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概要　子宮頚部各種病変43例（慢性頚管炎12例 ，軽度異形成 7例，中等度異形成 3例，高度異形成 3例，
上皮内癌 11例 ， 浸潤癌 7例）の 擦過細胞よ り得た DNA を 用 い て ，

　 PQlymerase　Chain　Reaction （PCR ）

法 よ り，
HPV16 型 ，

18型初期遺伝子 E7領域の 増幅検出 を行つ た．一方，同
一

症例 に 対 し，　 HPV 簡易検

出キ ッ ト Vira 　PapTM （dot　blot）法も併用 し，以下 の 成績を得た．

　1） PCR 法 に よ る検索 で は ，　 HPV16 型 ，18型 DNA が検出 さ れ た も の は 43例中 25例 （58．1％）で あ っ

た ．組織型 と の 比較 に お い て は
， 異 型 性 が 強 くな る に つ れ て 検出 率 の 上 昇 を 認 め ，、L皮内癌 で は 11例 中

9 例，浸潤癌 で は 7例全例 に HPV 　DNA が検出 さ れ た ．

　HPV16 型 と18型 の タ イ プ 別 で は，16型陽性が 16例 （37．2％），18型陽性が 8 例 （18．6％），16型，18型

と もに陽性 が 1 例 （2，3％）で，16型 の 陽性率 の ほ うが高か つ た ．

　2）HPV 検出キ ッ ト Vira　PapTM （dot　blot）法 に よ る検索で は，43例 中25例 （58．1％）に HPV 　DNA
が検出 さ れた ．そ し て，HPV 　DNA が陰性 で あつ た 18例 に 対 し PCR 法 を行 つ た 結果 ， 1例 に 16型， 4
例 に 18型， 1例 に 16型及 び 18型が検 出され，PCR 法 に お い て HPV16 型 と18型 の よ り高 い 検出率が得 ら

れ た．

　3） PCR 法 に よ り慢 性 頚 管 炎 12例 中 1例 （8．3％）に 18型 DNA が 検 出 さ れ ，　 HPV 感染症例 の 中 で 異常

所見 を 示 さ な い 症例 の 存在 が 確認 され た ．

　以上 ，PCR 法 に よ る 子宮頚部擦過細胞 を用 い た HPV16 型，18型初期遺伝子 E7領域 の DNA 検 出 か ら，

子宮頚癌 と HPV 感染 との 関連性が よ り強く示唆さ れ た，

　ま た，PCR 法は 微量 な DNA を検出 で き，比較的短時間で の 多数の 検体処理 が 可能 で あ る こ とか ら，

今後 マ ス ス ク リーニ ン グ を 含め た HPV 感染 の DNA 診断へ の 応用が期待 され た ．

Synopsis　Cervical　scrapes 　from　43　patients （12　with 　chronic 　cervicitis，13　with 　dysplasia，11with 　carcinoma

in　situ 　and 　7　with 　invasive　carcinoma ）were 　exa 面 ned 　by　the　polymerase 　chain 　reaction （PCR ），　to　detect　the
ampli 丘ed 　E7　gene 　of 　the　HPV 　types 　16　and 　18　DNA 　sequence ．　 HPV 　types 　16　and ／or 　18　DNA 　were 　detected
in　250f　43　cases 　by　the　PCR （type　16　in　16，　type　18　in　8，　and 　both　types　16　and 　18　in　1），　 In　comparison 　with

the　results 　for　histological　grades ，　the　posit 玉ve 　rate 　signi 丘cantly 　increased　as 　the　grade　of 　cervica 置dysplasia

became　higher．　 All　cases 　were 　also 　examined 　with 　a　HPV 　detection　kit
，
　the “Vira　PapTM ”which 　contains

32P ・labeled　mixed 　RNA 　probes　complimentary 　to　HPV 　types 　6，11，16，18，
31，33，35　DNA ．　 Six　of　18　cases

in　which 　HPV 　DNAwere 　not 　detected　by　the 　Vira　PapTM 　were 　positive　for　HPV 　types　16　and ／or 　18，　so　that

the　PCR 　 was 　a 　highly　sensitive 　method 　compared 　to　the　Vira　PapTM．　 The　PCR 　has　some 　 advantages ；

