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    学位論文題名
  ROLE OF LYCOPENE ANDグ－CAROTENE IN
OXIDATIVE AND NITROSATIVE STRESS DUE TO
CATECHOL ESTROGENS AND PEROXYNITRITE

  (catechol estrogensおよびperoxynltriteカミひき起こす

酸化ストレスに対するりコピンおよびグカロチンの作用）

学位論文内容の要旨

    活性酸素種および活性窒素種は慢性炎症、癌、血管およぴ神経性疾患など、さまざま

な疾病をひき起こすことが報告されている。Superoxideは4位水酸化estradiolなどの

catechol estrogenの代謝過程においても生成され、また、superoxideおよぴnitric oxide

から生成されるperoxynitriteはestrogenとの共存によって発癌を亢進させる可能性が指

摘されている。しかしながら、estrogenがひき起こす癌を亢進させるnitric oxideの作用

は不明な点が多い。そこで、本研究ではcatechol estrogenによるDNA傷害や変異原性に

peroxynitriteがどのように関与するのか、その過程を明らかにすることを目的として本研

究を行った。

    また、近年、活性酸素種や活性窒素種に対する防御能を有するとして、機能性食品が

注目を集めている。そこで、機能性成分であるカロテノイド、リコピンやpカロチンにつ

いて、その抗発癌作用や変異原作用の機構を明らかにすることを目的とした。

    第1章では、前立腺癌由来LNCaP細胞を用いた研究を行った。dihydrorhodamine (DHR)

はHz0,やperoxynitriteによって螢光を発する。catechol estrogenにLNCaP細胞を曝露す

ると螢光レベルが上昇するが、nitric oxide単独ではDHRの螢光強度に変化は見られなか

った。しかし、catechol estrogenとnitric oxideの共存下では、DHR螢光は相加的な上

昇を示した。また、DHR螢光はperoxynitriteのスカベンジャーであるuric acidによって

顕著な阻害を受けた。一方、SOD (superoxide dismutase)やcatalase存在下ではDHR螢

光の弱い抑制が見られ、catechol estrogenとnitric oxide曝露によって発生するメイン

の活性分子がperoxynitriteであることがわかった。また、LNCaP細胞をnitric oxideの

ドナーであるNOC5と4位水酸化estradiolに曝蕗することによって、有意にDNAダメージ

が増加することがコメットアッセイによって明らかとなった。

第2章では、4位水酸化estradiolとnitric oxideを共曝露することで、単独暴露よ
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りもDNA傷害が促進されること、リコピンやpカロチンが、4位水酸化estradiolとnitric

oxideがひき起こしたDNAダメージや変異原性を抑制することをplasmid DNAを用いたin

vitro実験系やV79細胞（チャイニーズハムスタ一線維芽細胞）を用いたコメットアッセイ

によって明らかにした。

    第3章では、V79細胞を用いたヒボキサンチンフオスフォリボシルトランスフェラーゼ

(HRPT）試験から、リコピンやロカロチンがperoxynitriteによる変異原性を抑制すること

を示した。またnitric oxideドナーであるSIN―1を曝蕗したV79細胞において、これらの

カロテノイドは、チロシン残基のニトロ化によるnitrotyrosineの生成を抑制することも

抗体を用いた免疫染色からわかった。

    以上の結果から、本研究では、in vitro、細胞in vivoの両試験系において、catechol

estrogenとnitric oxideによってperoxynitriteが生成され、DNAを傷害することを明ら

かにした。また、活性窒素種によるDNA傷害や蛋白のニトロ化を、機能性成分カロテノイ

ド で あ る り コ ピ ン や 口 カ ロ チ ン が 抑 制 す る こ と を 明 ら か に し た 。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
  ROLE OF LYCOPENE ANDグ―CAROTENE IN
OXIDATIVE AND NITROSATIVE STRESS DUE TO
CATECHOL ESTROGENS AND PEROXYNITRITE

