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研究成果の概要（和文）：肺癌に対する定位放射線治療後の再発診断において、血漿遊離DNA（cfDNA）の有用性
を検討することを目的としたが、組織学的に再発が確定した症例がなかった。本研究は放射線治療前後での、血
中に極微量存在する癌特異的なcfDNAに着目したものであり、実験系の確立のため局所進行膵癌に対する重粒子
線治療前後でのcfDNAを抽出し、次世代シーケンサーによる癌特異的ゲノム異常の検出おこなった。このうち遺
伝子Aについては、照射前にはcfDNA中に体細胞変異を同定できたが、24時間後には同定できなくなっており、照
射による腫瘍の経時的変化と考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to investigate the usefulness of cell free DNA (cfDNA) 
for the detection of recurrence after stereotactic radiotherapy for lung cancer, however there were 
no histologically confirmed cases of recurrence.　Because this study was focused on very small 
amount of cancer-specific cfDNA in plasma before and after radiotherapy, in order to establish this 
experimental system, we extracted cfDNA from plasma of patients with locally advanced pancreatic 
cancer before and after carbon-ion radiotherapy, and detected cancer-specific genomic abnormalities 
using a next-generation sequencer. Among them, for gene A, somatic mutations was detected  in cfDNA 
before irradiation, but was not after 24 hours, which was considered to be a change in the tumor due
 to irradiation.

研究分野：放射線腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線治療後は、腫瘍自体の変化に加え、照射による組織変化が、画像での再発診断を困難なものとしている。
本研究では、血液中の遊離DNAを解析することで、再発診断のバイオマーカーとしての意義を検討することを目
的とした。実験の系を確立するためにおこなった局所進行膵癌に対する重粒子線治療前後での解析では、十分な
cfDNAが抽出でき、1回目の照射後に体細胞遺伝子変異の一つが同定できなくなっており、治療に伴う腫瘍の変化
と考えられた。今後、症例を蓄積し、解析を継続することで、再発の早期、かつ正確な診断に繋がれば、癌患者
のその後の治療方針、さらには予後に寄与することができると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
<非小細胞肺癌に対する体幹部定位放射線治療> 
I期非小細胞肺癌に対する定位放射線治療は広く行われているが、治療後の放射線肺臓炎・線維
化の影響により画像検査での局所効果・再発の判断に難渋することがしばしばみられる。肺癌を
含む多くのがん腫において、放射線治療後（定位放射線治療や重粒子線治療などの高精度放射線
治療を含む）では治療自体による臨床所見や画像所見の修飾を伴うことで、再発診断を困難なも
のとしている。放射線治療後の正確な再発診断を行う手法の開発は、喫緊の課題である。 
 
<バイオマーカーとしての血漿遊離 DNA> 
血漿遊離 DNA（cfDNA: cell free DNA）は癌特異的な遺伝子異常を同定することで、治療のモ
ニタリング、再発のバイオマーカーになることが期待されている。しかしながら、従来の digital 
PCR ベースの単一遺伝子解析では、様々な遺伝子異常を有する多数症例には対応出来ないとい
う問題点がある。 
多数の遺伝子変異・融合遺伝子の検出が可能な遺伝子パネルを用いて、次世代シークエンサーに
よる包括的遺伝子解析を行うことで、①hotspotがない遺伝子異常も検出でき、②１症例から同
時に複数の遺伝子異常を検出、③幅広い症例に対応し、④治療経過で新たに出現した遺伝子異常
も検出できる、などの利点が期待される。 
 
 
２．研究の目的 
I 期非小細胞肺癌に対し定位放射線治療を行う患者において cfDNA を採取し、パネルを用いた次
世代シークエンサーによる包括的遺伝子解析を行い、臨床的に有用なバイオマーカーとしての
意義について解析する。さらにその手法を応用し、様々ながん腫における cfDNA の放射線治療後
（定位放射線治療や重粒子線治療などの高精度放射線治療を含む）のバイマーカー意義を明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
① I 期非小細胞肺癌に対し定位放射線治療を行う患者において、治療前から定期的な採血を行
い、cfDNA を抽出。 
② 多数の遺伝子変異・融合遺伝子を高精度に検出可能なパネルを用いて次世代シークエンサー
による包括的遺伝子解析を行う。 
③ 異常遺伝子のアレル頻度の経時的変化と臨床経過との相関からバイオマーカーとしての意
義について解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
組織学的に確定診断が得られている I期非小細胞肺癌に対し、定位放射線治療を施行した症例を
対象として、治療前、治療終了時、定期観察時に合わせて、血清の採取、保存を行ったが、観察
時点で登録症例に局所再発を生じた症例はなかった。 
研究代表者の異動に伴い、適応症例を拡大する目的で、非小細胞肺癌や局所進行膵癌に対して
重粒子線治療を行う症例も対象とする方針とした。非小細胞肺癌においては X 線定位放射線治
療と重粒子線治療を行った症例を含めても、観察期間に登録症例において組織学的に証明され
た再発例は認めなかった。 
本研究では放射線治療前・後の cfDNAに着目したものだが、血中に極微量存在する癌特異的
な cfDNA については、I 期非小細胞肺癌よりも元々の腫瘍量が多い局所進行膵癌の方がより多
量に存在することが想定された。そのため、今回の cfDNAに着目した実験系の確立には局所進
行膵癌が適していると判断した。さらに重粒子線治療後も定位放射線治療と同様に治療後の画
像所見の修飾によって局所効果の評価、再発の診断に苦慮することが多く、本研究の目的を達成
する上でより良いという結論に至った。 
 

IRB 通過後、研究手法を確立するために局所進行膵癌患者に対する重粒子線治療開始前・後
に採血を行い、cfDNA を抽出、癌特異的なゲノム異常を検出した。 
具体的には、①照射始直前および②1 回目照射 24 時間後に採血を行い、血液検体 QIAamp 
Circulating Nucleic Acid Kit(QIAGEN 社)を用いて cfDNA の抽出を行なった。Qubit および
BioAnalyzer による品質評価を行った。①照射始直前および②1回目照射 24時間後いずれの採
血においても、150-200bp にピークを有する良好な品質の cfDNA を検出できた（下図）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、Oncomine Lung cfDNA Assasy (Thermo Fisher Scientific 社)を用いてターゲット領
域を増幅し、次世代シーケンサー（Ion S5 XL System, Thermo Fisher Scientific）による DNA
シーケンシングを実施した。リードデータから低品質のリードを除去し、リファレンス配列（hg19）
にマッピングを行った。ターゲット領域の平均深度は、①照射始直前 ×230,000、②1 回目照
射 24 時間後で 300.000、×500 以上は①②ともに 100% と、cfDNA におけるゲノム変異の検出を
実施するに当たり、十分な深度のシーケンス結果を得た。その後、Ion Reporter を用いた変異
検出を実施した。このうち遺伝子 Aについては、①照射始直前には cfDNA 中に体細胞変異を同定
できたが、②1 回目照射 24 時間後には変異を同定できず、照射による腫瘍の経時的変化と考え
られた。現在、さらなるデータ解析中である。今後症例を蓄積し、異常遺伝子のアレル頻度の経
時的変化と臨床経過との相関からバイオマーカーとしての意義について解析する。 
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