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　　　　　　　　 緒　　言

　子宮 頸癌 の 発 生に 悪性型 HPV が 関与 して い る

こ とは ， 明 らかに な っ て い る．しか し， CINI の 50

％ の 症例は病変が消 失 して い くこ と， 悪性型 HPV

が高頻 度に 検出 され る CIN3 で も進行癌 となる症

例 は 30〜50％ に過 ぎな い こ とよ り， 従来 の 形 態学

的 な観 察 ある い は HPV の タ イ ピ ン グ だ けで は 悪

性 化 して い く上皮 内病変 を同定で きない と考 えら

れ る．こ れ まで ， 子 宮 頸 癌 に 第 3 番染 色体短腕

（3p14−22）の ヘ テ ロ 接合性 の 消失 ， 第 3番 染色体長

腕（3q27）の 増幅が 高頻度 に検 出される こ と よ り，

同部位に子宮頸癌 の 発生 に関与す る重要 な遺伝子

が 存在する と考え られ て い る が ， 子 宮頸 癌 の 発

生 ・進展 に 伴う癌関連遺伝子の異常に つ い て はほ

とん ど明 らか に なっ て い な い ．

　 そ こ で ， HPV 感染 に よる宿 主細 胞の 変化 をみ る

指標と して 子宮頸部前癌病変の ク ロ ナ リテ ィ
ー
解

析 を行 っ た．また，子宮頸部扁平上 皮癌の 発生 ・

進展 に関与 する癌関連遺伝子 を同定す る こ とを 目

的と し解析 を行 っ た．癌関連 遺伝子 と して は ， 癌

抑制遺伝子 と して さ まざまな ヒ ト癌 にお い て 異常

が 報告さ れ て い る p53 癌 抑制 遺 伝子 及 び pl　6 癌

抑制遺伝子 ， 子宮頸癌に 高頻 度に ヘ テ ロ 接合性 の

消失がみ られ る こ とが 報告 されて い る 第 3 番染色

体短腕 （3p14−22）か ら単離さ れ た FHIT 　wa抑制遺

伝 子 ， また，悪 性腺腫 の 原 因候 補遺伝子 と し て

STK11 （LKB1 ）遺伝子 に つ い て 検索 した．癌遺伝

子 として はや は り多 くの ヒ ト癌 にお い て点突 然変

異に よる 活性化が 報告 されて い る rαs ， また子宮

頸癌 で 増幅が み られ る 第 3 染色体長腕か ら単離さ

れた TSC403 癌 遺伝 子 に つ い て 検索 し た．

　 　　 　　 　　 研 究方法 と成績

　 1．子宮頸 部病 変の ク ロ ナ リテ ィ
ー解析

　女性の 体細胞に は 父親由来及び母親由来の 2 本

の X 染色体が ある が ， X 染色体の い ず れか一
方は

胎 生 期 に ラ ン ダ ム に 不活化 し ， 不 活化 した X 染色

体上 の 遺伝子は発現 され な くなる．不活化 した側

の X 染色体は 細 胞分裂を経て も不活化 を保 持 し

て い る．正常組織 あ る い は非腫瘍組織 で は 父 親由

来 の X 染 色体 が 不活 化 した 細胞 と母 親由来 の X

染色体が 不活化 した 細胞が 混在 し て い る． こ れ を

ポ リク ロ ーナル と い う．こ れ に対 して癌あ る い は

腫瘍が ひ とつ の 体細 胞 由来，す なわ ちモ ノ ク ロ ー

ナ ル な病変 で あれば ， 個体 中の 癌細 胞 はすべ て父

親 由来 また は 母 親由来の 同
一の X 染 色 体が 不活

化 されて い る こ とになる．と ころ で ， X 染色体の 不

活化 に は DNA の メ チ ル 化が 関与 して い る こ と が

知 られ て い る．筆者 らは X 染色体上 に存在す るア

ン ドロ ゲ ン受容体遣伝子 の メ チ ル 化の パ タ
ーン を

利用 した ク ロ ナ リ テ ィ
ー解析法を 開発 し ， こ の手

法を用 い て 正常子宮頸部 扁平 上皮や正常子宮内膜

は ポ リ ク ロ
ー

ナ ル な組織で あ る の に 対 し
， 子宮頸
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　　図 1　（A ） ア ン ドロ ゲ ン 受容体 exonl の 構造

X 染色体 に 存在する ア ン ドロ ゲ ン 受容体 （AR ）遺伝子

の exon 　1 に は 90％ の ヘ テ ロ 接合性を示す CAG の 繰

返 し配列 （マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト領域），及 び その 上流 に

メ チ ル 化を受けや す い CpG 領域 が あ り，
こ の 領域 に は

制 限 酵素 ∫f肱 T ，Hpa ，∬ 認識部位 が 存在 して い る．
PCR の プ ラ イ マ ーを こ の 両領域 を増幅す る よ うに設

定す る．

正常 〔非腫瘍）組織 腫 鶏 A 腫瘍 B

匿庭網 哥圍圏
DNA 抽 出後 働 d または 伽 ∬で 切断
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　　　 図 1　（B）X 染色体 の 不活化 と メ チ ル 化

