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研究成果の概要（和文）：本研究では、１細胞レベルの情報を測定できるFlow Cytometry（FACS）法と、染色体
の欠失が検出可能な蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)法を組み合わせたFlow-FISH法の開発に挑戦し
た。放射線照射で４番染色体のPax5領域に欠失が生じたB細胞性リンパ腫に、Pax5-BACプローブと4番染色体ペイ
ンティングプローブでFISHを行い、Pax5を含む領域の転座や欠失を染色体観察で確認した。液中の細胞標識は、
細胞・核の形態維持が困難でFACS 分析に適さなかった。さらに生細胞へPax5を標的とするdCas9-FISH法を試
み、一部のリンパ球で細胞核の蛍光標識に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop a Flow-FISH method that combines Flow
 Cytometry (FACS), which can measure information at the single cell level, and Fluorescence in situ 
Hybridization (FISH), which can detect chromosomal deletions. We performed FISH using a Pax5-BAC 
probe and a chromosome 4 painting probe on B-cell lymphoma in which the Pax5 region of chromosome 4 
had been deleted due to radiation exposure and confirmed the translocation and deletion of the 
region containing Pax5 by chromosome observation. Cell labeling in liquid was not suitable for FACS 
analysis because it was difficult to maintain the morphology of the cell and nucleus. We also 
attempted the dCas9-FISH method, which targets Pax5 in live cells, and succeeded in fluorescently 
labeling the cell nuclei in some lymphocytes.

研究分野： 放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原爆被爆者や医療放射線に被ばくした集団の疫学調査から、被ばくした量に比例してがんのリスクが上昇するこ
とが示されている。低レベルの放射線被ばくによる発がんリスクは、自然発症と放射線被ばくによるがんを区別
できないため、正確に評価することは困難である。１細胞レベルの情報を測定できるFlow-FISH法が開発できれ
ば、低レベルの放射線被ばくによるがんリスクを直接的に評価する手法や発がんメカニズム解明のブレークスル
ーに繋がるだけでなく、がんを始めとする染色体異常を伴う疾病の早期発見や診断、治療効果の予測法の開発が
実現する。

※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、研究者個人に帰属します。



 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
原爆被爆者や医療放射線に被ばくした集団の疫学調査から、放射線を被ばくした量に比例して
がんのリスクが上昇することが示されている。しかしながら、東京電力福島第一原子力発電所事
故等で懸念されるような低レベル（100 mGy 以下）の放射線被ばくによる発がんリスクは、生活
習慣要因によるリスクと比べて圧倒的に小さい上に、自然発症と放射線被ばくによるがんを区
別することができないため、疫学的手法によって正確に評価することは困難である。したがって、
低レベルの放射線被ばくによるがんリスクを直接的に評価する手法が求められている。直接的
な評価が可能となれば、低線量被ばくのリスク評価や発がんメカニズム解明のブレークスルー
に繋がるだけでなく、がんを始めとする染色体異常を伴う疾病の早期発見や診断、治療効果の予
測法の開発が実現する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、放射線誘発白血病マウスモデルの解析で明らかになった特徴的な異常を分子指標
に、１細胞レベルの情報を測定できる Flow Cytometry 法と、染色体の欠失が検出可能な蛍光 in 
situ ハイブリダイゼーション(FISH)法を組み合わせた Flow-FISH 法の開発を目的とした(図 1)。 

