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緒　言

　染色体の 4 倍体細胞は固形腫瘍の約 20 ％で観察され、がん化の際の染色体異数性（aneuploidy）よりも早く出現す
ると考えられている。近年では、4 倍体細胞は最終分化の際にも認められ、老化の hallmark の１つであると認識され
てきている。p53 の活性化により大部分の 4 倍体の培養細胞は細胞周期が停止するが、個体内における 4 倍体細胞の運
命はほとんど明らかにされていない。本研究では、我々が独自で作製した細胞質分裂障害型の 4 倍体細胞を形成するビ
メンチンのリン酸化変異マウスを用いて、定常時および損傷治癒における、4 倍体細胞の細胞運命を解析した。

方法、結果および考察

１．ビメンチンの分裂期特異的リン酸化変異マウスの作製
　当研究室では、これまでにビメンチンの分裂期キナーゼとして、Aurora B キナーゼ、Cdk1 キナーゼ、Plk １、Rho
キナーゼを特定し、これらのリン酸化部位も同定した１）（図 1）。

図 1． ビメンチンの分裂期のリン酸化部位とその責任酵素
分裂期キナーゼによるビメンチンのヘッド（Head）ドメインのリン酸化部位を示した。S: セリン。

２．定常状態での皮膚の組織
　３および 14 ヶ月齢のマウスから背部皮膚を採取し組織学的な検討を行った２）。３ヶ月齢の組織において、野生型お
よびヘテロ変異マウスに対しホモ変異マウスは皮下のコラーゲン層が薄く、野生型･ヘテロ変異体ではほとんど認めら
れない脂肪層の増多を認めた（図 2A）。さらに、14 ヶ月齢では、老化に伴って認められる脂肪層の増加が、野生型･ヘ
テロ変異マウスで認められたが、ホモ変異体は脂肪層がほとんど消失していた（図 2B）。さらに、詳細に脂肪層の核を
検討したところ、14 ヶ月齢の野生型･ヘテロ変異マウスに対して弱年齢のホモ変異マウスの核は異常な大きさを示した

（図 2C）。このことは、３ヶ月齢の脂肪層で染色体異常が起きていることを示唆しており、皮膚組織を用いて老化関連
遺伝子の発現を検討したところ、３ヶ月齢で既にホモ変異マウスで老化マーカーが亢進していることを確認した。
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図 2． 皮膚組織のヘマトキシリン・エオジン染色
（A）3 ヶ月齢、14 ヶ月齢の皮膚のヘマトキシリン・エオジン染色。（B）脂肪層の強拡大像。

３．ビメンチンリン酸化の損傷治癒への影響を検討
　皮下線維芽細胞におけるビメンチンのリン酸化不全が損傷治癒に与える可能性を検討するため、３ヶ月齢のマウスを
用いて損傷治癒実験を行った２）。その結果、創が閉じるのがホモ変異マウスで遅延することを認めた（図 3A、B）。

図 3． ビメンチンリン酸化不全と損傷治癒
（A）3 ヶ月齢のマウスを用いて、皮膚に直径 8 mm の biopsy punch で孔をあけた。実際の写真像。（B）傷口の
大きさの平均値。Error Bar: SE. *p < 0.05. **p < 0.01.

４．損傷部位における線維芽細胞の細胞分裂
　今回我々が使用したマウスは、in vitro で細胞質分裂障害を引き起こす変異をもつビメンチンを発現することから、
損傷治癒が細胞分裂異常に起因するかを検討した。細胞増殖マーカーである Ki-67 の組織染色を行った２）ところ予想
通り、増殖細胞の割合が低下していることが認められた。さらに、細胞質分裂障害の際に認められる２核細胞の出現、
娘細胞間を架橋するブリッジ状の構造物、多中心体を検討したところ、ホモ変異体特異的にこれらの表現型が認められ
た。以上のことから、皮下線維芽細胞において、細胞質分裂障害が引き起こされることを示している（図 4）。
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図 4． 損傷治癒過程の細胞質分裂障害
（A）Ki-67 の損傷部位の組織染色。（B）A を定量化。（C）ビメンチンの組織染色で、2 核細胞、ブリッジ構造
の出現を検討。（D）蛍光免疫染色で多中心体の出現を検討。（E）C の 2 核細胞を定量化。（F）D の多中心体を
定量化。　Error Bar: SE. *p < 0.05. **p < 0.01. ***p < 0.001.

５．損傷部位での Aneuploidy、 DNA 損傷修復、老化マーカーの検討
　損傷部位において、Aneuploidy、 DNA 損傷修復の出現を観察し、これらから少し遅れて老化マーカーである β−ガ
ラクトシダーゼ陽性細胞が出現することを認めた２）（図 5）。
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図 5． 細胞質分裂障害を起こした細胞の運命
（A）FISH で染色体異数性を検討。（B）DNA 損傷修復や複製ストレスのマーカーである γH2AX の組織染色。
（C）老化マーカーである β−ガラクトシダーゼの組織染色。（D-F）A-C を定量化した。

６．経時的変化のまとめ
　β−ガラクトシダーゼ以外のマーカーとして知られる p21、p16、p19 を損傷部位出の発現を経時的に検討したとこ
ろ、４倍体化する時期において、p53 の標的遺伝子である p21 の発現がホモ変異マウス特異的に亢進することを認めた
が２）（図 6A）、これは、この損傷治癒実験で 4 倍体化チェックポイント機構が機能していることを示唆している。さら
に、図の実験から、ホモ変異マウスの損傷部位の線維芽細胞では３つ以上の中心体が存在するため、細胞質分裂障害を
引き起こした 4 倍体細胞が細胞分裂していることが明らかとなった。各指標の経時的な推移から、4 倍体細胞ができた
のちに染色体異数性が認められ、それと同時に、DNA 損傷反応や複製ストレスの際に上昇する γH2AX の亢進、最後
に老化マーカーである β−ガラクトシダーゼの誘導が認められた（図 6B）。
　この研究から、我々は、細胞質分裂障害によって生じた 4 倍体細胞が次の細胞周期に入ることにより、その際に染色
体の不等分配が起き染色体異数性がおきること、さらに、これらの細胞ではがん化せず、老化に向かうことを明らかに
した２,３）（図 6C）。現在、異なった組織に特異的に発現する中間径フィラメントのリン酸化不全マウスを作製してお
り、今後細胞質分裂障害型の染色体異数性細胞の運命を検討する。さらに、一次線毛と細胞増殖の連関も視野入れて、
細胞運命の解析を進めていきたい４,５）。
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図 6． 経時的変化のまとめと我々が考えているモデル
（A）p21, p16, p19 の老化マーカーの real-time PCR。（B）損傷後の各指標の経時的な推移。（C）我々が考える
仮説。
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