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研究成果の概要（和文）：ホルムアルデヒド（FA）がリジン側鎖と反応してできる1,4-dihydropyridine型の付
加体がDNA塩基にさらに反応する結果が得られなかった。そこで、グリシドールが体内の代謝を受けて２官能基
を持つグリシドアルデヒド（GALD）が作られ、さらにICLを作る可能性があると仮説を立て実験を行った。その
結果、グリシドールはアルコール脱水素酵素（ADH）によりGALDに代謝され、さらにアルデヒドデヒドロゲナー
ゼ２（ALDH2）により部分的に解毒されることが明らかになった。さらに、Aldh2不全（Aldh2*2）マウスから抽
出したALDH2がGALDを解毒代謝しにくいことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We could not find any evidence that the 1,4-dihydropyridine-type adducts 
formed by the reaction of formaldehyde (FA) with lysine side chains further react with DNA bases. We
 then hypothesized that glycidol may be metabolized in the body to produce glycidaldehyde (GALD), 
which has two functional groups, and further form ICLs. We found that glycidol is metabolized to 
GALD by alcohol dehydrogenase (ADH), and is further partially detoxified by aldehyde dehydrogenase 2
 (ALDH2). Furthermore, we demonstrated that Aldh2 extracted from Aldh2-deficient (Aldh2 *2/*2 KI) 
mice has difficulty detoxifying and metabolizing glycidol.

研究分野：遺伝毒性

キーワード： グリシドール　グリシドアルデヒド　ALDH2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトは職業暴露に加え食用精製植物油や電子タバコのべーパーを介してグリシドールに暴露されている。グリシ
ドールはエポキシド構造をもつプロパノールであり、DNAあるいは蛋白と容易に反応し遺伝毒性あるいは細胞毒
性を引き起こす。本研究において、グリシドールが体内で活性化されることにより複雑なかつ非常に強い遺伝毒
性を引き起こすグリシドアルデヒド（GALD）になることを明らかにした。しかもアルコールを飲んで顔が赤くな
る日本人（約半数の日本人）がGALDの毒性を弱めることが苦手である可能性があることが明らかになった。今
後、GALDの毒性の感受性についてさらに研究する必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は脂質過酸化で作られるマロンジアルデヒド（MDA）２分子がホルムアルデヒド（FA）

とリジン側鎖のアミノ基と反応し、安定な 1,4-dihydropyridine（DHP）型のM2FAを形成す

ることを 2017年に報告した（PMID: 28883613）。この FA由来の非常に安定な付加体M2FA

は環状構造からなり、外環に 2 個のアルデヒド基を持つ。本研究の目的はその付加体がス

ーパーバルキーDNA 鎖間架橋（SBICL）を作ることを証明することであった。しかしなが

ら、M2FAが付加したリジンアナログ（6-ACA：aminocaproic acid）と DNA塩基を反応さ

せた後に HPLC分析した結果、M2FA-6ACAと塩基の複合体は検出されることはなかった。

恐らくM2FA分子の外環アルデヒドは短鎖アルデヒドに比較しDNAとの反応性が非常に低

い可能性がある。結論として、M2FA が SBICL を作る可能性は非常に低いあるいはないと

考えられた。そこで、生体内に存在する可能性がある FA以外のアルデヒドによる DNA鎖

間架橋（ICL）の形成メカニズムとその生物学的重要性について研究を行うことを考えた。

ターゲットのアルデヒドはグリシドアルデヒド（GALD）である。グリシドールが体内の代

謝を受けて２官能基を持つ GALDに変わり ICLを作る可能性があると仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 