X 染色体 の 不活化 は，X 染色体 上 の 遺伝子 が メ チ ル 化

され る こ と に よ っ て 起 こ る．＜ 1＞ の 細胞 で は父 親由来

の X 染也体が，＜ 2＞ の細胞 で は 母親由来の X 染色体

が 不活化 され て い る が，＜ 1＞ の 細 胞 で は 父 親 由 来 の

AR 遺伝子 の ア レ ル の CpG 領域 が，＜ 2＞ の 細 胞 で は

「
母親由来 の AR 遺伝子 の ア レ ル の CpG 領域 が メ チ ル

化 され て い る こ とを示 して い る．父親由来 と母親由来

の ア レ ル は CAG の 繰 返 し配 列 の 長 さ が 異 な っ て い

る．

癌，子宮体癌，卵巣癌 な ど の 婦 人科腫瘍 はモ ノ ク

ロ ーナ ル な病変 で あるこ とを示 した
1｝
．

　 とこ ろで ， 子宮頸癌は そ の前癌病変で あ る子宮

頸部異形成 を経て癌化す る と考 え られて い る． し

か し
， 癌の 本質の ひ とつ で ある モ ノ ク ロ

ー
ナ ル な

増殖が前癌病変の どの 段 階で 起こ っ て い る の か は

これ まで明 らか に されて い なか っ た．そ こ で ， 子

ポリクローナル モノクロ ー
ナル モ ノクロ

ー
ナ ル

図 1 （C） ア ン ドロ ゲ ン 受容体 を利用 した ク ロ ナ リ

　 テ ィ
ー解析

　正 常組織ある い は 非腫瘍組織 は母親由来の ア レ ル が

　 メ チ ル 化されて い る細胞と父親由来の ア レル が メ チ

　 ル 化 され て い る細胞が混在 して い る （ポ リク ロ
ー

ナ

　ル ），しかし，腫瘍 は もともと 1 個 の 細胞 に 由来 して

　い る （モ ノ ク ロ ーナ ル ）の で，組織中 の すべ て の 細

　胞で は 同側 の ア レ ル が メ チ ル 化 に よ っ て不活化 さ れ

　て い る．腫瘍A で は 父 親由来 の ア レ ル が，腫 嫋 B

　で は 母親由来 の ア レ ル が すべ て の 細胞 に お い て メ チ

　ル 化 に よ っ て 不活化 されて い る こ とを示す．組織 よ

　り DNA を抽出後 ， 制限酵素抛 α 1 ま た は Hp α　llで

処理す る と，不活化 （メ チ ル 化）されて い ない ア レ

　ル は 制限酵素 で 切断 され る が ， 不活化 （メ チ ル 化）さ

　れ て い る 側 の ア レ ル は 制 限酵素 で は 切 断を受け な

　い ．し た が っ て ，制限酵素 で 処理 した鋳型 DNA を

PCR 増幅す る と ， 不活化 され て い る側 の ア レ ル 由来

　の PCR 産 物 の み が で き る．　 PCR 産物 を電気泳動す

　る と ， 正 常組織ある い は 非腫瘍組織 で は，母親曲来

の ア レ ル が メ チ ル 化 されて い る細胞と父親由来の ア

　レ ル が メ チ ル 化さ れ て い る細胞が 混在して い る た め

　に，両親由来の 2 本の バ ン ドが 検出され る．しか し

癌の よ うな モ ノ ク ロ ーナ ル な細胞集合 で は 父親由来

　あ る い は 母親由来 の ア レ ル の み が増幅され 1 本の バ

　ン ドが検出 さ れ る．腫癡A で は 父 親出来 の 分子量 の

小 さい ア レ ル の み が ， 腫瘍 B で は母親由来 の 分子量

の 大 きい ア レ ル の み が 増輻 されて い る こ とを示 して

　い る．
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図 2　子宮頸部病変 の ク ロ ナ リ テ ィ
ー解析

よ 皮 内 癌
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．　モ ノクロ
ー
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軽度異形 成　　
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図 4a　 Follow−up 　study 　of 　CIN1＆2

　　　 〈消失症例〉

　　　図 3　円錐切 除標本 の ク ロ ナ リテ ィ
ー解析

CIN3 の 診断 の 下，子宮頸部 円錐切 除術 を 施行 し た 症

例．摘出標本 を 12分割 した と こ ろ （a），SCJ 上 に 4 時

か ら8 時 に か け て 頸管 侵襲 を伴 う CIN3 が 存 在 し た

（b−1）．5 時 に は 腟断端側 に S〔llの 病変 とは独立 して 高

度異形成が存在した（b・2）．それぞれの 病変 につ い て ク

ロ ナ リ テ ィ
ー解析を 行 っ た （c ），IE常組織 （lane　N ）で

は HhaI 未処理 （UD ） も処理後も矢印 で 示す 2 本 の バ

ン ドを認 め たが （ポ リ ク ロ ーナ ル ），4 時 か ら 8 時 の

SCJ 上 の病変 で は Hha1 処理後，上 の 分子量 の 大 きい バ

ン ドが 検 出 さ れ な か っ た （lane　4 ：4 時，1ane　5b ：5
時）．5時の 腟 断端 側 の 病変 で は Hhal 処 理 後，下 の 分子

量 の 小 さ い パ ン ドが 検出 されず（1ane　5a），　 SCJ上 の 病

変 と は ク ロ ナ リ テ ィ
ーが 異 な る こ とが 示 され た．（En −

omoto 　et　aL 　Int　J　Cancer　1997 ；73 ：339− 344 よ り改

変）

上 皮内 癌

高 度異形 成

中等度異 形

軽 度異形 成

上 皮 内 癌

高度興 形 成

中等度興 形 成

軽 度異 形 成

o10 　　　20　　　30　　　40 　　 50 （ヵ月）

図 4b　Fo 】］ow −up 　study 　of 　CIN1 ＆2

　　　 〈持続症例〉

〇　 　 10　 　 20　 　 30　 　 40　 　 50 〔ヵ月）

図 4c　 Follow−up 　study 　of　CIN1 ＆ 2

　　　 〈進行症 例〉

宮 頸部 上 皮 内腫瘍 よ り病変部を LM200　LCM 　sys −

tem （Arcturus　Engineering 社製）を用 い て切 り出

し，DNA を抽出後 ， 制 限酵素 Hhal に て 処理 し，
　 X

染色体上 に 存在す る ア ン ドロ ゲ ン受容体の エ ク ソ

ン 1 に 存在す る CAG の タ ン デ ム リ ピー ト領域 を

PCR 増幅 し ABI 　PRISM 　310Genetic　Analyzer （Pe−

r   一Elmer 社 製） に て 解析 した
2）

（図 1）．また，

HPV の タ イピ ン グ を PCR −RFLP 法 にて 行 っ た
3｝
．

そ の 結 果，C 【Nl の 20 例 中 10 例 の 50％ ，
　 CIN2

の 19 例中 13 例の 68％ ， また CIN3 の 20例全 例が

モ ノ ク ロ
ーナル な病変で 腫瘍 として の 性格 をすで

に もっ て い る こ とが 示 され た （図 2）（上 田　豊 ， 尾

崎圭
一

郎 ら　未発表デ
ータ）．

　また ，CIN3 の 診 断の 下 ， 子宮 腟部FI1錐切 除術 を

行 っ た 症例 に 対 し 12 分割 した標 本 よ り病変 部の

み を切 り出 しク ロ ナ リテ ィ
ー
解析 を行 っ た

4）
．あ

る症 例 で は 11時 か ら 4 時 に 連 続 して CIN3 が 存

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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モ ノ ク ロ ーナ ル 　 　 　 ポ リク ロ ーナ ル

HPV （＋）　　　（
一
）　　　 HPV （＋）　　 （一）

■ 　進行

□　持続

囮 　消退

図 5HPV 感染
・

ク ロ ナ リテ ィ
ーと CINI ，2 の 転帰

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 丶

1。 漕
Er11 亜

図 6a　 HPV の 感染 とポ リ ク ロ ーナ ル な病変
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図 6b　 HPV の 感染 と モ ノ ク ロ ーナ ル な病変

