
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1990年 2 月 S − 103

シ ン ポジ ウム

子宮頚癌 ウ イ ル ス 発癌の 可能性 に 関する研究

佐賀医科大学講師　岩 坂 剛

　　　　　　　　　研究 目的

　子宮頚癌発症 に 関与す る ウ イ ル ス とし て 1970年

代初め
， まず単純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 2型（HSV −2）

が
， そ し て 1970年代後半 に な る と ，

ヒ ト パ ピ ロ
ー

v ウ イ ル ス （HPV ）が注 目 され る よ うに な つ た ．

こ れ ま で の 研究で ，HSV −2の 発癌能力に つ い て は

単独 に よ る 完全 な造腫瘍能が証明 され て い る．
一

方，HPV に つ い て は 細胞を transform す る 能力

は 証明 され て い るが， い まだ 単独に よ る完全な癌

化能力は 証明 されて い な い ，わ れわ れ の 研究は こ

うし た事実を 踏ま え ， （1）HSV −2　DNA に よ る発

癌機構 の 解明 ， （2） HPV 　16型 お よび HPV 　 18型

DNA の in　vitro に お ける発癌能力 の 検討 ， （3）

HSV −2と HPV の 協 同作用 に よ る発癌 能 力の 検

討， （4） こ れ らの ウ イ ル ス に よ る発癌過程に お け

る ウ イ ル ス DNA の 存在状態 ， さらに は 内因性癌

遺伝子の 増幅お よび発現 との 関係を検討する こ と

を 目的 とした ．

　　　　　　　　　研 究方法

　 1． ウイ ル ス DNA の導入 お よ び発癌能力の 検

討

　 （i） ハ ム ス タ
ー胎 児 （SHE ）初代培養 細胞 に

HSV ・2　DNA の 断片 ， ある い は HPV 　6 ， 11， 16，

18型 DNA を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈澱法に よ つ て 導

入 し，細胞の immortalizationある い は 造腫瘍能

の 獲得の 有無を検討 し た．

　 （ii） Hsv −2　 DNA 断片の 導入 に よ つ てすで に

immortalization を獲得 し た ハ ム ス タ ー胎児細胞

（AE ）に さ らに HPV 　16型お よ び HPV 　18型 DNA

を 導入 す る こ とに よ つ て 造腫瘍能の 獲得の 有無 を

検 討 し た ．こ れ ら造腫瘍能の 検討は 1 × 107個 の細

胞 を ヌ
ー ドマ ウ ス 皮下 に 接種 し，少な くと も 3 カ

月間観察した ．

　 II．癌化細胞 に お ける ウ イ ル ス DNA の 検出 お

よ び内因性癌遺伝子 の 増幅お よ び発現 の 検討

　（i ） HSV −2　DNA あ る い は HPV 　DNA の 導

入 に よつ て 得 られた 異な つ た癌化過程 にあ る細胞

か らそれ ぞれ DNA を抽出 し，制 限酵素 で 切断 し た

後 ，
Southem 　blot　hybridization法を用 い て ウ イ ル

ス DNA の 検出を 試み ， 同時 に 癌 遺伝 子 （c−myc

お よび Ha ・ras ）の 増幅の 有無を検討 した ．

　（ii） HSV −2に よ る癌化細胞 に つ い て は c−myc

癌遺伝子の 発現を螢光抗体法で 検討 した．

　　　　　　　　　成　　績

　 1 ．HSV −2　DNA の 発癌能力

　 （i） HSV −2に よ る発癌 が少 な くと も 2 段階で

起 こ る こ とが証明 された ．す なわ ち HSV ・2　DNA

地 図上，0．42〜0．58の 位置 に あ る DNA 断片で 完

全 な発癌が 可能 で あ るが
，
こ の 断片 の 左側2／3に よ

つ て immortalizationが獲得 され， さら に 右側1／

3が加わ る こ と に よ つ て 造腫瘍能 が付加 され る こ

とがわ か つ た ．

　（ii）前述 の 造 腫 瘍能 を 付加す る 能力 を 持 つ

DNA 断片上 に ，子宮頚癌関連抗原 AG −4と同
一

の

抗原性 を持 つ 分子量 144，000の 蛋 白が コ ー ド され

て い る こ と が 証明された ．

　（iii）子宮頚 癌患者 血清 中 の 抗 AG ・4抗 体 の 検

索を行 つ た と こ ろ ， そ の 陽性率 は 46％で あ り，対

照群 に お け る陽性率15％に 対 し て 有意 な高率を示

した．

　 （iv） Hsv −2　 DNA 断片の 導入 に よ り癌化 した

細胞 の 中に ウイ ル ス DNA 断 片お よ び AG −4抗原

が証明 され た が
，

一
度腫瘍 を造 らせ た の ち，再度

in　vitro に 移 し た 細胞 の 中 に は， ウ イ ル ス DNA

お よ び AG ・4抗原 が共 に 証明で きな くな つ た ．と

こ ろ が後者で は 腫瘍形成前 に は 検出で ぎなか つ た

内因 性癌遺 伝子 c −myc の 発現 が認め られ る よ う

に な つ た．

　 II．　 HPV 　DNA の 発癌能力

