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白血球DNA付 加体を指標 とした環境発がんの リスク評価*
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Abstract Environmental carcinogens are enzymatically activated to form intermediates that can react 

with cellular DNA and form DNA adducts. Several kind of carcinogens bind to several sites of DNA. The 

measurement of WBC DNA adducts is a useful indicator for environmental carcinogen exposure monitor-

ing. The 32P-Postlabeling method is a most popular and very sensitive method for DNA adduct analysis. We 

can analyze 1 adduct/108 nucleotides. In this review, I show some data of DNA adduct analysis for PAH 

exposure. These results demonstrated that inter-individual variation was very large. There were some con-

founding factors, such as metabolism or repair variations. I also showed some limitations of DNA adduct 

analysis. The method of adduct analysis is very complicated with several steps. We need to improve the ac-

curacy. Do the data from WBC explain the target organ, such as the lung or liver? Almost all previous stud-

ies have been cross-sectional. We need a large-sized cohort study to evaluate whether adducts are a predictor 

of cancer. DNA adducts should be an important factor in gene-environment interaction.

Key words: DNA adduct(DNA付 加 体),WBC(白 血 球),biomarker(バ イ オマーカー),

      PAH(多 環 芳香族炭化水素)

1.は じ め に

 人は日常生活において様々な発がん物質に曝露されて

いる。有機物の燃焼により,発 生する多環芳香族炭化水

素(PAH)は その代表的な物質 と言える。曝露された

PAHは 体内でCYP等 の第1相 酵素により代謝活性化され

中間代謝物に変わ り,さ らに第2相 酵素による抱合反応

を受けて体外へ排泄される。 しかしながら,中 間代謝物

のあるものはDNAの 塩基 と共有結合 してしまう。 これ

をDNA付 加体と呼ぶ(図1)。 様々な発がん物質の中間

代謝物がDNA塩 基の各部位に結合 し付加体を形成す る

ことが知られている。 これ らのDNA付 加体が存在する

ことにより,DNAの 立体構造 が変化 した り,DNA複 製

時の読み間違え等からDNAに 変異がおこる。付加体の

結合部位が癌遺伝子や癌抑制遺伝子ならば,そ の変異は

将来のがん化 に結びつ くと考えられ る。 したが って,

DNA付 加体は,発 がん物質曝露の早期影響を定量的に評

価する指標として予防医学上重要であると考えられる。

 しか し,が んが発生してか らの摘 出臓器のDNA付 加

体を分析しても,予 防医学上の利点はない。そこで,発

病前の人から得 られる末梢血液中の白血球DNA付 加体

を分析する意義が検討されている。 この総説では,白 血

球DNA付 加体の測定法 と筆者らの測定事例を紹介 し,予

防医学における意義 と今後の課題についてまとめた。

2.DNA付 加体測定法

 白血 球DNA付 加 体 の測定法 としては,1)薄 層 クロマ

トグラフ ィーを利用 した32Pポ ス トラベル法,2)付 加体

ヌ クレオチ ドの抗体 を利用 したELISA法,3)付 加 体 の

化学的性質 を利用 し蛍光や電気化学 検出器 で分析 す る方

法 があ る。 こ こでは,最 も広 く使わ れ 感度 も高 い32Pポ
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図1 DNA付 加 体 の 例Benzo(a)pyrene代 謝 物 とGua-

nosineと の 結 合 を 示 す.

