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慶應 医 学 ・82(2):T67～T80,2005

学 位 論 文

子宮頸部腫瘍 におけ るp161NK4a蛋 白質過剰 発現 の解析

慶應義塾大学医学部産婦人科学教室

   (指導:野 澤志朗教授)

   石 川 光 也

(平成16年7月26日 受付)
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 ヒ トパ ピローマウイルス(以 下HPVと 略 す)は 皮膚

や粘膜 に感染 して乳頭腫 を形成 す るウイルスであ ること

が知 られてお り,女 性生殖器領域 においては良性疾患 で

あ る尖圭 コ ンジローマか らHPV6型,11型 が 分離 され

てい る1).そ の 後子宮 頸癌組織 か らHPV16型 が 分離 さ

れ たこ とによ り2),HPVは ヒ トがん ウイル スと して注

目され るようになった.さ らにHPV16型 の ウイルス遺

伝 子産物 で あ るE6, E7蛋 白質 が,宿 主細 胞 の癌 抑制

遺伝子産物 で あるp53蛋 白質, Rb蛋 白質 と結合 してそ

の機 能 を抑制 す る ことがわか り3-5),HPV感 染 と発癌 の

メカニズ ムを結 びっ けることがで きるよ うにな った.以

上 の経 緯か ら,今 日で はHPV感 染 は子宮頸部扁平上皮

癌 の発癌 因子 として認識 されてい る.

 HPVは 約8000塩 基 対 か らな る環 状二本 鎖DNAウ

イ ルスで,ウ イル ス遺伝 子の転写 や複製 に関与 してい る

初 期遺伝 子E1, E2, E4, E5, E6, E7と,カ プ シ ド

とよばれ る殻 を コー ドしてい る後期遺伝子L1, L2,お

よ び遺伝 子発現 調節 領域 であ るLong Control Region

(LCR)か ら構成 されて いる(第1図). HPVはL1領 域

の塩基配列 の相 同性か らサ ブタイプが分類 され,現 在 で

は約90種 類 以上 のサ ブタイプが存 在 して いる.そ れ ら

は発癌 に対 す る危 険度 の点 で ロー リス ク型HPVと ハ イ

リスク型HPVに 分 類 され,ロ ー リスク型HPVの 代 表

例 は尖圭 コ ンジロー マで検 出 されて いるHPV6型,11

型 で あ る.一 方 子宮頸癌組織か ら検出 されたサ ブタイプ

は ハ イ リス ク型HPVと 定 義 され6)'7),そ の 代 表 例 は

HPV 16型,18型 で あ る.

 子 宮 頸部 へのHPV感 染 は性感染症の一っ であ り,多

くの感染者が存在 して いることが推測 され るが,現 実 に

は感染者 のすべて が発癌 に至 るわ けで はな く,ご く一部

の感染者が ウイル スを排除で きないまま持続感染 とな り

発癌 に至 ると考 え られて い る.HPV感 染 者が発癌 に至

るか否か は,起 因す るHPVの サ ブタイプによ り決 まる

のか,未 だ解明 されていない宿主側の因子 によ り決 まる

のか は不明であ るが,正 常の子宮頸部上皮か ら前癌病変

であ る軽度異形成,中 等度異形成,高 度異形成,そ して

上皮内癌へ と進行 し,さ らに扁平上皮癌へ と至 る発癌過

程 において,HPV感 染 に対 す る宿主細 胞の反応 を捉 え

ることが で きれば,そ の反応 を指標 と してHPV感 染 が

引 き起 こす発癌の過程 を解明す ることが可能 となる.本

研究 ではHPV感 染 に対す る宿主細胞 の反応 の一っ と し

て,サ イ ク リン依存 性 キナ ーゼの イ ンヒビターであ る

p1G[NK4a蛋 白質 に着 目 した.

 p161NK4a蛋 白質 は癌抑制遺 伝子産 物で あ るRb蛋 白質

が リン酸化 を受 けて不活化 され る反応 を阻害す る活性を

有 し,細 胞 周期 を調 節 して いる蛋 白質 であ る.p161NK4a

蛋 白 質 は重要 な癌抑 制遺伝 子産 物 の一 つ として報 告 さ

れ8),肺 癌 や 白血 病 な ど多 種 の 悪 性 腫 瘍 に お い て

p161NK4a遺 伝 子の異常 や プロモー ターの メチル化 な どに

よるP161NK4a蛋 白質 の不活化 が認 め られている9-II).

 一 方 で,Parryら の 培養細胞を使 った報告 によると,

Rb蛋 白質 が不活化 して いる腫瘍 細胞 ではRb蛋 白 質が

正常 に機能 してい る細胞 に比 べp161NK4a蛋 白質 が過剰 に

発現 してい ることが判 明 し,p16[NK4a蛋 白 質の発現 はRb

蛋 白 質 の機 能 と逆 の相 関 を示 して い る ことが わ か っ

た'2)・'3).この ため,ハ イ リス ク型HPV E7蛋 白 質 によ

るRb蛋 白質 の不活化 はp161NK4a蛋 白質 の過剰な発現 を

導 くことが推測 される14-17).す な わち,過 剰 に発現 した

p161NK4a蛋 白 質 はHPV E7蛋 白質 によるRb蛋 白質不活

化 の指標 として解析す る ことが可能で ある.
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   E6㍗ 喚.
'

E1

扁 平 上 皮 系 病 変 に お け るHPV検 出 に使 用 した プ ラ イ マ ー-L1領 域:①

LIC15'-CGTAAACGTTTTCCCTATITTrfT-3'(nt.5611-5634) LIC25'-TACCCTAAATACTCTGTATTG-3'(nt.5843-5863)

頸 部 腺 癌 に お け るHPV検 出 に 使 用 し た プ ラ イ マ ーE6.E7領 域:②         '

HPV16型A:5'-TGTCAAAAG CCACTGTGTCC-3'(nt.419-438)B5'-GAG CTGTCA丁rrAATTG CTC-3'(nt.637-656)

   C:5'-TCGGTGGACCGGTCGATGTA-3'(nt.493-512)D:5'-GATCAGTTGTCTCTGGTTGC-3'(nt.606-625)

HPV18型A:5'-TG CCAGAAACCGT丁GAATCC-3'(nt.426-445)B5'-TCTGAGTCGC丁rAATTG CTC-3'(nt.674-693)

   C:5'-ATAGCTGGGCACTATAGAG G-3'(nt.492-511) D:5'-TGCAATGTTGCCTTAGGTCC-3'(nt.596-615)
nt:nucleotide

第1図 HPVの ゲ ノム構造とPCRプ ライマーの位置

 HPVは 約8000塩 基対からなる環状2本 鎖DNAウ イルスであり,初 期遺伝子E1, E2, E4, E5, E6, E7と,

 後期遺伝子L1, L2,お よび遺伝子発現調節領域Long Control Region(LCR)か ら構成されている.各 遺伝子

 領域および複製開始点(矢 印)を 示す.本 研究におけるHPV感 染 の検出に際 しては,扁 平上皮系病変では①に

 示 したL1領 域 のPCRを 行い,頸 部腺癌では②に示 したE6E7領 域のnested-PCRを 行 った.

