
富 山 医薬大医誌 9 巻 1 号 1996年

就任講演
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は じ め に

ヒ ト の 発がん の大部分 は環境 中 の化学物 質 の 作 用
に よ る と 考 え ら れて い る 。 化学物 質 の 発がん作用 の
主 な 標 的 は DNA で あ り ， 大部分の発がん物 質 は そ
れ 自 体か， 代 謝活性化 を 受 け た 後 で ， DNA と 結 合
し て 付加体 を 形成す る 。 こ の DNA の構造変化が突
然変異 ・ 発がん に つ な が る の で あ る 。

DNA 付加体 と 発が ん

実験動物 や培養細胞 を つ か っ て 行 わ れ た DNA 損
傷 と 発がん の 関 連 性 の 研 究 か ら ， 発が ん の 頻 度 は
DNA 損傷の 質 と 量 と に よ る こ と が明 ら か に な っ た 。

こ の こ と に 関 し て 最 も 研 究が進 ん で い る の は N­
ニ ト ロ ソ 化合物 で あ る 。 N－ ニ ト ロ ソ 化 合物 は 環 境
中 に あ ま ね く 存在 し ， 多 様 な 動物 種 に 組織特異 的 な
発がん作用 を 示 す こ と か ら ， ヒ ト 発がん に も 重要 な
役割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い る 化合物群 で あ
る I ） 。 こ の N－ ニ ト ロ ソ 化合物が細 胞 に 作用 す る と ，
DNA の 十 数 カ 所がア ル キ ル化 さ れ た 付 加 体 が で き
る 2 ) （ 図 － 1 ） 。 そ の う ち 突然変異 ・ 発がん につ ながっ
て い く の は ， 比較 的少量 し か形成 さ れ な い a s ＿ ア ル
キ ル グ ア ニ ン と 0 4 ア ル キ ル チ ミ ン で あ る 3 . 4 ） 。 N7-
ア ル キ ル グ ア ニ ン や N3－ ア ル キ ル ア デニ ン は細胞毒
性 は示すが， 突然変異 を 誘起す る 確率は低い。 こ れ
が付加体の 質 と い う こ と で あ る 。

各種付加体の生成量 は ， 細胞が実際 に暴露 さ れ る
化合物 の量や 代謝活性化の能率 に よ っ て絶対量が決
ま り ， 化合物 の性質 に よ っ て 相対量が違 っ て く る 。
一方， こ う し た DNA 付加体は細胞の DNA 修 復 機
構 の 作 用 を 受 け て 除去 さ れ る 。 そ の効 率 は ， 付 加 体

Adenine Guanine 

－
N

、／
N

＼
7

4r

h『

民u，

2
YHH内
｜

N

H
＼
一J一

－
l
p

一
MN」

3

M刊
Btu、

tL可

．

 ヲ’民u ，O

 

内d

」

qv，

M問・

唱h，

うιMH

 

Thymine Cytosine 

田コ

�
）＇CH3 

州
人

J
i

N
→
凶

2 4 0 ,  0 ,  3 2 4 0 I 3 ,  N 

I Phosphotriester I 
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a lkylation products are formed by rep­
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DNA 

に よ っ て も ， 細胞 に よ っ て も 異 な る 。 す な わ ち ， あ
る 時点での動物組織 中 の付加体の量 は ， こ う し た 暴
露量， 体内への吸収， 組織分布 ， 代謝， 排 j世 ， 修 復
除去 な どの総体的結果 を 反映 し て い る （ 図 － 2 ） 。
逆 に 言 え ば， DNA 付加体量 を 定量 す る と い う こ と
は 突然変異 の 直前の段階 を 調べ て い る こ と に な り ，
こ れが発がん と の強 い 相 関 関係が得 ら れ る 基盤であ
る 。

ジ エ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ ン の経 口 投与 に よ る 肝臓癌
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Fig. 2 Multiple steps from exposure to mutation. 
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の発生， エ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レ ア の経胎盤投

