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慶慰医学 ・82(3):T231-T243,2005

学 位 論 文

Single-stranded　 conformational　 polymorphism法 を 用 い た

高感度HPV重 感染検出法の開発

慶脛義塾大学医学部産婦人科学教窒

　　　(指導:野 澤志朗教授)

　 　 　 なか　　　がわ　　　ひろ　　　ゆき

　　　 中　川　博　之

(平成16年10月 且9日受付)
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　子宮頸癌は.古 くか らの疫学的検討により,初 交年齢

が低い,本 人あるいは夫の性的パー トナーの数が多い,

性感染症の既往がある,な どの危険因子をもっ女性に多

く見られることから。子宮頸部の発癌には性行為によっ

て感染する何らかの因子が関与すると推定 されていた.

1980年 代になり分子生物学的手法が発遠するにつれ,

異形成あるいは子宮頸癌組織で ヒトパ ピローマウイルス

(human　 papillomavirus)(以 下、　HPV)が 高率に検

出されることが報告され,HPVが 子宮頸部における発

癌因子の一っとして認識されるようになった31噸.HPV

は,そ のゲノムと して約8000塩 墓対の環状2本 鎖

DNAを もっウイルス(第1図)で,皮 膚や粘膜の細胞

に感染する.ウ イルスの遺伝子としては初期遺伝子とし

てE且 からE7が あり,こ れ らはウイルス遺伝子の転写

や複製に関与 している.一 方,後 期遺伝子としてL1と

L2が あり,ウ イルスゲノムを被 うカプシドと呼ばれる

殻を形成する螢白質の生成に関与 している.HPVに は

現在80種 以上の型が報告 されてお り.子 宮頸部におい

ては,コ ンジローマ,異 形成,縮 などの病変の違いや進

行度によって,検 出される型に違いがあることが指摘さ

れているη.正 常粘膜や軽度異形成では検出されるもの

の,癌 ではほとんど検出されない型 もあれば,軽 度異形

成か ら扁平上皮癌と病変が進行するにっれ高頻度に検出

される型 もあることか ら,癌 に対す る リスクに応 じて

HPVを 分類す る試みがなされている6/一9/.癌で検出さ

れるものをhigh　dsk群,癌 では検出が稀なものをlow

risk群 と す る 分 類 法 で あ るが,個 々 のHPVを どの 辞 に

分 類 す る か に つ い て は,統 一 的 な 見解 は 現 在 の と ころ 褐

られ て い な い.た だ し,HPV16型 と18型 につ い て は,

high　 risk群 と して 取 り扱 う研 究 者 が ほ とん ど で あ り,

今 回 の 検 討 で もHPV16型,18型,そ の 他 の 型 と い っ

た 分類 を用 い て い る.

　 high　 risk群 の 中 で も,　HPVI6型 は 子 宮 頸 癌 に お い

て最 も高 頻 度 に 検 出 され る た め,早 くか ら解 析 が 進 め ら

れ て き た.現 在 の と ころ,HPV16型 由 来 のE6蛋 白 質

お よ びE7,'h'白 質 が,そ れ ぞ れP53蛋 白質,　 RB蛋 白 質

と い った癌 抑 制 遺 伝 子 産 物 を不 活 化 す る こ とや,異 形 成

の うちHPV16型 の 感 染 が 見 られ る も の は病 変 が 進 行 あ

る い は持 続 しや す い こ とが 指 摘 さ れ て お りm}亀自5〕,high

risk群 のHPVの 感 染 は子 宮 頸 部 発 癌 に お い て 非 常 に 重

要 な リス ク フ ァ ク ターの ひ とつ で あ る とい え る.さ らに,

近 年HPVに 対 す る ワ クチ ンの 開 発 が 進 め られ て い るが,

ワ クチ ンの 効 果 は 型 特 異 的 に のみ 見 られ る こ とが 指toさ

れ て い るB6レ『P'.そ れ ゆ え,高 感 度 にHPVを 検 出 し,正

確 に型 決 定 す るこ とが 臨 床 的 に も重 要 とな って きて い る.

　 HPVの 検 出 に はpolymerase　 chain　 reaction法(以

下,PCR法)を 応 用 した 方 法 が 汎 用 され て い る.特 に

L1領 域 はHPV型 に よ る差 異 が 少 な い た め,こ の 領 域

に 共 通 プ ラ イ マ ーを 設 定 し,一 回 のPCRで 未 知 の 型 を

含 め 多 数 のHPVを 検 出 で き るLI　 PCR法 が 広 く行 わ れ

て い るsm-za:.一 方,　 HPVの 型 決 定 に は,型 特 災 的 な プ

ロー ブを用 いた サザ ンプロ ッ ト法,型 特 異 的 なプ ライ マ ー

　 本 鏡 文 は,Nakagawa　 H.　 Sugana　 K,　 Fujii　 T,　 Kubushiro　 K,　 Tsukazaki　 K,　 Nozawa　 S:Frequent　 detection　 of　 human

papilloma　 viruses　 in　cervical　 dysplasia　 by　 PCR　 single-strand　 DNA・conformational　 polymorphism　 analysis.　 Anticancer

Res.22(3):1655-60.2002の 一 部 を 含 む.
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第1図HPV16型 の遺伝子配列

　 　El一 一E7は 初期 遺伝子のORF(open　 reading　 frame)

　 で,感 染の初 瑚(Early)に 発現 し,ウ イル スの増殖や

　 複製に関 与ず る.L1～L2は 後期遺 伝子のORFで,感 染

　の 後期(Late)に 発現 し,ウ イ ルス粒子の 渋面蛋白質で

　 あるカプ シ ドを構成す る,

第2図L且PCR・RFLP法 とnested　LI　PCR・S㏄P法 によ

　 るHPV型 決定の原理

　①UPCR-RFしP法 でis,　PCR産 物 を数樋類 の制 限酵素

　　で切断 し,そ の泳動パ ター ンか ら型決 定を行 う.

　②LI　PCR産 物は その長 さ`3　HPV型 に関 わ らず 約250

　　塩基 対で ほぼ一定 で あるが,そ の塩基配 列 は異 な る.

　　 これ を非変 性ゲル上 で1本 鎖 にす ると,そ の塩基配 列

　　 によ り様 々な高 次構造 をと る.こ の 高次構造 め逗 いに

　　 よ り移動 度 に差がで る ことをHPVの 型決 定 に応 用 し

　　 た.

を 用 いたPCR　 ik""zn,直 接塩 基 配 列 を決 定 す る 方 法.

ドッ トプ ロ ッ ト法,ハ イ ブ リ ッ ドキ ャプ チ ャー法 な どが

あ る.吉 川 らzsiはLI　 PCR産 物 に た い し てRFLP(re・

striction　 fragment　 length　 polymorphism)解 折 を 行

い 型 決 定 す る方 法(以 下 。LI　 PCR-RFLP法)(第2図

①)を 報 告 して い る.

　 Ll　 PCR法 を 用 い る と,異 形 成 症 例 の10^一30%に

HPVの 重 感 染 が 認 め られ る と す る報 告2い 即 が あ る.

