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研究成果の概要（和文）：目的：乳癌細胞系譜解明のために、ミトコンドリアDNA-Dループ(mtDNA-DL; MDDL)領域の変
異解析を用いて、癌細胞系譜を明らかにすることを目的とした。
課題と結果：(1)正常組織におけるMDDL遺伝子変異は、異時性切除の同側乳腺に0.03%、対側乳腺に0.74%の頻度で指摘
された。(2)CEP17 polysomyの症例とHER2 genetic heterogeneityの症例に重複はみられなかった。(3)同一細胞におい
てHER2蛋白と遺伝子を同時に可視化するためのプロトコールが確立された。(4)原発巣の遺伝子変異有り癌細胞と無し
癌細胞に、MDDL遺伝子変異に相違がみられた。

研究成果の概要（英文）：(1)Gene alteration of mtDNA-DL (GAMDDL) was detected in metachronously resected 
ipsilateral normal breast (0.03%)and contralateral breast (0.74%).(2)Breast cancers with polysomy of 
centromere 17 and those with HER2 gene heterogeneity were not overlapped. (3)The protocol to visualize 
HER2 protein and gene simultaneously was established.(4)Primary breast cancer with heterogeneity, e.g. 
with and without HER2 gene amplification, and recurrent tumor without HER2 gene amplification was 
analyzed by GAMDDL method. There are differences of MDDL between carcinoma cells of primary tumor with 
and without HER2 gene amplification.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の形態、形質および遺伝子変異多様性

の背景にある癌細胞の系譜を明らかにする
ことは有意義である。癌発生に関する生物学
的知見を得ることが可能となるのみならず、
より有効な再発治療戦略を考慮することが
可能となる。しかし、固形腫瘍のクロナリテ
ィ解析方法は限られている。 
われわれは、「乳癌の遺伝子変異多様性と

クロナリティ解析(基盤研究 (C) H21-23)」に
おいて、従来から一般的な方法として知られ
ている androgen receptor (AR)遺伝子多型解
析 (HUMARA; human androgen receptor 
analysis) 法と、mitochondria DNA D loop
領 域 の 多 型 解 析  (GAMDDL; gene 
alteration of mitochondrial DNA D-loop 
region analysis)とを比較検討し、後者の方法
論が有用であるとの結論にいたった。 
 
２．研究の目的 
乳癌細胞系譜解明のための病理学的方法

論として、ミトコンドリア DNA-D ループ
(mtDNA-DL; MDDL)領域の変異解析を用い、
形態、形質、遺伝子変異の多様性の深層にあ
る癌細胞系譜を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常組織における MDDL 遺伝子変異多

様性の基礎的検討 
 
(2) HER2 遺伝子変異多様性の頻度 
① 定義： 
・HER2 polysomy：CEP17 シグナル数の平

均が 3 以上 (Hanna WM, et al. Mod 
Pathol 27; 4-18, 2014) 

・HER2 genetic heterogeneity：
HER2/CEP17>2.2 の細胞が、>5%, <50%
みられる症例 (Hanna WM, et al. Mod 
Pathol 27; 4-18, 2014) 

② 材料：ヒト乳癌組織のホルマリン固定、
パラフィン包埋切片(FFPE) 

③ 対象：免疫染色により HER2 2+ あるい
は 3+と評価された症例 

④ 方法：HER2 dual ISH DNA assay を用
いて検討した。 
 

(3) 同一細胞における蛋白・遺伝子の可視化
プロトコール確立 
① 材料： HER2 陽性乳癌培養細胞株 

(SK-BR3)のセルブロック 
② 方法：蛋白の検出には抗 HER2 抗体を用

いた免疫染色を、遺伝子の検出には
HER2 gene probe, CEP17 probe を用い
た in situ hybridization 法を行った。標
識物質は、IHC 法には Alexa Fluor 555

を、ISH 法には Texas red (HER2)および
FITC (CEN-17)の蛍光色素を用いた。 

③ IHC 法のみ、IHC 法後 ISH 法、ISH 法
のみの検討を行い、IHC 法後 ISH 法のシ
グナルの適正性を確認した。 

④ IHC 法については、ポリマー標識法と
LSAB 法とを比較検討した。 

⑤ ISH 法の前処置として酵素処理の必要性
の有無について比較検討した。 
 

(4) HER2遺伝子変異多様性とMDDL遺伝子
変異解析 
① 対象：原発巣と再発巣における HER2 遺

伝子増幅の有無に差異がみられた 2 症例 
②  方法：原発時の非腫瘍性乳腺および

HER2 遺伝子増幅有り癌細胞、増幅無し癌
細胞、再発巣の増幅無し癌細胞について検
討した。GAMDDL 法により得られた塩基
配列を MEGA４を用いて解析し、樹形図
は minimum evolution 法により表記した。 

 
４．研究成果 
(1) 正常組織における mtDNA-DL 領域の遺

伝子変異多様性の基礎的検討 
① 異時性に切除された乳腺組織のMDDL遺
伝子変異の頻度は、同側乳腺では、0.03%、
対側乳腺では 0.74%であった(p=0.0358, 文
献 12)。 
 
(2) HER2 遺伝子変異多様性の頻度 
① CEP17 polysomy は 14.7%に、genetic 

heterogeneity は 17.6%に指摘された。 
② Polysomy が指摘された症例と genetic 

heterogeneity が指摘された症例に重複
はみられなかった。 

③ genetic heterogeneityはHER2遺伝子増
幅のない症例にやや多い傾向がみられた
が、統計学的有意差は認められなかった。 

④ polysomy, genetic heterogeneity は、
個々の癌細胞単位で観察され、必ずしも
遺伝子変異を有する癌細胞集塊を形成し
てはいなかった。 

 
(3) 同一細胞における蛋白・遺伝子の可視化
プロトコール確立 
① 蛍光標識による IHC 法後 ISH法により、

蛋白と遺伝子の同時検出は可能であった。 
② IHC 法については、ポリマー標識法のほ

うが LSAB 法よりも良好なシグナルが得
られた。 

③ ISH 法の前処置として酵素処理は不要で
あり、この過程を省略することにより良
好なシグナルが得られた。 

 



(4) HER2 遺伝子変異多様性と mtDNA 
D-loop 領域(MDDL)遺伝子変異解析 
①症例 1 (右図) 

原発巣の非腫瘍
乳腺と乳癌とには、
MDDL 遺伝子変異
に大きな差異がみ
られた。HER2 遺
伝子増幅有り癌細
胞と遺伝子増幅無
し癌細胞とに、
MDDL 遺伝子変異
に差異がみられた。   
再発時 HER2 遺

伝子増幅無し癌細
胞は、原発巣の
HER2 増幅有り癌
細胞と同じであっ
た。 
 
②症例 2 (下図) 
原発巣の非腫瘍性乳腺と乳癌とには、

MDDL 遺伝子変異に差異がみられた。HER2
遺伝子増幅有り癌細胞と遺伝子増幅無し癌
細胞とに、MDDL 遺伝子変異に差異がみられ
た。 
再発巣の HER2 遺伝子増幅無し癌細胞は、

原発巣のいずれの癌細胞の MDDL 遺伝子変
異とも異なっていた。原発巣の遺伝子増幅無
し癌細胞に近似していた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
非腫瘍性乳腺と乳癌、および原発巣の遺伝

子変異有り癌細胞と無し癌細胞とに、MDDL
遺伝子変異に相違がみられた。再発巣の癌細
胞の MDDL 遺伝子変異は、必ずしも原発巣
の MDDL 遺伝子変異と一致しなかった。 
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