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and treatm.ent of life style related disease 
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Abstract 

We have been trying investigations for effective uses of prevention and treatment of life style-related 

disease by nicotinic acid and its related compounds. For the use of prevention， we studied the effect of 

nicotinic acid and nicotinamide on the repair of damaged DNA in normal human lymphocytes. DNA 

repair was promoted by nicotinic acid. For the use of treatment， we investigated apoptosis叩 and

differentiation-inducing abilities of 23 nicotinic acid-related compounds in human leukemia cell lines， 

HL-60. As the result， picolinic acid， dipicolinic acid， and isonicotinamide induced apoptosis. 

Differentiation to granulocyte like cells was induced by nicotinamide， nicotinamide N同 oxide，and 

isonicotinic acid. 

Key Words: nicotinic acid， nicotinamide， life style-related disease， DNA repair， apoptosis， 

differentiation 

はじめに

水溶性ビタミン B群に属するニコチン酸， ー

コチンアミドは，その欠乏症であるベラグラの予

防関子として同定され，長らく，その生理作用な

どについては，様々な研究が展開されてきた。主

にその機能としては，生体内で，ニコチン酸，ニ

コチンアミドを前駆体とし多段階を経て NAD

(nicotinamide adenine dinucleotide) が合成され，

酸化還元酵素の補酵素として，エネルギー獲得に
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重要な役割を果たすことは，一般的によく知られ

ている。それらに関与する化合物の構造式につい

ては，図 lに示した。

しかしながら， ADP-リボシル化に代表される

ように，およそ 50年前に端を発し， NADを基

質とする種々の反応が見いだされつつあるO その

概略は図 2に示した。なお，それらが様々な生命

現象の諦節に関与することは，先回の本稿トピッ

クスにて概説させて頂いた

一方，ニコチン酸およびその関連化合物は，単



めと考えられている O また，植物において，

チンアミドはイネのもみ中に含まれる生長促進物

質として抽出され，他の野菜類，畑作物について

も初期生育を促進することが知られている九こ

の作用は，光合成に関与するリブロースニリン酸

カルボキシラーゼ活性を増加させ，光合成を促進

して，葉面積の拡大をもたらし，硝酸還元酵素活

性の増加に伴うタンパク質合成能の増大と葉緑体

形成の促進のためと考えられている。当研究室で

もレムナ(アオウキクサ)やダイコン幼植物など

を用いて，植物におけるニコチン酸関連化合物の

生理作用および薬理作用や NAD代謝について詳

しく検討がなされてきたり。特にニコチンアミド

を始めとする，いくつかの間連化合物が，

の開花誘導を引き起こす実験結果については，こ

れら化合物による遺伝子発現制御機構への関与が

示唆される。

以上のように，ニコチン酸，ニコチンアミドは，

従来のビタミンという単なる栄養素という枠組み

を超えて，種々の生命現象における重要な制御因

子として，その役割の一面を担っている事が示唆

される研究報告が多々なされつつある O 我々はか

ねてより，このビタミンの重要性にいち早く着目

し，主に新規生理作用の検索，ならびに生活習慣

病の予防や治療を目的とした検許，すなわち，予

防面としては，がんの初期において，その主な原
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独でもしくは NADを介して，生物に対し様々な

作用を有することが報告されている O それら関連

化合物について，代表的なものを図 3に示した。

その中でも動物に対するニコチン酸の血清コレス

テロール低下作用幻は，特に知られており，

チン酸またはその誘導体が血流促進，脂質代謝改

善，高指血症や動脈硬化症の改善などの目的で，

監薬品としてすでに使われているO なお，その副

作用として，ニコチン離には激しL、かゆみや，ほ

てりを伴う rFlushingJがある。これは，車中の

ニコチン酸が血管壁におけるプロスタグランジン

の生合成を促進し，それによって cyclic-AMPレ

ベルが上昇して血管壁や血液量の増加が起きるた
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図 1.ニコチン酸，ニコチンアミドおよび

