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1 章 緒論 

 

1.1 研究の背景および⽬的 

がんは細胞の成⻑や増殖，細胞周期の進⾏の調節不全を伴う細胞集団のことである．TP53

や KRAS に代表されるドライバー遺伝⼦とよばれるがんの発⽣に直接関与する遺伝⼦の変

異により，正常細胞ががん細胞となり，がん細胞は急速に増⼤してゆく．その過程でゲノム

上に様々な異常が蓄積される．蓄積される変異の組み合わせは細胞によって異なるため，が

ん細胞は均⼀な集団ではなく，⾮常に多様な集団から構成されている[1‒3]．すなわち，そ

れぞれのがん細胞が持つ変異の組み合わせは，患者間によっても（これを腫瘍間不均⼀性；

intertumor heterogeneity という），ある患者の持つがん細胞間によっても（これを腫瘍内不

均⼀性；intratumor heterogeneity という）異なっている[4]． 

このような特性はがん治療において⼤きな障壁となりうる[5]．例えば，ある患者

には⾮常によく効く薬剤が，別の患者では効果がないという場合がある．また，不均⼀な細

胞集団中に薬剤耐性を持つサブクローンが存在する場合，薬剤治療後に⽣き残った当該サ

ブクローンが増殖してしまうことで，薬剤耐性を持ったがんの再発につながるという事も

考えられる（図 1-1）[6, 7]．したがって，がんの正確な診断や適切な治療を⾏うために，腫

瘍細胞のもつ変異の種類や変異が⽣じるタイミング，その結果もたらされる医学的特性を

解明することが重要とされてきた． 
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図 1-１ 腫瘍内不均⼀性のモデル 

がん細胞は様々な変異を持つ細胞の集合体と考えることができる．がん細胞中に薬剤耐性

を持つ細胞集団が存在している場合，薬剤治療後に耐性を持つ細胞が増殖してしまう． 
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がんの研究においては，次世代シーケンサーの登場により⼤規模なゲノム解析が⾏わ

れている．特に，The Cancer Genome Atlas（TCGA）や International Cancer Genome 

Consortium（ICGC）に代表されるがんゲノムシーケンシングプロジェクトにより，多くの

種類のがんのシーケンスデータがデータベースに蓄積されており，誰もがこのデータを使

⽤することができるようになっている[8, 9]．個⼈間の変異の違いに基づく腫瘍間不均⼀性

を解明するため，このような⼤規模データを⽤いた解析がこれまで盛んに⾏われてきた．そ

の結果，これまで知られていなかった新たなドライバー遺伝⼦が同定されたり，がんの新し

いサブタイプ分類が提案されたりしている．近年では，腫瘍内不均⼀性に関しても公共のデ

ータベースや各研究所および病院で取得されたシーケンスデータを使った研究が進められ

ている．これらの研究の主たる⽬的はどのような変異ががんの進化過程のどのタイミング

で出現したのかを解析することである．⼀⽅で，がんの進化過程ががん患者の予後とどのよ

うに関係しているかについては⼗分に解析されていない．がん患者の予後に影響を与える

遺伝⼦変異は，診断や薬剤による治療ターゲットとして有⽤であることから，予後解析の重

要度は⾮常に⾼い． 

そこで本研究では，腫瘍内不均⼀性とがん患者の予後との関係についての知⾒を

得ることを⽬的とした．１つ⽬の研究では，がんの進化過程においてどのような変異が⽣じ

ると予後悪化につながるのかについて，乳がん患者のデータを⽤いて解析を⾏った[10]．２

つ⽬の研究では，がんがどのような進化過程をたどると予後悪化につながるのかを明らか

にするため，16 種類のがんのデータを⽤いて解析を⾏った[11]． 
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2 章 乳がんにおける HMCN1 の変異アレル頻度と予後との関連 

2.1 緒⾔ 

乳がんは⽇本⼈⼥性の中で最も罹患者数の多いがんである．2012 年の時点で全世界でおよ

そ 170 万⼈の⼥性が乳がんに罹患している[12]．国⽴がんセンターの調査によると，⽇本

では 2012 年の時点で約 7.4 万⼈の⼥性が乳がんに罹患しており，1975 年以降乳がんの患

者は増加し続けていることが報告されている（図 2-1）．⾷⽣活の変化や出⽣率の低下がこ

の要因の 1 つであると考えられている． 

 

 

 
 

図 2-1 国⽴がん研究センターによる⽇本のがん疫学調査の結果 

左図は 2012 年における男⼥別の各がんの罹患者数を，右図は⼥性における各がんの罹患者

数の推移を⽰す． 
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乳がんは医学的に不均⼀な性質を持つことが知られており，3 種類のレセプター

（エストロゲンレセプター，プロゲステロンレセプター，ヒト上⽪成⻑因⼦レセプター2）

の発現状態により主として 4 つのサブタイプ（Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, 

Triple-negative）に分けられる[13, 14]（表 2-1）．４つのサブタイプは免疫化学染⾊により

判別することができ，それぞれのサブタイプに応じて効果的な治療を受けることができる． 

 

 

表 2-1 乳がんのサブタイプ分類と治療法 

 

 
出典：乳がん INFO ナビ 

 

 

 

  

サブタイプ分類 
ホルモン受容体 

HER2 Ki67 値 選択される薬物療法 
エストロゲン プロゲステロン 

Luminal A 陰性 陽性 陰性 低 ホルモン療法，化学療法 

Luminal B 

（HER2 陰性） 
陽性 or 陰性 弱陽性 or 陰性 陰性 ⾼ ホルモン療法，化学療法 

Luminal B 

（HER2 陽性） 
陽性 陽性 or 陰性 陽性 低〜⾼ 

ホルモン療法，化学療法 

分⼦標的治療 

HER2-enriched 陰性 陰性 陽性 ― 分⼦標的治療，化学療法 

Triple-negative 陰性 陰性 陰性 ― 化学療法 
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このように乳がんでは他のがんと⽐べて治療の先進性はあるものの，がんの再発

や薬剤耐性は重要な問題として残ったままである．この要因の 1 つが乳がんの腫瘍内不均

⼀性（intratumor heterogeneity；ITH）であり[15]，がんの増殖過程により細胞内に蓄積さ

れた多様な変異によるものであると考えられている[1, 16, 17]．ITH は，乳がんをはじめ前

⽴腺がん，腎臓がん，脳腫瘍，肝臓がん，肺がんなど様々な種類のがんで既に報告されてい

る[18]． 

これまでのがん研究では，ドライバー遺伝⼦や薬剤ターゲットとなりうる遺伝⼦

を含む代謝経路を同定することに重きが置かれてきた．これらの研究は主にドライバー遺

伝⼦異常を標的とする分⼦標的薬や代謝経路特異的な阻害薬の開発を⽬的としている．乳

がんでも TP53, PIK3CA, GATA3 などに代表されるドライバー遺伝⼦に関する研究が盛ん

に進められてきたが，他の，特にパッセンジャー遺伝⼦と考えられてきた遺伝⼦の中にもそ

の変異体ががん細胞へ影響を及ぼす可能性がある遺伝⼦が含まれていると考えられている

[19, 20]．そこで本研究では，TCGA データを⽤いて乳がんの ITH を考慮した新たな予後

関連遺伝⼦の探索を⾏った．この研究で⽤いたのは各変異における変異アレル頻度（variant 

allele frequency, VAF）である．VAF は当該変異を持つがん細胞の割合を表すもので，その

⼤⼩からがん細胞の進化過程において変異が⽣じたタイミングを推測できる（図 2-2）． 
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図 2-2 VAF を基にしたがんの進化過程推測のモデル図 

VAF はある変異にマッピングされたリード数に対する変異を持つリード数の割合で，がん細

胞中の変異の存在割合と考えることができる．VAF が⼤きい変異はがん細胞中で変異を持つ

細胞の割合が⼤きいことを意味するため，がんの進化過程の⽐較的早い段階で⽣じた変異で

あると推測される．VAF を⽤いることでがんの進化過程を推測することもできる．中央に⽰

す表から推測される進化過程の⼀例を右図に⽰す． 
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2.2 ⽅法 

2.2.1 データセット 

本研究では，TCGA（https://portal.gdc.cancer.gov/）に蓄積されているデータを⽤いて解

析を⾏った．TCGA プロジェクトは National Institutes of Health （NIH）が主導する⼤型

がんゲノムプロジェクトであり，TCGA には，NIH 傘下のいくつかの研究所において同⼀

のパイプラインを⽤いて⾏われた⼤量のシーケンスデータが蓄積されている．このうち，乳

がん患者由来の 1,044 サンプルの突然変異データ（VCF ファイル）を TCGA レポジトリか

らダウンロードした．VCF ファイルはバリアントコーラーの 1 つである MuTect2 によっ

て「がん細胞」と「同⼀患者から得たコントロール細胞」との⽐較によって得られたものを

⽤いた．これらのデータの由来となった同⼀の患者から得た RNA-Seq データ，コピー数多

型（CNV）データ，および臨床データもダウンロードした（表 2-2）． 

 

 

表 2-2 本研究で⽤いたデータとフォーマット 

 

データ フォーマット パイプライン リンク 

変異 VCF 図 2-3A https://docs.gdc.cancer.gov/Data/File_Formats/VCF_Format/ 

RNA-Seq BAM 図 2-3B 
https://docs.gdc.cancer.gov/Data/Bioinformatics_Pipelines/Exp

ression_mRNA_Pipeline/ 

CNV TXT 図 2-3C 
https://docs.gdc.cancer.gov/Data/Bioinformatics_Pipelines/CN

V_Pipeline/ 
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出典：GDC Data Userʼs Guide 

 

図 2-3 TCGA プロジェクトで⽤いられるデータ解析パイプライン 

（A）MutTect2 を⽤いた変異コールのパイプラインを⽰したものである．（B）RNA-Seq デ

ータのアライメントのパイプラインを⽰したものである．（C）CNV データ作成のパイプラ

イン，およびアウトプットとして得られるデータフォーマットを⽰したものである．  
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同様に，他の 15 種類のがんについても VCF ファイルおよび臨床データをダウンロー

ドした（表 2-3）．  

 

 

表 2-3 本研究で⽤いた乳がんを除く 15 種類のがんとそのサンプルサイズ 

 

がんの種類 サンプルサイズ 

BLCA bladder urothelial carcinoma（膀胱尿路上⽪がん） 416 

CESC cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma

（⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がん） 
307 

COAD colon adenocarcinoma（結腸腺がん） 605 

GBM glioblastoma multiforme（多形性膠芽腫） 938 

HNSC head and neck squamous cell carcinoma（頭頸部扁平上⽪がん） 512 

KIRC kidney renal clear cell carcinoma（腎明細胞がん） 697 

LGG lower grade glioma（低悪性度グリオーマ） 938 

LIHC liver hepatocellular carcinoma（肝細胞がん） 378 

LUAD lung adenocarcinoma（肺腺がん） 587 

LUSC lung squamous cell carcinoma（肺扁平上⽪細胞がん） 503 

OV ovarian serous cystadenocarcinoma（卵巣漿液性腺がん） 443 

PRAD prostate adenocarcinoma（前⽴腺がん） 503 

SKCM skin cutaneous melanoma（⽪膚⿊⾊腫） 472 

THCA thyroid carcinoma（甲状腺がん） 504 

UCEC uterine corpus endometrial carcinoma（⼦宮体部類内膜がん） 604 

  



 14 

2.2.2 変異解析 

本研究で⽤いた変異データの平均カバレッジ深度（average depth of coverage）は 112.1 で

あり，⼗分な精度を確保するためカバレッジ深度が 20 以上である変異（全体の 92.5％）を

解析対象とした．この変異の中から，乳がんのサンプルの中で 50 サンプル以上で共有され

ている⾮同義置換（ミスセンス変異，ナンセンス変異）および挿⼊・⽋失を持つ遺伝⼦を抽

出した．50 サンプルという閾値は，⼀般的な乳がんのドライバー遺伝⼦の変異の頻度の下

限値が 2〜4％程度であり[19]，この値を超えて統計解析のために⼗分なサンプルサイズを

確保するために設定した．変異ごとに，マッピングされたリードに対する変異を持つリード

の割合である VAF を計算した．あるサンプルにおいて同⼀の遺伝⼦に複数の変異を有する

場合には，VAF のより⼤きいものをその遺伝⼦の VAF として使⽤した．⼀般に，腫瘍サン

プルの中にはがん細胞以外の細胞（例えば正常細胞など）が含まれているため，がん細胞が

100％含まれているサンプルから算出された VAF となるように，各腫瘍サンプルの純度デ

ータを⽤いて VAF の補正を⾏った．この純度は，先⾏研究にてサンプルごとに免疫化学染

⾊法により推定された値を⽤いた[21]．サンプル内のサブクローンの数は VCF ファイルの

データと DNA の CNV データを⽤いて R の SciClone パッケージ（version 1.1.0）より推定

を⾏った[22]． 

 

2.2.3 統計解析 

本研究における統計解析は R（version 3.3.1）（R Project for Statistical Computing, Vienna, 

Austria）および JMP Pro（version 13.0）（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を⽤いて⾏っ

た．カテゴリカルデータ（診断時年齢，性別など）の解析には，カイ⼆乗検定もしくは Fisher

の正確検定（各セルの期待度数が 5 以下となるセルが 1 つ以上ある場合）を⽤いた．⽣存

時間解析および Cox ⽐例ハザードモデルによる解析は R の survival パッケージ（version 

2.41-3）を⽤いた． 
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2 群間で発現量に差がある遺伝⼦の検出には Bioconductor の edgeR パッケージ

（version 3.16.5）を⽤いた．2 群間におけるある遺伝⼦の発現量，MATH 値[23]，tumor 

mutation burden（TMB），CNV abundance および PolyPhen-2 スコアの差を検定する場合

には，R の exactRankTests パッケージ（version 0.8-28）を⽤いてウィルコクソンの順位和

検定を⾏った．がんのステージ，腫瘍サイズ，リンパ節への転移の有無などの順序変数に対

しては，Cochran-Armitage 検定（⽚側検定）を⾏い，VAF と直線的な関係があるかを検証

した．診断時年齢の差の⽐較にはウェルチの t 検定を⽤いた．対応のある 2 群間の⽐較には

ウィルコクソンの符号順位検定を⽤いた．また，3 群以上の⽐較には ANOVA を⽤いた．連

続変数同⼠の相関係数を算出する際には，スピアマンの順位相関係数を⽤いた．P 値は 0.05

以下を有意とみなした（P 値が 0.05 以下の場合には*を，0.01 以下の場合には**を付した）． 

 

 

 

2.3 結果 

2.3.1 乳がんにおける⾼頻度の遺伝⼦変異 

VAF によって予後に差がある遺伝⼦を探索するため，TCGA から得た乳がん 1,044 サンプ

ルの VCF データを⽤いて分析を⾏った．1,044 サンプルのうち 50 サンプル以上で 4 種類の

うちいずれかの変異（ミスセンス変異，ナンセンス変異，フレームシフト変異（挿⼊），フ

レームシフト変異（⽋失））をもつ遺伝⼦を抽出した．その結果 17 遺伝⼦が抽出され（表 2-

4），これらの遺伝⼦の変異に対して VAF を算出した．すべての VAF は，先⾏研究より得

た各腫瘍サンプルの純度を⽤いて理論上がん細胞が 100％含まれているサンプルから算出

された VAF となるように補正した[21]．各遺伝⼦の VAF から平均値を求め，変異を持つ

サンプルの数とともにプロットした（図 2-4）．また，各遺伝⼦の VAF の分布をヒストグラ

ムで表した（図 2-5）．この結果を⾒ると，TP53, PIK3CA, CDH1, MAP3K1 といった乳が
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んにおいて変異頻度が⾼いことが知られているドライバー遺伝⼦の VAF は⽐較的⾼かった． 

