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テーシス要旨と参考論文リスト 

 

要旨 

 

【目的】 

乳腺の嚢胞内乳頭状腫瘍には良性の乳頭腫、悪性の上皮内乳頭癌、浸潤性乳頭癌が含ま

れ、術前の画像所見や病理所見によっても良悪性の鑑別が困難である。また、本病変につ

いての細胞遺伝学的研究は少ない。 

本研究の目的は、未だ不明な点の多い乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍についての細胞遺伝学的プ

ロファイルを、高密度一塩基多型 (SNP) マイクロアレイを用いた競合ゲノムハイブリダイ

ゼーション (CGH) という新しい技術によって明らかにすることにある。本研究により、臨

床的に良悪性の判断が難しい本疾患について、新たな診断手技開発の端緒となると考えた。

また、良性から悪性への進展に関わるメカニズムの解明にも貢献すると考えた。目的を達

成するためには、ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE)標本から抽出した劣化した DNA を

高密度 SNP マイクロアレイに適用するという技術的なハードルを越えなければならなかっ

た。 

 

【対象と方法】 

① 劣化した DNA の SNP マイクロアレイへの適用を検討するため、爪から抽出した DNA を用

いた家族性脳動静脈奇形（Arteriovenous malformation: AVM）家系のゲノムワイド連

鎖解析を行った。 

② 5 例の良性乳頭腫(Pap 群)、3 例の上皮内乳頭癌(purePC 群)、2 例の浸潤を伴う乳頭癌

(PCinv 群)を含む 10 例の嚢胞内乳頭状腫瘍について、FFPE 標本の腫瘍部と正常部から

DNA を抽出し、SNP マイクロアレイを用いたアレイ CGH を行った。 
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【結   果】 

① GeneChip の実験の質を示す指標である QC call rate は 96.05%から 80.07%、平均 91.79%

であった。ゲノムワイド連鎖解析の結果、5p13.2-q14.1, 15q11.2-q13.1, 18p11.32-14.1

の 3 箇所を疾患原因候補領域として同定した。これらの領域におけるマイクロサテライ

トマーカーを用いたハプロタイプ解析の結果は、SNP マイクロアレイを用いたハプロタ

イプ解析の結果と一致した。 

② 得られた QC call rate は、70.8%から 91.9%、平均で 80.7%であった。ゲノム全体にお

ける染色体構造変化を示した領域の割合は、Pap 群で 2.87%、purePC 群で平均 15.4%、

PCinv 群で 35.3%であった。悪性(PurePC 群＋PCinv 群)は統計学的有意差をもって、良

性(Pap 群)より多くの染色体構造変化を有し (P=0.016)、良性腫瘍から上皮内癌、浸潤

癌と進行するにつれて多くの染色体構造変化を獲得していた(P=0.043)。悪性群のなか

で最も高頻度（≧80%）に共有されている染色体構造変化は 3p21.31 と 3p14.2 のコピー

数が正常な loss of heterozygosity(LOH)と 20q13.13 の増幅であった。 

 

【考   察】 

爪から抽出した DNA を SNP マイクロアレイに適用したが、プロトコルの工夫により得ら

れた call rate は満足のいくものであった。爪から抽出した断片化 DNA を使用しても SNP

マイクロアレイでの解析は可能であると考えられた。 

劣化・断片化した爪 DNA の SNP マイクロアレイ使用が可能であったので、本研究の最大

の目的である乳腺嚢胞内乳頭状病変解析を FFPE 標本から抽出した DNA を用いて行った。得

られた QC call rate は高品質な DNA を用いた場合と比べて劣るものであったが、同一 FFPE

ブロックの正常部から抽出したゲノム DNA を対照に使うことにより、アレイ CGH の結果の

アーチファクトを抑えることが可能であった。今回の研究では、ゲノム不安定性の観点か

らは、乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍の乳頭癌はたとえ上皮内癌であったとしても、良性乳頭腫と

大きな違いがあることを明らかにした。これにより、術前の生検標本を用いたコピー数・ 
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LOH 解析により良悪性の診断を行い、不必要な外科的介入を避けられる可能性が示唆された。

さらに、その他の組織型・癌腫についても、マイクロアレイを用いることによりゲノム不

安定性を定量的に解析することが可能であり、癌の予後因子・治療効果予測因子として有

用であると思われる。また、悪性群の中で最も高頻度に共有されているゲノム構造変化と

して 3p21.31 領域と 3p14.2 領域のコピー数が正常な LOH と 20q13.13 領域の増幅が明らか

になった。これらの生物学的意義については、今後さらなる検討を進めていかなければな

らない。 
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第1章   緒言 

 

1-1 乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍について 

 乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍とは、乳腺に生じた嚢胞の壁から発生した腫瘍である。この中に

は良性腫瘍である嚢胞内乳頭腫と悪性腫瘍である嚢胞内乳頭癌が含まれ、それぞれ乳腺良

性腫瘍の約 10%、乳腺悪性腫瘍の約 1%を占めるとされているが (Fayanju et al. 2007, Di 

Cristofano et al. 2005)、近年のマンモグラフィ検診および乳腺エコー検診の普及により、

その割合は増加傾向にあると思われる。嚢胞内乳頭癌は稀な疾患であるが、高齢の女性に

多く発生し、乳房内の腫瘤の自覚や血性乳汁分泌を主訴に発見されることが多い。外科的

切除を含む適切な治療が施された場合は良好な予後が望めるが (Grabowski et al. 2008)、

発見時にすでに所属リンパ節や遠隔臓器への転移を来していた症例も報告されている

(Okita et al. 2005, Mulligan and O'Malley 2007, Solorzano et al. 2002)。 

乳腺腫瘍のマネジメントにおいて、外科的切除の適応はマンモグラフィ・乳腺エコー・

MRI などの画像診断と、穿刺吸引細胞診や針生検による病理診断を総合的に判断して決定

される。当然、良性と診断されれば切除の必要はないが、悪性と診断されれば切除が必要

となる。しかし、乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍は、特徴的な画像所見に乏しく、細胞異形も少な

いため、前述の診断手技を用いても術前に良悪性の鑑別を行うことは困難であることが多

い (Douglas-Jones and Verghese 2002) (図 1－1）。われわれの経験した症例も全て切除生

検による最終診断が行われており (表 1－1)、不必要な外科的切除を回避するためにも新た

な診断手技が望まれている。 
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図 1－1 乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍の概要 

 

 

 

 

表 1－1 当科で経験した乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍 
 Clinicopathological fidings 

Case Diagnosis age Size of cyst 

(mm) 

MMG US FNAC Receptor status 

1 Pap 43 80 Category 3 Category 3 Class 2 ER(+) 

2 Pap 38 10 Category 1 Category 3 Class 3 NaN 

3 Pap 49 25 Category 3 Category 3 Class 3 NaN 

4 Pap 38 70 Category 3 Category 3 Class 2 NaN 

5 Pap 49 75 Category 3 Category 3 Class 2 NaN 

6 PurePC 61 31 Category 4 Category 3 Class 4 ER(+), HER2(1+) 

7 PurePC 58 49 Category 3 Category 4 Class 4 ER(+) 

8 PurePC 43 16 Category 2 Category 4 Class 4 ER(+), HER2(1+) 

9 PCinv 60 96 NaN Category 4 Class 1 ER(-), HER2(1+) 

10 PCinv 72 19 Category 4 Category 4 Class 5 ER(+), HER2(1+) 

Pap: intracystic papilloma, Pure PC: intracystic papillary carcinoma in situ, PC inv: intracystic papillary 

carcinoma with invasion, MMG: the mammographic features evaluated according to the BI-RADS, US: the 

ultrasonographic features evaluated according to diagnostic guideline of JABTS, FNAC: the cytological features of 

fine needle aspiration cytology, ER: the status of estrogen receptor, HER2: the status of HER2/neu receptor, NaN: 

not analysed 
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図 1－1 診断に苦慮した乳腺嚢胞内乳頭腫 
画像診断上は悪性を否定できず、穿刺吸引細胞診・針生検による組織診では悪性の疑いであっ

たが、切除標本による最終診断は良性の乳頭腫であった。 
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1-2 癌のゲノム不安定性について 

