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研究成果の概要（和文）：放射線壊死を規定する因子としてPDGFRA遺伝子コピー数の変化がその候補としてあげられた
が、同遺伝子の変異は壊死に関与しておらず、他にも、放射線障害を規定する単一の新たな分子の変化は確認できなか
った。一方、MGMTメチル化は線量増大による放射線障害誘発の危険因子であり、同遺伝子の非メチル化例には大線量照
射、メチル化例には中等量照射を行う個別化治療を行った。その結果、メチル化例では線量を中等量に減量することで
、放射線壊死発生までの時間が短縮されたが、良好な生命予後は維持され、MGMTメチル化の有無による線量決定が有効
であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The change in copy number, but not mutation, of PDGFRA was associated with 
radiation necrosis. We could not find other molecules which showed significant correlation with radiation 
necrosis, from the analyses by array-CGH, cDNA array, and next generation sequencing. On the other hand, 
the methylation status of MGMT gene promoter was significant risk factor for radiation injury, and tumors 
with methylated MGMT gene promoter had higher risk for necrosis. Tailor-made setting of irradiation doses 
(high-dose for MGMT unmethylated cases, and moderate-dose for methylated ones) had revealed that decrease 
of irradiation dose had contributed to prevent radiation injury, while keeping the same survival benefit 
of irradiation. These findings indicated the feasibility of tailor-made setting of treatment doses based 
upon the methylation status of MGMT gene promoter.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 脳腫瘍学　放射線脳壊死
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１．研究開始当初の背景 
化学療法剤としてのテモゾロミドの出現

は、神経膠芽腫罹患患者の予後を改善させた
が、依然標準的治療を施行された本腫瘍罹患
患者の生存期間中央値は14ヶ月程度と短い。
最近の放射線照射技術の進歩は、限局した部
位への線量集中を可能とした。我々は、既に
神経膠芽腫の様な放射線耐性腫瘍に対して 
Intensity Modulated Radiation Therapy 
(IMRT) などの高精度照射技術を用いた線量
増大を行うことが、腫瘍制御と罹患患者の生
命予後の改善に寄与することを報告した。し
かし、一方で大線量放射線治療の効果により
罹患患者の生命予後が改善するにつれ、線量
増大が非常に緩徐ではあるが放射線脳障害
を引き起こすことも明らかとなり、特に長期
生存例に於ける QoL 維持にとって重大な問
題となることも明らかと成った。さらに、併
用するテモゾロミドの効果が MGMT のメチ
ル化によって異なることもその後明らかと
なり、長期生存が期待されるメチル化例と期
待しづらい非メチル化例とで、同じ治療を施
行することに対する疑問も生じている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、予測される生命予後と、
放射線照射の危険性を総合して評価し、個々
の患者において最も利のある放射線治療を
提供することであり、その指標となりうる分
子標的を明らかにすることであり、最終的に
は分子診断に基づいたテイラーメイド照射
を構築することである。 
 
３．研究の方法 
千葉県がんセンターで初回手術を施行し

た神経膠芽腫を対象とした。 
(1)形態病理診断の決定 
 ２名の病理専門医により、WHO 分類に準拠
して形態病理学的に神経膠芽腫と診断が確
定した症例のみを抽出した。 
(2)組織の保存 
 摘出後直ちに凍結し、-80℃で組織を保存
した。 
(3)核酸抽出 
 凍結保存された組織から、QIAGEN の DNA 
抽出キットおよび RNA 抽出キットを用いて
核酸の抽出を行った。抽出した DNA は 2μ
/ml に希釈。RNA は抽出した RNA 10μg を鋳
型に、オリゴ dT プライマーを用いた逆転写
反応により[α-3 5S]dCTP で標識したプロー
ブを作成した。 
(4)MGMT メチル化の検証 
 腫瘍から抽出したゲノム DNA を BamHI で
処理することで断片化したのち、フェノール
処理・エタノール沈殿により精製した。DNA(1
μg)に、終濃度 0.3M NaOH を添加し、37℃
で 20分間インキュベートし DNA を変性させ
たうえで、約 8.4M の重硫酸溶液を加え、70℃
で 60 分間インキュベートし、重硫酸処理を
行った。この DNA はマグネティックビーズ

