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要 約

フリーラジカルに起因する酸化ストレスは癌，炎症，

神経疾患など多くの慢性疾患の発症に深く関与してい

る．また，加齢黄斑変性，白内障などのいくつかの眼疾

患においても加齢や日光の過剰曝露による酸化ストレス

が関与している．眼表面は，紫外線，大気中の酸素，瞬

きによる酸素分圧変動の酸化ストレス発生原因に常にさ

らされている．ブランコモデルを使ったドライアイモデ

ルを用いて，本モデルでは角膜上皮障害の発症とともに

酸化ストレスの亢進が認められることを示した．瞬き減

少型ドライアイにおける角膜上皮障害の発症に酸化スト

レスが深く関与している可能性が示唆された．

次にレーザー破壊による実験的脈絡膜新生血管モデル

を用いて，アンジオテンシン受容体拮抗薬が，脈絡膜新

生血管抑制効果があること，また網膜内での代表的なフ

リーラジカルスカベンジャーである superoxide dismu-

tase(SOD)の欠損マウスが，加齢黄斑変性の典型的な

臨床所見を呈することを示した．現在，再生医療におい

て幹細胞の維持が注目されているが，幹細胞の維持は，

幹細胞自身の加齢(ステムセルエイジング)の制御に他な

らないという最近の概念についても我々の見解を示し

た．(日眼会誌 ： ― ， )
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は じ め に

我が国は未曾有の高齢化社会を迎える．厚生労働省の

推計によれば，2025年には全人口の25％が65歳以上

になると考えられている．したがって国民の高齢化に伴

い，疾病構造も当然変化を伴い，国民が天寿を全うする

までの期間，いかに人生の質を低下させずに余生を送る

かが大きな課題となっている．従来我々の先達が築き上

げた伝統的な診断学，治療学が医療の中で重要な存在で

あり続けることに変わりはないが，これからの医療従事

者が目指すべき方向としては，正確に患者の遺伝的素

因，年齢，生活習慣から生命および生活に重篤な影響を

与える疾病のリスクを適切に評価し，できるだけ疾病に

罹患させないようにする予防医療であることは間違いな

いと思われる．

このような現状のなかで，生活の質に大きな影響をも

つ感覚器医学，特に眼科学のもつ意味は大きいと思われ

る．したがって，何が加齢性疾患の危険因子なのか，そ

もそも加齢性疾患の原因は何なのかという基本的な問題

が予防医学には重要な意味をもつと思われる．

加齢性疾患の原因は，加齢を生物学的にどのように定

義するかという問題に帰着する．加齢を生物学的に規定

することは多くの研究者によってなされてきたが，現時

点で多くの学者によって支持されている学説に“free
 

radical theory of aging”がある．本学説は1956年にネ

ブラスカ大学のDenham Harmanによって提唱され

た ，“酸化ストレスによる持続的な細胞，分子の障害

の蓄積が加齢および加齢性疾患の原因である”という説

である．本学説には支持する研究と反証に近い研究があ

る．支持する説としては，マウスのミトコンドリアにヒ

トの過酸化水素を分解するcatalaseを強制導入したと

ころ，マウスの寿命が延長したという研究がある ．逆

に反証としては加齢促進マウスで，酸化ストレスの各種

マーカーを測定したところ，対照群と加齢促進群で差が

なかったというものもある ．

今回我々は，眼科で代表的な疾患，ドライアイと加齢

黄斑変性に焦点を絞り，これらの発症機序に活性酸素と

それに続発すると考えられる炎症反応が関与するかどう

か，動物モデルおよび臨床研究を題材に行ったので報告

する．さらに近年，生活習慣病の主要経路と考えられて

いるレニン・アンジオテンシン系の経路が眼疾患モデル

で果たす役割を実験的に調べた．また最後に現時点で

我々の加齢と再生に対する基本的な立場，考え方を紹介

したい．

ドライアイモデルの作製と

酸化ストレス障害の評価

著者は長年の間，ドライアイの発症機序，および治療

に携わってきた．今回，我々は新しいドライアイモデル

を作製した．これはジョギングボードにラットを乗せ，

そのときに瞬目が減少することに注目したモデルであ

る．本モデル(以下ブランコモデル)において有意に瞬目
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Oxidative stress due to free radicals is related to
 

the pathogenesis of many chronic disorders includ-

ing cancer,inflammation,and neurological diseases.

