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第 1 章 自己組織化マップを用いたトリプルネガティブ乳癌特異的

遺伝子MYBL1の同定 

 

１．概要 

 トリプルネガティブ乳癌（TNBC）の発症・増殖・転移の機構の解明は、将来の治療法確

立のために必要不可欠である。数千の遺伝子の中から疾患に深く関わる遺伝子を同定する

ために、マイクロアレイから得られる情報を効果的に解析することが求められる。我々は

マイクロアレイの膨大な情報の解析に、情報高次元の複雑なデータを低次元の簡明なデー

タへと簡約し視覚的に表現できるクラスタリング手法である自己組織化マップ（SOM）を

応用してきた。この研究では、乳癌で発現する遺伝子発現データが、球面自己組織化マッ

プ（sSOM）上で視覚的に示された。乳癌のサブタイプに関連するエストロゲン受容体（ER）

とヒト上皮成長因子受容体 2（HER2）に逆相関する遺伝子として、転写因子 MYBL1 が

sSOM によって示された。MYBL1 は Wnt/β-cateninシグナルを含む細胞増殖関連遺伝子

や癌幹細胞関連遺伝子 CD44 と相関しており、TNBC の増殖に関与していることが示唆さ

れる。 

 

２．研究の背景 

 乳癌のサブタイプの 1つでありエストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（PgR）

の発現レベルが低くヒト上皮成長因子受容体 2（HER2）の増幅が見られないトリプルネガ

ティブ乳癌は、他のサブタイプと比べて悪性度・再発率が高いという特徴を持つ[1],[2]。

TNBCはホルモン療法や抗 HER2抗体などの既存の標的療法に応答しないため、TNBCに

対する治療標的分子の同定が強く求められる。近年、Rayらは転写因子 FOXC1が高発現の

乳癌は basal-like乳癌と重複し、予後が悪いことを示した[3]。このように ER、PgR、HER2

などの受容体の免疫化学的な評価による既存の分類によらずに多くの遺伝子の発現を制御

する転写因子の関わりを発見することは、病理の解明と将来の治療戦略の開発に極めて重

要である。 

 一度に数千種類の遺伝子発現レベルを計測できる DNAマイクロアレイは、診断や治療の

標的となる疾患関連マーカー遺伝子を同定するうえで強力かつ有用な実験手法である。し

かしマイクロアレイで得られるデータはあまりに大量であり、数千の遺伝子の間の関連性

を的確に描写するのは困難である。この問題に対処するため、我々とほかのグループはマ

イクロアレイから得られるデータのクラスター解析について自己組織化マップ（SOM）の

応用を提唱してきた[4],[5],[6]。 

 SOMは教師なし学習を行うニューラルネットワークの一種であり、複雑な多次元データ

を簡便かつ視覚的な低次元データに変換するクラスタリング手法として利用できる。とり
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わけ球面自己組織化マップ（sSOM）は、通常の 2D SOMと違って境界効果が生じないた

め、遺伝子発現解析に有用である[7],[8]。 

 我々はこの研究で、TNBC と非 TNBCを含む原発乳癌組織の遺伝子発現データを、sSOM

を使ってクラスタリングすることで、TNBC関連遺伝子の同定を試みた。 

 

３．研究手法 

３．１． 乳癌組織と細胞株のマイクロアレイデータ 

 この研究で解析された乳癌組織のアレイデータは以前の報告のものと同じである[9]。4

つの免疫組織化学的表現系、ER(+)/HER2(+), ER(+)/HER2(-), ER(-)/HER2(+), and 

ER(-)/HER2(-)を各 10症例ずつ含む 40症例の原発乳腺腫瘍組織の GeneChips U95Av2マ

イクロアレイのデータが解析された。また細胞株については、公開されている 50種類のヒ

ト乳癌細胞株のHuman Exonic Evidence Based oligonucleotide (HEEBO)マイクロアレイ

データが解析された[10]。これらのマイクロアレイデータセットは下記の結果と考察で述べ

るように、正規化され自己組織化マップのソフトウェア Blossom (SOM Japan, Co. Ltd., 

Japan) によってクラスタリングされた。 

３．２．細胞培養 

 ヒト乳癌細胞株 Hs578T, MCF7, MDA-MB-134, MDA-MB-175, MDA-MB-231, 

MDA-MB-415, MDA-MB-453, ZR-75-1がDulbecco's Modified Eagle's Medium (15% FBS, 

100 U/ml penicillin and streptomycin)で、BT-549, HCC1143, HCC1395, HCC1937, 

SK-BR-3, T-47D が  RPMI-1640 medium (15% FBS, 100 U/ml penicillin and 

streptomycin)で、加湿状態の 37ºC, 5% CO2 下で培養された。細胞株の Total RNA は

RNeasy Mini kits (Qiagen)を使って抽出され、cDNAは Super Script II (Invitrogen)によ

って合成された。 

３．３．定量リアルタイム PCR 

 LightCycler 480 DNA SYBR Green I Master (Roche)を用いて RT-qPCR が行われた。

endogenous controlとして beta-actinを使った。 

 各遺伝子について、次のようなプライマーが用いられた。beta-actin; forward: 

5'-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3', reverse: 5'-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3'. 

MYBL1; forward: 5'-GGGCAGAAATTGCCAAACTAC-3', reverse: 

5'-CATCCATGAGGAAACTACCAGAC-3'. E2F5; forward: 

5'-ATCCAGTGGAAAGGTGTAGGTG-3', reverse: 5'-CAGTTGTGTACCAGAAGGTGC-3'. 

