
血液がんの細胞遺伝学的 
プロファイリングにおける  
Agilent の CGH+SNP マイクロアレイの 
優れたコピー数検出力

アプリケーションノート

はじめに

最近の高解像度コピー数解析プラットフォームの比較研究では、コピー数解析に関し、

長いオリゴヌクレオチドをもつプラットフォームの方が SNP プラットフォームより常に
優れた性能を示します1,2,3,4。SNP マイクロアレイは一塩基多型 (SNP) を同定して連鎖
解析を行うために開発され、DNAコピー数に変化のないヘテロ接合性の喪失 (LOH) も
同時検出が可能です。Agilent は特定の SNP コンテンツを Agilent の CGH+SNP マイク
ロアレイに加え、高解像度の DNA コピー数変化と LOH の同時検出という利点をもた
らしました。このアプリケーションノートでは、慢性リンパ性白血病 (CLL) と多発性骨
髄腫 (MM) サンプルから精製した DNA を使って Agilent の CGH+SNP マイクロアレイ
から得られたコピー数解析と LOH データの品質を Illumina 社の SNP マイクロアレイの
ものと比較しました。
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実験

2 つの市販の高解像度オリゴヌクレオ
チドマイクロアレイプラットフォームの
カタログアレイ、Agilent SurePrint G3 
CGH+SNP 2x400K マイクロアレイプラッ
トフォームと Illumina 社 HumanCytoSNP-
12v1 を比較しました。各プラットフォー
ムの情報と特徴は表 1 にまとめました。

6 サンプルを選択し、2 つのプラット
フォーム間の比較に使用しました。DNA 
は各メーカーのマニュアルに従ってラベ
ル化し、ハイブリダイズしました。デー
タ処理と解析はそれぞれのプラット
フォームのためのソフトウェア、Agilent 
CytoGenomics と Illumina 社 KaryoStudio 
を使用して、デフォルト設定で行いま
した。プラットフォームに依存しない
コピー数解析は Nexus ソフトウェア 
(BioDiscovery) でも行いました。Nexus ソ
フトウェアのアルゴリズムは、がんサンプ
ルから得た Agilent の SNP データを解析
するために最適化されてはいません。

結果と考察

B-allele 頻度 (SNP アレイ) と 
uncut allele の数 (CGH+SNP アレイ) 
Illumina 社の SNP データは通常、B-allele 
頻度 (BAF) プロットを使って表示されま
す。一方、Agilent の CGH+SNP マイクロ
アレイでは、A アレルと B アレルの頻度
を計測するかわりに、uncut allele (制限
酵素で切断されないアレル) のコピー数
と総コピー数を計測します5,6。結果とし
て、Agilent の SNP データは uncut allele  
のコピー数を表示します (図 1) 。BAF と 
uncut allele の数のプロットは、ゲノムの 
2 倍体領域では見た目が非常に似てい
ますが、増幅または欠失した領域では異
なります。これはホモ接合体 (AA, BB) と
ヘテロ接合体 (AB) を表示する時の目盛

りが Illumina 社の BAF プロットでは常
に 0 から 1 であるのに対して、Agilent の 
SNP コピー数プロットは 0 から 1, 2, 3,…
となっているからです。結果として、BAF 
プロットでは、母方と父方の両方の染色
体が増幅した場合のテトラソミーと 2 倍
体を区別することができません。さらに、
BAF プロットを見ると、特にモザイクサ
ンプル (異常なサンプルに正常なものに
が混入し希釈されている) では、トリソ
ミー (BAF=0 %, 33 %, 66 %, 100 %) と片
方の親の染色体だけが増幅した場合の
テトラソミー (BAF=0 %, 25 %, 75 %, 100 
%) を区別することが困難です。

Platform
Oligonucleotide 
length

Sample 
labeling

Sample 
requirement

Number 
of CGH 
features

Number 
of SNP 
features

Agilent SurePrint G3 
CGH+SNP 2 x 400K 
microarray platform 

60 nt Direct 
labeling

500 ng 292,097 118,955*

Illumina 
HumanCytoSNP-12v1

25 nt WGA 
amplification

200 ng 0 299,671

*92 % of SNPs use two SNP probes per SNP

表 1. マイクロアレイプラットフォームの特徴
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図 1. uncut allele 数と B アレル頻度 (BAF) の比較

