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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）生体から採取した組織または血液からタンパク質を抽出し、
（ｂ）抽出したタンパク質に含まれるＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分
解物の少なくとも一つの発現量を測定する、
ことを含んでなる電離放射線の被曝量測定方法。
【請求項２】
　ＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース分解物及び３型カスペース分解物の発現量を測
定することを特徴とする請求項１に記載の電離放射線の被曝量測定方法。
【請求項３】
　ＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の発現量を免疫ブロット法によ
って測定することを特徴とする請求項１又は２に記載の電離放射線の被曝量測定方法。
【請求項４】
　タンパク質を、採取した胸腺組織、骨髄組織、脾臓組織、腸管上皮組織および血液のい
ずれかから抽出することを特徴とする請求項１から請求項３の何れかに記載の電離放射線
の被曝量測定方法。
【請求項５】
　タンパク質を、採取した胸腺組織から抽出することを特徴とする請求項１から請求項３
の何れかに記載の電離放射線の被曝量測定方法。
【請求項６】
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　タンパク質を、採取した血液から抽出することを特徴とする請求項１から請求項３の何
れかに記載の電離放射線の被曝量測定方法。
【請求項７】
　電離放射線の被曝量測定用キットであって、生体から採取した組織または血液から抽出
したタンパク質に含まれるＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の少な
くとも一つの発現量を免疫ブロット法により測定するための抗体を含んでなる電離放射線
の被曝量測定用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物化学的反応を利用して、生体に対して照射された電離放射線や電磁波の
生物的影響を直接的に知り得るようにした、電離放射線の被曝量測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　電離放射線の被曝量を測定には、電離放射線による物理的反応を利用するのが一般的で
あり、具体的には、フィルムバッチ、熱ルミネセンス線量計、ポケット線量計等などが利
用されている（非特許文献１）。
【０００３】
　ここで、フィルムバッチとは、写真乳剤を塗布した樹脂フィルムをケースに収容したも
のであり、写真乳剤が感光作用とともに被曝した放射線の線量に比例して黒化作用を示す
ことを利用して電離放射線の被曝量を計測する。また、熱ルミネセンス線量計は、放射線
照射された結晶性物質を加熱したときに生ずるルミネセンス（蛍光）を利用した線量計で
あって、電子放射線を照射することによって結晶内で分離した電子や正孔が、熱刺激によ
って再結合するときに発光する原理を利用して電離放射線の被曝量を計測する。さらに、
ポケット線量計は、電離箱内に封入されたガスが放射線量に応じて電離し、その際に流れ
る電流値から、電離放射線の被曝量を計測する。
【非特許文献１】日本アイソトープ協会　主任者のための放射線管理の実際　改訂２版　
１９９２年　ｐ１４０
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　これら物理的な測定方法は、高い信頼性と安定性を備えており、低コストで誰でも簡単
に扱うことができるものの、次に掲げるような問題点があった。
【０００５】
　まず、上記物理学的な測定方法は、照射された電離放射線の線量を各種測定機器が吸収
した線量として測定する。しかし、この線量と生体の健康に直接影響する生体の吸収線量
とが一致するか否かについては、特に低線量域では、疑問がもたれている。
【０００６】
　また、これと関連するが、上記の物理学的な測定方法では、生体の表面に照射された線
量のみを測定しているので、生体内部に到達した放射線の線量を測定できない。例えば、
透過性の低い３２Ｐのガンマ線による被曝の場合、フィルムバッジは反応するものの、照
射された放射線の多くは、衣服などの遮蔽物によって弱められてしまう。そのため、上記
物理的な方法で測定した被曝線量は、生体が実際に被曝した線量を必ずしも正確に反映し