 ゲノム不安定性は悪性腫瘍における大きな生物学的特徴のひとつである。ゲノム不安定

性は様々な評価法があるが、最も主要な評価のひとつが染色体の構造や数の変化に代表さ

れる染色体不安定性である (Negrini et al.)。以前より造血器悪性腫瘍においては転座や欠

失などの染色体不安定性が多くみられることが知られていたが、これまでの研究により固

形癌においても同様の変化が多くみられ、発癌や悪性化の進展に大きな影響を与えている

ことが明らかになってきた (Mitelman et al. 2004)。 

乳癌においても、染色体不安定性と生物学的および臨床的な悪性度との関連が数多く報

告されている。乳癌を細胞遺伝学的なプロファイルでクラスタリングした場合、最も染色

体不安定性が高いサブクラスはテロメアの短小化や RB パスウェイの異常と強く関連して

いた (Fridlyand et al. 2006)。同様のクラスタリング手法を用いた別の報告では、各々のサ

ブクラスは ER や HER2 などレセプター発現状況、病理学的グレード、遺伝子発現プロフ

ァイルによる intrinsic subtype と関連していた (Andre et al. 2009)。また、乳癌を免疫染

色パターンで分類した場合、HER2 陽性のサブクラスは高度の遺伝子増幅を示し、トリプ

ルネガティブ（ER, PgR, HER2 のいずれもが陰性）のサブクラスは高い染色体不安定性を

示した  (Hu et al. 2009, Melchor et al. 2008)。染色体欠失の帰結としての loss of 

heterozygosity (LOH) についても、その出現率と腫瘍の大きさ、核グレードとの関連が報

告されている (Loo et al. 2008)。 

乳腺の良性腫瘍における細胞遺伝学的解析の報告は、乳癌についての報告と比べると少

ない。乳腺良性腫瘍で最も頻度の高い線維腺腫についても、これまでに 40 例程度の報告し

かなされていない (Reis-Filho et al. 2005)。約 2/3 の症例でコピー数異常を認めたが、一腫

瘍あたり平均 4 箇所と僅かなものであった。一方、良悪性境界病変である葉状腫瘍につい

ては、良性葉状腫瘍では線維腺腫と同様に染色体不安定性を認めなかったが、悪性葉状腫

瘍では多くの染色体構造変化を認めたとの報告がある (Lu et al. 1997, Wang et al. 2006)。

この結果は、染色体不安定性の大きさによって良悪性の鑑別を行い得るのではないか、と
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いう新たな診断手技についての示唆を与える。乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍についての細胞遺伝

学的報告はさらに少なく、その結果についても確定的なものは無い。 

 

1-3 高密度一塩基多型マイクロアレイについて 

 半導体集積回路の生成技術を応用し、基板上に各一塩基多型（Single nucleotide 

polymorphism: SNP）のジェノタイプに対応した数十塩基のプローブ DNA を配列したも

のが一塩基多型マイクロアレイ（SNP マイクロアレイ）であり、代表的なものに Affymetrix

社の GeneChip シリーズが挙げられる。ゲノム DNA をアレイ上のプローブにハイブリダイ

ズさせて信号を読み取ることにより、ゲノム上の数十万から百万の SNP を一度に遺伝子型

(ジェノタイプ) を決定することができる。主にジェノタイプのデータを用いて、ゲノムワ

イド関連解析やゲノムワイド連鎖解析などに用いられるが、各々のプローブの信号強度と

対照ゲノムの信号強度の比を取ることによって、仮想的に競合ゲノムハイブリダイゼーシ

ョン（Comparative genomic hybridization: CGH）を行うことができる（図 1－2）。SNP

マイクロアレイを用いた CGH の利点は、単純にコピー数の異常を検知するだけではなく、

ジェノタイプのデータを用いた LOH 解析も行えることにある。これにより従来の古典的

CGH や BAC アレイを用いた CGH では検知できなかった、コピー数の正常な LOH

（Copy-neutral LOH）も検知できるようになった (Yamamoto et al. 2007, Zhao et al. 

2004)。 

 高密度 SNPマイクロアレイは人類遺伝学的にも細胞遺伝学的にも非常に強力な解析ツー

ルであるが、試料の DNA は高品質のものでなければならないという制限がある。DNA の

蛍光標識の過程で酵素反応による DNA 増幅が必要なため、ホルマリン固定パラフィン包埋

（Formalin fixed paraffin embedded: FFPE）標本・髪・爪などの劣化した DNA では、断

片化のために増幅効率に偏りができてしまい、遺伝子型の決定が不正確となりシグナル強

度も不正確となるからである。しかし、全ての症例で末梢血細胞や新鮮凍結標本から高品

質な DNA を抽出できるわけではない。特に稀少な家族性疾患については、遠方の患者から
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の試料は爪や髪の形で入手せざるを得ないことがあるし、稀な腫瘍においては FFPE 標本

の形態でしか保存されていないことも多い。癌研究に関して言えば、FFPE 標本はもっとも

一般的な組織保存の形態であり、多くの大規模な臨床試験のデータとも結び付けられてい

る。このように、劣化した DNA を高密度 SNP マイクロアレイに適用する意義は非常に大

きく、これまでも数々の試みが報告されている(Jacobs et al. 2007, Lyons-Weiler et al. 

2008, Thompson et al. 2005)。 

 

図 1－2 SNP マイクロアレイを用いたアレイ CGH 

 

1-4 この研究の目的 

 本研究の目的は、未だ不明な点の多い乳腺嚢胞内乳頭状病変についての細胞遺伝学的プ

ロファイルを、高密度 SNP マイクロアレイを用いた CGH という新しい技術によって明ら

かにすることにある。この研究により、臨床的に良悪性の判断の難しい本疾患について、

新たな診断手技開発の端緒となると考えた。また、良性から悪性への進展に関わるメカニ

ズムの解明にも貢献すると考えた。この目的を達成するためには、FFPE 標本から抽出した

劣化した DNA を高密度 SNP マイクロアレイに適用するという技術的なハードルを越えな
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ければならなかった。 

 第 2 章では、劣化した DNA を高密度 SNP マイクロアレイに適用した例として、爪から

抽出した DNA を用いた家族性脳動静脈奇形（Arteriovenous malformation: AVM）家系の

ゲノムワイド連鎖解析について述べる。第 3 章では乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍における、FFPE

標本から抽出した DNA を用いた高密度 SNP マイクロアレイによるゲノムワイドコピー

数・LOH 解析について述べる。第 4 章ではこの研究についての総括と、結果を踏まえた今

後の展望について述べる。 
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第2章   爪から抽出した DNA を用いた家族性脳動静脈奇形

（Arteriovenous malformation: AVM）家系のゲノムワイ

ド連鎖解析 

 

2-1 緒言 

 脳の動静脈奇形 (Arteriovenous malformation: AVM) は、脳実質の動脈と静脈の間に介

在する血管叢によって形成されるシャントの存在と定義される (Horton 2007)。AVM の血

管異常は先天的な疾患と考えられており、生前もしくは生後間もなくより未熟な動静脈吻

合から発生するとされている (Fleetwood and Steinberg 2002)。AVM の最も一般的な症状

は頭蓋内出血であり、脳 AVM と診断された場合、その発生リスクは年におよそ 1.3-3.9%

と推定されている (Crawford et al. 1986)。その他の症状には難治性てんかんや頭痛、

ischemic steal syndrome などが挙げられる。脳 AVM の有病率はおよそ 0.01%と推定され

ており、発見率は一年あたり 10 万人に 1.12 から 1.34 人である (Fleetwood and Steinberg 

2002, Horton 2007)。多くの脳 AVM は孤発性に発症するが、これまでに 25 家系 53 例の家

族性発症が報告されている (Van Beijnum et al. 2007)。家族性脳 AVM は第三度近親以内

の家族に二人以上の脳 AVM 患者を認め、尚且つ症候性の AVM を含む全身性の血管異常伴

う遺伝性毛細血管拡張症 (Hereditary hemorrhagic telangiectasia: HTT) 等の遺伝性疾患

ではないものと定義される。家系内の罹患者が無症候性である場合は見過ごされるため、

家族性脳 AVM はこれまで考えられているよりも有病率は高い可能性がある。 

 症候性の AVM については、これまでもいくつかの疾患責任遺伝子が同定されているが、

家族性または孤発性 AVM の分子遺伝学的研究は少ない。HHT1 型と 2 型はそれぞれ ENG

遺伝子（9p34.11）および ACVRL1 遺伝子（5q14.3）の変異が原因である (Johnson et al. 

1996, McAllister et al. 1994) 。 毛 細 血 管 奇 形 － 動 静 脈 奇 形  (Capillary 

malformation-arteriovenous malformation: CM-AVM) は RASA1 遺伝子（5q14.3）の変

異が原因である (Boon et al. 2005, Limaye et al. 2009, Revencu et al. 2008)。この疾患は
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全身にポートワインステインとも呼ばれる毛細血管奇形が認められるが、約 1/3 の患者では

脳 AVM を伴う。PTEN 遺伝子の変異は Bannayan-Riley-Ruvalcaba 症候群を含む PTEN 

hamartoma tumor syndrome と関連し、しばしば脳 AVM を伴う (Suphapeetiporn et al. 

2006)。KIRIT1 遺伝子 （7q21.2) (Laberge-le Couteulx et al. 1999)、MGC4607 遺伝子 

(7p13) (Denier et al. 2004)、PDCD10 遺伝子 (3q26.1) (Bergametti et al. 2005) の３遺伝

子の変異は、いずれも脳海綿状血管奇形を引き起こす。一方で、家族性脳 AVM に関する報

告は 6 家系を含む連鎖解析の報告が 2 報のみである (Inoue et al. 2007, Takenaka et al. 

