphinidin-3-O-glucoside (Dp3G)、cyanidin-3-

O-glucoside (Cy3G)、 malvidin-3-O-glucoside (Mv3G) は Tokiwa Phytochemical 

Co., Ltd. (Chiba, Japan) から購入した。ヒト角膜上皮細胞 (HCE-T; RCB No. 

2280) は、理研バイオリソース研究センターより提供を受けた。Hoechst 33342 

及び propidium iodide (PI)、5-(and-6)-chloromethyl-2,7-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate acetyl ester (CM-H2DCFDA) and the JC-1 Mitochondrial Membrane Potential 

Assay Kit は Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) から購入した。N−

アセチル−L−システイン(NAC) は和光純薬(Osaka, Japan)から購入した。 Cell 

Counting Kit-8 (CCK-8) は、同仁化学研究所(Kumamoto, Japan)から入手した。 

Caspase-Glo® 3/7 Assay は、Promega Co. (Madison, WI, USA)から購入した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

 本研究は、SV-40 transformed ヒト角膜上皮細胞 (HCE-T; RCB No. 2280)を用

いて試験を行った。角膜上皮細胞は 10% fetal bovine serum (FBS)、ペニシリン 

(100 U/ml) 及びストレプトマイシン (100 µg/ml) 含有 DMEM/F12 培地で

37°C、5% CO2条件下で培養した。角膜上皮細胞はトリプシン-EDTA 処理によ

り 2～3 日おきに継代した。 

 

2-2-2 青色 LED 光照射装置 
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 青色 LED 光源は、青色 LED (波長 460～470 nm) を 12 球備えた照射装置を使

用した。角膜上皮細胞への照射は 2,000 lux となるように調整した。すべての光

照射実験は細胞培養用インキュベーターの中で行い、37°C、5% CO2条件下で

行った。 

 

2-2-3 青色 LED 光照射誘発角膜上皮細胞死評価 

 ヒト角膜上皮細胞を 1 × 104 cells/100 μL ずつ 96 ウェルプレートに播種し、

37°C、24 時間培養した。その後、1% FBS 含有 DMEM/F12 培地に置換し、

37°C、30 分間インキュベートした。各試料 (bilberry extract、Dp3G、Cy3G、

Mv3G、NAC) を添加して 1 時間培養後、ヒト角膜上皮細胞に 2000 lux の青色

LED 光を 24 時間照射した。24 時間後、Hoechst 33342 (8.1 μM) 及び PI (1.5 μM) 

を添加し、37°C、20 分間インキュベートし核染色した後、蛍光顕微鏡 

(DP30BW; Olympus) で撮影した。細胞核を染色した Hoechst 33342 (λex = 360 

nm; λem > 490 nm) (U-MWU フィルター; Olympus) を全細胞とし、死細胞を染色

した PI (λex = 535 nm; λem > 617 nm) (U-MWIG フィルター; Olympus)をカウント

し、死細胞率を算出した。 

  

2-2-4 青色 LED 光照射誘発活性酸素種 (ROS) 産生量の測定 

 ヒト角膜上皮細胞を 1 × 104 cells/100 μL ずつ 96 ウェルプレートに播種し、

37°C、24 時間培養した。その後、1% FBS 含有 DMEM/F12 培地に置換し、各試

料を添加し 1 時間処置した。2,000 lux の青色 LED 光を 24 時間照射した後、直

ちに CM-H2DCFDA を終濃度 10 μM となるよう添加し、37°C、1 時間インキュ

ベートした。CM-H2DCFDA は細胞透過性の非蛍光性物質であるが、細胞内の

エステラーゼによりジアセテート部位が分解され CM-H2DCF となることで細胞
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外へ放出されない性質をもつ。その後、細胞内で産生される ROS との反応に

より緑色の蛍光を発することから、この蛍光強度を SkanIt Re for Varioskan Flash 

2.4 を用いて励起波長 488 nm、蛍光波長 525 nm にて ROS 産生量を測定した。

さらに細胞数の違いによる補正を加えるため、Hoechst による核染色にて細胞

核を染色し、各ウェル 2 か所撮影後に画像内マウス由来網膜視細胞 (661W 細

胞) をカウントした結果を元に、細胞当たりの ROS 産生量を算出した (Tanaka 

et al, 2011)。 

 