NADの構造式

CONH z 

Nicotinamide 

J 

NAD jAD山ボシルftl

Sirtuin なろ
NAD依存的脱アセチル化酵素
の総称。転写調節などに関与 し"..."J

oC仙 U¥

o=rOHNH2M  

J-oH  N/一、
一

巳 J一目 N
ヒト表面抗原のひとつ。 ¥N' 

NADよりcyclicADP-riboseを合成するごC~o..J
様々 な情報伝達に関与 w 

OH OH 

Cyclic ADP-ribose 

CD38 thhJ 
f笠)

PARP 
タンパク質!こNADのADP-リポース部位を
ポリマー状に転移する反応を修飾。 DNA修復、
転写、細胞死などに関与

図2.NADを基覧とする様々な生化学反応

* CD 38: Cluster of differentiation 38 

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase 
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図 3. ピリジン環を基本骨格とし，ニコチン酸やニコチンアミドの構造異性体や

環構造に様々な置換基が結合した化合物(枠はほ乳類における生体内閣子)

閤となる損傷した DNAを修復する機構への影響，

また治療面としては，がん細胞の死滅を自的とし

てアポトーシスを始めとする細胞死や，特に白血

病細胞の増殖能の喪失を目的として細胞分化など

を研究対象として設定し，様々な研究を展開して

きた。今聞は，その研究経緯を紹介させて頂くと

ともに，今後の展望について概説する O

実 験 方 法

1 .静脈血からの正常ヒトリンパ球の分離と培養

および薬剤処理

健常成人男子非喫煙者より採虫した静脈血から，

Ficoll-Paq田 (GEHea1thcare社)を用いた比重

遠心法により，単核白血球回分(リンパ球+単球)

を回収し，正常ヒトリンパ球として，以下の実験

に用いた。

リンパ球は 10% (56
0C， 30分にて非働化したも

の)ウシ胎児血清 (GibcoBRL Co. 10t 38N9543)， 

100μg/m1ストレプトマイシン， 100 U/m1ペニ

シリン， 2mMグルタミンを含有する RPMIl640

(Invitrogen Co.) (以下，基本培地と称、す)中，

CO2インキュベーターにて，1 X 106 cells/m1の細

胞密度になるように培養した。ニコチン酸および

ニコチンアミドは基本培地に終濃度 5μM~ lO

mMとなるように添加し， 24~72 時間処理した。

ニトロソクググ、守、アニジン (N-m巴ethγ刊1-N'¥聞引nl江tro-N白

n白itro、oso噌gu山an“m悶1巴己:MNNG)処理は， 終濃度 0.5お

よび1.0μg/m1となるように培地中に添加した後，

CO2インキュベーターにて，1 X 106 cells/m1の細

胞密度で l時間 DNA損傷処理を施した。その後，

細胞を 200Xgにて遠心間収し，再び基本培地に

懸濁して所定時間培養した。

2. DNA鎖切翫間定法に基づく DNA修復アッ

セイ

DNA 修復のアッセイは Birnboimらの方法5)1こ

従った。すなわち， ヒトリンパ球を，種々の濃度

にてニコチン酸，ニコチンアミドにて前処理を行

い， PBS(ー)にて洗浄した後， さらに MNNGに

て DNA損傷処理を行った。その後のリンパ球

(3 X 106 cells) を洗浄した後， Solution A 300μl 

に懸濁し 3本のチューブに 100μlずつ分注し

た。これらを，それぞれ， Samp1e (S)， Tota1 (T)， 

Background (B) とし，各チューブに SolutionB 

100μl加え，氷中にて 20分放霞し，細胞を可搭

化させた。 Sチューブに Solution C 50μL 

Solution D 50μlを穏やかに添加し，氷中に 30

分放電した。その後， 15
0Cで 60分インキュベー

トした。最後に氷中で冷却し， Solution E 200μ 

l を加え，巻き戻しを停止させたo Tチューブは

Solution C， D， E の mixture300μlを穏やかに
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加え，氷中に 30分， 15
0

Cで 60分インキュベート

した。 Bチューブは SolutionC， D 50μl添加後，

数秒間，超音波処理を行い，後の処理は Sチュー

ブと同様に処理した。最後はすべてのチューブに

Solution F 750μ1加え， 目立社製， 650-60型蛍

光分光光度計にて蛍光強度 (Ex:520 nm， Em: 