グリシドールはエポキシド基を持つプロパノールで IARC によりグループ２A に分類され

ている発がん物質である（PMID: 11100412）。ヒトは職業曝露に加えて、最近では電子タバ

コのベーパーを介してグリシドールに暴露される場合がある。また、食用精製油および乳幼

児調整粉乳に含まれる食品汚染物質を介してグリシドールに暴露される。グリシドールは

反応性の高いエポキシド基を持つため DNA をアルキル化することにより種々の DNA 付加

体を形成し、遺伝毒性を示すと考えられている。われわれはグリシドールとアルコール脱水

素酵素（ADH）の反応により生成するであろう Glycidaldehyde（GALD）が２つの官能基を

持つことにより、架橋剤として DNA鎖間架橋（ICL）を形成すると考えた。また、GALDが

アルデヒドデヒドロゲナーゼ 2（ALDH2）により解毒される可能性があると考えた。 

 

３．研究の方法 

アクロレインを酸化する Payneの方法（J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, 18, 4901–4904）で

GALDを合成した。合成された GALDの純度は約 90％であった。GALDサンプルに O-

(tetrahydropyran-2-yl)hydroxylamine (OTX)を加え 37℃、30minインキュベーションした

後、LC-MSを用いてサンプル内の GALD-OTX結合物の存在を確認した。グリシドールが

NAD+依存性の ADHの基質になりうるかをこれまで報告された方法に従い測定した（J. 

Am. Chem. Soc. 1959, 81, 18, 4901–4904）。グリシドールが酵母由来 ADHあるいはヒト

肝臓サイトゾール中の ADHの基質になりうるかを HPLCを用いて GALDを定量すること

で評価した。DT40および HAP１細胞およびそれぞれの変異体細胞に被験物質を加え 2～3

日間暴露し、細胞毒性を評価した。ICLの検出には、直鎖化した plasmid（pRS313）を、

1,2:3,4-diepoxybutane (DEB)、グリシドール、あるいは GALDと反応させ、その後 DNA

抽出を行った。アルカリ性電気泳動には 0.8%変性アガロースゲルを用いた。電気泳動の

完了時に FluoroStain™ DNA蛍光染色色素を用いて染色した。GALDが NAD+依存性の

ALDH2の基質になりうるかを XTT法用いて評価した。実験には Human recombinant 



ALDH2あるいはマウス肝臓か

ら抽出したミトコンドリア画分

を用いた。 

 

４．研究成果 

ADH はグリシドールを基質と

して GALDを産生する。 

基質に用いたグリシドールおよ

び3,4-Epoxybutanolは酵母由来

の ADH と反応させることで

NAD＋の有意な上昇を示した

（Fig. 1A）。さらに酵母由来の

ADH とグリシドールの反応液

中に GALD が存在するかを

HPLC/LC-MS を用いてテスト

した。分析には波長 200nmに吸

光を持ちアルデヒド基と結合し

て安定な誘導体を形成する

OTXを用いた（Fig. 1B）。まず、

化学合成したGALDサンプルの

分析により保持時間 4.0min 付

近に OTXと GALDの誘導体の分子量に相当するm/z=194の 2つのピークを確認した（Fig. 

1C、左）。これら２つのピークは

GALD OTX oxime isomers (cis 

and trans)であると考えられる

（Fig. １Bおよび 1C、下）。これ

と同様の２つのピークが ADHと

グリシドールの反応サンプル中

でも確認できた（Fig. 1C、右）。

これらの結果から、グリシドール

は酵母由来の ADHにより代謝さ

れ GALD が生成されることが明

らかになった。 

 

グリシドールおよび GALD は

FANC 欠損細胞に細胞毒性を示

す。 

FANCD2 を欠損した培養細胞と

野生型細胞に GALD の親化合物

であるグリシドールを曝露した。

グリシドール 曝露により、WT

と比べ FANCD2 KO の細胞で増

 

Fig.1 グリシドールおよび 3,4-Epoxybutanolを基質にした ADH酵素

反応。(A) ADHの基質として 15 mM グリシドールおよび 15 mM 3,4-

Epoxybutanolを用いた結果を示す。(B) GALDと誘導化剤 OTXの反応

により生成する GALD OTX Oximeを示す。(C) 化学合成した GALDサ

ンプルに OTX を加え、LC/MS で分析した際のクロマトグラフを示す

（Left）。グリシドールと酵母由来の ADH の反応液に OTX を加え、

LC/MS で分析した際のクロマトグラフを示す（Right）。数字で示され

たピークにおける分子量から推定される化学構造を示した（Bottom）。 

 
Fig.2 野生型および FANCD2欠損の DT40細胞（A）および HAP1細

胞（B）のグリシドール暴露による細胞増殖抑制を示す。 

 