2-2-5 細胞代謝活性評価 

 ヒト角膜上皮細胞を 1 × 104 cells/100 μL ずつ 96 ウェルプレートに播種し、

37°C、24 時間培養した。その後、1% FBS 含有 DMEM/F12 培地に置換し、各試

料を添加し 1 時間処置した。2000Lux の青色 LED 光を 24 時間照射した。続け

て、CCK-8 を 10 μL/well ずつ各ウェルに添加し、37°C で 2 時間インキュベート

した後、492 nm (参考波長 660 nm) における吸光度を SkanIt Re for Varioskan 

Flash 2.4 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) で測定し、細胞代謝

活性を対照群と比較した。 

 

2-2-6 ミトコンドリア膜電位アッセイ 

 ミトコンドリア膜電位は、JC-1 ミトコンドリア膜電位アッセイキットのプロ

トコルに従って測定した。 ヒト角膜上皮細胞を 1 × 104 cells/100 μL ずつ 96 ウ

ェルプレートに播種し、37℃で 24 時間培養した。 ついで培地を 1% FBS 含有

DMEM/F12 培地に置換し、37°C で 30 分インキュベートした後、終濃度 10 

μg/mL のビルベリーエキスを添加した。その後細胞を 2,000 lux の青色 LED 光

に 24 時間曝露した後、10 μg/ mL の JC-1 を加えて 37°C で 15 分間インキュ
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ベートし、蛍光顕微鏡 (BZ-X710; Keyence, Osaka, Japan) を使用して画像を

撮影した。撮影画像をもとに、JC-1 凝集体を含む健康な細胞 (励起/発光= 

540nm / 605nm) 及び JC-1 単量体を含むアポトーシスまたは不健康な細胞 

(励起/発光＝ 480 / 510nm) の比を算出した。 

 

2-2-8 青色発光 LED 光誘発角膜上皮細胞カスパーゼ活性測定 

 青色 LED 光照射によるヒト角膜上皮細胞 (HCE-T) におけるカスパーゼ

(Caspase-3/7) 活性は、caspase-3/7 assay kit を用いて測定した。青色 LED 光

照射 24 時間後、Caspase-Glo® 3/7 試薬を各ウェルに添加し、37°C、1 時間イ

ンキュベートした。インキュベート後、蛍光強度を SkanIt Re for Varioskan Flash 

2.4 を用いて測定し、caspase-3/7 活性を測定した。さらに細胞数の違いによる補

正を加えるため、Hoechst による核染色にて細胞核を染色し、各ウェル 2 か所

撮影後に画像内網膜視細胞数をカウントした結果を元に、細胞当たりの

caspase-3/7 活性を算出した。 

 

2-2-9 ウエスタンブロッティング法 

 12-well plate に 1×105 cells/well の角膜上皮細胞を播種し、24 時間培養した。

その後、1% FBS 含有 DMEM/F12 培地に置換し、30 分培養後、各試料 (bilberry 

extract、Dp3G、Cy3G、Mv3G) を添加して 1 時間培養後、37°C、5% CO2条件

下で 2000 lux の青色 LED 光を 24 時間照射し、照射後にサンプリングを行っ

た。細胞回収以降の操作は、第 1 章 2-2-4 の方法で行った。一次抗体には、

rabbit anti-phospho-p38 MAPK、rabbit anti-p38 MAPK、rabbit anti-phospho-ERK、

rabbit anti- ERK (1:1000; Cell Signaling Technology)、 mouse anti-β-actin (1:5,000; 

Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体には、horseradish peroxidase (HRP)-
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conjugated goat anti-rabbit or goat anti-mouse (1:2,000; Thermo Fisher Scientific Inc.) 

