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第 1 章 諸論 

 

はじめに 

 人間は，情報の約 9 割を眼覚から取りこんでいる。テレビやパソコン作業の

ような眼に負担をかける機会が多く，眼の疾患や視覚機能の低下が問題となっ

ている。網膜は光に曝されているため，活性酸素種が蓄積し酸化ストレスによ

る障害を受け易い。網膜に存在するニューロン（神経細胞）は障害を受けると，

再生することができないため，視覚においては障害を予防することが重要とな

る。眼球構造は，外膜(角膜と強膜)，中膜(ぶどう膜，虹彩，毛様体，脈絡膜)，

内膜(網膜)，房水，水晶体，硝子体から構成されている。角膜は無血管性の透明

組織で光線を屈折させて眼内に光を導き，虹彩で瞳孔径を変えることで光量が

調整され，水晶体を通り，網膜上の黄斑部に集約をする[1]。網膜は，系統発生

学的には間脳に属しており，外部から直接観察できる唯一の中枢神経系の機能

を持つ。光は，一度網膜を通過して視細胞外側部(OS)で光受容細胞（桿体細胞・

錐体細胞）を活性化し，電気信号に変換する。電気信号は，視細胞核が局在す

る外顆粒層(ONL)，双曲細胞，水平細胞，アマクリン細胞の核で構成されている

内顆粒層(INL)のなどで制御され，神経節細胞層(GCL)に伝達される。そして，

神経節細胞の軸索が視神経の役割を果し大脳に至る（網膜を貫通する視神経乳

頭には視細胞は存在しない）[2]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

加齢黄斑変性は，日本の失明原因 4 位にあり，社会的失明原因の上位を占め，

日本において 50 歳以上の加齢黄斑変性の有病率は 0.9%である。総人口に換算

すると，患者数は 43 万人にも登ることが推定される。患者の約 90%に視力 0.1

以下になり，この疾患の治療法が早期に開発されることが望まれる[3]。加齢黄

Fig.1 Structure of the retina 
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斑変性は滲出型と委縮型に分けられる。滲出型加齢黄斑変性は，脈絡膜から脈

絡膜新生血管を生じ，網膜面に伸び，この新生血管は血管脆弱性であり，出血・

滲出物の貯留から黄斑部の機能障害を引き起こし，偏視・視力低下などを示す。

この視力の低下等を治療しないでいると，黄斑部に不可逆的な変性を起こし，

視力欠損となる疾患である。委縮型加齢黄斑変性は，加齢と共に黄斑部変性を

起こし，この範囲により視力低下を引き起こすが滲出型のような脈絡膜新生血

管は起こらない。 

加齢黄斑変性の危険因子は，高血圧・紫外線・加齢・喫煙である。特に喫煙

は，活性酸素を増加させ過酸化脂質の蓄積を進めるのと，脈絡膜の血液循環に

も影響を及ぼし，黄斑変性を生じると考えられている。 

現在，滲出型加齢黄斑変性の治療法は，脈絡膜新生血管の発生を抑えることが

ポイントであり，光線力学的療法と抗 VEGF(血管内皮増殖因子)剤が新規薬剤で

ある。光線力学的療法は，ベルテポルフィン（光受容性物質）を静脈投与し，

眼球病変部にレーザー照射することにより光化学反応を励起し，新生血管の閉

塞をさせる。また，脈絡膜新生血管の発生は，VEGF が関与しており，抗 VEGF

剤などの薬剤の硝子体内注入により VEGF 作用を抑制し，脈絡膜新生血管を抑

える治療が最も新しい治療法である[4]。 

ラット光障害モデルは，加齢黄斑変性の原因として体内で産生される活性酸

素による酸化ストレスが有力視され，活性酸素は病原体などを攻撃し細胞など

を守る反面，発生すると酸化ストレスとなり，組織障害の原因となりうる。ラ

ット光障害モデルは光曝露により，網膜視細胞等に活性酸素種を蓄積させ，視

細胞層にアポトーシス性細胞死を誘発させた加齢黄斑変性のモデル動物である

[5]。 

網膜電位図 (electroretinogram: ERG)は，眼球の静止電位は，網膜に光刺激

に変動する。この網膜の活動電位を記録したものが ERG である。実験では，暗

順応 ERG を用い，弱短光で測定を行った。暗順応 ERG を Fig.2 に示す。この，

0.009 cds/m2は弱短光情報で主に桿体細胞が発する電位である[2]。 

 

     

 

  

                         

     

 

 

 

Fig.2 The waveform of ERG (0.009 cds/m2). 

 

 

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%A1%80%E7%AE%A1%E6%96%B0%E7%94%9F
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%A1%80%E7%AE%A1%E6%96%B0%E7%94%9F
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%A1%80%E7%AE%A1%E6%96%B0%E7%94%9F
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%A1%80%E7%AE%A1%E6%96%B0%E7%94%9F
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 スサビノリは，海藻類で古くから食量あるいは工業原料として利用されている。

食用海藻の中で，紅藻であるスサビノリ(Porphyra yezoensis)は，幅広く養殖さ

れており，養殖技術の発達などにより生産量が飛躍的に増大している。スサビ

ノリの養殖は，気象・海況に左右されるため，養殖には多くの病障害が伴い，

生産量や品質は不安定である。例えば，養殖期の降雤量減尐による陸地からの

栄養塩類の供給量減尐，植物プランクトンの大量発生による海水中の栄養塩類

の減尐など，スサビノリ葉状体が退色・黄褐色化する色落ち現象が毎年発生し，

養殖業に甚大な被害をもたらしている。このような屑海苔に新しい価値を見つ

け有効利用することが求められている[6]。 

カロテノイドは，カロテン及びそれらの酸素化された，アルコール系の誘導体

(キサントフィル)を含んでいる。カロテンには，-カロテン，-カロテン，リコ

ピンなどが属し，キサントフィルには，ルテイン，ゼアキサンチン，アスタキ

サンチンが属している[7]。ルテインは，構造式を Fig.3 に示したが，キサント

フィルに属する赤橙色素である。これは，葉緑体に多く含まれており、光酸化・

光破壊に対する保護の役割を持っている。人体では，ルテインを合成すること

できないため，食事由来で吸収されて，眼球網膜などに多く局在し特に黄斑部

に局在している。カロテノイドは脂溶性であるが，ルテインは分子構造の両端

に水酸基があることから水に親和性を持っている。生体膜では，親水性と脂溶

性を持つ二重膜構造なっており，親水性・脂溶性の両方を持つルテインは，細

胞膜を貫通し存在していると考えられている。ルテインは青色可視光(短波長光)

