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研究成果の概要（和文）：「個別化放射線治療」を実現させるために、リキッドバイオプシーを用い、血漿中に
存在する腫瘍由来のエクソソームを調べ、癌の放射線感受性予測に応用した。腹部～骨盤部に放射線治療を施行
した子宮頸癌、直腸癌、肛門癌、膵癌など合計で150名の患者より血液を採取し、リンパ球のDNA-PK活性測定、
放射線誘発ガンマH2AXフォーカス測定を行い、血漿中のエクソソーム由来マイクロRNA発現解析を行った。血漿
中のエクソソーム由来マイクロRNAが放射線治療効果予測に有用である事と、リンパ球DNA-PK活性が放射線治療
による晩期有害事象予測に有用である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In order to realize "personalized radiotherapy", we used a technique called
 "liquid biopsy" to examine the nucleic acids and proteins of tumor-derived exosomes in plasma, and 
applied it to the prediction of radiosensitivity of cancer. Blood samples were collected from a 
total of 150 patients with cervical, rectal, anal and pancreatic cancers treated with abdominal to 
pelvic radiotherapy, and plasma and lymphocyte samples were isolated. DNA-PK activity of lymphocytes
 and radiation-induced gamma H2AX focus was measured, and exosomal microRNA expression analysis in 
plasma was performed. Based on the results of the treatment outcome and adverse event surveys for 
each cancer and the results of lymphocyte DNA-PK activity and radiation-induced gamma-H2AX focus 
measurements, we showed that exosomal microRNAs in plasma are useful for predicting the effects of 
radiotherapy and that lymphocyte DNA-PK activity may be useful for predicting late adverse events 
after radiotherapy.

研究分野：放射線腫瘍学

キーワード： 放射線治療　治療効果予測　有害事象予測　リキッドバイオプシー　マイクロRNA　ガンマH2AXフォーカ
ス　DNA-PK活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、癌に対する放射線治療の治療効果予測と、放射線治療後半年から数年の間に起こる晩期有害事
象（副作用）の予測が、治療開始前の血液を調べる事で可能となる可能性を示す事ができた。これを進める事に
よって、個人毎のより最適な放射線治療スケジュールが決定でき、個別化放射線治療を実現する足掛かりとな
り、将来的に癌治療の全体的な成績向上に寄与が期待できる成果を得る事ができた。

※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 
 
従来、根治が困難であった局所進行悪性腫瘍に対して、放射線治療機器の技術的な進歩や化学療
法の進歩や同時併用などの投与方法の進歩により、近年は治療成績の向上が見られてきている。
しかし根治が困難な症例は未だ多く、さらなる治療成績向上を目的とした「個別化放射線治療」
の実践のためには、 
（A）放射線抵抗性腫瘍に対し線量増加による局所制御の向上 
（B）遠隔転移の抑制、遠隔転移を起こしやすい症例を選別しての追加治療 
（C）正常組織の有害事象予測 
などの方策が必要と考えられる。 
 
この課題に対して、近年は「リキッドバイオプシー」という手法が提唱されてきている。これは
血中に存在する腫瘍由来 DNA や、エクソソーム（細胞外小胞）の中にあるタンパクや核酸を調べ
る事で、腫瘍特異的な発現パターンを検出し、がんの特性を診断するものである。 
 
現状では早期がんの検出に重点を置いて研究が進められているが、分泌されるエクソソームが
親腫瘍の性質を反映していると考えられる事から、エクソソーム内のタンパクや RNA を調べる
事で、 
（a）放射線治療が奏効しやすいグループを同定する 
（b）早期に遠隔転移を起こしやすいグループを同定する 
など、治療方針決定を含めた臨床応用が可能と考えられ、エクソソームを解析する研究に着手す
る事とした。 
 