2007)。これらの報告では 6q25 が最も有望な候補遺伝子座として報告され、その他に 3p27, 

4q34, 7p21, 13q32-q33, 16p13-q12, 20q11-q13 が候補遺伝子座として挙げられたが、責任

遺伝子の同定には至っていない。また、孤発性の脳 AVM についてはマイクロアレイを用い

た遺伝子発現解析の報告があり、VEGFA, ITGA5, ENG, MMP9 が AVM 組織で高発現して

おり、AVM 形成への関与が示唆されている (Hashimoto et al. 2004, Sasahara et al. 2007, 

Sure et al. 2004)。 

 この章では、爪から抽出した DNA を用いた家族性脳 AVM 家系のゲノムワイド連鎖解析

の経験について報告する。 

 

2-2 対象と方法 

2-2-1 対象 

罹患者 4 名を含む、4 世代 19 人の日本人の脳 AVM 家系を対象とした。罹患者のうち二

人は脳 AVMを認め、一人は肺 AVMを認め、一人は脳 AVMと肺 AVMをいずれも認めた (図

2－1)。発端者 (III-3) は 13 歳時に難治性てんかんのため医療機関を受診し、脳 MRI の結

果、右前頭葉の 2cm 径の AVM を診断された (図 2－2)。来院時に行った胸部単純写真で右

下肺野に結節影を指摘され、後の肺動脈造影検査にてシャント率 24%の肺 AVM と診断され

た (図 2－2)。発端者の肺 AVM は 14 歳の時に外科的に切除された。脳 AVM は 19 歳の時

にガンマナイフによる治療が行われ、その後は抗てんかん薬の投与が続けられている。母
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親 (II-3) は脳 AVM による頭蓋内出血によって死亡している。従兄弟 (III-5) の脳 AVM は

無症候性であり、健診のMRIで偶然に発見された。叔父 (II-5) は肺 AVMと診断されたが、

無症候性である。本研究においてはこの 4 人を「罹患者」、MRI で脳 AVM が存在しないこ

とを確認された 6 人 (II-6, III-1, III-7, IV-1, IV-2) を「非罹患者」と定義し、これまでに

AVM に関する症状を認めていないが、MRI による検査を行われていない残りの 3 人を「不

明」と定義した。 
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図 2－ 1  家族性脳動静脈奇形の家系と 5q13.2-q14.1, 15q11.2-13.1, 18p11.32-p11.22, 
19q13.3-q13.42 の 4 箇所の候補領域のハプロタイプ 
下線を引いてある症例は頭部 MRI が行われた症例。網掛けのハプロタイプは疾患関連が疑われ

るハプロタイプ。 
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図 2－2 発端者の脳動脈奇形と肺動静脈奇形 
（A）頭部 MRI と MRI アンギオグラフィー。右前頭葉に 2.0 x 1.3 cm の動静脈奇形を認める。

（Ｂ）肺動脈造影。右下葉（rtS8b）に肺動静脈奇形を認め、24％のシャント率であった。 
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2-2-2 DNA 抽出 

 発端者からは末梢血を、発端者を除く 10 名からは爪の形で試料を得た。爪からの DNA

抽出は、以前に報告した尿素、DDT、プロテアーゼ K を含む溶媒を用いて行った 

(Matsuzawa et al. 2006, Nakashima et al. 2008)。爪片を液体窒素で凍結したのち、マル

チビーズショッカー（ヤスイ機械）を用いて粉末状にする。爪の粉末に 1mg/ml のプロテア

ーゼ K と 40mM の DDT を含む Urea-lysis solution (2M 尿素, 0.5% SDS, 10mM Tris-HCl 

pH 7.5, 0.1M EDTA) を加え、55℃のオーブンで一晩インキュベートする。フェノール・

クロロホルム法で DNA を抽出し、エタノール沈殿法で回収する。これを 1mg/ml のプロテ

アーゼ K と 40mM の DDT を含む Extraction buffer (0.5% SDS、10mM Tris-HCl pH 7.5、

0.1M EDTA) に溶かし、55℃のオーブンで一晩インキュベートする。前述の方法で DNA

を精製し、30μL の 1xTE バッファーに溶解した。 

 

2-2-3 Affymetrix 10K 2.0 array を用いた SNP ジェノタイプ 

発端者の末梢血から抽出した DNA (250ng) は、GeneChip Mapping 10K Xba Assay Kit 

(Affymetrix 社) に付属した標準プロトコルに沿って処理を行った。爪から抽出した DNA

は劣化していたため (図 2－3)、以下の二点において標準プロトコルの変更を行った。標準

プロトコルでは 120 分とされている制限酵素による反応時間を、overnight に延長した。標

準プロトコルでは 35 サイクルの PCR サイクルを、45 サイクルに増加した。Affymetrix 

GeneChip Operating System から得られたデータは、各 SNP のジェノタイプを決定する

ために Affymetrix GeneChip Genotyping Analysis Software (GTYPE) 4.0 を用いて解析

された。 
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図 2－3 抽出したＤＮＡの電気泳動像 
 
0.8%アガロースゲル 
100V, 30min 
Lane 1-4: 爪から抽出したＤＮＡ 
Lane 5: 末梢血から抽出したＤＮＡ 
爪から抽出したＤＮＡは断片化が進んでいる

 

2-2-4 SNP ジェノタイプデータを用いた連鎖解析とマイクロサテライトマーカーを用いた

ハプロタイプ解析 

本家系の AVM は常染色体優性遺伝形式をとり、浸透率は 90%、疾患関連遺伝子座の頻度は

0.1%の仮定の上で、MERLIN software (Abecasis et al. 2002) を用いた多点 LOD スコア

を計算した。SNP ジェノタイプを用いた連鎖解析で LOD スコアが 0 以上の領域について

は、SNP ジェノタイプを用いたハプロタイプ解析を行って確認し、さらにマイクロサテラ

イトマーカーを用いたハプロタイプ解析を行った。使用したマイクロサテライトマーカー

は National Center for Biotechnology Information (NCBI) のデータベースより参照した。

各々のマーカーのプライマーのうち片方を、FAM、NEX、NED の何れかで標識し、5ng

の DNA を鋳型に 10μL の反応系で PCR が行った；0.25 U ExTaq DNA polymerase 

HS-version (タカラバイオ)、200μM dNTP、0.5μM プライマー、1xExTaq buffer。PCR

産物は Genetic Analyzer 3130xl (アプライドバイオシステム) によって分離し、ジェノタイ

ピングには GeneMapper software (アプライドバイオシステム) を用いた。罹患者が疾患関

連ハプロタイプを持つ領域については、MLINK program (Lathrop et al. 1984) を用いて

二点 LOD スコアを計算した。 
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2-2-5 候補遺伝子の変異解析 

 連鎖解析で決定された候補遺伝子座の中からいくつかの遺伝子を選び、変異解析を行っ

た。候補遺伝子座の外であっても、いくつかの有力候補遺伝子については変異解析を行っ

た。変異解析のためのプライマーは、University of California, Santa Cruz (UCSC) 

Genome Browser (http://genome.cse.ucsc.edu/) から参照した塩基配列を用いて、

Primer3-web 0.3.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) によって設計した。PCR

は 5 ng の DNA を鋳型に 15μL の反応系で行った；0.25U ExTaq DNA polymerase 

HS-version、200mM dNTP、0.5μM プライマー、1x ExTaq buffer。PCR 産物は BigDye 

Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit (アプライドバイオシステム) と Genetic Analyzer 

3130xlを用いて、ダイレクトシークエンスを行った。得られた配列データはATGC software 

(GENETYX 社) を用いて、目視で塩基置換を検索した。 

 

2-2-6 コピー数異常の解析 

 候補遺伝子座におけるコピー数異常を検索するために、マイクロアレイを利用したコピ

ー数解析を行った。末梢血から抽出した発端者の DNA を付属のマニュアルに従い処理し、

Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 5.0 (Affymetrix 社) に適用した。各プロー

ブから得られる信号強度のデータを用いて、Partek Genomics Suite (Partek 社) による

Unpaired 解析を行った。コピー数異常のある領域の同定は、同プログラムの隠れマルコフ

モデルを利用した。 

 

2-3 結果 

2-3-1 連鎖解析およびハプロタイプ解析 

 爪から抽出した DNA を用いたマイクロアレイ解析の SNP call rate は平均 92.49%で、

血液から抽出した発端者の DNA を用いた解析では 98.11%であった。製品のマニュアルに

よれば、SNP call rate が 92%以上であれば十分なクオリティを持った実験データと判断さ
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れる。この結果から、得られたジェノタイプのデータは連鎖解析に十分利用可能と判断し、