在 したが ，
こ の 症例 で はす べ て の 切 片上 の 病 変が

同 じ不活 化 の パ タ
ー ン を示 し， 単 一細 胞 由 来の

CIN が 広 が っ て 形成 された病変で あ るこ とが 示 さ

れ た．同様に 6 例の 円錐切除 した症例 に つ い て 連

続 す る病 変の ク ロ ナ リテ ィ
ー解析 を行 っ た とこ

ろ
， 連続 した病変はすべ て 1司じ不活化の パ タ

ーン

を示 した．しか し，あ る症例 で は 2 つ の CIN3 病変

が不連 続 に存在 して い た．両病 変 よ り HPV16 が 検

　　　　　　 図 7b　HPV 陽性子宮頸痛

悪 性 型 HPV に 感 染 し た 子 宮 頸 癌 で は p16JNK4a及 び

p14
”RF

の 過剰発現が み られ る．悪性 型 HPV に 感染す る

と E7 は RB と 結 合 し RB を 不 活 化 さ せ ，　 RB と E2F

の 複合体か ら E2F を放出 させ る．E2F は p14Am
・
を誘導

し，p53 を蓄積す る こ と に よ っ て ，ア ポ トーシ ス 誘導遺

伝子群を活性化 しア ポ トー
シ ス を 誘導 し よ うとす る．

ま た，p21
”nfd

を介 して 細胞周期 を停止 しよ う とす る．し

か し，p53 は E6 −E6AP 複合体 と結合す る こ b に よ り分

解 が 促進 さ れ る ため，結果的 に 細胞周期の 制御 もア ポ

トーシ ス の 誘導もで きな い ．p16
’V「「’n

の 過剰発現がみ ら

れ る理由 は不明で あ るが 負 の フ ィ
ードバ ッ ク機構が働

い て い る の で は ない か と考 え ら れ る．

出された．それ ぞ れ の 病変の ク ロ ナ リテ ィ
ー
解析

を行 っ た と こ ろ ， 不 活 化 の パ タ ー ン は 互 い に 異

な っ て い た （図 3），こ の こ とよ り CIN3 の 多 くは悪

性型 HPV の 感染に よ りひ とつ の 細胞 か ら発生 し，
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　 　 　 　 　 図 7c　HPV 陰性子宮頸癌

HPV に 感染 して い な い 子 宮 頸 癌 で は ，
　INK4a 遺伝子座

が 欠 失 や 突然 変異 に よ っ て 不活化 し，p16L
””“ −RB 経路

及 び p14ARe−p53 経路 と もに不活化 さ れ癌化が 起こ る

と考え ら れ る 症例が多い と考え られ る．

突然変異／欠失

メチル 化

mRNA の 発現 の 消失

蛋白 の 発 現 の 消失

0 10 20

図 8　子 宮頸癌に お け る pl6
”vK4 ．

の 異常
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図 9a　子宮頸癌 に お け る HPV 感染 と p161Ns4
°
の 発現
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図 9b 子宮頸癌に お け る HPV 感染 と p14
”nF

の 発現 の

　相関

コ ル ポ ス コ ピー
で 認 め られ る ような広が りを もっ

た病変 に進展 す るが ， なか に は 多中心性 に発生 す

る症例 がある こ とが示 され た．

　次に CIN の ク ロ ナ リ テ ィ
ーと転帰 との 関係 に

つ い て考察 した （上 田　豊 ， 宮武　崇 ら　未発表

デ
ータ）．症例 は 1997年か ら 2001年にか けて 当科

に て コ ル ポス コ ピー下 の 狙 い 組 織診 に て CINI ま

たは 2 と診 断後 しば らく外来に て経過観察 した症

例で ， CIN1 が 21例 ，
　CIN2 が 16 例で ある．追跡期

間は 7 か ら 48 カ月で 平均追跡期間は 27。6 カ月で

あ っ た．3 カ月ご とに細胞診及 び コ ル ポ ス コ ピ ー

を行い 異常所見を認 めた際 には コ ル ポス コ ピー
下

狙 い 組織診 を行 っ た，追跡 期間中に採取 した 病変

に つ い て は ク ロ ナ リテ ィ
ー

解析 を行 い
， 初診時の

ク ロ ナ リ テ ィ
ー と比較 した．なお ， 細胞 診所見 ，

コ ル ポス コ ピー所見及 び組 織所見の 問に解離が み

られる症例 は解析 か ら除外 した ．初診時に CINl

また は 2 と診断 後 ， 病 変が 消失 した 例は CIN1 が 6

例 ，CIN2 が 6 例あ っ たが ，
モ ノ ク ロ

ーナ ル な病変

は CIN 　1 が 6 例 中 3 例 ，
　 CIN2 が 6例 中 3 例で あ っ

た （図 4a）．初診後病変が持続 した症例で は CIN

1 が 10 例 ， CIN2 が 5 例あ っ たが ，
　CINI の 10 例中

6例 ，CIN2 の 5 例全 例がモ ノ ク ロ ーナ ル な病変で

あ っ た （図 4b）．　 CIN と初診 後病変が 進行 した 症例

で は CIN1 が 5 例 ，
　 CIN2 が 5 例あ っ たが，全例が

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル な病変で あ っ た （図 4c）．

　 CINI ， 2 に おける悪性型 HPV の 感染の 有無 と転

帰 との 関係 を検討 した．悪性型 HPV に感染 して い

ない CIN1，2 計 9 例 中 6例 の 67％ は病 変が 消 失

した．逆 に ， 悪性 型 HPV に 感染 して い る CIN1， 2

計 28 例 中 22例 の 79％ は病 変が 持続 あ る い は 進

行 した．し たが っ て 悪性型 HPV の 感染の 有無 と転

帰と は有意に相 関 した （p ＝ 0．0036）．こ れは Rβm −

m 血 ketal ．の 報告 とほ ぼ
一致 す る

s）
．
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正 常 mRNA の発現の 消失と異常 mRNA の 出現

画

扁 平上 皮癌

繭　1　●　 5　11 櫓 1弓 15 囲 161T 　le ¶9 　i■ 2628 　鯛

ψ

1．OTeen

伽

3tO

　　 図 10a　子宮頸部病変 に おけ る Fl−IIT の 異
’
常

FHI7 ’
遺 伝 子 の exon 　3−10 の 707bp を RT −PCR 法 に て

増幅 した．正常扁平上 皮 （N ）及 び 子宮頸部扁平上 皮欄

の 症例 5， 13，
15，　17，　18，　26，28 で は 正 常サ イ ズ の 707bp

の mRNA が検出 さ れ た．症例 19で は mRNA は ま っ た

く検 出されず，症例 1，4，13，16，23 で は 正常 サ イ ズの

nlRNA は 検出 さ れ ず に 異常サイ ズ の mRNA の み が 検

出 され た．（Yoshino 　et 　al．　lnt　J　Cancer　1998 ；76：176−

181 よ り改変）

ImmunohistOchemistty

　 　扁 平 上 皮 癌

異 常 mRNA の 発 現

碑　
・
　 　 　 t”　／、　 　 　

L
：

ピ　　　セ　　　　　 　　　　　　　 とハ
．rtr　 セ

樵  ． L 　　
轡

ず
施．接

　 　 　 　 　 　 　 二　 榊

FHIT発現 （
一
）

正 常 mRNA の 消 失

点 突 骼 蛮 興

両側ア レル の 不 活 化

蛋白 発 現 の 減 少・消 失

日 産婦誌54巻 8号

匚コ　正 常頸 部

口 　 CIN

■ 　漫 潤癌
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図 11　子宮頸癌 に お け る FHIT の 異常