の波長 450 nm 前後に吸収極大を持っていることから，青色可視光や紫外線な

ども吸収すると考えられているため，加齢黄斑変性や白内症の予防や治療に期

待されている[7, 8]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 Structure of the lutein. 
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第 2 章 スサビノリからのルテインの精製法の検討 

 

1節 実験目的 

 スサビノリには，赤橙色素成分としてルテインを含有していることが知られ

ている[9]。本章では，スサビノリからのルテインの精製法を検討した。 

 

2節 実験材料および方法 

1)実験材料 

使用するスサビノリは，本研究科水圏生物利用学研究室の荒木教授から頂い

たものを用いた。その他の実験に用いた試薬は，特級もしくは一級品の用いた。

また，標準ルテイン(Extrasynthese)である。 

 

2)スサビノリからのルテインの抽出 

スサビノリ粉末 100 g に 99％エタノール 1 L を加えボールミルを用いて 24 時

間撹拌した。濾紙(ADVANTEC, NO2, 150 mm)を用いて吸引濾過を行い、濾液

をロータリーエバポレーター(N-1200A，東京理科器械)を用いて乾固した。そこ

にアセトン 50 mL を加え、濾紙を用いて吸引濾過を行い、濾液をロータリーエ

バポレーターで乾固した。これに 10％KOH/ メタノール 20 mL 加えてケン化

(24 時間)した。酢酸エチル 100 mL と超純水 150 mL を加え分液ロートを用い

て液液分配を行い，10％KOH/メタノールを含む超純水層を捨て，酢酸エチル層

を回収し乾固した。 

 

3)薄層クロマトグラフィー(TLC)による分析 

試料を 10 g/mL にアセトンで調整し TLC プレート(シリカゲル 60，メルク・

ジャパン)に 5 L アプライし，展開溶媒(アセトン/ヘキサン＝2.5：7.5)を 4 分間

展開した。スポットから Rf 値を求めた[10]。 

Rf 値の求め方 

             [Rf 値＝スポットの移動距離／展開溶媒の移動距離] 
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4)オープンカラムによる精製 

TLCの結果を基にシリカゲル装填カラム(Wako-gel C-200，φ17.6×270 mm，

和光純薬工業)にアプライし，アセトン/ヘキサン＝2：8 に混合した移動相を用

いて分画しルテインが含有する赤橙色画分を得た。 

 

5)高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による分取 

ルテインを含む有色画分を逆相高速液体クロマトグラフィー(DG-2080，LG-

1580-02，PU1580，UV-1570，日本分光)を用いて精製をおこなった。超純水で

平衡化した ODS カラム(Cosmosil 5C18-AR，φ4.6×150 mm)に標準ルテイン

をメタノールで溶解し 10 g アプライした。溶媒は，A 液が超純水，B 液がメ

タノールとし，サンプルをアプライし B 液を 0～100％まで 30 分間の直線濃度

勾配をかけ，続いて B 液を 100％で 30 分間流した。この時，波長は 450 nm，

流速は 0.5 mL/min，レコーダー(HITACHI, D-2000 chromato-integrator)で

記録を行った。 

上記の分析で得られた溶出時間を基に，有色画分からルテインの分取を行った。

すなわち，有色画分にメタノール 500 L を加えて溶解し,メンブレン(DISMIC-

13HP, ADVANTEC)ろ過をしてサンプルとした。上記の分析と同様な方法を用

いて精製を行った。得れた画分を抽出ルテインとした[11]。  

 

3 節 実験結果および考察 

抽出物質を TLC で分析した結果を Fig.4 に示した。サンプルに含まれた 2 つ

のスポットは，Rf 値が 0.99，0.25 であったことから-カロテンとルテインであ

ることが分かった[10]。 

標準ルテインの HPLC による分析の結果を Fig.5A に示し，ルテイン含有画分

を HPLC で分取した時の結果を Fig.5B に示した。標準ルテインと同じの溶出

時間のピークを分取することで，ルテインの精製を行った。分取の結果，スサ

ビノリ粉末 100 g から 1.2 mg のルテインが得られた。 
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第 3 章 スサビノリからのルテイン結晶化による精製法の検討 

1 節 実験目的 

 今までの抽出法では，多くの工程を有し，抽出量も僅かであった。そこで本

章では，ルテインの結晶化による精製法を用いることで，操作の簡易化とルテ

イン回収率の向上を目的とした。 

 

2 節 実験材料および方法 

1)実験材料 

実験に用いた試薬は，特級もしくは一級を用いた。 

 

