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研究成果の概要（和文）： Q-FISH法でテロメア長を測定した結果、すべての乳癌細胞のテロメア
長は正常細胞に比べ短縮していた。その中で、癌細胞のテロメア長が極めて短縮している検体が
4例存在し、これらの組織学的腫瘍径は、その他の例に比べ有意に大きかった。 
 

研究成果の概要（英文）：We analyzed the telomere length by tissue Q-FISH. Almost breast 

cancer cells had shortened telomere in comparison with the normal cells. In specific four 

cases that showed the extremely short telomere length, the tumor size was significantly 

higher than other cases. 
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研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：腫瘍学・腫瘍生物学 

キーワード：乳癌、遺伝子・染色体、FISH、テロメア、予後診断 
 
１．研究開始当初の背景 

食道癌および食道組織で、組織切片上で
Q-FISH法により細胞ごとのテロメア長を比較
す る 方 法 を 確 立 し , こ れ を 報 告 し た 
(Oncology, Kammori et al)。この方法を利用
し、甲状腺乳頭癌では、腫瘍径が 20mm(T2)を
超え内深頚リンパ節領域まで転移を示す進行
癌で他の正常組織と比較し有意にテロメア短
縮が出現していた。また、正常濾胞細胞は老
化に伴い有意にテロメア短縮を示したが、そ
の他の正常細胞(線維芽細胞等)では有意差を
認めなかった。甲状腺乳頭癌の未分化転化に

は、老化と腫瘍の増大が関与していると推測
される。腫瘍径に依存してテロメア短縮が起
きていることとその背景因子である濾胞細胞
が老化によるテロメア短縮を認めることは、
これらを支持する結果である。甲状腺未分化
癌の培養細胞である OCUT-1 を用いた実験
(Int J Mol Med, Kammori et al)では、未分
化癌はテロメラーゼ活性を維持しつつも他の
正常細胞と比較して有意に短いテロメア長を
有していた。 
乳癌におけるテロメア長の研究では、
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た解析がなされており、乳癌組織においても
テロメア長が短縮していた。しかし、これら
のデータは、組織学的グレードや予後といっ
た臨床的な要素と必ずしも一致していない。
これらの不一致は、Southern blotting 法や
slot blot 法の限界によるものであると思わ
れる。すなわち、Southern blotting 法や slot 
blot 法では、個々の細胞のテロメア長を測定
することができず、炎症性の細胞や他の間質
細胞が混在した状態での測定しかできない。 

FISH 法は、組織切片上で細胞ごとに遺伝子
検索ができるので、この技術を応用した乳癌
の基礎研究をおこなう必要があるという考え
に至った。 

 
２．研究の目的 
 乳癌診療における遺伝子診断の利用が日常
診療に応用されるためには prospective な臨
床研究でその有用性が検証される必要がある
と思われる。そこで、FISH 技術を応用し乳癌
組織検体とその対応する正常乳腺組織検体お
よび乳腺細胞診検体を用いて HER2 gene, 
BRCA1 gene, BRCA2 gene,p53, hTERT gene な
どの乳癌関連遺伝子とその遺伝子の局在する
染色体（Chr17 など）の異数体発現と組織
Q-FISH による telomere 長測定（我々の開発
した国内特許（特願 2005-55726）：テロメア
長測定による正常細胞と癌細胞の鑑別法）を
行い、乳癌遺伝子診療の臨床応用への基礎研
究として検討したい。この研究により、乳腺
外科学と乳癌診療に貢献できればと考えてい
る。  
 
３．研究の方法 
(1) 組織検体 
  2005 年から 2007 年に東京女子医科大学
で乳癌と診断されたため乳房切除術を行った
患者約 60人の乳腺組織を用いた。常法に従い
パラフィン包埋後、4µm の切片を作成した。
組織は癌部と正常部で比較検討した。 
(2) 腫瘍の分類 
  腫瘍の分類は組織学的分類、病期分類
（stage）、TNM 分類をThe International 
Agency for Research on Cancer, World Health 
Organization classification, Union for 
International Cancer Control に従い分類し
た。 
(3)  Tissue Q-FISH 
  脱パラフィンしたスライドを、ペプシン、
RNase で前処理をした。その後、peptide 
nucleic acid(PNA) に Cy3 を結合した
telomere probe(telo C CY3 probe : 5’
-CCCTAACCCTaaCCCTAA-3’)、および FITC を結
合した centromere probe(Cenp 1 probe : 5’
-CTTCGTTGGAAACGGGGT-3’)でhybridize した。
核染は、47,6-diamidino2-phenylindole 
(DAPI) を用いた。 

(4) テロメア長の測定 
  FISH イメージ（図 1）を DAPI/FITC/Cy3
のフィルターをセットした蛍光顕微鏡で観察
し、CCD カメラで画像を保存した。保存した
画像についてオリジナルのソフトウエア
(Tissue Telo)用い、DAPI(blue channel)、 
FITC(green)、 Cy3(red)のカラーイメージで
蛍光強度を測定し、テロメアとセントロメア
の比(telomere-to-centromere ratio (TCR))
を求め、出現頻度で表した（図2）。 
 
４．研究成果 
  乳癌と診断されたため乳房切除術を行っ
た患者60人の平均年齢は54±13才であった。
採取した乳腺の組織学的分類は、硬癌 21 例、
充実腺管癌 19例、乳頭腺管癌 18例、浸潤性
小葉癌 1例、その他（小葉癌）1例であった。
触診径および組織学的腫瘍径は、それぞれ 
2.5±1.2 cm、2.1±1.4 cm であった。また、
病期診断の Stage は、0 が 3 例、I が 22 例、
IIa が 24 例、IIb が 5例、IIIa が 1例、IIIb
が 2例、IIIc が 1例であった。 
  乳頭腺管癌5例、充実腺管癌3例、硬癌6
例についてそれぞれの癌細胞、それに対応す
る正常細胞のテロメア長を組織Q-FISH法で測
定し比較検討したところ、14検体すべての癌
細胞で正常細胞に比べ、テロメア長の短縮が
認められた（図1 、2）。その中でも、TCRが0
〜1に多く認められ、癌細胞のテロメア長が極
めて短縮している検体が4例存在した（図２A
）。また、これら4例とその他の10例（図２B
）の組織学的腫瘍径は、それぞれ 3.6±1.5
 cm、1.7±1.0 cm であった。両者間には有
意差が認められた（P=0.016）。 
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       図1：Q-FISH法による画像 (X400) 
       癌組織（上）、正常組織（下） 
       テロメア;Red(Cy3)、セントロメア； 
       green(FITC)、核；blue(DAPI) 



 

 

 
図2：TCR の出現頻度 
乳癌組織（青）と対応する正常組織（赤） 
 
 
 
  これらの結果より、腫瘍が大きい症例では
テロメア長が顕著に短縮する傾向が認められ
た。 
  今後さらに、多くの乳癌組織について検討
を行う予定である。 
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