FHrr発現 （＋）

　　 図 10b　子宮頸部病変に お け る FHIT の 異常

子宮頸部扁平上 皮癌に お け る FHIT 蛋 白の 発現 を免疫

染色法 に て 検出 した．抗体 は ラ ビ ッ ト抗 FHIT ポ リ ク

ロ ーナ ル 抗体 （Zymed 社）を用 い た．　 J ：FHIT 陽性例．

癌 の 細胞質 が 染色 され て い る が 間 質は 染色 さ れ な い ．

L ：FHIT 陰性例。腫瘍，間質 と もに 発現 を 認め ない ．

ス ケ ール は 200μm （Yoshino 　et　aL 　lnt　J　Cancer　2000 ；

85 ：6− 13 よ り改 変〉

　 また，CIN1 ，2 に お ける ク ロ ナ リテ ィ
ーと転帰 の

関係 に つ い て 検討 した と ころ ，
モ ノ ク ロ

ー
ナ ル な

病変 27 例 中 22 例の 81％ が 進行
・持続 したが ， ポ

リク ロ ーナ ル な病変 10 例 中 7 例の 70％ は病変が

消失 し
， 進行 した症例は なか っ た． したが っ て ク

ロ ナ リ テ ィ
ー と転帰 と は 有意 に 相 関 した （p ＝

0．0031）．病変 が進行 した症例 10 例の すべ て ， 及び

病変が持 続 した 症例 15例 中 11例 は 悪性型 HPV

に感染 しか つ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル な CIN で あ っ た （図

5）．

　以 上 の 結 果 よ り， 悪 性 型 HPV に 感染 し た CIN

は モ ノ ク ロ
ー

ナ ル な病変を形成す るこ とが多 く，

また 病変が 持続
・
進行する可能性が 高 い こ と， 非

悪性型 の HPV に感染 した 際 は モ ノ ク ロ ーナ ル な

病変を
・
形成す る 可能性 が少 な い こ と ， ポ リク ロ

ー

ナ ル な CIN は ， 病 変が消失す る傾向が 高 い こ とが

示さ れ た，同 じ悪性 型 HPV の 感染 を認 め る CIN

病変で も， どうして ポ リク ロ
ーナ ル な病変 を形成

し消退 して い く症 例 と，
モ ノ ク ロ

ーナ ル な病変 を

形成 して 持続 ・進行 して い く病変が存在する の だ

ろ うか ．こ れ まで の ， 子宮 頸癌 に お け る HPV の

physical　status に 関する研究に よ る と ， 浸潤癌の

70〜80％ に 悪 性 型 HPV が 宿 主 DNA に 組 み 込 ま

れ て い る ，
い わ ゆ る integrateされ た状態 で存在す

る こ とが報 告 されて い る．それ に対 し ， 子宮頸部

上 皮 内 腫 瘍 に お い て は CIN3 で は HPV は 宿 主

DNA に 組 み 込 まれ て い る が CIN1 で は episomal

に存在 し て い る と い う報 告 と ， CIN1，3 と もに ，

episomal に 存在 して い る と い う報 告 が あ る
6）7＞

．

HPV16 型 の 感染を認 め た GIN 病 変 に 対 して HPV

の physical　status を E2 と E6 の コ ピ ー数 を real −

time 　PCR 法にて 定量化 し ， その 比 で検討 した と こ

ろ ，
モ ノ ク ロ ーナ ル な CIN12 例で は宿主 DNA に

組 み 込 まれ た HPV と episomal に 存在 す る HPV

が mix した状 態で 感染 して い る の に対 し ， ポ リ ク

ロ ーナ ル な CIN5 例 の うち 3 例 は HPV が episo −

ma1 に 存在 し 2 例 は HPV が mix し た状 態 （inte−

grated＋ episomal ）で 感染 して い た．以上 の 点 よ り

HPV に 感染 した場 合 ，
　 HPV は最初 episomal に存

在 し ， 扁平上皮の 分化 に 伴 っ て
，

ウ ィ ル ス DNA

が複製 され ， ウ ィ ル ス 粒 子 を形成 す る．表層 の 細

胞 よ り放 出 され た HPV は 周辺 の 扁 平上 皮 に 感染
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扁 平 上 皮癌　 0／15
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図 12　子宮頸帰 に お け る STKI 　1 の 突然変異

す る が ， 周辺 の 上 皮は ポ リ ク ロ ーナ ル な細胞集団

で ある の で ポ リ ク ロ ーナ ル な病変 を形成 する （図

6a）．それ に対 し，悪性 型 HPV に感染 した細 胞の
一

部 で は HPV が 宿主 DNA に integrateす る こ と に

よ り， 細胞は制御 され ない 増殖を開始 し ，
モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル な ， 腫瘍的性格 をもっ た病変 を形成 し，

や が て 粘膜面を平面的に進展 し コ ル ポ ス コ ピーで

認 め られる よ うな広 が りをも っ た病変 へ と進展す

る と思 わ れ る （図 6b）．

　2．発癌 に 関与 す る 癌関連遺伝子の 同定とその

応用

　2一  癌抑制遺伝子

　2一 
一 ip53 癌抑制遺伝子　　　　　　　　，

　p53 癌抑制遺伝子 は 子宮体癌
B） ・卵巣癌

9）
をは じ

め さ まざまなヒ ト癌 で 点突 然変異 に よる不活化 が

証明 され て い る．悪性型 HPV の 癌 遺 伝 子 の E6

は ユ ビキ チ ン リ ガーゼ の ひ とつ で あ る E6AP （E昏

associated 　protein） と複合体 をつ くる と p53 に 対

す る結 合能 を獲得 し E6AP の 働きに よ りp53 をユ

ビキチ ン 化 して プ ロ テ ア ゾ ーム に よ る p53 の 分

解を促進す る
濫゚ ）H ）

．子宮頸癌細胞株で は HPV に 感

染 して い な い 細胞株 に p53 の 点突 然変 異 が み ら

れ たこ とよ り， p53 の E6 に よ る ある い は 点突 然変

異 に よ る不活化が 頸癌 の 発生 に必 要 で あ る と報告

された
12，
． しか し， 手術 ・生 検材料を用 い て p53

の 点突 然変異 を検討 した とこ ろ ， p53 の 点突然変

異は HPV 陽性 29 例中 2 例に 認め た の み で ，　 HPV

陰性 7 例で は ま っ た く認め ず，子宮 頸癌で は HPV

感 染の 有無 にか かわ らず p53 の 点突然 変異 に よ

る 不活化 は稀 で ある こ とが 示 さ れ た
13｝
．

　2一  一ii　 p16
”VK4a

遺伝子 ，
　 p14t

” RF
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　 100
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図 13　悪性腺腫 に お ける STKI　1 の 異常 と転帰

