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研究成果の概要（和文）：　重粒子線治療に伴って生じた二次性腫瘍（骨肉腫および海綿状血管腫）患者の臨床
検体を用いて全ゲノム解析を行ったところ、前者では約1万9千箇所、後者では約1万4千箇所と膨大な数の変異が
指摘された。
　適切なInfomatics解析を行い、腫瘍形成に寄与している変異の候補として骨肉腫では22遺伝子、海綿状血管腫
では4遺伝子まで絞り込むことが出来た。特に骨肉腫の22遺伝子候補のうち、NF2遺伝子の第8エクソン上のナン
センス変異(c.1021C>T)は変異アレルと正常アレルの比も43:8と高く、(重粒子線誘発性)骨肉腫の発生に強く関
わっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：  Whole genome analysis of clinical specimens from patients with secondary 
tumors (osteosarcoma and cavernous hemangioma) arising from heavy particle radiotherapy identified 
an enormous number of mutations, approximately 19,000 in the former and 14,000 in the latter. 
Appropriate informatics analysis was used to narrow down the candidate mutations contributing to 
tumorigenesis to 22 genes in osteosarcoma and 4 genes in cavernous hemangioma.
  Among these 22 gene candidates in osteosarcoma, a nonsense mutation (c.1021C>T) on the eighth exon
 of the NF2 gene was found to be strongly involved in the development of (heavy particle 
radiation-induced) osteosarcoma, with a high 43:8 ratio of mutant to normal alleles.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 放射線誘発腫瘍　重粒子線　体細胞変異　骨肉腫　海綿状血管腫　tumorigenesis　次世代シークエンサ
ー　NF2遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　重粒子線治療に附随して誘発された二次性腫瘍の発生は、極めて稀であり、患者にとって不幸なことである
が、本研究では、その解析によりTumorigenesisの原因と考えられる病態（骨肉腫症例においてはNF2遺伝子がコ
ードするMerlin蛋白の341番目のArg残基がStopコドンに変化する変異）を同定することが出来た。
　また同時に、放射線照射にてDNA障害を起こし表現型が変化した際に当該個体の組織から原因遺伝子を単離す
る手法はモデル生物を用いた基礎研究では一般的であるが、本研究はヒトの腫瘍においても同様の理屈が有用で
あり臨床に直結する結果を出せることを示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
（１） 

重粒子線治療は本邦が世界に先駆けて実運用に成功
した技術であり、2014 年までに世界で約 1 万 4 千名の
患者が粒子線治療を受け(右図１)、うち約 1 万 2 千名が
国内での加療であったが (Kamada et al, LANCET 
2015)、これまでその副作用として二次性腫瘍の臨床報
告は無かった（図２） 
 
（２） 
 重粒子線治療後の二次性腫瘍発生に関しては、過去
にはマウスを用いた報告があるのみであった(Ritter et 
al, Mutat Res 2010)。我々は臨床においても基礎研究
で示されているような二重鎖切断による転座や欠失が
臨床症例においても生じていることを multicolor 
FISH にて証明し、粒子線治療後に出現する病変とし
て、放射線壊死や血管障害の他に、誘発腫瘍の発生にも
留意する必要があることを示していた（Adachi et al, 
21st World Congress on Advances in Oncology 2016, 
図 3）。本研究は更に塩基配列決定により、新規がん関
連遺伝子の発見を目指すものであった。 
 
（３） 

家族性海綿状血管腫に関しては責任遺伝子の報告が
ある(Cavalcanti et al, JNS2012)ものの弧発性海綿状
血管腫および骨肉腫では治療に繋がるような遺伝子異
常は見つかっておらず本研究において変異部位の同定
を行う（図４）ことは外科手術以外の治療戦略への足掛
かりとなるものと考えられた。（例えば、放射線誘発甲
状腺癌で検出された RET/ PTC 融合遺伝子の RET 受
容体は弧発性甲状腺癌の責任遺伝子であることが知ら
れている。また、他腫瘍でも重要性が指摘され、既に 2
種類の分子標的薬が開発され使われていた。） 
 
２．研究の目的 
 
（１） 
 本研究の目的は、重粒子線治療後に誘発された二次性
腫瘍の初の臨床 2 症例（①頭蓋顔面骨骨肉腫および②
海綿状血管腫）の臨床検体を用い、 
・重粒子線治療で生じた遺伝子変異の様式を解明する 
・骨肉腫を発生させる新規遺伝子を探索する 
・海綿状血管腫を発生させる新規遺伝子を探索する 
ことであった。 

