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要

L‐ ドーパが培養網膜色素上皮細胞 (RPE)の微細構造
に与える影響について,透過型電子顕微鏡を用いて観察

し,併せてメラニン顆粒の有無と酸素濃度変化の影響に

よる相違についても検討を行った。実験にはメラニン顆

粒の有無により分離培養 したウシ RPEを用いた。酸素
濃度 を 10%と 20%に 調 節 し,100 μ M,250 μ Mの L‐

ドーパを添加した培養液を 24時間作用させ,固定,エポ

ン包埋の後,超薄切片を作製し,透過型電子顕微鏡で観察

した。メラニン顆粒の有無によらず,粗面小胞体は膨隆
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約

し,リ ポゾームは消失していた。L‐ ドーパによる細胞内

小器官への障害はメラニン顆粒を持たない RPEに おい
てより強かったが,酸素濃度を 20～ 10%に低下すること

により,そ の障害は軽度 となった.(日 眼会誌 99:

1203-1208,1995)
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Abstract
In order to make clear how the ultrastructure of sections were examined by transmission electron

the bovine second-passage retinal pigment epithe- microscopy. Rough endoplasmic reticula were found
lium (RPE) was affected by exposure to L-dopa and to be dilated and ribosomes were extinguished in
oxygen, we compared the toxic efrects of melanotic both melanotic and amelanotic RPE. The damage by

and amelanotic RPE. The oxygen levels in the incu- L-dopa in melanotic RPE was less than that in
bators and the L-dopa concentrations in the media amelanotic RPE and less in 10% oxygen thanin20%o
were adjusted to l0%, or 2094 oxygen by adding oxygen. (J Jpn Ophthalmol Soc 99:1203-1208, 1995)

nitrogen gas and 100pM or 250pM L-dopa, respec-

tively. After 24 hours, melanotic and amelanotic Key words: L-dopa, Melanin granule, Oxygen,

RPE were flxed and embedded in epon. Ultrathin RPE, Rough endoplasmic reticulum

I緒  言

細胞内に極く微量含まれる L‐ ドーパが神経伝達系や

メラニン合成に関係していることはよく知られている。

L― ドーパによる細胞毒性は,皮膚科領域で初めて調べら

れ,メ ラニン産生能を持たない Hela細胞ではドーパは
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毒性を示さないが,メ ラノーマ細胞では著明に細胞障害

を引き起 こす と報告
1)さ れている。我々は,こ れ まで,L―

ドーパの培養網膜色素上皮細胞 (RPE)に与える影響に

ついて,酸素濃度を変化させた培養 RPEの細胞増殖 2)3),

メラエン合成
4)や
細胞周期

5)の
点から検討を行ってきた。

その結果,L― ドーパの培養 RPEに対する細胞毒性 は,
ドーパからメラニンヘと生合成される過程

6)で産生され

る活性酸素とドーパクロームなどのメラニン前駆物質に

よることが明らかになった。また,ウ シ RPEに おいてメ

ラエン顆粒を持つ RPE(melanotic RPE:PE)と 持たな

い RPE(amelanotic RPE:APE)の 2種類の細胞間で

は,L― ドーパが細胞周期に与える影響が異なることも示

した5)。 _方,形態学的検討 としては,三島ら7)が ゎ υ′υθ

の系で,鶏胚 RPEに ドーパが取 り込 まれることをアイ
ソ トープを用いたオー トラジオグラフィーで観察 し,ゴ

ルジ体,滑面小胞体に局在していることを証明している.

しかし,L‐ ドーパが培養 RPEに どのような影響 を与 え

るかについて微細形態学的に検討を加えた報告は,こ れ

までにみられない。今回,L‐ ドーパの細胞内小器官に与え

る影響を,メ ラニン顆粒の有無 と酸素濃度を低下させる

ことによる酸素負荷の変化という点から検討した。

II 実験材料および実験方法

1.実 験 材 料

ウシ胎児血 :清,Ham F12,Dulbecco's nlodined Eagle's

medium(phenol red無 添加)(PR―DMEM),NaHC03,
fungizone,penicillin and streptolnycin(Gibco lLabora―

tories,Grand lsland,:NY,USA),phosphate buffer

saHne(Gibco Laboratories,Grand lsland,NY,USA),

3,4-dihydroxyphenylalanine(L― dopa)(Sigrna  Che■11-

cal Co,St.Louis,L40),60-nlm petri dish(Falcon,

Cockeysville,Nll)),trypsin(2.5%)(Gibco Labora―

tories,Grand lsland,NY,USA).