　p16
”VKda

は p151wmb と 同 様 第 9 染 色 体 短 腕 （9p

21）か ら単 離 された癌抑制遺伝子 で 脳腫瘍 ， 白亅血L

病 ， 膵癌 を含 む種 々 の 癌に 高頻度に遺伝子異常が

報 告 され て い る
’d）
．p16

’NK ，°
は CDK4 ， 6 に 特異 的

に結合 し， その 活性 を阻害す る （図 7a）．し．た が っ

て 細胞周期の負の調節因子で ある ．子宮頸癌で は

p161NK4aの 点突然変異 あ る い は欠失 に よ る不 活化

を 20％ に 認め たが ， プ ロ モ ータ領域 の メ チ ル 化 に

よ る不活化 は 3％ と稀で あ っ た
es）
．点突 然変異や

欠失；プ ロ モ ータ領域の メ チ ル 化 の 結果生 じた と

考 え られ る mRNA の 発現 の 消失 ， 蛋 白の 発現の 消

失 は約 25％ に 認め た （図 8）．　p14
” ni
’
は 16tNK4nと遺

伝 子 座 を共 有 し， p161
「VK “a

の exon 　1 と p15
’NK4b

の

exon 　2 の 間に 存在す る p161NK4aの exon 　1β， 及 び

p16
’「Vff4°

の exon 　2 と 3 か らなる 遺伝 子で あ る
lfi》1’）

（図 7a）．　 p　14ARFは HDM2 と直接結合 し，　 p53 の 分

解 を抑制する働 きがあ る．また ， p14
岬

の 転写が

E2F に よ っ て 亢 進す るこ とも知 られて い る．　 RB

経路に 異常が起 こ る と E2F の 転 写活性 が 亢進 し ，

細 胞周 期 を正常 に コ ン トロ
ール で きな くな るが ，

E2F は p14
”R，

’
の 発 現 を誘 導 しp53 経 路 を活 性 化

す る こ と に よ り癌化 を防 い で い る と考 え られ る．

子 宮 頸癌 に お け る p16
’鰤

と plgtARFの mRNA の

発現 量を real −tirne　PCR 法 に て 定量 し，
　 HPV 感染

との 相 関に つ い て検 定 した （金尾祐之 ら　未発表

デ
ー

タ）．HPV 陽性 の 子宮頸癌で は正 常子宮頸部

扁平上皮 と比 較 して p161NK
“a

及 び p14Aite
’
の 発 現量

の 亢進 し て い る症例 が有意 に多 か っ た （図 9a，
　b）．

ま た
，

HPV 陰 性 の 子 宮 頸 癌 で は 4 例 中 3 例 に
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図 14　婦人科腫瘍 に おける TSC403 の 過剰発現

p1　6’N κ 4°
の 発現 の 著明 な減少がみ られた （図 9a）．す

なわ ち HPV 陽性の 子宮頸癌 で は E7 に よ り RB の

不活化が起 こ る ため E2F の 転写活性 が尤進 し， そ

の 結 果 p1 ・4e”RF の 発現 が亢 進 して い る と考 え ら れ

る （図 7b）．　 HPV 陽性の 子宮頸癌 にお い て p1　6　
1NK4a

の発現の 亢進 して い る 理由は不明だが ， E7 によ っ

て RB 経路が不活化 されて い るこ とに 対す る負 の

フ ィ
ー ドバ ッ ク機構が 働 い て い る の で は な い か と

考 え られて い る．こ れに対 し HPV 陰性の 子宮頸癌

は INK4a 遺伝子座 の 欠失ある い は 点突 然変 異 に

よ りp16
’NK ．u−£ β 経路及 び p14mu −p53 　ff路 と もに

不活化 され癌化 が起 こ ると考え られる．

　 2一  一iii　 FHIT 癌抑制遺伝子

　 第 3 染色体短腕 は子宮頸癌にお い て 高頻度に ヘ

テ ロ 接合性 の消失 が み られ る こ とが 報告 され て い

る ，例 えば ， 13p14．2 は CIN2，3 の 20％ に
， 浸潤癌

の 55％ に ヘ テ ロ 接合性 の 消 失 が み られ る
LS，
．

FTHIT は第 3 染色 体短 腕 13pl4．2 よ り同定 され た

癌抑制遺伝子で あ る
ID 》
．

　FHJT 遺伝 子 の mRNA707bp を RT −PCR 法に て

検 出する と ， 子 宮頸癌の 48 例中 14 例 （29％ ）に

正常 の 大 き さ の 707bp の フ ラ グ メ ン トが検 出 さ

れ なか っ た
2°）

（図 10a）．また ， 707bp以外 の 大 きさ

の フ ラ グ メ ン トを認 め る症 例 を 48 例 中 12 例の

25％ に 認 め た． こ の 異 常 サ イズ の mRNA は CIN

22例 中 6 例 （27％ ）， 正常子宮頸部扁平上 皮で も

40例 中 10例 （25％ ）に認め た が ，正常 サ イ ズ の

mRNA は CIN ， 正常子宮頸部扁平上 皮で は必ず発

現 して い た．また ， 点突然変異を浸潤癌 48 例中 9

例 （19％） に認 め ， 結果的 に FHIT の 両側の ア レ

ル が不活化 して い る と考え られ る症例 を 48 例 中

18 例 （38％）に認 め た．免疫 組 織 学的検討で は

　 100

　 go

　 so
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晝・・
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°
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　 冊
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図 15 子宮頸癌 に お け る TSC403 の 発現 と転帰

