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研究成果の概要：感染・慢性炎症は極めて重要な発がん因子である。炎症条件下では活性種が

生成され、DNAを損傷して発がんに関与する。種々の病因による炎症関連発がんにおいて、発

がん好発部位で発がんに先駆けて DNA 損傷塩基 8-ニトログアニンが生成すること、さらに発

がんリスクとなる病因治療により 8-ニトログアニンが減少することを明らかにし、発がんリス

ク評価の新規バイオマーカーに 8-ニトログアニンが有効であることを示した。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 
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2008 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

年度    

  年度    
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１．研究開始当初の背景 
 

最近の国際がん研究機関(IARC)の報告
では、感染症は全世界の発がん要因の約 18%
を占めると推計されている。わが国では依然
として悪性新生物が死因の第一位を占め、な
お増加傾向にあり、胃癌をもたらすヘリコバ
クター・ピロリ菌、肝癌をもたらす B型およ
び C型肝炎ウイルス、子宮頚癌をもたらすパ
ピローマウイルスなど、感染症による発がん
への寄与が他の先進国に比べ比較的大きい。
さらに、感染と直接関係しない慢性炎症性疾
患も発がんに関与する。例えば炎症性腸疾患
では罹患者の発がんリスクが高い。アスベス
トなどの物理化学的因子による発がんにも

炎症が関与している。総じて炎症が発がんリ
スクに寄与する割合は約 25%と推算されてい
る。このように、感染・慢性炎症に起因する
発がんは、広汎な要因により惹起されること
から、発がんリスクの早期評価法およびその
予防法の確立が急務である。また最近 IARC
は抗炎症剤アスピリンが炎症に関連する大
腸がんの予防に有効であることを示してい
る。したがって、感染・炎症関連発がんは予
防可能な疾病である。 

炎症条件下では炎症細胞や上皮細胞な
どから活性酸素種および活性窒素種が生成
され、遺伝子の損傷が生じる。炎症部位では、
酸化的DNA損傷の指標として有名な8-オキソ
デオキシグアノシン (8-oxodG)が生成する
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ほか、8-ニトログアニンが生成する。8-ニト
ログアニンは炎症条件下で特異的に産生さ
れる活性窒素種により生じる変異誘発性の
DNA 損傷塩基であり、炎症関連発がんリスク
を直接反映すると考えられる。我々は共同研
究により、DNAポリメラーゼζがニトロ化 DNA
損傷の修復に関与することを示す結果を得
ていた(Cancer Res. 2006)。損傷乗り越え型
DNA ポリメラーゼζによる修復は高頻度に誤
った塩基を対合させ、変異を誘発しやすい経
路である。したがって、8-ニトログアニンが
変異誘発性の DNA損傷塩基として発がん過程
に関与するというエビデンスは急速に蓄積
しつつあった。 

一方、臨床研究では、我々はこれまでに、
胃癌をもたらすヘリコバクター・ピロリ感染
患者において、胃腺上皮細胞で 8-ニトログア
ニンが顕著に生成されることを明らかにし
た(BBRC 2004)。この研究は、8-ニトログア
ニンがヒトにおいて炎症関連発がんに関連
して生成されることを世界で初めて明らか
にしたという点で非常に意義深い。さらに、
C型肝炎患者の肝生検標本では肝細胞で 8-ニ
トログアニンが生成され、インターフェロン
治療有効例では 8-ニトログアニンの生成が
ほぼ完全に抑制されることを明らかにした
(J. Hepatol. 2005)。また炎症関連発がんモ
デルとして、胆管癌を起こすタイ肝吸虫に感
染させたハムスターにおいて、8-ニトログア
ニンが肝内胆管上皮で顕著に生成されるこ
とを明らかにした(BBRC 2003, Nitric Oxide 
2004, Carcinogenesis 2004)。炎症性腸疾患
モデルマウスの腸上皮細胞においても 8-ニ
トログアニンの生成を認めた(Cancer Sci. 
2005)。これらの研究成果は、感染症および
炎症性疾患はその病因に関わらず、8-ニトロ
グアニンが発がん好発部位に蓄積してがん
の促進に関与する可能性を示した点で極め
て興味深い。さらに我々は、8-ニトログアニ
ン生成が肝内胆管癌の浸潤および患者の予
後に関与する可能性を示した (World J. 
Gastroenterol. 2005)。 

