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論文内容の要旨

(目的)

カフェインがウレタン，エチルニトロソウレア， 4 ーニトロソキノリン -1 ーオキシド等の発癌物質

によって誘発された癌や奇形を抑制することはすでに報告されているが，その機序については不明な点

が多い。本研究では，上記発癌物質とは異なった作用を有する， DNAメチル化の阻害剤である 5 ーア

ザシチジン (5 -AC) を用いてラット胎仔に指駈奇形を誘発し，カフェインの作用を確認する共に，

その作用機序を奇形発症過程との関連性において組織レベルで、検討した。

(方法ならびに成績)

(実験 1) 5-ACによる指祉奇形の誘発

ラットの妊娠13 日に 5-ACを0.0， 0.2, 0.4, 0.45, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8及び1.0mg/kgの用量で、投し

た。関値はO.4mg/kgにあり，奇形の頻度はこれ以上の用量で直線的に増加して0.6mg/kgで、100%となっ

た。一方，胎仔死亡率は対照群と同水準にあった。

(実験 2) 5 -AC誘発指祉奇形に対するカフェインの抑制作用

実験 l の結果に基づいて， 5 -ACの0.6mg/kgの用量で誘発される指駈奇形に対するカフェインの

効果を調べた。カフェインの用量は132， 264，及び528μg/ラット /24時間とし，浸透圧ミニポンプ

を用いて除放的に処理した。処理時期は， 5 -AC投与直後より 24時間としたが， 528μg/ ラット/

24時間の用量では， 5 -AC投与後24時間目よりカフェイン処理を開始する群を置いた。その結果，カ

フェインの用量に相関して奇形頻度が低下し， 5 -AC単独では98.1%に対して 5-AC とカフェイン

528μg の併用投与群では30.8%に低下した。この結果は 5-AC投与後24時間よりカフェインの処理
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を開始しても認められ，この場合71.7%に低下した。指祉奇形を短指 (ßlI:)，欠指(祉)及び合祉の型

別に分類した場合でもその頻度は各奇形ともに同様に低下していた。

(実験 3) 5 -ACによる奇形発現過程及びカフェインによる奇形発現抑制過程の比較

実験 2 の結果に基づいて，無処理，カフェイン (528μg/rat/24時間)投与， 5 -A C (0.6rng/kg) 

投与，及び 5 -A C (0.6rng/kg) とカフェイン (528μg/rat/24日寺間)の併用投与群の胎仔後世を 5-

AC投与後 0 ， 3 , 6 , 9 , 12, 18, 24及び30時間後に固定し，細胞死に重点を置いて組織学的検索を

行った。この発生段階の胎仔足板上では中央部動脈周辺，及び外匪葉頂提に生理的細胞死が認められる

が，投与後 3 時間で 5-AC投与群の胎仔で上記部位での生理的細胞死が抑制されていた。しかし，他

の 3 群では変化は認められなかった。 5-AC投与群の胎仔の生理的細胞死の抑制は，投与後 6 時間で

正常に回復した。誘発細胞死については，無処理及びカフェイン投与群では認められなかった。 5-A

C投与群では24時間後に最大(17.7%) となり， 30時間後にはわずかに細胞死が認められただけであっ

た。 5-AC とカフェインの併用投与群では12時間後に最大 (32.4%)となり， 24時間には18.6% と減

少し， 30時間後では 5-AC投与群と同じレベ、ルであった。

(実験 4) 5 -AC及びカフェインによる誘発細胞死の用量相関性

実験 3 の結果に基づいて， 5 -AC及びカフェイン併用投与群での 5-AC投与後12及び24時間での

細胞頻度のカフェインに対する用量相関性を調べた。カフェインの用量は(実験 2 )と同じく 132， 264 

及び528μg/rat/24時間とし，胎仔は 5 -A C (0.6rng/kg) 投与後12及び24時間に固定した。その結

果，投与後12時間の細胞死の頻度は，カフェインの用量増加に伴って明らかに上昇したが， 24時間につ

いては用量相関は認められなかった。

(総括)

以上の結果， 5 -AC誘発指ßlI:奇形奇形はカフェイン処理によって抑制されることが明らかになった。

従来より，減形成的指駈奇形の発症機序としては，催奇形性物質による誘発細胞死が考えられているo

しかし，本実験では， 5 -AC とカフェインの併用投与により，カフェインの投与量に比例して標的細

胞の細胞死が誘発され，それとともに奇形頻度が減少することが判明した。すなわち，細胞が死ぬこと

により奇形が消失したことになるO この結果は， 5 -ACによる減形成的指駈奇形が，誘発細胞死とは

違う他のメカニズムによって生じていることを示しているo 5 -AC はDNAのメチル化の阻害剤であ

ることから，発生途上での遺伝子発現の変化が奇形発症に関与している可能性が考えられ，その様な奇

形発症につながる細胞集団をカフェインが殺すことにより，奇形が抑制されたと考えている。

論文の審査結果の要旨

本学位論文は 5- アザシチジンによってラットに誘発された欠ßlI:，合世等の減形成的指祉奇形がカフェ

イン後処理によって抑制され，又その抑制機序が 5- アザシチジンによる潜在的奇形発生細胞に対する

カフェインの致死作用である可能性を細胞，組織学的に示したものであるO この結果は，催奇形因子に
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よる減形成的指lEJ!:奇形が，従来より提唱されてきた細胞死によるものでなく，それ以外の機序によって

成立していることを細胞，組織レベルで明らかにしたものであり，本論文は医学博士の授与に値するも

のと考える o
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