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《研究の概要》 

 

欧米では家族性乳癌の約 60％が BRCA1、または BRCA2 遺伝子の変異により発生すると推

測されており、この結果は家族性乳癌の発症前診断を確立するためには第 3（あるいは第

4）の原因遺伝子の同定が必要であることを示唆している。まず、家族性乳癌の診断基準に

より家族性乳癌と思われる日本人家系を選び出し、BRCA1、BRCA2 遺伝子変異のスクリーニ

ングを行った。家族性乳癌 78 症例を対象に、PCR-SSCP 法により BRCA1、BRCA2 遺伝子変異

のスクリーニングを行った。BRCA1 遺伝子の変異を有するもの 15 例、BRCA2 遺伝子の変異

を有するもの 14 例、計 30 例（29/78、37％）を同定した。その中で BRCA1、BRCA2 遺伝子

のミスセンス変異はそれぞれ 8 例（8/15,53％）、7 例（7/14, 50%）であり、欧米に比べ頻

度が高いことが判明し、日本人家系においてミスセンス変異が乳癌発生に重要な意味を持

つことが示唆された。BRCA1、BRCA2 蛋白は結合すること、また、両遺伝子とも DNA 損傷修

復機能、細胞周期のチェックポイント機能を有する類似した遺伝子であることが報告され、

これにより BRCA1、BRCA2 の関連遺伝子の中に第 3 の原因遺伝子が存在する可能性を考え、

BRCA2 に注目し酵母の Two-hybrid 法によりこの遺伝子産物に特異的に結合する標的蛋白

の検出を試みた。検討の結果、BRCA2 結合タンパク質として RAD51 を発見し、家族性両側

性乳癌症例において、胚細胞変異を同定した。さらに、BRCA2 結合タンパク質の中から乳

癌組織で発現低下を呈する BRAP1 および BIN1 遺伝子をクローニングした。散発性乳癌に

ついては、乳癌切除例を用いたヒト染色体領域の染色体欠失の解析により術後再発、生存

率に相関する染色体欠失領域を同定し、乳癌術後予後遺伝子診断法を検討した。共通欠失

領域内に存在し高頻度な LOH を検出する 18 カ所のマイクロサテライトマーカーを同定し

たので、これらの DNA マーカーを用いて、1992 年の研究開始以降術後死亡した 57 例（死

亡群、平均年令 51 歳、術後生存期間 762 日土 SD469 日）と年齢、時期を合わせた生存例

95 例（生存群、平均年齢 52 歳）について各 DNA マーカーでの LOH の有無を検索した。そ

の結果 1p34-p35、3pl4.3-p21.1、8p21-p22、13q12、13q14、17pl3.1、17p13.3、17q21.1 の

各領域にて、死亡群では各々52～89％と生存群に比して有意に高頻度な LOH を認めた。さ

らに 264 症例について術後 5 年間の再発、転移、癌死などの予後を調査し、上記マーカー

における LOH の有無との関連性を検討した。その結果、1p34、17p13.3、13q12、17q21.1 の

4 領域において LOH（+）群において不良な予後が Kaplan-Meier および Log-lank 検定にお

いて認められた。また、これらの複数の領域においてともに LOH を示した症例では、5 年

後の乳癌再発死亡の相対危険率は、LOH（-）群に較べ、8＝10 倍に上昇することが明らか

になった。また、n0 乳癌の予後予測因子として、1p34-36 の LOH が術後予後における高危

険群の選別に有用であることが判明した。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

家族性および散発性乳癌における遺伝子・染色体異常を明かにするとともに、それらの

知見の遺伝子診断への応用を目指す。課題としては、家族性乳癌の発症前診断を確立する

ために日本の家族性乳癌家系における BRCA1、BRCA2 遺伝子の変異の頻度、種類、浸透率を

明かにするとともにその他の原因遺伝子を探索する。特に、家族性乳癌の発症前診断を行

うためには、日本における原因遺伝子に関する情報を知ること、またその存在が確実な第

3 原因遺伝子を同定することが必須である。これらの点から家族性乳癌は頻度は少ないが、

癌の高危険度群であり、遺伝子レベルによる発症前診断により、保因者同定、早期発見、

早期治療へと進めることにより患者を癌死から救うことが可能となる。散発性乳癌につい

ては、多数の乳癌組織を用いた染色体の欠失・増幅の解析から各種の臨床病理学的性格、

各種治療への反用性、転移、局所再発、生命予後に関わる遺伝的変化を特定し、予知的遺

伝子診断への臨床応用を目指す。また、乳癌においては、個々の癌の悪性度の客観的な評

価にもとづく予後の予測法と適切な治療方針の選択基準を開発することが急務となってお

り、従来の臨床病理学的診断に加えて、染色体・遺伝子の変化を正確にとらえる遺伝子診

断を実施し、悪性度、予後、治療への反応性などの意義の評価を行うことを試みる。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．家族性乳癌 

