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研究成果の概要（和文）：食道癌に対する化学放射線治療（CRT）抵抗性の原因を調べるため、ひとつの腫瘍内
の遺伝子異常の不均一な分布に注目した。CRT後に局所再発した3症例に対し、食道原発巣と再発巣をマルチサン
プリングした。腫瘍内の各領域および正常末梢血より抽出したDNAに対し全エキソームシークエンスを行った。
局所再発病変はCRT前と異なるゲノムプロファイルを示した。食道癌ゲノムの腫瘍内不均一性を解析すること
で、内因性のCRT抵抗性変異を確認した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed genomic intratumor heterogeneity of esophageal cancer to 
investigate the mechanisms of resistance to chemoradiotherapy (CRT). DNA was extracted from 
malti-sampling pre-treatment tumor tissues, recurrent tumor tissues, and paired peripheral normal 
blood from three patients with local recurrence after CRT. Each sample was subjected to multi-region
 whole exome sequencing. Pre-treatment and recurrent tumors showed a distinct genomic alterations. 
Analyzing genomic intratumor heterogeneity, we found intrinsic alterations involved in CRT in 
esophageal cancer.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学放射線治療（chemoradiotherapy, 以下CRT）は食道癌への有効な治療の一つだが、再発する症例をしばしば
経験する。ひとつの癌の内部における遺伝子異常の不均一な分布（腫瘍内均一性）が治療抵抗性にかかわること
がしれており、本研究では食道癌のCRT抵抗性の原因となる腫瘍内均一性の様相を捉えた。治療標的となる遺伝
子異常の発見は治療方法の開発につながると予想され、その社会的意義は多大である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
化学放射線治療（chemoradiotherapy, 以下 CRT）は食道癌への有効な治療の一つだが、再発
する症例をしばしば経験する。切除可能進行食道癌における根治的 CRT の 5年生存率はわずか
37%である（第 2相試験、JCOG9906）。さらにより早期の臨床病期 I期の食道においてさえも、
観察期間内に根治的 CRT 後 50％程度に再発を生じ（第 2 相試験、JCOG9708）、食道癌に対する
CRT の治療効果は十分とは言えない。CRT 耐性機構の解明に向け、耐性に関与する遺伝子異常が
研究されているが、多くは細胞・動物実験による単一遺伝子異常の解析である。臨床上有用な
がんの治療耐性にかかわる遺伝子異常を捉えるためには、実際の食道癌 CRT 症例を対象とした
新たな包括的遺伝子解析手法が必要である。 
近年、がんの複雑な病態・治療抵抗性の原因として、ひとつの腫瘍内の遺伝子異常の不均一
な分布「腫瘍内不均一性(intra-tumor heterogeneity)」が注目され、食道癌 CRT 耐性への関与
も想定されている。１症例の腫瘍が、肉眼的・組織学的に不均一であることは古くから知られ
ている。次世代シークエンサーによる包括的遺伝子解析技術の進歩に伴い、「ゲノムレベルにも
腫瘍内不均一性が存在する」ことがマルチサンプリングした複数の癌種でも確認された。腫瘍
内不均一性の解析により、癌が進展する過程で遺伝子異常を蓄積しながら生存に有利なクロー
ンが選択されて生き残り、不均一性（多様性）を獲得する。治療に対し、がんは不均一性な中
に存在する耐性クローンが生き残り、再発・再増大に至る。これまで私たちはマルチサンプリ
ングした大腸癌に対して、エキソームシークエンス・SNP アレイ・メチル化アレイ・発現アレ
イを行った。数理・統合解析により、ゲノムのみならずエピゲノムレベルにも腫瘍内不均一性
が存在し、そのことが転写異常や癌の進展を引き起こすという、大腸癌ゲノムの腫瘍内不均一
性を明らかにした [文献①]。 
同様の手法で、治療耐性に対する腫瘍内不均一性の寄与もグリオーマ術後化学療法[文献②]
などで検討されている。しかし CRT に対する抵抗性の原因となる腫瘍内不均一性の詳細は明ら
かでない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では腫瘍内不均一性に着目し、食道扁平上皮癌に対する CRT 抵抗性に対する腫瘍内不均
一性の関与を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）倫理審査の承認に基づいた同意を得た根治的 CRT を実施した食道扁平上皮癌患者を登録し
た。上部消化管内視鏡検査の際、食道癌の原発巣を根治的 CRT 前および局所再発時に複数箇所、
生検を行い、迅速に凍結保存した。さらに CRT 開始前には採血時に末梢血を採取し、凍結保存
した。 
 