を用いて吸着精製し、水で溶出。これに、透
瞭の 0.2N NaOH を加え、90℃で 30 分間イン
キュベートし、脱スルホン酸処理を行った。 
 非メチル化反応プライマー・メチル化反応
プライマーを用いて、PCR 方による遺伝子増
幅を行い、PCR 欄物を 3.5%アガロースゲルで
泳動し、バンドの位置を確認してメチル化の
有無を評価した。 
(5)網羅的遺伝子発現解析 
 当研究所で独自に開発した cDNA array 
chip である NH13000EXP を用いた網羅的遺
伝子発現解析を行った。このチップには、神
経芽腫由来の約 1 万 3000 個の遺伝子がプロ
ットされている。(3)で作成された標識 cDNA 
を NH13000EXP に 20mM DTT 存在下で 60℃に
て一晩ハイブリダイゼーションさせ、イメー
ジングアナライザーで放射線活性を測定し、
遺伝子発現量の指標とした。 
(6)遺伝子コピー数変化の網羅的解析 
 大凡 1.2Mbの精度で全ゲノムをカバーする
2464 BACクローンを有するチップを用いた網
羅的な遺伝子コピー数変化の解析を行った。
具体的には腫瘍から抽出したゲノム DNA 
500ng とリファレンス DNA を Cy3-dCTP およ
び Cy5-dCTP で標識し、ハイブリダイゼーシ
ョンを行った。 
(7)次世代シーケンス解析 
 409 がん関連遺伝子の全エクソンをカバー
するコンプリヘンシブキャンサーパネルと
プロトンシーケンサーを用いた網羅的遺伝
子変異解析を行った。抽出された変異候補遺
伝子は、ダイレクトシーケンス法にてその変
異の有無を検証した。 
(8)MGMT メチル化の有無を元にした個別放射
線治療の構築 
 可及的摘出の後、テモゾロミドを用いた化
学療法に平行して IMRT を用いた寡分割大
線量照射を行った。照射は全例3層の PTV を
用い(PTV-1: MRI 造影領域+5mm、PTV-2: PTV-1
の周囲 15mm、PTV-3: FLAIR high 領域)、
simultaneous integrated boost 法を用いて
照射した。PTV-2, PTV-3 に対する処方線量は
それぞれ 40Gy/8Fx. および 32Gy/8Fx. に
固定したが、PTV-1 に対する処方線量は MGMT 
非メチル化例 68Gy/8Fx. に対し、メチル化
例では 48Gy/8Fx.に減量して照射した。照射
終了後、adjuvant 治療としてテモゾロミド
投与を 12 サイクルまたは腫瘍が再発するま
で継続した。 
(9)統計解析 
主評価項目は生存期間。副次的評価項目を

放射線壊死出現までの時間とした。生存解析
は生存曲線をKaplan-Meier 法およびCox の
比例ハザードモデルを用いて行った。 
①遺伝子発現 
網羅的遺伝子発現解析は、84 例の神経膠芽

腫を対象に解析を行い、有意な発現を認めた
遺伝子に関して、その発現量により放射線壊
死出現までの時間に差があるか検証した。 
 



②遺伝子コピー数変化 
array CGH は 66 例の神経膠芽腫を対象に

解析を行い、神経膠芽腫において欠失や増幅
の存在が知られている遺伝子を対象に、その
欠失/増幅の有無が放射線壊死出現までの時
間に影響しているか検証した。 
③遺伝子変異解析 
遺伝子変異解析は、21 例の神経膠芽腫を対

象に解析を行った。変異を認めた遺伝子は、
その昨日毎に分類し、どの遺伝子経路に異常
があると、放射線壊死を来すまでの時間が短
くなるか検証した。 
④MGMTメチル化を元にした個別化照射 
MGMT メチル化を認め 68Gy/8Fx.の照射を