LOD スコアの計算へと進んだ。 

 MERLIN software による SNP ジェノタイプを用いた連鎖解析により、18 箇所の LOD

スコアが陽性の領域を同定した。この中で 14 の領域は、機能する RefSeq gene が存在しな

い、200kb 以下の小さいサイズである、罹患者の間で共通の SNP ハプロタイプが共有され

ていない等の理由で候補領域から除外した。よって、5p13.2-q14.1, 15q11.2-q13.1, 

18p11.32-p11.22, 19q13.33-q13.42 の４領域が疾患関連遺伝子座の候補として残った (図 2

－1、図 2－4)。 

 次に、これらの領域についてマイクロサテライトマーカーでジェノタイピングを行い、

二点 LOD スコアを計算した (表 2－1)。最終的に先ほどの 4 領域のうち、以下の如く 3 つ

の領域を疾患関連遺伝子座として同定した。①最大 LOD スコアが 1.632 (θ= 0) の

5p13.2-q14.1 (rs1366265-rs1373965) の 48Mbp の領域。②最大 LOD スコアが 1.632 (θ= 

0) の 15q11.2-q13.1 (rs850819-rs818089) の 6Mbpの領域。③最大LODスコアが 0.851 (θ

= 0) の 18p11.32-p11.22 (rs486633-rs1942159) の 9Mbp の領域。19q13.33-q13.42 のハプ

ロタイプは、非罹患確定者の 2 名（III-6、IV-1）に伝達されていたために除外した。 
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図2－4 MERLIN software によって計算された4箇所の候補領域（5q13.2-q14.1, 15q11.2-13.1, 

18p11.32-p11.22, 19q13.3-q13.42）における多点 LOD スコア 
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表 2－1  候補領域における二点 LOD スコア 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Locus  Recombination fraction () 

 ---------------------------------------------------------------------------------- 
 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
AVM5pl17xAC 0.032 0.030 0.029 0.027 0.026 0.025 

D5S418 0.551 0.535 0.518 0.501 0.484 0.467 

AVMch5p25xAC 1.334 1.301 1.268 1.234 1.201 1.167 

AVM5pr18xGT 0.511 0.491 0.472 0.452 0.433 0.414 

AVMch5c27xGT 1.630 1.597 1.564 1.531 1.497 1.463 

AVM5c18xAC 1.373 1.344 1.314 1.285 1.255 1.225 

D5S407 1.632 1.599 1.566 1.532 1.499 1.465 

D5S647 1.154 1.121 1.089 1.056 1.023 0.991 

AVM5qr19xCA 0.810 0.790 0.769 0.748 0.727 0.706 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
D15S1021 0.171 0.164 0.157 0.150 0.143 0.137 

D15S128 0.876 0.858 0.841 0.823 0.805 0.787 

D15S986 0.812 0.791 0.770 0.749 0.728 0.707 

D15S975 0.400 0.387 0.374 0.361 0.348 0.335 

D15S1002 1.330 1.298 1.266 1.234 1.202 1.170 

D15S1019 1.632 1.599 1.566 1.532 1.499 1.465 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
D18S59 0.199 0.214 0.225 0.234 0.241 0.246 

D18S459 0.142 0.136 0.131 0.125 0.120 0.114 

D18S1132 0.677 0.663 0.650 0.636 0.623 0.609 

D18S452 0.851 0.832 0.813 0.794 0.774 0.755 

D18S471 0.240 0.231 0.222 0.214 0.205 0.197 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
D19S927  -0.302  -0.277   -0.254   -0.234   -0.216   -0.200 

D19S418  -2.655  -2.453   -2.257   -2.078   -1.919   -1.778 

D19S605  -0.648  -0.574   -0.512   -0.460   -0.414   -0.374 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------



 

 - 24 - 

2-3-2 候補遺伝子の変異解析 

最も LOD スコアの高かった 5p13.2-q14.1 の 48Mbp の領域には約 200 個の RefSeq 遺伝

子が含まれる。この中から、機能的に血管の発生や維持に関与していると考えられるもの、

HHT 等の原因遺伝子と類似の機能を持っていると考えられるもの、脳 AVM 組織中で発現

に変化が見られるものを参考に、10 個の遺伝子 (MAP3K1, DAB2, OCLN, FGF10, ESM1, 

ITGA1, ITGA2, EDFLAM, ERBB2IP, PIK3R1) を選出して変異解析を行った。発端者の

DNA を用いたこれら 10 個の遺伝子の変異解析では、疾患の原因となるような変異は認め

られなかった。今回明らかになった疾患関連遺伝子座には含まれていないが、HHT の原因

遺伝子である ENG と ALK1、AVM-CM の原因遺伝子である RASA1 について、本家系が

これらの症候性 AVM を伴う遺伝性疾患ではないということを証明するために変異解析を

行った。疾患の原因となるような変異は認められず、本家系が HHT あるいは AVM-CM で

あることは否定された。 

 発端者の DNA を用いて行ったコピー数解析では、12q に増幅、2p, 3q, 4q, 6p, 7q に欠

失 を 認 め た が 、 い ず れ も 以 前 に コ ピ ー 数 多 型 と し て 登 録 さ れ て お り

（http://projects.tcag.ca/variation/）、病的な意義は無いと考えられた。また、前述した ENG 

(9q34.11), ALK1 (12q13.13), RASA1 (5q14.3) の存在する領域には、コピー数異常は認めら

れなかった。 

 

2-4 考察 

 本研究では二人の脳 AVM 罹患者、一人の肺 AVM 罹患者、一人の脳・肺 AVM 罹患者か

らなる日本人の一家系を報告した。この家系は家族性脳 AVM の定義に合致し、AVM は常

染色体優性形式で遺伝していると考えられた。本家系について、連鎖解析後に候補遺伝子

についてのダイレクトシークエンス解析を行い、疾患責任遺伝子を同定しようと試みた。 

 連鎖解析の結果、連鎖を確定させるには至らないが比較的高い LOD スコアを示す 3 箇所

の候補領域（5p13.2-q14.1, 15q11.2-q13.1, 18p11.32-p11.22）を同定した。得られた LOD
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スコアはそれぞれ、1.632, 1.632, 0.851 である。この不完全なマッピングは家系があまり大

きくない事と、疾患罹患状況が明らかでない患者が含まれていることに由来すると考えら

れる。すなわち、「不明」と定義された患者の中に無症候性の罹患者が含まれている可能性

があるためである。事実、候補領域 5p13.2-q14.1 については、発端者の祖母 (I-2) と息子 

(IV-3) は 4 人の罹患者と共通するハプロタイプを有していたが (図 2－1)、彼らの疾患罹患

状況は「不明」であった。もしもこの「不明」に割り当てられた患者に頭部 MRI 検査等が

行われて正確な罹患状況が明らかになれば、より確定的な結果が出せるかもしれない。本

研究で同定された 3 つの候補領域は、以前に報告された家族性 AVM の連鎖解析による候補

領域 (Inoue et al. 2007) とは重ならず、症候性 AVM を伴う遺伝疾患を引き起こす遺伝子

座（ENG, ALK1, RASA1, PTEN, KRIT1, MGC407, PDCD10）とも重ならなかった。 

 我々は候補領域 5p13.2-q14.1 に含まれる遺伝子のうち、10 個の遺伝子を選出して変異

解析を行った。この遺伝子のうち MAP3K1, DAB2, OCLN は、HHT1 型および HHT2 型

で責任遺伝子の変異により機能が変化している TGFβパスウェイで重要な働きをするタン

パクをコードしている。FGF10, ESM1, ITGA1, ITGA2, EGFLAM, ERBB2IP, PIK3R1 は、

AVM の組織内においてその発現が変化していることが報告されている遺伝子である。しか

し、これらの遺伝子には疾患の原因となる変異は認められなかった。同一家系内で脳 AVM

と肺 AVM、その両方を含む症例が観察されているため、HHT の家系である可能性を考慮

し、HHT１型と HHT2 型の責任遺伝子である ENG と ALK1 についても変異解析を行った

が、変異は認めなかった。もう一つの有力な症候性 AVM を伴う遺伝疾患として、CM-AVM

の責任遺伝子である RASA1 についても変異解析を行ったが、変異は認めなかった。今後は

候補領域内の遺伝子について、次世代シークエンス技術等も活用しながら変異解析を行い、

本家系の疾患責任遺伝子の同定を行いたい。 
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第3章   乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍における高密度 SNP マイクロ

アレイを用いたゲノムワイドコピー数・LOH 解析 

 

3-1 緒言 

 乳腺の嚢胞内乳頭状腫瘍には、良性の乳頭腫、悪性の上皮内乳頭癌、浸潤性乳頭癌が含

まる。臨床的には、術前に良悪性の鑑別を行うことが針細胞診・生検をおこなっても難し

く、その取り扱いが問題となっている。本疾患における細胞遺伝学的な解析は、良悪性の

診断および発癌機構の解明に有用であると思われるが、報告は少なく一定の見解は得られ

ていない (表 3－1)。 

 津田ら (Tsuda et al. 1997) の 1 番染色体短腕と 16 番染色体長腕のプローブを用いた

FISH の報告によると、乳頭癌では高率（93%）に増幅・欠失・転座等の染色体構造変化を

認めたが、乳頭腫ではそのような変化は認めなかった。Boecker ら (Boecker et al. 2001) も

Comparative Genomic Hybridization (CGH) 解析の結果から、乳頭腫には染色体構造変化

を認めなかったと報告している。LOH 解析に関しては、津田ら (Tsuda et al. 2001) が 16

番染色体の LOH 解析おいて、乳頭癌では全例に、異型を伴う乳頭腫では 2/3 に LOH を認

め、乳頭腫では全く LOH を認めなかったと報告しているが、Lininger ら (Lininger et al. 

