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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

　　　　　　　　　　　　　　　　　 、メラニン穎粒の有無による相違一

内容の要旨

小　林

【目 的1レ ドー バ はNOを 発 生 † る。L・ ドー バ を投 丁す る こ とに よ り

緑 内 障 や 網 膜 色 訴 変性 症 の 治 療t.tYhbf#る 闘∫能 性 が あ る,4<研 究 で

はin　viln》i>よ びin　YIVOでL一 ドー パ か らのNOの 発 坐 を確 出 し、in　VIV11

で 組 織 変 化 を 観 寮 した 。 そ の 変 化 とNOや02'と の 関 係 を 調 べ る 目 的

で 、そiiら の01害 藁 等 を前 投 与 した場 合 の組 織 変 化 も検 討 した 。

【実 験 方法 お よ び結 果 】

　 実験1:In　 vitroで のNOの 発 生 。 密 閉 培 養 皿 中 に,5段 階 に 冷 釈 し

たL・ ドー パ を投 与 し 、発 生 す るNOを 電 極 法 で 記 録 した。 また 、　L・ド

ー バ投 「」・後 にNO消 去 藁 をiJ:入 し
、 竃 流 変 化 を 記saし た 。 そ の 結 果 、

レ ドーバ 注 入 後2分 で 拡 散冠 流 が 確 認 され 、 注 入 したレ ドー パ の 濃

度 に比 例 して増 加 した 。NO消 去 薬 は そ れ を図%に 低 下 させ た 。

　 実 験2:In　 vivoで のNOの 発 生 。 生 後6週 令 雌 の 有 色 ラ ッ ト(DA)

を2匹 、 お よび 、 向色 ラ ッ ト(WS)2匹 を用 い た 。 ラ ッ トの 硝 子 体

蕨 にph郡pha:c　 buf血red　saline(PBS),ま た は 、し・ドー パ をYl:人 し、 発

生 す るNOを 電 極 法 で モ ニ ター した 。 そ の 結 果 、 拡 散 電 流 は い ず れ も

同様 なパ タ ー ン で発 生 し、減 衰 して い た。 そ の 値 はWSよ1〕 も、DA

の ほ うが 高 か った 。

　 実 験3:し ドーパ 投 与 に よるin　VIVOの 織 織 変 化 。 癌 後Gd!令 雌 の

DA　5匹 、 お よ び 、　WS　 5匹 を用 い た 。 ラ ッ トの 硝f-f?腔 にP8S、 ま

た は 、L・ ドー パ を注 入 した。 投 与 は 、 第 且,3日 目に 行 い 、 第51.l

I1に 眼 球 を摘tipし た 。 光顕 用 切 片 を作 製 い 偲 染 色 を行 っ た。 毛 様 体

血 管 の 肱 張 はDAとWSの 両 者 に 毘 め らfi,　 DAに お いて 著 し か っ た 。

DAの 脈 絡 膜 血 管 は 拡 張 し、 血 管 内 皮 の 障 害 と平 滑 筋 細 胞 へ の 置 換 が

紐 め られ たが 、WSの 脈 絡 膜 血 管 は ほ とん ど変 化 が な か っ た 。

　 実 験 ・1:闇 害藁 等 の 前 投 与 に よ るin　vivaの 組 織 変ie,ラ ッF13!1.

後6週 令 雌 のDAラ ッ トG匹(10眼}をjllい た 。1例(1眼}にPBS、

且例(1眼}にL・ ドーパ を硝 子 体 中 に 注 入 した 。 残 りの4例(8眼}

に はL・ ドー バ を 投 与 し た が 、 そ の1時 間 前 に 、cxrhoxy-PTIO.　 N

(G1・niua・L・argininc　 methyl　 cs電cr(し ・NAME)、supcraside　 dismmasc

(SOD1を そ れ ぞ れ 前投,;・した(前 投 与 群)。PBS$た はL・ ドー パ を

披 与 し た1時 間 後 に屠 殺 し 、切 片 にHE染 色 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