 

 
表 2-4 TCGA の乳がんサンプルにおける⾼頻度な変異遺伝⼦の VAF 

  

Gene Sample count Mean of VAF SD of VAF 

PIK3CA 304 0.471 0.206 

TP53 293 0.626 0.241 

TTN 193 0.311 0.173 

MUC16 113 0.305 0.178 

CDH1 104 0.468 0.221 

GATA3 102 0.398 0.168 

KMT2C 86 0.370 0.223 

MAP3K1 77 0.436 0.206 

HMCN1 64 0.251 0.166 

USH2A 63 0.283 0.182 

RYR2 62 0.291 0.202 

SYNE1 56 0.272 0.171 

FLG 53 0.264 0.201 

SPTA1 52 0.264 0.196 

DMD 51 0.261 0.169 

NEB 50 0.278 0.140 

ZFHX4 c 50 0.264 0.182 
 

省略記号：SD, standard deviation（標準偏差） 
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図 2-4 ⾼頻度な遺伝⼦変異を持つサンプルの数とその平均 VAF 

乳がんのサンプルのうち 50 サンプル以上で変異を持つ 17 遺伝⼦についての散布図である．

𝑥軸は変異データから算出した平均 VAF を，𝑦軸は変異を持つサンプルの数を表している．

右側の散布図は左側の破線で囲まれた領域を拡⼤したものである． 
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図 2-5 ⾼頻度な遺伝⼦変異の VAF 分布 

乳がんの 1,044 サンプルのうち 50 サンプル以上で変異を持つ 17 遺伝⼦における VAF の分

布を表したものである．	𝑥軸は VAF を，𝑦軸はその頻度（サンプルの数）を表している．  

 

 

  

CDH1

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
6

12

DMD

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

FLG

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

GATA3

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
5

15

HMCN1

VAF
Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8
KMT2C

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

MAP3K1

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

MUC16

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
5

15

NEB

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

PIK3CA

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
20

RYR2

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

SPTA1

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

SYNE1

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

TP53

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
20

TTN

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
10

25

USH2A

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
4

8

ZFHX4

VAF

Fr
eq
ue
nc
y

0.0 0.4 0.8

0
6

12



 19 

これら 17 種類の遺伝⼦の VAF が⽣存時間と関連があるか Cox ⽐例ハザードモデ

ルを⽤いて検証を⾏った．共変量として患者の診断時年齢，がんのステージを⽤いた．この

解析では VAF をカットオフ値 0.30（30％）で 2 群に分けて解析を⾏った．これは先⾏研究

において平均純度が 85％の腫瘍サンプルを⽤いた研究において，VAF が 0.25 以上の変異

を clonal mutation（腫瘍細胞内に共通して現れる変異），VAF が 0.25 より⼩さい変異を

subclonal mutation（腫瘍細胞の⼀部に現れる変異）と⾒なしていたためである[24]．すな

わち，先⾏研究の腫瘍サンプルの平均純度が 85％であり，先⾏研究の VAF=0.25 のカット

オフは，腫瘍サンプルの純度を 100％に補正した本研究では 0.25/0.85=0.30 に該当すると

算出できることから，カットオフ値 0.30 を使⽤した．算出した P 値は Benjamini-Hochberg

法により多重⽐較のための補正を⾏った[25]．この解析の結果，HMCN1 の VAF のみが乳

がんの予後と有意に関連が⾒られた（FDR < 0.1）（表 2-5）ことから，以降は HMCN1 に

着⽬して解析を⾏った． 
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表 2-5 TCGA の乳がんサンプルにおける⾼頻度な変異遺伝⼦の VAF を⽤いた⽣存時間解析の結果 
  

Gene HRa (95% CI) P-value FDRb 

PIK3CA 1.780 (0.729-4.348) 0.206 0.696 

TP53 1.276 (0.455-3.581) 0.643 0.994 

TTN 1.850 (0.843-4.060) 0.125 0.531 

MUC16 1.768 (0.619-5.048) 0.287 0.696 

CDH1 1.019 (0.263-3.951) 0.979 0.999 

GATA3 0.859 (0.245-3.010) 0.813 0.999 

KMT2C 1.327 (0.478-3.687) 0.587 0.994 

MAP3K1 0.114 (0.013-0.985) 0.048 0.287 

HMCN1 11.441 (2.065-63.406) 0.005 0.090* 

USH2A 1.185 (0.245-5.740) 0.833 0.999 

RYR2 0.059 (0.003-1.008) 0.051 0.287 

SYNE1 1.635 (0.110-24.181) 0.721 0.999 

FLG 0.342 (0.040-2.923) 0.327 0.696 

SPTA1 1.965 (0.531-7.274) 0.312 0.696 

DMD 1.870 (0.396-8.831) 0.429 0.811 

NEB 1.124 (0.135-9.342) 0.914 0.999 

ZFHX4 c - - - 
 

省略記号：95% CI, 95% confidence interval（95％信頼区間）; FDR, false discovery rate（偽
発⾒率） 
a HR はハザード⽐（hazard ratio）を表す 
b アスタリスクは FDR < 0.1 を⽰す 
c ZFHX4 VAF はサンプルサイズが⼩さかったため Cox ⽐例ハザードモデルによる解析結果
が得られなかった 
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HMCN1 は Hemicentin-1 をコードしている遺伝⼦である．このタンパク質は免疫

グロブリンスーパーファミリーに属する細胞外タンパク質であり，細胞の接着や遊⾛，増殖

に関与するフィブリンファミリーの 1 つである．本研究で⽤いた 1,044 サンプルのうち，

64 サンプルにおいて合計 78 か所の HMCN1 の変異が⾒られた（64/1,044=6.1%）(表 2-6

および図 2-6)．変異の内訳を⾒ると，6 サンプル（6/64=9.4%）が 1 サンプル中に 2 か所

の変異を，2 サンプル（2/64=3.1%）が 3 ヶ所以上の変異を持っていた．78 か所の変異の

うち 64 か所（64/78=82.1%）がミスセンス変異，8 か所（8/78=10.3%）がナンセンス変

異，6 か所（6/78=7.7%）が挿⼊・⽋失であった．さらに，これらの変異のうち 54 か所

（54/78=69.2%）が免疫グロブリン様 C2 型ドメインに⾒られた． 

表 2-6 に⽰した HMCN1 の 4 種類の変異と VAF との間に関連があるかどうかを

評価するため，変異の種類ごとに VAF を集計した．この結果をもとに⼀元配置分散分析を

⽤いて検定を⾏ったが，有意な差は⾒られなかった（P = 0.430）（図 2-7A）．同様に，乳が

んの 4 つのサブタイプ（Luminal A，Luminal B，HER2-enriched，Basal-like（トリプルネ

ガティブ型に含まれる））と VAF との関連を解析したが，サブタイプによる VAF の値に有

意な差は⾒られなかった（P = 0.379）（図 2-7B）．この結果より，HMCN1 の変異における

VAF は乳がんのサブタイプとは独⽴であり，また乳がんのサブタイプの形成に影響を及ぼ

す可能性は低いと⽰唆される． 
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表 2-6 HMCN1 における変異の分布 
 

HMCN1 Domains Missense 
mutation  

Nonsense  
mutation Deletion Insertion Total 

VWFA domain 2 0 0 0 2 
Ig-like C2-type domains 45 5 2 2 54 
TSP type-1 domains 8 1 0 0 9 
Nidogen G2 beta-barrel domain 1 1 0 0 2 
EGF-like domains 3 0 0 0 3 
Other 5 1 1 1 8 
Total 64 8 3 3 78 

 

省略記号：EGF, epidermal growth factor（上⽪細胞成⻑因⼦）; Ig, immunoglobulin（免疫グ

ロブリン）; TSP, thrombospondins（トロンボスポンジン）; VWFA, von Willebrand factor 

type A（フォン・ヴィレブランド因⼦ A 型）. 

 

 

 
 

図 2-6 ヒト HMCN1 における各ドメインの概要図 

HMCN1 遺伝⼦概要図の上部に 78 か所の変異位置を⽰している．変異位置の記号は，左上

に⽰す 4 種類の変異を表している． 
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図 2-7 HMCN1 における 4 種類の変異およびサブタイプごとの VAF 

（A）64 か所のミスセンス変異，8 か所のナンセンス変異，3 か所の挿⼊，3 か所の⽋失にお

けるそれぞれの VAF を⽰している．（B）64 サンプルのうち，24 サンプルの Luminal A，11

サンプルの Luminal B，9 サンプルの HER2-enriched，10 サンプルの Basal-like（トリプル

ネガティブ）におけるそれぞれの VAF を⽰している．残りの 10 サンプルについては乳がん

のサブタイプが不明だったため，この図には含めていない． 
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2.3.2 HMCN1 の発現量⽐較 

VAF の⼤⼩によって転写産物の発現量に差があるかを確認するため，HMCN1 に変異を持

つサンプルを 2.3.1 に記載した VAF のカットオフ値 0.30 を⽤いて VAF ⾼値群（VAF ≥ 

0.30，n = 19）と低値群（VAF < 0.30，n = 45）の 2 群に分け，ウィルコクソンの順位和検

定により mRNA の発現量の⽐較を⾏った．その結果，2 群間で HMCN1 の発現量に有意な

差は⾒られなかった（P = 0.343）（図 2-8A）．同様に，VAF のカットオフ値を 0.30 とした

場合の 2 群間で TP53 および PIK3CA の発現量を⽐較したが，両遺伝⼦とも有意な差は⾒

られなかった（TP53; P = 0.515，PIK3CA; P = 0.300）（図 2-8B, C）．さらに，HMCN1 の

変異を持つサンプルと変異を持たないサンプル間においても mRNA の発現量の差は⾒られ

なかった（P = 0.984）（図 2-8D）．HMCN1，TP53，PIK3CA の VAF とその発現量との間

におけるスピアマンの順位相関係数は-0.115（P = 0.364），0.016（P = 0.787），0.028（P = 

0.631）であり，いずれも有意な相関を⽰さなかった．したがって，HMCN1 の発現量では

なく変異の allele dosage が乳がんの予後に影響を及ぼしている可能性がある． 
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図 2-8 VAF を基にした 2 群間での発現量の⽐較 

（A - C）HMCN1, TP53, PIK3CA の変異を持つサンプルにおいて，VAF のカットオフを 0.30

にして分けた 2 群間でのｍRNA の発現量の⽐較結果である．（D）HMCN1 の変異を持つ群

（HMCN1 Mut.）と持たない群（WT）の 2 群間でのｍRNA の発現量の⽐較結果である． 
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HMCN1 の allele dosage の影響を受けている可能性のある遺伝⼦を同定するため，

RNA-Seq データを⽤いて mRNA の発現量の解析を⾏った．HMCN1 の VAF ⾼値群と低値

群との間で，全遺伝⼦を対象に mRNA の発現量に差がある遺伝⼦を探索した．その結果 4

つの遺伝⼦で 2 群間において有意な差が⾒られた（図 2-9）．CA9 と CASP14 は，HMCN1

の VAF 低値群に⽐べて⾼値群において発現量が有意に⾼かった（P = 0.043, P = 0.024）（図

2-9A, B）．⼀⽅ MTRNR2L1 と TCN1 は，HMCN1 の VAF ⾼値群に⽐べて低値群において

発現量が有意に⾼かった（P = 0.024, P = 0.043）（図 2-9C, D）．HMCN1 の VAF と CA9，

CASP14，MTRNR2L1，TCN1 の発現量との間におけるスピアマンの順位相関係数は 0.307

（P = 0.013），0.241（P = 0.055），-0.181（P = 0.154），-0.306（P = 0.014）であり，CA9

と TCN1 でのみ有意な相関が⾒られた（図 2-10）． 

CA9 は炭酸脱⽔酵素 9（Carbonic Anhydrase 9）をコードする遺伝⼦で，乳がんに

おいて細胞内の低酸素状態を⾒るための内在性マーカーとして⽤いられる[26, 27]．また，

CASP14 はカスパーゼ 14（Caspase 14）をコードしている遺伝⼦であり，アポトーシス関

連システインペプチダーゼの⼀種である．近年の研究では，CAPS14 の発現量は乳がんの悪

性度と関連していることが⽰されている[28]．MTRNR2L1 はヒト MT-RNR2 様 1 タンパ

ク（MT-RNR2 like 1）をコードしていることが知られているが詳細な機能は不明である．

TCN1（Transcobalamin 1）はビタミン B12 結合タンパクファミリーの 1 つであるトランス

コバラミン 1 をコードしている． 
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図 2-9 HMCN1 の VAF に基づく 2 群間で mRNA の発現量に差があった 4 種類の遺伝⼦ 

HMCN1 の変異を持つサンプルにおいて，VAF のカットオフを 0.30 にして分けた 2 群間で

の（A）CA9，（B）CASP14，（C）MTRNR2L1，（D）TCN1 のｍRNA の発現量の⽐較結果

である． 
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図 2-10 HMCN1 の VAF と CA9，CASP14，MTRNR2L1，TCN1 の発現量の相関 

HMCN1 の変異を持つサンプルにおける VAF と（A）CA9，（B）CASP14，（C）MTRNR2L1，

（D）TCN1 のｍRNA の発現量の相関を⽰したものである． 
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2.3.3 HMCN1 の VAF と ITH との関連 

HMCN1 の変異を持つサンプルにおける ITH の程度を調べるため，すでに報告されている

ITH の指標であるがん細胞中のサブクローン数を⽤いた解析を⾏った．がん細胞中のサブ

クローン数は ITH を定量化するための値と考えられており，サブクローン数の推定を⾏う

ためのいくつかのソフトウェアが開発されている[29]．これらのアルゴリズムは変異の

VAF と copy number variants（CNVs）から統計的な推測によってがん細胞内のサブクロー

ン数を算出する．本研究ではそのうちの１つである SciClone というソフトウェアを使い，

各サンプルの持つサブクローン数を推定した[22] （図 2-11A）．フィッシャーの正確検定に

よって HMCN1 の VAF とサブクローン数の分布との関連を検証したが，有意な関係は⾒ら

れなかった（P = 0.347）． 

また，ITH の別の指標として変異アレル腫瘍不均⼀性指標（mutant-allele tumor 

heterogeneity, MATH）が報告されている．MATH 値はあるサンプルの持つ変異から算出

された VAF のばらつきを表すものであり．𝑥$をあるサンプルにおける各変異の VAF とする

(𝑖 =1, 2, …, n)とき， 

𝑀𝐴𝑇𝐻 =
𝑀𝐴𝐷

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)
=
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(|𝑥$ − 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)|)

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)
 

という式によって算出できる[23]．ただし MAD は中央絶対偏差（median absolute deviation）

を表す．がん細胞中のサブクローン数と同様に，MATH 値も ITH の程度を推測するための

指標であり，先⾏研究では頭頸部扁平上⽪がんおよび結腸がんにおいて MATH ⾼値群は

MATH 低値群に⽐べて予後不良であることが⽰されている[23, 30]．HMCN1 の VAF と

MATH 値との間に関連があるかウィルコクソンの符号順位検定を⾏ったところ，VAF ⾼値

群（n = 19）では MATH の平均値は 35.014（SD = 11.300），低値群（n = 45）では平均値

が 33.919（SD = 10.557）であり 2 群間に統計的な有意差は⾒られなかった（P = 0.771）

（図 2-11B）．これらの結果は HMCN1 の VAF の⼤⼩はがん細胞の ITH の状態とは関連が

ないことを⽰唆している．  
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図 2-11 HMCN1 の VAF に対するサブクローン数と MATH 値 

