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研究成果の概要（和文）：小核誘導は遺伝毒性試験の１つである。我々はライブセルイメージングによって、変異原処
理後の哺乳類細胞に誘導される小核は、最初の分裂時のみならず、正常分裂した後２回目・３回目の分裂時にも誘導さ
れることを発見した。これを遅延性小核誘導と呼ぶ。X線、UV、コルヒチン、シスプラチン、メチルニトロソウレアな
ど作用の異なる小核誘導因子を用いると、DNA損傷を持つ核は，損傷量に依存して最初の分裂時に高頻度に小核を誘導
した．分裂装置の阻害剤は，作用がより大きいと考えられる処理２回目の分裂で小核を誘導した．すなわち遅延性小核
はDNAの複製障害よりも，核の分裂阻害によって生じることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Micronucleus induction is a marker of genotoxicity. We found that the micronuclei 
are induced at the first cell division as well as at the second and third divisions after treatment of 
environmental mutagens. This phenomenon is called delayed micronucleus induction. To elucidate this 
mechanism, mammalian cells were treated with the agents causing different types of cellular damage, e.g., 
X-ray, UV, colchicine, cis-platin, methyl nitrosourea. The micronucleus induction at the first cell 
division was increased with the amount of DNA damage; but that at the second cell division was increased 
with the amount of inhibition of spindle formation.

研究分野： 分子細胞遺伝学

キーワード： 小核　遅延性小核誘導　環境変異原　ライブセルイメージング
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１．研究開始当初の背景 
 
	 ライブセルイメージングとは生きた細胞
のオルガネラや特定のタンパク質を蛍光で
標識し，細胞が分裂する様子を撮影して，オ
ルガネラやタンパク質の動態を見る技術で
ある．近年，様々な色の蛍光たんぱく質，オ
ルガネラ特異的に標識する蛍光プローブ物
質，撮影用高感度カメラなどの技術が急速に
進歩し，様々な研究領域でライブセルイメー
ジング技術が利用されつつある．一方，細胞
分裂時の小核出現は物質のもつ遺伝毒性の
指標の１つとして国が定めている．最近，
我々は核，動原体，微小管などをマルチカラ
ーで標識した細胞に X線を照射し細胞分裂系
譜を観察したところ，小核の出現が最初の分
裂で起きる細胞，２回め以降の分裂で起きる
細胞（我々はこれを遅延性小核誘導と名付け
た），１回めの分裂でできた小核が２回目の
分裂で消失する細胞などがあることがわか
った．これはこれまでの固定細胞蛍光染色に
よる小核観察ではわからなかった大きな発
見である．これらの機構解明は環境変異原研
究にとって非常に重要な新しいテーマであ
る． 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究は，ライブセルイメージングによっ
て変異原処理後の哺乳類細胞に誘導される
遅延性小核誘導現象を詳細に検討し，その機
構を明らかにすることを目的とする．DNA へ
の作用機構が異なる既知の代表的環境変異
原（X 線，UV，種々の化学物質）を，オルガ
ネラ（核，核膜，核小体，細胞膜，ミトコン
ドリアなど）を可視化した哺乳類細胞に処理
した後，小核形成過程をライブセルイメージ
ング法で追跡し，起こった即発性および遅延
性小核形成に損傷の種類が依存するかどう
か，DNA 二重鎖切断または染色体不分離のど
ちらが関わるか，どのような DNA 修復機構が
関わるかを明らかにする．さらにこれらの小
核形成と細胞周期との関係を明らかにする．	 
	 
３．研究の方法 
 
（１）以前に作製した DsRed 融合型ヘテロク
ロマチン蛋白質 HP1αを安定発現するマウス
C3H	 3T3 細胞	 (Sugimoto	 et	 al.,	 2001)	 を培
養し，ライブセルイメージング装置を用いて，
タイムラプス観察を行った．	 
	 
（２）EGFP 融合型 PCNA をコードするプラス
ミドをエレクトロポレーション法によりヒ
ト fibrosarcoma 細胞に導入し，EGFP-PCNA を
安定に発現する形質転換細胞を取得した．ラ
イブセルイメージング装置を用いて，細胞周
期における PCNA の局在化を観察した．	 
	 
（３）mCherry 融合型ヒストン H3 を安定に発

現するマウス m5S 細胞を作製し，その細胞を
用いて，X 線誘発小核の運命を，ライブセル
イメージング装置を用いて追跡し，細胞系譜
解析を行った．	 
	 
（４）mCherry 融合型ヒストン H3 を安定に発
現するマウス m5S 細胞を用い，X 線誘発架橋
形成後の細胞を，ライブセルイメージング装
置を用いて追跡し，細胞系譜解析を行った．	 
	 
