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研究成果の概要（和文）： 
がん周囲組織にあるDNA付加体10種類（すでにannotation済み）の量と分布をhigh performance 

liquid chromatography とtandem mass spectrometryを使用することによって、明らかにし、腫

瘍の種類、腫瘍におこる変異のパターン、生活習慣（喫煙歴、アルコール歴）などと比較を行い

、病理学的意義を明らかにすることをおこなったが、とくに、環境要因の異なる地域中国と日本

で発生した胃がんの非腫瘍胃粘膜22例について上記のうち下記の7種について解析を行った。 

Seven lipid peroxidation related DNA adducts, 1,N6-etheno-2′-deoxyadenosine (εdA), 
butanone-etheno-2′-deoxycytidine (BεdC), butanone-etheno-2′-deoxy-5-methylcytidine 
(BεmedC), butanone- etheno-2′-deoxyadenosine (BεdA), 
heptanone-etheno-2′-deoxycytidine (HεdC), heptanone-etheno-2′-deoxyadenosine 
(HεdA), and heptanone-etheno- 2′-deoxyguanosine (HεdG) 
これらの7種の付加体レベルは0から3万個/10^9 塩基対の範囲でヒト胃粘膜に存在したが、

そのprofileを判別解析することによって、日本と中国のoriginを判別することができた。 
上記の課程であきらかになった6個の主として脂質代謝の結果生じた修飾塩基を含む30merのオ

リゴヌクレオチドを合成し、大腸菌で精製した以下の修復酵素タンパクと混和し、修復活性のあ

る組み合わせを同定し、gene-environmental interactionの生物学的基礎を調べたところ、TDG 

(Thymine DNA glycosylase) の関与が推定され、その機能的解析のために、制御発現システムを

作成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
High performance liquid chromatography and tandem mass spectrometry disclosed at 
least 10 lipid peroxidation related modified DNA bases in the DNAs extracted under 
anti-oxidation condition from human autopsy tissues. Among these 10 DNA adducts, 7 
of them, 1,N6-etheno-2′-deoxyadenosine (εdA), butanone-etheno-2′-deoxycytidine 
(BεdC), butanone-etheno-2′-deoxy-5-methylcytidine (BεmedC), butanone- 
etheno-2′-deoxyadenosine (BεdA), heptanone-etheno-2′-deoxycytidine (HεdC), 
heptanone-etheno-2′-deoxyadenosine (HεdA), and heptanone-etheno- 2′-deoxyguanosine 
(HεdG) were quantitated in gastric mucosa, resected for gastric cancer in Japan and 
China. The profiles of these DNA adducts identified the origin of the tissues (China or 
Japan), implying adductome profile may reflect environmental exposures of individual 
settings. We further tested the repair machinery against these modified bases and 
discovered TDG play s role in repairing some of these adducts. 
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１．研究開始当初の背景 
発がん理論とくに、環境中の発がん物質が動
物やヒトにがんを作るという現象は、本邦の
病理学者などの先駆的研究が有名であるが、
発がん物質が DNA と付加体をつくり変異を
起こすという定説についても、とくにヒトに
おいてその証拠は、方法論的制約もあり、ほ
とんどなかった。 
 

 
 

 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
つまり、上の世界的に権威ある腫瘍の教科書
にあるモデル（赤字が現在わかっていない疑
問である）においても、ヒト組織内で証明さ
れていない事実が多数あるということであ
る。われわれは、数年前から、ヒト組織とく
に喫煙や炎症といった内外の環境要因の情

報がある程度ある組織にある DNA 付加体を
一網打尽に検出して、その意義とくに腫瘍発
生における病理学的意義を見いだそうと努
力してきた。幸いにも、高感度の LC-tandem 
mass spectrometry の機器が発達し、さらに、
徐々にではあるが、修飾核酸の標準品の合成
に成功してきて、少なくとも脂質酸化由来の
DNA 付加体についてはかなり経験を積んで
きた。 
 