2)ルテインの結晶化 

 スサビノリ 61.1 g をミルミキサー(BM-RS08-GA，ZOJIRUSHI)を用いて粉

末化した。そこに，ヘキサン 300 mL を加え 60℃で 1 時間，30 分おきに撹拌

しながら加熱した。溶液をオムニポアフィルター(孔径 0.45 m，φ47 mm， 

MILLIPORE)を用いて吸引濾過を行い，濾液をロータリーエバポレーターで乾

固した。この操作を 4 回行った。そこに，プロピレングリコールを 1 mL 加え 5

5℃，30 分間加熱し溶解した。そして試料溶液に対して 18％になるように 45％

KOH 水溶液を加え，ウォーターバスシェイカー(TAITEC)で 70℃，6 時間撹拌

しながら加熱し，ケン化した。70℃の超純水を溶液の 10 倍量加え，更に 70℃

で 10 分加熱した後に，オムニポアフィルターで吸引濾過を行い濾液と結晶物質

に分けた。不純物を取り除くために結晶を 70℃のヘキサンに溶かし，オムニポ

アフィルターを用いてろ液を回収した。これを，ロータリーエバポレーターを

用いて乾固し，100 L の 1％トリエチルアミン/ジクロロメタンと 100 L のヘ

キサン加えて撹拌し，-20℃で 3 時間静置し再結晶化させた。その後，0℃の冷

ヘキサンを数滴加え，遠心分離(3,500 rpm, 10 分)行い沈殿と上清に分けた。上

清を取り除き，沈殿に 0℃の冷ヘキサンを加えて再び遠心分離(3,500 rpm, 10

分)を行った。この操作を 3 回行うことで結晶の洗浄を行った[16, 17]。 
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3) 抽出ルテイン結晶の HPLC による分析 

結晶化した抽出ルテインを逆相高速液体クロマトグラフィーを用いて分析を

行った。まず超純水/アセトン＝14：86 で平衡化した ODS カラム(Wako Navi 

C30-5，φ4.6×250 mm)に超純水/アセトン＝14：86 で標準ルテイン 200 g/mL

に調整したものを 10 g をアプライした。溶媒は，A 液が超純水，B 液がアセ

トンとし，抽出試料をアプライから B 液を 86～97％まで 21 分間の直線濃度勾

配をかけた。続いて B 液が 97~100％まで 4分間の直線濃度勾配流し，B 液 100％

を１分間流し続けた(波長: 445 nm，流速: 1.0 mL/min)。 

上記の分析で得られた溶出時間を基に，抽出ルテインの分析を行った。すな

わち，サンプルに超純水/アセトン＝14：86 を加えて 10 g/mL に調整したもの

を 50 l アプライした。溶媒は，A 液が超純水，B 液がアセトンとし，抽出試料

をアプライした直後に B 液を 86～97％まで 21 分間の直線濃度勾配をかけた。

その後続いて B 液が 97~100％まで 4 分間の直線濃度勾配流し，B 液 100％を 5

分間流し続けた。波長は，445 nm，流速は 1.0 mL/min で行った[18]。 

 

4) LC-MS による解析 

試料をメタノールに溶かし，LC-MS(SHIMAZU)による質量分析を APCI 法

で行った[18]。 

 

3節 実験結果と考察 

標準ルテインの HPLC による分析の結果を Fig.6A に示し，スサビノリ抽出

ルテインを HPLC を用いて分析した結果を Fig.6B に示した。標準ルテインと

同じの溶出時間のピークと比較し分析を行い，また LC-MS による質量分析を行

った。結果は，HPLC では，標準ルテインと同時間にピークがみられたことか

ら高い純度のルテインを抽出することができた。また，LC-MS による質量分析

では，M/Z=551([M＋H]＋)が検出され，ルテインの分子量と一致した[18]。スサ

ビノリ粉末 61.1 g からルテイン結晶 1.1 mg を精製したことから，第 2 章の方法

で抽出したルテインよりも 1.5 倍精製率が多いことが明らかになった。今後は，

結晶化による方法を用いて抽出を行なった。 
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第 4 章 細胞壁分解酵素におけるスサビノリからのルテインの精製法の検討 

1 節 実験目的 

 本章では，細胞壁分解酵素を用いてスサビノリからのルテインの抽出方法を

検討することを目的としている。 

 

2 節 実験材料と方法 

1)細胞壁分解酵素処理とルテインの結晶化 

 酵素処理は，50 g スサビノリをミルミキサーを用いて粉末化し，50 mM 酢

酸バッファーを(pH 5.0)200 mL 加え，酵素粉末(500 U: -1.4-mannase，30 

U: -1.3-xylanase，30 U: agarase)2.0 g を添加し回転撹拌機(D-79219，IKA)

を用いて 37℃で 2 時間撹拌した。その後，遠心分離(8,000 rpm, 10 分)し，上

清を取り除いた。この操作を 3 回行うことで沈殿からルテインを回収し，凍結

乾燥(FDU-2000, EYELA)を行った。沈殿を酵素処理画分とした。 同様の操作

を酵素をない状態で行い無酵素処理画分とした。酵素処理画分・無酵素処理画

分をミルミキサーで粉末化し，300 mL のヘキサンを加え 60℃で１時間，回転

撹拌機で撹拌した。この溶液をオムニポアフィルターを用いて吸引濾過を行い，

濾液をロータリーエバポレーターで乾固した(４回)。700 L のプロピレングリ

コールを加え 55℃で 30 分間加熱溶解した。そして溶液体積に対して 18％の 4

5％ KOH 水溶液を加え，70℃を 6 時間撹拌しながらケン化した。この溶液量に

対して 10 倍の 70℃超純水を加え， 70℃で 10 分加熱した後に，オムニポアフ

ィルターを用いて吸引濾過を行うことで結晶物質を得た。結晶を 70℃のヘキサ

ンを加え溶かし，不純物を取り除くためにオムニポアフィルターを用いて吸引

濾過を行い，ロータリーエバポレーターを用いて乾固し得た。再結晶化は 100 

Lの 1％トリエチルアミン/ジクロロメタン溶液と100 Lのヘキサンを加えて

撹拌し，－20℃で 3 時間し再結晶を得た。0℃の冷ヘキサンを数滴加え，遠心分

離(3,500 rpm, 10 分)行い，沈殿 0℃の冷ヘキサンを加えて再び遠心分離(3,500 

rpm, 10 分)で結晶を得た(3 回)[16, 17]。 

 

2) 抽出ルテイン結晶の HPLC による分析 

結晶化した抽出ルテインを HPLC(ODS カラム: Wako Navi C30-5, φ4.6×2

50 mm)を用いて分析を行った。アセトニトリル/メタノール＝50：50 で平衡化

した ODS カラムに同溶液で溶解した標準ルテインを 5 g アプライした(波長: 