（５）mCherry で Histone	 H3 が標識されたチ
ャイニーズハムスターCHL	 IU 細胞を用いて，
紫外線（UV—C）照射によって小核を誘発した
細胞を，ライブセルイメージング装置を用い
て追跡し，細胞系譜解析を行った．	 
	 
（６）mCherry で Histone	 H3 が標識された
CHL	 IU 細胞を用いて，コルヒチン，シスプラ
チン（cisPt），メチルニトロソウレア（MNU）
処理によって小核を誘発した細胞を，ライブ
セルイメージング装置を用いて追跡し，細胞
系譜解析を行った．	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 HP1αを用いたマウス C3H 細胞の細胞周
期進行の可視化	 
	 赤色蛍光タンパク質 DsRed を用いて HP1α
を可視化したマウス C3H 細胞を用いて，細胞
周期を通した HP1αの局在を観察した．その
分布パターンをもとに，核内でドット状に分
布する期間（G1），ドットが点滅する期間（S），
ドット消失後の核全体に分布する期間（G2），
核膜崩壊から染色体分離が起こる期間（M）
の 4 つに分けることができた（図１）．これ
より，HP1αはマウス生細胞での細胞周期進
行マーカーとして使用できることが示され
た．	 

	 
図１	 マウス C3H 細胞での HP１αの細胞周期を通

した局在変化	 

	 
（２）PCNA を用いたヒト HT1080 細胞の細胞
周期進行の可視化	 
	 PCNA を緑色蛍光タンパク質 EGFP を用いて



可視化することで，生きたヒト HT1080 細胞
の，細胞周期を通した PCNA の局在を観察し
た（図２）．HT1080 細胞の細胞周期は
EGFP-PCNA の分布パターンをもとに，分裂後
の核全体に分布する期間（G1），ドットが出
現している期間（S），ドット消失後の核全
体に分布する期間（G2），核膜崩壊から染色
体分離が起こる期間（M）の 4 つに分けるこ
とができた（図３）．次に，ダウノルビシン
の低濃度での細胞周期における作用時期を
特定し，G2 期であることを確かめた．同様に
して，様々な細胞周期阻害剤の作用時期を特
定できるものと思われる．	 
	 

	 

図２	 EGFP-PCNA の細胞周期を通じた分布	 

	 

 
図３	 PCNA の細胞周期をとおした局在変化	 

 
（３）X 線によって誘発された小核の系譜解
析	 
	 X 線照射後 3 回目の分裂までに出現する小
核について，ライブセルイメージング装置を
用いて細胞系譜を追跡した．非照射，1Gy お
よび 2Gy 照射した細胞についてそれぞれ，43，
116，69 系列の細胞系譜を解析した．	 
	 被ばく後 1〜3回分裂の間に，非照射，1Gy，
および 2Gy で生じた小核は，それぞれ 9.3%，
33.6%，および 58.0%と線量依存的に増加した．
このうち，1Gy および 2Gy 被ばく後最初の分
裂で生じた小核は，それぞれ 21.6%および
31.9%であり，生じた小核の大半を占めたが，
1Gy 被ばくのうちの 12%，2Gy 被ばくのうちの
26.1%は，被ばく後 2 回目の分裂以降に遅延
性に小核が生じていることがわかった．被ば
く線量が高い方が，遅延性小核が多くなる傾
向がみられた．	 

	 また，1Gy および 2Gy 被ばくで生じた小核
が次の分裂時において存在するか，あるいは
消失するかについて，それぞれ 56 および 32
細胞系列で調べた．その結果，1Gy および 2Gy
被ばくで生じた小核のうち，それぞれ 23%お
よび 44%が次の分裂で消失し，小核がかなり
不安定な存在であることがわかった．しかし，
消失する理由が，小核が主核に取り込まれる
からなのか，あるいはアポトーシスを起こす
からなのかを明らかにすることはできなか
った．	 
	 