2.実 験 方 法

前眼部,硝子体,網膜を除去したウシ眼杯をメラニン顆

日眼会誌 99巻 11号

粒の有無により2分割 した。椀状になった各々に com‐

plete Ham F-12(Ham F-12,15%ウ シ胎児血清,0.125%

NaIIC03,fungiZOne(250 μg/ml),penicillin(41.51U/

ml),streptomycin(41.5μ g/ml))を 加え,先端を丸 くし

たパスツールピペットを用い,実体顕微鏡下で擦過する

ことによりRPEを 採取 し,径 60 mm培 養皿で PEと

APEを 培養した。酸素濃度可変の培養器 (B5060 EK/
02:HeraeuS,Hanau,Germany)内 を暗所とし,36.8° C,

20%酸 素(5%C02+95%Air)に 設定 した。培 養液 は

complete Ham F‐ 12を用い,週 に 1回の割合で交換し

た。Con■uentと なった後 (約 2週間後)に 0.25%trypsin

を用いて細胞を継代培養し,継代 2代 目の細胞を実験に

用いた。窒素ガスを混合することにより培養器内の酸素

濃度を 10%と 20%に なるように設定して,100 μM,250

μMの濃度の L‐ ドーパを培養液 (PR‐DMEM,15%ウ シ
胎児血清)に添加 した。24時間,静置培養後,4%グ ル
タールアルデヒド燐酸緩衝液で 12時間固定 し,1%四
酸化オスミニウム溶液で 1時間固定後,エ タノール系列

で脱水した。細胞を培養皿から剥離し,エポン812に包埋

した。超薄切片を作製し,酢酸ウランとクエン酸鉛の二重

染色後,透過型電子顕微鏡 (日 立電子顕微鏡 HUA 12S)

で観察した。

III 結  果

図 1～ 3は,20%酸素下のAPEである。L― ドーパを添
加していないAPE(図 1)では,細胞内小器官が豊富に認

められた。100 μM,250 μMの L‐ ドーパ (図 2,3)で細胞
質内に多数の空胞がみられ,隣接する空胞が癒合しつつ

ある像が観察された。また,空胞の近傍に粗面小胞体とラ

イソゾームが認められた。

図 4～ 6は ,20%酸素下の PEで ある。L― ドーパを添

加していない PE(図 4)で は,空胞は認められず細長い

形の粗面小胞体が認められた。100 μMの L‐ ドーパ (図
5)では,細胞質内で空胞の占める割合はわずかであっ

た。開いた粗面小胞体が多数認められるが,内容物の電子

図 l Amelanotic網膜色素上皮細胞(APE)(20%酸素,L‐ ドーパ無添加)。
a:細胞質内にゴルジ体 (大矢じり),ラ イソゾーム(矢印),粗面小胞体 (小矢じり)が豊富に認められる。b

粗面小胞体 (小矢じり)は,2本鎖様でリボゾームの電子密度は高い。
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図 3 APE(20%酸素,250 μ M,L‐ ドーパ添加).
al細胞質内に多数の空胞 (小矢じり)と 類円形の粗面小胞体 (矢印)が認められる。b:空胞の近傍に粗面小
胞体 (小矢じり)が認められる.空胞 と空胞が癒合しつつある像 (矢印)が認められる。

図 4 MelanOtic網膜色素上皮細胞 (PE)(20%酸素,L‐ ドーパ無添加 )。
a:メ ラニン顆粒 (矢印)が細胞質内に認められる。類円形もしくは長細い形の粗面小胞体 (小矢じり)が混右
して認められる。b:メ ラニン顆粒 (矢印)と 粗面小胞体 (小矢じり)が認められる。

密度は低下していなかった。空胞の近傍に粗面小胞体 と

ライソゾームが認められた。100μ :Mの L― ドーパでAPE
(図 2)と PE(図 5)を比較すると,PEにおいて細胞障害
が軽度であった。250 μMの L― ドーパ (図 6)では,粗面小
胞体は著明に開いており内容物の電子密度も低下してい

た。また,隣接する粗面小胞体の間にライソゾームが認め

られ,粗面小胞体が癒合していた。

図 7は ,10%酸 素下 250 μMの L‐ ドーパ の PEで あ
る。粗面小胞体は開いているが,細胞質内にわずかの空隙

を認めるのみで,20%酸素下の PEと 比較すると粗面小

胞体の空胞化が軽減していた。

IV考  按

培養RPEの細胞外に投与された L‐ ドーパは細胞障害
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図 2 APE(20%酸素,100 μM,L‐ ドーパ添加 )。
a:細胞内に多数の空胞 (小矢じり)が認められる。b:類円形の粗面小胞体 (大矢じり)と 一部にリボゾーム
を残した空胞 (小矢じり)が認められる.空胞と空胞が癒合しつつある像 (矢印)が認められる。

‐
1嘔、
ヽ
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を引き起こし,それは,L‐ ドーパの酸化によるメラニン合