220 nm，流速: 1.0 mL/min)。 

上記の分析で得られた溶出時間を基に，酵素処理，無酵素処理抽出ルテイン

の分析を行った。各サンプルにアセトニトリル/メタノール＝50：50 を加えて(10 
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g)アプライした。サンプルをアセトニトリル/メタノール＝50：50 で 60 分間流

した(波長: 220 nm，流速: 1.0 mL/min)[19]。 

 

 

3 節 実験結果と考察 

HPLC による標準ルテイン分析の結果を Fig.7A に示し，酵素処理及び無酵素

処理したスサビノリ抽出ルテインを HPLC 分析した結果を Fig7B,C に示した。

標準ルテインと同溶出時間のピークと比較し，分析を行った。50 g スサビノリ

粉末から細胞壁分解酵素で処理ではルテイン結晶 2.2 mg を精製し，無酵素処理

では，50 g からルテイン結晶 0.3 mg を精製した。以上のことから細胞壁分解

酵素で処理することで，ルテインの収量を増加させることが明らかになった。 
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第 5 章 光障害ラットにおける抽出ルテイン硝子体投与の網膜保護効果の検討 

1 節 実験目的 

 光障害を受けると網膜視細胞が存在する外顆粒層でアポトーシスが引き起こ

され，軸索が存在する外側部が委縮し，視機能が低下する。本章では，光障害

モデルラットを用いてスサビノリ抽出ルテインの硝子体投与が網膜を保護する

かを検討した。 

 

2 節 実験材料および方法 

1)抽出ルテインの調整 

 第 2 章でスサビノリから抽出したルテインにジメチルスルホキシド(DMSO, 

Wako)を加え 100 g/L に調整した。 

 

2)動物 

雄性ラット (SD，6 週齢，日本 SLC)を 12 時間の明暗サイクル (8:00-20:00

点灯)のもと，温度22±2℃で飼育した。実験餌(MF)および水は自由摂取させた。 

 

3)PreERG の測定 

ERG 測定 6 時間前に暗室において暗順応をさせた。この時，温度 22±2 ℃

で飼育し，実験試料 (MF)および水は自由摂取させた。ERG 測定 1 時間前に赤

色灯下でラットの両眼に散瞳剤(アトロピン点眼液 1%，日本点眼薬研究所)を点

眼した。ERG 測定では，赤色光下でラットをケタミン・キシラジン混合液 (8:

2)を 0.5 mL 腹腔内注射し麻酔をかけ，0.4％ 塩酸オキシブプロカイン (ベノキ

シール点眼薬，参天製薬)にて角膜表面麻酔後，額電極，皮膚電極，ラット用白

色 LED コンタクト電極を眼に装着し，白色 LED 電極装置 (トーメー)にて刺激

した。ERG はアナログトランジェント解析装置 (日本光電)にて記録され，それ

をポラロイドカメラにて撮影した。 

 

4)ラットのスサビノリ抽出ルテイン硝子体内注入と光障害モデルの作成 

 ラットにケタミン・キシラジン混合液 (8:2)を 0.4 mL 腹腔内注射し麻酔をか

けた。0.4% 塩酸オキシブプロカイン(ベノキシール点眼薬)を点眼し眼表面麻酔

を行った。硝子体内注入は 26G 針付ハミルトンマイクロシリンジを用い，眼球

上部結膜側から針先を水晶体に当たらないように刺入した。なお挿入は目視で

確認しながら行った。右眼には抽出ルテイン/PBS(pH 7.4)＝1：9 の溶液を      

1 L(10 g：ルテイン)を硝子体に注入した。ルテインを注入したら 5 秒間静置

し眼球内に循環させ，その後針先を抜いた。左眼には DMSO/PBS＝1：9 の溶

液 1 L を同様に硝子体内注入した。 
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同日，硝子体投与したラットを一晩暗順応し，瞳孔散動によって，眼内光照

射を増大させるため光照射 1 時間前に赤色灯下でラットの両眼に散瞳剤(アトロ

ピン点眼液 1%)を点眼した。動物用光障害実験装置(メイヨー)を用いて，3,000 

lux で 24 時間光障害を行った。実験餌 (MF)・水は自由摂取とした。ラットは 2

4 時間後に動物用光障害実験装置から出し，通常通り飼育した[12]。 

 

5) post ERG の測定 

 第 2 章 3 節 2)と同じ方法を光障害処置 6 日後に行った。 

 

6)眼球の摘出，網膜組織の固定 

ラットはエーテルで麻酔後に屠殺した。眼球をピンセットで固定しながら結

膜を切り，眼球を持ちあげ，視神経を残して眼球を摘出した。眼球は生理食塩

水で洗浄後，ただちに固定液 [1% グルタルアルデヒド＋4% ホルマリン含有

リン酸緩衝液(PB), pH 7.4]に入れ眼球表面を軽く固定した。30 分後に眼球の

角膜部に 23G 針で穴をあけ，房水に固定液を流し込んだ。この状態で一晩固定

し，10% ホルマリン含有 PB (pH 7.4)を用いて 24 時間以上固定した。 

 

7)網膜切片の作成 

 ラット眼を固定後，眼球の結膜部に沿って切り，角膜と水晶体を除去し eye 

cup を得た。eye cup を 70% エタノール液に 1 時間浸し，視神経から水平方向

に墨入れをし，80%，90%，99% エタノール液に各々1 時間し，100% エタノ

ール液で一晩完全に脱水を行った。その後，キシレンで 30 分間の透徹を行い，

67℃に加熱したパラフィンに浸し置換を 1 時間行った。その後ヒストセンター3

包埋モジュール (テルモ)にてパラフィンブロックを作成し，マイクロト－ム

(Yamato)にて視神経を通る厚さ 14 m の垂直切片を得た。 

 

8) 網膜切片のヘマトキシリン・エオシン染色 (HE 染色) と TUNEL 法 

網膜切片をリモネンに 5 分×2 回浸し，100% エタノール液 10 秒間×2 回，9

5%，70% エタノール液 10 秒間の順に水和を行った。流水にて 10 秒洗浄後，

ヘマトキシリン液 (0.1% ヘマトキシリン，5% 硫酸アルミニウムアンモニウム

ミョウバン，0.21777% ヨウ素酸，3% 酢酸)に 3 分間浸した。流水にて 15 分間

洗浄後，95% エタノール液に 10 秒間浸し，エオシン液 (0.1% エオシン Y, 0.

