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研究成果の概要（和文）：本研究では、発がん物質であるアルコールの摂取により過渡的に体内に生じる核酸付
加体“N2-ethylidene-G (ethG)”の形成について知見を得ることを目的とした。PacBio社製の次世代シーケンサ
ーRSII＋を用いて、核酸の結合・解離過程を1分子追跡することにより、mMオーダーの比較的高濃度のアセトア
ルデヒド存在下におけるethGの生成の観測に成功した。ethGの生成を詳細に定量的に議論するためには、膨大な
データを適切に処理することが必要であることが浮き彫りになった。過渡的に形成するethGの生成、解離過程の
データ解析法を確立するため、核酸アプタマーの1分子解析を達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to gain insight into the formation of 
N2-ethylidene-G (ethG), a nucleic acid adduct transiently induced in the body by the ingestion of 
alcohol, a carcinogen. Using PacBio's RSII+ next-generation sequencer, we have successfully observed
 the formation of ethG in the presence of relatively high concentrations of acetaldehyde on the 
order of mM by tracking single molecules of the binding and dissociation processes of nucleic acids.
 The results of this study highlight the need for appropriate processing of large amounts of data in
 order to discuss the formation of ethG in detail and quantitatively. In order to establish a data 
analysis method for the formation and dissociation process of transiently formed ethG, single 
molecule analysis of nucleic acid aptamers was achieved.

研究分野：核酸化学、光化学、生物有機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
百薬の長とよばれ我々の人生を豊にしている一方、国際がん研究機関より、ベンゼンなどと同じ「G1: ヒトに対
する発がん性がある」に分類されているアルコールの摂取が体に与える影響を理解することは、人類がアルコー
ルとより上手に付き合うことにつながる。我々が行ったハイスループットな1分子観測は、低頻度、かつ、短時
間にしか生じない、すなわち、過渡的な準安定生成物の生成・代謝機構を調べる有効なツールとなりうることが
示された。一方で、膨大なデータからのデータ抽出が必要でありAI等のデータサイエンス分野との連携が不可欠
であることを浮き彫りとした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 アルコールは、百薬の長とよば

れ我々の人生を豊にしている一

方、国際がん研究機関より、ベン

ゼンなどと同じ「G1: ヒトに対す
る発がん性がある」に分類されて

いる。アルコールの摂取によりそ

の代謝物であるアセトアルデヒ

ドと核酸塩基の１つグアニン（G）
が反応することにより、ethG が
過渡的に生じる。ethG による変
異は、複製の際にグアニン(G)鋳
型に対して本来取り込まれるべ

きシトシン(C)以外が取り込まれ
遺伝情報が書き換えられること

により引き起こされ、発ガン、老化の原因となっていると考えられている。アルコール摂取に

よる発ガンの影響に関しては長年にわたり膨大な研究がなされているが、ethG は不安定であ
るため、C,G,T,Aどの塩基と安定に結合し、どの塩基に書き換えられてしまう可能性があるの
か、分子レベルでは明らかになっていない。ethG の定量や変異原性の議論は、アスコルビン
酸等による還元を経て生成する安定な N2-ethyl-dG を用いて行われてきた。N2-ethyl-G は生
体内においても生じるがマイナーパスであり、ethG の変異原性についての詳細は明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで有効な手法がなく調べることができなかった、過渡的に(短い時間)し
か存在しない核酸塩基と分子の反応物（＝過渡核酸塩基付加体）として、アルコールの摂取に

より過渡的に体内に生じる核酸付加体“N2-ethylidene-G (ethG)”に注目し、ethGによる変異誘
発のメカニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 過渡的にしか存在しない分子の

挙動を解析するにあたり、1分子測定

が有効な手法となりうる。変異原性

を正しく評価するためには、生理的

条件下での測定が求められるが、飲

酒後の血中アセトアルデヒド濃度条

件では（ビール 500 mL 2 本のアルコ

ー ル 量 を 酒 に 強 い と さ れ る

ALDH2*1/*1 遺伝子型の成人男子が摂

取した場合 10 μM 程度: Alc. 
Clinic. Exp. Res. 38 (2014) 
1502.）、当然ながら Gと ethG 間の平

衡は、もっぱら G 側に傾いている。

稀にしか現れず、かつ、短い時間しか

存在しない ethG の影響について、通

常の 1 分子観測法で議論することは

極めて難しい。いかにして過渡核酸

塩基付加体を同定するかが大きなポ

イントとなる。研究協力者 Jens 

図２. 蛍光分子を結合した DNAと、ガラス基盤に結合
した DNAの結合・解離のダイナミクスを、蛍光のゆら
ぎとして RSII+を用いて網羅的に測定し、ethG、N2-ethyl-
dGの形成を追跡し、その Cとの塩基対形成について熱
力学的に検証する。 

図 1. アルコール代謝物であるアセトアルデヒドがGと反
応すると、過渡生成物として ethGが生じる。還元剤存在
下では、ethGから N2-ethyl-dGが生成する。 
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Sobek 博士（スイスチューリッヒ大学）らは、PacBio 社製次世代シークエンサー(RSII+)を用

いて、核酸の結合解離過程の網羅的な 1分子蛍光観測を報告してきた 1-3。我々は Jens Sobek

の指導のもと、DNA の結合・解離過程ダイナミクスの 1分子観測により ethG の同定を試みた。 
 
４．研究成果 

 研究協力者 Jens Sobek 博士の協力のもと、RSII+を用いたアルデヒド存在下における ethG

の生成の観測を行い、高濃度となる 5 mM のアセトアルデヒド存在下で、過渡核酸付加体 ethG

の生成を示唆する結果を得た。さらに、還元条件下で本実験を行うと、ethG の生成を経て N2-
ethyl-dG が生成する過程を観測することに成功した。しかしながら、データに少なくとも、
G、ethG、、N2-ethyl-dG に由来する 3 つの蛍光揺らぎを生じ、かつ、観測中に進行してしま
う G の酸化分解化合物の生成も見られた。1 回の測定で得られるデータは 50GB を超え、膨
大なデータから注目すべき G、ethG、、N2-ethyl-dG に関するデータを抽出することは困難を
極めた。 

 過渡的に形成する ethGの生成、解離過程のデータ解析法を検討するため、より簡潔な系を
用いて解析法を確立するため、核酸アプタマーの 1 分子解析に取り組んだ。ATP アプタマー
を２つに分裂した split ATPアプタマーの半分をガラス基板上に固定し、もう半分を蛍光標識
した。split ATP アプタマーは ATP 非存在下でも複合体を形成するが、ATP 存在下でより安
定な複合体を形成する。RSII+を用いた 1分子測定を行い、２成分解析により、各条件におけ
る解離速度の測定法を確立し、ATP存在下では、ATP非存在下に比べ、解離速度が遅くなる、
すなわち、蛍光パルスがより長く観測されることが確認された 4。これにより、1 分子レベル
蛍光観測を、ELSIAなどのサンドイッチアッセイに応用できることが示唆された。 
 我々は、1分子レベルの蛍光観測による 1分子分析・診断を目指し、蛍光分子周辺のミクロ
環境情報に応じて蛍光点滅＝blinking のパターンが変化することに基づく情報読み出し
法を開発してきた（Kinetic Analysis based on the Control of fluorescence Blinking: 
KACB法）5-13。今回確立した、ハイスループットな 1分子蛍光観測と、KACB法を組み
合わせることにより、種々の情報の 1分子検出へと発展することが期待される。 
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