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研究成果の概要（和文）：本研究は、マウスニューロスフェア細胞を用いて、選択的染色体分配に放射線が与える影響
、及び選択的染色体分配を行う細胞数とp53タンパク質発現との関連性を探るために行った。その結果、選択的染色体
分配を行う細胞数は、X線被ばく線量に依存して減少することが分かった。これは、線量依存的に幹細胞マーカーであ
るCD133陽性細胞の数が減少することと関連性があると考えられる。一方、選択的染色体分配を行う細胞は、p53ノック
アウト（KO）マウス細胞ではみられず、また、その数はp53ノックダウン（KD）細胞では有意に減少していた。このこ
とは、p53機能が選択的染色体分配制御機構に関与していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：We studied an effect of radiation on selective chromosome segregation and the rela
tionship between the number of cells showing selective chromosome segregation and p53 expression in mouse 
neurosphere cells. The result revealed that the number of cells showing selective chromosome segregation w
as reduced depending on irradiated X-ray doses. This reduction may be related to the dose-dependent decrea
se in number of CD133 positive cells. In addition, the cells showing selective chromosome segregation were
 not observed in p53 knock out (KO) mouse neurosphere cells and the number of those cells was significantl
y reduced in p53 knock down (KD) neurosphere cells, suggesting that the p53 function is involved in the re
gulation of selective chromosome segregation.
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１．研究開始当初の背景 
 幹細胞は、1）発がんの起源になること、
また、２）がん組織中にがん幹細胞が存在す
ることの等の観点から、発がんの標的細胞と
して重要である。組織幹細胞は、幹細胞自身
と分化移行細胞に非対称分裂することが明
らかになっているが、そのメカニズムは未だ
不明である。この組織幹細胞における非対称
分裂に、１）p53タンパク質の機能が関わる
こと、また、２）選択的染色体分配が関わる
可能性が示唆する報告がなされた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、神経幹細胞を含むニューロス
フェア細胞を用いて、幹細胞にみられる選択
的染色体分配にp53タンパク質が関わること
を明らかにする。さらに、放射線被ばくが、
選択的染色体分配にどのような影響を与え
るのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞 
 胎齢 14.5日の ICRマウス胎児脳から神経
幹細胞を含むニューロスフェア細胞を採取
して培養系に移し、増殖してくる細胞を実験
に用いた。また、選択的染色体分配と p53タ
ンパク質機能との関係を探るために、p53野
生型マウス、及び p53 ノックアウト（KO）
マウスからニューロスフェア細胞を分離し
た。 
（２）選択的染色体分配の検出 
 選択的染色体分配は、2 つの方法で検出し
た。１つは 5—エチニル−2’デオキシウリジン
（EdU）を用いたシングルラベル法である。
ニューロスフェア細胞のDNA鎖をEdUで 2
回ラベルし、その後細胞質分裂をサイトカラ
シン Bで阻害して 2核細胞を形成させた。細
胞質は Lavacellを用いて染色した。さらに、
選択的染色体分配をより厳密に検出するこ
とを目指して、EdUと BrdUを用いたダブル
ラベル法を試みた。すなわち、DNA鎖を EdU
で 2回ラベル後、5—ブロモ−2’デオキシウリジ
ン（BrdU）で 1 回ラベルし、その後細胞質
分裂をサイトカラシンBで阻害して2核細胞
を形成させた。細胞質は Lavacellを用いて染
色した。どちらの染色法においても、2 核細
胞の一方の核だけが EdU ラベル陰性の場合
に選択的染色体分配と判定した。 
（３）p53遺伝子のノックダウン（KD） 
 p53 siRNA を用いて p53 遺伝子の発現を
特異的に抑制した。対照 siRNA, あるいは
p53 siRNA をニューロスフェア細胞にセン
ダイウィルス由来細胞融合剤を用いて導入
した。p53タンパク質の発現抑制の程度はウ
ェスタンブロットで確認した。 
（４）X線照射 
 X 線照射は、軟 X 線照射装置（OM-B205; 
Ohmic）を用い、70kvp, 5mA, 0.5mm Al フィ
ルターの条件下、線量率 0.66 Gy/min で照射
した。  

