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研究成果の概要（和文）：本研究ではガンマ線照射した末梢血リンパ球を用い、第1、2、4番染色体を検出する
３色FISH（蛍光 in situ ハイブリダイゼーション）解析により線量効果曲線式（線量推定式）を作成した。局
所被ばくの線量推定も可能であることがわかった。細胞動態解析を用いた染色体異常解析からは、転座の高度な
安定性が示され、遡及的線量評価が可能であることが確認できた。また、凍結保存末梢血リンパ球が線量推定検
査に利用できることがわかった。染色体異常の画像解析自動化に深層学習法が有効であることが示唆された。3
色FISHによる線量評価法は被ばく医療支援に有用であることが示され、画像解析自動化の本格研究開発が期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence in situ hybridization with three differentially colored 
chromosome painting probes (3-color FISH) was conducted to efficiently score exchange-type 
chromosome aberrations (dicentrics and translocations) induced in cultured peripheral blood 
lymphocytes by low-dose ionizing radiation exposure. A dose-response curve was constructed based on 
a total of about 155 thousand metaphases obtained from eleven dose-points of gamma irradiations (0, 
50, 100, 150, 200, 250, 300, 500, 750, 1000, 2000 mGy). The dose-response curve provided a good fit 
to the linear-quadratic model. It may serve as a means to assess the individual differences in 
cytogenetical radio-sensitivities. Results of cell kinetic analysis showed that translocation could 
be a useful marker for retrospective dose assessment. It was also inferred that deep learning method
 could be useful for development of automatic chromosome image analysis.

研究分野： 放射線生物学、人類遺伝学、人類細胞遺伝学

キーワード： 生物線量評価　二動原体染色体　転座　FISH法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
3色FISH法に基づいた線量評価法では従来のギムザ染色法と異なり技術習得訓練が不要で、明確に画像判定で
き、判定に要する時間が1/60以下に縮小できる。局所被ばくの線量評価も可能で、また、安定型染色体異常を指
標に含むため被ばく後の経過時間（検体採取タイミング）に影響されず、直近・過去に限らず起こった事故の被
ばく線量検査が可能で、長期追跡調査にも有用である。放射線事故における一次対応者・作業従事者の被ばく医
療支援や、宇宙飛行士を含む職業的被ばくを受ける人々の健康管理で貢献することが期待できる。また、本評価
法は化学物質による染色体異常の検出にも適用できる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 2011 年 3 月、東日本大震災の影響で東電福島第一原子力発電所事故が発生し、緊急作業にお

ける放射線業務従事者の線量限度（実効線量）が 100 mSv から 250 mSv に引き上げられた（2011

年 3 月 11 日～12 月 16 日）。放射線事故における特殊環境下の業務従事者では、予期せぬ放射

線被ばくを受ける危険性がある。線量推定方法として物理線量評価と臨床症状・検査値からの

推定もあるが、福島原発事故緊急時作業従事者の線量評価では津波と停電を伴う複合被害のた

め、十分な物理線量情報が得られない可能性があった。生物線量評価による医療支援が重要と

なる。 

 生物線量評価法では、放射線により切断され誤って 2個の染色体が融合した二動原体染色体

の生成頻度を指標とした推定法が、国際標準化された最も信頼される方法となっている(ISO 

19238)。あらかじめ健常人末梢血リンパ球の in vitro 照射実験によって線量と二動原体生成頻

度の検量線を作成し、患者の二動原体生成頻度を当てはめて線量推定する。申請者はこの手法

で福島原発事故緊急時作業従事者の線量評価を担い（Suto Y, et al., Health Physics  105: 

366-373, 2013）、IAEA、WHO、UNSCEAR をはじめとする国際的機関で高い評価を受けている。し

かしながらこの方法には以下に示す 3つの大きな問題点がある。【課題１】二動原体をギムザ染

色で形態的に判定するので、熟練と長時間の解析を要する（熟練者で実質 30 時間以上／検体）。

【課題２】指標とする不安定型染色体異常は時間とともに消失するため、国際標準化機構によ

り被ばく後４週間以内の適用が推奨されている(ISO 19238)。【課題３】末梢血リンパ球の分裂

中期染色体を指標とするため、細胞培養 48 時間を要し、被ばく患者受け入れ即日の診断はでき

ない。 

 申請者は【課題３】について既に「放射線被ばく事故における迅速なトリアージのための生

物線量評価法の開発」［科研費・基盤(C)2014～2016 年度、研究代表者］の研究により、培養時

間を要しない細胞融合による未成熟染色体凝縮現象を利用し、FISH 法を組み合わせて被ばく患

者受け入れ６時間で可能な線量評価法を開発した。本研究は、残る【課題１・２】に挑戦する

ものである。 

 本研究では、ヒト各染色体に特異的にハイブリダイズする蛍光標識 DNA プローブを用いた

FISH 法を用いることとした。現在、ヒト 24 種の染色体を同時に染め分けるマルチカラーFISH

が可能である。しかしながらこの方法では、得られる情報量が過剰で、染色体異常の診断に数

週間を要する。プローブは高価でもある（標本１枚につき約３万円。通常、被験者１名につき

標本５枚以上用いる）。そこで染色体を限定して解析をスピードアップし、スクリーニング結果

で必要と判断されればマルチカラーFISH を行うのが現実的である。本研究においては 3色 FISH

を採用した。二動原体染色体や転座染色体といった交換型の染色体異常は、2 つの異なる色の

隣接として明確に検出されるので、1個のメタフェーズにかかる観察時間がギムザ法の 1/30以

下で、訓練なく正確・迅速に判定できる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、従来測定が困難であった低線量域を含む放射線被ばく線量を評価するために、

