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研究成果の概要（和文）：唾液中の新規酸化ストレスマーカーとして8-ヒドロキシグアニンの分析方法を確立
し、人を対象とした調査を実施した結果、加齢、喫煙、高血圧、肥満、過度のアルコール摂取により高い値を示
し、適度な身体活動、緑茶やコーヒー摂取により低い値となった。酸化ストレスは、発がんをはじめとする様々
な疾病の発症要因として注目されており、生活習慣病の予防などへ向けて活用が期待される。また、代表的な酸
化ストレスマーカーとして広く測定されている尿中8-ヒドロキシデオキシグアノシンについても酸化ストレスバ
イオマーカーとしての有用性を疫学研究により改めて確認した。

研究成果の概要（英文）：The analysis method for salivary 8-hydroxyguanine (8-OHGua) as an oxidative 
stress biomarker was established. In the results of epidemiological studies, the salivary 8-OHGua 
levels were significantly elevated in older persons, as well as those who smoke, have hypertension, 
or excess visceral fat. By contrast, statistically significant lower levels of 8-OHGua were observed
 in persons who moderately exercised or recently drank green tea or coffee. The oxidative stress is 
attracting attention as the cause of a variety of diseases such as cancer. The salivary 8-OHGua is 
expected to be used for the prevention of lifestyle-related diseases as a promising oxidative stress
 biomarker. In addition, the usefulness of urinary 8-hydroxydeoxyguanosine as a typical oxidative 
stress biomarker was reconfirmed in epidemiological study.

研究分野：職業性腫瘍学

キーワード： 8-ヒドロキシグアニン　8-ヒドロキシデオキシグアノシン　酸化ストレス　バイオマーカー　唾液　尿
　生活習慣　喫煙

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
唾液中の酸化ストレス指標8-ヒドロキシグアニン(8-OHGua)を、高速液体クロマトグラフィーにより精度良く分
析する方法を確立した。生体の酸化ストレスは、生活習慣病をはじめとするさまざまな疾病の発症要因の１つと
されており、有用な酸化ストレスバイオマーカーを開発する意義は大きい。特に唾液は非侵襲的に採取できるこ
とから、人を対象とした疫学研究等に適しており、唾液中8-OHGuaは新たな酸化ストレスバイオマーカーとして
期待が持たれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
放射線、アスベスト、ディ−ゼル排気微粒子をはじめとして、環境因子や産業化学物質の中には、
突然変異誘発作用や発がん性を有するものが少なくない。これらの因子による健康有害性の発
現機構として、活性酸素生成に伴う酸化的 DNA 損傷が、細胞の変異誘発、癌化に密接に係わって
いることが明らかとなってきた。そうした中で、生体内酸化ストレスに対する有効なバイオマー
カーの開発は、有害物質の適切なリスク評価に応用でき、予防医学や産業医学の分野に大きく貢
献すると考えられる。特に、未知の発がん物質や放射線の影響について、比較的早期の健康影響
マーカーを開発する意義は大きい。現在では、主要な酸化的 DNA 損傷である 8-ヒドロキシデオ
キシグアノシン（8-OHdG）が、代表的な酸化ストレスバイオマーカーとして用いられ広く分析さ
れている。さらに、8-OHdG に対するヒト修復酵素遺伝子(OGG1)が、ヒトを含めた様々な生物か
ら見つかったことから、生物学的意義が高まり、8-OHdG が特に注目されるようになった。8-OHdG
については、主に尿を対象として測定されているが、唾液中や血液中においては存在量が低いた
め、それらを検体とした酸化ストレスバイオマーカーとしての利用が困難であった。それに対し
て8-OHdGの遊離塩基である8-ヒドロキシグアニン(8-OHGua)は唾液中ならびに血中濃度が高く、
尿のみならず唾液や血清でも測定できる利点がある。さらに、8-OHGua に酸化される前のグアニ
ンは、生体内に広く分布しており、DNA の酸化に限らず、新たな酸化ストレスバイオマーカーと
しての利用が期待できる。本研究では、DNA の酸化的損傷のみにとらわれず、生体の酸化ストレ
ス状態を広く検出するマーカーとして、8-OHGua に着目した。8-OHGua は、8-OHdG の関連化合物
であることから、これまでの 8-OHdG 測定技術を応用して精度の高い分析が可能である。また、
特に唾液については、血液や尿に比べて採取が容易であることから利用価値は非常に高いと考
えられる。 
 
