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研究成果の概要（和文）：近紫外光(UVA)がニトロソアミン、特にニトロソ化アミノ酸のニトロソプロリン(NPRO)に吸
収され、DNA損傷し、DNAに新規付加体を生じることを見出した。また，蛋白モデルのアミノ酸・膜モデルの脂質に対し
てもNPROは光反応し，生成物を生じた。ヒト皮膚角化細胞由来の培養細胞にUVA活性化NPROは遺伝子毒性を示した。ま
た，NPROの光反応に伴い、一酸化窒素の発生があり、光毒性の一因と分かった。

研究成果の概要（英文）：We investigated near-ultraviolet radiation (UVA) mediated chemical reaction of N-n
itrosoproline (NPRO) with DNA, deoxynucleosides, amino acids and membrane lipids, and isolated several new
 products from the UVA-irradiated mixture. Photogenotoxicity was found with NPRO towards human derived ker
atinocyte cells.  Nitric oxide was released during photoreaction of NPRO to create active radicals that ca
n give phototoxicity.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究の背景として、まず光毒性につい

ては、太陽光紫外線が皮膚がんのリスク要因

であることはよく知られており、皮膚透過性

の高い長波長部の近紫外線(UVA)も皮膚がん

を引き起こすことが知られている。しかもUVA

はDNAに直接的には吸収されないため，細胞内

の何らかの物質が光エネルギーを吸収して，

そのエネルギーをDNAやタンパクに伝えて光

傷害を起こす光増感反応が定説となっている。

しかしながら，細胞内の何が光増感物質とし

て働いているのかについては諸説があり、は

っきりしていない。また、光と化合物という

複数の要因の複合影響による光毒性機構につ

いてはまだそれほど広くは研究されていない。 

(2) ニトロソアミン・ニトロソ化アミノ酸に

ついて、ニトロソアミン類は食品やタバコ煙

などに広く含まれ、ヒトは日常的に暴露して

いるほか、内在的には胃内でアミノ酸がニト

ロソ化されたニトロソ化アミノ酸が検出され

ている。たとえばプロリンが胃中で亜硝酸と

反応して生じたニトロソプロリンは血中を循

環していることが知られており、健康なヒト

尿から日常的に3.5-6g/日が検出されている。

しかし、ニトロソプロリンは薬物代謝活性化

されず、無害と考えられてきた。 

(3) 研究動機として、申請者は，それまでの

研究で、ニトロソアミン類が薬物代謝酵素に

よらなくても、UVAで光活性化され、一酸化窒

素ラジカルとアルキルラジカルを生じること

を見いだしたので、胃などで生成したニトロ

ソアミン、とくにニトロソ化アミノ酸が全身

循環して皮膚で日光などのUVAを浴び，光傷害

を起こす可能性があると考えた。つまり、代

謝的に安定なニトロソ化アミノ酸がNOの運搬

体となって，皮膚においてUVAを浴びた部位に

NO並びにアルキルラジカルを放出し，遺伝毒

性を発揮し、生理機能の擾乱をしている可能

性があると考えたことが挙げられる。 

 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、胃などで生成したニトロ

ソ化アミノ酸やニトロソアミンが全身循環し、

皮膚において長波長紫外線を浴びた部位にNO

やアルキルラジカル・活性酸素種を放出し、

遺伝毒性を発揮し、生理機能を擾乱する可能

性、ならびに体外汚染としてタバコ等に起因

するニトロソアミン類が皮膚に付着して光障

害を起こす可能性を追求するための基礎研究

を行うことである。そのために、ヒト由来皮

膚培養細胞やモデル化合物に対する、UVAによ

るニトロソ化アミノ酸・ニトロソアミン類の

光毒性として、DNA損傷性、細胞膜機能障害、

シグナル伝達系酵素活性への影響などへの関

与を明らかにし、生じるDNAや膜脂質・タンパ

クの損傷分子の構造解析を行い、反応機構を

解明することを目的として研究を行った。 

 
３．研究の方法 
(1)光活性化には、温度制御した照射チャンバ

ー内で、UVAランプによる照射を行った。混在

するUVB光はソフトガラスによるフィルター

で除いた。 

(2)NPROの光活性化によるデオキシヌクレオ

シドとの反応解析には、上記照射チャンバー

内で，NPROとデオキシヌクレオシドの混合溶

液を照射し、得られたサンプルをHPLC解析な

らびにLCMSMS解析した。見出された新規付加

体については、HPLCによる精製分取を繰り返

