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研究成果の概要（和文）：放射線被ばく事故では被ばく線量から急性放射線症候群の重篤度や発症時期を予測す
る。適切に患者の振り分け（トリアージ）を行うには、被ばく線量を早期に推定することが急務となる。従来の
生物学的線量評価法は48時間から72時間の細胞培養を要する。遺伝子発現変動を指標とした新しい評価法には検
体採取の適合期間が短く、被ばく事故には必ずしも適さない。本研究では培養時間が不要な未成熟染色体凝縮技
術と蛍光in situハイブリダイゼーション法を組み合わせ、血液検体受け入れ後約6時間でトリアージのための線
量評価が可能な方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Conventional cytogenetic assays require two- or three-day peripheral blood 
lymphocyte culture before starting chromosome analyses to estimate biological doses. Therefore, 
alternative technologies that suit requirements for triage biodosimetry are needed. 
Radiation-induced DNA double strand breaks in G0 lymphocytes can be detected as interphase 
chromosome aberrations by the cell fusion-mediated premature chromosome condensation (PCC) method. 
In the present study, in combination with PCC and fluorescence in situ hybridization using 
pan-centromeric and telomeric peptide nucleic acid probes, prematurely condensed dicentric 
chromosome (PCDC) assay was developed, which has the potential for evaluating exposed radiation 
doses in as short as six hours after the collection of peripheral blood specimens for triage mode 
biodosimetry.

研究分野：放射線生物学、人類遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 放射線被ばく事故では、被ばく線量から
急性放射線症候群の重篤度や発症時期を予
測する。適切に患者の振り分け（トリアー
ジ）・治療方針の決定・医療準備を行うには、
被ばくが疑われる患者の被ばく線量を早期
に推定することが急務となる。生物学的線量
評価法としては、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(二動原体染色
体分析)が、国際標準化された代表的な方法
である。同様な原理で他の染色体異常頻度を
指標とした線量評価法として、化学的誘導に
よ る 未 成 熟 染 色 体 凝 縮 法 (premature 
chromosome condensation assay, PCC 法)や
小核法が知られている。どの手法にしても細
胞培養 48～72 時間を要し、線量推定までに 3
～5日以上かかることが問題となっている。 
 
(2) 本研究では、細胞融合による PCC 法を用
いた線量評価に着目した。CHO 細胞の分裂中
期細胞とヒト末梢血リンパ球（間期核）にポ
リエチレングリコール(PEG)を加えて融合さ
せると、リンパ球では G0/G1 期でありながら
染色体凝縮が生じる。他の生物線量評価法と
異なり、血液検体受け入れ後わずか 3～5 時
間のうちに（即日）結果が得られるのである。
通常、細胞融合 PCC 法では染色体断片の頻度
が指標とされている。しかし、実用化には困
難な点がある。第一に、融合細胞の発生頻度
が非常に低い（8%以下）。第二に、ヒト凝縮
染色体は細長くコイル様の輪郭を呈するた
め、従来のギムザ染色法では染色体断片の判
別が難しい。したがって有望な手法であるに
も関わらず、最初の論文報告から 40 年を経
た現在でも、細胞融合による PCC 法は実際の
放射線被ばく事故において線量推定に利用
されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞融合による PCC法を改良し、
蛍光 in situ ハイブリダイゼーション(FISH)
法を組み合わせて染色体異常の検出力を上
げることで、緊急時のトリアージのための線
量評価に適した検査システムを確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト末梢血リンパ球と Chinese Hamster 
Ovary(CHO)細胞の細胞融合最適条件を決定
する。ガンマ線照射ヒト末梢血リンパ球を 0
～72時間 37℃保存後に作製した PCC標本で、
動原体周辺アルフォイド配列とテロメア配
列をプローブとした 2 色 PNA-FISH による二
動原体染色体および染色体断片の検出を行
い、それぞれの指標の線量効果関係や動態を
明らかにする。二動原体頻度を指標に、患者
のトリアージに必要な観察細胞数と線量効
果曲線を決定する。 
 