1，it　requires 　only 　a 　small 　 amount 　of 　specimens 　 and 　2．　para伍 n ・embedded 　sections 　can 　also　be　used ．　 We
suggest 　that　the　PCR 　is　a　 useful 　 method 　 for　the　screening 　 and 　for　retrospective 　investigation　 of 　HPV
infection，
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　　　　　　　　　 緒　　言

　 子 宮頚 癌 の 発 生 と の 関連 が 指 摘 さ れ て い る

Human 　papillomavirus （HPV ）感染は
，

1980年

に zur 　Hausen 　et　a1．に よ り分子生物学的手技を

用 い た HPV 　DNA の 検出が な され て 以来
6｝

，飛躍

的に その 実態が 明らか に され つ つ ある．

　 HPV 感染の DNA 診断は ，こ れ まで Southern

blot　hybridization法な どを中心 に な され た が
， 近

年，螢光反応 な どを利用 した 酵素抗体法の 開発 な

どに 伴い ，HPV 　DNA の 検出が高感度な非放射性

物質標識プ ロ ーブ を使つ て 臨床応用 さ れ る よ うに

なつ て きた ．

　新 し い DNA 診 断法 の 一
つ で あ る Polymerase

Chain　Reaction （以下 PCR ）法 は ，微量な DNA

か ら目的 とす る領域を増幅す る こ と に よ つ て検出

感度 を上 げる 方法で ，1985年 に Saiki　et　al，が開

発 した
9〕．その 後 ， 耐熱性 Taq 　DNApolymerase

の 発見 に 伴 つ て DNA の 増幅が半 自動化 され
9），現

在各科領域で の DNA 診断に 応用 され つ つ ある．

　今回我 々 は ， 慢性頚管炎12例を含む子宮頚部各

種病変43例 の 擦過細胞か ら得た DNA よ り ， 子宮

頚癌 との 関連 が指摘 され て い る HPV16 型 ， 18型

E7領域を PCR 法 を用 い て 増幅 し ，
　 HPV 　DNA の

検 出を 試み た ，更に
， 同時に 施行 し た HPV 簡易検

出キ ッ ト Vira　PapTM法 に よ る検 出結果 と の 比較

を 行 い ，ま た，
一

部の 症例 に つ い て は in　 situ

hybridization法 に よる検討 も加 え，　 HPV と子宮

頚部病変の 関連性を調べ た の で 報告す る．

　　　　　　 研究対象 と研究方法

　対象は
， 1989年 4 月 よ り11月ま で の 間に 広島大

学産婦人科外来を受診 し た 婦人 43例 （慢性頚 管炎

12例 ，軽度異形成 7例，中等度異形成 3 例，高度

異形成 3例 ， 上皮内癌11例 ， 浸潤癌 7例）とした．

　症例の 年齢は 20歳 か ら72歳 ま で で ， 平均年齢 は

43．5歳で あつ た ．

　方法は
， PCR 法及 び Vira　PapTM法は 43例全例

に 施行 し， コ ル ポ ス コ ピ ー下で 異常 の あつ た症例

に つ い て は 同時 に採取 した 組織診標本の パ ラ フ ィ

ン 切片を用い て ，in　situ 　hybridization法 1こ よ る検

HPVL6

　 pv163：51　GCAACCAGAGACAACTGATC　（fcrNard）
　 pv164 ；5

’
ATTGTAATt］GGCTCTGrCCG　（reverse ）

HPΨ18
　 pv183 ：51　rCACGAGCAArrAAGCGACT 　（fonard ＞

　 pv184 ：51　CTGAGCTTTCTACTACTAGC 　（peverse ）

國

堰
　 　 544　　　　　　　　606　　　　625　　　　　　　701　　　　720

　　　　　　　L 115bp ＿ ＿」

國

等
　 　 5eg　　　　　　　　 i70　　　　685　　　　　　　808　　　　827

　　　　　　　L＿＿ 158bp ■

　図 1　 HPV16 型，18型の primer と増 幅位置

討 も行 つ た．以 下 に 各 HPV 　DNA 検 出法を 示 し

た ．

　 1．PCR 法

　子 宮頚部 を綿棒に て 5 〜 6 回擦過，採取 し て 得

た 細 胞 を一
旦 PBS 　 buffer内 で 撹拌 し た 後 エ タ

ノ ー一ル 沈澱法に よ つ て DNA を抽 出 した．得 られ

た DNA 　1．　Optgに対 し，50mM 　KC1，10mM 　Tris−

HCl
，
1．5mM 　MgCI2，0．el％gelatin，それぞれ 200

mM の dATP
，　 dGTP ，　dCTP ，　 dTTP と，10eng

の primer を加 え合計 50μ 1の 反応液 と した．また

陰性 コ ン ト ロ