したがって、8-ニトログアニンは感染・
炎症関連がんの発生および進展のリスクを
評価する有用な新規バイオマーカーとなる
可能性が期待され、解析法の確立が切望され
る状況であった。 
 
２．研究の目的 
 

本課題では、基礎研究と疫学の有機的連
携を基盤とする環境疫学の観点から研究を
行い、8-ニトログアニンを炎症関連発がんの
リスクを評価する新規バイオマーカーとし
て解析するシステムを開発して、がん予防法
の確立を目指す。研究材料としては、炎症関
連発がん動物モデルや、感染・炎症性疾患お

よびがん患者などから得た組織標本および
血液、尿などの検体を用いる。組織標本にお
ける DNA 損傷については、8-ニトログアニン
および 8-oxodGについて二重免疫組織染色に
よる定性的・半定量的解析を行う。血液につ
いては、白血球を単離して DNA および RNA を
抽出し、HPLC-電気化学検出器(ECD)に最近開
発されたプレ電解ユニット(8-ニトログアニ
ンをECDで測定可能な8-アミノグアニンに還
元する)を装備したシステムを用いて、極め
て高い感度と特異性を有する定量的解析を
行う。測定感度は生体内で存在しうる極めて
微量な 8-ニトログアニンを測定できるフェ
ムトモル(10-15mol)レベルを目標とする。さら
に尿中の 8-ニトログアニンの簡便な高感度
定量法を開発する。併せて 8-oxodG の定量を
行い、相関を評価する。以上の方法を統合化
して、炎症関連発がんリスクを評価するため
の高感度かつ特異性の高い総合的解析シス
テムを構築し、炎症関連発がんの予防法の確
立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）炎症関連発がんモデル動物の作製 
① BALB/cマウスの脾臓よりT細胞を取り出
し、抗 CD45RB 抗体で標識し、Th1 および Th2
細胞を選別して SCID マウスの腹腔内に投与
し、炎症性腸疾患のモデル動物を作した。 
② ヘリコバクター・ピロリ菌をスナネズミ
に感染させ、胃癌モデル動物を作成した。 
③ B 型肝炎ウイルスの遺伝子を導入したト
ランスジェニックマウスを作成して慢性炎
症を誘導し、慢性肝炎・肝がんモデル動物を
作製した。 
 
（２）炎症関連疾患患者からの生体試料採取    
同意の得られた炎症関連疾患患者より生検
組織および手術標本を採取し、パラフィン切
片を作製した。血液および尿を採取した。 
① B 型・C 型肝炎に罹患している患者およ
びインターフェロン治療を受けた患者 
② ヘリコバクター・ピロリ菌感染による慢
性胃炎を有する患者および除菌治療を受け
た患者 
③ 潰瘍性大腸炎、クローン病患者および 5-
アミノサリチル酸による治療を受けた患者 
④ ヒトパピローマウイルス感染による子
宮頚癌および子宮頸部異形成を有する患者 
⑤ EB ウイルス感染による上咽頭癌の患者 
⑥ 食道癌および Barrett 食道の患者 
⑦ HTLV-1感染による成人T細胞白血病患者 
 
（３）抗 8-ニトログアニン抗体の作製 
8-ニトログアノシンのリボースを開裂して
生成したアルデヒドとウサギ血清アルブミ
ンとの複合体を作成して、ウサギに皮下注射



 

 

