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研究成果の概要（和文）：色素性乾皮症は光線過敏症状、露光部の皮膚がんを特徴とする常染色体劣性遺伝性疾
患であり、早期診断によって皮膚がんの予防につながることが示唆されている。従来の診断方法では時間がかか
ること、放射性同位元素を使用すること、手技に熟練を要することなどの問題があった。今回、フローサイトメ
トリーを用いた手法が従来の方法と高い相関性を示すことを明らかにし、細胞周期ごとの解析を行うことで診断
の迅速化を行うことに成功した。DNA修復能の新たな手法を確立し、従来の方法の代替手段としてだけではな
く、細胞周期ごとの修復能を評価することによりさらなる病態解明、治療薬候補のスクリーニングとして応用で
きることを示した。

研究成果の概要（英文）：Xeroderma pigmentosum is autosomal recessive hereditary disease 
characterized by photosensitivity and predisposing skin cancers in sun-exposed area and it is known 
that early diagnosis prevent skin cancers. In conventional method, there are some problems such as 
time-consuming, radioisotope use, skill requiring. We showed flow cytometry based assay had strong 
correlation with conventional method and succeed quickly diagnosing by analyzing each cell cycle. We
 established new assay for evaluating DNA repair and demonstrated that is applied to not only as 
alternative to conventional method but also as screening for candidate of treatment drug or 
clarifying the pathogenesis by evaluating DNA repair activity at each cell cycle.

研究分野：色素性乾皮症
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１． 研究開始当初の背景 
 色素性乾皮症（Xeroderma pigmentosum： 
XP）は、著明な光線過敏症状を呈し、若年か
ら日光曝露部に皮膚がんを生じる常染色体
劣性遺伝性疾患である。XPは欧米では数十万
人に 1 人の稀な疾患であるが、本邦では 2.2
万人に 1 人と比較的頻度の高い疾患である。
XPは紫外線DNA損傷を修復する機構であるヌ
クレオチド除去修復（Nucleotide excision 
repair; NER）の障害される A-G の 7 つの遺
伝的相補性群と、損傷乗り越え複製に障害の
あるバリアント型の 8 つの病型に分類され、
各病型によって様々な程度の皮膚症状、神経
症状を呈する（Moriwaki S, et al. Visual 
Dermatology. 2004;3）。XP は NER の異常で
あるため、診断には DNA 修復能の評価が重要
である。実際には、臨床症状からの鑑別に加
え、患者線維芽細胞を用いて不定期 DNA 合成
能（Unscheduled DNA synthesis; UDS）や紫
外線致死感受性試験、相補性群試験や遺伝子
解析、蛋白の発現などにより確定診断を行う。
紫外線損傷後のDNA修復能検査法としてはRI
を用いた UDS が広く行われていたが、感度や
実験手技の熟練などの問題があること、また
細胞周期ごとの評価は不能であることなど
の欠点がある。最近フローサイトメトリーを
用いたDNA修復能検査の有用性が報告されて
い る (Rouget R, et al. J Biol chem. 
2008:283:5533-41)が、従来の UDS との比較
検討はなされておらず、XPの診断にどの程度
寄与しうるかは不明であった。 
 また、XP バリアント型（XP variant type：
XP-V）は NER が正常であり、複製後修復の一
つである損傷乗り越え修復の異常が病因で
ある。そのため、NER は障害されず、前述の
UDS や DNA 修復能を評価することでは診断が
つかず、これまでは原因遺伝子のポリメラー
ゼη（POLH）の蛋白の発現をウェスタンブロ
ット法や免疫沈降法で確認したり、カフェイ
ン感受性を示すため、カフェイン添加したう
えで、紫外線感受性を検討したりすることで
診断を行っていた(Masaki T, et al. J 
Dermatol Sci. 2008:52:144-8)。これらの検
査方法についても診断に時間がかかり、また
手技に熟練を要するといった問題点があっ
た。近年、XP-V 患者細胞において、S期の DNA
修復が遅れることが報告された(Auclair Y, 
et al. DNA Repair Amst. 2010:9:754-64)が、
この現象が診断に使用できるかどうかは未
だ検討されていない。 
 
