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　　　　　　　　　 緒　　言

　近年 ， 子宮頚癌 に 高 率 に 分 離 され る ヒ ト パ ピ

ロ ー
マ ウ イ ル ス （HPV ）16型や 18型 DNA の 初期

遺伝子 E
，／E7領域が NIH 　3T3細胞 の 形質転換 （癌

化 ）を お こ し発癌関連遺伝子 と推測 され て い る
2｝．

今回，子宮頚部前癌病変で ある高度異形成 と上皮

内癌症例 を 対象 に E6／E7に 対す る ビ オ チ ン 標識

RNA プ ロ
ーブ に よ る in　 situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン か ら HPV16 型，18型 E6／E7mRNA の 発現

の 有無 を組織上 で 検討した ．

　　　　　　　研究材料 と研究方法

　研究 材料 は 当 教室で HPV16 型や 18型 DNA が

検 出 され た 高度異形 成や ．ヒ皮 内癌 の 症 例 を用 い

た ．ビ オ チ ン 標識 RNA プ ロ
ーブ ぽ E6／E7領域を ，

16型 は制 限酵素 EcoRI と PstI で ，18型 は BamHI

と PvuII で 切 り出 し
，

ベ ク タ ーpSPT18 に 組 み 込

ん だ．ベ ク タ ーpSPT18 は ，　 SP6，　 T7 の 二 つ の

promotor を も ち ，酵 素 SP6 　 polymerase で

mRNA と相補的塩 基 配列を も つ RNA プ ロ
ーブ

（antisense ）を ，
　 T7 　polymerase で mRNA と 同

一．一一

塩基配列 を もつ RNA プ ロ
ーブ （sense ）を作製 し

た
1）．そし て ，表 1 に 示す方法か ら，同一症例 の 連

続 切 片 で 2種類 の RNA プ 卩
一ブ に よ り特異的 な

16型，18型 E
，／E ，

mRNA の 検 出を行 な つ た ．ま た

正常子宮頚 部上 皮に も同様に検討 した，

表 1　 ビ オ チ ソ 標識 HPV 　RNA プ P 一ブ に よ る in
　 situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ーシ ヨ ン

L 脱 パ ラ 7 イ ソ 後，O．IN 塩 酸室温 5 分間浸漬

2．1μg／ml 　proteinase　K 室温 10分間処理

3．再 固定 ： 5 ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ハ イ ド室温 30分間

4．ア セ チ レ
ー

シ ョ ソ ：025 ％無水 酢酸，0 、1M 　Tris・HCl

　 （pH8 ．0） 室温10分間

5．ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ： ビ オ チ ン 標識 HPV 　RNA

　 プ p 一ブ （antisense ，　 sense ） 2μgfml ，50％ ホ ル ム ア

　 ミ ド溶 液42℃ 24時問

6．洗 滌
’
2 × SCC 　50℃ IO分 間 2回，　 O．2× SCC 　50℃ 10分

　 間 2 回

7．1Pt9 ！；nl ス ｝ レ プ ト ア ビ ジ ン
・ア ル カ リ フ A・ス フ ァ

　 タ ーゼ 室温 10分間反応

8，基 質 （NBT ，　BCIP ）
＊
加 え ，暗所 で 反応

‡NBT ： rlitrob ［ue 　tetrazolium ，　BCIP ：5−bromo −4−chloro −

3・indolylphQsphate
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1456 子宮頚部前癌病変 の HPV 　16，18型E
、／E ，

mRNA 局在 日産婦誌40巻 9 号

写 真 1　子 宮 頚 部 高 度 異 形 成 に お け る HPVI6 型

　DNA 局在．16型 DNA が 異 型細胞 koilocytosisの

　核 に 局在 し て い る．（x100 ）

写真 2　高度異形成 （同
一

症例）に お け る HPV16 型の

　 Es／E7mRNA 局 在．　 E6／E7mRNA が 異 型 細 胞 ，

　koilocytosisの 主 に 細 胞質 に 観察され る．（× 2eO）

写 真 3　上 皮内癌 に お け る HPV18 型 の E6／E7mRNA

　局在。E6／E了mRNA が 陸 瘍細 胞 の 細 胞 質 に 認め られ

　 る．（× 200）

　　　　　　　　　研 究成績

　今回 ， 正常子宮頚部上 皮 に い ずれ の HPV 　 E、／

E7mRNA の 局在 も認 め な か つ た ．高度異 形成症

例で ，
HPV16 型 DNA が異型細胞 や koilocytosis

の 核に 証開 され （写真 1 ），
antisense 　RNA プ ロ ー

ブ に よ る in　 situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ーシ ョ ン か ら

E6 ／E7mRNA 局 在 を 示 す 呈 色 反 応 が

koilocytosisや異型細胞 の 主 に 細胞質 に 観察され

た （写真 2 ）．ま た ，18型 DNA 陽性 の 上皮 内癌症

例で 18型 E
，／E7mRNA が 腫瘍細胞 の 細胞質 に 検

出された （写真 3）．
一

方 ， sense 　RNA プ P 一ブ

に よ る検討 で は
，
E6／E7mRNA は すべ て検 出 され

なか つ た ．

　　　　　　　　　考　　察

　子宮頚部前癌病変を対象に HPV 感染頻度を 検

討す る と ，
われわ れ の 調査で も16型は 異形成 の 進

行 とともに増加 し ， HPV16 型感染 が子宮頚部の 発

癌性 と の 関連で 重要 な役割を 演 じ て い る こ と が推

測 され る ．そ こ で ，16型や 18型 ゲ ノ ム の 中で 癌化

と関連深 い 遺伝子 E 、／E ，に対 す る mRNA を検 出

す る こ と は
， 発癌関連遺伝子 の 情報が感染細胞 に

転写 され て い る 証明 とな り， 発癌機構の 解析に 重

要な 所見 と思わ れ る．また ，
ビ オ チ ン 標識 プ P 一

ブの 使用 で ，放射性同位元素 の もつ 特定施設の 必

要性 もな く，組織中で 鮮明 な mRNA の 観 察が可

能 となつ た ．

　以 上，上 皮 内 癌 を 含 め 子 宮 頚 部 前 癌 病 変 で

HPV16 型 や 18型 の 発癌関 連遺伝 子 E6／E7の 発現

が組織上 で 確認 され，子宮頚部前癌病変 の 経過判

定の 指標 へ も応用で きる こ とが十分示唆 され た ．
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