HPVの 重 感 染 の病 的 意 義 にっ いて は,　HPVの 単 独 感 染

に 比 して 子 宮 頸 癌 の 発 生 リス クを 低 下 さ せ る と い う報

告3pも あ るが,　 HPVの 持 続 感 染 に 関 わ る とす る報 告32'

や,よ り高 度 の 異形 成 へ 進 行 す る リス クを 高 め る とす る

報 告凱 蹴 ゆ もあ り,い まだ に 定説 と され る もの はt,い.

HPVの 重 感 染 の病 的 意 義 を 検 討 す るた め に は,重 感 染

を 高感 度 に検 出 し,か つ 正確 に型 決 定 す る こ とが 必 要 で

あ る.そ の た め,今 回 我 々 はPCR・Sing[e・stranded

conformational　 polymorphism法(以 下,　PCR・SSCP

法)に 都 目 し,Ll　 PCR法 と組 み 合わ せ て よ り高 感 度 に

HPVの 重 感 染 を 検 出 す る 方 法(nested　 L　I　PCR・SSCP

法)を 今 回 新 た に 開 発 したu:.PCR-SSCP法 は,2本

鎖DNAで あ るPCR産 物 をi本 鎖 に 分 離 し,非 変 性 ゲ

ル を用 いて 電 気 泳 動 す る こと によ り,塩 基 配 列 の 違 いを

移 動 度 の 違 い と して 検 出 す る方 法 で あ る951.>61.こ の 条

件 下 で は,1本 鎖DNAが 塩 塞 配 列 の 違 い を反 映 した 高

次 構造 を と る こ とか ら,一 塩 基 多型 な どの微 細 な塩 基配

列 の違 いを 移 動 度 の違 い と して 検 出で き る と考 え られ て

い る.HPV型 間 で のL1傾 域 に お け る塩 基 配 列 の 相 同

性 は90%以 下 で あ る こ とか ら,PCR・SSCP法 はHPV

の 垂 感 染 が あ った 場 合 に 同 時 に 複 数 のLI　 PCR産 物 を

互 い に 影響 を受 け る こ とな く判 別 が 可 能 だ と予 想 さ れ る

(第2図 ②).今 回 我 々 は,PCR・SSCP法 の 特 性 を 応 用

し,よ り高感 度 にHPVの 重 感 染 を 検 出 す る方法 と して,

新 た にnested　 L且PCR・SSCP泌 を開 発 し。 そ の 感 度 や

検 出 ス ベ ク トラム に つ いて 検 討 した.そ して.異 形 成 お

よ び 子 宮 頸 癌 症 例 の 細 胞 診 検 体 に 対 してnested　 Ll

PCR・SSCP法 を 用 い てHPVの 重 感 染 の頻 度 にっ いて 検

討 した.さ ら に,異 形 成95例 に つ い て 本 法 に よ るHPV

検 出 ・型 決 定 の 結 果 とLI　 PCR-RFLP法 に よ る結 果3:1

と を 比 較 し,nested　 LI　PCR・SSCP法 が 優 れ た 方 法 で

あ る こと を明 か に した.
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第3図nested　 LI　PCR・SSCP法 によ るHPV検 出 ・型決

　定 の流 れ

　 今回 の検討の流れを図示 した.

第a図 　今回 使周 したLI共 通 プ ライマーと代表的ra　HPV

　との比 鮫

　 　コンセ ンサ スブ ライマーと して使 用 したLIC1,　 LIC2,

　WC3の 塩基 配列 を 代表 的 なhigh　 riskHPVのLI領 域

　と比較 した.塩 基配 列の 異な る部分 のみ 表示 して あ る.

　LIC3は 今回新 たに作破 したLIコ ンセ ンサ スブライマー

　であ る.

1.対 象 お よ び方 法

対象と方法

慶 慮 義 塾 大 学 病 院 産 婦 人 科 お よ び そ の 関連 施 設 を 受 診

し,そ れ ぞ れinformed　 consentを 得 た患 者283例 よ

り採 取 した子 宮 頸 部 細 胞 診 検 体 を対 象 と し た.今 回 の

nested　 LI　PCR・SSCP法 によ るHPV検 出 ・型 決 定 の 流

れ を第3図 に図 示 す る,

　 子宮 頸 癌取 扱 い規約 阻,に準 拠 して,そ れ ぞ れ 病 理 組 織

診 に よ り診 断 され た,正 常64例.軽 度 異 形 成32例,

中等 度 翼 形成41例,高 度 興 形 成31例,上 皮 内 癌79例,

扁平 上 皮 癌27例,腺 癌9例 にっ い て 検 討 した.サ イ ト

ブ ラ シあ るい は サ イ ト ピ ックを 用 い て 子宮 頸 部 よ り細 胞

を採 取 し,工miの リ ン酸bufferを い れ た エ ッペ ン ドル

フ チ ュ ー ブ 内 で洗 浄 し,4℃,7000回 転,5分 間 遠 心

し,ペ レ ッ トを マ イ ナ ス80℃ で 保 存 した.DNAの 抽

出 は,通 常 のsodium　 dodecyl　 sulfate・proteinase　 K法

を 用 い た.

2,nested　 Ll　PCR

　 プ ラ イ マ ー と してLIC],　 LIC2,　 LIC3の3種 を 使

用 した.LIC1お よ びLIC2は 吉 川 ら151が報 告 して い る.

LLC3(5㌦GTT　 TTC　 CCT　 ATT　 T↑T　 TTT　 CAG　 ATG・

3●)はLICIの7塩 基 下 流 に 新 た に 作 成 した コ ンセ ンサ

ス プ ラ イ マ ー で あ る(第4図).第1回 目のPCRは プ

ラ イ マ ー と してLIC1とLIC2を 使 用 し,以 下 の 条 件

で 行 った.2.5ｵ1のDNA検 体 に22.5回 のPCR反 応 液

(そ の 最 終 濃 度 は50mMのKCI,10　 mMのTris・HC]

pH　8.4.1.5　 mMのMgCI,.200　 NMのdNTP,　 l　NM

の プ ラ イ マ ー セ ッ ト,0.625unitのTaq　 DNA　 poly・

merase)を 加 え 麗 絆 し,94℃ で5分 間 を1サ イ ク ル;

94℃ でi分PaY.50℃ で1分 間,72℃ で 且分 間 を15サ

イ クル;72℃ で7分 間 を1サ イ ク ル と した.第2回 日

のPCRに はプ ラ イマ ー と してLIC2とLIC3を 使 用 し,

以 下 の 条 件 で 行 う た.2.5F】 の 第1回 目PCR産 物 に

22.5μ1のPCR反 応 液(同 上)を 加 え 撹 搾 し,94℃ で

5分 間 を1サ イ ク ル:94℃ で1分 間,50℃ で1分 間,

72℃ で1分 閻 を30サ イ ク ル;72℃ で7分 間 を1サ イ ク

ル と した.増 幅 産 物 は8%polyacrylamide　 gel上 で電

気 泳 動 し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 を 行 い 約250bp

のパ ン ドが 確 認 で き た もの をHPV陽 性,確 認 で きな か っ

た もの をHPV陰 性 と した.

