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研究成果の概要（和文）：大規模放射線災害時には速やかに被ばく線量を推定する必要がある。本研究では，メタボロ
ミクスによる新規被ばくバイオマーカーの検索を目的とした。
ヒト末梢血モデルにおいては、末梢血に5 GyのX線を照射し、分離リンパ球をPHAで刺激培養した。また、マウス被ばく
モデルでは、マウスにX線を照射し、7日後に採血した末梢血の分離リンパ球を分裂刺激剤で刺激培養した。培養上清お
よび細胞抽出液を解析試料として高極性カラムおよび四重極・飛行時間型質量分析計により試料を分析後，主成分分析
(PCA)を行った。解析により、被ばく線量評価マーカー候補となるメタボライトが複数検出された。

研究成果の概要（英文）：It is necessary to estimate immediately the individual exposure dose in a 
large-scale radiation accident. In this study metabolomics were performed in human peripheral blood ex 
vivo irradiation model or mouse in vivo irradiation model in order to develop a novel biomarker which 
useful for biodosimetry in the radiation emergency medicine.
In human peripheral blood ex vivo irradiation model, whole blood was irradiated with X-ray. And, mice 
were irradiated with x-ray in mouse in vivo irradiation model. The isolated lymphocytes were cultured in 
the presence of mitogen. The supernatants and cell extracts were applied a non-targeted MS-based 
metabolomics analysis using a high performance liquid chromatography-quadrupole time-of-fright mass 
spectrometry. Multivariate analysis of the obtained metabolites showed clear separation between the 
groups in both human and mouse irradiation model, and some candidates which useful for biomarker were 
detected in irradiated group.

研究分野：分子細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
生物学的被ばく線量評価の国際的ゴール

ドスタンダードである二動原体性染色体
（DIC）（IAEA, Vienna 2001）法には 48 時
間の培養が必要であり、さらに解析に時間を
要することから、大規模災害時の大量傷病者
発生の際には直ちに結果を報告することが
困難となる。一方、血清中タンパク質
（Ossetrova NI, Int J Radiat Biol. 2009, 
Health Phys. 2010）を指標とした線量評価
は、高速処理可能であるが被ばく後の経時的
変化が著しく、また、連続照射における正確
な動態が不明である。従って、高速処理可能
かつ生体試料（血液）採取時間に依存しない
被ばく線量評価バイオマーカーの開発が必
要である。我々は末梢血リンパ球培養による
染色体変異を指標とした被ばく線量評価を
実施しており、染色体変異解析と検体を共用
可能である。 

 
２．研究の目的 
生物学的被ばく線量評価において、大規模

放射能汚染事故の大量傷病者発生に対応可
能な高速処理可能かつ生体試料（血液）採取
時間に依存しない被ばく線量評価バイオマ
ーカーの開発が必要である。本課題は、
UPLC-MS/MS システムを用い、ヒト末梢血
リンパ球 ex vivo 被ばくモデルにおける代謝
物の網羅的解析を行い、採血時間に依存しな
いハイスループット被ばく線量評価バイオ
マーカーの開発を目的とする。また、新規被
ばく線量バイオマーカーに及ぼす放射線感
受性影響を染色体異常解析と比較解析する
と共に、測定法の最適化及び簡易測定法の開
発を行う。さらに、住民や作業員の連続被ば
くへの対応を想定し、動物照射モデルを用い
て新規バイオマーカーの有用性を検証する。
本研究により開発されるバイオマーカーは、
染色体解析への前段階スクリーニング法と
しての応用が期待される。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト末梢血 ex vivo 被ばくモデル 

20 代の男女 8 名の末梢血に 5 Gy(1.0 
Gy/min)の X 線を照射し、分離リンパ球を PHA
刺激下で培養後，経時的(0, 24, 48 h)に回
収・処理した。培養上清および細胞抽出液を
解析試料として高極性カラムおよび四重
極・飛行時間型質量分析計（Q-TOF/MS）によ
り試料を分析後，Marker View®(AB SCIEX)に
よる主成分分析(PCA)を行った。 
 