PBS単 独 投 与 眼 に比 べ 、　L一ドー バ 嫌 独 投 与 眼 の脈 絡 膜 血 管 は拡 張 し

て いた 。L一 ドーバ 単独 投 与 眼 の 視 細 胞 外 節 に傷 害 が み られ た 。 ま た,

ii73投ラ群 で は 、 いず れ も脈 籍 膜 の 血 管 拡 張 が 抑 制 さ れ た。

1結 冶1ラ ッ ト硝 子 体 中 にレ ドー バ を 注 入 す る とNOが 発 醗 し.毛 様

体 お よび脈 絡 膜 の 血 管 が 拡 彊 す る こ とが 明 ら か に な った 。 また 、 そ

の 血管 拡 張 にi3,　 NOとOゴ が 関 与 した 。

幸

論文審査の要旨

　 レ ドー パは パー キ ンソ ン病 に用い られた り.眼 替領域 でfSN4#kの

治療に有効 との報ll}があ る。本研究 ではL一ドーパに よるNOが11艮組織

的にい かなる影響 を=r;えるか をin　Vlll1]とi皿vivo{:こつ き検 討 した。　in

VIlraでのNOの 発 生は密閉培 養1皿中`二s段 階 に希釈 したL・ドーパ を投

5し 、発生す るNOを 電極法 で紀録 しL・ドーバの濃度 に比例 して拡散

電 流が増加す るこ とまf,:,NO消 去葉 にて低 ドす る4`を 確 砲 した。　in

VIV/1で有色 ラ ッ トと白色 ラ ッ トをniい 、 ラ ッ ト婿r体 腔 にPh儲 凶aに

huffcred　saline(PBSJま たはL・ドーパ を注 入 し発`kす るNOを 観寮 し

た結 果、拡散電 流は濃度 依 存性 であ りその値は 白色 ラ ッ トよ りも有

Lラ ・ノトの 方がbUtlを 示 した。レ ドーパ投ii二 よるin　VIVOの 組繊 変

化をみた実験 では 、 ラ ッ ト硝.F体 腔 にPBSま たはレ ドーバ を汰 入 し

紐織 片 を観 寮 した結 果、 毛様体 及びAYci59sSの血管 が拡張 してい た。

この現象は 白色 ラッ トよ7有 色 ラ ッ トで署 明で あ った。 陽害藁 等の

前投 与 によるin　VIV`,の組織 変化 をみた実験 では 、　resｱk独 投 与眼 に

比較 しL一ドー パ単 独投 与眼 の脈絡 誤血管 は拡張 し.前 投.与群 では脈

絡膜1厄管の拡張 は抑制 が見 られた。以 上の結 果 か ら、 ラ ッ ト硝 子体

中`ニレ ドーパを注入す るとNOが 発兜 し、毛様体 及び腺絡 膜血 管が拡

張† る事が明 か とな った。

　瀞査 に 当た り、実験2で 拡 散電流 を意味 する波 の76t　pAに み られる

陰性 波 と小振幅 の波 またL・ドーパ を硝 子体 に注 人 した ときの　 }な

陰性 波につ いて質問 があ った。 これ に対 して これ らの波 はarlifcelが

険出 され た物 であ る との回答 がな された 。白色 ラ ッ トと有色 ラ ッ ト

にL・ドー バを注 入 した結果,拡 散電流が 有色 ラ ッ トの 方がそ のmが

高値であ る埋 由は何 か、 またin　viimで 確 認す る必 要が ないか との質

問がな され た。これ に対 して 、in　Vlifllは既 に共同研究 者が報 告済み

であq、 その 結果 と今・回の結 果はriな る との回 答があ,.こ れに対

する酬釈 に関 して討論 が なK}Lた 。実験 方法 で硝子体ll1への し・ドー

パの 量につ いて識論 がな されたが ラ ・7トは水晶 体が 大 きくspy　r体`婁コ

に人れ る景は制限 ざれ る事 また手技的 に も困錐 を伸 いnt血 が ある と

NO測 定 の仙が変 化一rる事 な ど回答が な された。 また論 文中 のDOPA

に よるNO鑑 生について これが酵 素反応 か非酵 素反応な のか説明が さ

れるべ きとの指摘が あった。

　 実験3で 毛様体 と脈絡 膜 の血管がL・ドーパ注 人眼 とPBS単 独 投 与

眼で比較 す るとL・ドーパ注 入眼 の方 が拡 張 してい る との報u1.Jqし

て も討論 が あった。 倣後 に実験4の 結論 に対 して糾織 の切 りli、　N

数な ど穫 々の疑問が 各委uか ら出 され,各 委貝か ら提出 された疑問 、

問題点 につ き再度 跡 き直 しこhを 各委員にll釦疲1校閲 し了承がi8ら れ

れば審査終 了 とい う塵とな った。 こni.xiし て廓請者 は論 文を改変

し、審査viaの 了承が得 られた。 本論 文t3　tipdry時幾 つかの問 題点が

あ ったが 、ラ ッ トan　r一体中 にレ ドーパを注入す るとNOが 発党 し、毛

搬体 及び脈籍 膜の1血【管の拡 張 を明 らかに した点 で眼 科学 にお いて意

義のあ るもの と評備 された。

　 論文審査拠 当者 　 主貸 　眼科学　小 口　芳 久

　 　　 　 医化学 　末松 　　誠 　　9:理 学 　金f　 章道

　 　　 　 病理学 　岡田　 傑典　　内科学　福 内　靖男

　 学力確認担 当者=北 島 　政樹 、末松 　誠

　 　　審査委員 長:末 松　誠

　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 試問 日:平 成15年2月lo日
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