1998) と Cristofano ら (Di Cristofano et al. 2005) は乳頭腫も乳頭癌と同程度の頻度で

LOH を認めると報告している。現在までのところ、本疾患に高密度マイクロアレイを用い

たアレイ CGH を行ったという報告は無い。 

 この章では、乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍において、ホルマリン固定パラフィン包埋 （Formalin 

fixed paraffin embedded: FFPE） 標本から抽出した DNA を用いた高密度 SNP マイクロ

アレイによるゲノムワイドコピー数・LOH 解析について報告する。 
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表 3－1 これまでの乳腺乳頭状腫瘍における細胞遺伝学的解析 
Pap: papilloma, PC: papillary carcinoma,  
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3-2 対象と方法 

3-2-1 対象と臨床的特徴 

 長崎大学附属病院で手術を行われた、5 例の良性乳頭腫(Pap 群)、3 例の上皮内乳頭癌

(PurePC 群)、2 例の浸潤を伴う乳頭癌 (PCinv 群)を含む 10 例の嚢胞内乳頭状腫瘍を対象

とした。病理診断は熟練した二名の病理専門医により行った。マンモグラフィおよび乳腺

エコーにおけるカテゴリー診断は、それぞれ American College of Radiology の Breast 

Imaging-Reporting and Data System (BI-RADS) と日本乳腺甲状腺超音波診断会議 

(JABTS) のガイドラインに沿って行った。本症例の臨床病理学的所見を図 3－1、表 3－2、

表 3－3 に示す。 
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図 3－1 嚢胞内乳頭状腫瘍のＨＥ染色像（倍率 40 倍） 

A-C: Intracystic papilloma (A-case1, B-case2, C-case3). D-F: Intracystic papillary 

carcinoma in situ (D-case6, E-case7, F-case8). G, H: Intracystic papillary carcinoma with 

invasion (G-case9, H-case10) 
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表 3－2 本症例の臨床病理学的所見 

 

 

 
 
 
表 3－3 試料の背景と QC call rate 
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3-2-2 DNA 抽出と SNP マイクロアレイへのハイブリダイズ 

 10 μm 厚の薄切 FFPE 標本 10～20 枚から、HE 染色像を参考にして腫瘍部（腫瘍細胞が 90％

以上を占める部位）と非腫瘍部の細胞を削り出した。80%キシレンで脱パラフィンを行った

後、100%エタノール 2回洗浄してキシレンを完全に除去する。エタノールを蒸発させた後、

buffer ATL (キアゲン社) 360μL を加えて 95 ℃ 15 分間加熱することにより、ホルマリン

によるクロスリンクを解除する。室温に戻した後にプロテアーゼ Kを 40 μL 加え、56℃の

オーブンで 3 日間のタンパク分解処理を行う。この際に、24 時間ごとに新鮮なプロテアー

ゼ Kを同量ずつ追加する。  

 DNA は QIAmp DNA Mini Kit (キアゲン社) を用いて、製品付属のプロトコルに沿って、

抽出・精製した。buffer AL 400μL をタンパク分解処理の終了した試料に加え、70 ℃ 10

分間インキュベートする。同量の 100％エタノールを加えてよく撹拌した混合液をカラムに

添加し、8000 x g で 1 分間遠心分離を行う。buffer AW1 と AW2 で洗浄した後、buffer AE 

55 μL で DNA を溶出した。抽出した DNA は分光吸光度計（NanoDrop ND-1000）で濃度と OD 

260/280 比を計測した。 

 それぞれの検体から抽出したDNAをそれぞれAffymetrix GeneChip Genome-wide Human 5.0 

(SNP5.0) (Affymetrix 社)に、製品付属のプロトコルに沿ってハイブリダイズさせた。FFPE

標本から抽出した DNA は劣化しており高度に断片化が進んでいたため、これまでの知見 

(Jacobs et al. 2007, Lyons-Weiler et al. 2008, Thompson et al. 2005) に基づいて以

下の様なプロトコルの変更を行った。①使用するDNAの量を250 ngから 1 μgに増量した。

②制限酵素による反応時間を 120 分から over night に延長した。③PCR 産物の量が基準に

満たない場合、PCR の反応系を追加した。PCR 産物のピークサイズは 2％アガロースゲルの

電気泳動像によるゲル像により決定した。 

 

3-2-3 SNP マイクロアレイのデータ処理 

 全てのプローブの信号強度及び遺伝子型 (ジェノタイプ) のデータは Genotyping 
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Console 3.0.1 (Affymetrix 社) の BRLMM-P アルゴリズムを用いて得られた。各実験のハイ

ブリダイゼーションの質的評価は、得られた QC call rate index を元に判定した。 

 コピー数変化および LOH 解析 (SNP アレイ CGH) は、Partek Genomics Suite (PGS) version 

6.3 (Partek 社) を用いて行った。Genotyping Console から得られたデータを入力する際

に、各プローブに対応する配列の GC 含有量および断片長を元にした正規化を行った。プロ

ーブの信号強度を用いて計算されるコピー数は、同一患者の正常部から抽出した DNA を対

照ゲノムとして利用するペア解析によって行った。なぜなら、同程度に劣化した DNA を対

照とするため、DNA 品質劣化による増幅効率の偏りを打ち消す効果があるためである。コ

ピー数異常のある領域の検出は、PGS の Copy Number Workflow における segmentation 

algorithm を用いて行った。ここで用いられたパラメータは、minimum marker size を 150

（既定値 10）、signal/noise ratio 0.25 (既定値 0.30) に設定された。LOH 解析は PGS の

LOH Workflow における Hidden Markov Model algorithm を用いて行われた。FFPE から

抽出された DNA は断片化が進んでいるため、制限酵素断片長が長い領域に位置する SNP

のジェノタイプは不正確である可能性が高い (Jacobs et al. 2007)。そのため、LOH 解析で

用いるジェノタイピングデータは、SNP5.0 に搭載されているプローブのなかで StyI と

NspI による制限酵素断片長が 500bp 以下の領域に含まれているものに限って、偏りを制限

した。 

 

3-2-4 定量 PCR 解析 

 SNP アレイ CGH によって検出されたコピー数異常を再評価するために、LightCycler 480 

Real-Time PCR System (Roche Diagnostics 社) を用い、SYTO13 (SYBR green I 類似の蛍

光色素)のインターカレーション法による定量 PCR 解析を行った。 

 解析の対象としたプライマーセットおよび遺伝子は以下のとおりである：ATP-binding 

cassette, sub-family A, member 5 (ABCA5, Forward; 5’ TGCTGTGGTTCCCATCAAAC3’ 

Reverse; 5’ CATGCCAACACTCGTTCACA3’), G protein-coupled receptor 4 (GPR4, Forward; 
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5’AGGTGCAGCTGAAGATGCTG3’ Reverse; 5’CTGTGGGATGAGAGGGGAAA3’), Frizzled 9 (FZD9, 

Forward; 5’ TGCCCCTCTCTGGCTACCTG3’ Reverse; 5’ GGGCACCGTGTAGAGGATGG3’), Snail 

1 homolog (SNAI1, Forward; 5’CTAACCAGCTTGGAGGTGGG3’ Reverse; 

5’AGGGAGGACGTGACTGGTG3’)。 内部コントロールとして、全症例の SNP アレイ CGH でコピ

ー 数 が 正 常 で あ っ た 、 Ornithine decarboxylase antizyme 2 (OAZ2, Forward; 

5’CCTTCAGCTTCTTGGGCTTT3’ Reverse; 5’TGGTCCAGGGGATAAACCAT3’) を使用した。 

 

3-2-5 統計解析 

 ゲノム全体におけるコピー数異常を示した領域の割合 (これをコピー数異常率とする) 