与 に よ る 脳腫療 の 発生 な ど典型的 な動物発

がん実験系 に お い て ， 標 的臓器 DNA 中 の
付加体 を 調べて み る と ， それぞれ Q 4 ＿ エ チ

ル チ ミ ン ， o s ーエチ ル グ ア ニ ン が正 常塩基

10s に 一個程度存在 し て いた 日） 。 つ ま り ，

こ の程度の付加体 レ ベ ルがあ っ て ， 細胞増

殖活性があ れ ば， ほ ほ全て の 動物の標 的臓

器 に がんが発生す る こ と に な る 。

DNA 付加体の 質 と 量が実験 的 動物 発が

ん の決定要 因 であ る な ら ， ヒ ト で は ど う で

あ ろ う か。 も し ヒ ト の組織 DNA 中 に 発 が

ん に つ な が る DNA 損傷が検出 さ れれば，

ヒ ト 発がん に実際 に 関与す る 要 因 を 推定で

き る だ け で な く ， 高 リ ス ク グ ル ー プの 同 定

を 通 じ て 早期診断ゃがんの予防 に も つ な げ

る こ と が で き ょ う 。 こ の よ う な 研 究 を
DNA 付 加 体 定量 に よ る 分子 疫 学 と い う

（ 図 － 3 ） 。

ヒ ト 肝組織中の 04・エチルチ ミ ン

我々 は ま ず， ジエ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ ン の
経口投与 に よ る ラ ッ ト の肝臓癌 の発生の経
験に鑑み て ， ヒ ト の肝組織 に 0 4 エ チ ル チ
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Fig. 3 Molecular epidemiology on human cancer by quantitation o f  DNA adducts .  
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DNA 付加体定量 に よ る ヒ ト 発がんの分子疫学的研究

ミ ン が検出 で き る か ど う か を キ食言す し た 。 33剖検 例 か

ら 肝組織 を 採取 し ， DNA を 抽 出 ， 加 水分 解 し て
HPLC で分画 し た 後 ， RIA で Q4 ＿ エ チ ル チ ミ ン を
定量 し た と こ ろ ， 30例 で Q4 ＿エ チ ル チ ミ ン が検 出 さ

れ た 6 ）。 そ の レ ベ ル は ， 10s の正常チ ミ ン あ た り に し

て ， 肝臓がん患者群12例 の平均値39.9 (3.6～ 113 ) ' 
肝臓以外の担が ん患者群 7 例の平均値53.4 (3.6 ～ 20 

6） ， 非がん患者群11例の 平均値 11 . 7 (3.4～ 25.8） で

あ り ， 担がん患者群 と 非がん患者群の付加体 レ ベ ル

の 間 に は統計的 な 有意差があ っ た 。 こ の こ と は ， ヒ

ト がエチ ル化剤 に 曝 さ れて 発がん に つ な が る DNA
損傷 を 確 か に受 け て い る こ と を 示 し て い る 。

0・アルキル付加体の高感度定量法（PREP I）の 開発

上記の研究 に 用 い た HPLC に よ る 分画 と RIA を
組み合わせる 定量法 は ， 特異性 も 高 く 信頼のお け る
定量法であ る が， ヒ ト 組織 を 解析す る に は 感度が不
十 分で， そ の た め に試料 と し て 数十 g の組織か ら 抽

出 し た DNA を 使 う 必要があ っ た 。 こ れで は ， 生 体
材料 を 含 む広 範 な 解析 を 進 め る こ と が困難であ る た
め ， よ り 感度 の 高 い方法 の 開 発 を 試みた （ 図 － 4 ） 。

DNA を 3’ー ヌ ク レ オ チ ド に 力日 ；水 分、角揮 し ， HPLC

で分画 し て そ れぞれの 0－ ア ル キ ル 付 加 体 を 分取 し
た 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ と 高 比 活 性 の ＂p_

