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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はTP53 signatureの臨床応用を目指し、簡便な診断キットの開発を行う
ことである。
nCounterを用いたTP53 signatureのプローブセットを作成した。Stage I-IIの早期乳がんコホート（n=174）を
用いて、TP53 signatureを取得した。単変量および多変量解析の結果からTP53 signatureが最もRFSと関連する
因子であることが明らかとなった。また、網羅的遺伝子発現解析を行い、Mammaprint、OncotypeDXおよびPAM50
と予後予測性の比較を行ったところ、TP53 signatureがもっとも予後の予測性が高いことが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a simple in vitro diagnostic kit 
aiming at clinical application of TP53 signature.
Probe set of TP53 signature for nCounter was created. TP53 signature data was obtained from the 
early stage breast cancer cohort (n = 174). Univariate and multivariate analysis results revealed 
that TP53 signature is the most relevant factor to RFS. In addition, comprehensive gene expression 
analysis was performed, and the prognostic potential of TP53 signature was compared with Mammaprint,
 Oncotype DX, and PAM 50. It was shown that TP53 signature had the highest prognostic 
predictability.

研究分野：臨床腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
乳がんは女性のがん罹患者数で第 2位を占め、
年々増加傾向にある。近年、網羅的遺伝子発
現解析が乳がんの生物学的特徴の把握（文
献）、予後（文献）および薬剤感受性（文献）
予測に有効であることが明らかとなった。欧
米 で は PAM50 、 Oncotype DX® 、
Mammaprint®等が臨床で使用可能となって
いる。しかし、これらはいずれも約 30-40万
円程度と非常に高価な検査であり、一般的に
利用できるものとはなっていない。 
申請者らはこれまで乳がんおよび大腸がん
のバイオマーカーに関する研究に取り組ん
できた。乳がんのバイオマーカーに関しては、
マイクロアレイを利用して、乳がんの独立予
後因子である TP53 遺伝子の変異の有無
（TP53 ステータス）を予測できる遺伝子発
現プロファイル（TP53 signature）を作成し
た。この TP53 signatureによって予測され
た TP53ステータスは、免疫組織染色法や直
接シークエンス法によって決定された TP53
ステータスよりも予後の予測性が明らかに
高いことを報告した（Takahashi S. et al. 
Cancer Sci. 2008; 99(2)324-32）。またこの成
果で特許を取得した（「がんの予後予測法」
特許第 4370409 号、2009 年 9 月 11 日特許
登録）。また、術前化学療法を行った乳がん
508例を対象とした研究で、TP53 signature
によって、病理学的完全奏効（pathological 
CR: pCR）や術後再発の有無の予測性が高い
ことも示した（Takahashi S. et al. J Clin 
Oncol 32:5s, 2014 (suppl; abstr 11069)）。こ
のように、TP53 signatureは臨床的に有用性
が高く、臨床応用が可能となれば乳がんの治
療法の選択において重要な情報を提供する
ものとなりうる。 
 
 最近の研究機器の進歩により、遺伝子発現
プロファイルをより簡便に、また安価に検討
することが可能となってきた。nCounter
（NanoString社）は RNAの発現量を PCR
による増幅なしにダイレクトに検出するこ
とを可能にしたユニークな遺伝子発現解析
装置であり、最大 800遺伝子の発現を一度に
検出可能である。操作は非常に簡便で、デー
タの精度も非常に高いことが示されている。
本機器は既に米国 FDA にて臨床検査機器と
しての承認を得ている。 
 本邦においても多数のバイオマーカー研
究が行われているが、その出口戦略に乏しい
ことが指摘されている。研究が単なる研究で
終わることなく、その知見を国民に還元する
ことが重要である。本研究はこれまでの研究
の成果である TP53 signatureの臨床応用を
目指した研究であり、診断キットの作成と
PMDA への承認申請のための検証データ取
得を目指すものである。 
 
