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Ａ．研究目的 
 既存の in vitro遺伝毒性試験としては、Ames試験（変
異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損傷試験）、小核
試験（染色体異常試験）などが簡便な試験法として汎
用されている。しかしながら、これらの in vitro試験
のみでは化学物質の発がん性の予測は難しく、別の視
点から遺伝毒性を評価する試験法を更に追加すること
が必要であると考える。そこで昨年は、LC-MS/MS によ
り DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダクトーム
法）を用い、DNA 損傷のより詳細な評価を行ない、化学
物質の in vitro安全性評価法として妥当かどうかにつ
いて確かめた。本年は、昨年度に確立した LC-TOF-MS
による DNA アダクトーム法を用いて、ヒトが曝露しう
る化学物質が誘発する DNA 損傷性の評価ならびに新規
DNA 付加体の解析を行う。 
最近、ジクロロメタンや 1,2-ジクロロプロパン等の

ハロゲン系炭化水素は職業性胆管がんの原因物質であ 

 
 
ることが示唆されているが、これらハロゲン系炭化水
素と印刷業者で多発するヒト胆道がんとの関係は未だ
良くわかっていない。そのため、これらヒト胆管がん
の発生とジクロロメタン(DCM)、1,2-ジクロロプロパン
(DCP)などのハロゲン系炭化水素の関与を判断しうる、
安定性が高く、診断に用いることが出来るような信頼
性の高い診断マーカーが必要となる。本研究では、遺
伝子変異の基となり、バイオマーカーになりうるハロ
ゲン系炭化水素由来の DNA 付加体の解析を、in vitro
及び in vivo実験系を用いて試みた。 
 
Ｂ．研究方法 
1. in vitro反応 

ハロゲン系炭化水素はグルタチオン-S-転移酵素
(GST T1-1)により GSH が付加されることで活性化
体となり DNA を修飾し、DNA-アルキル-GSH 付加体

研究要旨 
 既存の in vitro 遺伝毒性試験を用いた方法では化学物質の発がん性の予測は難しく、別の視点から遺伝
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ンによる DNA 付加体を探索する必要がある。そこで、LC-MS による DNA 付加体の網羅的解析法（DNA
アダクトーム解析法）を用い、ジクロロメタンにより誘発される DNA 損傷の評価を行った。その結果、
未知の DNA 付加体を 2 つ見出した。さらに、それらの付加体から MS/MS フラグメント解析によりジク
ロロメタン由来のメチル基を含む修飾 dG 由来のフラグメントイオンが検出されたため、ジクロロメタン
由来の新規な DNA 付加体であることが示唆された。次に、マウスを用いた in vivo モデルにおける DNA
付加体の生成を、LC-MS を用いたアダクトーム解析（付加体の網羅的解析）により検討した。DCM 及
び DCP を 500ppm で連続 3 日間投与したマウスの肝臓から抽出した DNA を用いてアダクトーム解析を
行なったところ、DCM 及び DCP 投与群における総付加体数は溶媒対照群に比べて顕著に増加している
ことがわかった。しかしながら、DCM の既知付加体である GSCH2-DNA や、DCP 由来と推定される
DNA 付加体は検出されなかった。これら付加体の PCA(主成分解析)の結果、DCM 及び DCP 投与との相
関が強い付加体がそれぞれ４種及び１３種スクリーニングされた。更に、そのうちの多くの付加体は、炎
症及び酸化ストレスに由来する付加体であることを、DNA 付加体データーベースを用い、m/z 値を比較
する事により推測した。このことから、これら被検物質の投与で、マウス肝臓に炎症及び酸化ストレスが
誘発されていたことが示唆された。これら被検物質に由来するバイオマーカーの探索の為には、投与量等
を工夫し、炎症等を押さえた条件下で行なう事が必要であると考えられた。このような付加体の網羅的解
析により、バイオマーカーを見出すことが出来れば、DCM 及び DCP のヒト胆管癌発症との関係が明ら
かになることが期待される。 



 
 