Fig.3野生型および FANCD2欠損の DT40細胞（A）および HAP1細

胞（B）のGALD暴露による細胞増殖抑制を示す。 



殖抑制が認められることが明らかになった（Fig. 2）。この結果は、培養細胞が産生する ADH

によりグリシドールから GALD 産生され、それが DNA に ICL を形成した可能性が考えら

れた。さらに、FANCD2 KO 細胞の GALDに対する高感受性が認められた（Fig. 3）。これ

らの結果から、培養細胞内

においても GALD は DNA

に対して ICLを形成する可

能性が強く示唆された。 

GALD が DNA 鎖間架橋

(ICL)をつくる 

GALDを直鎖化したプラス

ミド DNA と反応させたの

ちにアルカリアガロースゲ

ル電気泳動法を用いて ICL

の検出を試みた。DNA に

ICL が形成された場合、

DNA の移動度に差ができ

ることを利用して ICLを検

出した。ICL を形成しない

陰性対照（Solvent）サンプ

ル（Fig. 4A., Lane 1）とグ

リシドールサンプル（Fig. 4A., Lane 2）では 1本鎖の状態のバンド（b）が 1本のみ確認で

きた。分子中に 2個のエポキシド基を持ち ICL

を 形 成 す る こ と で 知 ら れ る 1,2,3,4-

diepoxybutane (DEB、陽性対照）（ PMID: 

14966999）サンプルではバンド（b）に加え、

ICLを形成し 2本鎖の状態で泳動されたバンド

（a）の２本のバンドが確認できた（Fig. 4A., 

Lane 3；Fig 4B）。GALDサンプルでも DEB同

様にaおよびbのバンドが確認できた（Fig. 4A., 

Lane 4；Fig 4B）。これらの結果から、GALDが

ICLをつくることが明らかになった。ADHとグ

リシドール の反応サンプル分析により GALD

の生成が認められたこと、FANC-Deficient細胞

でグリシドールおよび GALD の毒性が強く認

められた結果を合わせて考慮すると、グリシド

ール が ADH により代謝されることにより生

成するGALDが細胞内のDNAに ICLを形成す

る可能性が高いと考えられる。 

 

不活性型 Aldh2*2の KIマウスの肝臓はGALDを代謝する活性が著しく低い。 

Fig. 4アルカリ電気泳動を用いた ICL検出結果 

A は直鎖化した pRS313 プラスミド DNA に被験物質を反応させた後アルカ

リアガロースゲル電気泳動を行った後の代表的な泳動結果を示す。左から、

DNAと精製水(1)；50mM グリシドール(2)；50mM DEB(3)；50mM GALD(4)

を反応させたサンプルの泳動結果である。a で示したバンドが ICL 形成され

た 2本鎖 DNAを示し、bで示したバンドが ICLを形成していない 1本鎖 DNA

を示す。Bは泳動後のゲル画像のバンド aの強度を Image J software ver1.53

ソフトウェアを用いて定量した結果を示す。各データは平均値と S.D.（n = 3）

を示している。＊:p<0.05, Student’s t-test。 

 