Oxidative stress such as aging and light exposure is
 

also considered to be associated with age-related
 

macular degeneration and cataract. The ocular
 

surface is chronically exposed to oxidative stress
 

including ultraviolet light, the oxygen in air, and
 

changes in oxygen pressure due to blinking. We
 

demonstrated that a rat dry eye model with a jog-

ging board showed corneal epithelial disoders and
 

elevated levels of oxidative stress, suggesting that
 

the pathogenesis of epithelial disorders in dry eye
 

with low frequency of blinking  is related to
 

oxidative stress. Next, using a model of laser-

induced choroidal neovascularization(CNV), we
 

showed that angiotensin receptormediated inflam-

mation is required for the development of CNV.We
 

also demonstrated that mice deficient in superoxide
 

dismutase(SOD)showed typical clinical features of
 

AMD. Finally, we proposed our thoughts about
 

regenerative medicine, that is, to maintain quies-

cent stem cells, we have to regulate the aging of
 

stem cells.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Aging, Dry eye, Age-related macular
 

degeneration, Stem cell aging
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が減ることを定量的に確認した．次に本モデルでは角膜

上皮障害が増えることを示した．さらに本モデルの角膜

上皮で酸化障害がどの程度かかわるかみるため，各種酸

化マーカー，および酸化ストレス・炎症関連遺伝子の変

動をみた．また本モデルを使い，D-beta-hydroxybuty-

rate(HBA)の角膜上皮保護機能の有無のスクリーニン

グを行ったので報告する．

フリーラジカルや過酸化水素に起因する酸化ストレス

は癌，炎症，神経疾患など多くの慢性疾患の発症に深く

関与している ．また，加齢黄斑変性，白内障などの

いくつかの眼疾患においても加齢や日光の過剰曝露によ

る酸化ストレスが関与している．角結膜より構成される

眼表面の上皮細胞層は，病原菌，ゴミや化学物質による

外的侵襲，乾燥環境から眼組織を保護する，視覚を維持

するための最初のバリアとして重要な役割を担ってい

る．眼表面は，紫外線，大気中の酸素，瞬きによる酸素

分圧変動の酸化ストレス発生原因に常にさらされてい

る ．しかし，これまでにヒトの角膜疾患と酸化ストレ

スとのかかわりについて詳細に検討した報告はない ．

ドライアイは，さまざまな原因により涙液の生理学的

異常を来すことにより，眼表面に多様な異常を引き起こ

す疾患である ．近年，ドライアイの発症要因に涙腺

組織の異常だけでなく，乾燥した環境や瞬き回数の減少

を伴うVDT(visual display terminals)作業などの現代

人の生活様式の関与が明らかとなってきた ．我々

は，ラットをブランコに乗せることにより瞬き回数が約

1/4に減少することを見出し，乾燥環境とブランコに乗

せる処置を組合わせることにより，表層点状角膜症を主

徴とする瞬き減少型ドライアイのモデル系を確立し

た ．本モデルはオフィスにおけるVDT作業従事者の

状態を模していると考えられる．

本研究では，我々のラットドライアイモデルにおける

角膜の酸化ストレスの状態を上皮障害，酸化ストレス

マーカーの局在，抗酸化関連遺伝子発現，活性酸素種

(reactive oxygen species：ROS)生成量の変化を指標

に検討した(図1)．

まず，ブランコモデル実験は以下のように行った．

ラットを午前9時から午後5時の間，7.5時間/日，高

さ60cmに固定されたプラスチックパイプ製のブラン

コに乗せた．ラットがブランコから滑り落ちるのを防ぐ

ため，椅子は金網で覆った．ブランコに乗せるととも

に，正面に固定した卓上型扇風機(森田電工)により風速

2～4m/秒の風をラット顔面に常時吹きつけた．

餌と水の補給のため，4時間ブランコに乗せた後，一

時的(30分間)にケージ内に戻した．残りの16時間は

ケージ内で餌と水は自由摂取とした．ラットは，ほとん

どブランコから離れることはないが，少なくとも1時間

に1回は乗っているか否かの確認を行った ．

我々は，乾燥環境飼育＋ブランコに乗せる(Jogging

 

board with dry condition；JBDC)，乾燥環境のみ，通

常環境下でブランコに乗せる処置の3群をそれぞれ10

日間繰り返し，角膜フルオレセイン染色性への影響を比

較した．その結果，JBDC特異的にフルオレセイン染色

性が亢進し，この処置が慢性的な角膜フルオレセイン染

色発症の必須条件であることを確認した．本研究では，

30日間連続して JBDC繰り返すことによる，角膜染色

性への影響を検討した ．

JBDCでは1日目より30日目まですべての測定点に

おいて，初期値および無処置群に比較し有意にフルオレ

セインスコアが上昇し，角膜表面の約1/2の領域を占め

る点状の染色班が慢性的に出現した(図2)．

次に JBDC下での角膜上皮に対する酸化ストレス負

荷状態を確認するため，10日，30日後の酸化ストレス

マーカーの出現を検討した．それぞれのマーカーの免疫

組織染色の出現パターンの典型例を図3Aに示す．3種

のマーカーとも，角膜表層細胞と翼細胞の核およびその

周囲に陽性部位が局在しており，JBDCでは，同期間通

常環境にて飼育した無処置群に比較し，明らかにその陽

性領域が増加していた．また，8-OHdG，4-hydroxyno-

nenal(4-HNE)の染色特性はTanitoら の角膜およ

び網膜での報告例と一致した．

各マーカーの角膜切片あたりの陽性細胞を算定した結

果，3種のマーカーとも，JBDC群では無処置角膜に対

し10日，30日後において有意な増加を認めた(図3)．

抗酸化，炎症関連遺伝子の発現変動は1，5，10，20，

30日目に測定した．

抗酸化関連遺伝子は，酸化ストレスに対する防御因子

として重要な superoxide dismutase(SOD)，catalase
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図 1 ラットドライアイモデル．