 今 日では,子 宮頸癌組織か らハイ リスク型HPVが 検

出されることか らハイ リスク型HPV感 染は子宮頸癌の

発癌因子 とされてきたが,本 研究では子宮頸部扁平上皮

癌および前癌病変 におけるハイ リスク型HPV感 染 と

p161NK4a蛋 白質過剰発現の関連を検討することにより,

子宮頸部発癌機構におけるハイリスク型HPVの 関与を

分子生物学的に裏付けることを試みた.

 一方,子 宮頸癌の一組織型である子宮頸部腺癌は,子

宮頸癌の約10%を 占めていたに過 ぎなか うたが近年増

加傾向にあり18)'19),また扁平上皮癌に比べて予後不良

とされていることから,臨 床上重要な疾患 となってきて

いる20-22).ところで,頸 部腺癌におけるHPV感 染の報

告はなされているものの,そ の検出率は報告により大き

な違いが見られ,は た して頸部腺癌の発癌機構にHPV

感染が関与 しているのか否かは不明のままである23-28).

そ こで本研究では,ハ イ リスク型HPV感 染 とp161NK4a

蛋白質過剰発現との関連を解析することで,頸 部腺癌発

癌機構におけるハイ リスク型HPV感 染の関与につき検

討 した.さ らに腺系病変における病理組織学的な分類や

予後因子 とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度 との相関の有無

も検討 した.

 今回の研究では,p161NK4a蛋 白質過剰発現の解析は組

織検体を用いて行い,子 宮頸部腫瘍において病変に特異

的なp161NK4a蛋 白質の過剰発現を検出することができた.

しか し子宮頸癌のスクリーニングとして現在普及 してい

る細胞診では,比 較的容易にかっ患者への苦痛を伴わず

に検体を採取することが可能であることか ら,細 胞診検

体を用いてp161NK4a蛋 白質の過剰発現を検出することが

で きれば,組 織検体の採取を行わなくてもp161NK4a蛋白

質の過剰発現を解析することが可能になると考えられる.

そこで本研究では,細 胞診検体を用いた免疫細胞化学染

色を行い,p16'NK4a蛋 白質の過剰発現が検出可能か否か

を検討 した.
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石 川:HPV感 染 とp161NK4a蛋 白質 の過 剰 発 現

対  象

 検体の採取にあたっては研究内容および安全性につい

て十分な説明を行い,患 者から同意を得たうえで行 った.

1.子 宮頸部扁平上皮系病変 にお けるハイ リスク型

HPV感 染の検出とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度の関連

 慶磨義塾大学病院を受診 した軽度異形成患者75症 例,

中等度異形成患者49症 例,高 度異形成患者34症 例,

上皮内癌患者21症 例,お よび扁平上皮癌患者18症 例

を対象 としてハイ リスク型HPV感 染の検出を行 った.

さらにハイリスク型HPV感 染が検出された症例を対象

としてp161NK4a蛋 白質過剰発現の検出を免疫組織化学染

色を用いて行 った.ま た扁平上皮化生や炎症性異型 と診

断された良性異型患者7症 例をplGINK4a蛋 白質免疫組織

化学染色の対照群 とした.

2.子 宮頸部腺系病変におけるハイリスク型HPV感 染

の検出とp161NK4a蛋白質過剰発現頻度の関連

 慶慮義塾大学病院にて手術を行 った上皮内腺癌10症

例,頸 部腺癌62症 例,腺 扁平上皮癌9症 例を対象 とし

てPIGINK4a蛋 白質過剰発現の検出を免疫組織化学染色に

て行 った.ま た正常子宮頸管腺上皮7症 例をp161NK4a蛋

白質過剰発現の対照群 とした.さ らに頸部腺癌症例のう

ち49症 例 を対象としてHPV16型 および18型 の感染

の有無を検討 した.

3。 子宮頸部擦過細胞を用いたp161NK4a蛋 白質免疫細胞

化学染色

 慶鷹義塾大学病院を受診 した軽度異形成患者12症 例,

中等度異形成患者15症 例,高 度異形成患者12症 例,

上皮内癌患者13症 例,お よび頸部腺癌患者14症 例を

対象 とした.

方  法

1.子 宮 頸 部 扁 平上 皮 系 病 変 に お け るハ イ リス ク型

HPV感 染 の検出

 前 述 の対象症 例 において,ThinPrep法(Cytyc Cor

p,ア メ リカ)に て回収 した子宮頸部 擦過細胞浮遊液 を

用 いてハ イ リス ク型HPV DNAの 検 出 を行 った29).な

お,本 研究 では多 くの報告 でハイ リス ク型 として認識 さ

れて いるHPV 16型,18型,31型,33型,35型,45

型,51型,52型,56型,58型 を ハ イ リス ク型HPV

と定 義 した6)'7).

 子 宮 頸 部擦 過浮遊 液10mlを3000 rpmで30分 間

遠 沈 し,沈 渣 を リン酸緩 衝食塩水(以 下PBSと 略 す)

に て洗 浄後,0.2M塩 化 ナ トリウ ム250ｵ1, pH8.0の

0.1M EDTA(エ チ レンジア ミン四酢酸)250ｵ1,20

mg/ml proteinase K 2.5ｵ1,10%ド デ シル硫酸 ナ トリ

ウム(以 下SDSと 略 す)25ｵ1を 加 え37。Cに て一晩反

応 させ た.煮 沸 処理 にてDNase活 性 を失 活 させ た10

mg/ml RNaseを5ｵ1加 え,37℃ に て4時 間反応 させ,

TE(10mM Tris-HCI+1mM EDTA pH8.0)飽 和 フェ

ノ ール500ｵ1と 混 和 させ12000rpmに て5分 間遠沈

し,上 清 にイ ソア ミルアル コール含有 クロ ロホルム500

ｵ1を 混 和 し,12000rpmに て5分 間遠 沈 した.上 清 に

5mg/ml glycogen 1ｵ1,3Mの 酢 酸 ナ トリウム50ｵ1,

イ ソプ ロ ピルアルコール500ｵ1を 混 和 して12000rpm

に て5分 間遠 沈 した.沈 殿 したゲ ノムDNAを70%エ

タ ノールにて洗浄後50ｵ1のTE(pH8.0)に 溶 解 した.

 抽 出 したゲ ノムDNAか ら, Yoshikawaら が 作 成 し

た コ ンセ ンサスプ ライマ ーLIC1・LIC2(第1図)を

使用 してHPV L1領 域 の約250塩 基 対 を標 的 と した

PCR法 を行 った30).フ.ロ トコール は95℃ で10分 の 後

に95℃ で1分30秒,48℃ で1分30秒,70。Cで2分

間を43サ イ クル,そ の後70℃10分 と設定 した.

