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    健康影響に関する評価システムの開発）

学位論文内容の要旨

  環境汚染化学物質および食品組成等の生体への影響評価は古くから線量効果等を調べるこ

とで行なわれてきたが、多くの手間と実験動物を用いることから忌避される傾向にある。ま

た、RachelC繦on著の「沈黙の春」が刊行されて以来、化学物質が受容体と反応し生体ヘ影

響を及ぼす場合、必ずしもその影響が線量効果関係に無いことが知られている。これらのこ

とから、申請者の所属する研究室では、2000年以降、細胞死のーっであるアポトーシスとそ

の因子変動を化学物質リスク評価に用いる系を開発しており、すでにトリブチルスズが1ppt

で薬物由来のアポトーシスを抑制すること、及びノニルフェノールがアポトーシスを増強す

ること等、多くの成果を挙げて来ている。申請者もこの方法を踏襲し、内分泌撹乱化学物質

の一種であるフタル酸ジエチルが栄養因子欠乏によって誘導されるアポトーシスを増強する

こと、及びその増強経路がBaXの増加によルミトコンドリア膜透過出勘ロが起こり、シトクロ

ムC放出が増えること、及てドのspase3活性の有意な上昇によるものであること等を新たに見出

した。しかし、現在、化学物質のより直接的な遺伝子への影響及ぴ発生段階等への影響に関

する新たな評価系の確立が求められつっある。言い換えるとDNAからはじまり最終的な生物

を形づくるすべての制御された過程における化学物質の影響を知ることが求められている。

そこで、蹴｀メチレーション等に関わるエピゲネチックな因子および寿命等に関わるサーチ

ユイン因子の変動が新しい化学物質の影響評価系として用いることが可能か否か明らかにす

ることを本研究の目的とした。

  本論文は6章から構成され、第1章では研究の背景として化学物質の影響評価の歴史のあ

らまし、及びエピゲネチックな因子と寿命等に関わるサーチュイン因子の機能等を序論とし

て述べた。

  第2章では、すでに上述したように、申請者の所属する研究室でこれまでに開発された方

法を用いてフタル酸ジェチルとアポトーシスとの関係を検討し、フタル酸ジェチルがPC12細

胞においてアポトーシスを増強する機構に関して述べ、さらに新しい影響評価系の必要陸を

述べた。
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  第3章では、化学物質の影響を評価することに、エピゲネチックな因子と寿命等に関わる

サーチュイン因子の発現を調べることを用いることが可能か否かを調べるために、まずそれ

ら因子のりアルタイムPCR用のプライマーを設計した。第一に設計したプライマーのうちそれ

ぞれの 因子に対 して予想 通りのPCRを得られるプライマーの組み合わせを選択した。次に

第2章で行なったフタル酸ジェチルがアポトーシスを増強する条件において、設p+i~択した

プライマーを用いてエピゲネチック因子等の発現量を検討したところ、フタル酸ジエチルが

アポトーシスを増強する際に、p53因子および新規生合成開始シグナルであるDNIVfI3aが関与

していること、および長寿因子であるSIRT1発現が有意に増加することが確かめられ、これら

因子が化学物質投与（この場合はフタル酸ジエチル投与）により変動することが証明された。

  第4章では、エピゲネチック因子等が加wvoの系でも有効に化学物質投与で変動するか否か

を確かめた。本章では、妊娠期低栄養母親の授乳期に茶カテキンを投与して育った新生仔お

よぴカテキンを投与してない新生仔の腎臓中の脂肪代謝系とエピゲネチックな因子等の変動

を普通食を与えた母親の新生仔をコントロールとして比較した。これまでの研究で妊娠期低

栄養授乳期高栄養で新生仔が肥満になることが良く知られている。ポリフェノール類である

カテキンがその肥満化を抑制できるか否かを検言寸することも本章の大きな目的である。その

結果、脂肪代謝に関与しているAMPi~l生化プロテインキナーゼのりン酸化および血管内皮型

一酸化窒素合成酵素のりン酸化がカテキン投与群で有意に増加し、肥満を抑制する動きがあ

ることが確かめられた。またその動きに合わせてエピゲネチックな因子(DNMTI、DNIVfI3a、

SIRT1およO<SIRT2)は恒常陸の維持を果たすような動きっまり、カテキン投与でコントロー

ル群に近い値に戻るような傾向が認められた。以上の結果から所v加の系でも、化学物質投与

による影響を評価することが可能であると考えられた。

  第5章では、すでに3章でも確かめているが所vカmの系でエピゲネチック因子等が化学物

質投与で変動するか否かを、PC12細胞に銅と過酸化水素を投与することで再確認した。その

結果、銅投与によってPC12細胞にアポトーシスが誘導され、そのアポトーシスは過酸化水素

によっ て増大し た。その 際にエピゲネチック因子等（畊心冊1、DNM13a、S永T1およびIRT

2）は銅および過酸化水素投与で全て増加する傾向を示した。以上の結果から、これらDNMr

l、【沁m冊3a、S刪T1およびSHu2の4っの因子は加v加及び勸v．みmの双方の系で化学物質の生

体影響を評価する上で有効であることが確かめられた。

  第6章では、 2章か ら5章まで得られた結果を整理し、それぞれの意義を述べ、本エピゲ

ネチッ ク因子（ Dm佃1、 DNM13a、S刪T1およ びS鮒 あの発現 定量法 が新たに 化学物質の後

生的な影響を評価する上で有効な方法であることを示した。

  以上の 研究結果 から、 本研究で 提示され たエピゲネチック因子のNMrl、DNMr3a、SIRT

1およびs瓜他）の発現定量法は化学物質の生体影響を評価するのみに留まらず、遺伝子表現

型を形作る際にどのような化学物質がどのような影響を与えるのかを明らかにする研究への

将来的な貢献も期待されるものであることが示された。
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    Development of an evalution system for chemical

