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研究成果の概要（和文）：本研究では乳がん組織検体におけるBCRPの発現と予後の相関を蛍光ナノ粒子
(IHC-PID)を用いた免疫組織化学で評価した。原発巣と腋窩リンパ節に癌が残存している乳癌患者37名を対象
に、術前化学療法(NAC）後の乳癌組織および転移リンパ節におい てBCRPを定量的に検出し、利用可能なコア針
生検(CNB)により検討した。2004-2010年に乳房切除術とリンパ節郭清を受けた日本人患者の浸潤性乳管癌37例を
対象とした。追跡期間の中央値は10.1年(範囲1.1~18.2年)で、NAC前の CNBにおけるBCRP高発現は予後不良であ
ることを明らかにした(log-rank p=0.0089)。

研究成果の概要（英文）：We aimed to evaluate the correlation between BCRP expression and prognosis 
in breast cancer tissue samples using immunohistochemistry with fluorescent phosphor-integrated dots
 (IHC-PIDs). A total of 37 breast cancer patients with residual cancer in the primary tumor and 
axillary lymph node were evaluated. BCRP levels in breast cancer tissue (PT) and metastatic lymph 
nodes (LN) were quantitatively detected after preoperative chemotherapy (NAC) and core needle biopsy
 (CNB). Biomarker assay with IHC-PIDs showed high accuracy for quantitative assessment of BCRP with 
low expression. High BCRP expression in Primary tumor and lymphnode after NAC was associated with 
worse overall survival (log-rank, p=0.0089). In conclusion, high BCRP levels are associated with 
poor prognosis in breast cancer patients with residual tumor in the primary tumor and lymph node 
after preoperative chemotherapy. These findings provide a basis for further appropriate adjuvant 
therapy in these patients.

研究分野：外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳がん耐性タンパク質(BCRP)は、ATP-binding cassette transporter G2(ABCG2)とも呼ばれ、乳がん幹細胞に 
も関与しており、予後不良因子であることが報告されています。しかし乳がん組織検体中のBCRPの正確な定量と
化学療法抵抗性や予後との関係についての研究は行われていません。この研究では、乳がん組織検体中のBCRPの
発現と予後の相関を蛍光ナノ粒子を用いた免疫組織化学で評価しました。その結果、術前化学療法後に原発巣や
リンパ節 に腫瘍が残存していれば、BCRPが高値であることは予後不良となる可能性が高く、さらに適切な術後
補助療法の必要性が示唆されました。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ネオアジュバント化学療法（NAC）は、通常、局所進行乳癌の患者さんに投与される。手術不
能な乳がんに対して手術を可能にし、手術可能な乳がんでサイズが大きい患者さんに対しては
乳房温存手術の成功率を高めることができる。 また、NAC後の臨床転帰を予測する因子を特定
することも重要である。原発性乳癌における病理学的完全奏効（pCR）は、NACを投与された
患者さんにおいて、無病生存率（DFS）および全生存率（OS）が高いことが報告されている。 
しかし、特に ER陽性乳癌については pCRが予後予測因子には有用ではない。さらに最近、無
病生存期間（DFS）および全生存期間（OS）のいずれについても、臨床試験の代替エンドポイ
ントとして不十分であることがシステマティックレビューおよびメタ解析で確認された。また
ホルモン受容体陽性乳癌においては、10 年以上といった長期間の経過を経た乳がんの再発も問
題となっており、長期予後を予測するバイオマーカーも切望されている。ABCG2(ATP-binding 
cassette (ABC), sub-family G, isoform 2 proteins)は、乳癌耐性タンパク質、BCRPとしても知
られ、薬剤排出ポンプの一つで ABC トランスポーター スーパーファミリーの重要なメンバー
である。乳癌の治療に用いられるものを含む様々な細胞障害性薬剤が ABCG2 の基質となって