FHIT 蛋 白の 発 現 の 減弱消 失 を 30例 中 13 例 （43

％）に 認めた
21）

（図 10b），FHIT の 両側 ア レ ル の 不

活化 に よ る蛋 白発現 の 消失は浸潤癌 で は 高頻度 に

認め るが ， CIN で は まっ た く認 め ない （図 11）．子

宮体癌で も， 前癌病変の 異型子宮内膜増殖症に は

FHIT の 不活化 は認め ず， 低分化型 類 内膜癌に 高

頻度に 認め る こ と
2 ）

， 卵巣漿液性腫瘍で も，腺腫

や 境界悪性腫瘍 で は   7 の 不 活化 は認 め な い

が漿液性腺癌 に高頻 度 に不 活化 を認め る こ と
23｝

よ

り FHIT の 不 活 化 は 癌化 の 晩 期 変 化 と し て 起

こ っ て い る の で は な い か と考 えて い る．

　 2一  一iv　STKII 癌抑制遺伝子

　子宮頸部悪性腺腫 （adenoma 　malignum ）は mi −

nimal 　deViation　adenocarcinoma と も呼 ば れ 子 宮

頸部腺 癌の
一

亜型 に 分類 され ， 他 の 腺癌組織型 に

比 し予 後不良 とされて い るが ， 悪性腺腫 が 高分化

型腺癌 の 単 なる
一亜型 なの か ， 両者 は まっ た く異

な っ た病 態で あ るか に つ い て は い まだ明 らか で は

な い 。悪 性 腺 腫 の 約 10％ が PeutzJeghers 　Syn−

drome （PJS）の 家系に発 生す るこ とが報告 されて

お り，
PJS と悪性腺腫の 関連性 が 示唆 され る

en）．

PJS の 原 因遺伝 子 として 同定された STKI 　1（LKB1 ）

遺伝 子 は 第 19 染色 体短 腕 （19pl3．3）に 存在 し
25 》

悪性腺腫 で ヘ テ ロ 接合 性の 消失が 高頻度にみ られ

る 部位 と一致す る
26｝
．そ こ で ， 悪性腺腫の 原因遺

伝 子が STKI 　1 （LKB1 ）遺伝子で ある か どうか に つ

い て 検討 した．

　STKI　1 （LKBI ）遺伝子の 点突然変異 は PJS の 家

N 工工
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図 16a　TSC403 の 子宮頸癌細胞株 （TCS ）へ の 強 制 発