（A）HMCN1 の VAF 低値群と⾼値群におけるサブクローンの数を表したものである．𝑥軸

は SciClone によって推定されたがん細胞中のサブクローンの数を表している．（B）HMCN1

の VAF 低値群と⾼値群における MATH 値の分布を表したものである．y軸は MATH 値を

100 倍した値として表している． 
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2.3.4 HMCN1 の VAF とゲノム不安定性との関連 

ゲノム不安定性もまた ITH に影響をもたらす要因の 1 つである．ゲノム不安定性には突然

変異と CNV が含まれる．最近の研究により，これら双⽅が共に多い場合に⾼い ITH を⽰

すことが分かっている[31]．そこで，2.3.3 の結果を検証するため，HMCN1 ⾼値群と低値

群とで突然変異の数の⽐較を⾏った．この⽐較に⽤いたのは TMB で，あるサンプルの持つ

⾮同義置換の総数である．統計解析の結果 P = 0.253 となり, TP53（P = 0.510）および

PIK3CA（P = 0.469）と同様に統計的な有意差が検出されなかった（図 2-12）．HMCN1，

TP53，PIK3CA の VAF と TMB との間におけるスピアマンの順位相関係数は-0.073（P = 

0.569），0.304（P < 0.001），-0.108（P = 0.002）であり，TP53，PIK3CA の VAF におい

てのみ有意な相関を⽰した． 

 次に，HMCN1 ⾼値群と低値群とでコピー数変異量（CNV abundance） の⽐較を

⾏った．CNV との関連解析では，CNV abundance という全ゲノム領域に対するコピー数異

常のある領域の割合を⽤いた．HMCN1 の変異を持つサンプルにおいて CNV abundance を

算出し統計解析を⾏った結果，VAF ⾼値群と低値群の 2 群間に有意な差が⾒られた（P = 

0.004）（図 2-13A）．同様の⽐較を TP53, PIK3CA に対しても⾏ったところ HMCN1 と同様

に有意な結果が得られた（TP53; P < 0.001，PIK3CA; P < 0.001）（図 2-13B, C）．また，

HMCN1，TP53，PIK3CA の VAF と CNV abundance との間におけるスピアマンの順位相

関係数は 0.018（P = 0.752），0.539（P < 0.001），0.328（P < 0.001）であり，TMB と同様

に TP53，PIK3CA の VAF においてのみ有意な相関を⽰した．HMCN1 の VAF が⾼いサン

プルでは染⾊体不安定性が有意に⾼かったが，変異の数には差が⾒られなかったことから，

先⾏研究で⽰された「突然変異頻度と CNV abundance が共に⾼い」という⾼ ITH の条件

を満たすとは⾔えない．したがって，本結果は HMCN1 の allele dosage は ITH の状態とは

関連がないという結果を裏付けるものであると考えられる．  
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図 2-12 HMCN1 の VAF と TMB との関連 

（A - C）HMCN1，TP53，PIK3CA の変異を持つサンプルにおいて，VAF のカットオフを

0.30 にして分けた 2 群間での⾮同義置換数の⽐較結果である． 
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図 2-13 HMCN1 の VAF と染⾊体不安定性との関連 

（A - C）HMCN1, TP53, PIK3CA の変異を持つサンプルにおいて，VAF のカットオフを 0.30

にして分けた 2 群間での CNV abundance の⽐較結果である．アスタリスクは統計的有意性

を⽰す． 
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2.3.5 HMCN1 の VAF とドライバー遺伝⼦との関連 

乳がんにおいて TP53 や PIK3CA は最も⼀般的なドライバー遺伝⼦として知られている

[19]．HMCN1 の変異を持つサンプルにおいて，HMCN1 の VAF とこれらのドライバー遺

伝⼦の変異における VAF との間に関係があるかを検証するために，まず HMCN1 変異を持

つサンプルのうち上記 2 遺伝⼦の変異の有無を調べた．その結果，64 サンプルのうち，22

サンプル（34%）と 23 サンプル（36％）でそれぞれ TP53 と PIK3CA の変異を持ってお

り，うち 5 サンプルは両⽅の遺伝⼦の変異を持っていた．これらの頻度は TCGA の乳がん

データにおける TP53, PIK3CA の変異頻度（37％, 36%）と同程度であった[19]． 

次に，TP53, PIK3CA の変異を持つサンプルについて VAF の値を調べた．TP53

の変異を持つ 22 サンプルでは，TP53 の VAF の平均値は 0.697（SD = 0.249），HMCN1

の VAF の平均値は 0.288（SD = 0.201）であり，同⼀サンプルにおける VAF の差の平均値

は 0.409（SD=0.288）だった．⼀⽅，PIK3CA の変異を持つ 23 サンプルでは，PIK3CA の

VAF の平均値は 0.442（SD = 0.269），HMCN1 の VAF の平均値は 0.230（SD = 0.148）で

あり，同⼀サンプルにおける VAF の差の平均値は 0.212（SD=0.273）だった．ウィルコク

ソンの符号順位検定の結果，2 種類のドライバー遺伝⼦の VAF の値は HMCN1 の VAF よ

りも有意に⾼かったことから（TP53; P < 0.01，PIK3CA; P < 0.01）（図 2-14），HMCN１

の変異ががんの発⽣時ではなく，TP53 や PIK3CA をはじめとするドライバー遺伝⼦の変

異によるがん発⽣後，進化過程の途中で出現した可能性を⽰唆している． 
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図 2-14 HMCN1n の VAF と TP53 および PIK3CA の⽐較 

（A）HMCN1 と TP53 の VAF（n = 22）と（B）HMCN1 と PIK3CA（n = 23）の VAF と

の⽐較結果である．アスタリスクは統計的有意性を⽰す．  
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2.3.6 HMCN1 の VAF と予後との関連 

HMCN1 の VAF と予後との関連を評価するため，HMCN1 変異を持つ 64 サンプルをカッ

トオフ値 0.30 を⽤いて 2 群に分け，⽣存時間分析を⾏った．さらにこれらの 2 群と HMCN1

変異を持たないサンプル群（WT）との⽐較も⾏った．Log-rank 検定の結果，HMCN1 の

VAF ⾼値群は低値群および WT に⽐べて有意に予後不良であった（対 WT; P = 0.022, 対

VAF < 0.30; P = 0.015）（図 2-15）． 

 

  

 
図 2-15 HMCN1 の VAF に基づく Kaplan-Meier 曲線 

HMCN1 の変異を持つサンプルを，VAF のカットオフ 0.30 にして 2 つのグループに分けた

（< 0.30; ⾚⾊，n = 45 および≥ 0.30; ⻘⾊，n = 19）．また，⽐較として HMCN1 変異を持

たない WT（⿊⾊，n = 968）も⽤いた．Log-rank 検定により，2 つの⽣存曲線間の差の統計

的有意性を評価した結果を⽰している（VAF ≥ 0.30 対 VAF < 0.30, VAF ≤ 0.30 対 WT およ

び VAF ≥ 0.30 対 WT）．アスタリスクは統計的有意性を⽰す． 
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次に共変量（リンパ節転移の有無，ステージ，腫瘍の⼤きさ，診断時年齢）（表 2-7）

の影響を考慮した解析を⾏うため，Cox ⽐例ハザードモデルを⽤いた解析を⾏った．この解

析に先⽴って⽐例ハザード性の検定を⾏ったところ，すべての変数において棄却されなか

った（カイ⼆乗検定; P ≥ 0.05）ため，⽐例ハザード性を満たしていると判断した．これら

の変数を共変量とし，Cox ⽐例ハザード回帰分析を⾏った結果，VAF ⾼値群で死亡リスク

が有意に⾼かった（表 2-8）． 
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表 2-7 本研究で⽤いた乳がん 1,044 サンプルの臨床情報 
 

  Overall WT MT  
  n = 1,044 n =980 n = 64  

Variables  No. (%) No. (%) No. (%) P-value a 
Lymh node status     0.175 

 Negative 485 (46.5) 450 (45.9) 35 (54.7)  
 Positive 540 (51.7) 513 (52.3) 27 (42.2)  
 Unknown 19 (1.8) 17 (1.7) 2 (3.1)  

Tumor stage     0.080  
 1 172 (16.5) 163 (16.6) 9 (14.1)  
 2 582 (55.7) 536 (54.7) 46 (71.9)  
 3 239 (22.9) 231 (23.6) 8 (12.5)  
 4 20 (1.9) 19 (1.9) 1 (1.6)  
 Unknown 31 (3.0) 31 (3.2) 0  

Tumor size (cm)     0.028 * 
 < 2 267 (25.6) 255 (26.0) 12 (18.8)  
 2-5 603 (57.8) 556 (56.7) 47 (73.4)  
 ≥ 5 171 (16.4) 166 (16.9) 5 (7.8)  
 Unknown 3 (0.3) 3 (0.3) 0  

Molecular subtype     0.055 
 Luminal A 479 (45.9) 455 (46.4) 24 (37.5)  
 Luminal B 192 (18.4) 181 (18.5) 11 (17.2)  
 HER2-enriched 78 (7.5) 69 (7.0) 9 (14.1)  
 Basal-like 165 (15.8) 155 (15.8) 10 (15.6)  
 Normal 33 (3.2) 28 (2.9) 5 (7.8)  
 Unknown 97 (9.3) 92 (9.4) 5 (7.8)  

Age (year)     0.450  
 Median (range) 59 (27-90) 59 (27-90) 59 (34-90)  
 < 50 276 (26.4) 261 (26.6) 15 (23.4)  
 ≥ 50 743 (71.2) 649 (66.2) 49 (76.6)  

 Unknown 25 (2.4) 25 (2.6) 0 (0)  

 
省略記号：MT, HMCN1 mutant（HMCN1 の変異を持つサンプル）; WT, wild-type（HMCN1
の変異を持たないサンプル） 
a アスタリスクは統計的有意性を⽰す． 
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表 2-8 64 ⼈の乳がん患者の臨床情報を⽤いた Cox ⽐例ハザード回帰分析の結果 
 

Variables HR (95% CI) P-value a 
Lymph node status 

  

   Positive vs Negative 97.931 (2.709-3539.805) 0.012 * 
Tumor grade 

  

   3-4 vs 1-2 9.468 (0.042-2147.487) 0.417 
Tumor size, cm 

  

   2-5 vs ≤ 2 1.281 (0.159-10.302) 0.816 
   > 5 vs ≤ 2 29.032 (0.284-2966.692) 0.154 
Age 

  

   ≥ 50 vs < 50 0.114 (0.011-1.169) 0.068 
VAF 

  

  ≥ 0.30 vs < 0.30 17.950 (1.216-264.976) 0.036 * 
 

省略記号：HR, hazard ratio（ハザード⽐）；95% CI, 95% confidence interval（95％信頼区間） 
a アスタリスクは統計的有意性を⽰す． 
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HMCN1 の VAF の予後への有意な関連が 2 つの群における突然変異のタンパク質

の⽴体構造への影響の偏りに起因するかどうかを検証するために，PolyPhen-2 スコアを⽤

いて HMCN1 の点突然変異のタンパク質構造および機能への影響を評価した[32]．

PolyPhen-2 スコアは 0〜1 の範囲をとり，「probably damaging（> 0.85）」，「possibly damaging

（0.85‒0.15）」，または「benign（< 0.15）」のいずれかの予測をもたらす．HMCN1 の VAF

と PolyPhen-2 スコアとの間のスピアマンの順位相関係数は-0.211 であり，有意な相関を

⽰さなかった（P = 0.138）．また，HMCN1 の VAF のカットオフを 0.30 にして分けた 2 群

間においても PolyPhen-2 スコアの有意差は⾒られなかった（P = 0.052）．さらに予後と

PolyPhen-2 スコアとの関係を分析するために，HMCN1 変異を持つ 64 サンプルを 0.85 の

PolyPhen-2 スコアをカットオフ値とし，2 つのグループに分類した（PolyPhen-2 スコア⾼

値; n = 27 および低値群; n = 24）．この解析の結果，HMCN1 変異の Polyphen-2 スコアは

乳がんの予後と有意な関連が⾒られなかった（PolyPhen-2 スコア< 0.85 対 WT; P = 0.801

および PolyPhen-2 ≥ 0.85 対 WT; P = 0.671）（図 2-16）．これらの結果は，HMCN1 の VAF

が独⽴した予後因⼦である可能性を⽰唆している． 
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図 2-16 HMCN1 における変異の PolyPhen-2 スコアに基づく Kaplan-Meier 曲線 

HMCN1 の変異を持つサンプルを，PolyPhen-2 スコアのカットオフを 0.85 にして 2 つのグ

ループに分けた（< 0.85，⾚⾊，n = 24 および≥ 0.85，⻘⾊，n = 27）．また，⽐較として

HMCN1 変異を持たない WT（⿊⾊，n = 968）も⽤いた．Log-rank 検定を⽤いて，2 つの⽣

存曲線間の差の統計的有意性を評価した． 
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独⽴した別データによって，乳がんサンプルにおける HMCN1 の VAF の予後

への影響を確認するため，TCGA の他の 15 種類のがん由来のデータセットを⽤いて

HMCN1 の VAF と予後との関係を評価した．15 種類のがんの中で，⼦宮頸部扁平上

⽪がんおよび⼦宮頸部腺がん（CESC）サンプルのみが，VAF 低値群（n = 15，VAF < 

0.30）に⽐べて⾼値群（n = 7，VAF ≥ 0.30）において予後不良であった（Log-rank 検

定：P = 0.048）（図 2-17）．さらにがんのステージ，診断時年齢を共変量とし，Cox ⽐

例ハザード回帰分析を⾏ったが，⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がんの

HMCN1 の VAF の予後との関連は⾒いだせなかった（HR = 5.436, 95％ CI: 0.543‒

54.432, P = 0.150）．⼦宮がんは乳がんと同様にエストロゲンホルモンが関与するがん

である．したがって，これらの結果は乳がんの HMCN1 の VAF が予後因⼦であること

の妥当性を⼀部証明するものであると考えられる． 
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図 2-17 CESC における HMCN1 の VAF に基づく Kaplan-Meier 曲線 

HMCN1 の変異を持つサンプルを，VAF のカットオフ 0.30 にして 2 つのグループに分けた

（< 0.30; ⾚⾊， n = 15 および≥ 0.30; ⻘⾊，n = 7）．また，⽐較として HMCN1 変異を持

たない WT（⿊⾊，n = 285）も⽤いた．Log-rank 検定を⽤いて，2 つの⽣存曲線間の差の統

計的有意性を評価した結果を⽰している（VAF ≥ 0.30 対 VAF < 0.30，VAF ≤ 0.30 対 WT お

よび VAF ≥ 0.30 対 WT）．アスタリスクは統計的有意性を⽰す． 
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2.3.7 HMCN1 の VAF と臨床情報との関連 

HMCN1 の変異を持つ 64 サンプルにおける個々の臨床的特徴と HMCN1 の VAF との関

連を評価するために，リンパ節転移の有無，がんのステージ，腫瘍サイズおよび診断時年齢

のデータを⽤いた．64 サンプルは，リンパ節の転移状態によって 3 つの群（N0, N1, N2‒

N3）に，ステージによって 3 つの群（ステージ 1, 2, 3‒4）に分けた．Cochran-Armitage 傾

向検定を⽤いた解析の結果，リンパ節の転移状態（P = 0.029）と HMCN1 の VAF との間

で有意な関連を⾒出した（図 2-18A）．⼀⽅，ステージ（P = 0.151）および腫瘍サイズ（P 

= 0.283）は，HMCN1 の VAF と有意な関連が⾒られなかった（図 2-18B, C）．VAF ⾼値

群と VAF 低値群の患者の平均診断時年齢は，それぞれ 58.05 歳（SD = 17.95）および 61.41

歳（SD = 11.85）であり，t 検定の結果，2 群間の平均年齢に有意差は⾒られなかった（P = 

0.461）（図 2-18D）．HMCN1 の VAF と患者の診断時年齢との間におけるスピアマンの順

位相関係数は-0.056（P = 0.659）であり，有意な相関を⽰さなかった．これらの結果は，

HMCN1 の変異が乳がんの転移に影響を与えており，それによって予後の悪化がもたらさ

れる可能性を⽰唆している． 
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図 2-18 臨床的特徴と HMCN1 の VAF との関連 