  (catechol estrogensおよびperoxynitriteカミひき起こす

酸化ストレスに対するりコピンおよび〆カロチンの作用）

    活性酸素種および活性窒素種は慢性炎症、癌、血管および神経性疾患など、さまざま

な疾病をひき起こすことが報告されている。Superoxideは4位水酸化estradiolなどの

catechol estrogenの代謝過程においても生成され、また、superoxideおよびnitric oxide

から生成されるperoxynitriteはestrogenとの共存によって発癌を亢進させる可能性が指

摘されている。しかしながら、estrogenがひき起こす癌を亢進させるnitric oxideの作用

は不明な点が多い。そこで、カンポウエイ・マヨブ・ムザンデュ氏は、catechol estrogen

によるDNA損傷や変異原性にperoxynitriteがどのように関与するのか、その過程を明ら

かにすることを目的として本研究を行った。

    また、近年、活性酸素種や活性窒素種に対する防御能を有するとして、機能性食品が

注目を集めている。そこで、機能性成分であるカロテノイド、リコピンやロカロチンにつ

いて、その抗発癌作用や変異原作用の機構を明らかにすることを目的とした。

    第1章では、前立腺癌由来LNCaP細胞を用いた研究を行った。dihydrorhodamine (DHR)

はHzozやperoxynitriteによって螢光を発する。catechol estrogenにLNCaP細胞を曝露す

ると蛍光レベルが上昇するが、nitric oxide単独ではDHRの螢光強度に変化は見られなか

った。しかし、catechol estrogenとnitric oxideの共存下では、DHR螢光は相加的な上

昇を示した。また、DHR螢光はperoxynitriteのスカベンジャーであるuric acidによって

顕著な阻害を受けた。一方、SOD (superoxide dismutase)やcatalase存在下ではDHR螢

光の弱い抑制が見られ、catechol estrogenとnitric oxide曝露によって発生するメイン
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の活性分子がperoxynitriteであることが強く示唆された。また、LNCaP細胞をnitric oxide

のドナーであるNOC5と4位水酸化estradiolに曝露することによって、有意にDNA損傷が

増加することがコメットアッセイによって明らかにした。

    第2章では、4位水酸化estradiolとnitric oxideを共曝露することで、単独暴露よ

りもDNA損傷が促進されること、リコピンや日カロチンが、4位水酸化estradiolとnitric

oxideがひき起こしたDNA損傷を抑制することを、plasmid DNAを用いたin vitro実験系

やV79細胞（チャイニーズハムスター線維芽細胞）を用いたコメッ卜アッセイによって明

らかにした。また、V79細胞を用いたヒポキサンチンフオスフォリポシルトランスフェラー

ゼ(HRPT)試験から、4位水酸化estradiolが変異原性を増加させることを示した。

    第3章では、plasmid DNAを用いたin vitro実験系やV79細胞のコメットアッセイに

よって、リコピンやロカロチンがnitric oxideドナーSIN-1の産生するperoxynitriteに

よるDNA損傷を抑制することを示した。またSIN-1を曝露したV79細胞において、これら

のカロテノイドは、チロシン残基のニ卜ロ化によるnitrotyrosineの生成を抑制すること

も抗体を用いた免疫染色から明らかにした；

    以上の結果から、カンポウェイ・マヨブ・ムザンデュ氏は、in vitro、細胞in vivo

の両試験系において、catechol estrogenとnitric oxideによってperoxynitriteが生成

され、DNAを損傷することを明らかにした。また、活性窒素種によるDNA損傷や蛋白質のニ

トロ化を、機能性成分カロテノイドであるりコピンや口カロチンが抑制することを明らか

にした。よって、審査委員ー同は、上記学位論文提出者カンポウェイ・マヨブ・ムザンデ

ユ氏の博士論文は、北海道大学大学院獣医学研究科規程第6条の規程による本研究科の行

う博士論文の審査等に合格と認めた。
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