ー

ル と して DNA を含 ま な い 滅菌蒸

留水を使用 し，contamination の な い こ とを確認

した ．

　 ま た
， primer は 図 1に 示 す よ うに ，　 HPV16 型，

18型の 初期遺伝 子 E7 領域 を含 む 20塩基 の 合成 オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （forward，
　 reverse ）で あ り，

増幅 され る E7 領域 は 16型が 115bp，18型 が 158bp

の DNA で ある ．

　そ し て PCR 法 は
， 図 2 に 示す よ うに 反応液 を

94℃ 10分間 denatureし た 後，　 thermostable 　Taq
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図 2　PCR 法 の 概 要

DNA 　polymerase （Takara）2．5U を加 え，　 Cetus

社 の DNA 　amplification 　system よ り行つ た．増

幅 の 条 件 は
，
denature　94℃ 1 分 ，

　 primer と の

anealing 　60℃ 2 分，　 DNA 　extension 　72℃ 2分30

秒 と し， こ れ を 平均 30回 繰 り返 す こ と に よ つ て

DNA の 増幅を行つ た．

　 ま た
，
HPV 　DNA の検 出は

，
3 ％ア ガ ロ

ー
ス ゲ

ル で 電気泳動後 ethidium 　bromide に よ る発色反

応 よ り行 い
， HPV の 型 の 確認 に は 16型 に CaSki

細胞 （ATCC ，
　 CRL1550 ）を，18型に HeLa 細胞

（ATCC ，　CCL22 ，　HeLa 　S3）を それ ぞれ用 い た （写

真 1）．更に ， 増幅 された HPV 　DNA は
，
　E7 領域

を含む 16型 ，
18型 DNA プ ロ ーブ に よ る Southern

blot　hybridization法 よ り判定した 〆
・イ ブ リ ダ イ

ゼ ー
シ ョ ン は，50％ ホ ル ム ア ミ ド溶液で ， 65℃ の

stringent 条件下に て 平均 12時間行い ，洗浄 は 65℃

で 2xSSC 　30分 2 回 ，　O ．2× SSC 　 1 時間 2 回ず つ 行

つ た ．

　 な お ，PCR 法 に よ る 検 出感 度 は ，
　 HPV16 型

DNA の 希釈系列 の 実験か ら10−3pg
以 上 可 能で あ

つ た （写真 2 ）．

　2．Vira　PapTM （dot　blot）法

　 　　 　 写真 2　 PCR 法 に よ る検出 感 度

PCR 法 に よ り HPVI6 型 DNA の 増幅後，　 Southem
blot　hybridization法 で 確 認．そ の 結 果，10”spg

以 上

の HPV 　DNA の 検出 が可能で あつ た．（1 ：102pg，2 ：

10pg，　3 ：lpg，　4 ：10T’pg ，　5 二10m2pg，　6 ：10Lspg）

　Vira　PapTM法は
， 子宮頚部を キ ヅ ト専用綿棒に

て 擦過 し ， 得 られた 細胞 を コ レ ク シ ョ ン チ ェープ

に 採取 し た ．

　 コ レ ク シ ョ ソ チ ュ
ーブ に は

， 保存液 と し て IM

塩酸グ ァ ニ ジ ソ
， 10mM 　Tris−HCI，　10mM 　EDTA ，

0，05％ア ジ化 ナ ト リ ウ ム （合計 1．Orn1）が含 まれて

い る．また ，
ハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン に は ， HPV6 ，

11
，
16，18，31

， 33，35型 DNA と相補的で
32P 標

識 さ れ た RNA 混 合 プ ロ ーブ を 用 い た ．　 HPV

DNA の 検出は
， 表 1に 示 す手順 に 従つ て 行い

， ナ

イ ロ ン メ ン ブ レ ン に ス ポ ッ ト し ，
プ レ ハイ ブ リダ

イ ゼ ーシ ・ ソ ， ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ・ ソ を行 つ た

後洗浄 し ， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー施行後， 写真

3 に 示す ご と く X 線 フ ィ ル ム に ト レ
ー

ス され る

もの を陽性 と した．

　な お
， 陽性 コ ン ト ロ

ー
ル と し て Vira　PapTM キ ッ

トに 含まれ る HeLa 細胞 105個 を陽性， 2 × 104個

を弱陽性 と し，陰性 コ ン ト ロ
ール と して 同 じ く
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表 1　 Vira　PapTM法 に よ る HPV 　DNA の 検出