を用いた。 

  

2-3 統計学的解析 

 実験結果はすべて平均±標準誤差で表し，危険率 5%以下を有意とした。統計

学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test または Tukey's test を用いて行った。 
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第 3 節 結果 

3-1 青色 LED 光誘発角膜上皮細胞死に対するビルベリーエキス及び主要アン

トシアニンの保護作用 

 青色 LED 光誘発ヒト角膜上皮細胞死に対するビルベリーエキス、アントシ

アニン及び NAC の作用について検討した。PI蛍光を示す細胞数をカウント

し、Hoechst 33342 蛍光を示した細胞数に対する死亡率を算出した。青色 LED

光照射によって誘発された細胞死は、陽性対照薬である NAC (1mM) の添加に

よって抑制された。さらに、ビルベリーエキス及び Dp3G または Cy3G (3〜10 

μM) は、濃度依存的に角膜上皮細胞死を抑制した (Fig. 24)。 一方、Mv3G は

角膜上皮細胞における青色 LED 光誘導細胞死に対して明らかな作用を示さな

かった。 
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Figure 24. Effects of bilberry extract or its anthocyanin constituents on blue LED light-

induced cell death in HCE-T cells   

HCE-T cells were preincubated in the (A) absence or presence of (B), bilberry extract, (C), 

Dp3G, (D), Cy3G, or (E), Mv3G prior to blue LED light exposure for 24 h. (A-E) shows the 

representative fluorescence microscopy of Hoechest 33342 and PI in the cells. The number of 

cells exhibiting PI fluorescence was counted and positive cells were expressed as the percentage 

of PI-positive to Hoechst 33342-positive cells. Data are represented as the mean ± SEM (n = 5 

or 6). ##p < 0.01 vs. control; **p < 0.01, *p < 0.05 vs. the vehicle (Dunnett’s Multiple 

Comparison test or Student’s t-test). The scale bar represents 50 μm.  C, control; V, vehicle; 

Dp3G, delphinidin-3-O-glucoside; Cy3G, cyanidin-3-O-glucoside; Mv3G, malvidin-3-O-

glucoside; NAC, N-acetyl-L-cysteine. 
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3-2 青色 LED 光誘発活性酸素種 (ROS) 産生に対するビルベリーエキス及び主

要アントシアニンの作用 

 青色 LED 光曝露誘発細胞障害の主な原因のひとつが細胞内 ROS 蓄積である 

(Choy et al, 2011; Kuse et al, 2014; Lee et al, 2016; Nakamura et al, 2017)。本研究で

はビルベリーエキスまたは含有アントシアニンの存在下で、角膜上皮細胞にお

ける青色LED光誘発ROS産生量について検討した。ROS産生量はCM-H2DCFDA

蛍光試薬を用いて測定した。青色 LED 光 2,000 lux の照射により角膜上皮細胞

内の ROS 産生は増加したが、ビルベリーエキス、Dp3G または Cy3G はそれぞ

れ、角膜上皮細胞における青色 LED 光誘発 ROS 産生量を有意に減少させた。一

方、Mv3G は角膜上皮細胞における青色 LED 光誘導 ROS 産生に対して明らかな

作用を示さなかった (Fig. 25)。 
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Figure 25. Effects of bilberry extract or its anthocyanin constituents on blue LED light-

induced ROS production in HCE-T cells 

HCE-T cells were preincubated with (A), bilberry extract, (B), Dp3G, (C), Cy3G or (D), Mv3G 

prior to blue LED light exposure for 24 h. Intracellular ROS levels were then determined by 

measuring the fluorescence of CM-H2DCFDA. Data are represented as the mean ± SEM (n = 6 

or 12). ##p < 0.01 vs. control; **p < 0.01 vs. the vehicle (Dunnett’s Multiple Comparison test or 

Student’s t-test). C, control; V, vehicle; Dp3G, delphinidin-3-O-glucoside; Cy3G, cyanidin-3-O-

glucoside; Mv3G, malvidin-3-O-glucoside; NAC, N-acetyl-L-cysteine. 
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3-3 青色 LED 光誘発細胞代謝活性の低下に対するビルベリーエキス及び主要

