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略語一覧

APAP　　Acetaminophen　　　　　　　　　アセトアミノフェン

BSA　　　Bovine　serum　albumin　　　　　牛血清アルブミン

CAT　　　Catalase　　　　　　　　　　　カタラーゼ

CS　　　　Column　switching　system　　　　カラムスツチングシステム

dG　　　　Deoxyguanosine　　　　　　　　デオキシグアノシン

DHR　　　Dihydrorhodamine　　　　　　　　ジヒドロローダミン

DMF　　　凡く1二dimethylformamide　　　　　〈ら～㌔ジメチルホルムアミド

DMPO　　　5，5－dimethyl－1－pyrroline－IV－oxide

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5，5一ジメチルー1一ピロリンー～一オキシド

DMSO　　Dimethylsulfoxide　　　　　　　ジメチルスルフォキシド

DNA　　　Deoxylibonucleic　acid　　　　　デオキシリボ核酸

DTPA　　　Diethy｜entriaminepentaacetic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ジエチレントリアミン五酢酸

ECD　　　EIectro　chemical　detector　　　電気化学検出器

ESI　　　EIectro　spray　ionization　　　　　エレクトロスプレーイオン化法

ESR　　　EIectron　spin　resonance　　　　　電子スピン共鳴法

GC　　　　Gas　chromatography　　　　　　ガスクロマトグラフィー

H202　　Hydrogen　peroxide　　　　　　　過酸化水素

LC　　　　Liquid　chromatography　　　　　液体クロマトグラフィー

LOD　　　Limit　of　detection　　　　　　　検出限界

LOQ　　　Limit　of　quantification　　　　　　定量限界

MPO　　　Myeloperoxidase　　　　　　　　ミエロペルオキシダーゼ

MRM　　　Multiple　reaction　monitoring

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マルチプルリアクションモニタリング

MS　　　Mass　spectrometly　　　　　　　質量分析法

MSIMS　　百ndem　mass　spectrometly　　　タンデム質量分析法

MTNG　　　6－methoxy－2－naphthyl　glyoxal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6一メトキシー2一ナフチルグリオキサール



NaNO2　Sodium　nitrite　　　　　　　　　亜硝酸ナトリウム

NO　　　Nitric　oxide　　　　　　　　　　一酸化窒素

・ NO2　　Nitrogen　dioxide　　　　　　　　二酸化窒素ラジカル

NO2Gua　8－Nitroguanine　　　　　　　　　8一ニトログアニン

NOC－7　　1－Hydroxy－2－oxo－3－（〈1－methoxy－3－aminoethyl）－3－1－triazene

NOS　　　Nitric　oxide　synthetase　　　　　一酸化窒素合成酵素

NO2Trp　　Nitrotryptophan　　　　　　　　ニトロトリプトファン

NO2Tyr　　3－Nitrotyrosine　　　　　　　　　ニトロチロシン

・ 02－　　　Superoxide　　　　　　　　　　スーパーオキサイド

OGG1　　8－Oxoguanine　DNA－glycosylase　8一オキソグアニングリコシラーゼ

・OH　　　Hydroxyl　radical　　　　　　　　ハイドロキシラジカル

8－OHdG　　8－Hydroxydeoxyguanosine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8一ハイドロキシデオキシグアノシン

ONOO－　Peroxynitrite　　　　　　　　　　ペルオキシナイトライト

PDA　　　Photo　diode　array　　　　　　　　フォトダイオードアレイ

PVDF　　Polyvinylidine　difluoride　　　　　ポリフッ化ビニリデン

RHO　　　Rhodamine　123　　　　　　　　　ローダミン123

ROS　　　Reactive　oxygen　species　　　　活性酸素種

RNS　　　Reactive　nitrogen　species　　　　活性窒素種

SIM　　　Selected　ion　monitoring　　　　　選択イオンモニタリング

SOD　　　Superoxidedismutase　　　　　　スーパーオキシドジスムターゼ

SRM　　　　Selected　reaction　monitoring

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　セレクテッドリアクションモニタリング

TCA　　　Trichloroacetic　acid　　　　　　　トリクロロ酢酸

Tyr　　　Tyrosine　　　　　　　　　　　　チロシン

Trp　　　Tryptophan　　　　　　　　　　トリプトファン

UV　　　　　UItraviolet　absorption　spectrophotometer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　紫外吸光光度検出器



論文リスト

第1章

Possible　involvement　of　NO・．mediated　oxidative　stress　in　hduction　of　rat

forestomach　damage　and　cell　proliferation　by　combined　treatment　with　catechol

and　sodium　nitrite．

Ylshii，　T．　Umemura，　K．　Kanki，　Y　Kuroiwa，　A．　Nishikawa，　R．　lto，　K．　Saito，

H．Nakazawa　and　M．　Hirose，　Aπ）わ．　B∫oc力em．　B∫oρ力γs．447（2006）127－136．

第2章

Determination　of　nitrotyrosine　and　tyrosine　by　high－performance　liquid

chromatography　with　tandem　mass　spectrometry　and　immunohistochemical

analysis　in　livers　of　mice　administered　acetaminophen

Ylshii，　M．　lijima，　T．　Umemura，　A．　Nishikawa，　Y　lwasaki，　R－to，　K．　Saito，　M．

Hirose　and　H．　Nakazawa，」．　Pカam7、　B∫omed．　Aηa∫．41（2006）1325－1331．

第3章

Development　of　quantitative　analysis　of　8－nitroguanine　concomitant　with

8－hydroxydeoxyguanosine　formation　by　Iiquid　chromatography　with　mass

spectrometry　and　glyoxal　derivatization

Ylshii，　A．　Ogara，　T．　Umemura，　A．　Nishikawa，　Y　lwasaki，　R．　lto，　K．　Saito，　M．

Hirose，　and　H．　Nakazawa，」．　Pham7．　B’omed．　Aηa∫．（in　press）



緒言

生体は常に多くの酸化ストレスを受ける状態にある。酸化ストレスとは生体の内因

性あるいは外因性の原因により生じる活性酸素種（ROS）を生体が処理しきれなくな

ることで生じる。我々が呼吸によって得る酸素のおよそ95％以上は還元され最終的

には水となるが、残りの数％はミトコンドリアやミクロソームの電子伝達系などにより、

完全には還元されていないROSとなる。このROSにはスーパーオキサイド（・Oの、

過酸化水素（H202）、ハイドロキシラジカル（・OH）、一重項酸素やペルオキシラジカ

ルなどがあり、生成したこれらROSは通常、スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）、

カタラーゼ（CAT）やグルタチオンペルオキシダーゼといった抗酸化酵素や、抗酸化

物質とよばれるグルタチオンやチオレドキシンなどの低分子化合物などによって消

去される。しかしながら、何らかの要因により、これらの抗酸化系によってROSを消

去しきれなくなった状態を酸化ストレス状態と呼び、過剰なROSにより組織障害や

細胞死が生じ、動脈硬化、脳虚血、炎症性疾患やがんといった種々の疾病を引き起

こす。中でもROSによって引き起こされるデオキシリボ核酸（DNA）の損傷は、　ROS

のなかで最も反応性の高い・OHが核内で生成することによって引き起こされる。

DNAが酸化されると塩基配列中のデオキシグアノシン（dG）のC－8位やデオキシア

デノシンのC－2位が酸化され、8一ハイドロキシデオキシグアノシン（8－OHdG）や2一ハ

イドロキシアデニン1’2）が生成されることが知られている。特に8－OHdGは1983年

にKasaiらによってその存在が明らかにされ3）、早くから高速液体クロマトグラフィー一

紫外吸光光度検出一電気化学検出器（LC－U＼ρECD）による分析法が確立された牛6）

ことから、その生物学的機能や、様々な発がん機構との関連が明らかとなっている。

すなわち、DNAの塩基配列中に生成した8－OHdGは通常8一オキソグアニングリコ

シラーゼ（OGG1）などの修復酵素により修復される7’8）が、異常なROSの生成によ

り塩基配列中に残った8－OHdGはGC：TAトランスバージョンに結びつく変異原性を

示し9・10）、近年ではさまざまな発がん組織において、その生成が報告されている。さ

らに、近年では尿や血液中の8－OHdGを測定することで、　DNAの酸化的損傷や生

体内酸化ストレスの程度の指標としても用いられている11－14）。

一方、近年ROSと同様、一酸化窒素（NO）を代表とする活性窒素種（RNS）につ

いてもその生体内の挙動が注目されている。1980年Furchgo廿らにより、アセチル

1



コリンによる血管の弛緩作用が、内皮細胞から遊離する弛緩因子
（endothelium－derived　relaxing　factor：EDRF）による可能性が報告され15）、更に

85～87年にかけて、Palmer、　lgnarro、　Muradらにより、ほぼ同時に、　EDRFがNO

であることが報告された1年18）。NOは窒素原子と酸素原子が1原子ずつ結合してで

きた無機ラジカル分子であり、生体内ではNO合成酵素（NO　synthase：NOS）の働

きにより、L一アルギニンを酸化的に分解して生成される。　NOSには3つのアイソザイ

ムが存在し、恒常的に発現している内皮型NOS（eNOS）、神経型NOS（nNOS）、

細菌のリポポリサッカライドや炎症性サイトカインで発現が誘導される誘導型NOS

（iNOS）が知られている。また、生体内で生成したNOは、当初の血管平滑筋弛緩

作用にとどまらず、脳での学習や記憶、免疫系での抗腫瘍作用や抗菌作用、抗血

小板作用などの生理的反応への関与1923）、また、虚血や炎症性の組織傷害、高血

圧、動脈硬化、エンドトキシンショック等の病態生理への関与についても報告されて

いる2牛27）。さらに、NOは内因性だけでなく、外因性の化学物質によっても生成され

る。すなわち、狭心症や勃起不全の治療薬として広く知られているニトログリセリン

やシルデナフィルは体内でNOを放出することで薬効を示す。また、食肉等の発色

剤として広く用いられる食品添加物である亜硝酸ナトリウム（NaNO2）は酸性条件下

においてNOを放出する28・29）ことから、経ロ的に摂取すると胃内においてNOが生

成すると報告されている3α32）。さらにアスコルビン酸のような還元物質との反応によ

ってもNOを生成する33）ことから、これらの同時摂取により生体内でNOが生成す

る。

更に、NOは共存するROSや金属と反応し、より反応性に富むRNSへと変換され

る。NOと・02’は、　SODによる・OZの消去反応よりも3～4倍早く反応し、ペルオキシナ

イトライト（ONOO－）が生成する34）。　ONOO’は最終的に強力なニトロ化剤であるNO2

と、強力な酸化剤である・OHを生成することから、生体内で生成すると核酸3与37）、タ

ンパク質3＆41）、脂質4244）などと反応し、生体分子を酸化あるいはニトロ化することで

生体分子の構造を変化させ、その機能を低下させる。ニトロ化された生体分子の代

表的なものとして、タンパク質ではニトロチロシン（NO2Tyr）およびニトロトリプトファン

（NO2Trp）、核酸では8一ニトログアニン（NO2Gua）、ニトロキサンチン、脂質では9一ニ

トロリノレン酸、11一ニトロリノレン酸、5一ニトローY一トコフェロールなどが同定されてい

る。
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　生体内における主なニトロ反応メカニズムは前述したNOどOZの反応によって生

