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論文内容要旨

 一酸化窒素(NO)は炎症や感染等により大量に産生されミトコンドリアの活性抑制や細胞傷害作用を示

 す、また,NOは0ジと反応してより反応性の高いONOOを生成し,DNAの傷害や細胞傷害作用により発癌
 を亢進する可能性が示唆されている。さらに,1yrosineやcysteineをニトロ化してタンパク質の機能を阻害

 し,アポトーシスや細胞周期に影響する結果,発癌にも影響していると考えられている。

 そこで種々の脂肪酸のNO産生への影響を,lipopolysaccharide(LPS)及びinterferon(IFN)一γで刺激したマ
 クロファージ由来細胞株RAW264を用いて検討した。実験はRAW264細胞をLPSで刺激し,誘導型一酸化

 窒素合成酵素(INOS)を誘導した。iNOSを誘導したRAW264細胞にω3多価不飽和脂肪酸(docosahexaelloic

 acid:DHA,eicosapentaenoicacid:EPA,α.linolellicacid),ω6多価不飽和脂肪酸(linoleicacid),ω9多価不
 飽和脂肪酸(olelcacid)及び飽和脂肪酸(stearicacid)を添加し,培養液中に蓄積したNOの安定酸化体である

 NqをGriess法,iNOS蛋白質をwestemblot&11alysis,iNOSm艮NA量をnorthemblotanalysisにより測定した。
 その結果ω3多価不飽和脂肪酸は用量依存的にNO、一産生量を減少させ,細胞内のiNOS蛋白質及びINOS
 mRNAの発現レベルを顕著に低下させた。一方,ω3以外の脂肪酸ではこれらの作用はほとんど認められ

 なかった。以上より,発癌抑制作用を示すDHA等のω3多価不飽和脂肪酸はLPS刺激により誘導される

 iNOSの発現を抑制し,その結果,NO産生を著明に減少させる事が判った。

 DHAと同様,発癌抑制作用を示すことが知られているcurcuminやindometh&cin等のNSAIDsにもNO産生

 抑制作用があることが報告されている。そこで他の発癌抑制物質についても検討したところ,1㌧

 acetoxychavlcolacet貧tc(ACA)に強いNO産生抑制作用を見いだした。ACAはショウガ科に属するナンキョウ

 に含まれており,これまで種々の動物発癌実験において強い発癌抑制作用を示すことが報告されている。

 ACAは細胞の生存率に影響のない濃度でNO,・産生を用量依存的に抑制し,N@産生量と相関してiNos蛋

 白及びmRNAレベルを低下させることが明らかとなった。さらに,ACAは∫NOS遺伝子の転写因子である

 NF一κB,AP4及びStat]の転写活性化を抑制することもわかった。また,NF一κBの活性化抑制はNF一κB

 の抑制因子である1κB一αの分解を抑制していることが寄与していると考えられた。以上のことより,

 ACAは転写レベルでNO産生を抑制し,この作用が発癌抑制作用に寄与している可能性が示唆された。

 この様に,いくつかの抗発癌物質に共通してNO産生抑制作用が認められた。NOは潰瘍性大腸炎や肝炎

 等の種々の炎症に少なからぬ関与があると考えれられているが,炎症だけでなく癌組織でもiNOSの発現

 が報告されつつある。本論文でもラットの大腸癌においてiNosが高度に発現していることを報告した。

 NOは発癌に深く関与し,その発生の低減化は発癌抑制作用に大きな役割を果たしているものと考えられ

 る。
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 論文審査の結果の要旨

 炎症や感染等によりマクロファージで大量に産生されたNOは,窒素ラジカルを生成し,突然異変を誘

 発し,細胞障害を起こす。また酸化ストレスを増大させ,アポトーシスを抑制する。これらの作用は,

 長期的には発癌の原因となる。

 DHA等のω3多価不飽和脂肪酸は発癌を抑制する。本研究では,種々の脂肪酸のNO産生への影響を,

 マクロファージ由来株細胞である装AW264細胞をLPSやINF一γで刺激して,誘導型NO合成酵素(iNOS)
 を発現させ,NO生産を測定することで解析した。その結果,ω3多価不飽和脂肪酸は,濃度依存的にNO

 生産を抑制し,またiNOSタンパク質および∫NO5mRNAの発現を顕著に抑制することを明らかにした。他

 の発現抑制物質ACAも同様に,iNOSタンパク質およびiNOSmRNAの発現を顕著に抑制し,さらにACAは,

 1NO3遺伝子の転写因子であるNF一κBの転写抑制因子LκBの分解を抑制し,A愛一1,Statlの活性化も抑制

 することを見出した。

 マクロファージのアポトーシスが抑制されると炎症の悪化が起こり,発癌のリスクが高くなる。そこ

 で,NaBでRAW264細胞にアポ1・一シスを誘導し,このアポトーシスをLPS,TNF一α等の炎症刺激で抑制

 させた。ACAはこの培養系でのアポトーシスを回復させ,その際,NF一κB,AP-1の活性化を阻害し,ア

 ポトーシス抑制タンパク質Bc1-X1の発現を抑制することを見出した。

 さらに大腸癌株細胞のひとつWIDr細胞に亙NF一γでアポトーシスを誘導する際,DRAはアポトーシスを
 促進した。

 発癌を抑制するDHAやACAはNO生産の抑制以外に,種々の発癌機構に対して抑制的に作用しているが,

 その…つとしてマクロファージのアポトーシスに対する感受性を回復させ,また大腸癌のアポトーシス

 を促進する作用を示した。

 これらの研究は,著者が自立した研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し

 ている。したがって,大畠武二提出の論文は,'博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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