 PCR産 物 の一部 分をLIC1プ ライ マーを用 いて再 増

幅 して約200塩 基 対 のDNA断 片 を得 た後 に,自 動

DNAシ ー ク エ ンサ ー (ABI PRISM 3100;Applied

Biosystems,ア メ リカ)を 用 いて その塩 基配列 を決定

した.得 られたHPV L 1領 域 の塩基配列 か らNCBIデ ー

タベ ース(GeneBank sequences http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) お よ びSequencing

Analysis 3.3 software(Perkin-Elmer Corp,ア メ リカ)

を用 いてHPVの 型 判定を行 った.

2.子 宮 頸部腺癌 におけ るハイ リスク型HPV感 染 の検

出

 前 述 の対象症例 の手術検体パ ラフィン包埋切片 か ら病

変部 分 のみを切 り出 し,HPV16型 と18型 感 染の有無

につ いて解析 を行 った.

 手 術 検体 を15ｵmに 薄 切 し,パ ラフ ィン除去 と して

キ シ レン500ｵ1を 加 えて3000rpmで5分 間 の遠沈 を

行 い上清 を捨 て る行程 を3回 繰 り返 した.沈 渣 を100%

エ タ ノール にて洗浄後,0.2M塩 化 ナ トリウム200ｵ1,

pH8.O O.1MEDTA 200ｵ1,20 mg/ml proteinase K 4

ｵ1,10%SDS 20ｵ1を 加 え37。Cに て一晩反 応 させ た.

フ ェノール,ク ロロホル ム処理 を行 った後 に,エ タノー

ル沈殿 し50ｵ1のTE(pH8.0)に 溶 解 した.

一T69一



慶鷹医学 82巻2号(平 成17年6月)

 抽 出 したゲ ノムDNAか らHPV16型 お よび18型 の

E6E7領 域 を標 的 としたnested PCR法 を行 った. PCR

法 の プ ライマーはHPV16型 お よび18型 のE6E7領 域

の塩基配列 か ら第1図 の通 りに設定 した6)31).PCR法 の

陽性 コ ントmル として,HPV 16型 の 亜型がサブクロー

ニ ングされた プ ラス ミ ドPK114/K(Mattis Durst博

士 よ り供与)お よ びJapanese Collection of Research

Bioresourcesよ り入 手 したHPV18型 が サ ブク ローニ

ングされているプ ラス ミ ドを使用 し,至 適 プロ トコール

を決定 した.PCR法 の プ ロ トコールは,95℃ で10分

の後 に94。Cで1分30秒,550Cで2分,72℃ で2分 間

を30サ イ クル,そ の後70℃10分 と設定 した.

 さ ら に,高 感度in situ hybridization(以 下ISHと

略 す)検 出 システ ムGenPointキ ッ ト(DAKO Cytom

ation,日 本)を 用 いて頸 部腺癌 にお け るHPV16型,

18型DNAの 局 在 を調 べた.前 述 の頸部腺癌 症例 の う

ち43症 例 の手術検 体か らホルマ リン固定パ ラフィン包

埋 切片 を作 成 し,キ シ レンに よる脱 パ ラフィ ン化,99

%お よ び95%エ タ ノール による親 水化 を行 った.タ ー

ゲ ッ ト遺 伝 子 の 賦 活 化 の た め にTarget Retrieval

Solution(DAKO Cytomation,日 本)に95℃,40分

間 浸 した.6000～10,000倍 に希 釈 したproteinase K

(DAKO Cytomation,日 本)に 室温 で10分 間 浸 し,

内因性 ペルオキ シダーゼ活性除去 のため0.3%過 酸 化水

素 とメタノールに20分 間 反応 させ,95%お よ び100%

エ タ ノール にて脱 水 し風乾 した.HPV-wide spectrum,

HPV16型, HPV18型 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ

(DAKO Cytomation,日 本)を 用 いて37℃ で一晩反応

させた.HPV-wide spectrumはHPV6型,11型,16

型,18型,30型,31型,33型,35型,45型,51型

お よ び52型 を 検 出可能 なプ ロー ブで あ る.さ らに50

倍 希 釈Stringent Wash Solution(DAKO Cytomatio

n,日 本)に て,45℃ か ら55℃ で20分 間 洗浄 し,

50mM Tris-HC1,300 mM塩 化 ナ トリウム,非 イオ ン

性界面活性剤Tween 20か ら成 るTBST溶 液(DAKO

Cytomation,日 本)で 洗浄 した.100倍 希 釈 した二 次

酵 素試 薬(DAKO Cytomation,日 本)を 滴 下 し,

horse raddish peroxidase標 識 ス トレプ トア ビジ ンと

反応 させ た.TBSTに て 洗浄 後,ジ ア ミノベ ンチ ジン

によ る発色 とヘマ トキ シ リンによる後染色を行 った.

3.子 宮 頸部腫瘍 にお けるp161NK4a蛋 白質免疫組織化学

染色

 扁 平上皮 系病変 にお いて は子宮頸部生検検体を用 い,

頸 部腺系病変 において は手術検体 を用 いてp161NK4a蛋 白

質の過剰発現 を免疫組織化学染色 にて検出 した.

 前 述 の検体 か らホルマ リン固定パ ラフ ィン包埋切片 を

作成 した.キ シ レンと100%工 タ ノール に反応 させた後

PBSに て 洗浄 し,1%過 酸 化 水素 に5分 間浸 透 させ て

内因性 ペル オキ シダー ゼ活 性を除去 した.PBSに て洗

浄 後 クエ ン酸(pH 6.0,95℃,20分 間)に よる抗原賦

活化 を行 った.正 常 ヤギ血 清を15分 間 作用 させ非特異

的反応を抑制 し,抗p161NK4a蛋 白質 モノ クローナル抗体

clone E6H4(MTM Laboratories AG,ド イ ッ)を200

倍 希 釈 した もの を1次 抗 体 と して3時 間作 用 させ

た17)32-34).2次 抗 体 と してHISTOFINE Simple Stain

MAX PO(M)(Nichirei,日 本)を30分 間 加 え,発 色

はジァ ミノベ ンチ ジ ンを用い,ヘ マ トキシ リンで核染色

を行 った.

 p161NK4a蛋 白 質免疫組織化学 染色 の評 価法 を第1表 に

示 した。 染色強度 を陰性(一)と3段 階の陽性(+,+

+,+++)に 分 類 し,病 変 に 占あ る染色陽性細胞の割

第1表 p161NK4a蛋 白質免疫組織化学染色評価法

染色頻度(%)
oi ～5% ～50% 50%～

染
色
強
度

一

十 轟羅灘騨
十 十 ぺ灘繊

撫纏懸撫熱欝

 圏
iI圏   ■ ■■十 十 十 鍵 難灘 翻'

葦

p161N臨 蛋 白質 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 結 果 を,染 色 強 度 と染 色 頻 度 の 組 合 せ か ら陰性 ,弱 陽 性,中 陽

性,強 陽 性 に分 類 し,中 陽性 と強陽 性 を過 剰 発 現 と定 義 した.

