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研究成果の概要（和文）：本研究では、乳癌患者の血中遊離DNAの変異を次世代シークエンサーで検出し、乳癌
の予後予測、個別化医療に貢献することを目的とした。TP53とPIK3CAについてシークエンスを行った。解析結果
をCatalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) に登録されている情報と比較したところ、複数の患者
で共通してTP53遺伝子の第7エクソンに体細胞変異を検出した。In silico解析の結果、この変異はTP53遺伝子の
機能に影響を与える可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate mutations of cell-free DNA (cfDNA) 
associated with breast cancer using next generation sequencer. We performed target sequences of TP53
 and PIK3CA on 5 patients who were diagnosed with breast cancer. Mutations identified in these 
patients were also annotated with Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) database. We 
observed one somatic mutation at 7th exon of TP53 in several patients. In silico analysis revealed 
that this mutation is likely to influence on the function of TP53 protein.

研究分野： 遺伝学

キーワード： 血中遊離DNA
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１．研究開始当初の背景 

近年乳癌に罹患する患者は大きく増加してお

り、1999 年には女性の癌の罹患者数で胃癌を

抜いてトップとなった。現在では 14 人に一人

の日本人女性が生涯で乳癌に罹患し（国立が

ん研究センターがん対策情報センター、がん

の統計’13 より）、世界的にみても腫瘍によ

る女性の死亡で最も多いのが乳癌によるもの

であることが報告されている(Global Health 

Estimates, WHO 2013)。乳癌は増殖が活発で

予後が悪いものから、転移もなく予後がよい

ものまで、様々なサブタイプが存在し、その

サブタイプごとに有効な治療が異なる。癌が

発生する過程で体細胞変異が蓄積していくが、

乳癌患者では TP53 や PIK3CA の体細胞変異

が患者腫瘍組織の 10％以上の頻度で検出さ

れ(Cancer Genome Atlas Network, Nature 

2012)、それらを応用した転移や治療効果の指

標とする研究が盛んに行われている。 

近年、非侵襲的な腫瘍モニタリングの手法

として血中循環腫瘍細胞や血中遊離 DNA が

注目されている。しかし血中循環腫瘍細胞の

検出は特殊な分離装置が必要となる。一方で

血中遊離 DNA は特別な装置を必要とせずに

分離でき、かつ、得られた DNA を使用した

次世代シークエンス解析が可能である。 

癌から血中に遊離した DNA は癌の体細胞変

異を保持しており、採血で検出することがで

きれば少ない侵襲で予後を予測できるバイオ

マーカーとなり得る。簡易型の次世代シーク

エンサー装置と組み合わせることにより、日

常の診療で使用できる可能性が高い。また、

血中遊離 DNA は採血で得られるため侵襲性

が少なく、日常的に繰り返し診断ができるツ

ールとなりうる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、乳癌患者の血中遊離 DNA の変

異を次世代シークエンサーで検出し、乳癌の

予後予測、個別化医療に貢献することを目的

とする。 

 

３．研究の方法 

乳癌と診断された患者 5 名に対し、血中遊離

DNA を用いて TP53 および PIK3CA 遺伝子

を標的とした次世代シークエンスを行った。 

使用した血漿量はサンプルあたり 0.6-1.0ml

とし、血中遊離 DNA の抽出には QIAamp 

Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany)を用いた。血中遊離 DNA 

は 20 l の elution buffer に溶解し、Qubit 

DNA high-sensitivity assay kit 

(Invitrogen Corporation)を使用して定量を

おこなった。TP53 遺伝子および PIK3CA を

標的としたシークエンス用のライブラリは

Ion AmpliSeq™ カスタムパネル(Thermo 

Fisher Scientific Inc. , Waltham, 

Massachusetts)を用いてターゲット領域の増

幅を行い、さらに Ion AmpliSeq kit for Chef 

DL8(Thermo Fisher Scientific Inc.)  および

Ion Chef system (Thermo Fisher Scientific 

Inc.)を使用して作成した。Ion PGM (Thermo 

Fisher Scientific Inc.)を用いてライブラリの

シークエンスを行い、得られたデータは Ion 

Reporter software の variantCaller plugin 

(v5.2.1.39) (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

を使用してヒトゲノムリファレンス (hg19) 

