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慶脛医学 ・80(3):T239-T246,2003

画
ラ ッ ト硝 子体 中 に投 与 したL一 ドーパ に よる一 酸化 窒 素 の発生 と組 織 学 的変化

一 メ ラニ ン穎 粒 の有 無 に よ る相 違 一

慶懸義塾大学医学部眼科学教寛

　　(指導:小 口芳久教授)

　 　 　 こ　　 ばやし　　　　　　エら

　　 小　林　　　幸

(平成M年12月8日 受付)

Key　 Word:L-DOPA,　 melanin,　 superoxide　 radicals,　 nitric　 oxide ,　vasodilation.

　 メ ラニ ンは眼 組 織 に お い て虹 彩 、 毛 様 体,網 膜 色 素 上

皮,脈 絡 膜 に 存在 し,光 に対 す る フ ィル ター,紫 外 線 や

可 視光 線 の 吸収,電 子 伝達 系 と して の 作用 が あ る.ま た,

特 殊 な 環 境 下 で は活 性 酸 素 と して の酸 化 作 用 を 持 っi.n.

生 体 内 の カ テ コ ー ル ア ミンで あ る チ ロ シ ンや,こ れ が チ

ロ シナ ー ゼ に よ り変 化 して 生 成 す る ドーパ は7soし て,

さま ざまな メ ラニ ン前駆 物 質 を経 て,ユ ー メ ラニ ンや フ ェ

オ メ ラニ ンとい う た メ ラニ ン に な るv.そ して 。 最 終 的

に は 蛋 白 質 と重 合 し代 謝 され る91.こ の ドー パ の 重 合 過

程 で は,光 照 射 や 酸 素 負 荷 に よ り,ス ー パ ー オ キ サ イ ド

(o,')4〕や 一 酸 化 窒 素(NO)51が 発 生 す る こ とが 報 告 され

て い る.さ ら に両 者 は非 酵 素学 的 に瞬 時 に 反 応 しパ ー オ

キ シナ イ トラ イ ト(ONOO')と い う,細 胞 毒 性 を 有 す

る分 子 種 を 生 成 す る.

　 L一 ドー パ はパ ー キ ンソ ン病 に対 して 世 界 的 に用 い ら

れ て い る 治 療 薬 で あ る.近 年,L一 ドー パ を 用 い た小 児

の 弱 視 に 対 す る治療 法 が,Leguireら に よ って 試 み られ

た6:.弱 視眼 に 対 す るL一 ドーパ の 治 療 効 果 が 視覚 路 の ど

の 部分 に働 い て い るの か,現 在 の と ころ明 確 で はな いが,

Leguireら は,カ テ コー ル ア ミ ンに 弱 視 眼 の 脳 皮 質 支 配

領 域 の抑 制 を減 弱 さ せ る効 果 が あ る た め と 推 測 して い

るm.一 方 で,Gottlo6ら は,そ れ が 網 膜 に 対 す る直 接

効 果 で あ る と推 測 して い るn.も し,L一 ドー パ が 網 膜 に

直 接 作 用 す る な ら,そ の 効 果 は一 体,ど の よ う な化 学 作

用 に よ る ものか,ま た,眼 組 織 に どの よ う な作 用 を もた

ら して い る のか 興 味 が 持 た れ た.

　 Akeoら はL一 ドーパ の 眼 組 織 へ の 影 響 に っ い て.牛

の 網 膜 色 素 上 皮 細 胞(RPE)を 用 い て 研 究 し,そ の 結 果,

L一 ドー パ か ら発 生 す るoz一 がRPEに 細 胞 毒 性 を発raし,

細 胞 周 期 に対 して もメ ラニ ン穎 粒 を 有 す る もの と 有 しな

い も の と で 異 な る 影 響 を 与 え る こ と を 報 告 し て い

る㈹.し た が って 萌 述 した よ う なL一 ドー パ を 介 した

NOの 生 成 が 実 際 に 起 こ る とす れ ば,こ れ を 治 療 薬 と し

て 投 与 す る場 合 に02一 とNOの 同 時 生 成 に よ るONOO曾

な ど 細 胞 毒 臓 の 可 能 性 を 考 慮 す る必 要 が 生 じる.し か し

な が らL一 ドー パ の 自 動 酸 化 と メ ラ ニ ン生 成 過 程 で の

NO生 成過 程 に っ い て は直 接 証 明 が な され て い ない た め,

in〃f加 お よ びln　 vivoに お い て こ の 検 出 を 行 う こ と を

本研 究 の 主 な 目的 と した.

方 法

L　 実 験1.ln　 vitroに お け るNOの 発 生

1)実 験 材 料

　 L一 ドー パ とphosphate　 buffered　 saline(PBS)は,

Sigrna　 Chemical　 Co.(St.Louis,　 MO)よ り 入 手 し た.

NO消 去 薬 の2・4・carboxyphenyl)・4,4,5,5・tetramethyl・

imidazole・IDxyl・3・oxide(carbexy・PT10),はDojindo

Laboratories　 Co.(熊 本)よ り 購 入 し た.