（A）リンパ節の転移状態，（B）ステージ，（C）腫瘍サイズ，および（D）患者の診断時年

齢と HMCN1 の VAF との関連を⽰した．HMCN1 の変異を持つサンプルにおいて，VAF の

カットオフを 0.30 とし 2 つのグループに分けた（< 0.30，⾚⾊，n = 45 および≥ 0.30，⻘

⾊，n = 19）．モザイクプロット内の⻘⾊と⾚⾊の四⾓は，それぞれ VAF ⾼値群と低値群に

おけるサンプルの数を⽰す．TCGA データセットでは，2 例のリンパ節の転移状態は不明で

あった．アスタリスクは統計的有意性を⽰す． 
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2.4 考察 

乳がんは，その⽣物学的特徴によりいくつかのサブタイプに分類されるが，さらに同⼀腫瘍

内において⾮常に⾼い ITH を⽰すことも知られている．本研究では，ITH を考慮した乳が

んの新しい予後関連因⼦を同定することを⽬的に，TCGA に登録されているサンプルの持

つ変異情報から得た VAF を⽤いて解析を⾏った．VAF に基づく⽣存時間解析により，

HMCN1 の VAF が乳がんの予後と関連している可能性があることを⽰した．さらに，CA9

および CASP14 の発現量の上昇に基づく腫瘍内の悪性度の亢進や[26‒28]，リンパ節への転

移との関連についても確認されたことから，HMCN1 の変異はがん細胞の浸潤および転移

と関連している可能性も⽰唆された．これらの結果を独⽴した別データ（乳がん患者の

DRIVE データセット，CIMBA データセット，FoundationOne データセットのデータ）を

⽤いて検証しようと試みたが，VAF もしくは⽣存時間情報を得ることができなかったため

解析ができなかった．しかし，TCGA の⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がんの

データを⽤いて解析を⾏ったところ，HMCN1 の VAF に基づく 2 つのグループ間で⽣存時

間に有意差が⾒られた．⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がんは乳がんと同様に

⼥性特有のがんであり，体内のエストロゲンホルモンの量と関連していることが知られて

いる．したがってこの結果は，乳がんに対する HMCN1 の予後への影響を裏付ける可能性

があるが，より多くのコホートを蓄積することによって結果の妥当性をさらに評価するこ

とが必要である． 

HMCN1 遺伝⼦は，免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞外タンパク

質である Hemicentin-1 をコードし，フォン・ヴィレブランド因⼦および免疫グロブリン様

C2 型ドメインを含むいくつかの異なるドメインからなる[33]．ヒトにおける HMCN1 の詳

細な機能は依然として不明であるが，HMCN1 の変異は加齢性⻩斑変性と関連することが

⽰されている[34]．最近の研究によると，HMCN1 は胆嚢がん転移の抑制因⼦として作⽤し

[35]，頭頸部扁平上⽪がんのサンプルにおいて共通して変異を持つことが分かっている[36]．
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本研究の結果を踏まえ，乳がんの浸潤および転移に対して HMCN1 の突然変異体が及ぼす

影響について次のような考察を⾏った：HMCN1（別名 FBLN6（フィブリン 6））は細胞外

マトリックス（ECM）タンパク質の 1 つであり[37, 38]，細胞接着機能を有するエストロゲ

ン受容体結合部位を含むことが知られている[39, 40]．フィブリンは，基底膜および細胞間

相互作⽤の形成に関与し，ECM 構造の組織化および安定化を導くことが⽰されている[41]．

以前の研究では，エピジェネティック修飾によってサイレンシングされたフィブリン 5 が

肺がんにおける浸潤および転移を促進することが報告されている[42]．したがって，遺伝⼦

の変異に起因する HMCN1 の不安定化の結果，⼗分な細胞接着が阻害され，がんの浸潤や

転移が促進されると考えられる．  

がんの転移は乳がん患者の主要な死因であるが，転移に関与する因⼦やメカニズ

ムの解明は⼗分に進んでいない．これは，転移がんサンプルの⼊⼿が困難であることに加え，

がんはその増殖に伴い数多くの変異を蓄積した複雑な集団になっており，その中から転移

を引き起こす原因遺伝⼦を同定するのが困難なためである[43]．転移腫瘍内で形成される

ITH の構成は原発腫瘍内の ITH の構成と⼤きく異なっていることが知られているが，この

違いが治療効果に影響を与える可能性がある[44]．したがって，転移メカニズムの解明はが

んの効果的な治療のために強く望まれている．本研究で⽤いたアプローチは，がんの転移や

再発に関わるがん関連遺伝⼦を探索するために有⽤であると考えられる． 

この研究では，⾮同義置換および短い挿⼊・⽋失に焦点を当てた．しかしながら，

ITH にはシス調節領域やスプライシング領域のような⾮コード領域における突然変異や染

⾊体の CNV も関与していることから[45‒48]，これらの変異を含めた網羅的な解析を⾏う

ことでより多くのがん関連遺伝⼦を同定することができるだろう．さらに，エピジェネティ

ック修飾の変化もまたがんの進⾏を促進する可能性がある[49]．正常細胞から得た全ゲノム

のエピジェネティックデータセットが急速に増加してきており[50]，いずれがん細胞のエピ

ゲノムデータ解析によって，エピジェネティック因⼦の ITH への影響を評価することがで
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きるようになると考えられる． 

本研究は TCGA に登録されたゲノムおよび発現データの⽐較分析によって，

HMCN1 を乳がんの転移に関連する候補因⼦として同定した最初の研究である．現在⽤い

られている分⼦タイプに基づく乳がんの 4 分類に加えて，がんの進化過程を反映する VAF

を⽤いることで乳がんサンプルの新たな遺伝的プロファイル情報を得ることができる．本

研究のアプローチにより，新しい診断マーカーもしくは治療標的となる候補遺伝⼦を同定

することができ，これにより Precision Medicine が促進されると期待される． 
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3 章 多次元尺度を⽤いた患者予後に関与する腫瘍内不均⼀性の網

羅的解析 

 

3.1 緒⾔ 

がんは様々な変異の蓄積により細胞増殖や細胞周期の調節に異常をきたした細胞群のこと

である．近年登場した次世代シーケンシング技術により，がん細胞における変異の蓄積過程

を推測することが可能になった．例えば，1 つの腫瘍の複数の領域から得たサンプルを⽤い

た「多領域シーケンシング」により，ある変異が腫瘍の様々な場所で共通して保持されてい

る変異（クローナル突然変異）か，⼀部の場所で⽣じた変異（サブクローナル突然変異）か

を推測することができる．前者はがんの進化初期に，後者はがんの進化後期に⽣じた可能性

が⾼いと考えられる．これらの情報をもとにすると，クローナルおよびサブクローナル変異

を系統樹の幹および枝として描く「がんの進化系統樹」を作成することができる[4, 24, 51]．

また，がん細胞における変異蓄積過程を推測する別の⽅法として，変異アレル頻度（variant 

allele frequency, VAF）を使⽤する⽅法がある．VAF により，がん細胞中である変異を含む

細胞集団の割合を推定することができる[52, 53]．すなわち，VAF が⾼いほど腫瘍内の変異

の頻度が⾼いことを表すため，がんの進化過程において初期に出現した変異であると推測

できる．これらの研究により，がんの進化ががんの種類間においても，さらには同じがん種

の個体間においても⾮常に多様であることが明らかになった． 

これまでの研究や臨床的知⾒から，がんの進化が進むほど腫瘍内不均⼀性（ITH）

が進むため，患者の予後が悪くなると考えられてきた．そのため，ITH を予後予測因⼦とし

て⽤いるためのいくつかの指標が開発されてきた．例えば，腫瘍内のサブクローナル集団の

数を推定し，がん細胞の ITH の程度を定量化するアルゴリズムが開発され[22, 54]，予後と

の関係が解析された．その結果，ITH が⾼いサンプルほど（細胞内のサブクローン数が多い
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ほど）予後が悪いという線形の関係ではなく，ITH の程度と予後との間には⾮線形の関係

があることが⽰された[55]．すなわち，中程度の ITH であるサンプルにおいて最も予後が

悪いという結果であった．このほか，VAF のばらつきを表すための変異アレル腫瘍不均⼀

性指標（mutant-allele tumor heterogeneity, MATH）（2.3.3 参照）[23]や，体細胞突然変異

パターンの不確実性を表すためのエントロピーに基づく突然変異対⽴遺伝⼦率（entropy-

based mutation allele fraction, EMAF）[56]と予後との関係についても報告された． 

MATH は下式から算出される． 

𝑀𝐴𝑇𝐻 =
𝑀𝐴𝐷

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)
=
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(|𝑥$ − 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)|)

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛(𝑥)
 

ここで，𝑥$をあるサンプルにおける各変異の VAF とする(𝑖 =1, 2, …, n)．ただし MAD は

中央絶対偏差（median absolute deviation）を表す． 

また，EMAF は下式から算出される． 

EMAF = −:∆𝑓(𝑥$)𝑙𝑜𝑔𝑓(𝑥$)
@

$AB

= −C𝑓(𝑥)𝑙𝑜𝑔𝑓(𝑥)𝑑𝑥 

ここで，𝑓(𝑥)を𝑥の確率密度関数とする． 

MATH が⾼い場合には，頭頸部扁平上⽪がんにおいて予後不良と有意に関連して

おり，EMAF が⾼い場合には，⾮⼩細胞肺がんにおいて予後不良と有意に関連しているこ

とが報告されている． 

このように，がんの進化によってもたらされる ITH と患者の予後との関連につい

て様々な研究結果が蓄積されてきているにもかかわらず，⼗分な知⾒が得られているとは

⾔い難い．なぜなら，これらの ITH の指標は「ITH が⾼いほど予後が悪い」という関係を

すべてのがん種で⽰すことができる頑健なものではないためである．これは，がんの種類に

よってその進化の特徴が異なっていることによるものであり，これまで⽤いられてきた 1 次

元の指標では予後との関係を⼗分に表すことができていないのではないかと考えられる． 

そこで本研究では，ITH を多次元的に捉えて患者の予後との関係を解析するため
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に，各サンプルの持つ変異由来の VAF の分布を⽤いることとした．VAF の分布の形状を表

すパラメータとして，各サンプルの持つ突然変異の数，VAF の分布のピークの位置，VAF

のばらつき（MATH）という 3 つのパラメータを採⽤した．TCGA に登録されている 16 種

類のがん由来の 6,064 サンプルのデータを⽤いて本解析を⾏った（図 3-1）． 

 

 

 
 

図 3-1 本研究の要約図 

TCGA から得たサンプル中の各突然変異について VAF を計算した．各サンプルの VAF の分

布の形状から算出された 3 つのパラメータ（①②③）を使⽤して，サンプルを 5 つのクラス

ターに分類した．各クラスターに属するサンプル間の予後を⽐較するために⽣存時間分析を

⾏った． 
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3.2 ⽅法 

3.2.1 データセット 

体細胞変異の VCF データは TCGA（https://portal.gdc.cancer.gov/）からダウンロードし

た．VCF ファイルはバリアントコーラーの 1 つである MuTect2 によって「がん細胞」と

「同⼀患者から得たコントロール細胞」との⽐較によって得られたものを⽤いた．本研究で

⽤いたがんは以下の 16 種類である：膀胱尿路上⽪がん（BLCA），浸潤性乳がん（BRCA），

⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がん（CESC），結腸腺がん（COAD），多形性膠芽

腫（GBM），頭頸部扁平上⽪がん（HNSC），腎明細胞がん（KIRC），低悪性度グリオーマ

（LGG），肝細胞がん（LIRC），肺腺がん（LUAD），肺扁平上⽪細胞がん（LUSC），卵巣

漿液性腺がん（OV），前⽴腺がん（PRAD），⽪膚⿊⾊腫（SKCM），甲状腺がん（THCA），

および⼦宮体部類内膜がん（UCEC）．また，体細胞変異データと同じサンプル由来の CNV

データと臨床データもダウンロードした[8]． 

 

3.2.2 突然変異分析 

本研究で⽤いた変異データの平均カバレッジ深度（average depth of coverage）は 99.4 であ

り，⼗分な精度を確保するためカバレッジ深度が 20 以上（全体の 93.3％）である点突然変

異（SNV）を研究に⽤いた．さらに，PolyPhen-2 によって「probably damaging（> 0.85）」

または「possibly damaging（0.15‒0.85）」と分類された変異を「機能的（more functional , 

MF）変異」と⾒なし，以降の研究に⽤いた[32, 57]．MF 変異は，タンパク質の構造もしく

は機能に影響を与えると考えられることから，がんの発⽣や進⾏，転移などに関与する可能

性がある．これらの変異情報に対して CNV データとの統合を⾏い，CNV が含まれる変異

は除外した．CNV の領域にある SNV の場合，CNV と SNV のうちどちらが先に⽣じたの

かを予測するのは難しく，そのため SNV の VAF の値が正確に推定できない可能性がある

ためである．変異の抽出基準として，統合した CNV のセグメント平均値（segment mean）
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が-0.2 と 0.2 との間（コピー数が2 × 2FG.I = 1.74から2 × 2G.I = 2.30に該当する）であり，

CNV コールの偽陽性率を低減させるため，ターゲットキャプチャーに⽤いたプローブを 10

個以上含む領域にあるという条件を設定した[58]．以上の条件により抽出された変異を 2 つ

以上持つサンプルのみを本研究の解析に⽤いた．各変異について VAF を算出し，VAF を

ESTIMATE R パッケージによってサンプルごとに推定された腫瘍の純度で調整した[21]． 

 

3.2.3 VAF の分布の形状を定義するパラメータの計算 

サンプルごとに，VAF の分布の形状を定義する 3 つのパラメータを算出した．パラメータ

は次の 3 つである：MF 変異の VAF の分布の確率密度関数の最⼤値に対応する VAF

（m_Peak），log2 [ 変異の総数]（m_Count）および MF 変異の MATH スコア（m_MATH）

[23]．m_Peak は VAF の分布のピーク位置を表し，m_Count は分布の⼤きさを表し，

m_MATH は VAF のばらつきを表す． 

 

3.2.4 統計解析 

統計解析は，R（version 3.3.1）（R Project for Statistical Computing, Vienna, Austria），およ

び JMP Pro（version 13.0）（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を⽤いて⾏った．サンプル

をクラスタリングするために，R の cluster パッケージ（version 2.0.6）を使⽤して 2 乗ユー

クリッド距離から k-medoids クラスタリングを⾏った． 

カイ⼆乗検定またはフィッシャーの正確検定（分割表において 1 つ以上のセルの

期待度数が 5 以下であった場合）を⽤いて，カテゴリカルデータを⽐較した．連続データの

場合，3 群以上の⽐較は ANOVA を⽤いて⾏い，Tukey 法を⽤いて多重⽐較を⾏った． 

⽣存時間分析においては，R の survival パッケージ（バージョン 2.41-3）を⽤いて

Cox ⽐例ハザード回帰分析を⾏い，ハザード⽐（HR）および 95％信頼区間（95％CI）を算

出した．同パッケージを⽤いて⽐例ハザード性の仮定の評価も⾏った． 
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 16 種類のがんの間でゲノムデータや臨床データの⽐較を⾏う際には，Benjamini-

