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研究成果の概要： 
センダイウイルスエンベロープ（HVJ-E）を用いて、未成熟染色体凝集（PCC）を簡便に誘導で
きた。放射線照射 24 時間後、すなわち DNA 修復がほぼ完全に終了した時点で誘導した PCC から
第 4染色体断片数を測定し、さらに照射前の第４染色体数で補正したところ、断片数と細胞生
存率の関係は、従来の報告とほぼ一致した。HVJ-E を用いる本方法でも放射線感受性が測定で
きることが示された。 
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１． 研究開始当初の背景 

放射線照射後の染色体障害と細胞の生存率

の間に密接な関連があることは知られてい

る。未成熟染色体凝集法 (PCC:Premature 

Chromosome Condensation)は，Ｍ期細胞を間

期細胞と細胞融合する事により、Ｍ期細胞の

染色体凝集因子により間期細胞の染色体に

凝集が誘導される現象で、間期細胞の染色体

障害を細胞を培養せず観察することが可能

である。申請者らは in vitro の研究で、放

射線照射後放射線障害からの回復がほぼ終

了時点の染色体障害から細胞生存率が予測

される可能性を示してきた。本法は、細胞培

養することなく施行できる利点があるので、

腫瘍細胞の内因的感受性のみならず、腫瘍放

射線感受性を総合的に評価することができ

る可能性がある。また、本方法は、放射線照

射により起こり得る全ての影響が終了後、細
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胞生存を短期間で細胞培養の必要が無く総

合的に判断できる大きな利点がある。 

しかし、 従来の研究から問題点として、腫

瘍細胞と正常細胞との鑑別、PCC の収率、

Ploidity の問題、アポトーシスの影響などが

あり課題となったが、このうち Ploidity の

問題、アポトーシスの影響評価は解決できる

ことを明らかにした。本方法の最大の弱点は

PCC の収率でこの点が障害となって臨床応用

に結びつかなかった。 

センダイウイルスを用いる方法は、ポリエチ

レングリコール(PEG)を用いる方法に比較し

て高い収率が期待できるが、残念ながら不活

化センダイウイルスの入手が難しく研究を

中断せざるを得なかった。不活化センダイウ

イルスエンベロープ（HVJ-E）が市販され、

簡便に安全に使用できるようになった。 

 

２． 研究の目的 

市販されている HVJ-Eを用いて細胞融合をお

こすことでヒト由来腫瘍細胞 PCCの収率をど

こまで高められるか、および放射線照射後

種々の時間経過後に PCC を誘導し、染色体障

害を検出し細胞生存率との関連を明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

PCC の誘導法 

ヒト由来腫瘍細胞として京都大学より供与

をうけたヒト食道癌細胞 KYSE-150 細胞使用

した。継代数 259 の保存細胞を融解し、最大

継代数 10回程度までのものを実験に供した。 

M 期細胞は Hela 細胞は Hydroxy Urea で半同

調し、コルセミドで M 期でブロック後

Terashima-Tolmach 法で収集した。 

M期細胞と同数のG0期KYSE-150細胞をHVJ-E

を用いて細胞融合させた。G0 期細胞に PCC か

誘導されるまで 65 分間培養した。添加する

HVJ-E 量および添加後の遠心を加えるか否か

を検討し、もっとも PCC の収率が高まる条件

を求めた。 

 

PCC 誘導 G0 期細胞染色体障害の検出 

PCC が誘導された細胞を低浸透圧処理して膨

化させ、さらに氷冷したメタノール３：酢酸

１混合液で固定を行った．細胞をスライドガ

ラスに伸展し、第４染色体特異プローブを用

いて蛍光 in situ hybridaization 法(FISH)

にて第４染色体を蛍光染色した（図１）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 6Gy 照射直後に PCC 誘導した細胞にお
ける PCC-FISF 法で検出された第４染色体断
片（→） 
 
