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研究成果の概要（和文）：本研究では、中咽頭癌治療体系において遺伝子メチル化解析技術を活用し、放射線治
療の効果予測マーカーを樹立することを目的とした。
根治的放射線治療を受ける前の中咽頭癌生検検体75検体を用い、Infinium 450Kによる網羅的メチル化解析の結
果から治療効果と遺伝子メチル化に相関関係があること及びこれらから構築された治療効果予測マーカーパネル
による放射線治療の効果予測が可能であることが明らかとなった。pyrosequenceによるメチル化状態の検証及び
マーカー遺伝子の絞り込みを実施した最終的な治療効果予測性能は正診率94%、AUC値0.98と高く、予後解析結果
からも本効果予測性能が検証された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish predictive markers for 
radiotherapy efficacy by utilizing gene methylation analysis technology in the treatment system for 
mesopharyngeal cancer.
Using 75 biopsy specimens of nasopharyngeal carcinoma prior to radical radiotherapy, the results of 
comprehensive methylation analysis using the Infinium 450K showed that there is a correlation 
between treatment efficacy and gene methylation, and that it is possible to predict radiotherapy 
efficacy using a panel of markers established from the results of this analysis. The final 
prediction performance of the treatment effect after verification of methylation status by 
pyrosequence and refinement of marker genes was high, with a 94% positive diagnosis rate and an AUC 
value of 0.98. The results of prognostic analysis also verified the prediction performance of the 
treatment effect.

研究分野：頭頸部癌、レギュラトリーサイエンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌は他の癌腫と同様に治療成績は不十分であることに加え、治療による体へのダメージが大きいことか
ら、個々の患者のがんの特徴に合わせた治療の選択が求められている。これまで、治療選択のために有用な指標
がなかったものの、今回の研究によりがんの遺伝子に付けられた化学修飾（メチル化）がその糸口になることを
解明した。8つの遺伝子メチル化マーカーを用いてこれまでに治療が行われた患者のがん組織を解析しなおした
ところ、このマーカーにより高い治療効果予測ができることが明らかとなった。今後実際の医療現場での使用に
向けて期待の持てる結果であり、さらなる開発研究が求められる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 頭頸部癌に対する標準的治療は、根治的治療として手術または化学放射線療法が実施され、根
治治療の適応とならない患者に対し、全身化学療法が用いられている。特に、頭頸部癌に対する
化学放射線療法は、根治が期待できる一方で、咽頭粘膜炎や周囲組織の器質化を伴い、摂食、嚥
下、構音、発声、呼吸機能などを著
しく低下させ、無効例に対しては再
発病変発見の遅延や救済手術の困
難化などの問題点を有している。し
たがって、化学放射線療法の個別化
は頭頸部癌治療における重要な課
題である。この個別化に向けた動き
として近年は高リスク型ヒトパピ
ローマウイルス（HPV）の感染の有
無による層別化１）がなされている
ものの、治療効果のばらつきや予後
解析の結果から HPV 以外の予後因
子特定を含めたさらなる個別化が
求められている。 
 
２．研究の目的 

先行研究では、中咽頭癌患者 80 症例の
臨床検体を用いたビーズアレイによる網
羅的な遺伝子メチル化解析（Infinium 
450K analysis）が実施され、中咽頭癌に
おける HPV 感染と遺伝子の高メチル化に
強い相関関係があることが示されている
２）（図 2）。また、放射線治療を受け、効果
判定（CR または non-CR）が確定された
37 症例の遺伝子メチル化情報に基づき、
治療効果とメチル化に相関を示す 10 遺伝
子（以下、「遺伝子群」）を同定した。予備
的な ROC 解析の結果、当該遺伝子群によ
る、放射線治療に対する治療効果予測は感
度 95.8%、特異度 84.6%、正診率 91.9%で
あり、現在臨床現場において汎用され、事
実上の治療効果予測因子と認識されてい
る HPV 感染の有無（感度 83.3%、特異度
61.5%、正診率 75.7%（自験例より））と比較して高い有用性が期待される。これらからエピゲ
ノム異常に基づく頭頸部癌の新たな層別化および異常にメチル化された遺伝子の機能解析を実
施することにより、頭頸部癌の発癌分子機構の解明の礎になると考えている。加えて、これまで
に提唱されていない化学放射線療法感受性マーカーの確立により、化学放射線療法の適応患者
の精確な選別、頭頸部癌治療における過度の放射線および抗がん剤曝露の回避、ならびに適切な
タイミングでの手術治療への移行が可能になると考えている。以上より、本研究では遺伝子メチ
ル化情報に基づく発癌機構の解明と化学放射線療法の効果予測検査を確立することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（１）臨床検体 