590 nm) を測定した。なお 2本鎖 DNAの割合

((%) double-stranded DNA) は以下に示す式よ

り求めた。

(%) double闘 strandedDNA 

= (Fs-Fb)/(Ft-Fb) X 100 

Fs: Samp1e f1uorescence， Ft: Total f1uorescence， 

Fb: Background f1uorescence 

(なお，各試薬の組成については以下に示した)

Soluiton A: 0.25 M inositol， 10 mM  sodium phos-

phate (pH 7.2)， 1 mM  MgC12 

Solution B: 9 M urea， 10 mM  NaOH， 

2.5mM CDTA 

(1， 2-Cyclohexan巴diaminetetraacetic

acid)， 0.1 % SDS 

Solution C: 0.45 Vol. Solution B in 0.2 M NaOH 

Solution D: 0.40 Vol. Solution B in 0.2 M NaOH 

Solution E: 1 M glucose， 14 mM  2-メルカプトエ

タノール

Solution F: 6.7μ g/m1エチジウムブロマイド m

13.3 mM  NaOH 

3.細胞培養およびアポトーシス誘導

ヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60は，基本培地

中， CO2インキュベーターにて培養した。また

アポトーシスの誘導に関しては，HL-60が 5X

105 cells/mlの細胞密度の状態にて，終濃度 10

mMになるようにニコチン酸関連化合物(本研

究では，全て，ナカライ社，シグマ社，東京化成

社より入手したものを用いた。)を添加し，

12~24 時間 CO2 インキュベーター中で培養した。

4.アガロースゲル電気泳動ならびに形態観察に

基づくアポトーシスの検出

アポトーシスを誘導した細胞 (5.0X 105 cells) 

を遠心回収し， PBS(ー)にて洗浄した。細胞を

Lysis buffer (10 mM  Tris-HC1 p司 7.8，lOm M  

EDTA， 0.1% Triton X-100) 100μlに浮遊させ，

細胞を溶解させた。続いて遠心後，上清を回収し，

RNase A処理 (50
0

C，30分)，プロテイナーゼ、 K

処理 (50
0
C，60分)を順次施した後，イソプロ

パノール沈殿により断片化 DNAを回収し，それ

ぞれのサンプルを 2%のアガロースゲルにて電気

泳動を行った。なお分子量マーカーは 123bp 

DNAラダーを Invitrogen社より購入して用いた。

また形態観察については，細胞を遠心回収し，

PBS(ー)にて洗浄後， 1 %グルタルアルデヒドに

て，室温で 30分間細胞を固定した。そして，関

定した細胞をへキスト 33342 (Calbiochem社)

にて染色し，スライドガラスにマウント後，蛍光

顕微鏡にて核の形態変化を観察した。

5.細胞培養および分化誘導

ヒト前骨髄性白血病縮胞 HL-60は， 5 %ウシ

胎児血清 (BioWest社)， 100μg/mlストレプト

マイシン， 100 U/mlペニシリン， 2mMグルタ

ミンを含有する RPMI1640 (Invitrogen Co.)中，

CO2インキュベーターにて培養し，細胞密度が 5

X 105 cells/m1以上にならないように維持した。

また分化誘導に関しては， HL-60が 1X 105 

cells/ml の細胞密度の状態にて，終濃度1O~25

mMになるようにニコチン酸関連化合物を添加

し，最大 72時間 CO2インキュベーター中で培養

した。なお，楊性コントロールとして，頼粒球様

細胞への分化誘導は all司 trans-retinoic acid 

(ATRA) を，マクロファージ様細胞への分化誘

導については，ホルボールエステル (TPA:12-0 

-t巴tradecanoylphorbol-13-acetate) を舟いて， 同

条件にて誘導を行った。

6. ギムザ染色法に基づく分化誘導の評倍

誘導処理後の HL-60を遠心回収し， PBS(ー)に

て洗浄後， 70%エタノールにて一晩固定した。そ

して，固定した細胞の懸濁液の一部をスライドガ

ラスにマウントした後，十分に風乾し標本を作製

した。さらに標本を，ギムザ染色試薬(ナカライ

テスク社)にて，室温 30分染色した後，洗浄，

風乾し，光学顕微鏡により核の形態を観察した。
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結果と今後の展望