CD44; forward: 5'-CCATCCCAGACGAAGACAGT-3', reverse: 

5'-GGTTGTGTTTGCTCCACCTT-3'. CD24; forward: 

5'-CCAAATCCAACTAATGCCACCACC-3', reverse: 

5'-TTCCTTGCCACATTGGACTTCCAG-3'。MYBL1 のプライマーは転写ヴァリアント 1

と 2 の双方を増幅するよう設計された。すべてのプライマーDNA は北海道システム・サイ
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エンス社から購入した。 

 

４．結果と考察 

 特定の疾患のサブタイプで特異的に発現する遺伝子群を抽出するための一般的な方法で

は、各サンプル群における発現量の平均値や標準偏差を考慮する。これらの手法では一つ

一つのサンプルがどの程度サブタイプに特異的な性質を有するかを全く考慮せず均一に扱

ってしまうため、各サンプルの TNBC 特異的性質を過剰にあるいは過小に評価してしまう

リスクがある。この問題に対処するため、各サンプルの TNBC 特異的性質を連続量で定量

化する”triple-negativity”という概念的な数値を導入した。triple-negativity に相関する遺

伝子が、潜在的な TNBC関連遺伝子であるとみなされる。ER, PgR, HER2についての IHC

情報は連続的な値としては表現されないため、マイクロアレイにより得られた定量的な発

現量が triple-negativityを算出するのに用いられた。マイクロアレイでの PgRの発現値は

弱すぎてこれを等価に扱えば計測時のノイズを増幅してしまう恐れがあるため、

triple-negativity は ER (図 1a) と  HER2 (図 1b)の発現量のみから算出され

た。”triple-positivity (TP)”は TP = ER * HER2 として(図 1c)、"triple-negativity (TN)" は

TN = 1 / TP = 1 / (ER * HER2) として(図 1d)算出された。各サンプルにおける

triple-negativity をその発現量として持つ理論上の遺伝子” ideal triple-negativity gene 

(ITNG)”が想定された。ITNG に似た発現パターンを持つ遺伝子が、潜在的な TNBC 関連遺

伝子であるとみなされた。 

 

(a) 

 

(b) 

 
(c) 

 

(d) 

 

図 1． ER (a), HER2 (b), triple-positivity (c), triple-negativity (d)のマイクロアレイにおける相対

的な発現パターン。30 本の灰色の棒は非 TNBC症例を、10本の黒色の棒は TNBC 症例を表

す。 

 

この研究では、10 症例の TNBC を含む 40 症例の乳癌患者における約 10,000 の遺伝子の発

現データのマイクロアレイ結果が解析された。ITNG とマイクロアレイで計測された約

10,000種類の遺伝子は、mRNAの絶対量と関係なく 40症例の乳癌組織サンプルの間の発現
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パターンを比較できるように正規化された。40サンプルにおける各遺伝子の発現量は 40次

元のベクトルとみなされ、以下の式によって、ノルムを持たず方向のみを持つ単位ベクト

ルへと正規化・変換された。 

各遺伝子は次のようなベクトルとして解析された: 𝑔 = (𝑔1, 𝑔2, ⋯ , 𝑔𝑖 , ⋯ , 𝑔𝑁 ) 

各遺伝子のノルムは次のように算出された: |𝑔| = √∑ 𝑔𝑖
2𝑁

𝑖=1  

遺伝子ベクトルは次のように正規化された: 𝐺 = (
𝑔1

|𝑔|
,

𝑔2

|𝑔|
, ⋯ ,

𝑔𝑖

|𝑔|
, ⋯ ,

𝑔𝑁

|𝑔|
 ) 

(g: 各遺伝子, N: サンプル数) 

この正規化によって、似た発現パターンを持つ遺伝子を mRNA の絶対量やハイブリダイズ

効率によらず平等に扱えるようになった。 

 ITNG とマイクロアレイで計測された約 10,000 種類の遺伝子の 40 次元ベクトルは sSOM

によってクラスタリングされた（図 2）。sSOM上で ITNGの近くに配置された遺伝子は ITNG

に似た発現パターンを持ち、TNBC に関連する性質をもつと考えられる。sSOM 表面上で 6

つの遺伝子が ITNG と同じノードにクラスタリングされ、それらすべてが TNBC で発現亢

進していることから、TNBC 特異的遺伝子であると考えられる（表 1a、図 3）。これらの遺

伝子は、一般的なマイクロアレイ解析で行われるように Student’s t-testと発現量の変化率に

よって抽出される遺伝子（表 1b）とは完全に異なっている。リストには TNBC 関連遺伝子

として我々が以前報告した E2F5も含まれている[9]。転写因子MYBL1 は最も大きい発現変

化を見せており、マイクロアレイ中の 2つの異なるプローブ(1465_s_at, 160043_at)の双方が

ITNGと同じノードに配置された。MYBL1 と E2F5 は 8番染色体の極めて近い領域にコード

されている。 

 

図 2．40症例の乳癌組織における ITPG、ITNG、約 10,000種類の遺伝子が sSOMによ

ってクラスタリングされた。球表面上の四角は SOMのノードを表す。ITPGまたは ITNG

（太線）と同じノード、そしてそれらの架空の遺伝子の隣の 12ノードに配置された遺伝子

の発現パターンを折れ線グラフで示す。ITPGまたは ITNGと同じノードに配置された遺伝
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子は、それぞれの架空遺伝子（図 1c、図 1b）と似た発現パターンを持つ。 

 

