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研究成果の概要（和文）：今回の研究により放射線治療後、比較的早期(1-3days)に血中のcfDNA増加が生じるこ
と、増加するcfDNAは癌由来のDNAを含んでいること、放射線治療後の断片化したcfDNAでもdigital PCR解析、シ
ークエンサー解析は可能であることが明らかとなった。
cfDNA診断は国内でも2017年より保険承認がされており、今後盛んに行われていく。一方で多くの癌治療に併用
される放射線治療が、このcfDNA動態にどのような影響を与えるかについて詳細に調べた最初の報告であり、意
義の大きい報告であると考える。

研究成果の概要（英文）：We investigated the plasma levels of tumor-specific cell-free DNA (cfDNA) in
 17 stage I-II (early) and IV (advanced) non-small cell lung cancer (NSCLC) patients who underwent 
radiotherapy. Digital polymerase chain reaction (PCR) and targeted sequencing showed that total and 
tumor-specific cfDNA levels increased in response to radiotherapy in both early- and advanced-stage 
NSCLC patients. We detected high copy numbers of epidermal growth factor receptor mutations (L858R 
and T790M) in the cfDNA samples from stage IV NSCLC patients who underwent stereotactic body 
radiation therapy to treat brain metastasis related to tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment 
failure. In conclusion, our study demonstrates that radiotherapy increases tumoral cfDNA levels in 
the plasma and shows potential to serve as an indicator for diagnosing drug-resistant tumor-related 
gene mutations in early-stage NSCLC patients or those undergoing molecular targeted therapy.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
Cell free DNA (cfDNA)は癌細胞より血中
に流出した DNA であり、これを用いるこ
とで生検と同程度に癌の診断、薬剤感受性
予測に有効であることが知られている。一
方で cfDNAの解析において、特に早期癌で
の感度、特異度が問題となっている。 
 我々は放射線治療が癌組織特異的に作用
し、細胞死を誘導することに着目し、放射
線治療が血中の癌由来 cfDNAを増加させ、
遺伝子診断を行うことが可能ではないかと
いう臨床仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 放射線治療による血中 cfDNA 動態への
影響を調べ、次世代シークエンサーによる
遺伝子解析が可能かどうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 はじめに我々は当院にて前向き観察研究
である「放射線治療後に生じる cfDNA増加
を利用した遺伝子診断法の確立」の研究計
画を作成し、院内 IRB承認の元、17人の放
射線治療対象患者より放射線治療前後の血
漿検体を得た。今年度研究では新たに臨床
試験を確立し、検体回収を行う予定であっ
たが、本研究には放射線治療開始後より毎
日の採血が含まれており、最初の IRB申請
は通過できたが、2 回目の試験申請時には
この採血が軽微な侵襲とみなされず、新規
の検体回収が困難であったため、1 回目の
臨床試験検体のみを用いて解析を行った。 
 
解析は大別して以下の 3種類の解析を行っ
た。 
 
○ Promega maxwellを用いた cfDNAの単
離、total cfDNA量の測定 

 
○ シールドチップ法を用いた digital PCR
による cfDNA、癌由来の変異 DNA の
絶対定量 

 
○ 次世代シークエンサーを用いた cfDNA
の解析 

 
４．研究成果 
 

 
 

図１.研究概要 
 
肺非小細胞癌患者に対する定位照射対象例 
に対し、放射線治療前～放射線治療中（day1, 
day2, day3, 終了時、終了後に採血を行い、
解析を行った。 
 
 
 

 
Table 1. 登録患者内約 
17例の定位照射例、11例の肺定位、6例の
脳定位症例が登録された。 
 
 
 
 

 
 
図２．放射線治療後の cfDNAの推移 
放射線治療後、比較的早期である day1-3ま
でに cfDNAの一過的な増加が見られた。 
 
 
 
 



 
 

 
 
Table 2. digital PCR, 次世代シークエンサ
ーによる cfDNA解析結果 
cfDNAに対し、digital PCR解析、次世代シ
ークエンサー解析を行い、その結果を比較
した。 
 
＜結果・考察＞ 
まず、今回の研究に臨床病期 I-II 期肺非小

細胞癌への根治的放射線治療症例（SBRT: 

Stereotactic Body Radiation Therapy）11例、

脳転移に対する脳定位照射症例 6例が登録

された(table 1.)。それぞれの症例に対して

放射線治療を行い、治療前から治療後にか

けての採血検体を回収し、解析を行った。 

まず、放射線直後の血液中の cfDNAの詳細

なモニタリングの結果、11／17症例で放射

線治療後に cfDNA 増加が起こっているこ

とが明らかとなった（図２）。興味深いこと

に、放射線治療後の cell free DNA増加は放

射線治療開始後 1 日～3 日という比較的早

い時期に確認された。一般に放射線治療後

の細胞死は増殖死により引き起こされるこ

と、放射線治療後の腫瘍縮小が照射終了後、

4 週程度で確認されることから、放射線治

療にによる癌細胞死の結果生じる cfDNA

増加も照射終了後に引き起こされると予測

していた。この乖離の原因として、放射線

照射後に一過的にある程度のアポトーシス

が誘導されることは実験的にも知られてお

り、放射線照射後、一定量のアポトーシス

による cfDNA増加と考えた。一方増殖死は

一過的に生じるわけではなく、比較的ゆっ

くりと生じる現象であるため、半減期の短

い cfDNA を検出することが困難であった

ため、照射終了前後に cfDNA増加が確認さ

れなかったと推測した。 
  
 次に放射線治療後の cfDNA 増加が癌組
織由来であることを確認した。今回の対象
は肺非小細胞癌癌であり、EGFR 変異陽性
例が多く含まれている。この EGFR変異を
指標とし、digital PCRまたは target sequence
解析を行うことで cfDNA 上昇が腫瘍由来
であることを検証した。その結果、放射線
治療前後で変異EGFRが2-10倍程度増加し
ており、放射線により血中に腫瘍由来の
DNA を一過的に増加されることが可能で
あることが示された。 
また、放射線治療後の DNA は断片化がす
るんでいることが知られているため、シー
クエンス解析が困難になることも予測され
たが、今回の結果から、digital PCR, target 
sequecne に耐え得ることが明らかとなった。 
 
 
以上まとめると 
○放射線治療後、比較的早期(1-3days)に血中
の cfDNA増加が生じる 
○cfDNA は癌由来の DNA から生じている
こと 
○放射線治療後の cfDNA 増加を利用した
digital PCR解析、シークエンサー解析は可
能である 
○放射線治療後の cfDNA増加は 15~30Gy程
度の線量後でも生じる 
 
ことが明らかとなった。 
 
今回 cfDNA 増加をきたした 15~30Gy とい
う線量は、根治的放射線治療だけでなく、
緩和的な放射線治療中でも cfDNA 増加が
起こりえることが示唆される結果であり、
脳定位照射や緩和照射後に照射部位の
genotype を検証することが可能であること
を示した結果であり、興味深いデータであ
ると考える。 
 

cfDNA 診断は国内でも 2017 年より保険
承認がされており、今後盛んに行われてい
く。一方でその診断を行うために化学療法
や放射線治療が cfDNA にどのような影響
を与えるを知る必要がある。特に多くの癌
治療に併用される放射線治療が、この
cfDNA 動態にどのような影響を与えるか
について詳細に調べた最初の報告であり、
意義の大きい報告である。 
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