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論文内容要旨

 酸化剤である臭素酸カリウム(KBrO・)は,変異原性を有するラット賢発癌剤である。KBr

 O,による腎発癌機構としては,DNAの酸化的傷害が起こり,それがDNAの複製段階で読み間

 違いを引き起こし,突然変異が生じるためと考えられている。実際にラットにKBrO、を投与す

 ると,活性酸素種によるDNA傷害産物である8一ヒドロキシデオキシグアノシン(8一〇H-dG)が,

 標的臓器腎において特異的に生成することが確認され,KBrO、の発癌に8-OH-dGの生成が重要

 であることが示唆されてきた。しかし,KBrO,は生体内での半減期が短い上に,DNAを直接酸

 化しないことが認められていることから,KBrO3の発癌標的臓器におけるDNAの酸化的傷害

 機構については解明されていない。そこで,本研究ではKBrO3による腎発癌機構の第一段階と

 考えられる8-OH-dGの腎における生成機構について解析を行った。

 第一章では,ラットにKBrO、を単回投与した場合の腎における8-OH-dG生成と過酸化脂質

 レベルとの関連性について検討した。その結果,腎臓中の8-OH-dG生成は,過酸化脂質レベル

 の上昇に引き続いて起こることを明かにし,この結果から,KBrO3投与による8-OH-dGの生成

 はKBrO,の直接酸化によるものではなく,脂質過酸化反応を介して生成することが示唆された。

 第二章では,ラットヘのKBrO3投与による酸化的DNA傷害発現において,その抑制に関与

 する因子を調べるため,GSH等の抗酸化剤の効果について検討した。その結果,GSHやシステ

 イン(Cys)及びビタミンC(VC)の処置は,KBrO,投与による腎臓での酸化的傷害(8一〇H-d

 G,過酸化脂質の生成)の抑制に有効であり,特に腎細胞内GSHが重要であることを示した。

 GSHによる抑制機序としては,KBrO3やそれに由来する活性酸素種,または生成した脂質過酸

 化物やそのラジカル種を処理することにより,腎の過酸化脂質レベルの上昇を抑制し,最終的に

 酸化的DNA傷害の防御に関与するものと推測される。

 第三章では,KBrO3による8-OH-dG生成における脂質過酸化の役割を調べるため,腎ホモジ

 ネートを用いての細胞レベルでの解析を行った。腎ホモジネートまたは腎核画分にKBrO3を作

 用させた結果,8-OH-dGの生成が確認された。腎ホモジネートと反応させた場合は,核画分の

 みとの反応よりも8-OH-dG生成率が高くなったが,これは小胞体等の膜状成分で生じた脂質過

 酸化反応が核膜での過酸化を促進し,その結果酸化的DNA傷害が促進されたものと推測された。

 さらに,核面分をKBrO,以外の酸化反応系で処理することによっても,・脂質過酸化とともに

 8-OH-dGレベルが上昇したことから,8-OH-dGの生成は核膜の脂質過酸化を介して生じる可能

 性が強く示唆された。

 第四章では,KBrO3と腎細胞との相互作用により生ずる活性酸素種を調べるために,invitro
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 でESR及びケミルミネッセンス測定を行い検討した。スピントラップ剤DMPO及びTEMPを