成するONOO’による経路、ミエロペルオキシダーゼ（MPO）による亜硝酸イオン

（NO2’）の酸化反応による経路、およびNOの自動酸化による経路が報告されてい

る。これらの反応からはいずれも最終的に二酸化窒素ラジカル（・NO2）が生成され、

このNO2が生体分子と直接反応してニトロ化物となる。これらの反応により生成され

た物質は種々の炎症疾患においてその存在が確認されている。炎症時に誘導され

るiNOSからは、通常の1，000倍近いNOが産生され、同時にマクロファージから多

量の・02’が生成することから、その主なニトロ化経路はONOO’に起因すると思われ

る。さらにこれらのニトロ化物質の生成は、アルツハイマー病などの神経変性疾患、

前癌病変・癌組織などで顕著に高まっており、それら組織においでNO2を始めとす

るRNSの産生機構が元進していることが示唆される。

タンパク質中のNO2Tyrについては、免疫化学染色法や、　LCやガスクロマトグラフ

ィー（GC）などの機器分析による定量法が開発されていることから、その生理的機能

についても明らかになっている。すなわち、タンパク質やペプチドのチロシン（Tyr）が

ニトロ化されると、チロシンキナーゼによるリン酸化が起こらなくなることから、リン酸

化シグナルに対して抑制的に作用することなどが報告されている45）。一方、遊離の

NO2Tyrは細胞内に取り込まれた後、微小管の構成タンパクであるα一チューブリンに

付加される。このNO2Tyrはカルボキシペプチダーゼでは除去されず、　NO2Tyrが付

加したα一チューブリンが蓄積し、微小管は不安定となり、上皮細胞の物質透過に対

するバリアー能を低下させることが明らかとなっている46）。これらのNO2Tyrの作用

は、その生成が元進する炎症性疾患などにおける病態発現に関与すると考えられ

ている。

一方、Tyr同様タンパク質を構成する芳香族アミノ酸であるトリプトファン（Trp）のニ

トロ化物質であるNO2Trpは、抗酸化酵素であるヒトーCu，　Zn－SODがONOO一や

MPOINO2’によってニトロ化されるとSOD中に生成し、その酵素活性が低下するこ

とが報告されている47）。しかしながら、その存在は1ηWfmにおいて確認されている

だけで、1ηvルoでの生成は未だ報告されていない。さらに、その検出方法についても、

抗NO2Trp抗体による検出法が報告されているだけで48）、定量法についての報告は

なく、NO2Tyrのように、更なる生理的機能を明らかにするためにも、その検出法の

開発が望まれている。
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また、核酸中のニトロ化物質であるNO2Guaは、近年、種々の感染性の炎症性疾

患においてその存在が報告されている49）。DNA中に生成したNO2Guaは非常に不

安定で、脱塩基することで脱塩基領域を形成することが知られており50）、この脱塩

基領域は結果として8－OHdGと同様GC：TAトランスバージョンを引き起こす。さらに、

炎症性疾患におけるニトロ化の主な要因であるONOO一は強力なニトロ化剤であると

同時に酸化剤でもあることから、DNA中には変異原性を有する8－OHdGも同時に

生成すると考えられ、これら二種の修飾塩基は炎症から発がんへの機構に関与す

る重要な因子として注目されている。事実、免疫化学染色法により、種々の炎症性

疾患において、8－OHdGとNO2Guaが同時に検出されている。しかしながら、

8－OHdGのようにDNA中に生成したNO2Guaを定量可能な感度と精度を備えた分

析法は未だ開発されていない。

8－OHdGやNO2Tyrの例からも明らかなように、優れた分析法の構築は、これら修

飾物質の新たな生理的機能の解明につながる。元ηvi∨o実験において広く用いられ

ている免疫化学染色法は簡便かつ網羅的な検索が可能であり、これらニトロ化合物

の生成部位の特定も可能であることから、非常に優れた手段である。しかしながら、

その定量性の低さから極微量の変化を捉えることは困難である。一方、近年の目覚

しい分析機器の発展は、簡便な前処理で高感度な測定を可能にしている。中でも、

LCやGCの検出器としての質量分析計（MS）は、測定対象物質の安定同位体をサ

ロゲート物質として用いることで、複雑なマトリックス中においても選択的かつ高精度

な測定が可能である。これらの分析機器をRNSにより生成するニトロ化物質の測定

に適用することで、生体内における極微量の変化を捉えることが可能であり、種々

の傷害や疾病への関与の解明につながる。また、極めて反応性の高いRNSは、加

Woで直接測定することは困難だが、前述したようなニトロ化合物を定量することで、

間接的ではあるがRNSの生成量を評価することが可能であり、生体内における

RNS生成のバイオマーカーとしても有用である。

本論文では、RNSにより修飾された生体分子の検出法を用いた、　RNSの発がん

促進機構への関与の解明と、RNSによって生成するニトロ化および酸化物質の高

精度な評価法の構築について記載する。

　第1章では、電子スピン共鳴法（ESR）等を用い、カテコールとNOの反応により

生成するROS、　RNSの検出を行い、∫ηv1∨oにおいてRNSによって修飾された生体
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分子の検出を行うことで、カテコールとNOの反応がNaNO2とカテコールの併用投

与によるラット前胃発がん促進機構に関与することを証明した。

　第2章では、タンパク質中NO2Tyrのより簡便で高感度かつ高精度な測定法の構

築を目的として、液体クロマトグラフィー一タンデム質量分析法（LC－MSIMS）による測

定法を構築した。さらに、本法を組織試料へ適用するため、酵素処理による前処理

方法を構築し、RNS生成が知られる肝障害モデルとしてアセトアミノフェン（APAP）

を投与したマウス肝組織において、NO2Tyrの高感度かつ高精度な検出を達成し

た。

第3章では、炎症を介した発がんに関与すると考えられている、RNSによるDNA

損傷の評価法の構築を目的として、液体クロマトグラフィー一質量分析法（LC－MS）に

よるNO2Guaの分析法を開発した。さらに、8－OHdG測定法でのDNA前処理法を

採用し、LC－UV－ECDによるdGおよび8－OHdGの測定法を併用することで、一つの

DNA試料からRNSによって生じるDNAの酸化とニトロ化の二つの修飾塩基の評

価法を確立した。
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第1章カテコール、亜硝酸ナトリウム併用投与が誘発するラット前胃発がん促進過

　　　程における一酸化窒素を介した酸化ストレス機構の解明

第1節　序論

NaNO2はハムやソーセージなど食肉の発色剤として広く用いられている51）ほか、

野菜や水などから摂取した硝酸イオンがロ腔内の微生物によりNO2一へ還元される

52）ことが知られていることから、ヒトが日常的に摂取する化合物である。NOZは魚肉

などに含まれる第2級アミンと反応して、強力な発がん物質であるニトロソアミンを生

成する53）ことが知られているが、それ自体では反復毒性試験および発がん性試験

において毒性は認められていない。

一方、カテコールは抗酸化能を有することから酸化防止剤として使われているほか、

煙草の煙やコーヒーなどに含まれていることが知られている54）。そのため、ヒトはこ

れら二つの物質を同時に摂取する可能性が考えられる。

カテコールとNaNO2の併用投与によるラット前胃の発がんは1990年Hiroseらに

よって報告されており55）、これら併用投与後4週間で前胃粘膜に明らかな上皮細胞

の過形成および乳頭腫瘍が生じる56）。また、前胃発がんのイニシエーターである

～－methyL～三nitro－〈卜nitrosoguanidineによる2段階発がんモデルでは、その明らか

な増強が観察されている57’58）。さらに、カテコールだけでなく、抗酸化物質として知

られている種々のフェノール性化合物とNaNO2の併用投与により、カテコールと同

様に前胃発がんが生じることが知られている5才59）。

前胃はヒトには存在しない醤歯類に特異的な臓器であるが、ヒトが日常的に同時

に摂取していると考えられるNaNO2とカテコールの併用が発がんを促進することは

明らかでり、その根本的な発がん機構を明らかにする必要がある。また、種々のフェ

ノール性化合物で同様の現象が報告されていることから、本機構の解明は、NaNO2

と他のフェノール性化合物との複合反応機構の解明にもつながる。

NaNO2は酸性条件下においてNOを生成することが知られている28’29）。すなわち、

経ロ的に摂取されたNO百は胃内において多量のNOを生成すると考えられる。近

年、NOはRNSの一つとして注目されており、特に好気性条件下において様々なラ

ジカル反応を引き起こし、強力な細胞傷害性を持つONOO一を生成する61鋼）ことから、

種々の疾病や発がんなどにも関与すると考えられている。
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一
方、カテコールは抗酸化能だけでなく、NOを消去する65・66）ことが知られている

ことからカテコールとNOは何らかの形で反応し、種々のラジカル種が生成すると考

えられる。つまり、NaNO2とカテコールを同時に摂取したラットの胃内において、　NO

とカテコールによるラジカル反応が生じ、その過程で生成するラジカル種が発がんの

促進に関与していることが疑われる。

本研究では、ラット前胃発癌機構におけるNaNO2とカテコールの反応メカニズム

の解明を目的とし、mvifm実験系では、　ESRを用いてNOとカテコールの反応によ

り生じるラジカル種を検出することで、ラジカル反応機構の解明を行った。元ηWo実

験系では、雄6週令のF344ラットにNaNO2とカテコールを併用投与し、加vifmの

実験結果から生じると考えられた、DNAの酸化的損傷の指標である8－OHdGの測

定、RNS生成の指標であるNO2Tyrの免疫化学染色法による検出および病理組織

学的検索を行った。

第2節実験の部

2－1．材料及び試薬

　NaNO2、カテコールは和光純薬工業社製（特級）を用いた。ESRによるROSの

検出にはスピントラッピング剤として5，5－dimethyl－1－pyrroline－～－oxide（DMPO）

（同仁化学研究所社製）を使用した。ONOσの測定に用いたジヒドロローダミン

（DHR）、ローダミン123（RHO）、アルカリホスファターゼ、　CAT、　SOD及びジエチレ

ントリアミン五酢酸（DTPA）はSigma　Chemical社製を用いた。またiηvlfmの全て

の実験においてNO発生剤には1－hydroxy－2－oxo－3－（凡methyl－3

－aminoethyl）－3－methyl－1－triazene（NOC－7）を使用した。　DNAの抽出に用いたヌク

レアーゼP1はヤマサ醤油社製を使用し、抗NO2Tyr（rabbit　polyclona川gG）及び

抗iNOS（rabbit　PAb）はTransduction　Laboratories社製を使用した。また、精製水

はMillipore社製のMilli－Q　gradient－A10　EDSポリッシャー付き精製水装置を用い

て調製した。

2－2．1ηv佑o実験

2－2－1．ESR測定条件

Instrument：　　　　JEOL社製JES－REIX
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Magnetic　field：　　　335．0±5mT

Power：　　　　　　9．O　mW

Frequency：　　　　　9．456　GHz

Modulation　width：　　0．063　mT

Gain：　　　　　　　　500

Sweep　width：　　　　5．O　mT

Sweep　time：　　　　　0．5　min

Time　constant：　　　0．03　sec．

Temp．：　　　　　　　room　temp．

2－2－2．カテコールとNOの反応確認

カテコールに1．O　mM　DTPAを含む100　mMリン酸塩緩衝液（pH　7．4）とNO発生

剤である0．1mM　NOC－7を加え、カテコールの最終濃度を0．1　mMとし、室温でイン

キュベーションした後、60分まで15分間隔でその吸収スペクトルを測定した。紫外

可視吸光光度計はSHIMADZU社製U∨－1600PCを用いた。

2－2－3．セミキノンラジカルの検出

カテコールのセミキノンラジカルは水中よりも～，～’一ジメチルホルムアミド（DMF）中

で比較的安定であることから、セミキノンラジカルの測定には、500mMリン酸緩衝

液（pH　7．4）とDMFの混液を用いた。

100μLの0．1Mカテコールを1．O　mM　DTPAを含む500　mMリン酸緩衝液（pH

7．4）に加え、500μLの～，〈1一ジメチルホルムアミド（DMF）及び50μLの10　mM

NOC－7を加えて混合した。この試料をESR測定用200μL扁平石英セルに移し、1

分後にESR測定を行った。セミキノンラジカルは、塩基性条件下においても生成す

ることが知られている67）ことから、NOC－7の溶媒である10mM水酸化ナトリウムと

カテコールについて及び対照群としてNOC－7単独についても測定した。また、全て

の実験は室温で行った。

2－2－4．カテコールとNOの反応により生成するラジカルの検出と抗酸化酵素の影響

スピントラッピング剤にDMPOを用い、ESRによりROSを検出した。100μLの
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1．O　mMカテコールを1．O　mM　DTPA含有の100　mMリン酸塩緩衝液（pH　7．4）に添

