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研究成果の概要（和文）：染色体の凝縮異常が誘導する二核四倍体細胞は、がん化に向かう危険な細胞である。我々は
、二核四倍体細胞が新しいプログラムされた細胞死で除去されることをチャイニーズハムスター由来細胞で見いだして
いた。様々な解析を可能とするため、この系をヒトやマウス細胞で誘導すること系を確立し、細胞死誘導前後の遺伝子
発現プロファイルを取得した。また、この細胞死誘導には、eEF1A1 mRNAのP body (Processing body) への移行による
eEF1A1タンパク質の発現抑制が必要なこと、さらに、このeEF1A1の発現抑制にはCNBPのeEF1A1 mRNAへの結合が必要な
ことを示した。

研究成果の概要（英文）：Abnormal chromosomal condensation induces binuclear cells with a genetically unsta
ble tetraploidy known to facilitate aneuploid malignancies. We found such binuclear tetraploid cells to be
 eliminated by a novel type of programmed cell death in Chinese hamster cells. To enable various analyses 
of the novel cell death, we established human and mouse cell lines where the novel cell death can be induc
ed, and then obtained exhaustive gene expression profiles from human cells before and after induction of t
he cell death. We found that induction of the cell death was mediated by down-regulated expression of eEF1
A1 protein through accumulation of eEF1A1 mRNA into P bodies (Processing bodies), and  the binding of CNBP
 protein to eEF1A1 mRNA was involved in this process.
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、細胞死の様態・性質が多様であるこ

とが分かってきた。アポトーシスが caspase
の活性化によって引き起こされる細胞死で

あると、その分子機構から定義できるように

なった結果、アポトーシスではない新しい細

胞死誘導機構、caspase に依存しない細胞死
の誘導機構の存在が示され始めている。その

結果、様々な生命現象を解読し、疾患・病態

の原因を解明するためには、アポトーシスの

実行機構を明らかにするのみでは不十分で

あり、非アポトーシス細胞死誘導の分子機構

を解明し、それを生体内で捕捉すること、さ

らにその生理的・病理的意義を解明する新た

な視点を加えた研究を展開していくことが

求められている。 
	 二核四倍体細胞は、染色体が不安定化し細

胞のがん化につながると考えられている

（Shi, Q et al. Nature, 2005; Fujiwara, T et 
al. Nature, 2005）。我々は、細胞分裂時の染
色体凝縮の異常によって生じる二核四倍体

細胞がアポトーシスではない新規細胞死誘

導機構で除去され、この細胞死が普遍的な翻

訳伸長因子 eEF1A1 (EF-1α)の発現減少によ
って媒介されることを世界に先駆けて示し

てきた (小林、米原 Cell Death Differ, 2009)。
この研究を進展させるため、様々な細胞にお

ける二核四倍体細胞や細胞死の誘導系を確

立すること、詳細な分子機構を解明すること、

またこの細胞死が生体内で誘導される実態

と意義を解明することにより、新規細胞死の

実態と生理・病理的意味を明らかにしていく

必要があると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、染色体の凝縮異常が誘導する二核
四倍体細胞（がん化に向かう危険な細胞とさ

れる）が、翻訳伸長因子 eEF1A1 (EF-1α)の
発現抑制による非アポトーシス細胞死で除

去されることを見いだしてきた。この新規細

胞死研究の進展をはかるためには、染色体の

凝縮異常が誘導する二核四倍体細胞におけ

る新規細胞死の誘導系を様々な細胞系で確

立し、その分子機構を解明するとともに、生

体内でのモニターリングシステムを確立し、

生体内での実態と機能を解明する必要があ

る。そして、この新規細胞死の生理・病理的

意味を明らかにしていくことを本研究の目

的とする。 
 
 

３．研究の方法 
（１）染色体の凝縮異常によって生じる二核

四倍体細胞の細胞死を、様々な細胞種に効率

よく誘導するシステムを構築する。 
（２）この細胞死の原因となる eEF1A1の発
現抑制が mRNA の 5’UTR 配列特異的な P 
body への移行に媒介されることを明らかに
する。 
	 

	 

４．研究成果	 

（１）染色体の凝縮異常によって生じる二核

四倍体細胞に細胞死を誘導するシステムの

構築 
	 我々は、染色体の凝縮異常によって誘導さ

れる二核四倍体細胞(がん化に向かう危険な
細胞とされる )が、翻訳伸長因子 eEF1A1 
(EF-1α)の発現抑制による非アホポトーシス
細胞死によって除去されることを見いだし

てきた。この細胞死を誘導する系として、チ

ャイニーズハムスター由来 CHO 細胞にお

いて外来性 CREB を活性化させる系

(CREB-ER発現細胞を 4OHT処理する系)を
構築してきた。しかし、更に研究を進めるた

めには遺伝子の全配列やその発現パターン

の網羅的解析かが進んでいるヒトやマウス

の細胞を用いることが必要であると考えら

れた。そこで、マウス NIH3T3細胞、マウス
Balb3T3細胞、ヒト U 2OS細胞、ヒト HeLa
細胞を用いて、同じ細胞死を誘導する系を確

立した。これらの細胞では、染色体の凝縮異

常が誘導する二核四倍体細胞(がん化に向か
う危険な細胞)を誘導することが可能であり、
翻訳伸長因子 eEF1A1 (EF-1α)の発現抑制に
よる非アポトーシス細胞死で除去されるこ