を形成すると報告されている。DNA-アルキル-GSH
付加体の生成を in vitro 系を検討するために、
以下のように研究を実施した。 
1) ジクロロメタン由来の DNA 付加体の標準品を
化学合成し、分析条件の確立を LC-ESI-MS/MS を
用いて行った。 
2) これら付加体がハロゲン系炭化水素と GSH の
共存下でGSTT1-1の作用により生成するかについ
て検討をおこなった。 
3) 既報の DNA-アルキル-GSH 付加体以外の未報告
の DNA 付加体の生成について、LC-TOF-MS を用い
た網羅的解析法（アダクトーム法）により検討し
た。 
 各項目における実験条件を以下に示す。 
1) ジクロロメタンの活性化体である S-アセトキ
シメチルグルタチオン (GSCH2OAc)とウシ胸腺
DNA(CT-DNA)あるいは４種のデオキシリボヌクレ
オシド[2’-デオキシグアノシン(dG)、2’-デオ
キシシチジン(dC)、2’-デオキシアデノシン(dA)、
チミジン(dT)]を 37oC で 1 時間反応させた。
CT-DNAサンプルについては反応後DNA消化酵素で
ヌクレオシドレベルまで分解し、LC-ESI-MS/MS 
(Quattro Ultima Pt)に供した。 
2) マウス、ラット及びヒト由来の GSTT1-1 を含
む画分である肝 cytosol 存在下で、ジクロロメタ
ン、GSH 及び４種のデオキシリボヌクレオシド(dG、
dC、dA、dT)を HEPES バッファー(pH 7.0)中で 37 oC
で 1 時間インキュベートした。限界ろ過膜に通し、
LC-ESI-MS/MS に供した。 
3) 1)のサンプルのうち GSCH2OAc と dG 反応液を
LC-TOF-MS に供し、DNA アダクトーム解析法(詳細
な解析方法は前年度分担研究報告書を参照)によ
り解析した。また、検出された未知の DNA 付加体
について MS/MS フラグメント解析を実施した。 
 

2. in vivo 反応 
DCM 及び DCP のバイオマーカー探索のため、雄性
B6C3F1マウス（８週齢）にDCM及びDCPを500 ppm
の濃度で 3回連続胃内強制投与を行い、肝臓 DNA
中のバイオマーカーとなり得る DNA 付加体を
LC-TOF-MS を用いた網羅的解析法（アダクトーム
法）により検討した。  

 実験方法を以下に示す。 
1) マウスへの被検物質投与と DNA 調整 
雄性 B6C3F1 マウス（８週齢）に DCM を 500 ppm の
濃度で 3回連続胃内強制投与を行なった。コントロ
ール及び被検物質投与同鵜物の肝臓から DNA を抽
出した後、消化酵素でヌクレオシドレベルまで分解
し、LC-ESI-MS/MS (Quattro Ultima Pt)に供した。 
2) 得られたデータを主成分 (PCA)解析により解

析し、バイオマーカー探索を実施した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究
センターを含む各施設における動物実験に関する指針

に則って実施し、可能な限り実験動物の苦痛軽減処置
を行う。 
 
Ｃ．研究結果 
1. in vitro 反応 

各実験項目の結果を以下のように示す。 
1) CT-DNA との反応で生成させたジクロロメタン
由来の４種の GSCH2-DNA 付加体（GSCH2-dG, 
GSCH2-dC, GSCH2-dA, GSCH2-dT）の生成について
調べたところ、GSCH2-dG がその他の塩基由来の付
加体と比べ 40 - 1400 倍も多く生成することが
わかった。 
2) マウス、ラット及びヒト由来の GSTT1-1 を含
む画分である肝 cytosol 存在下で、ジクロロメタ
ン、GSH 及び４種のデオキシリボヌクレオシドを
反応させたところ、反応混液中に GSCH2-dG に相
当するピークのみが観察され、dC、dA および dT
に由来する付加体は検出されなかった。このこと
から、ジクロロメタン由来の GSH 付加体は
GSCH2-dG がメジャーな付加体であることが示唆
された。 
3) 1)のサンプルの GSCH2OAc と dG 反応液を
LC-TOF-MS を用いた網羅的解析法（アダクトーム
法）により解析したところ、GSCH2-dG が検出され
ただけでなく、他にも多数の DNA 付加体が観察さ
れたことから、GSCH2-dG 付加体以外にも多くの未
報告のDNA付加体が生成されていることがわかっ
た(図 1)。それらのうち、図 1の arrowhead の DNA
付加体についてMS/MSフラグメント解析を行った。
その結果、メチル基 + dG に由来するものと思わ
れるフラグメントイオンが検出された。 
 

