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研究成果の概要（和文）：本研究はヒトがんにおける放射線治療反応性と関連する遺伝子変異プロファイルの同定を目
的とした。放射線治療を受けた子宮頸癌患者の治療前腫瘍生検・ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルからDNAを抽
出し、高速シークエンサを用いたターゲットキャプチャシークエンス法により50種類の既知がん関連遺伝子変異を解析
した。同解析結果と臨床経過とを比較検討した結果、FGFR変異、SMAD4変異など放射線治療抵抗性との関連を示唆する
候補遺伝子変異が抽出された。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to identify gene mutation profiles in human cancer that 
correlate with sensitivity to radiation therapy. From a prospective and retrospective cohort of patients 
with uterine cervical cancer treated by radiation therapy, we obtained tumor biopsy samples before 
initiation of radiation therapy. We extracted DNA from the formalin-fixed and paraffin-embedded tumor 
biopsy samples. Using a next-generation sequencer, we performed target-capture sequencing of the 
extracted DNA and analyzed mutational status in 50 known cancer-related genes. Consequently, we 
identified several genes including FGFR family genes and SMAD4 whose mutational status can affect 
sensitivity to radiation therapy.

研究分野： 放射線腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
近年、次世代高速シークエンサを用いた網羅
的ゲノム解析手法の急速な発展・普及に伴い、
がんにおける新規の遺伝子変異の発見が相次
いでいる。その結果、これまで組織学的に同
一のカテゴリーに分類されていたがんが、特
定の遺伝子変異またはその組み合わせによっ
て細分類されつつある 1,2。化学療法に関して
は、がんの遺伝子変異に基づいた治療の個別
化が進み、例えば EGFR 変異や ALK遺伝子融
合などチロシンキナーゼ遺伝子群の活性化変
異陽性のがんはそれぞれの変異遺伝子産物を
標的とした Gefitinib、Crizotinib による分子標
的治療に高い治療効果を示すことが明らかと
なった 3。申請者らは高速シークエンサを用い
て肺癌手術検体のゲノム網羅的な遺伝子異常
の検索をおこない、肺腺癌の約 2％に存在す
る新規融合遺伝子 KIF5B-RET を同定し、同融
合遺伝子をもつがん細胞はRETキナーゼ阻害
薬に高感受性であることを示した 4。また、昨
今の大規模がんゲノム解析によりヒストンア
セチルトランスフェラーゼ遺伝子を含めたク
ロマチンリモデリング遺伝子群の失活変異が、
様々ながん種において高頻度（数 10％程度）
に生じていることが明らかになってきている
5。化学療法の臨床現場では、以上のような治
療反応性に関連する遺伝子変異の解明に伴い、
腫瘍検体から DNA を抽出し遺伝子変異を解
析するクリニカル・シークエンスが一部のが
ん種において日常臨床レベルで普及している。 

放射線治療の臨床現場では、同程度の進行
期および宿主状態、かつ同じ組織型のがんで
あっても照射への反応性が異なることが経験
される。放射線治療においても、今後は治療
の個別化を進めることが重要と考えられ、照
射への反応性に寄与する遺伝子変異の同定は、
放射線治療の個別化に極めて有用な基盤情報
になると考えられる。これまでに申請者は、
癌細胞のヒストンアセチルトランスフェラー
ゼ活性が放射線感受性を左右することを見出
した 6。しかし現状では、チロシンキナーゼ遺
伝子の活性化変異やクロマチンリモデリング
遺伝子群の失活変異を含めたがんにおける遺
伝子変異と放射線治療への反応性との関連に
ついては明らかにされていない。さらに、放
射線治療の臨床現場においては、クリニカ
ル・シークエンスのパイプラインは確立され
ていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、子宮頸癌放射線治療症例の
腫瘍生検試料について、高速シークエンサを
用いたターゲットキャプチャシークエンス法
による遺伝子異常の解析をおこない、遺伝子
異常プロファイルと放射線治療反応性とを関
連解析することで、放射線治療反応性を規定
する遺伝子変異を同定することである。 
 
 
 

３．研究の方法  
（1）臨床検体収集 
本研究施設で放射線治療される子宮頸癌患者
に対し、放射線治療直前時点で腫瘍組織の生
検をおこない、ホルマリン固定・パラフィン
包埋する。病理学的にがん細胞の含有が認め
られた試料から DNA を抽出する。 
 
（2）臨床情報整理 
本研究で解析する症例群の背景因子と放射線
治療成績を整理しデータベース化する。 
 
（3）遺伝子異常の検出 
ホルマリン固定パラフィン包埋試料から抽出
した DNA を用いたシークエンス法を確立す
る。ターゲットキャプチャシークエンス法を
用い、チロシンキナーゼ遺伝子およびクロマ
チンリモデリング遺伝子群を含む、各種がん
における変異好発遺伝子群や遺伝子融合を検
出する(表 1)。具体的には、すでに稼働してい
るライフテクノロジー社のシステムを用い、
解析遺伝子群に対応するゲノム DNA 領域を
濃縮し、Ion PGM 高速シークエンサで平均
depth 500 の基準でシークエンスリードを取得
する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1. 本研究で解析する遺伝子 
 