した。血液を採取し、アフィニティーカラム
を用いて高感度かつ特異的な抗 8-ニトログ
アニン抗体を精製した。 
 
（４）8-ニトログアニンの局在の検討 
（１）の炎症関連発がんモデル動物および
（２）の炎症関連疾患患者より得た組織標本
と、（３）の抗体を用いて、二重蛍光免疫組
織染色を行った。8-ニトログアニンおよび酸
化的 DNA 損傷の指標である 8-oxodG の生成部
位を共焦点レーザー顕微鏡で解析し、炎症像
との関係を検討した。8-ニトログアニンの相
対的生成量を免疫組織染色の所見から定量
化し、各疾患の病期および予後(生存期間)と
の関連について解析した。腫瘍性疾患に関し
ては、癌部と非癌部における所見を比較した。 
 
（５）生体試料中の 8-ニトログアニンの定量    
① 実験動物および患者より得た組織から
DNA を抽出した。DNA 中に生成された 8-ニト
ログアニン量を、最近開発されたプレ電解ユ
ニットで還元し、電気化学検出器(ECD)付き
HPLC(HPLC-ECD)にて測定した。また 8-oxodG
生成量についても HPLC-ECD にて定量した。 
② 実験動物および患者から得た血液より
白血球を分離し、白血球から DNA を抽出し、
HPLC-ECD にて 8-ニトログアニン量を測定し
た。さらに組織から抽出した DNA と比較した。
実験動物および患者より得た尿についても、
同様に解析した。 
 
（６）実験動物における 8-ニトログアニン生
成抑制効果の解析 
① （１）の炎症関連発がんモデル動物に抗
酸化剤や誘導型 NO 合成酵素(iNOS)阻害剤な
どの抗炎症物質を投与した。 
②①の動物より組織を得て、8-ニトログアニ
ン生成抑制について免疫組織化学的に解析
した。 
③①の動物より得た血液から白血球を分離
し、DNA を抽出した。HPLC-ECD にて 8-ニトロ
グアニンおよび 8-oxodG 生成量を測定し、抗
炎症剤による生成抑制効果を解析した。  
④①の動物より得た尿について同様に、抗炎
症剤による 8-ニトログアニンおよび 8-oxodG
の生成抑制効果を HPLC-ECD にて定量的に解
析した。 
 
（７）炎症関連疾患患者における 8-ニトログ
アニン生成抑制効果の解析    
① （２）で患者より得た組織を用いて、治
療による 8-ニトログアニン生成の抑制効果
について免疫組織化学的に解析した。 
② （２）で患者から得た血液より白血球を
分離し、DNA を抽出した。炎症性疾患の治療
による8-ニトログアニンおよび8-oxodGの生
成抑制効果を HPLC-ECD にて解析した。また

尿についても同様に解析した。 
 
（８）炎症関連分子の発現抑制効果の解析 
8-ニトログアニン生成に関連するタンパク
質(NO 合成酵素およびその発現に関わる転写
因子 NF-κBなど)の組織中での発現について、
免疫組織染色およびウェスタンブロッティ
ング法で解析した。これらの遺伝子の発現を
リアルタイム PCR 法および FISH 法でも解析
した？？とくに抗炎症剤などの投与により
発現が抑制される分子について解析した。 
 
（９）8-ニトログアニンの新規バイオマーカ
ーとしての炎症関連発がんリスク評価法お
よびがん予防法の確立    
上記の研究により得た結果を総合し、8-ニト
ログアニンを極めて高感度かつ特異的に解
析出来るシステムを検討した。8-ニトログア
ニンを新規バイオマーカーとして、炎症関連
発がんのリスクおよび炎症性疾患の治療効
果の評価に活用できるかを評価した。 
    