癌研究所付属病院乳腺外科での手術症例中、家族性乳癌と思われる症例を選択し、BRCA1、

BRCA2 遺伝子の変異を検討した。家族性乳癌の約 60％は BRCA1、または BRAC2 遺伝子変異

により発症すると推測されている。これらの結果は第 3 の原因遺伝子が存在する可能性を

強く示唆するものであり、発症前遺伝子診断の確立のためにはこの第 3 の原因遺伝子の同

定が必須である。具体的には、BRCA2 の関連遺伝子を単離し、その機能解析により BRCA2 遺

伝子自身の機能を検討した。また、単離された関連遺伝子については癌研究所付属病院乳

腺外科を受診した患者の中で家族性乳癌と判断される症例を対象に遺伝子変異のスクリー

ニングを行い第 3 の原因遺伝子である可能性を検討した。即ち、この遺伝子が BRCA1、あ
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るいは BRCA2 関連遺伝子の中に存在する可能性を考え、酵母の Two-hybrid 法により BRCA2

遺伝子産物に結合するタンパク質の同定を試みた。この BRCA2 結合分子の単離は BRCA2 の

機能解析にもつながるものである。さらに相互作用が確認された Rad51 については家族性

乳癌系にいける遺伝子変異をスクリーニングすることにより、新しい家族性乳癌の原因遺

伝子である可能性を検討した。 

 

2．散発性乳癌 

1p、3p、1lp、13q、16q、18q、21q、22q など乳癌において欠損を認めた染色体について、

200 例以上の乳癌発症を対象に 1～3cM 間隔に位置した多形成 DNA マーカー約 150 個を用い

て、これらの染色体上の遺伝的変化を検索し、乳癌の発生・進展にとって重要な欠失領域

を同定するとともに、それらの欠失とリンパ節転移を始めとする種々の臨床病理学的諸因

子との相関を調べた。散発性乳癌については、多数の乳癌組織を用いた染色体の欠失・増

幅の解析から各種の臨床病理学的正確、各種治療への反応性、転移、局所再発、生命予後

に関わる遺伝的変化を特定し、予知的遺伝子診断への臨床応用を目指した。散発性乳癌に

おいては、染色体・遺伝子の変化を各々個性の異なる癌一例ごとに客観かつ質的に検出す

る新しい診断法の確立と、その予後因子としての有効性を術後の再発、生存率の追跡検査

などにより明らかにすることができると考えられる。特に乳癌組織において高頻度な LOH

を示した染色体について多くのマイクロサテライト DNA 多形マーカーを用いて詳細な染色

体地図を作製し共通欠失領域を同定するとともに、これらの領域の LOH と乳癌の生物学的

特製をあらわす種々の臨床病理学的因子および術後予後との間の関連性を Retrospective 

study として検討した。また、Prospective study として癌研病院にて乳癌根治手術を施行

し DNA 抽出をなし得た全症例を対象として、その生存率と各染色体領域における LOH の有

無とを比較検討した。各症例毎に、染色体 1p、3p、6q、8p、9q、11p、11q、13q、16q、17p、

17q、18q、22q から計 18 領域、各領域ごとに 1 個の DNA 多型マーカーを選定して LOH の有

無を調べ、生存率を比較検討した。なお、生存分布にあたり、生存期間は死亡群では手術

日から乳癌死日まで、生存群では各症例毎に最終外来来院日までとする。術後予後の解析

には、Kaplan-Meier 解析および Log-lank 検定にて検定し、術後再発死亡の相対危険率の

算出を試みた。 

 

Ⅲ 研究成果 

1．家族性乳癌の BRCA 遺伝子異常 

日本において家族性乳癌家系の発症前診断を行うためには、日本人乳癌家系における原

因遺伝子変異の頻度や、その臨床病理学的特徴が非常に重要な情報となる。そこで、家族

性乳癌の診断基準により家族性乳癌と思われる日本人家系を選び出し、BRCA1、BRCA2 遺伝

子変異のスクリーニングを行った。家族性乳癌 78 症例を対象に、PCR-SSCP 法により

BRCAl,BRCA2 遺伝子変異のスクリーニングを行った。BRCA1 遺伝子の変異を有するもの 15

例、BRCA2 遺伝子の変異を有するもの 14 例、計 30 例（29/78、37％）を同定した。その中

で BRCAl,BRCA2 遺伝子のミスセンス変異はそれぞれ 8 例（8/15、53％）、7 例（7/14、50％）

であり、欧米に比べ頻度が高いことが判明し、日本人家系においてミスセンス変異が乳癌

発生に重要な意味を持つことが示唆された。 
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2．家族性乳癌遺伝子の探索 

