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研究成果の概要（和文）：がんなどの疾患の直接の原因はDNA塩基のグアノシンの酸化である。本研究では、グアノシ
ンを酸化する生体内酸化因子が、従来考えられていた過酸化水素ではなく、生体膜に生じた脂質ヒドロペルオキシドで
あることを、肝細胞ミトコンドリアなどを用いて明らかにした。そして、脂溶性の抗酸化物質がこの酸化を抑えること
を見いだした。つまり、キサントフィルやカテコール構造を持つフラボノイドを含む野菜や果物は、グアノシンの酸化
を抑えて、生活習慣病を予防すると考えた。

研究成果の概要（英文）：The oxidative formation of 8-oxo-guanosine in DNA is closely associated with the i
nduction of degenerative diseases, including cancer. However, its endogenous oxidant is unclear. The prese
nt study showed that the endogenous oxidant was lipid hydroperoxides generating in biomembrane such as mit
ochondrial membrane, but was not hydrogen peroxide that had been recognized conventionally. Also, the stud
y found that lipid-soluble antioxidants were able to suppress the formation of 8-oxo-guanosine. Thus, vege
tables, fruits and tea including the lipid-soluble antioxidants such as xanthophyll astaxanthin and catech
ol flavonoids, quercetin and liteorin, can prevent form degenerative diseases.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がんや糖尿病などの生活習慣病の直接の
原因は、その発症組織の細胞の遺伝子の変異
である。変異は主に DNA 塩基の一つのグア
ノシン（dG）が 8-オキソグアノシン（8-OHdG）
に酸化され、それが数回の転写の後に、アデ
ノシンとして翻訳されることによる。しかし、
この酸化をおこす原因となる生体内酸化因
子については不明な点が多い。一般的推測で
は、電子伝達系やシトクローム P450 系で
生じたスーパーオキシドアニオンが水との
不均化で過酸化水素となり、それがフェント
ン反応で OH ラジカルを発生して、OH ラジ
カルがグアノシンの８位に付加し、8-OHdG
を形成すると考えられている。しかし、OH
ラジカルの寿命は９ナノ秒と極めて短い。つ
まり、DNAの近傍に、フェントン反応の触媒
である 2価鉄あるいは１価銅と、過酸化水素
が同時に存在しなければ 8-OHdGの形成は起
こらない。このような条件は、生体内では極
めて希と考えられる。ところが、健常人の尿
からも頻繁に 8-OHdGが検出される。したが
って、生体内酸化因子は過酸化水素以外にも
存在すると思える。生体内酸化因子が明らか
になれば、その酸化因子の作用を抑える抗酸
化物質を日常の食品の中から見出すことが
可能になる。そして、その抗酸化成分を含む
食品を摂れば、変異を抑えて疾患を予防する
こともできるようになる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、その生体内酸化因子を明らか
にすること、そしてその酸化因子を還元する
あるいは酸化因子による塩基の酸化を抑え
る抗酸化物質を食品から見出すことを目的
とした。まず本研究では、生体内酸化因子は、
生体膜のリン脂質に生じた脂質ヒドロペル
オキシドではないかという可能性を追求し
た。脂質ヒドロペルオキシドは生体膜リン脂
質の２位の多価不飽和脂肪酸に生じ、過酸化
連鎖反応で容易にペルオキシラジカルを生
成するからである。また、ペルオキシラジカ
ルの寿命は７秒であり、OH ラジカルの寿命
に比較するときわめて長い。したがって、
8-OHdG を形成する生体内酸化因子は脂質ヒ
ドロペルオキシドである可能性が高い。一方、
8-OHdG の生成を抑える抗酸化物質は、それ
を摂取した場合に体内吸収され、抗酸化能を
示す有効な化学形態で体内循環し、細胞内に
入り、さらに遺伝子の近傍に接近うるバイオ
アベイラビリティの高い物質でなければな
らない。本研究では、高バイオアベイラビリ
ティの抗酸化物質を、日常食品の中から検索
した。 
 
