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研究成果の概要（和文）：塩化ラジウム－223を用いた治療に、リンパ球にどの程度の放射性組織障害が出現す
るのか、DNA損傷部位に集積するγ-H2AXを用いて検討した。対象は患者4名で、計12回のゾーフィゴ治療を施行
した。治療前、治療２４時間後に採血し、リンパ球を分離しγ-H2AXを用いて免疫染色を行なった。治療前後の
リンパ球に発生するDNA損傷数の測定を行った。結果：投与前後でのリンパ球数50個を対象にしたγ-H2AXの輝点
の１細胞当たりの平均値は、治療前0.４７±1.０９ 治療後0.７２±1.３４であった。治療によりDNA損傷の有意
な増加を示した。治療によりリンパ球のＤＮＡ損傷として軽度の放射線障害が認められた。

研究成果の概要（英文）：Our study was to evaluate the degree of radiotoxicity to lymphocytes after 
radium-223 therapy using γ-H2AX foci immunodetection. We studied 4 patients who were treated with 
Ra-223 totally 12 times. Lymphocytes were isolated from the blood samples and subjected to γ-H2AX 
immunofluorescence staining. A total of 50 lymphocytes were visually evaluated. The number of foci 
per lymphocyte nucleus was 0.47 ± 1.09 before and 0.72 ± 1.34 after therapy, and this difference 
was statistically significant (P<0.001). γ-H2AX foci immunodetection in lymphocytes may detect 
radiation-induced DNA damage associated with Ra-223 therapy.

研究分野： 核医学

キーワード： 塩化ラジウムー２２３　DNA損傷　リンパ球　放射線障害
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
実際には塩化ラジウム－２２３を用いた放射線内部照射治療では、様々な副作用が生じているが、重大な副作用
としてリンパ球減少等の骨髄抑制があることは確認されている。その副作用を早期で評価できれば、副作用緩和
にとって有用と考えられる。治療２４時間後のリンパ球をγ-H2AXを用いて免疫染色を行なって、リンパ球の
ＤＮＡ損傷を評価できるので、早期にある程度の骨髄のＤＮＡ損傷の一端を評価できると推測される。リンパ球
のＤＮＡ損傷の障害程度によって、臨床上早期に副作用に対応できる有用性が示唆される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 

前立腺癌の多発性骨転移に対する治療として塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部

照射治療１）が欧米では以前より治療として認可されており、本邦でも近年認可された。

しかしながら、実際には塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部照射治療では、軽度な

がら様々な副作用が報告されている。特にリンパ球に関しては、血中数の一過性の減少

を認めた報告がある。ところが、塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部照射治療に伴

う、生体内のリンパ球自体への影響である放射性組織障害に関して、DNA 損傷を直接

評価する検討は現在まで見られない。我々は既に、DNA 損傷を直接評価する検討とし

て放射性ヨードを用いた放射線内部照射治療に伴うリンパ球自体の放射性組織障害にγ

-H2AX を用いて検討し報告している２）。そこで今回、塩化ラジウム−223 を用いた放射

線内部照射治療について、血液の内で最も放射線感受性が高いと考えられているリンパ

球に対して、どの程度の放射性組織障害が出現するのか、DNA 損傷部位に集積するこ

とが知られているγ-H2AX を用いて基礎的に検討しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
 

γ-H2AX に対する抗体で細胞の免疫染色を行うと、DNA 損傷部位が核内の点として染色され、光

学顕微鏡で DNA 損傷の個数を数えることができる３）。この方法を用いて、治療前後の末梢血リン

パ球に発生する DNA 損傷数を定量する事が可能である。前立腺癌の多発性骨転移に対する治療

として塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部照射治療について、血液の内で最も放射線感

受性が高いと考えられているリンパ球に対して、どの程度の放射性組織障害が出現するのか、DNA

損傷部位に集積することが知られているγ-H2AX を用いて検討することを試みた。 

 
３．研究の方法 
 

（１）金沢医科大学倫理委員会で承認された塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部照射

治療目的患者の４名（男性４名）で、塩化ラジウム−２２３の投与治療をうける患者を対象と

した。患者４名で合計１２回の塩化ラジウム−２２３を用いた放射線内部照射治療を受けた。

治療前、及び治療２４時間後に患者より採血を行う。採血された血液中のリンパ球を、リンパ

球分離溶液(LYMPHO SEPARATION MEDIUM; MP)を用いて遠心分離しリンパ球を得た。 

 