２．研究の目的 

・TP53 signatureの臨床応用を目指した簡便
な診断キットの開発を行う。 
・その診断キットを利用したデータ検証のた
めの後ろ向き観察研究を行う 
 
３．研究の方法 
 
(1)早期乳がんを対象としたnCounterによる
TP53 signature の診断精度の検討 
① nCounter 用 TP53 signature 診断キット
（プローブセット）の作成およびデータ
精度の検証 

② nCounter による TP53 signature データ
の収集 

③ TP53 ステータスと臨床病理学的因子の
関連性の検討および予後の予測性の検
証 

(2)術前化学療法症例を対象とした TP53 
signature と効果予測性の検証 
④ 術前化学療法施行症例検体の収集と
nCounter による TP53 signature データ
の収集 

⑤ TP53 ステータスと術前化学療法の効果
および予後の予測性の検証 

(3)上記データを総合的に検討し、診断キッ
トとしての性能評価を行う 
 
【平成 27 年度】 
(1)早期乳がんを対象としたnCounterによる
TP53 signature の診断精度の検討 
①nCounter 用 TP53 signature 診断キット（プ
ローブセット）の作成 
TP53 signature は 33 遺伝子より構成される
が、この 33 遺伝子と内部コントロール遺伝
子（5 遺伝子程度）の発現を検出可能な
nCounter 用のプローブセットを作成する。プ
ローブの作成に当たっては、クロスハイブリ
ダイゼーションの可能性を十分考慮し、その
可能性のあるプローブは除外する。 
東北大学病院コホート 37 検体ではマイクロ
アレイによる網羅的遺伝子発現データおよ
び multiplex RT-PCR のデータが得られてい
るため、この 37 検体に対して nCounter での
TP53 signature を取得し、マイクロアレイデ
ータと比較することでデータ精度の検討を
行う。データ精度の低いプローブに関しては、
再設計を行い、マイクロアレイデータと相関
性の高いプローブセットを作成する。 
 
②nCounter による TP53 signature データの
収集 
星総合病院コホート、宮城県立がんセンター
コホートを用いて nCounter による TP53 
signature を取得する。これらの症例は、す
でに multiplex RT-PCR のデータが得られて
いるため、相互のデータを比較検討し、①と
同様にデータ精度の検証を行う。 
 
(2)術前化学療法症例を対象とした TP53 
signature と効果予測性の検証 



④術前化学療法施行症例検体の収集と
nCounter による TP53 signature データの収
集 
共同研究機関である、東北大学病院・乳腺外
科、宮城県立がんセンター・乳腺科、星総合
病院・外科より、術前補助化学療法を施行し
た症例を収集する。症例は長期的な予後を検
討する必要があるため、手術より 5年以上経
過した症例で、化学療法施行前の生検 FFPE
組織が入手可能な症例とする。入手できた症
例から順に nCounter で TP53 signature を取
得する。 
 
【平成 28 年度以降】 
(1)早期乳がんを対象としたnCounterによる
TP53 signature の診断精度の検討 
③TP53 ステータスと臨床病理学的因子の関
連性の検討および予後の予測性の検証 
27 年度までに得られた TP53 signature から
TP53 ステータスの診断を行う。診断は TP53
変異型で発現上昇する遺伝子群の発現和と
発現低下する遺伝子群の発現和の比を算出
する。東北大学病院コホートは TP53 遺伝子
変異解析を実施済みであり、そのステータス
を元に、適切なカットオフ値を設定する。こ
のカットオフ値に基づき、星総合病院コホー
ト、宮城県立がんセンターコホートの TP53
ステータスを診断する。診断された TP53 ス
テータスと、患者背景、臨床病理学的因子と
の関連性解析を行う。また、無再発生存期間
（RFS）、全生存期間（OS）のデータを用いて
カプランマイヤー解析を行い、変異型群と野
生型群の予後の違いを検証する。この結果、
3 つの独立したコホートで予後の予測性の検
証を行うことが可能である。 
 