　 Dulbecco's　 Modified　 Eagle's　 Mediurn　 phenol　 red

free(DMEM)はGibco　 Laboratories(Grand　 Island.
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ロ

NY)か ら,径35　 mmの 培 養 皿 はCorning　 G且ass

　 本 袷 文 は,Amaki　 SK,　 Oguchi　 Y,Ogata　 T,　SuzukiT,　 Akeo　 Kiyoshi,　 Hiramitsu　 T:L・DOPA　 Produced　 Nitric　 Oxide　 in　the

Vitreous　 and　 Caused　 Greater　 Vasodilatation　 in　the　 Choroid　 and　 the　 Ciliary　 Body　 of　 Melanotic　 Rats　 than　 in　 those　 of

Amelanotic　 Rata　 Pigment　 Cell　 Research　 14;256-263.200!の 一 部 を 含 む .
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第1図NOの 測 定 に 用 い た 微 小 電 極9),不 感 織 極

　 (Counter　 Electrode)は カ ーボ ンで で きて い る.感 電 極

　 (Working　 Electrode)は 径0.2　 mmの プ ラ チ ナ 〔90%)

　 と イ リ ジウ ム(is%)か ら成 り,3層 の 膜(塩 化 カル シ ウ

　 ム膜,NO感 受 性 膜,シ リコ ン膜)で コ ー テ ィ ン グさ れ

　 て い る.(Amaki　 SK,　et　al:PigmentCell　 Research　 in:

　 256-263,2001のFig.1を,許 可 を 得 て転 載)

Works(Corning,　 NY)か ら購 入 した.

　 NOモ ニ ター はInter　 Medical　 Co。 製(NO-501)(東

京)を 用 い たW.

　 NOモ ニ タ ー の原 理 は感 霜 極 と不 感 電 極 の 問 で起 こ る

ピコ ア ンペ ア ー(pA)単 位 の電 流 を測 定 す る こと に あ

る(第1図).測 定 さ れ た堀 流 は 壇 幅 され,記 録 器 に よ

り記 録 され る。

2)培 養 皿 中 のNO測 定

　 Ho測 定 はDMEMの 入 った培 養 皿 中 で 行 わ れ た.培

渡mの 蓋 に は,感 電 極 と不 感 電 極 を 通 す ガ ラ スチ ュー ブ

を 挿 入 す る た め,径2mmの 孔 を2っ 開 け た.さ ら に,

L一 ドー パ 注 入 の た め の 小 孔 を 開 け た、 培 養 皿皿に感 電 極

と不 感 電 極 を 設 置 し.パ ラ フ ィル ム8に よ り密 閉 し,ノ

イ ズ遮 蔽 装 置 内 に置 い た,DMEMで5段 階(5,29.9,

79.4,152.7,249ｵM)に 希 釈 したL一 ドー パ を,縦 搾

しな が ら,2分 毎,濃 度 噸 に培 養 皿1中に投 与 した.培 養

皿 中 に 発 生 す るNOを 電 極法 で 経 時 的 に モ ニ ター し,

記 録 した.79.4お よ び249ｵMのL一 ドー,.;入 に よ る

発 生 す る電 流 測 定 は,追 加5回 の 再 検 を行 った.ま た,

L一 ドー パ(249ｵM)投 与6分 後 にNO消 去 薬 で あ る

carboxyPTIO'ｰ'(249ｵM.)を 注 入 し,竃 流 変 化 を 記

録 した.

z.実 験2.In　 vivaに お け るNOの 発 生

D実 験 材 料

　 実 験 動 物 と して 生 後6週 令 雌 の 有 色 ラ ッ ト,Dark

Agouti(DA)ラ ・アトを2匹,お よ び,白 色 ラ ッ ト,

第2図 硝 子 体 腔 に お け るNO測 定 の 方 法.感 竃 極 を 硝 子

　体 腔 に 挿 入 し,不 感 電 極 は 下 眼 瞼 精 膜 円 蓋 部 に置 い た,

　 (Amakl　 SK,　el　al:Pigment　 Cell　Research　 14:256-

　263,200重 のFig.2を,許 可 を;aて 転 載)

Wistarラ ッ トを2匹 馬 い た。 い ず れ も 日本SLC株 式

会 社(静 岡)か ら購 入 した.

　 NOモ ニ タ ー はInter　 Medical　 Co.製(NO-501)(東

京)を 用 い た1。).

2)ラ ッ ト硝 子 体 中 のNO測 定

　 DAラ ッ ト2匹(4眼),　 Wistarラ ッ ト2匹(4眼)

を対 象 と した.

