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Background : Identification of HER-2/neu status is important in predicting the response to
specific chemotherapy in breast carcinoma patients and HER-2/neu status is associated with
poor clinical outcome even with systemic chemotherapy. Introduction of fluorescence in situ
hybridization (FISH) allows an accurate assessment of the level of gene amplification with
information about distribution of gene copies in histologic sections. Methods : HER-2/neu
status was performed on paraffin sections of 176 primary breast carcinomas by FISH, using
PathVysion and by immunohistochemistry (IHC), using HercepTest. The results of HER-
2/neu amplification was compared with clinical and pathological prognostic factors. Results :
HER-2/neu amplification and overexpression were detected in 51 tumors (29.0%) by FISH
and 32 tumors (18.2%) by IHC. The results of each method agreed with each other in 157
tumors (concordance: 89.2%, kappa=0.783). HER-2/neu amplification was associated with
poor nuclear grade, marked nuclear pleomorphism, and presence of the combined ductal
carcinoma in situ in the invasive ductal carcinomas as well as Van Nuys grade of the ductal
carcinoma in situ component (p<0.05). Conclusions : The comparison of FISH and IHC
demonstrated an excellent correlation of HER-2/neu overexpression 2+ and 3+ with gene
amplification. However, FISH may be a more accurate and reliable method for negative and
1+ cases. HER-2/neu amplification proves to be of prognostic relevance.

Key Words : Mammary Neoplasms-In Situ Hybridization, Fluorescence-Genes, erbB-2,
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유방암종의 HER-2/neu 검색을위한형광제자리부합화와면역조직화학

염색법의비교

HER-2/neu (c-erbB-2) 암유전자는 185 kDa의 transmem-

brane growth factor receptor로서 티로신 키나아제 작용을 가

지고 있으며 세포의 성장을 자극한다. 유방암종에서 HER-2/neu

발현율은 20-30%로 예후 예측, 항암 치료 및 호르몬 치료에 있

어 그 중요성이 증명되고 있다.1-3 HER-2/neu 증폭이나 과발현

을 나타내는 환자의 경우 doxorubicin 치료에 효과가 있다는 보

고와4-6 항암 치료제의 양을 증가시키면 효과가 강화된다는 보고

들5-7은 항암제 선택에 있어서 HER-2/neu의 중요성을 시사하

였다. 최근 trastuzumab (HERCEPTIN�; Genentech, Inc.,

South San Francisco, CA, U.S.A.)이라는 HER-2/neu에 대

한 단클론항체 치료제의 개발과 전이 유방암종에 대한 높은 치

료 효과는 HER-2/neu의 검색이 유방암종 환자 치료에 필수적

임을 말해 준다.8 유방암종 환자에게서 HER-2/neu의 발현이 있

는 경우 cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracil

(CMF) 치료에 내성을 보이는 경우가 많고 tamoxifen을 포함

한 호르몬 치료에 내성을 보인다는 보고도 계속되고 있다.9-11 결

국 항암제 치료를 받는 모든 환자에게 HER-2/neu의 검색은

효과적인 치료를 위하여 필수적인 과정이 되었다. HER-2/neu

의 과발현을 보기 위한 단백 검색 방법으로는 면역조직화학 염

색이 가장 많이 이용되지만, 이용되는 항체의 특이도와 판정 기

준에 따라 결과가 다르다.12 HER-2/neu 유전자의 경우 단백의

과발현보다는 유전자의 증폭이 항암제에 대한 효과를 더 정확히

예측할 수 있는 지표이므로 형광제자리부합화(fluorescence in

situ hybridization: FISH) 검색이 필수적이다.13,14 형광제자리
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부합화는 조직학적으로 동정된 암 세포의 핵 내에서 유전자의

증폭 여부를 정확히 구별할 수 있는 장점을 가지고 있으며, 또

한 소량의 조직에서도 검색이 가능하므로 조기 진단으로 얻을

수 있는 암 조직의 양이 점점 작아지는 현실적인 면에서도 유리

하다. 유방암 환자에게서 HER-2/neu 유전자의 증폭 분석이 면

역조직화학 염색보다 예후를 더 정확히 예측할 수 있다는 연구

결과도 형광제자리부합화의 장점을 보여 주는 것이다.1 그러나

여러 장점을 가지고 있음에도 불구하고 실제적으로 형광제자리

부합화를 이용한 HER-2/neu 유전자 증폭 분석은 보편화되지

못하고 있다. 형광제자리부합화를 시행하기 위해서는 형광 물질

을 분석할 수 있는 특수 현미경 및 필터가 필요하며 검사에 사

용되는 시약 가격의 저렴화도 요구된다.