3.HPVの 型 決定

　 2N且 の増 幅 慶物 を]0ｵ1のSSCP反 応 液(90%の(or・

mamide,20　 mMのEDTA,0.05%のxylene　 cyanol,

0.05%のbrompheno]blue)と 混 合 し,80℃ で5分 間

反 応 させ た の ち,10%のpolyacrylamide　 gel(90　 mm

(高)×88mm(幅)×1mm(厚),30:1,acrylamide:

一T233一
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bisacrylamide比,　 Tris/Glycine　 buffer(25　 mMの

Tris,　isz　 mMのg且ycineを 含 む))上 で200　 V,3時

間 泳 動 した.泳 動bufferと し て 上 記Tris/Glycine

bufferを 使 用 した,泳 動 中 は恒 温 漕 を 用 いてpolyacry-

lamide　 gelの 温 度 を18。Cに 保 った.泳 動 後 のgelは,

銀 染 色 キ ッ ト(2D・silverstain,第 一 化 学,東 京)を 用

いて 染 色 し,検 討 した.ほ とん ど の 症 例 で 同 時 に泳 動 す

る既 知 のHPV型(is型 と51型,場 合 に よ って は そ の

他 の 型)と 比 較 す る こ と に よ りnested　 Ll　PCR・SSCP

法 のみ で型 決 定 が 可 能 で あ った が.一 部 の 症 例 で は 下 記

の よ うに直 接 塩 基 配 列 を 確 認 す る こ とが必 要 で あ った.

4,オ ー トシ ー クエ ンサ ー に よ る解 折

　 nested　 LI　PCR・SSCP法 の み で はHPV型 決 定 が 不 可

能 で あ った症 例 の うち,単 一 のHPVに よ る感 染 の 場 合

は 直 接Ll　 PCR産 物 を 鋳 型 と して 使 用 した.重 感 染 の

場 合 は ゲ ル よ りそ れ ぞ れ の バ ン ドを 切 り取 り,20NIの

TE　 buffer内 で ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し,95℃ で5分 間 加 熱

し た 後,12000回 転 で10分 聞 遠 心 し,上 清 を 前 記

nested　 PCRの 第2回 目 のPCRと 同 様 の 条 件 で 増 幅 し

た も の を 鋳 型 と して 使 用 した.

　 解 析 の 直 前 にPCR　 product　 pre-sequencing　 kit

(Amersham　 LIFE　 SClENCE　 INC.,1L)に てPCR産 物

を 処 理 し,Bigdye　 Terminator　 Cyc】e　 Sequencing

Ready　 Reaction　 kitT"(PE　 Applied　 Biosystems,　 Inc.,

CA).を 用 い て シ ー ク エ ン ス 反 応 を 行 っ た.オ ー ト シ ー

ク エ ン サ ー は,Long-read　 sequencing　 capillary"'と

POP-6T"　 sequencing　 polymer　 (PE　 Applied　 Bio

Systems,　 Inc.,　 CA)　 を 装 着 し たGenetic　 Analyzer

310τM(PE　 Applied　 Biosystems,　 Inc.,　CA,　 USA)を 用

い た.塩 基 配 列 決 定 用 の プ ラ イ マ ー と し て は 上 述 の

LIC3を 用 い た.

5.異 形成73例 の予後の解折

　軽度異形成32例,中 等度異形成41例 の合計73例 の

うち,1年 以上経過観察可能で,初 回検査時に1種 類以

L爵 　　」

8彊

HPV　 16 ㎞ 』醐 R.・ ㎝ 碑

iw 102 io 1 (コ ピー'm7個 細胞)

HPV　 31 、 　駄」　』' .F_ノ

、
且02　 10　 　 且

冨ρ.・■夢7

(コ ピ ー'1(vfｮ細 胞)

HPV　 51
一 』 幽】 」』 』」 ..

104　 　 1σ3　 102　 　 10 1 (コ ピ ー1103個 細 胞)

第5図nested　 LI　PCR・SSCP　 YEの 感度

　 　HPV16,31.51各 型 のPCR産 物(LIC1,　 L】C2に よ り増 幅 され た もの)を 蒸 留 水 を 用 い て

　 段 階 的 に 希 釈 し.ai　 NS/μ1の 濃 度 の ヒ トgenomic　 DNAに 混 入 した も の を 用 い てnested　 L且

　 PCR・SSCP法 の検 出 悠 度 を検 酎 した.　HPV16!{'1.で は10'個 の細 胞 あ た り1コ ピー ま で,　HPV

　31.5且 の 各型 で はioｰ個 の 細 胞 あ た り1コ ピー まで 検 出 され た.〔Nakagawa　 H　et　al:Anti

　cancer　 Res　22:1655-1660,2002のFigure　 lを 許 可 を 得 て 転 載)
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中川:高 感度HPV重 感染検串法の開 発

上 のhigh　 risk　HPVの 感 染 が 認 め ら れ た44例 に つ い

てHPVの 重 感 染 の有 無 と病 変 の 進 展,不 変,退 縮 と の

関 連 にっ い てx'検 定 を 用 い て 後 方 視 的 に 検 討 した.そ

の 際,病 変 の進 展 と は,軽 度 あ る い は中 等 度 異 形 成 が高

度 異 形成 あ るい は上 皮 内癌 に進 行 した場 合 と した,ま た,

病 変 の退 縮 とは,異 形成 が 消 失 した場 合 と し,不 変 とは,

病 変 が 軽 度 あ るい は中 等 度 異 形 成 の ま ま持 続 して い る場

合 と した.な お、 今 回 の 検 討 で は過 去 の 報 告H/.aO1に な

ら い,16,18,31,33,35,51,52,56,58の 各 型

をhigh　 risk　HPVと した,

6.nested　 Ll　PCR-SSCP法 とLl　 PCR・RFLP法 の比

　 較

　 今 回 検 討 した異 形 成104例 の う ち,95例 につ い て 本

法 に よ るHPV検 出 ・型 決 定 の 結 果 とLI　 PCR-RFLP法

に よ る 結 果鋤 と を比 較 し,nested　 LI　 PCR・SSCP法 の

特徴について解析 した.

結 果

1.nested　 L　I　PCR・SSCP法 の 感 度

　 HPVI6,18,31,51,52各 型 のPCR産 物(LIC且,

LIC2に よ り増 幅 され た もの)を 蒸 留 水 を 用 い て 段 階 的

に希 釈 し,そ れ ぞ れ25叫 の 反 応 液 に0.25NBの ヒ ト

genomic　 DNAを 混 入 してnested　 L正PCR法 の 検 出 感

度 を検 討 した と こ ろ,HPV16型 で は107個 の 細 胞 あ た

り1コ ピー ま で,HPV31,51の 各 型 で はio'個 の細 胞

あ た り1コ ピー ま で検 出 さ れ た(第5図).HPV18,52

の 各 型 に お いて も10'個 の 細 胞 あ た り1コ ピー ま で 検 出

され た,
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第6図nested　 LI　PCR・SSCP法 に よ るHPV検 出 ・型決 定 解 析 例

　 　 オ ー トシ ー ク エ ンサ ー に よ り 碗認 され たHPVI6,18,31,33,35。5且,52,56,58,59.