1） コ レ ク シ ョ ソ チ ＝一ブ に 検体試薬 （プ ロ テ ア
ーゼ ）を

　 加 え る

2）37℃，1時間加温 （細胞破壊）

3）検体希 釈液 を加 える （DNA 変性）

4） ナ イ P ン メ ン ブ レ ン に ス ポ ッ トす る

5）60℃，30分間 プ レ ハイ ブ リダ イ ゼ ー
シ ョ ソ

6）6e℃，2時間ハイ ブ リダ イ ゼ
ー

シ ョ γ （6，11，16，18，
　 31，33，35型 RNA 混 合 プ ロ ーブ を含む）

7） 3 回洗 浄

8）RNase を 加 え，37℃，15分間 イ ソ キ ュベ ー
シ ョ γ

9）5回洗浄

10） メ ン ブ レ ン を乾 燥 後，X 線 フ ィ ル ム に 重 ね 増感 紙で

　 　は さみ，カ セ ッ トに 入れ る

11） − 70℃で 感光す る

表 2　1n　situ　hybridization法 に よ る HPV 　DNA の 検出

1）脱 バ ラ フ ィ ア 後、O，IN 塩酸 室温15分問 浸漬

2）1μg／ml 　proteinase　K 寥温15分 間処理

3）再 固定
’
4 ％パ ラ ホ ル ム ア ル デハイ ド室 温30分間

4） ア セ チ レ
ー−7 　コ ン ：0．25％無 水酢 酸，0．1M 　 Tris・HC1

　 （pH 　8、0）室温10分 間

5） ハイ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ，ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ーブ 1

　 μg．！ml ，50％ホ ル ム ア ミ ド溶液42℃15時間

6）洗浄 ： 2 × SSC　55℃10分間 2 回

　 　 　 　 0　2× SSC 　55℃ 10分間 2 回

7） 1 μg〆ml ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
・ア ル カ リ フ ォ 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 ・
nitr 〔｝

