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要

ドーパによる網膜色素上皮細胞の DNA合成 とRNA
合成への影響を知る目的で,培養鶏胚網膜色素上皮細胞

内DNAと RNAの 定量 を行った。250 μMの ドーパ を

投与した培養鶏胚網膜色素上皮細胞の RNA/DNA比は

低下していたが,酸素濃度を 20～ 10%に変化させること

によりRNA/DNA比の低下 は抑制されていた。一方,

10%酸素濃度で 100 μMの ドーパを投与した場合には,

RNA/DNA比は上昇していた。250 μMの ドーパは培養

鶏胚網膜色素上皮細胞内の RNA量を低下 させていた

約

が,酸素濃度を低 くすることによりその低下は改善 して

いた。しか しながら,100 μMの ドーパは 10%酸素濃度

では網膜色素上皮細胞をむしろ刺激 し,そ の結果,RNA
合成 を促進す る と思われた。(日 眼会誌 99:1123

-1126,1995)
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Abstract
We measured RNA and DNA concentrations in dopa caused the decrease of RNA concentrations in

cultured chick embryonal retinal pigment epithelial the retinal pigment epithelial cells, which was
cells to investigate the effects of dopa and oxygen on ameliorated by lowering oxygen concentrations.
DNA and RNA synthesis. RNA/DNA ratios were However, the addition of 100pM dopa inl0)( oxy-
decreased by addition of 250pM dopa. Decrease of gen stimulated retinal pigment epithelial cells and
RNA/DNA ratios was suppressed when the oxygen seemed to increase RNA concentrations. (J Jpn
concentrations were reduced from 20/o to l0'%. Ophthalmol Soc 99 : 1123-1126, 1995)

Incutration with medium containing 100pM dopa

increased RNA/DNA ratios in l0% oxygen. Expo- Key words: Retinal pigment epithelial cells, Dopa,
sure of retinal pigment epithelial cells to 250 pM Oxygen, RNA, DNA

I緒  言

網膜内に極 く微量含まれ,神経伝達やメラニン合成に

関与している ドーパは,チ ロシナーゼの存在下で DNA
ポリメラーゼ活性の阻害によりDNA合成を障害すると

されており1),皮
膚メラノーマ細胞に対 して毒性 を発揮

することが知 られている2)。 その機序として,ド ーパから

メラニンが合成される過程において生じるメラニン前駆

物質や活性酸素の影響が考えられている3).最 近,明尾

ら4)は now cytometryを 用いて細胞内のDNA量 を測定

することにより培養ウシ網膜色素上皮細胞の細胞周期を

検討 し,ド ーパが細胞周期の S期 (DNA合成期)の 早期

に影響を与え,DNA合成を障害することを明らかにし

た.今回,我々はドーパが培養鶏胚網膜色素上皮細胞の
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RNA合成能に対 しても影響を及ぼすかどうか,酸素濃