表 1．TNBC-up 遺伝子の候補として抽出されたマイクロアレイのスポット。 

(a) sSOM表面上で ITNGと同じノードにクラスタリングされた 6遺伝子。 

Probe ID 
Gene ID or 

name 

Ratio 

(TN / 

nonTN) 

t-test 

(TN : 

nonTN) 

1465_s_at MYBL1 3.22 0.004 

38551_at L1CAM 1.76 0.053 

160043_at MYBL1 2.28 0.012 

39230_at 
APOBEC3 

family 
1.77 0.025 

38428_at MMP1 1.78 0.087 

1044_s_at E2F5 2.05 0.002 

 

(b) TNBCで上位 10位の高い発現比を持っておりかつ p<0.01 となる遺伝子。 

Probe ID 
Gene ID or 

name 

Ratio 

(TN / 

nonTN) 

t-test 

(TN : 

nonTN) 

35185_at FABP7 12.41 <0.001 

613_at KRT5 5.85 0.002 

35134_at ART3 4.90 <0.001 

37149_s_at CCR family 4.59 <0.001 

40339_at GABRP 4.59 <0.001 

39271_at Hs.237742 4.56 0.001 

35837_at SCRG1 4.50 <0.001 

1713_s_at CDKN2A 4.46 0.001 

41027_at FOXC1 4.34 <0.001 

40475_at CAPN6 4.09 <0.001 

 

 

図 3．マイクロアレイで計測された乳癌の 4つのサブタイプと正常乳腺組織における(a) 

MYBL1と(b)E2F5の相対的発現。* は p<0.05、** は p<0.01。 
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強力な転写活性因子 MYBL1 (A-Myb)はMYB 遺伝子ファミリーの一つであり、白血病、

乳癌、直腸癌に関連している[11],[12]。MYBL1 はまた細胞周期[13]、精子形成[14]、マウ

スの妊娠期における乳管分化[15]に関与していることが報告されている。MYB と MYBL2

はそれぞれ luminal [16]と basal-like [17] 乳癌で発現しておりまたMYBL1とMYBL2の

発現亢進が見られる乳癌は悪い予後を示すことから[18]、MYB ファミリーの転写因子であ

る MYB、MYBL1、MYBL2 は、乳癌においてそれぞれ異なるサブタイプの表現型に影響

していると考えられる。 

MYBL1が前立腺癌の tumor initiating cellsに関与しているという報告があることから

[19]、MYBL1/E2F5 と乳癌幹細胞関連遺伝子 CD44/CD24 の間の相関を調べ、MYBL1 が

乳癌幹細胞に関連しているかどうかを評価した。MYBL1/E2F5と CD44/CD24の関連を調

査するため、乳癌細胞株におけるそれらの遺伝子の発現を qPCRで計測して（表 2）、細胞

株を 3 つのグループ、CD44high / CD24high (HCC1143, HCC1937, MDA-MB-134, 

MDA-MB-415), CD44high / CD24low (BT-549, HCC1395, Hs578T, MDA-MB-231), 

CD44low / CD24high (MCF7, MDA-MB-175-VII, MDA-MB-453, SK-BR-3, T-47D, 

ZR-75-1)にクラスタリングした（図 4）。MYBL1 の発現は CD44high のサブグループで増

加していたが、乳癌幹細胞関連サブグループ CD44high/CD24lowとほかのサブグループの

間では有意差は観測されなかった（図 5）。 

 

表 2．qPCRにより計測された 14種類の乳癌細胞株における CD44と CD24の相対的発現

量。ND, not detected. 

Cell lines 
Relative CD44 

expression 

Relative CD24 

expression 
Subgroup 

BT-549 3.25 1.50 

CD44high 

/CD24low 

HCC1395 3.03 1.83 

MDA-MB-231 2.78 -1.20 

Hs578T 2.67 1.01 

HCC1143 2.36 2.94 

CD44high 

/CD24high 

HCC1937 2.57 2.98 

MDA-MB-134 2.19 3.22 

MDA-MB-415 2.47 3.43 

MCF7 1.43 2.58 

CD44low 

/CD24high 

SK-BR-3 1.07 3.30 

ZR-75-1 0.57 3.13 

MDA-MB-175-VII -0.45 2.55 

T-47D 0.40 2.48 

MDA-MB-453 ND 2.70 
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図 4．乳癌細胞株は qPCR により計測された CD44と CD24の発現量（表 2）に基づいて 3

つのグループにクラスタリングされた。MDA-MB-453は CD44low/CD24highグループに

分類されるが CD44発現を検出できなかったためグラフ上にプロットしていない。 

 

 

図 5．マイクロアレイによって計測された 4つのサブタイプの乳癌組織と正常乳腺組織にお

ける(a) MYBL1と(b) E2F5の相対的発現。**, p<0.01. 

 

CD44はストレス耐性などの癌幹細胞の性質に関与していると報告されている[20]。また胚

性幹細胞と他の癌において MYBL1 の発現が上昇している[21]ことや既知の癌原遺伝子

c-mycのプロモーターの転写を活性化させる[22]ことからも、癌と幹細胞性の維持について

未知の役割が示唆される。 

 MYBL1 が制御しているもしくは MYBL1 によって制御されている遺伝子は MYBL1 に

似た発現パターンを持つと仮定して、sSOM 表面上で MYBL1 の近傍に配置された遺伝子

を考察した。最初に ITNG と ITPG の近傍のノードに配置された 133 遺伝子（図 2、折れ

線グラフ）をさらに sSOM上で分類した（図 6）。MYBL1の周囲には E2F5, BUB1, MAD2A

のような細胞周期関連遺伝子や DHFR, GGHのような葉酸合成遺伝子が配置されており、

MYBL1が乳癌の腫瘍細胞の増殖に関与していることが示唆される。 
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(a) 

