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研究成果の概要（和文）：　本研究は放射線誘発染色体不安定化に染色体分配異常に起因する小核が関与すると
いうモデルを検証した。そのために、ライブセルイメージングを用いてX線誘発小核形成とその後の運命を細胞
系譜解析により調べた。その結果、放射線により染色体分配異常に起因する染色体由来小核の生成が促進される
ことがわかった。また、染色体由来小核には、主核のDNA合成期にDNA2本鎖切断が蓄積し、一部の小核は次の分
裂期に主核に再取り込みされることがわかった。さらに、放射線被ばくした染色体由来小核にはDNA2本鎖切断が
誘発され、その小核が主核に取り込まれることにより、複雑な染色体再構成が生じる可能性があることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）： We examined the induction of micronuclei by X-irradiation and their fate 
during several cell divisions post-irradiation using live cell imaging, which traced living cell 
lineages. Radiation promoted the induction of a whole chromosome-derived micronucleus(MN) that was 
mediated by chromosome segregation errors. Further, a whole chromosome-derived MN accumulated DNA 
double strand breaks (DSBs) during the S phase of main nuclei, and some of them were reincorporated 
into the main nuclei. The present study indicates the possibility that the chromosome-derived MN, 
which accumulates DSBs induced by radiation, is incidentally reincorporated into the main nuclei and
 this process causes the complicated chromosome rearrangements.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 放射線による小核形成と染色体不安定化
との関係は明らかではない。本研究では次の
(1)〜(3)に示す理由により、放射線誘発染色
体不安定化の起源として染色体分配異常に
よる小核形成に着目する。 
(1)がん細胞によく見られる小核にはDNA2本
鎖切断（DSB）が蓄積していることが示され
ている。 
(2)小核における DNA 複製のタイミングは主
核に比べて遅延しており、このことが小核に
DNA2 本鎖切断(DSB)を誘発する。 
(3)発がん過程で特定染色体領域に複雑な
DNA 再 配 列 が 一 度 に 起 き る 現 象
（chromothripsis）が生じていることが示さ
れ、その発生機構の有力モデルとして DNA 損
傷を蓄積した小核が主核に再取り込みされ
る経路が想定される。 
 以上の学術的背景から我々は、放射線誘発
染色体不安定化に、放射線による染色体分配
異常により生じる小核が関与している可能
性について探ることを着想した。 
 
２．研究の目的 
 前述の学術的背景(1)〜(3)を踏まえて、本
研究は、放射線によって誘発される染色体不
安定化の新しいモデルの提唱とその実験的
検証を目指した。蓄積した DSB に起因する染
色体断片化が生じた小核が、主核に再取り込
みされ、さらに断片化された染色体が限局さ
れた領域でランダムに再結合することによ
って、主核の染色体不安定化が促進されると
いうモデルを以下の２つの手法で検証する
ことが本研究の目的である。すなわち、(1)
生きた細胞を対象とするライブセルイメー
ジングを用いて小核の形成と消失（再取り込
み）動態を追跡する手法、及び(2)単離した
小核に X線照射して DNA 損傷を誘発し、その
小核を特定の細胞周期を狙って主核に取り
込ませる手法である。以上は、放射線による
chromothripsis 形成モデルの検証として期
待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、放射線による小核形成を起源
とする染色体不安定化モデルを以下の方法
により調べた。 
(1)核と動原体を可視化した細胞を用いてラ
イブセルイメージングにより、X 線誘発小核
形成とその後の運命について、細胞系譜を作
成して調べた。 
(2)紡錘糸形成阻害剤ノコダゾール処理によ
って分裂期同調し、細胞周期の進行とともに
生じた染色体由来小核について、DNA2 本鎖切
断(DSB)の蓄積をリン酸化ヒストン H2AX(γ
-H2AX)フォーカスの形成により定量化した。 
(3)紡錘糸形成阻害剤コルセミドを用いて形
成させたヒト染色体由来小核を単離してX線
照射により DSB を誘発し、G1 期、または S/G2
期に同調培養したマウスm5S細胞に取り込ま