（４）Ｘ線によって分裂架橋した細胞の系譜
解析	 
	 3Gy 被ばく後 2〜3 回の分裂を追跡できた
350 細胞系列について解析した結果，分裂異
常なしが34%，分裂異常ありが66%（230系列）
であった．この m5S 細胞の 3Gy 被ばくにおけ
る生存率はおよそ 30%であるので，ライブセ
ルイメージングで分裂異常を観察した細胞
は全て生存しないものと推察される．これら
分裂異常のうち，架橋形成が 40%（91 系列）
を占め，最も主要な分裂異常であった．架橋
形成を示した 91 細胞系列のうち，その後の
運命を追跡できたのは 22 細胞系列（24.2%）
であった．このうち 12 系列（13.2%）は分裂
できずに元に戻って２核細胞を形成した．９
系列（9.9%）は架橋が断裂して分裂し，その
後一方の細胞だけがアポトーシスを起こし
た．アポトーシスを起こさなかったもう一方
の細胞の運命がどうなったのか興味深い問
題であるが，本研究では追跡できなかった．
残った１系列（1.1%）は架橋断裂後，両方の
細胞でアポトーシスを起こした．約４分の３
（75.8%）の細胞については，細胞が観察視
野から消失するなどして架橋形成後の運命
を追跡することができなかった．したがって，
より広域な視野での解析方法を探ることが
今後の課題となる．	 
	 
（５）紫外線によって誘発された小核の系譜
解析	 
	 紫外線 0.5	 J/m2照射後（増殖阻害率 80%）
２回の分裂まで（40 時間）に出現する小核に
ついて，ライブセルイメージング装置を用い
て細胞系譜を追跡した．観察時間中，非照射
の細胞では 45%が２回正常に分裂したが，
UV-C 照射した細胞では 14%しか正常分裂しな
かった．残りの異常な分裂をした細胞のうち，
46%の細胞が最初の分裂で小核が生じ，13%の
細胞は最初に正常分裂したものの，そのうち
の 17%の細胞が２回目の分裂時に小核を生じ
た（遅延性小核）．１回目の分裂で小核を生
じた細胞は，全て小核を持ったまま２回目の
分裂をした．非照射の細胞は小核発生頻度が
低く，細胞系譜が作れなかった．	 
	 UV-C 照射した細胞は非照射細胞と比べて，
最初の分裂までの時間が，約 1.5 倍長くなっ
たが，１回目から２回目の分裂までにかかる
時間は，有為差がなかった．	 



	 

図４	 紫外線照射によって誘導された小核（固定

染色）	 

	 
（６）コルヒチンによって誘発された小核の
系譜解析	 
	 コルヒチン 0.3	 µg/mL，６時間処理後（増
殖阻害率 80%）２回の分裂まで（40 時間）に
出現する小核について，ライブセルイメージ
ング装置を用いて細胞系譜を追跡した．観察
時間中，コルヒチン処理した細胞は 34%が２
回正常に分裂した．異常な分裂をした残りの
細胞のうち，11%の細胞が最初の分裂で小核
を生じ，55%の細胞は最初に正常分裂してそ
のうちの 26%が２回目の分裂で小核を生じた
（遅延性小核）．コルヒチン処理した細胞の
分裂時間は最初および２回目の分裂共に無
処理細胞と比べて差がなかった．	 
	 これらのことは以下のことを示している．
UV-C は DNA 損傷（ピリミジンダイマー）を産
生し，それが最初の細胞分裂を遅延させ，小
核を誘導する．コルヒチンはチューブリンの
重合を阻害し，細胞分裂時の紡錘糸の形成を
阻害する．細胞増殖阻害率はどちらの処理で
も同じであるが，DNA 損傷は最初の分裂で小
核を誘導し，紡錘糸の阻害は２回目の分裂で
小核を誘導する（遅延性小核）．	 
	 
（７）シスプラチン（cisPt），メチルニトロ
ソウレア（MNU）処理によって誘導された小
核の系譜比較	 
	 CisPt は DNA 鎖を架橋し，MNU はグアニン
にメチル化を生じさせることがわかってい
る．CisPt	 5	 µg/mL，MNU	 100	 µg/ML 処理，そ
れぞれ６時間処理した細胞は約 80%の増殖阻
害率を示す．どちらの処理でも UV-C 照射と
同様に処理後最初の細胞分裂時に多くの小
核を誘導（それぞれ 47%，44%）し，残りの正
常分裂した細胞（それぞれ 18%，33%）のうち，
それぞれ 30%が２回目の分裂時に小核を誘導
した（遅延性小核）．また MNU	 200	 µg/mL 処
理（細胞増殖阻害率 60%）では 58%の細胞が
最初の細胞分裂で小核を誘導し，最初に正常
分裂した細胞（19	 %）のうち 38%の細胞が２
回目の分裂で小核を誘導した．	 
	 以上の結果，DNA 損傷を持つ核は，損傷量
に依存して最初の分裂時に高頻度に小核を
誘導する．分裂装置の阻害剤は，効果がより
大きいと考えられる処理２回目の分裂で小
核を誘導する．すなわち遅延性小核は DNA の
複製障害よりも，核の分裂阻害によって生じ
ることが示唆される．	 
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