２．研究の目的 
 
従来、放射線治療での根治が困難とされてきた局所進行悪性腫瘍に対し、末梢血リンパ細胞や血
中の腫瘍由来エクソソーム（細胞外小胞）に存在する、miRNA（マイクロ RNA）の発現パターンを
調べ、放射線治療効果を予測する。また DNA 修復能の指標とされる末梢血リンパ細胞の放射線誘
発ガンマ H2AX フォーカスを測定する事で有害事象の起こりやすさを予測する。これらの組み合
わせにより、個々の患者毎の特性に合わせて線量分割や照射体積を調整し、治療効果向上と有害
事象軽減による「個別化放射線治療」を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
腹部～骨盤部に放射線治療を施行した子宮頸癌、直腸癌、肛門癌、膵癌など、合計で 150 名の患
者より血液を採取し、血漿およびリンパ球などの試料の分離採取を行った。血漿からエクソソー
ム内包マイクロ RNA 発現解析に必要なサンプルの分離調整を行ない、また、リンパ球の DNA-PK
活性測定、放射線誘発ガンマ H2AX フォーカス測定を行った。 
 
＜子宮頸がん患者におけるエクソソーム由来の miRNA 解析による治療効果予測＞ 
 
2014 年～2019 年にかけて根治的放射線治療を行った子宮頸癌患者で、放射線治療前の採血を施
行した 72例を対象とし、その中でⅢ／Ⅳ期の進行症例で 2年以上の無再発生存、または局所再
発・遠隔転移などが確認された代表
的な各 9例ずつを選びだし、血漿中
のエクソソームに内包されるマイ
クロ RNA を抽出、次世代シーケンサ
ーによる RNA-Seq 解析を行い、再発
に関連するマイクロ RNA 抽出を行
った。 
 
具体的には Qiagen 社の exoRNeasy 
Serum/Plasma Midi Kit を用いてエ
クソソーム由来マイクロ RNA を抽
出し、バイオアナライザーで目的の
マイクロ RNA 分画が取れている事
を確認した。 
（右図は代表的なサンプル例） 
 



 
次に Qiagen 社の QIAseq miRNA Library Kit
による次世代シーケンス解析と FastQC のチェ
ックを行い、データ整形の後に、マイクロ RNA
のアノテーション付与を行った。計 18例のデ
ータが揃った所で、各サンプルでの遺伝子変動
が少ない 30％程度の範囲を比較し、発現量を
補正する TMM 法を用いて、RNA-seq におけるリ
ードカウントデータの正規化を行った。（右図） 
 
その結果、検出・同定されたマイクロ RNA は
2212 種類であった。 
 
 
 
 
＜末梢血リンパ細胞の DNA-PK 活性測定および放射線誘発ガンマ H2AX フォーカスの測定による
有害事象予測＞ 
 
2014 年～2019 年にかけて放射線治療を行った子宮頸癌、直腸癌、肛門癌、膵癌の患者で、放射
線治療前の採血を行った 100 例を対象に末梢血リンパ球の DNA-PK 活性測定および放射線誘発ガ
ンマ H2AX フォーカス測定を行った。DNA-PK 活性測定は末梢血からリンフォプレップを用いてリ
ンパ細胞を分離し、細胞内にある DNA 損傷修復タンパクである DNA-PK（DNA 依存性プレロテイン
キナーゼ）のリン酸化活性をラジオアイソトープの 32-P-γ-ATP を用いて定量化した（この方法
の詳細については 2006 年の Carcinogenesis 誌にて報告）。 
 
同じ末梢血サンプルを用い、X線照射装置
で 1Gy を照射し、30分後と 4時間後にパ
ラホルムアルデヒド固定、その後蛍光抗
体を用いたガンマ H2AX タンパク染色を
行い、蛍光顕微鏡下で細胞内に生じた放
射線誘発フォーカスを観察、計測した。
（右図） 
1 サンプルあたり 100 個のリンパ細胞内
のフォーカス数を計測し、非照射、1Gy 照
射後 30分、4時間でのフォーカス数の変
化を計測した。 
これら DNA-PK 活性の測定と、放射線誘発ガンマ H2AX フォーカスの変化、特に照射 30 分後のピ
ークから 4 時間までの減少率を DNA 損傷修復率として、放射線治療後の有害事象発生との関連
を調べた。 
 