３．研究の方法 
試薬： 
標品の dG は、8-OHdG の混入量が 0.60± 

0.15/105 dG の純度のものを、仔牛胸腺 DNA
は高重合度の Type Iを、和光純薬㈱から購入

した。他の試薬は、高純度のものをナカライ
テスク㈱から購入して用いた。 
 リノール酸ヒドロペルオキシド（LOOH）
は、リノール酸を 37℃の暗所大気下に、薄い
皮膜状で 72時間放置して酸化させ、酸化物を
3倍容の 2％メタノール-ベンゼンに溶かして、
Wako gel C-100のカラムクロマトグラフィー
で、20％メタノール-ベンゼンを固定相溶媒と
し、2％メタノール-ベンゼンを移動相溶媒と
して溶出し、分取した。分取した粗 LOOH画
分を、さらに、HPLC（Shiseido; SG120, φ 
4.6x250 mm, 5 μm mesh）で、97.3% n-ヘキサン、
2.5% イソプロピルアルコール、0.2% 酢酸を
移動相として溶出し、233.5 nmに最大吸収を
持つシャープな 4 つのピークを分取した。得
た分取画分は、LOOHの 4種類の異性体、13-
ヒドロペルオキシ-(9Z,11E)-オクタデカ-9,11-
ジエン酸、13-ヒドロペルオキシ-(9E,11E)-オク
タデカ-9,11-ジエン酸、9-ヒドロペルオキシ
-(10E,12Z)- オクタデカ-10,12-ジエン酸と 9-
ヒドロペルオキシ -(10E,12E)- オクタデカ
-10,12-ジエン酸を均等に含でいた。その純度
を、過酸化物価（PV）と共役ジエンの分子吸
光係数から計算すると、LOOHとして 98%以
上であった。 
ホスファチジルコリンヒドロペルオキシド
（PCOOH）は以下のようにして調製した。ホ
スファチジルコリン（PC）20 mgを 2 mLのク
ロロホルム：メタノール＝１：１混液に溶か
し、可視光ランプ下の 37℃で 5日間放置する
ことで酸化させた後、乾固して 1 mLのメタノ
ールに溶かした。これを、Capcell pak C18 MG
カラムの HPLCに供し、5％含水メタノールで
溶出して、234 nmに極大吸収をもつピークを
分取した。 PV 値と共役ジエンの吸光度を測
定して純度を計算すると、PCOOHとして95％
以上であった。 
肝ミトコンドリアは、神戸大学の動物実験
倫理委員会の許可（許可番号 22-05-27）を得
て、雄性ウィスターST ラットの 11 週令（日
本 SLC）から以下のようにして調製した。ラ
ット肝臓を 10 mmol/L トリス-塩酸と 0.25 
mol/Lスクロース（pH7.4）中でホモゲナイズ
し、100 × g 5分遠心の上清をさらに600 × g で
10 分間遠心し、その上清を 5,500 × g で 20 分
間遠心して得た沈殿物を上記のスクロース緩
衝液に懸濁し、その上清を 6,000 × g で 20分
間、2 回、遠心して得た沈殿物をミトコンド
リア画分とした。 
 DNA塩基の過酸化物による酸化： 
 dGを 0.25 mmol/L、あるいは仔牛胸腺 DNA
の 10 μgを 1 mLの 10 mmol/L トリス-塩酸緩
衝液（1 mmol/L の EDTAを含み、pH7.4）に
入れ、50 μmol/L の LOOH あるいは過酸化水
素を添加し、必要に応じて硫酸第二鉄を加え
て、37℃に 1 時間置いた。このインキュベー