contamlnant toxlc risks and protective health effects of

    natural fOOdCOmponentSuSlngeplgenetiCfaCtorS

  （エピゲネチック因子を用いた化学物質毒性リスクおよび食品組成の

    健康影響に関する評価システムの開発）

  環境汚染化学物質および食品組成等の生体への影響評価は古くから線量効果等を調べるこ

とで行なわれてきたが、多くの手間と実験動物を用いることから忌避される傾向にある。ま

た、RacheC｛嵎on著の「沈黙の春」が刊行されて以来、化学物質が受容体と反応し生体へ

影響を及ぼす場合、その影響総必ずしも線量効果関係に無いことが知られている。申請者の

所属する研究室では、2000年以降、細胞死のーつであるアポトーシスとその因子変動を化学

物質ルスク評価に用いる系を開発しており、すでにトリブチルスズが1pptで薬物由来のアポ

トーシスを抑制すること、およびノニルフェノールがアポ卜ーシスを増強すること等、多く

の威：果を挙げて来ている。申請者もこの方・法を踏襲し、内分泌撹乱化学物質の―種であるフ

タル酸ジエヂルカ甥き養因子欠乏によって誘導されるアポトーシスを増強すること、およびそ

の増強経路がBaXの増加によルミトコンドリア膜透過性増加が起こり、シトク口ムC放出が

増えること、および℃a叩ase3活性の有意な上昇によるものであること等を新たに見出した。

しかし、現在、化学物質のより直接的な遺伝子への影響および発生段階等への影響に関する

新たな評価系の確立が求められつっある。言い換えるとDNAを制征する機構における化学物

質の影響を知ることが求められている。以上のことから本研究において、DNAメチレーショ

ン等に関わるエピゲネチックな因子および寿命等に関わるサーチュイン因子の変動が新しい

化学物質の影響評価系として用いることが可能か否か明らかにすることを目的としている。

  まず、化学物質の影響を評価することに、工ピゲネチックな因子および寿命等に関わるサ

ーチュイン因子の発現を用いることが可能か否かを確かめるために、まずそれら因子のりア

ルタイムPCR用のプライマーを設計し、発現を反映できるプライマーを選択した。次に本研

究の最初に明らかにしたフタル酸ジェチルがアポトーシスを増強するという条件において、
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設計選択したプライマーを用しゝてエピゲネチック因子等の発現量を検討したところ、フタル

酸ジェチルがアポトーシスを増強する際に、p53因子および新規生合成開始シグナルである

DNMT3aが関与していること、および長寿因子であるSirtl発現が有意に増加することが確

かめられ、これら因子が化学物質投与（この場合はフタル酸ジェチル投与）により変動する

ことを証明した。

  次に、エピゲネチック因子等が血vi砌系でも化学物質投与で変動するか否かを確かめた。

妊娠期低栄養母ラットの授乳期に茶カテキンを投与して育った新生仔および滞影対由出カテキ

ンを投与してない新生仔の腎臓中の脂肪代謝系酵素の変動とエピゲネチックな因子等の変動

を普通食を与えた母親の新生仔をコント口ールとして比較した。これまでの研究において妊

娠期低栄養授孚L期高栄養で新生仔カ跚！満になることが良く知られている。その結果、脂肪代

謝に関与しているAIvH舌性化プ口テインキナーゼのりン酸化および血管内皮型一酸化窒素

合成酵素のりン酸化が緑茶抽出カテキン投与群で有意に増加し、肥満を抑制する動きがある

ことが確かめられた。またその動きに合わせてエピゲネチックな因子(DNMT1、DNMl'3a、

Sirt1およびSirt2)は恒常性の維持を果たすような動き、っまり、緑茶抽出カテキン投与で

コン卜口ール群に近い値にフイードバックするような動きを示した。以上の結果から血ravo

の系でも、工ピゲネチック因子を用いた化学物質投与による影響を評価することが可能であ

ると考えられた。

  さらに、血vitro系によるアポトーシスの際のエピゲネチックな因子の挙動を再確認するた

めに、生体必須重金属である銅と酸化剤をPC12細胞に投与する実験を行った。その結果、

銅投与によってPC12細胞にアポトーシスが誘導され、そのアポトーシスは過酸化水素によ

って 増大 した 。そ の際 にェ ピゲネチック因子等(DNMT1、DNMT3a、SirtlおよびSirt2)

は 、 予 想 さ れ た 通 り 、 銅 お よ び 過 酸 化 水 素 投 与 で 全 て 増 加 す る 傾 向 を 示 し た 。

  以上の結果により、エ ピゲネチック因子(DNMT1、DNMl'3a、SirtlおよびSirt2)の発

現定量法が化学物質の後生的な影響を評価する上で有効な方法であることが示された。この

方法はfl:学物質の生体影響を評価するのみに留まらず、遺伝子表現型を形作る際にどのよう

な化学物質がどのような影響を与えるのかを明らかにする研究への貢献もかなり期待される

と判断された。

  審査委員一同は，これらの成果を高く評価し，また研究者として誠実かつ熱心であり，大

学院博士課程における研鑽や修得単位などもあわせ，申請者が博士（環境科学）の学位を受

けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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