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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA損傷指標のγ-H2AXを用いて、放射線治療後のリンパ球障害の程度を
フローサイトメトリー(FCM)で測定する簡易な骨髄抑制予測法の確立を目指す。外照射、内照射後のリンパ球障
害をγ-H2AXを用いてFCMで評価し、被ばく量とリンパ球障害の程度、経時的なリンパ球障害の変化を検討した。
外照射によるリンパ球のDNA損傷は、吸収線量に正の相関を持つことが証明された。外照射による損傷からの回
復が3日以内であることが確認されたが、低線量内部照射によるリンパ球損傷は24時間以内に回復することが確
認された。FCMは、放射線によるDNA損傷を定量的に評価する有効な方法であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish a simple method for predicting myelosuppression
 using γ-H2AX, a DNA damage indicator, to measure the degree of lymphocyte damage after 
radiotherapy by flow cytometry. Lymphocyte damage after external and internal irradiation was 
evaluated by flow cytometry using γ-H2AX to examine exposure dose, the degree of lymphocyte damage,
 and changes in lymphocyte damage over time. DNA damage of lymphocytes due to external irradiation 
was positively correlated with absorbed dose. Recovery from damage caused by external irradiation 
was observed within 3 days, while lymphocyte damage caused by low-dose internal irradiation was 
observed to recover within 24 hours. Flow cytometry was an effective method to assess 
radiation-induced DNA damage quantitatively.

研究分野：核医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、DNA損傷指標のγ-H2AXを用いて、放射線治療後のリンパ球障害の程度をフローサイトメトリーで測
定する簡易な骨髄抑制予測法の確立を目指した。フローサイトメトリーで評価できる放射線外照射後のリンパ球
障害の程度は線量と相関関係があり、障害の回復過程も確認できた。I-131によるリンパ球障害はフローサイト
メトリーでの検出が可能であった。日本の放射線同位元素（RI）治療で用いられる核種は主にI-131であり、本
研究の結果は我が国におけるRI治療後の被ばく管理に応用できる。フローサイトメトリーによる評価はRI治療後
の被ばく管理に応用でき、広く役立つと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
放射性同位元素(以下 RI)治療は全身病変への照射が可能であり、広範囲に転移した悪性腫瘍な