ション後、仔牛胸腺 DNAは、1 mol/Lのヨウ
化ナトリウム 0.11 mLと氷冷 2-プロピオンア
ルコール 0.75 mLを添加することでDNAを沈
殿させ、それを20,600 × g で15分間遠心して、
上清を回収し、70％エタノールで洗浄した後、
8-OHdG分析まで、-80℃で保存した。 
 細胞膜モデルとしてリポソーム反転膜を以
下のようにして調製した。タウロコール酸ナ
トリウム塩 10 mgをエタノール 0.15 mLに溶
かして窒素ガスで乾固後、12.5 mmol/Lのリゾ
ホスファチジルコリン、25 mmol/L のモノオ
レイン、14.5 mmol/L の PC、あるいは 14.1 
mmol/LのPCと 0.4 mmol/LのPCOOHを含む、
0.10 mLのヘキサン溶液に溶かした。そして、
このヘキサン溶液に 0.25 mmol/Lの dGと様々
な濃度の硫酸第二鉄を含む水溶液 50 μLを添
加してボルテックスで 1 分間混合後、ヘキサ
ンで 1 mLにすることで、ミセルを形成させて
から、37℃に 1時間放置した。放置後、0.25 mL
のトリス-塩酸緩衝液で塩基を抽出して、
8-OHdGの HPLC分析に供した。 
 ラット肝ミトコンドリアは、1 mLの HEPES
緩衝液（HEPESの 10 mmol/Lと食塩 0.15 M、
pH7.4）に溶かした 0.4 mmol/Lの PCOOHある
いは過酸化水素と、37℃で 1 時間インキュベ
ートした。インキュベート後、ミトコンドリ
アは 50 mmol/Lのグルコース、10 mmol/Lの
EDTA、25 mmol/Lのトリス-塩酸（pH8.0）を
含む氷令の緩衝液0.2 mLに懸濁させることで
変性させた後、0.2 M の水酸化ナトリウムと
1％ドデシルナトリウム硫酸溶液 0.4 mL と混
合し、5分間放置後、3 mol/Lの酢酸カリウム
0.3 mLを加えて撹拌した。これを-80℃に 2分
間置いた後、10,000 x gで 10分間遠心し、そ
の上清 0.75 mL を 0.75 mL のイソプロパノー
ルと 5分間、-80℃で混合してミトコンドリア
DNAを沈殿させた。沈殿物を 20,600 x gで 15
分間遠心し、70％メタノールで洗浄後、
8-OHdG分析まで、-80℃で保存した。 

HepG2細胞も用いた。HepG2細胞は、10％
仔牛血清と 4 mmol/L のグルタミン酸、100 
unit/mLのペニシリンと 0.1 mg/mLのストレプ
トマイシンを含む DMEM培地で、5 x 105細胞
/mL 濃度で 100 mm ディッシュで培養した。
この培地に 0.200 mmol/LのLOOHあるいは過
酸化水素を 37℃で 2時間作用させた。作用後
の細胞は 0.25%トリプシンでディッシュから
回収し、2 Mの塩化カリウムと 0.5 Mの塩化
マグネシウムを含む0.5 MのHEPES-水酸化カ
リウム緩衝液（pH8.0）に懸濁させた。懸濁物
は氷令しつつ 10 分間ゆっくりと混濁した後、
1,300 x gで 5分間遠心し、沈殿物を 0.5 Mの
塩化マグネシウムと 10%トリトン X−100と 2 
Mのトリス塩酸緩衝液（pH7.9）を含む 0.25 M
スクロース 5 mLに懸濁した。懸濁液は 1,300 x 
gで 5分間遠心し沈殿物を得、それを 8-OHdG

分析に供した。 
 8-OHdGの定量： 
 仔牛胸腺DNA、ラットミトコンドリアDNA
および HepG2 細胞の DNA は、0.20 mL の 1 
mmol/L EDTA中 95℃で 5分間インキュベート
した後急冷し、2.5 unitsのヌクレアーゼ P1を
用いて 30 分間 37℃で加水分解し、加水分解
反応を 0.1 Mトリス-塩酸緩衝液(pH7.4)を加え
ることで止めた後、3 unitsのアルカリホスフ
ァターゼを用いて37℃で1時間処理し、17,000 
× gで 10分間遠心した。その上清を Vivaspin 
500を用いて 15,000 × gで 20分間遠心濾過し
た後、その 25 μLを HPLC分析に供した。 
 HPLC での 8-OHdG の分析は、Capcell pak 
C18 UG120（5 μm mesh and φ 4.6 × 250 mm, 
Shiseido）を用い、0.1 mmol/Lの EDTAを含む
20 mmol/Lリン酸緩衝液（pH4.5）で溶出した。
電気化学検出器の+600 mVで 8-OHdGを定量
し、同時に UV検出器で dGを定量して、dG105