．blue　tetrazorium
BCIP ：5−bromo ．4−chloro ・iodylph 〔〕sphate

写 真 3　Vira　Papm （dot　blot）法に よ る HPV 　DNA
　 の 検出結果

　A ．1 ：陽性 コ ソ ト ロ ール （HeLa 細胞 les個），　B・1 ：弱

　陽 性 コ ン ト 卩
一

ル （HeLa 細 胞 2 × 104個），　 C−1 ：陰

　性 コ γ ト ロ ール （HTB −31細 胞）

キ ヅ トに 含まれ る HTB ・31細胞 を使用 し た ，

　 3．In　situ 　hybridization法

　擦過細胞採取時に コ ル ポ ス コ ピ ー
下 に観察し ，

異常所見を認め た 場合は 組織 の 生検 を 行 い
，

HE

染色後鏡検 した．

　そ し て
，
Vira 　PapTM 法陽性で PCR 法陰性例や，

Vira　PapTM法が陰性で あつ た症例 に つ い て は
， 採

取 した 生検組織 の パ ラ フ ィ ン 切片に 対 し て ， ビ オ

チ ン 標識 し た HPV6 ，11，16，18
，
52b 型 DNA プ

ロ
ーブ を用 い た in　situ 　hybridization法 を，表 2

の 手順 に 従 つ て 行 い ，HPV 　DNA の 検 出を行 つ

た ．

　　　　　　　　　　 成 　　績

　 1．PCR 法に よ る HPV 　DNA の 検出結果

　 PCR 法を 行 うにあた り， 擦過細胞か ら得 られた

DNA 量 は，0．7μ g〜39．65μg で
， 平均9．24μg で あ

り，50μ1反応液に 平均 1．0μg 加 えた ．

　 PCR 法 に よ る HPV 　 16型又 は 18型 DNA の 陽

性率は 表 3 に 示 す よ うに
，

43例 中25例 （58．1％）

で あっ た ，HPV タ イ プ別 で は ，16型陽性 が 16例

（37，2％）， 18型陽性 が 8例 （18．6％），ま た 16型，

18型 ともに 陽性が 1例 （2．3％）で ， 16型陽性率 の

bま うカミ高力tSつ た．

　組織型別 の 陽性率は
， 慢性頚 管炎 （chronic 　cer −

vicitis ）に お い て は 12例中 1例 （8．3％）trこ ， 軽度

異形成 （mild 　dysplasia）で は 7 例中 3 例 （42，9％）

に ， 中等度異形成 （moderate 　dysplasia） で は 3

例中 2 例（66．7％）， 高度異形成（severe 　dysplasia）

で は 3例全例 （100％）に ，上皮 内癌 （CIS）で は

11例中 9例 （81．8％） に ， 浸潤癌 （invasive　car −

cinoma ）で は 7 例全例 （100，0％）に HPV 　DNA

が検 出され た．今回の 検討で は
， 病変 の 進行に つ

れて HPV 陽性率が上昇する傾向を 認め ，特 に 高

度異形成以上 の 症例 に つ い て高 い 検 出率が得られ

た，

　 2．Vira　PapTM 法 と PCR 法 の 比較

　Vira　PapTM法 に よ る HPV 　DNA の 検 出率 は 43

例中25例 （58．1％）で あ つ た． こ れ らを陽性例 25

例 と陰性例 18例 に 分け て PCR 法 に よ る検 出結果
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表 3　 PCR 法に よ る HPV 　DNA の 検 出結果

