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研究成果の概要（和文）：DNA損傷欠損遺伝病である色素性乾皮症A群（XP-A）が発症する進行性の神経障害が酸
化的DNA損傷サイクロプリンの蓄積による神経細胞死と関係するか検討するため、8,5’-cyclo-2’
-deoxyadenosine (Cyclo-dA)に特異結合するモノクローナル抗体を作製した。酵素標識免疫法を用いて、損傷量
と抗体結合量が比例関係を示し、1,000,000塩基あたり１個の検出感度を持つCyclo-dA定量系を確立した。5ヶ月
齢から29ヶ月齢の野生型およびXP-Aマウス臓器間におけるCyclo-dA蓄積量を比較した結果、脳ではXP-Aマウスが
有意に多量の損傷を蓄積していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Xeroderma pigmentosum group A (XP-A) patients develop progressive 
neurological abnormalities, which has been hypothesized to be associated with a type of oxidatively 
generated DNA damage called purine 8,5’-cyclo-2’-deoxynucleosides. Thus, we generated a monoclonal
 antibody specific for 8,5’-cyclo-2’-deoxynadenosine (Cyclo-dA) in DNA. The immunoassay revealed a
 linear dose-response between known amounts of Cyclo-dA in oligonucleotides and the antibody binding
 to them with a detection sensitivity of about 1 lesion/10<6> bases in a 1 ug DNA sample. We 
compared the amounts of Cyclo-dA accumulated in organs between wild type and XP-A mice with ages 
from 5 months to 29 months. We found that XP-A mice accumulate significantly higher amounts of 
Cyclo-dA in brains than do wild type mice, supporting the hypothesis.

研究分野：遺伝情報制御学
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１．研究開始当初の背景 
 紫外線誘発ピリミジン二量体や化学物質
による DNA 付加体など、二重鎖 DNA を大きく
歪ませる損傷はヒト細胞ではヌクレオチド
除去修復（NER）で修復される。NER を欠損す
る代表的遺伝病は色素性乾皮症（XP）であり、
その中で最も重篤な症状を呈するA群（XP-A）
の日本人患者数は世界最多である。XP-A 患者
は太陽露光部に超高頻度に皮膚がんを発症
するが、太陽光被ばくを遮断することで発症
を回避できる。一方、運動失調や知能低下な
どの神経障害は確実に発症し進行性に増悪
する。有効な治療法はなく、発症機序も不明
なため、平成 19 年度に厚生労働省「難治性
疾患克服研究事業」の対象疾患に指定された。
神経障害発症の仮説として、内因性の NER 型
DNA 損傷の蓄積およびその転写阻害による神
経細胞死が考えられており (Andrews ら, 
Proc Natl Acad Sci 75, 1984, 1978)、酸化
的 DNA 損傷サイクロプリン（図１）がその有
力候補である。サイクロプリンは一般に
Purine 8,5’-cyclo-2’-deoxynucleosideと
呼ばれ、 8,5’-cyclo-2’-deoxyadenosine 
(Cyclo-dA) と 8,5’-cyclo-2’-deoxy 
guanosine (Cyclo-dG)がある。また、それぞ
れに 5’S と５’R の異性体がある。しかし、
これまでサイクロプリンの簡便な検出法は
確立されていない。唯一 LC-MS/MS 法が稼働
しているが、大型機器および同位体標識標準
試薬などが必要なため、利用できるのは欧米
の 3グループに限定されている。そこで、私
達はサイクロプリン特異モノクローナル抗
体の作製に挑戦し、8 年の努力の結果、遂に
作製に成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 まず、新規モノクローナル抗体 (CdA-1) 
がサイクロプリンに特異結合することを
様々な性能試験を通して確認する。次に、高
感度および高精度のサイクロプリン定量系
を酵素標識免疫法（ELISA）を基に確立する。
同時に、細胞や組織中のサイクロプリンを細
胞構造を維持したまま観察できるように蛍
光免疫染色法を確立する。これらの技術を利
用し、幅広い月齢の野生型マウスおよび XP-A
マウス臓器（脳など）中のサイクロプリン蓄
積量を比較することで、同損傷の神経障害へ
の関与の可能性を探る。さらに、厚生労働省

XP 研究班員との共同研究の下、XP-A 患者や
健常人の剖検脳組織切片上の損傷を比較測
定する。こうして、サイクロプリンの神経細
胞への蓄積が XP-A 患者の神経障害発症に関
係するか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 (1)抗体が認識するエピトープの決定 
 5’S- Cyclo-dA、５’R- Cyclo-dA、紫外
線照射 DNA､対照 DNA 等を用いて､抗体 CdA-1
が DNA 中の Cyclo-dA に特異的に結合するか
を ELISA 法による競合阻害実験で確認する。
また、5’S- Cyclo-dG、５’R- Cyclo-dG、
(dG)20、(dC)20、(dT)20、対照 DNA に窒素環境
下で X 線を 1000 Gy 照射し、CdA-1 が DNA 中
の Cyclo-dG にも結合するか ELISA 法で確認
する。 
 