 
(b) 

 

図 6．40症例の乳癌組織のMYBL1に近い 133遺伝子の発現データを sSOMでクラスタ

リングした。(a)球面 SOM。球表面上の四角は SOMのノードを表す。(b)sSOM上でMYBL1

に近い 16遺伝子を樹系図で示す。 

 

均一に培養された細胞と腫瘍組織において MYBL1 と共に発現を変化させる遺伝子を同

定するため、50 種類のヒト乳癌細胞株における約 8,000 種類の遺伝子についての公開され

ているマイクロアレイデータを同様の手法で sSOM でクラスタリングし（図 7）、そこで

MYBL1 と同じか近くに位置した 70 種類の遺伝子をさらに sSOM でクラスタリングした

（図 8）。WNT10Bが最もMYBL1に似た発現パターンを示した。WNT10BはMYBL1同

様に乳管分化について役割を持つため[23],[24]、MYBL1/WNT10B 共発現細胞は乳癌の中

でも特筆すべきサブグループであるといえる。Wnt/β-catenin シグナルは basal-like 乳癌

で活性化しており[25]、またアポトーシス阻害、遊走、転移に関与する[26],[27]。とりわけ、

WNT10B の上方制御は乳癌の発癌[28]と再発[29]に関与している。まとめると、転写因子

MYBL1 は Wnt/β-catenin パスウェイを含む細胞増殖関連遺伝子を制御している可能性が

ある。 
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図 7．50種類の乳癌細胞における約 8,000遺伝子の発現データを sSOMでクラスタリン

グした。球表面上の四角は SOMのノードを表す。折れ線グラフはMYBL1（太線）と同じ

ノードに配置された遺伝子のその隣の 6ノードに配置された遺伝子の発現パターンを表す。 

 

 

 (a) 

 
(b) 

 

図 8．50種類のヒト乳癌細胞においてMYBL1に近い 70遺伝子の発現データを sSOMで

クラスタリングした。(a) 球面 SOM。球表面上の四角は SOMのノードを表す。折れ線グ

ラフはそれぞれの遺伝子発現パターンを表す。(b) sSOM上でMYBL1とその近傍に配置さ

れた 24遺伝子を樹系図で表す。 
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５．結論 

 複雑な多次元データを簡易な低次元データとして表すことができるクラスタリング手法

である SOMは、マイクロアレイによって得られる多量の発現データを解析するうえで極め

て有用な手段となる。この研究では、転写因子 MYBL1 は ER と HER2 とは逆の発現パタ

ーンを持っていることを SOM が示した。MYBL1 発現は Wnt/β-catenin シグナルや癌幹

細胞関連遺伝子 CD44 を含む細胞増殖関連遺伝子と関連しており、TNBC の増殖に関連し

ていることが示唆される。 

 

第２章 癌と正常組織を識別する遺伝子セットの網羅的探索 

１．概要 

疾患と正常を見分けるための遺伝子を見出すことは、正確な診断と将来的な副作用の少

ない治療法の開発に必要不可欠である。近年、癌マーカー遺伝子は複数を組み合わせるこ

とで高精度診断が可能となってきており、治療時の標的としても複数の遺伝子セットが有

用であると考えられる。この研究では、癌組織と正常組織を高精度に識別するための遺伝

子セットを同定するため、マイクロアレイで計測された遺伝子のうち、2つの遺伝子からな

る組み合わせすべてを網羅し、それら 2 つ遺伝子の発現量で表される空間上で癌と正常の

各サンプル群がはっきりと識別できるかどうかを検討した。数百万種に及ぶ遺伝子セット

のうちトレーニングセットのサンプルで癌と正常を識別できた遺伝子セットは、テストセ

ットでも同様の識別に成功し、また識別基準を各遺伝子の発現量をパラメータとしそれぞ

れに重み係数を持つ 1 次式で表現した。疾患を高精度で識別できる遺伝子のセットをマイ

クロアレイから同定するこのような手法は、複数の遺伝子を標的とする将来の治療法を実

現化するうえで極めて必要不可欠なものとなる。 

 

２．研究の背景 

どこが原発か、あるいはどこに転移しているか不明な癌に対しては、外科的療法や放射

線療法は使えず、全身的な内科的療法で対処するよりほかにない。しかし現在のところ、

化学療法はこのような進行癌を完治できない。その理由は、正常細胞に影響を及ぼさず癌

細胞にだけきわめて高い毒性を発揮する薬剤が理想的であるにもかかわらず、現在の薬剤

がそのような特異性を発揮できないからである。しかし次に示すように、近年薬剤の在り

方そのものを変える革新的な技術開発が続いている。 

 癌に対する薬剤は次のような 3つの段階の進化を遂げている。 

 第 1 世代に該当する薬剤は、特定の現象、あるいは特定の物質に影響するものである。

DNA 合成・DNA 複製・細胞分裂を阻害することで増殖する細胞を傷害したり、癌細胞に

のみ存在する標的タンパクを阻害するものであり、小分子化合物や抗体により実現される。

これらの薬剤は癌に特異的な特徴を捉えるが、この特徴がそれ即ち癌の生存あるいは増殖
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に必要不可欠でなくてはならないという限界がある。 

