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研究成果の概要（和文）：N-ニトロソアミン類は、N-ニトロソプロリン(NPRO)に加えて、N-ニトロソピロリジン
とN-ニトロソモルホリンも光遺伝毒性を示した。光活性化体は37℃で10日以上安定,かつpH 5からpH 11までの液
性で変異原性を保った。UVA活性化NPROによるGC→TA、GC→CGとAT→GCの点変異が観察された。UVA活性化NPROに
よるDNA付加体形成は好気的条件・嫌気的条件ともに見られ、グアニンの８位、アデニンの２位及び８位へのピ
ロリジル付加体6種を同定した。NPRO存在下UVA照射したHaCaT細胞内でcGMPの増加が見られ、cGMPの関与するシ
グナル伝達を擾乱している可能性が分かった。

研究成果の概要（英文）：UVA irradiated N-nitrosamines (N-nitrosoproline (NPRO), N-nitrosopyrrolidine
 and N-nitrosomorpholine) was shown to be mutagenic towards S. typhimurium and human derived 
keratinocyte cell line (HaCaT).  Mutagenic activity of irradiated NPRO was maintained for over 10 
days at 37℃ from pH 5 to pH 11. UVA activated NPRO induced point mutations of GC to TA, GC to CG, 
and AT to GC in M13mp2 phage. Formation of photoadducts of UVA activated NPRO towards DNA was 
observed under both aerobic and anaerobic conditions. Pyrrolidyl-dA and -dG adducts was isolated and
 identified from DNA treated with NPRO and UVA.  Increased production of cGMP was found in the UVA 
irradiated HaCaT cells in the presence of NPRO.  Disturbance of the signal transmission related to 
cGMP might be caused.  Phototoxicity of environmental and endogenous N-nitrosamine should be 
considered for the environmental safety.

