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　　　　　　　　　 緒　　言

　 Reverse　transcriptase　polymerase 　chain 　reac −

tion （RT −PCR ）法は 少量 の messenger 　RNA よ

り逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNA を合 成 し，そ の

cDNA を鋳型 と し た PCR 法で 微量 な 遺伝予 の 転

写発現を検出す る方法で ある ．今回，我 々 は RT −

PCR 法 に よ り発癌 と の 関連 性が指 摘 されて い る

ヒ トパ ピ ロ
ー

マ ウ イ ル ス （HPV ）16型 の 初期遺伝

子 E7領 域 と E5領 域 の mRNA 発現 を 検 討 し ，

HPV 初期遺伝子領域 の 転写 レ ベ ル で の 新た な解

析法を確立 した の で 報告する ．

　　　　　　 研究対象 と研究方法

　研 究対象は手術時 に 摘出 した子宮頚癌 （上皮内

癌 ， 扁平 上皮癌 ， 腺癌）症例 10例 を用 い た ．方法

は 摘 出 された 組織 約200mg に 6M 　guanidinium
thiocyanate ，5mM 　 sodium 　citrate ，0．5％ sar −

kosyl， 1％ 2−mercaptoethanol を加 え ポ リ ト ロ

ン ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー
で破砕 し， 9，000rpm， 30分間

遠心後 ， 上清を 5，7M 　CsC1−0．1M 　EDTA 上に 重層

し SW40 ロ
ー

タ
ー

で 35，000rpm，
20℃ ， 14時間 遠心

し
，

エ タ ノ ール 沈殿 に よ り全 RNA を 回収 し た ．得

られた 全 RNA 　2μg に 0，5ptg　oligo −dT 　primer，5

units 逆 転写 酵素を 加 え37℃ ， 1 時 間反応 を 行 い

cDNA を合成 した （BRL 社 ：AMV 逆 転写酵素

system ）．　 PCR は 図 1 に 示 し た HPV 　16型 E7
，
　E5

領域を含む oligonucleotide （湧永）を各 primer と

し ， 合 成 した cDNA を 含 む 溶 液 に 2．5U の Taq
DNA 　polymerase （Takara ）を加え ，

　 amplifica ・

tion　system （Cetus社）を用 い て 25サ イ ク ル 増幅

した
1）

．増幅 し た cDNA の 検 出 は
32P

標識 HPV
16型 DNA プ P 一ブを用 い た slot 　blot　hybridiza・

tion で 検討 し た ．ま た 同時 に
， 抽 出 した全 RNA10

μ g を用 い た Northern 　blot　hybridizationに よ る

HPV 　16型 mRNA の 検出 も行 つ た ．

　　　　　　　　　 研 究成績

　slot 　blot　hybridizationよ り今回検討 した RT ・

PCR の 成績を写真 1に 示 した．10例 中 7例 （1，
2

， 3 ， 5 ， 6 ， 9 ， 10）が E7領域陽性で あっ た

の に 対 し，E5領域 は 2 例 （3 ，
6 ）の み が陽性 で

あ つ た ．陰性対 照群 と し て は 正常胎盤組織 よ り抽

出 し た RNA よ り RT −PCR で 増 幅 し た DNA
（11）を ， 陽性対照群 とし て は HPV16 型 DNA （12）
を用 い た ．一方 ，

Northern　blot　hybridizationで

は HPV16 型 mRNA を検出 し た の は 2 例 （3 ， 6）

の み で あつ た （写真 2 ）．

　　　　　　　　　考　　察

　子宮頚 癌組 織中に は HPV16 型 DNA が 高率 に

存在す る と され
3｝

， 特 に 初期遺 伝子 E7領 域 は in
vitro で 形質転換能 を有し 2｝

，
　HPV16 型 に よる発癌

機構 の 重要 な部 分を占め て い る
4）．よ つ て HPV16

型 E7及び その 他 の 初期遺伝 子の 転写 パ タ ーン の

検討 は HPV に よ る子宮頚部 の癌化 を解明す る う

え で 必 須 で あ る．今 回 の 検 討 で は E7領 域 の

mRNA の 発現 は E5領 域 の 発 現 と比較 し て 高頻

度で あ り，
こ れ は E7領域の 転 写発現 が子宮頚部 の

発癌 に 深 く関 与 し て い る の に 対 し ， E5領 域 は

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Obstetrlos 　and 　 Gyneoology

1256 RT ・PCR に よ る HPV16 型初期遺伝 子 E7，　 E5　mRNA 発 現 の 検 討 日産 婦 誌 43巻 9 号

E7E5 E5forward

’
5
．GCATCCACAACATTACTGGC

1
reverse ：5

「
AACGCAGAGGCTGCTGTTAT

2 岬

3　
・

鋤 醐嘲隣　 　嫺 囀齢

4

Eア

　forward 層5’GCAACCAGAGAOAAOTGATC

reverse 　51ATTGTAATGGGCTCTGTCCG

5　　 、轍騨轍

’

6　　 ．嫐 鱒膨 、、卿 噸鞠吃

78

E5
　 　 torward reverse

910 鰤

榊

1112

』 じ●

3863 　　　 386ア　 　 　 　 3886　　3998　　　　　　 401 ア

ー

　 　 　 　 　 151bp

606 　　　　　　　625 　　ア01　　　　　　 720
−

　 　 　 　 　 　 115bp

図 l　 HPV の primer と位 置

12345678910

　　　　 写真 1　 slot　blot　hybridization
1．CIS ：E7陽性，2．　 CIS ：E7陽性，3．　 Sq　cell　ca ；E7
陽性 E5陽性，4．　 CIS，5．　 CIS ；E7陽 性，6．　 Sq　cell　ca ：

E7陽 性 E5陽 性，7．　 CIS，8．　 CIS ，9．　 CIS ：E7陽性，
10。Adenoca 　： E7陽性，11．　 normal 　placenta （陰 性

対照），12．HPV16 （陽性対照 ）

CIS ：Carcinoma　in　 situ
，
　Sq　cell 　ca ： Squamous 　cell

carcinoma ，　Adenoca ：Adenocarcinoma

HPV16 型 DNA が 癌 細 胞 中 に integrated　form
で 存在す る際に欠落し て い る か

， ある い は 転写 が

抑制 され て い る可 能性 を示 唆す る もの で あつ た，

ま た
， 扁平上皮癌及 び腺癌の 3 例全例 に E7領域陽

性 で あ つ た の に 対 し 上 皮 内癌 で は 7 例 中 4 例

（57％）が陽性で あつ た．上 皮内癌の 場合 sampling

の 際に 十 分な病変が得 られ な か つ た 可能性 も あ

り，今後の 検討が必要 と考え られ た．

　以上 ，
RT ・PCR 法 の 導入 に よ り従来 の North −

ern　blot　 hybridization法で は 検 出 し えなか つ た

微量 の HPV16 型 mRNA の 検 出が可能 に な り，

HPV 初期遺伝子 の 転写 レ ベ ル で の 解析に 有益 な

方法 と考え られ た ．
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