　 ラ ッ トは塩 酸 ケ タ ミ ン(5～10Ng/g)の 筋 注,お よ

び,塩 酸 オ キ シ ブプ ロ カ イ ンの 点 眼 に よ り麻 酔 した.8

倍 希 釈 ポ ビ ドン ヨー ドを点 眼 し,消 灘 した 後,上 方 角 膜

輪 部 の1mm後 極 側 に25ゲ ー ジ針 で 感 電 極 とL一 ドー

パ の挿 入 ロ を 作成 した.L一 ドーパ の挿 入 口 か ら,30ゲ ー

ジ針 を馬 い て硝 子 体 腔 に20N1のPBS.ま た は,　L一 ドー

パ(20mM)を 注 入 し,発 生 す るNOを 竃 極 法 で 経 時

的 に モ ニ ター し,記 録 した(第2図).拡 散 電 流 が 基 線

に戻 るの を待 ち,約5分 毎,同 薬 剤 連 続3回 の 控 入 を1

セ ッ トの 実 験 と した.電 極 は非常 に織 細 で あ り,必 要 に

応 じて新 し く取 り替 え た.従 って,DAラ ッ ト,　Wistar

ラ ッ トと もに 且眼 を2セ ッ トのPBS投 与 に 周 い,3眼

を5セ ッ トのL一 ドーパ 投 与 に用 い た.

3.実 験3,L一 ドーパ投 与に よ るfπ 擁mの 組 織学 的 変化

1)実 験 材 料

　 ラ ッFは 生 後6週 令 雌 のDAラ ッ ト5匹,お よ び.

Wistarラ ッ ト5匹 を 用 い た,い ず れ も実 験2と 同 様 に

得 られ た.

　 L一 ドーパ,お よ び,PBSは 実 験iと 同 様 に得 られ た。

2)組 織 学 的 検 討

　 DAラ ッ ト5匹(5眼),　 Wistarラ ッ ト5匹(5眼)

を 対 象 と した.両 種 ラ ッ トと も,2眼 をPBS投 与 に 胴

い,3眼 をL一 ドー パ 投 与 に用 い た.ラ ッ トは,塩 酸 ケ

一一T240一
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タ ミ ン(5～10ｵg/8)の 筋r3:,お よ び,壌 酸 オ キ シ ブ

プ ロカ イ ンの 点眼 に よ り麻 酔 した.8倍 希 釈 ポ ビ ドン ヨー

ドを 点 眼 し,消 毒 した 後,上 方 の 角 膜 縁 よ り約1mm

後 部 の 位 皿 か ら30ゲ ー ジ針 を 用 い て,硝 子 体 腔 に20

μ のPBS,ま た は,　L一 ドーパ(20　 mM)を 注 入 した.

投 与 後,眼 球 表面 に オ フ ロ キ サ シ ン眼 軟膏 を 塗 布 し,感

染 を予 防 した.

　 投 与 は,第1日 目,お よ び,第3日 目 に行 った.第5

日 目 に ク ロ ロ フ ォル ム で ラ ッ トを麻 酔 し屠 殺 した後,眼

球 を 摘 出 した,眼 球 を摘 出す る際,薬 剤 を 注 入 した穿 刺

部 位 に9～0シ ル ク糸 で 印 を つ け た.眼 球 に は 水 晶 体 を

避 けて メスで割 を入 れ,等 張 ホ ルマ リンに よ り固 定 した.

その 後,パ ラ フ ィ ンに 包埋 し,光 顕 用 切 片 を作 製 し,ヘ

マ トキ シ リ ンーエ オ ジ ン染 色(HE染 色)を 行 っ た.糸

に よ り印 を っ けた穿 刺 部 位 の 反対 側 の 毛 様 体 や 後 極 部 網

脈 絡 膜 を観 察 した.

結　　果

L　 実験1.In　 vitroに お け るNOの 発 生

密 閉 され た培 養 皿 中 にL一 ドー パ を 注 入 す る と,注 入
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第4図 　 In　vitroに お け るL一 ドーパ に よ るNO生 成 に 対 す

　 るcarboxy-PTIOの 抑 制 効 果.　 L一 ドーパ(249　 pM)を 注

　 入 鍛,carboxy-PT10(249NM)を 加 え る と,2.5分 後 に

　 は 電 流 がsa%ま で 低 下 した.(Amaki　 SK,　 et　al:Pig・

　 ment　 ceu　 Research　 l4:256-263.2001のFig.　 Aを,

　 許可 を 褐 て転 載)
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第3図In　 vitro　1:お け るL一 ドー パ に よ る非 酵 素 学 的NO

　 生 成 の 検 出.L一 ドー パ を 注 入 す る と,　NOが 発 生 した

　 (20%酸 素下).L一 ドー パ を 加 え て い く と.濃 度 に依 存 し

　 て発 生 す るNOは 増 加 し た.(Amaki　 SK,　et　al:Pigme

　 nt　Cel]Research　 14=256-263,2001のFig.3を,許

　 可 を 褐 て 転 載)

後2分 で 拡 敵 電 流 が 確 認 さ れ た.そ の 拡 散 電 流 は 注 入

したL一 ドー パ の濃 度 に比 例 して増 加 して い た(第3図).