加した後、5μLDMPOと100μLの1．O　mM　NOC－7を加えて混合した。この試料を

ESR測定用200μL扁平石英セルに移し、1分後から60分まで10分間隔でESR

測定を行った。ラジカル種の生成経路を調べるため、抗酸化酵素の添加によるESR

スペクトルの変化を観察した。上述した反応系に10，000units／mLCATおよび1，000

unitslmL　SODをそれぞれ単独および併用で加えた試料の測定を行った。シグナル

高さは標準物質であるMn2＋との比で算出した。また全ての実験は室温で行った。

2－2－5．ONOO’の測定

ONOO一の測定はKooyら68）及びBenoitら69）の方法を参考にし、　ONOO’の生成

はRHOの生成量として測定した。　DMFに溶解したDHR（28．9　mM）は使用まで

一20°Cで保存した。1．O　mM　DTPA、3．O　mM　DHR、100μMカテコール及び0．1　mM

NOC－7を100　mMリン酸緩衝液（pH　7．4）に加え反応溶液とした。ONOO’生成量

はインキュベーションの後、マイクロプレートリーダー（Model　550、　Bio　Rad社製）を

用い、10分間隔で60分まで490nmの吸光度測定を行った。検量線はRHOを用

いて作成した。また、・OHの消去剤であるマンニトール（1．O　mM）を添加したものも測

定し、NOC－7のみを添加したものを対照とした。また、測定は全て室温で行った。

2－3．元ηvivo実験

2－3－1．動物試料および飼育条件

5週齢の雄性F344ラット168匹を日本SLC社より購入し、約1週間の馴化飼育

の後、各群42匹ずつ4群に配した。動物の飼育はバリヤーシステムの動物室にて

行い、室内の環境条件は温度24±1°C、湿度55±596、換気回数18回1時間、12

時間蛍光灯照明、12時間消灯の条件下で行った。動物は、ポリカーボネート製箱型

ケージに5匹又は3匹ずつ収容し、床敷は三協ラボサービス社製のソフトチップを用

い、週2回交換した。また、飲料水として水道水を自由に摂取させた。

2－3－2．動物実験操作

6週齢の雄性F344ラット全168匹を対照群、　NaNO2飲水投与群、カテコール混

餌投与群及びNaNO2、カテコール併用投与群の計4群に配した。飼料にはオリエン
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タルMF粉末（オリエンタル酵母社製）を用い、カテコール投与群にはカテコールを

0．8％混じて投与した。NaNO2投与群にはNaNO2を0．2％水道水に混じて投与した。

投与は24時間の絶食後開始し、投与後12、24時間、1週及び2週間後に屠殺し、

各群及び時間で3匹ずつを病理組織学的検索に用いた。採取した前胃は常法に従

い、パラフィン包埋後、薄切切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を施した。

8－OHdG測定用のサンプル採取は投与後12時間及び2週間で行い、サンプルは

採取後ただちに液体窒素により凍結し、測定まで一80°Cで保存した。前胃粘膜は非

常に微量であることから、3匹分を1サンプルとして各群及び時間で5サンプルずつ

採取した。

2－3－3．8－OHdG測定

前胃粘膜DNA中の8－OHdGの測定はNakaeら6）、　Kasaiら70）およびHelbock

ら71）の方法を参考にした。DNAはDNAエクストラクターWBキット（和光純薬工業社

製）を用いて抽出し、ヌクレアーゼP1とアルカリホスファターゼにより消化した。試

料はLC－U∨ECDにより測定を行った。　LCポンプはGynkotek　480（Gynkotek社

製）を、カラムはULTRASPHERE　ODS（4．6　x　250　mm，5μm，　BECKMAN

COULTER社製）UVはGILSON　118（GILSON社製）、ECDはCoulochem　ll（ESA

社製）を使用した。移動相には10mMリン酸一ナトリウム塩／メタノール混液（96：

4）を流速1．O　mLlminを送液し、分析カラムで分離した後dGをUV　290　nmで、

8－OHdGをECD　300　mVで検出した。8－OHdG値は8－OHdG／105dG量として算

出した。

2－3－4．免疫化学染色法によるNo2TyrおよびiNosの検出

組織切片は0．6％H202で30分間インキュベーションし、内因性ペルオキシダーゼ

活性を除去した。次に1．0％ヤギ血清を含むりン酸塩緩衝液（pH　7．4）中30分間イ

ンキュベーションし、リン酸塩緩衝液で洗った後，1．O　mglmLの抗NO2Tyr（rabbit

polyclonal　lgG）または抗iNOS（rabbit　PAb）を含む1．0％牛血清アルブミン（BSA）

を加え、4°Cで終夜インキュベーションした。リン酸塩緩衝液で洗った後、Universal

Elite　ABC　kit（PK－6101）を使用して発色を行った。
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2－3－5．統計学的処理法

8－OHdG値についてはStudent’s　f検定及びWelch’s　f検定を用い、対照群と被

験物質投与群との間で有意差検定を行った。

2－4．倫理面への配慮

　動物実験については、国立医薬品食品衛生研究所実験動物取り扱い指針に基

づいて実施された。

第3節　結果および考察

3－1．元ηv1カo実験

3－1－1．カテコールとNOの反応確認

NaNO2の摂取により酸性条件下であるラット胃内において多量のNOが生成する

と考えられる。mv伽o実験系では、カテコールとNOの純粋な反応系を再現するた

めに、NaNO2ではなくNO発生剤であるNOC－7を用いて、　NOとカテコールのラジ

カル反応について検討した。

NOとカテコールの反応性を検討するため、カテコールとNOC－7による反応溶液

の吸収スペクトルの経時変化を紫外可視吸光光度計により測定した。Figure　1に示

すように、1分で見られたカテコールの250nm付近の極大吸収は経時的に減少し、

60分では370nm付近に新たな吸収が見られた。このことから、カテコールはNOに

より酸化を受け、高波長側に吸収を持つキノン体へ変化していると考えられる72）。
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Fig．1Changes　in　absorption　spectra　of　O．1　mM　catechol　incubated　with　O．1　mM

NOC－7　for　up　to　l　hr　at　room　temperature　in　100　mM　sodium　phosphate　bu而er　at

pH　7．4．

3－1－2．セミキノンラジカルの検出

ESRの直接測定法によりカテコールからキノンへの酸化の反応中間体であるセミ

キノンラジカルの検出を試みた。カテコールとNOC－7を加え混和後1分間反応させ

た後、ESR測定を行ったところ、Figure　2－Aに示すように、カテコールとNOの反応

溶液ではカテコールのセミキノンラジカルの特異的なESRスペクトルが見られた25）。

このことからNOはカテコールを一電子酸化し、セミキノンラジカルを生成することが

明らかとなった。また、NOC－7の溶媒である10　mM水酸化ナトリウムとカテコール

の反応において、わずかにセミキノンと思われるスペクトルが見られた（Fig．2－B）。

これは他のフェノール性化合物が塩基性条件下においてセミキノンが生成すること

が知られていることから、それに起因すると考えられる。NOC－7およびカテコール単

独でスペクトルは観察されなかった（Fig．2－c，　D）。
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Fig，2ESR　spectra　of　semiquinone　radicals．　Semiquinone　radical　was　generated　by

the　oxidation　of　10　mM　catechol　by　1．O　mM　NOC－7（A），　ESR　spectra　of　10　mM

catecho〃10mM　NaOH（B），10mM　Catechol　abne（C）and　1．O　mM　NOC－7　alone　as　a

control（D）were　measured．　These　reagents　were　incubated　for　l　min　at　room

temperature　in　the　mixture　of　l　mM　DTPA　containing　500　mM　sodium　phosphate　buffer

（pH　7．4）and　DMF　＞alues　presented　are　means±SD　of　five　separate　experiments．

3－1－3．ラジカル種の検出と抗酸化系酵素の影響

NOによる一電子酸化で生成するセミキノンラジカルは極めて不安定であり、キノン

体へと酸化される過程において酸素から・02’や・OHといったROSを生成する。そこ

で、スピントラッピング剤としてDMPOを用い、　ESRによるROSの検出を行った。

H202／水酸化ナトリウム／ジメチルスルフォキシド（DMSO）システムによるDMPO

と・OH、・02－、メチルラジカルによるESRスペクトルをFigure　3－Aに示す73）。カテコ

ール、DMPOおよびNOC－7を混合し、10分間のインキュベーションの後、ESR測

定を行った結果、Figure　3－Bに示すようにDMPO－・OHアダクトのスペクトルが観察

された。さらに、・OHの生成機序を調べるため、抗酸化酵素であるSOD、CATの添
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加によるESRスペクトルの変化を測定した。　Figure　4に示すように、　H202を代謝す

るCATではDMPO－・OHアダクトのシグナル強度に変化は見られず、・02’をH202

へと代謝するSODでは増加が見られた。このことから、カテコールとNOの反応で

の・OHの生成にはH202を経由していないことが示唆された。

（A》

・ OH
’CH3

n2寺 ■　　　　　＾

　2
MMrP

｛B）

　　　　　330　　　　　　332　　　　　　334　　　　　　336　　　　　　338　　　　　　340

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Field（mT）

Fig．3Typical　ESR　spectra　of　DMPO　with　・OH，・02－and　・CH3　using　the

H2021NaOHIDMSO　system（A）．　ESR　spectrum　in　the　reaction　of　catechol（0．1　mM）

incubated　with　NOC－7（0．1　mM）at　10min（B）．

（A》　　　　　　　　　　　　　　（B）

　　　セコ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o．5］
　　ムマ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ね　　　　　　　　　　

　CAT◆SOD　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O2　r

330　　　　　332　　　　　334　　　　　336　　　　　338　　　　　340　　　　　　　　　　（滅　　　　　舗T　　　　　SαD　　　CAr＋SOD

　　　　　　　　　Field（mT）

Fig．4Changes　in　DMPO－OH　spectrum　by　the　addition　of　10000　unitslmL　CAT　andlor

1000unitslmL　SOD（A）．　ESR　measurement　was　examined　at　10min　after　incubation

of　O．1　mM　catechol　with　O．1　mM　NOC－7　andlor　each　enzymes．　Changes　in　signal

intensity　by　the　reaction（B）．　The　ordinate　indicates　the　signal　height　of　DMPO－OH

relative　to　the　MnO2　internal　marker　signal．
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3－1－4．ONOO一の測定

セミキノンラジカルによって生成すると考えられる・02’はNOが存在するとただちに

反応しONOO’を生成する。そこで本反応系においてもONOO’の生成が疑われる。

ONOO’の検出にはRNSの蛍光プローブとして知られるDHRを使用し、　DHRと

RNSの反応生成物であるRHOの蛍光強度を測定した。　Figure　5に示すように、

DHRにNOC－7のみを添加した結果、RHO生成量は10分値で最大となった。カテ

コール／NOC－7の反応では各時間におけるRHO生成量はNOC－7単独より上回り、

その蛍光強度は・OHの消去剤であるマンニトールの添加でも変化は見られなかった

（Fig．5）。このことから、カテコールとNOの反応においてONoo一の生成が明らかと

なった。

　　　　　　20「　　　　　　　　　　　　　　　　一一『「
　　　　　　　ト　　　　　　　　　　　　　ー◆一（⊇ol1NOじ7　　　　－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一●－Q⌒州OC－71㎜耐
　　　　　　15寸
　　　　　言　　1　　　　　　　　　　　一合一NOG7
　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　㌃
　　　　　．≡
　　　　　∈10
　　　　　暑
　　　　　む　　　　　
　　　　　差

　　　　　　5

　　0
　　　0　　　　　10　　　　20　　　　　30　　　　40　　　　　50　　　　　60　　　　70

　　　　　　　　　　　　　　｛min．）
Fig．5Time　dependent　changes　of　RHO　production　in　the　solution　of

DHR　with　NOC－7　（0．1　mM）alone，　NOC－71catechol（0．1　mM）and

NOC－71catechol　IMannito1（10mM）were　measured　at　10－min　intervals

for　upto　60　min．

3－2．iηv輌vo実験

3－2－1．病理組織学的検索

Figure　6およびTable　1には0．2％NaNO2と0．8％カテコールを投与後2週間

までのラット前胃の病理組織学的検索の結果を示す。併用投与群は、投与開始24

時間後で中程度の粘膜下織への細胞浸潤、浮腫および粘膜上皮の過形成が観察

された。さらに1週および2週ではびらんや潰瘍性病変およびその周囲に炎症性細
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胞の浸潤が認められた。一方、0．2％NaNO2および0．8％カテコールのそれぞれ単

独投与群では、投与後24時間においてわずかに粘膜下織への細胞浸潤が観察さ

れただけだった。

、　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　、

（A）

s，．’餐＼　　　　　　　馳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　．，　　　　　　　　　　　　　　　　ぺ