2. in vivo 反応 
DCM及びDCPを投与したマウス肝臓DNAのアダクト
ーム解析を行なった結果を図１に示す。溶媒対象
と比較し、複数の付加体スポットがDCM及びDCP
の投与により観察されことがわかった。しかしな
がら、DCMの既知付加体であるGSCH2-DNAや、DCP
由来と推定されるDNA付加体は検出されなかった。
更に、主成分（PCA）解析を行なったところ、DCM
投与では４種の付加体（A1, A2, A3, A8）が、DCP
投与では13種の付加体がそれぞれの被検物質投
与と相関することが示された。これら付加体の
m/z値をDNA付加体データーベースと比較したと
ころ、そのうちの殆どが酸化ストレス及び炎症に
関与する付加体と一致することが分かった（図２
−４）。 

 
Ｄ．考察 
 本研究では、ヒト胆管がん発症との関係が疑われてい
るDCM及びDCPのバイオマーカーを探索することを目的
として、in vitro反応によるDNA付加体の解析及びマウ
スを用いたin vivoモデルにおけるDNA付加体の生成を、
LC-MSを用いたアダクトーム解析により検討した。その
結果、in vitro反応では既報のGSCH2-dGに加え幾つかの
DNA付加体が観察された。一方、in vivo反応では、DCM



 
 

及びDCPに由来する付加体は観察されず、酸化ストレス
や炎症に関連した付加体が多く観察された。このことか
ら、これら被検物質の投与で、マウス肝臓に炎症及び酸
化ストレスが誘発されていたことが示唆された。これら
被検物質に由来するバイオマーカーの探索の為には、投
与量等を工夫し、炎症等を押さえた条件下で行なう事が
必要であると考えられた。 
 
図１ GSCH2OAcとdG反応液のDNAアダクトーム解析 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２ 
DCM 及びDCP投与マウス肝臓におけるDNA付加体の網羅的解析  
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図３

主成分(PCA)解析によるDCM投与に特徴的な付加体の抽出  

付加体データベースとの比較による構造探索  

Adduct  M /Z [M +H]  RT (m in)  データベースとの比較 [M +H]  

A1  242.12  9.5  5-medC [242.11], 酸化DNA由来[242.1079]  

A2  171.11  27.1  Unknown  

A3  244.11  17.0  5-OHdC[244.0933], 酸化アラキドン酸由来[244.1699]  

A8  332.13  15.3  Propanone-εdA [332.1358],酸化アラキドン酸由来
[332.1489], NaNO2由来[332.1793]   

 
 
 

図４ 
 

 

 
 
Ｅ．結論 
 ヒト胆管がん発症との関係が疑われている DCM 及び
DCP のバイオマーカーを探索することを目的として、
GSCH2OAc と DNA あるいは各種デオキシリボヌクレオシ
ドの in vitro 反応サンプルを、DNA アダクトーム法を
用いて分析し、既知の DNA 付加体以外に生成される DNA
付加体の探索を行った。その結果、GSCH2-dG に加え、
未知の DNA 付加体が複数検出された。更に、マウスを
用いた in vivo モデルにおける DNA 付加体の生成を、
LC-MS を用いたアダクトーム解析により検討した。その
結果、DCM 及び DCP に由来する付加体は観察されず、酸
化ストレスや炎症に関連した付加体が多く観察された。
このことから、これら被検物質の投与で、マウス肝臓
に炎症及び酸化ストレスが誘発されていたことが示唆
された。今後は、投与量等を工夫し、炎症等を押さえ
た条件下で行なう事が必要であると考えられた。この
ような付加体の網羅的解析により、バイオマーカーを
見出すことが出来れば、職業性胆管癌の原因候補物質
であるハロゲン系炭化水素への曝露状況の把握が可能
となり、DCM 及び DCP の胆管癌発症との関係が明らかに
なると期待される。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 特になし。 
（分担研究報告書には記入せずに、総括研究報告書に
まとめて記入） 
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