検討項目 

以下の項目に関して検討した。 

（１） PCC を誘導する適切な条件の決定 

（２） 放射線照射からの時間経過と PCC- 

FISH 法により検出された第４染色

体断片の変化 

（３） 照射線量と第４染色体断片数の関

連 

 
４．研究成果 

（１） PCC を誘導する適切な条件の決定 

条件を変化させた結果を図２に示す。HVJ-E

懸濁液量が 18.0μl 添加し 100rpm/min 以下

の遠心を加えて細胞間の密着度を上げたも

のが最も収率が高かった。 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２  HVJ-E 量と遠心分離の有無による PCC
収率 

 
（２） 放射線照射からの時間経過と染色 

細胞を冷水中で 6Gy 照射後、培養条件下に戻

し、0分から 24 時間後に PCC を誘導した。な

お１時間までは浮遊細胞として照射し、それ

以上では付着細胞で照射した。照射直後から

第４染色体断片数の減少が起こり、６時間後

でほぼ一定となった。図３に結果を示す。 

 

図３ 照射後の第４染色体断片数変化 
 

（３） 照射線量と第４染色体断片数 

照射 0時間での第４染色体断片数と照射線量

との関連について求めた（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 照射 0時間における第４染色体断片数 

次に図３から DNA修復がほぼ終了したと考え

られる照射２４時間後における線量と第４

染色体断片数との関連について求めた。図５

にその結果を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図５ 照射２４時間の第４染色体断片数 

 

以上の結果を用いて照射２４時間後の細胞

を用いてコロニー法で求めた細胞生存率と、

第４染色体断片数との関連を求めた（図６）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図６ 照射２４時間後の染色体断片数と

細胞生存率（第 4染色体の断片数＝各吸収線
量の第 4染色体の断片数―吸収線量 0Gy 時の
第 4染色体の断片数(2.5)） 
 

（４）考察 

当初の目的であった、安定して高率で PCC を

誘導することは、市販 HVJ-E を用いることで

容易に達成できた。PEG を用いる方法に比較

して HVJ を用いる方法は、誘導時の条件が幅

広いために簡便に可能である。一方、不活化

HVJ の入手が困難で、さらに感染性を 100%否

定することができないため、取り扱いが煩雑



 

 

であった。今回、使用した HVJ-E は市販され

ているため容易に入手可能で、かつ感染性が

ないため PCC 誘導に有効な試薬を言える。 

染色体障害と細胞生存率の関連が、全ての細

胞に共通するとすれば細胞培養することな

く、染色体障害を測定することで細胞生存率

曲線、すなわち細胞の放射線感受性が測定で

きる。図６は染色体障害と細胞生存率の関係

を表したものであるが、図７に示す従来の報

告と大きく乖離していた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７ Sasai et al 1994 (Int. J. Radat. 
Oncol. Biol. Phys) 
 

この原因として、腫瘍細胞の異数性が考えら

れる。染色体断片数を DNA 量や染色体数で補

正する必要性が考えられる。図６を染色体数

で補正した場合（図８）、図７で示した染色

体断片数と細胞生存率の関係に極めて類似

した関係が得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

今後、さらに対象とする腫瘍細胞の種類を増

やして本方法の有用性を検討する必要があ

る。また、細胞死は必ずしも染色体損傷によ

るものばかりではない。放射線感受性の高い

細胞ではアポトーシスによる間期死が多く、

アポトーシスを同時に評価する必要がある

と考えられる。 

 
（６）結論 

市販の HVJ-E を用いて、簡便に PCC を誘導

できた。放射線照射 24 時間後、すなわち DNA

修復がほぼ完全に終了した時点で誘導した

PCC から第 4 染色代断片数を測定し、さらに

照射前の第４染色体数で補正したところ、断

片数と細胞生存率の関係は、従来の報告とほ

ぼ一致した。本方法でも放射線感受性が測定

できることが示された。 
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