ていないことになる。
【０００７】
　さらに、上記の物理学的な測定方法は、ＲＢＥ（Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ：生物学的効果比）の異なる放射線の生体への影響
を正確に反映できなかった。例えば、同じ１Ｇｙであっても、中性子線の１ＧｙとＸ線の
１Ｇｙでは、中性子線の生物学的な効果はＸ線の２倍から１０倍あることが知られている
が、上記物理学的な方法では同じ１Ｇｙとしか表示されない。
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【０００８】
　もちろん、上記物理学的な方法には、線質の違いを校正するために「実効線量」という
概念があり、法律上も導入されている。しかし、「実効線量」に校正するためには、被曝
した線質・組織などを特定したうえで被曝線量を計算しなければならない。例えば、一人
の人間への影響を調べるためには、臓器別の「組織荷重係数」によって各組織別の被曝量
を求め、各組織の被曝量の総和として被曝線量を表さなければならない。しかし、組織ご
との重量や「組織荷重係数」には微妙な個体差があるため、このようにして求めた実効線
量が各個人に対しての影響を正確に示すかどうかについて疑問であった。
【０００９】
　加えて、上記物理学的な測定方法の場合、あらかじめフィルムバッジなどの測定装置を
準備していなければ測定できない。そのため、例えば、原発事故のように、一般人が突発
的に被曝した場合の線量は直接的に測定できず、間接的に推計せざるを得なかった。
【００１０】
　このように、上記物理的な測定方法においては、被曝した電離放射線が生体に与える影
響については計算により間接的かつ不確実に推計するしかなく、被曝する可能性がある場
合には、フィルムバッジなどの測定装置を予め準備しておかなければならなかった。
【００１１】
　そこで、この発明は、被曝した電離放射線から生体が受ける影響を直接的、且つ予め測
定装置を準備していなくても測定することができる、電離放射線の被曝量測定方法を提供
することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　電離放射線が生体に与える影響の一つとしてはアポトーシスが挙げられ、胸腺組織等に
おいても、電離放射線の照射によりアポトーシスが生じることが古くから観察されている
。このアポトーシスには、がん抑制遺伝子産物ｐ５３の働きが関与しており、アポトーシ
スの誘導には、ミトコンドリアを介するシグナル系の関与と、その下流因子であるタンパ
ク質分解酵素カスペース群の活性化と、それに伴うＤＮＡ分解酵素が関係しており、アポ
トーシスによって細胞内の種々の分子の分断化や活性化が起こることが知られている。
【００１３】
　ところで、上記タンパク質分解酵素カスペース群によって分断されるタンパク質の一つ
として、血液系細胞で高発現しているＬｙＧＤＩタンパク質（ＧＤＩ－Ｄ４、ＲｈｏＧＤ
Ｉ２、ＲｈｏＧＤＩβとも呼ばれる分子で、ＲｈｏファミリーのＧタンパク質からＧＤＰ
が遊離されて活性型になる過程を抑制している因子）が知られている。配列番号１で表さ
れるヒトＬｙＧＤＩタンパク質は、図１及び図２に示すように、１９番目アスパラギン酸
（配列番号２で表されるマウスＬｙＧＤＩタンパク質では１８番目。）のＣ末端側に３型
カスペースにより切断される部位があり、５５番目アスパラギン酸（マウスＬｙＧＤＩタ
ンパク質では５４番目。）のＣ末端側に１型カスペースにより切断される部位があること
が知られている。
【００１４】
　本発明者は、ＬｙＧＤＩタンパク質と電離放射線との関係を鋭意研究した結果、電離放
射線の照射により１型及び３型カスペースが活性化することを見い出している（Ｒａｄｉ
ａｔｉｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　１６２，　ｐｐ．　２８７－２９５，　２００４；　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，　３９，　ｐｐ．　２０６－２２
０，　２００４、等参照）。
　本発明者は上記研究に基づきさらに研究を進めた結果、電離放射線の照射量によってＬ
ｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の発現量が特有の変化を示すこと、
また、組織及び血液によってそれらの発現パターンが異なることを見出し、これに基づき
本発明を完成させるに至った。
【００１５】
　すなわち、本発明によれば、以下の手段が提供される：
