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論文内容の要旨

【目的】

中波長紫外線 (UVB) の皮膚障害性については種々検討がなされているが， より深達性のある長波長紫外線

(UVA) のそれについてはあまり研究されていな L、。特に光老化に対する影響や，その際に光感作物質となりうる内

因性の物質は，まだ同定されていない。リボフラピンが UVA を吸収しうることから，過酸化水素などの活性酸素を

生じさせ皮膚組織に障害性を示すのではないかと考えた。 UVA 照射リボフラビン溶液の細胞障害性が主として過酸

化水素による可能性はすでに報告した。皮膚組織中の酸素分圧は大気中より低い。そこで低酸素下では活性酸素の生

成が減少して細胞障害性が小さくなると予想して実験を始めたが，予想に反して細胞障害性は大きくなった。低酸素

下での細胞障害性の原因を調べるため，過酸化水素生成と一重項酸素の関係を調べた。

【方法ならびに成績】

1. リボフラビンへの UVA 照射

コロニー形成能に影響を与えない濃度である266μmol/l リボフラビン溶液をシャーレに入れてガラス板の上に

置き， 1.2--38.4kJ/ rrfの UVA をガラス板を通して照射した。低酸素状態を得るためには，窒素ガスを濯流した。

細胞障害性を示さない濃度であることをあらかじめ確認したうえで，一重項酸素消去剤である 500μmol/l アジ化

ナトリウムを加えて同様に照射した。

2. 細胞障害性

正常ヒト皮膚培養線維芽細胞をシャーレにまき， UVA を照射したりボフラビン溶液に一定時間 (8 分間)浸した。

処理終了後ウシ胎児血清添加ダルベッコ培地でコロニーを形成させ，固定後に計数し，生存率を算出した。

照射量が増すにつれて生存率は低下し， 9.6kJ/ rrfで最小となり，それ以上の照射量でも生存率に変化は見られな

かった。低線量では空気下に比べて低酸素下のほうが生存率が低かったが，高線量では差が見られなかった。アジ化

ナトリウムを加えた場合は，無添加の場合に比べて生存率は高くなり，線量にかかわらず空気下と低酸素下で同じ生

存率となった。

3. 過酸化水素濃度測定

過酸化水素溶液に，セイヨウワサビペルオキシダーゼ (HRP) 溶液を少量ず、つ添加し， 350--450nm の吸収スペク

トルを測定した。 HRP の吸収の400nm でのピークは， HRP が過酸化水素と結合すると 420nm に移動する。 HRP を
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過剰に加えるとピークが400nm に復帰する。過酸化水素の量とそれと反応した HRP の量とは直線関係を示したため，

HRP の添加量からリボフラビン溶液中の過酸化水素濃度を求めた。

UVA 照射リボフラビン溶液の過酸化水素量を測定した。低線量では空気下に比べて低酸素下のほうが生成量が多

かったが，高線量では低酸素下でも空気下と同じ生成量が見られた。アジ化ナトリウムを加えると生成量は減少し，

線量にかかわらず空気下と低酸素下での差が見られなくなった。

4. 溶存酸素測定

溶存酸素測定装置を用いて，溶液の酸素濃度を測定した。

リン酸緩衝液に UVA を照射しても溶存酸素量は変化しなかったが， リボフラビン溶液では空気下・低酸素下とも

に溶存酸素は無照射時よりも75μmol/1 減少した。アジ化ナトリウムを加えた場合の減少は46μmol/1 であった。

【総括】

リボフラビンは紫外線領域に強い吸収スペクトルを示すため，紫外線による皮膚障害に関与していると考えられる。

皮膚組織中の酸素分圧に近い低酸素下でリボフラビン溶液に UVA を照射して細胞障害性と過酸化水素濃度を測定し，

過酸化水素生成の過程を調べた。

照射量が少ない場合は空気下に比べて低酸素下のほうが過酸化水素生成量が多く，細胞障害性も大きかったが，照

射量が多い場合は過酸化水素生成量・細胞障害性は等しくなった。アジ化ナトリウムによって過酸化水素生成量・細

胞障害性はどちらの条件下でも同程度まで減少した。このことから，低酸素下では過酸化水素の生成が早いこと，ま

た低酸素下で早く生成した過酸化水素のほとんどが一重項酸素を介していることがわかるo

照射量が38.4kJ/ rrfの場合は，空気下でも低酸素下でも， リボフラビン266μmol/1 から過酸化水素が190μmol

/1 生成し溶存酸素が75μmol/1 減少したのであるから，それらの比はおよそ70 : 50 : 20である o アジ化ナトリウ

ム存在下では，過酸化水素が110μmol/l 生成し溶存酸素が46μmol/l 減少したのであるから，その比はおよそ

70 : 30 : 12である o 一重項酸素の消去剤であるアジ化ナトリウムにより過酸化水素の生成と溶存酸素の減少がともに

0.6倍になったため，生成過酸化水素のうち約半分は一重項酸素を介しており，その反応には酸素が必要であること

が推測される。

論文審査の結果の要旨

近年オゾンホールの出現と共に，地表での紫外線量の増加が危倶され，紫外線の皮膚への影響が関心を集めているO

中波長紫外線 (UVB) の皮膚への作用は比較的よく解明されているが，量的には圧倒的に多く，透過性が高い長波

長紫外線 (UVA) は，それ自体に細胞障害性が殆ど見られないため皮膚への影響は不明である。本研究は培養線維

芽細胞を用いた実験により， UVA が riboflavin を励起して singlet oxygen の産生を介して過酸化水素を産生させる

ことによって細胞障害性を示すことを明らかにしたものである o これは riboflavin による光毒性反応を説明すると

共に， 日光による皮膚老化のメカニズムの一部を説明し得るものとして，皮膚科学的に価値ある研究と思われる o
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