２． 研究の目的 
 フローサイトメトリーを用いた新たな NER
評価検査を確立することにより、XP の診断を
迅速化すると共に、細胞周期ごとの DNA 修復
能の評価を行い、XP の症状と DNA 修復、細胞
周期の関連を明らかにする。また従来の NER
評価検査では XP-V の診断はできないため、
細胞周期ごとのDNA修復能を検討する手法が、
より簡便で迅速な XP-V の診断方法となりえ

るかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 XP 患者だけでなく、他の NER 障害疾患であ
るコケイン症候群、健常人コントロールの線
維芽細胞における、NER を従来の方法および
フローサイトメトリーを用いた検査法で比
較、検討した。従来の方法として紫外線照射
後の UDS を放射性同位元素を用いた測定法
（Nishigori C, et al. Arch Dermatol. 1994; 
130:191-7）で評価した。また、紫外線照射
によるDNA損傷をモノクローナル抗体による
免疫染色し、その蛍光をフローサイトメトリ
ーで検出、定量化した。紫外線 DNA 損傷はシ
クロブタン型ピリミジンダイマー（CPD）と
6-4 光産物（6-4PP）の二種類に対する抗体を
使用した。CPD は紫外線照射 24 時間後、6-4PP
は 6 時間後の除去率を算出し、UDS との相関
を検討した。 
また、XP-V は日本では POLH 遺伝子に 4 つ
の創始者変異が報告されており、これらの遺
伝子変異をホモ接合体で有する患者細胞を
使用した。また、創始者変異以外の遺伝子変
異を持つ患者においても同様のS期特異的な
DNA 修復能の低下が見られるかを検討した。 
 