度を変化 させて細胞内RNA量 とDNA量 の定量を行

い,興味ある知見を得たのでここに報告する。

II 実験材料 お よび方法

1.鶏胚網膜色素上皮細胞の培養

孵卵後 8～ 9日経過した鶏胚眼球の前眼部を切除し,

硝子体を摘出後,実体顕微鏡下で神経網膜を剥離 した。

0.05%EDTA(同 仁化学)に 30分間浸透し,眼杯か ら網

膜色素上皮層を剥離し,0.25%ト リプシン(DIFCO Lab‐

oratories,Detroit,USA)処 理の後,15%の ウシ胎児血

清 (FBS)(CSL Limited,VictOria,Australia),1%の

5,000U/ml penicinin G-5,000U/ml Streptomicin混 合

液 (PCG‐ SM),COSTA MESA,UK)を 添加した Dulbec‐

co's MOdined Eagle's Medium(DMEM)(GIBCO Co,

NY,USA)を 加 えて,径 60 mmの 培養皿 (岩城硝子)に

5%C02,湿度 100%,37° Cで培養した。培養皿は各系列毎

に 3皿使用した。コンフルエントとなった 3代継代培養

鶏胚 網膜 色 素上 皮細 胞 を,培 養液(15%FBSと 1%

PCG―SMを含むphenol red free DMEM)に ドーパ

(SIGl∨〔A CHEMiICAL CO,ST.LOUIS,USA)(100

μM,250 μM)を加え,窒素ガスを混合することにより培

養器の酸素濃度を10%,20%と 変化させて培養 し,以下

の実験に用いた。

2.細胞数の計測とRNAおよび DNAの定量

ドーパ投与後 24時間経過 した培養網膜色素上皮細胞

を0.25%ト リプシン処理により採取し,細胞数を Parti―

cle cOunter(ERMA)を用いて測定した。採取 した細胞か

らSchmidt― Thannhauser― Schneider変法5)を 用いて,試

料を水酸化カリウムで 18時間アルカリ分解 しRNA分
画を抽出,次 いで過塩素酸 を加 え 15分 間過熱分解 し

DNA分画 を抽出した.抽 出 した DNA,DNA分画につ

いて分光光度計(UV-2200,島 津製作所)を 用いて紫外部

(λ 260 nm)吸光度を測定 した。得 られた吸光度から

RNAと DNA量をRNA lμ g/mlの λを0.022,DNA

lμg/mlの λを 0.0206)と することにより算出 し,単 位

DNA量当た りのRNA量 (RNA/DNA上ヒ)を 上ヒ較 した。

得られた結果について,2標本 t検定および二元分散分

析法により有意差検定を行った。

III 結  果

1.細胞数に対するドーパおよび酸素濃度の影響

250 μMの ドーパ を投与 した場合 には 20%お よび

10%酸素濃度のいずれでも培養網膜色素上皮細胞の細

胞数は減少 していたが,20%酸 素濃度 と比べ 10%酸素

濃度では培養網膜色素上皮細胞の細胞数の減少は有意に

抑制されていた(2標本 t検定 ;p<0.05)(図 1)。 二元配

置分散分析法による検定では,ド ーパ濃度の変化は細胞

数に有意な影響を示したが (p<0.00001),酸素濃度の変
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図 1 培養鶏胚網膜色素上皮の細胞数.

250 μMの ドーパ を 24時間投与した場合には,酸素濃

度にかかわらず細胞数は減少していたが,20%酸素 と

比べ 10%酸素濃度では細胞数の減少 は有意 に抑制さ
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図 2 培養鶏胚網膜色素上皮細胞内の DNA量。

250 μMの ドーパ を 24時間投与 した場合には,酸素濃

度にかかわらず細胞数当たりの DNA量 は低下 してい

たが,20%酸素 と比べ 10%酸素濃度で はDNA量の

低下は有意 に抑制 されていた.□ :10%酸 素 ■ :

20%酸素

化は細胞数に有意な影響を示さなかった。

2.RNA/DNA比 に対するドーパおよび酸素濃度の

影響

250 μMド ーパ投与では20%お よび 10%酸素濃度で

のいずれにおいて も培養網膜色素上皮細胞数当た りの

DNA量の低下を認めたが,20%酸素濃度に比べ 10%酸

素濃度ではDNA量の低下が有意に抑制されていた(2

標本 t検定 :p<0.05)(図 2).100 μMド ーパ投与では

10%酸素濃度で培養 した網膜色素上皮細胞においては,

対照群に比べ培養網膜色素上皮細胞数当たりのRNA量
の有意な増加 を認 めた(2標 本 t検定 :p<0.01).250
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図 3 培養鶏胚網膜色素上皮細胞内の RNA量 .