본 연구는 유방암종 조직에서 형광제자리부합화와 면역조직

화학 염색을 이용하여 HER-2/neu 유전자 증폭과 단백질 과발

현의 결과를 비교 분석하고자 시행되었다.

재료와 방법

1989년 9월부터 2000년 8월까지 인제대학교 상계 백병원에서

유방암종 절제술을 받은 환자 중 임상 정보를 갖춘 침윤관암종

176예를 대상으로 하였다. 침윤관암종은 Nottingham 분류법15

에 의한 조직학적 등급을 사용하였고 동반된 관내암종은 Van

Nuys 분류법16에 의하여 등급을 나누었다.

형광제자리부합화

두께 3.5 m의 슬라이드를 56℃로 24시간 두었다가 탈파라

핀한 후 100% 알코올로 탈수시켜 45-50℃ 상태를 유지하였다.

0.2 N HCl에 20분 담근 후 증류수에 3분간 넣고 세척완충액

(Vysis Inc., Downers Grove, IL, U.S.A.)에 3분간 두었다. 80

℃의 전처리 용액(Vysis)에 30분간 처리하고 증류수에 1분간

담근 후 세척완충액에 5분 동안 2회 세척하였다. 37℃의 단백분

해효소용액(Vysis)에 10분 동안 처리한 후 세척완충액에 5분씩

2회 세척하고 45-50℃ 상태를 유지하면서 탈수하였다. 포르말

린에 10분간 고정시킨 후 세척완충액으로 5분씩 2회 세척하고

45-50℃ 상태를 유지하면서 탈수하였다. 72℃의 변성용액

(Vysis)에 5분간 적용한 후 70%, 85%, 100% 알코올에 순서

대로 1분씩 담그고 45-50℃ 상태로 탈수하였다. 10 L의 LSI

HER-2/CEP probe (Vysis)를 적용한 후 커버 슬립으로 덮고

37℃로 14-18시간 동안 유지하였다. 실내 온도의 후부합화세척

완충액(Vysis)에 넣어 커버 슬립을 제거한 후 72℃의 후부합화

세척완충액에 2분간 적용한 다음 슬라이드를 어두운 곳에 세운

상태로 탈수하였다. 10 L의 4,6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI, Vysis)로 염색하여 관찰하였다.

현미경의 1,000배 시야에서 암 세포가 한층으로 배열된 부위

를 선택하여 CEP 녹색 신호와 HER-2/neu 오렌지 신호의 수

를 관찰하여 비율을 구하였다. HER-2/neu 오렌지 신호가

CEP 녹색 신호의 2배 이상인 경우를 유전자 증폭으로 간주하

였다(Fig. 1).

면역조직화학 염색

두께 3.5 m의 슬라이드를 탈파라핀하여 95-99℃의 전처리

용액(HercepTest kit; DAKO, Carpinteria, CA, U.S.A.)에

40분 처리한 후 실온에서 20분간 식혔다. 세척완충액으로 세척

한 후 과산화효소차단제(HercepTest kit; DAKO)를 5분간 적

용하였다. 200 L의 일차 항체를 조직 위에 30분간 적용한 후

세척하였다. 200 L의 Visualization Reagent (HercepTest

kit; DAKO)를 30분간 적용한 후 세척하였다. 200 L의

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)를 10분간 적용한

후 세척하고 Mayer’s hematoxylin으로 대조염색을 시행하였

다. 암 세포의 세포막에 갈색으로 염색이 되는 정도에 따라 다

음과 같이 점수를 주었다. 음성 반응을 나타내거나 10% 미만의

암 세포에서 약하게 염색되는 경우를 0, 암 세포의 10% 이상에

서 염색은 되었으나 세포막의 일부가 약하게 염색된 경우는 1+,

암 세포의 10% 이상에서 세포막의 전체가 중등도로 염색된 경

우를 2+, 암 세포의 10% 이상에서 세포막의 전체가 강하게 염

색된 경우를 3+로 판독하였으며, 그 중 염색 점수가 2+와 3+인

경우를 HER-2/neu 단백질의 과발현으로 간주하였다(Fig. 2).

