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研究報告

太陽光 によるDNA損 傷 と修復

一(6 -4)photoproductsの 生 物 学 的 意 義
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は じめ に

色 素 性 乾 皮 症(xerodermapigmentasum,XP)は 人

口40,000～200,000人 に1人 発症 す る稀 な 光 線過 敏 性

皮 膚 疾患 で 日光 曝 露皮 膚 に皮膚 癌 が 好発 す る1,2}。XP

細 胞 は紫 外線(ultravioret,UV)や 化 学変 異 源 に よ り

DNAに 生 じる損 傷 の修 復 に異常 が あるs,d)。

XPは 現 在 、 除去 修 復 能が 低 下 ない しは欠 損 してい

るA～Hの8相 補 群 とシ ク ロ ブ タ ン型2量 体 の 除去

修 復 が正 常 なバ リア ン トに分類 され る5,6,7}。XP細 胞

のUV致 死 感 受性 を コロ ニ ー法 で み る と、DNA修 復

活性 とよ く相 関 して いるS)。

254nmUV照 射 でDNAに 種 々 の損 傷 が 生 じるが、

そ の 中で もシク ロブ タン型2量 体 が主 で あ る9)。 近 年 、

注 目を集 め て い る(6-4)光 生 成 物 は全DNA損 傷 の

30%程 度 で あ るが 、 高 い突 然 変 異性 を もって い る19)。

1987年Cleaverら11)は 興 味 あ るXPA群(KPI2RO)

を 報 告 してい る。即 ち、正 常UV致 死 感受 性 と正 常 な

染 色 体DNA突 然 変 異率 を示 すXPI2ROrevertant細

胞 は、(6-4)光 生 物 を正 常 に修 復 で き るが 、 シ ク ロ

ブ タ ン型2量 体 を修 復 で きな い こ とを示 し、(6-4)

光 生 成物 修復 とシ ク ロブ タ ン型2量 体 とそ の修復 能 の

意 義 を問 い直 して い る。 彼 らの 報 告 に よれ ば(6-4)

光 成 物 がUVに よ る細 胞致 死 や突 然 変異 発生 に重 要 な

役 割 り を演 じて い る こ と を示 唆 して い る。 ま た、

Mitchellら12)は(6-4)光 生 成 物 に対 す るpolyclonal

抗 体 を用 い て、XPA、C、 及 びD群 細 胞 は シ ク ロブ タ

ン型2量 体 の修 復 欠損 に加 えて(6-4)光 生 成物 に対

す る修復 が ほ とん どない こ とを示 し、 同時 に正常 ヒ ト

細 胞 で は(6-4)光 生 成物 修 復 はUV照 射 後4時 間で

約75%が 修 了 し:そ の カイ ネテ ックス は シ クロブ タン

型2量 体 よ り速 い こ とを も証 明 してい る・Francisと

..:
,ユ3)はXPバ リ ア ン トのUV感 受性 は313nmUVに

過 敏 な非 シ クロブ タン型2量 体 の 修復 欠損 のた め との 一

考 え を 示 唆 し て い る。 一 方 、Mitchellら14)はpoly-

clonal抗 体 を用 い てXPバ リア ン ト細 胞 は(6-4)光

生 成物 の修復 は正常 で あ ると報 告 してい る。

最 近Moriら]5)は 、 チ ミン ・チ ミン及 びチ ミン ・シ

トシ ン配 列 の(6-4)光 生 成 物 を認識 す るが シク ロブ

タ ン型2量 体 とは結 合 しない単 クロー ン抗 体 を得 て 吟

る。我kは 、Mariら の 抗体 を用 い 、正 常 ヒ ト皮XAA,

XPDと バ リア ン ト・の 線 維 芽 細 胞 に254nmUVを 照 射

し、経 時 的 に(6二4)光 成 物 修 復 をELISA法 で 追 求

した。

材 料 と方 法

1.細 胞 と培 養

XP35KO(A群)、XP43KO(D群)}g)、Xf)52KO(バ ,

リ ア ン ト)お よび正常 ヒ ト線維 芽細 胞 を用 い た。 これ

らの培養 細胞 はS-一 一75代 の もので あ った 。継代 お よ

び実験 に は、10%胎 児 牛 血清 含 有EaglesMEM培 養 液

を用 いた。 なお 、 いず れ の細胞 もマ イゴ プ ラズマ非 感

染 で あ った。

2.UV照 射 後 の不 定期DNA合 成 の経 時変 化

細 胞 をFalcon3003シ ャ ー レ内 に シ リコ ンで固 定

した11×32mmカ バ ーグ ラス上 に蒔 き2日 間培 養 し

た。 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 液(PBS)で2度 洗 糠 後 、

254nmUVを10J/2f71で 照 射 し、370KBq(10μCi)/m6

の3H一 チ ミジ ン[specificactivity:1702GBq(46Ci)

mm41,Amersham〕 含 有 培 養 液 で3-24時 間

(hydroxyurea不 含)イ ンクベ ー トした。その後 カバ ー

グ ラス上 の細 胞 をカル ノア液で 固定 し、次 い でサ ク ラ

NR_M2液 状 フ ィ ル ム を 用 い て オー トラ ジ オ グ ラ

フ ィーを行 った。な お、フ ィル ム処 理細 胞 は冷暗所(4

℃)で5日 間感光 させ た。現像 後 、 ギムザ染 色 し、細
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胞 核 上 の小 穎 粒 をIOQ個 の 細 胞 につ き求 め、 平均 値 を

