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研究成果の概要（和文）：放射線による生体分子の損傷を高感度・簡便に検出する手法として、オリゴヌクレオチドを
蛍光物質とクエンチング物質で修飾したサンプルを用い、放射線による損傷量を蛍光分光光度計で読みとり評価する手
法について研究した。10mGy‐1000mGyのヘリウム粒子線およびガンマ線を照射した場合、吸収線量の増加に伴って蛍光
物質の蛍光強度が上昇していることが示された。これはオリゴヌクレオチドの切断により、エンチング効果が抑制され
、蛍光物質の蛍光ピークが上昇することを意味するものである。一方、線種によらず50mGy以上では蛍光強度が一定と
なる結果が得られた。要因として蛍光物質の放射線分解などの理由が考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have developed an assessment method employing oligonucleotide samples 
consisting of several dozen base pairs and subjected to fluorescence modification, with a fluorescent 
image analyzer or fluorescent microscope used to measure the amount of radiation-induced damage. In this 
study, we exposed a oligonucleotide with helium ion beam and gamma rays of dose from 10 to 1000mGy. This 
study shows the radiation damage on the oligonucleotide can be directly detected with fluorescence 
spectrophotometer, but the fluorescence intensity nearly saturated when we applied more than 50 mGy. 
Since the fluorescents molecule may disintegrate by radiation, we also studied the radiolysis of the 
fluorescence molecules by helium ion beam and gamma rays.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
放射線防護・放射線安全の観点から、個人

線量計による被ばく量の管理は重要である。
TLD 素子やガラスバッジ等が実用化されて
いるが、これら既存の個人線量計のメカニズ
ムは、物理・化学的作用を応用したものであ
る。一方で、放射線影響の要因は細胞核中の
DNA の切断や酸化損傷が主である。放射線
による生体分子の損傷を高感度・簡便に検出
する手法として、プラスミド DNA を対象と
したゲル電気泳動やコメットアッセイがあ
るが、解析に要する時間が長く、また感度の
点で課題があった。 

 
２．研究の目的 
従来のバイオアッセイ法の課題を解決す

る手法として、オリゴヌクレオチドを蛍光修
飾したサンプルを用い、放射線による損傷量
を蛍光強度にて読みとることで、高感度・簡
便に検出する手法を開発する。放射線による
被ばく影響の解明や生体影響研究の基礎ツ
ールの開発を目的としている。 
 
３．研究の方法 

5′ 末 端 を 蛍 光 修 飾 分 子 (6-FAM: 
6-Carboxyfluorescein)で、3′末端をクエンチ
ャー物質(TAMRA:Carboxytetramethylrho- 
damine)等で修飾した一本鎖のオリゴヌクレ
オチドを緩衝液に溶解したものをサンプル
とする(図 1 参照)。オリゴヌクレオチドに切
断が生じていない状態では、オリゴヌクレオ
チドと蛍光修飾分子とクエンチャー物質は
同一鎖上にあり、蛍光修飾分子に与えられた
光エネルギーが分子内励起移動によりクエ
ンチャー物質へ移動し、熱エネルギーとして
放出されると考えられる。従って、励起光を
照射しても蛍光は抑制される。しかしながら、
オリゴヌクレオチドに切断などの損傷が生
じれば、クエンチャー物質による抑制効果が
抑えられて蛍光が発せられると考えられる。
このことから、放射線照射によるオリゴヌク
レオチドの切断量は、励起光を照射した場合
の蛍光強度を介して評価できると考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  蛍光修飾オリゴヌクレオチドの概念
図。(上) クエンチャー物質の抑制が効いた状
態、(下)切断が生じ、クエンチャー物質によ
る抑制が抑えられ蛍光が観測できる状態。 
 

放射線による生体分子の損傷を高感度・簡
便に検出する手法として、生体試料の携帯性
が良いことや、生体影響を評価する上で重要
となる DNA の切断の形態(DNA の 1 本鎖切
断か二本鎖切断のどちらが主であるか)等の
情報が容易に読み取れることも重要課題と
なる。これらの要求される点を満足するため
に、本研究では、放射線による生体分子の損
傷を高感度・簡便に検出する手法として、数
十塩基程度の一本鎖もしくは二本鎖のオリ
ゴヌクレオチドを蛍光修飾したサンプルを
作成し、一本鎖切断と二本鎖切断を区別した
評価が可能かどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
平成 25、26 年度では、異なる線種による