 第 2 世代に相当する薬剤は、特定の特徴をとらえ、それに応じて細胞傷害などの任意の

結果を細胞にもたらすものであり、情報の入力と出力が分離している。これらは癌特異的

抗原を標的する抗体と放射性同位体の結合や、抗体を表面に結合した抗癌剤内封リポソー

ムなど、複数の部品からなる。これらは第 1 世代と違って、識別に用いる癌に特異的な特

徴がそれ即ち癌の生存あるいは増殖に必要不可欠でなくてもよいという長所を持つ。 

 第 3 世代に相当する薬剤は、第 2 世代と違って細胞の持つ複数の特徴をとらえ、細胞傷

害などの任意の結果を細胞にもたらすものであり、複数の情報を入力し、それを演算した

うえで、一つの出力をもたらすものである。入力分子としては細胞中のタンパクやmRNA、

miRNA、検出にはアプタマーや導入された DNA 配列、情報の伝達と演算には導入された

タンパク同士や DNA 同士の結合、出力としてはアポトーシス誘導などが考えられている

[30],[31]。長所として、第 2世代のように 1つのマーカーだけでは識別できない細胞も複数

のマーカーで識別できることが期待される。短所として、第 2 世代以上に多種の部品から

構成されておりそれらすべてを対象細胞に伝達する必要があることや、情報処理の過程で

伝達される信号強度が減衰することがあげられる。 

 進行癌をも治癒し得る薬剤はいくつかの条件を併せ持つ必要があると考えられる。これ

まで用いられてきた少数の腫瘍マーカーを個別に評価するだけでは低精度の検出しかでき

なかったが、近年になって複数のマーカーのパターンから高精度で癌を検出できるように

なり、胃癌、大腸癌、膵癌、胆管癌を初期のうちから 9 割もの制度で発見できるマイクロ

アレイ血液検査が実用化されている。このことから、複数のマーカーのパターンを考慮し

ない限り、癌を高精度で識別することはできないと考えられる。上記分類で第 1 世代に相

当する特定遺伝子を阻害する薬剤であるにもかかわらず、融合遺伝子によって発症する一

部の白血病とリンパ腫の治療薬として用いられる融合遺伝子標的薬は例外的に 100％近い

奏効率を示す。これらの対象疾患は、「標的遺伝子が悪性細胞の増殖に必須である」、「全て

の悪性細胞で標的遺伝子が発現している」、「全ての正常細胞で標的遺伝子が発現していな

い」という条件を満たしている。このことから、「複数の標的遺伝子のセットのパターンで

癌を高精度で識別する」、「癌特異的遺伝子発現パターンは全ての悪性細胞で発現している」、

「癌特異的遺伝子発現パターンは全ての正常細胞で発現していない」という条件を満たし、

癌特異的遺伝子発現パターンを検出してその細胞を傷害する薬剤こそが将来の有用な癌治

療薬たりうると考えられる。これを担えるのは上記分類の第 3 世代医薬を置いてほかにな

く、またその実用化には癌特異的遺伝子発現パターンの同定が必要不可欠となる。 

 ここで問題となるのはどのような細胞と細胞を識別すればよいかである。現在の研究の

潮流となっているのは個別化医療であり、これは、癌の種別を遺伝子発現パターンなどに

よって細かいサブタイプに分類した上で、癌細胞の生存に関わるそれぞれ異なるパスウェ

イを標的とする薬剤を用いて、一方で薬剤の反応が期待できないサブタイプには使わずに

副作用のリスクを回避し、各薬剤の奏功率を高めることができる。一方で、原発巣が不明
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な場合や、複数の異なるサブタイプの細胞からなる腫瘍や、再発に伴ってサブタイプが変

化する場合などには効果を発揮できない。そのため、仮に特定のサブタイプを傷害し腫瘍

が消失し完全寛解に至ったとしても、残った少数の細胞から再発し、またその再発腫瘍に

対してはそれまでの薬剤では対処できなくなる。そのため理想的には、癌としての性質、

例えば将来的な転移のリスクなどを持つ悪性細胞すべてを傷害するような薬剤が求められ

る。それと同時に、これまでのように増殖率の高い内蔵上皮や毛髪などの正常細胞にも影

響する副作用の大きい薬剤では、副作用を避けるために服用量を減らさざるを得ず、悪性

細胞に対して十分な効果を発揮できない。よって理想的な薬剤は、「すべての悪性細胞を殺

傷する」と同時に「すべての正常細胞に影響を及ぼさない」ことを両立する必要があり、

そのためには癌特異的遺伝子発現パターンを同定しなければならない。 

 

３．研究手法 

 乳癌のマイクロアレイは第 1 章で利用したものと同一である。複数の種類の癌と正常組

織のマイクロアレイデータとして、Gene Expression Omnibus で[HG-U133_Plus_2] 

Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array の規格の中から”normal”, “health”, 

“healthy”というキーワードで該当するアレイデータを探索した。結果、発現量の範囲が異

常に低い GSE51024 と GSE66359、データ本体がない GSE42743 を除いて、GSE1643, 

GSE3526, GSE9348, GSE15960, GSE16515, GSE22780, GSE27890, GSE30563, 

GSE31853, GSE53757, GSE65144 のアレイデータを利用した。これらを結合すると 529

サンプルの正常組織と 219 サンプルの癌組織、合計 748 サンプルからなる。これらを

quantile normalizeし、全 54,613遺伝子のうち発現量最大値が 5,000を超える 7,675遺伝

子に絞り、発現量最大値を発現量平均値で割った値が 10を超える 3,707遺伝子に絞り、第

1章と同様に遺伝子ベクトルのノルムを 1に揃え、解析に用いた。癌特異的遺伝子発現パタ

ーン同定のための手法については次項で詳述する。 

 

