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研究成果の概要（和文）：ヒト胃粘膜の修飾核酸とくに脂質過酸化物由来のexcyclic etheno DNA付加体のついて、胃
癌の発症率の極めて高い中国の安徽省の手術検体と浜松の検体とでその量的な存在を検討結果では意外にも浜松の胃粘
膜で量が多かった。さらにヒト胃粘膜中の小さな付加体である5'-hydroxymethyl deoxy cytidine (5-hmdC)をはじめと
するcadC, fdCなどを定量的に測定し、5-hmdCの腫瘍部での減少、TET2発現との関連を見いだした。種々のヒト付加体
の病理疫学的意義の初めての知見かと思われるが、胃癌の高い発症率の原因となる付加体についてさらなる検討が必要
である。

研究成果の概要（英文）：Adductomics analysis of alkane substituted exocyclic etheno DNA adducts in human s
tomach mucosa having gastric cancer was performed for the cases from Lujiang County, Anhui, China, and fro
m Hamamatsu, Japan. Discrimination analysis using quantitative value of 7 lipid per oxidation derived DNA 
adducts revealed that two regions showed distinctive adductome profile. 3 of 7 DNA adducts in this categor
y were greater in Japanese gastric mucosa than Chinese gastric mucosa, which may suggest gastric carcinoge
nesis in Japan favor inflammatory or metabolic background. Furthermore, we quantitated 5'-hydroxymethyl de
oxycytidine, and its derivatives carboxyl deoxycytidine, and formyl deoxycytidine in gastric cancer and ad
jacent non-tumor tissues and found the relationship  between TET2 expression and 5hmdC. In this attempt we
 could not identify the adducts specifically high in endemic area of gastric cancer (Lujiang), thus furthe
r investigation is necessary.
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１．研究開始当初の背景 
ヒトがんの原因について多くの手がかりを
与えているのは、ごく近年に限って言えば
international consortium of cancer genome
や the cancer genome atlasといった共同研
究体によって、何千ものヒト腫瘍のゲノムの
塩基配列を次世代シークエンサーによって
決定し、その変異のパターンを詳細に分析す
ることによって、たとえば喫煙であるとか紫
外線であるといった原因(それぞれ、起こりや
すい変異パターンというのが試験管内の実
験などでも推定されている)を同定しようと
いうものである。これは、現在は mutation 
signature といわれ、それによりヒト腫瘍を
20数個のカテゴリーに分類している。
(Nature 500, 415-421 
doi:10.1038/nature12477) 
この考え方はすでに 10年前に、p53の変異
のパターンから、mutation spectrumといわ
れる概念を提唱し、多くのヒト癌の原因と腫
瘍における変異パターンの関連をしてきし
た米国 NCIの Curtis Harris 博士の一連の
分子疫学的仕事に帰着される (N Engl J 
Med 1993; 329:1318-1327) 
ところが、これらの変異の起こるヒト DNA
その場でなにがおこっているかことについ
ては、上記の二論文ともあまり具体的にはし
めしていない。つまり、モデルとしての実験
的研究や、動物実験結果の解釈によるそれは
それで間接的な現象論を引用しているのみ
である。これは、その重要性を考えていない
わけでなく、特にヒト組織のなかに変異のも
ととなるもの、つまり ultimate carcinogen
たる化学物質が塩基と共有結合したものを
同定することが困難だったことに他ならな
い。当時は p32 post labeling,	 いかにも特異
性に問題のありそうな ELISA system, 
electron spray法などを複数の方法を用いて、
大量の発がん剤を投与した細胞や動物組織
などでおもに同定作業がすすめられていた。
ヒト検体の場合はいわゆる positive control
もなかなか確固たるものはなく、不幸な事故
で異常な暴露をしてしまった検体を大量に
用いて（たとえば血液 300mlと言った具合）
いた。とはいっても、DNA付加体ができて
それが変異のもとになるという stepwise な
schemeはWeinbergの教科書から、病理総
論の医学生向き教科書まで腫瘍が何故起こ
るかについて、分子腫瘍学の定説となってい
る。にもかかわらず、ヒト組織での直接的証
拠があまり発表されていない状況に、申請者
をふくめたヒト発がん領域の研究者は隔靴
掻痒の思いだったのである。 
しかし、測定技術の進歩や、化学合成技樹の
一般化によって、standard をきちんと用い
ると、なんとかヒト組織中で DNA付加体が
定量的に、一度に複数同定できるようになっ
た。ただ、使用する DNA量は、多くの分子
生物学的実験に用いるよりも一桁多い(古典
的な Southern blot のとき 10-20microgram