ス トラベル法を中心 として述べる。

 32Pポス トラベル法の基本的な原理はDNAを その構成

成分であるヌクレオチ ドにまで分解し,正 常ヌクレオチ

ドと付加体ヌクレオチ ドを分離定量することである。微

量の付加体 ヌクレオチ ドを検出するために放射性の32P

で全てのヌクレオチ ドをラベルし,32Pを マーカーとして

薄層 クロマトグラフィーを行 う。付加体の構造は不明で

あるが,正 常ではないヌクレオチ ドを定量することを基

本 としている。この方法には,付 加体の構造は決定でき

ない とい う欠点はあるものの,人 への発がん物質の曝露

を考 えた場合,曝 露 され る物質は単一 の物質ではなく

様々な混合物であることから,人 での曝露を総合的に評

価できるとい う利点がある。また測定にあた り標準品が

必要ないとい う特徴にもなる。

 1981年 にRanderathら(1)に よ り基本的 な測定法が発

表 されたが,ま だ感度が低 く人 の細胞 での測定 は出来 な

か った。しか し,感 度 よく測定す るための改良法 として,

ブ タノー ル抽出法が1985年(2)に,ヌ クレアーゼP1法

が1986年(3)に 発 表 され,人 での測定 が可能 とな った。

これ らは,測 定感度を上 げるため,32Pで ラベルす る前 に,

多 量の正常 ヌクレオチ ドとご く微量 の付加体 ヌク レオチ

ドか ら,付 加体 ヌクレオチ ドのみを ブタノー ルで抽出 し

た り,ヌ ク レアーゼP1で 正常 ヌク レオチ ドを分解す る過

程 を経て,付 加体 ヌ クレオチ ドのみを ラベ ルす ることに

よ り感度を上げ ることがで きる。PAH等 の付加体 ヌク レ

オチ ドの多 くは ヌク レアーゼP1に 抵抗 性 である ことが

分か ってい る。ヌ クレアーゼP1法 の方が簡便 なため,こ

ち らが よ り多 く使用 され てい る。 ただ し,ヌ ク レアーゼ

P1で 分解 され る付加体 ヌク レオチ ドもある。例えぼ,ベ

ンチ ジンやア ミノ ビフェニルな どの芳香族 ア ミンは,ブ

タ ノール抽 出法 を使 うと良い。

 32Pで ラベルされ たヌ クレオチ ドは,2次 元の薄層 クロ

マ トグラフ ィーにて残留正常 ヌ クレオチ ドと付加体 ヌ ク

レオチ ドに分離 した後,オ ー トラジオ グラフィーにて定

量す る。動物実験 な どでの高濃度 の付加体 は,明 瞭なス

ポ ッ トとして認め られ るが,人 のサ ンプルでは,ク ロマ

トの原点 か ら右斜 め対角 線上 の濃 い領 域(Diagonal Ra-

dioactive zone, DRZ)に 多 種類 の付加体 ヌ クレオチ ドが含

まれ てい ると考え られてい る。付加体濃度 は,一 般的 に

108ヌ ク レオチ ド当た り何個 と表示 す る。

 使 用す るDNAは,全 白血球 を使 う場合 と分離 した リン

パ球 を使 う場合 があ る。 白血球は ,寿 命 の長い リンパ球