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（１）（ａ）生体から採取した組織または血液からタンパク質を抽出し、（ｂ）抽出した
タンパク質に含まれるＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の少なくと
も一つの発現量を測定する、
ことを含んでなる電離放射線の被曝量測定方法、
（２）ＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース分解物及び３型カスペース分解物の発現量
を測定することを特徴とする上記（１）項に記載の電離放射線の被曝量測定方法、
（３）ＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の発現量を免疫ブロット法
によって測定することを特徴とする上記（１）又は（２）項に記載の電離放射線の被曝量
測定方法、
（４）タンパク質を、採取した胸腺組織、骨髄組織、脾臓組織、腸管上皮組織および血液
のいずれかから抽出することを特徴とする上記（１）から（３）項の何れかに記載の電離
放射線の被曝量測定方法、
（５）タンパク質を、採取した胸腺組織から抽出することを特徴とする上記（１）から（
３）項の何れかに記載の電離放射線の被曝量測定方法、
（６）タンパク質を、採取した血液から抽出することを特徴とする上記（１）から（３）
項の何れかに記載の電離放射線の被曝量測定方法、及び
（７）電離放射線の被曝量測定用キットであって、生体から採取した組織または血液から
抽出したタンパク質に含まれるＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型カスペース分解物の
少なくとも一つの発現量を免疫ブロット法により測定するための抗体を含んでなる電離放
射線の被曝量測定用キット。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、生体から採取したタンパク質の構造の変化から放射線の被曝線量を測
定することができる。
　具体的には、本発明にかかる電離放射線の被曝量測定方法によって、予め測定装置を携
帯していなくても、被曝した電離放射線から生体が受ける影響を直接的に測定できる。ま
た、被曝時にフィルムバッジなどを装着していなくともよいので、万一、核燃料製造事故
、原子力発電所事故、核兵器などの突発的な核物質漏洩による被曝にあった場合でも電離
放射線が生体に与える影響を、より正確に把握できる。
　また、本発明によれば、白血球の数や変形から被曝線量を測定するこれまでの方法に比
べ、精度よく電離放射線の被曝量を測定することができる。さらに、本発明によれば、血
液検査により、白血球の変化では把握できなかった微量の被曝線量も測定することができ
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　本発明は、生体が電離放射線に被曝した場合、その被曝線量に応じて前記ＬｙＧＤＩタ
ンパク質の１型及び３型カスペースによる分解物の出現パターンが変化することに基づき
、生体が被曝した電離放射線の線量を測定することを特徴とする。
【００１８】
　具体的には、本発明に係る電離放射線の被曝量測定方法は、（ａ）生体から採取した組
織または血液からタンパク質を抽出し、（ｂ）抽出したタンパク質に含まれるＬｙＧＤＩ
タンパク質の１型及び３型カスペース分解物の少なくとも一つの発現量を測定する、こと
を含んでいる。そこで、以下に関連する事項について詳説する。
【００１９】
（測定対象）
　この電離放射線の被曝量測定方法により、被曝した電離放射線量を測定する対象として
は、ＬｙＧＤＩタンパク質を構成的に発現している組織及び血液であれば特に限定するこ
となく測定できるが、カスペース分解反応の起こり易さを考慮すれば、胸腺組織、骨髄組
織、脾臓組織、腸管上皮組織又は血液が好ましく、なかでも胸腺組織が好ましいが、血液
でも十分に測定することができる。なお、上記血液は、胸腺系細胞（Ｔ細胞）を含有する
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末梢血を含んでいる。また、これらの組織または血液を採取する生体としては、マウス、
犬、猫、豚、牛などの哺乳動物が挙げられるが、血液であればヒトから採取してもよく、
遺体であれば組織をヒトから採取してもよい。血液のうち、末梢血は採取が容易であるた
め、本発明の放射線被曝量の測定方法に用いられる血液としては、末梢血が好ましい。
【００２０】
（組織または血液の採取及びタンパク質の抽出）