Hochberg 法により P 値の補正を⾏った[25]．本研究では P 値が 0.05 以下の場合を統計的

に有意であると⾒なした（P 値が 0.05 以下の場合には*を，0.01 以下の場合には**を，0.001

以下の場合には***を付した）． 

 

 

 

3.3 結果 
3.3.1 VAF の分布を⽤いたサンプルのクラスタリング 

TCGA レポジトリより 16 種類のがん由来の 6,064 サンプルの突然変異データ（VCF ファ

イル）を取得した（表 3-1）． 

 

 

  



 55 

表 3-1 本研究で⽤いた 16 種類のがんとそのサンプルサイズ 

 

がんの種類 サンプルサイズ 

BLCA bladder urothelial carcinoma（膀胱尿路上⽪がん） 400 

BRCA breast invasive carcinoma（乳腺腺がん） 935 

CESC cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma

（⼦宮頸部扁平上⽪がんおよび⼦宮頸部腺がん） 

274 

COAD colon adenocarcinoma（結腸腺がん） 265 

GBM glioblastoma multiforme（多形性膠芽腫） 137 

HNSC head and neck squamous cell carcinoma（頭頸部扁平上⽪がん） 478 

KIRC kidney renal clear cell carcinoma（腎明細胞がん） 304 

LGG lower grade glioma（低悪性度グリオーマ） 474 

LIHC liver hepatocellular carcinoma（肝細胞がん） 349 

LUAD lung adenocarcinoma（肺腺がん） 471 

LUSC lung squamous cell carcinoma（肺扁平上⽪細胞がん） 459 

OV ovarian serous cystadenocarcinoma（卵巣漿液性腺がん） 155 

PRAD prostate adenocarcinoma（前⽴腺がん） 459 

SKCM skin cutaneous melanoma（⽪膚⿊⾊腫） 445 

THCA thyroid carcinoma（甲状腺がん） 295 

UCEC uterine corpus endometrial carcinoma（⼦宮体部類内膜がん） 164 
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本研究では，PolyPhen-2 によって「probably damaging」または「possibly damaging」

のいずれかに分類された突然変異を MF 変異と定義し，以降の解析に⽤いた．16 種類のが

んにおける MF 変異の合計は 469,553 であった（補⾜表 3-1）．各サンプルの MF 変異の

VAF の分布の形状を定義するために，「分布のピークの位置」，「分布の⼤きさ」，「VAF のば

らつき」という 3 つのパラメータを⽤いた．「分布のピーク位置」は「m_Peak」と表し，各

サンプルの持つ MF 変異の VAF の分布から確率密度関数を算出し，密度関数が最⼤値を取

るときの VAF と定義した．「分布の⼤きさ」は「m_Count」と表し，各サンプルの持つ変異

の総数を log2 変換したものと定義した．「VAF のばらつき」は「m_MATH」と表し，各サ

ンプルの持つ MF 変異の VAF を⽤いて算出した MATH と定義した．まずはじめに，3 つ

のパラメータの相関関係を調べるために，すべての可能な組み合わせにおける相関係数を

計算した．m_Peak と m_MATH，m_Peak と m_Count，m_Count と m_MATH の間に観

測された相関係数はそれぞれ-0.44，0.03，0.00 であった．この結果より，これら 3 変数の

間には強い相関がないことが確認された. 

次に，16 種類のがんの個々のサンプルの VAF の分布パターンの分類を⾏った．

6,064 サンプルから得た VAF の分布の形状を定義する 3 つのパラメータを⽤いて主成分分

析（principal component analysis, PCA）を⾏った（表 3-2）．第 1 主成分と第 2 主成分の寄

与率は 48.2％および 33.3％であり，2 つの主成分によって累積寄与率が 80％以上となるこ

とから，第 1 主成分及び第 2 主成分（PC1，PC2）を以後の分析に⽤いた（図 3-2A）．これ

ら 2 つの主成分を⽤いて，6,064 のサンプルを k-medoids アルゴリズムによって 5 つのクラ

スターに分割した（図 3-2B）．すなわち，本研究では k = 5 を採⽤した．各クラスターに属

するすべてのサンプルの持つ変異を統合した VAF のヒストグラムを図 3-3A に⽰した．さ

らに，16 種類のがんについて 5 つのクラスターの割合（図 3-3B），および 5 つのクラスタ

ーにおける 3 つのパラメータの中央値を計算した（表 3-3）． 
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表 3-2 各クラスターのパラメータの主成分負荷量 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 3-2  16 種類のがんのサンプル由来の 3 つのパラメータを⽤いた PCA の結果 

（A）16 種類のがんのサンプルを使⽤した PCA の結果を表す．PCA によって得られた PC1

（𝑥軸）と PC2（𝑦軸）の値をプロットした．各軸ラベルのパーセンテージは，寄与率を⽰し

ている．（B）16 種類のがんにおいて，5 つのクラスターのいずれかに分けられたサンプルを

表す．𝑥軸は PC1 を，𝑦軸は PC2 を⽰している．散布図の右側に 5 つのクラスターのカラー

コードを⽰している． 

 

 

  

 PC1 PC2 PC3 

m_Peak 0.707 -0.007 0.707 

m_Count 0.055 0.997 -0.045 

m_MATH -0.705 0.071 0.706 
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図 3-3  各クラスターの VAF の分布と 16 種類のがんにおける各クラスターの割合 

（A）5 つのクラスターに属するサンプルの持つ変異の VAF のヒストグラムを⽰す．横軸は

VAF を，縦軸は変異の数を⽰す．（B）各がん種の 5 つのクラスターの割合（サンプル頻度）

を⽰す．グラフ上部の数は，本研究で分析を⾏ったサンプルの数を表す．棒グラフの下部に

5 つのクラスターのカラーコードを⽰している． 

 

 

 

表 3-3 各クラスターのパラメータの中央値 

 

 

  

パラメータ 
クラスター 

1 2 3 4 5 

m_Peak の中央値 0.376 0.229 0.424 0.271 0.140 

m_Count の中央値 6.794 6.119 4.000 3.807 3.807 

m_MATH の中央値 0.186 0.320 0.133 0.251 0.473 
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クラスタリングの結果，クラスター1 および 2 のサンプルは，他の 3 つのクラスタ

ーよりも多くの変異を有していた．VAF の分布を⾒ると，クラスター1 のサンプルは，低い

VAF に⽐べて⾼い VAF の変異をより多く持っていた．⼀⽅，クラスター2 のサンプルは，

⾼い VAF に⽐べて低い VAF の変異がより多く⽣じていた．これらの結果から，クラスタ

ー1 ではクローナルな変異が，クラスター2 ではサブクローナルな変異がより多く蓄積して

いることが予想された[59, 60]．図 3-3B に⽰すように，クラスター1 の頻度は SKCM（メ

ラノーマ）および LUSC（肺扁平上⽪がん）において⽐較的⾼かった．この結果は，メラノ

ーマおよび肺がんを含むいくつかの種類のがんにおいて，発がん前に突然変異が蓄積され

ているという McGranahan らの研究結果をサポートするものであった[24]．クラスター2 の

頻度は BLCA（膀胱がん），LUAD（肺腺がん），および LUSC で⾼かった．これらのがん

では，多くのサブクローナル変異が発⽣することが先⾏研究にて既に確認されている[24]． 

クラスター3, 4, 5 のサンプルは，クラスター1, 2 に⽐べて変異の数が少なかった．

これらのクラスターの頻度は，GBM（膠芽腫）, KIRC（腎臓がん）, LGG（グリオーマ）, 

PRAD（前⽴腺がん）, THCA（甲状腺がん）において⽐較的⾼かった．これまでの研究に

おいて，腎臓，脳，前⽴腺および甲状腺の腫瘍では突然変異の数が他のがんと⽐べて⽐較的

少ないということが知られており[61]，本研究の結果はこの知⾒をサポートするものであっ

た．次に，これら 3 つのクラスター間の違いに着⽬した．クラスター3 のサンプルは m_Peak

が⾼く，m_MATH が低かったのに対し，クラスター5 のサンプルは m_Peak が低く，

m_MATH が⾼かった（表 3-3）．この結果は，クラスター3 のサンプルでは主たる変異がが

ん発⽣の初期段階で起こり，がんの進⾏に従って⼤量の突然変異が積極的に蓄積されずに，

初期に⽣じた突然変異が維持される細胞集団であると解釈することができる．クラスター4

は，クラスター2 と同様に中程度の VAF のピークを持つサンプル群である．このピークは，

強い正の選択下で増⼤した特定の変異を持つサブクローンの存在に起因する可能性がある

[62, 63]．すなわち，がんの進化中〜後期に出現した，がんの⽣存にとって好ましい変異を
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持つ細胞が増殖した結果であると考えられる．クラスター5 のサンプルは⾮常に低い VAF

のピークを持つサンプル群であり，これらはがんの中⽴進化過程において起こりうる変異

を多く有していると考えられる[64]．PRAD においてはクラスター4 および 5 の頻度が特

に⾼かった．前⽴腺がんは進化の過程で多くのサブクローンを持つ枝分かれ型のがんであ

ることが知られており，本研究の結果はこの知⾒と⼀致するものであった[65]． 

 

3.3.2 5 つのクラスターのゲノム上の特性 

5 つのクラスターのゲノム上の特性を評価するために，16 種類のがんそれぞれに対して各

クラスター内で発⽣頻度の⾼い上位 10 遺伝⼦を集計した（図 3-4）． 
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図 3-4 16 種類のがんの各クラスターにおける変異発⽣頻度上位 10 遺伝⼦ 

16 種類のがんの各クラスターにおいて MF 変異の発⽣頻度が⾼い上位 10 個の遺伝⼦を⽰

す．縦軸は変異の発⽣頻度（変異を持つサンプルの割合）を表している． 
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BRCA（乳がん）ではクラスター3, 4, 5 において PIK3CA の変異発⽣頻度が⽐較的⾼

かった（5 つのクラスターにおける発⽣頻度はそれぞれ 9.5%, 16.0%, 35.5%, 40.5%, 32.5%）．

これらのクラスターはクラスター1, 2 に⽐べて変異の数が少ないクラスターである．BRCA

のクラスター3, 4, 5 において PIK3CA の VAF の分布を⾒ると，VAF の平均がそれぞれ

0.469, 0.432, 0.390 であり VAF の分布のピーク位置から想定されるよりも⾼かった（図 3-

5）．これらの結果より，乳がんでは多くの場合がんの発⽣初期にドライバー遺伝⼦である

PIK3CA に変異が起こった後，積極的な変異の増加が起こらず，PIK3CA の変異を持つ細胞

が細胞集団内で⽐較的安定に維持される可能性がある．同様に，LIHC（肝臓がん）ではク

ラスター3 においてドライバー遺伝⼦である CTNNB1 の変異発⽣頻度が⾼かった（5 つの

クラスターにおける発⽣頻度はそれぞれ 7.5%, 6.0%, 20.0%, 4.0%, < 1.0%）．LIHC のクラ

スター3 において CTNNB1 の VAF の分布を⾒ると VAF の平均が 0.446 であることから，

CTNNB1 の突然変異は多くの場合がんの進化過程初期に発⽣し，がん細胞集団中の⼤部分

を占拠していると考えられる（図 3-5）．SKCM（メラノーマ）や UCEC（⼦宮がん）では

主としてクラスター1 において発⽣頻度の⾼い変異が検出されたが，同様に変異の数が多い

クラスター2 ではこれらの変異の発⽣頻度はクラスター1 ほど⾼くなかった．したがって，

SKCM や UCEC ではがん発⽣初期に⽣じる突然変異に共通の特徴がある可能性を⽰唆して

いる． 

 

 

  



 66 

 
 

図 3-5 PIK3CA および CTNNB1 の VAF の分布 

BRCA における PIK3CA のクラスターごとの VAF と LIHC における CTNNB1 のクラスタ

ーごとの VAF を⽰す． 
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次に ITH の程度とゲノム不安定性との関連について評価を⾏った．以前の研究で

は ITH が⾼いほど（サブクローン数が多いほど）ゲノム不安定性が⾼いという結果が得ら

れている[55]．そこで先⾏研究に従いコピー数変異量（CNV abundance）を算出し，ゲノム

不安定性の指標とした（2.3.4 参照）．この解析では，クラスター2 のサンプルは MATH 値

が⽐較的⾼く，VAF の低い変異を多く持つサンプル群であることから，5 つのクラスター

の中で最も ITH の⾼いサンプルであると仮定した．すなわち，クラスター2 において CNV 

abundance は最も⾼い値になることが予想されたが，実際には BLCA（膀胱がん）, BRCA

および LGG（グリオーマ）の 3 種類のがんでのみクラスター2 の CNV abundance が他の

クラスターよりも有意に⾼かった（図 3-6A, 補⾜図 3-1）．これらの結果は，ITH の定義が

がんによって異なること，ITH を分析する際には CNV の不均⼀性や CNV が SNV に及ぼ

す影響についても考慮すべきであることを⽰唆している． 

最後に各クラスターの変異スペクトラムの分布の集計を⾏った（図 3-6B, 補⾜図

3-2）．変異スペクトラムとは塩基の変異パターンを 6 種類（T>G, T>C, T>A, C>T, C>G, 

C>A）に分類したものであり，加齢や紫外線，タバコなどの変異をもたらす原因によってそ

れぞれ異なる変異パターンが⽣じる．変異パターンをもとに変異 signature と呼ばれる約 30

種類のパターンを⽤いて各サンプルに⽣じた変異を分類する⽅法も使われる[66]．本研究で

は 6 種類の変異パターンの頻度をクラスター間で⽐較した．メラノーマでは紫外線が主な

原因である C>T 変異の割合が⾼いが，幹型突然変異（クローナル変異）に⽐べて枝型突然

変異（サブクローナル変異）において C>T のトランジション頻度が低下し，T>G トラン

スバージョン頻度が増加することが知られている[67, 68]．本研究では SKCM のクラスタ

ー2, 3, 4, 5 ではクラスター１と⽐較して C>T 変異の頻度が有意に低下していた（cluster 2; 

FDR-adjusted P < 0.001, cluster 3; FDR-adjusted P < 0.001, cluster 4; FDR-adjusted P < 

0.001, and cluster 5; FDR-adjusted P < 0.001）ことから，クラスター1 より少ない変異を持

つクラスターでは枝型変異，すなわちがんの進化過程の初期よりも後期に⽣じるサブクロ
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ーナルな変異を多く含んでいると⽰唆される[2, 69]．⼀⽅，肺がんでは喫煙の影響によると

考えられる C>A 変異が多いが，LUAD（肺腺がん）や LUSC（肺扁平上⽪がん）では幹型

変異に⽐べて枝型変異において C>A トランスバージョンが低下することが知られている

[70]．本研究では LUAD のクラスター2, 3, 4, 5 および LUSC のクラスター3, 4 においてク

ラスター1 と⽐較して C>A の頻度の低下が⾒られた（LUAD：cluster 2; FDR-adjusted P < 

0.001, cluster 3; FDR-adjusted P < 0.001, cluster 4; FDR-adjusted P < 0.001, and cluster 5; 

FDR-adjusted P < 0.001）（LUSC：cluster 3; FDR-adjusted P < 0.001 and cluster 4; FDR-

adjusted P < 0.001）．これらの結果より，上記のクラスターに属するサンプルではがんの進

化過程のより後期に⽣じた変異を多く含んでいると考えられる．LUAD における変異スペ

クトラムの結果は喫煙歴の結果からも明らかであった（図 3-6C）[70, 71]． 
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図 3-6  VAF の分布の 5 つのクラスター間の遺伝的特徴の⽐較 