家族性乳癌の原因遺伝子の一つである BRCA2 のタンパク産物に関わる結合タンパクの解

析から、その N 端付近の領域 1 から AMP-activated protein kinase、Phosphomann nomutase

が、また、C 端付近の領域 8 では、PPAR-1 が、結合候補遺伝子として同定された。酵母 two 

Hybrid 法で単離された候補 clone は疑陽性の判定が重要である。そこで、in vitro また

は in vivo による binding assay、ヒト培養細胞を用いた Two Hybrid 法の検討、免疫沈

降、および細胞内局在の解明などにより、これら分子と BRCA2 の結合の確認を進めている。

また、昨年、BRCA2 との相互作用を報告した RAD51 遺伝子は、組織発現パターンが BRCA2

ときわめて類似していることなどから遺伝性乳癌の原因遺伝子である可能性が強いことか

ら、エクソンーイントロン境界領域を含むゲノム構造を決定し、遺伝性乳癌家系での胚細

胞遺伝子変異のスクリーニングを行った。その結果、2 例の同時性両側性乳癌患者におい

て、コドン 150 のアミノ酸置換を同定した。一般の約 300 名ではこの変化がまったく認め

られないことから、この置換は、発癌の原因となる遺伝子変異と考えられた。さらに、BRCA2

は 380kDa におよぶタンパク質であるため 8 領域（領域 1－8）に分け、酵母の転写因子で

ある GAL4 DNA-binding domain との融合タンパク質の発現ベクターを構築した。領域 3（コ

ドン 664-1534） に RAD51 が結合すること、RAD51 遺伝子のノーザンブロット法による組織

の発現パターンは BRCA2 と極めて類似していること、家族性乳癌家系での胚細胞遺伝子変

異を検討した結果、2 例の同時性両側性乳癌患者において塩基 G の A への変化によるコド

ン 150Arg の Gin へのアミノ酸置を同定したことはすでに報告したが、GFP との融合蛋白の

解析により、正常 RAD51 蛋白は核内に存在したがこの変異蛋白は細胞質に認められ乳癌発

生の原因となる変化である可能性が高いと考えている。また、BRCA2 の C 端には核移行シ

グナル（Nuclear localization signal）が存在することを報告したが、この部位を含む領

域 8（コドン 3119-3418） に結合する分子候補として、Amphiphysin および BIN1 と高度の

相同性を認め構造的に類似した蛋白が同定され、これを BRAP1 とした。Amphiphysin は乳

癌を伴う Stiff-man syndrome の自己抗原である。Stiff-man syndrome とは、体幹の筋肉

の硬直を主症状とするまれな神経性疾患で、Amphiphysin の C 末端領域に対する自己抗体

を有する症例が判明しており、この患者すべてが女性で乳癌を発症していたと報告されて

いる。BIN1 は myc に結合する新しい蛋白として単離され、悪性細胞の myc による

transformation を阻害し多くの癌細胞株や乳癌組織での発現の低下が報告された。BRAP1

は 565 個のアミノ酸からなり、Amphiphysin、BIN1 と N 端 250 アミノ酸において 70％以上

の相同性を認めたことから、乳癌の発生に関与していると推測した。BRAP1 は 12q12 にマッ

プされ、ゲノム構造を解析し原発性乳癌組織、および家族性乳癌家系における体細胞変異、

胚細胞変異の解析をそれぞれ進めたが、明らかな遺伝子変異は検出されなかった。しかし、

各種ヒト癌細胞株における BRAP1 の発現を RT-PCR 法で検討した結果、乳癌細胞株、膵臓癌

細胞株の、それぞれ 5/6（83％）、4/6（67％）において発現の低下が認められ、これらの癌

の発生機構に関与する遺伝子と考え解析を進めている。 

 

3．散発性乳癌における染色体欠失（LOH）解析 

乳癌の癌抑制遺伝子の存在部位を調べるために、約 200 症例を対象に、広範な染色体領
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域について各々15～20 個のマイクロサテライトマーカーを用いて LOH の有無を検索し乳

癌において共通して高頻度な LOH を示す染色体領域の同定を行った。その結果 1p では 1p36、

lp34-p35、lp22-p31 の 3 カ所で高頻度な LOH を示す共通欠失を同定した。3p では 3p25.1

と 3p14.3-p21.1 の 2 カ所に、8p では 8p21-p22 の 1 カ所に、11p では llpl5.5 と 11pll の

2 カ所に、13q では 13q12 と 13q14 の 2 カ所に、16q では 16q22.2 と 16q24.3 の 2 カ所に、

18q では 18q21.l-q21.2 の 1 カ所に、22q では 22q13 の 1 カ所に各々、高頻度な LOH を示

す共通欠失領域を同定した。さらに、1q および 8q では高頻度な染色体増幅を示す領域を

同定するとともに、6q では 6q26-6q27 に、7p では 7p14-7p15 に、7q では 7q31 に、8p で

は 8p21-8p22 に、9p では、9p21 に、9q では 9q22.3 と 9q33 の 2 カ所に、17q では 17q21.1

と 17q25.l の 2 カ所に、2lq では 2lq21 の 1 カ所に、各々、高頻度な LOH を示す共通欠失

領域を同定した。 

 