Fig. 1. Fluorescence in situ hybridization shows increased HER-
2/neu gene copy number in breast cancer tissue (HER-2/neu
gene probe, orange signals; chromosome 17 centromere con-
trol, green signals).
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통계학적 분석

통계분석은 Statistical Package for the Social Science

(SPSS) 8.0 (Systat, Chicago, U.S.A.) 통계 프로그램을 이용

하였고 p 값이 0.05 미만인 것을 의미 있는 것으로 하였다. 측

정 인자들간의 상관성 검증에는 Chi-square 법을 사용하였으며

Spearman’s correlation coefficient (kappa)에 의하여 형광제

자리부합화와 면역조직화학 염색 결과의 일치성에 대한 상관관

계를 구하였다. kappa 계수가 1에 근접할수록 완전한 일치에

가깝고 0.4 이하는 불량한 일치로 보았다.

결 과

침윤관암종 176예 중 Nottingham 분류에 의한 조직학적 등

급은 I이 22예(12.5%), II가 83예(47.2%), III이 71예(40.3%)

였고, Black의 분류에 의한 핵 등급은 I이 75예(42.6%), II가

84예(47.7%), III이 17예(9.7%)였다. 침윤관암종의 130예

(73.9%)가 관내암종을 동반하였고, 그 중 광범위 관내암종인

경우는 41예(31.5%)였다. 동반된 관내암종의 Van Nuys에 의

한 등급은 I이 11예(8.5%), II가 47예(36.2%), III이 72예

(55.4%)였다.

총 176예에 대하여 HER-2/neu 검색을 위한 형광제자리부합

화와 면역조직화학 염색을 시행한 결과, 형광제자리부합화와 면

역조직화학 검사에서 HER-2/neu 유전자 증폭과 단백질 과발

현을 나타낸 예는 각각 51예(29.0%)와 32예(18.2%)였다. 형광

제자리부합화와 면역조직화학 결과에서 일치를 보인 경우는 157

예(89.2%)였으며 kappa 계수는 0.783였다. 검사 결과의 불일치

를 보인 19예 모두 형광제자리부합화에서는 HER-2/neu 유전

자 증폭이 관찰되었으나 면역조직화학 염색에서는 HER-2/neu

단백의 과발현이 관찰되지 않았다. 그 중에서 단백 발현의 점수

가 0과 1+인 경우가 각각 11예, 8예였다(Table 1). 병리학적

소견과 비교해 보았을 때 침윤관암종의 핵 등급이 나쁠수록

HER-2/neu 유전자 증폭이 증가하였고 동반된 관내암종의

Van Nuys 등급이 높을수록 HER-2/neu 유전자의 증폭이 증

가되었다(p<0.05). HER-2/neu 유전자 증폭은 관내암종이 동

반된 침윤관암종에서 동반되지 않은 경우보다 자주 관찰되었다

(p<0.05). 그러나 조직학적 등급이나 동반된 광범위 관내암종의

유무 및 Ki-67 표지 지수와는 상관성이 없었다. 침윤관암종의

조직학적 등급을 위하여 사용하는 Nottingham분류법의 3가지

Concordance: 89.2%.
FISH: fluorescence in situ hybridization, IHC: immunohistochemistry.

IHC
FISH

1+ 2+ 3+
Total

0

No amplification 120 5 0 0 125
Amplification 11 8 11 21 51
Total 131 13 11 21 176

Table 1. Correlation between results of FISH and immunohisto-
chemistry for the detection of HER-2/neu amplification and
overexpression in 176 breast carcinomas

Fig. 2. Scores for HER-2/neu overexpression range from 0 to 3+ (A) 0: Negative; No staining. (B) 1+: Negative; A faint membrane staining
is detected in >10% of tumor cells. The cells are only stained in part of their membrane. (C) 2+: Week positive; A weak to moderate com-
plete membrane staining is observed in >10% of tumor cells. (D) 3+: Strong positive; A strong complete membrane staining is observed
in >10% of tumor cells.