扇風機(1)，ブランコの椅子(2)．一連の実験は温度

22±3℃，湿度25±5％，風速2～4m/秒の乾燥環境施

設内で実施した．ラットは7.5時間/日ブランコに乗せ，

餌と水を補給させるため開始4時間後に30分間一時的

にケージ内に戻し，餌と水を自由摂取させた．それ以外

の16時間/日はケージ内で餌と水は自由摂取とした．こ

の処置を最長30日間繰り返した．(Nakamura S, et
 

al：Invest Ophthalmol Vis Sci2007(in press)より許可

を得て転載)



B

図 2 ラットドライアイモデルでの角膜フルオレセイン染色性の変化．

A：30日間繰り返し処置期間中のスコアの変動．―○―：JBDC，―●―：無処理．B：30日間処置後の典型

例．ドライアイ処置(Jogging board with dry condition；JBDC)群の平均スコアは無処置群に比較し，全測

定点において有意に上昇した．平均値±標準誤差，n＝16角膜，＊：p＜0.05(Mann-Whitney testによる無

処置群との比較)．(Nakamura S,et al：Invest Ophthalmol Vis Sci2007(in press)より許可を得て転載)

図 3 ラットドライアイモデルの角膜における酸化ストレスマーカーの局在変化．

A：10日間処置後の典型例．無処置群(左)，ドライアイ処置(JBDC)群(右)．矢頭は陽性細胞を示す．B：

陽性細胞数の算定結果8-OHdG(左)，malondialdehyde(MDA)(中央)，4-hydroxynonenal(4-HNE)(右)．

■：無処置，□：JBDC．平均値±標準誤差，n＝16角膜，＊：p＜0.05(t-testによる無処置群との比較)．

(Nakamura S,et al：Invest Ophthalmol Vis Sci2007(in press)より許可を得て転載)
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(Cat)，glutathione peroxidase(GPX1)について発現