(2)マウス in vivo 被ばくモデル 
C57BL/6J マウスに，0.75Gy および 1.5Gy

の X 線(1.0Gy/min)を照射し，7日後に採血し
た末梢血の分離リンパ球を concanavalin A 
および phytohaemagglutinin 刺激下で 24 時
間培養した。培養後に細胞浮遊液を回収し，
高速液体クロマトグラフィおよび四重極・飛
行時間型質量分析計(Q-TOF/MS/MS)により培

養上清および細胞抽出液中の代謝物を網羅
的に分析し，さらに Marker View®(AB SCIEX)
による主成分分析(PCA)を行った。 
 

４．研究成果 
(1)ヒト末梢血 ex vivo 被ばくモデル 
PHA 刺激下で培養した PBL の細胞内メタボ

ライトについて PCA による解析を行った。
positive mode および negative mode では，
培養時間(0, 24, 48 h)および X 線照射群と
非照射群との間で各群のプロットが散在し
ており，グルーピングは困難であった。しか
し，negative mode の 0 時間対 24 時間培養の
組み合わせに着目すると，scores plot にお
いて培養時間および X線照射群・非照射群と
の間でグルーピングが可能であった。この組
み合わせについて loadings plot を解析した
結果，複数のメタボライトを検出することが
できた。また，0時間対 48時間培養の組み合
わせにおいても同様の結果を得ることがで
きた。以上のことより，negative mode に関
しては，X線照射および培養時間の24時間後，
48 時間後それぞれでグルーピングに寄与す
る分子の存在が示唆される。 
培養中に細胞内で生成したメタボライト

の中には細胞内にとどまるものだけでなく，
培養上清中に遊離してくる分子も存在する。
そこで，培養上清についても PCA による解析
を行った。negative mode に関しては，細胞
抽出液と同様に各群のプロットが散在して
おり，グルーピングは困難であったものの，
positive mode による計測では培養時間(0, 
24, 48 h)および X 線照射群と非照射群との
間でグルーピングを確認できた。そこで，培
養上清の positive mode による解析に注目し
たところ，0時間対 24 時間培養のサンプル間
で X線照射の有無および培養時間でグルーピ
ングが可能であり，loadings plot よりメタ
ボライトを複数検出することができた(図 1)。
さらに，0時間対 48 時間培養のサンプル間で
も X線照射の有無および培養時間でのグルー
ピングおよびメタボライトの検出が確認で
きた。 

 
図 1．培養後 24 時間におけるヒト末梢血リン
パ球培養上清中メタボライトのＰＣＡ解析
結果． 
 
(2)マウス in vivo 被ばくモデル 



PHAおよびConA刺激下で培養したPBLの細
胞内メタボライトについて PCAによる解析を
行った。HILIC カラムを用いた場合，positive 
mode および negative mode の双方で非照射群，
0.75 Gy 照射群，1.5 Gy 照射群のグルーピン
グが可能であった。また，C18 カラムを用い
た場合もpositive modeおよびnegative mode
の双方で 3群のグルーピングが可能であった
（図 2）。それぞれについての loadings plot
を解析した結果，複数のメタボライトを検出
することができた。また、ANOVA においても
3 群の有意差が認められたメタボライトが多
数検出できた。以上のことより，X 線照射に
よるグルーピングに寄与する分子の存在が
示唆される。 

 
図 2．C18 カラムを用いた培養上清メタボラ
イトの PCA 解析結果． 
 
 培養上清についても PCAによる解析を行っ
た。こちらも細胞抽出液と同様に，HILIC カ
ラムを用いた場合，positive mode および
negative mode の双方で，非照射群，0.75 Gy
照射群，1.5 Gy 照射群のグルーピングが可能
であった。C18 カラムを用いた場合も
positive mode および negative mode の双方
で3群のグルーピングが可能であった（図3）。
それぞれについての loadings plot よりメタ
ボライトを複数検出することができた。 ま
た、ANOVA においても 3 群の有意差が認めら
れたメタボライトが多数検出できた。したが
って，細胞上清中にも X線照射によるグルー
ピングに寄与する分子の存在が示唆される。 

 
図 3．C18 カラムを用いた細胞抽出液中メタ
ボライトの PCA 解析結果． 
 
 それぞれの loadings plot より検出した培
養上清中のバイオマーカー候補物質につい
て，Peak View(AB SCIEX)の Formula Finder
により解析を行った（表１）。これにより 8

つの物質について分子式が推定された。 
 

表 1．バイオマーカー候補リスト 
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