(1・hik・w・M・t・1:1・t・ ・n・ti・n・1 J・u・n・1・f Gynec・1・gical P・th・1・gy 22:378-385 ,2003の

第1表 を許 可 を得 て 転 載)
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合か ら染色頻度を3段 階に分類 した.染 色強度 と染色頻

度の組合せからp161NK4a蛋 白質免疫組織化学染色の結果

を陰性,弱 陽性,中 陽性,強 陽性に分類 した.こ のうち

中陽性と強陽性をplGINK4a蛋 白質過剰発現 と定義した.

第2表 扁平上皮系病変におけるハイ リスク型HPV感 染頻度

ハイ リスク型HPV感 染検出率

症例数 陽性(%)

4.子 宮 頸部擦過細胞 を用 いたp161NK4a蛋 白 質免疫細胞

化学 染色

 前述 の症例の子宮頸部擦過 細胞をThinPrep法 にて回

収 し,そ の浮遊液か ら擦過細胞を スライ ドガ ラスに噴霧

してモノレーヤー標本 を作製 した.標 本 は100%エ タ ノー

ルにて固定 し,1%過 酸 化水素 に5分 間浸透 させて内因

性 ペルオキ シダーゼ活性を除去 した.以 後の行程 は免疫

組織化学 染色 と同 じ手順で行 った32-34).

 p161NK4a蛋 白質免 疫細胞化学 染色 におけ る判定 は,細

胞 質 と核 にplCINK4a蛋 白質 染色が観察 された場 合 に陽性

と した.

軽度異形成

中等度異形成

高度異形成

上皮内癌

扁平上皮癌

5

9

4

1

8

7
・

4

00

9
一

-

37(49.3)

39(79.6)

26(76.5)

18(85.7)

16(88.9}

5.統 計

 扁 平 上皮系病変 の進行 とp161NK4a蛋 白質過剰 発現頻度

の相関 にっ いて はSpearman順 位 相関係 数検 定 を用 い

て解析 した.頸 部腺癌 にお ける各臨床因子 とp161NK4a蛋

白質 過剰発現 頻度 の相 関 につ いて はKruskal-Wallis検

定 また はMann-Whitney検 定 にて解析 した.い ずれ も

危険率p<0.05の とき統計学的 に有意差あ りと判定 した.

結  果

1.子 宮 頸 部 扁 平上 皮 系 病 変 に お け るハ イ リス ク型

HPV感 染 率 とp161NK4a蛋 白質の過剰発現頻度 の関連

 扁 平 上皮系病変 においてPCR法 で検 出 され たハイ リ

スク型HPVサ ブ タイプ は16型,18型,31型,33型,

35型,51型,52型,56型,お よ び58型 で あ った.

各 病 変 にお けるハ イ リス ク型HPV感 染 の検 出率 を第2

表 に示 した.軽 度異形成 症例 で は75例 中37例(49.3

%),中 等 度 異形成 症例 で は49例 中39例(79.6%),

高 度 異 形成症例で は34例 中26例(76.5%),上 皮 内癌

症例 で は21例 中18例(85.7%),扁 平 上皮癌症例 では

18例 中16例(88.9%)で ハ イ リス ク型HPVが 検 出 さ

れた.

 扁 平 上皮系病変 にお けるplGINK4a蛋 白質免疫組織化学

染色の結 果を第2図 に示 した.軽 度異形成症例(第2図

A.B)で は上 皮全層 を占め る異 型細 胞 において細 胞核

およ び細胞質 にp161NK4a蛋 白質 への染 色を認め た.特 に

上皮の うち下層3分 の1にp161NK4a蛋 白質 の強 い染色 を

認 め,p161NK4a蛋 白質 の強染色 は異常増殖 を示 す領域 に

一致 して いた .一 方で基底膜下 の間質 は正常細胞 で占め

られ,こ の部位 にはp16〔NK4a蛋 白 質への反応 は認 め られ

なか った.ま た中等 度異 形成症例(第2図C.D)で は

上皮の うち下層3分 の2に 異常増殖 を示 す異型細胞 を認

め,同 部位 にp161NK4a蛋 白質 への強染色が認 め られた.

本 症例で は病変 に連続 して正常上皮 領域 を認 あたが,間

質 と共 にP161NK4a蛋 白質 の染色 は認 め られ なか った.扁

平 上 皮 癌 症 例(第2図E.F)で は 病 巣 に限 局 して

p161NK4a蛋 白 質 の 強 陽 性 を認 め た が,間 質 部 分 で は

PIGINK4a蛋 白質へ の反応 は認 め なか った.対 照群 であ る

良性異型症例では7例 中1例 で弱陽性を示 したのみであっ

た.

 ハ イ リス ク型HPV感 染 陽性症例 でのp1GINK4a蛋 白質

過剰発現 頻度 は,軽 度異形 成で は37例 中12例(32.4

%),中 等 度異形 成 で は39例 中32例(82.1%),高 度

異形成 で は26例 中23例(88.5%)で あ った.上 皮 内

癌 症 例18例 お よ び 扁 平 上 皮 癌 症 例16例 は 全 例 が

p16【NK4a蛋 白質 過剰発現 を示 した(第3図). p 161NK4a蛋

白質過剰発現頻度 は病変 の進行 と共 に増加 す る傾 向を示

し,特 に中等度異形 成か らは有意 に増加 していた(p<

0.05).

2.子 宮頸部腺系病変におけるp161NK4a蛋 白質過剰発現

頻度

 上皮内腺癌および頸部腺癌症例におけるp161NK4a蛋 白

質免疫組織化学染色の結果を第4図 に示 した.第4図

A.Bに 示 した上皮内腺癌症例 においては,同 一腺管内

に正常腺上皮 と腫瘍細胞が隣接 している.腫 瘍細胞では

細胞質 と核にP161NK4a蛋 白質の強反応が認められたのに

対 し,正 常腺上皮細胞ではP161NK4a蛋白質の過剰発現は

認められなかった.ま た周囲の間質にも反応が認められ

ず,p161NK4a蛋 白質の過剰発現は病変 に限局 して観察さ

れた.第4図C.Dに 示 した頸部腺癌症例 においても,

腫瘍細胞では細胞質 と核にp161NK4a蛋 白質の強反応が認
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40%
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菖
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  軽度異 形成 中等度 異形成 高度異形成  土皮内癌  扁 平上皮癌

症伊1磴[=37       ∩=39      [=26      n=18      n=15

P16'"...蛋 白質

過 剰発 現の評価

 灘 性■
  中陽性
  強陽性

零Spearm目n碩位
相関係数検定

第3図 ハ イリスク型HPV感 染 「場性症例におけるpl6」'K4"

 蛋 白質過剰発現頻度

 ハ イ リスク型HPV感 染が検出された扁Ψ 卜皮系病変に

 おけるp16""""蛋 白質過剰発現頻度を示 した.病 変か進

 行 するに伴いpl6【周M凸蛋白質過剰発現頻度が増加する傾

 向 が示され,特 に軽度異形成からIli等度異形成に進行す

 る際に有恵に増加 していた.