４．結果と考察 

2種類のサンプル群の間で発現量に大きな差がある遺伝子を複数抽出し、疾患やそのサブ

タイプを同定する試みがなされている。例えば各々の遺伝子について発現差などに基づく

スコアを算出し、スコアの高い遺伝子を遺伝子セットに加えるなどの手法がある。しかし、

発現差が大きい遺伝子を個別に追うだけでは、高精度の診断を可能とする遺伝子セットを

見つけるのは難しい。サンプル群の間で発現差が無いように見える遺伝子 A,B も、組み合

わせることでサンプル群を識別できるようになる（図 1）。「サンプル群の間で発現差がある

遺伝子」を追うだけでは、このような遺伝子セットは決して見つからない。そのため、癌

特異的遺伝子セットを探索するには、複数の遺伝子を個別にではなく同時に評価しなけれ

ばならない。 
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図 1．サンプル群の間で発現差が無いように見える遺伝子 A,Bも、組み

合わせることでサンプル群を識別できるようになる。 

 

この研究では、マイクロアレイで計測された数千～数万種類の遺伝子の中から、特定の

少数、今回は 2 種類の遺伝子を選び取る組み合わせすべてについて、それらの遺伝子セッ

トの中から、癌と正常を識別するのに有用なものを抽出した。 

複数の遺伝子の発現量を各軸にとる多次元空間中で、癌と正常がはっきり分かれていれ

ば、その遺伝子セットは癌と正常を識別するのに有用であるといえる。それぞれの遺伝子

セットを各軸に取る空間上で癌と正常がはっきり分かれているかどうかをコンピュータで

判 断 す る た め に 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 セ ッ ト の 幾 何 的 識 別 性

(Geometrical-Distinguishability)スコアを算出した（図 2）。 
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図 2．多次元空間中で癌と正常を見分けるための指標を導入するための概念図。 

 

ここで、複数の遺伝子の発現量を各軸にとる多次元空間中で、癌と正常がはっきり分か

れているかどうかを検証するための基準線（閾）を定める必要があり、例として、図 3 の

ような基準線が考えられる。考えられるすべての遺伝子セットについて、コンピュータ上

でこのような閾に基づいて幾何的識別性スコアを算出すれば、癌と正常を優位に識別でき

る遺伝子セットを抽出できる。またこの時、各遺伝子の発現量をパラメータとしてそれぞ

れに重み係数を持つ 1次式で表現できれば、識別基準として有用となる。 
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図 3．多次元空間上で癌と正常を見分けるための基準線（閾）の一例。 

 

まず、斜線型閾を用いて幾何的識別性の高い遺伝子セットの抽出を試みた。癌と正常が

分かれているかどうかを評価するため、両群の平均値を算出し、それら 2 点を結ぶ線を新

規評価軸 xpとし、この評価軸で全サンプルを評価する（図 4） 

 

図 4．2次元空間中で座標変換したうえで両群が交わっていないかどうかを検討する概念図。 

 

新規評価軸 xpに基づいて、次のように全サンプルの位置が座標変換される。 

 

 X = 遺伝子 1の発現量（正常群平均との差） 

 Y = 遺伝子 2の発現量（正常群平均との差） 

R = sqrt( X^2 + Y^2 ) 

 T = arcsin( Y / R ) 

 xp = x1 * cos(T) – x2 * sin(T) 
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 このような考えに基づいて特異的遺伝子セットを探索するために、次のような処理を行

うプログラムを C言語で作成した。 

 

１．次の遺伝子セットを生成（図 2） 

２．腫瘍群と正常群のそれぞれの平均値を算出し、両者を結ぶ直線を 

新規評価軸 xpとして、この評価軸に基づいて座標変換 

３．xp軸上で両群が交わっていないか、言い換えれば  

腫瘍群の最大値＜正常群の最小値 または  

腫瘍群の最小値＞正常群の最大値 となっているかを確認（図 4） 

４．接触していなければ両群の遠さを評価 

５．１に戻る 

６．考えうる全ての遺伝子セットについて網羅的に調べ終えたら、 

最も両群が遠くなった遺伝子セットをリストアップ 

 

このようにして正常乳腺組織 5 サンプル、ER+,HER2+、ER+,HER2-、ER-,HER2+、

ER-,HER2-の 4 種類のサブタイプの乳癌組織各 10 サンプルについて遺伝子発現値を計測

した DNAマイクロアレイデータを解析した。6,382種類の遺伝子のうち 2種類の遺伝子か

らなる組み合わせ 20,361,770通りを網羅し、それぞれの遺伝子セットを評価軸にとった 2

次元空間で、5サンプルの正常乳腺組織と 40サンプルの乳癌の両群の平均発現値の間の距

離が遠くなり、かつ新しい軸上で各群のサンプルが交わらずはっきり別れる遺伝子セット

を探索した。結果、図 5のように何種類かの遺伝子セットで正常と乳癌の識別に成功した。 

 

図 5．斜線型閾に従い抽出された 2種類の遺伝子を使って正常と乳癌との識別

に成功した遺伝子セットのうち 4通りを示す。赤点は癌を、青点は正常を表

す。緑線の閾は算出されたものではなく、グラフ上に任意に引いたもの。 
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しかし、新しい軸上の数値に基づいて細胞を認識し傷害する場合、この軸上で両群がどれ