 
（4）遺伝子異常と放射線治療反応性との関連
解析 
遺伝子異常情報と放射線治療反応性との関連
を解析し、放射線治療反応性に寄与する遺伝
子異常の候補を抽出する。子宮頸癌の放射線
治療においては、初期治療に対する局所反応
不良例や、初期治療から 1 年以内の早期に転
移を認める症例が散見されることから、とく
にそのような症例に特徴的な遺伝子異常プロ
ファイルに着目する。 
 
（5）関連解析の validation 
遺伝子異常と放射線治療反応性との一次関連
解析に使用しなかった試料について、同様の
手法で関連解析をおこない、抽出された候補



異常遺伝子の蓋然性を検討する。 
 
（6）候補異常遺伝子の機能解析 
放射線治療反応性との関連が示唆された候補
遺伝子異常に対し、培養細胞実験系およびヌ
ードマウス実験系を用いた機能解析をおこな
う。具体的には、遺伝子異常の活性型・不活
性型に応じて、培養細胞実験系において各種
ヒトがん細胞株に候補異常遺伝子産物を過剰
発現または発現抑制させた後、X 線照射し、
コロニー形成法で放射線感受性への影響を評
価する。培養細胞実験系において放射線感受
性との関連が認められた遺伝子異常について、
異常遺伝子産物を過剰発現または発現抑制さ
せたヒトがん細胞株をヌードマウス皮下に接
種し、形成した腫瘍に X 線照射し、経時的に
腫瘍径を測定することで放射線感受性への影
響を評価する。 
 
４．研究成果 
臨床検体の遺伝子解析を含む本研究内容につ
いて、ゲノム指針・疫学指針による施設内 IRB
承認を得た（子宮頸癌の放射線治療反応性に
関与する遺伝子の同定に関する研究: 前向き
観察研究ならびに後向き観察研究）。IRB 承認
後、前向きコホートの症例集積を開始し、現
時点で約 60 例を集積した（前向きコホートは
合計 5 年間、症例集積を継続する）。これと並
行して、本研究施設に保存されている既採取
試料を整理し、後向きコホート 188 例を集積
した。前向きおよび後向きコホート症例につ
いて、背景因子と放射線治療成績を整理しデ
ータベース化した。 

前向きおよび後向きコホートの症例につ
いて、ホルマリン固定・パラフィン包埋腫瘍
生検試料から DNA を抽出した。これらの精製
DNA を NanoDrop で解析した結果、全症例の
約 80%で A260/A280 値が 1.8 を超え、収量の
平均値は 5 μg を超えた。以上から、臨床の
腫瘍生検にて取得したホルマリン固定・パラ
フィン包埋試料から抽出した DNA が次世代
シークエンサによる遺伝子解析に耐え得るこ
とが明らかとなった。 

後向きコホートの症例について、精製
DNA を次世代シークエンサを用いて Ion 
AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2（Thermo 
Fisher）で解析した。同解析から得られた 50
種類の既知がん関連遺伝子の変異情報と放射
線治療反応性とを比較検討した。結果、放射
線治療に対する局所反応不良例において
FGFR 変異、SMAD4 変異など、子宮頸癌にお
いて典型的 7-10（表 2）でない遺伝子異常が同
定された。以上から、これらの遺伝子異常は
放射線抵抗性に寄与する遺伝子の候補である
と考えられた。 

後向きコホートの一部および前向きコホ
ートの精製 DNA については、現在 Ion 
AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 解析が進行
中である。また、現時点で抽出された放射線
反応性に寄与する候補遺伝子変異について培

養細胞実験系で放射線感受性試験を施行中で
ある。 

クリニカル・シークエンス研究と並行し、
がんの遺伝子異常に関する既報告を分析し、
放射線治療反応性との関連が示唆される候補
遺伝子を抽出した。同知見を基に培養細胞実
験系を用いた放射線感受性の解析研究をおこ
ない、TP53 および EGFR が放射線感受性に与
える影響を明らかにした。これらの研究成果
を 5 報の論文および 5 つの学術集会で発表し
た。 

本研究の 3 年間を通して、放射線治療反応
性に寄与する候補遺伝子異常が抽出されたの
みならず、放射線治療の臨床現場における、
ホルマリン固定・パラフィン包埋腫瘍生検検
体を用いたクリニカル・シークエンスのパイ
プラインが確立されたことは、意義深いと考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2. 子宮頸癌にて同定されている主な遺伝
子変異. (Ref は引用文献を指す) 
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