　　　　　　　　　一　　　　　㌔　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～．

　　　　　　一

（C》　　　　　　　　　　　　（D）

Fig．6Forestomachs　of　male　rats　co－treated　with　O．2％NaNO2　in　the　drinking　water

and　O．8％catechol　in　the　diet　for　12　hr（A）or　2　weeks（B）．　Although　there　are　no

obvious　alterations　at　12hr，　erosion　surrounded　by　severe　inflammatory　cell　infiltration

is　apparent　together　with　epithelial　hyperplasia　after　2　weeks．　H＆E　staining　at×180

0riginal　magnification，（C）Forestomach　of　a　male　rat　treated　with　O．2％NaNO2　in　the

drinking　water　for　2　weeks．　（D）Forestomach　of　a　male　rat　treated　with　O．8％catechol

in　the　diet　for　2　weeks．　There　are　no　remarkable　changes，　H＆E　staining　at×180

0riginal　magnification．
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：

Table　l　Histopathological　findings　of　the　rat　forestomach　given　O．2％NaNO2　in　the　drinking　water，0．8％catechol　in　the　diet，　or

O．2％NaNO2　in　the　drinking　water　and　O．8％catechol　in　the　diet　for　12，24　hr，1and　2　weeks．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．8％Catechol

G「°up　　　C°nt・　0・2％NaNO・　　0・8％Catech°1　　＋0．2％NaNO2

site／lesion　　　　　　　　　　　12hr　24hr　lw　2w　　12hr　24hr　lw　2w　　12hr　24hr　lw　2w
Epithelium

　hyperplasia　　　　　　　　　－　　　　　　一　　　　一　　　　一　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　一　　　　一　　　　±　　　→十　　一H－

　erOSiOn／UICer　　　　　　　－　　　　　　一　　　　一　　　　一　　　一　　　　　一　　　　一　　　　一　　　一　　　　一　　　　一　　　　十　　一トート

　with　inflammatory
　　　　cell　infiltration

Submucosa
　edema　　　　　　　　－　　　　一　　　一　　　一　　一　　　一　　　一　　　一　　一　　　一　　　土　　十十　土

　cell　infiltration　　　　　　　　－　　　　　　一　　　　±　　　　一　　　一　　　　　一　　　　士　　　　士　　　一　　　　一　　　　十　　　一トー｝一　　±

　fibrosis　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　＿　　　　＿　　　　＿　　　一　　　　

一
　　　　一　　　　一　　　一　　　　一　　　　一　　　

一
　　一ト十

一rno　observed，土：mild，十：moderate，十十：severe



3－2－2．8－OHdG測定

DNAの酸化的損傷の指標としてラット前胃粘膜DNA中の8－OHdG生成量を測定

した。Figure　7には得られた定量値から算出した8－OHdG1105dG値を示す。0．2％

NaNO2および0．8％カテコール併用投与群では投与後12時間および2週間にお

いて、対照群に比べ有意な上昇が見られ、12時間では約1．5倍、2週間では約8．0

倍であった。一方、0．2％NaNO2および0．8％カテコール単独投与群では変化は

見られなかった。併用投与群において種々の病変に先立って8－OHdGの上昇が見

られたことは、DNA酸化は炎症性細胞から生成するROSではなく、外因性のROS

に起因し、種々の病変にはこの外因性のROSが関与していることが示唆された。

呈1。」

§8］

§6！

　　4］

　　　　　　　　　12hrs　　　　　　　　　　　2　weeks

⊆、I　Di。t豆・捌、N・、田・18％C。tech。1・・3％C・tech・i一

Fig．7Changes　in　8－OHdG　levels　in　forestomach　epithelium　of　rats　given

O．2％NaNO2　in　the　drinking　water，0．8％catechol　in　the　diet，　or　O．2％

NaNO2　in　the　drinking　water　and　O．8％catecho日n　the　diet　for　12hrs　or　2

weeks．　Values　are　means±S．D．　of　data　for　5　samples　collected　from

atotal　of　15　rats．　＊：Significantly　different（P＜0．01）from　the　control

9「oup・
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3－2－3．免疫化学染色法によるNO2TyrおよびiNOSの検出

3－1の加vlfm実験系の結果では、カテコールとNOの反応により最終的にONOO一

が生成することを確認している。ONOO一は強力な酸化およびニトロ化力を有し、細

胞傷害性を有することから、前述した前胃粘膜の損傷およびDNAの酸化的損傷は

ONOO一に起因することが考えられる。生体内でのONOO’生成を評価と内因性の

RNS生成を確認するため、免疫化学染色法によるNO2TyrとiNOSの検出を行った。

対照群ではNO2Tyr陽性細胞は観察されなかったのに対し（Fig．8－（A））、併用投与

群では12時間から前胃粘膜上皮においてNO2Tyr陽性細胞が観察され、その強度

は経時的に増加した（Fig．8－（B），（c））。一方、　iNosの検出では、併用投与群の2

週目において、粘膜下織における浸潤細胞においてわずかに陽性細胞が検出され

る程度であった（Fig．9）。これらのことから、併用投与により前胃粘膜上皮に観察さ

れたNO2Tyrの生成は、炎症細胞による内因性NOに由来するのではなく、　NaNO2

とカテコールの反応により生成する外因性のONOO’に起因していると考えられ、こ

れらの結果は、3－1で示した加Wmの結果を強く支持するものであった。
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Fig．8Forestomachs　of　male　rats　no－treated（A）and　co－treated　with　O．2％NaNO2　in

the　drinking　water　and　O．8％catechol　in　the　diet　for　12　hrs（B）and　2　weeks（C）．

NO2Tyr－positive　cells　were　observed　all　over　the　epithelium　at　12　hrs　after　the

treatment　and　the　increase　of　intensity　was　found　at　2　weeks．　lmmunohistostaining

for　NO2Tyr　at　x　1800riginal　magnification．

議鑓甕菱．嚢甕ピ駿亘きま

Fig．9Forestomach　of　a　male　rat　co－treated　with　O．2％NaNO2　in　the

drinking　water　and　O．8％catechol　in　the　diet　for　2　weeks．　Afew

iNOS－positive　cells　were　found　at　submucosa　under　ulceration．

lmmunohistostaining　for　iNOS　at　360x　original　magniWcation．
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第4節　小括

本研究では、カテコールとNOのラジカル反応機構の解明と、本反応中における

RNS生成とカテコール、　NaNO2併用投与によるラット前胃発がん促進機構との関連

を明らかにするため、’ηv’froおよび∫ηvルoにおける実験を行った。

　的vffmの実験系では、　NaNO2が酸性条件下つまり胃内においてNOを生成す

ることに着目し、NOとカテコールのラジカル反応について種々検討した結果、カテコ

ー
ルがキノン体へ酸化されることを明らかにした。この反応過程において生成するラ

ジカル種をESRで検出した結果、セミキノンラジカル及び・OHの生成が確認された。

さらに、蛍光プローブによる検討ではONOO一の生成を確認したことから、NOによる

カテコールの一電子酸化で生成したセミキノンラジカルが、キノンへと酸化される際

に酸素から・02’が生成し、過剰なNOが・OZと反応し、ONOO’を経て・OHと・NO2が

生成するという反応機構を提唱した（Fig．10）。

’ηv∫voにおける病理組織学的検索の結果、併用投与群では投与後24時間から

粘膜下組織における細胞浸潤が見られ、2週目では過形成と、細胞浸潤を伴う潰瘍

性病変が観察された。一方、対照群およびNaNO2、カテコールの単独投与群にお

いては全ての時間において変化は見られなかった。前胃粘膜DNAの8－OHdG値

は種々の病変に先立って、投与後12時間で併用投与群は対象群に対して有意な

上昇が見られた。更に2週目では対照群に比べ約8倍の上昇が見られた。免疫化

学染色法によるiNosの検出では、併用投与群の2週目においてのみ浸潤細胞に

わずかに観察された程度であったのに対し、NO2Tyr陽性細胞は併用投与群におい

て、投与後12時間から粘膜上皮細胞で観察され、2週目では粘膜上皮における過

形成部位でその存在が認められた。すなわち、8－OHdGやNO2Tyrの生成は炎症

細胞が産生するRosやiNosが産生するRNsではなく、外因性のRNsに起因

することを示している。これらの結果から、NaNO2とカテコール併用投与によるラット

前胃発がん促進機構には、胃内で生じるNOとカテコールの複合反応により生成す

るRNSが起因することを明らかにした。
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〔こ〔1：ブ▽（〕〔1：7－▽Cく

　　　　　　　　　NO，02　　HNO3　　　　　　　　　　02　　　°02’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　NO
　　　　　　　　　　　ACId　　A。id　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ONOO’

　　　　　　　N。加〃°一　　　　　　　↓
　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ONOOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・OH　　　　　・NO2

Fig．10Proposed　pathways　for　the　reaction　of　catechol　with　NaNO2，　generating・OH　by

way　of　ONOσ．
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第2章　液体クロマトグラフィー1タンデム質量分析法によるタンパク質中

　　　ニトロチロシンの高感度分析法の構築と組織試料への応用

第1節　序論

NOは血管内皮細胞や、マクロファージ、好中球および血小板等で生成する内因

性のラジカル種であり74）、神経伝達物質75）や、免疫系における細胞毒性因子として

機能することが知られているほか76）、虚血1再潅流による組織傷害等に関与してい

ると考えられている77）。

　好気性条件下において、NOはただちに・02“と反応し、より反応性の高いONOO’

を生成する（i．e．，6．7　x　109　Lmo「1s－1）78）。　ONOO’は強力なニトロ化及び酸化力を有

することから、生体内において生成したONOO’は種々の芳香族化合物をニトロ化す

る。中でも、芳香族アミノ酸の一つであるTyrは、ONOσと反応にしてNO2Tyrを生

成することから、タンパク質中に散在するNO2Tyrは生体内におけるRNS生成の指

標になると考えられている6）。

　NO2Tyrの検出には免疫化学染色法8α82）、　GC－MS8385）やLC8ひ93）といった方法

が報告されている。免疫化学染色法は簡便かつNO2Tyrが生成している局在部位

が確認できることから、動物実験において広く用いられているが、その定量性は低い。

一
方、機器分析による定量はGC－MS8385）、LC－UV86－87）、LC－ECD8θ91）や

LC－MS92’93）が報告されているが、固相抽出法などの煩雑な前処理が必要であり、

測定精度を低下させる。

　本研究では、組織タンパク質中NO2Tyrの定量法の構築を目的として、

LC－MSIMSを用い、迅速、簡便でありながら、微量の試料にも十分に適用可能な感

度と精度を備えた分析法を構築した。さらに、本法の加vlvo試料への有用性を確認

するため、RNSによる肝障害モデルとして知られるAPAPブ9，94）を投与したマウス肝

組織におけるタンパク質中NO2Tyrの検出に本法および免疫化学染色法を適用し、

それぞれの結果を比較した。

第2節実験の部

2－1．材料および試薬

　Tyr，トリクロロ酢酸（TCA）、塩酸、硝酸、酢酸およびHPLC用アセトニトリルは和
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光純薬工業社製を用いた。NO2Tyr、プロテアーゼおよびAPAPはSigma　Chemical

社製を使用した。［13Cg］－TyrはCambridge　lsotope　Laboratories社製を使用した。

また、精製水はMillipore社製のMilli－Q　gradient－A10EDSポリッシャー付き精製水

装置を用いて調製した。

2－2．内標準物質の合成

内標準物質として用いる［13Cgl－NO2Tyrは［13Cg］－Tyrから合成した。すなわち18．1

mgの［13Cg｝Tyrを2、O　mLの塩酸に溶解し、50μLの硝酸を加え室温で1時間撹絆

した後、水酸化ナトリウム溶液で中和した。反応溶液はSHIMADZU社製LCシステ

ム（ポンプ：LC－10ADvp，オートサンプラー：SIL－HTC，　UV検出器：SPD－10Avp）を

用い分離、精製した。カラムはL－Column（4．6　x　150　mm，5μm，化学物質評価研

究機構）を使用し、移動相は5．0％メタノール含有0．05％酢酸溶液を用い

SHIMADZU社製自動分取装置（FRC－10A）により分取した。得られた溶液は水酸

化ナトリウム溶液で中和した後、ロータリーエバボレーターで乾固した。生成物の確

認にはSHIMADZU社製LC－MS（LCMS－2010A）を用いた。

2－3．標準溶液の調製

10mM塩酸を用い、1．O　mM　TyrおよびNO2Tyrを調製した。検量線の作成には

0．1から50μMのTyrおよび0．5から1000　nMのNO2Tyrを調製し、サロゲート物

質としてそれぞれの安定同位体を最適濃度で添加して用いた。

2－4．LC－MS／MS条件

LC－MSIMSはAliance　HT　model　27951iquid　chromatography　system（Waters

社製）およびMicromass　Quattro　Ultima　mass　spectrometry　system（Micromass

社製）を用い、MSIMS測定にはエレクトロスプレーイオン化法（ESI）を用い、ポジテ

ィブイオンモードによりTyrおよびNO2Tyrを検出した。カラムにはSHISEIDO社製

CAPCELL　PAK　C18　MGn（2．O　x　150　mm，5μm）を用いた。移動相は溶液A：

0．01％酢酸と溶液B：アセトニトリルの混液を流速0．2mLlminで送液した。カラムを

A二B＝97：3で安定させ、グラジエント条件によりTyrおよびNO2Tyrを溶出させた。

NO2Tyr測定では、precursor　ionにm々227（［M＋H】＋）を、　product　ionにm／z　181
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（［M＋H－H20－CO］＋）を設定した。同時に内標準物質である【13Cg】－NO2Tyrの検出に

