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　　　　　　　　　緒　　言

　 ヒ トパ ピ ロ
ー

マ ウ イ ル ス （HPV ）の E6
，
　E70pen

reading 　frame は 子宮頚癌組織 中で 欠損す る こ と

な く存在 す る とい わ れ と くに 重要 な領域 とされ て

い る．
一

方，発 ガ ソ 過程を探 る うえで は ，DNA 自

体 の 存在に 加 え て 遺伝 子産物の 検討 が重 要な意味

を もつ
2 ｝

．そ こ で
， 子宮頚部扁 平上 皮癌お よ び 高度

異形 成 上皮組織 に お ける HPV 　16　E7　protein の

免疫組織学的方法 に よ る検出を試み た．さ ら に，

HPV 　DNA を in　situ 　hybridization（以下 ISH ）

に よ り検出 し た 結果 と比較 し た ．

　　　　　　　対象 なら び に方法

　対象は 東北 大学医学部 附属病 院産婦人 科で 手術

を行 つ た 38例の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋標

本で ，内訳 は ，高度異形成上 皮 4 例，上 皮内癌 12

例 ， 微小浸潤癌 15例 ， 浸潤癌 7 例 ．

　1．HPV 　16　E7　protein の 免疫組織染色

　抗 HPV 　16　 E7 モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体 （Triton

Bioscience　Inc．）を用 い て ，図 1 に 示 し た 通常 の

酵 素抗 体 ABC 法 の 手 順 に 従 つ て HPV 　16　 E7

protein を免疫組織染色 した ．判定 は
，
　 DAB 発色

が間質部分に 認 め られ ず，上 皮部 分に の み 明 ら か

に 認め られ る場合を陽性 と した ．

　 2．ISH

　 ISH は
，
　 ViraType 　in　situ （ト

ーレ ・フ ジ バ イ

オ ニ ク ス ）を使用 し て 行 つ た D ．

　　　　　　　　　成　　績

　 ISH に よ る HPV 　DNA の 検出，　 HPV 　16　E7 モ

ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ る 免疫組織染色 の 結 果を表

1．脱 パ ラ フ ィ γ

2．　100％ エ タ ノ ーノレ

3．0 ，3％H ，Oz加 メ タ ノ ー
ル

4、水和 （9（1％，80％，70％，50％エタ ノ
ー

ル ）

5，PBS で 洗浄

6．5％ 正 常 ウ マ 血 清

7．1 次 抗体 （抗 HPV16 　E7 モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗 体，マ ウ ス

　　 　 　 　 IgG，　 TBL 　2 倍希 釈）

8．PBS で 洗浄

9．2 次抗 体 （ビ オ チ γ 化 抗 マ ウス IgG ウ マ 血 清）

10．PBS で 洗浄

11，ABC 試 薬 （Vectastatin） と反 応

12．PBS で 洗 浄

13．O．U5％HzO2加 DAB に よ り発 色

14．水 洗

15．核 染

　　　 図 ／　免疫組織染色一酵 素抗 体 ABC 法

1 に ま とめ た ．ISIIで は
， 6／11は 検 出されず ， 16／

18と31／33／35が 全体 の 632 ％ （24／38）に 検 出され

た ，HPV 　16　E7　protein の 免疫組織染色陽性は 2

例 の み で あ つ た ．こ の 症例 は ， 2 例 と も ISH で

HPV 　16／18で 最 も強 い 陽 性 を 呈 し，別 に 行 つ た

PCR （polymerase 　 chain 　 reaction ）法 に よ り，

HPV 　 16陽性 を確認 し た 高度異形成例で あつ た ．

HPV 　16　 E7 免疫組織染 色の 陽性例を写真 1 に 示

す．DAB に よ る発色 は 異型の あ る 扁平上 皮部 分

に の み 認 め られ ， 隣 接 す る頚管腺や 間 質に は 認 め

られ な い ．HPV 　16　E7産物の 局在は 中層か ら表層

細胞層 に 強 い 傾向が あ り ， 細胞内で は ，主 とし て

細 胞質 に
一

部 は核内 に 染色 が認 め られ た，
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表 1　 in　situ　hybridizationに よ る HPV 　DNA お よ

　び免疫組織染色に よる IIPV 　l6　E7　proteinの 検出

症例 組 織 診 断
HPV 　DNA
　　ISH 曠

　　　HPV 　16
　　E7　protein一

1 高度 異．形成 16／18 十

2 〃 16／18 十

3 〃 一 罰一

4 〃 　 一

5 ．L 皮 内 癌 16〆18 一

6 〃 16！18 一

7 〃 16／18
一

8 〃 16！18 ｝

9 〃 16／18 一

10 〃 31〆33／35 一

11 〃 31／33／35 一

12 〃 31／33／35 一

13 〃 31／33／35 一

14 〃 一 一

15 〃 』 一

16 〃 『 一

17 微 小浸潤癌 16／18 一

18 〃 16！18 　

19 〃 16／18 一

20 〃 16／18 一

21 〃 31／33／35 一

22 〃 31／33／35 一

23 〃 31／33／35 一

24 〃 31〆33／35 一

25 〃 31／33／35 一

26 〃 一 一

27 〃
一 一

28 〃
一 一

29 〃
一 一

30 〃
一 一

31 〃 一 　

32 浸　潤 　癌 16／18 一

33 〃 16／18 　

34 〃 31／33／35 』

35 〃 31／33／35 一

36 〃 一 　

37 〃
』 』

38 〃 一 一

ISH8 ：in　situ 　hybridization　HPV6 ／11，16／18，31／33／35

　　　　　　　　　　考 　 　察

　以上 の 結果 か ら ， 高度異形成で HPV 　DNA が

多 く存在す る例 で は ，HPV 　16　E7産物 の 産生が活

発 で あ り，固定条件 が良好 とは い えな い パ ラ フ ィ

ン 包埋 組織 に お い て も検出可能で あ る こ と が示唆

され た．すなわ ち ， 浸潤癌で は HPV 　DNA は，ヒ

トゲ ノ ミ ッ ク DNA に組み 込 まれ て い る た め そ の

コ ピ ー数 も産生蛋 白 も少な く検 出され難 い が ， 高

写真 1　 高度異形成症例 の HPV 　 16　 E7モ ノ ク 卩
一

ナ

　 ル 抗体 に よ る 免疫組織染色．（x200 ）

度異形成で episoma1 に 存在する HPV 　DNA は

replicatlon が活発で
， そ の 発現 （mRNA ）や産物

（蛋 白）量 も多 い もの と推測 さ れ る．ま た
，
HPV 　16

E7　proteinは ， 主 に核内に局在す る と考 えられ る

が
3）“’5｝，今 回 の 検討で 細胞質 に 認め られ た原 因 は

固定 また は包埋 に よ る redistribution と思わ れ 今

後 さ ら に 検 討 し た い ．
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