ATP で 5’ー を ラ ベ ル し た 後 3’ー側の リ ン 酸 を 除去 し

HPLC で再分画 し た 。 最 後 に ， 各 々 の ア ル キ ル 化
付加体 に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体で免疫沈降 し て

そ の放射活性 を 測定 し た 。 そ の結 果 ， 06 メ チ ル グ

ア ニ ン ， 04 メ チ ルチ ミ ン ， 04 エ チ ル チ ミ ン の 三
種 の付加体 を 1 fmol レ ベ ル で検 出 す る こ と がで き

た 7 ） 。 こ の こ と は 100 µ g～ 150 µ g 程 度 の DNA を

使 っ て 10 sの正常塩基 あ た り 一 個 の 付・加体 を 検 出 で

き る こ と に な り ， HPLC と RIA を 組 み 合 わ せ る 従

来の方法 と 比べ る と 約1000倍感度が上昇 し た 。 し か
も ， こ の方法 に は ， HPLC に よ る 分画 ， 特異的 な 酵
素反応 ， モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体に よ る 免疫沈降 と 3 段

階の手順に よ っ て 非常に 高 い特異性が保証 さ れ る と
い う 特長があ る 。 ヒ ト は 多様な 化合物 に暴露 さ れ て

お り ， DNA に は い ろ い ろ な構造変化が引 き 起 こ さ

れ て い る と 考 え ら れ る の で， こ の 点 は特 に重要 な 意

味 を も っ o 問題点 と し て は ， 手順が多段階 に わ た る

た め 時 間 と 費用 がか か り ， 超微量 の物 質 を扱 う た め

の技術 に習熟す る 必要があ る こ と で あ る 。

PREPI 法 に よ る ヒ ト 組織 DNA 中 の ア ル キ ル 付 加 体
の定量 8 )

a ） ヒ ト 肝臓

感度 ・ 特異性 と も に 高い PREPI 法 を 15例 の ヒ ト

肝臓 に応用 し て ， 。” ア ル キ ル付加体 を 定量 し た。 そ

の結果， 0 6 － メ チ ル グ ア ニ ン は 13例 で 検 出 さ れ ， そ

の レ ベ ル は 11 ～67/108 グ ア ニ ン で あ っ た 。 04 － メ チ

ルチ ミ ン は 全例 で検出 さ れ 1 ～ 14/108 チ ミ ン ， 0 4 -

エチ ルチ ミ ン も 全例 で検出 さ れ 1 1 ～ 140/108 チ ミ ン
であ っ た 。

0 6 － メ チ ル グ ア ニ ン と 0 4 － メ チ ル チ ミ ン は メ チ ル

化剤 に よ っ て 同 時 に 生成 さ れ そ の相対的生成量 は
通常の ニ ト ロ ソ 化合物 で100 : 1 程 度 で あ る 。 肝臓

組織 中 の 0 6－ メ チ ル グ ア ニ ン と O 仁 メ チ ル チ ミ ン の
平均値 の相対比は約 6 : 1 であ り ， こ れ は 06 メ チ