末梢血リンパ球の交換型染色体異常を指標とした 3 色 FISH（蛍光 in situ ハイブリダイゼー

ション）法による線量評価法を開発する。 

 この方法は、被災者だけでなく、原子力災害・放射線被ばく事故／テロにおける一次対応者・
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緊急復旧作業従事者、宇宙飛行士のような特殊環境下での放射線業務従事者の特定線量限度を

超える被ばくの有無の判断に有用な情報を与え、人々の健康管理、安心・安全の提供に資する。

指標として 30 年経ても安定して検出される染色体転座を含むため、過去の放射線被ばく事故の

線量評価や長期追跡調査にも適用できる。本染色体分析法は、放射線や化学物質汚染の高バッ

クグラウンド地域住民の健康影響調査にも応用することができる。 

 

３．研究の方法 

 3 色 FISH 法により、ヒト第 1番、2番、4 番染色体をそれぞれ赤色（Texas Red標識）、緑色

（FITC 標識）、黄色（Texas Red標識と FITC 標識の混合）で検出する（手法については Suto Y, 

et al. Mutat Res - Genet Toxico Environ Mutagen 794: 32-38, 2015 参照）。 

(1) 5 個体のヒト末梢血リンパ球についてコバルト-60ガンマ線 0～2 Gy（線量率 0.4 Gy/分）

を照射して培養し、得られた染色体標本を用いて 3色 FISH を行う。観察された細胞数、染色体

異常の種類・数を記録し、線量効果曲線を得る。 

(2) バックグラウンド値（線量 0 Gy における染色体異常頻度）の個体差を検討する。 

(3) 過去に受け入れた被ばく検体の 3色 FISH解析検査から線量評価を試みる。 

(4) 3 色 FISHデータから細胞動態と染色体異常の関連を解析する（細胞動態の検出手法につい

ては、Suto Y, et al., Health Physics  105: 366-373, 2013 参照）。 

(5) 染色体画像解析の自動化（ソフトウェアの開発）に向けた検討を行う。 

 

４．研究成果 

  同意を取得した健常人検体および被ばく医療受け入れ検体の過去の検査データを使用して、

以下の結果を得た。 

 

(1) 低線量域線量効果曲線 

 健常人 5個体由来末梢血について、0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 mGy 照射を行って得ら

れた染色体標本を用いて3色 FISH解析を行い、線量効果曲線を作成した。1個体については500, 

750, 1000, 2000 mGy 照射標本で追加解析を行った。合計 487,000 メタフェーズの交換型染色

体異常（二動原体染色体および転座染色体）の解析から、次の線量効果曲線が得られた。線形

2次曲線への適合度検定ではいずれも高い p値が得られた。 

 

・Donor 1 (30 yr): Y=(0.0027±0.0005)+(0.011±0.012)D+(0.041±0.049)D2, p=0.51 

・Donor 2 (40 yr): Y=(0.0026±0.0006)+(0.025±0.012)D+(0.0095±0.047)D2, p=0.57 

・Donor 3 (40 yr): Y=(0.0033±0.0006)+(0.014±0.016)D+(0.038±0.06)D2, p=0.52 

・Donor 4 (50 yr): Y=(0.0021 ±0.0003)+(0.0041±0.0057)D+(0.074±0.022)D2, p=0.8675 

・Donor 5 (70 yr): Y=(0.0029±0.0005)+(0.0272±0.0095)D+(0.0140±0.0347)D2, p=0.70 

［Y: 染色体異常生成頻度, D: 線量(Gy)］ 

 

 なお、遡及的線量評価のためには安定型染色体異常のみを指標とするので、別途転座染色体

のみの線量効果曲線を作成した（省略）。 
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(2) バックグラウンド値 

 Donor 1 の線量効果曲線を標準曲線として用い、国際標準法（ISO 20046）で推奨されている

年齢補正計算式、 

・TR(age)=100(exp(−7.925)+exp(−9.284)×(age×exp0.01062×age)) 