４．研究成果 
 

我々はニトロ化ストレスによるDNA損傷
の乗り越え修復が突然変異に関わる可能性
を示した(Cancer Res. 2006)。また我々は免
疫組織学的手法を用いて、種々の臨床検体や
動物モデルにおいて 8-ニトログアニンが発
がんと関連して生成されることを世界に先
駆けて明らかにした (Biol Chem 2006, 
Antioxid Redox Signal 2006)。胆管癌を起
こすタイ肝吸虫に感染したモデル動物では、
肝内胆管上皮で 8-ニトログアニンが生成さ
れ、抗寄生虫薬によりほぼ完全に抑制された
(Int J Cancer 2006)。口腔前癌状態である
白板症患者の生検標本では上皮細胞に 8-ニ
トログアニン生成を認め、口腔発がんにニト
ロ化ストレスが関与する可能性を初めて示
した(Nitric Oxide 2006)。C 型肝炎ウイルス
感染患者では肝細胞がんで 8-oxodGが有意に
上昇した(Br J Cancer, 2008)。以上の結果
から、8-ニトログアニンが病因に関わらず発
がん好発部位に蓄積することを解明した点
は極めて興味深い。 

さらに、軟部肉腫患者の腫瘍組織では明
瞭な 8-ニトログアニン生成を認め、その生成
が強い群では生存期間が有意に短縮するこ
とを明らかにした(Cancer Sci. 2007, Oncol. 
Rep. 2007)。中国との共同研究では、EB ウイ
ルス感染患者では 8-ニトログアニン生成が
咽頭炎から上咽頭癌に至る過程で有意に強
くなった(Int. J. Cancer 2008)。以上の結
果から、8-ニトログアニンは病変部位に特異
的に生成され、その強さは前癌状態からがん
の発生・進展に至る過程を反映するという極
めて意義深い知見を得た。したがって、8-ニ



 

 

トログアニンは感染・炎症関連がんの発生・
進展のリスクおよび患者の予後を評価でき
る有用な新規バイオマーカーとして応用出
来る可能性が期待できる。 

タイとの国際共同研究では、胆管癌を起
こすタイ肝吸虫の感染者や癌患者で尿中の
8-oxodG 量が有意に増加すること、抗寄生虫
薬投与により 8-oxodGが減少することを明ら
かにした。 

非ステロイド性抗炎症薬であるアスピ
リンは、シクロオキシゲナーゼ阻害により大
腸癌リスクを下げると考えられ、がん化学予
防薬として期待されている。しかし最近のコ
ホート研究では膵臓がんのリスクを上昇さ
せる可能性が示唆されていることから、発が
ん性の評価を目的として、アスピリン代謝物
の DNA 損傷性を検討した。その結果、代謝物
の 2,3-dihydroxybenzoic acid が、DNA 断片
化および遺伝子突然変異を起こすことが明
らかとなり、培養細胞中では 8-oxodG 生成量
の増加が認められた。アスピリン代謝物が発
がんリスク上昇に寄与する可能性が示され、
さらに 8-oxodGがリスク評価に有効であるこ
とが示された。アスピリン服用者の尿・血液
を用いた詳細な検討が必要である。 

アスベストによる中皮腫は、炎症の関与
が考えられる。アスベストを気管内投与した
マウスでは、アスベストにより肺組織で慢性
炎症が惹起され、活性酸素・窒素種が産生さ
れて、8-oxodG や 8-ニトログアニンが生成す
ることが明らかとなった。感染以外の物理化
学的要因による炎症においても、8-oxodG や
8-ニトログアニンが発がんリスク評価の新
規バイオマーカーとして応用できる可能性
が示された。バイオマーカーとしての
8-oxodG の定量解析法は、ほぼ確立すること
ができた。 

HPLC を用いた 8-ニトログアニンの定量
法は、感度や再現性に問題があり、まだ成功
していない。8-ニトログアニンの生成量の傾
向を、組織サンプルを用いて免疫染色により
半定量的に解析することは可能となったが、
バイオマーカーとして確立するためには定
量的な解析法が必要であり、現在は他の測定
機器を用いて解析法を検討中である。 
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