 
４．研究成果 
（１）選択的染色体分配に対する X線照射の
影響 
 選択的染色体分配に対するX線照射の影響
を EdU シングルラベルで解析した。EdU 取込
み量は EdU に蛍光物質を結合させて測定し、
蛍光量の比が6:4以上に偏っているものを選
択的染色体分配と判定した。X 線非照射の線
維芽細胞では、選択的染色体分配を行う細胞
はみられなかったのに対し、ニューロスフェ
ア細胞では、その割合は 1%であった。次に、
X 線を 1Gy、2Gy、3Gy 照射したニューロスフ
ェア細胞では、選択的染色体分配を行う細胞
の割合は、それぞれ、0.6%。0.37%、0.22%と
なり、線量依存的に低下することが分かった。
そこで、幹細胞マーカーCD133 陽性ニューロ
スフェア細胞に対するX線照射の影響を調べ
た。その結果、CD133 陽性細胞の割合は、非
照射、1Gy、2Gy､及び 3Gy 照射の条件下で、
それぞれ、1.4%、0.98%､0.68%、0.23%を示し、
線量依存的に低下することが分かった。これ
らの結果は、幹細胞マーカーCD133 陽性細胞
中に選択的染色体分配を行う細胞が存在す
ること、さらに放射線被ばくによる CD133 陽
性細胞の存在割合の低下が、選択的染色体分
配を行う細胞の存在割合低下と関連してい
る可能性を示唆している。 
 
（２）選択的染色体分配に対する p53 タンパ
ク質の関与 
 p53 ノックアウト(KO)マウス由来ニューロ
スフェア細胞を用いて、選択的染色体分配を
調べたところ、p53 野生型線維芽細胞と同様
に、選択的染色体分配を行う細胞は見られな
かった。 

図 1 siRNA による p53 タンパク質の発現抑
制 p53（上段）とアクチン（下段）の発現
をウェスタンブロットで検出した。Gy,細胞
に照射した X線線量。A,p53 野生型細胞、B, 
センダイウィルス由来細胞融合剤だけを処
理した細胞、C, 対照 siRNAを処理した細胞。
D, p53 siRNA を処理した細胞（独立した 4
種の条件を試した）。 
 
 そこで、p53 siRNA を用いて p53 発現をノ
ックダウン(KD)し、選択的染色体分配を行う
細胞を EdU と BrdU を用いたダブルラベル法
で調べた。まず、至適化した p53 siRNA 処理



条件により、p53 タンパク質の発現が 50%低
下することを、ウェスタンブロット法で確認
した（図 1）。この KD 条件下で、野生型 p53
細胞を用いて選択的染色体分配を行う細胞
の存在割合を解析した結果、siRNA 未処理群
で 2.3%、対照 siRNA 処理群で 2.5%、p53 siRNA
処理群で 0.9%であった。 

図 2 EdU と BrdU を用いたダブルラベル法に
よる選択的染色体分配の検出 ランダムな
染色体分配（上段）と選択的な染色体分配（下
段）の例を示す。DAPI, DAPIによる核の染色、
EdU,EdU を取り込んだ DNA 鎖を含む核が染色
される、BrdU+Cytoplasm,BrdU を取り込んだ
DNA 鎖を含む核が染色される。また、2 核細
胞であることの確認のために細胞質を
Lavacell で染色した。 
 
 この結果は、p53 発現をノックダウンする
ことにより、siRNA 未処理群（p=0.0026, カ
イ二乗検定）及び対照siRNA処理群（p=0.001, 
カイ二乗検定）に比べて有意に選択的染色体
分配を行う細胞数が減少したことを示して
いる。この結果、並びに p53KO 細胞では選択
的染色体分配を行う細胞数が 0%であったこ
とは、p53 タンパク質がマウスニューロスフ
ェア細胞における選択的染色体分配に関わ
っていることを示唆している。 
 
（３）まとめ 
①マウスニューロスフェア細胞において、選
択的染色体分配を行う細胞数は、X 線被ば
く線量に依存して減少した。これは、線量
依存的に幹細胞マーカーである CD133 陽性
細胞数が減少することと関連性があると考
えられる。 
②マウスニューロスフェア細胞における選
択的染色体分配は、p53 ノックアウト(KO)
マウス由来細胞ではみられなかった。また、
p53 ノックダウン(KD)細胞では、選択的染
色体分配を行う細胞数が有意に少なくなっ
た。 
③本研究の結果は、p53 機能がマウスニュー
ロスフェア細胞の選択的染色体分配制御機
構に関わっていることを示唆している。 
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