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研究成果の概要（和文）：DNA損傷部位に集積する53BP1融合蛍光タンパク質を発現するトランスジェニックマウ
スを用いて、海馬神経細胞のDNA損傷応答(DDR)の一つであるDNA損傷フォーカス形成を検出するマウスを作成・
解析してきた。海馬神経細胞では組織中であればフォーカス形成は抑制(Off)されているが、初代培養により分
散培養すると、フォーカス形成が再開(On)していた。高度に分化し組織内にある神経細胞ではDDRが抑制され、
一方で未分化な状態に近づく初代培養下でDDRは再稼動する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using transgenic mice expressing EGFP-53BP1 fusion fluorescent protein that 
accumulates at DNA damage sites, we created and analyzed mice to detect DNA damage focus formation, 
one of a DNA damage response (DDR) in hippocampal neurons. In hippocampal neurons within the tissue,
 focus formation was suppressed (Off), but when these cells were dissociated and cultured as primary
 cultures, focus formation resumed (On). This suggests that in highly differentiated neurons within 
tissue, DDR is suppressed, whereas in primary cultures where the cells revert to a less 
differentiated state, DDR is reactivated.

研究分野： DNA損傷
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
増殖の活発な胎児・子供の組織では未分化な細胞が分裂し、分化した組織では細胞は分裂･増殖を止め停止期に
ある。未分化で分裂能が高い細胞は放射線感受性が高く、分化した細胞は感受性が低いことが知られているが、
その分子メカニズムは明らかではない。
　胎児期や幼少期の放射線ダメージは神経系で大きく、精神運動発達遅延を引き起こす。小児の脳腫瘍に放射線
治療を行った際に、生存者では海馬の正常発達が損なわる。放射線や酸化ストレスによるDNA損傷を、神経組織
の分化、発達段階別に生きたまま評価した研究は少ない。神経組織における未分化性とDNA損傷応答の関係を明
らかにし、発達と放射線感受性の関係を明らかする研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
増殖の活発な胎児・子供の組織では、未分化な細胞が細胞周期を回り、DNA 複製や染色体分配
を繰り返す。一方、分化を達成した組織では細胞は分裂･増殖を止め停止期(G0)にある。 
 一世紀以上も前の 1906 年に、２人のフランス人が提唱した「未分化（未熟）で分裂能が高い
細胞、例えば消化管上皮細胞、生殖細胞、造血細胞などは放射線感受性が高い、つまり放射線に
弱く、一方、分化した細胞は感受性が低い」というベルゴニエ・トリボンドウの法則は、現在で
もよく知られている生命現象の一つである。しかしながら、その分子メカニズムの詳細は未だ明
らかではない。分裂細胞での細胞周期チェックポイントの存在、DNA 修復機構で特に相同組換え
修復の存在、細胞死の誘導などが関与しているが、それらと放射線感受性の大小に対する関連は
明確に説明されていない（文献 1,2）。これまでの DNA 修復や細胞の放射線影響が、主として培養
細胞を用いた研究に準拠して解析されてきた。一方で分化した細胞での解析は十分に行われて
おらず、その解明の遅れている理由の一つに挙げられる。 
 胎児期や幼少期の細胞に対する放射線のダメージは神経系で大きく、精神運動発達遅延を引
き起こす。また、小児の髄膜腫に放射線治療を行った際に、生存者では海馬の正常発達が損なわ
れている。その他の小児癌でも、骨髄移植治療などの治療を受けた子供において、種々の神経発
達・行動上の問題が生じる。一方、成人の細胞では同じ線量を浴びても影響は小さく、加齢に伴
いさらにその感受性は小さくなる。放射線や酸化ストレスによる DNA 損傷を、神経組織の分化、
発達段階別に生きたまま観察・評価した研究は少ない。 
 果たして分化した細胞では、DNA 損傷応答（DNA 損傷フォーカス形成や DNA 修復を含む）が未
分化な分裂する細胞と同じように働いているのか？ 初代培養下に移した場合に、DNA 損傷応答
が再びスイッチ On となる分子機構は何なのか？ そのようなスイッチは、細胞自体が制御して
いるのか、あるいは細胞を取りまく周辺環境（ニッチェ）に影響を受けているのか？ DNA 損傷
応答の有無が、細胞の生存にはどのような影響を与えているのか？ これらの疑問を明らかに
していくことが求められている。 
DNA 損傷応答は（DDR: DNA damage response）は、DNA 損傷が生じた後に ATM や MRN 複合体が
DNA 損傷の検出に始まり、細胞周期チェックポイントの発動、DNA 損傷フォーカスの形成、ヒス
トンの修飾、DNA 損傷修復タンパク質の会合と修復の開始、細胞死の誘導などの一連の過程が含
まれる。本研究では、未分化なあるいは細胞分裂を続けている細胞ではなく、分化して組織の中
で高度の機能を発する細胞での、DDR シグナル伝達過程の一つのフォーカス形成に注目していく。 
 これまで研究代表者は、53BP1 と呼ばれる DDR に関わり、DNA 損傷部位の二重鎖切断損傷の末
端に集積して DNA 損傷フォーカスを形成するタンパク質に注目してきた。この 53BP1 に蛍光タ
ンパク質 EGFP を結合させた融合タンパク質を用いることで、生きた細胞で DNA 損傷フォーカス
が検出できる実験系を確立してきた。さらに、この融合タンパク質をマウスに導入し、DNA 損傷
フォーカス形成を可視化できるトランスジェニック(TG)マウスを開発した。 
 当初は、DNA ストレスや放射線照射などにより引き起こされた DNA 損傷とその後の DDR で誘導
された DNA 損傷フォーカス形成を、培養細胞ではなく組織の生きた細胞において観察できると
考えていた。TG マウスにおいては、
マウス神経細胞を初代培養に移し
て、ばらばらにディッシュ上で付着
した細胞においては、培養細胞で認
められていたような DNA 損傷フォー
カスの形成が観察された。しかし同
じ細胞を、スライス培養下で組織表
面にある状態で DNA 損傷を誘導して
も、DNA 損傷フォーカス形成が起こら
ないことが明らかとなった。 
 同じ細胞であるのに、組織の中に
ある状態でDNA損傷誘導した場合と、
分散培養条件下に持って行った場合
で、フォーカス形成過程が異なって
いたことは、予想外の結果であった。
組織では DDR に連動したフォーカス
形成ができない状態であるのに対し
て、組織を離れてニッチェを失い培養条件下に置かれた神経細胞では、DDR に連動してフォーカ
ス形成を行うという仮説が考えられた。ただし、この初代培養条件下の細胞が、細胞分裂を再開
して未分化な状態であるということは、今後明らかにしていく必要がある。分化して組織中にあ
る細胞とは何らかの異なった状態であることは予想される。 
 神経細胞で果たして通常の DDR が発動し、DNA 損傷フォーカス形成や DNA 修復が行われている
かは、これまで明らかではなかった。これまでの報告では、高度に分化した神経細胞やリンパ球