ル グ ア ニ ン が肝臓 に お い て よ り 速やかに 修復除去 さ

れた結果で あ る と 考 え ら れ る 。 PREPI 法 で 定量 し

た肝臓 の 04－エチ ル チ ミ ン の レ ベ ル は ， HPLC に よ
る 分画 と RIA を 組み 合わせる 方 法 に よ っ て 測 定 し

た レ ベ ル と ほ ぼ一致 し て お り 測定法 に よ っ て結 果

が影響 さ れ る こ と は な い こ と を 示す。

b ） ヒ ト 末梢 白 血球

15名 の ボ ラ ン テ ィ ア か ら ， 末梢血 を 15～20ml 採

取 し て ， 全 白 血球 か ら DNA を 抽 出 し ， PREPI 法

に よ っ て ア レ ル ギー 化付加体 を 定量 し た 。 そ の結果 ，

06 － メ チ ル グ ア ニ ン は全例で検 出 さ れ ， そ の レ ベ ル

は0.7～4.6/108 グ ア ニ ン で ， 肝臓 の 06－ メ チ ル グ ア

ニ ン 含量 の 3 ～ 6 % に相 当 す る に過 ぎ な か っ た 。 ま

た ， 0 4 － メ チ ルチ ミ ン と o· － エ チ ル チ ミ ン は 検 出 限

界の0.2～ 0.8/108 チ ミ ン 以下 で あ っ た 。 肝臓組織 と
末梢血 を 採取 し た ヒ ト 集団が違 っ て い る の で正確 な
比較 は で き な いが， そ れ で も 両者 の 0－ ア ル キ ル 付
加体 レ ベ ル の差 は歴 然 と し て お り ， こ れ は両組織 の

ア ル キ ル化斉ljへの暴露量， 代謝活性化能の差 に 由 来

す る と 考 え ら れ る 。 ヒ ト の ア ル キ ル化剤への暴露 の
主要 な 経路 は 食物 を 介 し た 消化管で あ る と 想定 さ れ

て お り ， 消化管か ら の血液 を 門脈 を 通 じ て 集め る 肝
臓 に 高 い付加体 レ ベ ル が見 い だ さ れ た こ と は ， 理解

ハhu
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04-meT 

に ア ル キ ル化剤 に曝 さ れて ， 体内 の 様 々 な組織 に 発

がん に つ なが る DNA 損傷 を 受け て い る こ と が確 認

さ れ た こ と に な る 。 そ の付加体 レ ベ ル は ， 肝臓 で 高

く 末梢血で低い傾向があ る が， お し な べて い え ば実

験動物 で殆 ど100% の発がん頻 度 を 示 す レ ベ ル の 1

/100か ら 1 /1000程度 に 分布 し て い る と い え よ う 。

ヒ ト と 実験動物で は ， 寿命， 標 的臓器の大 き さ ， 代
謝活性等， 様 々 な 違 いがあ る た め ， そ の意味付 け に
つ い て は今後 さ ら に検討 を 進め る 必要があ る に し て

も ， 高感度定量法の開発に よ っ

て よ う や く ヒ ト 組織 を 直接解
析 し ， そ の 発がんへの 関与 を
追求す る 基盤がで き た と 考 え

し やす い こ と で あ る 。

ヒ ト 組織の 0・ア ル キ ル化付加体 レ ベ ル と その意義

以上の結果 と ， そ の他に現在進め て い る 解析結 果

を あ わせて ， ヒ ト 組織 中 の 3 種 の 0－ ア ル キ ル付 加

体 レ ベ ル を ま と め た のが図 － 5 であ る 。 ま ず， 殆 ど

の解析例 で付加体が検出 さ れ た こ と か ら ， 特 別 の 暴
露歴 の な い通常の生活 を 営 ん で い る ヒ ト も ， 日 常 的

Adducts 
I normal base 

Adducts -5 1 0  I diploid 
4 1 0  

06-meG 04・etT

・6
1 0  

て い る 。
（ 本論文 は ， 1996年 1 月 12 日

に行われた 就任記念講演 の前

半の一部 を ま と め た も の で あ

る 。 ）

のonu aEa 

1 07 
Liver 

1 0 2 

’ Liver 

・8 」1 0  Lung Lung 

トL…tes Lung 
1 0 「 Lymphocytes 

・91 0  

Fig. 5 0-Alkyl adducts in  human tissues. 06-M ethylguanine,  04-
methylthymine, and 04・ethylthymine levels i n  human tissues 
are shown against two ordinates, the relative m olecular ratio 
of  adduct to normal counter-part and the num ber of  adducts 
per diploid genome. 
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