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論文内容の要旨

N -Methyl-N' -nitro-N -nitrosoguanidine (MNNG) は飲料水に溶解して経口的に投与するこ

とにより確実かっ高率に胃癌を発生させることができることが報告され，その後， MNNG は胃以外の

消化器のその接触部位にも癌を発生させることが知られ，現在では MNNG による発癌はヒト消化器癌

のモデルとして広く用いられている。

MNNG による発癌にグアニンの 0 6位のメチル化が関与するとされてきたが， グアニン 0 6位のメチ

ル化の量と発癌率は必ずしも平行せず， MNNG の発癌にグアニンの 0 6位のメチル化以外の機構が存

在することが推測されている。

一方，フリーラジカル(以下ラジカルと略す)，特に hydroxy1 radical (・ OH) は極めて反応性に

とみ， DNA鎖を切断し，脂質を過酸化することにより，癌遺伝子に影響を与え発癌に関与すると考え

られているが，現在までに MNNG 発癌にラジカルが関与するとする報告はみられないため，本研究で

は MNNG による発癌への・ OH 生成の関与についての検討を行った。

まず， MNNG によるラット胃の発癌過程ラジカル捕捉剤 (radical sca venger) である 2，6-di -ter. 

-butyl-4-methylphenol(3, 5 -d -iter. -butyl-4-hydroxytoluene , BHT) を投与し， MNNG に

よる発癌にラジカルが関与、するか否かについて検討した。 MNNG と BHT を投与した群では， MNNG 

のみの投与群に比し，胃癌の発生は有意に低下し， MNNG による発癌にラジカルが関与していること

が推測された。

次に， MNNG よりの・ OH生成に関する検討を行った。過酸化水素 (H 2 0 2 ) ， MNNG 及び・ OH

spin trapping 剤， 5, 5 -dimethy 1 -1 -pyrroline -1 -oxide (D MPO) を含む pH6.5 以上のリン酸緩



衡液(以下， H 2 0 2 -MNNG-DMPO 反応液と略す)を調製後，直ちにその反応液の ESR スペクト

ルを測定し， ・ OH の DMPO adduct のシグナルと一致する強度比 1 : 2 : 2 : 1 の 4 本線のシグナ

ルを検出したo H202 -MNNG-DMPO 反応液へ catalase，または・ oH sca venger である sodium

benzoate を添加すると，シグナルが消失し， もう一種の・ oH sca venger である ethanol添加により α­

hydroxyethyl radical のシグナルが生成された。これらの結果は H 2 0 2 -MNNG-DMPO 反応液より

• OH が生成されることを示しているO

さらに H 20 2 -MNNG-DMPO 反応液よりの・ OH生成のメカニズムを検討した。反応液のスペク

トルについてコンビューター シミュレーションを行い H 2 0 2 -MNNG-DMPO 反応液より・ OH と

ともに窒素ラジカル(・ NR) が生成されることが明らかにされた。 .OH 及び・ NR の生成量は

pH6.5 以上の pH， H 2 0 2 濃度及び MNNG 濃度に依存したが， pH5.0 以下では両ラジカルの生成は認

められなかった。また， MNNG の吸収曲線の測定により， MNNG の吸収極大 (À max) は pH6.5 以

上の pH 上昇にともなって低波長側への移動し，そのうええ max の移動した MNNG は H 2 0 2 添加に

より顕著にニトロソ基を遊離し，ニトロソ基遊離の初速度は pH6.5 以上の pH と H 2 0 2 濃度に依存す

ること認めた。一方， pH3. 5 -8. 5 の MNNG 溶液及び pH5.0以下の H 20 2 添加 MNNG 溶液では

MNNG の顕著な分解は認められなかった。これらの結果は pH6.5以上のリン酸緩衡液中の base によ

る酸解離でイオン化された MNNG が H 20 2 と反応し， ・ OH が生成され， また・ OH 生成にともない

MNNG の homolytic な分裂が生ずることを示しているo

次に pH5.0以下の H 20 2 -MNNG-DMPO 反応液中での・ OH の生成を検討した。反応液を室内灯

(0. 03m W / cnf) で照射することにより・ OH のシグナルが得られ， pH6.5以上の場合と同様の方法にて

・ OH が生成されていることが確認された。さらにこの・ OH 生成のメカニズムを検討した。遮光下の

反応液からは顕著なシグナルは得られなかった。 MNNG よりの・ OH 生成には MNNG と H 2 0 2 が同

時に存在する必要があるが H 20 2 を添加しない MNNG-DMPO 反応液より光照射により・ OH と異な

る複雑なシグナルが検出された。このシグナルは H 2 0 2 -MNNG-DMPO 反応液中では・ OH シグナ

ルに supenmpose して認められたが H 2 0 2 -DMPO 反応液の光照射によっては認められなかった。こ

れらの結果は光照射により MNNG から homolytic な分裂により生じたラジカルが H20 2 と反応し

.OH を生成したことを示しているO

次に H 20 2 存在下の MNNG よりの・ OH 生成に対する BHT の効果について ESR スペクトルを用い

検討した。 H 2 0 2 -MNNG-DMPO 反応液を光照射することにより生成される・ OH は反応液に BHT

を添加することによりその生成量の減少を示し，減少量は BHT 濃度に依存した。さらに DMPO に換

えて BHT を使用した H 2 0 2 -MNNG-BHT 反応液を o OCで光照射することにより BHT のラジカルの

シグナルが検出された。これらの結果は MNNG の homolytic な分裂生成物より生成された・ OH

を BHT が scavenge することを示しているo これは先の BHT 投与によりラット胃癌の発生が抑制され

たことと合わせ考えると MNNG による発癌に・ OH が関与することを示唆しているO

以上， MNNG による発癌におけるラジカルの関与について検討を行い， 1) H 2 0 2 存在下の MNNG

より・ OH が生成されること， 2) H 2 0 2 存在下の MNNG よりの・ OH 生成には MNNG のイオン化に
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よる反応系と MNNG の homolytic な分裂による反応系の 2 つの反応系が存在すること， 3) MNNG 

による発癌には・ OH生成が関与していることが示唆されることを明らかにした。

論文の審査結果の要旨

本論文は強力な発癌物質である MNNG の発癌機構にフリーラジカルの生成が関与していることを明

らかにしたもので薬学博士の称号を授与するに値するものである。
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