01% フロキシン B, 74% エタノール, 0.5% 氷酢酸)に 2 分間浸した。100% エ

タノール液 10 秒間×3 回浸し余分なエオシン液を除去後，リモネンに 5 分間×

3 回浸し，最後にマリノールにて封入した。 

TUNEL 法は DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega)を使用した。 
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6)で作成した網膜切片をキシレン(5 分×2 回)静置し脱パラフィンを行った。

次に 100% エタノール溶液に 5 分静置し，95%，85%，70%，50% エタノール

溶液に 3 分ずつ静置し水和させた。生理食塩水に 5 分静置後，ホワイトマーカ

ーでサンプルの周りを囲った。そして PBS (pH 7.4)に 5 分静置した後，4% パ

ラホルムアルデヒドを 20 l/sample のせ 15 分間組織の固定を行った。PBS(5

分×2 回)静置洗浄し，Proteinase K (20 g/mL)を 20 l/sample 添加し組織浸透

化を 10 分間行った。PBS で 5 分間静置し，4 % パラホルムアルデヒドを 20 

l/sample に入れ組織の再固定を 5 分間行った。次に PBS で 5 分間静置し，

Equilibration Bufferを20 l/sampleのせ組織の平衡化(10分間)を行った。rTdT

溶液 (Equilibration Buffer 22.5l，Nucleotide Mix 2.5l，rTdT Enzyme 

0.5l)を 25l/sample のせ，遮光下の湿式チェンバーに入れ 37℃，60 分間イン

キュベートした。 遮光下で 2×SSC を 20 l/sample で室温で 15 分間反応の停

止を行い，PBS(5 分×3 回)洗浄した。 Propidium iodide(1 g/mL)溶液を 20 

l/sample を用いて染色を行い，超純水(15 分×3 回)で静置し洗浄した。

Anti-Fade solution (Invitrogen)を 1 滴落とし，スライドガラスをマウントし蛍

光顕微鏡で観察した。 

 

3 節 実験結果と考察 

ラット光障害モデルにおけるルテインの硝子体投与の影響 

 ラット光障害(3,000 lux，24 時間)による ERG の変化を Fig.8A に示す。  

PreERG で網膜電位は正常時であるが，コントロール群において光障害 6 日後

では ERG 波形が減退し，電位の消失が確認できた。一方,ルテイン群 (10 g)

ではコントロール群と比べ ERG 波形の保護が確認できた。この ERG の

Amplitudeの変化をFig.8Bに示す。コントロール群のRod波においてPostERG

は PreERG と比べ 32.3±7.1％にまで低下していることから光障害による影響

が確認できた。しかし,ルテイン群においては 47.4±9.8％*と有意に減尐を抑え

た(*p<0.05，t-test)。ERG の Implicit Time の変化を Fig.8C に示す。障害を受

けると Implicit Time は長くなるとされているが，Rod 波においてコントロール

群では 135±5.5%，ルテイン群では 132±7.7%であり，コントロール群とルテ

イン群に差は有意にはみられなかったが，Implicit Time の増加減尐傾向がある

と確認できた[13]。以上のことより,光障害による網膜視細胞の幹体細胞への損

傷が ERG の Amplitude と Implicit Time の電位消失・潜時の遅延という形で確

認できた。また，ルテイン硝子体投与には視細胞保護の効果あると考えられる。 

光障害による網膜障害を評価するため，HE 染色により網膜組織学的観察を行

った結果を Fig.9A,B に示す。光障害は，酸化しややすい高級不飽和脂肪酸を多

く含む視細胞の外側部から損傷を受け，委縮が起こると考えられている[14, 15]。
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今回は視細胞内節・外節部の厚さをコントロール群とルテイン群で比較するこ

とにより光障害による影響を評価した。コントロール群が 11.7±1.9 m，ルテ

イン群では、16.0±1.1 m**と光障害に伴う外側部の委縮を有意に抑制してい

た(**p<0.01，t-test)。光障害による細胞内節・外節部の委縮を抑制したことか

ら，ルテイン硝子体投与には視細胞保護の効果あると考えられる。また，光障

害による酸化ストレスは，視細胞の核が存在する外顆粒層内へと損傷していき

アポトーシスを引き起こす[14, 15]。そのため，光障害による網膜外顆粒層中の

アポトーシス細胞を評価するため，TUNEL 法により網膜組織学的観察を行っ

た結果を Fig.10A,B に示す。網膜外顆粒層のアポトーシス細胞を TUNEL 法を

用いて検査した。コントロール群が 14.3±3.6％，ルテイン群では 9.2±3.3％*

と光障害に伴う外顆粒層でのアポトーシスを有意に抑制していた(*p<0.05，   

t-test)。以上のことより,光障害による網膜外顆粒層でのアポトーシスを抑制し

たことから，ルテイン硝子体投与には桿体・錐体細胞保護の効果あると考えら

れる。 
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第 6 章 光障害モデルラット硝子体投与の抽出ルテイン濃度変化による保護効

果の検討 

1 節 実験目的 

 本実験で，スサビノリの抽出ルテイン 10 g の硝子体投与で保護効果がみら

れた。その他濃度における検証は行っていない。本章では，光障害モデルラッ

トを用いて硝子体投与におけるスサビノリ抽出ルテイン濃度変化による網膜保

護の検討を行った。 

 

2 節 実験材料および方法 

1)抽出ルテインの調整 

 第 3 章でスサビノリから抽出したルテインに DMSO を加え 100 g/L，10 

g/L，0.1 g/L に調整した。 

 

