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太陽紫外線、特に UVAによる塩基配列特異的 DNA損傷機構:
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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(1)0 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p18のホ

ットスポットを含む約 100---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 DNA断片の 5'末端を 32P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'-(TAGTAG) 4 (TTAGGG) r3')を合成し、同様に 32Pで標識して実験に用いた (3)。

Maxam-G i 1 be r t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。 8-0H-dGの定量は、電気化学検出器付HPLCを

用いて行った (5)。

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 (TypeI)および活性酸

素(主に一重項酸素)生成を介する機構 (Type1 I)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、 Type1では、連続した G(5'-~G-3'の下

線の G)が特異的に損傷され、 Type11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フテリン類、ボルフィリン類等は、 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フ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. coJ j 

formamidopyrimidine-DNA glycosylase (Fpg protein) を用いた実験結果から、

5' -GG-3'の5'側のGにふ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、 8-0H-dGやその他の酸化的損傷を生ずることが考えられる

(Type 1反応)。我々の結果から、 Type1反応による塩基配列特異的な 8-0H-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(11)。

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 Type11の反応で Gが特異的に損傷され、 8-0H-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(102) 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 8-0H-dGが皮膚癌に関与し

ている可能性が示されたD 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') nの短縮が老化のフ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 (2)。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

Wト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(t e rm i na 1 re s t r i c t i on 

f ragmen t)の短縮が認められた。また、同条件下においてWI-38にUVAを照射

すると照射量に依存して有意に 8-0H-dG量が増加した(表1) 03， 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(町一(TAGTAG)4 (TTAGGG) 4-3')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 8-0H-dG修復酵素Fpgprotein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 8-0H-dGが生成することを認めた(図2)0 8-0H-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 (5'-CGC (TGTGAG) 7CGC-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 8-0H-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 5'-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 8-0H-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.

。 9.48 0.44 :t 0.07 

2 8.53 0.72土0.03#

5 7.98 0.98土0.1(j## 

WI-38 fibroblasts (2.0 x 106 cells) were註radiatedwith indicated dose 
ofUVA light (365 nm). A丘町theirradiation， the cells were lysed， and 
DNA was extracted and subjected to en勾叩edigestion and anal戸ed
bya Southem blot and an HPLC-ECD. Results are expressed as 
means土SEofvalues obtained企om3-5 independent experiments. 
岸;P < 0.01， ##; P < 0.05 compared with non-irradiation; t-test. 
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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-Iabeled48・basepair fragment (5'・(TAGTAG)4(TTAGGG)4・3・)was 

exposed to 2 J/cm2 UVA light (365 nm) with 20 IJM riboflavin in 100い1of 10 mM  
sodium phosphate buffer (pH 7.8) containing 5 IJM DTPA. After piperidine (A) or 
Fpg protein (8) treatment， DNA fragments were electrophoresed on a 12% 
polyacrylamide/8 M urea gel using a DNA-sequencing system and the autoradio・
gram was obtained by exposing X-ray film to the gel. The relative amounts of olig -
onucleotides produced were measured using a laser densitometer. The cleavage 
sites of the treated DNA were determined by direct comparison with the same DNA 
骨布市制f曽田信抑唱DI'LA.明暗暗唱陪夜如'lSac:x::a也、gb陶陥溜n
Gilbert procedure. The horizontal axis shows the nucleotide number. 
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TGGAGCTAGGGAGA 
がん関連遺伝子

rTAGGQ:;rTAGGq・・・・
テロメア繰り返し塩基配列
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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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