A B C D
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요소를 HER-2/neu 유전자 증폭과 비교해 보았을 때 핵의 다

형성이 심할수록 HER-2/neu 유전자 증폭이 증가하였지만

(p<0.05), 관 구조 형성의 정도나 유사분열의 정도와는 상관성

을 나타내지 않았다(Table 2). 침윤관암종에서 HER-2/neu 유

전자 증폭과 환자의 연령, 종양의 크기, 림프절 전이, 호르몬 수

용체, 병기, 재발 및 생존율 등과 유의한 상관성은 없었다

(Table 3).

고 찰

유방암종 환자에게서 HER-2/neu 유전자 검색의 주목적은

가장 효과적인 치료약제의 선택에 있다. 특히 전이성 유방암종

치료제인 trastuzumab (Herceptin�)이 미국 Food and Drug

Administration (FDA)에서 승인되면서 HER-2/neu의 중요성

이 더욱 강조되고 있다. 이와 함께 HER-2/neu 검사의 면역조

직화학 염색인 HercepTest 역시 FDA의 승인을 받게 되었다.

현재까지 HER-2/neu 유전자 검색으로는 면역조직화학 염색이

보편적으로 사용되어 왔으나, 최근 형광제자리부합화와 면역조

직화학 검사간의 불일치가 계속 보고되고 있으므로 HER-

2/neu 유전자 단백의 과발현보다는 유전자의 증폭을 증명할 수

있는 형광제자리부합화 검사가 요구되고 있다.12,17-19 본 연구에

서는 총 176예의 침윤관암종을 대상으로 형광제자리부합화와

HercepTest 면역조직화학 염색 결과를 비교하여 일치율 89.2%

와 kappa 값 0.783의 결과를 얻었는데, 이는 다른 보고에서와

마찬가지로 좋은 성적이었다.20-22 특히 면역조직화학 결과가 2+,

3+인 경우 형광제자리부합화에서도 HER-2/neu 유전자 증폭

을 확인할 수 있었다. 그러나 면역조직화학 염색 점수가 0이거

나 1+인 경우의 소수에서 HER-2/neu 유전자 증폭을 나타냈

다. 이러한 결과는 다른 연구자들이 보고하였듯이 저등도의 유

전자 증폭을 나타냈거나 면역조직화학 염색의 기술적인 문제로

생각된다.21,22 그러므로 면역조직화학 검사의 위음성을 극복하려

면 형광제자리부합화가 시행되어야 함을 시사한다. 많은 연구자

들이 보고하였듯이21,22 HER-2/neu 유전자 증폭은 겨드랑 림프

절 전이,1,4,23 호르몬 수용체의 결핍,1,4,24-26 종양의 크기1,4,23 등과

같은 불량한 예후와 상관성이 있는 것으로 알려져 있다. 본 연

구에서는 이러한 임상적 예후 인자들과 의미 있는 상관성을 나

타내지 않았지만 향후 항암 치료제에 따른 환자의 재분류를 시

ER: estrogen receptor, PR: progesterone receptor.

HER-2/neu (%)

Amplification
p-value

No Amplification

Age (yr) 0.720
<50 90 (77.6) 26 (22.4)
≥50 46 (76.7) 14 (23.3)

Size (cm) 0.717
<2 36 (75.0) 12 (25.0)
2-5 88 (80.0) 22 (20.0)
>5 12 (66.7) 6 (33.3)

Node metastasis 0.064
0 65 (73.0) 24 (27.0)
1-3 35 (81.4) 8 (18.6)
≥4 36 (81.8) 8 (18.2)

ER 0.865
Negative 72 (76.6) 22 (23.4)
Positive 49 (78.0) 18 (22.0)

PR 1.000
Negative 55 (77.5) 16 (22.5)
Positive 81 (77.1) 24 (22.9)

Stage 0.296
1 29 (76.3) 9 (23.7)
2 67 (76.1) 21 (23.9)
3 34 (81.0) 8 (19.0)
4 6 (75.0) 2 (25.0)

Table 3. Relationship between HER-2/neu amplification and
clinical parameters

DCIS: ductal carcinoma in situ, EIC: extensive intraductal carcinoma.