［TR: 転座, age: 年齢(歳)］ 

の適用を試みた。Donor 2〜5 について、必ずしも年齢補正計算式は適合せず、年齢が高くても

バックグラウンド値が低い例や年齢が低くてもバックグラウンド値が高い例がみられた。同様

に、過去の被ばく医療受け入れ検査データ（ギムザ法による二動原体分析結果および 3 色 FISH

解析結果）を用い、線量推定方法を比較したところ、標準曲線式（Donor 1）と年齢補正計算式

を用いた場合、バックグラウンド値がマイナスになるため線量推定ができない例がみられた（投

稿論文準備中）。年齢が適合した Donor の線量効果曲線式を用いた方が、標準曲線式（Donor 1）

に年齢補正計算式を用いた場合より二動原体分析による推定線量結果と適合した。5 個体のデ

ータに基づく検討のためまだ不十分であるが、年齢差より個体差（生物学的年齢差）の方が大

きい可能性がある。 

 国際標準法（ISO 20046）では複数の年齢層ごとの線量効果曲線を、各層 5名以上の個体を用

いて作成することも推奨している。線量推定の精度を上げるには、年齢補正計算式を用いるよ

り、複数個体を用いた実データからの推定式を用いる方が良いことが示唆された。実際の事故

対応では、後者を直ちに準備することは困難なので、検査において以上のことを考慮して線量

推定する必要がある。 

 なお、バックグラウンド値が高く逸脱した個体が 1例みられた。原因の一つとして、喫煙習

慣の影響（1日 40 本のタバコを喫煙）が考えられる。実際の被ばく事故での検査では喫煙習慣

の確認をする必要がある。 

 

(3) 被ばく検体データ解析 

 局所被ばくの線量推定について検討した。過去 4週間以内に心臓カテーテルを受けた被験者

およびコントロール各 1 検体の末梢血を用い、ギムザ染色による二動原体分析と 3色 FISH解析

を行った（各 1500メタフェーズを解析）。医療被ばく被験者で、両手法で u値が 1.79 を超えて

ポアソン分布の逸脱がみられ、局所被ばくであることが示された（局所被ばく推定線量、推定

局所率に有意差無し）。3 色 FISH 法でもギムザ染色による二動原体分析法と同様に局所被ばく

が検出できることが確認できた。 

 

(4) 細胞動態解析 

 実験的に 2 Gy 照射した末梢血を用いた 3色 FISH で 1回目分裂、2回目分裂、3回目分裂の細

胞間染色体異常生成頻度比較を行った。その結果、分裂回数にしたがって二動原体（不安定型

染色体異常）は減少し、転座（安定型染色体異常）は維持されることが確認された（投稿論文

準備中）。当研究機構で実施している被ばく事故後の年定期健診における染色体検査データを用

いて、安定型染色体異常（転座、染色体断片挿入）、不安定型染色体異常（二動原体、環状染色

体、染色体断片など）および安定型細胞、不安定型細胞の頻度の経年変化を調べたところ、不

安定型細胞は減少し、安定型細胞は維持される傾向にあることがわかった（投稿論文準備中）。 

 さらに、採取・照射後分離し 1年以上凍結保存した末梢血リンパ球について細胞培養し 3色
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FISH解析を行い、データ比較をした。同一個体由来の新鮮血 2 Gy 照射検体、非照射 1.2 年凍

結保存検体、2 Gy 照射 1.5 年凍結保存検体を用いたところ、2回目分裂細胞頻度に変化は無く、

1回目分裂細胞の比較で各種染色体異常の生成頻度に差がみられなかった（詳細は Suto Y, et 

al., Cytologia 85: 71-77, 2020, Table 2 参照）。凍結保存リンパ球を用いた FISH解析法は、

原発事故作業者の健康管理等において初期値の確保が可能になるなど有用性が高い。 

 

(5) 染色体画像解析の自動化の検討 

 3色FISHの染色体画像では、異なる2色の隣接が交換型染色体異常を示す。機械学習による染色

体異常検出はFISH画像であれば比較的容易であることが予想された。0〜3 Gy照射3色FISHメタフ

ェーズ画像を用いて機械学習の導入を検討した。 

 FAST Visionソフトウェアを用いて人間によるパラメータ設定（特徴付け）を行い、画像700

枚について自動検出を試験したところ、染色体検出力も染色体異常分類能も精度が低く、誤検知

が多くみられた。試みに、少数ではあるが120枚の画像を用いて人間によるパラメータ設定によ

らない深層学習法（畳み込みニューラルネットワーク）を用いたところ、染色体検出性能はまだ

不十分であるが、検出できた染色体については、交換型染色体異常の検出の精度は86%、感度は

99%で、深層学習法が有用であることが示唆された。3色FISH解析は被ばく医療における染色体検

査のほかにも臨床上の汎用性が高い。今後の本格的な研究開発がまたれる。 

 

(6) まとめ 

 本研究では、ガンマ線照射した末梢血リンパ球を用いた第 1、2、4 番染色体を検出する３色

FISH解析により、 

①線量効果曲線式（線量推定式）を作成した。 

②バックグラウンド値については、年齢差よりも個体差の方が大きい可能性が示唆された。 

③局所被ばくの線量および局所率（体積比）の推定が可能であることが示された。 

④細胞動態解析を用いた染色体異常解析から、転座染色体の安定性が高く遡及的線量評価が可

能であること、受け入れ患者の分離リンパ球の凍結保存後の調査が可能であることをが示され

た。 

⑤染色体異常解析の自動化に深層学習法が有効であることが示唆された。 
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