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研究成果の概要（和文）：本研究は、マウス神経幹/前駆細胞（NSPC）及びニューロンにおけるX線誘発DNA２本
鎖切断（DSB）の修復動態を、線維芽細胞（MEF）と比較して調べた。その結果、NSPCとニューロンの修復速度に
は差がないが、両細胞とも線維芽細胞と比べると修復速度が速いことが分かった。その理由は、DNA依存的プロ
テインキナーゼ（DNA-PK）活性が、NSPCとニューロンではMEFより約２倍高いことに起因すると推定される。一
方、X線によるp53依存的アポトーシスの誘発には、ニューロンはNSPCより約３倍高感受性であることが分かっ
た。この感受性差は、ニューロンとNSPCのDSB修復における忠実度の差かもしれない。

研究成果の概要（英文）：We investigated the repair kinetics of X-ray-induced DNA double-strand beaks
 (DSBs) in mouse neural stem/progenitor cells (NSPCs) and their differentiated neurons by scoring 
the number of phosphorylated histone H2AX (gamma-H2AX) foci or phosphorylated 53BP1 foci 
post-irradiation. The DSB repair in neurons differentiated from NSPCs in culture was faster than 
that in mouse embryonic fibroblasts (MEFs), possibly due to the higher DNA-dependent protein kinase 
activity, but similar to that in NSPCs. Further, the incidence of p53-dependent apoptosis induced by
 X-irradiation in neurons was significantly higher than that in NSPCs. This difference in response 
of X-ray-induced apoptosis between neurons and NSPCs may reflect the difference in the fidelity of 
non-homologous end joining or the differential sensitivity to DNA damage other than DSBs.

研究分野：放射線生物学

キーワード： ニューロン　神経幹/前駆細胞　DNA２本鎖切断　非相同末端結合　DNA依存的プロテインキナーゼ　アポ
トーシス
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 代表的な認知症のひとつであるアルツハイ
マー病（AD）は、アミロイドβ（Aβ）の神経
組織への蓄積が神経細胞死を誘発して発症す
るとの仮説（Aβカスケード仮説）が有力であ
る。このように認知症発症と神経細胞死は密
接に関わると想定されるが、神経細胞死の直
接の原因については未だ明らかではない。申
請者は、神経細胞死の原因を明らかにするに
は、ニューロンに特異的な DNA 損傷応答と DNA
２本鎖切断（DSB）修復機構の放射線生物学的
視点からの究明が必要であると考え、本研究
を開始した。この着想は、以下のエビデンス
によって支持される。①DSB 修復に係る遺伝
子欠損では小頭症や神経変性症状を呈する 1)。
②AD 患者の神経細胞では DNA 鎖切断の蓄積が
健常人より多く 2),	 3)、また、切断された DNA
鎖の再結合活性も低下している 4)。③Aβが
DNA 依存的プロテインキナーゼ（DNA-PK）活性
を阻害する 5)。④AD 患者のニューロンでは、
細胞死の前に細胞周期への再突入が起き、こ
れがアポトーシスの引き金になる 6)。⑤頭部
放射線照射を受けた小児患者に認知機能の低
下がみられる 7)。以上のエビデンスは、ニュー
ロンにおける DSB 修復能に関する理解が認知
機能低下メカニズムを解明する上で必須であ
ることを示している。	
 
２．研究の目的	
	 本研究の目的は、ニューロンにおける DSB
修復動態とニューロン死との関係を明らかに
することである。認知機能低下にニューロン
死が関わることを考慮し、その細胞死が起き
る原因としての DSB に関して、ニューロン特
異的な DSB 修復動態を明らかにする。本研究
を、放射線非がん影響としての認知機能低下
の原因解明の突破口としたい。	
 