せて小核由来ヒト染色体の不安定化につい
て解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ライブセルイメージングを用いた X 線誘
発小核の運命の解析 
 マウス胎児線維芽細胞由来不死化m5S細胞
のヒストン H3 を蛍光色素 mcherry で標識し
た細胞を作製し、X 線による小核出現頻度を
ライブセルイメージングで解析した。小核出
現頻度は、0Gy、1Gy、2Gy の X線照射により、
それぞれ、9%、22%、32%と線量依存的に増加
した。さらに、照射後１回目の分裂では出現
せずに 2 回目、3 回目の細胞分裂時に小核が
出現する頻度は、1Gy 照射で、それぞれ 9%、
4%、また、2Gy 照射でそれぞれ 20%、6%であ
った。この結果から、X 線照射により、染色
体断片、あるいは染色体分配エラーが照射直
後だけでなく遅延性に生じることが明らか
になった。さらに、断片由来と染色体由来小
核を区別するために、動原体由来タンパク質
CENP-A を蛍光色素 mKO で、ヒストン H3 を蛍
光色素 Plum で標識したヒト線維肉腫細胞
HT1080 を作製し、ライブセルイメージングで
1Gy、または 2Gy 照射後に出現する小核につ
いて調べた。この細胞由来小核は、CENP-A シ
グナルの有無によって、断片由来か染色体由
来かを区別できる特徴を有する。X 線による
断片由来小核出現頻度は、0Gy、1Gy、2Gy 照
射でそれぞれ、0%、30%、42%であり、染色体
由来小核出現頻度は、0Gy、1Gy、2Gy 照射で
それぞれ、5%、14%、26%を示し、どちらのタ
イプも線量依存的に増加することが分かっ
た。特に、染色体由来小核出現頻度に線量依
存性がみられた事実は、X線が DNA2 本鎖切断
に起因する構造異常だけでなく、染色体分配
異常も促進していることを示している。一方、
生じた小核が次の細胞分裂で消失する頻度
を調べたところ、1Gy 及び 2Gy 照射による消
失の割合は、断片由来で 31%、及び 28%であ
り、染色体由来では、それぞれ 42%、及び 19%
であった。このことは、小核の由来にかかわ
らず、形成した 20〜40%程度の小核が次の分
裂時に主核に取り込まれるか、あるいはアポ
トーシスを起こして消失することを示唆し
ている。 
 
(2) ライブセルイメージングを用いたX線誘
発染色体分配異常の解析 
 ライブセルイメージングを用いた小核形
成の解析により、X線が DNA2 本鎖切断に起因
する構造異常だけではなく、染色体分配異常
も促進していることが明らかになったこと
を踏まえて、染色体分配異常と染色体不安定
化の関係をライブセルイメージングで調べ
た。特に、染色体分配異常の指標として細胞
分裂時に出現するクロマチン架橋に着目し、
マウス m5S 細胞のヒストン H3 を蛍光色素
mcherry で標識した細胞を用いて、架橋形成
した細胞の系譜を解析した。X線を 2 Gy 照射



した細胞 271 系統について調べた結果、分裂
異常が起きた系統は 53%であり、そのうちの
69%（99 系統）がクロマチン架橋であった。
クロマチン架橋が断裂した後、解析不能例を
除くと、45%の細胞が持続的な増殖、22%が G1
期停止、及び 4%がアポトーシスを示した。こ
のうち、G1 期停止は、分裂終期における架橋
の断裂により、DSB が新たに誘発されたこと
が原因でp53依存的に生じたものと推定され
る。以上の結果より、DSB の誤った再結合に
より生じた二動原体染色体を持った細胞の
運命として、分裂期でクロマチン架橋を形成
するが、およそ半数は増殖を持続し、20%程
度が p53 依存的期 G1 停止に至り、アポトー
シスが誘導される例は稀であることがわか
った。 
 