各 細 胞 群 の 不 定期DNA合 成 能 と・し、UV照 射 直 後 に

3時 間 ラベ ル した もの を初期UDSと し た。

3.UV照 射 とDNA単 離

lXlO6個 細 胞 をFalcon3003、 直 径10cmシ ャ ー レ

に蒔 い て2日 間 培養 した。細 胞 をPBSで2度 洗 條 後

254nmUVを 照 射 した。 初 め に、UV量 と(6-4)光

生 成物 量 の相 関 を求 め る ため、0-40J/mZUVを 照 射

した。 また、UV照 射後 、 時 間経 過 と修 復 の 関連 を求

め る実験 で はUV量 を40J/m2と した。

UV照 射 後 、あ るい は照射 後24時 間 まで の一定 時 間、

イ ンクベ ー ト後 、シ ャー レに1.0%SDS-STE(100mM

NaCI、50mMEDTA,50mMTris-HCIpH8.0)を1mQ

加 え 、細胞 を溶 解 させ 回 収 した。Lysateを2COμg/ml

の プ ロ テ ィナ ーゼK(Merck社)で30℃

16時 間処 理 した。エ タノールで 沈澱 させ 、Table・1

5.UV生 残 曲線 とT4エ ン ドヌ ク レアー ゼ感 受性 部

位17>

対 数 増 殖期 細 胞 に254nmUVを 照 射 した後 、37°C、

CO2イ ン クベ ー ターで10--14日 間 培 養 し、生 じた コロ

ニー を数 え、生存 曲線 を得 た。

結 果 と考 按

XP35KO(A群)XP43KO(D群)の 平 均 致死 線 量

(Do値)は 各 々0.35」/㎡ と0.7J/m2で 正 常 に比べ15倍

と7倍 致 死 感 受 性 が 高 い(Tablel)。XPAとDの 致

死 感 受 性 の差 異 はUV照 射(101/㎡)24時 間 後 のT4

エ ン ドヌク レア ーゼ感 受性 部位(ESS)消 失 が 各hO%

と10%と 異 っ て い る こ と と よ く相 関 す る。 一 般 に

XPD細 胞 は通 常20-50%の 初 期UDSを 示 す。XP43

正常人およびXP患 者細胞のUV感 受性

乾 燥 後TE緩 衝 液(1mMEDTA、

10mMTris-HCI、pH7.5)に 溶 解 し、50

μ9/m2pancreaticRNaseで37℃ 、1時 間

処 理 した。上 記 精製DNAを サ ンプル と

し、10mMPBS(pH7,4)に100feg/m2

の 濃 度 に溶 解 した。UV非 照射 細胞 よ り

抽 出 したDNAを 対 照 に用 い た。

4.ELISA法 に よ る(6-4)光 生 成 物

の 定量

64M-1単 ク ロ ー ン抗 体 を用 い て以 下

のELISA法 を 行 っ た。1%protamine

sulfateでpolyvinylchloride製 平 底

96We11プ レー トをcoatingし 、 次 いで 、

Earley-timeUV-survival

paremeters"
UDS

nD(.1/m2)

oESSLossof64M-1bindingsites

at
loss

6h24h

Normal

XP35KO(A)

XP43KO(D)

1001.5

21.0

ao30

XP52KO(Variant)1001.0

5.00

Q.35

0.了0

4.40

100

0

10

80

a

5

10050^-SO

>95

0

10

>95

a}AutoradiographicUbSafiera3h['H)thymidinelabelingfollowing

lOJ/m2.relativetocontrol

b)Seereference(16)

