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研究成果の概要（和文）：術前化学療法としてシクロホスファミド＋エピルビシンを施行した原

発性乳癌症例６０例について初回化学療法施行後 18-24 時間に針生検を施行し、乳癌細胞にお

ける BRCA1,γH2AX, および Rad51 の DNA 損傷部位への集積を免疫染色にて核内 foci 形成

として同定し、DNA 損傷修復能としてスコア化した。腫瘍縮小率との相関を解析したところ、

サブタイプ分類を含む臨床病理学的因子とは独立した最も有意な化学療法感受性の予見因子で

あった。 
 
研究成果の概要（英文）：Core needle biopsy specimens were obtained from sixty cases of 
primary breast cancer before and 18-24 hours after the first cycle of neoadjuvant epirubicin 
plus cyclophosphamide treatment. Nuclear focus formation of DNA damage repair proteins, 
BRCA1-, gH2AX-, or Rad51, was immunohistochemically analyzed and DNA damage 
response competence was evaluated as DDR score. A high DDR score significantly 
correlated with low tumor response to EC and EC + docetaxel whereas other 
clinicopathological factors analyzed did not. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子発現解析により乳癌は 5つの亜型に分
類された。このうち basal-like 乳癌は内分泌
療法とトラスツズマブに抵抗性を示し、細胞
増殖能が高く予後不良タイプである。BRCA1
径路の機能不全が散発性 basal-like 乳癌をき
たす原因として考えられ、BRCAness という
概念が提唱されている。BRCA1 は DNA 損
傷修復において中心的な役割をしており、特
に DNA 二重鎖切断において相同組み替えを
行うBRCA2/Rad51複合体を損傷部位に運ぶ

ために必須である。このカスケードに異常が
あると DNA 損傷に対する感受性が著名に亢
進することから DNA 損傷をきたす抗癌剤の
感受性予測因子として期待できる。 
 
２．研究の目的 
乳癌の化学療法投与直後におこる BRCA1 を
中心とした DNA 修復経路の反応を、臨床検
体を用いた免疫染色と培養細胞を用いたプ
ロテオミクスで解析し、Basal-like 乳癌およ
び basal-like 乳癌に類似した DNA 損傷応答
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を示す乳癌に特異的な薬剤感受性を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1) 乳癌針生検検体の解析 
①対象患者：聖マリアンナ医科大学乳腺・内
分泌外科にて術前化学療法としてシクロホ
スファミド＋エピルビシンを施行した原発
性乳癌症例６０例。 
②免疫組織学的解析：初回化学療法施行後
18-24時間に針生検を施行し、化学療法施行
前(baseline)の針生検検体と伴に乳癌細胞
核内の BRCA1,γH2AX, ユビキチン鎖、Rad51
の foci形成を免疫染色にて同定。 
③治療効果との相関：初回診断時、化学療法
終了時の腫瘍の体積を画像診断結果から算
出し、縮小率を評価。 
 
(2) basal-like 乳癌モデル培養細胞の DNA
損傷応答におけるプロテオミクス解析 
①乳腺由来細胞の BRCA1および p53を siRNA
で knockdownし、basal-like乳癌に近い DNA
損傷応答の細胞内環境を構築。 
②上記細胞に対して DNA損傷を加えたのち蛋
白抽出液を作成し、2D-DIGEを用いて DNA損
傷前後で変化する蛋白質を網羅的に解析す
る。ゲル上のスポットを切り出し、質量分析
計にて当該蛋白質を同定する。 
 
(3) DNA損傷応答因子のエピジェネティック
解析 
原発性乳癌における相同組換え修復因子の
プロモーターメチレーションを Methylated 
CpG island amplification (MCA)法と
Bisulfite-sequencing法、pyrosequencing
法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 乳癌針生検検体の解析 
原発性乳癌症例の術前化学療法後針生検検
体の核内 BRCA1,γH2AX, Rad51 foci 形成に
よる化学療法感受性予測では、foci陽性例の
化学療法感受性が低いことが判明し、これら
全ての因子を DNA損傷修復能としてスコア化
したところ、このスコアは Luminal 乳癌、
Basal-like 乳癌にかかわらずサブタイプ分
類を含む臨床病理学的因子と独立した最も
有意な化学療法感受性の予見因子であるこ
とがわかった。 
 
(2) basal-like 乳癌モデル培養細胞の DNA
損傷応答におけるプロテオミクス解析 
siRNAで BRCA1および BARDの発現を抑制する
条件を設定したが、限られた細胞株でしか十
分な抑制が出来なかった。そこで、全ての細
胞株に shRNAの導入が可能なレンチウィルス
ベクターを作成、さらに、同時に変異体を

add-back させることが可能なレンチウィル
スベクターを作成した。しかし、当初予定の
プロテオミクス解析では有意な結果は得ら
れなかった。 
 
(3) DNA 損傷応答因子のエピジェネティック
解析 
相同組換え修復経路２２因子について１５
種の培養細胞を用いてプロモーターメチレ
ーション解析のための Methylated CpG 
island amplification (MCA) 法 、
Bisulfite-sequencing 法、pyrosequencing
法の条件設定を行った。さらに術前化学療法
を行った原発性乳癌のうち、１）basal-like
乳癌の pCR 症例、２）Luminal A 乳癌の pCR
症例、3)Luminal A乳癌の SD症例、それぞれ
２０例についてメチレーションを解析する
ための microdisection と DNA 抽出を終了し
た。 
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