　生体からの組織または血液の採取は、通常の方法、具体的には、組織であればメスなど
を使用する外科的な方法、血液であれば注射器による吸引及び遠心分離機による血球細胞
の沈殿、により行うことができる。また、タンパク質の抽出も通常の方法、具体的には緩
衝液に組織または血球細胞を懸濁し、ホモジナイザーやフレンチプレスなどにより組織ま
たは細胞を破砕することにより行う。なお、必要に応じて、緩衝液に変性剤や抗酸化剤な
どを加えてもよく、細胞破砕液に含まれるＤＮＡ等の核酸や細胞膜などに含まれる脂肪を
除去してもよい。
【００２１】
（測定方法）
　１型又は３型カスペース分解物（本明細書において、それぞれ、Δ５５－ＬｙＧＤＩ、
Δ１９－ＬｙＧＤＩともいう）の発現量（出現量ともいう）を測定するため方法としては
、あるタンパク質の発現量を特異的に測定できる方法であれば特に限定することなく使用
することができるが、なかでも抗原抗体反応を利用する方法、具体的には免疫ブロット法
（ウェスタンブロット法）、ＥＬＩＳＡ法が使用できる。なお、抗体としては、ＬｙＧＤ
Ｉタンパク質に対する抗ＬｙＧＤＩ抗体、１型又は３型カスペース分解物に対する抗体な
どを使用することができる。
【００２２】
　ここで、ＬｙＧＤＩタンパク質およびカスペース分解物について説明する。
　ヒト及びマウス由来のＬｙＧＤＩタンパク質を例として説明する。これらタンパク質の
アミノ酸配列は図２、配列番号１及び２によって表される。
　ＬｙＧＤＩタンパク質の３型カスペース切断部位は、ヒトの場合１９番目のアスパラギ
ン酸のＣ末端側にあり、マウスの場合１８番目のアスパラギン酸のＣ末端側にある。また
、ＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース切断部位は、ヒトの場合５５番目のアスパラギ
ン酸のＣ末端側にあり、マウスの場合５４番目のアスパラギン酸のＣ末端側にある。
　従って、ヒトＬｙＧＤＩタンパク質の３型カスペース分解物のアミノ酸配列は配列番号
３で表され、マウスＬｙＧＤＩタンパク質の３型カスペース分解物のアミノ酸配列は配列
番号４で表され、ヒトＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース分解物のアミノ酸配列は配
列番号５で表され、マウスＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース分解物のアミノ酸配列
は配列番号６で表される。
　なお、本明細書において、１型または３型カスペース分解物は、例えば、配列番号３～
６で表されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付
加されたアミノ酸配列からなり、かつ、１型または３型カスペースにより切断されたタン
パク質を含む。
【００２３】
　免疫ブロット法により１型又は３型カスペース分解物の発現量を測定する場合は、公知
の免疫ブロット法を使用することができる。具体的には、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ）等の変性剤を加えた緩衝液を使用してタンパク質を抽出したのち、ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動を行う。電気泳動が完了したのち、ゲル上のタンパク質をＰＶＤＦ膜やニ
トロセルロース膜等に転写し、抗ＬｙＧＤＩタンパク質抗体等を使用して可視化すること
によって、１型又は３型カスペース分解物の発現量を測定する。
【００２４】
　また、ＥＬＩＳＡ法により１型又は３型カスペース分解物の発現量を測定する場合にも
、公知のＥＬＩＳＡ法を使用することができる。具体的には、ポリスチレンなどの固相に
抗ＬｙＧＤＩタンパク質抗体等を結合させ、そこにタンパク質抽出液を添加し、酵素標識
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抗体を反応させて可視化することにより、固相に結合した１型又は３型カスペース分解物
の発現量を測定する。
【００２５】
　なお、電離放射線被曝時の線量に依存する生体反応は、ＬｙＧＤＩタンパク質の分断化
の観点から、二相性に分類される。
　ひとつは、１Ｇｙ以上の線量域で観察される、３型カスペースの活性化を伴いΔ１９－
ＬｙＧＤＩの出現してくるアポトーシス誘導シグナルが細胞内でオンになる相である。他
方は、それ以下の線量域で、アポトーシス誘導シグナルはオンになっていることが検出で
きませんが、替わりに、Δ５５－ＬｙＧＤＩの出現が消失する相である。