おり、これらの薬剤に対する耐性は ABCG2による薬剤排出の結果であると考えられている。 
ABCG2はがん幹細胞（CSC）表現型にも関与していることが示唆されている。CSCは、腫瘍形
成、抵抗性、再発、転移、および腫瘍の異種性において役割を果たすと推測されている。そこで
我々は、乳癌の原発巣と転移巣の定量的な BCRPの発現解析により、NAC後の乳癌患者の予後
が予測できるのではないかと考えた。 
申請者らは、新規蛍光ナノ粒子（Phosphor integrated dot: PID）を用いた定量的免疫組織化学
（IHC）法に適したナノ粒子を開発した。PIDを用いた IHC（IHC-PID）は、パラフィン包埋
ホルマリン固定腫瘍サンプルにおいて、多くのバイオマーカータンパク質を可視化し、単一粒子
レベルで定量的に解析することが可能である。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、NAC後の患者の乳房原発腫瘍部位と転移リンパ節の BCRP発現の違いを、PIDに
よる蛍光免疫組織化学的検査で検討した。そして、これらの患者の長期経過観察による生存率と
の相関を調べ、NAC後の原発巣と転移巣の BCRP発現に基づく評価の意義を分析した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)患者サンプル 
この研究は、東北大学大学院医学系研究科倫理委員会の承認（第 2021-1-353 号）を受けた。 
2004 年から 2010 年にかけて東北大学病院（仙台市）で乳房切除術とリンパ節郭清が行われた日
本人患者の浸潤性乳管癌 37 例を対象とした。全例が NAC を受け、non pCR non PD で、術後に病
理学的にリンパ節転移と診断された症例である。 
(2)フォローアアップ期間 
これらの 37 例のうち、28 例は NAC の前に採取されたコアニードル生検検体がこの研究に利用
可能であった。研究対象となった症例の臨床病理学的特徴を表 1にまとめた。 
日本乳癌学会の分類に従って、がん細胞の変性の程度（軽度変化、著しい変化）と変性したがん
細胞の面積を組み合わせて病理学的効果を判定し、0、1a、1b、2、3 級の 5 段階に分類した
（ver.2007）。本研究では効果判定で grade 0 と grade 3 を対象としていないため、grade 1a, 
1b, 2 の症例を対象とした。術前内分泌療法はなく、NAC レジメンで有意差なし。主要評価項目
は、コアニードル生検と NAC 後の手術標本と転移リンパ節における BCRP の数における無再発生
存率と全生存率であった。副次的評価項目は、臨床病理学的因子と BCRP 発現差の関係である。 
(3)蛍光免疫染色 
腫瘍のパラフィン切片は 65℃で 15 分間加熱後、キシレンで脱パラフィンし、段階的なアルコ
ールと蒸留水で水和させた。抗原賦活は Tris EDTA buffer (pH 9)を用い、95 ℃で 40 分間行っ
た。35 mm ガラス底ディッシュで培養した細胞を 4％パラホルムアルデヒドで室温（RT）15 分間
固定した。リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄後，Endogenous Biotin Blocking Kit（Ventana, 
Tokyo, Japan）で 10分間，PBS 中の 10％ヤギ血清（Funakoshi, Tokyo, Japan）で 1時間，それ
ぞれ RT でインキュベートすることにより，内因性ペルオキシダーゼと非特異的結合を順次ブロ
ッキングした．細胞を一次抗 BCRP 抗体（マウスモノクローナル、ミリポア社、クローン BXP-21、
1：200）で 4 ℃で一晩免疫染色した。洗浄後、Dako 抗体希釈液（Dako, Tokyo, Japan）で 1：
50 に希釈したビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG 二次抗体（Southern Biotech, AL, USA）と 30 分間
インキュベートした。サンプルは 0.02 nM の PID と 2時間インキュベートした後、DAPI と 10 分
間、RTで反応させた。最終洗浄後、サンプルは ProlongTM gold antifade reagent (Invitrogen, 



CA, USA)でマウントした。 
(4)IHC-PIDs 
UPLSAPO 40×2（Olympus）対物レンズと電荷結合素子（CCD）カメラ（DP73，Olympus）を用い
た蛍光顕微鏡（BX53）を用いて、5 顕微鏡野で PID の蛍光シグナルを観察した（各サンプルで
1000 細胞を調査した）。そして PIDs スコアを決定した（PIDs per cell）。 
(5)Statistical analysis 
臨床病理学的特徴の群間における有意差は、χ2 検定または t 検定のいずれかを用いて評価し
た。OS および DFS イベント間の BCRP 発現の差異を解析するために、対応のない t検定および一
元配置分散分析を使用した。OSと DFS の曲線は Kaplan-Meier 法を用いて作成し、log-rank 検定
を用いて比較した。独立した予後因子は、単変量解析で OS と有意に関連した共変量を用いた後
ろ向きステップワイズ多変量 Cox 回帰分析で同定した。各因子についてハザード比とその 95％