100 μMドーパ を 24時間投与 した場合 には酸素濃度

にかかわらず細胞数当たりの RNA量 は対照群に比べ

増加を認め,10%酸素濃度下で培養 したものでは 20%
酸素濃度に比べ RNA量が有意に増加 していた。250

μMドーパ投与では酸素濃度にかかわ らず RNA量の

低下 を認めたが,20%酸 素に比べ 10%酸素濃度では

RNA量の低下が有意に抑制されていた。□ :10%酸
素 ■ :20%酸素

5

培養 RPEの RNA合成に対するドーパと酸素の影響 。神田他 1125

度で培養 した網膜色素上皮細胞において,対照群に比べ

細胞内 RNA/DNA比 の有意な増加を認めた(2標本 t

検定 :p<0.01)。 250 μMド ーパ投与で は20%お よび

10%酸素濃度でのいずれにおいても培養網膜色素上皮

細胞の RNA/DNA比 の低下を認めたが,20%酸素濃度

に比べ 10%酸素濃度で は培養網膜色素上皮細胞 の

RNA/DNA比 の低下が有意に抑制されていた (2標本 t

検定 ;p<0.05)(図 4)。 二元配置分散分析法による検定

では,ド ーパ濃度の変化はRNA/DNA比 に有意な影響

を示 したが (p<0.001),酸素濃度の変化 は RNA/DNA
比に有意な影響を示さなかった。

IV考  按

ドーパによるDNA合成の阻害は 1979年 にラットリ

ンパ球細胞で,初めてWick7)に より報告 され,0.5mM
の ドーパが Gl期 (DNA合成準備期)で細胞周期を停止

させることが示された。その後,1989年 に Kableら 8)は

HeLa細 胞 と皮 膚 メ ラ ノーマ細 胞 を 用 い た now
cytometryに よる研究で,高濃度(5mM)の ドーパを投

与した場合では Gェ 期,低濃度 (lmM)の ドーパを投与し

た場合では S期で細胞周期 を停止させることを報告し

ている。今回,細胞周期,す なわち細胞分裂をコントロー

ルするDNAへのドーパの影響に対して,蛋 自合成を司

るRNAに はドーパはどのような影響を与えるか生化学

的に検討 した。

高濃度の 250 μMド ーパ投与ではRNA/DNA比 の低

下が著明であり,ド ーパは 250 μMの濃度ではDNAの
みならず,細胞内のRNAに も影響を与えることが観察

された。三島ら9)は 鶏胚の腹腔内に注入された ドーパは,

網膜色素上皮細胞のGolgi装置に取 り込まれた後,tubu‐

lar channelを 通ってメラニン合成の場である premela―

noSomeや melanosomeに 運 ばれることを観察 してお

り, ドーパがメラニン合成に関与していることをすでに

報告している。本研究においてもドーパは酸素濃度によ

らず細胞活動 を抑制する方向に働いているが,RNA/
DNA比が低下していることから,細胞分裂を司るDNA
の障害に先行 して蛋自合成を司るRNAの障害が生じて

いる可能性が強 く,ド ーパによるRNA量減少の本態 と

してはRNA自 体の直接破壊,も しくはDNAか らの

RNA転写過程に対するドーパの影響などが考 えられ

る。

一方,100 μMの ドーパ は RNA/DNA比 を対照群 に

比べ高 くしており,10%酸素濃度では有意な差 となって

いた。低濃度の ドーパが細胞の代謝を刺激する可能性の

あることを示 した報告としては,明 尾ら1°)が培養ブタ網

膜色素上皮細胞に50μMの ドーパを20%酸素で投与し

たところ,対照群に比べ細胞増殖が増強することを認め

ている。また,Sovillaら
11)は 器官培養された家兎網膜で

cycHc AMPの 濃度がドーパを投与することにより濃度
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図 4 培養鶏胚網膜色素上皮細胞の RNA/DNA比 .

100 μMド ーパを 24時間投与 した場合には 10%酸
素濃度下で培養 した網膜色素上皮細胞においては,

対照群に比べ細胞内 RNA/DNA比 の有意な増加を

認めた。250 μMド ーパ投与では酸素濃度 にかかわ

らず RNA/DNA比 の低下を認めたが,20%酸素に

比べ 10%酸素濃度では RNA/DNA比 の低下が有

意 に抑制 されていた。□ :10%酸素 ■ :20%酸
素

μMドーパ投与では20%お よび 10%酸素濃度でのいず

れにおいても培養網膜色素上皮細胞の RNA量の低下を

認めたが,20%酸素濃度に比べ 10%酸素濃度ではRNA
量の低下は有意に抑制 されていた(2標本 t検定 :p<
0.01)(図 3)。 また,100 μMド ーパ投与では10%酸素濃
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依存性に増強されることを示し,50μ Mで最大になると

している。今回の実験結果でも,ド ーパが細胞の代謝を刺

激する可能性を示唆していると思われる。

ドーパがメラニンヘと変化する際にどのような機序で

網膜色素上皮細胞に影響を与えるか という点について

は,明尾らが培養ブタ網膜色素上皮細胞
10)や

培養ウシ網

膜色素上皮細胞12)を 用いて明 らか に している。明尾

ら10)12)は ス_パ _ォ キサィ ド.ディスムターゼやカタ

ラーゼあるいは低酸素状態により,培養網膜色素上皮細

胞の細胞増殖に対するドーパの毒性が抑制されたことか

ら,ド ーパからのメラニン合成過程において生じた活性

酸素やメラニン前駆物質がその毒性の原因であるとし

た。また,低酸素状態ではスーパーオキサイド・ディスム

ターゼ活性 も上昇することも報告
13)し ている。網膜色素

上皮細胞は脈絡膜血管から支配を受けているため,酸素

濃度の変化により影響を受けやすい環境下にあり,生体

内網膜色素上皮細胞における酸素濃度は 10%と されて

いる14)。 今回の実験の結果,ド ーパ投与により低下 した

RNA/DNA比 は,酸素濃度を低 くすることにより改善

したことから,網膜色素上皮細胞におけるリボゾームに

よる蛋自合成も,高濃度の酸素で ドーパが自動酸化され

ることによって障害 される可能性があることが判明 し

た。

本論文の要旨は平成 5年 6月 17日 ,第 97回 日本眼科学会

総会 (札幌市)お よび平成 6年 4月 21日 ,第 98回 日本眼科学

会総会 (横浜市)で講演を行った。
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