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研究成果の概要（和文）：　我々は抗酸化作用のあるレスベラトロールが、ヒト表皮角化細胞等においてUV曝露
によるDNA損傷等の抑制効果があるか否かをピリミジンダイマー及び6‐4光産物、過酸化由来の細胞死等の因子
を調べることにより明らかにした。
　すなわち、レスベラトロール投与によりUV曝露によるDNA損傷能が大幅に緩和することを明らかにした。さら
にフローサイトメトリー等の解析により、UVによるオートファジー由来のアポトーシスによる細胞死がレスベラ
トロール添加でmTORのリン酸化が増加することにより抑制されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：　It has been reported that resveratrol has shown inhibition of obesity and 
activating of longevity gene due to its antioxidant ability. In this study, to investigate whether 
resveratrol has an inhibitory effect on DNA damage by UV exposure in human epidermal keratinocytes 
and others pyrimidine dimer, 6-4 photoproduct, and factors such as cell death derived from 
peroxidation were measured by enzyme linked-immunosorbent assay and western blotting method.
　As results, it was revealed that DNA damaging ability by UV exposure is greatly relieved by 
administration of resveratrol. Furthermore, analysis by flow cytometry and western blotting method 
revealed that cell death caused by apoptosis derived from autophagy due to UV irradiation was 
suppressed by increasing mTOR phosphorylation which induced by resveratrol.

研究分野： 衛生学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
従来、ブドウ皮に多く含まれるレスベラト

ロールの生体に与える防御効果に関する研
究は、経口摂取を前提とした方法で評価され
てきた。例えば、サーチュイン等の長寿命関
連遺伝子がレスベラトロール投与でその発
現が活性化されること、およびレスベラトロ
ールが肥満を抑制する効果等は動物実験の
経口投与（餌に混入しての自由摂取を含む）
を中心とした実験で証明されてきた。また、
最近の我々の研究により、肥満に関連して遺
伝子の発現調節を担う DNA メチル基転移酵
素の発現および前述したサーチュイン遺伝
子の発現にも関与していることがわかって
きた（Sun et al. PLoS One 8, e74559, 2013）。
一方、紫外線曝露による障害では、地表面に
到達する UVB（285～320 nm）が皮膚の紅
斑（sunburn）を引き起こし、UVB より長
波長である UVA（320～390 nm）はその後
の皮膚の色が黒くなる(suntan)。さらに過度
の UV 曝露により細胞内に生じる酸化的スト
レスは組織や DNA を損傷させ、白内障およ
び皮膚がんの発症や進行促進の原因となる
ことが知られている。そのため、効果的で安
全かつ機能的な UV 防御策が現在強く望まれ
ている。 
多くの in vitro もしくは動物実験において

は、抗酸化物質を経口的に摂取し効果的な結
果が得られていると報告されているが（β-
カロテン、α-トコフェロールおよびリコペン
等）、一方で、ヒトにおいて、抗酸化物質を
経口的に摂取しても効果はわずかであると
いう報告もなされている。そこで本研究では
皮膚における塗布、あるいは眼球への滴下に
よる吸収を想定した実験系を組めばいいの
ではないかとの着想を得た。 
また本研究において、「ヒトでは抗酸化物

質を経口的に摂取しても効果はわずかであ
る」とされる UV 曝露による障害軽減効果に
ついて、レスベラトロールを用いて新しい軽
減法を提案するものである。そこで、経口の
みならず皮膚への塗布を視野に入れている。 
これまでの UV 曝露による障害軽減効果研

究は、ほとんどが経口摂取などの方法によっ
て行なわれてきた。また、UV 曝露に関して
も、極めてブロードの波長を照射することで
行なわれてきたが、DNA は 260 nm 辺りの
波長の吸収、タンパク質では 280 nm 辺りの
波長の吸収が主に認められているようにタ
ーゲットとする分子により影響のある波長
が変化することに対する配慮は UV 曝露障害
に関する研究ではこれまで余り考慮されて
来なかった。我々はこれまで細胞にバンド幅
10 nm単位で決められた波長のUVを面積当
たり設定のｍJ 量照射する系を開発し、照射
波長を 20 nm 単位で変化させた時に波長の
違いでシクロブタン型ピリミジンダイマー
の生成量に違いが生じることを見出してい
る（Masuma et al. J. Photochem. Photobiol. 