アントシアニンの作用 

 ヒト角膜上皮細胞における青色 LED 光誘発細胞代謝活性の低下に対するビ

ルベリーエキス、Dp3G、Cy3G 及び Mv3G の作用について検討した。青色 LED

光の照射は角膜上皮細胞代謝活性の低下を引き起こし、その作用は NAC (1 

mM) の添加によって抑制された。ビルベリーエキス (10 μg/mL)、Dp3G (10 

μM) または Cy3G (3 及び 10 μM) を前処置した角膜上皮細胞では、青色 LED 光

によって誘発される細胞代謝活性の低下を有意に抑制した。一方、Mv3G の添

加は明らかな作用を示さなかった (Fig. 26)。 

 

Figure 26. Effects of bilberry extract or its anthocyanin constituents on blue LED light-

induced HCE-T cell metabolism 

HCE-T cells were preincubated with (A) bilberry extract or (B) Dp3G, Cy3G or Mv3G and cell 

viability was assessed by immersing the cells in CCK-8 for 2 h at 37°C. Data are represented as 

the mean ± SEM (n = 6). ##p < 0.01 vs. control; **p < 0.01, *p < 0.05 vs. the vehicle (Dunnett’s 

Multiple Comparison test or Student’s t-test). C, control; V, vehicle; Bilberry ext., bilberry extract; 

Dp3G, delphinidin-3-O-glucoside; Cy3G, cyanidin-3-O-glucoside; Mv3G, malvidin-3-O-

glucoside; NAC, N-acetyl-L-cysteine. 
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3-4 青色 LED 光誘発ミトコンドリア膜電位の変化に対するビルベリーエキス

の保護作用 

 角膜上皮細胞における、青色 LED 光誘発ミトコンドリア膜電位変化に対す

るビルベリーエキスの作用について検討した。 In vitro 青色 LED 光誘発網膜視

細胞障害モデルにおいて、青色 LED 光照射はミトコンドリアの膜電位の消失

を引き起こし、ミトコンドリア機能障害及びアポトーシスを引き起こす (Li et 

al, 2018; Tao et al, 2019)。本検討では、青色 LED 光に照射された角膜上皮細胞

におけるミトコンドリア膜電位の変化を JC-1 色素を用いて検討した。正常な細

胞では、JC-1 の重合体 (赤色) が細胞内に蓄積し、アポトーシス細胞では JC-1

の単量体 (緑色) が細胞内に蓄積する。青色 LED 非照射の対照細胞群は赤く染

色された。 青色 LED 光照射は、アポトーシス様細胞の数を増加させ、10 

μg/mL のビルベリーエキスの添加によって赤く染色された正常な細胞の割合が

有意に増加した (Fig. 27A)。 
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3-5 青色 LED 光誘発カスパーゼ 3/7 活性化に対するビルベリーエキスの作用 

 細胞アポトーシス誘導因子であるカスパーゼ (Caspase)-3/7 活性は、caspase-

3/7 assay kit を用いて評価した。青色 LED 光 2,000 lux を 24 時間照射後、

caspase-3/7 活性は有意に上昇したが、ビルベリーエキス 10 μg/mL の添加によ

り caspase-3/7 活性の増加を有意に抑制した (Fig. 27B)。 

 

 

Figure 27. Effects of bilberry extract on blue LED light-induced mitochondrial 

dysfunction and caspase-3/7 activation 

HCE-T cells were preincubated with bilberry extract followed by exposure to blue LED light for 

1 h. Next, mitochondrial dysfunction was assessed using the JC-1 Mitochondrial Membrane 

Potential Assay Kit. (A) Representative images showing JC-1 stained cells. The healthy cells 

mainly contain JC-1 aggregates (red) as indicated by the arrowhead and apoptotic or unhealthy 

cells mainly contain JC-1 monomers (green). Quantitative analysis revealed the ratio of red 

fluorescence (Hoechest 33342) in whole cells. (B) HCE-T cells were preincubated with bilberry 

extract followed by exposure to blue LED light for 1 h. Next, caspase-3/7 activity was monitored 

using the Caspase-Glo® 3/7 Assay. Data are represented as the mean ± SEM (n = 5 or 6). ##p < 

