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研究成果の概要（和文）：中咽頭がん患者の唾液、血液から腫瘍由来のDNAを抽出し、さらに、放射線治療によ
る介入中の腫瘍特異的遺伝子量の変化を前向き観察研究により解析するパイロット試験を行った。唾液中のHPV
関連遺伝子は、多くの症例で治療介入後減少するものの、定量性解析で、絶対量が多いと判断された症例の一部
が、再発をきたしていた。また、唾液より抽出した遺伝子によるキャンサーパネル解析では、p53やNOTCH1な
ど、頭頸部癌において生じうる遺伝子変異の検出が可能であった。今後、唾液による腫瘍の特異的遺伝子解析に
より、放射線感受性予測を行う上での基礎的なデータを取得することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：We conducted a pilot study investigating the change of the amount of 
cancer-specific DNA throughout radiotherapy in saliva and blood of the patients with oropharyngeal 
cancer. HPV-related DNA in the saliva decreased significantly during the treatment period, and part 
of the patients whose saliva contained large amount of HPV-related DNA experienced recurrences. Head
 neck cancer-specific mutation, such as TP53 and NOTCH1, were also detectable in DNA extracted from 
saliva. With these preliminary findings, it will be more feasible to conduct studies to predict 
radiosensitivity of patients with head neck cancer using their saliva which contains cancer-specific
 DNA.

研究分野：放射線腫瘍学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部領域のがんに対する放射線治療は、粘膜炎や口腔乾燥などの副作用が問題となる。



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

頭頸部扁平上皮癌のうち、HPV 陽性中咽頭がんは、放射線治療によく反応し、予後良好である
ことが知られている。強度変調放射線治療や、粒子線治療など、照射技術の進歩により、正常
組織への線量を下げながら標的へ高線量を投与することが可能になりつつある。しかし、それ
らの技術を用いても、放射線性皮膚炎や粘膜炎、口腔乾燥や嚥下機能低下など、放射線治療に
よる有害事象が患者の生活の質に与える影響は依然解決困難な問題である。現在、HPV 陽性中
咽頭がんに対し、治療成績を保ちつつ、治療強度を減弱する臨床試験が多数行われている。治
療強度減弱試験を行うにあたっては、適切な患者選択が極めて重要になる。患者選択を行うに
あたり、腫瘍組織を生検で採取し、遺伝子変異解析や発現解析を行うことは選択肢の一つにな
るが、生検は侵襲を伴うことが問題点とされている。また、治療中に腫瘍の絶対量をモニタリ
ングすることができれば、治療介入後の変化を観察することで、最終的な治療感受性予測が可
能となることも予想されるが、治療中の生検は、侵襲性がさらに高まることが懸念されている。 

近年、リキッドバイオプシーに関する研究が広く行われるようになってきた。血液や唾液中の
腫瘍特異的 DNA を検出し、分子標的薬の適応の有無を判断したり、早期再発の有無をスクリ
ーニングする技術であり、本研究では、同技術を放射線感受性予測に用いることの実現可能性
を検討した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、HPV 陽性中咽頭がんの症例から、放射線治療前、治療中、治療後に血液や唾液を
採取して、腫瘍特異的 DNA 量の定量により、放射線治療感受性を予測することが可能かどう
か、検討することを目的とした(図 1)。また、唾液中の DNA を対象に、遺伝子診断パネル（キ
ャンサーパネル）による腫瘍特異的な遺伝子変異が検出可能かどうか、検討した。 

 

＊図 1 

 