４．研究成果 
 
＜子宮頸がん患者におけるエクソソーム由来のマイクロ RNA 解析による治療効果予測＞ 
 
無再発および再発群の 2群間で発現量に差があるマイクロ RNA を抽出した所、t検定において発
現量に有意差が見られたマイクロ RNA は 74 種類見つかった。 
その中で ROC 解析を行い、特に再発リスクとの関与が高かった代表的な 5 つのマイクロ RNA を
ピックアップした。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の 5 つのマイクロ RNA の発現量からカットオフ値を決めてスコア化し、合計スコアが 3 点



以上の症例を「高リスク群」、2点以下の症例を「低リスク群」とした。2群に分けた無再発生存
曲線を描くと、高リスク群と低リスク群で再発率に明らかな有意差が付く事が示された。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜末梢血リンパ細胞の DNA-PK 活性測定および放射線誘発ガンマ H2AX フォーカスの測定 
による有害事象予測＞ 
 
 
 
放射線誘発ガンマ H2AX フォーカスの測
定は 114 例を対象に行った。 
1Gy 照射後 30分と 4時間での平均フォー
カス数の比を取ると、0.48～0.74 までの
範囲になり、個人によってばらつきがあ
り、すなわち DNA 損傷修復能力に個人差
がある事が推測された。（右図） 
 
 
 
 
同じサンプルで DNA-PK 活性を測定し、相
関関係を調べた所、弱い相関傾向（相関係
数 r=0.321）ではあるが、DNA-PK 活性が高
い症例においてH2AXフォーカスの減少率
が高く、逆に DNA-PK 活性が低い症例にお
いてH2AXフォーカスの減少率が低い傾向
にある事が示された。（右図） 
 
DNA-PK タンパクは非相同末端結合修復経
路による DNA 二本鎖切断の損傷修復に関
わる事が知られているが、この修復活性
の高低がリンパ細胞において実際の DNA
二本鎖切断修復効率と相関関係にある事
が証明できた。 
 
次に癌腫毎に分けた DNA-PK 活性の違いを調べた。（次ページ図） 
ここでの健常者データは、2006 年に健常ボランティアとして医療従事者 41例より採血、測定し
たものを並べて図示したものであるが、健常者に比べて癌罹患者の方が全体に DNA-PK 活性が低
い傾向があると思われた。これは、DNA 損傷修復能力が低い事と、癌罹患リスクが高くなる事が
関連している可能性がある事を示唆している。また、この中で放射線治療後 1年以上経過観察し
た時点で、grade2 以上の晩期有害事象を起こしたのは 6例と少ないが、その DNA-PK 活性の数値
は有害事象を生じなかった症例と比べて低い傾向にあり、これは DNA 損傷修復能力の個人差と、
放射線治療による晩期有害事象との関連性が示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の結果をまとめると、放射線治療効果予測に関して、治療前の 5個の血漿中エクソソーム由
来マイクロ RNA 発現を調べる事で、再発しやすい群を予測する事ができた。今後は残りの症例で
の解析を継続し、再現性のある結果が得られるか検討を続ける必要性がある。また、今回同定さ
れた 5 個のマイクロ RNA がどのように再発および遠隔転移に関与しているかのメカニズムの解
明はこれからの課題である。 
放射線治療後の有害事象予測については、日常臨床のプロトコール通りに治療が行われた場合
には grade2-3 以上の有害事象発生率は一般的に数％未満であり、症例数を多く集めなければ十
分な検出能力を持った予測法の確立は難しい事が課題である。 
次期研究計画においては多施設から多くのサンプル収集と解析を進めていく事を検討している。 
これらの成果については現在論文作成準備中で、英文医学雑誌に投稿して結果を広く一般に周
知していく予定である。 
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