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論文の内容の要冨

(自的)

近年開発された新規貧血改善薬、 K-1l706. FG之216による持久力向上を目的とした EPO遺伝子ドーピン

グに対する生体内バイオマーカーを用いた検出方法の開発および、高感度・簡易的な新規造血物質の評価・

スクリーニング方法を開発するために下記の 3つの研究課題を設定し検討を行った。

課題研究 L1:経口貧i虹改善薬反応性遺伝子の網羅的解析と薬剤使用検出バイオマーカーとしての有効性の

検討。

課題研究 L2:血柴プロテオーム解析を用いた経口貧血改善薬反応性タンパク質の探索とタンパク質バイオ

マーカーの有効性の検討。

課題研究~ : s-globin LCR luciferase (Hbb-LCR-Luc) トランスジェニックマウスを用いた造血シグナルの解析

とドーピング、物質検出への応用性の検討。

(方法)

課題研究 L1:マウスを対照群 'K・11706投与群.FG-2216投与群、陽性対照群として、低酸素曝露群-

rhEpo投与群の 5群に分類し、 DNAマイクロアレイを用いて骨髄細胞での遺伝子発現の網羅的解析を行しミ

各群での遺伝子発現を比較検討した。さらに、 DNAマイクロアレイ解析の結果をもとに、いくつかの遺伝

子に対して定量的 RT-PCR解析を行い、各群での遺伝子発現量を定量した。

課題研究 L2:マウスを対照群.K-1l706投与群に分類し、血紫プロテオーム解析により K-1l706投与特異

的に血紫内存在量が変動するタンパク質を網羅的に解析した。さらに、同定されたタンパク質の中からいく

つかのタンパク質に対して、ウエスタンプロッテイング (WB)i去を用いて、陽性対照群との比較を含めた

バリデーション解析を行った。

課題研究 2: Hbb-LCR-Lucトランスジェニックマウスと invivo imaging systemを用いて、 K-1l706投与群-

FG・2216投与群・低酸素 03.6%0，)曝露群、 3群での s-globin発現を非侵襲的に解析した。
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(結果)

課題研究 1-1:DNAマイクロアレイ解析の結果、 K-1l706群単独で 217個、 FG-2216群単独で 309個の遺伝

子の有意な発現変動を確認した。さらに、定量的 RT-PCR解析結果より、 FG-2216投与によって Oncostatin

M (Osm) の発現が、 K-1l706投与群ではいctoperoxidase(Lto)遺伝子の発現が対照群・陽性対照群と比較

して有意に変動することを確認した。

課題研究 L2:血紫プロテオーム解析の結果、 K縄 11706投与特異的に血祭内存在量が変動する 41のタンパク

質バンドおよびスポットを確認し、すべてのバンド・スポットにおいてタンパク質を同定することに成功し

た。さらに、 WB法を用いたバリデーションの結果から Fetuin-Bが、陽性対照群との比較においても

K-1l706投与特異的に有意に増加することが確認された。

課題研究 2: K-1l706投与では、投与開始と共に s-globin発現の増加傾向が認められたo FG-2216投与では、

投与開始と共に s-globinの有意な発現増加が認められた。低酸素曝では暴露関始後、 s・globinの発現増加傾

向が認められた。

(結語)

課題研究 1:課題研究 1-1、1-2の結果より、経口貧血改善薬を用いた EPO遺伝子ドーピングに対するドー

ピング検査方法として、生体内バイオマーカーを用いた検査方法が確立できる可能性を示した。

課題研究 2: in臼'voimaging systemを用いた Hbb-LCR-Lucトランスジェニックの解析より、本解析が微小な

造血効果も鋭敏にとらえることが可能であることを示し、 Hbb-LCR-LucTgマウスを用いた造血シグナル解

析の有効性をおよび造血促進効果を持つ物質のスクリーニングへの応用性を示唆した。

審査の結果の要旨

本学位論文は、研究課題 1として、 EPO遺伝子の賦活化を誘導する新規貧血改善薬の K-1l706や FG-2216

を用いた遺伝子ドーピングに対して、鋭敏な生体内ノfイオマーカーを用いた検出方法の開発を目指したもの

である。また、課題 2では、新規造血物質の投与によるドーピングに対して、高感度であり簡易的な評価系

の構築とスクリーニング方法の確立を自指したものである。スポーツ涯学の研究分野において、分子生物学

およびプロテオーム解析の手法を導入し、質の高い研究を遂行している。本研究の成果は、今後のドーピン

グ検査の発展において十分に貢献出来る基礎データとなるものと確信している。

よって、著者は博士(学術)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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