(2)術前化学療法症例を対象とした TP53 
signature と効果予測性の検証 
④術前化学療法施行症例検体の収集と
nCounter による TP53 signature データの収
集 
引き続き、術前化学療法施行症例の検体の収
集を行う。必要症例数は、pCR が得られない
症例群において、5 年無再発生存率が wt 群
85％、mt 群 65％と仮定し、αエラー5％、検
出力 80％、mt 群：wt 群=1:1.5 とすると、100
例（mt 群 43 例、wt 群 57 例）となる。一般
的に、術前補助化学療法の pCR 率を 20％程度
とすると、全体の必要症例数は125例となる。
検体不良例等を見込み、150 例を目標として
収集する。 
 
⑤TP53 ステータスと術前化学療法の効果お
よび予後の予測性の検証 
収集した術前化学療法コホートについて、
RFS および OS のデータ解析を行う。pCR の有
無、TP53 ステータス別の RFS、OS をカプラン
マイヤー解析によって算出する。また、pCR
とTP53ステータスを組み合わせた場合のRFS
を算出し、これら 2つのバイオマーカーを組

み合わせる有用性について検討する。 
 
(3)上記データを総合的に検討し、診断キッ
トとしての性能評価を行う 
得られたデータをまとめ、総合的に検討を行
い、診断キットとしての性能評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1)早期乳がんを対象としたnCounterによる
TP53 signature の診断精度の検討 
①nCounter 用 TP53 signature 診断キット（プ
ローブセット）の作成 
TP53 signature を構成する 33遺伝子中 32遺
伝子と内部コントロール遺伝子（5 遺伝子）
の発現を検出可能な nCounter 用のプローブ
セットを作成した。１遺伝子はクロスハイブ
リダイゼーションの可能性が除外できず、作
成が困難であった。診断は TP53 変異型で発
現上昇する遺伝子群の発現和と発現低下す
る遺伝子群の発現和の比（TP53 signature 
score）を算出することとした。TP53 遺伝子
変異のステータスが既知の東北大学病院コ
ホート 37 例中 24 例を用いて、 TP53 
signature の診断のカットオフ値を検討した
ところ、ROC 解析において 0.78 をカットオフ
とした場合、AUC 0.9、感度 0.93、特異度
0.88、正診率 0.9 の結果が得られた。 
マイクロアレイと nCounter を用いた場合そ
れぞれの TP53 signature の診断結果を比較
したところ、診断の一致率は 91.7％（22/24）
であった。ホルマリン固定パラフィン包埋
（ formalin-fixed paraffin-embedded; 
FFPE）組織と新鮮凍結（fresh frozen; FF）
組織の両方が得られた症例で、FFPE 組織由来
RNAとFF組織由来RNAの発現の相関を検討し
たところ、相関係数 0.902-0.987 と非常に良
好な相関が得られた。 
 
②nCounter による TP53 signature データの
収集 
星総合病院コホートおよび宮城県立がんセ
ンターコホート 190 例を用いて nCounter に
よる TP53 signature を取得した。うち Stage 
I-II の 174 例について解析を行った。174 例
中64例がTP53-sig変異型、110例がTP53-sig
野生型と診断された。同じコホートの
multiplex RT-PCR による TP53 signature 
score の結果との相関を検討したところ、
R2=0.6493 とある程度の一致が認められた。
前述の通り、FFPE 組織由来の RNA と FF 組織
由来 RNA のデータの結果から推定すると、
nCounter のデータの方が信頼性が高いと考
えられた。 
 
③TP53 ステータスと臨床病理学的因子の関
連性の検討および予後の予測性の検証 
臨床病理学的背景の比較では、TP53-sig 変異
型は野生型と比較して、ER陽性例（p<0.001）
およびPR陽性例（p<0.001）が有意に少なく、
HER2 陽性例は有意に多かった（p=0.002）。