4．LOH と術後の予後の相関 

共通欠失領域内に存在し高頻度な LOH を検出する 18 カ所のマイクロサテライトマー

カーを同定したので、これらの DNA マーカーを用いて、1992 年の研究開始以降術後死亡し

た 57 例（死亡群、平均年令 51 歳、術後生存期間 762 日士 SD469 日）と年齢、時期を合わ

せた生存例 95 例（生存群、平均年齢 52 歳）について各 DNA マーカーでの LOH の有無を検

索した。その結果 lp34-p35、3pl4.3-p21.1、8p21-p22、13ql2、13q14、17p13.1、17p13.3、

17q21.1 の各領域にて、死亡群では各々52～89％と生存群に比して有意に高頻度な LOH を

認めた。さらに 264 症例について術後 5 年間の再発、転移、癌死などの予後を調査し、上

記マーカーにおける LOH の有無との関連性を検討した。その結果、lp34、17pl3.3、13q12、

17q21.1 の 4 領域において LOH（+）群において不良な予後が Kaplan-Meier および Log-lank

検定において認められた。また、これらの複数の領域においてともに LOH を示した症例で

は、5 年後の乳癌再発死亡の相対危険率は、LOH（-）群に較べ、8～10 倍に上昇することが

明らかになった。 

 

5．3p25.1 および 8p22 の LOH と散発性の乳癌術後生存率 

対象を 504 例（癌死亡は 63 例）に増やし検討した結果、3p25.1 の LOH（+）群の 5 年生

存率が 78％に対し LOH（-）群は 91％と有意差を認めた（p=0.0014）。多変量解析では t, n

同様 3p25.1 の LOH が独立した予後因子（p=0.0024）であり、3p25.1LOH の死亡に関する相

対危険度は 4.1 であった。同対象症例で検討した結果、8p22 の LOH（+）群の 5 年生存率が

82％に対し LOH（-）群は 93％と有意差を認めた（p=0.0177）。乳癌のなかで比較的予後不

良とされている T2 以上、リンパ節転移陽性、ER（-）乳癌において 8p22LOH の予後因子と

しての意義が、より重要であった。総合すると、特定の染色体領域における LOH の有無と

術後予後（再発、癌死亡）との間に有意な相関が存在することが判明した。再発率、生存

率の両面からの解析により、再発には関与しないが癌死には有意な領域が存在することが

わかった。 

 

6．nO 乳癌の LOH 診断と術後再発率 

癌研病院・乳腺外科において根治手術を受けた nO 乳癌手術患者（非浸潤癌、他病死、重
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複癌は除く）228 例を対象に各染色体欠失（LOH）と術後再発との関連について Kaplan-Meier

法、Log rank 検定を用い検討した。nO 乳癌 228 例中再発 14 例であった。LOH が再発率に

有意に差を認めた染色体領域は lp36、lp34 であった。従来の臨床病理学的因子で nO 乳癌

の有用な予後因子は少ないとされており、t（腫瘍径）、ER、PgR に lp34-36 の LOH 加えた

4 因子について Cox's hazard regression model を用いて多変量解析を行うと 1p34-36 の

LOH（p=0.0117）のみが独立した予後因子であり、Retention に対する LOH の再発に関する

相対危険度は 5.8（95％CI; 1.8-18.8）であった。nO 乳癌の予後予測因子として、1p34-36

の LOH が術後予後における高危険群の選別に有用であることが判明した。 

 

Ⅳ 考察 

家族性乳癌は頻度は少ないが、癌の高危険度群であり、遺伝子レベルによる発症前診断

により、保因者同定、早期発見、早期治療へと進めることにより患者を癌死から救うこと

が可能となる。また、散発性乳癌においては、染色体・遺伝子の変化を各々個性の異なる

がん一例ごとに客観的かつ質的に検出する新しい診断法の確立と、その予後因子としての

有用性を術後の再発、生存率の追跡調査などにより明らかにすることができる。個々の乳

癌において様々の染色体欠失がおこり進行進展上の種々の性質が決定されると考察される

が、特定の領域の染色体欠失が再発、癌死亡を反映することから、本研究で用いた DNA マー

カーによる手術時の切除乳癌の遺伝子診断は乳癌の再発と生命予後の判定において有用と

考えられる。今後、癌の悪性度の客観的評価に基ずく予後の予測と適切な治療方針の選択

に応用可能と考えている。 
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