ヌクレオチドの損傷の頻度を評価すること
への適用性について検討するために、蛍光修
飾ヌクレオチドに対し、粒子線及びガンマ線
を照射し、蛍光修飾ヌクレオチドの切断に伴
って生じる蛍光強度を測定した。両端を
6-FAM と TAMRA で修飾したオリゴヌクレ
オチドをサンプルとした。1 分子の全長は約
10nm である。サンプルは Tris－EDTA 緩衝
液(pH 8.0)に溶解し、濃度は 100μM である。
HIMAC においてヘリウム粒子線（150MeV, 
LET：2.2 keV/μm）をバイナリーフィルター
無しの条件で照射した。また、大阪大学産業
科学研究所のコバルト 60 照射施設の 60Co
線源によりガンマ線(LET：0.2 keV/μm）を
照射した(吸収線量は 10mGy‐1000mGy)。
ヘリウム粒子線およびガンマ線を照射した
場合の 6-FAM の蛍光強度の結果を図 2 に示
す。また、一例として、ガンマ線を照射した
場合の 6-FAM の蛍光スペクトルを図 3 に示
す。吸収線量の増加に伴って 6-FAM の蛍光
強度が上昇していることが示された。これは
蛍光修飾オリゴヌクレオチドの切断により、
エンチング効果が抑制され、蛍光物質 6-FAM
の蛍光ピークが上昇することを意味するも
のである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  ガンマ線および粒子線照射の場合の
6-FAM の 蛍 光 強 度 比 (λex=494nm 、
λem=516nm). 
 
 



 

 
図 3 ガンマ線を照射した蛍光修飾オリゴに
ついての 6-FAM の蛍光スペクトル。 
 
ガンマ線の場合と比較して、ヘリウム粒子線
照射によるオリゴヌクレオチドの切断の収
率は低いことが示唆された。DNA の一本鎖
切断について、ガンマ線の場合と比較して高
LET 粒子線照射による切断の収率は低いこ
と が 報 告 さ れ て お り (R. Watanabe, 
Radiation Chemistry, 89 (2010) 13-19)、本
結果とは矛盾しない。 
一方で、線種によらず 50mGy 以上では蛍

光強度が一定となる結果が得られた。急終戦
量に対し蛍光強度が一定となる要因として
蛍光物質 6-FAM の放射線分解などの理由が
考えられる。 
続いて、蛍光強度から、蛍光修飾オリゴヌ

クレオチドの切断量を推定する。蛍光修飾オ
リゴヌクレオチドおよび単体の蛍光物質、ク
エンチャー物質、オリゴヌクレオチドを混合
させることで模擬的な切断オリゴヌクレオ
チドサンプルを作成した。各成分と切断割合
の関係を表に示す。 

 
表 1 切断オリゴヌクレオチドサンプルの構
成 

 
それぞれのサンプルについて、6-FAM の蛍

光強度を測定した。図 4 に切断オリゴヌクレ
オチドサンプルの蛍光スペクトルを示す。蛍
光強度比オリゴヌクレオチドが全て切断し
ている場合(切断割合 100%)、蛍光強度はＡの
ようなピークを持つ。オリゴヌクレオチドの

切断割合が減少するにつれ、Ａのピークは減
少することがわかる。また、図 5 に切断オリ
ゴヌクレオチドの蛍光強度比を示す。ここで、
蛍光強度比の定義を、［蛍光強度比］＝［切
断割合Ｘ%のときの蛍光強度］／［切断割合
が 0％のときの蛍光強度］として、図 5 の関
係を用いれば、蛍光強度比から蛍光修飾オリ
ゴヌクレオチドの切断割合が推定できる。表
2 にガンマ線を照射した場合の蛍光強度から
推定されたオリゴヌクレオチドの切断割合
を示す。 

図 4 切断オリゴヌクレオチドサンプルの
蛍光スペクトル 

 

図 5 切断オリゴヌクレオチドサンプルの
6-FAM の蛍光強度比 

 
 