を計算するために、各症例の増加 gain もしくは減少 loss を示した領域の合計（Mb）をマ

イクロアレイのプローブでカバーする領域の大きさ 2,829 Mb で除した。同様に、ゲノム

全体における染色体構造変化を示した領域の割合 (これをゲノム構造変化率とする) を計

算するために、コピー数異常を示した領域の合計にコピー数正常な LOH 領域の合計を加え

たものを、2,829Mb で除した。良性（Pap 群）と悪性（PurePC 群＋PCinv 群）および各

群におけるコピー数異常率、ゲノム構造変化率の差の検定は、Wilcoxon’s rank sum test

あるいは Kruskal-Wallis chi-squared test にて行った。 

 FFPE 標本から抽出した DNA を用いた SNP アレイ CGH において、どの様な因子が実

験の質を左右するのかを検討するため、QC call rate と様々な因子をピアソンの積率相関

係数を用いて検定した。上述の統計処理は統計プログラム R (version 2.8.0) を用いて行

われ、P値＜0.05 を統計学的有意と定義した。 

 コピー数が増減している領域に含まれる遺伝子リストの中にどのような働きを持つもの

が多く含まれているかを検討するために、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) を H-InvDB 

Enrichment Analysis Tool (HEAT) (Yamasaki et al. 2009)にて行った。この解析におい

ては、フィッシャーの正確確率検定による P 値が 0.001 未満の時に統計学的有意と定義し

た。 
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3-3 結果 

3-3-1 SNP マイクロアレイへのハイブリダイゼーションの評価 

FFPE 標本から抽出した DNA を SNP マイクロアレイにハイブリダイズさせて得られた 

QC call rate は、70.75%から 91.93%、平均 80.72%であった (表 3－2、表 3－3)。PCR 産

物のピークサイズと QC call rate の間には有意な正の相関を認め (r=0.85, P<0.0001)、標

本保存期間とは負の相関を認めた (r=-0.70, P<0.006) (図 3－2)。ゲノム DNA の回収量、ゲ

ノム DNA の 280/260 nm 吸光度比、PCR 産物の回収量とは有意な関連を認めなかった。 

 

3-3-2 SNP アレイ CGH により検出されたゲノム変化と臨床病理学的所見との関連 

 SNP アレイ CGH によるゲノムワイドコピー数・LOH 解析の結果、乳腺嚢胞内乳頭状腫

瘍のサブグループ間で大きな差異を認めた (図 3－3)。各サブグループ間におけるコピー数

異常率の平均は、Pap群で 0.48% (0.0%から 1.60%)、PurePC群で 7.89% (0.41%から 12.0%)、

PCinv 群で 16.3% (16.0%から 16.6%) であった。同様に各サブグループ間におけるゲノム

構造変化率の平均は、Pap 群で 2.87% (0.0%から 11.8%)、PurePC 群で 15.4% (8.83%から

24.1%)、PCinv 群で 35.3% (17.6%から 53.1%) であった (表 3－1)。悪性病変 (PurePC 群

＋PCinv 群) は統計学的有意差をもって、良性病変 (Pap 群) より多くのコピー数異常率と

ゲノム構造変化率を示し (それぞれ P=0.036, P=0.016) （図 3－4）、良性腫瘍から上皮内癌、

浸潤癌と進行するにつれて多くのコピー数異常率とゲノム構造変化率を示していた (それ

ぞれ P=0.046, P=0.043) (図 3－5)。 
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図 3－2 QC call rate とＰＣＲ産物のピークサイズ（a）、保存期間（b）の相関 
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図 3－3 嚢胞内乳頭腫（a）と嚢胞内乳頭癌（b）のゲノム変化 

各染色体上部の色付きのカラムは各症例のゲノム変化の種類と領域を表す。緑：Amplification、

青：コピー数変化の無い LOH、茶：欠失 
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図 3－4 乳頭腫（Pap）と乳頭癌（PurePC+PCinv）におけるコピー数変化率（a）とゲノム構造

変化率（b） 

 

 

 

 

 

 

 
図 3－5 乳頭腫（Pap）、上皮内乳頭癌（PurePC）、浸潤を伴う乳頭癌（PCinv）におけるコピー

数変化率（a）とゲノム構造変化率（b）
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3-3-3 定量 PCR による SNP アレイ CGH によるコピー数解析結果の評価 

 SNP アレイ CGH によって検出されたコピー数異常を評価するために、4つの遺伝子のコピ

ー数解析を定量 PCR によって行った (表 3－4)。SNP アレイ CGH で認めたコピー数変化は、

全て定量 PCR によって確認された。一方、SNP アレイ CGH で変化のなかった 31 箇所のうち、

10 箇所の部位 (29.4％) では定量 PCR でコピー数変化を認めた。SNP アレイ CGH と定量 PCR

の結果の一致率は 75％であった。悪性病変 (PurePC 群＋PCinv 群) における一致率は

73.7％、良性病変 (Pap 群) における一致率は 58.3％であり、両群間に有意な差異は認めな

かった（P=0.31）。 

 

3-3-4 複数の乳頭癌で共有されるゲノム変化領域に含まれる遺伝子 

 悪性病変 (PurePC 群＋PCinv 群) の 5 例のうち、3 症例以上で共有されるゲノム変化領

域は 93 箇所あった。この中で最も高頻度に共有されている (4 症例以上、≧80％) ゲノム

変化領域は 3p21.31, 3p14.2, 20q13.13 の 3 箇所であり、この中には 18 個の RefSeq 遺伝子

が含まれていた (表 3－5)。浸潤癌 (PCinv 群) のみで認められるゲノム変化領域には 326

個の RefSeq 遺伝子が存在していたが、これらの遺伝子を GSEA で解析したところ、核酸

結合 (GO ID 0000166)、細胞間伝達 (GO ID 0007154)、ATP 結合 (GO ID 0005524) に関

わる遺伝子が多く含まれていた (表 3－6)。 
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表 3－4 SNP アレイ CGH の結果と定量 PCR の結果の比較 

 

 

 

 

 

 

 

表 3－5 乳頭癌で高度に共有されていた（≧4/5）ゲノム変化領域 
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表 3－6 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) の結果 
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3-4 考察 

 本研究では SNP アレイ CGH という新規の実験手法を用いて、乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍の

細胞遺伝学的プロファイルを明らかにした。今回の結果から、本疾患の良性病変もある程度

のゲノム変化を認めるが、悪性病変の方がより多くのゲノム変化を有することが明らかにな

った。これまでの FISH および CGH によるコピー数解析やマイクロサテライトマーカーを

用いた LOH 解析が限定された領域の変化しか検出できないのに対し、我々の用いた手法は

ゲノムワイドに変化を検出することが可能であった。 

 FFPE 標本から抽出された劣化した DNA を利用したため、得られた QC call rate は高品

質な DNA を利用した場合と比べて低かった。そのため、DNA の質による影響を抑える目

的でペア解析を行い、ゲノム変化検出の際に確実な所のみを選択する条件を設定した。定量

PCR による解析との比較では、感度は劣るものの高い特異度を示した。また、各サブグル

ープにおける感度・特異度には有意な差は認めず、今回の良悪性病変における差異は実験上

の問題に起因するものではないと考えられる。 

 これまでの本疾患の細胞遺伝学的研究では、乳頭癌は 1p の増幅および 16q の欠失または

LOH が高頻度に見られると報告されていた (Di Cristofano et al. 2005, Tsuda et al. 1997, 

Tsuda et al. 2001, Lininger et al. 1998)。本研究でもそれらの変化は高頻度に認められたが、

より高頻度に見られる変化として 3p21.31 と 3p14.2 のコピー数が正常な LOH と、20q13.13

の増幅が明らかになった。興味深いことに、このプロファイルは予後良好な乳癌というより

は予後不良な乳癌のものに近い (Boecker et al. 2001)。また、嚢胞内乳頭癌でも浸潤を伴

うものに特異的なゲノム変化領域に存在する遺伝子は、核酸への結合や細胞内シグナル伝達

に関わるものが多いことが GSEA の結果明らかになった。これらの生物学的意義については、

今後さらなる検討を進めていかなければならない。 
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第4章   総括と今後の展望 

 

本稿においては、第 1 章で乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍の実地臨床における問題点、乳腺腫瘍

におけるゲノム不安定性の意義、それに対する新しい解析ツールとしての高密度 SNP マイ

クロアレイとその限界、及びこの研究の目的について簡単に紹介した。 

第 2 章では劣化した DNA を高密度 SNP マイクロアレイに適用した例として、爪から抽

出した DNA を用いた、家族性脳 AVM 家系のゲノムワイド連鎖解析の経験を提示した。適

切な抽出プロトコルを用いて可及的に高品質なゲノム DNA を抽出する事により、また、得

られた結果から実験上の影響を除くようにデータ処理を行うことによって、爪試料を使った

ゲノムワイド連鎖解析は可能であった。これは世界で初めての試みである。SNP マイクロ

アレイを用いたゲノムワイド連鎖解析は疾患関連遺伝子の同定について非常に有用な手法

であるが、検出力を高めるためには発端者以外の親族の研究への参加が重要な鍵となる。し

かし、遠方の居住や既に他界しているなどで末梢血細胞等の試料が得られないことは良く経

験される。その様な時に、郵便で簡便に送付する事ができ、常温で長期間保存が可能な爪や

髪の利用は非常に有用であると考えられる。これまで末梢血試料の入手困難により断念され

ていた、希少な家族性疾患への適応および新規疾患責任遺伝子の発見を期待したい。 

第 3 章では乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍における、FFPE 標本から抽出した DNA を用いた、高