本研究では、75 例（トレーニング検体 40 例、検証用検体 35 例）の中咽頭癌検体を用いた。 
トレーニング検体には、放射線治療予定の未治療の中咽頭癌患者 57 例のうち除外基準に合致す
る 17 例を除く 40 例が登録された。 
登録された研究対象者は治療効果から，治療反応例と非反応例とにそれぞれ分類された。照射後
に完全寛解（CR）に達し、6 カ月以上その状態を維持した患者、あるいは照射後の救出手術で採
取した検体から生存癌細胞が検出されなかった患者を治療反応例と定義した。CR に達しなかっ
た患者、照射後の救出手術で採取した標本に生存癌細胞が認められた患者、一時的に CR に達し
たが照射後 6 カ月以内に局所または遠隔転移で再発した患者を治療非反応者と定義した。 
検証用検体には、初回治療として放射線照射を受けた中咽頭癌患者 35 例が登録された。 
また、臨床検体について 2 人の独立した病理医が、凍結または FFPE 標本について腫瘍細胞の含
有量を薄切プレパラートにて確認し、腫瘍細胞含量が 50％以上であった 75 検体を本研究に使用

図１ 頭頸部癌に対する化学放射線療法の照射範囲と問題点 
頭頸部領域には QOL に直結する機能が解剖学的に集約しており、化学

放射線療法による有害事象が治療後のQOLおよび予後に影響を及ぼす

  

図２ HPV 感染の有無と遺伝子メチル化との関係 
遺伝子のプロモーター領域におけるメチル化の有無と

HPV 感染の有無に強い相関が認められた。一方で、メチ

ル化と喫煙および年齢との相関は認められなかった。 

 

[Nakagawa ら, Cancer Lett, 2017] 



した。 
 
（２）治療効果予測マーカー候補の抽出 
まず、40 例のトレーニング検体を用いた、Infinium から得られた網羅的な DNA メチル化情報

に基づき、クラスター解析を行うことでメチル化状態と治療効果との相関を確認した。その上で
効果予測が可能となるようなマーカー遺伝子候補を抽出し、その効果予測性能を ROC 解析で検
討した。実際の臨床現場への応用を考慮し、より簡便かつ安価にメチル化状態を確認できるパイ
ロシークエンス法を用いて、マーカー遺伝子候補のメチル化状態を確認した。パイロシークエン
ス法でもメチル化が確認できたマーカーのみを用いて最終的なマーカーパネルを構築した。 

 
（３）治療効果予測マーカーによる効果予測性能の検証 
（２）で構築されたマーカーパネルによる治療効果予測性能を検証するため、これまで用いら

れてきたトレーニング検体とは別の 35 例の検証用検体を用いて、効果予測性能の検証を行った。
最後に、今回構築されたマーカーパネルの予後との相関について無増悪生存期間と全生存期間
を指標として検討を行った。 
 
（４）統計解析 

臨床病理学的因子と HPV 感染または DNA メチル化との関連は、フィッシャーの正確検定、2 検
定、およびスチューデントの t 検定を用いて分析した。教師なし 2 方向階層型クラスタリング
は、C Clustering Library version 1.59 ソフトウェアを使用し、Cluster 3.0を使用して実施
した。トレーニング検体と検証用検体それぞれにおける治療効果予測性能について、受信者動作
特性（ROC）分析を行い、曲線下面積（AUC）値を算出した。無増悪生存期間（PFS）は、照射療
法の完了日から、再発（局所、局所領域、遠隔転移）または死亡の日までとした。PFS の分布は
Kaplan-Meier 法で推定し、群間差は R ソフト（www.r-project.org/）を用いた log-rank 検定で
判定した。単変量解析および多変量解析は、Cox 比例ハザードモデルを用いて行った。P < 0.05
を統計的に有意とした。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子メチル化と治療効果との相関 

