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研究成果の概要（和文）： 
 N-ニトロソアミノ酸の UVA 光増感による反応機構は、まず N-ニトロソ基が光子を吸収して光

開裂して NO を放出し、２次反応的にアルキルカチオンラジカルや活性酸素種が生じて、DNA 切

断、酸化的傷害、アルキル化傷害、ひいては突然変異を引き起こすことが明らかとなった。さ

らに、光増感反応により生成する DNA 損傷の同定を行い、N-ニトロソアミノ酸の一つニトロソ

プロリンの光反応で新規の DNA 付加体を同定した。また、ニトロソプロリンの光反応に伴い、

アミノ酸残基のニトロ化・ニトロソ化が起きた。この光反応は太陽光でも起きた。したがって、

ニトロソプロリンは太陽光照射でヒト体内でも DNA 付加体形成やアミノ酸のニトロ化・ニトロ

ソ化を起こす可能性のあることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The N-nitroso moiety of N-dialkylnitrosamines absorbs UVA photons, UVA-photolysis 
of N-dialkylnitrosamines brings release of nitric oxide, and subsequent production of 
alkyl radical cations and active oxygen species follow as secondary events, which cause 
DNA strand breaks, oxidative and alkylative DNA damages and mutation. 
Photoproducts from NPRO and dA were isolated, analyzed by MS and NMR, and 
identified as deoxyinosine and (R)-, (S)-2-(2-pyrrolidyl)-2’-deoxyadenosine. When UV 
light of 365 nm was irradiated to a neutral mixture of N-nitrosoproline, gluthathione 
and tyrosine, S-nitrosoglutathione and 3-nitrotyrosine were generated. These results 
suggest that N-nitrosoproline may induce nitrosation and nitration of cellular 
components in humans with sunlight. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学 ・ 放射線化学物質影響科学 
キーワード：ニトロソプロリン、DNA 損傷、近紫外光、一酸化窒素、アミノ酸修飾、光変異

原性、光毒性、ニトロソチロシン 
 
１．研究開始当初の背景 
 太陽光による皮膚の光傷害の 95％以上が、
皮膚に深く浸透する長波長紫外線光(UVA) 
(315nm-400nm)によると言われている。その
うち短波長成分 (315-340 nm)の UVA2 照射
のみならず、長波長成分 UVA1 (340-400 nm)
照射によってもヘアレスマウスに皮膚発癌
の生じることが報告されている。しかし、
DNA は UVA1・UVA2 領域に光吸収を持た
ないため、直接的な光反応による DNA 傷害
は考えにくく、何らかの光増感物質が UVA
を吸収し、DNA に光エネルギーを移してい
るか、あるいは酸素などを活性化して DNA
障害を引き起こしていると考えられる。UVA
による光毒性、特に DNA への光傷害性や光
発癌性において、光増感物質として外来性の
物質の介在とともに、常時存在する内在性物
質の影響が大きいと考えられている。これま
で、内在性光増感物質としてポルフィリン
類・メラニン・フラビン類などの他、アミノ
酸トリプトファンの分解産物、ホルミルキヌ
レニンが研究されている。そこで、体内アミ
ノ酸の N-ニトロソ化体、とくにニトロソ化ア
ミノ酸が光増感物質として光傷害に関与し
ているのではないと考えた。 
 
２．研究の目的 
 まず、作業仮説として、「生体内で生成し
た N-ニトロソ化アミノ酸が長波長紫外線に
対する内在性光増感剤となり、活性中間体経
由、もしくはエネルギー移動により DNA に
傷害を与える。また、内在性 N-ニトロソ化ア
ミノ酸がNOラジカルやアルキルカチオンラ
ジカルの運搬体として働いて、照射部位で放
出する。ひいては急性の皮膚傷害や光発癌に
も関与する」と考えた。この作業仮説に基づ
いて、次の研究を行うことを目的とした。す
なわち、(i) N-ニトロソ化アミノ酸などの N-
ニトロソ化合物の光反応により発生する NO
ラジカル･アルキルカチオンラジカルと DNA
との反応解析、(ii) 光反応により発生した
NO と活性酸素種によるチロシン残基の 3-ニ
トロチロシン化、(iii) ニトロソ化アミノ酸
の光増感による培養細胞・実験動物皮膚へ影
響（変異・発現影響）の解明、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) N-ニトロソ化アミノ酸などのN-ニトロソ
化合物の光反応により発生する NO 放出と光