　現

　TSC403 　M 伝子 を発現 して い な い 子宮 頸痛細 胞株

　TCS に，　 TSC403 を neo 遺 伝 子 下 流 に組 み 込 ん だ ベ

　 ク ターを transfect 後 G418 に て selection した （neo

　＋ TSC403 ）。コ ン トロ ール として 親株 に neo 遺伝子

　の み を transfect した （neo ）．8μm の 孔 を有す る ポ リ

　 カーボ ネ イ トフ ィ ル ター
をメ ン ブ レ ン とし，メ ン プ

　レ ン とデ ィ バ イ ス が
一

体化 し た ケ モ タキ セ ル （ク ラ

　ボ ウ ）に マ トリゲ ル を chamber あ た り 25μg コ ー
ト

　し，遺伝子導入 した細胞 を 1〆 105個／200μ1の 濃度

　で chamber に まき，chamber 下 に フ ィ プ ロ ネ ク チ ン

　20μt／ml を 含 む ケ モ ア トラ ク タ ン ト溶液 （1．lml）を

　加え 24 時間培養 し，メ ン ブ レ ン 下に 浸潤 して い る細

　胞を 0．4％ ト リ パ ン ブ ル ーに て 染色 した．

「

i
control 　　　 neo 　　 neo ＋TSC403 　マ トリゲル （

一
）

ヒ 舞 ＿＿ 」 … 本 ・…

図 16b　TSC403 の 子宮頸癌細胞株 （TCS ）へ の 強制発

　現 に よる 浸 潤能の 獲得

　 メ ン ブ レ ン 下 に 浸潤 した 細胞数を 200 倍率 に て カ ウ

　 ン トし 5 視 野 の 平 均値 を 示 した．そ れ ぞ れ の 群 に つ

　 き 3 回 実 験 を 行 っ た．control ：TCS 親株，　 neo ：neo

　遺伝子 の み を導入 した TCS
，
　neo ＋ TSC403 ：TSC403

　を 導 入 した TCS ，マ トリ ゲ ル （
一
）：マ ト リゲ ル を

　 コ ートして い ない ケ モ タ キセ ル 上 に TCS 親株 をま

　 い た ．メ ン ブ レ ン に マ ト リゲ ル を コ ートす る こ と に

　よ り， 浸 潤 す る細 胞 が 20〜30 細 胞／視 野 か ら 0〜10

　細胞／視野 と有意 に 減少 し，マ トリ ゲ ル が 浸潤 の バ リ

　ア
ーと して の 働 きを担 っ て い る こ と が 示 さ れ て い

　る．TCS 細胞 に TSC403 　wa伝子を導入 す る こ と に

　 よ っ て メ ン ブ レ ン を 浸潤す る 細胞 が 0〜10細胞／視

　野か ら80〜100細胞／視野 と有意 に 増加 した．

系で ない 悪性腺腫の 11 例中 6 例 （55％）に認 め た

が粘 液性 腺癌で は 19 例 中 1 例 （5％ ）の み に点突

然変異 を認め ただ けで ， そ の他の 組織型の 腺癌 4

例や 扁平 上 皮癌 15 例 に は 点突 然 変 異 を認 め な

か っ た （図 12＞（倉垣千恵 ら　未 発表デ
ー タ）．した

が っ て ，STK11 （ゐKB1 ）遺伝子 は 悪性 腺腫の 発生

に深 く関与して い るこ とが示唆 された．悪性 腺腫

に お ける STKI 　I （LKBI ）遺伝子 の 異常 の 有無 と転

帰に つ い て 考察 した．STKI 　1 （LKB1 ）遺伝子 に変

異を もつ 症例 は変異 をもたな い 症例 よ り有意 に予

後不 良で あ っ た （図 13）．悪性腺腫 は細 胞異型 が ほ

とん どな い た め
， 悪性腺 腫類似の 腺管 が頸部の 比

較 的浅層に あ っ た場 合悪性腺腫の 初期病変か 否か

を形態学的に判別す る の は難 しい ．免疫組織 学的

に は 悪性腺腫 は 胃幽 門腺粘 液 に 対 す る抗 体 HIK

1083 に 強染 し
，

ミ ュ ラ ー管 由来の 腺管 に 発現 して

い る エ ス トロ ゲ ン受容体 ，プ ロ ゲ ス テ ロ ン受 容体

や CAI25 は発現 して い ない
2T）2s）

．悪性腺 腫類似 の

腺管 が頸部の 比較 的浅層 の み に存在す る症例 の 中

には悪性腺腫 と1司様 の 免疫染色性 を示 す症例 が あ

り，
こ の よ うな病 変は 悪性腺腫の 初期病変で は な

い か と考 え られて い る．免疫組織学 的に 悪性腺腫

の 初期病 変 を疑 う症例 5例 に つ い て STKI　1 遣伝

子の 異常 を検索 した とこ ろ ， 遺伝子異常は 1 例 も

認め なか っ た。 また ， ク ロ ナ リテ ィ ー解析が 可能

で あ っ た 3 症 例 は すべ て ポ リク ロ ーナ ル で あ っ

た． したが っ て ， この よ うな病変 は悪性腺腫 の 初

期像と い うよ りは子宮頸管腺が 胃幽 門腺化生 を起

こ した 病変で腫瘍性病変で は ない と考え られ る．

今後 STKI 　1 遺 伝子異 常 を検 索 す る こ と に よ り，

悪性腺腫か 否か の 遺伝子 診断 ， 予後診 断が可 能 に

なる と考える．

　2一  癌遺 伝子

　2一  一iK −rαs 癌遺伝子

　K −rαs の exon 　l の cbdon 　l2， 13 の 点 突 然 変 異

に よる活性 化 は さ まざまな ヒ ト癌で 報告 され て い

る．婦 人科腫瘍で も子宮体癌の 31％ に卵巣癌で は

粘液性腺癌の 67％ に K −ras の 点 突然 変異 を認 め

N 工工
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る
29ト aI）

． しか し， 子宮頸癌で は K −rαs の 点突然変

異は 23例中 1例 （4％ ）と極めて 稀 で あ り， 癌化

に 関与 して い ない こ とが 示唆され た
31）
．

　 2一  一ii　 TSC403 癌遺伝子

　TS（］403 癌 遺伝 子 は第 3 染色体 長腕 3q27 か ら

単離され た遺伝子 で 正 常肺組織に特異的に発現 し

て い るが ， 卵管癌 ・乳癌 ・大腸癌 ・肝癌由来の 細

胞株で 発現 の 増 強が み られ る．TSC403 遺伝 子 が

コ ー ドす る蛋 白は 416 ア ミ ノ 酸 か らな り 1ysozo−

me −associated 　membrane 　glycoprotein　l
，
2 （lam −

ps） と 30％ 以 上 の 相 同 性 を 示 す
32）
．　 lamps は

sialyl −leWis　X が結合す る蛋 白で ， 通常 は lysozome

膜上 に発現する が 高転 移性 大腸癌細胞株 にお い て

発現 の 増強が み られ る こ とが 報告 されて い る．

欝 0403 遺伝子 は NIH3T3 細胞を トラ ン ス フ ォ
ー

ム する こ と， トラ ン ス フ ォ
ーム した細胞 は軟寒天

培 地で 増殖 する こ と よ り癌遺伝子で ある と考え ら

れて い る．

　 RT −PCR 法 にて 婦 人科 腫瘍 にお ける TSC403 遺

伝 子の 発現 を検討 した． TSC403 の 発現 の 増強を

認め た症 例 は子宮頸部扁平上 皮癌で は 36 例 中 20

例の 56％ で あ っ たが子宮体癌で は 29 例 中 3 例の

10％ ， 卵 巣癌 で は 33例 中 3例 の 9％ にす ぎず ， 子

宮頸部腺癌 4 例 に は発現 の 増強 を認め なか っ た
33 ］

（図 14）． した が っ て
，

TSC403 遣伝子の 発現 の 増

強 は子宮頸部扁平上皮癌 に特異的 に関与 して い る

こ とが示 され た． また real −ttme　PCR 法 に て 正 常

子宮頸部扁平上皮 と扁 平上皮癌 で 発現量 を検討 し

た とこ ろ ， 癌化 に伴 っ て 発 現量が増 えて い る こ と

が示 された （金尾祐之 ら　 未発 表デ
ータ）．子宮頸

部扁平上皮 痛で TSC403 遺 伝子 の 発現 量 の 増 強

の 有無 と予後を検討 した とこ ろ ， 発現量が増 強 し

て い る症例 の ほ うが有意に予後不良で ある こ とが

示され た （図 15）．TS（）403 遺伝子の 機能は ほ とん

どわ か っ て い な い ．そ こ で ， TSC403 を発現 して い

な い 子宮頸癌細胞株 TCS 及 び NIH3T3 細 胞 株 に

TS（神03 遺伝子を導入 し，
　 in　Vitroに て浸潤能 を解

析 した と こ ろ ， 遺伝子 導入 に よ っ て 浸潤能が 増加

す る こ とが 示された （図 16a，　 b）．

　　　　　　　　　考　　察

　 こ れ まで 子宮 頸癌 の 発生 に 悪性 型 HPV が 関与

して い る こ とは よ く知 られ て い たが ， 悪性型 HPV

に感染後 どの 段階か ら腫瘍性病変が 発生する の か

に 関 して は明 らかに されて い なか っ た．本研 究に

よ り， HPV に感染 して も ， HPV が episomal に 存在

する際に は ポ リ ク ロ
ー

ナ ル な病変を形 成 し ，
こ の

よ うな病変は 時間 と ともに消退す る可 能性 が高 い

が ， 悪性型 HPV に感染す る と ， 感染細 胞の 一部で

は宿主 DNA に HPV が 組み 込まれ ， その結果モ ノ

ク ロ ーナ ル な増殖 を開始 し ， 病変は粘膜上 を平面

的に発育 し ， や が て ，
コ ル ポ ス コ ピーで認 め られ

る よ うな広が りをもっ た 病変に進展する こ とが 示

唆 され た．

　 こ れ まで 子宮頸癌 の 発 生 ・進展 に 関与する癌関

連 遺伝子 に つ い て はあ ま り明 らか に され て い な

か っ たが ， 子宮体癌 や卵巣癌で 高頻度に 異常が検

出 され る p53 や K−ras の 点 突 然 変異 は 子宮 頸癌

で は稀で ある こ とを明 らか に した．

　 また ， HPV 感染 と p16iNma 及 びp14Am
・
の 発現 量

は相関する こ と， HPV 陰性の 子宮頸癌で は INK4a

遺 伝 子 座 の 異 常 に よ り p16iNK4a−、ma 経 路 及 び

p14
＾ ” F −p53 経路が 不活化 して い る と考 え られ た．

　 FHIT の 不活化は頸癌の 約 40％ に認 めたが ， 頸

部上皮内病変で は ほ とん ど認めず ， 癌の 晩期 変化

で ある と考え られ た ．

　新 しい 癌遺伝子で あ る TSC403 は ， 子宮 頸部扁

平上 皮癌に特異的に 関与 して い る こ と， TSC403

の 発現 の 増強は 予後因子で あ る こ とを明 らか に し

た ．こ の 遺伝 子 の 癌 化 に お け る機能 に つ い て は

まっ た く知 られ て い な い が ， 浸潤能 に 関与 して い

る可能性が 示唆 され た ．

　 また ，悪性腺腫の 原 因遺伝子 が Peutz寸eghers

syndrome の 原 因遺 伝子 で あ る STKI 　I 遺伝 子で

あ る こ と， STK11 遺伝 子の 異常 は悪性腺腫 の 予後

因子で ある こ と を示 した ．

　 ヒ ト癌の 発生 に は 数多 くの 遺伝子変化が 関与 し

て い る と考え られて お り， 本研究に よ り明らか に

した遺伝子変化 は ，
ほ ん の

一
部分 に過 ぎない ．今

回発 表時 間の 都合上 割 愛 した
，

テ ロ メ レ ース 関連

遺伝子 も子宮頸癌の 癌化 に関与 して い る こ とが知

ら れ て い る
M ＞
一一c°｝

．テ ロ メ レ ース 活 性 を TRAP 法

に て 検出する と，
’
正常子宮頸部で は活性 をほ とん
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ど認め ない が ， CIN1 の 60％ ，
　 CIN2 以上の 病変 の