はprecursor　ion及びproduct　ionをm々236及び190とした。Cone　voltage及び

collision　energyは20　V及び11　eVを最適とした。全ての試料は11100に希釈した

後、測定に用いた。

Tyr測定では、precursor　ionにm々182（【M＋H】＋）を、product　ionにmπ136

（［M＋H－H20－COI＋）を設定した。同時に内標準物質である［13Cg｝Tyrの検出には

precursor　ion及びproduct　ionをmπ191及び144とした。Cone　voltage及び

collision　energyは15V及び12eVを最適とした。全ての試料は1／10，000に希釈

した後、測定に用いた。

また、どちらの測定においてもsource　block　temp．及びdesolvation　temp．は150

及び350°Cとし、cone　gas及びdesolvation　gas流量は200及び590　L／hとした。

2－5．試料調整

本分析法は、組織タンパク質中NO2Tyr及びTyrの検出を目的としていることから

Hensleyら91）の方法を基に、酵素処理によるタンパク質の抽出および消化方法を構

築した。試料に50mM酢酸緩衝液（pH　6．5）を加えホモジナイズした後、4°C、3，000

xgで10分間遠心分離し、上清を取りタンパク質濃度を算出した。タンパク質濃度を

10mglmLに調整した後、10％TCA　O．5mLを加え、4°C、14，000　x　gで10分間遠

心分離し、上清を捨て、沈殿を採取し、2．O　mglmLのプロテアーゼを含む50　mM酢

酸緩衝液（pHa5）を加え、50°Cで20時間インキュベーションした。インキュベーショ

ン後、再度10％TCAを加え、4°C、14，000　x　gで10分間遠心分離を行い、上清を

採取して0．45μm　ポリフッ化ビニリデン（PVDF）フィルターを通し、測定用試料とし

た。

2－6．添加回収試験

添加回収試験にはマウス肝組織におけるタンパク質の消化液を使用し、NO2Tyr

及びTyrのブランク値からそれぞれの添加濃度を決定した。添加濃度はNO2Tyrを

100及び200nM、Tyrを25及び50μMとし、　LC－ESI－MSIMSによる測定結果から

それぞれの回収率を算出した。
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2－7．動物試料および飼育条件

5週齢の雄性B6C3F1マウス20匹を日本SLC社より購入し、約1週間の馴化飼

育の後、各群5匹ずつ4群に配した。動物の飼育はバリヤーシステムの動物室にて

行い、室内の環境条件は温度24±1°C、湿度55±5％、換気回数18回1時間、12

時間蛍光灯照明、12時間消灯の条件下で行った。動物は、ポリカーボネート製箱型

ケージに5匹ずつ収容し、床敷は三協ラボサービス社製のソフトチップを用い、週2

回交換した。また、飲料水として水道水を自由に摂取させた。

2－8．動物実験操作

6週齢の雄性B6C3F1マウス全20匹を対照群、APAP投与後2時間群、4時間

群、8時間群の計4群に配した。飼料にはCRF－1粉末（オリエンタル酵母社製）を用

い、APAP投与群には300　mglkgを腹腔内投与した。投与後各時間において屠殺し、

肝臓の左葉はヘマトキシリン＆エオジン染色およびNO2Tyrの免疫化学的染色法に

よる病理組織学的検索に用いた。NO2Tyr測定用の試料は採取後ただちに液体窒

素により凍結し、測定まで一80°Cで保存した。

2－9．免疫化学染色法

組織切片は0．6％H202中で30分間インキュベーションし，内因性ペルオキシダー

ゼ活性を除去した。次に1．0％ヤギ血清を含むリン酸塩緩衝液（pH　7．4）中30分間

インキュベーションし、リン酸塩緩衝液で洗った後、1．O　mg／mLの抗NO2Tyr（rabbit

polyclonal　lgG）を含む1．0％BSAを加え、4°Cで終夜インキュベーションした。リン

酸塩緩衝液で洗った後、Universal　Elite　ABC　kit（PK－6101）を使用して発色を行っ

た。

2－10．倫理面への配慮

　動物実験については、国立医薬品食品衛生研究所実験動物取り扱い指針に基づ

いて実施された。
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第3節結果及び考察

3－1．測定条件の最適化

Tyr、　NO2Tyr及びサロゲート物質として用いたそれぞれの安定同位体の化学構造

をFigure　11に示す。MSIMS測定におけるインターフェイスにはESIを用い、ポジテ

ィブイオンモードを採用した。Figure　12にはそれぞれのMSIMSスペクトルを示す。

Tyr、　NO2Tyr、【13Cg】－Tyrおよび【13Cg】－NO2Tyrのモニタリングイオンにはそれぞれ

m／2182＞136、227＞181、191＞144および236＞190を設定した。

LC－MS／MS測定において、移動相、cone　voltage及びcollision　energyはその測

定感度に大きな影響を及ぼす。これら3種の条件をTyr及びNO2Tyrそれぞれの標

準品を用いて最適化した。

Cone　voltageはselected　reaction　monitoring（SRM）スペクトルにおいて、それ

ぞれのprecursor　ion（【M＋H】＋）であるmπ182及び227のシグナル強度を検討し、

15及び20Vを最適とした。　Collision　energyはMS／MSスペクトルにおいて、それ

ぞれのproduct　ionであるmπ136（【M＋H－H20－CO】＋）及び181（［M＋H－NO2】＋）のシ

グナル強度を検討し、12及び11eVを最適とした。

移動相の検討では、移動相中に含まれる酸及び塩濃度がMSIMSにおけるイオン

化の度合いに大きく影響することから、移動相に添加する酢酸濃度の検討を行った。

酢酸濃度は0－0．1％（vlv）の範囲で検討し、それぞれの濃度におけるTyr及び

NO2Tyrのピーク強度を比較した。Tyr、　NO2Tyrともに酢酸0．0196のとき最も強いピ

ーク強度が得られたことから、0．01％酢酸を最適とした。本条件においてTyrおよび

NO2Tyrはそれぞれ保持時間3．0および5．7分に検出された。

㈹

　　　OH　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　OH

　　　Tyr　　　　　　　　　　NO2Tyr　　　　　　　　　r3Cg1・Tyr　　　　　　I13Cg1．NO2Tyr

　　M．W．181　　　　　　肌W．226　　　　　　M．W．190　　　　　　M．W．235

Fig．11　Chemical　structures　of　Tyr（A），　NO2Tyr（B），［13Cg1－Tyr（C）and

I13Cg】－NO2Tyr（D）．　Asterisk（＊）mdicates　carbon　13－labeled．
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Fig．12　MSIMS　spectra　of（A）Tyr，（B）［13Cgl－TyE（C）NO2Tyr　and（D）

113Cg｝NO2Tyr

3－2．分析法バリデーション

本分析条件におけるTyrおよびNO2Tyrの定量限界（SIN＝10）は100および0．5

nMで、検出限界（S／N＝3）は30および0．1　nMであった。また、サロゲート物質を

用いた検量線範囲は、Tyrは0．1から50μMで、　NO2Tyrは0．5から1000　nMの範

囲で良好な直線性（相関係数0．999以上）が得られた（頂ble　2）。また、Tyr及び

NO2Tyrそれぞれの平均保持時間は3．02分（R．S．D．＝0．2％，　n＝5）及び5．75分

（RS．D．＝0．4％，　n＝5）であった。ピーク面積のR．S．D．はそれぞれ2．80及び1．44％

であり、良好な感度及び再現性が得られた。Figure　13には定量限界値におけるTyr、

NO2Tyr及びそれぞれのサロゲート物質のmultiple　reaction　monitoring（MRM）ク

ロマトグラムを示す。

Table　3には、添加回収試験の結果を示す。酵素処理によって消化したマウス肝

組織におけるタンパク質中のTyrおよびNO2Tyrのブランク値は、それぞれ4．2±0．2
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μM及び14．6nMであった。添加濃度をTyr標準溶液25または50μM、　NO2Tyr

標準溶液100または200nMとし、添加回収試験を行った結果、すべてにおいて

9296以上の良好な回収率が得られた。

これらの結果から、本法は種々の従来法に比べTyr及びNO2Tyrの簡便かつ迅速

な測定が可能であり、元ηvルo試料の測定においても十分適用が可能な感度と精度

を備えていることを確認した。

｛A》　4・・

　　　　　Tyr
　　　　　η〃乞182＞136

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time
　　　　　　　　　200　　　　　　　4．00　　　　　　　6．00　　　　　　　800　　　　　　　1000
（B》40000
　　　　　r3Cg］・Tyr

　　　　　πレ乞191＞144

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wme
　　　　　　　　　2．00　　　　　　　4．00　　　　　　　6．00　　　　　　　800　　　　　　10．00
（C）　1000　NO2Ty『

　　　　　　　　　　び　　　　　　　　　　　　　　　　　　のむ　　　　　　　　つ　　　　　　　り　　む
｛D》1°°°113c，1緬、Tyr

　　　　　ηb乞236＞189

　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time
　　　　　　2．00　　　　　　　4．00　　　　　　6．00　　　　　　　8．00　　　　　　10．00

Fig．13MRM　chromatograms　of　standards　of　NO2Tyr，　Tyr　and　surrogate

standards　at　the　LOQ　levels．　（A）100　nM　Tyr，（B）5．O　mM［13Cgl－Tyr，（C）

0．5nM　NO2Tyr　and（D）5．O　nM［13Cg1－NO2Tyr
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Table　2　Validation　of　LC－MSIMS　analysis

LOD　　　　LOQ　　　　R．S．D．　pA　　　　　Correlation　　　　　R．S．D．　RT

（nM》＊　　　（nM）＊＊　　　　（％）　　　　　coe什icient　　　　　（％）

Tyr　　　　30　　　　　100　　　　2．80　　　　0．999（0．1－50μM）　　　　0．19

NO2Tyr　　　　O．1　　　　　　0．5　　　　　　　1．44　　　　1．000（0．5－1000　nM）　　　　0．20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　掌LOD，　Llmlt　of　detection（SIN＝3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　桝LOQ　LImit　of　quantificatlon（S／Nニ10）

Table　3　Recoveries　of　Tyr　and　NO2Tyr　in　digested　mice　liver　samples（n＝5）

AddedいM）　　　Conc．｛μM）　　Recovery（％）　　　R．S．D・（％）

Tyr　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　28．i　±0．7　　　　　　　　95．6　　　　　　　　　　　4．97