c}DisappearanceofT4endonucleaseVsusceptiblesites24hafter

10J/m2;relativetocontrol

d)FromFig.1

254nmUVを2KJ/m2照 射 した 牛 胸 腺 の2重 鎖DNA

50ngをPBS(pH7.4)50μ1に 溶か して標 準抗 原 と し1

37°Cで20時 間 イ ン クベ ー トし、結 合 させ た。 次 に

Wellに64M.-1抗 体0.1mQとUV照 射 また は非照 射 の

正 常 、XPA、Dお よびバ リア ン ト細 胞 の単 鎖'DNAを

2μg(過 剰 条 件)を 加 え た後 、PBSで よ く洗 い、

goatの 抗 マ ウスIgG/peroxidase複 合 体0.1mQを37℃ で

90分 反 応 さ せ 、 次 い で0.04%phenylenediamine、

0.02%H202/2σmMク エ ン酸 緩 衝 液 で30分 間処 理 し

た。各 サ ンプ ルの490nm吸 光 度 を測定 し、64M-1抗

体 が 、標準 抗 原 に結 合す る率 が サ ンプルDNAに よ り

どの程度 競合 阻害 を受 け るか を求 め たQ

percentinhibition=

A490ユ
ー

A490

withinhibitorDNA
x100

withoutinhibitorDNA

xaの 初 期UDSは ～40%と 他 のXPDと 同 様:で あ るが 、

24時 間 まで のESSは10%と 低 い。 この よ うにXPD群

細 胞 で は初期UDSが 高 い が 、24時 間 後 の 除去 修 復 が

低 い。 そ の 理 由 は よ くわ か らな い が、 損 傷DNAに

nickが 入 る が切 り出せ ない か 、 あ る い は2量 体以 外

のDNA損 傷 が 正常 な ため か な どが考 え られ る。

Cleaverら11)はXPAの リバ ー タ ン トを用 い て(6-

4)光 生 成 物 は シ ク ロブ タ ン型2量 体 に比 べ 、致 死 感

受性 や突然 変異 に よ り深 く関与 してい る こ とを示 して

い る。 ま た、Escherichiacoliを 用 い た実 験 で は シ ク

ロ ブ タン型2量 体 を90%除 去 す る とpZ189plasmicの

UVkmingを75%、 突 然 変 異 を80%減 ら す との報 告 も

あ るlo>。 こ れ らの結 果 は染色 体DNAとplasmidDNA

の(6-4)光 生 成物 とシ クロ ブ タ ン型2量 体損傷 は生

物 学 的効 果 にお いて も異 った役割 を演 じて い るこ とを

示 唆 してい る。

これ らの背 影 の もと、我 々は ヒ ト細 胞 でUV照 射後

の(6-4)光 生 成 物 とそ の修復 の動態 を追求 した。
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Fig.1抗(6-4)光 生 成 物 単 クロー ン抗 体 を用 い た

修復 動 態 。

40J/m2UV照 射 直後 の抗体結合能 を100%と し、経時的

に結合能の減少 をELISA法 で定量

(●)正 常人;(▼)XP35KO(A);

▲XP43KO(D);■XP52KO(V)

は じ め に、 我々 は 正 常 ヒ ト、XP35KO(A)

XP43KO(D)お よびXP52KO(バ リア ンD細 胞の

UV量 依存性 〆(6-4)光 生成物の生成 を単クロー ン抗

体 を用いてELISA法 で測定 した。細胞 を254nmUVで

40J/m2照 射 し(6-4>光 生成物の除去 のkineticsを 求

めた(Fig.1)/。 抗体結合部位は、正常細胞では照射後、

0、12と24時 間後で各々80、90と95%と 速やかに除去

された。 しか しなが ら、XP35KO(A)細 胞では24時

間の結合部位の減少 はな く、XP43KO(D)細 胞は、

24時 間後にわずか10%の 減少(修 復)を 示 したのみで

あ った。 これらの結果 はMitchellら が(6-4)光 生成

物に対する多 クローナル抗体 を用いて求めた結果と一

致 してい る。XPAとDは ・(6-4>光 生成物 とシクロ

ブタン型2量 体 の両損傷 を修復で きないために高UV

致死感受性であ り、突然変異お よび発癌を生 じやすい

と考え られる。しか し、XPD細 胞では両2量 体 を10%

しか除去で きないのに、初期UDSが20～50%と かな

り高いことの説明がつかない。

XP52KO(バ リア ン ト)細 胞 はESSや シ クロブ タ

ン型2量 体 修復 は正常 であ るが、正常 ヒFに 比べ、

UV致 死にやや感受性があ り、 また カフェイン添加で

致死が増大す る18>。Mitchellら はXPバ リア ン トは正

常 に(6-4)光 生成物を修復す ると報告 している。 し

か し、図1に 示 した如 く我kの 単 クローン抗体 を用い

たassayで はUV照 射6～ ユ2時後でわずかなが ら正常

細胞 よ り低い修復であることを示 している。

従 ってXPバ1」 ア ン ト細胞のUV致 死感受性がごく

軽度 なのは(6-4)光 生成物修復が少 し欠けているた

め とも考 えられ る。 しか し、XPバ リア ン トのUV致

死における(6-4)光 生成物修復 の関与け、今後 より

多数のバ リア ント細胞 を用いた研究で明 らかになると

考えられる。
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