B: Biology, 125, 202-208, 2013）。 
 
２．研究の目的 
抗酸化作用のあることで著名なレスベラ

トロールの経口摂取により肥満の抑制、長寿
遺伝子である Sirt1 の活性化および過酸化脂
質産生抑制等の効果があることがこれまで
報告されている。一方 UV 曝露における皮膚
癌の増加、白内障、免疫能の低下および成長
阻害等が実験研究および疫学的研究から明
らかにされているが、トコフェロール等の防
御効果では完全に抑制することが困難であ
る。今回、我々はレスベラトロールが、ＵＶ
曝露による皮膚の DNA 損傷および酸化スト
レス増大の抑制効果があるのではないかと
の着想を得、本研究において、ヒト表皮角化
細胞及び水晶体上皮細胞を用いてＵＶ照射
におけるピリミジンダイマー生成、6‐4 光産
物、過酸化物質生成および過酸化由来の細胞
死への影響を指標に、レスベラトロールの抑
制機構の解明を研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
【本計画・方法の概要】 
UV 曝露による基本的な障害の機構を確認

す る た め に 、 ま ず レ ス ベ ラ ト ロ ー ル
（Sigma-Aldrich 社製）の細胞への適正な曝
露量の検討およびその濃度の毒性の有無を
検討する。次にヒト正常表皮角化細胞および
水晶体上皮細胞に UVC 領域の 250～280 nm、
UVB 領域の 290～320 nm、UVA 領域の 330～380 
nm の波長を 10 nm 間隔で照射し、対照細胞と
比較して、Sirt1 および 2、エピゲネチック
因子、アポトーシス因子、オートファジー因
子及びピリミジンダイマー及び 6‐4 光産物
生成の変化を免疫抗体法（ELISA）を用いて
測定し、検討した。決定されたレスベラトロ
ール量を細胞に投与し、上記 UV 曝露実験を
行ない、ピリミジンダイマーおよび光産物生
成のレスベラトロール有無による変化を検
討した。 
 

【UV 照射実験】 
培養液が UV を吸収するので、照射前に正

常ヒト表皮角化細胞の培地を捨て、UV 吸収
能の無い 2 ml のリン酸緩衝化生理的食塩水
で二度ディッシュを洗った後に、新しく 2 ml
のリン酸緩衝化生理的食塩水を加えた。UV
照射はキセノンランプを光源とする照射装
置（MAX–301、朝日 Spectra、日本、東京）
を用いた。この装置にバンドフィルターを組
み合わせることで選択した波長の±5 nm 範
囲に 99.9%の光を集中させることが可能にな
った。各々の波長の照射前に、シリコン・フ
ォトダイオード探知器（SEL033、インター
ナショナル Light Technologies）に接続して
いる放射計（IL 1400A、インターナショナル
Light Technologies、ピーボディー、USA）
を用いて、UV 照射量時間の決定を行なった。
UV 照射実験は 250 nm 及び 290 nm の両波



長で行なわれた（主な実験は全て 250 nm 照
射のみで行われた）。照射波長の照射量は、
既知である 24 時間後半数致死量の照射量に
相当する照射時間を算出した。本研究を行な
うにあたり、一番の根幹となる波長単位の UV
照射については、キセノンランプ光源装置
（朝日分光）を用いた。 

図１ UV 照射装置 
 
DNA 損傷の測定（Kurasaki et al. Adv. Biol. 

Chem. 2, 243-247, 2012）、酸化ストレス因
子、オートファジー及びアポトーシス因子の
ウェスタンブロティング（Miyajima et al. 
Biogerontology, 14, 491-501, 2013）サー
チュインおよびエピゲネチック因子のリア
ルタイム PCR（Sun et al. J. Appl. Toxicol., 
33, 1484–1492, 2013）などの手法に準拠し
た。 
 