まず， DNA修復に関しては， ヒト正常リンパ

球を用いて，損傷 DNAに対する修復能への影響

について検討したところ，ニコチン酸処理 (5

μM，72時間前処理)においては DNA修復を促

進し，意外なことに，同様に NADの前駆体とし

て機能するニコチンアミド(10mM， 72時間前

処理〉においては，逆に DNA修復を盟害するこ

とを見出した(図 4)。以上の結果は， DNA修復

機構において，特にその初期応答として， NAD 

を基質とする生化学反応のひとつである，ポリ

(ADP-リボシル)化の関与が知られていることか

ら，ニコチン酸，ニコチンアミドが NADの前駆

体であり，その一方で，ニコチンアミドがその反

応における分解産物であり，ポリ (ADP-リボシ

ル)化の租害剤であることからも，この反応に影

響をおよぼした結果，以上のような現象が認めら

れたと示唆される O

また， ヒト白血病細胞 HL-60を用いて，ニコ

チン酸関連化合物にアポトーシス誘導作用がない

かについて検討したところ，特に， ピコリン酸，

ジピコリン酸，イソニコチンアミドにおいて，強

い作用が見いだされた。その中でも特に強い作用

が認められたピコリン酸による検討結果について

代表例として，図 5に示した。ピコリン酸は， ト

リプトファンから NADが生合成される denovo 

経路の中間代謝産物で生体内に通常成分として存

在し，免疫能を増強する作用が示唆されている九

また，ラットに対し成長促進作用を示し，経日投

発がん物質によるDNA擦傷処理
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与すると体重や肝重量の増加が起こることが報告

されている九さらにそのキレート効果を利用し，

ダイエットサプリメント 8)や，糖尿病治療薬 9)な

ど様々な利用が期待されているユニークな化合物

である。また，ジピコリン酸は，Bacillus属の胞

子中に存在し， Mg2+と Ca2ふの特異的なキレート

郁として作用することで，胞子形成時における薬

剤耐性に寄与する事が知られている則。イソニコ

チンアミドについては PARP祖害剤であること

が知られている 100 また一方で，抗結核治療薬と

して有名なイソニコチン離ヒドラジドの代謝副産

物として生体内で生じることが知られている。な

お，ラットに長期投与しても発がん性は示さず，

むしろリンパ種の発症を抑える作用があることが

報告されているω。ちなみに，イソニコチン酸ヒ

ドラジドは，我々の検討において，高い抗酸化作

用を見いだしておりへそれが結核菌の細胞壁構

成成分の一部であるミコール酸生合成酵素の活性

中心に作用することで治療効果に寄与することが

報告されている

さらにヒト白血病細胞 HL-60は， ビタミン A

関連化合物である， all-trans-retinoic acid (ATRA) 

などにより穎粒球様細胞，活性型ビタミン Dな

どにより単球様細胞，発がんプロモーターの一つ

ホルボールエステルなどによりマクロファージ様

細胞へと，複数経路への分化誘導能を有している

ユニークな細胞株である。特に， ATRAに関し

ては，急性前骨髄性白車病の治療において，臨床

現場で絶大な効果を挙げていることが知られてい

る。実際，我々は，ニコチン酸，ニコチンアミド

(A) (8) PiA処理

ピコリン酸 (PiA)処理 ト)M(+) 非処理

(M分子愛マーカー)

国 5. ピコリン酸 (PiA)処理により，アポ

トーシスを誘導し死滅した白血病細胞
HL-60の様子

(A)核の形態を蛍光顕微鏡により観察した結果

(B)細胞より DNAを抽出し、アガロースゲル

電気泳動を行った結果
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を始めとする 20数種類におよぶ関連化合物によ