３．研究の方法 
これまでに、白血病マウスモデル（T細胞リンパ腫や急性骨髄性白血病）の研究から、放射線被
ばく 3 ヶ月後（早いものでは 2～3 週間後）から、増殖した前がん細胞における染色体欠失が観
察されることが報告されている（Go et al Cancer Sci., 101:1347, 2010、Verbiest et al 
Leukemia, 32:1435, 2018）。そこで本研究では、我々が被ばくに特徴的な異常として染色体欠失
を明らかにした放射線誘発 Bリンパ腫の系を用いた（Tachibana et al Carcinogenesis., 43:693, 
2022）。マウスに照射後経時的に血漿と骨髄・リンパ組織を採取しリンパ球細胞を単離、および
非照射マウスのリンパ球も同様に単離した。さらに、これまでの放射線誘発白血病マウスモデル
のゲノム解析で明らかになった特徴的な異常（4 番染色体の欠失）が見られる領域に結合する蛍
光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）プローブ（Pax5-BACプローブ）を作製し、単離し
たリンパ球細胞の染色体の FISH を行い得られた染色体を解析し、さらに FACS を検討した（図
2）。 
 
1） リンパ球サンプル：若齢期(7 週齢)の野生
型 B6C3F1 マウスに放射線（γ 線、4 Gy, 
0.5 Gy/min）を照射し、30 から 60週齢（照
射後 23から 53 週目）に解剖を行い、経時
的に血漿と骨髄・リンパ組織を採取し、血
球 分 離 試 薬 （ Lympholyte-M, 
Cedarlanelabs, カナダ）によりリンパ球
細胞を単離し CELLBANKER1 (日本全薬工
業, 福島)に懸濁して−80℃で保存した。同
時に、非照射のマウスからもコントロール
用の細胞を同様に単離保存した。 

2） FISHプローブの準備：放射線誘発白血病マ
ウスモデルのゲノム解析で明らかになっ
た 4 番染色体の欠失領域に含まれる Pax5
遺伝子座内 200～700 Mb の 配列に対応す
る 1～3種類の BAC クローンを選択し、FISH用カスタムプローブ（FITC-Pax5-BACプローブ、
クロモソームサイエンスラボ、北海道）を調達した。また、弘前大学・藤嶋洋平助教の協力
の下、より蛍光の強い Alexaシリーズの蛍光タンパク質を修飾した Alexa546-Pax5-BACプロ
ーブを作製した。また、Flow-FISH のポジティブコントロールとして、既製品の X性染色体
を標的とした、FITC修飾の FISHプローブ（MXY-10、クロモソームサイエンスラボ）につい
ても調達した。 



 

3） Karyotype 解析： 1）の解剖により採取した骨髄細胞、脾臓細胞及びリンパ腫の一部は、2 時
間（骨髄・リンパ腫）、46 時間（脾臓）37 ℃で培養した。尚、脾臓細胞の培養にはリンパ球
の分裂を促進する Concanavalin A、Lipopolysaccharide、Phytohemagglutinin を含む培地
を用いた。培養後に Colcemid 処理及び 0.075M KCl（低張液）処理を行い、カルノア固定し
たリンパ球を、スライドグラス上に展開し、染色体標本を作製した。 

4） 染色体標本について Quinacrine/Hoechst 蛍光二重染色を行い、Metafer システムを用いて
高解像度で撮影し、染色体の本数や欠失および転座等の構造異常を解析した。 

5） 染色体標本について、Alexa546-Pax5-BAC プローブと FITC 修飾 4 番染色体ペインティング
プローブ（MXP4-Green, MetaSystems, ドイツ）を用いたハイブリダイゼーション（BAC-FISH）
を行い、Metafer システムで撮影し、4 番染色体の Pax5を含む領域の転座や欠失を染色体観
察により解析した。 

6） BAC-FISH 法を応用した Flow-FISH の検討：実験系を確立するため、ハイブリダイゼーション
溶液中のリンパ球へ X 性染色体用 FISH プローブを用いて、雌（2 コピー）と雄(１コピー)
マウス由来細胞の検出を行うことで条件の設定を試みた。 

