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研究成果の概要（和文）：遺伝子の本体であるDNAは様々な環境要因によって攻撃を受けて

傷ついてしまう。我々は、化学物質がDNAに結合して生じるDNA付加体を網羅的に検出する
DNAアダクトーム法を開発し、ヒトの臓器中の主要なDNA付加体が、脂質の過酸化により生
成することを突き止めた。その他、飲酒、アクリルアミド、ナノ粒子、大気汚染物質などが引

き起こすDNA付加体の定量法を開発し、その影響の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DNA，　a　principal　genetic　material，　is　damaged　by　amcking位om　various

environmental　factors．　We　developed　a　method　named“DNA　adductome”to　detect　DNA　adducts

co皿prehensively；and　fbund　that　m句or　DNA　adducts　ill　human　organ　are　fbmled　fヒom　lipid－oxidation．

Additionally；we　developed　the　method　to　quantifンDNA　adducts　caused　by　alcohol　drinking，

acrylamide，　nano－particles，　ahl－pollutants，　to　clarifンtheir　health　risk．
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1．研究開始当初の背景

　DNA付加体は、発がんや老化の原因である

と考えられている。DNA付加体は、外来の紫

外線、放射線、発癌物質などによって引き起

こされるだけでなく、体内で生じる活性酸素、

活性窒素、過酸化脂質などによっても引き起

こされる。生体内の微量なDNA付加体を定量

することは今まで困難であったが、研究代表

者は以前から高速液体クロマトグラフータン

デム質量分析器（LCIMSIMS）を用いた測定

法に着目して研究を進め、様々なDNA損傷を

高感度（一億塩基あたり一個のレベル）で正

確に定量できることを示してきた。このこと

は、ある種のDNA付加体の生体内での存在を

証明したり、DNA付加体と発癌物質曝露の関

係、DNA修復酵素や薬物代謝酵素の遺伝子多



型とDNA付加体の関係などを解析する研究に

道を開いたことになり、化学発癌研究の一つ

のブレークスルーである。研究代表者は、LC

／MSIMSを用いて、既知DNA付加体の定量解析

をするだけではなく、生体内のDNA付加体を

網羅的に解析する手法を開発し、「DNAアダク

トーム解析」と命名した。ヒト臓器DNAのD

NAアダクトーム解析から生体内には未知の

重要なDNA付加体がまだまだ多数存在するこ

とがわかってきた。

2．研究の目的

　本研究では、DNAアダクトーム解析によっ

て生体内で普遍的に検出されるDNA付加体に

ついて、その化学構造と生物影響を明らかに

することを主目的とした。

3．研究の方法

　DNA付加体の解析は、　DNAを酵素的に分解

し、生じたデオキシヌクレオシドをLCIMS／M

Sで検出・定量した。多くのDNA付加体はLC／

MSIMSで分析する際、塩基とデオキシリボー

ス間のグリコシド結合が開裂する特徴的な開

裂パターンを示すので、LCIMSIMS分析の際、

プリ夏蔦サーイオンとプロダクトイオンのm／

zの差を116（デオキシリボースの喪失分）に

設定すると感度よく測定できる。この性質を

利用して、プリカーサーイオンとプロダクト

イオンのm／z差を116に保ちながら、しらみつ

ぶしに測定していく方法がDNAアダクトーム

法である。この手法を中心として、様々な生

体試料についてDNA付加体の解析を行った。

多くは、他研究機関との共同研究で行ったが、

ヒトのサンプルを扱う場合は、各研究機関で

倫理委員会の承認を得、さらに、提供者の同

意を得ている。

4．研究成果

　本研究ではDNAアダクトーム法等を用いて

様々な分子疫学研究や化学物質の曝露実験を

展開した。

　まず、飲酒は明らかに発がんの危険因子で

あるが、我々はマウスに飲酒させると各臓器

にDNA付加体が生じること、さらにアセトア

ルデヒド脱水素酵素（Aldh2）をノックアウト

したマウスでは、その付加体量が明らかに増

えることを確認した。このことは、お酒を飲

むと顔が赤くなる人（ALDH2欠損者）は飲酒

により、多くのDNA付加体を形成する可能性

を示唆している。また、アルコール依存症患

者の血液中のDNA付加体を調べた結果、　ALD

H2欠損者は正常なALDH2を持っている人た

ちに比べて有意にDNA付加体が増えていた。

これら一連の研究はアルコールによる発がん

メカニズムの一端を明らかにしたばかりでな

く、体質とDNA損傷性の関係を定量的に示す、

分子疫学研究の成功例となった（論文4，！0，

16，22）。

　また、ポテトチップなどの食品中に広く含

まれるアクリルアミドの遺伝毒性を評価する

ため、アクリルアミドを投与した動物臓器の

DNA付加体を測定し、年齢や臓器による違い

を明らかにしたり（論文2）、フラーレン等の

ナノ粒子によって生じるDNA損傷性の評価を

行ったり（論文1，8）、さらに、大気汚染中の

変異原物質3一ニトロベンツアンスロンによ

るDNA付加体の構造と、その突然変異誘発性

について明らかにした（論文9，12－15，17，19－

21）。また、DNAアダクトーム法を新しい遺伝

毒性評価法として適用するための応用研究も、

製薬会社との共同研究で進めてきた（論文3）。

　　一方、本研究の主目的である、ヒト臓器

DNA中に普遍的に存在するDNA付加体の構

造を明らかにするため、献体の喜多サンプル
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　　図1ヒト肺のDNAアダクトームマップ
このバブル図の各バブルがDNA付加体を表してい

る。同定された付加体は矢印を付した。

について解析を行った。まず、いくつかの臓

器のDNAでDNAアダクトーム解析を行った

結果、ある人の肺のD：NAで極めて多くのDNA

付加体が検出された（図1）。検出された主な

DNA付加体のm／z値と保持時間の情報から同

定作業を進めた結果、これらは、脂質が酸化

されて生じる4－oxo－2一（E）一nonena1（4－ONE）お

よび4－oxo－2一（E）一hexenal（4－O且E）が引き起こ

すDNA付加体と同一のものであることが明ら

かになった（図2）。
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　図2　脂質の酸化により生じるDNA付加体

リノレン酸等のω一3不飽和脂肪酸が酸化する

と4－OHEが生じ、　DNAを攻撃してBεdC等のDNA

付加体を引き起こす。また、リノール酸等の

ω一6不飽和脂肪酸は酸化により4－ONEを生じ、

HεdC等のDNA付加体を引き起こす。

こうして同定されたDNA付加体について、　LC

／MSIMSによる定量系を作り、ヒト68臓器につ

いて定量を行った結果、4－ONEによるDNA付

加体は平均して107塩基あたり1個存在してい

た。これは他の付加体と比較して極めて高い

レベルであった。以上のことより、生体内の

脂質の酸化が、ヒト臓器におけるDNA損傷形

成に重要な寄与をしていることが明らかとな

った（論文6，7）。
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