 (2)サイクロプリン定量系の作製 
 Cyclo-dA を 1 個含むオリゴヌクレオチド
（Cyclo-dA オリゴ）と対照オリゴヌクレオチ
ドの混合割合を変えて損傷量の異なるサン
プルを作製し、ELISA 法で抗体の結合量を測
定する。この実験により、抗体結合の損傷量
依存性や損傷検出感度を明らかにする。なお、
応用実験において、Cyclo-dA 含有オリゴヌク
レオチドを検量線に使用する。 
 
 (3) サイクロプリン定量系の応用 
 仔牛胸腺DNAに種々の濃度のフェントン型
試薬（CuCl2, H2O2, Ascorbate）を 3時間ある
いは 24 時間処理した後、ELISA 法により誘発
された Cyclo-dA 量を定量する。また、鳥取
大学医学部の中根裕信博士より5ヶ月齢から
29ヶ月齢の野生型マウスおよびXP-A マウス
の臓器（脳、肝臓、腎臓、精巣）の提供を受
けており、DNA を抽出後、ELISA 法により蓄
積した Cyclo-dA を定量・比較する。 
 
 (4)細胞におけるサイクロプリンの可視化 
 ヒト骨肉腫細胞（U2OS）を 35 mm glass 
bottom dish に植え、24 時間培養する。
Cyclo-dA オリゴおよび対照オリゴヌクレオ
チドを細胞に導入後、細胞を固定し、CdA-1
を用いた蛍光免疫染色を行う。 
 
４．研究成果 
 (1)CdA-1 抗体の性能解析 
 抗体産生細胞の培養上清を約 20 倍濃縮し
たモノクローナル抗体溶液を全ての実験に
使用した。まず、抗体のタイピングキットを
用いて CdA-1 を調べた結果、IgG2a・κ鎖で
あることがわかった。次に、抗体の結合特異
性を ELISA 法で検討した。その結果、抗体の
エピトープは Cyclo-dA であり、その損傷が
DNA 中に存在することで結合が 300 倍安定す
ることがわかった（図２）。また、
5’S-Cyclo-dAだけでなく５’R-Cyclo-dAも
ほぼ同様に結合できることがわかった。一方、
抗体は、Cyclo-dG、アセチルアミノフルオレ

 

図１ 



ン DNA 付加体、8-oxo-dG、紫外線照射 DNA、X
線照射(dG)20、X線照射(dC)20、X線照射(dT)20、
および対照DNAに結合しないことがわかった
（図３）。 
 
 図２ 

 図３ 

 (2)サイクロプリン検量線の作製 
 Cyclo-dA の定量測定のために、種々の濃度
の Cyclo-dA オリゴとそれに対する抗体結合
の関係を ELISA 法で調べた。その結果、プレ
ートに結合した Cyclo-dA 量とそれに対する
抗体結合量が比例関係を示した（図４）。ま
た、1 µgの DNA を用いれば 1,000,000 塩基あ
たり１個の検出感度で Cyclo-dA を定量でき
ることがわかった。 
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(3)細胞中のサイクロプリンの可視化 
 Cyclo-dA オリゴおよび対照オリゴヌクレオ
チドを細胞に導入後、CdA-1 を用いて蛍光免
疫染色を行った（図５）。その結果、Cyclo-dA
オリゴを導入した細胞にはドット状に
Cyclo-dA が染色されたが、対照細胞には全く
染色が見られなかった。それ故、細胞や組織
に有意な量の Cyclo-dA が誘発されれば、蛍
光免疫染色で可視化できると推測される。 
 
 図５ 

 (4)サイクロプリンの定量 
 仔牛胸腺DNAに種々の濃度のフェントン型
試薬（CuCl2, H2O2, Ascorbate）を 3時間ある
いは24時間処理した後、誘発されたCyclo-dA
量を定量した。その結果、フェントン型試薬
処理量および処理時間に依存して Cyclo-dA
が誘発された（図６）。また、5 ヶ月齢から
29ヶ月齢の野生型マウスおよびXP-A マウス
の臓器（脳、肝臓、腎臓、精巣）に蓄積した
Cyclo-dA を定量した。その結果、特に脳にお
いて、XP-A マウスは野生型マウスに比べ多
量の Cyclo-dA を蓄積していることがわかっ
た。この結果は、XP-A 患者の神経障害と酸化
的 DNA 損傷 Cyclo-dA の関係を支持するもの
である。しかしながら、実験を続ける中、検
量線に用いた Cyclo-dA オリゴの一部がプレ
ートから剥離していることが判明し、この改
善に全力で取り組んでいるところである。 
 
 図６ 
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