３．研究の方法 
(1)	神経幹/前駆細胞（NSPC）及びニューロン
における DSB 修復動態の解析	
	 B6C3F1 マウス胎児から線条体を分離し、培
地中でニューロスフェア形成させて神経幹/
前駆細胞(NSPC)を得た。また、ICR マウス胎児
から得た NSPC では、培地中での 48 時間分化
培養によりニューロンを得た。NSPC、または
ニューロンに X線（1Gy）を照射し、DSB 修復
動態の経時的変化について DSB マーカー（g−
H2AX、または 53BP1）を計測して定量化した。	
	
(2)脳組織における DSB 修復酵素（DNA-PK）の
発現と活性に関する解析	
	 B6C3F1 マウス胎児脳を採取し、ニューロン
で主要な DSB 修復機構となる非相同末端結合
（NHEJ）の必須因子である DNA 依存的プロテ
インキナーゼ（DNA-PK）の遺伝子発現、タンパ
ク質発現、及び活性を測定した。	
	
(3)	NSPC 及びニューロンにおける放射線誘発
アポトーシスの解析	

	 ICR マウス胎児から得られた NSPC とニュー
ロンに X 線（1Gy,	 2Gy）を照射し、核凝縮
（pyknotic	 nucleus）をアポトーシスの指標
として計測し、定量化した。	
 
４．研究成果	
(1)	ニューロンにおける DSB 修復動態の解析	
	 始めに、NSPC に X 線（1Gy）を照射し、その
後の DSB 修復動態を DSB マーカー（g−H2AX フ
ォーカス）で調べたところ、細胞当たりの DSB
数は、照射後 0.5 時間で 13 個程度まで増加
し、その後 1〜6 時間でしだいに減少し、6時
間後では 3 個程度、24 時間後は非照射レベル
の 2 個未満まで低下した。この X 線誘発 DSB
の修復動態は、胎齢 12.5 日、14.5 日、及び
16.5 日で違いはなく、NSPC では DSB 修復能に
胎齢間による差はないことが分かった。	
	 次に、ICR マウス胎児（14.5 日齢）の線条
体より採取した NSPC をニューロンに分化さ
せる培養法を確立した。この培養法では、増
殖因子等を添加した neurobasal 培地で NSPC
を 48 時間接着培養することにより、高い分化
率（82.4%）でニューロンが得られた。その一
方、ニューロンへの分化過程において、アポ
トーシスが高率（37.0%）に生じることも明ら
かになった。次に、ICR マウス胎児から得た
NSPC、ニューロン及び線維芽細胞に X線（1Gy）
を照射し、DSB 修復動態について、53BP1 フォ
ーカスを DSB マーカーとして 3 種の細胞間で
比較した。その結果、NSPC とニューロンの DSB
修復動態に差はなく、DSB 数は照射後 10 分か
ら 12 時間まで単調に減少し、12 時間後には
ほぼ非照射レベルに戻った。これに対し、線
維芽細胞のDSB数は照射後10分から 1時間ま
で一定であり、その後 12 時間まで時間依存的
に低下して非照射レベルに戻った。この結果
より、NSPC とニューロンのような神経系細胞
では、DSB 修復は線維芽細胞と比べて速いこ
とが特徴であることが明らかになった（図１）。	

図１	 NSPC、ニューロン及び線維芽細胞にお
ける DNA２本鎖切断（DSB）修復動態の比較。	
照射 10 分後における核当たりの DSB 数を基
準にして相対量で示した。NSPCs:神経幹/前駆
細胞；Neurons:ニューロン；MEFs:線維芽細胞	
*,**p<0.05,	paired	Student’s	t-test.	
	