変異原性・DNA 切断等の反応解析方法 
 UVA 照射は 20W ブラックライトにフィルタ
ーをかけて波長 320-400 nm 以外をカットし、
360 nm における照射強度 4.3-5.4 W/m2として、
25℃に保った照射チャンバー内で行った。変
異原性はエイムステストで検出した。DNA 切
断はφX174 DNA RFI 型の 2本鎖環状 DNA が一
本鎖切断により RFII となり、電気泳動の移
動度が変化することにより検出した。光反応
後の DNA 上に生じた 8-oxodG/dG 測定は
LC-ECD 法によった。反応溶液中への NO 放出
はグリース法により定量した。 
 
（2) N-ニトロソ化アミノ酸のひとつ N-ニト
ロソプロリンの光反応により発生するラジ
カルとヌクレオシドとの反応解析方法 
 N-ニトロソプロリンと各デオキシヌクレ
オシドを含む緩衝液をマイクロプレートに
入れ、4℃の恒温器中で攪拌しながら UVA
（320-400 nm、586 ± 94.6 μW/cm2）を 12
時間照射した。反応液からサンプルを取り、
HPLC を用いて照射溶液中の生成物ピークを
解析した。さらにこれらのピークを分取し、
LC/MSMSやNMRなどにより構造解析を行った。 
 
(3) N-ニトロソ化アミノ酸のひとつN-ニトロ
ソプロリンの光反応により発生するラジカ
ルと DNA との反応解析方法 
 NPRO と子牛胸腺 DNA を含む緩衝液を 24 穴
マイクロプレートに入れ、4時間、UVA 
(586±94.6 μW/cm2)を照射した。照射方法は、
(2)と同様である。照射後、得られた溶液を
透析チューブに入れ、Tris-EDTA 緩衝液 (pH 
8.0) を入れたビーカーの中に浸し、攪拌し
ながら 4℃で一晩透析した。その後、nuclease 
P1 と alkaline phosphatase でヌクレオチド
まで分解し、HPLC 分析、LC/MSMS 解析を行っ
た。 
 
(4)光反応により発生した NOと活性酸素種に
よるチロシン残基の 3-ニトロチロシン化解
析方法 
 UV 照射は、光源に UV365/254 nm の選択照
射が可能な低圧水銀ランプを用いた。365 nm
および 254 nm の光量はそれぞれ 785±65 μW
および 830±30 μW であった。太陽光の照射
実験も行った。そのとき、太陽光中のUV365 nm
と 254 nm の光量はそれぞれ 635±275 μW と
0.00-0.03 μW であった。ニトロソプロリン



とグルタチオンおよびチロシンの中性混合
液へ UV 及び太陽光を 1時間まで照射し、一
定時間毎にサンプルを採取し、直ちに HPLC
で分析を行った。生成物は ESI-MS を用いて
同定した。 
 
(5) ニトロソ化アミノ酸の光増感による培
養細胞への影響（変異・発現影響）研究方法 
 まずニトロソアミノ酸の UVA・可視光の吸
収による化合物の活性化評価系を確立する
ことを目的として、ヒト表皮ケラチノサイト
NCTC2544 細胞による光小核形成試験の研究
を行った。光照射は solar-simulator および
20W ブラックライトにフィルターをかけて波
長 320-400 nm とした装置を用いた。ついで、
ニトロソプロリンによる光小核形成を研究
した。 

 