0.01 vs. control; **p < 0.01, *p < 0.05 vs. the vehicle (Student’s t-test). The scale bar represents 

50 μm. C, control; V, vehicle; B, bilberry extract (10 μg/ml). 
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3-6 角膜上皮細胞における青色 LED 光誘発リン酸化 p38 増加に対するビルベ

リーエキス、Dp3G 及び Cy3G の作用 

青色 LED 光照射による角膜上皮細胞障害における、ビルベリーエキス及び

主要活性成分について細胞内シグナル伝達因子の変動をウェスタンブロット法

を用いて解析した。青色 LED 光 2,000 lux、24 時間照射によりアポトーシス誘

導に関与する p38 MAPK のリン酸化の上昇がみられたが、ビルベリーエキス 

10 μg/mL の前処置より、そのリン酸化の上昇は抑制された (Fig. 28)。さらに活

性成分の特定を行うため、死細胞率及び ROS 産生量において抑制作用の強か

った Dp3G 及び Cy3G について同様の検討を行った。それぞれのアントシアニ

ンにおいて有意な p38 MAPK リン酸化亢進抑制作用が認められた (Fig. 28)。ま

た、細胞増殖や生存シグナルとして働く ERK 1/2 に関しても検討した。青色

LED 光の照射によって、リン酸化 ERK 1/2 量が増加したが、ビルベリーエキ

スの前処置によって、青色 LED 光誘発された ERK 1/2 のリン酸化は明らかな

変化は認められなかった。一方、Dp3G 及び Cy3G は、ERK 1/2 のリン酸化に

対して明らかな作用を示さなかった (Fig. 28)。 
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Figure 28. Effects of bilberry extract and its anthocyanin constituents on blue LED light-

induced activation of p38 MAPK and ERK 1/2 in HCE-T cells 

HCE-T cells were preincubated with bilberry extract or its anthocyanin constituents followed by 

exposure to blue LED light for 24 h. Next, protein lysates were analyzed by immunoblotting 

using antibodies directed against the corresponding proteins. (A) Activation of p38 MAPK and 

ERK 1/2 was detected by immunoblotting. (B) Quantitative analysis of phospho-p38 MAPK 

and phospho-ERK1/2 protein levels. Data are represented as the mean ± SEM (n = 6 or 9). ##p < 

0.01 vs. control; **p < 0.01, *p < 0.05 vs. the vehicle (Tukey's tests or Student’s t-test). C, 

control; V, vehicle; B, bilberry extract; Dp3G, delphinidin-3-O-glucoside; Cy3G, cyanidin-3-O-