2)動物 

第 3 章 1 項と同様である。 

 

3)スサビノリ抽出ルテイン硝子体内注入 

右眼に 1 L の抽出ルテイン溶液(100 g/L，10 g/L，0.1 g/L)：PBS

＝1：9 の溶液を硝子体注入した。注入後 5 秒ほど静置し，針先を抜いた。左眼

には DMSO/PBS＝1：9 の溶液 1 L を同様の操作で硝子体内注入した。 

 

4)ラット光障害モデルの作成 

 第 3 章 2 節 4)と同じ方法 

 

5)眼球の摘出，網膜組織の固定 

第 3 章 2 節 7)と同じ方法を光障害処置 7 日後に行った。 

 

6)網膜切片の作成 

第 3 章 2 節 8)と同じ方法 

 

7) 網膜切片のヘマトキシリン・エオシン染色 (HE 染色) 

第 3 章 2 節 9)と同じ方法 

 

8)網膜切片の TUNEL 法 

第 3 章 2 節 9)と同じ方法 

 



 

 

16 

 

3 節 実験結果と考察 

 ラット光障害(3,000 lux，24 時間)による網膜障害を評価するため，HE 染色

により網膜組織学的検討を行った結果を Fig.11A,B に示す。コントロール群 9.

4±0.6m，10 g ルテイン群 13.4±0.9m**，1g ルテイン群％9.6.±1.2

m，0.1g ルテイン群 10.3±0.7m でありコントロール群と 10 g ルテイン

群との間で有意な差がみられた(**p<0.01，Mann-Whitney U-test)。 

以上のことより，10 g ルテインの硝子体内投与で光障害による細胞内節・

外節部の委縮を抑制したことから，10 g ルテイン硝子体投与には視細胞(桿

体・錐体細胞)保護効果があると考えられる。 

ラット光障害モデルによる外顆粒層中(桿体・錐体細胞)のアポトーシス数を評

価するため，TUNEL 法により網膜組織学的観察を行った結果を Fig.12,13 に示

す。網膜外顆粒層のアポトーシス陽性細胞を TUNEL 法でコントロール群 2.6

±0.3％，10 g ルテイン群 0.8±0.4％*，1g ルテイン群 1.2±0.4％*，0.1g

ルテイン群 1.8±0.4％であった(*p<0.05，Mann-Whitney U-test)。コントロー

ル群と 10 g，1 g ルテイン群間で有意な差がみられた。 

以上のことより,光障害による外顆粒層でのアポトーシスを 10 g，1 g ルテ

インの硝子体内投与で抑制したことから，ルテイン硝子体投与には 10 g，1  

g ルテインで視細胞保護の効果あると考えられる。 
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第 7 章 総合考察 

1.スサビノリからのルテインの精製 

ルテインは，多くの緑黄色野菜および果実の主成分の一つである。しかし純

粋なルテインの精製にこれら試料を用いた場合，大量存在する他のカロテノイ

ドからの単離に多くの作業工程を必要とするため，時間がかかり経済的ではな

いため、ルテイン源の探索する必要がある。本研究では，近年問題となってい

るスサビノリ廃棄物に着目した。スサビノリには，ルテイン以外のカロテノイ

ドをあまり含まないため，良質なルテイン源になりうることが期待される[9]。

そこで，本実験ではスサビノリからのルテインの抽出法の検討を行った。 

 一般的にカロテノイド精製には，ケン化処理による抽出が行われている。そ

こで，第 2 章で行ったルテインの抽出には，ケン化による精製を行った。結果

は，カロテンやその他物質含んでいたため，順相オープンカラムや HPLC によ

る精製が必要とされた。これは，ルテインの抽出効率向上を目的にスサビノリ

をボールミルにより微小化を行ったため，ルテイン以外のカロテノイドの抽出

効率も同様に増加したからであると考えられる。また抽出には，生体に有害な

アセトンを使用しているため，有機溶媒残留の危険性が考えられる。そのため

抽出法と使用する有機溶媒の検討が必要であると考えられる。 

第 3 章で行ったルテインの抽出には，アセトンなどの有機溶媒を使用せず比

較的有害でないヘキサンを使用した。第 2 章同様にケン化による抽出方法であ

るが，適切な温度と溶媒でケン化することでルテインの結晶化行った。この結

晶は，HPLC や LC-MS で分析した結果高い純度のルテインであった。また，

第 2 章で抽出したルテインと比較し約 1.5 倍の抽出量の増加が確認できた。 

第 4 章で行ったルテインの抽出には，前処理として細胞壁分解酵処理を行い

第 3 章と同様に結晶化による方法でルテイン抽出を行った。酵素処理したスサ

ビンノリからのルテイン抽出量は，無酵素処理の抽出量を比較したとき約 7 倍

抽出量が高かった。 

以上のことから，スサビノリからのルテイン抽出には，結晶化による方法が

抽出効率の高いことが証明された。また作業工程を減らし高い水準のルテイン

を精製できることが明らかになった。さらに細胞壁分解酵素の前処理を行うこ

とで，抽出効率が上がることが示唆された。今後は実際に産業廃棄物スサビノ

リで同様の抽出法を行えるかを検討する。そして，商業的な大量精製を視野に

入れた細胞壁分解酵素を用いたルテインの抽出方法を探索する必要がある。 
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2．光障害においてのスサビノリ抽出ルテインの硝子体投与 