２．研究の目的 
今回、DNA の修飾分子、かなりの部分は変
異原性があると考えられるものを、いくつか、
ヒト個体のなかに同定し、その意義を解析す
ることが目的である。まず、同定した付加体
が、ヒト種々の病理学的状態によりあるいは
臓器組織別にどのように分布しているかを
明らかにすること。さらに、われわれが長年
あつかってきたOGG1やMYHといった塩基
除去修復酵素（知られているだけでも 10 種
以上ある）が、これらの修飾塩基にどのよう
に対応しているかを調べることを目的とす
る。 
３．研究の方法 
ヒト剖検例や手術例の組織から、酸化防止剤
存在下で DNA を抽出し、LC-MSMS によって、
その m/z と migration 距離によって、物質を
同定する。そして、10 の 8 乗個塩基対あたり
どのくらいの付加体が生じているか、さらに
その付加体を repair する酵素群を既知の塩
基除去修復酵素のなかから、gel shift assay
によって明らかにする。そのため、10 種の塩
基除去修復酵素を大腸菌によって活性をた
もったまま、合成、精製する。これには、MYH
の変異体のタンパク精製の経験が生きた。 
４．研究成果 
まず、ヒト体内から、DNA をとり、micrococcal 
nuclease処理して、分子量と chromatography 
の泳動度を勘案して、どのように修飾塩基が
表示されるかを示す。これは adductome map
とわれわれが呼んでいるもので、縦軸には
m/z (mass per charge) ,横軸には泳動度を
示す。 



 

 

 

 
これはわずか 2例の肺をもとにした図である
が、さらに schematic に書くと以下のように
なる。実際には未知の spot が多数あり、思
いがけず多数の修飾核酸がヒト体内には存
在することがわかる。 
 
 
 

 
 

 
 
上記に示したように、同じ個体で、各臓器に
よっても修飾核酸のprofileが異なることが
わかる。前述のように、未知の spot の解明
がまだ残っているが、そのうち構造が明らか
になり、また、生成機序がある程度推定され
ている7種のとくに脂質酸化に関連する付加
体を体内で同定できたことが重要な成果で
専門誌の表紙に取り上げられている。 

 
この成果
はこの号
の特記す
べき論文
としてと
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adductome あるいは adductomics という言葉
が global になったといえよう。さらに、す
べての変異に関係する病態（われわれは主と
して腫瘍発生に関心がある）に関わる発見で
あるとされている。 
さて、研究の後半では、さらにこの 7 つの付
加 体 を ア ミ ダ イ ト 化 し て か ら 、
oligonucleotide に合成するという作業に成
功し、10 種類の塩基除去修復酵素すなわち 
OGG1, NTH1, MYH, NEIL1, MPG, UNG2, TDG, 
SMUG1 を大腸菌で精製し、修復塩基を含む
oligonucleotide を基質とする、gel shift 
assay をおこなった。 
 
 
 
 
 

 

 
上にしめしたのは実験の一例であるが、この
作業を、7ｘ10 通り組み合わせて行った結果、
TDG が etheno 系 adduct と言われる新規のも
のを含む脂質酸化由来DNA付加体の修復に関
与する間接的証拠を得た。 
 
さらにこのような、adduct の量や種類が、同
一臓器で、異なった地域（あるいはライフス
タイル）の個体同士で異なるかどうかを調べ
るため、中国の比較的胃がんの頻度の高い安
徽省の 蘆江人民医院と、浜松医科大学付属
病院で胃がんの手術をうけた例の、非腫瘍部
の胃粘膜における付加体の解析をおこなっ
た。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 



 

 

 
7 種の付加体の内 3 種では、浜松の胃粘膜で
有意に多くみられた。つまり 10 の 8 乗あた
りの付加体の数では、浜松の胃粘膜のほうが
多かった。実際の adductome map をみると、 
蘆江病院の胃粘膜のなかに未知の spot が多
数あり、胃粘膜にたいしてのストレスが本邦
のほうに多いとは一概に言えないが、とくに
炎症関連付加体という点に限って言えば、本
邦の胃粘膜は炎症を介して、 蘆江病院の胃
粘膜は、たとえば環境中の発がん物質などに
よる付加体を介して発がんに向かうのでは
ないかと考えてもよいかもしれない。後半に
ついては、その付加体の同定という作業がの
こっているので、推定にすぎない。 
 
しかし、7 種の付加体レベルにより判別分析
を行うと下のように、どちらの胃粘膜かどう
かわかるという結果（下図）は報告者自身も
驚いていて、さらに、上記の挑戦的課題を解
決したい。 
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