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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、放射線治療抵抗メカニズムの解明と治療耐性群の同定法開発であ
る。子宮頸癌根治的放射線治療症例における網羅的遺伝子解析を行ったところ、FGFR遺伝子変異が治療耐性・予
後不良に関与していることを見出した。他コホートでの検証の結果、FGFR変異に加えてFGFRの一塩基多型が治療
耐性・予後不良に関与していることが示された。
実臨床への応用を目指し、ddPCR法での変異検出を行った。FGFRの一塩基多型および、子宮頸癌で比較的高頻度
に認めるPIK3CAのE542K変異 、E545K変異を、前向きに集積した患者の血液から抽出したcfDNAより検出した。こ
れらの変異は血液から同定可能であった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanisms of radiotherapy 
resistance and to develop a method for identifying treatment-resistant groups. We performed a 
comprehensive genetic analysis of patients undergoing definitive radiotherapy for cervical cancer 
and found that FGFR mutations were associated with treatment resistance and poor prognosis. 
Validation in other cohorts showed that single nucleotide polymorphisms of FGFR in addition to FGFR 
mutations were involved in treatment resistance and poor prognosis.
For clinical application, we used ddPCR to detect single nucleotide polymorphisms of FGFR and E542K 
and E545K mutations of PIK3CA, which are relatively frequent in cervical cancer, in cfDNA extracted 
from blood samples of prospectively collected patients. These mutations were identifiable from 
blood.

研究分野： 放射線医学

キーワード： 子宮頸癌　抗腫瘍免疫　放射線治療抵抗性　網羅的遺伝子解析　リキッドバイオプシー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸癌は若年女性における主要な死因の一つである。標準治療は放射線治療であり、特に進行期は全例で放射
線治療が行われる。そのため、放射線治療効果予測や再発予測のためのバイオマーカーが有用である。また、再
発子宮頸癌に対する化学療法奏効率は低く、有効な分子標的の探索も必要である。子宮頸癌においてはこのよう
な因子の研究が進んでおらず、治療耐性・予後不良に関与する遺伝子変異を見いだした本研究は非常に有意義と
考えられる。本研究成果をもとに、再発予測のための血中cfDNAからの変異遺伝子測定、再発例に対するFGFR阻
害剤による治療などが行われる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
放射線治療の効果が宿主の免疫に関係している可能性は古くより考えられていたが、そのこ

とを直接明らかにするような研究は 2000 年代後半まで非常に少なかった。我々は、放射線治
療によるがん特異的免疫の活性化を証明する研究を行い、抗腫瘍免疫が、がんの進展を制御す
る重要な因子であることを、臨床及び動物モデルを用いて示してきた。我々の研究結果は、放
射線が DNA 障害による細胞死をメカニズムとした局所治療であるという従来の考えを覆し、
新しい治療戦略の可能性を示しており、今後、放射線により誘導される免疫を積極的に利用す
る“免疫放射線療法”が確立される可能性がある。 
子宮頸癌は若年女性の死因として重要な疾患であり、放射線治療の良い適応である。子宮頸

癌患者の生検検体を用いた検討より、腫瘍浸潤リンパ球が多い症例ほど予後が良いこと、放射
線治療開始によりリンパ球浸潤が増えることなど、この疾患においても抗腫瘍免疫とその放射
線治療による活性化が重要な役割を持つと考えられる。一方で抗腫瘍免疫をコントロールする
可能性のあるドライバー変異などは子宮頸癌において知られておらず、これを解明することで
子宮頸癌の治療成績の向上、新たな治療法の開発が可能と考えられた。 
 
 
２． 研究の目的 
 
我々は以前、子宮頸癌の子宮頸癌根治的放射線治療症例における網羅的遺伝子解析を行い、

日本人子宮頸癌患者における遺伝子変異プロファイルを明らかにした。また、FGFR1-4 遺伝子
(FGFRs)変異が治療耐性・予後不良に関与していることを新たに見出した。 
 ドライバー変異とは、癌細胞の生存に重要な役割を果たす癌遺伝子または癌抑制遺伝子の変
異をいい、良い予後予測マーカー、再発マーカー、治療標的となる可能性がある。子宮頸癌に
おいては頻度の高いドライバー変異が同定されておらず、疾患に対する治療法開発の遅れをも
たらしている。そこで変異部位や病原性を含むより詳細な検討をおこなうことでドライバー変
異の同定を行い、同定した変異をリキッドバイオプシーで検出する系を確立することを本研究
の目的とした。また同時に、FGFRs 変異が放射線治療不良予後と相関することを検証した。 
 
 
３． 研究の方法 
  
子宮頸癌患者 67症例の腫瘍における体細胞変異を同定し、ドライバー変異を推定する変異解

析、及び推定したドライバー変異を、子宮頸癌患者 11 症例において、腫瘍で検出された変異が
血液から抽出した cfDNA から検出できることの実証を行った。 
2013 年 12 月から 2017 年 7 月までに群馬大学医学部附属病院で根治的放射線治療を受けた

Stage IB から IVA 期の患者で、治療前凍結腫瘍組織および正常 DNA のための血液が保管されて
いる患者 67 名を対象とした。腫瘍および正常 DNA を抽出し、マルチプレックス PCR、次世代シ
ークエンス、データベース照合によるターゲットシーケンスを行った。対象は、子宮頸癌で高
頻度に変異を認めた 41遺伝子について独自パネルを作成し、体細胞変異を同定した。 
今回用いた独自パネル、及びシークエンスの詳細を述べる。以前行った研究では、がん関連