HPV 　DNA 　TYPE
histologycase161816

＆ 18tDtal

chr．　 cervicitis 12O （OD．0） 1 ｛8．3） O｛OD．0） 1〔8，3）

mild 　dysplasia 71 （14．3） 2（28，6） 0｛00．0） 3（42．9）

moderate 　dysplasia31 〔33．3） 1 （33．3） 0｛00．0） 2 〔66．η

severe 　dysplasia 32 〔66，7） 1 〔33．3） 0ω0．0） 3 〔100）

carcinoma 　in　situ118 （72．7） 1（9．1） 0｛00．0） 9〔81．8）

invasive　carcinoma74 （57」） 2 ｛28．611 ｛14，3） 7 （100）

tQta1 4316 （37．2） 8〔18．6｝ 1（2，3） 25〔58，1）

（ ）＝％

表 4 　Vira　PapTM 法 陽 性例 に お け る検 出 結 果

Vira　PapTMpositive

　　　caseHPV

　DNA 　TYPE 　by　PCR
histology

161816 ＆ 18negative

Chr．　cervicitis 3 0o03 曠

mild 　dysplasia 3 0102 拿嚀

mQderate 　dyspLasia 3 1101 帥

severe 　dysplasia 2 1100

carcinoma 　in　situ 8 8o00

inVaSiVe　CarCinQma 6 42o0

total 25 145o6

‡

　：2cases…　6！11 （十 ）by　in　situ　hybridization
　 lcase …

　 16 （十 ）by　in　situ 　hybridization
＊t

　：6！11（十）by　in　situ　hybriClizati〔｝n

と比較 を行 つ た ．そ の 結果 ， 表 4 に 示 すよ うに
，

Vira　PapTM法陽性25例中 16型が 14例，18型が 5 例

に そ れ ぞれ 検出 され た が ， 残 りの 6例 に は PCR

法に よ つ て は HPV 　DNA は 検出 され な か つ た．

そ こ で ，HPV 　DNA が検 出されな か つ た 6例 に 対

し ， in　situ　hybridization法セこ よ り検討 した 結果，

5 例に 6／11型 DNA が検 出され た が
， 他 の 1例 に

は 16型 DNA が検出 され た ．

　
一方，Vira　PapTM法陰性 18例 に 対 し，　PCR 法 も

し くは in　situ　hybridization法 に よ り検討 した成

績を表 5 に 示 し た ．こ の 結果 ，
PCR 法 に よ り 1例

に 16型， 4例 に 18型， 1例に 16型及び 18型が 検出

され，Vira　PapTM 法 に比較 し て
，
　PCR 法 に お い て

高 い 検 出率が 得 られ た．

　 また ，両者 と もに 陰性 で あっ た 症例 の うち 1 例

（mild 　dysplasia）に 52b型 DNA が検出 され た．

表 5　Vira　PaplM法 陰性例 に お け る 検出結果

HPV 　DNA 　TYPE
histology casePCR

　 　in　situ
hybridization

chr ．　 cervicitis M ．HK

．YT

．HY
．MS
．IA

．MH

．SH
．SK
．N

18

『
一
一

L一一
　一
一
一
一

『
一
一
一

N ．D，
N ．D．
N ．D．
ND ，
ND ．

mild 　dysplasia M ．KT

，SN

．YT

．T

1818

−
一

18

『

52

一

severe 　dysplasia H ．A16 』

carcinoma 　in　situs ．KY

．KM

．0

18
冖
『

』
一

　
・
1nVaS 孟Ve 　CarCinOmaA ．016 ＆ 18 一

N ．D ．：not 　done

　　　　　　　　　 考　　察

　 HPV 感染の DNA 診断は
，

こ れ ま で Southern

blot　hybridization法 ，
　dot　blot　hybridization法 ，

in　situ　hybridization法な どを用 い て 検討 され て

ぎた が
， 当初 プ P 一ブに ラ ジ オ ア イ ソ トープを使

用す る こ とで ，限 られた 研究室 レ ベ ル の 診断に と

どまつ て い た．し か し， ビ オ チ ソ 標識 プ ロ
ーブに

よ る in　situ 　hybridization法な どの よ うに 非放射

性物質 に よ る標識法が 開発 された こ とに よ り臨床

応用 が進 め られ た
「n）．ま た ， 今回我 々 が 使用 し た

Vira　PapTM法な ど，　 HPV 感染 の ス ク リ
ー

ニ ソ グ

を 目的 と した キ ッ ト も開発 され
3），操作 の 点 に お

い て か な り簡便化され つ つ ある ．

　PCR 法は 1985年 t！c 　Saiki　et　al．に よ つ て 染色体

異常の 出生前診 断に 対 し て 行わ れた の が 始ま りで

あ る
9〕
．現在 PCR 法に よ る HPV 　DNA 検 出に 際

し て は ，お もに E6
，
　 E7領域 を増幅す る primer が

用 い ら れ て い る
2）4）1°｝．今 回 我 々 が PCR 法 の

primer と して用 い た E7領域は ， 宿主遺伝子 に た

えず integrateされ て お り
「2），し か も16型 E7 蛋 白

は 癌抑制遺伝子で ある 網膜芽細胞腫 （RB ）遺伝子
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と complex を形成す る こ と で も知 られ る領域で