NO消 去 薬 で あ るcarboxy-PTIO(249pM)はL一 ドー

パ(249ｵM)が 発 生 す る電 流 を64%に 低 下 させ た(第

4図).6回 測 定 した79.4お よ び249ｵMのL一 ドーパ

か ら発 生 した 拡 散 電 流 の 平 均 値 は,そ れ ぞ れ495お よ

び1670pAで あ っ た(第1表).

2.実 験2,加 痂oに お け るNOの 発 生

　 NOモ ニ ター の 感 電 極 と不 感 電 極 を ラ ッ ト硝 子 体 中 に

挿 入 した 後,20mMのL一 ドー パ,ま た は,　 PBS(20

μ)を 硝 子 体 中 に 注 入 した.1眼 あ た り連 続3回 の 投 与

を一 連 と し,発 生 す る拡 散 電 流 を経 時 的 に モ ニ ター し,

uL録 した.

　 ノ イ ズ遮 蔽 装 認 は 設 置 され て い た が(第2図),顕 微

鏡 に よ る観 察 下 で の 操 作 の た め に 外 部 か らの 影 響 を 十 分

に 遮 蔽 で き ず,u流 の 波 形 に はartitac[で あ る 振 幅 が

多 く捉 え られ た.小 刻 み な 振 棉 は 持 続 的 に検 出 され て い

たartifactで あ る.　L一 ドーパ,ま た は,　PBSやL一 ドー

パ を 硝 子 体 に 注 入 す る と、 大 き な 負 のartifactが 検 出

さ れ たが,す ぐに 零 点 へ 戻 った.

　 PBSを 硝 子 体 中 に注 入 した 実 験 で は,拡 散 蹴 流 は 検
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第5図 　 L一 ドー パ に よ るin　vivaで のNO生 成 の 検 出,(a》PBS(DAラ γ 卜),(b)L一 ドー パ20　 mM　 (Wistarラ.、

　 ト).(c)L一 ドー パ20mM　 (DA　 rat).〔Amaki　 SK.　et　al:Pig【vent　 Cell　Research　 l4二256-263,2001のFig.5

　 を,許 可 を 褥 て転 載)

第 且表　74.9お よび249ｵMのL・ ドーパを注入 した場 合に生 じる拡散電流の値

L一 ドーパ(NM) 拡敏電流(pA) 平均値(pA;)
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　 74.9お よ び249pMのL一 ドー パ を 注 入 す る 実 験 は,各 々6回 ず つ 画 検 され た.拡 散 電 流 の 平均 値 は 注入

す るL一 ドー パ の 濃 度 に 比 例 して 上 昇 した,(Amaki　 SK,　et　8]:Pigment　 Cell　Research　 14:256-263 ,
zaoiのTable　 lを.許 可 をi8て 転 載)
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小林=L一 ドーパ によるCOの 発生 と組織学 的変化

diさ れ な か った(第5図a).　 L一 ドーパ を 硝 子 体 中 に 注

入 した実 験 で は,各 眼 と も同 様 なパ ター ンで,拡 散 電 流

が3回 と も険 出 さ れ,一 定 の 値 ま で 発 生 し誠 衰 して い

た(第5図b,c).そ の値 は白 色 ラ ッ ト(第5図b)よ

り有 色 ラ ッ ト(第5図c)に 高 く認 め られ た,

3.実 験3,L一 ドーパ 投 与 に よ るin　vivoの 組 織学 的変 化

　 L一ドーパ の投 与 によ り,毛 様 体vu管 の拡 張 は 有 色 ラ ッ

ト(第6図a)と 白 色 ラ ッ ト(第6図b)の 両 者 に 認 め

られ た が,有 色 ラ ッ トにお いて 著 しか っ た.有 色 ラ ッ ト

の脈 絡 膜 血 管 は毛 様 体 血 管 と同様 に 拡 張 して い た が(第

7図a),そ れ と比 較 して,白 色 ラ ッ トの 脈 路 膜 血 管 は

拡 張 の程 度 が低 か っ た(第7図b)。

考　　案

　 Akeoら は,　in　vitroの 実 験 系 に お い て,　 L一 ドー パ を

培 養 液 中 で撹 搾 す る こ とで 酸 素 と反 応 し,非 酵 素学 的 に

ア ミノ基 か らNOが 発 生 す る こ と を 示 して い る91.実 験

1に お い て,密 閉 され た培 養 皿 中 にL一 ドー パ をr十入 し

た場 合,発 生 す る電 流 は濃 度 に 比 例 して 増 加 して い た.