では DNA 損傷修復は行われず、DNA２本鎖切断損傷などは、細胞内で修復されずに残されている
可能性が指摘されている。これは、分化して分裂することがない細胞では、DNA の複製する必要
や分裂による染色体分配をすることがないために、損傷が残っていても細胞の機能維持には大
きな影響がないためと考えられてきた。 
 ベルゴニエ–トリボンドウの法則が提唱されて 100 年以上経過し、未分化と分化した細胞での
細胞の感受性の違いがどのような機構で起こっているかを明らかにできる可能性を有している。
一般的に、未分化で分裂を繰り返す細胞においては、DNA の状態はダイナミックに変化し、その
中で生じる DNA 損傷は DNA の恒常性を維持するためには危機的な状況であると考えられる。DDR
を発動させることで p53 を介した細胞周期チェックポイントの発動が起こり、細胞死が誘導さ
れる。このように、一方で修復を行いつつ細胞を生存させる方向に進んでいくが、それだけでは
なく他方細胞の生存にとって不利となる細胞死を引き起こし、細胞の生存率を引き下げること
で DNA の恒常性が失われた細胞が生き残らないようにしていると考えられる。 
 神経細胞ではそのような DDR が起こらなければ、とりあえず損傷を受けた DNA は残るが、細胞
死が誘導されなくなる。そのままではもう分裂できない分化した細胞を、まずは維持して細胞を
組織から欠損させることなく生命機能の維持できる利点があると予想される。 
 
