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概 要 
 オゾン層の減少による紫外線地上到達量の増加による環境への影響、皮膚がん等ヒトの健康へ

の影響は、世界的に深刻な問題となっている。本研究は、UV-B による発がん誘発作用を、動物

由来細胞を用いて、突然変異頻度および細胞死であるアポトーシスを指標として検出し、植物由

来カロテノイドによる予防効果について検討した。その結果、突然変異、アポトーシスともに、

紫外線照射量に応じて量依存的に増加し、また、植物由来カロテノイドにより抑制される結果を

得た。 
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1. はじめに 

人為起源物質によるオゾン層の破壊が世界的問題と

なっている中、モントリオール議定書による規定等に

より、オゾン層破壊物質濃度そのものは減少傾向を示

しているものの、オゾン量は依然として低く、紫外線

（UV-B：280～315nm）の地上到達量は増加を続けて

いる。また、大気汚染による雲の減少等の気象要素も

地上到達量増加原因として挙げられている。国際連合

環境計画の報告書によると、オゾン層の減少による紫

外線の地上到達量は 10 年間で 2～5%増加しており、

オゾン層が 1%減少することで、アメリカ人では悪性

黒色腫（メラノーマ）が毎年 2%増加し、全世界で毎

年 4.8 万人がその他の皮膚がんを発症するとされてい

る 1)。日本においても、メラノーマは年々増加してお

り、国立がん研究センターの報告書では、毎年 10 万

人に 5 人以上発生していると推測され、紫外線が環境

に与える影響、健康に与える影響は全世界的に深刻化

している 2)。 
本研究では、植物由来カロテノイドによる紫外線誘

発皮膚がんの予防効果について、動物由来細胞を用い

て検討した。 

2. 方法 

2.1 細胞および培地 
チャイニーズ・ハムスターの肺由来細胞 V79 細胞

（理化学研究所， つくば市）を用いた。10%の牛胎児

血清（Invitrogen 社， 東京）含有 Minimum Essential 
Medium（MEM, Invitrogen）培地を用い、5% CO2

存 在 下 、 37 ℃ で 培 養 し た 。 細 胞 剥 離 に は 、

Trypsin-EDTA（Invitrogen）を用いた。紫外線照射

時には、培地による紫外線吸収作用を除外するため、

無血清で透明な Earl’s Balanced Salt Solution 
（EBSS, Invitrogen）を用いた。植物由来カロテノイ

ドとして、トマト由来リコピンを選んだ。リコピン、

HAT（100 μM hypoxanthine, 0.4 μM aminopterin, 
16 μM thymidine）および 6-thioguanine（6-TG）は、

Sigma 社製を使用した。紫外線は、UV Stratalinker 
2400（Agilent 社, La Jolla, CA）を用いて照射した。 

 
2.2 Clonal Survival Assay 
実験に先立ち、Clonal Survival Assay を行い、突

然変異は誘発するが、細胞を 50%以上死滅させない紫

外線量を決定した。1000 個になるように MEM 培地

で調整した細胞を一晩ディッシュで培養し、EBSS に

換え、UV-B に曝露させた。MEM 培地に戻してさら

に培養し、７日後にメタノールで固定し、0.5%クリス

タルバイオレット液で染色してコロニー数を数え、生

存率を算出した。リコピンについては、すでに毒性を

示さないことが明らかになっている濃度（5 μM）を用

いた 3)。 
 

2.3 突然変異試験 
突然変異試験として、HPRT 試験を用いた。HAT

含有 MEM 培地で細胞を 10 日間培養してバックグラ

ウンドの突然変異細胞を除去した後、リコピン含有お

よび非含有 MEM 培地を用いて一晩培養した。培地を

EBSS に換え、Clonal Survival Assay によって決定し

たエネルギー量の UV-B を照射した後、リコピン含有

および非含有 MEM 培地でさらに６日間培養した。

Trypsin-EDTA ですべての細胞を剥離して回収し、106

個になるように突然変異を起こした細胞のみが生存で
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きる 6-TG（10 μg/ml）含有 MEM 培地で調整し、さ

らに２週間培養した。メタノール固定後、0.5%クリス

タルバイオレット液で染色し、コロニー数（MC: 
Mutant Clones）を数えた。同時に、1000 個の細胞を

6-TG を含まない MEM 培地で培養し、６日後に同様

に固定して染色し、コロニー数（PEC: Plating 
Efficiency Clones）を数え、突然変異頻度（Mutant 
Fraction）＝[MC {10 ×(PEC 1000⁄ )}⁄ ]を算出した。 