(約 数年)と 短 い顆 粒球(約1日)か らな るので,リ ンパ

球 の結果 が,長 い曝露 を反 映す る と考え られ る(4)。 全

白血球 は,寿 命 の長 い リンパ球 と短 い顆 粒球 との混合 し

た結果 となる。付加体 の濃度 レベル も,リ ンパ球 では全

白血球 よ りやや 高め の値 が報告 されてい る ことが多 い。

32P-ポ ス トラベ ル法 に関 しては
,詳 しい総説があ る(5)。

3.測 定 事 例

 これまでの人を対象 とした白血球DNA付 加体の測定

事例は,職 業性PAH曝 露集団を対象 とした調査 と健常者

での喫煙量との関係を見たものやがん患者の症例対象研

究に大 きく分けられる。

 職業性PAH曝 露集団に関しては,1988年 ころから調

査が行われている。対象集団は,鋳 物,コ ークス炉,ア

ル ミニウム工場作業者が多い。その他,自 動車エンジン

の排気ガス曝露を考えた運転手や整備士または交通警官

の測定 もある。また煙の曝露を受ける消防士の調査もあ

る。曝露者 と対照者で有意な差を示す結果もあるが,両

者で濃度分布を比べ ると重なる部分が多い。そのため有

意差がない結果 も多い。喫煙の影響を調査 した結果では,

喫煙者で高い傾向が見 られる。がんとの症例対照研究で

もその結果は様々である。過去の職業性曝露の調査のま

とめは既報を参照されたい(6)。

 筆者らも,様 々な職業性PAH曝 露作業者の調査を行っ

た。北欧における煙突掃除作業者のすすの曝露の影響を

調査した。煙突掃除は歴史的には,い んの う癌の発生で

有名である。作業者で白血球DNA付 加体に高い傾向が

認められたが,喫 煙の影響が大きかった(7)。

 中国のコークス炉作業者の調査では,作 業環境の高濃

度PAHか ら,白 血球DNA付 加体濃度の増加を予測 した

が,作 業者群 と対照者群の平均値に有意な差を検出でき

なかった。作業者群内では,環 境PAHと の関連は見られ

た。 この原因として,対 照者での暖房等による室内や一

般大気汚染の影響も考えられる(8,9)。 我々と同じよう

に高濃度曝露がある東欧の調査でも,対 照者での高い結

果が得 られている。ただし,工 場から離れた非工場地帯

住民 とは有意な差が見られた(10)。

 韓国での産業廃棄物焼却炉作業者 の調査では,曝 露 レ

ベルが高 くないこともあ り,白 血球DNA付 加体濃度は,

作業者群 と対象者群で有意な差が見 られなかった。 ここ

でも喫煙の影響が大 きかった。尿中PAH代 謝物である1-

ヒドロキシピレンと付加体濃度の間には有意な正の相関

が認め られた(11)。 また造船所塗装作業者でも調査を

行った。造船所では,塗 装作業に水漏れ対策 としてコー

ルタール含有塗料を使 うことがある。そこで,コールター
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ル曝露を知るため白血球DNA付 加体分析を行ったが,作