第2図 扁 平 上 皮 系病 変 に お け るp161＼Ma蛋 自 質 免 疫 組 織

 化 学 染 色

 A,B:軽 度 異 形 成症 例, C, D.中 等度 異 形 成 症 例, E,

 F;扁'F上 皮 癌 症 例,A,GE=ヘ マ トキ シ リン ー エ オ

 ジ ン染 色,B, D, F=pl6NK4凡 蛋 白 質 免 疫 組 織 化 学 染 色

 (す へ て対 物20倍)

 A-B,C-D, E-Fで は それ ぞ れ連 続 切 片 を用 い て 各 染 色

 法 を行 い,同 一視 野 を対 比 した.

第4図 腺 系 病 変 にお け るp16[、 民繍蛋 白質 免 疫 組 織 化 学 染

 色

 A,B=⊥ 皮 内 腺 癌 症 例,GD=頸 部 腺 癌 症 例,A,C:

 ヘ マ トキ シ リン ー エ オ ソ ン染 色,B,Dlpl6['楠 蛋 白質

 免 疫 組 織 化学 染 色(す べ て 対物20倍)

 A-・B,C-Dで(3そ れ ぞ れ 連続 切 片 を 用 い て 各 染 色 法 をh

 い,h/-一 視 野 を対 比 した.(lshikawa M et al Internat

 Tonal Journal of Gynecological Pathology 22:378…

 385,2003の 第1図 を 許 可 を得 て 転 載)

第3表 腺系病変におけるp16[」隔 蛋白質過剰発現頻度

pl61舳 蛋 白質免疫組織化学染色

症例数 陰性(%)  弱「場性(%) 中陽性(%) 強陽性(%)

正常了宮頸管腺

」L皮内腺癌

頸部腺癌

腺扁平上皮癌

7

Q

2

9

 

1

ρ0

4(57./)

1(lo.G}

ﾟ(129J

1(11.1)

3(429)

oto>

8(/2.9)

0(0)

0(0)

4(40.0)

13(210)

1(11./)

0〔0)

5(500)

33(53.2)

7〔77.8)

染 色 態 度 は 第t表 に よ る.

(lshikawa M et a]:lnternational tourna]of GynecoloSical Pathology 22

の 第2表 を 許 可 を 得 て 転 載)

378-385,2003
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第4表 頸部腺癌における病理組織学的分類とp16[NK4a蛋 白質過剰発現頻度の相関

pl61NK4a蛋 白質 免 疫 組 織化 学 染 色

症例数 陰性(%)  弱陽性(%) 中陽性(%) 強陽性(%)

組織型

 粘液性腺癌

 類内膜腺癌

 混合型

 分類不能

分化度

 Gl

 G2

 G3

扁平上皮系病変合併

り

し

あ

な

8

ρO

FO

60

3

1

17

10

1

11

51

6(15.8)

1(6.3)

1(20.0)

0(0)

3(17.6)

2(20.0)

0(0)

1(9.1)

7(13.7)

4(10.5)

3(18.8)

oto>

1(33.3)

1(5.9)

1(10.0)

o(o>

1(9.1)

7(13.7)

7(18.4)

3(18.8)

2(40.0)

1(33.3}

4(23.5)

2(20.0)

0(0)

4(36.4)

9(17.6)

21(55.3)

9(56.3)

2(40.0)

1(33.3)

9(52.9)

5(50.0)

1(100)

n.s.*

n.s.*

5(45.5)

28(54.9)n.s.**

検 定 は,*Kruskal-Wallis検 定 お よ び**Mann-Whitney検 定 に よ る

染 色 態 度 は第1表 に よ る

(lshikawa M et al:International Journal of Gynecological Pathology 22:378-385,2003の 第

2表,第3表 を許 可 を得 て転 載)

第5表 頸部腺癌における予後因子とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度の相関

p161NK4a蛋 白質 免 疫 組 織 化 学 染 色

症例数 陰性(%)  弱陽性(%) 中陽性(%) 強陽性(%)

術 後 進 行 期 分 類

 pTINOMO

 pTINIMO,1

 pT2NOMO

 pT2NIMO,1

 pT3,4

再 発

 あ り

 な し

6

ハ0

2

5

0

4

1

7
6

1

4

6(13.0)

0(0)

0(0)

2(40.0)

0(0)

3(27.3)

4(8.5)

5(10.9)

1(16.7)

0(0)

0(0}

0(0)

1(9.1)

6(12.8)

9(19.6)

4(66.7)

0(0)

0(0)

0(0)

3(27.3)

9(19.1)

26(56.5)

1(16.7)

2(100)

3(60.0)

0(0)

n.s.*

4(36.4)**

28(59.6)n.s.

検 定 は,*Kruskal-Wallis検 定 お よ び**Mann-Whitney検 定 に よ る

染 色 態 度 は第1表 に よ る

(Ishikawa M et al:lnternational Journal of Gynecological Pathology 22:378-385,2003の

第3表 を 許 可 を 得 て 転 載)
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第6表 頸部腺癌におけるハイ リスク型HPV感 染 とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度の相関

p161NK4a蛋 白質 免 疫 組 織 化 学 染 色

ハイリスク型HPV 症例数 陰性(%)  弱陽性(%) 中陽性(%) 強陽性(%)

HPV 16

HPV 18

HPV16&18重 複 感 染

陰 性

6

3

3

7

1

 
1
■一
 

 
 
-

0(0)

0(0)

0(0)

6(35.3)

1(6.3)

0(0)

1(33.3)

2(11.8)

1(6.3)

5(38.5)

1(33.3)

5(29.4)

14(87.5)

8(61.5)

1(33.3)

4(23.5)

p<0.01*

*検 定 は
,Mann・Whitney検 定 に よ る

頸 部 腺 癌49症 例 の うちHPV 16型 が16例,18型 が13例,混 合 感 染 が3例 で 検 出 さ れ た.染 色 態 度 は

第1表 に よ る.