ほど離れているかが、十分な効果が発揮される最大用量と副作用が現れる最小用量の差と

なり、薬剤の安全性と適用対象の幅広さにつながる。そのため次に、両群の各平均値が遠

いかどうかではなく、両群を隔てる間隙の幅が広い遺伝子セットを探すようプログラムを

改良した（図 6）。結果は図 7 のように、特に IL6 と GDF10 の二つの遺伝子の発現量デー

タを用いたときにもっとも 5種類の正常組織と 40種類の乳癌組織をはっきりと識別できた。

これら腫瘍サンプルには ER+,HER2+、ER+,HER2-、ER-,HER2+、ER-,HER2-の 4 種類

のサブタイプの乳癌各 10 サンプルが含まれているため、今回同定した IL6/GDF10 は、乳

癌のサブタイプに依存せずどのサブタイプの乳癌をも識別できる乳癌特異的遺伝子セット

であるといえる。 

 

図 6．2次元空間中で座標変換したうえで両群が交わっていないか、そし

ていかなるサンプルもない間隙によって両群がどの程度の遠さで隔てら

れているかを検討する概念図。 

 

図 7．斜線型閾に従い抽出された 2種類の遺伝子を使って正常と乳癌との識

別に成功した遺伝子セットのうち 4通りを示す。赤点は癌を、青点は正常を

表す。緑線の閾は算出されたものではなく、グラフ上に任意に引いたもの。

右下の図は横軸を IL6、縦軸を GDF10としたときの結果。 
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原発巣が不明な癌などに対処するためには、すべての癌に共通の特徴、例えば将来的な

転移のリスクなどを持つ悪性細胞すべてを標的としなければならない。多くのタイプの腫

瘍を識別できる遺伝子セットを見つけるため、表 1 のように様々な腫瘍と正常組織のマイ

クロアレイデータを解析対象とした。 

 

表１．多くのタイプの腫瘍を識別できる遺伝子セットを見つけるために解析対象とし

た様々な腫瘍と正常組織のマイクロアレイ。 

Array ID Normal (529 samples) Tumor (219 samples) 

GSE1643 lung none 

GSE3526 across the normal human body none 

GSE9348 colorectal none 

GSE15960 colorectal colorectal adenoma, colorectal cancer 

GSE16515 pancreatic pancreatic tumor 

GSE22780 pancreatic pancreatic tumor 

GSE27890 pancreatic pancreatic tumor 

GSE30563 brain glioblastoma, ganglioglioma, schwannoma 

GSE31853 oral keratinocytes oral squamous cell carcinoma-derived cell lines 

GSE53757 kidney renal cell carcinoma 

GSE65144 thyroid anaplastic thyroid carcinoma 

 

 3,707 種類の遺伝子のうち 2 種類の遺伝子からなる組み合わせ 6,869,070 通りを網羅し、

これらのデータを識別できるか検討したが、上記の乳癌の識別の際に用いた手法では、い

かなる遺伝子セットもこれらの 748 サンプルを識別できなかった。そこで、両群の平均値

ではなく中央値を結ぶ線を新規評価軸 xp とし、また両群の上位数%の最大・最小 xp 値を

もつサンプルを外れ値として除外したうえで、両群の間隙が最も広くなる遺伝子セットを

探索するようプログラムを改良した（図 8）。これにより、図 9 に示すように、数%の外れ

値に該当するサンプル以外については正常組織と癌組織を明瞭に識別できる遺伝子セット

が同定された。 

 

図 8．外れ値を考慮外として両群の間隙が広くなる遺伝子セットを探す概念図。 
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(a) 

 

(b) 

 

図 9．斜線型閾に従い抽出された 2種類の遺伝子を使って正常組織と癌組織の

識別に成功した遺伝子セットの発現量のうち数例を示す。赤点は癌を、青点

は正常を表す。(a) 各群の最大・最小各 20％を外れ値とした場合。 (b)各群の

最大・最小各 10％を外れ値とした場合。 

 

 このような手法により同定された遺伝子セットが、同定に用いたのとは異なるサンプル

でも明瞭に癌と正常を識別できるのかを調べるため、748サンプルのマイクロアレイデータ
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を、サンプル番号が偶数のサンプルをトレーニングセット、奇数のサンプルをテストセッ

トとした。結果、図 10 のように、トレーニングセットを用いて同定した遺伝子セットが、

テストセットにおいても癌と正常を明瞭に識別した。また 2 つの遺伝子を変数としそれぞ

れに重み係数を持つ 1 次式として xp を表し、xp 値の大小によって正常・不明・腫瘍を識

別する基準値を確立できた。 

 

図 10．斜線型閾に従い抽出された 2 種類の遺伝子を使って正常組織と癌組織の

識別に成功した遺伝子セットの発現量のうち数例を示す。赤点は癌を、青点は正

常を表す。赤十字は癌、青十字は正常のそれぞれの中央値を表す。各群の最大・

最小各 8％を外れ値とした場合。 

 

次に、図 3 に示す様々な基準線のうち、円弧型閾を用いて、幾何的識別性の高い遺伝子

セットの抽出を試みた。以下のような手順で、サンプル全体の分布から一意に円弧型閾を

決定する（図 11）。 

1. 全サンプル中の最大発現量を円弧の中心とする 

2. 円弧の中心から最も遠い癌(GroupA)のサンプルまでの距離 r1 を円弧の半径

とし、この円弧が閾となる 

3. 全ての正常(GroupB)が円弧型閾より外側にあるかを検証する 

4. 円弧の中心から最も近い正常(GroupB)のサンプルまでの距離 r2 が円弧型閾

から最も遠く離れている（r2 - r1 が最大となる）遺伝子セットを候補とする 
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図 11．サンプル全体の分布から一意に円弧型閾を決定する手法の概念図。 

 