glucoside. 
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第 4 節 考察 

本研究では、ヒト角膜上皮細胞における青色 LED 光誘発酸化ストレスに対

するビルベリーエキス及び含有アントシアニンの保護作用について検討した。

ビルベリーエキスは、アントシアニン、ポリフェノール及びフラボノイドを含

んでいる (Marja et al, 2001; Marja et al, 2003)。ビルベリーエキス及びアントシア

ニンは、青色 LED 光照射によって誘発されるマウスの視細胞障害を抑制した 

(Ogawa et al, 2014)。この作用は、ROS 産生の減弱並びに p38 MAPK 活性化及び

カスパーゼ-3/7 活性調節によることが報告されている (Ogawa et al, 2014)。本研

究では、青色 LED 光照射が角膜上皮細胞に細胞障害を誘発するか否か、そし

てビルベリーエキスが保護作用を示すか否かについて調べることを目的とし

た。青色 LED 光照射は、角膜上皮細胞死及び細胞内 ROS 産生の増加を引き起

こした (Fig. 24-26)。高エネルギー光線である UV-B に曝露された角膜上皮細胞

においては、角膜細胞の抗酸化酵素及びアスコルビン酸が大幅に減少し、酸化

促進と酸化防止の不均衡が生じることが示されている (Cejková et al, 2004)。

ROS は主にミトコンドリアにおいて生成され (Hirai et al, 2016)、過度の青色光

は網膜細胞内の ROS 蓄積、ミトコンドリア機能障害及びアポトーシスを引き

起こす (Li et al, 2018; Tao et al, 2019)。青色 LED 照射によって誘発された細胞障

害は、ビルベリーエキス、Dp3G、Cy3G 及び陽性対照化合物である NAC によ

って抑制された。これらの化合物は直接フリーラジカル捕捉活性を有するだけ

でなく、ROS 産生も抑制すること (Matsunaga et al, 2009)、細胞内抗酸化酵素の

量を増加させることが報告されている (Milbury et al, 2007)。ビルベリー抽出物 

(10 μg/ ml)、Dp3G (10 μM) 及び Cy3G (10 μM) はそれぞれ、青色 LED 光曝露に

より誘導される ROS 産生を有意に抑制した。スーパーオキシドアニオンラジ

カルやヒドロキシルラジカルなど脂質過酸化を引き起こすラジカルに対する消
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去作用は、delphinidin (3’, 4’, 5’ -OH) > cyanidin (3’, 4’ -OH) > peralgonidin (4’ -OH) 

と配位する水酸基の数が多いほど高いことが分かっている(Noda et al. 2002)。そ

の理由は分子的にピロガロールまたはカテコール構造を有するアントシアニン

は、多くの共鳴構造をもつため生成したラジカルが安定化するからと考えられ

ている(Bors et al. 2004)。従って、アントシアニンでは 3-O-配糖体の方が 3,5-O-

配糖体より多くの共鳴構造を取るために、高い抗酸化作用を有する(Bors et al. 

2004)。ビルベリーエキスに含まれるアントシアニンのアグリコンは、デルフィ

ニジン系及びシアニジン系のものが多く、同様にアントシアニン色素を含有す

るベリー類と比較しても抗酸化能が高い (Ogawa et al, 2008) ことから、青色

LED 光照射による細胞内の酸化促進/酸化防止の不均衡によって生じた ROS

を、ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G が抑制したと考えられる。また、本

研究では、角膜上皮細胞への青色 LED 光照射はミトコンドリア膜電位を消失

させ、カスパーゼ-3/7 活性化を誘導し、角膜上皮細胞死を引き起こした (Fig. 

27)。紫外線照射によるミトコンドリア膜電位の消失は、角膜上皮細胞株角膜上

皮細胞におけるカスパーゼ-3/7 活性化を惹き起こすことが報告されている 

(Nishida et al, 2017)。本研究において、青色 LED 光は角膜上皮細胞のミトコン

ドリア損傷を誘発し、ビルベリーエキスは青色 LED 光曝露によって引き起こ

されるミトコンドリアの機能不全とカスパーゼ-3/7 の活性化を改善した (Fig. 

27)。カスパーゼ-3/7 活性化はミトコンドリアからのチトクローム c の放出を通

して起こることが報告されており (Kulms and Schwarz, 2002; Li et al, 2010)、ビ

ルベリーエキスはミトコンドリア機能不全を抑制したと考えられる。 

ROS は MAPK 活性化を誘導し、炎症、細胞死及び他の細胞プロセスを調節

する (Junttila et al, 2008)。可視光の照射は光受容細胞の p38 MAPK を活性化す

ることが示されており (Sun et al, 2007; Kuse et al, 2014)、本研究では、青色 LED
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光照射が角膜上皮細胞の p38 MAPK を活性化させることを明らかにした。p38 