(Ishikawa M et al:International Journal of Gynecological Pathology 22:378-385,2003の 第4表

を許 可 を得 て 転 載)

第7表 頸部腺癌におけるハイリスク型HPV感 染の検出一PCR法 とISH法 の比較一

                               単位:症 例数

PCR法

ISH法

陰性 HPV 16型 HPVI8型 wide spectrum*

陰性 1玉3晒 0 1 1

HPVI6型 9 藩 . 0 登 、

HPV16型,18型 重 複 1 ,峯   癖 ・1
ミ

塚
HPV18型 6 0 ゾ轟 ノ , 鋸妥

    は,PCR法 とISH法 で 結 果 が 一 致 した群

HPV wide spectrum*:HPV6型,11型,16型,18型,30型,31型,

型,51型 お よ び52型 を認 識 可能 な プ ロー ブ

33型,35型,45

あられたのに対 し,周 囲の間質には反応が認め られず,

p161NK4a蛋白質の過剰発現 は病変に限局 していた.腺 系

病変におけるp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度を第3表 に示

した.対 照群7症 例において,p161NK4a蛋 白質の弱陽性

を3例 に認めたが過剰発現を示 した症例 はなかった.

p161NK4a蛋白質過剰発現頻度は,上 皮内腺癌90.0%,頸

部腺癌74.2%,腺 扁平上皮癌88.9%で あり,腺 系病変

においてもp161NK4a蛋 白質は高率に過剰発現 しているこ

とが判明 した.

 今回検討 した頸部腺癌62例 は病理組織学的に粘液性

腺癌38症 例(内 頸部型37症 例および腸型1症 例),類

内膜腺癌16症 例および混合型5症 例 と,組 織型分類が

不能であった3症 例に分類 した.こ れ らの組織型分類や

分化度,扁 平上皮系病変共存の有無といった病理組織学

的分類 とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度 に相関が認められ

るかを検討 したが,各 分類とplGINK4a蛋 白質の過剰発現

頻度に有意な相関は認められなかった(第4表).ま た

術後進行期分類や再発の有無といった各予後因子におい

て もp16`NK4a蛋 白質過剰発現頻度 との相関は認められな

か った(第5表).

3.子 宮 頸部腺癌 におけるp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度

とHPV感 染 率 の相関

 HPV感 染 の検 出 を行 った頸 部 腺 癌49症 例 の うち

HPV16型 も し くは18型 が 検 出 され たの は32症 例

(65.3%)で あ った.頸 部腺 癌 にお け るHPV感 染 の有

無 とplCINK4a蛋 白質過剰発現の棺関を第6表 にまとめた.

HPV16型 ま た は18型 が 陽性 で あ った32症 例 の うち

30症 例(93.8%)でplGINK4a蛋 白 質 の過剰 発現 が認 め

られたの に対 し,HPV I 6型,18型 が 陰性 で あ った17

症 例 で は9症 例(52.9%)でp161NK4a蛋 白質 の過剰 発現

が認 め られ,HPV感 染 の有無 によ りp161NK4a蛋 白質 の

過剰 発現頻 度に有意 な差 が認 め られた(p<0.01).

 第5図 にHPV16型,18型 が 陽性 で あ った症例 のへ
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第5図 頸 部 腺 癌 にお け るpl6【NK伯 蛋 白質 免 疫 組 織 化 学 染 色 とHPV16型,18禦In situ Hybndization

 A-C;HPV16型 陽 性 症 例, D-G g HPVI8型 陽 性 症 例, A, D:ヘ マ トキ シ リ ン ー エ オ シ ン染 色, B, E幽

 p16【N陥 蛋 白 質 免 疫 組 織 化 学 染 色, C=HPV16型 特 異 的in situ Hybndiza50n, F.HPV18型 特 異 的1n situ

 HybrldizahQn, G l Fの 黒 枠 内 を拡 大 した.(A-F対 物40倍)

 A-C,D-Fで は それ ぞ れ連 続 切 片 を 用 い て 各 染 色 法 を 行 い,同 一 視 野 を対 比 した.
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第6図 子 宮 頸 部 擦 過 細 胞 を用 い たp161医 陥 蛋 白 質 免 疫 細

 胞 化 学 染 色

 A:中 等 度 異 形 成 症 例,B:高 度 異 形 成 症 例, C:上 皮 内

 癌 症 例,D:正 常 子 宮 頸 管腺, E, F;頸 部 腺 癌 症 例(す

 べ て 対 物ioo倍)

 E,F内 の矢 印 は 正常 扁 平 上 皮 細 胞 を 示 す.(Ishikawa M

 et al:International Journal of Gynecological Patho-

 logy 22:378-385,2003の 第2図 を 許 可 を 得 て 転 載)

マ トキ シリンーエオ ジン染色 とplCINKOa蛋 自質免疫組織

化学 染色 およびHPV16型,18型 特 異的 プ ロー ブを用

いたISH法 の 切片 を比較 した.病 変部 分 に限 局 して

pl61N楠 蛋 白質の過剰発現 が認 め られ,さ らに腺癌 細胞

の核 内 にHPV16型,18型DNAの 点 状 の シグナ ルが

認 め られ た.ISH法 の結 果 を第7表 に示 した. PCR法

に てHPV16型 も しくは18型 が 検 出 された28症 例 の

うち12症 例(429%)でHPV DNAが 点 状 の シグナ

ル と して検 出され,PCR法 とISH法 の 検 出結 果 は43

例 中25例(58,1%)で 一 致 していた.

4,子 宮 頸部擦過細胞を用 いたpL6【NK4a蛋 白質免疫細胞

化学染色

 P16rvKaa蛋 白質免疫細 胞化学染色 の結果 を第6図 に示

す.第6図A.B, C. E. Fの 腫 瘍細 胞 で はPICIVKJa蛋 白

質への染色 を認 めたのに対 し,正 常 の子宮頸管腺(第6

図D)や 第6図E.F視 野 内の矢 印に認 め られ る正常 扁

平上皮細胞ではpl61NK4a蛋 白質への染色 は認 め られなか っ

た.軽 度 異形 成12症 例 中3症 例(25.0%),中 等 度 異

形 成15症 例 中8症 例(53.3%),高 度 異形成iz症 例 中

9症 例(75.0%)お よ び上皮 内癌13症 例 全例 において

腫瘍細胞にPICIVK4a蛋 白質 への染色を認 めた.ま た腺癌

にお いて は14症 例 中12症 例(85.7%)で 染 色陽性 で

あ った.