２．研究の目的 
国際がん研究機関(IARC)では、酸化ストレス誘導能を発がん物質の主要特性の１つとして挙げ、
発がん性分類に用いている。現時点で、生体内酸化ストレスを評価するバイオマーカーとして尿
中 8-OHdG が広く分析されているが、尿より採取が容易な唾液を用いることができれば、その利
用価値は大きい。しかし、唾液中の 8-OHdG 含有量は、精度の高い分析を行えるほど高くない。
そこで 8-OHdG の関連物質である 8-OHGua をバイオマーカーとし、唾液を用いて生体内酸化スト
レスを精度良く測定する方法を開発・評価することを本研究の目的とした。さらに、8-OHGua に
酸化される前のグアニンは、生体内に広く分布していることから、唾液中 8-OHGua は、DNA の酸
化に限らず、有害影響が現れる比較的初期の変化を反映する新たな酸化ストレスバイオマーカ
ーとして、リスク軽減や健康被害の未然防止へ向けた応用に期待がもたれる。 
本研究では、新たな酸化ストレスバイオマーカーとして唾液中の 8-OHGua に着目し、精度の高い
分析法を確立するとともに、従来から測定されている酸化的 DNA 損傷のバイオマーカー8-OHdG
の測定結果と比較検討することにより唾液中 8-OHGua の酸化ストレスマーカーとしての価値を
評価したい。また、ヌクレオシドの酸化物である 8-OHdG に加えて、遊離塩基の酸化物である 8-
OHGua を測定する事により、生体中の酸化損傷状態を核酸代謝ネットワーク全体像としてとらえ
ることが可能となり、生体内酸化ストレス状態をより正確に測定・評価できると考えられる。こ
れらの研究成果は、人の健康に関わる研究に大きく貢献できると思われる。 
 
３．研究の方法 
これまでに 8-OHdG の高精度分析方法の開発を行っており、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)
と電気化学検出器(ECD)を組み合わせ、イオン交換カラムと逆相カラムを用いたカラムスイッチ
ング法によって、高精度尿中 8-OHdG自動分析装置を開発し、簡便かつ正確に尿中の 8-OHdG を分
析することが可能となった[1]。本研究では、8-OHdG 分析技術を応用して、唾液試料の前処理方
法を含めて、8-OHGua の分析法を確立した。さらに、研究協力企業の健康診断時（2018年および
2020 年の 2 回）に、同意が得られた研究対象者から、尿と唾液を採取（唾液は新型コロナウイ
ルス感染拡大防止の影響で 2018 年のみ採取が可能であった）し、尿中 8-OHdG ならびに唾液中
8-OHGua を測定し、生活習慣アンケート調査結果ならびに健康診断結果と比較解析を行って、唾
液中 8-OHGua の酸化ストレスマーカーとしての有用性を明らかとし、化学物質曝露や生活習慣
との関連性を調査した。本研究は、産業医科大学倫理委員会の承認を得て実施した（承認番号
H26-239 号）。 
 
４．研究成果 
(1) 唾液中の 8-OHGua を分析する目的で、唾液サンプルの前処理方法を検討した結果、タンパク
分解酵素(Proteinase K)処理した唾液 0.6mLを減圧遠心濃縮機で乾固し、300µLの希釈液(1.8% 
acetonitrile, 62 mM NaOAc(pH4.5),0.01mM H2SO4)に溶解した後、遠心限外濾過(Ultracel-10K)
した溶液をサンプルとして、カラムスイッチング HPLC-ECD で分析を行い、8-OHGua を単一ピー



 

 

クとして検出することができた（図 1）[2]。検
出下限は 0.2ng／mL 唾液、標品を唾液に添加し
たときの回収率は 96.2±8.6％であった。以上の
結果から、唾液中の 8-OHGua を、比較的経済的な
HPLC-ECD 法で精度高く分析することが可能とな
り、新たな酸化ストレスマーカーとしての応用
に期待が持たれるようになった。 
 