とを確認した。 
	 また、外来性 CREB-ERを 4-OHT処理に
よって活性化させて染色体の凝縮異常を誘

導する系は生理的な系ではないという問題

が存在するので、より生理的な条件に近い系

を構築する必要があった。そこで、染色体の

凝縮異常を誘導する系として、DNA トポイ
ソメラーゼ II またはコンデンシンのサブユ
ニット SMC2 の発現抑制を薬剤処理によっ
て誘導する系を立ち上げた。具体的には、

shRNAの発現を薬剤（Doxycycline/Dox）誘
導的に発現させる系(小林、米原 Cell Death 
Differ, 2009)を用い、DNAトポイソメラーゼ
IIまたは SMC2に特異的な shRNAを発現誘
導する系を、HeLa 細胞で構築した。これら
の細胞では、Dox処理後 2-3日で、ほぼ全て
の細胞が二核四倍体となり、その二日後から



死細胞数が増加し続けていった。SMC2の発
現抑制の結果を図１に示した。重要なことに、

細胞死が認められる時期から eEF1A1 タン
パク質の発現抑制が認められた。 

	 このように、CHO 細胞以外のヒトやマウ
スの細胞においても、染色体の凝縮異常によ

って誘導される二核四倍体細胞に eEF1A1
の発現抑制を介する非アポトーシス細胞死

が引き起こされることを示すことができた。

さらに、外来性 CREB-ERの活性化という非
生理的な条件ではなく、DNA トポイソメラ
ーゼ II またはコンデンシンのサブユニット
SMC2 の発現抑制によって誘導される二核
四倍体細胞においても、同様の細胞死が誘導

できることを示すことができた。 
 
（２）eEF1A1の発現抑制機構の解析 
	 二核四倍体細胞においては eEF1A1 
mRNAが P body (Processing body) に集積
し eEF1A1 の発現抑制を誘導することを示
している (小林、米原  Cell Death Differ, 
2009)。そこで、この集積を可視化すること
によって細胞死を検出する方法の開発を進

めた。具体的には、eEF1A1 mRNAの P body
への移行を支配する配列と強固な RNA 結 
合タンパク質 L7Ae（齊藤、藤田、井上ら 
Nature Commun, 2011）の結合配列の両方
を有する mRNA、L7Aeと split GFP (N末
側)を融合した遺伝子と、P body 構成タンパ
ク質に split GFP (C末側)をつなげた遺伝子
を、二核四倍体を誘導できる細胞に発現させ

ることを試みた。各遺伝子 のクローニング
を実施し、適度な量の遺伝子発現を誘導する

プロモータの確定を終了し、全てを発現する

細胞に二核四倍体と eEF1A1 の発現抑制を
伴う細胞死を誘導する実験を行っている。 
	 また、新たに作製した SMC2の発現を Dox
処理で誘導する HeLa細胞株を用い、二核四
倍体細胞誘導時、新規細胞死の誘導時におけ

る遺伝子発現プロファイルを取得した。その

結果、核四倍体細胞誘導時に特異的、また新

規細胞死の誘導時に特異的な遺伝子発現の

誘導と抑制が存在することが明らかとなっ

た。現在、個々の変動する遺伝子の細胞死へ

の関わりについて、shRNA 発現による当該
遺伝子の発現抑制実験を遂行することによ

って解析を進めている。 
	 二核四倍体細胞においては eEF1A1 
mRNAが P bodyに集積するが、この集積に
は、eEF1A1 mRNA の 5’領域に存在する
5’Top と呼ばれる配列が必要不可欠であるこ
とを示している (小林、米原  Cell Death 
Differ, 2009)。そこで、この 5’Top配列に結
合することが試験管内の解析で示されてい

る Raと CNBP（Cardinali B et al. Nucleic 
acids Res,1993）に注目して解析を行った。
具体的には、Raと CNBPについて、過剰発
現細胞株と shRNA 発現による発現抑制細胞
株を作製し、二核四倍体誘導で引き起こされ

る細胞死に対する影響を解析した（図２）。

その結果、過剰発現系では二核四倍体細胞に

誘導される細胞死にはCNBPもRaの両方お
いて影響は認められなかったが、発現抑制系

では、CNBPの発現抑制によって細胞死の抑
制が観察された。また、CNBPの発現抑制に
よって細胞死を阻害したときには、二核の細

胞が生き残っていることも確認された。二核

四倍体細胞に誘導される新規細胞死には、

CNBPが関与することが示された。現時点で
は、CNBPが eEF1A1 mRNAの 5’Top配列
に結合することによって、eEF1A1 mRNAの
P bodyへの移行や eEF1A1 mRNAの分解・
翻訳抑制が誘導されると考えており、これら

を証明することが重要と考えている。 
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