業者 と対照者の間に有意な差を見出すことはできなかっ

た(12)。

 環境PAH濃 度とDNA付 加体量の関係についてDecaprio

らは,白 血球DNA付 加体に関しての14件 の断面調査を

まとめ,大 気中BaP濃 度 と白血球DNA付 加体の有意な

正の相関を示 しているが(13),有 意な関係が見られな

かった事例が多 くあることも事実である。また,PAHの

体内内曝露指標 である尿中1-ヒ ドロキシ ピレンな ど

PAHの 尿中代謝物を測定 し,付 加体濃度 と比較 した報告

も多数あるが,そ れ らの結果も一様ではない。

 DNA付 加 体 と遺伝子変異 との関連 に関 しては,BaP付

加 体がp53遺 伝 子 のG→T変 異 を起 こす とい う報告が あ

る(14)。Houら は,Hprt遺 伝 子変異 を指標 として解析 し

てい る。 ヘ ビースモーカーで,リ ンパ球付加体濃度 と遺

伝子変異頻度 の有意 な正 の相関 を見 てい る(15)。

 PAH曝 露の例以外には,ス チ レン曝露者(16,17)や 農薬

曝露(18)の 測定 も工夫されている。 白血球以外の検体

を使用した例 として,尿 中の膀胱剥離細胞を使 う方法が

インドでのベンチジン作業者に応用され,こ の場合曝露

と有意な相関を示 している(19)。

4.個 人差への影響因子

 以上の経験から,同 じ曝露量でも付加体濃度には,非

常に大きな個人差があることが明らかとなった。そこで

個人差に影響する因子を考えなければならない。図2に

示すように付加体量に影響する因子を,曝 露から順に考

えてい くと,職 業性や喫煙の曝露以外には食事の影響が

考えられる。肉類の加熱調理によりPAHの 生成が考えら

れ るし,野 菜にはがんを抑制する作用 もある。喫煙以外

にも一般大気の汚染の影響も考えなければならないだろ

う。

 筆者 らは,ま ず食事の影響を検討 した。質問紙による

食品 の摂取 頻度 と リンパ球DNA付 加 体 量 との関係を解

析 した。 肉や魚の加熱食 品は付加体 を増加 させ,野 菜類

は減少 させ ることを予測 したが,顕 著 な傾 向は見 られな

か った。 また,血 漿 ビタ ミン として,β カ ロチ ン,α ト

コフェロールを測定 し付加体形 成へ の予 防的効果を検討

したが,有 意 な影響 は認め られ なか った(20,21)。 しか

し,最 近Pelusoら は,ビ タ ミンの付加体抑制 効果を認め

てい る(22,23)。

 つ ぎに,代 謝の影響を考える。付加体が生成する過程

を考えると,第1相 酵素の代謝活性化 の影響 第2相 酵

素の抱合の影響,付 加体の修復酵素の影響に分けて考え

なければならない。それぞれの酵素の働きを評価する指

標 として,酵 素活性を測定するか,mRNAや 酵素蛋白量

を定量 し酵素発現量を指標 とするか,酵 素遺伝子多型を

分析 し細胞の能力 とい う点で評価す るか という3つ の視

点が考えられる。

 筆者 らも,こ れらの視点に関 して,い くつかの測定を

行った。第1相 酵素の酵素活性 とい う視点から,CYP1A1

活性 と付加体量 との間には有意な正 の相関があること

を,リ ンパ球を使用した調査で認めた(24,25)。 また,リ

ンパ球におけるCYP1A1mRNA発 現量 と付加体量の間に

も有意な正の相関を見た(26)。 遺伝子多型に関する検討

としては,CYP1A1や 抱合酵素GSTM1の 多型別に付加

体量を比較した。CYP1A1のVal/Val型 やGSTM1欠 損型

には,付 加体の増加を予測 したが,結 果は明らかな差が

認められなかった(27)。 しかし,少 量喫煙者では遺伝的

多型の影響がより現れやすいのではないかとい う傾向が

見られた(28)。

 修復酵素に関 しては,修 復酵素のmRNA発 現 とDNA

付加体量との関係を検討 した。 リンパ球での2種 類の修

復酵素ERCC1,XPCCのmRNA量 とDNA付 加体量を比

較 した結果,DNA付 加体量 はERCC1と は正 の相関,

XPCCと は負の相関を示 した。この結果か ら,正 の相関

は付加体が多いため修復が亢進 していると考えられる。

図2 DNA付 加体濃度に影響する因子 筆者らが分析 した指標を示す.
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一方,負 の相関は修復の働きが強いので付加体が少ない