(2) 一般に唾液を各種バイオマーカーの試料と
して用いる場合、唾液の採取法による結果への
影響が懸念されている。本研究では、唾液採取に
よく用いられている吸収剤（SalivaBio Oral 
Swab）、脱脂綿、直接採取の 3つの方法を比較検
討した。その結果、唾液を直接採取した場合に比
べて、唾液吸収剤や脱脂綿による採取では、8-
OHGua レベルが低くなることが多く、その低下の割合は、個人間で大きなばらつきが見られた。
また、直接採取した唾液に、唾液吸収剤あるいは脱脂綿を浸漬した後に回収した場合の 8-OHGua
値は、唾液吸収剤で 58.1 %、脱脂綿で 20.9 %となり、吸収剤等への吸着が明らかとなった。8-
OHGua の分析を目的とした唾液採取は、直接採取する方法が適当であることが判った[3]。 
 
(3) 唾液中のバイオマーカーの中には、コルチゾールのように日内変動を示すものが知られて
いる。本研究で、唾液中 8-OHGua値の日内変動について、起床時から 22 時までの間、2 時間ご
とに唾液を採取して測定したところ、起床時に高く、その他の時間帯では値に大きな変動はなく
比較的安定していた。6 名の研究対象者の起床時の平均値は、他の時間帯より約３倍高かった。
さらに、唾液中 8-OHGua値は、個人個人でそれぞれ固有のレベルを示す結果が得られた[4]。ま
た、これまで酸化ストレスマーカーとして広く分析されてきた尿中 8-OHdG についても日内変動
を検討し、次の結果を得た。起床時から 22 時まで 2 時間おきに採取した尿で、尿中クレアチニ
ン濃度で補正した 8-OHdG 値は 1 日を通して大きな変動を示さなかった。尿中 8-OHdG 値も各個
人固有の値を示し、2 時間おきに採取した尿の測定値は、24 時間尿と比べても顕著な差を認めな
かった。尿中のバイオマーカーの中には、24 時間採取尿の値が推奨されるものもあるが、クレ
アチニン補正したスポット尿の 8-OHdG値は、24 時間採取尿の値を反映できると考えられる。起
床時の唾液を除けば、唾液中 8-OHGua、尿中 8-OHdG いずれも 1日を通して比較的安定しており、
各個人固有の値を示す結果を得た。また、尿中 8-OHdG の日間変動については、研究対象者 27 名
について、起床時の尿を 35 日間連続で採取して測定した結果、各人一定の分布の範囲内でそれ
ぞれ固有の値を示したが、同時に行った生活習慣に関するアンケート調査から、前日の過度な運
動や精神ストレスで増加し、休息や適度な飲酒で低下する傾向が見られた。尿中 8-OHdG は、生
活習慣に伴う酸化ストレスの指標として有用なバイオマーカーと考えられる[5]。 
 
(4) 唾液中 8-OHGua のヒトを対象とした酸化ストレスバイオマーカーとしての有用性の検証は、
2018年 5月から 8月にかけて研究協力企業等において実施された職場健診に合わせて、唾液、
尿のサンプリングならびにアンケート用紙を用いた生活習慣調査により実施し、合計 541 名か
ら本研究への参加協力が得られた。調査結果として、唾液中 8-OHGua 値は、加齢（50 歳以上）、
喫煙（ブリンクマン指数 400 以上）、高血圧、肥満（腹囲：男性 85 cm 以上、女性 90 cm 以上；
20歳からの体重増加が 10 kg 以上）（図 2）により高くなり、適度な身体活動、緑茶またはコー
ヒー摂取により低い値となった。アルコール摂取においては、摂取量 1日 20 g 未満のグループ
が最も低く、摂取量が増えるに従って高くなる傾向が見られた（図 3）。唾液中 8-OHGua はメタ
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ボリックシンドロームを含め、生活習慣病前段階の生体内変化を反映している可能性が示唆さ
れた[3]。 
 
(5) 上記の研究参加対象者のうち男性 503名を対象にサンプリングした尿中の 8-OHdG の測定結
果、生活習慣アンケート結果ならびに健康診断結果の解析を行って次の結果を得た。尿中 8-OHdG
レベルは喫煙者で有意に高く、高 BMI、高 LDL-コレステロール、貧血で有意に低かった。喫煙に
よる影響が大きかったことから、さらに喫煙者と非喫煙者に分けて解析した結果、喫煙者におい
て低 BMI、高血糖、運動習慣が無い人で 8-OHdG値が高かった。また、非喫煙者において、高 LDL-
コレステロール、有機溶剤または強酸を取扱う作業者、交代制勤務者で有意に高い 8-OHdG レベ
ルを示した[6]。生活習慣や健診結果に加えて労働環境の影響が見られたことは興味深い。 
 