解析を実施した．SODに関しては，ヒト角膜で多く認

められている細胞質に存在する銅亜鉛SOD(SOD1)を

選定した ．JBDC群ではSOD，Cat，GPX1の相対

発現比は10日目までは，無処置群と同レベルであった．

20日，30日目にすべての遺伝子で約2倍の発現上昇が

認められ，30日目では無処置群に比較し統計学的有意

であった．

ドライアイ患者およびマウスドライアイモデルで涙液

中の tumor necrosis factor-alpha(TNF-α)，matrix
 

metalloproteinase 9(MMP-9)濃度が上昇することが報

告されている ．JBDC群ではMMP-9では1日，5

日目では無処置群と同レベルであった．10日目には約3

倍の発現上昇が認められ，その上昇は30日目まで続い

た．20日目には無処置群に比較し有意であった．TNF-α

は20日目まで無処置群と同レベルであった．30日目に

無処置群に対し2倍の上昇が認められたが，統計学的に

有意差は検出されなかった．角膜上皮ROS産生量への

影響は，10日目において測定した．JBDC群では無処

置群に対し有意な蛍光強度の増加が認められた．

その結果，角膜上皮障害の発症とともに酸化ストレス

の亢進が認められ，瞬き減少型ドライアイにおける角膜

上皮障害の発症に酸化ストレスが深く関与している可能

性が示唆された．

実験的脈絡膜新生血管に対するアンジオ

テンシンレセプター阻害剤の効果

加齢黄斑変性は，先進国における失明原因の首座を占

める ．黄斑は網膜の中心に位置し，外部からの光線が

角膜・水晶体により屈折し集中する部分であり，視細胞

のうち錐体の密度が高く，視力は同部位の機能に依存す

る．加齢黄斑変性は黄斑部に新生血管などの病変を生

じ，急激な視力低下，中心暗点から高度の視機能障害の

原因となる．加齢黄斑変性は滲出型と萎縮型に分けられ

る．萎縮型では網膜下に白色斑状を呈するドルーゼンと

網膜色素上皮の萎縮を生じる．ドルーゼンは過酸化物質

を多く含む視細胞外節を処理しきれなくなった網膜色素

上皮細胞が崩壊したものと考えられており，ドルーゼン

の形成過程そのものが局所的な酸化ストレスの存在を示

唆している．滲出型は黄斑部に脈絡膜新生血管が生じ

る．脈絡膜新生血管は血管に富み網膜外層の栄養と酸素

供給，温度調節などを司る脈絡膜由来の新生血管が

Bruch膜を貫通して網膜下に侵入したものである．未

熟な血管網からの出血や脂肪成分を含んだ血漿成分が神

経網膜の機能を低下させる原因となる．組織学的には脈

絡膜新生血管は脈絡膜由来の血管内皮細胞とともに網膜

色素上皮細胞，myofibroblast，pericytesを含み，網膜

下でchoroidal neovascular membrane(CNVM)という

膜を形成する ．

脈絡膜新生血管が生じる分子メカニズムについては詳

細は解明されていない．加齢黄斑変性におけるchoroi-

dal neovascularization(CNV)は網膜最外層の網膜色素

上皮，Bruch膜，脈絡膜血管の加齢性変化を基盤とし

て慢性炎症，酸化ストレスなどに伴うさまざまな分子の

相互作用に加え，遺伝的因子，環境的因子などが関与し

て発症すると考えられている．血管新生はその促進因子

と抑制因子のバランスで規定される．脈絡膜新生血管に

おいてもvascular endothelial growth factor(VEGF)

(3～6)や pigment epithelium-derived factor(PEDF)

などの血管新生を促進または抑制するさまざまな因

子が作用すると報告されている．脈絡膜新生血管モデル

やヒト摘出脈絡膜新生血管膜 の網膜色素細胞や新生

血管に浸潤したマクロファージなどの炎症細胞にVE-

GFが発現しており，VEGFシグナルの阻害によって実

験的脈絡膜新生血管が抑制されたことが報告されている ．

また，脈絡膜新生血管にはマクロファージなどの炎症細

胞浸潤 やサイトカインネットワーク などの炎

症機序が関与し，腫瘍や慢性関節リウマチにみられる病

理的新生血管と同様に炎症性血管新生であると報告され

ている．Sakuraiらはmouse laser-induced CNV
 

modelの CNVにおいて intercellular adhesion mole-

cule-1(ICAM-1)，CD-18を発現していること，そして

ICAM-1とCD-18のそれぞれの欠損マウスではCNV

への白血球浸潤を抑制することで，CNV体積が抑制さ

れることを示している ．

レニン・アンジオテンシン系(RAS)は主要な血圧調節

に重要な役割を果たす．この系の final productである

アンジオテンシンⅡ(AⅡ)は血管収縮物質であり，AⅡ

は2つの主要なレセプター，AngiotensinⅡ type 1

receptor(AT 1-R)，AT 2-Rを有する ．AⅡの主要

なシグナルはAT 1-R signalingを介し，AT 1-R block-

er(ARB)は高血圧，心血管疾患の治療に広く用いられ

ている．最近RASは血管新生，心血管系統のリモデリ

ング，炎症など多様な作用を有することが注目されてい

る ．また，腫瘍学の分野ではARBが炎症性血管

新生である腫瘍血管新生を抑制して，腫瘍の成長を抑制

したと報告されている ．我々はARBが ICAM-1を

介した網膜血管白血球接着を抑制して網膜病理的血管新

生を抑制すること ，またendotoxin-uveitis modelと

いう眼炎症の動物モデルにおける炎症を抑制することを

示した ．CNVについては以前ARB(losartan)が

laser-induced CNVを抑制すると報告されている が機

序は検索されていない．今回我々はRASの脈絡膜新生

血管の発生への関与についてその分子・細胞メカニズム

をCNVの動物モデルであるマウス laser-induced
 

CNV modelを用いて検討した．

AT 1-RおよびAT 2-R signalingの CNVの形成への

関与を検討するためにARBの telmisartan，valsar-
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tan，またはAT2-R blockerの PD123319を毎日 laser-