密度 SNP マイクロアレイによるゲノムワイドコピー数/LOH 解析の経験を提示した。得ら

れたアレイ CGH の結果は高品質な DNA を用いた場合と比べるとノイズの多いものであっ

た。しかし、同一の FFPE ブロック内の正常組織 DNA を対照ゲノムとして用いる事、即

ち同程度に劣化した DNA を対照として DNA 品質の偏りによる増幅効率の偏りの影響を打

ち消す事と、得られたデータの統計処理により、ノイズの多い結果の中からも有用な情報を

抽出することが可能であった。その結果、ゲノム不安定性の観点からは、乳腺嚢胞内乳頭状

腫瘍の乳頭癌はたとえ上皮内癌であったとしても、良性乳頭腫と大きな違いがあることが明

らかになった。これらの知見から、生検標本を用いたコピー数・LOH 解析によって術前に
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良悪性の診断が可能になり、不必要な外科的介入が避けられる可能性が示唆された。さらに、

膨大なアーカイブとして保存されている FFPE 標本を活用することにより、その他の組織

型・癌腫についても、マイクロアレイを用いたゲノム不安定性の定量的な解析が可能となり、

癌の予後因子・治療効果予測因子の発見に貢献するものと思われる。 

 

本研究のテーマに乳腺嚢胞内乳頭状腫瘍を選んだのは、一乳腺外科医としてこの腫瘍の取

扱いに悩み、興味を持ったためである。熟練した病理医による、切除標本の診断によって乳

頭癌か乳頭腫か判断されるが、専門でない外科医の目には同じように見えてしまう。そのよ

うな症例においても、アレイ CGH という最新のツールを用いた細胞遺伝学的解析は、誰が

見ても分かる様な差を明らかにした。これは私にとって驚きであった。臨床の現場にはたく

さんの「なぜ？」が溢れているが、その多くは放置されたままである。しかし、その中には

大きな発見に繋がる研究の種が含まれているはずである。一方で、科学技術の進歩は日進月

歩であり、以前には不可能と考えられていたことが数年後には可能となり一般化される。臨

床家としては、現在の基礎研究で何が分かっていて、どの様な解析が可能であるのかを常に

意識しつつ、日々の臨床で遭遇する「なぜ？」を吟味して研究に繋げていく努力が必要であ

ると思う。このような地道な研究が将来のトランスレーショナルリサーチに繋がっていくも

のと考える。 
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ABSTRACT  

Purpose: Intracystic papillary breast tumors consist of benign papilloma, carcinoma in 

situ and carcinoma with invasion. Using high-density single-nucleotide polymorphism 

arrays, this study aimed to determine the profile of genomic alterations in these lesions 

and to identify novel diagnostic criteria. Methods: Ten samples of intracystic papillary 

tumor, which included five papillomas (Pap), three papillary carcinomas in situ 

(PurePC) and two papillary carcinomas with invasion (PCinv), were studied. DNA was 

extracted from tumor and normal tissues that were microdissected from the same 

formalin-fixed paraffin embedded blocks. Using probe intensity and genotype data from 

high-density oligonucleotide SNP microarrays (Affymetrix® GeneChip Genome-wide 

Human 5.0), paired copy number and LOH analysis was performed using Partek 

Genomic Suite Software. Results: Quality control (QC) call rate, which is an index 

measuring the quality of a SNP microarray experiment, ranged from 70.75% to 91.93%, 

mean 80.72%. The mean total genomic alteration rate (sum of amplifications, deletions 

and copy-neutral loss of heterogeneity) with respect to the whole genome was 2.87%, 

15.4% and 35.3% in Pap, PC and IDC, respectively, and was significantly different 

between samples (Kruskal-Wallis chi-squared test, p = 0.043). The most commonly 

altered regions (≥ 4/5) in papillary carcinoma were copy-neutral loss of heterogeneity at 

3p21.31 and 3p14.2 and amplification at 20q13.13. Conclusions: Among intracystic 

papillary breast tumors, malignant tumors, including non-invasive tumors, which are 

difficult to diagnose histopathologically, harbor significant genomic alteration. Our 

findings may aid clinical management of these tumors and may provide insight into 

their carcinogenesis. 
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Intracystic papillary breast tumors (ICPT) consist of benign papillomas, carcinomas 

in situ and carcinomas with invasion, and they account for approximately 10% of benign 

breast tumors and less than 1% of malignant tumors, respectively (1, 2). In breast 

lesions, indication for surgery is usually determined by pathological diagnosis together 

with radiological findings but differential, preoperative diagnosis of papillary carcinoma 

from papilloma is very difficult, even following needle biopsy (3) because of their 

non-specific radiological characteristics and their modest cytological and histological 

appearance (4). To avoid excessive surgical intervention, another diagnostic procedure 

needs to be developed. 

Cytogenetic studies of breast papillary tumors are limited and cytogenetic differences 

between papillomas and papillary carcinomas are still controversial. Tsuda et al. (5, 6) 

reported that papillary carcinomas have frequent changes in gene copy-number and loss 

of heterozygosity (LOH), while papillomas did not show any gene copy-number 

alteration or LOH at 16q and 1q. Boecker et al. (7) also reported that conventional 

comparative genomic hybridization (CGH) did not reveal any gene copy-number change 

in papillomas. On the other hand, Lininger et al. (8) and Cristofano et al. (2) 

demonstrated that LOH at 16p or 16q was frequent in both papillomas and papillary 

carcinomas.  

The purpose of this study was to determine the profile of genomic alterations in 

breast ICPT and to explore the possibility of using high-density oligonucleotide SNP 

arrays as the basis of a novel diagnostic method of ICPT. Ten formalin-fixed 

paraffin-embedded (FFPE) breast ICPT were obtained from the Department of 

Pathology, Nagasaki University Hospital. The samples included five benign papillomas 

(Pap), three papillary carcinomas in situ (PurePC) and two papillary carcinomas with 

invasion (PCinv). Pathological diagnosis was independently determined by two 
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pathologists. Clinicopathological findings of these tumors are provided in Figure 1 and 

Table 1.  

Extracted DNA from each sample was processed following the manufacturer’s 

protocol and hybridized on Affymetrix GeneChip Genome-Wide Human SNP Array 5.0® 

(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). The QC call rates, which is an index measuring the 

quality of a SNP microarray experiment, obtained from the FFPE samples were from 

70.75 to 91.93 %, with a mean of 80.72 % (Table 1), which was comparable to the results 

from former cytogenetic studies using DNA extracted from FFPE samples(9-11).  

Copy number change and LOH analyses (called here SNPaCGH) were conducted 

using the Partek Genomics Suite (PGS) version 6.3 (Partek, St. Louis, MI, USA). To 

estimate the total rate of a copy number changed region, each segment amplified or lost 

was summed and divided by 2,829 Mb, which is the total Mb in the genome, excluding 

heterochromatic, centromeric and telomeric regions not covered by probes. Similarly, to 

estimate the total rate of genomic alteration, the sum of segments with copy number 

change and copy number neutral loss of heterozygosity (CNLOH) was divided by 2,829 

Mb. To validate the copy number change identified by SNPaCGH, quantitative PCR 

assays were performed on a LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany) at four selected loci, including independent genes 

(Supplementary table 1). 

In SNPaCGH analysis, substantial divergence was observed between each ICPT 

subtype (Figure 2). The mean rate of copy number change was 0.48% (from 0.0% to 

1.60%), 7.89% (from 0.41% to 12.0%) and 16.3% (from 16.0% to 16.6%) in Pap, PC and 

PCinv, respectively. The mean rate of genomic alteration (including copy number change 

and CNLOH) was 2.87% (from 0.00% to 11.8%), 15.4% (from 8.83% to 24.1%) and 35.3% 

(from 17.6% to 53.1%) in Pap, PC and PCinv, respectively (Table 1). Malignant tumors 
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(PurePC and PCinv) showed significantly more copy number changes and genomic 

alterations (copy number change and CNLOH) than benign tumors (Pap) (Wilcoxon’s 

rank sum test, p = 0.036, 0.016 respectively) and these differences correlated with their 

malignant phenotype (Kruskal-Wallis’ chi-squared test, p = 0.046, 0.043, respectively). 