(6) 喫煙が尿中 8-OHdG レベルを増加させることが示されたことから、禁煙外来を有するクリニ
ックで、タバコ煙関連の尿中バイオロジカルマーカーの禁煙に伴う変動を調査した。18 名の研
究対象者の結果から、8週間の禁煙期間で、初回受診日の値と比べて尿中ニコチンは 1.7％へ、
コチニンは 0.2％まで減少した。また、タバコ特異的発がん性ニトロソアミン NNAL は、12.3％
まで減少した。さらに、タバコ関連の DNA メチル付加体の１つである尿中 7-メチルグアニン
(m7Gua)は、51.9％まで減少した。さらに、尿中 8-OHdG に有意差は見られなかったものの、減少
が見られた。尿中コチニンならびに NNAL レベルは、m7Gua レベルと有意な相関が見られた[7]。 
 
(7) 新型コロナウイルス感染拡大防止の観点から、2020 年に実施した調査では、当初計画した
唾液の採取を行うことができなかった。これまでの調査で、喫煙が酸化ストレスマーカーの値に
影響を与えることが明らかとなったため、2018 年に採取した尿サンプルを用いて、受動喫煙な
らびに加熱式タバコの影響を明らかにする目的で、尿中のタバコ曝露マーカーの測定を行った
結果、タバコ煙特異的発がん性ニトロソアミン NNALならびに 8-OHdG が、受動喫煙や加熱式タバ
コによって増加傾向を示した（図 4-6）[8]。 

 
 (8) 2020 年 6月から 8月にかけて研究協力企業等において実施された職場健診に合わせて、2
回目の尿のサンプリングならびにアンケート用紙を用いた生活習慣調査を実施し、合計 676 名
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から本研究への参加協力が得られた。尿採取時に同時に行った生活習慣アンケート結果ならび
に健康診断結果を合わせて解析して次の結果を得た。全体では、BMI、LDL、ヘモグロビン値は、
尿中 8-OHdG レベルと負の相関を示した。また、非喫煙者において BMI、ヘモグロビン、中性脂
肪、LDL 値が尿中 8-OHdG レベルと負の相関を示した。喫煙者では、血糖値が尿中 8-OHdG レベル
と正の相関、BMI、ヘモグロビン、中性脂肪、LDL 値が尿中 8-OHdG レベルと負の相関を示した。
これらの結果は、2018年度に実施した 1回目の調査結果とよく類似しており、尿中 8-OHdG のバ
イオマーカーとしての有用性が改めて確認された。また、2018 年度に実施した 1 回目の調査と
2020 年度に実施した 2 回目の調査の何れにも参加した 440 名について、2 回の調査における測
定値を同一人物で比較した結果、尿中 8-OHdG値は良い相関(r2=0.506, p<0.001)を示した。上記
(3)に示した通り、尿中 8-OHdG値は日内・日間変動が少なく、各個人固有の値を示すことが明ら
かとなっており、今回の結果もそれを反映したものと考えられる。1回目と 2 回目の調査結果の
比較において、BMI 値が減少した人で尿中 8-OHdG の増加が見られた。2018年度に実施した 1回
目の調査において、HbA1cが高い非喫煙者で唾液中 8-OHGua値と尿中 8-OHdG値が何れも高い値
を示した。 
 
本研究では、新たな酸化ストレスバイオマーカーとして唾液中の 8-OHGua の分析法を開発し、人
を対象とした研究に応用することで、生活習慣や健診結果と合わせて解析を行い、その有用性を
示すことができた。唾液は、非侵襲で比較的容易に採取できる検体として、今後の応用に期待が
持たれる。新型コロナウイルス感染拡大防止の観点から、当初計画していた 2 回目の唾液採取を
実施することができなかった。しかし、これまでに広く用いられ多くの測定結果が報告されてい
る尿中 8-OHdG について、喫煙の影響をより詳細に調査を行い、最近問題となっている受動喫煙
や加熱式タバコの影響について有用な結果を得ることができた。酸化ストレスは、発がんをはじ
めとする様々な疾病の発症要因として重要な役割を行なっていることから、本研究で得られた
成果は、有害物質のリスク評価や疾病予防に有用と考えられる。 
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