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1 ． は じめ に

　太陽紫外線 の 曝露が ヒ トに 皮膚癌 を起 こす こ とは 以前か らよ く知 られて い る 。

近 年の オ ゾ ン層の 破壊 によ る 地表へ の 紫外線量の 増加が 、 健康 に 悪影響 を もた

らす と懸念 されて い る 。 太陽紫外線の なかで 地表に 到達する の は 、 UVA と UVBで

ある 。 UVBは DNA分子 に直接 作用 し 、 ピ リミジ ンダイ マ
ー

や DNA付加体等 を生成

す る こ とに よ り、 太陽紫外線発がん に おい て 重要な 役割を果た して い る 。

一
方、

地表に 多量 に 降 り注 ぐ UVAは 、 発が ん を抑制す る と考 え られ て き たが、近年 IARC

の 疫学調査や 動物実験 か ら 、 ヒ トに対す る UVAの発がん 性は 2A （ヒ トに対 して

発が ん を示 す可能性が高い ）と評価 され て い る （D。UVAは DNAを直接損傷 しに

く い こ とか ら全 く新 しい DNA損傷機構が予想 され る 。 太陽紫外線が 皮膚の 老化

を進行 させ る こ と も知 られ て い る 。 本研究 で は太 陽紫外 線 、特 に UVAに 注 目し、

発 が んお よび老化促進機構つ いて 報告す る 。

2 ． 実験方法

　実験 には ヒ トが ん原遺伝子 c−Ha− ras −1お よび が ん抑制遺伝子 p53や p／6の ホ

ッ トス ポ ッ トを含 む約 leo− 400塩基対の DNA断片 をサブ ク ロ
ー

ニ ン グに よ り多

量 に 得た 。 これ らの DM 断片の 5
’

末端 を
32
　P で標識 し 、

一端の みが 標識 され た

単 離 DNA 断 片 を 調 製 し た 　（2）。 ま た 、 テ ロ メ ア 配 列 を 含 む DNA 断 片

（5’一
（TAGTAG｝4 （TTAGGG｝4−3

’

）を合成 し、同様 に
32
　P で 標識 して 実験に 用 い た （3）。

Maxam−Gilbert法 を応用 し 、 オー
トラジオ グラム か ら DNA損傷性 とそ の 塩基特異

性を決定 した （4）。 ま た、 ヒ ト線維芽細胞 WI−38 を用 い 、 細胞内テ ロ メア促進

に お ける UVAの 役割 を検 討 した。 8−OH−dGの定量は 、電気化学検出器付 HPLC を

用 い て 行 っ た   。

3 ．UVAに よ る DNA損傷機構 と発がんに おける役割

　UVAに よ る発がん に は 、 細胞内に多数存在す る色素分子 の 光増感作用 を介 した

DNA 損傷が 関与 して い る と考え られ る 。 光増感剤 として働 く物質に は 、 内因性
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の 物質 の 他 、 食物 や 医薬品等 と して 摂取 され る外 因性の 物質が あ る 。 DNA 損傷

の メ カ ニ ズム に は、光誘起電子 移動反応 を介す る機構 （Type　 I）および 活性酸

素 （主 に
一 重項酸素）生成を介する機構 （Type　II）が考え られ る 。 これ まで 我々

は 、 様 々 な光増感剤を用 い た実験か ら 、 Type　Iで は 、 連続 した G （5’−GG−3’

の 下

線の G）が特異的に 損傷され 、Type　IIの 一重項酸素生成で は全て の Gが損傷 さ

れ る こ とを明 らか に して き た （図 1）　 （6）。

　生体内物質の フ ラ ビン類や プテ リン類、ポル フ ィ リン類等 は、UVAをよ く吸収

す る 分子で あ る 。 ヒ トの 皮膚 に含 まれる リボフ ラ ビ ンや プテ リン類等の 光増感

物 質 は 、UVA （365nm） の 照 射量依存 的 に 二 本鎖 DNA 中の G が 連続 した配 列

（5
’ −GG−3’

） の 5「

側 の G を 特 異 的 に 損 傷 す る 　（7）。 ま た 、
　 E 　 co／i

for皿amidopyrimidine −DNA　glycosylase （Fpg　protein） を用 い た実験結果か ら、

5’ −GG−3tの 5
’

