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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　酸化ストレスによって細胞内のさまざまな生体分子が傷害を受ける。なかでもゲノムＤＮＡ加損傷し遺伝晴報が改変され

る場合は，がんや老化の原因となると考えられている。本研究においては，酸化修飾塩基に対するモノクローナル抗体を用

いて断片化ゲノムから免疫沈降することによって酸化的ＤＮＡ損傷を含むゲノム断片を選択的に回収し，ライブラリー化す

る方法を独自に確立した。今回はこの新規の技術を，8－ヒドロキシデオキシグアノシン（８-ＯＨｄＧ）および脂質過酸化に

より生じる不飽和アルデヒドの１種であるアクロレインのデオキシアデノシンヘの付加体(Acrolein -dA）という２つの異

なる塩基修飾に適用し，鉄ニトリロ三酢酸（Ｆｅ-ＮＴＡ）誘発マウス腎発癌モデルにおけるＤＮＡ損傷分布の動態を解析し

た。10～12週齢，雄のC57Bレ6マウスを，Ｆｅ-ＮＴＡ腹腔内投与の後６時間経過しか群と無処置の群に分け，腎皮質より

分析対象とするゲノムＤＮＡを抽出した。ゲノムＤＮＡを制限酵素により断片化した後，８-ＯＨｄＧまたはAcrolein -dA に

特異的な抗体で免疫沈降し，それぞれの塩基修飾を含むゲノム断片を回収した。これらの断片集団をもとに作製したライブ

ラリーから，処置条件と塩基修飾の組合せごとに約300のクローンを抽出し，マウス染色体上ヘマップした。得られたマッ

ピングデータに対して，酸化的ＤＮＡ損傷が全染色体にわたって一様に分布しているという帰無仮説の下にピアソンの適合

度検定を実施し，染色体ごとの損傷頻度の偏りを調べた。検定の結果, Acrolein-dA の分布の方が８-ＯＨｄＧの分布よりも

染色体間分布の偏りが大きく，Ｆｅ-ＮＴＡ投与後６時間のAcrolein -dA 分布は統計的に有意な偏差を示した。ただし，８-

ＯＨｄＧの分布においても，特定の染色体とそれ以外の染色体という２カテゴリーの適合度検定を実施したところ，頻度の

偏差が有意に大きい染色体がいくつか検出された。無処置時の８-ＯＨｄＧ分布では，特に16番染色体においてＰ値が5.8×

10-5となり，検定の多重性を考慮したうえで十分に有意な偏差が認められた。さらに　このＤＮＡ損傷の染色体間分布に

見られる傾向の生成要因について検討した。染色体ペインティング技術により，間期のマウス近位尿細管細胞核内における

15番および16番染色体を可視化した。マッピングの結果でAcrolein -dA の頻度の高い15番染色体は核の周縁部に存在した

のに対し，８-ＯＨｄＧの多い16番は中心部に位置していた。染色体の核内での空間的配置が，ＤＮＡ損傷の生成・修復の動

力学に影響を及ぼすことが示唆された。次に，酸化的ＤＮＡ損傷の分布と遺伝子配列の分布の関連について検討した。ゲノ

ム上の遺伝子内領域と遺伝子外領域で，酸化的ＤＮＡ損傷の頻度に顕著な差異は認められなかった。その内部で酸化的

ＤＮＡ損傷が検出された遺伝子について，遺伝子発現レペルの分布と遺伝子長さ（ゲノム長）の分布を解析した結果, Fe-

ＮＴＡ投与後６時間において８-ＯＨｄＧが検出された遺伝子とAcrolein -dA が検出された遺伝子では，発現レベル分布およ

び遺伝子長さ分布ともに有意に異なっていた。最後に回収断片の無作為抽出による方法とは異なるアプローチとして，定

量的ＰＣＲによる部位特異的な頻度解析を実施した。遺伝子領域と遺伝子外領域の両方を含む20の部位について酸化的

ＤＮＡ損傷の頻度を分散分析したところ，全ての部位で損傷の頻度が同等ではないということが確認された。また，今回定

量的ＰＣＲにより解析した領域においては，ゲノム上の８-ＯＨｄＧを修復する酵素であるＯＧＧｌをノックアウトすることに
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よって, Acrolein -dA も同時に蓄積することが判明した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本研究によって，ＤＮＡ損傷を含むゲノム断片を選択的に収集し，ライブラリー化する方法が新規に確立された。この独

自の新技術は，8－ヒドロキシデオキシグアノシン（８-ＯＨｄＧ）および活性アルデヒドの１種であるアクロレインのデオキ

シアデノシンヘの付加体(acrolein -dA）という２つの異なる酸化修飾塩基に適用され，鉄ニトリロ三酢酸（Ｆｅ-ＮＴＡ）誘

発マウス腎発癌モデルにおけるＤＮＡ損傷の分布解析に応用された。酸化損傷ゲノム断片の分離は，ゲノムＤＮＡを制限酵

素により断片化した後，８-ＯＨｄＧまたはacrolein -dA に特異的な抗体で免疫沈降することにより実現された。本申請者は，

動物の処置条件と塩基修飾の組合せごとに作製した損傷ゲノム断片のライブラリーから，約300のクローンを抽出してマウ

ス染色体上にマップした。統計的な分析の結果，ゲノム内の位置によって酸化損傷の頻度に偏りが見られた。また, Fe-

ＮＴＡ投与後の腎組織においては，８-ＯＨｄＧとacrolein -dA の蓄積しやすいゲノム部位の特徴が異なっていた。さらに，

収集した損傷断片を鋳型とした定量的ＰＣＲによる部位特異的な解析の結果から仏遺伝子座によって酸化的損傷の頻度が

異なることが示唆された。

　以上の研究は，酸化ストレスによる発がん機構の解明に貢献するとともに，ゲノムのゆらぎ情報を解析する新しい研究分

野の確立に寄与するものである。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値のあるものと認める。なお，本学位授与申請者は，平成19年１

月31日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。
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