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論　文　内　容　の　要　　旨

　酸化ストレスは発がんと密接に関連している。鉄は人体において最も多く含まれる遷移金属であり，過剰の鉄が，活性酸

素発生の触媒として，発がんのリスクとなることが疫学的に知られているが，その詳細なメカニズムはまだ明らかではない。

鉄キレートである鉄ニトリロ三酢酸（Ｆｅ-ＮＴＡ）をラットの腹腔内に投与すると腎臓の近位尿細管の内腔でフェントン反

応を起こし，その繰り返しの結果，高率に腎細胞がんが発生する。これまで，このモデルの腎臓で過酸化脂質や酸化的

ＤＮＡ損傷が起こることが示され，また発がんの標的遺伝子のひとっとしてp16癌抑制遺伝子が同定された。酸化ストレス

に対する生体防御機構として，レドックス制御が存在するが，本報告においては，生体内の主たる還元分子であるチオレド

キシンと措抗するthioredoxin -binding protein-2（ＴＢＰ２）の意義について詳細に検討した。特異抗体を使用して生体内分

布を検討すると，腎臓のみに蛋白量が多いことが判明した。免疫組織学的に詳細に検討すると，正常の近位尿細管において

主として核とミトコンドリアに存在し，しかもミトコンドリアではチトクロームＣと結合していることが判明した。 TBP

-2蛋白はＦｅ-ＮＴＡ投与に伴う急性の尿細管傷害ならびに完成した腎細胞がんで顕著に減少した。しかしながら，その

ｍＲＮＡ量は対照的であり，急性期では十分検出されたのに対し，がんではｍＲＮＡをほとんど認めなかった。これは，急

性期ではミトコンドリア障害などの要因で蛋白の半減期が短くなっているためと考えられた。また，発がんの中途に認めら

れる異型細胞においてもＴＢＰ蛋白は認められなかった。そこで，ＴＢＰ２と細胞増殖との関係を見るために, proliferating

cellnuclear antigen（ＰＣＮＡ）との関係を免疫染色で検討すると，逆相関の関係を認めた。がんにおけるＴＢＰ－2の

ｍＲＮＡ消失に関しては，ゲノムの塩基配列の解析とそのプロモーター領域のメチル化の解析を行った。検討したところ，

ＴＢＰ-2にはCpG islandが存在した。メチル化特異的ＰＣＲで検討することにより，腫瘍においてはCpG islandのメチル

化によりＴＢＰ-2遺伝子が不活性化されていることが判明した。 ＴＢＰ-2遺伝子の変異に関しては，ＧからＴ，ＧからＡへ

の点突然変異あるいはＰｏｌｙＡ部位の塩基付加を主に認めた。これらの結果から，ＴＢＰ-2が細胞増殖と逆相関の関係があり，

そのプロモーター領域のメチル化により腫瘍で不活性化されていることが明らかとなった。これまで，ＴＢＰ-2の発現はユ

ビキタスであるとされてきたが，今回抗体を使用した蛋白レベルの解析により，腎臓で蛋自量が多いことが初めて明らかに

なった。これには以下の意義があると考えられる。　1）ＴＢＰ-2はvitamin Ｄ３up -regulated protein（ＶＤＵＰ-1）としても

報告され，ビタミンＤで誘導されることが知られていたが，腎尿細管細胞のミトコンドリアはビタミンＤの活性化を行う

場所であることは興味深い。2）ＴＢＰ-2はチオレドキシンと結合し措抗する蛋白である。 ＴＢＰ-2が枯渇することにより，

チオレドキシンの作用がさらに強調されると考えられる。３）腎臓ではミトコンドリアがＴＢＰ-2の貯蔵庫としての役割を

兼ね備えている可能性がある。軽度のミトコンドリア障害ではＴＢＰ-2がミトコンドリアから漏れだし核へ移行し細胞分裂

を抑制するのに対し，高度のミトコンドリア障害では，ＴＢＰ-2が消失し細胞分裂ヘモードが移行するという仮説が成り立

つ。本研究の結論として，ＴＢＰ-2は酸化ストレス誘発腎発がんモデルにおいて重要な標的分子のひとっであると考えられ

た。
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論文審査の結果の要旨

　鉄ニトリロ三酢酸をラット腹腔内に反復投与すると腎臓の近位尿細管で酸化ストレスを起こし，腎細胞がんを発生する。

生体内の主な還元分子であるチオレドキシンと措抗するthioredoxin -binding protein -2（ＴＢＰ-2）の意義について検討し

た。生体内分布を検討すると，腎臓に蛋白量が多いことが判明した。正常近位尿細管において主として核とミトコンドリア

に存在し，ミトコンドリアではチトクロームＣと結合していた。 ＴＢＰ-2蛋白はＦｅ-ＮＴＡ投与に伴う急性の尿細管傷害及

び腎細胞がんで顕著に減少した。しかし，そのｍＲＮＡ量は対照的であり，急性期では十分量検出されたのに対し，がんで

はｍＲＮＡをほとんど認めなかった。発がんの中途に認められる異型細胞においてもＴＢＰ-2蛋白は消失した。 ＴＢＰ-2と

細胞増殖との関係を見るため, proliferating cell nuclear antigen （ＰＣＮＡ）との関係を検討すると，逆相関の関係を認めた。

がんにおけるＴＢＰ-2のｍＲＮＡ消失に関して，そのプロモーター領域のメチル化解析を行った。腫瘍においてはCpG is-

landのメチル化によりＴＢＰ-2遺伝子が不活性化されていた。 ＴＢＰ-2は酸化ストレス誘発腎発がんモデルにおいて重要な

標的分子のひとっであると考えられた。

　以上の研究は酸化ストレス発がん機構の解明に貢献し，その予防法の開発に寄与するところが多い。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，本学位授与申請者は，平成19年1月15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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