にマッピングし、体細胞変異の検出を行った。

アノテーションを行った変異の中でアレル頻

度 20％以下の変異を中心に検討した。 

これらのバリアントについて、Catalogue Of 

Somatic Mutations In Cancer (COSMIC)の

データベース、SIFT (http://sift.jcvi.org/)、

Polyphen2 



(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) を

用いて解析を行った。 

 

４．研究成果 

血中遊離 DNA の濃度 

乳癌患者 5 名から複数回血中遊離 DNA を抽

出し、解析を行った。血中遊離 DNA は健常

人でも少量存在しており、癌により増加する

ことが知られている。しかし今回の研究では

2 症例において、100 ng/ml を超える濃度の

DNA が抽出され、そのうちの 1 例については

複数回 1000ng/ml を超える DNA が抽出され

た。患者 5 名における血中遊離 DNA 濃度は

10～8106 ng/ml に分布していた。症例１と症

例２の血中遊離 DNA 濃度の推移を示す。 
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シークエンス解析 

TP53 遺伝子ターゲット領域の平均 Depth は

11232～18109 に分布しており、十分なシー

クエンスカバレッジが得られていた。各サン

プルのシークエンスの On target の割合は

89.9～97.5％に分布していた。 

PIK3CA 遺伝子ターゲット領域の平均 Depth

は 4073～6677 に分布しており、十分なシー

クエンスカバレッジが得られていた。各サン

プルのシークエンスの On target の割合は

85.1～92.9％に分布していた。 

 

TP53 遺伝子において、5 つの、アレル頻度が

20％以下のバリアントを検出し、そのうちの

１つは multiple nucleotide variant (MNV, 

CAG→AGC）であり、残りの 4 つはいずれも

single nucleotide variant (SNV)であった。変

異の割合は 2.7～10.3％に分布していた。5 つ

の検出されたバリアントのうち、2 つは IARC 

TP53 Database

（http://p53.iarc.fr/TP53GermlineMutation

s.aspx）に登録されていた。１つのバリアン

トはイントロン領域の変異で、1 名の患者の

みに検出された。第 7 エクソンに存在するミ

スセンス変異については複数の患者で共通し

て検出された。この変異は IARC TP53 

Database に体細胞変異として登録されてい

る。同一症例か複数回採取された検体を解析

し、同じ変異が同定されることを確認した。 

上記の変異は過去に小児神経細胞膠芽腫と胃

癌で報告されている。また SIFT, Polyphen2

を用いた in silico 解析において、TP53 の機

能に影響を及ぼす変異であることが予測され

た。(SIFT score = 0, Polyphen2 = 0.985) 

更に別の SNV はナンセンス変異であり、1 名

の患者で観測された。この変異は IARC TP53 



Database に体細胞変異として登録されてい

ない新規の変異であった。 

 

PIK3CA 遺伝子において、アレル頻度が 20％

以下のバリアント（3.4％、3.1％）を 2 つ検

出しいずれも SNV であった。１つのバリア

ントはイントロン領域の変異で、1 名の患者

のみに検出された。他方のバリアントはエク

ソン領域のミスセンス変異であり、1 名に検

出された。この変異は、過去に cosmic 

database

（https://grch37-cancer.sanger.ac.uk/cosmic

）や dbSNP database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP

) に登録されておらず、新規のバリアントで

あると考えられた。SIFT, Polyphen2 を用い

た in silico 解析において、PIK3CA の機能に

影響を及ぼす変異であることが予測された。

(SIFT score = 0.004, Polyphen2 = 0.994) 
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