骨肉腫および海綿状血管腫は現状、内科治療単独で著
効する内服薬もないため、その責任遺伝子の同定は将来
の治療薬開発への応用が期待されるものと考えた。 
 
（２） 
 21 世紀に入り RET や ALK 融合遺伝子のような分子標的薬に繋がる変異発見が相次いで
いるが、これらに至る手法は膨大な患者数の次世代シークエンシングを行うなど高コスト
なものが多かった｡我々は重粒子線治療の副作用としての発癌および二重鎖切断に基づく
染色体構造異常という稀有（これまで粒子線治療を受けた 14 万人中 2 人）であるが決定的、
といえる事象を捉えることに成功しており、結果、低コストで新たな発癌に関わる因子同定
に至る可能性が考えられた。更には今後、同様症例の増加が予想されるため、本手法にて新
規がん関連遺伝子が検出できれば、gene hunting の一手法として確立してゆきたいと考え
ており、新たなツールとして学術的に貢献することを目指していた。 

 



（３） 
症例①の骨肉腫は転移を来しやすいことから予後が悪く、症例②の海綿状血管腫は有病

率も出血率も高いにも関わらず、大多数を占める孤発例での原因遺伝子は不明(Kovac et al, 
NatCom 2015)である。従って、これらの疾患の遺伝子特定が治療に直結する可能性が高く、
臨床面での意義も高いと判断した。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 
 前述の骨肉腫および海綿状血管腫患者の摘出検体
（病変部位と正常対照部位の凍結保存検体）におい
て、網羅的に複数の変異部位を明らかにするため次
世代シークエンサーによる全ゲノムの比較変異解析
を行った（詳細サンプル情報は次項）。 
 
（２） 
サンプル情報 

サンプル ：DNA 
リファレンスゲノム ：hg38（Homo sapiens） 

データ取得仕様 
利用機器：Illumina NovaSeq 6000 
取得リード長：PE150 (150bp×2 paired-end) 
取得データ量： 
正常サンプル:90 G bases per sample 
腫瘍サンプル:240 G bases per sample 

取得リード数： 
正常サンプル:600.0 M reads per sample 
腫瘍サンプル:1.6 G reads per sample 

試薬：NEBNext® Ultra DNA Library Prep Kit  
 
（３） 
右図 6に沿い Informatics 解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
（１） 

上記の重粒子線誘発性骨肉腫患者の手術検体および重粒子線誘発性海綿状血管腫患者の
手術検体から、それぞれ DNA抽出を行い、次世代シーケンサーを用いて上述の変異解析を行
った結果、前者では約 1万 9千箇所の、後者では約 1万 4千箇所の変異が明らかとなった。 

 
（２） 

GATK（Mutect2）による変異解析の結果、腫瘍化に関連していると強く考えられたものを
以下に列挙する（なお、括弧内の記載は変異アレルと正常アレルの比である）。 

前 者 の 骨 肉 腫 で は MST1L(3:37) ･ LCK(5:38) ･ PRKAB2(13:142) ･ PEAR1(4:100) ･
LAMC2(13:91) ･ TNNT2(74:58) ･ PRPF40B(9:64) ･ HCAR2(3:77) ･ SHMT1(12:65) ･ ACLY(3:26) ･
DCAKD(6:68) ･ LUC7L3(7:64) ･ RBM42(5:54) ･ ZNF8(27:30) ･ HELZ2(17:67) ･ NF2(43:8) ･
TKT(5:43)･RNGTT(6:41)･PREP(8:25)･ZNF716(8:49)･ZNF735(6:347)･TTF1(18:32)の 22 遺伝
子変異、後者の海綿状血管腫では TYK2(7:58) ･ GFPT1(9:49) ･ SLAIN2(8:81)および
RNF139(10:92)の 4遺伝子変異、であった。 

 
（３） 
 変異アレルと正常アレルの比を考慮すると重粒子線誘発性骨肉腫の発生には NF2 遺伝子
の第 8エクソン上のナンセンス変異(c.1021C>T)が強く関わっていると考えられた。過去の
文献では NF2と骨肉腫の関連はマウスでは 90年代から知られていたものの、ヒト骨肉腫で
は 2020年にホモ接合性欠失の 4症例を扱った 1報告があるのみであった。今後は今回明ら
かとなった p.Arg341*変異 Merlin 蛋白が骨肉腫を引き起こす機序につき腫瘍化実験などに
て解明してゆく。 
 更に今回の解析で用いた短鎖シークエンサーでは転座や逆位などの構造異常については
充分に判明できなかった。長鎖シークエンサー（MinION）を用いた次年度以降の研究
(22K09227)とも関連して、本 DNA検体の解析を今後も継続してゆく予定である。 
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