２．研究の目的 
DNA 損傷部位に集積する 53BP1 融合蛍光タンパク質を発現するトランスジェニック(TG)マウ
スを用いて、海馬神経細胞の DNA 損傷応答(DDR)の一つである DNA 損傷フォーカス形成を検出す
るマウスを作成・解析してきた。海馬神経細胞では組織中であればフォーカス形成は抑制（Off）
されているが、初代培養により分散培養するとフォーカス形成が再開（On）していた。高度に分
化し組織内にある神経細胞では DDR が抑制され、一方で未分化な状態に近づく初代培養下で DDR
が再稼働すると考えられた。未分化にある細胞では放射線感受性が高く、分化した細胞では感受
性が低いというベルゴニエ・トリボンドウの法則の、これまで明らかにされていなかった分子機
構を解明する手がかりとして、これら DDR の On/Off に関わる機構を明らかにする。また神経細
胞の周辺環境（ニッチェ）の変化が、この On/Off に影響するのかどうかを明らかにしていく。
また、DDR の変化が DNA 修復に及ぼす影響を明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
１）組織内にある細胞（スライス培養下）と、初代培養下で分散させた細胞（初代培養下）を
比較することで、周辺環境(ニッチェ)により DDR がどのように変化するかを明らかにしていく。
これまで、生後一週間以内の海馬神経細胞において、培養 3〜10 日目で DDR による DNA 損傷フ
ォーカス（DDF）の形成が再度起こることを明らかにしてきた。DNA 損傷誘導薬剤、レーザー照
射やＸ線照射により、神経細胞およびそれ以外の細胞（網膜神経節細胞など）で、また培養日数
を変化させることでフォーカス形成がどのように変化するかを明らかにする。 
２）組織内の細胞が生後間もなく劇的に変化する発達段階で、組織内の細胞の DDR がどのよう
に変化していくかを、免疫組織染色により 53BP1 のフォーカスを定量解析することで明らかに
していく。生後 2日、５日、８日の新生仔マウスを X線照射装置にてコントロール０Gy、２Gy、
４Gy 照射を行い、照射 30 分後に還流固定、剖検を行い、それぞれのマウスより大脳および眼球
を取り出す。組織をホルマリン固定後にパラフィン包埋して、海馬と網膜の組織切片を作成する。
抗 EGFP 抗体を用いて DNA 損傷フォーカスを測定し、海馬ならびに網膜の発達段階における DDR
の変化を観察する。 
 
４．研究成果 
 １）組織内（スライス培養下）と、初代培養下の分散した細胞（初代培養下）を比較し、周辺
環境(ニッチェ)により DDR
形成について検討した。生
後 1 週間以内の海馬神経細
胞において、初代培養 3〜7
日目で顕著に DDF 形成が起
こる。レーザー照射により、
海馬神経細胞および網膜神
経節細胞で確認できている
スライス培養および分散培
養を行い、培養下にある生
細胞で起きる DDR を検討し
た。この時、周辺環境を 2つ
の異なる条件下 A および B
で行っている(条件 A、B の
詳細に関しては、未発表データのため提示を控える）。図に示すように、周辺環境（ニッチェ）
を変化させることにより、DDF 形成が抑制されることが明らかになった。しかしながら、レーザ
ー刺激により DDF が誘導される初代培養の細胞を得るための海馬神経細胞の明確な採取条件が
明らかではなかった。そのため、次の研究２)を計画し、組織内の細胞の DDR の状況をより正確



に定量解析する実験を行った。 
 
２）新生仔マウスにおいてより定量的に DDF の定量解析を行うため、共焦点顕微鏡で得られた
画像を AI 解析に基づいた DeepimageJ の StarDist2D を用いた細胞核の Segmentation を行い（文
献 3）、得られた個々の核画像内の平均蛍光輝度、核の大きさ、ImageJ の FindMaxima を用いたフ
ォーカスの定量データを取
得した。これらの画像解析に
より、より多くの核の画像か
ら自動的にフォーカスの定
量解析が可能となる。その結
果を右図に示す。 
新生仔のマウス脳海馬に
おいて、DDR は修正後劇的に
変化していると考えられる。
生後2日目(P2)におけるDDR
は、放射線照射により逆に減
少している。この理由とし
て、一つの可能性として照射
により EGFP-53BP1 の蛍光シ
グナルが減少していること
が考えられる。一方生後 5 日目(P5)以降は、照射の有無にかかわらず 53BP1 の蛍光量は変わら
ず、DDR は照射量に応じて増大している。一方、生後 8日目(P8)においては、照射量にかかわら
ず変化が認められなくなっている。すなわち、生後 8日目以降では、海馬における DDR は抑制さ
れている可能性が考えられる。 
 
５．考察 
 組織内の細胞において DDR が抑制されており、その周辺環境（ニッチェ）を変化させることで
再び DDR が再活性化される可能性を示すことができた。まだ未発表のためこの報告書では具体
的なニッチェに関しては言及しないが、この変化は新生仔脳の発達に大きく影響している可能
性が示唆される。しかしながら問題点として、DDF が誘導される初代培養の細胞を得るための海
馬神経細胞の明確な採取条件が明らかでないことがあげられた。 
その点を明らかにするために、新たな研究として免疫組織染色を用いて、時間経過で変化して
いると思われる新生仔脳における DDR の状態をより詳細に検討した。その結果、生後１週間以内
で DDR による DDF は劇的に変化していることが確認できた。ただし、生後２日目に認められた
DDF が X 線照射により逆に減弱して観察されない点に関しては、これまでに認められていない現
象であり、その状態を明確に説明できていない。これに関しては、さらなる研究を進める必要が
あると考えられる。 
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