成過程で生じる活性酸素
3)～ 10)か
,あ るいはメラニン前駆

物質
11)12)に よると考えられている。今回,L― ドーパが培養

RPEに どのような影響を与えるか微細形態学的に検討

を加えた結果,L― ドーパによる障害は,細胞内小器官のう

ち,特に粗面小胞体に強く認められた。粗面小胞体は,著

明に開きリボゾームが消失して空胞化していた。障害の

日眼会誌、 99巻 11号

図 5 PE(20%酸素,100 μM,L‐ ドーパ添加)。
a:円形に開いた多数の粗面小胞体 (小矢じり)と 数個の空胞 (矢印)が認められる。b:空胞の近傍に粗面小

胞体 (小矢じり)と ライソゾーム (矢印)が認められる。

図 6 PE(20%酸素,250 μM,L‐ ドーパ添加)。
a:粗面小胞体 (小矢じり)は著明に開いており,内容物の電子密度は低い.b:粗面小胞体が癒合しつつある

像 (小矢じり)が認められる。粗面小胞体と粗面小胞体の間にライソゾーム (矢印)が認められる.

図 7 PE(10%酸素,250 μM,L‐ ドーパ添加)。
a:多数の開いた粗面小胞体 (小矢じり)と ミトコンドリア(矢印)が認められる.b:粗面小胞体 (小矢 じり)
とライソゾーム (矢印)が認められる。粗面小胞体の内容物の電子密度の低下は認められない。

程度は,PEではAPEと 比較して軽度であり,酸素濃度

を20～10%に下げることにより軽度になっていた。ま

た,隣接する粗面小胞体の間にライソゾームが認められ,

粗面小胞体の空胞化と癒合にはライソゾームが関与して

いると考えられた。

RPE内 の ドーパの経路について,三島 ら7)は ァィソ

トープを用いて報告しており,鶏卵の腹腔内に注射され

1,「11'

■ ■
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た ドーパが RPEの ゴルジ(Golgi)体 に取 り込 まれた後 ,
tubular channelを 通り,メ ラニン合成を行う premela―

nOSOmeや melanOsomeに 運ばれることを観察 してい

る。本実験において,粗面小胞体が開いてリボゾームが消

失 していることから,培養液中の L‐ ドーパは RPE内 に
取 り込まれた後,粗面小胞体の膜に障害を及ぼし,膜 に結

合 したリボゾームに影響を及ぼした可能性がある。しか

し,投与された L― ドーパが合成され,メ ラニンに至 るま

での過程を観察するためにはアイソトープを用いた実験

を培養 RPEに ついても行う必要がある。
APEは PEに 上ヒベ tyrosinase活′性が低 く,メ ラニ ン
産生も少ないとされているH)。 このため生じる活性酸素

やメラエン前駆物質が少なく,活性酸素の産生 と活性酸

素消去酵素 (superoxide dismulase(SOD)や カタラーゼ

など)の活性が低いレベルで均衡 していることが推察 さ

れる。メラエン顆粒に活性酸素を消去する作用があると

の報告
14)～ 17)も あり,過剰の L‐ ドーパを投与することに

よりAPEは PEに比べ不活化できない活性酸素をより
多 く持つことになり,よ り強い細胞障害を呈したものと

考えられた。

生体における RPEの 酸素環境 については,ネ コの脈
絡膜の酸素分圧 は 72 mmHg(9.5%× 760 mmHg)で あ

り18),我々も20%,10%,5%酸素濃度での培養 RPEの
増殖率の測定で,10%が最も良好であったことを認めて
いる。生体の RPEに とって最適な酸素濃度はおそらく
10%に近い値 と考 えられる19)20)。 また,低酸素状態では

消費されるSODが減少するため SOD活性が上昇 し19),

L― ドーパの毒性 も軽減すると報告
2)3)さ れている。これ ら

のことから,10%酸素において障害が少なかったのは,
20%酸素に比べ,10%酸素では L― ドーパの酸化 とメラ
ニン産生経路が進 まず,活性酸素 とともにメラニン前駆

物質の産生が低かったためと考えられる。

今回,我々は L― ドーパの細胞障害について,酸素濃度

とメラニン顆粒の有無について検討を加えたところ,L―

ドーパによる障害は粗面小胞体に顕著であり,メ ラニン

顆粒の存在と低い酸素濃度が障害を軽減させることが明

らかとなった.今後は SODを添加 した実験系を用いて,
活性酸素と L― ドーパの細胞障害についてさらに検討 を

加える方針である。

稿を終えるにあたり,御指導と御校閲を賜りました慶應義

塾大学医学部眼科学教室小口芳久教授に深謝申し上げます。

本論文論旨は,65 th Annual Meeting of The American

Association for Research in VisiOn and (3)phthalrn010gy

(Sarasota,Florida 1993年 5月 )お よび第 98回 日本眼科学会

総会 (横浜市,1994年 4月 )において発表した。
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