信頼区間（CI）が算出された。すべての統計解析は、JMP Pro ソフトウェアバージョン 16.2.0
（SAS Institute, Cary, NC, USA）を用いて実施された。すべての検定は両側で行い、p≦0.05
を有意とした。 
 
４．研究成果 
臨床病理学的因子（年齢、組織学的グレード、リンパ節数、pStage、病理学的奏効）と BCRP の
程度ごとに DFS と OS のイベント発生率を比較したところ、BCRP の発現が高いほど DFS と OS の
イベント発生率が高いことがわかった。 
臨床人口学的因子では、OSイベントは Ki-67 指数によって有意に異なり（p=0.009）、年齢、組
織学的グレード、リンパ節転移の数、pStage、病理学的反応では差がなかった。一方、CNB、PT、
転移性腋窩 LNサンプルの BCRP 値による DFS、OS イベントの有意差は認められなかった（DFS イ
ベントは p=0.445, p=0.419, p=0.603, p＝886、OS イベントは p=0.430, p=0.385, p=0.842, p
＝0.124 ）。 
次に、DFS イベントと OSイベントに関して、連続変数と CNB、PT、LN、PT+LN における BCRP 発
現との相関を解析した。その結果、OS イベントについては、CNB 標本で有意差が認められたが
（p=0.07）、他の標本では認められなかった。CNB、PT、LN、PT+LN 標本における BCRP 発現は、
中央値により高値と低値に二分化された。 
その後、OSと DFS の Kaplan-Meier 曲線を作成し、2群間で比較した（図 3A、3B）。 
CNB では、DFS、OS ともに BCRP 高値群で悪化する傾向が見られた（log-rank p=0.38；図 3A(a)、
log-rank p=0.36；図 3B(a))。 
一方、PTと LN の BCPR 発現量による予後の有意差は認められなかったが（図 3A（b）（c）、図 4A
（b）（c））、BCPR 発現量が多いほど予後が悪い傾向が見られた（図 3A（b）（c）、図 4A（b）（c））。 
PT+LN における全生存率と BCRP 発現の相関を調べるために、10 年以内の BC 再発に対する感度
と特異度の和が最も高いものを基準に、受信者操作特性（ROC）曲線を用いて決定したカットオ
フ値に従って PT+LN PID スコアを評価した（補足図 1）。 
 表示された PT+LN BCRP スコアは、非生存者と生存者の区別に高い識別力を示し、曲線下面積は
0.63 であった（補足図 1）。生存率予測に最適な PT+LN BCRP カットオフスコアは 27.4 で、感度
60.6％、特異度 77.3％であった。このカットオフ値で PT+LN サンプルの BCRP 発現を高値群と低
値群に二分し、これらの群間で OSを比較したところ、PT+LN サンプルの BCRP 発現は高値群と低
値群に二分され、OSは高値群と低値群の間で比較された。その結果、BCRP 高発現群では OSが有
意に悪化した（log-rank p=0.089；図 3C）。 
単変量解析では、PT+LN BCPR 高得点（≧27.4）、Ki-67 高得点（≧20）は OS 悪化と有意に関連
していた（それぞれ p＝0.03、p＝0.002）（表 4）。多変量解析では、Ki-67 は OS の独立した予後
因子（ハザード比：3.21、95％CI：0.93-11.01、p＝0.06）であった。また有意差は認められな
かったが、PT+LN BCRP 発現も OS の重要な予後因子であった（ハザード比：2.67、95％CI：0.81-
8.79、p＝0.11）は（表 4)。 
 本研究の limitation は幾つかある。まず、本研究は症例数が少ない。十分な観察期間が得ら
れる 2004-2010 年の症例において、本施設ではまだ術前化学療法を行う症例が限られていた。 
また、PID-IHC での解析は今のところ研究ベースであるため、多くの症例に対する検討ができな
かった。しかし、単施設で、組織検体が得られる連続症例での検討であり、バイアスは最小限で
あると考える。2つ目に、本研究は後ろ向きの観察研究であるということである。今後、前向き
のバリデーション研究が必要である。3つ目に、本研究で用いた PID-IHC 法は、PID-ナノ粒子を
用いた方法であり、現時点では限られた施設でしか行えない方法である。しかし、蛋白バイオマ
ーカーの定量という点において、IHC-PID は優れた方法であり、肺癌に対する CSF1R-Expressiong 
Tumor-associated macrophages や、pancreatic ductal carcinoma に対する PD-L1 についての
検討が報告されている。IHC-PID 法は、ホルマリン固定-パラフィン包埋切片において、特に発
現量が少ない蛋白バイオマーカーや、正確な定量化が求められる場合において、今後有望な方法
であると考える。 
結論として、残存腫瘍細胞における高い BCRP 発現は NAC に対する抵抗性を示し、したがって
NAC を受けた乳癌患者の長期転帰を予測するために使用できる可能性がある。手術後の患者をさ
らに層別化することで、治療の選択肢を広げることができる可能性が示唆された。 
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