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研究成果の概要（和文）：太陽光を浴びすぎると、細胞DNA中にシクロブタン型二量体(CPD)などの損傷が形成さ
れる結果、皮膚がんなどの障害が発生する。それ故、太陽紫外線障害の防止にはCPDの迅速除去が効果的と推測
される。そこで、独自に開発したCPD特異抗体の抗原結合断片にDNA切断酵素を結合（Fab-X）し、正常ヒト細胞
核で発現させた。その結果、空ベクターや抗体断片のみを導入した対照細胞に比べ紫外線抵抗性が増加した。ま
た、この増加はCPDの修復速度の亢進と関連した。このように、DNA損傷特異抗体を損傷除去修復薬に進化させる
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Too much exposure to sunlight produces DNA damage including cyclobutane 
pyrimidine dimers (CPDs) at exposed skin areas and causes harmful effects including skin cancers. 
This suggests that quick removal of CPDs from cellular DNA may prevent from such harmful effects. In
 this study, we examined whether the antibodies against CPD which was bound to restriction enzymes 
(Fab-X) can increase UV resistance in human cells by stimulating repair efficiency of CPDs. Indeed, 
we found that Fab-X-expressing human cells showed higher UV survival than control cells, which was 
related with higher efficiency of CPD repair from genomic DNA. These findings indicate that we can 
transform the antibodies against DNA lesions into the repair-enhancing reagents of them.

研究分野：放射線・化学物質影響科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
私達は太陽紫外線で最も多く形成されるDNA損傷(CPD)に特異的なモノクローナル抗体を作製し、同損傷を簡易に
定量したり可視化できる貴重な研究ツールとして育てた後、世界の研究者に利用機会を提供してきた。本研究に
より、CPD特異抗体断片にDNA切断酵素を結合することで、CPDの細胞内での修復を増強できることが判明し、さ
らに健康面での社会的貢献の可能性があることがわかった。このように、DNA損傷特異抗体を損傷修復試薬に進
化させることに成功した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
太陽紫外線は生体に 3種類のピリミジン二量体型 DNA 損傷を効率よく誘発し、皮膚がんなど
様々な有害作用を引き起こす。中でも、シクロブタン型二量体(CPD)は形成量が最も多い上にヌ
クレオチド除去修復(NER)による修復速度が遅いため、有害作用の主原因とみなされている。現
在、紫外線の防御のためにはサンスクリーン剤が一般的に使われている。しかし、完全防御は
容易ではないため、結果的に形成されてしまう細胞 DNA 中の CPD を自身の修復能力を超えて効
率的に除去する方法が求められている。しかし、現状では CPD の修復促進を目的とした医薬品
はほとんど開発されていない。唯一 T4 endonuclease を含む製品が開発中との情報があるが、
太陽紫外線を浴びることが日常的であることを考えると、様々な CPD 修復促進薬の開発の重要
性は明白であろう。 
 
２．研究の目的 
独自に開発した CPD 特異抗体(TDM-2)の抗原結合断片に DNA 切断酵素を結合(Fab-X)させ、ヒト
細胞核内で発現させる系を利用し、CPD の近傍で DNA 切断を誘発することが CPD 修復の亢進につ
ながるか明らかにする。この戦略のもと、紫外線皮膚障害の防止・軽減を目的とする、抗体を利
用した世界初の損傷除去修復薬の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 核移行型 Fab-X 導入細胞の作製 
NER 陽性 U2OS 細胞に核移行型の Fab-X および Fab 
vector あるいは空 vector を導入し、薬剤選択下で安
定発現する３種類のクローンを選別した。NER陰性XP-
A 細胞にも同様な操作を行い、３種類のクローンを選
別した。右図に、vector に組み込んだ核移行型 Fab お
よび Fab-X の構造を示す。 
 
(2) 紫外線感受性の測定 
Fab-X 導入細胞など３種類の NER 陽性細胞を 24 well plate に植え、翌日様々な線量の紫外線を
照射後培養する。4日後、MTS 試薬を加え 2時間培養後、492 nm の吸光度を測定し生存数を求め
る。その後、非照射細胞と照射細胞の生存数の割合から、紫外線感受性曲線を求める。同様の実
験を３種類の NER 陰性 XP-A 細胞についても行う。 
 
(3) CPD 修復能の測定 
３種類の NER 陽性細胞を 10 cm dish に植え、コンフルエントになるまで培養する。細胞を DPBS
で洗浄後、10 J/m2 の紫外線で照射する。照射直後、あるいは 4、8、21 および 24 時間修復させ
た後、細胞を回収し-80℃に保存する。細胞を解凍後、DNA Extractor TIS kit (Wako)を用いて
DNA を精製・抽出する。DNA を 1 本鎖に熱変性後、10 ng ずつを 96 well plate にコートする。
その後、CPD 特異抗体(TDM-2)を用いた酵素標識免疫法(ELISA)により DNA 中の CPD を吸光度測定
した後、損傷量既知サンプルの検量線を用いて定量化する。照射直後の CPD 量を 100 とした時の
修復時間と CPD 量変化の関係を求め、細胞間で比較することにより、CPD の修復が増強されてい
るか判定する。 
 
(4) Fab-X の CPD 切断箇所の測定 
 1 個の CPD を含んだオリゴヌクレチドを購入する。3’末端あるいは 5’末端を 32P で標識後、
相補配列のオリゴヌクレオチドを用いて二重鎖にしてから Fab-X を作用させる。その後、PAGE
を用いて CPD の切断箇所を塩基レベルで解析する。Fab-X については、Fab-X を発現 vector に
組み込み、バキュロウイルスあるいはヒト培養細胞で大量に産生させた後、精製する。 
 
４．研究成果 
(1) Fab-X 導入細胞における紫外線抵抗性の増加 
右図の左側に NER 陽性 U2OS 細胞に
おける紫外線感受性曲線を、右側に
NER陰性XP-A細胞における同曲線を
示す。これらの結果は、細胞の NER 活
性の有無にかかわらず Fab-X 導入は
紫外線抵抗性を増加させることを示
す。機序として、CPD 近傍で DNA 切断
を誘発することで、NER 活性を促進
する、あるいは DNA 切断修復を介し
た CPD 修復を行うことが考えられ
る。一方、NER 陽性細胞への Fab の導
入は紫外線抵抗性を減少させたこと
から、Fab の CPD 結合により修復阻



害を引き起こすことが推測される。 
 
(2) Fab-X 導入細胞における CPD 修復能の促進 
Fab-X 導入細胞における紫外線抵抗性の増加が果たして CPD の
修復亢進と関連するかを調べるために、Fab-X 導入 U2OS 細胞に
10 J/m2 の紫外線を照射後、24時間まで様々な時間修復させ、
CPD 量の経時的変化を測定した。空 vector を導入した対照細胞
では、CPD 形成量の約半分が 24時間でゲノム DNA よりゆっくり
修復除去された。一方 Fab-X 導入細胞では、照射後 3 時間まで
の初期の CPD 修復が亢進され、その後対照と同様の速度で修復
された。この結果は、照射直後から 3 時間にかけての CPD 修復
促進が紫外線抵抗性の増加を導いていることを示唆している。
つまり、DNA 損傷特異抗体を損傷除去修復薬に進化させること
に成功した。 
 
(3) その他 
Fab-X の CPD 切断機序を解明するため、Fab-X の CPD 切断箇所を同定する実験を計画した。しか
し、Fab-X を発現 vector に組み込み、バキュロウイルス、ブレビバチルス属細菌あるいはヒト
培養細胞で大量に産生させる実験にどうしても成功せず、未だ Fab-X の準備ができていない。 
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