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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,生体内エネルギー生産系で生じる酸素原子を中心にもつフリーラジカルの検出法確立と制御に関し,フリーラ

ジカル検出の重要な手法であるスピントラッピングーESR法の未解決課題解明と,電子伝達系と競合してユニークな生理

活性を示すプテリン系フリーラジカル反応制御試薬の作用機序および生体内動態についてまとめており,第1章の緒言,第

2章,第3章,および第4章の総括よりなりたっている｡

第 1章には,グルコース酸素酸化で生成するエネルギーを生命活動源とする好気性生物のエネルギー生産メカニズムと,

これを司る高度に制御された電子伝達系の秩序の乱れに起因して無秩序な酸化還元反応から生成する酸素中心ラジカルの生

成メカニズムについて述べ,生体エネルギー研究における生体内フリーラジカル検出法確立および制御法確立の重要性を述

べることで,本研究の目的を示している｡

第2章では,生体内フリーラジカル唯一の検出法である5,5-dimethyト1-pyrroline-N-oxide (DMPO)をトラップ剤と

するスピントラッピング-ESR法の未解決課題の解決に関する検討結果をまとめている｡

生体試料中にはDMPOをニトロキシドラジカル化する酸化還元系が共存し,ヒドロキシルラジカルのスピンアダクト

(DMPO-OH)とその酸化物であるDMPOXは生体試料中に含まれる微量酸化剤によって非フリーラジカル過程でも生成

する｡2-1では,insitu型電解ESRセルを使用したESR測定を行い,DMPOの酸化メカニズムを素過程ごとに解析し,

DMPOは比較的低い酸化電位でDMPO-OHへ酸化され,引き続きより低い電位でDMPOXへ酸化されることを明らか

にし,生体試料-のDMPO応用の留意点および指針を提案している｡2-2では,アルカリ性ジメチルスルホキシド系を

用い,スーパーオキシドアニオンラジカル (･02-)の定量実験系を確立している｡ 2-3では,insitu型電解ESRセル

を用い,水素原子DMPOアダクト単独のESRスペクトルを得ることに成功し,重水中での測定を併用し,これがフリー

ラジカル反応機構で生成することを証明している｡ 2-4では,5種類のDMPO誘導体を合成し,同様の実験により,

DMPOより水素原子検出に優れたスピントラップ剤の存在を明らかにしている｡

第3章では,プテリン類の酸化還元能に着目し,6-formylpterinの生体内フリーラジカル反応制御試薬としての優秀性,

作用機序,生体内動態解析をまとめている｡

3- 1では,酸化型ネオプテリンの光分解反応で生じる化合物中に6-formylpterinを見出し,これが酵素反応系および

化学反応系で生成する･021を効果的に捕捉消去することを見出している-. また,6-formylpterin類縁体がこのような効果

を持たないことも証明している｡ 3-2では,スナネズミを用いて脳虚血再潅流傷害-の6-formylpterin/の応用を試み,

この化合物が酸素中心ラジカル等によって最も重篤な傷害を受けやすい脳幹部細胞の損傷に対して顕著な抑制効果を持つこ

とを確認し,6-fomylpterinが生体試料中でも強い ･02-捕捉消去作用を持つことを証明している｡ 3- 3では,6-for-

mylplerinの組織中での動態に関してより詳細な検討を行っている｡ 酸素電極を用いた酸素消費量測定および反応生成物解
丁

析により,6-formylpterinが還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドと共存することによって,特異的に･02-生成
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を経て過酸化水素を生成することを明らかにし,さらには,細胞への投与を行い,フローサイトメトリー解析法によって細

胞内でも過酸化水素を生成することを証明している｡ すなわち,生体内反応に時折みられることであるが,6-formylpterin

が ･02-捕捉消去作用によって生体防御を行うと同時に,還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド共存下では逆に

･02-を生成して過酸化水素を生じるプロオキシダントとしての効果を併せ持つ,極めて特徴ある性質を持った化合物であ

ることを明らかにしている｡ さらに,過酸化水素がシグナル伝達物質としての機能をもつことによって,アポトーシス誘導

および抑制,細胞増殖抑制などの生物学的な応答作用を引き起こすことも明らかにしている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,生体内エネルギー生産系で生成するフリーラジカルの検出法と制御法の確立に関して,生物物理学的手法と生

化学的手法を駆使して得た成果をまとめて､おり,得られた成果は次のとおりである｡

1) スピントラッピングーESR法で トラップ剤として用いられる5,5-dimethy1-1-pyrroline-N-oxide(DMPO)の

生体試料中での非ラジカル過程によるニトロキシドラジカル化が三電子酸化で進行し,-段目のDMPOの-電子酸化が最

も低い酸化電位で進行することを明らかにし,酸化剤を含む生体試料へのDMPO応用の留意点および指針を明らかにした｡

また,新規スーパーオキシドアニオンラジカル (･02-,定量法を確立し,さらには,DMPOおよびその誘導体を用いる

生体内で生成する水素原子の検出法を確立した｡

2) 6-formlylpterinが,類縁体化合物とは全 く異なり,酵素反応系および化学反応系で生成する･02-を効果的に捕捉

消去することを見出し,さらには,脳虚血再潅流傷害において酸素中心ラジカルによって最も重篤な障害を受けやすい脳幹

部細胞に対して顕著な保護効果を持つことを明らかにし,生体試料中でも強い ･02-捕捉消去作用を持つことを証明した｡

3)6-formylpterinの細胞内動態に関して詳細な検討を行い,還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドと共存する

ことによって,細胞内で特異的に･02-生成を経て過酸化水素を生成することを証明し,6-formylpterinがアンチオキシダ

ントおよびプロオキシダントとしての機能を併せ持つことを証明した｡さらに,過酸化水素がシグナル伝達物質としての機

能をもつことによって,アポトーシス誘導および抑制,細胞増殖抑制などの生物学的な応答作用を引き起こすことも明らか

にした｡

これらの研究は,生体エネルギー生産系の電子伝達系から漏洩する電子によって生成する酸素中心ラジカルの生物機能妨

害機構を解明し,さらにはこれを制御することの可能性を基礎的立場から探るものであり,エネルギー科学分野に大きく貢

献するものである｡

よって,本論文は博士 (エネルギー科学)の学位論文として価値あるものと認める｡ また,平成13年6月6日実施した論

文内容とそれに関連した試問の結果合格と認めた｡
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