　　　　　　　50　　　　　　　50．2±2．4　　　　　　　92．1　　　　　　　　　2．88

　　　　　　　　0　　　　　　　　4．2±0．2

Added（nM）　　　Conc．｛nM）　　Recovery（％）　　　R．S．D．（％）

NO2Tyr　　　　　　　　　100　　　　　　　109．0±0．7　　　　　　　94．4　　　　　　　　　　0．70

　　　　　　　　200　　　　　　　213．6±9．8　　　　　　　98．9　　　　　　　　　　5．28

　　　　　　　　0　　　　　　　　146±0．7

3－3．生体試料への適用

APAPによって惹起される肝毒性にはROSやRNSが関与すると考えられており、

マウス肝臓にNO2Tyrが生成することが知られている。肋vlvo試料中のNO2Tyr測

定に対する本分析法の有用性を確認するため、APAPを投与したマウス肝臓中

NO2Tyr測定に適用した。対照群のマウス肝組織におけるタンパク質の標準的な

MRMクロマトグラムをFigure　14に示す。また、対象群、APAP投与後2、4及び8

時間後におけるTyr及びNO2Tyrの測定結果を百ble　4に示す。Tyr及びNO2Tyr

は全ての試料から検出され、測定値はそれぞれ2．94－3．91μmollmg　protein及び

0．17－0．30pmollmg　proteinの範囲であった。

また、Tyr濃度は対照群とAPAP投与群に差は認められなかったが、　NO2Tyrは

APAP投与群の全ての時間において、対照群との間に有意な差が認められた。しか

しながら、NO2TyrはTyrとONOσの反応によって生成することから、NO2Tyr1Tyr

比を算出することで、NO2Tyr生成量のわずかな変化も正確に評価できると考えられ

る。それぞれの測定値からNO2Tyr1Tyr比を算出した結果、対照群は58．2±5．28

μmollmol　of　Tyrであり、APAP投与後2時間で上昇が見られ、4時間で最大となり

（81．6±6．95μmollmol　of　Tyr）、8時間ではわずかな減少が見られた。
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（B）40000

0
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Fig．14　MRM　chromatograms　of　a　mouse　liver　protein　sample　containing

Tyr（A），5．O　mM［13CgトTyr（B），　NO2Tyr（C）and　5．O　nM【13Cg】－NO2Tyr（D）．

31



Table　4　Concentrations　of　Tyr　and　NO2Tyr　in　mice　liver　samples

Group　　　　　　　　　　Tyr　　　　　　　　　NO2Tyra　　　　　NO2Tyr∫Tyr

　　　　　　　　　　　　（μmol∫mg　Protein）　　（pmol’mg　Protein）　　（μmol∫moり

Blank（Protease　only）　　　　2．53±0．14　　　　　　　　　ND　　　　　　　　　ND

　　　　　Control　　　　　　　　3．53±0．20　　　　　　　0．20±0．02　　　　　58．2±5．28

APAP　300　mg’kg（i．p．）

　　　　　　2hr　　　　　　　　　　　3．63±0．08　　　　　　　　0．26±0．02★　　　　　71．7±4．28＊

　　　　　　4hr　　　　　　　　3．43±0．17　　　　　 0．28±0．02★　　　81．6±6．95＊

　　　　　　8hr　　　　　　　　　　　　3．31±0．39　　　　　　　　　0．25±0．02★　　　　　75．5±10．9＊

aND．　indicates　NO2Tyr　concentratiOns　lower　than　O．5　nM．

＊：Significantly　different（P＜0、01）from　the　control　group、

3－4．免疫化学染色法によるNO2Tyrの検出と病理組織所見

APAP投与による病理組織所見と免疫化学染色法によるNO2Tyrの検出結果の関

係をTable　5に示す。対照群では小葉中心性にNO2Tyr陽性細胞がわずかに観察さ

れたのに対し、APAP投与群では投与後2時間で小葉中心性のNO2Tyr陽性細胞

が強く染まり、同時に空胞変性が認められ、投与後4時間では染色強度及び範囲は

最大となった（Fig．15）。8時間では小葉中心性の肝細胞の壊死が認められたことか

ら、肝細胞障害によってNO2Tyr染色強度が減少したことが予想された。

Table　5　Histopathological　findings　in　hepatocyte　of　the　mice　administrated

300mglkg　APAP　for　2，4and　8　hr　after　treatment．

Group　　　　　　　　　　　　　　Cont．　　　2hr　　4hr　　　8hr

site’lesion

Centrilobular　area

　vacuolation　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　＋＋　　　　　＋　　　　　　±

　necrosis　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　一　　　　　　＋　　　　　　＋＋＋

　NO2Tyr　positive　cells　　　　　　　±　　　　　　＋＋　　　　＋＋＋　　　　±

Periportal　area

vacuolation　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　一　　　　　　＋　　　　　　＋＋

necrosis　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　一　　　　　　一　　　　　　　±

NO2Tyr　positive　cells　　　　　　　－　　　　　　一　　　　　一　　　　　＋

一 ：no　observed，±：slight，＋：mild，＋＋：moderate，＋＋＋：severe
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（A》　　　　　　　　　　　　（B》

（C）　　．　　　　　　　　　（D）

Fig，151mmunohistochemical　staining　of　liver　sections　for　NO2Tyr　protein　adducts　in

controls　and　2，4and　8　hr　after　300　mg／kg　of　APA⇔　（A）Liver　from　a　saline－treated

mouse．　Liver　from　a　mouse　treated　with　APAP（300　mglkg）at　2　hr（B），4hr（C）and　8　hr

（D）．Original　magnification，×360，

第4節小括

　生体内におけるRNS生成の評価法として免疫化学染色法によるNO2Tyrの検出

は簡便であり、その生成部位を特定できることから極めて有用な手段である。しかし

ながら、その定量性は低く、わずかな生成量の変化を捉えることは極めて困難であ

ることから、液体クロマトグラフィー一タンデム質量分析法（LC－MS／MS）によるタンパ

ク質中NO2Tyrの測定法の構築を検討した。

　測定物質は、RNSの反応によってタンパク質中に生成するNO2TyrとTyrを対象

とし、その定量値からNO2Tyr1Tyr値を算出した。質量分析法において精度良く測定

するには、それぞれの測定対照物質の安定同位体をサロゲート物質として用いる

のが極めて有効であることから、13Cでラベル化されたTyrに酢酸中で硝酸を加える
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ことでニトロ化し113Cgl－NO2Tyrを合成した。　LC－MSIMSによるTyrおよびNO2Tyr

の測定感度は検出限界が30および0．1nM、定量限界は100および0．5　nMと、

NO2Tyrについては高感度な測定法を構築した。一方Tyrについては、本研究で対

象としているタンパク質中には極めて高濃度に存在することから、その測定には十

分な感度であった。タンパク質の消化には酸加水分解が多く用いられるが、対象試

料中に存在するNO2’が酸性条件下においてTyrをニトロ化することが懸念されるこ

とから、本研究ではプロテアーゼによる酵素処理法を採用し、サロゲート物質を同

時に添加することで、前処理過程におけるバラツキを補正した。B6C3F1マウスから

採取した肝組織での添加回収試験の結果、回収率は92～99％の範囲と良好な結

果が得られた。そこで、本法と免疫化学染色法を毒性量（300mglkg）のアセトアミノ

フェン（APAP）を投与した6週令のB6C3F1マウスの肝組織へ適用した。

LC－MSIMSによる測定結果では、　NO2Tyrは対照群を含む全ての群から検出され、

APAP投与後2、4および8時間群では、対照群より有意な上昇が認められた。また、

その値は4時間が最大であった（81．6±6．95μmollmol　of　Tyr）。一方、免疫化学染

色法による検出では、LC－MSIMSの測定結果と同様、対照群においてもわずかで

はあるがNO2Tyr陽性細胞が観察され、投与群においては小葉中心性にNO2Tyr

陽性細胞の増加が見られた。またその強度は投与後4時間で最大となり、8時間で

は過度の空胞変性と細胞の壊死が認められた。これらのことから、本法による測定

結果は、これらの病変を反映していることが確認され、わずかなNO2Tyr生成量の

変化も正確に捉えることが可能な極めて優れた分析法であることを確認した。
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第3章活性窒素種により引き起こされるDNA損傷の評価法の構築

第1節序論

炎症細胞から生成されたROSはDNAの酸化的損傷を引き起こし、炎症を介した

発がんに寄与すると考えられている9与98）。グアニンのC－8位が酸化されて生成する

8－OHdGは、　DNAの酸化における主生成物であり99）、　HPLC－U∨ECDによる高感

度かつ高精度な分析法が開発されていることから、近年では様々な生理機能が明ら

かになっている100）。8－OHdGの生成は様々ながん組織においてその存在が報告さ

れており、それ自身がGC二「rAトランスバージョンに結びつく突然変異性を有している

9，10）。一方、炎症性疾患においては、誘導されたiNosにより多量のNOが生成する

101）。NOはニトロソアミンの生成を介したDNAの断片化やアルキル化のような遺伝

毒性への関与に加えて、デオキシリボヌクレオシド及びヌクレオチドの脱アミノ化によ

る直接的な突然変異誘発性を持つことが報告されている102’103）。さらにNOは・02’

と反応し、より反応性に富むONOO一を生成することから、NOが関連したDNA損傷

は脱アミノ化だけでなく、タンパク質と同様DNAのニトロ化も生じると考えられる

104’105）。事実、ONOσはdGと反応してNO2Guaを生成し、加水分解を受け、遊離

塩基となることが知られており50）、この反応で生成するDNAの脱塩基領域は

8－OHdGと同様にGC：TAトランスバージョンを引き起こす。また、　ONOO’はニトロ化

剤であると同時に強力な酸化剤であることから、8－OHdGも同時に生成する可能性

が考えられる10合108）。これら二つの修飾塩基はそれらの生成原因を探索するための

手がかりとなることから、8－OHdGとNO2Guaの分析法は、炎症を介したDNA損傷

を評価するために必要不可欠である。

DNAあるいはRNA中の8－OHdGとNO2GuaのLC－ECDを用いた同時分析法

が既に報告されている109）。NO2Guaの測定感度は20　fmollinjectionであるが、

LC－ECDによるNO2Guaの測定では、亜ジチオン酸ナトリウムなどの還元剤を用い

た8一アミノグアニンへの還元が必要であり109’110）、それらの反応では反応効率のバ

ラツキから測定精度の低下が生じる。さらに、実試料の測定では選択性の低いECD

において、高極性の2物質を分離するために、アフィニティーカラムや固相抽出法に

よる前処理が必要である川）が、これらの操作はコストがかかることや、回収率の低

下やバラツキにより測定精度が低下する。
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本研究では、NO2Guaの極性を低下させることを目的として、種々のグアニン化合

物の誘導体化試薬として用いられているグリオキサール試薬による誘導体化法

112’116）を採用し、サロゲート物質として【13C，15N2】－NO2Guaを用いたLC－MSによる

高感度かつ高精度な分析法の構築を行った。さらに、カラムスイッチング（CS）法を

採用し、オンラインで試料を精製および濃縮することで、DNAの消化過程で使用す

る高濃度の塩を除去し、イオンサプレッションおよびMSへの負担の低減化を試みた。

DNAの前処理方法には、既に8－OHdGの測定において広く用いられているNakae

ら6）の方法を採用し、得られた試料の一部をLC－MSによるNO2Gua測定に用い、

残りをLC－UV－ECDによるdGおよび8－OHdG測定に用いることで、一つのDNA試

料から酸化、ニトロ化両方のDNA損傷を評価することを可能にした。さらに本法を

ONOO’を反応させた仔牛胸腺DNAに適用し、　DNA中に生成するこれら2種の修

飾塩基の評価を行った。

第2節実験の部

2－1．材料及び試薬

　酢酸アンモニウム、塩酸、フェニルグリオキサール、dG－一水和物、　DMSOおよび

HPLC用アセトニトリルは和光純薬工業社製を用いた。NO2Guaと［13C，

15N2】－NO2GuaはTronto　Research　Chemicals社製を、DTPA、仔牛胸DNA、

8－OHdG及びアルカリホスファターゼはSigma　Chemical社製を使用した。6一メトキ

シー2一ナフチルグリオキサール（MTNG）はAlfa　Aesar社製を用いた。グリオキサール

及びハイドロキシフェニルグリオキサールはFluka社より、ヌクレアーゼP1はヤマ

サ醤油社より購入した。また、精製水はMillipore社製のMilli－Q　gradient－A10EDS

ポリッシャー付き精製水装置を用いて調製した。

2－2．標準溶液の調製

精製水を用い、50μMNO2Guaを調製した。検量線の作成は最終濃度が3．0から

500μMとなるように、サロゲート物質である【13C，15N2】－NO2Guaを最適濃度で添加

した後、DNA　digestion　bu什er（20　mM酢酸緩衝液，　pH　4．2／1．O　Mトリスー塩酸緩

衝液，pH　8．1／3．O　M酢酸緩衝液pH　5．1＝10：1：1）で調整した。　MTNG溶液

（0．5％wlv）は5．O　mgのMTNGを1．O　mLのDMSOで溶解し、－80°Cで保存した。
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2－3．MTNG誘導体化