個中の 8-OHdG の個数として表した。この定
量法での 8-OHdGの検出限界は 2.5 pmolであ
った。 
 有意差検定： 
 得られた結果は、平均値±標準偏差で示し、
Student-t試験で p<0.05を有意な差とした。 
 
４．研究成果 
本研究では、グアノシンの生体内酸因子は

LOOH や PCOOH のような脂質過酸化物で
あると仮説し、それを証明するために、
8-OHdG の生成量を過酸化水素による生成量
と比較した。塩基の dG、仔牛胸腺 DNA、あ
るいは dG を含むリポソーム反転膜に、過酸
化水素または LOOHを添加すると、遷移金属
を添加しない場合あるいは生体内に存在しう
る濃度である 0.5 μmol/Lの 2価鉄を添加し
た場合には、LOOHの方が有意に 8-OHdGを
生成した。高濃度 10 μmol/Lの 2価鉄を加え
た場合には生成量に差はなくなった。例えば、
仔牛胸腺 DNA に過酸化水素を作用させると
9.28±1.79/105dG の 8-OHdG が生成し、
LOOHを作用させると 27.16±1.88/105dGが
生成した。ここに、生体内に存在しうる濃度
の 0.5 μmol/Lの 2価鉄を添加すると、過酸
化水素による8-OHdG生成量は11.20±1.59、
LOOHによる生成量は 31.29±1.20となった。
そして、2価鉄濃度を 10 μmol/Lに上げると、
生成量は 56.64±6.71 と 62.10±7.01 であっ
た。以上のことは、生体内に近い条件では、2
価鉄が存在してもしなくても、LOOH が
8-OHdG を生成する。一方、2 価鉄は生体内
に存在しないほどの高濃度でなければ、過酸
化水素にフェントン反応の触媒として作用し
にくい。つまり、過酸化水素は生体内酸化因
子になりにくいことを明確に示していた。 
次に、PCOOHを入れたリポソーム膜で dG



を包んで１時間インキュベートすると、加え
た PCOOHが 0.2 mmol/Lの場合は 0.37±0.17、
0.4 mmol/Lの場合は 0.65±0.49と、PCOOHの
濃度依存的に 8-OHdG が生成した。そこで、
ラット肝細胞から調製したミトコンドリアに
0.4 mmol/Lの PCOOHあるいは過酸化水素を
添加して１時間インキュベートした。PCOOH
による生成量 23.8±20.1に対して、過酸化水素
は 7.75±3.86で、PCOOHによる 8-OHdG生成
量が有意に高かった。一方、ヒト肝がん継体
培養細胞 HepG2 に LOOH を添加すると
0.23±0.12の 8-OHdGが生成し、過酸化水素で
は 0.38±0.15で、有意な差はなかった。これは、
ヒト細胞では、過酸化脂質を分解するグルタ
チオンペルオキシダーゼ活性が高いためであ
ると考え、HepG2 細胞をグルタチオンペルオ
キシダーゼの阻害剤であるメルカプトコハク
酸 0.5 mmol/Lで前処理してから過酸化物を添
加した。すると、LOOHは0.61±0.04の8-OHdG
を、過酸化水素は 0.34±0.1 を生成し、LOOH
が有意に多くの 8-OHdGを生成した。 
以上の結果を整理すると、遊離塩基を用い
た系では LOOH は過酸化水素の約 8 倍量の
8-OHdG を生成量し、ミトコンドリアの系で
は過酸化水素は 8-OHdG を生成せず、細胞系
では LOOH は過酸化水素の約 2 倍量の
8-OHdGを生成した。したがって、DNAのグ
アノシン塩基の酸化因子は、過酸化水素では
なく、脂質ヒドロペルオキシドであることを、
明らかに示していた。そこで、8-OHdG の生
成機構を図１のように推測した。 

 
 