ルテインは，黄斑の視細胞外側部に多く存在し，最大吸収波長が 450 nm 

であることから，450 nm 前後の青色光を吸収すると考えられている[20]。また

in vitro において，過酸化脂質による視細胞への酸化ストレスを低減する報告さ

れており高い抗酸化作用を持っていることが分かっている[8]。このことから，

光障害から網膜の保護作用が期待され，近年では，in vivo でもルテイン摂取は，

光障害の活性酸素増加による損傷から網膜を保護することが明らかになってい

る[21]。しかし，光障害においてルテインの硝子体内投与による投与の効果は，

明らかにされていない。本実験では，スサビノリから抽出したルテインの硝子

体投与において光障害モデルラットの網膜保護効果を検討した。 

スサビノリから抽出したルテインをラット眼球(硝子体内)投与し，光照射(3,0

00 Lux，24 時間)を行い光障害モデル作製し，ルテインの網膜保護効果を検討

した。光障害を受けると網膜組織において活性酸素種が増加し，視細胞の核で

構成されている外顆粒層中でアポトーシスが引き起こされることが知られてい

る[21]。そして，アポトーシスによって，視細胞の軸索で構成される視細胞外側

部が委縮し視機能が低下する。本実験でも RodERG での Amplitude の電位消失

と Implicit Time の潜時遅延が光障害による視機能低下を示し，網膜切片でも

桿体・錐体細胞のアポトーシスとそれに伴う外側部の委縮が確認できた。ルテ

インの硝子体投与は，RodERG の Amplitude がコントロール群で減尐している

のに対して，ルテイン群(10 g)ではコントロール群と比べ減尐が抑制されてい

ることが確認された。また，網膜切片で光障害による網膜外顆粒層中のアポト

ーシス増加は，コントロール群に対してルテイン群(10 g)は，増加を減尐させ

た。光障害に伴う桿体・錐体細胞外側部の委縮は，コントロール群に対してル

テイン群(10 g)で委縮を抑制した。以上のことから，ルテインの硝子体投与は，

光障害による網膜視細胞の機能低下や損傷を抑制し，視細胞を保護したことが

明らかになった。 

硝子体内投与でルテインは，硝子体内で拡散による移動により網膜軸索付近

に運ばれ，網膜組織で血液網膜関門を細胞膜の脂質層を介した受動輸送により

網膜血管に吸収され網膜中で代謝されたと考えられる[7, 22]。光障害は，光照

射時に発生する活性酸素が網膜の視細胞外側に含まれる不飽和脂肪酸をラジカ

ル化し，脂肪が連鎖的に過酸化させて生体膜の破壊，DNA への損傷がおこるこ

とでアポトーシスを引き起こし視細胞が変性させると予想されている[15]。特に

光感受に関与するタンパク質のロドプシンを多く含む桿体細胞体において損傷

が高いことが報告されている[23]。ルテインには，光感受時に視細胞でロドプシ

ンと結合するタンパク質オプシンの発現を促進する効果があることが分かって

いる[8]。本実験でも，桿体細胞由来の RodERG の Amplitude で保護効果が確
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認できたことから，視細胞の特に桿体細胞の機能性保護にルテインが関与して

いる可能性があると考えられる。また，光障害による視細胞核のアポトーシス

は，光照射による活性酸素種(スーパーオキシド，一酸化窒素)の産生やミトコン

ドリアの NO 合成酵素の活性化により細胞内カルシウムが増加した為に引き起

こされるものと考えられている[24, 25]。本実験では，視細胞核でのアポトーシ

スの指標である DNA 断片化を減尐させアポトーシスを抑制した。また他の研究

チームでの，In vivo での実験でルテイン摂取が視細胞の DNA 二本鎖切断にと

もなって誘発される，ヒストン-H2 タンパクのリン酸化を抑制すると分かって

おり，In vitro の実験においても過酸化ストレスからアポトーシスを抑制し，

視細胞軸索を保護したと報告されている[8, 21]。これは，ルテインにアポトー

シス促進シグナルであるミトコンドリアのシトクロム C の遊離を引き起こす活

性酸素のペルオキシナイトライトを減尐させる作用が確認されていることから，

このアポトーシス経路に作用しているのではないかと考えられる[25-29]。これ

らのことからルテインが光障害での視細胞層の活性酸素種増加によるアポトー

シス増加を抑えることでアポトーシスを減尐させ，視細胞である桿体・錐体細

胞を保護したと考えられる。 

ルテイン濃度は 10 g，1 g において桿体・錐体細胞のアポトーシス抑制効

果がみられ，視細胞外側部の委縮に対しては，ルテイン濃度 10 g でしか保護

効果が認められなかった。これは，光障害では，視細胞の中でも軸索である外

側部は，過酸化脂質量が視細胞の中でも特異的に多く存在することが報告され

ている[21]。そのため，10 g のルテイン投与でしか視細胞外側部の活性酸素種

への効果が得られなかったと考えられる。このことから，ルテイン濃度 1 g で

は，視細胞のアポトーシスを抑制することが出来るが，アポトーシスによる外

側部の委縮を抑制するに至らなかったことが明らかになった。 

以上のことから，スサビノリ抽出ルテインの硝子体内投与が，光障害モデル

ラットでの網膜を保護することが明らかとなった。今後は，本研究で用いたル

テイン濃度よりも高い濃度で光障害による保護効果を検討し，in vitro において

網膜細胞におけるルテインの作用機序を解明する必要があると考えられる。 
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Rf=0.99 -Carotene 

Rf=0.25 lutein 

: TLC plate silica gel 60 

: 25% Acetone/Hexane 

Conditions 

Solvent 

Fig.4 TLC of sample. 
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A

 

 B 

 B 

 B 

 B 

 B 

 B 

 B 

B 

Standard lutein 

Sample  

Fig.5 Refining of lutein by an C18-column. 

 
Column 

Flow rate 

Wavelengh  

Solvent 

Gradient 

: Cosmosil 5C18-AR, Φ 4.6 mm×150 mm 

: 0.5 mL/min         

: 450 nm  

: A-Water, B-Methanol  

: Methanol 0-100%; 0-30 min 
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A 

B 

Fig.6 Analyzing of lutein by C30-column. 

HPLC chromatograms of Standard lutein (A) and sample (B). 

 Column 

Flow rate 

Wavelengh  

Solvent 

Gradient 

 

: Wako-naveC30-5, Φ 4.6 mm×250 mm 

: 1.0 mL/min         

: 445 nm  

: A-Water, B-Acetone  

: Acetone 86-97%; 0-21 min, 97-100%; 21-25 min  

 

Standard lutein 

Sample  
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A 

B 

C 

Standard lutein 

Enzyme treaed sample 

Non-enzyme treaed sample 

Fig.7 Analyzing of Lutein by C30-column. 