 
2.4 アポトーシス試験 
細胞全体の紫外線誘発ダメージの影響は、アポトー

シス（細胞死）検出法により評価した。方法は、

APOPercentage 法（Biocoler, Northern Ireland）を

用いた。リコピン含有・非含有 MEM 培地でそれぞれ

細胞数を 3 × 104 個/well になるように調整して 96 
well plate にまき、一晩培養した後、培地を EBSS に

換えて各エネルギー量の UV-B を照射した。リコピン

含有および非含有 MEM 培地に戻し、さらに２時間培

養した。その後、APOPercentage Dye 含有培地に換

え、さらに 30 分間培養した後、顕微鏡下で赤色色素

を取り込んだ細胞を観察した。画像解析ソフトウェア

を用い、色素取り込み量を数値化して比較した。 
 

3. 結果 

3.1 Clonal Survival Assay 
UV-B による V79 細胞の生存率を、Fig. 1 に示した。

照射エネルギー量ごとの生存率は、50 J/m2 では 95%、

100 J/m2 では 90%、200 J/m2 では 70%であり、500 
J/m2 では 45%にとどまったため、突然変異試験、ア

ポトーシス試験には、200 J/m2 以下の照射量を用いた。 
 

 
3.2 突然変異試験 

V79細胞において UV-Bにより誘発された突然変異

頻度、およびトマト由来リコピンによる抑制効果を

Fig. 2 に示した。UV-B の照射量に応じて、誘発され

る突然変異頻度は増加した。また、リコピンによる抑

制率は、UV-B 50 J/m2 では 22.1%、100 J/m2 では

30.4%、200 J/m2 では 30.4%であった。 
 

 

Fig.2: Dose-dependent UV-B induced mutant fractions were 
reduced by lycopene.  Solid circle: control, Open circle: 
lycopene (5 μM). 
 

3.3 アポトーシス試験 
アポトーシスを起こしている細胞を、顕微鏡下で観

察した（Fig. 3）。UV-B 100 J/m2照射では、control
に比して赤色色素を取り込んだ細胞が多く観察され、

UV-B によりアポトーシスが誘発されていることがわ

かった（Fig. 3-a および b）。一方リコピン処理群で

は、赤色色素を取り込んでいる細胞がほとんどなく、

UV-B による細胞障害がリコピンにより抑制されてい

ることがわかった（Fig. 3-c）。UV-B 200 J/m2 照射

でも同様の傾向を得たが、赤色色素の取り込みは、100 
J/m2照射で最も多かった。 

 
 

a. control 
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Fig.1: UV-B induced cytotoxities in V79 cells. 
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b. UV-B (100 J/m2) 

 
c. UV-B (100 J/m2) + lycopene (5 μM) 

 
Fig. 3 UV-B induced apoptosis in V79 cells. a. control, b. 
Cells were exposed to UV-B (100 J/m2), c. Cells were treated 
with lycopene (5 µM) for 24 hrs prior to UV-B exposure. 

 

画像解析ソフトにより赤色色素の取り込み量を数値

化した結果を Fig. 4 に示した。未処理の細胞群（CONT）
に比べ、100 J/m2の UV-B 照射細胞群（UV-B）では

1.8 倍程度赤色色素の取り込みが増加していたのに比

して、リコピン処理群（UV-B LYC）では、UV-B 照

射によるアポトーシス誘発が抑制されていた。 
 

 
Fig. 4 UV-B induced apoptosis were reduced by lycopene in V79 
cells. Data were shown as mean ± S.D. of triplicate experiments. 

 
 

4. 考察 

本研究により、UV-B は、エネルギー照射量に比例

して量依存的に突然変異を誘発し、トマト由来リコピ

ンにより抑制される結果を得た。また、アポトーシス

試験においては、UV-B 100 J/m2照射において最も強

くアポトーシスを誘発しており、リコピンによる誘発

抑制効果が観察された。UV-B 200 J/m2や 500 J/m2

照射では、コントロール群に比してアポトーシスは誘

発されていたが、100 J/m2 照射時よりは低くかった。

これは、200 J/m2以上の UV-B 照射量では、細胞の生

存率が 70%以下であったことから、細胞が障害を受け

た場合に、個体が生き残る手段として障害を受けた細

胞を死に至らしめるプログラム化された細胞死（アポ

トーシス）よりも、細胞構成成分および機能の物理的・

化学的損傷による受動的な細胞死（ネクローシス）を

起こしている可能性によることが示唆された。 
紫外線による発がん誘発機構の代表的なものは、

cyclobutane pyrimidine dimmers（CPDs）が挙げら

れる 4)。紫外線により DNA分子が励起されることで、

隣接する塩基同士が２量体（dimer）を形成すること

に起因し、このdimerによって複製のエラーが起こり、

がん抑制遺伝子等に突然変異を誘発し、またアポトー

シスを誘発することがわかっている 5-7)。また、紫外線

照射により、細胞内に活性酸素群（ROS）が発生する

ことも明らかにされており、紫外線曝露による皮膚が

ん発症の原因とされている 8)。本研究で用いたトマト

由来リコピンは、13 の２重結合を有することから強い

抗酸化能を示すことが明らかとなっている 9, 10)。本研

究において、紫外線が誘発した突然変異、アポトーシ

スがリコピンにより抑制されたのは、抗酸化作用によ

ることが示唆される。一方、リコピンは抗酸化作用以

外にも重要な突然変異抑制効果があることからも 11)、

CPDs 等紫外線により誘発された DNA 障害を修復す

る系が、リコピンにより活性化された可能性も示唆さ

れた。 
 

5. まとめ 

オゾン層減少による紫外線地上到達量の増加により、

皮膚がん罹患率の上昇が懸念されている。本研究によ

り、紫外線が誘発する突然変異やアポトーシスが、天

然植物由来カロテノイドであるリコピンにより抑制さ

れる結果を得た。今後、リコピンによる UV-B 誘発

CPDs 形成抑制作用について詳細な研究を行うことが

重要であると考えられる。 
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