モザイクサンプルでの 
染色体異常の検出
がんサンプルは通常、正常な核型をも
つ細胞と染色体異常がある細胞の両方
を含む細胞の混合からなります。Valli ら
は Agilent の CGH マイクロアレイを使っ
て、先天性および獲得性のモザイクにお
いて、異常な細胞が 8 % あれば検出で
きることを報告しています7。Agilent の 
CytoGenomics ソフトウェアを使って本研
究で使用した 6 サンプルの clonal fraction 
(染色体異常細胞集団の割合) を調べま
した。clonal fraction は 10 % 未満から 
87.5 % まで様々でした (表 2)。1 つのサブ
クローン (28.3 % の細胞) が CLL サンプル 
2 で見つかりました。clonal fraction 値は 
Illumina 社 KaryoStudio や Nexus ソフト
ウェアでは報告されません。
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6 つのサンプルで検出された最も大きな
ゲノム異常を表 2 にまとめます。結果は
文献と一致し、13 番染色体長腕での欠失
が最も共通する構造異常でした。図 2 で
は、モザイクの MM であるサンプル 6 の  
13 番染色体にある欠失の検出について、
Agilent の CGH+SNP と Illumina 社の SNP 
プラットフォームを比較しています。その
欠失は Agilent のコピー数 (CN) データで
は、Agilent の CytoGenomics でも Nexus 
ソフトウェアでも検出されています。
Agilent の CytoGenomics では、このサン
プルの SNP プロットにより、この同じ領
域にある hemizygous 欠失が確認されま
した。Agilent の CytoGenomics ソフトウェ
アでは、このサンプルの clonal fraction 
は 24.5 % と報告されました。この結果は 
FISH で確かめられ、それによるとその欠
失は 222 細胞中 69 細胞 (31 %) で確認さ
れました。

表 2. 核型または FISH の知見、clonal fraction (CytoGenomics ソフトウェアで算出)、および最も顕著な
ゲノム構造異常

Sample 
number

Sample 
type Karyotype and/or FISH findings

Clonal 
fraction

Most significant  
genomic aberrations

1 CLL nuc ish (CEP12x2,D13S319x1,13q34x2)
[260/413] 
nuc ish (ATMx1,p53x2)[248/358] 
nuc ish (IGHx2)[400]

62.3 % Hemizygous deletions 
on chr. 11 and 13.

2 CLL nuc ish (CEP12x2,D13S319x1,13q34x2)
[89/200] 
nuc ish (IGHx2)[200] 
nuc ish (ATMx2,p53x1)[93/200]

48.5 %  
Subclone 
28.3 %

Heterozygous deletions 
of variable size on 
chr. 4, 5, 6, 13, 17, and 
18. Subclone: additional 
terminal deletion on 
chr. 18.

3 MM 42,X,-Y,add(1)(p13),add(6)(q2?2),add(11)
(q13), -13,-14,add(14)(q32),-22[3]/46,XY[12]

13.3 % Copy number loss of 
chr. 13, 14, 22, and Y. 
Extra copy of the distal 
part of chr 1 and X.

4 CLL nuc ish (CEP12x2,D13S319x1,13q34x2)
[124/200] 
nuc ish (ATM, p53)x2[200] 
nuc ish (IGHx2)[200]

87.5 % Small deletion on chr. 
13.

5 MM 46,XX[19] 
1 metaphase with 53 chromosomes, 
1p+,+3,+4,+5,+9,+11,+15,-16, 
-18,+19,+19,+19,-20,-21,-22,+3mar
nuc ish (D11Z1x3, D13S319x2)[26/200]
nuc ish (IGHx2)[200]

<10 % Copy number gain on 
chr. 3, 4, 5, 9, 11, 15, and 
19.

6 MM 46,XX[20] 
nuc ish (D11Z1x2,D13S319x1)[69/222](31%) 
nuc ish (3’IgHx2,5’IgHx1)(3’IgH sep 5’IgH)
x1 (22%)

24.5 % Deletion on chr. 13.

図 2. MM サンプル 6 の 13 番染色体の DNA CN および SNP プロファイル。Agilent の SurePrint G3 CGH+SNP 2x400K マイクロアレイと Illumina 社の SNP マイク
ロアレイにハイブリダイズし、それぞれのメーカーのソフトウェアまたは Nexus で解析。結果より、約 25 % の細胞に存在する欠失は、Agilent のプラットフォー
ムの CN および SNP データでは検出されたが、Illumina 社の SNP データでは構造異常として検出されなかったことが示されました。
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この欠失は Illumina 社のコピー数データ
では、Illumina 社 KaryoStudio でも Nexus 
ソフトウェアでも検出されませんでし
た。しかし、Illumina 社の SNP データで
このサンプルに構造異常があることは
確認されました。それに加えて Nexus ソ
フトウェアでは、13 番染色体の長腕に増
幅があると報告されていますが、Agilent 
の CGH でも SNP データでも認められま
せん。この増幅の検出は偽陽性の疑いが
あります。

結論

本アプリケーションノートで示された
ように、Agilent SurePrint G3 CGH マイ
クロアレイへの SNP プローブの追加と 
CytoGenomics ソフトウェアの改良され
た解析アルゴリズムにより、血液がんサ
ンプルにおいてコピー数変化、およびコ
ピー数変化のない LOH の高感度検出が
可能になりました。uncut allele 数のプロッ
トとして SNP データを表示することで、
B-allele 頻度プロットと比べて、増幅や欠
失領域における親由来の区別が容易にな
りました。文献に報告されているように、
このサンプル群で見つかった最も共通の
構造異常は 13 番染色体の欠失でした。
約 75 % の正常細胞が混ざったサンプル
でも、Illumina 社のコピー数解析では検
出できなかった hemizygous 欠失領域に
おいて、Agilent のコピー数解析の結果は 
SNP データと一致しました。
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