４．研究成果 
(1) N-ニトロソ化アミノ酸などのN-ニトロソ
化合物の光反応により発生する NO 放出と光
変異原性・DNA 切断等の反応解析結果 
 N-ジアルキルニトロソアミン（ニトロソプ
ロリン他７種類）の存在下、UVA 照射すると、
エイムステストにおいて代謝活性化無しで、
光変異原性が検出された。スーバーヘリカル
DNAを N-ジアルキルニトロソアミンの存在下
で UVA 照射すると一本鎖切断が観察された。
φX174 DNA の N-ニトロソモルホリンと UVA
による一本鎖切断はラジカル消去剤や SODに
より阻害された。子牛胸腺 DNA を N-ジアルキ
ルニトロソアミンと UVA 処理すると、
8-oxodG/dG が生成した。アクションスペクト
ルを調べたところ、N-ジアルキルニトロソア
ミンの UVA 反応による NO 生成および変異原
性誘起が、ニトロソアミンの UV 吸収曲線と
一致し、ニトロソアミンが光増感剤であるこ
とが分かった。N-ジアルキルニトロソアミン
340 nm における吸光度と、光反応による NO
生成量に有意な相関関係があった。以上より、
N-ジアルキルニトロソアミンの UVA光反応で
は、まず N-ニトロソ基が光子を吸収して光開
裂して NO を放出し、２次反応的にアルキル
カチオンラジカルや活性酸素種が生じて、
DNA 切断、酸化的傷害、アルキル化傷害、ひ
いては突然変異を引き起こすと考えられる
ことが明らかとなった。 
 
(2) N-ニトロソ化アミノ酸のひとつニトロソ
プロリン(NPRO)の光反応により発生するラ
ジカルとヌクレオシドとの反応解析。 
 ニトロソプロリン存在下で、dA に UVA 照射
すると、HPLC 分析により 3つの新規ピークが
検出された。このうち 1つは、デオキシアデ
ノシン(dA)のデアミネーションにより生成
することが報告されている 2’-deoxyinosine 
(dI)とよく似た保持時間、吸収スペクトルを

示した。このため、dI の標品を用いて UVA 照
射サンプルのコクロマト分析を行ったとこ
ろ、標品とピークの一致が確認された。よっ
て、反応溶液中での dIの生成が確認された。
残りの 2つは、HPLC 分析からは判断できなか
ったので、これらを P1、P2 として LC/MS/MS、
NMR による構造解析を行った。初めに
LC-MS/MS 分析のニュートラルロススキャン
を行った。P1、P2 が dA 付加物であると仮定
すると deoxyribose に相当する質量 116 のフ
ラグメントイオンが脱離する。分析の結果、
P1、P2 ともに分子量 320 の dA 付加物である
可能性が示唆された。次にNMR測定を行った。
dA と比較すると、P1 及び P2 の 1H NMR スペ
クトルでは、H2 位のピークが消失していた。
また、1.9 - 4.5 ppm 付近に新たな Hのピー
クが検出されていた。さらに、13C NMR 測定を
行った結果、dA と比較すると、両方とも C2
のピークの化学シフトが低磁場側に移動し
ていた。従って、P1 及び P2 は dA の 2位が置
換された構造をしているのではないかと考
えられる。以上の NMR測定の結果と、LC-MS/MS
分析より分子量が 320 になることから、P1 及
び P2 の構造を推定すると、dA の 2 位の Hが
NPRO 由来の pyrrolidine 骨格で置換された
2-(2-pyrrolidyl)-2’- deoxyadenosine であ
ると考えられる。この二つの反応生成物から
推定された構造は同じであるが、この構造は
α位に不斉炭素を持つので、P1 及び P2 は互
いに鏡像異性体であり、(R)-,(S)-2-(2- 
pyrrolidyl)-2’-deoxyadenosine であると考
えられる。 
 
(3)ニトロソプロリンの光反応により発生す
るラジカルと DNA との反応解析。 
 DNA をニトロソプロリン存在下で UVA 照射
後、加水分解処理した試料溶液及び dA、dT、
dG、dC 各 1 mM を含むスタンダードの HPLC 分
析を行い、クロマトグラムを比較した。試料
溶液に、それぞれ dA、dT、dG、dC に相当す
るピークが確認された。さらに A1, A2、P1, P2、
G1, G2 の 6つの反応生成物が検出された。
LC/MSMS 解析を行ったところ、P1, P2 は上記
(2)の P1,P2 と同じ化合物であり、DNA 中でも
ヌクレオシドでの反応と同様に、dA がニトロ
ソプロリンと光反応し、付加体が生じたこと
が分かった。また、A1,A2 は DNA の dA がニト
ロソプロリンと光反応して P1,P2以外の付加
体を生じたものと考えられ、G1,G2 は DNA の
dG が光反応して、新たな修飾塩基が生じたこ
とが分かった。 
 