といわれたが、PCR関連では 50 nanogram
まで下がっているのは周知のとおりだが、
adductの場合 30-100mirogramくらい用い
る。 
２．研究の目的 
ヒト組織のなかの種々の DNA 付加体を同定
する。その種類と定量性、生活習慣や地理疫
学的情報との関連付け、そもそもヒト組織の
解剖学的部位に対応した DNA 付加体の分布、
さらに腫瘍例の場合、その状況に生じた腫瘍
における体細胞変異の spectrum との関連を
明らかにすることであった。さらに、DNA
付加体の範疇のなかには、 5mC, 5hmC, 
8-OHG と略称されるような比較的小さな付
加体がしられており、近年は、5hmCの代謝
産物としてさらに caC(carboxy cytosine), fC 
(formyl cytosine)なども同定されるようにな
った。さらに、これらの変化は epigenetics
の動的制御に関わる遺伝子群、TET1,2,3. 
IDH1,2; TDG などがかかわることがわかっ
た。これらの小さな DNA 付加体についても
測定感度や測定法を樹立するとともに、その
関連酵素の腫瘍における実態を明らかにす
ることも本研究の目的である。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
３．研究の方法 
まず図のような化合物を購入あるいは合成
を行い（東京農業大学松島芳隆教授との共同
研究）	 
	 

	 

	 
また組織の sampling はしかるべき IRB での
審議承認のあと以下の図のごとく行う（これ
は手術で切除した胃癌および周辺粘膜の例
である。	 
LC-MS/MSに書ける前のDNA抽出として、まず、
0.01%	 Deferoxamine	 Mesylate 存 在 下 の
Lysiss	 olution 中で凍結検体を homogenize
し、Protease	 K,	 RNase	 A	 で処理後、Protein	 
Precipitation	 Solution	 で除タンパクをお
こない、20-100microgram 分の DNA を 50U の
DNAse	 I で 処 理 を し 、 5	 microgram の



phosphodiesterase	 I と 10U の CIAP で処理を
し、Nanosep	 3K	 カラムでさらに除タンパク
を行う。DNAse	 I	 のかわりに、nuclease	 P1
を用いる方法も併用している。その際は最後
の除タンパクは VIVASPIN500 カラム、また、
DNAseI のかわりに Micrococcal	 Nuclease	 で
処理する場合もある。	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
	 
	 
このあと、D 体や N15 体など、stable	 isotope
を含んだ標準品とともに、LC-MS/MS	 (Applied	 
Biosystems;	 4000Q	 TRAP	 MS/MS	 system)に
load する。	 
４．研究成果	 
典型的な測定図を下に示す。標準品etheno	 dA	 
	 

	 
非腫瘍部 pooled	 DNA	 	 	 	 腫瘍部 pooled	 DNA	 
	 

	 
	 
次のような結果がえられた。	 
a.	 	 エテノ系、アルキル系の adduct 評品と
内部標準を 3つの異なる方法で処理し、計測
し、既報の如く、ethenodA	 が胃癌切除胃に
おいても観察確認できた。量的には腫瘍部の
ほうが少ないことが、症例数をふやしても確
認された。	 
b.	 分子量の小さな修飾塩基	 (mC,	 hmC,fC,	 
caC について解析をおこない、腫瘍部におけ
る hmC の減少や TET2 発現との関連を明らか
にした。fC や caC についてはヒト胃粘膜では
じめて測定をこころみ、検出限界以下である

ことをあきらかにした。これは非神経組織で
もこの修飾塩基の世界ではじめての測定で
ある。また腫瘍部における hmC の減少は TET1
の発現減弱との関連がもっとも強かった。	 
c.	 地理疫学的な adductome	 profile の差が、
腫瘍の p53 の変異 spectrum と若干の関連を
認めたが、解釈について考察中である。	 
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