【細胞よりの DNA 抽出】 
ヒト正常表皮角化細胞の紫外線照射 1時間

後にトリプシン EDTA を用いて剥離された
細胞は 150mMNaCl を含む 10mMTris–HCl
緩衝液（pH 7.4）で洗われ、The highly pure 
PCR template preparation kit を使用して抽
出精製された。キットを用いた最終ステップ
である 15 分間の RNase 処理後、DNA はエ
タノール沈殿に供され、－20℃over night後、
DNA は遠心、洗浄及び乾燥され 89mM Tris
–HCl バッファ（pH 8.1）、1mM EDTA（1
×TBE）50 μl に再懸濁された。DNA 濃度
は 260 nm 及び周辺波長の比により
GeneQuant Pro（GE ヘルスケア・ジャパン、
東京）を用いて自動計算された。 
 
【免疫抗体法を用いたシクロブタン型ピリ
ミジンダイマー(CPD)および 6-4 光産物(6-4)
測定法】 
正常ヒト表皮角化細胞から抽出された

DNA サンプルは、1×TBE で、DNA 濃度を
1 μg/μl に調整された。 イムノプレート 1
ウェル当り 0.1～0.5 μg になるようにさら
に 1×TBE を用いて調整した後、DNA の変
性のために 100℃5 分、氷上 15 分の処理を行
ない、1 つのサンプル当り 2 つのウェルに 50 
μl ずつ DNA 溶液を加え、37℃で一晩乾燥
処理を行なった。翌日、各ウェルの DNA 溶
液が完全に乾いていることを確認し、各ウェ
ルを 1 度 100 μl の 40 mM Tris-Cl, pH7.4, 
150 mM NaCl, 0.05%Tween100 溶液で洗浄
した後、2％スキムミルク溶液になるように

スキムミルクを 40 mM Tris-Cl, pH7.4, 150 
mM NaCl, 0.05% Tween 100 溶液で溶かし
たもの（2％ブロッキング液）を各ウェルに
200 μl ずつ加え、37℃30 分保温を行なった。
30 分後、各ウェルを 100 μl の 40 mM 
Tris-Cl, pH7.4, 150 mM NaCl, 
0.05%Tween100 溶液（洗浄バッファー）で 2
回洗い、1％ブロッキング溶液で 1:1000 に希
釈された CPD あるいは 6-4 に対するモノク
ロナル抗体溶液 100 μl を各ウェルに加え
37℃1 時間の保温を行なった。保温後各ウェ
ルを洗浄バッファー150 μl で 3 回洗った。 
つぎに、1％ブロッキング液で 1:500 まで薄
めた二次抗体（ホースラディッシュぺルオキ
シダーゼで標識化された抗マウス免疫グロ
ブリン）を 100 μl ずつ各ウェルに加え、イ
ムノプレートを 37℃で 1 時間保温した。保温
後各ウェル洗浄バッファー150 μl で 5 回洗
い、0.03%ペルオキシホウ酸ナトリウムを含
む 50mM リン酸塩-クエン酸塩バッファー
（pH 5.0）で 0.1%になるように溶解された
OPD 溶液を 100 μl ずつ各ウェルに加え
37℃で最大 20 分の保温を行なった。ペルオ
キシダーゼ酵素反応を止めるために、6N 
HCl を、50 μl 加え、Microplate Reader（モ
デル 450; Biorad）を用いて、495nm の吸光
度を測定した。 
 
【フローサイトメトリー】 
正常ヒト皮膚角化細胞等に対するレスベ

ラトロールのアポトーシスへの効果を、
Annexin V-FITC キ ッ ト (BioVision 
Incorporated; Milpitas、CA、USA）を用い
プロトコールに従って検出した。 レスベラ
トロールで処理した細胞を回収し、PBS で洗
浄し、次いで結合緩衝液で再懸濁した。その
後細胞をアネキシン V-FITC およびヨウ化プ
ロピジウム（PI）と共に 5 分間反応させた。 
最終的に、蛍光活性化細胞選別（FACS）装置
（ FACSCanto BD Biosciences; Franklin 
Lakes、NJ、USA）によって初期および後期ア
ポトーシス細胞の両方を測定した。 
 