反応はテストチューブにDNA　digestion　bu什erで調整した100μLのNO2Gua、10

μLの2．5M塩酸及びDMSOに溶解した40μLのMTNGを加え、撹拝後、1．5時

間室温で放置した。反応終了後、反応溶液のうち100μLを測定に用いた。

2－4．DNAの消化

消化過程における酸化を防ぐために、Nakaeらの方法を参考にDNA消化を行っ

た6）。反応後の0．5mLの仔牛胸腺DNA溶液に1．O　mLの2一プロパノールを加え、

4°C、15，000xgで10分間遠心分離を行い、上清を捨てペレット状のDNAを1．O

mLのエタノールで洗浄した後、再度4°C、15，000xgで10分間遠心分離を行った。

得られたペレット状のDNAを0．2　mLの20　mM酢酸緩衝液（pH　4．8）に溶解し、

2，000unitslmLのヌクレアーゼP1を4．0μL添加し70°Cで15分間インキュベーシ

ョンした。さらに、1．OMトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）を20μL加えた後、1，000

units／mLのアルカリホスファターゼを4．0μL添加し、37°Cで1．0時間インキュベー

ションした後、3．O　M酢酸緩衝液（pH　5．1）を20μL加え、10，000　NMWLフィルター

を通し、試料とした。得られた試料のうち50μLはLC－UV－ECDによる8－OHdG及び

dGの測定に、100μLには10μLの2．5　M塩酸及び40μLのMTNG溶液を加え

1．5時間反応させた後、LC－MSによるNO2Guaの測定に供した。

2－5．測定装置

LC－MSシステムはインターフェイスにESIを備えたAgilent社製LC－MSD　Sperior

Lineを用いた。Agilent社製のポンプは抽出用力ラムからの溶出及び分析用カラム

での分離に使用した。SHIMADZU社製LC－10AS　pumpは抽出カラムの安定化、

試料の注入及び抽出カラムでの洗浄に使用した。分析用カラムにはSHISEIDO社

製のCAPCELL　PAK　C18　MG　ll（2．O　x　150　mm，5μm）を、抽出用カラムにはGL

sciences社製のlnertsil　Ph－3（4．6　x　50　mm，5．0μm）を用いた。

2－6．NO2Gua測定におけるCS－LC－ESI－MSの条件

CSシステムの概要をFigure　16に示す。　Configuration　Aにおいて、ポンプCを用
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いて0．1％酢酸アンモニウム／アセトニトリル（8．5：1．5）混液で安定させた抽出用カ

ラムに、100μLの試料をオートサンプラーにより注入し、5分間、抽出用カラムで濃

縮および洗浄を行った。5分後、スイッチングバルブを切り替えConfiguration　Bとし、

Pump　A及びBを用いてバックフラッシュ法により抽出用カラムから目的物質を抽出

し、分析用カラムで再度保持させ、分離を行いMSへ導入した。分析用カラムは

40°Cに維持し、ポンプA及びBにより0．005％酢酸アンモニウム／アセトニトリル

混液を流速0．2mLlminで送液し、グラジエント条件で分離、溶出を行った。グラジエ

ントプログラムを硲ble　6に示す。40分間溶出させた後、スイッチングバルブを

Configuration　Aに戻し、測定は50分で終了とした。ESI－MSの測定条件を以下に

示す。窒素ガスの温度及び流量は350°C及び12Llminとし、キャピラリー電圧は

3500Vに設定した。フラグメンター電圧は150　Vを最適とした。測定はSIMのネガ

ティブイオンモードで行い、NO2Gua及びサロゲート物質のモニタリングイオンはそ

れぞれm々391及び394（【M－Hr）とした。

（A》町．，c　l・・ec…

（B）　P．mp　c　　　Inlect°「

Fig．16Schematic　of　the　CS－LC－ESI－MS　system．
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Table　6　Time　program　for　CS－LC－ESIIMS

Time　　　　　　　　　　　　M・bile　Phase
（mi・）P「°cedu「e　C°1…p°siti°n　Amm°＝蒜凝ate「：

0．00　　Sample　injection　Configuration　A　　　　　　　80：20

5．00　Column　switching　Configuration　B　　　　　　　　80：20

15．00　　　Start　analysis

25．00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　65：35

25．01　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30：70

30．00　　　Stop　analysis

40．00．　　　　　　　　　　　　　Configuration　A　　　　　　　　　30：70

40．01　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80：20

50．00　　　　Next　anaIysis　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80：20

2－7．dG及び8－OHdGのHPLC－UV－ECDによる測定

dG及び8－OHdGはNakaeら6）、　Kasaiら70）およびHelbockら71）の方法を基に

行った。すなわち、カラムにはBECKMAN　COULTER社製ULTRASPHERE　ODS

（4．6x250　mm，5．0μm）を用い、カラム温度は40°Cに維持し、試料注入量を50

μLとした。移動相には10mMリン酸一ナトリウム／メタノール（96：4）混液を用い、

流速1．O　mLlminの送液によりカラムの安定化、分離および溶出を行った。dGの測

定に用いたUV検出器は測定波長を290　nmに設定し、8－OHdGの測定に用いた

Coulochem　ll多電極型電気化学検出器はガードセル（Model　5020）の印加電圧を

＋350mV、分析用セル（Model　5011）の印加電圧をChannel　1：＋150　mV及び

Channel　2：＋300　mVに設定し、　Channel　2で8・・OHdGを測定した。

2－8．添加回収試験

添加回収試験には仔牛胸腺DNAの消化液を使用し、　NO2Guaのブランク値を測

定した。NO2Guaの添加濃度は25及び50　nMとし、CS－LC－ESI－MSによる測定結

果から回収率を算出した。

2－9．ONOO一により引き起こされるDNA損傷の評価

1．O　mMのDTPAを含む100　mMのリン酸緩衝液（pH　7．4）を用いて調製した250
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μg／mLの仔牛胸腺DNA溶液に、0から100μMのONOO’を添加し、37°Cで1．0

時間インキュベーションした。DNAの抽出及び消化後、得られた約200μLの試料の

うち50μLはLC－U∨ECDによるdG及び8－OHdGの測定に、100μLはMTNG

誘導体化後、CS－LC－ESI－MSによるNO2Guaの測定に供した。

第3節結果及び考察

3－1．測定条件の最適化

3－1－1．誘導体化反応の最適化

グリオキサール、フェニルグリオキサール、ハイドロキシフェニルグリオキサール及

びMTNGの4種のグリオキサール化合物を用い、NO2Guaに最適な誘導体化試薬

を検討した。グリオキサール、フェニルグリオキサール及びハイドロキシフェニルグリ

オキサールではNO2Guaの極性の大きな改善は見られなかったが、　MTNGでは良

好な改善が得られたことから、本法ではMTNGを採用し、誘導体化反応の条件を検

討した。MTNGによるNO2Guaの誘導体化反応をFigure　17に示す。既に報告され

ているグアニン、8－OHdG、ガンシクロビルなどのグアニン化合物の誘導体化反応に

おいてはリン酸緩衝液（pH　6．0－7．0）／DMSO混液114’115）、酢酸緩衝液（pH

4．0－5．0）／DMSO混液116）および酢酸117）などの反応溶媒が用いられている。しかし

ながら、本実験で採用したDNA消化方法では、その過程において20　mM酢酸緩

衝液（pH4．8）、1．OMトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）および3．OM酢酸緩衝液（pH

5．1）といった非常に高濃度の緩衝液を使用する。そこで、誘導体化反応における最

適pHを検討するため、消化過程に用いるそれぞれの緩衝液の濃度を基に、　DNA

の消化によって得られる試料を想定したDNA　digestion　bu什er（20　mM酢酸緩衝液

pH4．8／1．OMトリスー塩酸緩衝液，pH8．0／3．OM酢酸緩衝液，pH5．1＝10：1：

1）を作製した。このDNA　digestion　bu什erで希釈したNO2Gua標準品を用い、種々

の濃度の塩酸を添加することでpHの調整を行い、最適な塩酸濃度を検討した。そ

の結果、DNA　digestion　bufrerで調整した100μLのNO2Gua溶液に10μLの2．5

MHCIを添加し、　pH調整を行い、40μLのMTNGを添加後、室温で1．5時間イン

キュベーションした時、最大のシグナル強度を示した（Fig．18）。さらに、安定性を検

討するため、1．5時間の誘導体化反応後、室温で保存した試料を1時間間隔で10

時間測定を行った結果、常に一定のピーク面積（＞95％）を示した。一方、誘導体化
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反応を40°Cで行った場合、誘導体化効率の低下が見られた。これらの結果から、

2．5M塩酸によるpH調整および室温で1．5時間の反応を最適条件とした。

MTNG N

NO2Gua・MTNG

（M．W．：392）

Fig．17MTNG　derivatization　of　NO2Gua．

　120

茎100

18°

董60
；

焉40
亙

　20

　　　0
　　　　0　　　　　　　0．5　　　　　　1．0　　　　　　1．5　　　　　　2．0　　　　　　2．5　　　　　　3．O

　　　　　　　　　　　　　　　　Time｛hr）

Fig．18　Effect　of　reaction　temperature　and　time　on　the　peak　area　of　NO2Gua．

NO2Gua（100　nM）was　incubated　with　O．5％MTNG　dissolved　in　DMSO　at　room

temperature　or　40°C．　The　derivatizaiton　procedure　and　the　CS－LC－ESI－MS

conditions　are　described　in　the　Materials　and　Methods．

3－1－2．CS－LC－ESI－MS測定の最適化

MS測定におけるインターフェイスにはESIを用い、ネガティブイオンモードを採用

した。MTNG誘導体化した標準溶液のMSスペクトルをFigure　19に示す。

NO2Gua－MTNG及びサロゲート物質の【13C，15N2】－NO2Gua－MTNGの脱プロトンイ
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オン（［M－Hr）であるmπ391及び394がそれぞれ最も強いシグナル強度を示したこ

とから、モニタリングイオンをそれぞれmπ391及び394と設定した。LC－ESI－MS測

定において、移動相およびfragmentor　voltageはその測定感度に大きな影響を及

ぼす。これらの条件を誘導体化したNO2Gua標準品を用いて最適化した。

移動相の検討では、移動相中に含まれる酸及び塩濃度がMSにおけるイオン化の

度合いに大きく影響することから、本実験では、移動相に添加する酢酸アンモニウム

濃度の検討を行った。酢酸アンモニウム濃度は0－0．1％（v／v）の範囲で検討し、そ

れぞれの濃度におけるNO2Gua－MTNGのピーク強度を比較した結果、0．00596の

とき最も強いピーク強度が得られた。

Fragmentor　vo｜tageは100から180　Vの範囲で検討した結果、150　Vで最も強い

ピーク強度を示した。

これらの結果から移動相は0．005％酢酸アンモニウム／アセトニトリル混液、

fragmentor　voltageは150　Vを最適条件として、　LC－ESI－MSによる

NO2Gua－MTNGの検出を行った。

（A）

　100ユAPI・ES・Neg・Scan，　Frag：160

　8。］

iii

　O」
　　　100　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　300　　　　　　　　　　　400　　　　　　m’z
（B）

1°°］AP『egSca凡F「ag：16°　　　　　　394
：：i

　　　100　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　300　　　　　　　　　　　　400　　　　m∫z

Fig．19Mass　spectra　of　NO2Gua－MTNG（A）and【13C，15N21－NO2Gua唱IMTNG（B）．
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3－2．分析法バリデーション