　 70型 のLI　 PCR産 物 をnes【ed　 LI　PCR-SSCP　 に て 解 析 した.こ れ らは 子 　 Sb部 の 腫 瘍 性 病 変

　 に お いて 高 頻 度 に 検 出 され るHPV型 で あ るが,　nested　 Ll　PCR・SSCP法 に よ り型決 定 が 可 能 で

　 あ る こ とが 示 さ れ た,(MW;molecular　 marker)(Nakagawa　 H　e巳a1:Anticancer　 Res　 22:

　 且655-1660,2002のFigure　 2を 許 可 を 得 て転 載)
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第7図nested　 L]PCR-SSCP　 r1に よ る鄭 独 感 染 と重 態 染 の解 折 例

　 　HPV16.,35,51,56各 型 に よ る4例 の 単 独感 染 例(lanesレ4)と,4例 の 壇 感 染例(lanes5・

　 8)の 移 動 度 を示 す.(Nakagawa　 H　et　al:Anticancer　 Res　 22:1655・1660,2002のFigure　 3

　 を許 可 を褐 て転 載)そ れ ぞ れ のHPV型 の 移 動 度f3.重 感 染 例 に お いて も,単 独 感 染 例 にお け る

　 移 動度 と同 一 で あ った.

　 　璽 悠 染 例 で,SSCP法 の み で は型 決 定 で きなか った例 に つ い て はSSCPゲ ルよ りバ ン ドを 図 の

　 よ うに 切 り取 って 術 度 増幅 しオ ー トシー クエ ンサ ー に よ り解 折 した.

2.nested　 L　I　PCR-SSCP法 に よ るHPV検 出 ス ペ ク ト

ラ ム とHPV重 感 染 検rte例

　 オー トシー ク エ ンサ ーに よ り確 忽 され たHPVI6,18,

3t,33.51,52,56,58,59,70型 のLI　 PCR産 物

をnested　 LI　PCR・SSCP法 に て解 析 した(第6図) .こ

れ らは 子宮 頸 部 の腫 瘍 性 病 変 に お いて 高頻 度 に検 出 され

るHPV型 で あ るが,　nested　 Ll　PCR-SSCP法 に よ り型

決 定 が 可能 で あ る こ とが 示 され た.第7図 に は,4例 の

重 感 染 例 と,そ れ ぞ れ のHPV単 独 で の 移 動 度 を示 す.

それ ぞ れ のHPV型 の 移 動 度 は.重 感 染 例 に お いて も,

単 独 感 染 例 に お け る移動 度 と同 一 で あ った.

第1我 　nested　LI　PCR・SSCP法 に よるHPV　 DNA賜 性 率

(10独感染あ るいは亜感 染で分類)

病理診断 at
　HPV

w独 感染

HPV

重感 染

E 常 　　　8/64(12.5%)　 　7(109%)　 　1(　L6%)

軽 度 異 汗多成 　　32/32(100%)　 19(58.聖%)

ll9等度 異 班多扉或　　40/41(97 .6%)　 26(63.5%)

高 度 異 形 成3且 ノ31(100%)21(67.7%)

13(41.996)

14(34.196)

10(32.3%)

上 皮 内 縮65/79(82.3%)57(72.2%)

扁 平 上 皮 癌21/27(77.8%)20(74.1%)

腺 轡5/9(55.6%)5(55.6%)

8(10.1%7

1C　3.7%)

oc　 o%)

●

3.nested　 Ll　PCR・SSCP法 に よ る 細 胞 診 検 体 か らの

HPV　 DNA検 出 ・型 決 定

　 nested　 Ll　PCR-SSCP法 に て283例 の 子 宮 頸 部 細 胞

診 検 体(正 常64例,軽 度 異形 成32例,中 等 度 巽 形 成

41例,高 度 異 形 成31例,上 皮 内 癌79例,扁 平 上 皮 癌

27例,腺 癌9例)を 解 析 した と こ ろ,22腫 類 のHPV

型 が 検 出 さ れ た.こ れ らのPCR産 物 の 塩 基 配 列 を 検 討

した と こ ろ,22種 類 中18種 類(6,16,18,31,33,

35.　 39.　 42.　 51,　52.　 53.　 56,　 58.　 59,　 61,　 66.　 68,

70の 各HPV型)は 既 に 報 告 され て い るHPV型 で あ り,

4種 類 は 未 知 のHPV型 で あ っ た.　HPVの 陽 性 率 は,

●pく0 .OOOl

　 nested　 LI　 PCR-SSCP法 に て283例 の 子 宮 頭 部 細 胞 診 検 体

(正 常64例,軽 度 異 形 成32例,巾 等 度 異 形 成41例,高 度 異

形hk　31例,上 皮 内 癌79例,扁 平 上皮 癌27例,腺 癌9例)を

A'lfrrした 結 果 を 第1表,第2表 に ま とめ た.異 形成 で は,　HPV

は ほ とん どの 例 で 検 出 さ れ,そ の う ち約40%に 重 感 染 が 見 ら

れ た.上 皮 内 絡,扁 平 上 皮 癌 で は,約80%でHPVが 検 出 さ

れ,重 感 染 は上 皮 内 網 の8例 と 微小 浸 潤 癌 の1例 を 除 いて 検 出

され なか っ た,さ ら に,腺 癌 で は 重感 染 は 検 出 され な か った .

異 形 成 と子 宮 頸 癌 の 問 でHPVの 単 独 感 染 あ る い は垂 感 染 に っ

いてX'検 定 を 施 行 した と こ ろ,有 意 差(pくo .oaouを も って

異 形 成 で 重 感 染 が 高 痢 に 認 め ら れ た,(Nakagawa　 H　el　a1;

Anticancer　 Res　 22:1655-1660.2002のTable　 lを 許 可 を

得 て 転 載}
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中川:高 感度HPV重 窓染検 出法の閣発

第2表 　nested　 LI　 PCR・SSCP法 に よ るHPV　 DNA陽 性 尊覧

(HPV16型,18型,そ の 他 の 型 で 分 類)

型,18型 の感染が多 く,翼 形成でその他のHPVの 感

染が高率に詔められた(第2表).

病理診断 計 HPV16　 HPV18　 その他

正 常8/64(12.5%)1(L6%)1(1.6%)6(9.4%)

軽 　　　度:32/32(100%)　 2(　63%)　 3(　9.4%)27(84.4%)

異 形 成

中3度40/41(97.6%)10(24.4%)3(7.3%)27(659%)

異 形 成

N　 　　F｢31/31(100%)　 10(32.3%)2(　 6.5%)　 19(61.3%)

異 形 成

上 皮 内瑚65/79(82.3%)35(44.3%)3(3.8%)27(sn.i%)

扁 　　　　平 　21/27(778%)　 14(51,9%)　 1(　3.7%)　 　6(22.2%)

上 皮 癌

腺 　　　絶 　　5/9(55.6%)　 0(　 　0%)5(55.6%)　 0(　 0%)

3

.p〈0
.0001

　 HPV置6型 は病 変 が 進 行 す る に と もな い 検 出 率 が 高 くな っ た.

HPV18型 は異 形成 およ び彌 平 上 皮uaで は非 常 に まれ(12/zio,

5.7%)で,腺 癌 で 有 意(p〈0.000uに 高 頻 度 に認 め られ た

(5/9,55.6%).HPVI6型,18型 の 感 染?{Sと そ の 他 のHPV

の 感 染 率 と を 同sxに 検 討 し た と こ ろ,や は り 有 童 差

(p〈0.0001)を も って 子 宮 頸 覇 でHPVI6型,18型 の 感 染 が

多 く,異 形 成 で そ の 他 のHPVの 感 染 が 高 率 に認 め られ た.