 

（２）特殊スライドグラス上(ImmunoSelect® ADHISION SLIDES squarix)に固定したリンパ球に、

γ-H2AX に対する抗体(clone JBW301; Upstate) さらにそれに対する抗体(Polyclonal Rabbit 

Anti-mouse IgG-TRITC; DakoCytomation)及び 4’-6-diamino-2-phenyindole (DAPI) with 

mounting medium (PermaFlourTM Aqueous Mounting Medium Thermo)で細胞の免疫染色を行った

（図１）。蛍光顕微鏡(Olympus BX50)にてリンパ球細胞核５０個辺りの DNA 損傷部位が核内の点

として染色された DNA 損傷の個数を測定した（図２）。 

 

 

 

 



 

図１：リンパ球の DAPI 核染色 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２：リンパ球の核内のγ-H2AX を用いた DNA 損傷焦点 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

（３）同意の得られた正常者（６名）より採血して、リンパ球に対してリンパ球分離溶液を用

いて遠心分離する。In vitro でＸ線外部照射する実験で、分離リンパ球にはそれぞれ 0Gy, 

0.3Gy, 0.6Gy,0.9Gy (3 名)、0Gy,1Gy, 2Gy, 3Gy (3 名)を X 線外部照射(VARIAN CLINAC iX, 10MeV)

し、外部照射してできる DNA 損傷数と照射量との関係から求めた標準線を作成した。 

 
４．研究成果 

 

（１）対象患者 4名にゾーフィゴ治療前後にＤＮＡ損傷を測定した。ゾーフィゴ投与前後

でのリンパ球数 50 個を対象にしたγ-H2AX の輝点の１細胞当たりの平均値は、治療前

0.47±1.09 治療後 0.72±1.34 であった。ゾーフィゴ治療により DNA 損傷の有意な増加を

示した。（Wilcoxon’s signed rank test、P=0.001）。  

 

 各患者の治療ごとの増加に関しては、患者３：３回目治療において、治療前 0.02±0.14 

治療後 0.56±1.16、患者４:２回目治療において、治療前 0.38±1.24、治療後 0.90±1.40 

３回目治療において治療前 0.04±0.02 治療後 1.52±1.76 の有意な増加を示した。 
 

 X 線外部照射とリンパ球の DNA 損傷の個数の関係は、照射により DNA 損傷数は直線的に増加

しており、Y=5.7X+1.2, R2=0.99 として求められた（図３）。 

 

（２）放射線照射によるＤＮＡ損傷刺激に晒された細胞の核内では、損傷を受けたＤＮＡが初

期応答として、ヒストンＨ２ＡＸをリン酸化して、リン酸化された H2AX(γH2AX)が損傷部位に

集積する。ＤＮＡ損傷であるＤＮＡ二重鎖切断をこのγH2AX に対する抗体を用いて、損傷数を

集積点数として評価することが可能である４）。γH2AX に対する抗体を用いた評価法は、低線量

被曝にも有用な方法と考えられている。我々の外部照射による正常リンパ球の検討結果からも



有用性が示された。 

 

図３：γ-H2AX を用いた DNA 損傷焦点数と照射量との関係 
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（３）我々は、今回前立腺癌骨転移に対するゾーフィゴ治療 24 時間後で、患者におけるリ

ンパ球の生物学的な放射線障害の程度について、γH2AX に対する抗体を用いて評価した。治療

後のリンパ球には、有意なγH2AX の点の数の増加として検出された。軽度ではあるが有意な

ＤＮＡ損傷が検出された。ゾーフィゴ治療によりリンパ球のＤＮＡ損傷として軽度の放射

線障害が認められた。ゾーフィゴ治療回数とＤＮＡ損傷との明らかな相関関係は見出せな

かった。 

 

（４）DNA 損傷部位に集積することが知られているγ-H2AX 用いた評価法は、前立腺癌骨転移に

対するゾーフィゴ治療（Ra-223）において、放射線組織障害を評価可能で有用であると考えら

れた。ゾーフィゴ治療治療における副作用の早期評価法として、臨床上の有用性が示唆され

た。 
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