MAPK はアポトーシス関連因子であり、主に酸化ストレス下でスーパーオキシ

ドアニオンラジカルによって活性化される (Aruoma et al, 1989)。角膜上皮細胞

は酸化ストレスの影響を受けやすく (Zheng et al, 2013)、UV-B 及び 4−ヒドロキ

シノネナール (反応性脂質過酸化最終生成物)は、p38 MAPK 及び ERK 1/2 を活

性化する  (Black et al, 2011; Zheng et al, 2013; Kim et al, 2018)。ビルベリー抽出

物のスーパーオキシドアニオンラジカル消去活性は (Ogawa et al, 2011)、青色

LED 光によって誘発される p38MAPK 活性化の抑制に寄与する可能性が考えら

れる。  

本章では、青色 LED 光の角膜上皮細胞への曝露が ROS 産生を誘導し、それ

が角膜上皮細胞障害を誘発することを示した。さらに、ビルベリーエキス及び

その含有アントシアニンである Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光誘導角膜上皮

細胞障害に対して保護作用を示すことを明らかにした。 
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総括及び結論 

 眼は光を受容する感覚器官であり、眼で受け取った光の信号が電気信号に変

換され脳に伝達されることで、我々は視覚情報を得ている。光刺激は光受容器

である網膜視細胞によって感受されており、外界から得る情報の約 8 割は視覚

からである。我が国の中途失明原因の上位は、網膜色素変性症や加齢黄斑変性

症などの後眼部疾患が占めており、これらの疾患の発症や進行には、紫外線や

可視光線の長期的な曝露が関連している可能性がある。疾患のメカニズムに関

する報告は徐々に増えてきているが、根本的な治療法がないことから、罹患前

の予防が重要と考えられている。本研究では、代替医療・予防医療を目的とし

てアントシアニン含有素材に着目し、小胞体ストレス網膜視細胞障害に対する

作用及び酸化ストレス角膜上皮細胞障害についてビルベリーエキスの機能解析

を行った。 

 

第 1 章では、新規のアントシアニン含有素材として、日本産インディゴ・ロー

ズに着目し、成分分析及び抗酸化活性の測定を行った。また、酸化ストレスに

よる視細胞障害に対してインディゴ・ローズ抽出物の保護作用を検討した。 

1) HPLC 分析の結果、日本産インディゴ・ローズには 11 種類のアントシ

アニン、カロテノイドとしてリコピン及び β-カロテンが含まれてい

た。また、抗酸化物質の含有量は、果皮が最も多く、petunidin 由来の

アントシアニンが豊富であった。 

2) インディゴ・ローズ抽出物の抗酸化活性は、果皮抽出物で最も高かっ

た。また、1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ラジカルに対する捕捉

活性は、果皮抽出物、果肉抽出物、種子抽出物の順であった。 

3) In vitro 過酸化水素誘発網膜視細胞障害モデルにおいて、インディゴ・
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ローズ果皮抽出物は過酸化水素誘発細胞死に対して有意な抑制作用を

示し、インディゴ・ローズ果皮抽出物の構成成分である petunidin-3-O-

glucoside 及び petunidin において細胞死抑制作用が認められた。 

 

第 2 章では、マウス由来の網膜視細胞株を用いた in vitro 青色 LED 光障害実験

系を用いて、特に光受容タンパク質 S-オプシンの細胞内凝集に着目して、青色

LED 光照射における小胞体ストレス応答の関与について検討した。さらに、ビ

ルベリーエキス及び構成成分を用いて、青色 LED 光照射による UPR 応答に対

する効果を検討した。 

1) 青色 LED 光照射は、網膜視細胞内において UPR 関連因子である atf4、

bip 及び grp94 の mRNA を誘導した。 

2) 青色 LED 光照射は、網膜視細胞内において UPR 関連因子である ATF4

タンパク質を誘導し、ポリユビキチン化タンパク質を増加させた。 

3) 青色 LED 光照射及び ER ストレス誘導剤 (ツニカマイシン及び DTT) 

によって、光受容タンパク質 S-オプシンの核周囲への凝集体形成が認

められた。 

4) マウス由来網膜視細胞株において、S-オプシンをノックダウンさせると

青色 LED 光照射による ATF4 活性化は減弱した。 

5) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光照射誘発、S-オプ

シンの凝集を濃度依存的に抑制した 

6) ビルベリーエキス、Dp3G、Cy3G 及び Mv3G は、青色 LED 光照射誘発

ATF4 活性化を有意に抑制した。 

7) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光照射による UPR

因子 grp94 及び grp78 / bip の mRNA 量の増加を抑制した。 
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8) ビルベリーエキスは、青色 LED 光照射に誘発される細胞内タンパク質