側の G に 8−OH−dGが生成す る こ とが認め られ た 。 従 っ て 、これ ら

の 光増感 物質は、電子移 動 を介 して DNA塩 基 の 中で も っ と も酸 化 さ れ や す い G

と特 異的 に反応 し 、 8−OH−dG やそ の 他の 酸化的損傷 を生 ずる こ とが考 え られ る

（Type　I 反応）。 我々 の 結果か ら、　 Type　I 反 応 によ る塩基 配列特 異的な 8−OH−dG

の生 成は電子 受 容性の 光増感分子 に共通 した機構で ある こ とが示 され た （8，9）。

二 本 鎖 DNAで は 、 GG配 列 の 5
’

側 の Gが最 も酸化 されや すい こ とが HOMO （highest

occupied 　 molecular 　 orbital ）の 理論計算か らも支 持 され て い る （10＞。 また 、

実際に生体内 にお い て は 、 光増感分子 は 、 GG と直接的に結合する 必要 はな く、

離れ て い て も GG配列 に特異的な DNA損傷が起 こ りうる と推定 さ れて い る （ll＞。

　ポル フ ィ リン類 （PPs） の代謝異常で は、組織 に PPsが沈 着 し、皮 膚が光 に対

して 過敏にな る こ とが知 られ て い る 。 PPs の 存在下で UVA を照射す る と、活性

酸素を介 した Type　 IIの 反応で G が特異的 に 損傷 され 、8−OH−dG量 も増加 した 。

こ の 損傷は 、 重水 （D20）中で 増加 した こ とか ら
一 重項 酸素 （

］02｝ の 関与が 確認 さ

れ た。

　以 上 の よ うに 、
　UVAは生体内光増感分子 を介 して 酸化的に DNAを損傷する こ と

が明らか に な っ た 。 この 光増感反応 によ り生成 した 8−OH−dGが 皮膚癌 に 関与 し

て い る可 能性が示 され た 。 また 、 DNAの 損傷パ ター ン は光増感分子の 化学的性質

に依存す る 。 紫外 線 によ る発が ん 機構が詳細 に 明 らか にな れ ば、皮膚癌の 予 防

に大き く貢献するもの と思 わ れ る 。
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4 ．UVAに よる テ ロ メア 短縮促進機構の解明と老化促進

　加齢 とともに活性酸素 、 放射線や 太陽紫外線な どによ る酸化的ス トレス が蓄

積 し 、 そ の結果 、 DNAや蛋白質が 損傷 され 、老化が進行す る との 仮説が提 唱 され

て い る 。 最近 、 染色 体 の 末端部に存在するテ ロ メア繰 り返 し配列

（5
’
　−TTAGGG−3

’

）　llの 短縮が老化の プ ロ グラム に関与する との 報告がな され た 。 テ

ロ メ ア繰 り返 し配 列 は、真核 生物 の 染色体の 末端 に 存在 し、 ヒ トの線維芽細胞

で は約 10kb も続き 、 染 色体 の安定性や構造維持に重要な役割 を果 た して い る 。

細胞分裂の DNA複製時 に新生鎖 5’

末端部分の テ ロ メア DNAは 一定の 割合で短縮

し、5kb まで 短縮 され る と線維芽細胞は分裂 を停止 しそ の 後死 に至る 。 この テ

ロ メア繰 り返 し配列の 短縮が酸化的ス トレス によ り通 常の 4 − 5倍 促 進 され る

こ とが報告され た （12）。 我々 は、環境因子に よ るテ ロ メア 短縮促進 を介 した老

化促進機構の 解明を行 っ て い る。

　太陽紫外線が、 発が ん の みな らず、皮膚の 老化 を進行 させ る こ とが 知 られ て

い る 。 我々 は生体内光増感物質 （リボ フ ラビン等）の 存在下、 ヒ ト線維芽細胞

WI−38に UVAを照射 し、テ ロ メ ア 繰 り返 し配列領域の 短縮促 進 を検討 した 。 そ の

結 果 、UVA照射量 に依存 して テ ロ メ ア長の 指標で あ る TRF （terminal　restriction

fragmenOの 短縮が認 め られ た。 また 、 同条件下 にお い て WI−38に DVAを照射

す る と照射量 に依 存 して 有意 に 8−OH−dG量が増 加 した （表 D　（13， 14）。 この 酸

化的 DNA損傷 に よ る TRF の 短縮促進機構 を解明す るた め、 テ ロ メア繰 り返 し配

列 を含む合成DNA（5L （TAGTAG）4 （TTAGGG）　，
−3’）を用 いて DNA損傷とそ の 塩基配列特

異性を ピペ リジ ン処理 と 8−OH−dG修復酵 素Fpgproteln処理 を行 っ て検討 した 。

生体内光増感物質存在下、UVA照射 によ り、テ ロ メ ア配列 中の 5
’
　−GGG−3

’