との解釈 もでき,正 負どちらの相関もあり得ると考えら

れる(26)。修復酵素XPD多 型とDNA付 加体 との間には,

多型間で濃度差を認めたが,1種 類の酵素での結果であ

り,今 後の検討課題である(29)。Matulloら は,XRCC1,

XRCC3,XPD遺 伝子多型と付加体の関係を検討 し,3つ

の酵素の多型の数が多いほど付加体量が多いことを示し

ている(30)。

5.今 後の課題

 白血球DNA付 加体測定 の問題点を考えてみる。曝露

者 と対照者で有意な差を示 さない結果も多 く見られてい

る。DNA付 加体 と他の曝露指標 との間にも,有 意な相関

が得られない結果もしばしばある。ひとつの理由として

ある程度の曝露により,付 加体が飽和状態になるのでは

ないかとする考えもある(31)。 そのため白血球DNA付

加体測定の意義に関 して否定的な総説もある(32)。

 今後,検 討 しなければならない課題 としては,1)測 定

方法の改良2)白 血球と標的臓器の関係3)他 の種類

の付加体,が ん以外の疾患 との関係4)追 跡調査への利

用などが挙げられる。以下,こ れらについて述べる。

1) 測定法の改良

 32Pポストラベル法は,複 数の酵素反応を組み合わせた

煩雑な時間の掛かる測定法である。それぞれの酵素反応

の精度の検討は十分 とは言えない。測定精度を上げるた

め,方 法の標準化が検討 され始めている(33)。 また,ポ

ストラベル法の中で最も時間を費やす薄層 クロマ トグラ

フィーの過程を,HPLCや 電気泳動に変えた方法も考案

されている(34,35)。 フローサイ トメーターを利用 した

測定も検討された(36)。

 これらの方法は,付 加体濃度は測定できるが,DNAの

どの部位に付加体があるかはわからない。DNA変 異 との

関係を考えるには位置の情報 も重要であり方法の開発が

期待される。

 また,集 団での測定結果の表示には,平 均値や中央値

が使われている。しかし,DNA付 加体濃度は個人差が大

きいので,代 表値 としての平均値でいいのだろうか。む

しろ,代 表値で比較するよりも,基 準値を超えた人数の

割合を比較することも重要であると考える。一部の高濃

度を示す人がどうい う遺伝要因,生 活要因をもつかとい

う詳細な検討が必要 と思われる。

2) 白血球と標的臓器の関係

 白血球の付加体濃度が,体 内臓器の付加体濃度を反映

しているか どうかを示 した結果は多 くない。wienckeら

は,単 核球 と肺の付加体濃度の間に有意な相関を見つけ

た。そして,若 年者での喫煙は付加体濃度を高めるとの

結果を示 した(37)。 最近,喫 煙による体内臓器のDNA

付加体に関する総説が発表されている(38)。

3) 他の種類の付加体,が ん以外の疾患との関係

 ポス トラベル法で分析できるのは,PAH等 の比較的大

きな分子量の付加体である。しかし,DNAに は酸化的損

傷やメチル化等の小さな分子量の付加体の存在も知られ

ている。酸化的損傷の指標としては,80HdGが よく知 ら

れている。BaPに も,酸 化的損傷の作用があるとも言わ

れてお り,同 じ白血球で80HdGと ポス トラベル法による

付加体量を比較 した ところ,弱 いが有意な正の相関が見

られた(39)。 また,80HdGは 尿中での測定 も盛んに行

われている。同様にPAHに よる付加体 も修復された付加

体 ヌクレオチ ド産物が尿中に排泄されると考えられ,こ

れらを測定することは体内の付加体の総量や修復の能力

を表す指標になるだろう。

 がん以外の疾患 も,遺 伝子の影響が指摘 されている。

環境化学物質のDNA付 加体が生活習慣病関連の遺伝子

変異を起 こし,生 活習慣病の進行を促進するとも考えら

れ る。動脈硬化病変でのDNA付 加体との関連が検討さ

れている(40)。

4) 追跡調査への応用

 これまでの報告は断面調査が多 く,追跡調査は少ない。

DNA付 加体の時間的な変動はどうなのか。発がん物質に

曝露後 どれ くらいで付加体が出来るのか,あ るいは曝露

中止 と付加体減少の関係などもの情報は多 くない。白血

球の寿命の違いにより,リ ンパ球は比較的長い期間の曝

露を反映す るが,顆 粒球では短い事は既に述べた。作業

者を追跡 して休暇前後の濃度を測定 した例や,工 場の生

産量の減少による曝露量の低下と付加体濃度が相関して

いることを示 した結果 もある(41,42,43)。

 白血球DNA付 加体は将来の発がんの予測因子となる

か。白血球DNA付 加体 と発がんのprospectiveな 研究が

始まっている。米国で医師を対象としたコホー ト調査の

結果が発表され,白 血球DNA付 加体が将来の肺がんの

予測因子 となることが示唆されている。しかし,デ ータ

のばらつきも大 きく今後の結果が期待される(44,45)。

 今後は種 々の曝露集団におけるDNA付 加体の経時変

化や長期にわたる追跡調査を通 して,発 がんとの関係や

付加体量に及ぼす他の要因との関係を明らかにしてい く

必要がある。少ない研究者で分析できるバイオマーカー

の数は限られており,今 後は大きな研究グループによる

多数のマーカーの同時測定が必要であろ う。

6.最 後 に

 遺伝子の研究が盛んである。 しか し遺伝子だけですべ

ての疾患が説明できるわけではないだろ う。環境因子も

重要である。環境 と遺伝 との相互作用を追求することは

衛生学の目的の1つ であり,DNA付 加体は環境と遺伝を

結びつける鍵になると信 じる。
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