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研究成果の概要（和文）：採取した乳頭分泌液 (ND) 及び乳頭吸引液様  (NAF 様 ) 検体中

のタンパク質を二次元ナノ  LC-MS/MS を用いて測定し、マーカー候補タンパク質

の網羅的な同定及び発現量の相対定量解析を行い、得られた結果を種々の統計的手

法によって解析し、マーカー候補として１５種のタンパク質を絞り込んだ。更に、

病理組織での発現及び  ELISA 法についても検討を行い新腫瘍マーカー候補を確

定した。  
 
研究成果の概要（英文）：We measured proteome in nipple discharge (ND) and nipple aspirate fluid like 

(NAF-L), which were collected from breast cancer and non-cancer patients, using two dimensional 

nano-LC-nanoelectrospray mass spectrometry (ESI-MS), and then 15 kinds of proteins were found as 

breast cancer candidate markers by various kinds of statistical technique. Furthermore, we have 

examined the expression of such protein candidate markers using histological stain and ELISA methods 

for validating as new breast cancer markers. 
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の乳癌死亡者数は年々増加の一途

を辿っており、ここ５０年間で約７倍も増加

し、2008 年には約１万１千人が死亡してい

る。現在では年間約４万人もの女性が乳癌に

罹患していると推定され、発症年齢は欧米と
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異なり４０歳前後から急激に増加している。

特に３０歳から６４歳の壮年・中年層では乳

癌が女性がん死亡原因の第１位となってお

り、乳癌罹患率でも４０歳から６４歳では１

位、２５歳から３９歳では２位である。乳癌

は他のがんと比べ腫瘍の成長する速度が遅

いため、早期に発見し適切な処置を行なえば

完治するケースが多く、５年生存率も高いこ

とが報告されている。また、乳癌腫瘍の大き

さが小さいうちに手術を行えば、最近は乳房

温存手術も大変進歩しており、昔のように乳

房を取り去るケースは減ってきている。何よ

りも「早く・正確に」乳癌が初期の段階で発

見・診断される事が大変重要と考えられる。  

 このように、より早くより正確な早期乳癌

診断法を確立することは国家の急務である

が、現状のマンモグラフィーによる診断では

数 mm 以下の大きさの腫瘍は検出が困難で

あり、乳腺密度が高い若年層の場合は更に困

難となっている。 

 
２．研究の目的 
 上記現状のもと、本研究は日本人（アジア

人）に特徴的な閉経前若年層の早期乳癌診断

法を、腫瘍発症（発見）以後の予後診断とし

てではなく、「予防診断」という観点から方

法論の確立を目指す。それには、まだまだ有

用なマーカーが見出されていない早期乳癌

の腫瘍マーカーの探索とその診断システム

の確立が強く望まれている。早期乳癌腫瘍マ

ーカーによる診断が可能になれば早期乳癌

が組織に浸潤する前に対処することが可能

となり、近年増加の著しい若い世代での乳癌

死亡率の低減に大きく貢献できるものと期

待している。 

 そこで我々は、乳癌発症部位である乳管内

の情報を直接得ることができる乳頭吸引液

様 (NAF 様) 及び 乳頭分泌液 (ND) を検

体とし、最新の液体クロマトグラム/質量分

析システムによるプロテオミクスを臨床応

用することによって、新規な早期乳癌腫瘍マ

ーカータンパク質の探索と、それらの簡易ア

ッセイ系を開発することを研究目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 検体の採取及びタンパク質の網羅的な

同定解析 

 ①乳腺検診及び乳癌治療者を対象に研究

協力者（検体採取実施４医療機関）側によっ

て匿名化された後に必要な検体情報と共に

研究代表者側に手渡される。 

 ②マーカー探索は近年タンパク質の同定

数を飛躍的に高めることが報告されている

二次元(逆相(ODS)塩基性/逆相(ODS)酸性)ナ

ノ LC-MS/MS 手法を使用し、検出されたタン

パク質のデータ集積を行うと共にタンパク

質同定解析を実施する。 

(2) 早期乳癌腫瘍マーカー候補タンパク質

の選択及び妥当性の検証 

 ①上記(1)により同定されたタンパク質の

中から、早期乳癌に特徴的な発現差異を有す

るタンパク質を選択する。選択方法としては、

検体間、主に、乳癌患者と非乳癌者（乳癌未

確定者）間でタンパク質発現を比較した際に、

発現強度比が有意な差で現れたタンパク質

を選択する。 

 ②選択されたタンパク質を種々の統計的

手法によって解析し第一次マーカー候補と

して絞り込み、さらに、病理組織との相関に

ついても検討し新腫瘍マーカーを確定する。 

(3) 簡易アッセイ系の構築 

 確定した新腫瘍マーカータンパク質につ

いて２種のモノクローナル抗体でのサンド

イッチ系を見出し、EIA 法を確立する。 

 

４．研究成果 

採集した計１００検体の内２６検体（非乳

癌者検体１４及び乳癌患者検体１２）からタ



 

 

ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 二 次 元 ナ ノ 

LC-ESI(electrospray ionization)-MS/MS 手法を

用いてタンパク質発現差異の比較検討を行

った。その結果、乳癌患者検体からより多く

検出されたタンパク質１５種を第一次マー

カー候補として同定した。実用化をにら

んで、平成２４年９月５日に特許出願を行っ

た（出願番号：特願2012-194804号、発明の名

称：乳癌の判定方法）。これらのタンパク質

は ND や NAF 様中に含まれていることか

ら、これらのタンパク質のいくつかをターゲ

ットとする乳癌診断マーカーキットを構築

することにより、より非侵襲な乳癌診断の道

を切り開くことが可能となり、乳癌診断受診

率の向上、延いては、乳癌死亡率の低下に大

いに貢献できるもと考えている。 
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