の 中央

の Gに 特異的に 8−OH−dGが 生成す る こ とを認 めた （図 2 ）。 8−OH−dGを電気化学

検 出器付 HPLC （HPLC−ECD）で 定量 した結果 、　 G の 連続配列 を含 まない 合成

DNA（5LCGC （TGTGAG）了CGC−3
’
）に比 べ 、テ ロ メ ア 繰 り返 し配 列 を含む合成

DNA（5
’−CGC（TTAGGG）7CGC

−3’）にお い て 8−OH−dG生成量の 著 しい 増加を認 めた 。 こ

の塩 基配列 特異的 DNA損傷は 、　UVAによ り励 起され た光増感物質が S
’ −GGG−3

’
配

列 の 5
’
側 Gか ら電子 を引き抜き、そ の後中央 の G へ hole（÷電荷） の移動が起

こ る こ と に よ り、そ れ らの 部位 に 8−OH−dGが 生 成するた め と考え られ る 。 以 上

の結果か ら酸化ス トレス に よ りテ ロ メ ア 繰 り返 し配列 （5
’
　−TTAGGG−3

’

》n 中の Gの

連続配列 に 特異的に 酸化損傷が起 こる こ とが解明され た 。 従 っ て 、UVAによ る

GGG配列 特異的 DNA損傷が 、 テ ロ メ ア 領域の 短縮を促進 し、老化の 促進に重要な
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役割 を果た して い る こ とが示唆された 。
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表 1， UVAに よ る 細胞中の テ ロ メ ア 領域短縮促進 と8−
OH−dGの 生成．

J！cm2 TRF （kb） 8−oxodG ／105　dG 土 S．E ．

0

2

5

9．48

8．53

7．98

0．44 ± 0．07

0．72土 0．03＃

0．98 ± 0．16岸＃

WI −38　fibroblasts（2．O　x　l　O　6　cens ）were 　irradiated　with 　indicated　dose
ofUVA 　light（365   ）．　 Mer 　the　inadiation，　the　cells 　were 　lysed

，
跏 d

DNA 　was 　extracted 　and 　su切ected 　to　enzyme 　digestion　and 　analyzed

by　a　Southem　blot　and 　an 　HPLC −ECD ．　Results　are　expressed 　as

means 」・SE　ofvalues 　obtained 丘om 　3−5　hldependent　experiments ．
＃；P 〈 0．01

，
＃＃；P ＜ 0．05co 皿pared　with 　non −irradiation；t−test．
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図 1 太陽紫外線 によるDNA損傷の メカ ニ ズム
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図2． リボフ ラ ビ ン存在下 UVA に よ るDNA 損傷の 塩基配列 特異性
The　32P　5’end −labeled　48 −base　pair　fragment（5

’一
（TAGTAG ｝4（TTAGGG ）4−3

’
＞was

exposed 　to　2　J／cm2UVA 　iight（365　nm ＞wtth　20 μM　ribo刊avin　in　100　p　l　of　10mM
sodium 　phosphate　buf「er （pH　7．8）containing 　5 μMDTPA ．　Af【er　piperidine（A）or
Fpg　protein（B）treatment，　DNA 　fragments　were 　electrophoresed 　on 　a　12％

polyacrylamide18　M 　urea 　gel　using 　a　DNA −sequencing 　system 　and 　the　autoradio −

gram 　was 　obtained 　by　exposing 　X−ray 冊m 　to　the　gel．　The　re【atiVe　amounts 　of　olig −

enucleotides 　produced　were 　measured 　using 　a　laser　densitometer．　The　cleavage
sites　of 　the　treated　DNA 　were 　determined　by　direct　comparison 　with 　the　same 　DNA
剛 a隙 u噸 DNA 鰍 1ue蜘 re諮 纏 b 仕沿 隔 n

Gilbert　procedure．　 The　horlzontal　a）ds　shows 　the　nucleotide 　number ．
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テロメア繰 り返 し塩基配列

　　　　↓
酸化的 DNA 損傷
（8− oxodG の生成な ど）

　 　 　 突然変異

　　〆
発がん

〆
〆

↓

染色体

テ ロ メア短縮の促進

＼厨
　　　 老化

図 3 ． 太 陽紫 外線 、 特 にUVAに よる塩 基配列特 異的DNA損 傷 の 意 義
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