HPLC chromatograms of standard Lutein (A) and enzyme treaed 

sample (B), non-enzyme treaed sample (C).  

Column 

Flow rate 

Wavelengh  

Solvent 

Isocratic 

 

: Wako-naveC30-5, Φ4.6 mm×250 mm 

: 1.0 mL/min         

: 220 nm  

: A-Methanol, B-Acetonitrile  

: 50% Methanol/Acetonitrile; 60 min  
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C B 

A 

Fig.8 Protection effect of lutein on RodERG in light exposure. 

RodERG of control and lutein measured before and after light 

exposure (A). PreERG: six days before light exposure. PostERG: 

six days after light exposure. The effect of lutein to amplitude or 

implicit time of RodERG was compared before and after light 

exposure (B-C). Control: DMSO-injected eyes (n=6), Lutein: 10 g 

lutein/DMSO-injected eyes (n=6), Values are mean ± S.E. *<0.05, 

t-test. 
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A 

Fig.9 Protection effect of lutein on OS thickness in light exposure. 

OS thickness of control and lutein measured at seven days after light 

exposure (A). ONL: outer nuclear layer. OS: outer segment. The reduction in 

OS thickness measured control and lutein at seven days after light exposure 

(B). Control: DMSO-injected eyes (n=6), Lutein: 10 g Lutein/DMSO-injected 

eyes (n=6), Values are mean ± S.E. ** p<0.01, t-test. Scale bar 40 m. 
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Fig.10 Protection effect of lutein on ONL cells death in light exposure. 

ONL of control and lutein measured at seven days after light exposure by TUNEL assay (A). INL: inner 

nuclear layer. ONL: outer nuclear layer. Number of TUNEL-positive cells in ONL/section measured 

control and lutein at seven days after light exposure (B). Control: DMSO-injected eyes (n=6), Lutein: 10 

g lutein/DMSO-injected eyes (n=6). Values are mean ± S.E. *p<0.05, t-test. Scale bar 30 m. 
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27 

Fig.11 Protection effect of lutein on OS thickness in light exposure. 

OS thickness of control and lutein measured at seven days after light 

exposure (A) . ONL: outer nuclear layer. OS: outer segment. The reduction 

in OS thickness measured control and lutein at seven days after light 

exposure (B). Control:DMSO-injected eyes (n=16), Lutein: 0.1 g, 1 g, 10 

g lutein/DMSO-injected eyes (n=5, 6, 5). Values are mean ±S.E. **p<0.01, 

Mann-Whitney U-test. Scale bar, 20 m. 
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Fig.12 Protection effect of lutein on ONL cells death in light exposure. 

ONL of control and lutein measured at seven days after light exposure by TUNEL assay. 

 INL: inner nuclear layer. ONL: outer nuclear layer. Control: DMSO-injected eye/group (n=16),  

Lutein: 0.1 g, 10 g,10 g lutein/DMSO-injected eyes (n=5,6,5). Scale bar, 20 m. 
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Fig.13. Protection effect of lutein on ONL cells death in light exposure. 

Number of TUNEL-positive cells in ONL/section measured control and lutein at seven days after light exposure. 

ONL: outer nuclear layer. Control: DMSO-injected eyes (n=16), Lutein: 0.1 g, 1 g, 10 g lutein/DMSO-injected 

eyes (n=5,6,5). Values are mean ±S.E. *p<0.05, Mann-Whitney U-test. 
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要約 

 

【目的】加齢黄斑変性は日本で失明原因の第 4 位であり，加齢や光障害による眼内の活

性酸素種増加が原因である。加齢黄斑変性モデルラットはないが，ラットを光曝露処理

することで網膜視細胞等への活性酸素種を増加させアポトーシスを誘発することによ

り，加齢黄斑変性と近い症状の光障害ラットを作成し，本実験に用いた。 

ルテインは，カロテノイドの一種で，活性酸素種の減尐効果があり，ラットを用いた

経口投与実験では，加齢黄斑変性の治療に有効であることが知られている。一方，養殖

スサビノリは生育環境の悪化による色落ち海苔や加工時の屑海苔などが大量に廃棄さ

れ問題となっている。  

本研究では，光障害モデルラットにおいてスサビノリ抽出ルテイン硝子体内投与の網

膜変性に対する抑制作用を検討した。 

 

【方法・結果】スサビノリをエタノール抽出した後，さらにアセトン抽出を行ない，10％ 

KOH/メタノールで 24 時間ケン化した。酢酸エチルと水を加え二層に分け，酢酸エチ

ル層からオープンカラムと HPLC を用いてルテインを精製した。 

SD 系雄性ラットのプレ網膜電位図（PreERG）を測定した後，コントロール（DMSO）

およびルテイン（10g/DMSO）をそれぞれ左右の眼に硝子体内投与をした。次にラッ

トに光照射（3,000 lux）を 24 時間行い，処置後のポスト網膜電位図（PostERG）を測

定した。なお，ERG は全て 0.009 cd･s/m2で行った。その結果，Post/ Pre ERG にお

いての振幅は，コントロール群：32.3±7.1％，ルテイン群：47.4±9.8％（p<0.05）で有

意に減尐を抑えた。網膜切片での視細胞外側部の委縮は，コントロール群：11.7±1.9 m，

ルテイン群：16.0±1.1 m（p<0.01）で委縮を有意に抑制していた。またアポトーシス

細胞数は，コントロール群：14.3±3.6％，ルテイン群：9.2±3.3％（p<0.01）でアポト

ーシスを有意に抑制していた。 

以上のことから，スサビノリ抽出ルテインの硝子体内投与が，光障害モデルラットでの

網膜を保護することが明らかとなった。今後，ルテインの硝子体内投与が加齢黄斑症の

治療薬として患者や医師に寄与するよう更に研究を進めたい。 

33 