表 2 推定されるオリゴヌクレオチドの切 
断割合   

 
 
 
 
 
 
 

 



 
最終年度である平成 27 年度では、ヘリウ

ム粒子線およびガンマ線照射によって蛍光
物質 6-FAM が放射線分解を起こす可能性に
ついて検討した。蛍光物質 6-FAM を Tris－
EDTA 緩衝液に溶解した。濃度は 100nM で
ある。HIMAC において、ヘリウム粒子線
（150MeV, LET：2.2 keV/μm）をバイナリ
ーフィルター無しの条件で照射した。比較の
ためにガンマ線(LET：0.2 keV/μm）を照射
した。吸収線量は 10mGy‐10Gy である。ヘ
リウム粒子線およびガンマ線の照射は常温
にて行い、輸送時は-20℃に保った。照射した
サンプルを 1cm 角の石英セルに挿入し、蛍光
分光光度計(F-2700、日立ハイテク)により計
測した。計測条件は、励起・蛍光側スリット
幅:10nm、スキャンスピード 2400nm/min、
ホトマル電圧 400V である。 
図 6 に、蛍光物質 6-FAM 溶液にヘリウム

粒子線およびガンマ線を照射した場合の
6-FAM の蛍光強度変化を示す。ヘリウム線お
よびガンマ線の吸収線量の増加に伴い、
6-FAM の蛍光(516nm)が低下することが示
された。これは蛍光物質 6-FAM が放射線分
解を起こし、励起光を受けても蛍光を発せな
くなったことを意味している。今後、クエン
チング物質の TAMRA の放射線分解の可能
性を検討し、吸収線量 50mGy 以上では蛍光
強度が一定となる原因を明らかにする計画
である。 
さらに一本鎖・二本鎖の蛍光修飾ヌクレオ

チドを用いた、一本鎖切断と二本鎖切断を区
別した評価を行うための実験系の確立を行
った。具体的には、一本鎖オリゴヌクレオチ
ドに対し、相補鎖のオリゴヌクレオチドを設
計し、これをハイブリダイドさせ、二本鎖オ
リゴヌクレオチドを合成した。図 7 にアガロ
ースゲル電気泳動画像を示す。図 7 中の C レ
ーンのバンドが二本鎖の蛍光修飾オリゴヌ
クレオチドである。単一のバンドが確認され
ていることから、目的とする二本鎖蛍光修飾
オリゴヌクレオチドのみが精製できている
ことがわかる。合成された二本鎖蛍光修飾オ
リゴヌクレオチドの基礎実験を平成 27 年度
までに完了し、次年度以降一本鎖切断と二本
鎖切断を区別した評価を開始する計画であ
る。 
三年間の研究を通じ、いくつかの課題が明

らかになった。先に述べたように、線種によ
らず吸収線量 50mGy 以上では蛍光強度が
一定となり、吸収線量に対し蛍光強度が一
定となことが示された。この要因として蛍
光物質やクエンチャー物質の放射線分解な
どの理由が考えられる。これら構成する物
質の放射線分解の可能性については今後も
検討が必要である。さらに吸収線量 50mGy
以上では蛍光強度が一定となる原因として、
設定したサンプル濃度の問題も考えられる。
すなわちサンプルが希薄なために全てのタ
ーゲットがヒットされるようになることが

起こりえる。トラック数（すなわちマクロな
線量）を増やしてもターゲット数が頭打ちで
蛍光量は増えない可能性がある。最適なサン
プル濃度を探索する実験が必要である。 
本手法では、サンプルとして用いるオリゴ

ヌクレオチドの配列について、自由に設計で
きるという特徴がある。放射線による切断や
酸化的損傷を受けやすい配列を選択するこ
とで、放射線による損傷量の評価の感度向上
や、分子生物学の新たなツールとして応用で
きることが期待される。今後、オリゴヌクレ
オチドの配列特異性について、検討を進める
予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6  蛍光物質 6-FAM 溶液にヘリウム粒子
線およびガンマ線を照射した場合の 6-FAM
の蛍光強度変化。 
 

 
図 7  アガロースゲル電気泳動による一本
鎖および二本鎖のオリゴヌクレオチドの確
認。 
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