研究分野： 分子毒性学

キーワード： 光遺伝毒性　光活性化　N-ニトロソプロリン　DNA付加体形成　N-ニトロソピロリジン　N-ニトロソモル
ホリン　ヒト由来表皮角化細胞　活性酸素種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境などから体内に取り込まれたN-ニトロサミンや生体内で生成したN-ニトロソアミノ酸が、日光・UVAなどの
光照射により遺伝毒性の活性化体を作りうることがわかった。活性化体は生体条件で安定に活性を保つことがわ
かったので、全身循環して細胞のDNAに達し、DNAにアルキル付加体・酸化的DNA傷害などのDNA損傷を生じ、光遺
伝毒性・変異を起こしうることがわかった。また、細胞内で光反応によるNO放出でcGMPの関与するシグナル伝達
を擾乱している可能性のあることが分かった。光を考慮しない場合には毒性がない化合物でも、光毒性を考慮す
る必要があることがわかり、安全性研究としても意義があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 N-ニトロソ基(N-NO)を基本構造する化合物群 N-ニトロサミン類は、タバコ煙や工場排気など
に含まれる発癌物質であり、発生源より放出後、浮遊・付着・移動し、環境汚染として非喫煙
者などにも２次曝露によるヒト影響を及ぼす。さらにニコチンなどの成分は、大気汚染成分 NOx
などと2次反応してN-ニトロソアミンなどを生じ、3次曝露する可能性が報告されている(IARC, 
2012)。皮膚に付着したN-ニトロソアミンが皮膚を透過するという報告もあり(Brainら, 1995)、
生体内に吸収されて薬物代謝酵素系で代謝的活性化を受け、発癌性を示す。一方、同じ N-ニト
ロソ化合物でも、生体内で生成する N-ニトロソアミノ酸、例えば N-ニトロソプロリン(NPRO)
は代謝活性化されないため、非毒性・非発癌性と考えられて来た。 
 太陽光紫外線は皮膚がんのリスク要因であり、皮膚透過性の高い長波長部の近紫外線(UVA)
は、皮膚血管層まで到達が知られている。光エネルギーを細胞内の何らかの物質が吸収し，DNA
やタンパクに伝えて光傷害を起こす光増感反応が起き、DNA 傷害や変異を引き起こす
(IARC,2012)。が，細胞内の何が光増感物質かは諸説があり、はっきりしない。 
 我々は、この研究開始までに、N-ニトロソピペリジン(NPIP)が UVA に曝露すると、光化学反
応を起こして、代謝活性化過程によらず、変異原性を示す活性化体になることを見出した。さ
らに、NPIP や N-ニトロソジメチルアミンは活性化体形成とは別に、光分解も起こして N-ニト
ロソ基が光開裂し、NOラジカル放出し、活性酸素種ならびにメチルあるいはアルキルラジカル
を発生することが分かった。生じた活性酸素種は DNA のグアニン塩基を酸化的障害して 8-オキ
ソグアニンを生じた。また、非毒性とされていた N-ニトロソプロリン(NPRO)も光反応により活
性化することを見出した。光活性化 NPRO の放出する NO ラジカルによりペプチドのチロシン残
基がニトロチロシンに変化した。この NOラジカル放出は、水中・有機溶媒中いずれでも、好気・
嫌気条件ともに見られた。従って、皮膚・外気の好気条件と体内の嫌気条件を問わず、また、
体液中・脂質膜中いずれでも、光照射により NO放出を伴う光分解と活性酸素種放出は起こると
考えられ、それに伴う化学修飾は生理機能に影響を与える可能性があることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 我々はそれまでの研究成果から、環境などから体内に取り込まれた N-ニトロサミンや生体内
で生成した N-ニトロソアミノ酸が全身循環して皮膚に達し、日光などの光照射により反応して、
活性酸素種・NO ラジカル・アルキルラジカルなどを生じ、酸化的 DNA 傷害に加えてアルキル付
加体などの DNA 損傷を生じ、光遺伝毒性・変異・蛋白機能傷害を起こしうると考えた。同時に
タンパク損傷や膜傷害などを引き起こして、炎症や細胞死なども引き起こしうると考えた。 
 そこで、これまでの研究をもとに、 
(1) N-ニトロサミン類の太陽光,UVA,UVB 等による光化学反応の定性・定量的解析を行う。光
反応環境影響や N-ニトロサミン類の構造影響や、反応機構を解明する。 
(2) N-ニトロサミンの光活性化による遺伝毒性と細胞内応答を解明する。細菌に対する遺伝毒
性、皮膚培養細胞における光毒性、DNA やタンパク等の損傷・突然変異誘起を解析し、シグ
ナル伝達擾乱・ROS ストレス応答影響・細胞死への関与を明らかにする。 
(3) 皮膚における N-ニトロサミンの光活性化による遺伝毒性・皮膚炎症を解析し、表皮細胞に
おける DNA 損傷・タンパク損傷・シグナル伝達異常等を解析する。 
(4) N-ニトロソアミノ酸についても、光活性化反応を解析するとともに、生物毒性を明らかに
する。 
 以上を目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 皮膚モデルとして、ヒト由来皮膚角化細胞(HaCaT)を用いた光遺伝毒性系を確立しており、
この系で光遺伝毒性や細胞内影響を研究した。N-ニトロサミンの光反応で放出される NOラジ
カルはグアニル酸シクラーゼを活性化して細胞内 cGMP 量を上昇させ、cGMP 依存性のキナーゼ
やホスホジエステラーゼなどの活性を擾乱すると予想される。また、ROS は ROS ストレス応答
を誘発すると予想される。N-ニトロサミンの光反応における cGMP 量変動やストレス応答シグ
ナル伝達系の蛋白発現・活性変動を測定し、影響を研究した。 

(2) N-ニトロサミン類の光遺伝毒性を、サルモネラ菌による光エイムス試験、HaCaT 細胞を用
いた小核試験で研究した。さらに M13mp2 ファージを用いて、突然変異を起こしたファージの
塩基配列変化を解析し、突然変異のスペクトラムを明らかとし、UVA 活性化 N-ニトロサミン
による DNA 傷害との関連を研究した。 

(3) N-ニトロサミンを UVA,UVB や 300 nm-40 nm の単色光で照射し、共存する核酸塩基や DNA
に対するアルキル化等の付加体形成、酸化的反応や DNA 切断などの反応を解析し、光反応に
より生成した損傷核酸や蛋白の構造をUV検出、LCMSMS, NMRなどの機器分析により解析した。
また反応の照射波長依存特性を研究した。 

(4) 光反応環境（水中/脂質中・好気/嫌気条件）における N-ニトロサミン類の光反応を解析
した。水環境では N-ニトロソ基は水素イオンによる電子吸引により NOラジカルを放出しやす
いとされているが、加えて疎水環境での光反応を明らかにし、水環境との反応機構比較を行
った。また好気条件での活性酸素種の発生機構と、嫌気条件での反応性を解析した。さらに、
水中/脂質中という光反応環境がおよぼす光遺伝毒性に対する影響を解析した。 



(5) 光活性化により生じる遺伝毒性活性体の安定性を研究し、それぞれの温度・pH において
10 日以上の期間を取って活性変動を研究した。それにより全身循環して毒性影響を出しうる
活性寿命を持つかどうかを調べた。 