施行した 21例を historical control として
解析の対象に加えた。MGMT メチル化を認め 
48Gy/8Fr.で照射した症例(22 例)、MGMT非メ
チル化で 68Gy/8Fx.で照射した症例（52 例）
で、生存期間・放射線壊死を来すまでの時間
比較し、個別化治療の安全性と効果を検証し
た。 
 
４．研究成果 
(1)MGMTメチル化の頻度と治療予後 
 神経膠芽腫 220 例のうち、MGMTメチル化を
認めた症例は 90 例(40.9％)だった。テモゾ
ロミド非使用例において MGMT メチル化例と
非メチル化例で生命予後に差を認めなかっ
たが（図１A）、テモゾロミド使用例では約 4
ヶ月の生存期間中央値延長効果を認めた（図
１B）。 
図１ 
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一方、MGMTメチル化の有無に関わらず大線

量照射は放射線壊死の出現に関してハイリ
スクであったが、メチル化例（図２A）は非
メチル化例（図２B）に比較してよりそのリ
スクが高かった。 
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(2)遺伝子発現解析と放射線壊死 
その発現量によって、放射線壊死発生まで

の時間に有意な差を認めた 39 遺伝子を同定
した。39 遺伝子の発現量をクラスター解析し
た結果を図３に示す。 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これら、39 遺伝子を機能分類すると、細胞

骨格（β-Actin, Tubulin-β, PAK4）、解糖
系（PKM2, ENO1）、転写因子(EEF1A, HNRPK)
などが多く含まれていた。 
(3)遺伝子コピー数変化と放射線壊死 
神経膠腫においてコピー数変化が指摘さ

れている遺伝子（TP53・EGFR・PTEN・CDKN2A・
RB1・BRAF・NF1・PDGFRA）の遺伝子コピー数
変化と放射線壊死発生までの時間との関連
を検証したが、その中で唯一、PDGFRAの gain 
例では放射線壊死を来しにくかった（図４，
P=0.023）。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
4)遺伝子変異と放射線壊死 
次世代シーケンサーを用いた 21 例の神経

膠芽腫の遺伝子変異解析から、41 遺伝子に変
異を確認した。これら 41 遺伝子のうち、複
数症例で変異を認めた遺伝子は、TP53, NF1, 
mGlu8, PTEN, PDGFRA, FLI1, PKHD1, SYNE1 の
8 遺伝子だった。しかし、単一遺伝子の変異
頻度は、５〜33％と低く PDGFRA を含めて遺
伝子変異と放射線壊死との間で有意な相関
を示した変異は認められず、単一遺伝子の変
異による放射線壊死の予測は困難であった。 
(5)MGMT メチル化の有無によるテーラーメイ
ド IMRT と放射線壊死 
以上の検討より、単一遺伝子の変異または



発現によって放射線壊死を推測しうる遺伝
子として直ちに臨床応用できるのは、MGMT 
のみと考えられた。そこで、MGMTメチル化例
において、照射線量を 68Gy/8fx.とする大線
量照射とする群（21 例）と、48Gy/8fx.とす
る中等量照射群（22 例）とで、放射線壊死発
生までの時間を比較すると、有意に中等量照
射群(dIMRT)で壊死までの時間が延長してい
た(P=0.040、図５)。 
図５ 
 
 
 
 
 
 
図６ 
 
 
 
 
 
 
 
一方で、中等量まで線量を下げても、大線

量照射群と比較して有意な生命予後の悪化
は認めなかった(P=0.645、図６) 
以上より、MGMTメチル化を認める症例にお

いては、線量を下げても腫瘍制御は良好で、
逆に線量増大することが放射線壊死の誘発
に繫がる恐れがある。今後、神経膠芽腫に対
する放射線治療においては MGMT メチル化の
有無によって、線量決定することが望ましい
と思われた。 
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