る分化誘導効果について検討したところ，ニコチ

ンアミドを始めとする，いくつかのニコチン酸関

連化合物処理により，穎粒球様細抱への分化誘導

効果を見出している。しかしながら，ニコチン酸

に関しては，上述のような作用は認められなL、l九

図6では，狂L-60を，ニコチンアミドでは， 15 

mM，ニコチンアミド N-オキシドでは， 25mM， 

イソニコチン酸では， lOmMにて， 72時間処理

した後，ギムザ染色を行い，顕微鏡観察を行った

結果である。いずれにおいても， ATRA処理の

場合と同様に，頼粒球様細胞への分化に特徴的な

形態、である，核の多核化が認められていた。ニコ

チンアミドとニコチン酸は，先述したとおり，

NADの前駆体として機能し， ビタミンとしては

等価であるが，先の DNA修復の結果と同じよう

に，このような薬理的な効果の場合においては，

その作用は全く異なる点について挙げられる O す

なわち，ニコチンアミドは，ポリ (ADP-リボシ

jレ)化を始めとする，様々な生化学反応の阻害剤

として機能するが，ニコチン酸にはそのような機

能がないことがキーポイントであることが予想さ

れる。また，ニコチンアミドと同様に，穎粒球様

細胞への分化誘導効果が認められた，ニコチンア

ミド N-オキシドは，ニコチンアミドの尿中代謝

産物であることが知られており，またイソニコチ

ン酸については，生体成分ではないが，ニコチン

非処理

酸の構造異性体であるヘこれらの化合物の生体

内における動向については不明な点が多く，また

知見自体も乏しいのが現状である。

今回，紹介させて頂いた我々の研究成果は，そ

の作用機構について，現在，色々な方向から解析

中である。しかしながら，これらの知見を有効的

に利用することを考えた場合，特に問題となるの

が，その作用濃度についてである。すなわち，ニ

コチン酸の損傷 DNAに対する修復促進効果を捺

くと，基本的にその作用濃度は mMオーダー

と非常に高いものである。我々が対象とする化合

物が，水溶性ビタミンやその関連化合物であるこ

とからも，その点については，回避しがたい問題

点であることも予想される。ただ，ニコチン酸と

ビタミン Eが化学的な結合によりコンプレック

スを形成した化合物が，低濃度で，また徐放性を

示し，末梢血流障害改善のための治療薬として利

用されている事実にヒントを得て，そのような観

点からの試みも検討中である O さらにヒト白血病

細胞 HL-60に対して，分化誘導効果が認められ

たニコチンアミドは，言うまでもなく， ビタミン

である。このような栄養素が，非選択的に細胞内

に取込まれるとは考えがたく，我々は選択的な取

り込み機構の存在を想定し，現在，研究を展開中

である O その点について明らかにすることで，新

たなアプローチが見いだされると考える。

以上のような問題を克服し，また作用機序など

ATRA TPA 

(頼粒球様細胞) (マクロファージ様級抱)

ニコチンアミド

国 6. ヒト白血病細胞HL-60に対して各種処理を施し，核の形態を
ギムザ染色により観察した様子
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についても今後明らかにしていくことにより， ビ

タミンという利点を生かしつつ，サプリメントや

金事から効果的に，かっ日常的に摂取することに

より，特に生活習慣病に対して予防的な側面を，

一方で薬理的な量を摂取することにより，治療的

な側面を担うという，新たなビタミンの有効科用

について提言するものと期待される。

要 車力

我々は，水溶性ビタミンの 1つ，ニコチン酸お

よびその関連化合物の，生活習慣病の予防と治療

を巨的とした有効和用について取り組んできた。

予防を目的とした利用のために，ニコチン酸とニ

コチンアミドが， ヒト正常リンパ球における損傷

DNAの修復におよぼす影響について検討した。

その結果，ニコチン酸により DNA修復が促進し

た。また治療を目的とした利用のためには， ヒト

白鼠病細胞 HL-60に対する，アポトーシス誘導

能，分化誘導能について， 23種類のニコチン酸

関連化合物を用いて検討した。その結果， ピコリ

ン故， ジピコリン酸，イソニコチンアミドにおい

てアポトーシス誘導作用が認められた。またニコ

チンアミド，ニコチンアミド N-オキシド，イソ

ニコチン酸において，頼粒球様細胞への分化誘導

が認められた。
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