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研究成果の概要（和文）：　慢性感染や炎症は極めて重要な発がん要因である。炎症が発がんに寄与する割合
は、約25%以上と推算されており、炎症関連発がんリスクの早期評価と予防法確立が急務である。我々は、炎症
に特異的に生成するニトロ化DNA損傷塩基の8-ニトログアニンが、がん好発部位で発がんに先駆けて生成し、新
規バイオマーカーとして有望であることを明らかにしてきたが、フィールド調査や予防介入研究に実用可能な定
量解析法がない。本研究では、電気化学検出器付き高速液体クロマトグラフィー (HPLC-ECD) を用いて8-ニトロ
グアニンを定量する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Chronic infection and inflammation have been recognized as important factors
 for carcinogenesis.  Inflammation is estimated to contribute to approximately 25 % of human 
cancers.  It is urgent problem to be solved, the risk assessment in early phase and prevention of 
inflammation-related carcinogenesis.  We have reported that 8-nitroguanine, nitrative DNA damage 
specifically generated under inflammation, is generated in cancerous site before carcinogenesis.  
Therefore, 8-nitroguanine is hopeful marker for risk assessment of inflammation-related 
carcinogenesis.  However, it is difficult to analyze 8-nitroguanine with quantitativity and 
minimal-invasiveness.  In this study, we successed to confirm the amount of 8-nitroguanine 
quantitatively with using high performance liquid chromatography coupled with an electrochemical 
detector (HPLC-ECD).
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１．研究開始当初の背景 

 慢性感染や炎症は極めて重要な発がん要

因である。全世界の発がんの約 18%が感染症

に起因する。日本では、ヒトパピローマウイ

ルス (HPV) 感染による子宮頸癌、C 型肝炎

ウ イ ル ス  (HCV) 感 染 に よ る 肝 癌 、

Helicobacter pylori (ピロリ菌) 感染による

胃癌などが大きな課題である。さらに潰瘍性

大腸炎などの慢性炎症性疾患やアスベスト

などの発がん物質においても、炎症が発がん

を促進する。総じて炎症が発がんに寄与する

割合は、約 25%以上と推算されており、炎症

関連発がんリスクの早期評価と予防法確立

が急務である。 

 一酸化窒素 NO がスーパーオキシド O2- 存

在のもとで DNA 塩基のひとつであるグアニ

ンと反応して 8-ニトログアニンを生成する

ことは、化学反応としては知られている。

我々は、生体内においても、炎症部位で産生

する NO などの活性酸素・窒素種によって 8-

ニトログアニンが生成することを、明らかに

してきた。すなわち、胆管癌を引きおこすタ

イ肝吸虫では、感染ハムスターの胆管に 8-

ニトログアニンが著明に生成すること 

(BBRC 2003, Carcinogenesis 2004, Int J 

Parasitol 2005)、タイ肝吸虫感染者・がん患

者の尿では酸化 DNA 損傷が増加し、駆虫に

より改善すること  (Cancer Epidemiol. 

Biomarkers. Prev. 2008) を発見した。また、

8-ニトログアニンがグアニンからチミンへの

変異を誘発することを示した (Biol. Chem. 

2006, Antioxid. Redox Signal. 2006)。した

がって、炎症による変異とそれに続く発がん

において 8-ニトログアニンが重要であると

いうことを証明した。 

 さらに、患者病理組織を用いた研究により、

HPV 感染 (Cancer Sci. 2007)、ピロリ菌感染 

(BBRC 2004)、HCV 感染 (J Hepatol. 2005)、

EB ウイルス感染 (Int J Cancer. 2008) にお

いて、8-ニトログアニンが発がんに先駆けて

がん好発部位で生成することを明らかにし

た (Oxid Med Cell Longev. 2013)。感染症以

外にも、バレット食道炎、アスベスト曝露な

どの、発がんに至る慢性炎症患者で、8-ニト

ログアニンを各々発症部位で検出している 

(J Occup Health. 2014, BBRC 2012)。 

 以上のように、突然変異誘発性の 8-ニトロ

グアニンは、炎症関連発がんに有効な新規バ

イオマーカーとなりうる。バイオマーカーと

して実用化するためには、侵襲性の低い尿・

血液を用いる解析法が望ましい。しかし、こ

れまでの研究は組織を用いた解析が主であ

り、尿・血液については簡便かつ信頼性の高

い定量解析法は確立されていないため、ほと

んど解析が進んでいない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ヒトにおける炎症関連発がん

リスク評価への応用を目的として、フィール

ド調査や予防介入研究に活用できる低侵襲

性の尿・血液の測定法を開発する。8-ニトロ

グアニン抗体は、既に作製しているポリクロ

ーナル抗体と、新たに作製するモノクローナ

ル抗体を用いて、高感度定量測定ができる 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay)を構築し、プロトコールを最適化して、