（A）各クラスターにおける CNV abundance の分布を⽰す．ANOVA により平均年齢の⽐較

を⾏い，続いて Tukey 法によって多重⽐較を⾏った．ここに⽰したのはクラスター間で顕著

な差が⾒られた 5 種類のがんのプロットである．P 値に応じて*を付した：* P <0.05, ** P 

<0.01, *** P <0.001．（B）3 種類のがんにおける 6 種類の変異スペクトラムの割合を⽰す．

（C）LUAD および LUSC の患者の喫煙歴の割合を⽰す． 
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3.3.3 5 つのクラスターと臨床データとの関連 

VAF の分布と臨床データとの関連を⾒るため，がんの診断時年齢，診断時のがんのステー

ジ，性別，および乳がんのサブタイプのデータを解析した（補⾜表 3-2）．クラスター間で

診断時年齢に有意な差が⾒られたのは BLCA（膀胱がん）, HNSC（頭頸部がん）, LIHC（肝

臓がん）, LUAD（肺腺がん）の４種類のがんのみであった（BLCA: FDR-adjusted P = 0.041, 

HNSC: FDR-adjusted P = 0.041, LIHC: FDR-adjusted P = 0.041, and LUAD: FDR-adjusted 

P = 0.041）（図 3-7A）．このうち LUAD を除く３種類のがんではクラスター１もしくは２

のいずれかのサンプルにおいてがんの診断時年齢が有意に⾼かった．年齢とともに活性酸

素による DNA の損傷や細胞分裂時の複製エラーの機会が増加するため，がんの診断時年齢

が上がると細胞内に蓄積されている変異の数も増えることが知られており，上記の結果は

この知⾒と⼀致するものであった[66, 72]． 

 診断時のがんのステージとクラスターの分布との関連を解析するため，がんのス

テージを I と II（低ステージ群），および III と IV（⾼ステージ群）の 2 群に分けて 5 つの

クラスターの頻度に差があるかどうかをカイ⼆乗検定により検証した．その結果 SKCM（メ

ラノーマ）でのみクラスターの分布に有意差が確認された（FDR-adjusted P = 0.009）（図

3-7B）．SKCM の低ステージ群ではクラスター1 のサンプルの頻度が有意に⾼く，⼀⽅，⾼

ステージ群ではクラスター2 と 4 のサンプルの頻度が有意に⾼かった(cluster 1: FDR-

adjusted P = 0.001, cluster 2: FDR-adjusted P = 0.024, and cluster 4: FDR-adjusted P = 

0.042)．この結果は，メラノーマの悪性度はがんの進化過程後期におけるサブクローンの増

⼤によって⾼まる可能性を⽰唆している． 

 上記の結果とは反対に，いずれのがんにおいても性別間での 5 つのクラスターの

分布に差は⾒られなかった．さらに，BRCA（乳がん）のサブタイプとの関連についても調

べた．乳がんには主たるサブタイプが 4 種類あり（Basal-like，HER2-enriched，Luminal A，

Luminal B），うち Basal-like はトリプルネガティブ乳がんに含まれるサブタイプである[19]．
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各クラスターの頻度を⽐較すると，Basal-like タイプの乳がんはクラスター2 で最も頻度が

⾼かった（5 つのクラスターにおける Basal-like タイプの乳がんの頻度はそれぞれ 23.1%, 

34.8％, 11.7%, 15.9%, 16.7%）（図 3-7C）．さらに HER2-enriched タイプの乳がんはクラス

ター1 で最も頻度が⾼かった（5 つのクラスターにおける HER2-enriched タイプの乳がん

の頻度はそれぞれ 26.9％, 14.7%, 3.9%, 9.8%, 6.1%）．Luminal A タイプの乳がんの割合は

クラスター1, 2 と⽐べてクラスター3, 4, 5 において⽐較的が⾼かった．これらの結果は，乳

がんの進化過程の違いはサブタイプに依存する可能性があるが[73]，サブタイプによってす

べての事象を説明できるわけではないことを⽰唆している．すなわち，同⼀のサブタイプで

あっても進化過程をもとにすることで新しい乳がんの分類が可能になるのではないかと考

えられる． 
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図 3-7 VAF の分布の 5 つのクラスター間の臨床的特徴の⽐較 

（A）各クラスターの診断時年齢の分布を⽰した．ANOVA により平均診断時年齢の⽐較を

⾏い，続いて Tukey 法によって多重⽐較を⾏った．ここに⽰したのは ANOVA により統計

的に有意な結果となった 4 種類のがんである．P 値に応じて*を付した：* P <0.05, ** P <0.01, 

*** P <0.001．（B）SKCM のサンプルを低ステージ群（ステージ I / II）または⾼ステージ群

（ステージ III / IV）に分けた場合の 5 つのクラスターの割合を⽰す．（C）BRCA における

各クラスターの分⼦サブタイプの割合を⽰す．  
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3.3.4 5 つのクラスターと予後との関係 

VAF の分布と予後との関係を評価するために，Cox ⽐例ハザードモデルを⽤いた単変量解

析を⾏った．この解析ではクラスター2 のサンプルをリファレンスとして⽤いたが，これは

3.3.2 で述べたようにクラスター2 が最も⾼度な ITH 状態であると予想されたためである．

これまでの研究において ITH が⾼いほど予後が悪いことが報告されていることから，クラ

スター2 のサンプルが最も予後が悪いと予想した．Cox 解析の結果，有意な結果が得られた

のは LUSC（肺扁平上⽪がん）と SKCM（メラノーマ）の 2 種類のがんのみであった（補

⾜表 3-3）．これら 2 種類のがんは，仮説とは反対にクラスター2 のサンプルが他のクラス

ターのサンプルと⽐較して有意に予後が良かった（LUSC：クラスター4 vs 2, HR = 4.75, P 

< 0.001）（SKCM：クラスター1 vs 2, HR = 1.56, P = 0.021, クラスター3 vs 2, HR = 3.91, 

P < 0.001, クラスター4 vs 2，HR = 2.71, P = 0.001）（補⾜表 3-3）．この結果は，がんの種

類によって ITH の程度の定義が異なる可能性があること，あるいは ITH が予後へもたらす

影響が異なる可能性があることを⽰唆している． 

 VAF の分布と予後との間の関係を詳細に調べるために，共変量を考慮した解析も

⾏った．この分析の⽬的は，診断時年齢，性別，およびがんのステージの 3 つの共変量を⽤

いた多変量 Cox ⽐例ハザード回帰分析によって，予後不良をもたらすがん細胞集団の状態

について評価することである．この分析では，がんごとに特定のクラスターのサンプルをリ

ファレンスとして使⽤した．すなわち，HR が全て 1 以上（HR > 1）となるクラスターをリ

ファレンスクラスターとして選択した（補⾜表 3-4）．例えば BLCA（膀胱がん）ではクラ

スター1 をリファレンスとして使⽤した．解析の結果，16 種類のがんのうち 7 種類のがん

（BLCA, LGG（グリオーマ）, LIHC（肝臓がん）, LUAD（肺腺がん）, LUSC, SKCM, UCEC

（⼦宮がん））において少なくとも 1 つのクラスターが予後と関連していた（図 3-8）． 
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図 3-8 ⽣存曲線および Cox ⽐例ハザード回帰分析から算出された HR 

Cox ⽐例ハザード回帰分析により有意な結果を得た 7 種類のがんのクラスターとその⽣存曲

線を⽰す．ここに⽰した⽣存曲線はリファレンスとしたクラスターと，リファレンスとした

クラスターに対して有意となった 1 つ以上のクラスターの⽣存時間をプロットしたものであ

る．本分析は，各がん種において 10 以上のサンプルサイズを有するクラスターのみを⽤い

て⾏った．横軸は時間（⽇）を，縦軸は⽣存確率を⽰す．P 値に応じて*を付した：* P <0.05, 

** P <0.01, *** P <0.001． 
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LIHC におけるクラスター1 のサンプルは，クラスター3 のサンプルと⽐較して予

後が悪かった（P = 0.002）．また，LUAD のクラスター1 および 2 のサンプルは，クラスタ

ー5 のサンプルと⽐較して予後が悪かった（P = 0.034, P = 0.024）．これは，LIHC や LUAD

においてはより多くの突然変異の蓄積が予後の悪化をもたらす可能性を⽰唆している．逆

に，BLCA のクラスター3 のサンプルは，クラスター1 のサンプルと⽐較して予後が悪かっ

た（P = 0.020）．また，UCEC のクラスター3 および 5 のサンプルは，クラスター1 のサン

プルと⽐較して予後が悪かった（P = 0.049, P = 0.045）．これらの結果は，多数の突然変異

の蓄積が，予後の悪化と必ずしも関連しないことを⽰している．BLCA および UCEC にお

いては，がん発⽣の初期に起こる少数の突然変異を持つ細胞ががん細胞を占拠することに

よって予後が悪化する可能性がある．すなわち，がん発⽣時に⽣じた少数の突然変異を持つ

細胞が，がんの進化過程において残存し，進化後期にサブクローナル変異の著しい増加が積

極的に起こらない場合に予後が悪くなると考えられる．BLCA と UCEC の結果は，先⾏研

究で⽰されたようにゲノムの不安定性がコスト（がん細胞のゲノム不安定性を維持するこ

と）と利益（⽣存競争に対して有利であること）のトレードオフであることを⽀持するもの

である[55]．  

LGG のクラスター3 および 4 のサンプルでは，クラスター5 のサンプルと⽐較し

てより予後が悪かった（P = 0.023, P = 0.010）．したがって，より⾼い m_Peak およびより

低い m_MATH を有する LGG のサンプルは予後不良であると考えられる． LGG のドライ

バー遺伝⼦の 1 つである IDH1 の変異の頻度は，クラスター3, 4, 5 いずれのサンプルの中

においても⾼かった（クラスター3, 4, 5 における IDH1 の発⽣頻度はそれぞれ 69.5％, 54.5％, 

59.5％）ことから，がんの早期から中期において突然変異の数を増加させるような IDH1 の

変異以外の因⼦が患者の予後に影響を与えている可能性がある．しかしながら，本研究では

クラスター3 と 4 のサンプルで特異的に変異が⽣じた遺伝⼦を同定することはできなかっ

た． 
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LUSC および SKCM の VAF の分布が予後に及ぼす効果は，上記の 5 つのがんよ

りも複雑であった．LUSC のクラスター4 のサンプルは，クラスター1 のサンプルと⽐較し

て，予後が悪かった（P < 0.001）．SKCM のクラスター3 および 4 のサンプルは，クラスタ

ー2 のサンプルよりも予後が悪かった（P < 0.001, P = 0.001）．これらのがんでは，がんの

悪性度を増⼤させるサブクローナルな細胞集団の増加によって予後が悪化すると推測され

た． 

 

3.3.5 決定⽊による分類 

本研究で⽤いた 3 つのパラメータを⽤いることで，ITH に基づいた予後予測を⾏うことが

できる．新規サンプルを，本研究で⽤いた 5 つのクラスターのいずれかに分類するための

簡単な分割基準を⽣成するために，決定⽊分析（classification and regression tree, CART）

を⾏った．まず，複雑な決定⽊を構築し，複雑度パラメータ（complex parameter, cp）= 0.1

を⽤いて分岐を枝刈りした（図 3-9）[74]．さらに，サンプルを 5 つのクラスターのいずれ

か 1 つに分類するアルゴリズムの分類精度を検証するために，10-fold 交差検定を⾏った．

交差検証による最⼤精度は 80.7％であり，平均精度（±SD）は 76.8％（±2.0％）であった．

この結果は，3 つのパラメータから計算された決定⽊モデルが，任意のサンプルを 5 つのク

ラスターのうちいずれか 1 つのクラスターに分類するためにある程度まで使⽤できること

を⽰している． 
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図 3-9 サンプルを VAF の分布に基づく 5 つのクラスターに分類するための決定⽊ 

MF 変異の VAF の分布に由来する 3 つのパラメータを⽤いて構築した決定⽊を⽰す．決定

⽊中の数式は，サンプルの分割基準を表す．ツリーの下部にあるノードは，5 つのクラスタ

ーとそれに対応する分類の精度（適合率と再現率）を⽰す． 
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3.4 考察 

がんは⼀般的に，ITH が進むほど予後が悪くなると考えられている[1, 6, 75, 76]．これまで

の研究では，ITH を定量化するための 1 次元の指標を⽤いて ITH と予後との関係を分析し

てきた[23, 56, 77]．これらの研究の中で Andor らは，腫瘍細胞のサブクローン数と予後と

の間に⾮線形の関係があることを⽰した[55]．そのため，ITH と予後との関係をより詳細

に分析するためには⼀次元の指標ではなく，多次元的な観点から評価する必要があると考

えた．本研究では多次元的に ITH を評価するために，各サンプルの持つ変異の VAF の分布

の形状を⽤いて解析を⾏った．VAF の分布の形状を定義する 3 種類のパラメータを使⽤し，

これらのパラメータに基づいてサンプルを 5 つのクラスターに分類した．クラスター数に

関しては 3 から 6 まで検討を⾏ったが，クラスター数を 5 つにしたときに最も予後に差が

出るがんの種類が多かったことから，本研究ではクラスター数＝5 を⽤いた．各クラスター

に属するサンプルには特徴的な遺伝的性質および臨床的性質があり，各がん種における進

化経路を推測するためにこれらの特徴を使⽤した．さらに，各がん種ついて⽣存時間分析を

⾏い，7 種類のがんで予後と有意に関連しているクラスターがあることを⾒出した．この結

果より，VAF の分布を⽤いることで，がん細胞にとって好ましい進化の状態を予測するこ

とが可能であると考えられた．また，予後と関連する VAF の分布はがんの種類によって⼤

きく異なることを⾒出した．すなわち，がん細胞はその進⾏に伴い複数の突然変異を蓄積す

ると考えられているが，より多くの突然変異が必ずしもより悪い予後に関連するとは限ら

ないことが分かった．本研究の結果に基づき，以下 3 種類のがん（メラノーマ，肺腺がん，

肺扁平上⽪がん）の進化についての考察を⾏う． 

 SKCM（メラノーマ）については，VAF の分布に基づく分析から顕著な結果を得

た．これまでの研究から，メラノーマは⾮常に悪性度の⾼いがんであり，主たる発がん原因

である UV の影響により発がん時に数多くの突然変異を有していることが⽰されている[61, 

78‒80]．メラノーマはがんの中でも進⾏が早く，体内の様々な組織に転移しやすい傾向があ
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り，がん細胞内の変異組成の変化による薬剤耐性をもたらす[55, 81]．本研究の結果は，多