して必要量を採取し、MS・NMRなどの機器分析

により構造を同定した。 

(2) NPROの光活性化によるDNA損傷解析には、

NPROとDNAの混合溶液を照射後、DNAを透析と

エタノール沈澱で精製し、ヌクレオシドまで

酵素分解後、HPLCおよびLCMSMS解析した。 

(3) アミノ酸に対するNPROのUVA活性化反応

解析も同様にHPLCおよびMS等により解析した。 

(4) 細胞膜モデルとしての脂質に可溶化した

NPROの光遺伝毒性は、光反応後生成物を抽出

して、その変異原性をエイムス試験により検

出した。 

(5) ヒト由来皮膚ケラチノサイト培養細胞に



対するUVA活性化NPROの遺伝毒性は、小核試験

により調べた。 

(6) NPROのUVA活性化過程におけるNO産生は、

グリース法により測定した。 

(7) 光動力学的解析のための単波長照射は、

自然科学研究機構基礎生物学研究所の大型ス

ペクトログラフを共同利用して行った。 

 
４．研究成果 

(1) NPROの光活性化によるDNAの損傷を解析

し、反応生成物の構造解析を行った、その

結果、UVA照射によりNPROから一酸化窒素

(NO)放出が見られ、NOあるいはNO放出に伴

い生じたアルキルラジカルと核酸との反応

生成物が期待された。そこで、核酸モデル

としてのデオキシヌクレオシドに対する損

傷解析をおこない， デオキシグアノシン 

(dG)とNPROの光反応で、8-オキソデオキシ

グアノシン(8-oxodG)，デオキシイノシン，

デオキシオキザノシンが生成することが分

かった。さらに既知の付加体に加えて、新

規の核酸付加体２種類が生じることを見出

し、単離同定を行い、(R)-,(S)-8- 

(2-pyrrolidyl)-dG (G1, G2)と構造決定し

た。また、デオキシアデノシン (dA)とNPRO

の光反応を解析し、好気下での反応生成物

として、デオキシイノシンならび新規の核

酸付加体2種類が生じることを見出し、単離

同定を行い、dAの２位置換体

(R)-,(S)-2-(2pyrrolidyl)-dA (P1, P2)を

単離同定した。一方、dAとNPROの嫌気下で

の光反応では、dAの８位置換体(R)-,(S)-8- 

(2-pyrrolidyl)-dA (A1, A2)が形成した。

好気下ではdGやdAの８位は酸素ラジカルの

付加による8-oxodGの方が優先する可能性

が考えられ、エネルギー移動によるタイプI

型反応と、活性酸素種の関与するタイプII

型反応の競合の可能性が考えられる。さら

に、光活性化NPROはDNAと反応し、上記の付

加体(G1, G2, P1, P2, A1, A2)を生じるこ

とが分かった。 

(2) また、NPROの光活性化によるタンパクと

の反応に関しては、反応モデルとしてチロ

シンやグルタチオンがNPROの光分解によっ

て生じる一酸化窒素によりニトロ化を受け

てニトロチロシンやS-ニトログルタチオン

を生じることを明らかとした。 

(3) ヒト由来皮膚培養細胞に対する光毒性解

明をおこなった。すなわち、ニトロソプロ

リンが血液を介して全身循環し、太陽光な

どのUVA照射部位で毒性を発揮するという

モデルから、血液系細胞および皮膚表皮系

細胞でのモデル研究が適当と考えた。そこ

でまず、ヒト由来表皮ケラチノサイト培養

細胞NCTC2544細胞およびHaCaT細胞を使っ

た光遺伝毒性検出系の確立を行った。この

系を用い、光活性化したNPROの光遺伝毒性

を研究したところ、UVA照射量及びNPRO用量

依存的にDNA損傷を起こし小核形成を誘起

し、培養細胞で遺伝毒性を示すことが分か

った。同時に、細胞培養液に用量依存的に

NOが検出された。また、血液系細胞として

既に遺伝毒性検出法が確立されているリン

パ芽球細胞WTK-1細胞を用いて、NPROが光活

性化により遺伝毒性を示すことを明らかと

した。 

(4) 細胞膜モデルとして，脂質(トリオレイ

ン）や脂肪酸に溶かしたNPROにUVA照射した

のち、生成物を抽出し変異原性を調べたと

ころ、照射依存的に変異原性が見られ、新

規変異原性物質が生じていることが分かっ

た。 

(5)光動力学特性を研究したところ、320-400 

nmの単波長照射による小核形成曲線・NO産

生曲線は、ともにNPROの吸光度曲線に沿う

ことから、NPROのUVA吸収によるNN結合の開

裂が光反応律速と考えられることが分かっ

た。 

(6) 得られた研究成果により、NPROは，生体

内における光感受性化合物として，UVAの内

在性光増感剤として働き、光遺伝毒性を引



き起こしていると考えられ、UVAの光毒性機

構の一端を明らかにできたと考えられる。

今後はさらに，モデル動物等のin vivoにお

けるNPROの光毒性研究を行う必要があると

考えられる。 
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