　 （i）Hsv −2　 DNA の 特定の 断片の 導入 に よ り

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

S − 104 シ ソ ポ ジ ウ ム 日産婦誌42巻臨時増刊

す で va　immortalize し た 細 胞 （AE ） に さ ら に

HPV 　 16型 ある い は 18型 DNA を導 入す る と，
い

ずれ に も focus形 成が み られ ，
　 transform した 細

胞 は 高 い saturation 　densityを示す と共に 高率 に

ヌ ー ドマ ウ ス に お ける造腫瘍能を示 し た （HSV −2

に よ る initiation，　HPV に よ る promotien とい う

zur 　Hausen が提唱 し た 発癌仮説 の 可能性 が実験

的に 証明 された ）．

　（ii）HPV 　 16型 DNA に よ る癌化細胞 で は 全

例 に お い て 1 コ ピ ー以上 の ウ イ ル ス DNA が証 明

された が ， HPV 　 18型 DNA に よ る癌化細胞で は

証明され る ウ イ ル ス DNA がす べ て 1 コ ピ ー
以 下

で あ り，中に は ウ イ ル ス DNA を証 明で ぎな い も

の もあつ た （
“ hit　and 　run

”

発癌機構を示唆 し て い

る）．また こ れ らの ウイ ル ス DNA は腫瘍形成を経

る こ と に よ つ て
， 制限 酵素に よ る切断 パ タ ーン が

変化す る もの がみ られ た。

　（iii）初代培養 SHE 細胞 trc｝HPV 　6， 11， 16お よ

び 18型 DNA を 導入 し た 場合 ， す べ て の 培 養 プ

レ
ー

トに focus形 成 が認め られ た．各 々 の focus

か ら細胞 を ク P 一
ニ ン グ した 後 ， 継代数 5代 目で

ヌ ー ドマ ウ ス に接種 し た と こ ろ， い ずれ の細胞 に

も造腫瘍能は認め られ な か つ た． と こ ろ が ，
こ れ

らの 細胞 は継代を繰 り返す こ と に よ つ て ， すべ て

immorta 玉izationを 獲得 し た ．さ らに 継代を続 け

る と，HPV 　16型 DNA で transform され た細胞

は 継代25代 目に ヌ
ー ドマ ウ ス に お け る造腫瘍能 を

獲得 し た ．また ，HPV 　18型 DNA で transform さ

れ た 細胞 は 継代48代 目 に お い て ヌ
ー ドマ ウ ス に 腫

瘍を つ くる よ うに なつ た ．一方，SHE 細胞，　AE 細

胞，お よ び HPV 　6 型，11型 DNA 導 入 に よ つ て

immortalization を 獲得 し た 細胞 で は 継代数50代

を超 えて も造腫瘍能が 認め られなか つ た ．

　 III，　 HPV 　 DNA で 誘発 された 癌 化細胞 に お け

る内因性癌遺伝子 の 増幅

　（i） HPV 　16型 DNA あ る い は HPV 　 18型

DNA の導 入に よ つ て癌化 した 細胞 の い ず れ に も

c −myc 遺伝子お よ び Ha −ras 遺伝子 の 増幅は 認め

られ な か つ た．

　　　　　　　　　 結　　論

　 1，HSV ・2に よ る 発癌 が多段 階 で 起 こ る こ と

が 証明 され ， さ ら に 子 宮頚 癌関連抗原 AG −4が

HSV2 　 DNA の 腫瘍原 性 を有 す る断片上 に コ
ー

ドされ て い る こ とが証明 され た．

　 II．　 HSV ・2に よ る in　vitro 発癌で は 癌化 が 完

了 し た 時点 で 内因性癌遺伝子 の 発現が起 こ りうる

こ と，また， こ の 発癌過程 th：“hit　and 　run
’
機 構 に

基づ くこ とが示唆 された．

　 III．　 HPV 　 16型 お よ び 18型 DNA は 他 の

cofactor の 協力 の も と に ，例 えぽ HSV −2と の 協

同作用 に よつ て完全 発癌が可能で あ る こ とが証明

され た ．

　IV．　 HPV 　 18型 DNA に よ る発癌 が
“ hit　and

run
”
機構に 基づ く可能性が示 峻 され た．

　 V ．HPV 　 16型お よ び HPV 　 18型に は初代培養

細胞 を immortalizeす る能力が ある こ と， さ ら

に
， 継代操作 を加 え る こ と に よ つ て 完全発癌ま で

持 つ て ゆけ る こ と が 示 された ．

　VI．　 HPV 　 6／ll型 お よ び HPV 　 16／18型 の 2 群

間に お い て
， そ の 潜在的発癌能力 に差 があ る こ と

が 実験的に 証 明された．

　WI．　 HPV 　 16型あ る い は HPV 　 18型に よ る癌化

細胞 に お い て 内 因性癌 遺伝子 c ・myc お よ び Ha ・

ras の 増幅 は 認 め られ ず， 発現 レ ベ ル に お ける検

索 の 必要 性が 示 唆 さ れ た ．
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