 
４．研究成果 
(1) 皮膚モデルとして、ヒト由来表皮ケラチノサイト HaCaT 細胞に対する、N-ニトロソプロリ
ン(NPRO)の UVA 光反応を解析した。NPRO の光反応で放出される NO ラジカルはグアニル酸シク
ラーゼを活性化して細胞内 cGMP 量を上昇させ、cGMP 依存性のキナーゼやホスホジエステラー
ゼなどの活性を擾乱すると予想される。NPRO 存在下、UVA 照射した HaCaT 細胞内の cGMP 量を
定量したところ、対照と比べ cGMP の増加が見られた。従って、光反応による NO 放出で cGMP
の関与するシグナル伝達を擾乱している可能性のあることが分かった。 

(2) UVA活性化NPROが誘起する突然変異のスペクトラムをM13mp2ファージで解析したところ、
グアニンをホットスポットとする GC→TA と GC→CG のトランスバージョンが 47％を占め、GC
→CG の変異割合が増加した。変異の原因として、UVA 活性化 NPRO によるグアニン付加体が考
えられる。また、アデニンをホットスポットとする突然変異が観察された。 

(3) UVAにより活性化したNPROによるデオキシアデノシン(dA)への反応をLCMSMS等で定量解
析したところ、dA の２位及び８位への新規のピロリジル付加体を見出した。8 位付加体形成
は NPRO の UVA 吸収曲線にそっており、光エネルギーが NPRO に吸収されて反応を起こしたこ
とを示している。が、２位付加体形成は光依存性ではあるが、NPRO の UVA 吸収曲線には沿わ
なかったため、なんらかの 2 次反応が介在していると考えられる。 

(4) UVA活性化NPROの光反応によるDNA付加体形成を、LCMSMS測定で定量解析を行った結果、
NPRO の光反応で子牛胸腺 DNA に、デオキシグアノシン(dG)の８位、dAの２位及び８位へのピ
ロリジル付加体 6種と 8-オキソグアニンを見出した。 

(5）また、NPRO の光反応による DNA 付加体形成機構の解析のため、好気性および嫌気性条件に
おける DNA 損傷量を LCMSMS 測定による定量的比較を行った。その結果、付加体形成は好気的
条件・嫌気的条件ともにみられた。dA 付加体は嫌気的条件で生成量が増しており、光反応は
主に活性酸素を経由しない Type I 機構で起こると考えられる。一方、dG 付加体は好気的条件
での生成がやや多く、活性酸素種も関与している可能性がある。 

(6) 水環境に加えて疎水環境でも、NPRO が光遺伝毒性を示すことを明らかとした。 
(7) NPRO に加えて、N-ニトロソピロリジン(NPYR)と N-ニトロソモルホリン(NMOR)の光遺伝毒
性研究を行った。NPYR および NMOR は、NPRO と同じく、UVA 活性化によりヒト由来表皮角化細
胞 HaCaT へ小核形成を誘導し、光遺伝毒性を示すことを見出した。 

(8) さらに、NPRO および NMOR の光活性化体は 37℃で 10 日以上安定,かつ pH 5 から pH 11 ま
での液性で変異原性を保つことがわかった。したがって、皮膚で生成した活性化体が全身循
環するモデルが成立しうることがわかった。 

(9) 環境化学物質の光遺伝毒性研究を行った。その結果、N-ニトロサミンを含むことが知られ
ているタバコ副流煙は UVA 照射によりむしろ変異原性を減弱することが分かった。これは、
変異原性成分の光分解によるものと思われ、大気など環境滞留中における光化学変化は無視
できないと考えられる。 

以上から、環境などから体内に取り込まれた N-ニトロサミンや生体内で生成した N-ニトロソア
ミノ酸が、日光・UVA・UVB などの光照射により反応して遺伝毒性の活性化体を作りうること
がわかった。活性化体は 37℃・中性の生体条件で安定に活性を保つことがわかり、全身循環
して細胞の DNA に達し、DNA にアルキル付加体・酸化的 DNA 傷害などの DNA 損傷を生じ、光遺
伝毒性・変異を起こしうることがわかった。また、細胞内で光反応による NO 放出で cGMP の
関与するシグナル伝達を擾乱している可能性のあることが分かった。N-ニトロソプロリンの
ように、光を考慮しない場合には毒性がないと判断される化合物でも、光毒性を示すことが
わかり、光安全性研究としても意義があると考えられる。 
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