あ る 5｝．

　 さて ，PCR 法の 操作に 関 し て は，当初 DNA の

eXtenS 玉On に際 し熱 に 弱 い lqenOW　enZyme を用

い た た め ， 1 サ イ ク ル ご と に enzyme を加 えなけ

れば な らず，検出 に 際 し多大 な労力 と時間を要し

た．しか し，耐熱性 Taq　DNA 　polymerase の 開

発に よ り
8，

， 高温下 で も酵素が 失活せ ず ，
こ れ に よ

つ て denature
，
　anealing ，　extension の 繰 り返 し の

反応が半 自動化 され，飛躍的に 本法が簡便化 され

る要因 とな つ た ． こ の 結果 ， DNA 　amplification

system （Cetus社）よ り増幅 し ，
ア ガ ロ

ース ゲ ル

に よ る電気泳動で 検 出を行 つ た 場合，約 4 時間で

の HPV 　 DNA 診断 が可能で ，従来の hybridiza−

tion法 に比較 して，短時間で結果が得 られ るよ う

に な つ た ．
　 L

　DNA の 検出感度に っ い て は ，　 Southern　 blot

hybridization法 で 最 低0．1copy／cell，
　 dot　 blot

hybrid重zation （Vira　PapTM ）法で 1copy／cel1あれ

ば検 出可能 と い わ れ て い る ．ま た ，洫 situ 　hybridi・

zation 法 に つ い て は
， 用 い る ブ ロ

ーブ に よ り検 出

感度 に か な りの 幅が ある が，digoxigenin標識 プ

ロ ーブ を用 い た 場合1copy ／cell ，

3H
標識の 場合 5

copy ／cell， 我 々 の 用 い た ビ オ チ ン 標識ブ ロ
ーブ で

10〜20copy／cell と，プ ロ ーブ作成法や 標識物質

の 改良に よ つ て 他 の 手技 に 劣 ら ぬ検 出感度 が 得 ら

れ る よ うに な つ た．こ れ に 対 し PCR 法で は
，
　cycle

を n 回繰 り返す こ とに よ つ て 2n倍 の DNA に増 幅

され，理論的に は 最低 10−5copy ／cell の 検出が可能

とされ て お り，我 々 の 検出結果で は ，10
−3pg

　DNA

の 検出感度で あ つ た．

　従来，子宮頚部病変 に お ける HPV 　DNA の 検

出で は
， 浸潤癌組織に おけ る copy 数の 減少が問

題 とな つ て い た が ，今 回 PCR 法 に よ る HPV16

型，18型 DNA の 検 出結果で は ，　severe 　dysplasia

で 100％ ， CIS で 81．8％，
　 invasive　carcinoma で も

全例 と進行 し た 病変で の 検出率が上昇 し
， 子 宮頚

癌発生 と HPV 感染 との 関連性が よ り強 く示唆 さ

れ ， 今後 PCR 法の HPV 感染検索 へ の 応 用 が期

待 さ れた ．

　ま た ，
HPV 簡易検 出キ ッ ト Vira　PapTM 法 と の

比較で は
， PCR 法に よ り Vira　PapTM法陰性 18例

の うち 6 例 （16型 1 例 ，
18型 4 例 ，

16型 ，
18型 1

例）に HPV 　DNA の 存在が 認め られ，検出感度 に

お い て も Vira　PapTM法に 優る こ とが確認され た．
…方 ，

Vira　PapTM 法陽性で PCR 法陰性 で あ つ た

症例 の うち 5例 に つ い て は 16型 ，
18型以外 の タ イ

プ の 6／11型の 存在が in　situ 　hybridization法 に よ

つ て確認 され た．他の 1例に つ い て は 16型陽性症

例で あ り，
こ れは PCR 法 に あた つ て 採取 され た

DNA が少量 す ぎた こ とが推測 され，充分 な擦過

細胞が得 られ なか つ た こ とが原 因と考 え られ た．

　 さて ，
HPV 感染 と発癌と の 関連を考 え る うえ

で
， 慢性頚管炎 な ど子宮頚部上 皮に 明 らか な病変

を認め な い 症例 に お ける HPV 感染 の 把握 も必要

で あ り ， HPV 　 DNA の 検 出 率 も 0．6％か ら

84％ 11 ｝13）と報告者 に よ つ て 差 が み られ る．特 に

PCR 法は DNA を増幅し て 検出す るた め ，各症例

間や 実験操作中に お け る contamination に 充 分

気を付け る必要があ る．我 々 はそ の 対策と して 必

ず DNA を含 まな い contro1 を つ くり，
し か も各

実験器具 は各症例 ，各試験 ご と に 交換 し て い る．

　今回 の 検討で も， 組織学的検索 が可能で あつ た

慢性 頚管炎症例 12例 の うち 1 例 に 18型 HPV が検

出 され ， HPV 感染例 の うち異常所 見を示 さな い

症例の 存在が認め られ た ．そ こ で ， 組織学 的 に異

常 の ない 症例に お け る HPV 感染 の 充分 な検索 と

ともに ，
こ れ ら HPV 陽性症例に つ い て の 経過観

察な どの 対応策 が今後必要 と思わ れた ．

　以上 ，
PCR 法 に よ る HPVI6 型 ， 18型 DNA の 検

出 は ，検 出感度 に優 れ，短時間で の 多検体処理 も

可能 で あ り，
マ ス ス ク リ

ー
ニ ソ グを 含め た HPV

感染検索 へ の 応用が期待 された．そ して ， 今後更

に 症例数を重 ね，HPV と子宮頚癌 と の 関連性 を

検討 し て い く考 え で ある．

　 な お，本 稿 の 要 旨 の 一部 は 第42回 日本産科婦人科学会学

術講 演 会 （東 京，1990）に お い て 発表 した．そ して，HPV6 ，

11，16，18型 DNA は，　 zur 　Hausen ，　 Gissmann両博 士
，

52b 型 DNA は 東北 大学矢嶋　元先生 の 御好意に よ り提供

して い た だ い た．ま た，本研 究 の
一部 は ，文部省科学研究

費 （No 、01579833） の 援助 に よ つ た ．
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