考  察

 サ イ ク リ ン依 存 性 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ ター で あ る

pl61NK4"蛋 白質 はRb蛋 白質 に よる細胞 周期調 節機構 を

制御 す る蛋 白質 であ る.Rb蛋 白質 は脱IJン 酸 化 の状態

で細胞 周期転 写因子 であ るE2Fを 捕 捉 し細胞 周期 の同

転 を抑 えて いる.し か し,Rb蛋 白質 がサイ ク リンーサ

イク リン依存性 キナーゼ複合体 によ る リン酸化 を受 ける

と,リ ン酸化型Rb蛋 白質 はE2Fと 結 合す る活性 を失

い,E2Fは 細 胞 周期 をGl期 か らS期 に進 めて細胞 の

増殖 が始 ま る.ま たE2Fは この際 にp161MK4a蛋 自質 の

発 現 を誘 導 す る と考 え られ て い るtsi.誘 導 さ れ た

pl6【NK4己蛋 白質 はサ イク リンーサ イク リン依存性 キナ ー

ゼ複合体 を阻害 す るため,間 接 的にRb蛋 白質 の リン酸

化 を抑制 してい る.こ のよ うにP161NKGa蛋 自 質 はRb蛋

白質 によ る細胞周期調節機構 を制御 す る役割 を有 して い

るiz〕.19)(第7図A), p1CINKOa蛋 白質 はSerranOら に よ

り1993年 に 報告 され た蛋 白質 であ るが8,,肺 癌 や白血

病 をは じめ とす る多種 の悪性 腫瘍 にお いてp16'""° °遺伝

子 の欠失 や変異 またはプ ロモー ターの メチル化 などの遺

伝子 異常 が見 い出され,以 来pl61wヨ 蛋 白質 の不活化 は

発癌因子 として注 目されて きた911,.

 一 方 で,ヒ ト乳腺L皮 細胞 にハ イ リス ク型HPVと し

て最 も代 表 的 なHPV16型 のE7蛋 白 質 を導 入 す る と

p16[NK4a蛋 白 質が過剰 に発現 され ることが報告 された%).

E7蛋 白 質 は脱 リン酸化 型Rb蛋 白質 と結合 して その機

能 を抑制 す る活性 を有 し,こ の活性 によ り脱 リン酸化 型

Rb蛋 白 質 に結合 で きな いE2Fが 増 加 す る,そ の結 果

細胞 は異常 増殖 を起 こし,同 時 にpl6【NK4a蛋 白質 が過 乗1]

に発 現 して くると考 え られ る(第7図B).以 一ヒの論理

か ら扁平 上皮癌 の発癌過程 でハ イ リスク型HPVがRb

蛋 白質 お よび細胞周期 に及 ぼす影響をp16'""° °蛋 白質 の

過剰発現 として捉 え ることが で きる14㈹32J.そ こで本研

究 で は,ハ イ リス ク型HPVが 関 与 して いると考 え られ

て いる扁平 上皮 系病変 にお いて,HPV感 染 とp16[NK4a

蛋 白質過剰発現 の関連 を検討 した,

 扁 平 上 皮系病変で のp161NK4a蛋 白 質免疫組織化学 染色

の結 果,p16'"""° 蛋 白質 は正常 細胞や良性 異型細胞 では

過剰発現 を示 さなか ったが,扁 平上皮 系病変 の癌細 胞や

異形成細胞 では高率 に過剰発現 を示 していた ことが判明

し,免 疫組織化学染色 を用 いる ことによ り正 常細胞 と腫

瘍 細胞 を容易 に鑑 別す る ことが可 能 で あ った.さ らに

PICINKda蛋 白質 の過 剰発現頻度 は病変 の進 行 と共 に増 加

してい く傾 向があ り,特 に軽度異形成 か ら中等度異 形成

に進行 す る際 に有意 に上昇 して い る ことが判 明 した.
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第7図 p161NK4a蛋 白質の生理活性と過剰発現のメカニズム

 (A)p161NK4a蛋 白質の生理活性 と発現のしくみ

 脱 リン酸化型Rb蛋 白質は転写因子E2Fと 結合すること

 で細胞周期の調節を行 っている.サ イク リンD一サイクリ

 ン依存性キナーゼ4/6の 複合体がRb蛋 白質をリン酸化

 す ると,リ ン酸化型Rb蛋 白質は活性を失いE2Fを 放出

 す る.フ リーになったE2Fは 細胞周期をG1期 か らS期

 に進め,細 胞の増殖が始まる.こ の際E2Fはp161NK4a蛋

 白質の発現を誘導する.p161NK4a蛋 白質はサイクリン依存

 性 キナーゼ4/6を 抑 制する活性を有 しており,Rb蛋 白

 質の リン酸化に歯止めを掛けている.

 (B)HPV E7蛋 白質によるp161NK4a蛋 白質過剰発現のメ

 カニズム

 ハ イリスク型HPVのE7蛋 白質は宿主細胞の脱 リン酸化

 型Rb蛋 白質 と結合 してその機能を抑制する. E7蛋 白質

 の存在下では脱 リン酸化型Rb蛋 白質はE2Fと 結合でき

 ないため,フ リーとなったE2Fが 増 加する.こ のため細

 胞 周期の異常回転が生 じ,同 時にnlGINK4a蛋 白質 は過剰

 に発現する.Rb蛋 白質失活の結果 として過剰に発現さ

 れたp161NK4a蛋 白質の生理的な役割は明 らかにされてい

 ないが,p161NK4a蛋 白質が過剰に発現されても,タ ーゲッ

 トである脱 リン酸化型Rb蛋 白質はすでにE7蛋 白質に

 よ る不活化を受けているため,も はやRb蛋 白質による

 細 胞周期調節機構は機能 しなくなっている.(Ishikawa

 Met al:lnternational Journal of Gynecological

 Pathology 22:378-385,2003の 第3図 を許可を得て転

 載)

p161NK4a蛋 白質の過剰発現はRb蛋 白質の機能的失活を

示 していることから,HPV感 染による発癌機構におい

てRb蛋 白質の不活化は軽度異形成か ら中等度異形成に

進行する際に高率に生 じていることが判明した.こ の結

果か ら,細 胞周期調節機構の破綻という観点において軽

度異形成と中等度異形成は異なる病態であることが示唆

された.ま た軽度異形成症例のうちp16[NK4a蛋 白質が過

剰発現を示す群は上位病変へ進行する危険が高い群であ

ると推測されるが,我 々の検討ではこの推測を裏付ける

明確な結論は未だ得 られていない。今後,plCINK4a蛋 白

質過剰発現というパ ラメーターを応用することで,軽 度

異形成患者群のうち上位病変へ進行する危険性が高い症

例群を抽出する方法が導き出されれば臨床上 きわめて有

用なッールになると思われる.

 一方,頸 部腺系病変において もp161NK4a蛋 白質の過剰

発現 は病変に限局 して高頻度に認められた.Riethdorf

やMilde-Langoschら も頸部腺系病変 におけるp161NK4a

蛋白質の過剰発現 を報告 している36)'37).本研究 におい

ても彼等が使用 した抗体を用いて免疫組織化学染色を行っ

たが,正 常頸管腺上皮への非特異的反応を認あたため,

至適条件を見い出せなかった.

 頸部腺癌は発癌因子や組織型別の分子生物学的差異な

どにおいて明かにされていない点が多い.そ のため頸部

腺癌における組織型,分 化度,扁 平上皮系病変の混在の

有無といった病理組織学的分類 とp161NK4a蛋 白質過剰発

現頻度に相関があるかを検討 した.そ の目的は組織型の

違いがHPV感 染の有無 と関連 しているか否かを検討す

ることであったが,各 組織学的分類とp161NK4a蛋 白質過

剰発現頻度 に相関は認め られず,組 織型の違いとHPV

感染の有無を結び付けることは出来なかった.