(2) 細胞融合にエレクトロポレーションの

導入を試みる。 
 
(3) 最新型顕微鏡画像解析システムがもつ
自動分析機能のテストランを行い、実用性を
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) PCDC (prematurely condensed dicentric 
chromosome) 法の確立 
①細胞融合による未成熟染色体凝縮過程に
おいて、従来用いられたウシ胎児血清の代わ
りにリンパ球分離の過程で生じる自己血漿
を添加することで、細胞融合率が 2倍程度増
加した（12%）。 
②動原体周辺アルフォイド配列とテロメア
配列をプローブとした 2 色 PNA-FISH 法［図
１］を確立した。図２に示すように、血液検
体採取からリンパ球分離、細胞融合、標本作
製、PNA-FISH、画像解析開始までの過程を 5
時間以内に終了することが可能となった。 
③PCCとPNA-FISH法を組み合わせて行う二動
原体分析法（PCDC 法）を世界で初めて提唱し
た［引用文献１］。 
④PCDC 法で検出される染色体異常（染色体断
片と二動原体染色体）の時間的経過（生成・
修復の動態）を観察した。染色体断片は早期
に修復されて減少し安定すること、二動原体
染色体は安定して観察されることが明らか
となった［図３］。このことは、患者からの
採血タイミングをコントロールすることが
困難な緊急被ばく医療において有用な方法
であることを示している。 
⑤60Co ガンマ線照射した末梢血リンパ球を用
いて染色体断片および二動原体染色体異常
を指標とした線量効果曲線（検量線）を作製
することができた［図４, 過剰な染色体断片, 
Y = (0.0467  0.0134) + (1.0410  0.0315) 
 D, p > 0.45, 二動原体染色体, Y = (0.0000 
 0.0000) + (0.0709  0.0359)  D + (0.0444 
 0.0121)  D2, p > 0.95. Y: aberration 
yield, D: dose (Gy)］。50細胞の観察から 1 
Gy と 3 Gy の照射が判別され、緊急被ばく医
療の初期段階のトリアージに有用であるこ
とが示唆された。 
⑤PCC 標本で各染色体特異的 DNA プローブを
用いた FISH 法（染色体ペインティング法）
を行う条件を決定した。ヒト 24 種類の染色
体が異なる色で検出する M-FISH と、3種類の
染色体を異なる色で検出する3色FISH［図５］
が可能となった。これらにより、二動原体染
色体だけでなく転座も検出できるようにな
った。市販の M-FISH プローブは高価で、画
像解析（核型分析）に時間がかかる。3色 FISH
で迅速にスクリーニングすることが可能で
ある。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．PCC 標本の PNA-FISH 像 1)（赤色：Cy-3 標識動原

体検出プローブ、緑色：FAM 標識テロメア検出プローブ、

青色：DAPI 対比染色、矢印：二動原体染色体） 

図２．PCDC 法の概要 1) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．染色体異常生成の動態 1) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．PCDC法による線量効果曲線 1)［60Coガンマ線照射、

線量率 0.4 Gy/min。バーは 95%CI を示す。過剰な染色体

断片(●), 二動原体染色体(■)］ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５．PCC 標本の 3色 FISH 像（赤色：1番染色体、緑色：

2番染色体、黄色：4番染色体） 

 
(2) ヒト末梢血リンパ球とCHO細胞の細胞融
合において、エレクトロポレーション装置
(ECFG21, ネッパジーン社)が利用可能であ
ることが確認された。今後、大規模事故時に
起こり得る検体の多様性に対応できるよう、
条件の異なる検体（個体差、採血後の保存時
間・温度など）を用いた検証が必要である。 
 
(3) 現有の顕微鏡システムに適した最新型
顕微鏡画像解析ソフトウェア（メタシステム
ズ社）の開発・導入の遅れにより、研究期間
内にテストを実施できず、情報収集に留まっ
た。2018 年度中に導入する予定である。 
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