(3)小核の主核への再取り込み頻度に関する
解析 
 ライブセルイメージングを用いたX線誘発
小核の運命追跡により、一旦形成された小核
が 2回目、あるいは 3回目の分裂期で消失す
ることが明らかになった。しかし、この現象
が、アポトーシスによる消失なのか、主核へ
の再取り込みなのかに関しては、ライブセル
イメージング装置の制約上判別がむずかし
かった。そこで、広領域顕微鏡観察を可能に
する最新の CMOS カメラを導入して解像度を
上げ、2.6 倍の広領域で高感度に観察できる
ようライブセルイメージング装置を改良し
た。この装置とマウス m5S 細胞のヒストン H3
を蛍光色素mcherryで標識した細胞を用いて、
X線（2Gy）照射により誘発した小核、並びに、
染色体由来小核を得るために紡錘糸形成阻
害剤ノコダゾールにより誘発した小核につ
いて、主核への再取り込みをライブセルイメ
ージングにより解析した。その結果、ノコダ
ゾール誘発小核では、10 個のうち 2個（20%）
が次の分裂期で主核に再取り込みされたの
に対し、X線誘発小核では、35 個のうち主核
に再取り込みされたものはなかった。この相
違は、ノコダゾール誘発小核が主に１本のラ
ギング染色体全体から構成されるのに対し
て、X 線誘発小核は主に染色体断片から構成
されることに原因があると推定される。そこ
で次に、染色体由来小核における DNA2 本鎖
切断(DSB)の蓄積について調べた。ノコダゾ
ール（100ng/mL,6h）処理により分裂期で同
調した m5S 細胞に、細胞周期の進行ともに生
じる DSB 陽性小核の数を解析した。DSB は、
γ-H2AX フォーカスを指標にして定量化した。
その結果、主核の DNA 合成が進行するのに伴
い、DSB 陽性小核数が増加することが明らか
となった。以上の結果は、主核の DNA 合成期
に染色体由来小核には DSB が蓄積し、それら
の小核の一部は、次の分裂期に主核に再取り
込みされることを示している。 
 
(4)DNA2 本鎖切断(DSB)を蓄積した小核由来
ヒト染色体の不安定化に関する解析 

 DSB を蓄積した小核が主核に取り込まれる
ことによる染色体不安定化について調べる
ために、X 線（4Gy）照射した小核を G1 期、
または S/G2 期に同調したマウス m5S 細胞に
移入して染色体不安定化を解析した。まず、
紡錘糸形成阻害剤コルセミドによって形成
させたヒト染色体１本からなる小核を単離
した。この単離した小核に X 線（4Gy）を照
射し、すぐに DSB マーカーであるγ-H2AX フ
ォーカスを調べたところ、小核に DSB が残っ
ていることが確認された。この DSB が残存す
る小核を G1 期、または S/G2 期のマウス m5S
細胞に移入し、小核由来ヒト染色体の不安定
化について、ヒト染色体特異的プローブを用
いた FISH により解析した。その結果、X線被
ばくヒト染色体の不安定化について、移入細
胞周期の違いによる影響はみられなかった。
一方、染色体の短腕・長腕特異的プローブを
用いたFISH解析により、被ばく染色体には、
短腕と長腕の間で複雑な組換えを起こして
いるものがあり、chromothripsis にみられる
特徴的な染色体内再構成を示す例があるこ
とが明らかになった。以上の結果は、DSB が
蓄積した染色体由来小核が主核に取り込ま
れることにより、chromothripsis のような複
雑な染色体再構成が、X 線被ばくによって生
じる可能性を示唆している。 
 
(5)まとめ 
 本研究により、以下の①〜⑥が示された。 
① X 線により、DNA2 本鎖切断(DSB)に起因す

る染色体断片由来小核だけではなく、染色
体分配異常に起因する染色体由来小核の
生成も促進される。 

② X 線により、染色体断片由来、あるいは染
色体由来小核が、照射後 2回目あるいは 3
回目の分裂時に遅延性に生じる。 

③ マウス m5S 細胞では、X線で生じた DSB の
誤った再結合により形成された二動原体
染色体を持った細胞の運命として分裂期
でクロマチン架橋を形成するが、およそ半
数は増殖を持続し、20%程度が p53 依存的
期 G1 停止に至り、アポトーシスが誘導さ
れる例は稀である。 

④ 主核の DNA 合成期に染色体由来小核には
DSB が蓄積し、それらの小核の一部は、次
の分裂期に主核に再取り込みされる。 

⑤ X線被ばくしたヒト染色体由来小核をマウ
ス m5S 細胞に移入する際の被ばくヒト染
色体の不安定化について、移入細胞周期の
違いによる影響はみられない。 

⑥ DSBが蓄積した染色体由来小核が主核に取
り込まれることにより、chromothripsis
のような複雑な染色体再構成が、X線被ば
くによって生じる可能性がある。 
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