The real time qPCR analysis to validate the copy number state in SNPaCGH 

demonstrated sufficient specificity, thus all loci showing alteration in SNPaCGH were 

confirmed by real-time qPCR (Supplementary table 1). On the other hand, at 31 loci 

from the ten samples, where SNPaCGH showed the copy number state as disomy, ten 

loci were revealed to have a copy number change by real-time qPCR. At regions 

determined to be disomy by SNPaCGH, 70.6 % were determined by qPCR to be two 

copies. Previous studies have documented that the most common genomic alteration in 

papillary carcinoma is amplification on 1p and deletion or LOH on 16q (2, 5, 6, 8). Our 

study revealed chromosomal regions at 3p21.31, 3p14.2 and 20q13.13 were commonly 

altered (≥ 4/5) among five carcinomas in addition to deletion or CNLOH on 16q (≥ 3/5) 

(Figure 2, Supplementary table 2). The significance of 3p and 20q are currently unclear 

but require further investigation.  

In summary, we have elucidated significant differences in the molecular-cytogenetic 

profile between papilloma and papillary carcinoma. Thus papillary carcinoma harbored 

significantly more genomic alterations than papilloma, even though papilloma had a 

number of genomic alterations, and the rate of genomic alteration correlated with 

pathological malignancy classification. These genome wide findings could not be 

obtained by conventional cytogenetic study such a fluorescent in situ hybridization or 

conventional CGH. Our findings may aid clinical management of breast ICPT and may 

provide insight into their carcinogenesis.  
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FIGURE LEGENDS  
 

Figure 1. Hematoxylin-eosin stain in intracystic papillary tumors (Original 

magnification x40). A-C, Intracystic papilloma (A: case 1, B: case 2, C: case 3). D-F, 

Intracystic papillary carcinoma in situ (D: case 6, E: case 7, F: case 8). G and H, 

Intracystic papillary carcinoma with invasion (G: case 9, H: case10).  

 

Figure 2. Graphic display of whole genomic alterations in papilloma (a) and papillary 

carcinoma (b). The color bar over each chromosome indicates copy number 

amplification (green color bars), copy-neutral LOH (blue color bars) and deletion 

(brown color bars) for each case. Papilloma includes 5 cases of Pap (a), and papillary 

carcinoma includes 3 cases of PurePC and two of PCinv (b).    
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FIGURES 

Figure 1. 
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Figure 2. 
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Supplymentary Document 

 

MATERIALS AND METHODS 

DNA extraction and hybridization to SNP arrays 

Using ten to twenty 10 m thick sections cut from FFPE blocks, tumor tissue areas 

containing more than 90% tumor cells and normal tissue areas not having any cancer 

cells, which were identified by staining with hematoxylin and eosin, were 

microdissected. Paraffin removal was performed in 80% xylene and samples were then 

washed twice with absolute ethanol. After drying the pellet was resuspended in 360 L 

of buffer ATL (QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Germany) and incubated at 95ºC for 15 

minutes and then cooled to room temperature. Samples were then digested with 

proteinase K for 3 days at 56ºC in a rotation oven with periodic mixing and the addition 

of fresh proteinase K every 24 hours.  

DNA was collected using the QIAmp DNA Mini Kit according to the manufacturer’s 

instructions. Briefly, 400 L of buffer AL was added to the sample and incubated at 70ºC 

for 10 minutes. 400 L of absolute ethanol was then added. The sample solution was 

then placed into the spin column and centrifuged for 1 minute at 8000 x g. The spin 

column was washed twice with 500 L of AW1 by centrifugation at 8000 x g for one 

minute and then washed with AW2 by centrifugation at 14,000 x g for three minutes. 

The DNA was finally eluted with 55 L buffer AE. Extracted DNA was quantified on a 

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, 

USA). All samples used in this study had an OD 260/280 ratio higher than 1.8.  

Extracted DNA from each sample was processed following the manufacturer’s 

protocol and hybridized on Affymetrix GeneChip Genome-Wide Human SNP Array 5.0® 

(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Because DNA extracted from FFPE samples was 

degenerated, the following modifications were adopted to the oligonucleotide microarray 

system, taking into consideration previous studies (1, 2, 3): the initial DNA amount was 

increased from 250 ng to 1 g; digestion time was prolonged from 120 minutes to 

overnight; the volume of PCR reactions was increased when the yields of PCR product 

failed to reach prescribed levels. The peak size of mapping PCR products was 
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determined by visual inspection of electropherograms following 2% TBE agarose gel 

electrophoresis.   

 

SNP array data analyses 

All signal intensities of probes and genotype calls were generated and obtained from 

Genotyping Console 3.0.1® (BRLMM-P algorithm) using default parameter settings. 

Overall hybridization quality was estimated by a generated QC call rate index. We use 

the term “copy number change” meaning deletion or amplification of a genomic region 

and “CNLOH” meaning copy number neutral loss of heterozygosity. 

Copy number change and LOH analyses (called here SNPaCGH) were conducted 

using the Partek Genomics Suite (PGS) version 6.3 (Partek, St. Louis, MI, USA). When 

signal intensities of probes were imported from CEL files into PGS, a normalization 

procedure with correction for GC-content and fragment length effects was performed. 

Copy number estimates from signal intensities were determined by “paired analysis”, to 

compare copy number state from tumor and matching normal tissue. Detection of 

amplifications and deletions was performed with a segmentation algorithm in the copy 

number workflow in PGS, where the minimum marker size was set at 150 (default 

setting is 10) and signal/noise ratio was set at 0.25 (default setting is 0.30). Genotype 

calls data were imported from CHP files into PGS following the restriction of SNPs to 

fragment sizes ≤500 bp, because genotype calls of SNPs on longer fragments are 

unreliable from degenerated DNA, such as DNA extracted from FFPE samples (1). LOH 

values were inferred by paired analysis with the Hidden Markov Model default setting 

in the LOH Workflow in PGS. All of these modifications from the default settings are 

adopted to maximize detection specificity.  

 

Quantitative PCR (qPCR) assay 

Quantitative PCR analyses to validate copy number changes were performed on a 

LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

using an intercalating dye, SYTO13 (Molecular probes, OR, USA), which is an 

alternative to SYBR green I. Absolute quantification was carried out using a second 
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derivative max method (4). A standard calibration curve was generated with a serial 

dilution of genomic DNA to estimate the copy number state of sample for each set of 

primers. A corrected copy number state was given as the ratio of a target gene divided 

by an internal control gene. Copy number changes in tumors were determined by 

comparing paired samples (paired analysis).  

Target genes for copy number validation and sequences of primer sets were as 

follows: ATP-binding cassette, sub-family A, member 5 (ABCA5, Forward; 5’ 

TGCTGTGGTTCCCATCAAAC3’ Reverse; 5’ CATGCCAACACTCGTTCACA3’), G 

protein-coupled receptor 4 (GPR4, Forward; 5’AGGTGCAGCTGAAGATGCTG3’ 

Reverse; 5’CTGTGGGATGAGAGGGGAAA3’), Frizzled 9 (FZD9, Forward; 5’ 

TGCCCCTCTCTGGCTACCTG3’ Reverse; 5’ GGGCACCGTGTAGAGGATGG3’), Snail 1 

homolog (SNAI1, Forward; 5’CTAACCAGCTTGGAGGTGGG3’ Reverse; 

5’AGGGAGGACGTGACTGGTG3’). The diploid internal control gene and primer set 

sequences were Ornithine decarboxylase antizyme 2 (OAZ2, Forward; 

5’CCTTCAGCTTCTTGGGCTTT3’ Reverse; 5’TGGTCCAGGGGATAAACCAT3’). BLAST 

searches confirmed all primer sequences to be specific for the gene. 

Samples were analyzed in quadruplicate in a 384-well format in a 10 L final volume 

containing about 2 ng genomic DNA, 0.5M forward primer, 0.5 M reverse primer, 0.1 

Units TaKaRa ExTaq HS version (TaKaRa, Kyoto, Japan), 1 x PCR buffer, 200M 

dNTP and 0.5M SYTO13. The amplification conditions consisted of an initial 

denaturation at 95ºC for 5 minutes, followed by 45 cycles of denaturation at 95ºC for 10 

seconds, annealing at 55ºC for 10 seconds and extension at 72ºC for 15 seconds. The 

data were analyzed using LightCycler® 480 Basic Software (Roche Diagnostics) and 

melting curve analysis was always performed to verify the absence of non-specific 

amplification.  

 

Statistical analysis 

To estimate the total rate of a copy number changed region, each segment amplified 

or lost was summed and divided by 2,829 Mb, which is the total Mb in the genome, 

excluding heterochromatic, centromeric and telomeric regions not covered by probes. 
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Similarly, to estimate the total rate of genomic alteration, the sum of segments with 

copy number change and CNLOH was divided by 2,829 Mb. Wilcoxon’s rank sum test 

and Kruskal-Wallis’ chi-squared test were performed to compare the rate of copy 

number change and genomic alteration between subgroups.  

To determine successful predictive factors for the analysis of FFPE samples, 

Pearson’s product-moment coefficient of correlation test was performed with the QC call 

rate.  

The analyses above were done with the free statistical program, R (version 2.8.0) 

(http://www.r-project.org/) and the results were considered statistically significant when 

the p-value was <0.05.  
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