7） CRISPR-dCas9を用いた Flow-FISH の検討：ヒト胎児腎細胞 HEK293 又はマウス脾臓細胞につ
いて実施した。テロメアの反復配列及び Pax5 遺伝子座内の配列を標的とする sgRNAを設計
し、SNAP タグ及び核移行シグナル配列が修飾された dCas9（New England Biolabs, 
Massachusetts）と複合体を形成し、導入試薬として Lipofectamine（ThermoFisher 
Scientific Japan, 東京）または Hilymax（同人科学研究所, 熊本）を用い、発色基質 SNAP-
Cell-Star（ New England Biolabs）により、蛍光発色した。一部実験条件では、
Nuclear/Cytosolic Fractionation Kit（Cell Biolabs, California）を用いて核のみを単
離してから、上記と同様に手法で発色を行った。 

 
４．研究成果 
1） 解析用サンプルの単離保存：７週齢の雌 B6C3F1 マウスにγ線 4 Gy を照射し、30, 60週
齢（照射から 23, 53 週後）の骨髄・脾臓由来リンパ球（単核球）細胞を単離保存した。同
時に、非照射マウスからもコントロール用の細胞を同様に単離保存した。60週齢の照射マウ
ス（n=2）は放射線誘発 B リンパ腫（CD45R+）を発症したため、腫瘍細胞も得ることができ
た。また、一部細胞を用いて染色体標本を作製した。 

2） 照射後の染色体解析：照射・非照射マウス由来リンパ球の染色体標本について、
Quinacrine/Hoechst 蛍光二重染色による Karyotype 解析を行った。30週齢マウス由来の脾
臓リンパ球において、4 番染色体の転座や欠失が照射により有意に増加することを確認
し、放射線被ばくにより Pax5欠失が発生することが示唆された。 

3） 染色体標本について、Alexa546-Pax5-BAC プローブと FITC 修飾 4 番染色体ペインティング
プローブを用いて BAC-FISH を行った結果、60 週齢の照射群で Pax5 領域の片アレルの中間
欠失が 15％程度観察されたが、非照射群では観察されなかった（図 3）。また、放射線誘発
B リンパ腫の細胞では、Pax5 の欠失と 4 番染色体の転座がともに観察された。一方、BAC-
FISH は細胞の分裂頻度や標本クオリティの影響を受けやすいことが分かり、本手法を用い
た１遺伝子レベルでの欠失頻度の評価は難しいと判断した。 

4） BAC-FISH 法を応用した Flow-FISH の検討として、スライ
ドグラスへの細胞展開を行わず、液中の細胞への X性染
色体 BAC プローブを用いた FISH を試みたが、ハイブリ
ダイゼーションの過程における約 80 ℃の加熱および長
時間の 37 ℃インキュベーションにより細胞・核の形態
維持が困難となるため、当初の目的の Flow cytometry 
による分析には適さないことが明らかになった。 

5） CRISPR-dCas9を用いた Flow-FISH の検討として、まず、
テロメア及び Pax5を標的とするプローブ/sgRNAを作製
し、Lipofectamine を用いて HEK293 へ導入した。導入に
は成功したが、非結合のプローブの洗浄が不十分であ
り、Foci の観察は難しかった。一方、同手法でマウス脾
臓細胞へプローブの導入を試みたが、導入できなかった。 

6） 次に、HilyMaxを用いて、Pax5 プローブを方法 3の培地で
分裂を行う脾臓リンパ球に導入し、核を単離後に発色し
たところ、脾臓細胞においてプローブシグナルと思われ
る foci を観察した（図 4） 

7） 液体中の細胞への放射線誘発 B リンパ腫原因遺伝子の
FISH を実施したが、本課題の期間ではスライドグラス上
での Pax5 プローブシグナルの観察にとどまった。今後、
蛍光標識後の細胞が、Flow cytometry で解析可能か検証
し、細胞処理条件のさらなる改善を継続する。 

 

 
図 3．BAC-FISH を⽤いた照射マウスの
4 番染⾊体（緑）、Pax5（⾚）解析 
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図 4． dCas9-FISH によるリンパ球
の Pax5標識（⾚）と DAPI による核
染⾊（⻘） 

sg あり X40 ⻘：核、⾚：プローブ+⾊素
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