(Nakagawa　 H　et　al:Anticancer　 Res　22:1655-1660,2002

のTable　 iを 許 可 を 碍 て 転 載)

正常(8/64,12.5%),軽 度 異 形 成(32/32,IOO%),

中 等 度 異 形 成(40/41,97.6%),高 度 異 形 成(3]/31,

ioO%),上 皮 内 癌(65/79,82.3%),扁 平 上 皮 癌(21/

27,77.8%),腺 癌(6/9,66.7%)で あ った.異 形 成

で は,HPVは ほ とん どの例 で 検 出 され,そ の う ち約90

%に 重 感 染 が 見 られ た.上 皮 内 癌,扁 平 上皮 癌 で は,約

80%でHPVが 検 出 され,重 感 染 は上 皮 内 癌 の8例 と微

小 浸 潤 癌 の1例 を 除 い て検 出 され なか った.さ らに,腺

癌 で は霊 感 染 は 検 出 され な か った.異 形 成 と 子宮 頸 癌 の

間 でHPVの 単 独 感 染 あ る い は重 感 染 に つ い てx'検 定

を施 行 した と ころ,有 意 差(p<0,0001)を も って 異 形

成 で 垂 感 染 が 高 率 に認 め られ た(第i表).HPV16型

は,正 常(1/64,1.6%),軽 度 異 形 成(2/32,6.3%)

で は ほ とん ど検 出 され な いが,中 等 度 異 形 成(10/41,

24.9%),高 度 異 形成(10/31,32.3%),上 皮 内 癌(35/

79,44。3%),扁 平 上 皮 癌(14/27,51.9%)と 病 変 が

進 行 す る に と もな い 検 出 率 が 高 くな った.HPV且8型 は

異 形 成 お よ び 扁 平 上 皮 癌 で は 非 常 に ま れ(12/210,

5.7%)で,腺 癌 で 有 意(p<0.0001)に 高 頻 度 に 認 め

られ た(5/9,55.6%).HPVIfi型,　 is型 の 感 染 率 と

その 他 のHPVの 感 染 率 とを 同 様 に検 討 した と ころ,や

は り有 意 差(pく0.000Dを も うて 子 宮 頸 癌 でHPV16

4.重 感 染 と異 形 成 の 予 後

　 今 回 検 討 した 軽 度 異 形 成32例,中 等 度 異 形 成41例

の 合計73例 の うち1年 以 上 経 過 観 察 可能 で,high　 risk

のHPVが 検 出 さ れ た もの は44例 あ り,16例 に 重 感 染

が,28例 に単 独 感 染 が 検 出 さ れ た .垂 感 染 と判 定 され

た ものの 中 で は,進 展 した もの が4例(4/16,25 .0%),

不 変5例(5/16,31.3%),退 縮7例(7/16,43.8%)

で あ った.単 独 感 染 と 判 定 され た もの の 中 で は,進 展 し

た も の が5例(5/28,17.9%),不 変11例(u/28,

393%).退 縮12例(12/28.42.9%)で あ った .X2

検 定 を 用 い て 検 討 した が,HPVの 粛 感 染 あ る い は 単 独

感 染 と予 後 との関 連 は認 め られ な か った.

5.nested　 Ll　PCR-SSCP法 とLI　 PCR-RFLP法 の 比

　 較

　 Ll　PCR・RFLP法 に よ る と,検 討 を 行 った 異 形 成95

例 中84例(88%)でHPVが 検 出 さ れ,9例(10.6%)

で 垂 感 染 が 認 め ら れ た,ne5led　 LI　PCR・SSCP法 に よ

る と,94例(99%)でHPVが 検 出 さ れ,36例(383

%)で 重 感 染 が 認 め られ た(第3表),nested　 L　1　PCR-

SSCP法 がHPVの 単 独 感 染,電 感 染 の 双 方 と も に,よ

り高 感 度 に 検 出 で き る こ とが 示 され た.第8図 に 両 法 の

型 決 定 結 果 を 示 す,61例(61/95,64.2%)に お い て

nが 一 致 した が,34例(34/95,35.8%)で は結 果

が 梱 違 した.結 果 が 一 致 した61例 中,重 感 染 が 見 られ

た の は8例(13.1%)で,結 果 が 相 違 した34例 中28

第3表 　 LI　PCR・RFLP法 とnested　 LI　 PCR・SSCP法 に よ る

型 決 足 繕 果 の比n(異 形 成95例 の 検討)

LI　PCR・RFLP法"圏 　 nested　 LI　PCR・SSCP法

蝉独感 染

pare染"

未検出

75　 (78.9%)

9C9.5%)

Il　 (11.6%7

58　 (61.1%)

36　 (37.9%)

1(1.1%)

●pく0
.0001

　 今 回 検 討 し た異 形 成ion例 の う ち,95例 に つ い て は 吉川 ら

が 同 一 検 体 を用 い てLI　 PCR・RFLP法 で解 折 して い るA'i.彼 ら

の 澱{!3に よ る と.95例 中84例(88%)でHPVが 検 出 され,

9例 〔10.6%)で 重 感 染 が 認 め られ た.我 々 がnested　 LI

PCR・SSCP法 を 用 い て 同 一 の 検 体 を 解 析 した と こ ろ,94例

(99%)でHPVが 検 出 され.36例(38.3%)で 重 感 染 が忽 め

られ た.nested　 L且PCR・SSCP法 を用 い る こ と に よ り高 感 度

にHPVの 垂 感 染 を 検 出 で き る こ と が示 さ れ た.
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一致61例

6四5{64.2%}

閥PV陰性1例　 　 　 　 　 　 　 　単抽醸象6例

盈 念不一致34例
3495(35.R%)

第4表nested　 LI　PCR・SSCP法 とLI　 PCR・RFLP法 に よ る

HPV型 判定 結 果 不 一 致 例34例 の 検 討(そ の2)

HPV型 判定桔 果
nested　 LI　PCR曹SSCP法

HPVI6陽 性 　　HPV且6陰 性

L量　 PCR.　 HPV16陽 性

RFLP法 細　　HPV16d31生

例

例

2

ウ
曽

伊

伊

4
・

ρ0

　

2

第8図nested　 LI　PCR・SSCP法 とLI　 PCR・RFLP法 の 型

　 決 定 桔 果 の比 較

　 　61例(61/95,64.2!%)に お い て桔 果 が 一 致 した が,

　 34例(34!95,35.8%)で は 桔 果 が相 違 し た,桔 果 が 一

　 致 した61例 中 皿感 染 が 見 られ た の は8例(13.i%)r,

　 結 果 が相 違 した34例 中28例(82.4%)は 重 感 染例 で あ っ

　 た,桔 果 が 相 違 した も の につ い て塩 基 配 列 か ら型 決 定 を

　 行 った と こ ろ.nested　 LI　PCR・SSCP法 に よ る桔 果 と一

　 致 した,こ の こと か ら,nested　 LI　 PCR・SSCP法 はLI

　 PCR・RFLP法 に 比 較 して,持 に 璽 感 染 例 で 正 確 にHPV

　 を 検 出 ・型 決 寵 可 能 で あ る こと が 示 され た.