４．研究成果 
 まず、UDS とフローサイトメトリーを用い
た DNA 修復能検査の結果の相関を検証した。
XP のそれぞれの相補性群と、NER 障害疾患で
あるコケイン症候群（CS）と、健常人コント
ロールの細胞を用いて、UDS とフローサイト
メトリーを用いた DNA 修復能検査を行った。
XP では A群 3名、うち 2人は日本における創
始者変異をもつ重症型、1人は軽症型、C群 1
名、D 群 2 名、F 群 1 名、バリアント型 1 名
の合計 8名の線維芽細胞を使用した。CS は A
群 1 名、B 群 1 名、健常人コントロールは 2
名を用いた。 
 UDS は健常人コントロールの一人を基準と
して、コントロールと比較した不定期 DNA 合
成能を百分率で計算した。フローサイトメト
リーを用いた DNA 修復能検査では、各細胞に
置いて紫外線非照射、紫外線照射直後、照射
6時間後、24時間後のサンプルにおける、蛍
光強度を測定し、非照射時の蛍光強度を背景
とし、照射直後の蛍光強度を基準とした 6時
間後、24 時間後の 6-4PP、CPD の蛍光強度を
百分率で計算し、蛍光強度の減少分を除去率
として算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 上図は健常人コントロールにおける 6-4PP
の除去を継時的に表している。横軸に 6-4PP
の蛍光強度を示し、縦軸に細胞数を示す。紫
外線非照射の蛍光強度を黒で示し、照射直後
には赤線で示すように6-4PPを検出している。
その後、1 時間、3 時間、6 時間、12 時間と
経過すると徐々に左方に移動しており 6-4PP
が除去されていくことが分かり、健常人コン
トロールでは紫外線照射 6 時間後にほぼ
6-4PP は完全に除去されていた。一方、日本
人に最も多い、重症型の A 群では紫外線 DNA
損傷はほとんど修復されないことが分かっ
ており、下図に示す通り、紫外線非照射の蛍
光強度を黒線で示しているが、紫外線照射直
後から 12 時間経過を見たが、6-4PP は全く修
復されていないことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、XP-V、コケイン症候群の細胞におい
ては健常人コントロールとほぼ同等で、90％
から 100％近くの 6-4PP が除去されていた。
重症型の A群 2名では全く除去されておらず、
軽症の A群、C群では 10－20％程度、D群、F
群では 30－40％程度除去されていた。これら
の 6-4PP 除去率を縦軸に示し、従来の UDS の
結果を横軸にプロットしたところ、両者には
強い相関を認めた。（R2＝0.9811）。CPD は一
般に6-4PPよりもその除去に時間がかかるこ
とが知られている。健常人コントロールでは
24時間後の CPD除去率は 40％程度であった。
コケイン症候群の細胞でも同様に 40％程度
を示した。XP-V では 6-4PP とは異なり、健常
人、コケイン症候群よりも除去率は低く 20％
程度であった。C、D、F群患者もそれぞれ 20％
前後の除去率である一方で、重症の A群では 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
やはり全く修復されていなかった。これらの
紫外線照射 24 時間後の CPD 除去率も、UDS 結
果と比較的良好な相関を示した（R2＝0.7783）。  
以上より、フローサイトメトリーを用いた
DNA 修復能検査は、従来使用されていた UDS
の代替手段として使用できることが示され
た。24 時間後の CPD 除去率では健常人コント
ロールでも 40％程度の除去率であること、バ
リアント型は低めに、C 群では高めになるこ
と、UDS との相関係数が 6-4PP よりもやや低
いこと、6-4PP では除去がより高率で短時間
で結果が判明すること等より、6-4PP 除去率
の方が、より簡便で迅速な UDS の代替検査と
なると考えられた。 
 次に、より簡便な XP-V 診断方法として細
胞周期ごとの DNA 修復能を評価した。これま
でに XP-V 細胞において S 期特異的に DNA 修
復能が低下していることが報告されている
が、遺伝子変異との関連や、診断方法として
使用できるか否か不明であった。そこで、
我々は XP-V の原因遺伝子である POLH 遺伝子
において、日本人の創始者変異と考えられる
4 種類の遺伝子変異ともう 1 種類の遺伝子変
異を有する患者について S期の DNA修復能を
検討した。 
 創始者変異である POLH 遺伝子の c.490G>T
が 2 名、c.725C>G が 1 名、c.916G>T が 1 名、
c.1661delA が 2 名に加え、創始者変異ではな
い c.349G>C を 1 名加えた 7 名で検討した。
遺伝子型と表現型の相関を調べるために、全
患者遺伝子変異をホモ接合体で持つ患者を
選び、臨床症状の詳細も調べたが、同じ遺伝
子変異を有する患者であっても臨床症状に
かなりばらつきが見られた。これは、XP-V の
皮膚症状は強い日光皮膚炎症状を伴わず、お
もに慢性紫外線障害、つまり色素沈着や皮膚
がんの発症が中心となるためと考えられる。
慢性紫外線障害はそれぞれの遮光の度合い、
衣服やサンスクリーン剤の使用、環境、居住
地、職業などの影響を受けるため、表現型に
一定の傾向が見られなかったと思われる。次
に、それぞれの細胞に紫外線を照射し、6 時
間後の 6-4PP の除去率を調べた。6-4PP 抗体
で染色するとともに、細胞周期を調べるため
に Propidium Iodide(PI)で DNA染色を行った。
PI の染色程度に応じて G1 期、S 期、G2 期に



分類し、それぞれの細胞周期における 6-4PP
除去率を求めた。前述のとおり、表現型には
遺伝子型に関わらず、一定の傾向は見られな
かったものの、いずれの遺伝子型においても
S 期においてのみ 6-4PP 除去率は減少してい
た。代表として下図に c.490G>T 変異を有す
る患者の各細胞周期の 6-4PP 除去率を示す
（縦軸に 6-4PP 除去率を示し、3 回の独立し
た実験の平均値と標準偏差を示している）。
G1 期、G2 期と比較して S期では有意に 6-4PP
除去率の低下を認めた。他の相補性群、コケ
イン症候群、健常人コントロールでは、この
S期における6-4PP除去率の低下は見られず、
XP-V においてはいずれの遺伝子型において
も、この患者と同様に S期特異的な 6-4PP 除
去率の低下が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上より、XP-V の診断において、細胞周期
ごとの DNA 修復能を評価することで、従来よ
りも迅速に、また簡便に診断することが可能
であることを示した。 
 これらの結果をまとめると、我々は従来 XP
の診断に用いられてきたUDSと比較し、迅速、
簡便で UDSと同等の結果を得られる DNA修復
能検査を確立することに。UDS では不可能で
あった細胞周期ごとのDNA修復能を評価する
ことによって、XP-V の迅速な診断も可能とな
った。この手法を応用することで、治療薬の
スクリーニングや、軽症例の解析からさらな
る病態解明が進むと考えられる。 
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