40 例のトレーニング用検体

を対象とした、階層的クラスタ

ー解析の結果、メチル化状態の

異なる大きく二つのクラスタ

ーに分けられること、そしてよ

りメチル化の多く入っている

クラスターには放射線治療に

対する治療反応例が有意に多

く含まれることが明らかとな

った。さらにメチル化状態に差

が見られた遺伝子クラスター

について、Gene ontology解析

を行ったところ、細胞分化、発

達に関わる遺伝子が有意に多く含まれることがわかり、これらのメチル化状態の違いが細胞の

機能や形態に何かしらの影響を及ぼしていることが示唆された３）（図 3）。 

 

（２）治療奏効例と相関のあるメチル化遺伝子 

40 例のトレーニング用検体を奏効例と非奏効例に分け、メチル化状態に有意に差のあった遺

伝子を上位 10 個抽出し、治療効果予測マーカーとした。抽出された 10 マーカーのうち 1 つで

もメチル化が入っているサンプルを「メチル化陽性」と定義したところ、メチル化陽性サンプル

には奏効例と HPV 陽性のサンプルが有意に多く含まれ、効果予測性能としては感度、特異度、精

度が 90％、AUC 値 0.96 と、検査としての高い有用性が示された３）。 

図 3 トレーニング用検体でのクラスター解析結果 



 

（３）治療効果予測マーカーによる検査性能の検証 

 上記（２）までで示されたマーカーパ

ネルの検査性能を検証するため、新たな

サンプルセットを検証用検体として 35例

用いて、同様にパイロシークエンスによ

る解析を行ったところ、感度 96%、特異度

89%、精度 94%と高い治療効果予測能が再

現された３）（図 4）。 

 

（４）予後との相関 

（３）までで得られた結果の妥当性を検証するため、本研究で登録された 75 検体すべてを用

いて無増悪生存期間および全生存期間を検討した。結果、メチル化マーカーパネルでは、HPV の

有無と比較して、予後が明確に層別されること、さらにこれまで同定が困難であった HPV 陽性に

も関わらず予後不良であった患者層の抽出に成功し、予後不良な HPV 陰性の患者と極めて似た

経過を辿っていることが示された（図 5）。この予後解析結果について、単変量解析及び多変量

解析を行ったところ、単変量解析では HPV、メチル化マーカーも含めていくつかの因子が予後因

子として抽出されたが、多変量解析ではメチル化マーカーのみが、独立した予後因子として残さ

れる結果であった３）。 

 

 
 
 
（５）考察と今後の展望 
 本研究により構築されたマーカーパネルではメチル化陽性患者の治療効果が良好であること
が示されたが、その中には HPV 陽性の患者が多く含まれていた。既報４－６）から HPV 陽性中咽頭
癌の予後が良好であることは知られており、さらに HPV 感染により DNMT 活性が上昇し、広汎な
遺伝子メチル化が起こりやすいことが報告されていることから、本研究においてメチル化陽性
患者の予後が良好であったのは HPV の影響が大きい可能性が示唆される。しかし、図 5 に示すと
おり HPV の状態に関わらずメチル化陽性群で良好な治療効果が得られていたこと、多変量解析
の結果から PFS に対する独立した予後因子はマーカー判定結果のみであったことを踏まえると、
HPV 感染の有無によらず、中咽頭癌における「メチル化状態」の重要性が示されたと考えられる。 
 
また、本研究において、治療奏効群で有意にメチル化されていた遺伝子群は”細胞接着”, “細

胞増殖”に関わる遺伝子が多く含まれていたことから、これらに関わる遺伝子がメチル化される
ことによって、良好な治療効果に繋がっているのではないかと考えた。実際に、既報ではマーカ

図 4 検証用検体での効果予測性能 

図 5 検証用検体での効果予測性能 



ーに含まれる ROBO1７）、LBX1８）、MYOD1９）といった遺伝子において、癌の転移又は増殖に関わっ
ているとの報告がなされている。これら頭頸部癌における報告はないものの、マーカー遺伝子の
一部が癌の転移浸潤促進に関与していることが期待される。以上を踏まえると、放射線治療は局
所治療であり、癌の浸潤能、遠隔転移の有無が治療の成否に影響しうることからも、マーカー遺
伝子のメチル化により、良好な予後に繋がっているのではないかと推測する。 
 
以上の結果及び考察から、今回中咽頭癌に対するエピゲノム技術特にメチル化状態を用いるこ
とで放射線治療効果予測のマーカーパネルを樹立し、本マーカーパネルによる、高い治療効果予
測能が示された。今後、得られたマーカー遺伝子の機能及び治療効果予測のメカニズムについて
引き続き検討していく。 
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