Llpc臓 ・隅阿,P法 Nested　L且PCRSSCP法

　HPV　 I6型13,　 high　risk　HPVの なかで も代 表的な もので あ

り.HPVI6型 に対す る特 異度は非常 に重要であ る.　nested　L]

PCR-SSCP　 ikは 重感染 を検 出す る感 度が優 れ てい るだ けで は

な く,と くにHPVの 蚤態染が 見 られ る場 合で はHPV16型 に

対する特異度 も優れ ている.

例(82.4%)は 重 感 染 例 で あ っ た.nested　 LI　 PCR・

SSCP法 とLl　 PCR-RFLP法 と で 結 果 が 相 違 した もの

につ いて は,直 接 塩 基 配 列 か ら型 決 定 を 行 う た と こ ろ,

nested　 LI　 PCR・SSCP法 に よ る結 果 が 正 し い こ とが 判

明 した.結 果 不 一 致 例39例 にっ いて,未 検 出,単 独 感

染,重 感 染 で区 分 して 検 討 した(第9図).io例 はLl

PCR・RFLP法 で 未 検 出 と さ れ た が,　 nested　 L且PCR・

SSCP法 に よ る と6例 は単独感 染 で,4例 は重 感 染 で あ っ

た.23例 はLI　 PCR・RFLP法 で 単 独 感 染 と され たが,

nested　 LI　 PCR-SSCP法 で は 重 感 染 で あ った.1例 は

両 法 と も重 感 染 で あ った が,そ のHPV型 が 異 な る もの

で あ っ た.さ ら に,結 果 不 一 致 例34例 に つ い て,

HPVI6型 陽 姓 あ る い は陰 性 で 区 分 して 検 討 した(第4

表)。LI　 PCR・RFLP法 でHPV16型 陽 性 と さ れ た6例

中4例 はnested　 LI　PCR-SSCP注 で はHPVI6型 陰 性

で あ った.Ll　 PCR・RFLP法 でHPV16型 陰 牲 と され た

28例 中2例 はnested　 LI　PCR・SSCP法 で はHPV　 I6型

陽 性 で あ った.

考　　察
第9図 　Nested　 LI　 PCR・SSCP法 とLl　 PCR・RFLP法 に

　 よ るHPV型 判 定 桔 果 不 一 致 例34例 の 検 討(そ の1)

　 　桔 果 不 一 致 例34例 に つ い て,未 感 染,単 独 感 染,垂

　 感 染 で 区 分 して 検 討 した,不 一 致 例 はLl　 PCR・RFLP法

　 で 未 検 出,あ る い は 単 独 感 染 と され た が,nested　 LI

　 PCR・SSCP法 で は 重 感 染 と され た もの が 多 か った.こ の

　 こ とは,nested　 LI　PCR・SSCP法 の 重 感 染 に対 す る検 出

　 感 度 が 高 い こ とを 示 して い る,

　我 々は子宮頸部におけるHPV雷 感染の自然史にっい

てより正確に解折するために,新 たなHPV検 出 ・型決

定法 としてnested　 Ll　PCR・SSCP法 を開発した.　SSCP

法 は非変性ge1上 で一本鎖DNAを 泳動 し,そ の高次構

造による移動度の差を利用 し,微 細な塩基配列の違いを

検出する方法である.し か し,一 本鎖DNAの 高次構造

は泳動条件,特 に温度の違いにより容易に変化するため,

SSCP法 による移動度は再現性に乏 しいという欠bが あっ

た.今 回の検討では,恒 温溜を利用 して泳動中のgelの

温度を厳密 にコントロールすると同時に既知のHPV型

のLI　 PCR産 物をマーカーとして使用することにより
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再 現 性 を確 保 した.

　 通 常 の 解 折 で は,HPV16型 と51型 を マ ー カ ー と し

て使 用 した.こ の理 由 と して 以 下 の2点 が あ る.

lll　子宮 頸 部 の腫 郷 性 病 変 で検 出 され るHPVの バ ン ド

　 の ほ と ん どがHPVI6型 の 下 方 の バ ン ドとHPV51型

　 の上 方 の バ ン ドの間 に はい るた め 比 較 の対 象 と して適

　 して い る.

f21　HPVI6型 は,子 宮 頸 癌 で最 も蚤 要 か っ 高 頻 度 に検

　 出 され る型 で あ る.

　 nested　 LI　PCR・SSCP法 を も ち い て 合 計283例 の 子

宮 頸 部 細 胞 診 検体 を解 祈 した結 果 を第1表 に ま とめ た.

HPVの 重 感 染 は 正 常 例 で は1例(1/64,　 L6%),異 形

成 に お い て は37例(37/104,35.6%),上 皮 内 癌 で は

8例(8/79,10.1%)に 認 め られ た が,浸 潤 癌 で は 微

小 浸 潤 癌 の1例 の み で あ っ た(1/36,2.8%).従 来 の

報 告 で も,子 宮 頸 部 の細 胞 診 検 体 をLi　 PCRを 用 い て

解 析 し,異 形 成 症 例 の 約10～30%にHPVの 蚕 感 染 を

認 め て い るzn-zm.し か しな が ら,こ れ らの 報 告 で は,

正 常 例 に お い て も約20～70%にHPVの 感 染 を 認 め て

い る こ とか ら,特 異度 に問 題 が あ る と す る意 見 もあ る.

これ に対 し,今 回 我 々が 確 立 したnested　 LI　PCR・SSCP

法 で は正 常 例 で のHPV陽 幌 率 は12.5%と 比 較 的 少 な い

に も関 わ らず,異 形 成 例 の35.6%にHPVのt感 染 を 認

め て い る.こ の こ とか ら,nested　 LI　PCR-SSCP法 は,

従 来 の 方 法 に比 較 してHPVの 壷 感 染 を 検 出 す るに あ た

り,感 度,特 異 度 と もに優 れて い る と い え る,

　 第2表 に本 法 に お け る解 桁 結 果 をHPV且6型,且8型,

あ る い は その 他 の 型 の感 染 に分 類 して検 討 した結 果 を 示

した.浸 潤 癌 で は16型,is型 以 外 のHPVの 検 出 率 は

16.7%(6/36)と,異 形 成(70.2%,73/104)と 比 較

し非 常 に低 か った.HPV16型 は,異 形 成 が 進 行 す る に

伴 い検 出頻 度 が 高 くな り,HPVI8型 は 扁 平 上 皮 系 の 病

変 で は ま れ で,腺 癌 で 有 意 に多 く認 め られ た.HPV16

型 と18型 の こ うい った傾 向 は,以 前 か ら疫 学 的 に は 報

告 さ れ て い る41剛 〕が,な ぜ そ うい う傾 向 が み られ る の

か は現 在 の と ころ 不明 で あ る.

　 今 回 の 検 討 で は扁 平 上 皮 癌27例 中6例(22.2%),

腺 癌9例 中4例(44.4%)で はHPVが 検 出 され な か っ

た.こ れ らは,今 回 の 系 で検 出 され な いHPVが 閲 わ る

た めか も しれ な い し,HPVの 関 与 しな い 発癌 過 程 が 存

在 す るた め か も しれ な い.あ る い は,発 癌 過 程 に お い て

HPV　 DNAが 宿 主 ゲ ノ ムDNAに イ ンテ グ レ ー トさ れ

る 際 にW領 域 が 欠 失 した た め に,今 回 の 検 討 で は

HPVを 検 出 で きな か った と も考 え られ る.