Grade は有意に高値例が多かった（p<0.001）。
この結果は既報と一致した結果であった。一
方、Stage、腫瘍径およびリンパ節転移の有
無は有意差を認めなかった。また、術後補助
化学療法の実施割合は有意に高く（p<0.001）、
逆に術後補助内分泌療法の実施割合は有意
に低かった（p<0.001）。 
 TP53 signature ステータスによる無再発生
存期間（RFS）の解析を行ったところ、
TP53-sig 変異型は野生型と比較して有意に
無再発生存期間が不良であった（p=0.002, 
図 1）。 

図 1. TP53 signature による無再発生存期間 
カプランマイヤー法を用いて、log-rank 検定
を施行。 
 
全生存期間についてはイベント数が 10 に限
られていることもあり、TP53 signature ステ
ータス間で有意差を認めなかった（p=0.128）
が、乳癌特異的生存期間（乳癌による死亡の
みをイベントとしてカウント）の解析では
TP53-sig 変異型は有意に不良であった
（p=0.0179）。 
 
RFS と関連する因子を探索するため、TP53 
signature および臨床病理学的因子について
単変量解析を実施したところ、  TP53 
signatureおよびpStageのみがRFSと有意に
関連した。この 2因子を用いて多変量解析を
実施したところ、TP53 signature のみが有意
に RFS と関連した（Table 1）。 

Table 1. RFS に関する臨床病理が的因子の単
変量および多変量解析 
 
本コホート 174 例のうち、120 例で RNA シー

クエンス法による網羅的遺伝子発現解析を
実施した。得られた遺伝子発現データより、
既存の多遺伝子アッセイである Mammaprint、
OnocotypeDX、PAM50 のリスクスコアを算出し
た。TP53 signature score および多遺伝子ア
ッセイのリスクスコアと RFS の concordance 
index を算出し比較したところ、TP53 
signature score が最も RFS と関連した。ま
た TP53 signature score は RNA シークエン
スより得られた遺伝子発現データを使用し
た場合よりも nCounter より得られた遺伝子
発現データを使用した方がRFSとの関連が良
好であった（図 2）。 

図 2.  TP53 signature score および乳癌に
関する既存の多遺伝子アッセイ法のリスク
スコアと RFS の関連性の比較 
 
(2)術前化学療法症例を対象とした TP53 
signature と効果予測性の検証 
④術前化学療法施行症例検体の収集と
nCounter による TP53 signature データの収
集 
術前補助化学療法を施行した乳癌症例100例
を収集した。対象症例は、ホルモン受容体陽
性乳がん 38.9％、HER2 陽性乳がん 0％、トリ
プルネガティブ乳がん 58.3％、不明 2.8％で
あった。 
⑤TP53 ステータスと術前化学療法の効果お
よび予後の予測性の検証 
うち 37例に対して診断時の生検 FFPE 組織よ
り RNA を抽出し、nCounter によって TP53 
signature の診断を行ったところ、TP53-sig
変異型 83％、野生型 17％であった。変異型
群と野生型群で治療前の T（腫瘍径）、N(リン
パ節転移)および Stage に有意な差を認めな
かった。術前化学療法の治療効果の予測性を
検討したところ、TP53-sig 変異型群では
36.7％に病理学的完全寛解(Pathological 
Complete Response; pCR)を認めたが、野生
型群では pCR 例は 0％であった。以上の結果
より、TP53 signature は術前化学療法の効果
予測因子となることが示された。nCounter 実
施症例が少ないため、RFS および OS について
は有効な解析は不能であった。今後、残りの
症例について速やかに解析を行い、RFS およ
び OS に関して TP53 signature の意義の検討
を行う。 
 
(3)診断キットとしての性能評価 
前述の通り、nCounter は FFPE 組織由来、FF
組織由来に関わらず非常に安定した発現デ
ータの取得が可能であった。nCounter で診断
した TP53 signature ステータスは RNA シー
クエンスによって得られた TP53 signature



ステータスよりもRFSとの関連性が高かった。
以上の結果より、本研究で使用した TP53 
signature 取得のためのプローブセットは
TP53 signatureの診断キットとして有望な可
能性が示唆された。今後、再現性試験、正確
性試験、安定性試験等を実施し、性能評価に
必要なデータを取得する予定である。 
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