induced CNVマウスに投与し，laser施行7日後の

CNV体積を比較検討した．Telmisartanの投与によっ

てCNV体積は濃度依存的に抑制された．CNV体積は

vehicle群の335,963±65,618(平均値±標準偏差，以下

同)μm に対し，telmisartan 0.5mg/kg 投 与 群 で

276,703±46,527μm ，5mg/kg 投 与 群 で 129,518±

44,069μm(p＜0.001)に抑制された．Valsartanでは1

mg/kg投与群で296,819±52,716μm，10mg/kg投与

群で153,323±41,700μm(p＜0.001)に抑制された(図

4)．一方，AT 2-Rの選択的なアンタゴニストである

PD123319の投与によってはCNV体積は抑制されな

かった(p＞0.05)．PD123319 1mg/kg 投 与 群 で は

324,263±150,283μm，10mg/kg投与群では336,890±

87,600μmであった(図4)．このようにARBによる

AT 1-R signalingの阻害によってCNVの形成が抑制さ

れた．

Telmisartanは抗炎症や抗血管新生に働くステロイド

型核内受容体のperoxisome proliferator-activated re-

ceptor gamma(PPAR-γ)の partial agonistと報告され

ている ．そしてPPAR-γの刺激は炎症，血管新生

を抑制することが報告されている．そこで telmisartan

によるCNVの抑制作用がPPAR-γを介するかを検討

した．CNVを有意に抑制した telmisartan 5mg/kgと

同時にPPAR-γアンタゴニストであるGW9662を投与

した．GW96620.1mg/kgの同時投与によるCNV体

積は144,830±29,096μmであり，telmisartan 5mg/

kg単独投与時のCNV体積(129,518±44,069μm)と有

意差はなかったが，GW9662 1mg/kgの投与によって

telmisartanの CMV抑 制 作 用 は reverseさ れ た

(221,357±75,008μm，p＜0.001)．ただし，GW9662

の投与によって完全には reverseできなかった．一方，

valsartan 10mg/kgと GW96621mg/kgの同時投与し

たときのCNV体積は157,492±28,308μmであり，val-

sartan 10mg/kg単独投与時のCNV体積(153,323±

41,700μm)と有意差はなかった(図5)．

加齢黄斑変性モデルの病因論：

酸化ストレス説の検証

加齢黄斑変性(AMD)において酸化ストレスが原因と

して関与するのかそれとも変性過程に伴い酸化ストレス

が随伴するにすぎないのかがこれまで未知であった．加

齢黄斑変性の予防を考えるうえで，本疾患がなぜ発生す

るのかという病因論の理解が不可欠である．我々はA-

MDを“網膜の加齢が加速した状態(accelerated ag-

ing)”と認識することによって，病態生理が理解しやす

くなると考えている．我々は網膜内での代表的なフリー

ラジカルスカベンジャーであるCu，Zn-superoxide dis-

図 4
 

A，B：実験的脈絡膜新生血管に対するAngiotensinⅡ type1receptor(AT 1-R)阻害剤の効果．縦軸は

choroidal neovascularization(CNV)の体積を示す．C：vehicle，telmisartan，PD123319投与したマウス

の脈絡膜のフラットマウント標本．矢頭は lectin染色したCNVを示す．＊：p＜0.01，＊＊：p＜0.001．

N.S.：有意差なし．

(図表は，Nagai N, et al：AngiotensinⅡ type1receptor-mediated inflammation is required for chor-

oidal neovascularization.Arterioscler Thromb Vasc Biol26：2252―2259,2006より許可を得て転載)
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mutase(SOD1)の遺伝子欠損マウスに注目し，本マウ

スが，AMDの主病変(ドルーゼン，脈絡膜新生血管，

肥厚したBruch膜，色素上皮細胞の接着障害など)を呈

することを報告した ．これまでAMDに関しては優れ

た大規模疫学調査が行われている．加齢は最も確実な危

険因子である．喫煙は各種疫学調査でほぼ共通したリス

クである．この他，高血圧，肥満，高脂血症がある．ま

た血液中のc-reactive protein(CRP)が高値である．し

たがって，AMDを網膜のみに原因があると考えるのは

正確ではなく，むしろ生活習慣病一般の背景がある高齢

者が本疾患に罹患しやすいと考えるべきである．

SOD1ノックアウトマウスは，1996年にReaumeら

によって作製された ．当時はSOD1が難病である筋

萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子であることが分

かり，SOD1欠損は脊髄の障害が起こると期待された．

ところが，結果は運動ニューロンは正常に発達するとい

うものであった．これまでに報告されたSOD1ノック

アウトマウスの表現型は短命，女性不妊，皮膚炎，血球

減少，肝臓腫瘍などである．

またALS患者で，SOD1活性そのものは影響を受け

ていないことが分かり，近年の研究ではALSは SOD1

の点突然変異による異常凝集という説が有力である．

一方，眼科領域ではAMDの病態に活性酸素が関与

していることはこの数年で多くの状況証拠が得られてい

た．このなかで最もインパクトがあったのが，2001年

に報告されたAREDS(Age-related eye disease study)

であった．本臨床試験は，米国で施行された無作為，前

向き試験であり，約4千人を6年追跡し，ビタミンC，

E，ベーターカロテン，および銅，亜鉛の大量内服が進

行型AMDへの進展を25％抑制するという結果が出

図 6 Superoxide dismutase(SOD)ノックアウトマウ

スにみられたドルーゼン様沈着物．

RPE：網膜色素上皮，BM：Bruch膜

(Imamura Y,et al：Proc Natl Acad Sci USA103：

11282―11287,2006より許可を得て転載)
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図 5 peroxisome proliferator-activated receptor gamma(PPAR-γ)のシグナル阻害は部分的に tel-

misartanによる CNV抑制効果を阻害する．

CNV体積がA，フラットマウント標本がBである．PPAR-γの特異的阻害剤(GW9662)は，部分的であ

るが，有意に telmisartanによるCNV抑制効果を逆転させた．この現象はvalsartanによるCNV抑制

効果にはみられなかった．

(図表は，Nagai N,et al：AngiotensinⅡ type1receptor-mediated inflammation is required for chor-

oidal neovascularization.Arterioscler Thromb Vasc Biol26：2252―2259,2006より許可を得て転載)