　 HPV璽 感 染 の 病 的 意 義 に っ いて は未 だ に定 説 は な い.

Davidsonら 謝 はiias人 の ア ラ ス カ在 住 女 性 に っ い て

検 討 し,HPVが 検 出 され な か った人 に 比 べ,16型 あ る

い は18型 が 検 出 さ れ た 人 は7 .i倍,:6型,18型 に加

え て31型.33型,35型 が 重 横 し て 検 出 さ れ た 人 は

in.a倍 高 度 異 形 成 に な る リス クが 高 か っ た と 報 告 して

い る,Beckerらrは 高 度 異 形 成201例 と 正常337例 に

つ い て検 討 し,HPV重 感 染 例 は単 独 感 染 あ る い はHPV

感 染 の 見 られ な か っ た症 例 に 比 較 して4.9倍 高 度 異 形 成

に な る リス クが 高 い と報 告 して い る.Sasagawaら3。 〕は

正常1562例 と しSIL(low-grade　 squamous　 intraepi・

thelial　lesion"',軽 度 お よ び 中 等 度 異 形 成 に相 当)195

例,　 HSIL　 (high-grade　 squamous　 intraepithelial

lesion's',高 度 異 形 成 お よ び 上 皮 内 癌 に相 当)137例,

扇平 上 皮癌72例,腺 癌12例,コ ン ジo一 マ 且6例 にっ

いて 検 討 し,iE常 例 に 比 較 してHPV　 tji感染例 の オ ッズ

比 が,LSILで は24倍,　 HSILで は16倍,扁 平 上 皮 癌

で は13倍 と 有 意 に 高 い こ とか ら,HPV並 感 染 が これ

らの 病 変 と関 連 が あ る と報 告 して い る.一 方,Munoz

ら39は 子 宮 頸 部 扁 平 上 皮 癌1918例 と 正 常isza例 に つ

い て 検 討 し,子 宮 頸 部 扁 平 上 皮 癌 に な る リ ス ク が,

HPVの 感 染 が 見 られ な い 場 合 と比 較 して,　HPV単 独 感

染 例 で は172.6倍 高 く,重 感 染 例 で はll4.9倍 高 い こ

とか ら,HPV重 感 染 は子 宮 頸 部 扁 平 上 皮 媚 の リス ク と

は な らな い と報 告 して い る.

　 今 回 の検 討 で は,重 感 染 あ る い は単 独 感 染 と 異形 成 の

予 後 との柑 関 は み られ なか った.そ の 理 由 と して は,症

例 数 が 少 な い こ と と,そ の ためrxPVis型 の 感 染 が認

め られ た 症 例 が 検 討 を 行 っ た 軽 度 お よ び 中 等 度 異 形 成

44例 中5例 と少 な か っ た こ と が 考 え ら れ る.HPVI6

型 の 感 染 が 認 め られ た5例 中,単 独 感 染 例 は3例 で,う

ち2例 が 進 展 し,且 例 が退 縮 した.璽 感 染 例 は2例 で,

うち1例 は 進 展 し,1例 は不 変 で あ った.今 後 症 例 を童

ね て 検 討 す る必 要 が あ る と思 わ れ る.

　 また,今 回 確 立 したnested　 LI　PCR・SSCP法 は,既

存 の 方 法 と比 較 して よ り高 感 度 か つ 正 確 にHPVの 霊 感

染 を 検 出 で き る方 法 で あ る が,本 法 を も って して も浸 潤

癌 で はHPVの 重 感 染 が 認 め られ な か った.異 形 成 お よ

び 浸 潤 癌 に お け るHPVの 璽 感 染 の 頻 度 に っ いて の報 告

は 多 くな い が,Munozらmは 浸 潤 癌isle例 中109例

(5.7%)にHPVの 重 感 染 が 見 られ る と 報 告 して い る.

Sasagawaら30FはLSIL145例 巾30例(21%),　 HSIL

l37例 中21例(15%),扁 平 上 皮 癌72例 中9例(13

%),腺 癌8例 中1例(8%)にHPVの 重 感 染 が 見 ら

れ る と報 告 して い る.彼 らの 報 告 と併 せ て 考 え る と,浸
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潤 繕 で もHPVの 璽 感 染 は見 られ る もの の,異 形 成 と比

較 す る とそ の 頻 度 は は るか に 低 い と考 え られ る.

　 子宮 頸 部 に お け るHPVの 感 染 は,ほ とん どの場 合 一

時 的 な もの で あ るが,ご く一 部 で は感 染が 持 続 し,細 胞

の 遺 伝 子 の 異常 が 加 わ るな ど して異 形 成,癌 へ と病 変 が

進 行 す る と一 般 に 考 え られ て い る.こ の 過 程 にお け る

HPV重 感 染 の意 義 を 考 察 す る に あ た り,ま ず 最 初 の 問

題 点 は,重 感 染 は一 っ の細 胞 に複 数 のHPVが 感 染 した

伏 態 な の か,あ る い は 複 数 の 細 胞 に そ れ ぞ れ 別 々 の

HPVが 感 染 した状 態 な の か,と い う点 で あ る.こ の 点

に関 して は現 在 の と ころ明 確 に は な っ て い な い が,一 般

に は 後 者 の 考 え が 自 然 だ ろ う と 思 わ れ る.ま た,

EnomotoらX61,　 allは,　X染 色 体 の メ チ ル 化 に よ る不 活 化

機 構 と密 接 に関 わ る ア ン ドロゲ ン受 容 体 遺 伝 子 の 多 型性

を利 用 して クロ ー ナ リテ ィ解 折 を 行 い,高 度 異 形成,上

皮 内癌,浸 潤 癌 は モ ノ ク ロ ーナ ル な病 変 で あ り,中 等 度

異 形 成 は ポ リ ク ロー ナ ル な病 変 で あ る こ とを 明 らか に し

て い る.今 回 の結 果 と併 せ て 考 え る と,電 感 染 が 見 られ

る病 変 はポ リク ロー ナ ル で あ り,重 感 染 が 見 られ ない 病

変 はモ ノ ク ロー ナル,す なわ ち真 の 腫 煽 で あ る と いえ る

か も しれ な い.

　 さ らに,Gloriaらmは608人 の 女 性 を6ヶ 月 お き に

3年 間 追 跡 した と ころ,HPV重 感 染 は6ヶ 月以 上 持 続

す るHPV感 染 と関 連 す る こ と を報 告 して い る.ま た.

Leviら ㊥}はHiV(human　 immunadeficiency　 virus)

感 染者 にHPV重 感 染 が 高頻 度 に 見 られ る こ とを報 告 し

て い る.こ れ らの ことか ら,HPV菰 感 染 は,　HPVに 対

す る免疫 能 が弱 い こと を示 して い るの か も しれ な い.

　 今 回 確 立 したnested　 Ll　 PCR・SSCP法 とLI　 PCR・

RFLP法 とを,異 形 成95例 の 同 一 検 体 のHPV検 出 。

型 判 定 を 行 う こ と に よ り比 較 した と こ ろ.nested　 Ll

PCR・SSCP法 が よ り高 感 度 に 壷 感 染 を 検 出 で き た(第

3表).95例 中34例 で 両 法 の 結 果 は一 致 せ ず,と くに

桔 果 不 一 致 例 で はHPVの 電 感 染 が 多 か っ た(第8図).