本分析条件におけるNO2Guaの定量限界（SIN＝10）はそれぞれ3．O　nMで、検

出下限値（SIN＝3）は1．O　nMであった。サロゲート物質を用いた検量線範囲は、

3．OnMから500nMの範囲で良好な直線性（相関係数0．999以上）が得られた

（百ble　7）。また、　NO2Guaの平均保持時間は20．18（R．S．D．＝1．19，　n＝5）、ピーク

面積のR．SD．はそれぞれ0．68％であり、良好な感度及び再現性が得られた。

Table　8には添加回収試験の結果を示す。　DNA試料に25および50　nMの

NO2Gua標準品を添加した際の回収率（value±R．SD．％，　n＝5）は99．4±0．53％

及び99．8±0．94％であった。

また、5．0および25nM　NO2Guaを添加した際のslected　ion　monitoring（SIM）ク

ロマトグラムをFigure　20に示す。

これらの結果から、本法は、高感度かつ高精度なNO2Guaの測定が可能であるこ

とを確認した。

Table　7　Validation　of　CS－LC－ESI／MS　analysis

LOD　　　LOQ　　　RSD　pA　Correlation　coefficient　R．S．D．　RT

｛nM）　　（nM）　　　（％｝　　　　　　　　　　　　　　　（％）

1．0　　　　　3．0　　　　　0．68　　　　　　0．999（3－500nM｝　　　　　1．19

Table　8　Recoveries　of　NO2Gua　in　digested　calf　thymus　DNA

Added（nM）　　　Conc．（nM》　　　Recovery｛％）　　R．S．D．《％）

25　　　　　　　　　24．8±0．1　　　　　　　　99．4　　　　　　　　　0．53

50　　　　　　　　　49．9±0．5　　　　　　　　99．8　　　　　　　　　0．94

250　　　　　　　　247．9±9．3　　　　　　　　99．1　　　　　　　　　3．76

0　　　　　　　　　0　　　　　　　　　＿　　　　　　　　＿
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Fig．20　CS－LC－ESI－MS　chromatograms　of　NO2Gua　and　surrogate　standard　in　the

recovery　test．（A）DNA　sample（250μglmL）was　spiked　with　5．O　nM　NO2Gua．　（B）

Surrogate　standard（C）DNA　sample（250μglmL）was　spiked　with　25　nM　NO2Gua．

（D）Surrogate　standard．　CS－LC－ESI－MS　conditions　are　described　in　Materials　and

Methods．

3－3．ONOO’により引き起こされるDNA損傷の評価

　’ηvifm実験系においてDNAとONOO’を反応させ、　DNA中に生成するNO2Gua

及び8－OHdGを本評価法により測定した。CS－LC－ESI－MSによるNO2Guaの測定

及びLC－U∨ECDによるdG及び8－OHdGの標準的なクロマトグラムをFigure　21

に示す。また、様々な濃度のONOO’を反応させた際のNO2Gua及び8－OHdG生成

量をFigure　22に示す。

対照群において、NO2Guaは検出されなかったが、8－OHdGは10．1±2．15

　mol1105　mol　of　dGで検出された。しかしながら、ONOO一の濃度依存的に
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NO2Gua及び8－OHdGの生成量は増加し、50及び100μMのONOO’を添加し

た際にはNO2Guaは22．9±8．74及び30．1±5．00　mol1105　mol　ofdG、8－OHdG

は23．7±2．45及び31．5±0．44mol1105　mol　of　dGとほぼ同程度の生成が認め

られた。これらの結果から、ONOO’によって引き起こされるDNAの損傷を評価す

るためにはdGのニトロ化物であるNO2Guaと酸化物である8－OHdGの2つの

修飾塩基を評価する必要があることを確認した。さらに、これら二つの修飾塩基を

一つのDNA試料から測定可能な評価法の構築を達成した。

（A）1。
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Fig．21　LC－U∨－ECD　and　CS－LC－ESI－MS　chromatograms　of　calf　thymus　DNA

treated　with　ONOO’．　（A）UV（290　nm）chromatogram　of　dG．（B）ECD（300　mV）

chromatogram　of　8－OHdG　　（C）CS－LC－ESI－MS（SIM　391）chromatogram　of

NO2Gua．　（D）CS－LC－ESI－MS（SIM　394）chromatogram　of［13C，15N21－NO2Gua　as

asurrogate　standard．　Calf　thymus　DNA（250μg／mL）dissolved　in　1．O　mM　DTPA

containing　sodium　phosphate　bufrer（pH　7．4）was　incubated　with　ONOσat　several

concentrations　for　60　min　at　37°C．　DNA　digestion　procedure　and　LC－UV－ECD

conditions　are　described　in　the　Materials　and　Methods．
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Fig．22　NO2Gua　and　8－OHdG　formation　in　calf　thymus　DNA　treated　with　ONOO’．　Calf

thymus　DNA（250μglmL）disso｜ved　in　1．O　mM　DTPA　containing　sodium　phosphate

bufrer（p卜17．4）was　incubated　with　ONOO’at　several　concentrations　for　60　min　at　37°C．

After　DNA　digestion，50μL　portion　of　the　sample　was　subjected　to　LC－U∨－ECD　for

8－OHdG　and　dG　analysis．　One　hundred　microliter　portion　of　the　sample　was　subjected

to　CS－LC－ESトMS　after　MTNG　derivatization　for　NO2Gua　analysis．　The　amount　of

NO2Gua　and　8－OHdG　was　calculated　as　NO2Gua1105dG　and　8－OHdG1105dG，

respective厚　Values　are　means±S．D．　of　three　separate　experiments．

第4節小括

本章ではRNSによって引き起こされるDNA損傷の評価法の構築を目的に、　DNA

中に生成するNO2Guaと8－OHdGの評価法を構築した。CS－LC－ESI－MSによる

NO2Guaの測定では、グリオキサール誘導体化によりNO2Gua極性を低下させ、

CSシステムを採用することで、オンラインでの試料の精製および濃縮を可能にした。

さらに、安定同位体をサロゲート物質として用いることで、高精度な測定法の構築を

達成した。その測定感度は検出限界が1．OnM、定量限界が3．OnMと良好な結果

が得られた。また、すでにDNA中8－OHdGの測定で広く用いられているDNA消化

法を採用し、LC－UV－ECDによるdGおよび8－OHdGの測定法を併用することで、一

つのDNA試料から、酸化およびニトロ化の二つの修飾塩基の評価を可能にした。
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本法をONOOsを反応させた仔牛胸腺DNAへ適用した結果、ONOO’を添加してい

ない対照群では8－OHdGのみが検出され、　NO2Guaは検出されなかったが、高濃

度のONOO’では、8・・OHdGとNO2Guaがほぼ同程度で生成することを明らかにし

た。これらのことから、ONOO一を始めとするRNSによるDNAの損傷を評価するには

NO2Guaだけでなく8－OHdGも評価する必要があり、これらの修飾塩基の評価は

RNSが関連する傷害や発がん機構の解明に極めて有用である。
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第4章総括

NOとカテコールの反応によるラジカル反応機構の解明と、　NaNO2とカテコール併

用投与によるラット前胃発がん促進機構への関与の解明では、1ηv佑oにおいてラジ

カル種の検出と、加MivoにおいてRNSによる酸化およびニトロ化生体分子の検出を

行った。

　加v徹）においてNOとカテコールの反応を検討した結果、カテコールがNOにより

キノン体へと酸化される過程において、セミキノンラジカル、・OHおよびONOO一が生

成することを明らかにした。さらに的Woにおける実験では、カテコールとNaNO2の

併用投与により、投与後2週間でラット前胃においてびらん及び潰瘍性病変が観察

された。更に、これらの病変に先立って、併用投与群では投与後12時間で前胃粘

膜DNA中8－OHdG値の有意な上昇と、前胃粘膜上皮にNO2Tyr陽性細胞が検出

されたことから、種々の病変やDNAの酸化およびタンパク質のニトロ化は外因性の

RNSに起因することを明らかにした。これらの結果は1ηvlvoの結果を強く支持する

ものであり、カテコール、NaNO2併用投与によるラット前胃発がん促進機構にはNO

によって引き起こされるラジカル反応と、反応過程において生成するRNSが関与す

ることを明らかにした。NaNO2との併用によるラット前胃の発がん促進はカテコール

だけでなく、抗酸化物質として知られる種々のフェノール性化合物でも生じることが

報告されていることから、本反応機構はそれらの発がん機序の解明にも極めて有用

な知見である。

このように、過剰なNO生成は内因性だけでなく外因性であっても、種々の反応を

引き起こし、より傷害性の強いONOO’や・OHを生成する。生体内におけるこれら

ROS、　RNSの生成量を測定することは、種々の疾病の機構解明やその予防につな

がるが、これらの活性種は極めて反応性が高い。すなわち極めて不安定であること

から、加Woにおいてこれらを測定することは困難である。一方、本実験で採用した

DNA修飾物質である8－OHdGの測定や、タンパク質の修飾物質であるNO2Tyrの

検出は、間接的ではあるが生体内におけるROSやRNS生成の評価が可能である。

さらに8－OHdGはそれ自体GC：TAトランスバージョンに結びつく変異原性を有して

いることから、ROSやRNSのバイオマーカーとしてだけでなく、発がんリスクについ

ても同時に評価することができる。このように生体内におけるROS、　RNSによる修
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飾物質の測定法は、種々の疾病の機構解明やその予防に結びつく。

NO2TyrはTyrの3位がRNSによりニトロ化されることで生成することから、既に

生体内NO2TyrはRNS生成の指標になることが知られており、現在までにいくつか

の分析法が報告されているが、より簡便で高精度なタンパク中NO2Tyrの測定法の

構築を行った。すなわち、測定装置にはLC－ESLMSIMSを、サロゲート物質として

13Cでラベル化されたNO2Tyrを用い、煩雑な前処理操作を排除した。組織タンパク

の消化にはプロテアーゼによる酵素処理を採用することで、副生成物の影響を除去

した。TyrおよびNO2Tyrの定量限界は100および0．5　nMで、　NO2Tyrについては

簡便な操作で高感度かつ高精度な測定を達成した。一方、Tyrはタンパク質中に高

濃度で存在することから、本法は十分な測定感度を満たしていた。RNS生成が知ら

れる肝毒性モデルであるAPAPを投与したマウス肝組織の測定では、　NO2Tyrは対

照群を含む全ての試料から検出され、APAP投与4時間でNO2Tyr1Tyr値は最大と

なった。同サンプルを用いて免疫化学染色法による検出についても検討した結果、

小葉中心性にNO2Tyr陽性細胞が観察され、その染色強度は4時間が最大であっ

た。また、投与後8時間ではNO2Tyr1Tyr値の低下が見られたが、組織において

NO2Tyr陽性細胞が存在する部位で空胞変性が観察されたことから、NO2Tyr1Tyr値

の低下は細胞の過剰な損傷に由来することを明らかにした。このことから、

LC－ESI－MS／MSによる検出結果は、APAP投与による組織病変を反映するもので

あり、生体内におけるRNS生成の評価およびRNSによって引き起こされる障害や

疾病機序の解明に本法が極めて有用であることを証明した。

さらに、炎症を介した発がんの直接的な要因と考えられるDNA中NO2Guaについ

ては、MTNG誘導体化を用いることで極性を低下させ、CS－LC－ESI－MSによる分析

法を構築した。CSシステムを採用することで、　DNAの酵素処理過程に用いる高濃

度の塩のオンラインでの除去と試料の濃縮が可能になった。その測定感度は定量

限界が3．O　nM、添加回収試験は99．4％以上と良好な感度と精度が得られた。　DNA

消化法には、DNA中8－OHdG測定に広く用いられている酵素処理法を採用し、従

来8－OHdGを測定していた試料に塩酸およびMTNGを添加するという極めて簡便

な操作によりNO2Guaの測定を可能にした。さらに、　LC－UV－ECDによるdGおよび

8－OHdG測定法を併用することで、一つのDNA試料から酸化、ニトロ化両方の修飾

物質の評価を可能にした。本法をONOσを反応させた仔牛胸腺DNAへ適用した結
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果、ONOσの濃度依存的にNO2Guaおよび8－OHdGが生成することを確認し、そ

の濃度は、高濃度のONOO’を反応させた時、ほぼ同程度であった。これらのことか

ら、ONOσによるDNA損傷を評価するには、ニトロ化、酸化の二つの修飾塩基を評

価する必要があり、本法は一つのDNA試料からこれら二つを測定可能であることか

ら、RNSが関連した種々の発がん機構の解明に極めて有用な評価法である。さらに、

従来8－OHdGの生成が起因すると考えられている種々の発がん機構において、

RNSの関与についても検討することが可能である。

本論文では、RNSによって誘起される発がん促進機構と、　RNSによって生じるタン

パクおよびDNA中ニトロ化生体分子の高感度かつ高精度な分析法の開発について

記載した。これらの成果は、RNSによる生体内での新たなラジカル反応機構を提唱

すると共に、RNSによって修飾された生体分子の有用性を示すものである。さらに、

開発したそれら生体分子の分析法は、複雑な前処理操作を排除した汎用性の高い

優れた分析法であることから、RNSの新たな生理機能の解明や、　RNSによって引き

起こされる障害や発がん機構の解明において広く活用し得る知見である。
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