NO消 去薬 で あ るcarboxy-PTIO'ｰ'(249ｵM)はL一 ドー

パ(249ｵM)が 発生 す る躍 流 を64%`こ 低 下 させ て い た,

　 Ichimoriら91は50ｵMのS-nitrosaN-acetyl-DL-

penicilfamine(SNAP:)e:よ っ て 発 生 す る20　 pAの 電

流 が70nMのNOに 相 当 し,30ｵMのcarboxy-PT10

に よ って消 去 され る と 報 告 して い る.し か しな が ら,

car60xy-PTIOそ の もの も0.1　mMのSNAPに よ っ て

発生 す る電 流 の20%に 相 当 す る継 流 を 生 み 出 して い る91

と言わ れ て い る.温 度,pH.酸 素 濃 度 を 一定 に して 行 っ

た 本 実 験 に お け る電 流 の36%はNOに よ る もの で あ る

が,残 りの 電 流 は非 特 異 的 な もの と思 わ れ る.た だ し,

こ の 実 験 結 果 に 影 響 さ れ る よ う な 窒 素 か 合 物

(NO:"やNO,つ は,こ の 電 極 に は影 響 して い な い と 考

え られ るo:,

　 実 験2に お い て,ラ ッ ト眼 内 にL一 ドー パ を 注 入 した

場 合,一 定 のNOが 発 生 し た後,減 衰 し,漉 度 依 存 的

で は な か った.NOは ガ ス分 子 で あ り,網 膜 と脈 絡 膜 の

問 の関 門 を 貫 通 し,迅 速 に 眼組 織 に 深 く浸 透 して い く可

能 性 が あ り,密 閉 され た容 器 中 の 場 合 と異 な る縮 果 を生

じた と考 え られ る.

　 本 研 究 で は 実 験2に 示 す よ う に,DAラ ッ ト と

Wistarラ ッ トを 比 較 した場 合,前 者 の 方 が 後 者 よ り も

多 くNOが 発 生 して い た.こ れ に 対 しAkeoら は,　in

vitsaの 実 験 系 に お い て,培 養RPEはL一 ドー パ を 取 り

(a)

Control

(b)

鱗
　　　L-DOPA

霧 議 講1繍
璽 難藝 嚢…羅
　 　 　 　 　 噂　　　墜L
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一

9　 　　　　　　　'

ConUo且
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50ｵm
一

第6図 　 L一 ドー パ 注 入 後5日 目 の 組 織 学 的 変 化(虹 彩).

　 (a)DAラ ッ ト(b)Wistarラ ッ ト.　L一 ドー パ 投 与 に よ

　 り,い ず れ に も血 管 拡 張 がvめ られ た が,血 蕾 拡 張 の 程

　度 は.DAラ ッ トの 方 がWistarラ ッ トよ り著 明 で あ った.

　 (Amaki　 SK,　 et　al:Pigment　 Cel]Research　 I　A:256-

　 263,200且 のFig.6を,許 司 を 得 て 転 載)
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第7図 　 レ ドー パ注 入 段5日 目の組 織 学的 変 化(網 脈 絡 膜),

　 (8)DAラ7ト(b)Wis[arラ ッ ト.　L-F一 パ 投 与 に よ

　 り.い ず れ に も血u拡 張 が 認 め られ たが,前 者 の ほ うが

　 後 者 よ り も血 管 拡張 が 弦 か った.(Amaki　 SK,　et　al=Pig・

　 ment　 Cell　Research　 14;256-263.2001のFig.7を,

　 許 可 を得 て 転 載)

込 み,発 生 す る内 因 性 のNOを 抑 制 す る こ と"},有 メ ラ

ニ ン培 養RPEが 無 メ ラ ニ ンの もの に比 べ て,内 因 牲

NOを 抑 制 す る こ と を 示 して い るm。 」海vivoとin　 vitro

の実 験 系 で,こ の よ う に対 照 的 な 結 果 が 出 た理 由 は不 明

で あ る が,外 因 性 に 投 与 さ れ たL一 ドー パ がfπvitroで

生 成 す るo;一 の量 が,高 酸 素 濃 度 に曝 露 さ れ た培 養系 よ

り低 く,NOの 寿 命が 延 長 した可 能 性 や,　L一 ドー パ 自体

がin　vivoで の 代謝 に よ り生 じ うるNO:一,　 NO,一 な ど の

NO前 駆 体 が,培 養 系 よ り も多 く生 成 した 可 能 性 な ど が

考察 され る.