た ．この他，AMD患者の剖検眼の病理検査では網膜

色素上皮およびBruch膜に活性酸素産生源である鉄の

沈着が多いことも示された ．

我々はAREDSにおいて銅と亜鉛の内服がAMDの

進行予防に不可欠であることに注目した．その作用機序

として第一に候補にあがったのが銅，亜鉛依存型 super-

oxide dismutase(SOD1)であった．高齢SOD1ノック

アウトマウスは多くのAMDに典型的な所見を模倣し

ており，現時点で優れたAMDのモデルになり得ると

考えられる．本マウスは，ドルーゼン様変化(図6)，

Bruch膜の肥厚と視細胞の萎縮(図7)，さらに脈絡膜新

生血管(図8)を呈する．しかし，発症までに時間がかか

ること，CNVの発生頻度がそれほど高くないこと(高

齢マウスの10％程度)と問題もあり，今後より優れた動

物モデルの出現も期待される．

現時点で，AMDの予防に重要なのは，①酸化スト

レス・炎症の管理(例：AREDSサプリメント，魚油)，

②喫煙の中止，③肥満の予防，④高血圧などの動脈硬

化促進因子の治療，⑤補体H因子(CFH)など疾患感受

性遺伝子多型保持者の発症リスクの評価，などがあげら

れる．この他，光被曝の管理や鉄などの金属沈着の評価

も今後網膜の加齢を予防するために重要な視点になると

思われる．我々の研究がAMDの病態解明だけでなく，

生物の加齢現象そのもののメカニズムを解明する糸口に

なればと思っている．

エイジングと再生医療：ステムセル

エイジングという新しい概念

今後，失われた眼球の各パートを再建させるために

は，眼球の各部分の幹細胞(ステムセル)を同定し，組織

を再生させ移植するという医療は間違いなく重要であ

る．そのためにはステムセルを同定，維持していくとい

う基礎研究が不可欠である．

ステムセル研究は骨髄で最も進んでおり，骨髄ステム

セルを用いたエイジングの研究が最近盛んに行われるよ

うになった．しかし，残念ながら眼科領域におけるステ

ムセルとエイジングの研究はまだ皆無といってよい．角

膜，網膜などでステムセル研究が進まないのは，まだス

テムセルそのものがはっきりと同定されていないためで

ある．したがって，ステムセルのエイジングの定義が曖
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図 7 SODノックアウトマウスにみられた肥厚した

Bruch膜と視細胞の萎縮像．

OS：Outer Segment,IS：Inner Segment

(Imamura Y,et al：Proc Natl Acad Sci USA103：

11282―11287,2006より許可を得て転載)

図 8 SODノックアウトマウスにみられた脈絡膜新生血管の眼底写真，蛍光眼底写真，および組織像(ヘマ

トキシリン・エオジン染色)．(Imamura Y,et al：Proc Natl Acad Sci USA103：11282―11287,2006よ

り許可を得て転載)



