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研究成果の概要（和文）：食道がん・噴門部胃がん多発地域（磁県；n=7）及び低発地域（石家荘; n=8）の食道がんの
手術検体（非癌部）から抽出したDNAを用いて、アダクトーム解析を行なった結果、高発地域に特徴的である付加体の
うちの一つがTHP-dGであることが推測された。この付加体はN-ニトロソピペリジン(NPIP)由来の付加体であり、ラット
に食道癌及び肝臓がんを誘発することが報告されている。NPIPの食道癌発症との関係を調べるため、THP-dGの分析を行
なった結果、両地域住民からTHP-dG付加体が検出されたが、その陽性頻度及び曝露レベルともに高発地域住民で高い傾
向があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Ci Xian, one of the high-risk areas in China, demonstrates a much higher 
incidence when compared with other urban areas in China. To address the etiology of esophageal cancer in 
Ci Xian, we carried out a comprehensive DNA adduct analysis (DNA adductome) using surgical specimens 
collected from esophageal cancer patients living in high- and low-risk areas. The results of principal 
component analysis showed that THP-dG, which was derived from N-nitrosopiperidine (NPIP), emerged as a 
major DNA adduct. In order to confirm the relationship between NPIP and esophageal cancer development, 
the THP-dG levels using biological samples collected from subjects residing in both high- and low-risk 
areas were analyzed. Levels and detection rates of THP-dG seemed higher in the high-risk area compared to 
those of the low-risk area.

研究分野： 化学発がん

キーワード： アダクトーム
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１．研究開始当初の背景 
中国河北省南部の磁県は食道がんの多発地
域として知られている。この地域では、この
３０年で食道がんの罹患率は減少傾向を示
しているとは言え、他の地域や日本と比較す
ると未だに高い。また、この地域では噴門部
胃がんの罹患数も多いことが特徴的であり、
噴門部胃がんの罹患数に関してはこの２０
年で５倍程度増加している。これまでの調査
結果から、硝酸塩の摂取、低栄養、家族歴等
が食道がんの発生に関係しそうなことが報
告されている。しかしながら、これらの地域
における食道がん、噴門部胃がんの要因は未
だに不明である。 
一方、最近、DNA 付加体を網羅的に解析し
カタログ化する方法（アダクトーム法）が確
立された。この方法は、genome DNA を酵素
消化した後に LC で分離し、Q-TofMS で解析
することにより DNA 付加体の全体像を把握
することを可能とした方法である。更に、本
解析に用いる Q-TofMS では、個々の付加体
の精密質量及び解離パターン等も併せて解
析可能であることから、既知付加体の解析だ
けでなく、未知付加体の化学構造の同定も可
能となる。 
アダクトーム法で食道がん多発地域住民に
特異的な DNA 付加体の同定が出来れば、こ
れら地域の発がん要因の本体が解明される
と思われる。 
 
２．研究の目的 
中国の食道がん多発及び低発地域住民の
DNA 付加体を網羅的に解析することにより
各地域の曝露の実態を明らかにし、食道がん
多発地域に特異的な DNA 付加体を見出し、
その付加体の起源から、がんの発症要因を探
索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
食道がん・噴門部胃がん多発地域（磁県；n=7）
及び低発地域（石家荘;	n=8）において、食
道がん及び噴門部胃がんの手術検体から
genome	DNA を抽出し、酵素を用いてモノヌク
レオシドに分解する。得られた試料を高速液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 後 に
ESI/Q-TOF-MS で分析する。データの解析はソ
フトウェアを用い、多発地域で生成量が多い
あるいは特異的に観察される DNA 付加体のス
クリーニングを行なった。候補となる DNA 付
加体の精密質量から推定された分子式デー
タ、DNA 付加体の MS/MS 解析によるフラグメ
ントパターン及び構築したデーターベース、
または既存のメタボローム解析用のデータ
ーベース等の情報を組み合わせて、DNA 付加
体の化学構造式を推定する。付加体の構造が
推定出来た場合には、その DNA 付加体を別途
合成し、各種データ（LC の保持時間、精密質
量数、フラグメントパターン等）が一致する
かどうかを確認する。さらに、付加体の起源
が推測できた場合、実際にヒト発がんに関与

するかどうかを実験動物などを用いて検証
する。	
	
４．研究成果	
食道がん・噴門部胃がん多発地域（磁県；n=7）
及び低発地域（石家荘;	n=8）の食道がんの
手術検体（非癌部）から抽出した DNA を用い
て、アダクトーム解析を行なった結果を図１
に示す。両地域において多量な DNA 付加体が
検出されていることがわかった。この多量に
観察されている DNA 付加体の中から、それぞ
れの地域に特徴的な付加体を探索するため
に、PCA 分析をおこなった（図２）。最終的に、
高発地域に特徴的な付加体として 4 種(A10,	
A11,	A15,	A45)、低発地域に特等的な付加体
として 2 種(A130,	A410)	がスクリーニング
された。次に、スクリーニングされた DNA 付
加体の m/z 値を昨年度構築した付加体データ
ベースと比較し、同定を試みたところ、高発
地域に特徴的である付加体 A10[m/z;	M+1:	
352.18] が 既 知 付 加 体 で あ る
N2-(3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyran-2-yl)deo
xyguanosine	(THP-dG,	m/z;	351.16)である
ことが推測された。この付加体は N-ニトロソ
ピペリジン(NPIP)由来の付加体であり、ラッ
トに食道癌及び肝臓がんを誘発することが
報告されていることがわかった。有機化学的
に THP-15N-dG 標準品を合成し、定量的質量
分析機器を用いて、アダクトーム解析を行っ
た高発地域の手術検体を分析した。その結果、
THP-15N-dG と 同 じ 保 持 時 間 に m/z:	
352.2->236.1 のシグナルを持つピークが観
察され、これら試料中に THP-dG が存在する
ことがわかった（図３）。	
また、THP-dG の曝露レベルを調べるため、中
国の食道癌高発および低発地域住民の血液
サンプル（磁県；n=10,	石家荘;	n=5）の分
析を行なった結果、両地域住民から THP-dG
付加体が検出されたが、その陽性頻度及び曝
露レベルともに高発地域住民で高い傾向が
あることがわかった。更に、NPIP の変異原性
についてバクテリアを用いた in	vitro 遺伝
毒性試験により検討した結果、代謝活性化酵
素の存在下で高い変異原活性を示した。変異
スペクトラム解析の結果、NPIP は C->T のト
ランシジョンを顕著に誘発することがわか
った（図４）。	
NPIP を 0.0075 及び 0.015%の濃度で２２週間、
ラットに飲水投与したところ、60%〜100%に
乳頭腫瘍が、13~33%に扁平上皮癌を形成した。
現在、これら腫瘍の全ゲノム解析を行ってお
り、NPIP に由来する変異パターンの解析を行
っている。	
更に、中国の食道癌高発および低発地域住民
の食道癌の全エクソン解析も行っており、今
後、NPIP に暴露したバクテリア、実験動物腫
瘍及びヒト食道癌における変異のパターン
を相互に比較し、NPIP がこの地域の食道癌発
生に寄与しているかどうかを検証する予定
である。	
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