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研究成果の概要（和文）：網羅的shRNAをLentiPlexを乳癌細胞株に対して、感染させ 、次世代シークエンサー
を用いて特異的に障害性を持つshRNA候補の抽出を試みた。またTNBC、non-TNBC細胞株を用いてTNBC高発現遺伝
子をRNAシークエンス法で検索し、公共データベースを利用してTNBC特異的高発現遺伝子を同定した。上記で同
定されたTNBC特異的治療候補であるCaspase-14およびにCarboxypeptidase A4 関してTissue microarryを用いた
免疫染色、また培養細胞を使った発現抑制、増殖抑制試験を行い、予後予測、治療標的遺伝子としての役割につ
いて検討し、一定の成果を得た。

研究成果の概要（英文）：The short hairpin RNA (shRNA) library is often used to detect promising　
candidates for specific molecular target therapies in cancer. For our study, we　first performed a 
shRNA library analysis to identify cellular viability-related　genes in breast cancer TNBC and 
non-TNBC cell lines. Then, we performed a transcriptome　analysis ton select highly expressed genes 
in TNBC compared with non-TNBC cell　lines. Finally, we used transcriptome analysis data from the 
public database RefEx to select the specific genes not expressed in normal organs. 
　　From these analyses, we identified four genes as candidates for molecular target therapy in 
TNBC, one is Caspase-14 and the other is Carboxypeptidase A4. We performed several 
immunohistochemical analysis, using tissue microarray from breast cancer human surgical specimens 
and migration assay and proliferation assay, using cell lines. We had several significant data.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
乳癌は現在 intrinsic subtype として、ホルモン

レセプターや増殖因子受容体による分類がされ

ている。Triple negative breast cancer (TNBC)は

ER,PgR HER2 陰性のホルモ治療、分子標的治

療耐性の乳癌である。TNBC には様々な亜型が

報告されているが、治療や病理組織学的所見ま

で加味した知見の蓄積は未解明な部分が多

い。 

 
２．研究の目的 
 TNBC 特異的な予後因子、治療標的蛋白を

検索する目的で、従来とは異なった shRNA ライ

ブラリ LentiPlex や知世代シークエンサーを用い

て、候補遺伝子を検索し、tissue microarry を用

いた免疫染色で蛋白発現を検索し、臨床病理

学的検討を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) 約1万5千の遺伝子に対する網羅的shRNA

ライブラリーである LentiPlex を Basal-like TNBC

と non-TNB の細胞株に対して、ウイルスの導入

率が 30-50％になるように infection させ 、次世

代シークエンサーを用いて細胞内に 残存する

shRNA を同呈することにより Basal-like 特異的

に細胞障害性を持つ shRNA 候補の抽出を試み

た。 

(2) TNBC 細胞株 3 株、non-TNBC 細胞株 3 株 

を用いて TNBC 高発現遺伝子を RNA シークエ

ンス法で網羅的に検索し、正常組織で低発現で

ある遺伝子を TNBC 特異的高発現遺伝子として

同定した。 

上記の２つの方法に加えて、公共データベー

ス RefEx transcriptome 解析で、40 の正常組織

で発現していない TNBC 特異的治療候補遺伝

子を絞込み、最終的に同定された遺伝子の中

かから、今回は Caspase-14 (CASP14) およびに

Carboxypeptidase A4 (CPA4) 関して乳癌の症

例における発現を免疫染色で評価し、また培養

細胞を使った発現抑制、増殖抑制試験を行っ

た。 

４．研究成果 

CASP14 は主に癌細胞質、核内で発現し非癌

乳腺組織、間質細胞では低発現であった。また

CASP14 高発現群は TNBC 症例で有意に多く

RNA sequencing の結果を検証することができた。

CASP14 高 発 現 群 は 低 発 現 群 と 比 較 し て 

nuclear grade, EGFR, ALDH1, CD44 及びCD24

と相関した。また TNBC において、claudin 1 及

び androgen receptor と相関した。以上から

CASP14 は 乳 癌 の 悪 性 度 、 増 殖 能 、 TNBC 

subtypeや癌のstem cellと相関するものであった

（図下 Table 1 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CPA4 は細胞質に強く発現し、TNBC における

CPA4 の発現は E-cadherin の低発現、cancer 

stem cell (CSC)の高発現と相関し、OS （ＡとＣ）、

DFS（ＢとＤ）において予後不良因子であった（図

下）。 

 

 

 

 

E-cadherin の発現は CPA4 の抑制で減少し（Ａ

とＢ）、細胞の生存能力と運動能力は CPA4 を抑

制することで減少した（ＣとＤ）（図下）。 

 

 

 

CPA4 は EMT (epithelial-mesenchymal 

transition) に関する新しいマーカーである可能

性が示唆された。 
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