ほ ぼ 100％ に テ ロ メ レ
ース 活性 を認め た

ユs）
．CINl

で は テ ロ メ レース 活性 を示す病変の 多 くは モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル な病変 で ある．テ ロ メ レース の 活性中心

で ある hTERT を免疫 染 色法 に て 検 出す る と ，

hTERT は正常扁平 上皮 で は傍 基底細胞層 しか 染

色 され な い が ， CIN で はほ ぽ全層 染色 され，テ ロ メ

レース 活性 と相関した
3G）
，

　癌化 に 関与する 遺伝子 を新たに 同定 する手法 と

して正常子宮 頸部 と子宮頸癌 の 発現遺伝子の 差 を

解 析す る た め に ，Affymetrix 社 の Genechip 　Hu −

man 　Genome 　U95　Setに て 約 6 万 の 既 知遺伝子及

び EST の 発現 を解析 した．そ して ，癌 化に 伴 い 発

現量が 増加 して い る遺伝子 20個 ， 発現 量が減弱 し

て い る遺伝子 5 個を見出した．現在こ れ らの 遺伝

子が 本当に癌化に伴 っ て発 現量 が変化 して い るか

に つ い て real −time 　PCR 法 に て 検 定 を 行 っ て い

る．DNA チ ッ プは トラ ン ス ク リ プ トーム の 解析で

あるが ， プ ロ テ オ トーム を解 析す る 目的で Cipher−

gen社の プ ロ テ イ ン チ ッ プ シ ス テ ム に て子 宮頸癌

の 発生 に伴 っ て発現量 の 変化 して い る蛋 白質の 同

定を試み て い る．今後こ の よ うな手法 に よ り， 子

宮 頸癌 の 癌化に 閧与する 遺伝子が すべ て 同定 さ

れ ， 癌 化の 機構 が明 らか にな り， 遺伝子情報をも

とに した治療 の 選択が なされる時代 が くる と確 信

して い る．
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Abstract

  It is well  established  that infection of  oncogenic  HPV  is the initial step  for cervical  carcinogenesis,  How-

ever,  it is not  known  when  neoplastic  growth starts  after  irtfection of  high risk HPV,  in addition,  genetic al-

teratiens, including activation  of  prot}oncogenes and  inactivation of  tumer  suppressor  genes involved in

cervical  carcinogenesis  have not  been well  characterized  yet. in the present study,  patterns of  X-

chromosorne  inactivation were  evaluated  in cases  of  cervical  intraepithelial neoplasia  to deterrnine the

presence  of  potentially premalignant neoplastic  versus  polyclonal  benign cell  populations. Monoclonal

composition  was  demonstrated  in al1 20 cases  ofCIN3  (100%), 13 of  19 cases  of  CIN2 (68%) amd  10 of20

cases  of  CINI (50%) . in one  uterine  cervix,  in which  dysp!astic lesions were  present in 6 blocks, the pat-

tem  of  X-chromosome  inactivation was  the same  in al1 lesions, suggesting  that these individual lesions

were  derived from a  single  cell, with  intraepithelial extension  within the cervical  mucosa.  By  contrast,  an-

other  uterus  contained  2 discontinuous dysplastic foci with different pattems of  X-chromosome  inactiva-

tion, indicating that  the two  lesions developed independently from each  other,  Twenty-two of  27 (80%)
CINs  which  were  monoclonal  in composition  were  either  progressed  or  persisted, By contrast,  7 of  10 (70

%)  CINs which  were  pelyclonal  in composition  were  regressed,  All 10 cases  of  CINs which  progressed

were  positive for high risk HPV  infection and  monoclonal  in composition.  Clonal status  and  infection of

high risk HPV  were  thus significantly  associated  with  clinical  outcome  in CIN1 and  2. inactivation of  the tu-

mor  suppressor  genes, p53,  pl6'""'", p14ma  and  FHIT,  and  activation  of  the K-ras proto-oncogene, were

analyzed.

  inactivation of  S71Kll, the gene responsible  for Peutz"eghars syndrome,  and  activation  of  71SC403,

which  has been  isolated from  3q27 where  ehromosomal  gain is frequenuly observed  in cervical  carcinoma,

were  also studied.  inactivation ofp53  was  rare  imespective of  the presence or  absence  of  HPV  infection

 (2/29 versus  O/7). ln contrast,  expression  ofpl6'"""  and  p14"RF  transcripts was  significantly  associated

with  the presence of  HPV  infection (p =  O.OO18 and  O,OO0555, respectively)  . Irnpaired expression  of  the

FIHIT gene product  due to loss of  normal  FHTT  transcript was  detected in 13 of  30 (43%) invasive carci-

noma  of  the  uterine  cervix  but not  in any  22 CINs, suggesting  that inactivation of  FHIT  occurs  as  a  late

event  in cervical  carcinogenesis.  Mutation in S71Kl1 was  detected in 6 of  11 (55%) MDAs,  not  knewn  to be

associated  with RJS, and  1 of  19 (5%) mucinous  adenocarcinomas  but not  in 4 endometrioid  adenocarci-

nomas  or  15 squamous  cell  carcinomas,  MDA$  with  S71Kll mutation  had  significantly  poorer prognosis

than MDAs  without  S7:Kl 1 mutation,  Activation of  K-rcts by point mutation  in codon  12 or  13  was  detected

in 17of57  (31%) endometrial  carcinomas  butonly in 4 of23  (4%) cervical  carcinomas,  suggesting  that

K-ras activation  plays little role  in cervical  carcinogenesis.  Overexpression of  7SC403  mRNA  was  signifi-

cantly  higher in cervical  carcinomas  (10/20, 50%), especially  in squamous  cell carcinomas  (56%), com-

pared with  endometrial  carcinomas  (3/29, 10%)  or  ovarian  carcinomas  (3/33, 9%).  Cervical carcinomas

which  showed  71SC403 overexpression  had  significantly  poorer  prognosis  than those  with normal  level of

 7 SC)403 expression. The  cervical  carcinoma  cell  1ine, TCS, and  NIH3T3, both expressed  low  revel  of  rsC

403  mRNA,  acquired  invasion activity  in vitro significantly  by induction of  7SC403.  The  present study

 demonstrate that 1) Not only  CIN3  but a  majority  of CINI and  2 are  composed  of  a  clonal  neoplastic  popu-

 lation of  cells  and  such  monoclonal  CINs infected with high risk HPV  are  more  likely to progress  or  persist

 compared  with polyclonal  CINs infected with  low risk HPV, 2) inactivation ofpl6'""be-RB  and  p53-p14""F

 pathways,  inactivat;ion of  FHIT,  and  activation  of  7SC403  play  an  important  role  for the etiology  of  cervi-

 cal  carcinoma,  and  3) mutation  in the S7Ll(1 1 may  characterize  the MDA  as  being  distinct from other  com-

 mon  types of  adenocarcinomas  of  the uterine  cervix.