斜線型閾を用いた場合と同様、3,707種類の遺伝子のうち 2種類の遺伝子からなる組み合わ

せ 6,869,070通りを網羅して対象とし、数%の外れ値に該当するサンプルを閾値の算出の際

に考慮せずに、円弧型閾によって正常組織と癌組織を幾何的にかつ明瞭に識別できる遺伝

子セットが同定された（図 12）。 

 

 

図 12．円弧型閾に従い抽出された 2種類の遺伝子を使って正常組織と癌組織

の識別に成功した遺伝子セットの発現量のうち数例を示す。赤点は癌を、青

点は正常を表す。各群の最大・最小各 10％を外れ値とした場合。 

 

このような手法により同定された遺伝子セットが、同定に用いたのとは異なるサンプルで
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も明瞭に癌と正常を識別できるのかを調べた。図 13のように、トレーニングセットを用い

て円弧型閾によって同定した遺伝子セットが、テストセットにおいても癌と正常を明瞭に

識別した。この場合、変数として用いる 2 種類の遺伝子の発現量には異なる重み係数は与

えられていないが、これは閾として楕円ではなく方向性を考慮しない真円を用いたからで

ある。そのため、座標変換を要する斜線型閾と違って、円弧型閾を用いて幾何的識別性を

算出する手法は、2次元から n次元へ容易に拡張できる。 

 

 

図 13．円弧型閾に従い抽出された 2種類の遺伝子を使って正常組織と癌組織の識別

に成功した遺伝子セットの発現量のうち数例を示す。赤点は癌を、青点は正常を表

す。赤十字は癌、青十字は正常のそれぞれの中央値を表す。各群の最大・最小各 8％

を外れ値とした場合。 

 

 これらの癌特異的遺伝子セットを実際に応用するには、さらに洗練された手法との統合

が求められる。 

既存の多入力合成遺伝子回路は、多種の部品から構成されておりそれらすべてを対象細

胞に伝達する必要があることや、情報処理の過程で伝達される信号強度が減衰することな

どの短所がある。一方、特定遺伝子のプロモーター領域を組み込んだ腫瘍溶解性ウイルス

は、複数の遺伝子を入力信号として使う合成回路としてのポテンシャルを持ちつつこれら

の短所を克服しうる。 

これら革新的な合成回路を含め、薬剤は基本的に、マクロな組織ではなく、ミクロの細
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胞に対して働くものである。今回は患者から摘出された腫瘍組織を対象としたマイクロア

レイデータから癌特異的遺伝子セットを探索したが、これらの遺伝子セットが、癌幹細胞

など生体内の様々な特質を持つここの細胞を正常細胞と識別できることを確かなものにし

なければならない。そのためにはヒト人工万能性細胞から誘導した癌細胞など、腫瘍内の

様々な細胞を代弁する細胞株のライブラリを構築し、試験管内でこれらの遺伝子セットが

それらを識別できるかを確認する必要がある。 

遺伝子セットを網羅的に検討するうえで、探索対象となる遺伝子の数やそこから抽出す

る遺伝子の数が増えるに従い、考えうる遺伝子セットの数が爆発的に増える、組み合わせ

爆発という現象が生じる（図 11）。今回は 3,707種類の遺伝子から 2種類の遺伝子を選び取

る 6,869,071 通りの遺伝子セットの検討に一般的な個人用コンピュータで約 2 時間の計算

時間を要したが、仮に 60,000 種類の遺伝子から 2 種類の遺伝子を選び取る 1,799,970,000

通りの遺伝子セットであれば 5.5 日、60,000 種類の遺伝子から 3 種類の遺伝子を選び取る

71,996,400,040,000通りの遺伝子セットであれば約 600年、60,000種類の遺伝子から 4種

類の遺伝子を選び取る 3.24e+18通りの遺伝子セットであれば約 27,000,000年、60,000種

類の遺伝子から 5 種類の遺伝子を選び取る 1.55e+23 通りの遺伝子セットであれば約

1,300,000,000,000年の計算時間を要することが予想される。これを克服してマイクロアレ

イから得られる約 60,000種類の遺伝子全てを探索対象としつつ実用的な時間内に計算を完

了させるには、1秒間に数兆から数京回の演算が可能なスーパーコンピュータの利用が必要

になる。信頼性を高めるために解析対象サンプル数を増やす上でも、膨大な計算処理が問

題となる。そのため、個々のサンプルについて計測したマイクロアレイを正規化する上で

も、今回用いた、各サンプルの巣遺伝子発現分布を均質化する信頼性が高いが計算負荷が

大きい quantile normalization の代わりに、各サンプルを全遺伝子の発現量の平均値や中

央値で割る、信頼性が低いが計算負荷が低い global normalization を用いるなどの工夫が

求められる[32]。 

 

 

図 11．遺伝子セット生成に要する計算時間のテスト結果。右は左の結果を 2 の対数で表現

し、解析対象遺伝子を増やした場合の所要計算時間を外挿で予測したもの。 
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５．結論 

 遺伝子の考えうる数百万種に及ぶ組み合わせの網羅的探索によって、多数の種類の癌組

織と多数の種類の正常組織を明瞭に識別できた。トレーニングセットのサンプルで癌と正

常を識別できた遺伝子セットは、テストセットでも同様の識別に成功し、また識別基準を

各遺伝子の発現量をパラメータとしそれぞれに重み係数を持つ 1 次式で表現した。これら

の遺伝子セットを腫瘍マーカーとして計測することで、高精度の診断に役立つ可能性があ

る。疾患を高精度で識別できる遺伝子の組み合わせをマイクロアレイデータから同定する

ための今回の手法は、多入力合成回路のように複数の遺伝子を標的とする将来の治療法を

実現化するうえで極めて必要不可欠なものとなる。 
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