（2）得られた試料（治療開始前の原発巣・局所再発腫瘍・正常末梢血）より DNA と RNA を抽出
した。このうち抽出された DNA からアジレント社の SureSelect Human All Exon V5 + Regulatory
によって解析対象遺伝子領域をキャプチャし、次世代シークエンサー(HiSeq 2500, イルミナ
社)を用いた全エキソームシークエンスを施行した。腫瘍内の各領域における遺伝子異常（体細
胞変異）を検出し、空間的な不均一性の評価を行った。さらに、腫瘍内の遺伝子異常の不均一
な分布を CRT 前から局所再発に至る時系列で評価し、耐性に関与する体細胞変異の特徴を捉え
た。 
 
 
４．研究成果 
（1）根治的 CRT（65.4Gy＋シスプラチン＋5-FU）を完遂した登録された食道扁平上皮癌患者の
うち、局所再発を来した臨床病期 T1bN0M0 の 2 症例（症例 1、症例 2）および臨床病期 T2N0M0
（症例 3）の食道扁平上皮癌患者より、CRT 前原発巣および局所再発腫瘍をマルチサンプリング
した。いずれの症例も、CRT 終了後の内視鏡にて局所の生検において病理学的に癌の遺残を認
めず、病理学的に CRT 後に一旦寛解に至ったと考えられた。採取した生検検体は 3症例で合計
16 検体(全症例合計で CRT 前原発巣 10 領域、再発腫瘍 6領域)であった。各領域の検体から採
取した CRT 前の原発巣・局所再発腫瘍・正常末梢血からなる試料に対し、タンパク質に翻訳さ
れるゲノムの coding 領域が、少なくとも平均深度 80×程度となるようにシークエンスを実施
した。 
 
（2）原発巣の各領域における検出された coding 領域の体細胞変異数の平均は、症例 1 で CRT
前は 82 個・再発時 151 個、症例 2では CRT 前 82 個・再発時は 113 個、症例 3では CRT 前 101
個・再発時は 118 個であり、再発時に多い傾向であった。これらの同定された全ての体細胞変
異のうち、初発時と再発時いずれの原発巣にも認めた変異数は半数にも満たなかった。3 症例
の食道扁平上皮癌の原発巣と CRT 後の再発腫瘍では、いずれの症例も異なるゲノムプロファイ
ルを有することが明らかとなった。 



 
（3）本研究で同定された体細胞変異は、以下の 3 点に分別することができた。1 点目は、CRT
前の原発巣・再発腫瘍において一貫して全域に認める異常は、根治的 CRT に対する内因性の耐
性に寄与すると考えられる。2点目は CRT 後の再発時にのみ認めた体細胞変異であるが、 これ
は 2つに細分化される。ひとつは CRT 後新たに出現した異常、すなわち獲得耐性に関与する変
異であり、もうひとつは治療前に散在しマルチサンプリングでも捕獲できなかった CRT 耐性マ
イナークローンが、CRT 後再発時に優勢となり顕在化した変異である。 3 点目は、CRT 前の原
発巣においてのみ同定された変異であり、特に治療前に腫瘍全域に存在していた変異が再発時
に全く同定できなくなった場合、そのような変異は根治的 CRT によって淘汰された変異であっ
たと考えられた。 
なおひとつの腫瘍を領域ごとにマルチサンプリングする解析手法は、腫瘍内の不均一性を評
価するのみでなく、CRT 後再発腫瘍においてのみ認めた変異や CRT によって淘汰された変異へ
の評価の精度を向上させることに寄与した。すなわち CRT 前から変異は一部にのみ存在してい
たがサンプリングされず再発時にのみ検出されたのではないかという事象や、再発時に検出さ
れなかったけれども再発腫瘍の一部の領域に残っているのではないかという事象を減らすこと
に貢献し、変異の検出精度向上につながった。 
 
今回 CRT 後尾再発腫瘍において同定された特定の遺伝子異常についてより詳細な解析を行う
とともに、食道癌の遺伝子データベースを用いた耐性遺伝子異常の臨床的意義の検証を検証す
る。さらに DNA メチル化シークエンスや RNA シークエンスを実施・完了することで、ゲノムの
みならずエピゲノムレベルでも腫瘍内不均一性を評価する。ゲノム・エピゲノムの腫瘍内の不
均一性が転写異常を引き起こし、食道癌に対する CRT 抵抗性への関与の解明につなげたい。 
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