昧であることと，眼球組織でのステムセルの存在そのも

のもはっきりしていないため，現状ではまだ推測するこ

としかできない．

眼科領域でステムセルの生物学的な特性がある程度分

かっているのは，角膜輪部に存在する角膜上皮ステムセ

ルである．また，我々は角膜実質に多分化能をもつ神経

提由来のステムセルが存在することをマウス角膜で報告

した ．実験方法は以下のとおりである．まず，

C57BL6/JマウスよりCOPs(cornea-derived progeni-

tors)を分離し，浮遊培養した．フローサイトメトリー

にてCD34，stem cell antigen-1(Sca-1)，c-kit，CD133

の発現を解析した．reverse transcriptase-polymerase
 

chain reaction(RT-PCR)にて神経幹細胞マーカーおよ

び神経堤由来細胞マーカーの発現を調べた．接着培養後

classⅢ tubulin，neurofilament M(NF-M)，glial  fi-

brillary acidic protein(GFAP)，collagen typeⅡ，ag-

grecanの免疫染色および脂肪染色(Oil-Red O)を行っ

た．Nestin発現については，neural specific enhancer

制御下にあるE/nestin-EGFPマウスにて神経特異性の

確認をした．green fluorescent protein(GFP)骨髄移植

マウス，および神経堤由来組織がGFP となるP0/Cre
 

GFPマウスからもCOPsの分離を行って，由来の解析

を行った．COPsはtwist，snail，slug，Sox9 および

CD34，Sca-1，musashi1が陽性であった．E/nestin-

EGFPマウス由来の角膜実質細胞は，COPsとして浮遊

培養することでGFP陽性となった．分化誘導培地で接

着培養したCOPsは神経細胞，グリア細胞，軟骨細胞

および脂肪細胞の特徴を示した．一方で，GFP骨髄を

移植したマウスよりGFP のCOPsは分離されなかっ

た．また，P0/Cre GFPマウス由来のCOPsは GFP で

あった．成体マウス角膜より分離された組織幹細胞は，

多分化能をもつ神経堤由来幹細胞であることが示唆され

た(図9，10)．

その他にも，網膜周辺部に神経網膜のステムセル，あ

るいは，線維柱帯付近に角膜内皮細胞の前駆細胞が存在

することを示唆する報告もある．しかし，同じステムセ

ルであっても，角膜上皮のように頻繁にターンオーバー

する細胞と，基本的に細胞分裂はせずに一生涯にわたっ

て生き続ける角膜内皮細胞や，神経網膜細胞とでは生物

学的な特性が違う．細胞分裂しない組織にとっては，

個々の細胞の老化がそのまま組織の老化を反映する可能

性がある．一方で，ターンオーバーが活発な組織では，

個々の細胞は数日から数週間でアポトーシスによって排

除されることから，一つの細胞がエイジングすること

と，個体のエイジングは関係ない．

非常に興味深い研究が最近報告された．2006年，ROS

によりステムセルが枯渇していき，それを抗酸化物質で

あるN-acetylcysteine(NAC)によって防止することが
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図 9  clonal sphereとして単離された単一 cornea-derived progenitors(COPs)細胞．

green fluorescent protein(GFP)陽性および陰性細胞は混在しており，methylcelluloseの入った培地で培

養した．右段：蛍光画像，左段：位相差顕微鏡画像．上段は培養1日目，下段は培養6日目．スケールバ

ー：200μm(上段)，100μm(下段)．(Yoshida S,et al：Stem Cells 24：2714―2722,2006より許可を得て

転載)



可能であったことを，ItoらがNature Medicineに報告

している ．エイジングの大きな要因として酸化ストレ

スは注目されているので，ステムセルとエイジングを関

連づけた論文としてインパクトのある報告であった．こ

の報告によると，ROSがステムセルの増殖を制御する

メカニズムにせまっている．Atm(ataxia telangiecta-

sia mutated)遺伝子の欠損モデル，あるいはエイジング

モデルのマウスでは，血液のステムセル中の活性酸素レ

ベルが高かった．この高いレベルの活性酸素はp38-

mitogen-activated protein kinase(MAPK)のシグナリ

ングを活性化させ，血液のステムセルを増殖させるサイ

クルに働かせる．このサイクルが過剰に働くと，血液の

ステムセルが枯渇するという結論を招き，臨床像として

は骨髄不全を呈することとなる．もちろんこれがステム

セルのエイジングのメカニズムとするには早急である

が，活性酸素とステムセルのエイジングを関連づけた最

初の論文としての意義は大きく，今後のこの分野は大き

く発展すると期待する．

すでに骨髄ステムセルの研究では，酸化ストレスに

よってステムセルのquiescenceが維持できないことが

知られている．酸化ストレスモデルマウスを用いた研究

で，骨髄移植を繰り返し行うことができる回数が制限さ

れることが知られている．これらの現象に関与している

細胞内シグナル伝達機構も徐々に明らかになっており，

quiescenceの維持と，加齢，さらには発癌のメカニズ

ムが関連していることが分かってきた．

眼表面のステムセルはどのようにquiescentに維持さ

れているのかは興味深い．角膜ほど紫外線や高酸素に曝

露されている組織はない．そこで一生涯にわたって存在

し続けなければならない角膜上皮ステムセルがいかに過

酷な環境に存在しているかが分かる．角膜上皮ステムセ

ルの微小環境(ニッチ)についてはまだそれほど知られて

いないが，メラノサイトの密度が多いことが光酸化に対

する防御メカニズムのひとつであることが推測されてい

る ．また，大気中にある酸素の影響を最小限にとどめ

るメカニズムが存在することも予想される．微小環境が

何らかの要因によって破壊されると，ステムセルはqui-

escentでいられなくなるかもしれない．角膜実質は上

皮と異なり，活発にターンオーバーしているとは考えら

れていない．ただ，創傷治癒が働くと実質細胞(kerato-

cyte)のアポトーシスや線維芽細胞への活性化などがみ

られ，非常事態としてステムセルの活性化が起こってい

る可能性はある．keratocyteのステムセルについては

まだまだ不明な点が多いので今後の発展が期待される．

お わ り に

ドライアイと加齢黄斑変性という加齢性眼疾患のモデ

ルに注目して，当教室の仕事をレビューした．また最後

図 10 COPsは神経提細胞のマーカーを発現する．

A：Nocth1，Musashi1，nestinの reverse transcriptase-polymerase chain reaction(RT-PCR)．B：nes-

tin promoter下でのGFP陽性COPs．COPsの免疫組織化学．C：Musashi-1．D：glial fibrillary acidic
 

protein(GFAP)．E：classⅢ tubulin．F：neurofilament M(NF-M)．(Yoshida S, et al：Stem Cells