　 L一 ドーパ は10%酸 素 濃 度 下 で の 培 養RPEの 増 殖 刺

激 を す る'コ.ま た,低 酸 業 濃 度 下 で のL一 ドーパ の 投 与 は

G2+M期 の 細 胞 数 を 増 や し,　RNA〆DNA比 の 増 加 を

来 すim,こ れ らの 研 究 に お い て,低 酸 業 下 や 光 刺 激 の な

い場 合 に はL一 ドーパ が ア ミ ンの 酸 化 に よ っ て産 生 され

たNOを 介 して 細 胞 代 謝 を 高 め て い る こ とが 推 定 さ れ

た.一 方,高 酸 素 下4)や 光 刺iy.131の あ る場 合 に は 培 養

RPEに 対 してiU性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る.こ

れ らの 成 績 はNOの 細 胞 機 能 に 及 ぼ す 影 響 が 酸 素 分 圧

に大 き く依 存 して お り,そ の 分 圧 が 高 い ほ ど細 胞 毒 性 が

強 く な る こ とを 示 唆 して い る,L一 ドー パ は メ ラ ニ ン形

成 過 程 で 分 子 状 酸 素 の 存 在 に依 存 して0ゴ を 発 生 し.,,

さ らにOz'はNOと 結 合 す るζ とに よ りONOO'と な り,

Felon反 応 に 依 存 し な い ヒ ドロキ シ ラ ジカ ル の 発 生 源

と な る こ とが 知 られ て い るN・161.今 回 の 組 織 学 的 所 見 で

は,L一 ドーパ 投 与 群 で 明 確 な組 織 変 化 は認 め られ な か っ

たが,ONOO・ を 介 した 蛋 白質 の 変 性,特 に ニ トロ チ ロ

シ ンな ど の生 成 な ど の 微 妙 な変 化 が なか ったか ど うか に

っ い て は.今 後,免 疫 組 織 学 的 に考 察 す る必 要 が あ る と

思 わ れ た,

　 本 実 験 に お い て,黒 色 ラ ッ トでVO生 成 が 高 く,血

流 増 加所 見 が示 唆 さ れ た理 由 の全 容 は不 明 で あ るが,メ

ラニ ン色 素 と活 性 酸 素 種 の相 互 作 用 を考 慮 す る と極 めて

興 味 深 い所 見 で あ る.メ ラニ ン色 素 に は チ ロ シ ンか らの

生 合 成過 程 が 異 な る ユ ー メ ラニ ン とフ ェ オ メ ラニ ンの2

種 類 が あ る'81.前 者 は黒 色 で後 者 は 黄 色や 赤 茶 色 で あ る.

生 体 内 で は 混 合 した形 で も存 在 す るSri。一 般 的 に 前 者 は

紫 外 線 か ら人 体 の 皮 膚 を 守 る役 割 を も ち,一 方 で,後 者

はそ の機 能 を 欠 き,む しろ光 障 害 を引 き起 こす と考 え ら

れ て い るIBI.2者 の う ち,ユ ー メ ラニ ンはo,『 に 対 す る

強 力 な スカ ベ ンジ ャー と して作 用 す るの に 対 し,フ2オ

メ ラニ ンはむ しろprooxidantと して作 用 し脂 質 成 分 の

過 酸 化 反 応 を 増 悪 させ る こ とが 報 告 され て い る191,こ れ

は恐 ら く フ ェ オ メ ラ ニ ンのprooxidantと して の 反 応 と

考 え られ た,っ ま り,ユ ー メ ラニ ンが0ゴ に対 す る効 果

的 な ス カベ ン ジャー と して 働 くの に対 し,フ ェ オ メ ラ ニ

ンのprooxidanlと して の 反 応 に は,　O:一 とNO関 速 物

質 が 仲 介 と して働 くで あ ろ う と考 え られ て い るz。,,脈 絡

膜 の メ ラ ノサ イ トは ユ ー メ ラニ ン とフ ー　 メ ラ ニ ンを混

合 した形 で 有 し,そ の 割 合 に よ って4C彩 の 色 調 が 異 な る

'61
.一 方,興 味 深 い こ と に,眼 球 の 色 素 上 皮 細 胞 で あ る

RPEは ユ ー メ ラニ ンの み を主 に 含 む ゆ,し たが っ て こ
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小檸:L一 ドーパによるCOの 発生 と組 織学的変化

のような有色 ラットと白色ラットにおける脈絡膜 メラニ

ンの組成に鰍的,質 的な違いを勘案すると,本 実験で前

者においてより大きなNOシ グナルを検出できたのは,

L一ドーパの 自動酸化で生成するo;を ユーメラニンが

消去し,NOの 実効濃度がみかけ上高 くなった可能性を

考える必要がある.ま た,黒 色人種の脈絡膜メラニンの

量が白色人租 と比較 して約2倍 存在す るのに対 し,

RPEの メラニン量 に差は無か ったという報告があるm.

つまり,黒 色人種と白色人種では,脈 路膜メラニンの違

いはra的 にも質的に もあり,一 方でRPEの メラニンの

違いは最的にも質的にも殆どないということになる.こ

の脈絡膜メラノサイトと色素上皮細胞のメラニ ンの違い

は,発 生学的にそれぞれ神経堤細胞 と神経上皮細胞の2

づの異なる起源を有することに起因する.脈 絡膜メラノ

サイ トの起源である神経塊細胞は,皮 膚や毛髪にも分布

する.こ れらの色素形成傾向は,人 種間で異なる.一 方

で,黒 質などの中枢神経系の色素構造へ分布する神経上

皮細胞を起源とするRPEで 人種間の違いが認められな

いことは.発 生学的にも驚くことではないxu.

　パーキンソン病治療薬であるL一 ドーパや,緑 内障関

連薬としてのエピネフリンなどのカテコールアミンは,

広く臨床的に用いられている.本 実験 によりL一 ドーパ

の自動酸化に伴 うozやNOの 生成が投与を受 けた宿

主のメラニン生成特性により異なることが明らかになっ

た.本 薬剤を臨床で使用する場合にその効果や副作用の

出現の重要な決定因子になるかどうかを今後さらに検討

すべきであると思われる.

