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放射線治療後再発した肺癌組織は、治療前と分子生物学的プロファイルがどう異なるか
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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌の治療として、根治的放射線療法や化学放射線療法が施行されることが
あるが、これら治療により癌細胞の遺伝子へ新たに変異が加わる可能性がある。そこで今回我々は、放射線照射
を含む治療後に再発してきた非小細胞肺癌組織の遺伝子解析を行い、治療前と比較することで新たな変異のパタ
ーンを検討した。結果として、ドライバー遺伝子変異も含め治療後は新たに変異が生じ、特に単塩基置換（23.8
%）よりも塩基欠失（76.2%）が多く出現した。これらから、放射線治療後に再発してきた癌組織の遺伝子変異パ
ターンは、治療前と異なるため、再発組織を採取の上遺伝子を再解析することが望ましいと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Definite radiotherapy and/or chemoradiotherapy (RT/CRT) is often conducted 
for the treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC). However, there is a potential concern 
regarding the mutagenic effects on tumor cells derived from the therapies, and genomic information 
regarding cancer cells that survived definitive RT/CRT is lacking. To evaluate the mutagenic effect 
of RT/CRT, we compared genomic signatures of recurrent NSCLC tissue with those of pretreatment. Some
 mutations remained in the post-therapy state, and others, including driver mutations, either newly 
occurred or disappeared during the course of disease. Compared with single nucleotide substitution 
(23.8%), substantial number of deletions (76.2%) was observed in specimens obtained after definite 
RT/CRT. RT/CRT effects on tumor cells have a wide spectrum, and re-sequencing of a recurrent lesion 
is always recommended to discuss the best course of therapy for recurrent NSCLC after RT/CRT.

研究分野：がんゲノム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非小細胞肺癌の診療においては日常的に、遺伝子変異の情報を得た上で適切な治療法が選択されているが、いつ
の時点で採取された癌組織を用いて遺伝子解析を行うべきかについては、これまで統一した見解がなかった。今
回の研究にて、治療目的で照射された放射線が癌細胞の遺伝子に無視できない変化を与えていることが判明し
た。今後、特に放射線を含む治療後の患者の診療に際しては、放射線治療後に改めて採取されたがん組織の遺伝
子情報を参考にすることが望ましいと考えられる。これは一般診療の質の向上にも繋がる重要な発見といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肺癌の概略 
肺癌は、本邦では癌死の原因として最も多く、2012年には本邦で 71518名が亡くなっている。
肺癌は、組織型から腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌の 4種に分類される。生物学的悪
性度が大きく異なる小細胞肺癌を除いた 3種は、時に区別が困難であることなどから、これら
を非小細胞肺癌と一括して呼称する。非小細胞肺癌の進展度はステージ分類で群分けされ、最
も早期の I期から、最も進行した IV期まで分かれる。おおむね I期から III期の状態では手術
療法が検討されるものの、高齢者の増加に伴い、肺癌の平均発症年齢は 70 歳近くまで上昇し
ており、合併する併存症などから手術不能と判断される事例も増えている。 
 
(2) 非小細胞肺癌治療における、完治を目指した放射線治療 
このような手術不能例で、特にステージ I期の非小細胞肺癌症例に対しては、多門照射により
局所の放射線治療効果を高めた定位放射線療法が 2000 年以降行われており、手術療法に匹敵
する治癒率とされている。また、ステージ II期や III期にある非小細胞肺癌で手術不能とされ
た症例では、局所への放射線療法に加え抗がん剤を併用する治療が推奨される。それでも非小
細胞肺癌は生物学的悪性度が高い疾患であり、最も早期であるステージ I期を定位放射線療法
にて治療を施行したとしても、20％の症例で 5年以内に再発を認め、ステージ II期や III期で
化学放射線療法がなされた症例では、おおよそ 60-80%の患者が再発を経験する。 
 
(3) 放射線治療による抗腫瘍効果 
放射線療法により細胞死は惹起されるが、これは主に DNA 傷害によって誘導される。放射線
によって生体内に生じた電離が直接、あるいはラジカル形成を通じて間接的に DNA の切断な
どの損傷を引き起こす。ここで、DNA 修復機構に問題のない正常細胞では損傷を自己修復で
きるが、このような修復能力の低い腫瘍細胞では DNA に生じた異常を修復できず、結果とし
て細胞死に至る。放射線療法後、特に局所に再発した病巣は前述の放射線治療の影響により、
DNA 損傷を受けた腫瘍細胞が再増殖をきたしていることから、もともとの腫瘍細胞の特性と
は異なっている可能性がある。 
 
(4) 肺癌の分子生物学的プロファイルと、放射線療法がもたらす影響 
近年、非小細胞肺癌の分子生物学的プロファイルの解析がすすみ、単一の変異により細胞の腫
瘍化を誘導し得る driver mutationと呼ばれる変異がいくつか同定され、その変異シグナルを
ブロックすることで良好な抗腫瘍効果が得られることがわかった。活性化型上皮増殖因子受容
体(epidermal growth factor receptor: EGFR)遺伝子変異を有する症例への EGFRチロシンキ
ナーゼ阻害薬、あるいは受容体型チロシンキナーゼ anaplastic lymphoma kinase（ALK）遺
伝子の再構成を認める症例への ALK 活性阻害薬がその例である。放射線治療後再発をきたし
た腫瘍では、放射線の影響によりこのような driver mutation以外の増殖経路に変異が入り活
性化する可能性がある。すると、放射線療法前に採取された検体で同定された driver mutation
のはたらきを抑えたとしても、抗腫瘍効果が得られないこととなる。 
 
