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研究成果の概要（和文）：本研究ではアセトアルデヒド代謝酵素(ALDH2)の活性を高める薬剤(Alda-1)が、アル
コール摂取後の食道上皮におけるDNA障害を抑制する効果を有するか検討した。本研究ではヒトと同一のALDH2遺
伝子変異（Glu504Lys)をノックインしたマウス(ALDH2*2マウス）を作成した。同マウスにAlda-1を投与し、肝組
織中のALDH2活性を測定すると、Alda-1投与によりALDH2活性は有意に改善した。同マウスにAlda-1とともに10%
アルコールを7日間飲酒させ、食道上皮に生じるDNA障害を測定すると、アルコール摂取により食道上皮に生成す
るDNA障害は有意に抑制された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the protective effects of Alda-1, a small 
molecule ALDH2 activator, on alcohol-mediated esophageal DNA damage. Here, we generated novel 
genetically engineered knock-in mice that express the human ALDH2*1 (wild-type allele) or ALDH2*2 
gene (mutant allele). Those mice were crossed, and human ALDH2*1/*1, ALDH2*1/*2, and ALDH2*2/*2 
knock-in mice were established. They were given 10% ethanol for 7 days in the presence or absence of
 Alda-1, and we measured the levels of esophageal DNA damage, represented by DNA adduct 
(N2-ethylidene-dG). Alda-1 significantly increased hepatic ALDH2 activity both in human ALDH2*1/*2 
and/or ALDH2*2/*2 knock-in mice, and reduced esophageal DNA damage levels after alcohol drinking. 
These results indicate the protective effects of Alda-1-mediated ALDH2 activation on esophageal DNA 
damage levels in individuals with ALDH2 gene polymorphism,
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道発がんにおいてアセトアルデヒドは重要な発癌物質の一つであり、本研究成果により、ALDH2活性化剤を用
いて、アルコール飲酒後の食道DNA傷害を軽減できたという結果は、将来の食道発がん予防に関する研究の重要
な知見になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
アルコール飲酒は食道扁平上皮癌における重要なリスク因子である。特にアルコールの代謝

産物であるアセトアルデヒドは DNA 傷害、染色体異常、また蛋白構造や機能に影響を及ぼし、
発がんに深く関与すると考えられている。またアセトアルデヒドの代謝酵素である ALDH2 遺
伝子に変異を有するヒトは、アセトアルデヒド代謝機能の低下から、飲酒後の高アセトアルデ
ヒド血症をきたし、これも食道扁平上皮癌における重要なリスク因子の一つである。このよう
に、ALDH2 遺伝子保有者のアルコール飲酒は、食度発がんのリスクを高めるが、これらの病
態に関する発がん予防法は確立されていない。我々は、ALDH2 酵素活性を上昇させるような薬
剤が、アルコール摂取に起因する食道 DNA 傷害を抑制し、食道発がん抑制に貢献するのではな
いかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ALDH2 酵素活性を改善する低分子化合物 Alda-1 に着目し、アセトアルデヒド代謝

機能低下に起因する食道発がん予防法を確立するための基盤研究を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト変異型 ALDH2(ALDH2*2)ノックインマウスの作成： 

ヒト ALDH2 遺伝子変異と同一の遺伝子変異（ALDH2 遺伝子の第 12 エクソン 114 番目
塩基の G から A への 1 塩基置換により成熟タンパク質中 504 番目アミノ酸をグルタミン酸
(GAA)からリジン(AAA)に置換したもの）ノックインマウスを作成する。同マウスは、内在性
のマウス Aldh2 遺伝子をヒト変異型 ALDH2 遺伝子に置換するよう遺伝子組み換えされたマウ
スで、ヒト変異型 ALDH2 により ALDH2 酵素活性が低下しているという点において、ヒトの
ALDH2 遺伝子多型の病態を忠実に再現するモデルマウスと考えられる。本マウスの作製の工
程は主に以下の４つの工程、すなわち、①相同組み換えベクターの構築（相同組み換え領域の
クローニング、クローニング産物と薬剤耐性遺伝子の組み合わせによる相同組み換えベクター
の構築、およびコントロールベクターの作製）、②組み換え ES細胞株の樹立（ES 細胞株へのト
ランスフェクション、薬剤耐性 ESクローンのピックアップ、PCR によるスクリーニング、相同
組み換え ES クローンの樹立）、③キメラマウスの作製、④F1 ヘテロマウスの作製 で行う。コ
ントロールとして、ヒト正常型 ALDH2(ALDH2*1)遺伝子をノックインしたマウスを作成した。こ
の方法で ALDH2*1/*1 マウス、ALDH2*2/*2 マウスが作成できる。さらに ALDH2*1/*1 ノックイン
マウスと ALDH2*2/*2 ノックインマウスを交配し、ALDH2*1/*2 ノックインマウスを作成した。 
 作成したマウスの ALDH2 のジェノタイプを PCR 法で、ALDH2 活性を肝臓組織から抽出したタ
ンパクを用いて蛍光法で測定した。 
 