総　　括

　 本 研 究 で は,ラ ッ ト硝 子 体 中 に 投 与 し たL一 ドーパ に

よ るNOの 発 生 と絹 織 学 的 変 化 を 検 討 し.以.ド を 明 ら

か に した.

　 1.密 閉 容 器 中 にL一 ドー パ を 注 入 す る と,NOが 発 生

した,

　 2.ラ ッ ト硝 子 体 中 にL一 ドー パ を 注 入 す る と,NOが

発生 した.そ れ は 白色 ラ ッ トよ り有 色 ラ ッ トの方 が 著 明

で あ った.

　 3、 ラ ッ ト硝 子 体 中 に レ ドー パ を 注 入 す る と,毛 様 体

お よ び脈 絡 膜 のn皿管 が 拡 張 した.そ れ は白 色 ラ ッ トよ り

有 色 ラ ッ トの方 が 著 明 で あ った.

　 以 上 の 結 果 よ り,ラ ッ ト硝 子 体 中 にL一 ドー パ を 注 入

す る とNOが 発生 し,毛 様 体 お よ び 脈 絡 膜 の 血 管 が 拡

張 す る こ とが 明 らか に な っ た.

　 本穂 を 終 え るに あ た り,御 指 導,御 校閲 を賜 りま した,

慶 晦義 塾 大学 医 学 部 眼 科学 教 室小 口Ji久 教 授,な らび に,

浜 松医 科 大学 光 量 子 医学 研 究 セ ン ター平 光忠 久 教 授 に深 甚

な る謝 意 を 汲 します.ま た,.御 指導,御 助 言 を賜 りま した

川崎 市 立 川崎 病 院A5田 純 也 先 生,杉 浦 仁先 生,尾 形徹 也先

生,国 立 高鏑 病 院 眼 科明 尾 潔 先 生 に深 謝 い た します.さ ら

に,適 切 な御 助 言,御 協力 を いた だ き ま した教 室 の諸 先 生

に感 謝 いた します.

　 本 研 究 の 一 部 は,第103回 日本 眼 科 学 会(千 棄,1999

年).　 1999Annual　 Meeting　 of　the　 Association　 for

Research　 in　Vision　 and　 Ophthalmology(Fort　 Lauder-

dale,1999　 fF)に おい て発 衷 した,

　 なお,本 研究 の 一部 は平 成10年 度 ～平 成12年 度 科 学 研

究 費 補 助 金 の 基 盤 研 究(c)(2)に よ った(課 題 番 号:

iosnsaｻ,

文　　献

1?Sealy　 RC,　 Puzyna　 W,　 Kalyanraman　 B,　 Felix　 CC

　 Identification　 by　 elec【ron　 spin　 resonance　 sPecしros・

　 copy　 of　 free　 radicals　 produced　 during　 autoxidative

　 melanogenesis.　 Biochim　 Biophys　 Acta　 800:269-276,

　 1984

2)原 一 夫,大 橋 弱:メ ラ ノ サ イ ト と メ ラ ニ ンL:Y.メ ラ ノ

　 サ イ ト病 変 一 腐 理 組 織 の 見 方 と 鑑 別 診 断 一.(財)名 古 犀

　 大 学 幽 版 会,p.1-4,1997

3)130ulton　 M:Melanin　 and　 the　 RPE:The　 Retinal

　 Pigment　 Epithelium.　 Oxford　 University　 Press,

　 0xtord,　 p.68-85.1998

4)Akeo　 K,　 Ebenstein　 DB,　 and　 Dorey　 CK:Dopa　 and

　 oxygen　 inhibit　 proliferation　 of　 retinal　 pigment

　 epithelial　 ce且ls.　fibroblasts　 and　 endothelial　 cells　 in

　 vrtm.　 Exp.　 Eye　 Res　 49:335-346.1989

5)Hotlocher,　 TC,　 and　 Hibbs　 JBJr:The　 nitrogen　 cycle,

　 In:Feelisch　 M,　 and　 Stamler　 J.　Methods　 in　 Nitric

　 Oxide　 Research.　 Parl　 III.　John　 Wiley&Sons,　 New

　 York,　 p.且2G一 且2量,1996

6)Leguire　 LE,　 Rogers　 GL.　 Bremer　 DL,14alson　 P,

　 Hadliconstantinou・Neff　 M:Levodopa　 and　 childhood

　 amblyopia.　 J　 Pediatr　 Ophthalmol　 Strabismus　 29

　 290-298.1992

7)Gottlob　 1.　Stangler-Zuschrott　 E:Effect　 of　 levodopa

　 on　 contrast　 sensitivity　 and　 scotomas　 in　 human

　 amblyopia.　 Invest　 Oph[halmol　 Vis　 Sci　 31:776-780,

　 1990

8)Akeo　 K,Tanaka　 Y.　and　 Okisaka　 S:Acomparison　 be・

　 tween　 melanotic　 and　 amelanotic　 retinal　 pigment

　 epithelial　 cells　 in　 vilro　 concerning　 the　 effects　 of　 L-

　 DOPA　 and　 oxygen　 on　 cell　cycle.　 PigmentCell　 Res　 7

　 145-151,1994

9)Ichimori　 K,　 Ishida　 H,　 Fukahori　 M.　 Nakazawa　 H,　 and

　 Murakami　 E:Practical　 nitric　 oxide　 measurement

一T245一



慶慰 医学　80巻3号 く1'一成15年9月)