HER-2/neu (%)

Amplification
p-value

No Amplification

Histologic grade 0.152
I 20 (90.9) 2 (9.1)
II 63 (75.9) 20 (24.1)
III 53 (74.6) 18 (25.4)

Tubule formation 0.644
1 9 (81.8) 2 (18.2)
2 25 (78.1) 7 (21.9)
3 102 (76.7) 31 (23.3)

Nuclear pleomorphism 0.021
1 5 (100.0) 0 (0.0)
2 31 (88.6) 4 (11.4)
3 100 (73.5) 36 (26.5)

Mitotic index 0.118
1 72 (81.8) 16 (18.2)
2 28 (75.7) 9 (24.3)
3 36 (70.6) 15 (29.4)

Nuclear grade 0.043
I 54 (72.0) 21 (28.0)
II 66 (78.6) 18 (21.4)
III 16 (94.1) 1 (5.9)

DCIS 0.025
Absent 42 (91.3) 4 (8.7)
Present 94 (72.3) 36 (27.7)

EIC 1.000
Absent 105 (77.8) 30 (22.2)
Present 31 (76.2) 10 (23.8)

Van Nuys grade of associated DCIS 0.000
1 15 (10.0) 0 (0.0)
2 36 (80.0) 9 (20.0)
3 43 (61.4) 27 (38.6)

Ki-67 labeling index (%) 0.735
<10 71 (78.0) 20 (22.0)
≥10 65 (75.6) 20 (23.5)

Table 2. Relationship between HER-2/neu amplification and
pathological parameters 
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도하여 HER-2/neu 유전자 증폭과 치료 방법에 따른 예후와의

상관성을 확인할 필요성이 있을 것이다. 본 연구 결과처럼

HER-2/neu 유전자와 호르몬 수용체 발현간의 의미 있는 상관

성을 발견하지 못한 보고도 있다.27 조직학적 등급과 Ki-67 표

지 지수도 HER-2/neu 유전자와 상관성을 나타내지 않았고 다

른 문헌에서도 그 결과가 다양하다.24,27 광범위 관내암종은 유방

암종의 재발과 관련이 있다고 알려져 있지만28,29 HER-2/neu의

증폭과 유의한 상관성은 없었다. 이는 광범위 관내암종이 유방

암종의 분포 범위와 상관은 있으나 암 세포의 생물학적 특성과

는 직접적 관련이 없기 때문이라고 생각한다. 그러나 침윤관암

종의 핵 등급과 동반된 관내암종의 Van Nuys 등급은 HER-

2/neu의 증폭과 의미 있는 상관 관계를 나타냈다.16,24 이러한 결

과는 HER-2/neu 유전자의 증폭이 불량한 예후와 연관이 있음

을 시사한다. Nottingham 분류에 의한 조직학적 등급에 사용하

는 3가지 인자 중 핵의 다형성만 HER-2/neu 유전자의 증폭과

상관성을 나타냈다는 것은 유방암종의 조직학적 분화보다는 핵

의 분화가 절대적으로 예후와 상관성이 크다는 것을 암시하는

데, 다른 문헌에서도 HER-2/neu 유전자의 증폭이 핵의 등급과

밀접한 관계가 있다고 보고하였다.30 침윤관암종이 관내암종을

동반하는 경우에 HER-2/neu 유전자의 증폭이 의미 있게 관찰

되었다.

결론적으로 HER-2/neu 암유전자 검색 방법에 있어 면역조

직화학 염색에서 2+, 3+를 나타낸 경우에는 형광제자리부합화

와 높은 일치율을 나타냈으나 0 또는 1+ 경우에는 제한점이 있

으므로 형광제자리부합화가 면역조직화학 염색의 단점을 보완할

수 있는 좋은 방법이 될 것으로 생각한다.
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