 用いたESR測定により,腎細胞またはそのホモジネートとKBrO3との反応において,一般に

 OHラジカルにより生成することが知られるDMPO-OH及び10、由来のTEMPOの生成がみら

 れた。さらにケミルミネッセンスの測定で102の産生が確認された。また,DMPO-OHは102

 発生系からも生成することが確認されたことから,KBrO3と腎との反応によるDMPO-OH生成

 には102が関与していることが示された。このことからKBrO,と腎細胞との反応によって生成

 する活性酸素種は10,である可能性が最も高いことが明かとなった。

 一方,第五章では,KBrO3の変異原性発現過程における活性酸素の役割を,invivo変異原性

 試験法の1っである小核試験により検討した。その結果,KBrO3はラットに対しても小核を誘

 発することを確認し,またGSH,Cys及びVCの処置によって,小核誘発が抑制されることを

 明らかにした。このことから,KBrO・による変異原性発現過程にも,ある種の活性酸素種の関

 与することが示唆された。

 以上のKBrO3のラット腎に対する酸化的傷害の解析結果から,KBrO3による腎での8-OH-

 dG生成に関し,以下のような機構を推測した。先ず,KBrO、が腎細胞内に取り込まれると,細

 胞内成分と反応して活性酸素種を生成する。この活性酸素種またはKBrO3自体は,腎細胞内の

 GSH等の抗酸化剤により分解処理されると考えられるが,処理しきれなかったものが細胞内の

 小胞体等の膜成分に作用し過酸化脂質を生成する。これらの過酸化脂質及びその分解産物である

 脂質ラジカル種は,さらに核膜の過酸化を促進すると考えられる。その結果,核膜で生じた過酸

 化脂質及びその分解産物が,最終的にDNAを酸化的に傷害して8-OH-dGを生成するものと推

 測される。
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 審査結果の要旨

 酸化剤である臭素酸カリウム(KBrO3)は,変異原性を有するラット腎発癌剤である。ラッ

 トにKBrO、を投与すると,活性酸素種によるDNA傷害産物である8一ヒドロキシデオキシグ

 アノシン(8-OH-dG)が,標的臓器腎において特異的に生成することから,この発癌過程に

 8◎H-dGの生成が重要であることが示唆されてきた。しかし,KBrO3は生体内での半減期が短

 い上に,DNAを直接酸化しないことから,KBrO、の発癌標的臓器におけるDNAの酸化的傷害

 機構については解明されていない。そこで,本研究ではKBrO、による腎発癌機構の第一段階と

 考えられる8-OH-dGの腎における生成機構について解析を行った。

 第1章では,ラットにKBrO3を単回投与した場合の腎における8-OH-dG生成と過酸化脂質

 レベルとの関連性について検討した。その結果,腎臓中の8-OH-dG生成は,過酸化脂質レベル

 の上昇に引き続いて起こることが明らかとなった。第2章では,KBrO3による8-oH-dG生成の

 抑制に関与する因子を調べるため,GSH等の抗酸化剤の効果を検討した。その結果,GSH,シ

 ステイン(Cys)及びビタミンC(VC)の処置は,酸化的DNA傷害の抑制に効果的であり,特

 に腎細胞内GSHが重要であった。第3章では,KBrO3による8-OH-dG生成における脂質過酸

 化の役割を調べるため,腎ホモジネートを用いた細胞レベルでの解析を行った。腎ホモジネート

 または腎核画分にKBrO3を作用させた結果,8-OH-dGの生成が確認され,また核画分をKBr

 O3以外の酸化反応系で処理することによっても,脂質過酸化とともに8-OH-dGレベルの上昇が

 認められた。このことから8-OH-dGの生成は核膜の脂質過酸化を介して生じる可能性が強く示

 唆された。第四章では,KBrO3と腎細胞との相互作用により生ずる活性酸素種を調べるため,

 invitroでESR及びケミルミネッセンス測定を行い検討した。その結果,KBrO3と腎細胞との

 反応で生成する活性酸素種は102である可能性が最も高いことが明らかとなった。一方,第五

 章では,KBrO3による小核誘発が抗酸化剤(GSH,Cys,VC)処置により抑制されたことより,

 KBrO3の変異原性発現にも活性酸素種が関与することが示唆された。

 以上のKBrO3の腎8-OH-dG生成機構の解析結果から,KBrO3は腎細胞内に取り込まれると,

 細胞内成分と反応して活性酸素種を生成し,膜成分の脂質過酸化を引き起こすことが明らかにさ

 れた。これらの過酸化脂質及びその分解産物が,さらに核膜の過酸化を促進し,最終的にDNA

 を酸化的に傷害し8-OH-dGを生成すると推測された。

 本報は,博士論文に価するものと評価する。
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