　以上のように、１型及び３型カスペース分解物の発現パターンはそれぞれ異なるので、
微量の電離放射線を被曝した場合、その被曝量を正確に測定するためには、ふたつの指標
、すなわちＬｙＧＤＩタンパク質の１型カスペース分解物及び３型カスペース分解物の両
方の発現量を測定することが好ましい。
【００２６】
　実施例１－４及び１－５に示すように、組織及び血液によっては、１型および３型カス
ペース分解物のいずれかが全く発現しない場合がある。また、実施例１－４で示すように
、電離放射線の被曝量の上昇に伴い、抽出したタンパク質中のΔ１９－ＬｙＧＤＩの発現
量が上昇することはなく、全長ＬｙＧＤＩ及びΔ１９－ＬｙＧＤＩの発現量の減少が観察
される場合がある。
　従って、より正確に電離放射線の被曝量を測定するために、場合によっては、抽出した
タンパク質中の１型または３型カスペース分解物の発現量の測定の他に、全長ＬｙＧＤＩ
の発現量を測定することが好ましい。
　なお、本明細書において、全長ＬｙＧＤＩは、例えば、配列番号１または２で表される
アミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミ
ノ酸配列からなり、かつ、１型または３型カスペースにより切断される部位を含むタンパ
ク質を含む。
【００２７】
　本発明において、電離放射線の被曝量の測定は以下の方法により行うことができる。
　まず、図４のような電離放射線の被曝量に対する１型または３型カスペース分解物の発
現量の変化の模式図を作成する。そして、生体から採取した組織または血液に含まれる１
型または３型カスペース分解物の発現量をウエスタン・ブロット法などにより測定し、模
式図から電離放射線の被曝量を測定する。
　また、本発明の好ましい態様として、電離放射線の被曝量を測定使用とするサンプルが
大量にある場合、一次スクリーニングをＥＬＩＳＡ法により行い、電離放射線の被曝が疑
われるサンプルについてはウエスタン・ブロット法により１型または３型カスペース分解
物の発現量を測定し、電離放射線の被曝量を測定する方法がある。
　本発明においては、電離放射線非被曝時と被曝後の抽出タンパク質中の１型または３型
カスペース分解物の発現量を測定することが好ましい。しかし、電離放射線非被曝時の１
型または３型カスペース分解物の発現量を測定することができない場合であっても、分解
物の発現量の変動が大きければ、電離放射線の被曝後の発現量を測定するだけで、電離放
射線の被曝を疑うことができる。
【００２８】
　本発明の電離放射線の被曝量測定用キットには、ＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３型
カスペース分解物の少なくとも一つの発現量を免疫ブロット法により測定するための抗体
を含む。該抗体は、免疫ブロット法に用いられ、かつＬｙＧＤＩタンパク質の１型及び３
型カスペース分解物の少なくとも一つに対する抗体であれば、特に限定はされない。
【００２９】
　以下、本発明を実施例に基いてさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
【実施例】
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【００３０】
実施例１　マウス個体レベルでの試験
実施例１－１
（Ｘ線全身照射）
　７週齢のオスのマウス（Ｃ５７ＢＬ／６ＮＣｒｊ（商品名）、日本チャールズリバー）
を８～９週齢まで通常の環境で飼育したのち、Ｘ線発生装置（島津製作所製　Ｓｈｉｎ－
ａｉ号（商品名）、２００ｋＶｐ、２５ｍＡ）により、Ｘ線（電離放射線）を照射線量率
０．６Ｇｙで全身に照射した。なお、照射量（被曝量）は照射時間によって調節した。
【００３１】
（組織の採取と胸腺タンパク質の抽出）
　放射線照射後、マウスを解剖して胸腺組織を採取し、採取した組織をメスでミンチにし
、ＳＤＳ－ｓａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒに可溶化して可溶化サンプルとした。なお、ＳＤ
Ｓ－ｓａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒの組成は、５％　ｇｌｙｃｅｒｏｌ、２５ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）、１％　ＳＤＳである。
【００３２】
（電気泳動）
　１２％のポリアクリルアミドゲル（分離ゲル）を作製し、そこに４％のポリアクリルア
ミドゲル（濃縮ゲル）を重層し、上記の可溶化サンプルを１レーンあたり２０μｇとなる