くのメラノーマサンプルが発がんに先⽴って蓄積された多数の突然変異を有することを⽰

した．興味深いことに，変異の数が少ないサンプルは，多数の突然変異を有するサンプルよ

りも予後が悪かった．変異スペクトラムの結果を考慮すると，突然変異の少ないサンプルが

持つ変異の多くは，がん発⽣の初期段階ではなく後期に起こると推測された．また，クラス

ター2, 4 のサンプルの割合は，低ステージのがんよりも⾼ステージのがんで有意に⾼かっ

た．これらの結果から，次のようなメラノーマの遺伝的進化の仮説を提唱した：メラノーマ

は，ドライバー遺伝⼦である BRAF を含む多数の遺伝⼦変異によって⽣じ（クラスター1 お

よび 2）[80]，進化過程の選択圧下で特定の突然変異を有する細胞が選択される．その中で，

より少数の変異を有する悪性度の⾼い細胞が細胞集団を占有する結果，予後不良となる（ク

ラスター3 および 4）．この仮説を元にすると，変異の少ないサンプルではドライバー遺伝

⼦の変異頻度が⾮常に低かったことから，ドライバー遺伝⼦以外のゲノム異常がメラノー

マの進化に関与している可能性が考えられる． 

 LUAD（肺腺がん）と LUSC（肺扁平上⽪がん）は肺がんの中で⾮⼩細胞肺がん

（non-small cell lung cancer, NSCLC）に分類されるがんであり，これらのがんはメラノー

マと同様に多数のクローナル変異を有していることが知られている[24]．近年では，NSCLC

治療における免疫チェックポイント阻害剤に対する応答を評価するためのバイオマーカー

として，TMB が使⽤されている[82]．以前の研究では，NSCLC における⾼ TMB が予後

不良と関連していることが⽰されており[83]，肺腺がんではより多くの突然変異を有するサ

ンプル（クラスター1 および 2）が予後不良であるという本研究の結果と⼀致していた．し

たがって，肺腺がんでは変異が⽣じるタイミングではなく変異の数が予後に⼤きな影響を

及ぼす可能性がある．この原因の⼀部は喫煙習慣であり，喫煙により細胞内に徐々に変異が

蓄積し，がん細胞の悪性度が上昇していくと考えられる．肺腺がんとは逆に肺扁平上⽪がん

では，選択圧下でより悪性度の⾼いがん細胞が細胞集団中で増⼤した場合（クラスター4），
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多数のクローナル変異（クラスター1）を有するサンプルよりも予後が悪くなると推測され

た． 

 本研究で⽤いた 3 つのパラメータをそれぞれ個別に使⽤した場合においても，が

ん患者の予後をある程度予測することは可能である．しかし，単⼀のパラメータではがん細

胞の進化過程を同時に推測することは難しい．例えば，変異の数と予後との間に関連が検出

された場合，その変異の出現タイミングを推測することは困難であると考えられる．したが

って，予後とがんの進化過程との関連を明らかにするためには，がん細胞の多次元的な分析

を⾏う必要がある．本研究の⼿法を⽤いることでこの関係をより容易に推測することがで

きることから，この⼿法を応⽤することでがんの予後予測や治療ターゲットの探索に適⽤

することができると考えられる． 

この研究では，各サンプルの SNV を使⽤して 16 種類のがんを分析したが，16 種

類すべてのがんにおける VAF の分布と予後との関係を⾒出すことはできなかった．この理

由として，PRAD（前⽴腺がん）や THCA（甲状腺がん）は⾮常に予後が良いがんであるた

め，クラスター間で予後に差が⾒られなかったと考えられる．また，BRCA（乳がん）には

⽣物学的特徴の異なる複数のサブタイプが含まれており，サブタイプによって予後に差が

あることが知られているため[13, 14]，各サンプルに付随するサブタイプ情報を考慮した解

析が必要であったと考えられる．加えて，本研究で⽤いた変異は SNV のみであるが，この

情報だけでは予後との関係を解析するには不⼗分であった可能性がある．がんの進化過程

と予後への影響をより詳細に理解するためには，短い挿⼊・⽋失や CNV などのゲノムに⽣

じうる網羅的な変異を⽤いて解析する必要がある．最近の研究によると，CNV はがん遺伝

⼦の変異アレルに対して多くの場合正の選択圧がかかっていることが⽰されており[84]，

CNV ががんの進化に⼤きな影響を及ぼしていることが⽰唆されている．また，変異スペク

トラムよりも詳細な変異パターンである変異 signature や個々の遺伝⼦の発現パターンを考

慮することで，VAF の分布の形状に対する⽣物学的な意味付けができると考えられる．VAF
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の分布の意味付けに加え，特定の形状の VAF の分布を特徴づける遺伝的性質（例えば突然

変異遺伝⼦，転写調節領域における突然変異の蓄積，エピジェネティック修飾の変化等）を

同定することができれば，その特徴をより正確な予後予測因⼦または診断マーカーとして

使⽤することができるだろう． 
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4 章 総括および展望 

本研究の最終的な⽬標は，「がんの ITH や進化過程に基づく最適な治療法の確⽴」である．

すなわち，がん細胞の増殖に伴う変異の蓄積過程において，⽣物学的特徴を⼤きく変化させ

る可能性のある遺伝⼦やその出現タイミングを同定することが重要であると考える．2 章で

は乳がんのサンプルを⽤いて ITH を考慮した予後解析を⾏ったが，がんの種類によって予

後に影響を及ぼす進化過程は異なるという知⾒に基づくと，他のがんについても個別の解

析を⾏うことでがん種特異的な因⼦の同定が可能になるだろう．このような解析により，治

療ターゲットとなる新たな遺伝⼦が⾒つかるだけでなく，進化過程を元にした新しいがん

の分類ができるのではないかと考える．例えば，乳がんのサブタイプの 1 つであるトリプ

ルネガティブ型の乳がんは，他のサブタイプの乳がんと異なりホルモン療法や抗 HER2 療

法の効果が低く，治療が難しいとされる．最近の研究ではトリプルネガティブ型乳がんの中

には様々なタイプの乳がんが含まれており，薬剤感受性が異なることが⽰唆されている[85, 

86]．そのため，がんの進化過程を元にすることで，効果的でかつ副作⽤の少ない治療を⾏

うためのトリプルネガティブ型乳がんの新しい分類が可能になるかもしれない． 

また 3 章では，がんの進化過程を考察するにあたって VAF の分布と予後との関係

を解析した．このような知⾒に基づいてがん患者にとって最適な治療法を探索する場合に

は，変異遺伝⼦の情報に加えて各患者がどのような治療法を受け，どのような薬を使⽤した

かについても考慮する必要がある．先⾏研究では，低悪性度グリオーマ患者にテモダール

（⼀般名：テモゾロミド）を投与した後にがん細胞内でサブクローナル変異が著しく増加し

たという結果が⽰されている[24]．⼀⽅で，変異の数が増えることで体内の免疫システムが

過剰に反応し，免疫チェックポイント阻害薬の効果が上昇するという知⾒もある[87]．した

がって，遺伝⼦変異ががん細胞に及ぼす効果だけでなく，治療法に対するがん細胞や体内の

反応についても知⾒を得る必要があるだろう． 

本研究の妥当性を評価するためには独⽴した別データを⽤いた確認を⾏う必要が
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ある．⼀般的な ITH の解析では腫瘍の多領域サンプリングデータを⽤いたり，シングルセ

ル解析由来のデータを⽤いたりすることで，ある変異ががん細胞においてがん発⽣初期に

⽣じた変異なのか後期に局所的に⽣じた変異なのかを判断しがんの進化過程を推測する．

このようなデータは TCGA のようなバルクデータと異なりがんの進化過程に関して明らか

な知⾒を得ることができるが，⼗分なサンプルサイズを得にくいという⽋点がある．したが

って，多領域サンプリングデータやシングルセル解析データによって推測されたがんの進

化過程を⽤いて，TCGA や ICGC 等に蓄積されている⼤量のバルクデータによる解析での

妥当性を⽰す必要があると考える． 
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補⾜図 3-1 VAF 分布の 5 つのクラスター間の CNV abundance の⽐較 

各クラスターにおける CNV abundance を⽰す。ANOVA により CNV abundance の⽐較を

⾏い、続いて Tukey 法によって多重⽐較を⾏った。P 値に応じて*を付した：* P <0.05, ** P 

<0.01, *** P <0.001。  



 
 

補⾜図 3-2 各クラスターの変異スペクトラムの⽐較 

13 種類のがんにおける 6 種類の突然変異スペクトラムの割合を⽰す。 



補足表1　各がんの臨床データとVAF分布のパラメータ

BLCA BRCA CESC COAD GBM HNSC KIRC LGG LIHC LUAD LUSC OV PRAD SKCM THCA UCEC
sanple size (total n=6,178) 400 935 274 265 137 478 304 474 349 471 459 155 459 445 295 164
gender
  male (n (%)) 105 (26) 924 (99) 274 (100) 122 (46) 48 (35) 127 (27) 109 (36) 213 (45) 112 (32) 250 (53) 116 (25) 155 (100) 0 (0) 167 (38) 213 (72) 164 (100)
  female (n (%)) 295 (74) 11 (1) 0 (0) 143 (54) 89 (65) 351 (73) 195 (64) 261 (55) 237 (68) 221 (47) 343 (75) 0 (0) 459 (100) 278 (62) 82 (28) 0 (0)
age (mean±sda) 68.62±10.53 59.06±13.05 48.66±13.76 65.9±13.17 61.26±13.08 61.59±11.84 60.62±12.3 44.43±13.07 59.71±13.32 65.94±10.03 67.83±8.67 58.85±11.23 61.67±6.76 58.75±15.71 50.8±15.89 66.29±11.37
tumor stage
  stage I 1 154 0 39 0 24 167 0 164 251 222 0 0 75 142 0
  stage II 128 541 0 102 0 66 30 0 79 110 151 0 0 135 33 0
  stage III 137 202 0 78 0 75 65 0 81 79 76 0 0 165 76 0
  stage IV 132 18 0 36 0 247 40 0 5 25 6 0 0 20 44 0
  unknown 2 20 274 10 137 66 2 474 20 6 4 155 459 50 0 164
MF mutations
  total number 36,906 30,380 20,951 39,774 7,867 26,676 6,018 9,927 13,939 53,256 49,181 7,331 7,839 98,939 1,685 58,884
  median number (median (range)) 66 (5-1,397) 17 (2-2,213) 34 (5-4,278) 46 (15-3,594) 18 (3-4,730) 38.5 (3-1,056) 18 (3-183) 11 (2-4,301) 32 (3-542) 76 (3-769) 85 (3-1,009) 34 (2-328) 10 (2-2,432) 118 (2-5,292) 5 (2-31) 32 (3-5,086)
  median of VAF peaks (median (range)) 0.28 (0.07-0.63) 0.28 (0.08-1.05) 0.33 (0.11-0.69) 0.33 (0.04-0.53) 0.45 (0.09-0.91) 0.26 (0.07-1) 0.38 (0.08-1.28) 0.34 (0.05-0.63) 0.37 (0.07-0.67) 0.26 (0.08-0.87) 0.27 (0.09-1.18) 0.22 (0.06-0.95) 0.21 (0.05-0.56) 0.36 (0.13-0.98) 0.34 (0.04-0.62) 0.37 (0.06-0.89)
  median of MATH scores (median (range)) 0.28 (0.04-0.58) 0.26 (0-0.83) 0.23 (0.01-0.6) 0.22 (0.07-0.6) 0.13 (0.02-0.64) 0.23 (0.06-0.73) 0.17 (0.02-0.72) 0.26 (0.01-0.76) 0.18 (0.03-0.78) 0.29 (0-0.66) 0.28 (0.01-0.66) 0.37 (0.01-0.74) 0.25 (0.01-0.72) 0.19 (0.01-0.65) 0.24 (0-0.87) 0.22 (0-0.67)

a. sd means standard deviation



補足表2　各がんの5クラスターの臨床的特徴と遺伝的特徴

Cancer type 1 2 3 4 5 P -valuea

BLCA (n = 400) 95 189 58 35 23
gender
  male (%) 74 (25) 143 (48) 44 (15) 16 (5) 18 (6)
  female (%) 21 (20) 46 (44) 14 (13) 19 (18) 5 (5) 0.078
age (mean±sd) 68.56±10.16 70.12±10.38 64.45±10.95 67.9±9.9 68.24±11.03 0.041*
tumor stage
  stage I/II 32 54 26 13 4
  stage III/IV 63 134 31 22 19 0.194
  unknown 0 1 1 0 0
CNV abundance (mean±sd) 0.281±0.165 0.346±0.176 0.174±0.167 0.286±0.188 0.179±0.162 0.001**

BRCA (n = 935) 54 115 268 304 194
gender
  male (%) 0 (0) 2 (18) 4 (36) 3 (27) 2 (18)
  female (%) 54 (6) 113 (12) 264 (29) 301 (33) 192 (21) -
age (mean±sd) 62.06±13.18 60.24±12.67 60.39±13.11 57.88±12.78 57.48±13.29 0.061
tumor stage
  stage I/II 42 84 188 233 148
  stage III/IV 11 26 71 69 43 0.682
  unknown 1 5 9 2 3
CNV abundance (mean±sd) 0.357±0.205 0.361±0.207 0.271±0.173 0.252±0.176 0.285±0.191 <0.001***

CESC (n = 274) 61 64 70 59 20
gender
  male (%) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
  female (%) 61 (22) 64 (23) 70 (26) 59 (22) 20 (7) -
age (mean±sd) 48.58±13.25 53.1±13.75 46.54±13.89 47.23±13.03 46.26±14.89 0.084
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 61 64 70 59 20
CNV abundance (mean±sd) 0.217±0.160 0.296±0.164 0.256±0.167 0.288±0.159 0.260±0.186 0.190

COAD (c = 265) 88 76 56 19 26
gender
  male (%) 47 (33) 39 (27) 34 (24) 11 (8) 12 (8)
  female (%) 41 (34) 37 (30) 22 (18) 8 (7) 14 (11) 0.740
age (mean±sd) 67.03±13.19 66.57±13.18 66.86±12.47 61.82±14.11 61.11±13.28 0.196
tumor stage
  stage I/II 57 35 33 8 8
  stage III/IV 28 37 23 11 15 0.100
  unknown 3 4 0 0 3
CNV abundance (mean±sd) 0.144±0.159 0.238±0.136 0.223±0.123 0.238±0.154 0.271±0.128 <0.001***

GBM (n = 137) 3 1 109 17 7
gender
  male (%) 1 (1) 0 (0) 75 (84) 7 (8) 6 (7)
  female (%) 2 (4) 1 (2) 34 (71) 10 (21) 1 (2) 0.181
age (mean±sd) 40.37±14.72 69.65±NA 61.9±12.05 59.77±16.75 62.7±13.97 0.110
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 3 1 109 17 7
CNV abundance (mean±sd) 0.194±0.050 0.152 0.202±0.098 0.238±0.182 0.272±0.178 0.122

HNSC (n = 478) 106 158 68 106 40
gender

Cluster



  male (%) 77 (22) 111 (32) 53 (15) 77 (22) 33 (9)
  female (%) 29 (23) 47 (37) 15 (12) 29 (23) 7 (6) 0.648
age (mean±sd) 62.59±10.64 63.69±11.24 61.04±11.14 59.14±12.71 58.12±14.28 0.041*
tumor stage
  stage I/II 19 25 11 23 12
  stage III/IV 68 115 45 70 24 0.404
  unknown 19 18 12 13 4
CNV abundance (mean±sd) 0.281±0.166 0.254±0.155 0.229±0.122 0.195±0.141 0.241±0.187 0.001**

KIRC (n = 304) 2 6 194 79 23
gender
  male (%) 0 (0) 4 (2) 129 (66) 48 (25) 14 (7)
  female (%) 2 (2) 2 (2) 65 (60) 31 (28) 9 (8) 621.000
age (mean±sd) 65.87±17.14 73.86±10.07 60.52±12.12 59.61±12.39 61.01±12.6 0.117
tumor stage
  stage I/II 1 3 129 52 12
  stage III/IV 1 3 63 27 11 0.559
  unknown 0 0 2 0 0
CNV abundance (mean±sd) 0.137±0.106 0.282±0.123 0.140±0.100 0.145±0.147 0.190±0.176 0.513

LGG (n = 474) 2 3 194 139 136
gender
  male (%) 1 (0) 1 (0) 101 (39) 81 (31) 77 (30)
  female (%) 1 (0) 2 (1) 93 (44) 58 (27) 59 (28) 0.740
age (mean±sd) 41.55±9.03 63.15±8.82 45.61±13.04 44.28±13.71 42.52±12.14 0.075
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 2 3 194 139 136
CNV abundance (mean±sd) 0.180±0.164 0.269±0.177 0.118±0.080 0.120±0.105 0.087±0.070 0.001**