３．研究の方法 

まず、照射前後の DNA の検討を行うにあたり、放射線照射により、DNA の断片化が高度に生じ
ている場合は、研究そのものが成立しないことも予想されたため、細胞株を用いた放射線が腫
瘍細胞の DNAの断片化を生じるか否か、検討を行った。 
その予備実験の結果、腫瘍 DNA は放射線照射によって、断片化しないことがあきらかとなった
ため、当施設で根治的放射線治療を施行される HPV陽性中咽頭がん症例に、文書による同意を
得た上で、前向き観察研究を行った。治療開始前、治療中、治療終了後に唾液・血液を採取し、
DNA 抽出を行い、HPV特異的遺伝子である E6や E7の検出、定量を行った。また、腫瘍特異的遺
伝子変異の解析を、キャンサーパネル(agilent SureSelect TX カスタム)を作成し、ターゲッ
トとして頭頚部癌で変異頻度の高い TP53, CDKN2A 等 23 遺伝子の exon 配列を設定した。また、
HPV16, 18の E6, E7配列をプローブに用いて、パネル内に組み込んだ。遺伝子のプローブ配列
はこれまで実績のある NCC Oncopanel ver.2 の配列情報を元に作成した(図 2)。まず初めに我々
の遺伝診断パネルで頭頚部癌の遺伝子変異をどの程度検出可能かについて public data を用い
た検証を行った。TCGA に登録された 510 例の頭頚部癌患者についてこの 23 遺伝子変異の陽性
率を調べ結果、図 2 の結果となり、頭頚部癌患者 90%の遺伝子変異が検出可能であることが示
された。 
 
＊図 2 



 
 
４．研究成果 
予備研究においては、細胞株として OE21、KYSEを用いて分割照射を行い（3 Gy/回で 20回、合
計 60 Gy）、DNA 量の測定と DNA の断片化の有無を検討した。その結果、照射線量が増えても、
DNA の断片化は認められず、分割照射中に DNA を採取し、検討することの意義があることが確
認された(図 3)。 
 
＊図 3 

 

前向き観察研究として、HPV 陽性中咽頭癌患者のうち、放射線治療を施行される 11 例より同意
取得が得られ、唾液を採取し、Oragene DNA（ライフサイエンス）により常温保存の上、DNA抽
出を行った。さらにそれぞれの検体より採取した DNAに対して絶対量の測定、リアルタイム PCR
によりコントロールとして Beta actin, HPV特異的遺伝子である E6, E7の検出、定量を行った。
その結果、各患者で数十倍程度の差異は認めるものの全ての症例で 1μg/ml以上の DNA抽出は
可能であった。さらに各遺伝子の検出でもコントロールの Beta actin は Total DNA 量に類似し
た検出を示した。一方興味深いことに E6, E７は抽出された DNA量に一致せず、104~108 copy/ml



と検出量に非常に大きな差が見られた(図 4)。 
 
＊図 4 

 

登録患者 2,3,4,6,7,8 は治療前、治療中、治療後の検体採取が可能であり、患者 1, 5はそれぞ
れ治療前、治療中のペア、治療前、治療後のペア検体であり、9、10 は治療前検体のみの検体
採取であった。治療前、治療中、治療後の DNA検出結果の一部は以下の通りであり（図 5に患
者 2、3、4 に関する HPV-DNA 量の変化を示す）、放射線治療中に Total DNA, Beta actin DNA
は増加ないし 1/90までの低下であったのに対し、HPVDNA は全ての症例で 1/80~1/14000 の大幅
な低下を認めた。これは HPVDNA が腫瘍 DNA 量に一致し、放射線治療中の腫瘍細胞の減少に由来
するものであると考察した。 
 
図 5 

 

次にこの遺伝子診断パネルを用いて患者唾液 DNAから次世代シークエンサーを用いた解析を試
みた。ライブラリは sureselect XT HSを用い、Hiseq4000 でそれぞれ 2Gbのシークエンス解析
を行った。アライメント、癌遺伝子変異検出は agilent surecall ver 4.1 を用い、hg19 をリ
ファレンスとして行った。HPV検出は FASTQ fileに対して BWA0.7.17を用いて mappingを行い、
samtools (1.9)を用いて duplicaates, unmapped data を除外し、read 数を求めた。遺伝子診
断パネル解析についてはまだ解析、検証途中であるが、現段階で少なくとも複数の検体から
HPVDNA 検出があること、リアルタイム PCR との比較解析の結果、一定の定量性が保たれている
と考えられた。遺伝子変異についても唾液中に Allele frequency 1%前後の変異が多数含まれ
ていることが確認されており、今後これらの変異検出の妥当性について検証する予定である。 
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