どでも病巣へ選択的に放射線核種を取り込ませ、放出する放射線により抗腫瘍効果をもたらす

ピンポイント治療である。しかしながら、全身への照射により、骨髄抑制が副作用となる。 

 造血幹細胞は放射線感受性が非常に高く、全身に放射線を浴びた場合には造血器官からの血

球は白血球、血小板の順に減少する。そのなかでもリンパ球は放射線の影響を最も鋭敏に受け

るため、治療後早期にリンパ球障害の程度を確認することが重要とされている。その確認方法

として、DNA2 重鎖切断の指標となる分子マーカーである phosphorylated histone variant 

H2AX (γ-H2AX)の発現を顕微鏡下で目視計測する方法がある。γ-H2AX はヌクレオゾームを構

成するコアヒストンの一つである H2A の亜種であり、DNA 二重鎖切断が発生すると周辺の H2AX

は直ちにリン酸化され、γ-H2AX となる。しかしながら、煩雑性ゆえに普及しておらず、臨床

では 2、3週おきに採血にて血球数を計測することで、骨髄抑制の程度を確認するしかない現状

がある。患者は、定期的な受診が必要とされ、治療後に生じた骨髄抑制の程度がわからないた

め副作用に対する不安が強い。この経験から、治療後早期の骨髄抑制の程度を簡易に測定する

方法の確立が求められている。 

 本研究では、個々の粒子を光学的に分析するフローサイトメトリーを用いてリンパ球内の

DNA 損傷を測定する方法に注目した。RI治療による被ばく評価にフローサイトメトリーを用い

た研究は、α線放出核種の Ac-225、β線放出核種の Lu-177 のみであり、いずれも国外で実施

された(PLoS One. 2014. 7;9:e88239)。これらの研究ではγ-H2AX の発現量を確認し、被ばく

評価に有用であるという結果が報告された。しかし、飛程距離やエネルギーが異なる I-131 に

関する研究は報告されていない。本研究では、DNA 損傷指標のγ-H2AX を用いて、放射線治療

後のリンパ球障害の程度をフローサイトメトリーで測定する簡易な骨髄抑制予測法の確立を目

指す。日本の RI治療で用いられる核種は主に I-131 であり、本研究の結果は我が国における

RI 治療後の被ばく管理に応用でき、広く役立つと考える。 

２．研究の目的 
本研究では、DNA損傷指標のγ-H2AXを用いて、放射線治療後のリンパ球障害の程度をフロー 

サイトメトリーで測定する簡易な骨髄抑制予測法の確立を目指す。外照射、内照射後のリンパ

球障害をγ-H2AXを用いてフローサイトメトリーで評価し、被ばく量とリンパ球障害の程度、 

経時的なリンパ球障害の変化を検討した。 

３．研究の方法 
外照射を用いたリンパ球障害の確認  

外照射 In vitro 実験（BALB/cCrSlc；8-12 週齢；雄; n=6/グループ）: 麻酔下のマウスから採

血を行い、末梢静脈血をヘパリン含有溶液に採取した。採取した血液に X線発生装置（MBR-

1520R-3）を用い、採取した 8実験群（6匹/群）の末梢静脈血試料に、以下の照射量を照射し

た： 0.10, 0.25, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 Gy/min（管電圧 150 kV、管電流 20 

mA、フィルター0.5 mm Al および 0.2 mm Cu、焦点-ターゲット間距離 320 mm）。照射から除外

した血液試料をコントロールとした。  

外照射 In vivo 実験（BALB/cCrSlc；8-12 週齢；雄; n=6/グループ）: 8 つの実験グループの

マウスに、それぞれ 0.10, 0.25, 0.5, 0.75, 1.00, 1.25, 1.5, 2.00 Gy/分の線量で全身照射

した。照射中、マウスは X線照射専用の小型ケージに収容された。非照射のマウスを対照とし

た。血液サンプルは、放射性物質照射後 0日目、3日目、7日目、14 日目に採取した。 

内照射を用いたリンパ球障害の確認 



内部照射 In vivo 実験（BALB/cCrSlc；8-12 週齢；雄）: I-131 ヨウ化ナトリウム溶液

（74MBq）を腹腔内注射したマウス 10 匹、生理食塩水を注射したマウス 4匹を対照群として設

定した。血液サンプルは、グループごとに 1時間および 24 時間の時点で採取した。 

サンプル調製: 採取した末梢血サンプルを、RBC Lysis Buffer を用いて溶解した。各サンプル

は、以下の T細胞および B細胞の免疫蛍光染色のために、1×106細胞／50μlの密度で、各

50μl の分量に分割した。 

免疫蛍光染色:モノクローナル抗体（mAb）(BioLegend および BD Bioscience)を用い細胞表面抗

原の染色を行った［抗マウス CD8a 抗体（クローン 53-6.7、PE/Cyanine7 コンジュゲート）、抗

マウス CD4 抗体（クローン GK1.5, FITC コンジュゲート）、抗マウス CD45R/B220 抗体（クロ

ーン RA3-6B2, FITC コンジュゲート）］。固定・透過液を用いて膜を透過させ、抗 H2AX

（pS139）抗体（クローン N1-431, PE コンジュゲート）を用いて細胞質内染色を実施した。 

マルチカラーフローサイトメトリーによる解析：染色した細胞をフローサイトメーター（RF-

500、シスメックス株式会社）を用いた。 

吸収線量測定: 内部照射実験では、オートウェルガンマシステム（AccuFLEX γ ARC-800, 

Hitachi Aloka Medical, Ltd., Mitaka, Tokyo）を用いて、注入後 1、3、24 時間に放射能測定

を実施した。血液への線量は、医学的な内部被ばく線量の計算式を用いて算出した。 

データ解析と統計：フローサイトメトリーデータは、FlowJo ソフトウェア（Version 10.8.1, 

Becton Dickinson & Company (BD), Franklin Lakes, New Jersey, USA）を用いて分析した。

γ-H2AX 発現レベルを推定するために平均蛍光強度（MFI）値を用い、照射後の MFI 値（MFI'）

とコントロールの MFI 値（MFI）の比を算出した。結果は、平均値±標準偏差（SD）/標準誤差で

表示した。グループ間の差の有意性は、一元配置分散分析および t-test を用いて評価した。P値

＜0.05 を統計的に有意とみなした。統計解析は、JMP Pro ソフトウェア（バージョン 16.0.0、

SAS Institute, Cary, NC, USA）を用いて行った。 

４．研究成果 

フローサイトメトリー解析 

MFI 値は、FlowJo のヒストグラムを用いて解析した。CD4+、CD8+、B220+リンパ球は線量の増加

（0Gy、1Gy、2Gy 照射後）に伴い、MFI 値が右にシフトすることが確認された(図 1)。 

 