LIHC (n = 349) 53 51 166 55 24
gender
  male (%) 44 (19) 31 (13) 109 (46) 37 (16) 16 (7)
  female (%) 9 (8) 20 (18) 57 (51) 18 (16) 8 (7) 0.250
age (mean±sd) 64.06±10.44 62.14±10.68 59.23±12.97 57.69±15.33 52.91±17.66 0.041*
tumor stage
  stage I/II 37 37 114 34 21
  stage III/IV 15 11 37 20 3 0.316
  unknown 1 3 15 1 0
CNV abundance (mean±sd) 0.249±0.151 0.349±0.155 0.251±0.136 0.196±0.164 0.301±0.199 0.152

LUAD (n = 471) 121 217 30 54 49
gender
  male (%) 69 (31) 95 (43) 14 (6) 26 (12) 17 (8)
  female (%) 52 (21) 122 (49) 16 (6) 28 (11) 32 (13) 0.241
age (mean±sd) 64.98±10.00 65.35±10.09 72.25±9.33 66.57±9.69 66.39±9.54 0.041*
tumor stage
  stage I/II 90 169 23 46 33
  stage III/IV 27 47 6 8 16 0.404
  unknown 4 1 1 0 0
CNV abundance (mean±sd) 0.287±0.162 0.277±0.187 0.221±0.121 0.182±0.149 0.257±0.170 0.006**

LUSC (n = 459) 163 253 19 11 13
gender
  male (%) 114 (33) 199 (58) 15 (4) 8 (2) 7 (2)
  female (%) 49 (42) 54 (47) 4 (3) 3 (3) 6 (5) 0.250
age (mean±sd) 67.13±8.2 68.46±8.66 64.55±12.38 72.76±4.25 64.76±8.94 0.075
tumor stage
  stage I/II 123 209 18 11 12
  stage III/IV 38 42 1 0 1 0.194



  unknown 2 2 0 0 0
CNV abundance (mean±sd) 0.416±0.154 0.360±0.193 0.384±0.244 0.164±0.195 0.251±0.207 <0.001***

OV (n = 155) 5 42 34 21 53
gender
  male (%) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
  female (%) 5 (3) 42 (27) 34 (22) 21 (14) 53 (34) -
age (mean±sd) 61.72±16.28 57.89±11.92 54.82±8.57 62.3±12.65 60.56±10.65 0.117
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 5 42 34 21 53
CNV abundance (mean±sd) 0.602±0.142 0.556±0.121 0.445±0.147 0.501±0.122 0.500±0.138 0.123

PRAD (n = 459) 4 3 98 204 150
gender
  male (%) 4 (1) 3 (1) 98 (21) 204 (44) 150 (33)
  female (%) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-) -
age (mean±sd) 64.88±9.74 67.24±8.55 62.04±6.75 61.35±6.97 61.64±6.38 0.455
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 4 3 98 204 150
CNV abundance (mean±sd) 0.158±0.152 0.118±0.098 0.128±0.102 0.082±0.091 0.088±0.099 0.004**

SKCM (n = 445) 258 98 47 34 8
gender
  male (%) 165 (59) 61 (22) 27 (10) 18 (6) 7 (3)
  female (%) 93 (56) 37 (22) 20 (12) 16 (10) 1 (1) 0.621
age (mean±sd) 58.79±16.59 58.12±15.31 56.21±14.69 63.85±11.49 58.62±9.03 0.309
tumor stage
  stage I/II 141 34 22 9 4
  stage III/IV 90 52 18 21 4 0.007**
  unknown 27 12 7 4 0
CNV abundance (mean±sd) 0.298±0.174 0.305±0.224 0.311±0.169 0.301±0.207 0.371±0.198 0.490

THCA (n = 295) 0 0 121 81 93
gender
  male (%) 0 (0) 0 (0) 34 (41) 19 (23) 29 (35)
  female (%) 0 (0) 0 (0) 87 (41) 62 (29) 64 (30) 0.648
age (mean±sd) - - 47.29±14.84 52.67±15.57 52.06±17.02 0.075
tumor stage
  stage I/II 0 0 65 48 62
  stage III/IV 0 0 56 33 31 0.316
  unknown 0 0 0 0 0
CNV abundance (mean±sd) - - 0.018±0.057 0.012±0.033 0.015±0.043 0.363

UCEC (n = 164) 60 12 37 30 25
gender
  male (%) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
  female (%) 60 (37) 12 (7) 37 (23) 30 (18) 25 (15) -
age (mean±sd) 64.25±12.7 70.73±12.31 69.91±9.73 64.2±9.26 66.15±11.06 0.112
tumor stage
  stage I/II 0 0 0 0 0
  stage III/IV 0 0 0 0 0 -
  unknown 60 12 37 30 25
CNV abundance (mean±sd) 0.058±0.109 0.437±0.232 0.285±0.211 0.307±0.211 0.426±0.158 <0.001***

a. FDR adjusted P values; * P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001



補足図3　単変量Cox回帰分析の結果

Cancer Variables HR (95% CI) P -valuea, b

BLCA cluster 1 (vs cluster 2) 0.866 (0.589-1.273) 0.464
cluster 3 (vs cluster 2) 1.288 (0.832-1.994) 0.256
cluster 4 (vs cluster 2) 1.274 (0.764-2.124) 0.353
cluster 5 (vs cluster 2) 1.510 (0.840-2.715) 0.168

BRCA cluster 1 (vs cluster 2) 0.869 (0.343-2.203) 0.767
cluster 3 (vs cluster 2) 0.759 (0.425-1.355) 0.351
cluster 4 (vs cluster 2) 0.964 (0.559-1.664) 0.896
cluster 5 (vs cluster 2) 0.914 (0.505-1.656) 0.768

CESC cluster 1 (vs cluster 2) 1.256 (0.603-2.614) 0.543
cluster 3 (vs cluster 2) 1.707 (0.811-3.593) 0.159
cluster 4 (vs cluster 2) 1.272 (0.588-2.751) 0.541
cluster 5 (vs cluster 2) 1.485 (0.529-4.172) 0.453

COAD cluster 1 (vs cluster 2) 1.054 (0.557-1.993) 0.871
cluster 3 (vs cluster 2) 0.678 (0.318-1.448) 0.316
cluster 4 (vs cluster 2) 1.459 (0.570-3.738) 0.431
cluster 5 (vs cluster 2) 1.555 (0.664-3.644) 0.310

HNSC cluster 1 (vs cluster 2) 0.943 (0.658-1.351) 0.749
cluster 3 (vs cluster 2) 0.810 (0.522-1.256) 0.346
cluster 4 (vs cluster 2) 0.764 (0.521-1.122) 0.170
cluster 5 (vs cluster 2) 0.688 (0.382-1.239) 0.213

LIHC cluster 1 (vs cluster 2) 1.706 (0.899-3.238) 0.102
cluster 3 (vs cluster 2) 0.907 (0.526-1.564) 0.726
cluster 4 (vs cluster 2) 1.043 (0.526-2.066) 0.905
cluster 5 (vs cluster 2) 0.789 (0.326-1.911) 0.600

LUAD cluster 1 (vs cluster 2) 0.929 (0.646-1.335) 0.691
cluster 3 (vs cluster 2) 0.737 (0.382-1.425) 0.365
cluster 4 (vs cluster 2) 0.951 (0.576-1.569) 0.844
cluster 5 (vs cluster 2) 0.663 (0.391-1.125) 0.128

LUSC cluster 1 (vs cluster 2) 0.889 (0.654-1.207) 0.449
cluster 3 (vs cluster 2) 0.991 (0.461-2.129) 0.982
cluster 4 (vs cluster 2) 4.752 (2.280-9.904) <0.001***
cluster 5 (vs cluster 2) 1.428 (0.663-3.075) 0.363

OV cluster 3 (vs cluster 2) 1.338 (0.761-2.354) 0.312
cluster 4 (vs cluster 2) 1.616 (0.798-3.274) 0.183
cluster 5 (vs cluster 2) 1.052 (0.596-1.858) 0.861

SKCM cluster 1 (vs cluster 2) 1.557 (1.068-2.269) 0.021*
cluster 3 (vs cluster 2) 3.908 (2.384-6.408) <0.001***
cluster 4 (vs cluster 2) 2.709 (1.543-4.755) 0.001**

UCEC cluster 1 (vs cluster 2) 0.604 (0.115-3.176) 0.552
cluster 3 (vs cluster 2) 1.883 (0.393-9.026) 0.429
cluster 4 (vs cluster 2) 1.812 (0.376-8.720) 0.459
cluster 5 (vs cluster 2) 2.254 (0.467-10.882) 0.312

a. * P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001
b. Where variables did not satisfy the proportional-hazards assumption for the Cox model (P  < 0.05), the P -values are colored red.



補足図4　多変量Cox回帰分析の結果

Cancer Variables HR (95% CI) P -valuea, b

BLCA cluster 2 (vs cluster 1) 1.121 (0.761-1.651) 0.564
cluster 3 (vs cluster 1) 1.827 (1.099-3.035) 0.020*
cluster 4 (vs cluster 1) 1.592 (0.896-2.826) 0.113
cluster 5 (vs cluster 1) 1.398 (0.740-2.643) 0.302
age 1.033 (1.017-1.050) <0.001***
stage (I, II vs III, IV) 2.080 (1.431-3.024) <0.001***
gender (male vs female) 0.919 (0.658-1.284) 0.622

BRCA cluster 1 (vs cluster 3) 1.872 (0.764-4.590) 0.170
cluster 2 (vs cluster 3) 1.720 (0.929-3.185) 0.084
cluster 4 (vs cluster 3) 1.583 (0.973-2.577) 0.065
cluster 5 (vs cluster 3) 1.689 (0.978-2.919) 0.060
age 1.035 (1.021-1.050) <0.001***
stage (I, II vs III, IV) 2.758 (1.910-3.984) <0.001***

CESC cluster 1 (vs cluster 2) 1.293 (0.620-2.695) 0.494
cluster 3 (vs cluster 2) 1.878 (0.887-3.977) 0.099
cluster 4 (vs cluster 2) 1.369 (0.629-2.981) 0.428
cluster 5 (vs cluster 2) 1.664 (0.586-4.723) 0.339
age 1.015 (0.997-1.035) 0.110

COAD cluster 1 (vs cluster 3) 1.566 (0.766-3.203) 0.219
cluster 2 (vs cluster 3) 1.221 (0.554-2.691) 0.621
cluster 4 (vs cluster 3) 2.016 (0.73-5.57) 0.176
cluster 5 (vs cluster 3) 2.048 (0.776-5.409) 0.148
age 1.027 (1.004-1.05) 0.019*
stage (I, II vs III, IV) 2.866 (1.637-5.017) <0.001***
gender (male vs female) 1.3 (0.756-2.237) 0.343

GBM cluster 4 (vs cluster 3) 1.626 (0.89-2.969) 0.114
age 1.027 (1.009-1.045) 0.004**
gender (male vs female) 0.862 (0.568-1.309) 0.486

HNSC cluster 1 (vs cluster 4) 1.058 (0.658-1.702) 0.815
cluster 2 (vs cluster 4) 1.273 (0.834-1.943) 0.263
cluster 3 (vs cluster 4) 1.159 (0.679-1.980) 0.588
cluster 5 (vs cluster 4) 1.181 (0.618-2.257) 0.615
age 1.016 (1.001-1.031) 0.039*
stage (I, II vs III, IV) 1.899 (1.254-2.875) 0.002**
gender (male vs female) 0.750 (0.537-1.045) 0.089

KIRC cluster 3 (vs cluster 5) 1.469 (0.578-3.731) 0.419
cluster 4 (vs cluster 5) 1.829 (0.686-4.875) 0.228
age 1.057 (1.033-1.081) <0.001***
stage (I, II vs III, IV) 4.047 (2.454-6.676) <0.001***
gender (male vs female) 1.136 (0.696-1.856) 0.610

LGG cluster 3 (vs cluster 5) 1.762 (1.081-2.870) 0.023*
cluster 4 (vs cluster 5) 1.977 (1.176-3.326) 0.010*
age 1.056 (1.040-1.072) <0.001***
gender (male vs female) 1.108 (0.769-1.598) 0.582



LIHC cluster 1 (vs cluster 3) 2.359 (1.378-4.04) 0.002**
cluster 2 (vs cluster 3) 1.262 (0.706-2.255) 0.433
cluster 4 (vs cluster 3) 1.297 (0.721-2.335) 0.386
cluster 5 (vs cluster 3) 1.178 (0.527-2.63) 0.690
age 1.008 (0.993-1.024) 0.315
stage (I, II vs III, IV) 2.563 (1.727-3.804) <0.001***
gender (male vs female) 0.743 (0.493-1.12) 0.156

LUAD cluster 1 (vs cluster 5) 1.875 (1.048-3.354) 0.034*
cluster 2 (vs cluster 5) 1.889 (1.089-3.276) 0.024*
cluster 3 (vs cluster 5) 1.395 (0.622-3.128) 0.419
cluster 4 (vs cluster 5) 1.994 (0.988-4.025) 0.054
age 1.014 (0.999-1.03) 0.076
stage (I, II vs III, IV) 2.681 (1.936-3.711) <0.001***
gender (male vs female) 0.92 (0.673-1.258) 0.601

LUSC cluster 2 (vs cluster 1) 1.203 (0.882-1.641) 0.243
cluster 3 (vs cluster 1) 1.524 (0.691-3.363) 0.297
cluster 4 (vs cluster 1) 5.929 (2.765-12.71) <0.001***
cluster 5 (vs cluster 1) 1.799 (0.819-3.948) 0.143
age 1.017 (1-1.035) 0.054
stage (I, II vs III, IV) 1.779 (1.265-2.502) 0.001**
gender (male vs female) 1.195 (0.857-1.667) 0.295

OV cluster 2 (vs cluster 5) 1.057 (0.597-1.873) 0.849
cluster 3 (vs cluster 5) 1.238 (0.715-2.142) 0.446
cluster 4 (vs cluster 5) 1.389 (0.684-2.821) 0.364
age 1.034 (1.013-1.055) 0.001**

SKCM cluster 1 (vs cluster 2) 1.484 (0.984-2.239) 0.060
cluster 3 (vs cluster 2) 4.58 (2.684-7.814) <0.001***
cluster 4 (vs cluster 2) 2.837 (1.518-5.302) 0.001**
age 1.022 (1.012-1.033) <0.001***
stage (I, II vs III, IV) 1.619 (1.183-2.217) 0.003**
gender (male vs female) 1.106 (0.803-1.525) 0.537

THCA cluster 4 (vs cluster 1) 3.42 (0.807-14.498) 0.095
cluster 5 (vs cluster 1) 0.378 (0.038-3.752) 0.406
age 1.111 (1.039-1.188) 0.002**
stage (I, II vs III, IV) 2.536 (0.515-12.489) 0.252
gender (male vs female) 0.739 (0.141-3.863) 0.720

UCEC cluster 2 (vs cluster 1) 1.47 (0.271-7.972) 0.655
cluster 3 (vs cluster 1) 3.112 (1.005-9.641) 0.049*
cluster 4 (vs cluster 1) 2.887 (0.942-8.848) 0.064
cluster 5 (vs cluster 1) 3.441 (1.031-11.489) 0.045*
age 1.008 (0.973-1.045) 0.652

a. * P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001
b. Where variables did not satisfy the proportional-hazards assumption for the Cox model (P  < 0.05), the P -values are colored red.