　　　employing　 a　nitric　 oxide・selective　 electrode.　 Rev　 Sci

　　　Instrum　 65:2714-2718,1994

10)Akaike　 T,　Yoshida　 M,　 Miyamoto　 Y,　Sato　 K,　Kohno　 M,

　　　Sasamoto　 K,　 Miyazaki　 K,　 Ueda　 S,　and　 btaeda　 H

　　　Antagonistic　 action　 o[imidazolineoxyl　 N-oxides

　　　against　 endothelium・derived　 　re且axing　 　̀acto「/.NO

　　　through　 a　radical　 reaction:Biochemistry　 32:827,

　　　重993

U)Akeo　 K,　Amaki　 S,　Suzuki　 T,　 and　 Hiramitsu　 T:Mela・

　　　nin　 granules　 prevent　 the　 cytotoxic　 effects　 of　 L-

　　　DOPA　 on　 retinal　 pigment　 epithelial　 cells　 in　viho　 by

　　　regulation　 of　 NO　 and　 s叩eroxide　 radicals.　 Pigment

　　　Cell　 Res　 l3:80-88,2000

12)Saroa　 T:Properties　 and`unction　 of　the　 ocular　 me1a・

　　　nin・a　 photophsical　 view.　 J　Pho豊 ㏄hem　 Photobiol　 B,

　　　Biol　 12:215-258,1992

13>Dorey　 CK.、 　Delori　 FC,　 and　 Akeo　 K:Growth　 of　 cuレ

　　　turgid　 RPE　 and　 endothelial　 cells　 is　inhibited　 by　 blue

　　　light　 but　 not　 green　 or　 red　 light.　 Curr　 Eye　 Res.9

　　　549-559,1990

14)Wittbjer　 A,　 Odh　 G,　Rosengren　 E,　Rorsman　 H:Enzy

　　　matic　 and　 non-enzymatic　 oxygenation　 of　 tyrosine.

　　　Pigment　 Cell　 Res　 9:92-95,1996

15)Beckman　 IS.　Beckman　 TW,　 Chen　 J.　Marshall　 PA,　 and

　　　Freeman　 BA:Apparent　 hydroxyl　 radical　 produr

　　　lion　 by　 perosynitrile:Implications　 for　 endothelial

　　　injury　 Irom　 nitrite　 oxide　 and　 s叩eroxide.　 Proc　 Natl

　　　Acad　 Sci　 USA　 87:1620-1624.1990

且6)Prota　 G,　 Hu　 DN,　 Vincensi　 MR,　 McCormick　 SA,

　　　NapOlitano　 A　 :　Characterizatien　 or　 melanins　 jn

　　　human　 irides　 and　 cultured　 uveal　 melan㏄ytes　 from

　　　eyes　 of　 different　 colors.　 Exp　 Eye　 Res　 67:293-299,

　　　!998

17)Kanda　 T,　 Akeo　 K,　 Mvrakarni　 A,　 Karasawa　 Y,　 Oki・

　　　saka=The　 effects　 of　dopa　 and　 oxygen　 on　 RNA　 con・

　　　centrations　 in　 cuttured　 embryonal　 reこinal　 pigment

　　　epithelial　 cells.　 J　jpn　 Ophthalrno且Soc　 99=n23-

　　　 lr26.1995

:8)Kroi　 ES,　 Lieb【er　 DC:Photoprotective　 Actions　 o`

　　　Natural　 and　 Synthetic　 Melanins.　 Chem　 Res　 Toxicol

　　　 lI　 :1434一 レ■40,1998

19)Eizahir　 A:The　 influence　 of　 melanins　 on　 the

　　　photoperoxidation　 of　 lipids.　 J　Photochem.　 PhotobioI

　　　B3:341-349,1989
　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　

20}Sarna　 T.　 Menon　 1A,　 and　 Sealy　 RC:Photoinduced

　　　oxygen　 consumption　 in　 melanin　 systems　 IL　 Action

　　　sp㏄tra　 and　 quantum　 yields　 for　 pheomelanins,

　　　Photochem　 PhotobioL　 39:805-809。1984

21)Weiler　 JJ,　 Delori　 FC,　 Wing　 GL,　 Fitch　 KA:ReUnal

　　　pigment　 epithelial　 lipOfuscin　 and　 me】anin　 and

　　　choroidal　 melanin　 in　hurnan　 eyes.　 Invest　 Ophthatmol

　　　Vls　 Sc董27:145一 畳52,1986

一rzns一