409 遺伝子のほぼ全長を対象とした、市販パネル Ion Ampliseq Comprehennsive Cnacer Panel
を用いて、FFPE から抽出した DNA より変異検出を行った。この研究では対照となる正常 DNA は
なく、一塩基多型などは、データベースとの照合、アレル頻度を目視で確認することなどで取
り除き、腫瘍における体細胞変異を推定した。本研究では、前回のがん関連 409 遺伝子は、子
宮頸癌においては変異頻度数％未満、またはまったく検出されないものも多いため、全てを検
査することは非効率と考え、高頻度または治療標的となる可能性のある遺伝子を中心に、図 1.
に示す 41遺伝子を選定した。本研究では凍結組織から DNA を抽出しておりホルマリンによる断
片化がないこと、個々人の正常 DNA との比較で多型を取り除けること、41遺伝子に絞ったシー
クエンスでリード数が多いことより、体細胞変異の同定の精度は相当に高いと考えられた。 
FGFR におけるドライバー変異は FGFR3 の Gain of function 型変異 R248C、S249C などが知ら

れているが、子宮頸癌における頻度は我々の研究で 2%、諸家の報告でも同程度のため、他の一
塩基多型などが予後に関与している可能性を考慮し、体細胞変異に加えて、多型のうち
PathogenicかつPubmedで不良予後との相関が報告されているものを変異陽性として同定した。
FGFR4 の G388R については変異型のホモ接合が発がんと関連するとの報告があり、これを陽性
とした。 
リキッドバイオプシーの検討では、2018 年 10 月から 2019 年 3月までに群馬大学医学部附属

病院で根治的放射線治療を受けた患者 11名を対象とした。凍結腫瘍組織由来 DNA、血液由来正
常 DNA、治療前、開始 3週間（治療中）、開始 3ヶ月（治療後）の血清より抽出した DNA（cfDNA）
より、PIK3CA の p.Glu542Lys (c.1624G>A)、及び p.Glu545Lys (c.1633G>A)に特異的なプライ
マーセットを用いたドロップレットデジタル PCR（ddPCR）で変異を検出した。 
 



 
 
図 1.変異検出に用いた独自パネル 
 

 AKT1 ALK APC ARID1A BRCA1 BRCA2 BTK CASP8 CCND1 CDKN2A 

CREBBP EP300 EFGR ERBB2 ERBB3 FBXW7 FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 IGF2R 

KIT KRAS MAPK1 MLH1 MSH2 MSH6 NF1 NFE2L2 NOTCH1 PIK3CA PIK3R1 

PMS2 PTEN RB1 SHKBP1 SMAD4 SYNE1 TGFBR2 TP53 TP63   

 
 
４． 研究成果 
 
 FGFRs 変異が子宮頸癌放射線治療予後と相関するかの検証を、X線による根治的放射線治療患
者 59 名で行った。FGFR3R655L を 1 例、FGFR3R248C を 1 例、FGFR3S249C を 2 例、FGFR4G388R
ホモ接合を 6例に認め、これら 10例を FGFRs 変異陽性とした。臨床病理学的な特徴に明らかな
差は認めなかった。無増悪生存割合は FGFRs 変異陽性群で有意に不良であり、5 年無増悪生存
割合は野生型 75.5%に対して変異陽性群で 50.0％（P=0.020）であった。他の既知の予後不良因
子との多変量解析を行ったところ、FGFRs 変異陽性は独立した予後不良因子であった。 
体細胞変異は全 67 例中、PIK3CA（37.3%)、FBXW7（16.4%）、EP300（11.9%）、ARID1A（8.9%)、

NOTCH1（8.9%）RB1（8.5%）、FGFR3（5.9%)、KRAS（5.9%）、TP53（3.4%）などに体細胞変異を認
めた。これらのうち病的バリアントまたはその可能性が報告されており、かつ、複数の症例で
認めたのは、PIK3CA における E542K 変異（8例）、E545K 変異（6例）、H1047R 変異（2例）、FBXW7
における R479G 変異（2 例）、R505G 変異（2 例）、EP300 における D1399N 変異（4 例）、FGFR3
における S249C 変異（2例）、KRAS における G12D 変異（2例）であった。 
各症例における病的変異の存在を確認したところ、癌抑制遺伝子間の病的変異に相互排他性

が成り立っていること、KRAS や ERBB2 など一部の癌遺伝子にやはり相互排他性が成り立ってい
ることを見いだした。PIK3CA についても、他の癌遺伝子病的変異を伴わない症例を認めた。あ
る遺伝子変異を単独で認めた場合、ドライバー変異の可能性が高いと考えられる。 
 廉価かつ簡便にドライバー変異を同定する方法の確立を目的に、ddPCR による変異の検出を
行った。対象は PIK3CA における E542K 及び E545K 変異とした。11症例の腫瘍組織より、E542K
変異（1 症例）、E542K 及び E545K の共在（1 症例）、E545K 変異（3 症例）を同定した。対応す
る治療前 cfDNA より、E542K 変異（2例中 2例）、E545K 変異（4例中 2例）が検出された。cfDNA
が検出された症例ではいずれも、治療中、治療後で変異率の減少または消失を認めた。以上の
ように、子宮頸癌におけるドライバー変異を、リキッドバイオプシーにより同定するための基
礎的データを得た。 
 同定されたドライバー変異は分子標的治療薬などによる治療対象となる可能性があり、子宮
頸癌においては新規の知見である。また、ドライバー変異のリキッドバイオプシーにより、血
液から腫瘍における変異遺伝子を推定できる可能性、再発モニタリングや予後予測が行える可
能性を示した。これらの成果は臨床応用可能な有意義なものである。 
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