ようにアプライして電気泳動（泳動条件は以下のとおりである。濃縮ゲルにおける泳動電
流は２０ｍＡ、分離ゲルにおける泳動電流は４０ｍＡであり、ｒｕｎｎｉｎｇ　ｂｕｆｆ
ｅｒにはＴｒｉｓ‐ｇｌｙｃｉｎｅ　ｂｕｆｆｅｒを使用した。））を行った。電気泳動
終了後、濃縮ゲルを切り離し、分離ゲルをｔｒａｎｓｆｅｒ　ｂｕｆｆｅｒにより５分間
平衡化（２回）した。
【００３３】
　なお、分離ゲルは、４０％　アクリルアミドストック溶液　３ｍＬ、Ｌｏｗｅｒ　ｇｅ
ｌ　ｂｕｆｆｅｒ（１．５Ｍ　ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８）、０．４％　ＳＤＳ）２．
５ｍＬ、滅菌ミリＱ水　４．５ｍＬ、１０％過硫酸アンモニウム水溶液　５０μＬ、Ｎ，
Ｎ，Ｎ’，Ｎ’‐テトラメチルエチレンジアミン　１０μＬを混合して作製した。
【００３４】
　また、濃縮ゲルは、４０％アクリルアミドストック溶液　０．５ｍＬ、Ｕｐｐｅｒ　ｇ
ｅｌ　ｂｕｆｆｅｒ（０．５Ｍ　ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）、０．４％ＳＤＳ）１．
２５ｍＬ、滅菌ミリＱ水　３．２５ｍＬ、１０％　過硫酸アンモニウム水溶液　３０μＬ
、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’‐テトラメチルエチレンジアミン　８μＬを混合して作製した。
【００３５】
　さらに、Ｔｒｉｓ‐ｇｌｙｃｉｎｅ　ｂｕｆｆｅｒの組成は２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１９
２ｍＭ　グリシン、０．１％　ＳＤＳであり、ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｂｕｆｆｅｒの組成は
２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１９２ｍＭ　グリシン、１０％　メタノールである。
【００３６】
（免疫ブロッティング）
　平衡化したゲルをセミドライ法によりｔｒａｎｓｆｅｒ　ｂｕｆｆｅｒ中でポリビニリ
デンジフルオライド膜（ＰＶＤＦ：日本エイドー（株）製）に転写した（１００ｍＡ、３
時間）。転写終了後、ＰＶＤＦ膜を５％スキムミルク含有ＰＢＳＴで１時間ブロッキング
した。
【００３７】
　ブロッキング終了後、ＬｙＧＤＩタンパク質のＣ末端認識抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
社製、カタログＮｏ．Ｓｃ－６０４）を１時間結合させ、ＰＢＳＴを用いて５分間、２回
洗浄した。次いでアルカリフォスファターゼ標識抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（プロメガ（
株）製）を１時間結合させ、ＰＢＳＴを用いて５分間、３回洗浄した。０．１Ｍ　Ｔｒｉ
ｓ（ｐＨ９．５）水溶液を用いて５分間リンスしたのち、ＣＤＰ‐Ｓｔａｒ（登録商標）
Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｎ
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ＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，　Ｉｎｃ．製）を用いて５分間室
温でインキュベートした。インキュベート後、フィルム（アマシャム　バイオサイエンス
（株）製）に露光した。
【００３８】
（結果）
　その結果を図３に示す。図３（ａ）に示すように、１型カスペース分解物（１７ｋＤａ
）は低い被曝線量域（～０．１Ｇｙ）で一度消失するが、０．５Ｇｙ以上で再度発現する
ことが分かった。また、３型カスペース分解物（２１ｋＤａ）は、全身照射量が５Ｇｙ以
上になると顕著に発現すること分かった。さらに、図３（ｂ）に示すように、４ｍＧｙと
いう低い線量の照射によっても、１型カスペース分解物（１７ｋＤａ）の発現の減少が観
察された。
【００３９】
　そこで上記の結果から、被曝線量に対する１型又は３型カスペース分解物の発現量の変
化を図４に模式的に示す。この図から明らかなように、被曝線量と１型及び３型カスペー
ス分解物の発現パターンの間には一定の関係があり、これらカスペース分解物の発現量を
それぞれ定量することによって、その個体が被曝した電離放射線量を推計することができ
る。
【００４０】
　なお、フィルム上の２１ｋＤａのバンドが３型カスペース分解物であることは、３型カ
スペース切断点を認識する抗体（切断後の長鎖のＮ末端側を認識する抗体、ＫＬＨコンジ