Fig. 5. ALDH2 は GALD の代謝酵素として働く。

ALDH2酵素反応時に NAD+から生成する NADHの

量を XTT を用いて評価した。 (A) Human 

Recombinant ALDH2 の 基 質 と し て 300μM 

Acetaldehyde (AA), 300μM Propionaldehyde(PA), 

300μM GALD(GALD)を用い、37℃、60min反応後に

NADHを測定した（Clear column）。また、ALDH2

阻害剤である Daidzinを加えた際の基質代謝結果も

示している（Black column）。 



アルデヒドの代謝に重要な働きをする酵素であるヒト ALDH2 の遺伝子には遺伝子多型が

存在し、東アジアの約 40％の人、全世界では約６％の人が一塩基置換の Rs671 変異

（ALDH2*2）を保有する。ALDH2*2が発現する ALDH2酵素はドミナント ネガティブで作

用するため ALDH2*2 保有者の ALDH2 活性がアセトアルデヒド（AA）に加え、ホルムア

ルデヒド、プロピオンアルデヒド（PA）などに対し非常に低いことが知られている（PMID 

11744614）。そこで、GALDが精製された活性型のヒト Recombinant human ALDH2によっ

て代謝されるかを評価した。ALDH2 は反応時に NAD+を使用し NADH を放出する。その

NADHを測定することで基質代謝を評価した。まず、これまでに ALDH2の基質として知ら

れている AAおよび PAを陽性対照物資として使用した。 AA、PAを加えたサンプルは基質

を加えていない陰性対象サンプルと比較して Abs450の有意な上昇が確認できた（Fig. 5）。

そこで、GALDを基質として加えたところ陰性対象サンプルと比較して Abs450の有意な上

昇が認められた。また、３種の全ての基質で ALDH2阻害剤の Daidzinを加えた場合、Abs450

の有意な低下が認められた（Fig. 5）。 

精製されたヒト ALDH２を用いた実験により GALD が基質として代謝されることが明らか

になったことから、次に ALDH2*2由来の ALDH2酵素が GALDをどの程度代謝するかにつ

いて検討を行った。本研究では、ヒトの ALDH2*2型の Rs671 変異を C57BL6/Nマウスに

一塩基置換によって引き起こした Aldh2-E506Kノックインマウス（ヒト ALDH2*2に相当、

以後 Aldh2*2マウスと呼ぶ）を用いた（Manuscript under preparation）。マウスの肝臓から

取り出した粗製ミトコンドリア抽出物を使用し、上記同様、XTT 試薬を用いたアッセイ方

法で肝臓内の Aldh2 により GALD が代謝されるかどうかについて調べた。WT マウスの肝

臓から取り出した抽出物を用いて Aldh2活

性を評価したところ、PAに加えてGALDで

Abs450 が基質なしの陰性対照サンプルと

比べ、有意に上昇した（Fig. 6）。さらに全

ての基質で、WTと比較して ALDH2*2マウ

ス肝臓からの抽出物を用いた場合で

Abs450 の顕著な減少が認められた。これ

らの結果から、GALDは Aldh2*2マウス肝

臓ミトコンドリア画分内の Aldh2により代

謝されるものの、代謝能はWT型の酵素よ

り著しく低いことが明らかになった。すな

わち、グリシドールの暴露量にもよるが、

体内で毒性発現レベルのGALDが代謝活性

化により産生された場合、グリシドール対

して ALDH2*2を保有する人々が高感受性を示す可能性があることが示唆された。 

本研究においてグリシドールが体内の ADH の代謝を受けて２官能基を持つ GALD に変わ

り細胞内で ICL を作る可能性があると考えられた。さらに、肝臓ミトコンドリア内で発現

する ALDH2 が GALD を解毒代謝することを明らかにした。加えて、ヒト代謝機能不全型

ALDH2*2遺伝子ノックインマウスの肝臓ミトコンドリアの不活性型 ALDH2*2が GALDを

解毒代謝しにくいことを明らかにすることができた。 

 
Fig. 6. ALDH2 不活性型マウスの肝臓を用いた ALDH2

酵素活性測定結果 XTT 試薬を用いてマウス肝臓ミトコ

ンドリア画分内に含まれる ALDH2 酵素反応時に生成す

る NADH の量から酵素活性を評価した。また、今回、

WT(Aldh2*1/ *1)、Aldh2*2/*2のヒト遺伝子ノックインマ

ウス肝臓を用いて実験を行った。 
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