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モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た紫外線 誘発DNA 損傷の 検 出

森　俊 雄 　 （奈良県 立 医科 大学　ラ ジ オ ア イ ソ トー
プ実験施設 ）

　太 陽光 に含 まれ る紫外線 （特に 、 B 紫外線 ）は 皮膚細胞 中に シ ク ロ ブ タ ン 型 ダイ マ
ー

や （6−4）型 ダ イ マ
ー とい っ たDNA 損傷 を効率的 に 誘起 する 。 こ れ らの DNA 損傷が 皮膚が

ん 発 生 に深 く関与す る こ と は、 ヌ ク レオ チ ド除去修復機構 に 欠 陥を持 つ 色 素性乾皮症

lXP）患 者 の 太 陽光被 ば く部位 に皮 膚 がん が高 頻度 で 発生 す る こ とか ら支 持 され る 。

　 本研 究で は 、 発 が ん等 、 紫外線 に よる種々 の 生 物学的作用 に対するDNA 損傷の 役割 を

明 か に する た め 、
モ ノ ク w 一ナ ル抗体 を利用 した紫外線誘発 DNA 損傷の 高感度検 出系 の

確立 を試み た 。 BALB ／c マ ウス を 、 紫外 線照射 1本 鎖DNA 一メ チ ル 化牛血清 ア ル ブ ミ ン複

合体 で 4回免疫後 、 脾臓細 胞 を摘 出 し、 ミ エ ロ ー マ 細胞 と融合 させ た 。 生成 した 188個 の

ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養上清 に つ い て 、 紫外線照射DNA に は結合する が未照射DNA に は 結

合 しな い もの を ELISA 法 （酵素標識免疫法）で 検討 した 結果 、 6個が こ の 条件 に該当 し

た 。 後で 述べ る 性格付 け実験 を基 に 、 こ れ らの 抗体 を ax）M2
，
　TDM −3，64M −2 ， 64M3 ，

64M −4，お よ び 64M −5と命名 した 。 全 て の 抗体 に お い て 、 紫外線照射DNA との 結合性 は、

照射線量 に 依存 して 増加 した 。 大腸 菌由来の 光回復酵素を用 い て DNA 損傷か らシ ク ロ ブ

タ ン 型 ダイ マ
ーの み を特異的に消去 した と こ ろ 、 駆 ）M 抗体 は結合性が 著 し く低下 したが 、

64M 抗体 に変化 は見 られ なか っ た 。 こ の 結果か ら、　 IDM 抗体 はDNA 中の シ ク ロ ブ タ ン 型

ダ イ マ
ー を認 識 し 、 64M 抗体 は そ れ 以外 の 損傷 を認識する こ とが 明か とな っ た 。 （6−4）

型 ダ イ マ
ー

は 313nm の 紫外 線 で 光異性化 され る こ と （De 嬲 型 ダイ マ
ー

に変化） を利

用 して 、 64M 抗体 が DNA 中 の 絡 4）型 ダ イマ
ー を認識す る こ と も明か に した 。

こ れ らの

実験 を含 め 最終 的 に 、 シ ク ロ ブ タ ン型 ダイマ
ー

に対 して 3種類 、 （6−4）型 ダイ マ ー に対 し

て 5種類 、 ま た Dewar 型 ダイマ
ー

に対 して 1種類 の 、 合 計9種類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が

性格付 け され た 。

　DNA 損傷 を鋭敏 に検 出す る た め に 、 紫外線照射細胞 か ら抽出 した DNA を 96穴 プ レ ー一　y

に吸着 し 、 損傷特 異 モ ノ ク v 一ナ ル 抗体 、
ピ オ チ ン 標識2次抗体 、 さ らに酵素標識ス ト

レ プ トア ビジ ン を投与後 、 基 質の 着色度 を定量す るELISA 法 を確立 した 。 シ ク ロ ブ タ ン

型 ダ イ マ
ー

の 場合 、 50ng の DNA を用 い る こ とに よ り、   5 ∬加
2
とい っ た超低線量の 254

nm 紫外線で 誘発 され る 損傷 （＃．28　fmol）を 、 換言す れ ば 5  万塩 基中に正個生 じる頻度 の 損

傷 を検 出す る こ とが で きた 。 本法 を用 い て 、
ヒ ト正 常お よびXP −C細胞 に お け る シ ク ロ

ブ タ ン 型 ダ イ マ
ー

お よ び価 4）型 ダ イ マ
ー

の 修復動態 を定 量化 で きた 。 さらに 、紫外 線照

射した細胞 や皮膚組織を固定 し 、 損傷特異モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体、 ビオチ ン標識2次抗体 、

さ らに蛍光 標 識 ス トレ プ トァ ピ ジ ン で 染色後 、 共 焦点 レ
ー
ザ

ー
顕微鏡 を利用 する こ とに

よ り、 細胞 や組 織内 の 損傷検出が 可 能で あ る 。 修復過程 に ある正 常 ヒ ト細 胞 の DNA 損傷

を個 々 の 細 胞 で 三 次元 的 に 可視化 した結果、損傷 は細胞核内で 不均
一

に修復 され る こ と

が 示唆 され た 。 また 、 紫外線照射 され た ヒ ト皮膚 表皮の 各細胞 で の 損傷の 定量 化が 可 能

とな り、
メ ラ ニ ン キ ャ ッ プに カバ ー さ れ た細胞 は そ うで な い 細胞 に 比べ て 生成 され る

DNA 損傷量が 小 さい こ とが わ か っ た 。
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