 
２．研究の目的 
背景にある通り、放射線治療により腫瘍細胞が受ける影響を包括的に評価することは、その
後の治療戦略にも結び付くことから極めて重要である。次世代シークエンサーでは、数十から
数百 bpの配列を数万から数億の単位で大量に並列に解析し、結果を de novoに、もしくは既
知の配列を参考にしながら配列決定を行う。この方法により、一度に大量の遺伝子配列が可能
となり、腫瘍細胞の遺伝子変化の包括的解析には非常に適している。今回、放射線照射前の腫
瘍組織と放射線照射後再発時の腫瘍組織とを、driver mutation を含めた代表的な癌遺伝子・
癌抑制遺伝子につき配列を比較し、放射線治療が腫瘍組織に与える変化を検索することとした。 
 
 
３．研究の方法 
当初は、研究期間は 3年を予定していた。申請時在籍していた先端医療センターにて定位放
射線療法を施行し、のちに再発をきたした症例群と、化学療法と放射線療法を併用した加療に
て一旦奏効したのち、再発をきたした症例群の 2群において、それぞれ解析する検体を選定し
たのち、治療前に採取した検体と治療後再発をきたした際採取した検体の二つについて腫瘍
DNAや RNAの抽出、ならびに次世代シークエンサーを用いた解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
研究期間は 2015年 4月から 3年を予定していたが、もともとの所属組織である先端医療セ
ンターの閉鎖などから研究が遅れ 4年を要した。症例群としては 2群で合計 14症例の検体を
解析したが、特に治療前に採取した検体からの、一定の品質の DNA や RNA の抽出が困難を
極めた。DNAも RNAも高度に断片化しており、何度か抽出法を変更したものの、治療前の検



体・治療後の検体各々、十分な収量の DNA を得られ、かつ遺伝子配列情報を得られたのは 3
例のみであった。RNA については、検体そのものの質が良くないためライブラリーを作成し
シークエンスしたが、解析に十分耐えられる情報は得られなかった。なお、この過程で今回使
用している次世代シークエンサーの Ion Proton Systemに固有の読み取り間違いに遭遇し対応
を要したことから、これらの読み取り間違いが発生する背景などを調査し論文発表した（後述）。 
本来の目的である、放射線治療前と治療後での遺伝子情報の変化の検出については、治療前
と治療後再発時の双方につき、DNA配列を次世代シークエンサーで十分に解析できた 3例（合
計 7 検体）について解析結果を論文化し、オープンアクセスのかたちで発表した（論文①）。
内容としては、放射線治療を含む治療後のがん組織では、もともとの治療前と比べ塩基欠失変
異が多くみられ、治療後に新たに出現した変異のうちの 76.2%を占めていた。一塩基置換変異
については塩基欠失の 1/3ほどの数であった。このような欠失変異はエクソン部分に生じると
高い確率でフレームシフトを惹起し遺伝子産物の機能を大きく損ねることが多い。よって、放
射線治療後のがん組織では、治療前よりも遺伝子変異が機能にも影響を強く与えうるかたちで
蓄積されていることが示唆された。また、放射線治療前はわずか組織全体のうち 1.7%ほどのア
レル頻度でしかみられなかった KRAS G12C のドライバー遺伝子変異が、治療後の検体では
49.5%に上昇しており、KRAS 変異のアレル頻度が変化しうるという最近の報告を裏付ける結
果も得られた。 
はじめの段落で述べた Ion Proton Systemに固有の読み取り間違いについてであるが、もと
もと同 systemでは例えばTTTTT…といった同じ塩基が続くホモポリマーと呼ばれる領域での
配列読み取り間違いが多く、逆に TAGC を TCGC と間違えるような一塩基置換タイプの読み
取り間違いは少ないとされていた。今回我々は、検出された一塩基置換タイプの変化を他の遺
伝子配列読み取り法（サンガー法）で確認し、その過程で一塩基置換タイプの読み取り間違い
が 10%弱ほどの頻度で生じうることを発見した。これらは近接するホモポリマー領域の読み取
り間違いに付随して生じていた。従って、一塩基置換タイプの変化が Ion Proton Systemで検
出されていても、他の遺伝子解析方法で確認するべきと結論した（論文③）。 
また、この読み取り間違いの存在が判明したことが、研究協力者である真砂博士の研究の一
助となった。博士の研究は、肺腺癌の一部でみられる EGFR活性化型変異とその治療に関連す
る内容である。EGFR遺伝子の活性化型変異を有する肺腺癌に対して、EGFRチロシンキナー
ゼ阻害薬がよく奏効することは既に知られており、また半数強の症例で EGFR のコドン 790
のスレオニンがメチオニンに変化する機序により、EGFR阻害薬が無効となることも知られて
いる。今回、この 790 の変異の検出にデジタル PCR 技術が有用であることを真砂博士が示し
たが、この変異の確認の際に次世代シークエンサーが用いられ、読み取り間違いの処理に前項
の Ion Proton Systemで遭遇した読み取り間違いへの対応の経験が生かされた（論文②）。 
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