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研究成果の概要（和文）： 
 次世代シークエンス技術を用いて乳癌の遺伝子異常を探索し、個別化医療実現のための新規
治療標的分子または診断マーカーの開発を目指す目的で研究を行なった。乳癌 6症例のペア 12
サンプル（原発腫瘍、非癌乳腺組織）と 14 症例のトリオ 42 サンプル（原発腫瘍、転移リンパ
節腫瘍、非癌リンパ節）の全エクソンシークエンスを解析し、アミノ酸置換やスプライシング
異常を生じる一塩基配列変異を抽出した。乳癌においてリンパ節転移の有無は予後不良とよく
相関する。特にリンパ節転移を解析対象に含めたトリオ比較解析に重点を置き、原発腫瘍、転
移リンパ節腫瘍それぞれにおける遺伝子変異の特徴を調べた。各症例における突然変異数（原
発腫瘍＋転移リンパ節腫瘍）は多いもの（1710 個）から少ないもの（34 個）まで様々であった。
原発腫瘍と転移リンパ節腫瘍間で突然変異の多く（89%）を共有する症例は 1症例のみで、他症
例では 30%以下であった。統計学的解析から、乳癌原発腫瘍の発生に重要と考えられる遺伝子
132 個、リンパ節転移に重要と考えられる遺伝子 189 個をそれぞれ絞り込んだ。これらの遺伝
子は乳癌の治療標的候補であるとともに、早期に乳癌の悪性度を予測または悪性化を予防する
医薬品開発に繋がる可能性がある。 
                                                          
 
研究成果の概要（英文）： 
 Metastasis is the main cause of therapeutic failure and death in cancer patients. A 
number of genetic alterations have been identified in primary breast tumors, but genetic 
changes particular to the metastatic tumors have not been well studied. To investigate 
critical genetic changes that occur during the metastatic process, we performed whole 
exome sequencing of 14 trio-specimens: the primary breast cancer, its metastatic lymph 
node tumor and matched non-cancerous tissue from the same patient by massively parallel 
sequencing. Comparing the three genomes, we identified a wide variety of somatic 
variations, 26-676 (median=46) mutations in the primary tumors and 8-1034 (median=37) 
mutations in the metastatic lymph node tumors. The differences of mutation rates (34 
single nucleotide variations (SNVs) at the lowest to 1710 SNVs at the highest) in individual 
patients suggested that various processes of tumor development and distinct selective 
pressures are present within the tumor environment. We identified 132 and 189 recurrent 
mutations specific to the primary and lymph node tumors, respectively, and evaluated its 
significance with a statistical ranking method. Our findings will provide new insights for 
the mechanism of breast tumor metastasis and future personalized therapy and molecular 
medicine. 
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研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 
 ア レ イ CGH (comparative genomic 
hybridization:比較ゲノムハイブリダイゼ
ーション)法を用いた乳癌のゲノム解析を行
い、ゲノムワイドにコピー数異常部位を同定
した。また、乳癌原発巣と転移リンパ節腫瘍
のゲノムコピー数異常を比較すると、異常の
パターンが異なる症例が多いことを見出し
た。乳癌における遺伝子異常の報告は多くあ
るが、リンパ節転移腫瘍における遺伝子異常
はほとんど解析されていない。リンパ節転移
は乳癌の予後不良と強く相関しており、同一
症例における原発腫瘍と転移リンパ節腫瘍
の詳細な遺伝子変異比較はリンパ節転移機
構の解明に重要であるとともに、乳癌の個別
化医療実現に資する情報を得ることができ
ると考えた。そこで、新たに技術開発され、
研究代表者が所属する研究室において国内
でいち早く使用が可能になった次世代シー
クエンサーを用いて、乳癌の全エクソンシー
クエンス解析に取り組む計画を立てた。 
 
２．研究の目的 
 コピー数解析と合わせて、ゲノム増幅部位
または欠失部位に含まれる機能性遺伝子群
の塩基配列変異を網羅的に探索することに
より、乳癌の発生に重要な遺伝子を効果的に
単離同定する。また、乳癌の予後不良と相関
するリンパ節転移に重要な遺伝子変異を、乳
癌原発巣と転移リンパ節腫瘍のシークエン
ス比較によって探索する。これらの解析によ
り、乳癌の新規治療標的分子や早期に乳癌の
悪性化を予測できる分子を同定し、医薬品開
発に繋がる研究を行なうことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 凍結標本またはメタノール固定パラフィ
ン包埋組織標本から、乳癌原発巣、非癌乳腺
組織、リンパ節腫瘍、非癌リンパ節の DNA を
調製した。ダメージを受けたアーカイブ DNA

試料からでもシークエンスが読めるように
工夫した方法を用いて、アジレント社製ヒト
全エクソンキット（ターゲット領域 38 Mb ま
たは 50 Mb）によるエクソン領域の濃縮を行
なった。イルミナ社 GAIIx または HiSeq2000
シークエンサーを用いて大量並列末端塩基
配列決定法による塩基配列解析を行なった。 
 独自に開発した塩基配列変異予測プログ
ラムを用いて、アミノ酸置換やスプライシン
グ異常を生じる塩基配列変異を抽出した。原
発腫瘍と転移リンパ節腫瘍における遺伝子
変異の特徴を調べ、統計学的手法を用いて、
乳癌のリンパ節転移に重要な遺伝子候補の
絞り込みを行なった。 
 
４．研究成果 
 乳癌 14症例のトリオサンプル（原発腫瘍、
転移リンパ節腫瘍、非癌リンパ節）および、
乳癌 6 症例のペアサンプル（原発腫瘍、非癌
乳腺組織）の全エクソンシークエンスを実施
した。 
 乳癌の予後不良と相関するリンパ節転移
を解析対象に含めたトリオ解析に重点を置
き、独自に開発したパイプラインを用いて、
詳細なシークエンスデータ解析を行なった。
予測された変異数は症例によって大きく異
なり、症例当り最少 34~最多 1710（原発+転
移リンパ節）であった。変異数中央値は、原
発46 (26~676)、転移リンパ節37 (8~1034)、
両者の共通変異数は 7 (1~604)であった。共
通変異保持率が高かったのは 1 症例のみ(原
発腫瘍変異の 89%を転移リンパ節で保持)で
あり、その他の症例では 3~30%であった。こ
の結果は、乳癌腫瘍細胞の不均一性と転移能
獲得における進展機構、また環境適応機構の
多様性を示すものと考える。 
 遺伝子サイズとランダムな突然変異出現
率を考慮して、原発腫瘍と転移リンパ節腫瘍
それぞれに特異的で、かつ統計学的に意味の
ある重要な、132 個と 189 個の変異遺伝子を



ランキングした。これらの遺伝子は、乳癌の
発生に重要な遺伝子と、リンパ節転移に重要
な遺伝子である。転移リンパ節腫瘍特異的変
異遺伝子については乳癌の予後予測に役立
つ可能性があり、多検体（50 症例の 50 原発
腫瘍検体、100 リンパ節腫瘍検体、50 非腫瘍
検体）を用いた頻度観測を実施する予定であ
る。また、特に需要と思われる候補遺伝子に
ついて機能解析を進めており、本研究成果を
乳癌の新規治療標的分子、予後予測分子の同
定研究として近々論文にまとめる予定であ
る。 
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