図 1 フローサイトメトリー解析（赤 0Gy, 青 1Gy, 黄 2Gy） 

γ-H2AX 発現量と線量との直線的な正の相関関係 

in vivo および in vitro の外照射実験から、MFI'/MFI の比は照射量と正の相関があることを確

認した。線形回帰分析の結果を表 1に示す。 

表 1  γ-H2AX 発現量と線量の相関関係 

細胞 一次回帰式 R² Prob > F 

In vitro 実験 

CD4 (+) MFI'/MFI = 1.13 + 4.33*Radiation (Gy) 0.52 <0.0001 

CD8 (+) MFI'/MFI = 1.00 + 4.03*Radiation (Gy) 0.49 <0.0001 



B220 (+) MFI'/MFI = 0.84 + 6.36*Radiation (Gy) 0.76 <0.0001 

In vivo 実験 

CD4 (+) MFI'/MFI = 0.72 + 3.85*Radiation (Gy) 0.84 <0.0001 

CD8 (+) MFI'/MFI = 0.67 + 3.92*Radiation (Gy) 0.84 <0.0001 

B220 (+) MFI'/MFI = 0.77 + 6.06*Radiation (Gy) 0.67 <0.0001 

時間的交互作用 

外照射実験では、3 日目と 7 日目の MFI'と MFI の比に放射線量によらず有意差は認められなか

ったが、0.10Gy 以上の放射線量を受け入れた実験群では、0日目と 3日目の差が有意であること

が証明された。 

表 2 In vivo 外照射後の経過 

細胞 外照射(Gy) Level -Level P 値 

CD4 (+) 

0.10 

0 d 3 d 0.93 

3 d 7 d 0.96 

0 d 7 d 0.89 

0.25 

0 d 3 d <0.001 

7 d 3 d 0.13 

0 d 7 d 0.01 

0.50 

0 d 3 d <0.001 

7 d 3 d 0.24 

0 d 7 d 0.01 

0.75 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.78 

0 d 7 d <0.0001 

1.00 

0 d 3 d <0.0001 

3 d 7 d 0.85 

0 d 7 d <0.0001 

1.25 

0 d 3 d <0.0001 

3 d 7 d 0.81 

0 d 7 d <0.0001 

1.50 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.37 

0 d 7 d <0.0001 

CD8 (+) 

0.10 

0 d 3 d 0.71 

3 d 7 d 0.99 

0 d 7 d 0.71 

0.25 

0 d 3 d <0.01 

7 d 3 d 0.25 

0 d 7 d 0.03 

0.50 

0 d 3 d <0.01 

7 d 3 d 0.30 

0 d 7 d 0.03 



0.75 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.42 

0 d 7 d <0.001 

1.00 

0 d 3 d <0.001 

3 d 7 d 0.82 

0 d 7 d <0.001 

1.25 

0 d 3 d <0.0001 

3 d 7 d 0.72 

0 d 7 d <0.0001 

1.50 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.89 

0 d 7 d <0.0001 

B220 (+) 

0.10 

0 d 3 d 0.18 

3 d 7 d 0.27 

0 d 7 d 0.02 * 

0.25 

0 d 3 d <0.0001 

3 d 7 d 0.06 

0 d 7 d <0.0001 

0.50 

0 d 3 d <0.01 

3 d 7 d 0.89 

0 d 7 d <0.01 

0.75 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.71 

0 d 7 d <0.001 

1.00 

0 d 3 d <0.001 

3 d 7 d 0.97 

0 d 7 d <0.001 

1.25 

0 d 3 d < 0.001 

3 d 7 d 0.47 

0 d 7 d <0.001 

1.50 

0 d 3 d <0.0001 

7 d 3 d 0.61 

0 d 7 d <0.001 

内部照射（Dblood = 0.16Gy）実験では、24時間以内に DNA 損傷が回復することが示された。実験

群と対照群の MFI'/MFI 比は 24 時間後に有意差はなかった。 

外照射によるリンパ球の DNA 損傷は、吸収線量に正の相関を持つことが証明された。外照射によ

る損傷からの回復が 3 日以内であることが確認されたが、低線量内部照射によるリンパ球損傷

は 24 時間以内に回復することが確認された。 
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