４．研究成果 
【UV 照射による CPD 及び 6－4 産生とレスベ
ラトロールの効果】 
ヒト正常表皮角化細胞に 250 nm 波長の

UV を LD50 に近い 10 mJ/cm2照射し、照射
後 1 時間後に細胞から DNA を抽出し、UV
照射前後にレスベラトロールを最終濃度と
して 0．5 から 50 μＭの範囲で投与した。そ
の結果を図 2 に示す。コントロール細胞では
CPDはあまり生成していないがUV照射によ
り 20 倍前後に増加している。レスベラトロ
ールは図では 5 μＭ添加した場合の結果であ
る。単独投与ではコントロールの場合とほぼ
同じ CPD 生成量であったが、UV 照射と同時
に投与すると CPD 生成を半分以下に抑える
効果を示した（図 2）。 



図 2 CPD 産生へのレスベラトロールの影響 
a はコントロール、＊は UV 群に対する p<0.01 
 
また同様の効果は 280 nm の UV 照射でも認

められたが、両波長ともに、レスベラトロー
ルの効果は 5 μＭ以上でほぼ同じ効果を示し、
量的な依存性は観察されなかった。また、回
数は少ないがヒト角膜上皮細胞においても
同様の傾向が認められた。 
 一方 6-4 光生成物では図 3 に示すようにヒ
ト正常表皮角化細胞に 250 nm 波長の UV を
LD50 に近い 10 mJ/cm2 で照射したところ、
同様に UV 照射により 6-4 光生成物が飛躍的
に産生されたが、5 μＭレスベラトロールと同
時投与した場合には、CPD に対するよりもや
や弱い効果（UV 照射群のばらつきが大きい
ので有意差も認められなかった）を示した。 

 
図 3 6－4 産生へのレスベラトロールの影響 
a はコントロールに対する p<0.01 
 
また、レスベラトロールを最終濃度として

5 μＭになるように UV 照射前後に細胞に添加
しているが、前に投与する場合と後から加え
る場合のどちらに効果があるかをCPD産生に
対して調べた。前投与した場合は前後投与の
6 割程度、後投与した場合は前後投与の 7 割
くらいの効果を示し、本実験からはどちらか
一方の投与を行うより前後双方に投与を行
うほうが、効果が高いことが明らかになった。
また各波長照射に対する効果は、まだ、全て
統計処理が行われるほどのサンプルが集積
をしていないが、300 nm 以上の波長では紫外
線の障害能自体が低下していくためレスベ
ラトロールの効果もやや弱まるように思わ
れた。 
 
【UV 照射による細胞死へのレスベラトロー
ルの影響】 

250 あるいは 280 nm の UV を照射した場合
（それぞれ 10 mJ/cm2及び 15 mJ/cm2）、24 時
間後の正常ヒト皮膚角化細胞の細胞生残率
はそれぞれ 55％および 62％であった。その
生残率はレスベラトロールを最終濃度で 5 μ
Ｍになるように投与したところ、それぞれ
80％以上の生残率に回復した。 
 この細胞死の形態を明らかにするために
Annexin V-FITCキットを用いてフローサイト
メトリーを試みた（図 4）。 

図 4  Annexin V により細胞死の同定 
 
その結果、UV照射によりオートファジーを

介したアポトーシスが起きていることが推
察されたが、その細胞死はレスベラトロール
の投与により抑制されていることが明らか
になった。 
 
【アポトーシス因子の解析】 
オートファジーを介したアポトーシスが

起きていることをリン酸化Aktを調べること
によって確かめた。正常ヒト皮膚角化細胞に
レスベラトロールを最終濃度で 5 μＭになる
ように添加すると、コントロールに比べてや
やリン酸化 Akt が増加しているが UV 照射
（250 nm の UV を 10 mJ/cm2）によりリン酸化
Akt は劇的に低下する。その低下はレスベラ
トロールを同時に投与することで抑えられ
た（図 5）。 

図 5 Akt 発現に及ぼす UV とレスベラトロ
ールの影響 
 
 他の因子に関しては UV 照射によりリン酸
化ｍTor が減少し、その減少はレスベラトロ
ールにより回復している。同時に内在性のア
ポトーシス経路においても Bax および



caspace 9 が UV 照射により増加し、レスベラ
トロールを加えると減少していた。今後この
二つの経路の因子をさらに精査し論文とし
てまとめたいと考えている。 
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