のポリユビキチン化を抑制した。 

9) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、ER ストレス誘導剤である

DTT に誘発される網膜視細胞障害を抑制した。 

 

第 3 章では、ヒト角膜上皮細胞株を用いた in vitro 青色 LED 光障害モデルにお

いて、過剰な青色 LED 光照射による細胞障害について検討した。さらに、ビ

ルベリーエキス及び構成成分を用いて、青色 LED 光照射による角膜上皮細胞

障害に対する作用について検討した。 

1) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光照射誘発角膜上

皮細胞障害を濃度依存的に抑制した 

2) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、角膜上皮細胞における青色

LED 光照射誘発 ROS 産生及び細胞代謝活性の低下を抑制した 

3) ビルベリーエキスは、青色 LED 光照射誘発角膜上皮細胞内ミトコンド

リア膜電位の脱分極を抑制した。 

4) ビルベリーエキス、Dp3G 及び Cy3G は、青色 LED 光照射誘発 p38 

MAPK のリン酸化の亢進を抑制した 

 

本研究の結果より、新規のアントシアニン含有素材である日本産インディ

ゴ・ローズにおいて、果皮に多くの petunidin 由来アントシアニンを含有するこ

と、また、抗酸化作用を有し、過酸化水素誘発細胞死を抑制することを明らか

にした。さらに、青色 LED 光誘発網膜障害において小胞体ストレス応答が関

連していることを明らかにした。また、アントシアニン含有素材であるビルベ

リーエキスは、青色 LED 光照射に誘発される S-オプシンの凝集及び ATF4 の活
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性化に対する保護作用を有することを見出した。また、青色 LED 光照射誘発

角膜上皮細胞障害も抑制した。以上の結果から、アントシアニンを高濃度で含

有する食品素材であるアントシアニン含有トマト (インディゴ・ローズ) 及び

ビルベリーは、酸化ストレス及び小胞体ストレスを伴う網膜色素変性や加齢黄

斑変性、ドライアイなどの各種眼疾患に対する予防効果が期待される。 
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略語一覧 

ABTS:  2,2’-Azinobis(3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

AMD:  Age-related macular degeneration 

ATF4:  Activating transcription factor 4 

ATF6:   Activation of transcription factor 6 

BiP:  Binding immunoglobulin protein 

CCK-8:  Cell Counting Kit-8 

CHOP:  C/EBP homologous protein 

Cy3G:  Cyanidin-3-O-glucoside  

DMEM:  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

Dp3G:  Delphinidin-3-O-glucoside 

DPPH:  1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 

DTT:  Dithiothreitol 

ESI:  Electrospray ionization 

ER:  Endoplasmic reticulum 

ERK 1/2: Extracellular signal-regulated kinase 1/2 

ESR:  Electron spin resonance 

FBS:  Fetal bovine serum 

GRP78:  Glucose-regulated protein 78 

GRP94:  Glucose-regulated protein 94 

HPLC-DAD:  High performance liquid chromatography 

EC50: Half maximal effective concentration 

IRE1:  Inositol-requiring enzyme 1 

LED:  Light-emitting diode 
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MS: Mass spectrum 

Mv3G:  Malvidin-3-O-glucoside 

NAC:  N-acetyl-L-cystein 

NMDA:  N-Methyl-D-aspartate 

PERK:  PKR-like ER kinase  

PI:  Propidium iodide 

ROS:  Reactive oxygen species 

RP:  Retinitis pigmentosa 

RPE:  Retinal pigment epithelial 

SDS:  Sodium dodecyl sulfate 

TEA:  Triethylamine acid 

TFA:  Trifluoroacetic acid 

TUDCA: Tauroursodeoxycholic acid 

uORF:  Upstream open reading frame 

UPR:  Unfolded protein response  

UV: Ultraviolet 

VDT:  Visual Display Terminal  

 

 