（２）ヒト変異型 ALDH2(ALDH2*2)ノックインマウスに対する Alda-1 投与： 
 Alda-1 投与後のアセトアルデヒド代謝能を評価するため、ALDH2 野生型および ALDH2 変異遺
伝子ノックインマウスにAlda-1を投与した後、肝組織中のALDH2酵素活性を蛍光法で測定した。 
 
（３）変異型ALDH2ノックインマウスに対するエタノール及びAlda-1投与後のDNA障害の評価： 
Alda-1 を 20mg/kg の濃度で 1 日 1 回皮下注射、これを 14 日間繰り返し、剖検後、食道組織を
回収し、食道組織中 DNA アダクト（N2-ethylidene-dG）値測定を行った。 
食道組織中の N2-ethylidene-dG レベル測定は、①食道組織からの DNA 抽出、②DNA の定量およ
び限外ろ過によるDNAの脱塩処理、③DNAの消化、④液体クロマトグラフィー質量分析法(Liquid 
Chromatography/Tandem Mass Spectrometry: LC/MS/MS)による解析の手順で行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト変異型 ALDH2(ALDH2*2)ノックインマウスの作成： 

 



(A) マウスの尾より DNA を抽出し、PCR 法で genotype を確認した。 
(B) 各マウスの ALDH2 活性を測定すると、ALDH2*1/*2, ALDH2*2/*2 ノックインマウスは

ALDH2*1/*1 マウスと比較し、有意に ALDH2 活性が低下していた。 
 

 
C）各マウスに 10%アルコールを飲酒させ、1日平均摂取量を比較した。ALDH2 活性値に相応し、
ALDH2*1/*2 マウス、ALDH2*2/*2 マウスは、ALDH2*1/*1 マウスと比較し、1日平均飲酒量は有
意に低下した。 

（D）各マウスに 10%アルコールを 7日間飲酒させた後の食道 DNA アダクト測定を行った。各マ
ウス群において、アルコール飲酒により DNA アダクト値は有意に上昇した。また、Cに示した
ように、ALDH2*1/*2 マウス、ALDH2*2/*2 マウスは ALDH2*1/*1 マウスより 1日飲酒量が低下し
ているにもかかわらず、ALDH2 活性の低下により、食道組織中 DNA アダクト値は、ALDH2*1/*1
マウスより ALDH2*1/*2 マウス、ALDH2*2/*2 マウスのほうが有意に高かった。 

 
(2) ALDH2*1/*2, ALDH2*2/*2 ノックインマウスに対する Alda-1 投与： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各マウスにAlda-1を20mg/kgの濃度で腹腔内投与し、3時間後のALDH2活性を測定したところ、
すべてのマウス群で ALDH2 活性は Alda-1 投与により有意に上昇した。ALDH2*1/*2 のマウス群
の ALDH2 活性は Alda-1 投与により、ALDH2*1/*1 のマウス群の無治療時と同等のレベルまで上
昇した。 
 
(3) 変異型 ALDH2 ノックインマウスに対するエタノール及び Alda-1 投与後の DNA 障害の評価： 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(A) Alda-1 投与後の 1 日飲酒量の変化を測定した。Alda-1 投与により、ALDH2*1/*2 マウス、
ALDH2*2/*2 マウスの 1日飲酒量は有意に増加した。 

(B) Alda-1 投与の下、10%エタノールを 7日間飲酒した後の、食道 DNA アダクト値を測定した。
ALDH2*1/*2 マウス、ALDH2*2/*2 マウスにおいて、Alda-1 投与群は、コントロール群と比
較し、（1日飲酒量は増加したが、ALDH2 活性の回復により）、食道 DNA アダクト値が有意に
低下した。 

 
以上の結果より、ALDH2 活性化促進化剤は ALDH2 機能の低下した個体において、飲酒後の食道
組織に誘導される食道 DNA 傷害を有意に軽減させることが明らかとなった。本研究成果は、今
後の食道発がん予防研究の重要な知見となりうると考える。 
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