図１．脂質ヒドロペルオキシド（LOOH）に
よる DNA 塩基の一つの 2’-デオキシグアノ
シンの酸化機構 
 LOOHのホモリシスによって他の脂質が酸
化され、ペルオキシラジカルを生じる。その
内の 1分子がグアノシンを 8-OHdGに酸化す
る。 
 
そこで、8-OHdG生成を抑える抗酸化剤を、
酸化因子として LOOHを用いて検索した。ま
ず、ビタミン C、N-アセチルシステイン、ビ
タミン Eを添加した。これらはいずれも食事
から体内吸収されバイオアベイラビリティが
高い抗酸化物質である。ビタミン Cは効果が

なく、N-アセチルシステインは有意な抗酸化
効果を示し、ビタミン Eがもっとも顕著な効
果を示した（図 2）。そこで、ビタミン Cのパ 

図 2．抗酸化ビタミン類 10 μmol/L の
8-OHdG生成抑制効果 
 異なる英小文字は p<0.05 で有意な差があ
ることを示す。 
 
ルミチン酸エステルと、ビタミン Eの脂溶性
の側鎖を除いたトロロックスを用いた。つま
り、水溶性のビタミン Cを脂溶性のパルミチ
ン酸エステルに変えたものと、脂溶性のビタ
ミンEを水溶性に変えたものを用いた（図3）。
ビタンCパルミチン酸エステルは8-OHdG生
成を有意に抑えトロロックスは効果を示さな
かった。したがって、脂溶性の抗酸化剤が有
効であると考えられた。 
 

 
図 3．ビタミン類類縁体 10 μmol/L の
8-OHdG生成抑制効果 
 異なる英小文字は p<0.05 で有意な差があ
ることを示す。 
 
 そこで、脂溶性の食事成分、フラボノイド
（図 4）とカロテノイド（図 5）を用いた。フ
ラボノイドでは、フラボンのアピゲニンとル
テオリン、およびフラボノールのケルセチン
が有意な抗酸化効果を示し、とくに、ルテオ
リンとケルセチンの効果が顕著であった。ル
テオリンとケルセチンは、フラボノイド骨格



の B環にカテコール構造を持つ。カテコール
構造のフラボノイドは体内吸収された後の生
体内でも、顕著な抗酸化効果を示すと報告さ
れているが、本研究の結果もそれを支持して
いた。一方、試験したカロテノイドのうち、
アスタキサンチンだけが有意な抗酸化効果を
示した。 

 
図 4．フラボノイドの 8-OHdG生成抑制効果 
 異なる英小文字は p<0.05 で有意な差があ
ることを示す。 
 

 
図 5．カロテノイドの 8-OHdG生成抑制効果 
 異なる英小文字は p<0.05 で有意な差があ
ることを示す。 
 
以上の結果から、遺伝子変異を誘発する

DNA塩基の生体内酸化因子は、細胞膜に生じ
た脂質ヒドロペルオキシドであり、それを抑
えるのは、酸化因子が脂溶性であるがゆえに、
脂溶性の抗酸化剤であると結論した。例えば、
ビタミン Eであり、ビタミン Cを脂溶性の誘
導体としたビタミン C パルミチン酸である。
そして食事成分では、脂溶性のフラボノイド
も有効であった。しかし、摂取した後に体内
吸収されて生体内に存在するフラボノイドは、
そのほとんどが官能基をマスクされた抱合体
であり、有効な抗酸化効果を示す量は低い。
その低濃度でも有効な抗酸化効果を示すのは、
カテコール構造を有するルテオリンとケルセ
チンであった。ルテオリンはブッロコリーや
ピーマンに豊富である。ケルセチンはタマネ
ギと緑茶に多く含まれている。一方、カロテ
ノイドの中で唯一抗酸化効果を示したのは、

紅サケなどに含まれるアスタキサンチンであ
った。これらの結果は、DNAの酸化による変
異を抑えて、生活習慣病を予防するためには、
ビタミン C や E が豊富な植物性食品を摂る
ことであり、ケルセチンやルテオリンが多く
含まれる葉野菜類や緑茶を摂ることである、
と考えられた。 
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