 また本研究では術後進行期分類や再発の有無といった

予後因子とp161NK4a蛋 白質過剰発現頻度に相関があるか

を検討 した.Leeら はp161NK4a蛋 白質の過剰発現が前立

腺癌における再発予知のマーカーになりうることを報告

しているが38),子 宮頸部腺癌においては各予後因子 と

p161NK4a蛋白質過剰発現頻度に相関は認められなかった.

 頸部腺癌におけるハイリスク型HPV感 染の関与にっ

いて今 日までいくつかの報告がされてきた23-28).いずれ

もPCR法 やISH法 を用いたHPV感 染の検出に関する

報告であるが,ハ イリスク型HPV感 染の検出率はその

解析方法の違いも反映 して32%か ら91%と 報告により

大きな差が見 られた.ま たハイ リスク型HPV感 染が検

出されても頸部腺癌の発癌と結びっける根拠がなく,頸

部腺癌の発癌過程 にHPV感 染が関与 しているか否かは

不明であった.そ こで本研究では,扁 平上皮系病変にお
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い て行 った解析 と同様 に頸部腺癌 におけ るハイ リス ク型

HPV感 染 の有無 とp161NK4a蛋 白質 過剰 発現 の相 関 を検

討 し,頸 部腺癌 の発癌 過程 にお けるハ イ リス ク型HPV

の 関与 を明 らかに しよ うと試 みた.頸 部腺癌 にお けるハ

イ リスク型HPV感 染 の検 出に際 して は,コ ンタ ミネー

シ ョンな どの偽 陽性 を防 ぐために,検 体 は頸部 腺癌 の病

巣のみか ら抽出 して隣接 す る扁平上皮細胞 の混 入を防 い

だ.さ らにISH法 も行 いHPV DNAの 局 在 を明 らか に

した.ま たパ ラフィン包埋切片 を検体 として用 い ること

か ら生 じるPCR法 の検 出感 度の低下 を防 ぐために,代

表的 なハイ リスク型 であ るHPV16型 と18型 に標 的を

絞 り23-28),HPV16型,18型DNAのE6E7領 域 の塩基

配列か らそれぞれ特異的 なnested-PCR法 を 独 自に開発

して検 出感 度 を高 あた6)・3').そ の結果,頸 部 腺癌 の65.

3%でHPV16型 も しくは18型 が 検 出 され た. ISH法

に おいて もHPV 16型,18型 のDNAが 腫 瘍 細胞 の核

内に点状 の シグナル(ド ッ トパ ター ン)と して検 出され

た.Cooperら に よるとISHに お ける ドッ トパ ター ンは

HPV DNAが 宿 主細 胞核 に イ ンテグ レー シ ョンして い

る こ とを示 して い る39).こ の ことか ら頸部 腺 癌細 胞 に

HPV16型 も しくは18型 のDNAが イ ンテグ レー シ ョ

ンしている ことが わか った.

 HPV感 染 の有無 とp161NK4a蛋 白質過 剰発 現頻度 との

相 関を検討 した ところ,ハ イ リス ク型HPV感 染 陽性症

例 に お けるp161NK4a蛋 白質 過剰 発現 頻度 は93.8%を 占

め,ハ イ リス ク型HPV感 染 陰性症例 に比 べて有意 に高

か った.頸 部腺癌 の61.2%の 症 例 でハ イ リス ク型HPV

感 染 とともにplGINK4a蛋 白質の過剰発現が検 出 され た.

これ らの症例 で はハ イ リスク型HPVのDNAが 検 出さ

れただけでな く宿主細胞の反応で あるp161NK4a蛋 白質過

剰発現 が認 め られた ことか ら,頸 部腺癌 の発癌 にハ イ リ

ス ク型HPV感 染 が関与 してい る可能性 が強 く示唆 され

た.

 一 方 で,ハ イ リス ク型HPVが 検 出されなか った頸部

腺 癌にお いて もplL:INK4a蛋 白質が過剰発現 を示 した群 が

49例 中9例(18.4%)存 在 してい たが,こ れ らの症例

で はRb遺 伝 子の異常な どの発癌機構が生 じてい ると考

え られた.し か しPCR法 に よ るHPV検 出感 度 の限界

も考慮 に入 れ ざるを得 ない.ま た頸部腺癌 の うちHPV

感 染 とp161NK4a蛋 白質 の過剰発現 が共 に検 出されなか っ

た群 は49例 中8例(16.3%)存 在 していた.こ れ らの

症 例 は,HPV感 染 が関与 しないメ カニズム によ り発癌

に至 った と考 え られた.

 現 在子宮頸癌 の スク リーニ ングの方法 として細胞診 が

用 いられてい ることか ら,本 研究 で行 って きた組織検体

を用いたp1G-NK4a蛋 白質の免疫化学染色を細胞診検体に

応用することが可能か否かを検討する目的でp7G[NK4a蛋

白質の免疫細胞化学染色を試みた32-34).その結果,組 織

検体 と同様に細胞診検体でp161NK4a蛋 白質の過剰発現を

検出することが可能であることが判明 した.加 えて頸部

腺癌ではその解剖学的位置により,生 検や膣拡大鏡診に

て病巣を捉えにくいことがあり細胞診の診断精度が強く

求められることがある.今 回行 った免疫細胞化学染色の

試みから,臨 床的に有用な補助診断法への発展が期待 さ

れた.

総  括

 本研究では,p161NK4a蛋 白質過剰発現とハイ リスク型

HPV感 染を指標として子宮頸癌の分子生物学的解析を

試みた.そ の結果,ハ イ リスク型HPVに よるRb蛋 白

質の不活化は軽度異形成か ら中等度異形成に進行する際

に高率に生 じていることが判明 した.さ らに,頸 部腺癌

においてハイ リスク型HPV感 染の有無によりpl61NK4a

蛋白質過剰発現頻度 に有意差が認め られ,頸 部腺癌の

61.2%の 症例は発癌にハイリスク型HPV感 染が関与 し

ている可能性が強 く示唆された.

 このようにp161NK4a蛋 白質過剰発現を検討することで,

扁平上皮系病変においてはハイ リスク型HPV感 染によ

り引き起 こされる宿主の変化と病変の進行 との関連を解

析することができ,さ らに腺系病変において もハイリス

ク型HPV感 染 と発癌を結びっけることができた.ま た

細胞診検体を用いた臨床応用の可能性 も示唆された.以

上か ら,p161NK4a蛋 白質の過剰発現を解析することは,

子宮頸癌における発癌機構の解明や診断ッールに利用可

能であることが明 らかとなった.

 稿を終えるに当たり,御 指導,御 校閲を賜 りました慶
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室塚崎克己助教授,久 布白兼行講師,藤 井多久磨博士に
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