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論文肉容の要旨

発がん過程においては、 7リ』ラジカル・活性酸素の関与が少なからずあると考えちれている。鉄キレート期jである鉄ニ

トリロ三酢酸 (Fe-NTA)を趨歯類の腹腔内に投号すると、腎の近位尿細管内際で7ェントン反応告介した酸化的傷害を引

き起こす。 Fe-NTAを反復投与することにより、 1-2年後iこ高率に腎純胞癌が発ヰすることがこれまでに報告された。この

腎発がんモデルにおいては初期に脂質過酸化や酸化的DNA傷害が発生することが示された。また、マイクロサテライトを

利用した遺伝学的解析などによ型、 p16癒抑制遺伝子などが変奨(下‘としてアレル欠損)の機的遺伝子となっていることが

報告されているが、その詳細なメカニズムはまだ明らかではない。本研究においては、大腸菌曹pt遺伝子を含む la皿b品aEG

m遺伝子のトランスジェニックマウス〈窟ptdeltaトランスジェニッタマウス)を使用して、上記鉄化合物による変異のス

ベデトラムをマウスの生体内における標的臓器において解析Lた。本マウスの特徴は、盟つの異なる選択法(品目thio酔阻血e

(6-TG)開IectionとSpi-開 lectio討を使用して、異なるタイプの変異を何時iこ迅速に検出可能なことである。すなわち、

この試験系セは大腸爵富pt遺伝子をレポーターとする晶-TG蹄 lectionを用いて点突然変異(塩基置換、アレームシアト)を

検出し、ラムダ7ァージ四d!富a盟遺伝子をレポーターとする Spi-酷 lecti.onを使用して、 10kbpまでの比較的大きな欠失変

異を検出することが可憶である。さらに、今回新たに偶発した DNA免疫沈降訟を併用することにより、ゲノムの特定部位

にフワーラジカル反応による修飾犠主義が牛成しやすいかどうかを検討した。Fe-NTAを1、2あるいは3遊間に渡り gptdel出

トランスジ ι ニッタマウスの腹控内 I~反復投与を行った。腎尿細管上皮の酸化的損傷の評価は昌弘同時玄y-2'­

deoxy伊四棚田ならびにa師 1田n-脚必五.ed2' -deoxyadeno盟関に対するそノタローナル抗体を使用した免疫組織学的解析

で行った。さらに、悶抗体を使用したゲノムDNA断片の免疫沈降を最溺条件下で行い、出収DNA断片を基質として、事pt

遺伝子部位などを標的とした定量的PC茸を施行した。すると、いずれの方法においても Fe目NT為投与1週間のサンプルで

最も強いゲノム DNAの酸化的損傷を認めた。ただし、 s7クチン遺伝子部伎ならびに遺伝子外ゲノム部佼においては必ず

も同様の結果が得られておらず、法則牲を見出すには今後更なる検討を必要とする。 Fe-NTAI~誘発された DNA 損傷の変

奨特性ならびにその規則性を見出すため、 6-TG開 lec1:抽nとSpi-selectionを行った。国己2つの突然重量奨頻度はいずれも

Fe-NTA反復投与1滋閣で最も高かった。すなわち、 Fe-NTA投与群における gpt突然変異体頻度はコントロール群と比較

して約 2.44倍に上昇した。昌pl変異体頻度も約1.72倍に上昇した。さらに、得られた変異体を塩基配列決定により解析し

たところ、 Fe-NTA投与群ではG:C'C:G点突然変異が高頻度に観察された。また、 1泌を越える長い欠失変異も高頻度に

認められた。そして、その多くは短い繰ち返し配列がある領域の近傍で起こる可能性高いことが観察された。以上よ担、

Fe-NTA I孟エームステスト陰性であるにもかかわらず、マウス生体内では変奥を起こすことが示された。 Fe-NTA投与によ

るマウス腎における点突然変巣のスベヂトラムは、 G:C→C:G変巣が高頻度であり、また欠失変異に関しては緩い繰り返す

配列がある領域のi!i傍において比較的長い欠損が起とりやすい傾向があるなど、特徴的であるととが明らかとなった。
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論文審査の結果の裏窓

多くの疫学的事実より、酸化ストレスの発癌への関与が示唆されている。鉄ニトリロゴ酢酸 (Fe-NTA)を謡樹類iこ投与

すると高記事iこ腎癌が発生するが、これは鉄を介Lた酸化ストレえの良い発癌モデんである。本研究においては、 La盟b品a

EGI0ファージ遺伝子が組み込まれた富ptde!taトランスジヱニッタマウスを使用し、腎にお17るFe主将A誘導性の DNA

の変異スペクトラムを解折した。マウスiこFe-NTAの腹腔内反復投与を 1-3週間に渡り行い、腎を摘出した。畠 ヒド口キ

シグアニンとa悶 01.田修飾7デニンに対する抗体を使用した免疫染色、免疫沈降および定盤的PC丑法を施行すると、Fe-NTA

投与 1i鑑関のサンプルで最も強い駿化的損傷が発生することが判鳴したa 一方、 Fe-NTA投与群の腎ゲノムより回収Lた

La皿.bdaEG10 7 ，.ージを解析したと ζ ろ、点突然変異的スペクトラム i立、 G:C~C:G変異が高頻度であり、欠失変異に関

しては、短い繰返し配列がある領域を両端とする lki10ba酷以との比較的長い欠損が起ζ りやすい傾向があることが判明し

t:.o 

以上の研究は酸化ストレス発痛の分子機序解明iこ寄与するところが多い。

したがって、本論文は博 1:(医学)の学校論文として価鍍あるものと認める。

なお、本学位授与申請者は、ネ成20年2月昌思案臓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。