結 果 不 一 致 例34例 につ いて,未 検 出,単 独 感 染,重 感

染 で 区 分 して 検 討 した(第9図),不 一 致 例 はLl　 PCR・

RFLP法 で 未 検 出,あ る い は 単 独 感 染 と さ れ た が,

nested　 Ll　PCR-SSCP法 で は重 感 染 と さ れ た も の が 多

か った.こ の こ とは,nested　 LI　PCR・SSCP法 の 亜 感

染 に対 す る検 出感 度 が 高 い こ とを示 して い る.さ らに.

結 果 不 一 致 例34例 に つ い て,ervis型 陽 性 あ る い は

陰 性 で 区 分 して 検 討 した(第4表).LI　 PCR・RFLP法

でHPV16型 陽 性 と さ れ た6例 中4例 はnested　 LI

PCR-SSCP　 で はHPV16型 陰 性 で あ った,　 Ll　 PCR・

RFLP法 でHPVI6型 陰 性 と さ れ た28例 巾2例 は

nested　 L　1　PCR・SSCP法 で はHPV16型 陽 性 で あ っ た.

これ らの 不一 致 例 に っ い て も直接 塩 基 配 列 を 決 定 した が,

nested　 LI　 PCR・SSCP法 に よ る 結 果 が 正 しか っ た.

HPV　 16型 は.　high　 risk群 の な か で も代 表 的 な もの で

あ り,HPVI6型 に対 す る特 異 度 は非 常 に 蚕 要 で あ る.

こ の こ とか ら,nested　 LI　PCR・SSCP法 は 電感 染 を 検

出 す る感 度 が 優 れ て い るだ け で は な く,と くに重 感 染 が

見 られ る場 合 で はHPV　 16型 に対 す る特 異度 も優 れ て い

る こ とが 示 され た。

　 HPV重 感 染 の 病 的 意 義 に つ い て は 前 述 の よ う に様 々

な こ とが い わ れ て い るが,今 回 の 検 討 で は 異 形 成 の 予 後

との 相 関 は な く,浸 潤 癌 で は 検 出 さ れ な い こ とか ら,

HPV重 感 染 が 子 宮 頸 部 発 癌 に 重 要 な 役 割 を 果 た して い

る と は い え な いか も しれ な い.し か し,HPV重 感 染 を

正 確 に 検 出 で きな い 方 法 で は型 決定 結 果 の 信 頼 性 が 低 く

な る こ と も明 らか と な うた.す な わ ち,HPV重 感 染 を

正 確 に 検 出 で き る方 法 を 用 い る こ とに よ り,は じめ て 正

確 なHPV感 染 の 自然 史 が 明 らか にな る と い え る.

　 現 在,ウ イ ル スDNAを 含 ま な い カ プ シ ド成 分 か らな

るvirus・Iike　 particles(VLP)を ワ ク チ ン と して 用 い

る こ と に よ り,HPVの 感 染 を 防 ぎ,子 宮 頸 癌 を 予防 し

よ う と す る試 み が 始 ま うて い るX91.50:.た だ し,こ の

VLPで 誘 導 され る 中 和 抗 体 はHPVの そ れ ぞ れ の 型 に

特 異 的 で あ り.あ る型 に対 す る中 和抗 体 は他 の 型 の 感 染

を予 防 で き な い.子 宮 頸 癌 はHPV感 染 を き っか け と し

て 発 癌 す る もの で あ り,ワ クチ ン は今 後 の 子 宮 頸 癌 の 治

療 や 予防 に あ た り重 要 な 手段 で あ る こ とは間 違 い ない が,

ワ ク チ ンを 実 際 に 使 用 す るに あ た って は子 宮 頸 部 発 癌 に

関 与 す るHPVを 正 し く型 決 定 す る こ とが い っそ う重 要

と な って くる.

　 今 回 確 立 したnested　 Ll　PCR・SSCP法 は 亜 感 染 を 含

め たHPV感 染 の 検 出 ・型 決 定 法 と して 優 れ て い る こ と

が 明 らか と な っ た.本 法 を 用 いて 多 数 例 を検 討 す る こ と

に よ り,量 感 染 を 含 め たHPV感 染 の 自然 史 を よ り.正確

に捉 え る こ とが で き る と思 わ れ る.こ の こ とは,将 来 ワ

クチ ンを 用 い てHPVの 感 染 を 予 防 す る に あ た り きわ め

て重 要 で あ る.

総　　括

　HPVの 重 感 染 を よ り高 感 度 か っ 正 確 に 検 出 す る 方 法

と して 新 た にnested　 Ll　 PCR-SSCP法 を 確 立 し た.

nested　 Ll　PCR・SSCP法 を 用 いて 異 形 成 お よ び 子 宮 頸

癌 に お け るHPVの 単 独 お よ び 露感 染 につ いて 検 討 した.

異 形 成 で は約40%の 例 に 重 感 染 が認 め られ たが,浸 測
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癌 例 で は微 小浸 潤 癌 の1例 を認 め るの み で あ った.ま た,

異 形 成 で はHPV16型,18型 以 外 の 型 も高 頻 度 に 見 ら

れ た が,浸 潤 癌 で はHPV陽 性 例 の ほ とん ど が16型 あ

るい は18型 で あ っ た.さ ら に,nested　 LI　PCR・SSCP

法 とLI　 PCR-RFLP法 と を比 較 した と こ ろ,　nested　 Ll

PCR・SSCP法 が よ り高 感 度 で あ り,特I　 i　i;感染 例 に お

い てnested　 LI　PCR・SSCP法 が 感 度,特 異 度 と もに 優

れ て い る こ とが 示 され た.本 法 を 用 いて 多 数 例 を検 討 す

る こ とに よ り,重 感 染 を 含 め たHPV感 染 の 自然 史 が解

明 で き る と考 え られ た.こ の こ と は,ワ ク チ ンを 用 い て

HPVの 感 染 を 予 防 し,子 宮 頸 磁 の 罹 患 を減 少 させ る に

あ た り,非 常 に 重要 で あ る.

　橘を終えるに当たり,御 指導,御 校閲を賜りました慶

座義塾大学医学部産婦人科学教室野澤志朗教授に深甚な

る謝意を表します.ま た,本 研究に際 し直接御指導,御

助言いただきました栃木県立がんセンター菅野康吉先生,

慶晦義塾大学産婦人科学教室藤井多久暦先生に深謝いた

します.ま た,本 研究に御協力,卸 助言いただきました

慶慮義塾大学産婦人科学教室塚崎克己助教授,久 布白兼

行講師および異形成の細胞診検体のLI　 PCR-RFLP法

によるHPV型 判定 を行っていただきました筑波大学医

学部産婦人科学教室吉川裕之教授に厚 く感謝いたします.

　本珊究の一部は,第94回 日本産科婦人科学会関東連

合地方部会総会(前 橋,iss7),第50回 日本産科婦人

科学会学術講演会(仙 台,1998),第2回 産婦人科腫瘍

マーカー ・遣伝子診断学会(東 京,1998),第39回 日

本臨床細胞学会総会(札 幌,1998).第36回 日本癌治

療学会総会(福 岡.issa),第51回 日本産科婦人科学
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10770854)　 `二よった.
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