ュゲーション：アミノ酸配列ＳＫＬＮＹＫＰＰＰＱＫＣ（配列番号７）のオリゴペプチド
を抗原とするモノクローナル抗体）により、同じＰＶＤＦ膜を免疫ブロットすることによ
って確認した（データは示さない。）。また、同じＰＶＤＦ膜をＬｙＧＤＩタンパク質の
Ｎ末認識抗体（Ｐｈａｍｉｎｇｅｎ社製、カタログＮｏ．６６４５６Ｅ）によって免疫ブ
ロットすることにより、それぞれのカスペースで切断されてできたと思われるＮ末端側断
片が出現していることも確認した（データは示さない。）。そして、これらの情報により
、１７ｋＤａのバンドが１型カスペース分解物、２１ｋＤａのバンドが３型カスペース分
解物であることを確認した。
【００４１】
実施例１－２
（骨髄組織による測定）
　骨髄組織を使用して実施例１－１と同様の手順により、１型及び３型スペース分解物の
発現量を調べた。その結果を図５に示す。この図に示すように、骨髄組織では極少量の１
型カスペース分解物（１７ｋＤａ）が非照射時に恒常的に発現していたが、１Ｇｙ以上の
線量域で消失した。また、０．５Ｇｙ以上の線量域で、全長ＬｙＧＤＩタンパク質の量が
減少傾向にあり、それと反比例して１３ｋＤａ付近にＬｙＧＤＩタンパク質のＣ末端認識
マウス抗体と特異的に反応するタンパク質の増加が観察された。
【００４２】
実施例１－３
（脾臓組織による測定）
　脾臓組織を使用して実施例１－１と同様の手順により、１型及び３型スペース分解物の
発現量を調べた。その結果を図６に示す。この図に示すように、脾臓組織では、恒常的に
１型カスペース分解物（１７ｋＤａ）が観察された。また、極少量の３型カスペース分解
物（２１ｋＤａ）の生成が１Ｇｙ以上の線量域で観察された。
【００４３】
実施例１－４
（腸管上皮組織による測定）
　腸管上皮組織を使用して実施例１－１と同様の手順により、１型及び３型スペース分解
物の発現量を調べた。その結果を図７に示す。この図に示すように、腸管上皮組織では、
非照射の状態（０Ｇｙ）で恒常的に３型カスペース分解物（２１ｋＤａ）が産生されてい
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た。一方、５Ｇｙ以上で、全長ＬｙＧＤＩタンパク質の発現が観察されなくなり、１２Ｇ
ｙ以上で３型カスペース分解物も観察されなくなった。また、１型カスペース分解物はほ
とんど発現していなかった。これは、放射線照射により、小腸上皮細胞が脱落することに
よると思われる。
【００４４】
実施例１－５
（血液による測定）
　血液を使用して実施例１－１とほぼ同様の手順により、１型及び３型カスペース分解物
の発現量を調べた。その結果を図８に示す。この図に示すように、１２Ｇｙ以上の高被曝
線量域で１型カスペース分解物（１７ｋＤａ）が観察された。また、３型カスペース分解
物はほとんど発現していなかった。
【００４５】
　実施例１－１～１－５の結果から、マウスから採取した組織及び血液において、電離放
射線の被曝量により１型及び３型分解物の発現パターンが変化していること、逆にいえば
、１型及び３型分解物の発現パターンを調べることによって、電離放射線の被曝量を測定
できることが確認できた。
【００４６】
実施例２　ヒトのレベルでの試験
実施例２－１
（電離放射線の照射）
　被験者（成人男子、４９歳）に対して、歯科用パノラマＸ線撮影装置（商品名：ａｕｔ
ｏ　１０００ｅｘ、朝日レントゲン社製）を用いて、通常パノラマ撮影を顎部に１回行っ
た（放射線量：約２０ｍＧｙ）。なお、撮影時には、鉛エプロンを着用した。
【００４７】
（血液採取とサンプルの調製）
　Ｘ線照射前と照射後６時間後に血液（末梢血）を採取し、白血球を分離後、ＳＤＳ－ｓ
ａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒで溶解しタンパク質量を定量した。
【００４８】
（電気泳動とウエスタン・ブロット）
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりタンパク質を分離後、次の４種類の抗体を用いてウエスタン・
ブロットを行った。
抗体１：ｓｃ－６０４７Ｇ（商品名、ＳａｎｔａＣｒｕｚ社製、ＬｙＧＤＩのＣ末領域を
エピトープとする山羊ポリクロナル抗体）
抗体２：６６５８６Ｅ（商品名、Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製、全長ＬｙＧＤＩを抗原とし
て作成され、エピトープマッピングされていないウサギポリクロナル抗体）
抗体３：７１－６３００（商品名、Ｚｙｍｅｄ社製、ＬｙＧＤＩの中央部分をエピトープ