 



(2)	脳組織における DSB 修復酵素（DNA-PK）
の発現と活性に関する解析	
	 	 B6C3F1マウス胎児脳の神経発生期におけ
る DNA-PK の活性、並びにその触媒サブユニッ
ト（DNA-PKcs）の遺伝子発現とタンパク質発
現を明らかにするために、胎齢 10.5 日、12.5
日、14.5 日、16.5 日、17.5 日の脳組織由来細
胞で調べた。その結果、DNA-PKcs 遺伝子の発
現は、5 種の胎齢間で全く差が見られなかっ
たのに対し、タンパク質発現は、胎齢 12.5 日
で 10.5 日に比べて約 2.5 倍に増加し、その後
胎齢が進むにつれて低下し、17.5 日で 10.5 日
と同レベルに戻った。一方、DNA-PK 活性は、
タンパク質発現と同様に 10.5 日に比べて
12.5 日で増加し、そのまま 17.5 日まで高い
活性を保持した。本研究の結果は、神経発生
期において、ニューロン発生が盛んになる胎
齢 12.5 日に DNA-PK のタンパク質発現と活性
が一斉に高くなることを示している。このこ
とは、ニューロンが発生する過程で多量のDSB
が発生し、それを修復する DNA-PK 活性が高く
なる可能性を示唆しており、発生期神経系細
胞の特徴と考えられる。	
	 また、NSPC、ニューロン及び線維芽細胞で
DNA-PK 活性を比較したところ、NSPC とニュー
ロンの活性は、線維芽細胞の約２倍高い傾向
が見られた。この結果は、NSPC とニューロン
では線維芽細胞に比べて DSB 修復が速いとい
う先に示した結果を支持している。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
	 	 	
(3)	NSPC 及びニューロンにおける放射線誘発
アポトーシスの解析	
	 ICR マウス胎児（14.5 日齢）より分離した
NSPC と NSPC から分化させて得たニューロン
を用いて、DSBによる細胞死を調べるために、
X 線（1Gy,	 2Gy）を細胞に照射して 6 時間後
の p53 依存的アポトーシスの誘発を調べた。
その結果、X 線 1Gy により誘発されるアポト
ーシスは、NSPC では 8.7%、ニューロンでは
25.4%であり、2Gy ではそれぞれ 12.2%及び
34.8%であった（図２）。	
	

図２	 X 線照射による NSPC とニューロンへの
アポトーシスの誘導。核凝縮（pyknotic	
nucleus）をアポトーシスの指標として計測し
た。NSPCs:神経幹/前駆細胞；Neurons:ニュー
ロン；MEFs:線維芽細胞	
*,**p<0.05,	paired	Student’s	t-test.	
	

	 図１で示したように、DSB 修復動態におい
て、NSPC とニューロンには差がないこと、ま
た、X線被ばく 6時間後にはほとんどの DSB 修
復が終了していること等を考えると、図２の
結果は、ニューロンでは NSPC に比べて DSB の
修復誤りが生じやすい可能性を示唆している。	
	
(4)まとめ	
1)	神経幹/前駆細胞（NSPC）とニューロンの
DSB 修復は、線維芽細胞に比べて速い。これに
は、DSB 修復で中心的な役割を果たす DNA 依
存的プロテインキナーゼ（DNA-PK）活性の強
さが関連すると推定され、NSPC とニューロン
ではその活性が線維芽細胞より高い。	
2)	神経発生期の胎齢 12.5 日〜16.5 日で、DSB
修復動態に胎齢間の差はない。一方、DNA-PKcs
発現と DNA-PK 活性は胎齢により変動する。前
者は 10.5 日から 12.5 日で一過性に上昇し、
17.5 日にかけて低下するが、後者は 12.5 日
で上昇し、17.5 日まで高い活性を保持する。	
3)	 ニューロンは、NSPC より放射線誘発アポ
トーシスに対して感受性が約 3 倍高い。この
結果は、ニューロンでは NSPC に比べて DSB の
修復誤りが生じやすい可能性を示唆している。	
	 本研究により、神経系細胞は 1)〜3)に示し
た DSB 修復動態と DSB による細胞死に関する
特徴を示すことが明らかになった。これまで、
神経系細胞は放射線感受性が低いと考えられ
てきたが、分化初期段階の幼若ニューロン（分
化培養 48 時間）は、神経幹/前駆細胞（NSPC）
に比べて放射線感受性が高いという本研究の
結果は新しい知見である。	
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u.ac.jp/~housya6/home.html	
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