(4)光反応により発生した NOと活性酸素種に
よるチロシン残基の 3-ニトロチロシン化解
析 
 ニトロソプロリンとグルタチオンまたは
チロシンの中性混合液への UV の照射におい



て、それぞれ S-ニトロソグルタチオンおよび
3-ニトロチロシンが生成することを確認し
た。365 nm 照射時の S-ニトロソグルタチオ
ンの生成量は254 nm照射時の40倍であった。
365 nm 照射時の 3-ニトロチロシンの生成量
は 254 nm 照射時の 2倍であった。ニトロソ
プロリン、グルタチオン、チロシンの三者を
混合した中性溶液への 365 nm の照射では、
S-ニトロソグルタチオンの生成量は変化し
なかったが、3-ニトロチロシンの生成量は
1/10 倍以下に減少した。同様の実験を太陽光
の照射により行ったところ、類似の結果が得
られた。本結果より、屋外にて太陽光、とり
わけ UVA に暴露することにより、ニトロソプ
ロリンがグルタチオンおよびチロシンなど
の生体成分と反応し、S-ニトロソグルタチオ
ンや 3-ニトロチロシンが生成する可能性が
ある。また、NO との反応性が高いといわれる
グルタチオンが高濃度に共存していても、3-
ニトロチロシンが生成しうることが確認で
きた。 
 
(5) ニトロソ化アミノ酸の光増感による培
養細胞への影響（変異・発現影響） 
 陽性対照として、良く知られた光遺伝毒性
物質 8-methoxypslaren をこのヒト表皮ケラ
チノサイト NCTC2544 細胞系で試験したとこ
ろ、用量依存的な小核形成が見られ、光遺伝
毒性試験系として使用しうると分かった。次
に、光毒性は知られるが光遺伝毒性は未知の
化合物を試験し、6-methylcoumarin, 
3,3',4',5- tetrachlorosalicylanilide と
protoporphyrin IX の光小核形成を初めて見
いだした。また、光吸収がないのに光照射に
より CHO細胞に染色体異常を誘起する偽陽性
化合物（cycloheximide と disulfoton）は、
NCTC2544 細胞に光遺伝毒性を示さなかった。
以上により、ヒトケラチノサイト NCTC2544
細胞による光小核形成試験は、化合物の光遺
伝毒性を評価する系として有用と分かった
そこで、ニトロソプロリンが光照射によりヒ
ト表皮ケラチノサイト NCTC2544 に光遺伝毒
性を示すかどうかを研究したところ、小核形
成を引き起こし、光遺伝毒性があることが分
かった。 
 
 以上により、N-ニトロソアミノ酸の UVA 光
増感の過程は、まず N-ニトロソ基が光子を吸
収して光開裂して NO を放出し、２次反応的
にアルキルカチオンラジカルや活性酸素種
が生じて、DNA 切断、酸化的傷害、アルキル
化傷害、ひいては突然変異を引き起こすと考
えられることが明らかとなった。さらに、DNA
修飾により生成する損傷の同定を行い、新規
付加体を同定した。また、ニトロソプロリン
の光反応に伴い、アミノ酸残基のニトロ化・
ニトロソ化の起きることが分かった。さらに、

ヒト由来培養細胞においてもニトロソプロ
リンの光増感反応が起きることを見出した。 
 
 今後はヒト由来細胞の DNAや構成蛋白に対
するニトロソプロリンの光増感反応をさら
に詳しく研究することにより，細胞に内在す
る光増感物質による、近紫外光の光毒性の解
明に寄与できると考えられる。 
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