24：2714―2722,2006より許可を得て転載)
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に近年台頭しているステムセルエイジングという新しい

概念についても我々の立場，考え方を述べた．超高齢化

社会を迎える我が国において，加齢のメカニズムの研究

はきわめて重要であり，ドライアイや加齢黄斑変性と

いった代表的な眼科疾患の研究を通じて加齢の重要なメ

カニズムが明らかになる可能性が高い．本稿で紹介した

RASはメタボリックシンドロームの基本経路であるこ

とが判明しており，本経路の阻害剤が実験的脈絡膜新生

血管を抑制することは，AMDを伊藤らの提唱するメタ

ボリックドミノの下流に位置すると考えさせるにたる事

実である ．また近年非常に脚光を浴びている再生医療

の基礎研究は，ステムセルの維持がとりもなおさずステ

ムセルの老化の制御機構の維持と同意義であることを強

く示唆している(図11)．これからの医学研究の基本は

『加齢』と『再生』という2つの大きな流れの中に統合

されていくと思われ，生物学的にみた場合，この両者は

同じ現象を異なる見方でみているとも考えられる．

付記：宿題報告において，本稿以外に多数のオリジナ

ルデータが発表されたが，本稿では宿題報告に関連する

一連の研究のうち既に原著として発表されたデータを中

心に総説形式でまとめた．

本研究を発表するにあたり，ご支援を頂戴しました慶應義

塾大学医学部眼科学教室同窓会の先生方，また多くの助力を

いただいた眼科外来視能訓練士のみなさま，各研究チームの

技術員のかたがたに大変お世話になりました．ここに感謝の

意を表します．またご指導賜りました小口芳久慶應義塾大学

名誉教授に深謝いたします．最後に著者を宿題報告演者に選

出していただいた日本眼科学会評議員のみなさまに厚く御礼

申し上げます．
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Comment：金井 淳

我が国は世界一の超長寿社会となったが，人類の不老長寿への願望は根強く，紀元前3世紀秦の

始皇帝は権力の座に登りつめ最後の望みは不老長寿で，その薬を探すように命じた話は有名であ

る．現実的な不老長寿の薬は老人性疾患の治療薬かquality of lifeを高める老人性疾患の予防薬で

あるのかもしれない．

坪田一男教授は長年ドライアイの発生機序や治療の研究に多くの素晴らしい業績を残し，最近は

アンチエイジングの研究に情熱を注がれている．加齢の原因の一つにフリーラジカルの関与が挙げ

られているが，ドライアイの起因の一つにフリーラジカルを結びつけたことは興味深い．涙液は加

齢に伴い減少傾向がみられる．ラットをブランコに乗せ風を当てたドライアイモデルは瞬目の減少

により涙液の安定性が低下し，涙液と角膜上皮の相互作用に慢性的な障害を生じる．フリーラジカ

ルに起因する酸化ストレスマーカーの出現や抗酸化関連遺伝子の発現によって確認している．高齢

ラットとの比較で本結果はさらに確証が得られることを期待している．

我が国の加齢黄斑変性(AMD)は中途失明の第4位までに上昇してきた．アンジオテンシン系薬

剤としてアンジオテンシン変換酵素阻害薬とアンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬(ARB)があるが，

最近では心不全治療薬としても用いられている．実験的レーザー破壊による脈絡膜新生血管(CN-

V)に対してテルミサルタンなどARBの投与が活性酸素生産量抑制や血管壁の形態変化をもたら

し新生血管を阻害することが予測される．AMDも酸化ストレスの関与が指摘されており，そのモ

デルの一つである銅，亜鉛依存型遺伝子欠損マウスの病理組織学的検索でAMDの模倣を示した

ことから，2001年に報告された海外での臨床的研究であるAREDS(age-related eye disease
 

study)の裏づけとして，他のAMDモデルとともにその治療効果判定の材料に寄与するのではな

いかと思われる．

21世紀は予防医学の時代であり，加齢に対する研究は進歩解明されつつある．本論文では眼の

加齢疾患の代表であるドライアイや血管新生を伴う加齢黄斑変性に対する機序や治療法を模索する

とともに，加齢に対する対策の一つに再生医療の導入という新しいコンセプトを取り入れたことは

興味深い．