簡便かつ信頼性の高い解析法を確立する。特

異性の高い抗原抗体反応を利用することに

より、夾雑物の多い生体試料中に含まれる超

微量の 8-ニトログアニンを測定できるとい

うアイデアである。さらに ELISA 解析プロ

トコールを最適化して感度を高める。 

 これまでの研究成果から 8-ニトログアニ

ン生成が予測される、感染・炎症関連がん患

者とハイリスク患者 (HPV 感染、食道炎、寄

生虫感染、大腸炎) より、疾病局部の生検組

織・手術標本と、全身を反映する尿・血液を

採取する。組織化学的手法による疾病局部の

解析結果、本研究で開発した ELISA 法によ

る全身を反映する尿・血液の解析結果および



臨床所見との相関を検討し、8-ニトログアニ

ンの定量解析法が予防介入研究に有用であ

り、応用可能であることを示す。 

 

３．研究の方法 

(1) 炎症関連がん患者・ハイリスク患者の

生体試料収集 

インフォームドコンセントを得て、HPV 感

染患者・子宮頸癌患者、バレット食道患者・

食道癌患者、HCV 感染患者・肝癌患者、タ

イ肝吸虫感染患者・胆管癌患者、潰瘍性大腸

炎患者・大腸癌患者、および各前がん病変患

者から、生検組織・手術検体・尿・血液を採

取した。 

(2) 炎症関連がん患者・ハイリスク患者の

臨床データ解析 

(3) 8-ニトログアニン生成の組織レベルで

の解析 

(1)で得た組織標本を用いて免疫組織染色を

行い、8-ニトログアニンの生成部位と炎症像

の関係を検討し、癌部と非癌部の所見を比較

する。8-ニトログアニンと病期、病理所見、

臨床所見の関係を検討する。 

(4) ELISA の構築と解析、プロトコール最

適化 

① 8-ニトログアニンのマウスモノクロ

ーナル抗体とウサギポリクローナル

抗体を用いて、サンドイッチ ELISA

プレートを構築する。 

② 血清、血漿中の DNA 断片を DNA 

Extractor SP Kit で抽出し、DNA 濃

度を測定する。尿は緩衝液で pH を

調製した後、フィルターろ過し、ク

レアチニン濃度を測定する。 

③ b.試料中の 8-ニトログアニン量を①

ELISA で解析し、マイクロプレート

リーダー (Spectra Max M5) で測

定する。内部標準として尿中クレア

チニン、血中アルブミンなどを検討

する。 

④ 生体試料前処理のプロトコールを最

適化する。二次抗体の検出用標識物

質を検討し、感度を改善する (PAP

複合体, 蛍光標識, HRP 酵素化学発

光による検出など)。 

⑤ 8-ニトログアニンの競合 ELISA プ

レートを構築する。 

⑥ 尿・血液の 8-ニトログアニンを

ELISA にて定量し、さらにプロトコ

ールを最適化する。 

(5) 解析結果の統合と最適化 

病期やがん進行度と 8-ニトログアニン量の

相関を検証する。免疫組織化学的手法と比較

検証する。定量性と簡便性のバランスを最適

化し、予防介入研究に応用できるか総合的に

評価する。8-ニトログアニンが炎症関連発が

んリスクのマーカーとして有効であること

を証明する。 

 

４．研究成果 

 平成 27 年度は、微量 8-ニトログアニンを

抗体を利用して検出するため、8-ニトログア

ニンのウサギポリクローナル抗体を作製し

て 96 穴プレートに固相化し、サンドイッチ

ELISA プレートを構築した。またヒト試料を

用いて解析を試みるため、炎症関連がん患者

およびハイリスク患者の生体試料収集を行

った。具体的には、インフォームドコンセン

トを得て、タイ肝吸虫感染患者・胆管癌患者、

潰瘍性大腸炎患者・大腸癌患者、および各前

がん病変患者から、生検組織・手術検体を採

取した。得られた生検組織はホルマリン固

定・パラフィン包埋した後、免疫組織染色を

行い、8-ニトログアニンの生成を確認した。 

 平成 28 年度は、8-ニトログアニンのマウ

スモノクローナル抗体（市販）とウサギポリ

クローナル抗体（自作）を用いてサンドイッ

チ ELISA プレートを構築し、ELISA 構築条

件の最適化を試みた。しかし、検出感度が当

初想定より低く、予定どおりに解析は進まな



かった。 

 当初計画していた ELISA の解析は感度が

不十分であることと、使用する抗体が高額で

あるため、平成 29 年度は、電気化学検出器

付 き 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 

(HPLC-ECD) を用いて試料中 8-ニトログア

ニンの定量を試みた。炎症モデルとして一酸

化窒素とスーパーオキサイドの同時発生試

薬 で あ る 3-(4-Morpholinyl)sydnonimine, 

hydrochloride (SIN-1) を用いた。仔牛胸腺

DNA を SIN-1 と反応させた後、抽出した

DNA を酵素的にヌクレオシドに分解し、処

理した後、HPLC-ECD で測定し、dG 量に対

する 8-ニトログアニン量を定量解析した。そ

の結果、反応させた SIN-1 量に依存して 8-

ニトログアニン生成量が増加する現象を、

HPLC-ECD で定量的に確認することに成功

した。今後はヒト試料を用いた測定を行うた

め、試料中の夾雑物による測定への影響につ

いて、解析を進める予定である。 
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