とするウサギポリクロナル抗体）
抗体４：９７Ａ１０１５（商品名、Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｔｉｆ社製、Δ１９－ＬｙＧＤＩ
のＮ末端を認識するマウスモノクロナル抗体）
【００４９】
（結果）
　その結果を図９に示す。図９（ａ）、（ｂ）および（ｃ）に示すように、Δ５５－Ｌｙ
ＧＤＩの発現量は、非照射時と比較して、照射後に減少した。これに対し、図９（ｄ）に
示すように、Δ１９－ＬｙＧＤＩの発現量は非照射時と照射後で変化はなかった。
【００５０】
実施例２－２
（電離放射線の照射）
　被験者（担癌患者、成人男子、６７歳）に対して、癌治療用リニアック照射装置（商品
名：メバトロン６７－６３００、シーメンス社製）を用いて腹部に電離放射線を照射した
（放射線量：約２Ｇｙ）。



(10) JP 4853866 B2 2012.1.11

10

20

30

40

【００５１】
（血液採取とサンプルの調製）
　放射線照射前と照射後６時間後に血液（末梢血）を採取し、白血球を分離後、ＳＤＳ－
ｓａｍｐｌｅ　ｂｕｆｆｅｒで溶解しタンパク質量を定量した。
【００５２】
（電気泳動とウエスタン・ブロット）
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりタンパク質を分離後、次の３種類の抗体を用いてウエスタン・
ブロットを行った。
抗体１：ｓｃ－６０４７Ｇ（商品名、ＳａｎｔａＣｒｕｚ社製）
抗体２：６６５８６Ｅ（商品名、Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）
抗体４：９７Ａ１０１５（商品名、Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｔｉｆ社製）
【００５３】
（結果）
　その結果を図１０に示す。図１０（ａ）、（ｂ）および（ｃ）に示すように、Δ５５－
ＬｙＧＤＩ及びΔ１９－ＬｙＧＤＩの発現量はともに、非照射時と比較して、照射後に増
加した。
【００５４】
　以上の結果から、Ｘ線パノラマ撮影時のような低い線量域の放射線を照射した場合、Δ
５５－ＬｙＧＤＩの発現量の減少が電離放射線の照射後６時間後に観察された。また、マ
ウスの場合とは異なり、ヒトではΔ１９－ＬｙＧＤＩは恒常的に末梢血中の白血球で発現
していたが、Ｘ線パノラマ撮影によりその発現量が変化することはなかった。
　一方、癌治療放射線照射のような比較的高い線量域の放射線を照射した場合、照射から
６時間後、Δ５５－ＬｙＧＤＩの発現量の増加と共に、Δ１９－ＬｙＧＤＩの発現量も増
加していた。
　これらの結果から、マウスの場合と同様に、ヒトにおいても、Δ５５－ＬｙＧＤＩ、Δ
１９－ＬｙＧＤＩ等の変様ＬｙＧＤＩの発現量の変動が、電離放射線によって被曝したこ
と、及び被曝量を調べる生体マーカーとなることを示している。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】図１は、ヒトＬｙＧＤＩタンパク質の構造を模式的に示す図である。
【図２】図２は、ヒトＬｙＧＤＩタンパク質及びマウスＬｙＧＤＩタンパク質のアミノ酸
配列と、１型カスペース及び３型カスペースによる切断部位を示す図である。
【図３】図３は、マウスの胸腺組織から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果を示
す。
【図４】図４は、マウスの胸腺組織の被曝線量と１型又は３型カスペース分解物の発現量
変化を模式的に示す。
【図５】図５は、マウスの骨髄組織から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果を示
す。
【図６】図６は、マウスの脾臓組織から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果を示
す。
【図７】図７は、マウスの腸管上皮組織から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果
を示す。
【図８】図８は、マウスの血液から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果を示す。
【図９】図９は、ヒト末梢血中の白血球から抽出したタンパク質を免疫ブロットした結果
を示す。
【図１０】図１０は、ヒト末梢血中の白血球から抽出したタンパク質を免疫ブロットした
結果を示す。
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