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E p s t ei n - B a r r ウ イ ル ス 前早期抗原定量法の 確立と 臨床的意義
一

特に上咽頭癌 における有用性 に つ い て
-

金沢大学医学部医学科耳鼻咽喉科学講座 (主 任: 古川 何故授)

輪 泰 子

上咽頭痛 (n a s o ph a r y n g e al c a r ci n o m a
,
N P C ) と E p s tei n

-B a rl
･

ウイ ル ス (E p st ei n
- B a r r vi ru S

,
E B V) の 関連性 は

, 患者血清 中

の 抗E B V 抗体価上 昇や 膿瘍組織内E B V 核酸 の 証 明な どに より確立 さ れ て い る . 特 に ウ イ ル ス 複製サ イ ク ル に発現 する早期抗

原 (e ar 1 y a n ti g e n
,
E A ) や 後期蛋白の E B V 粒子抗原 M r al c a p si d a n ti g e n

, V C A) に対 するI g A 抗体 は発症時すで に 上 昇 してお り,

疾患特異性 も高 い こ とか ら
,

病勢の マ
ー

カ
ー

と して 用い ら れ て い る . しか し腫壕細胞で は ウ イ ル ス 複製サ イ ク ル は しば し ば不

完全に終 わ る とい う報告が あり
,
今 回

,
より早 い 段階で 発現する 前早期 蛋白Z 蛋白,

R 蛋白に対す る患者血 清の 反応 を調 べ た .

且孔 ダl
,

B R L F l 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ドを構築
,

大腸菌 に導 入 しZ 蛋 白,
R 蛋白 を精製 し た . こ れ らを抗原 と し

,
担痛 N P C 患

者,
N P C 寛解後患者, 伝染性単核球症 (i nft c ti o u s m o n o n u cl e o si s

,
I M ) 患者, 非ホ ジキ ン リ ン パ 腫 (n o n - H o d gk i n

,

s ly m ph o m a
,

N H I) 患 者
, 頭頚部腫瘍点 者お よび 健常者血 清と の 反応を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法,

E LIS A 法 にて検討 した . 担癌 N P C 患者で は

全例抗Z 蛋白
,

R 蛋白抗体 陽性 で あり
,

E L IS A 法で の 吸光度 も他 の 群 と 比 べ 高値 を示 し た . V C ふI g A 抗体価 と比較 し ても, 抗

Z 蛋白
,

R 蛋白抗体陽性 は N P C 特異性 が 高か っ た . 以 上 よ り N P C 患者 にお ける抗Z 蛋白
,

R 蛋白抗体価測定 は病勢 の 有用 な指

標と なり得 ると 考え られ た .

鮎 y w o r d s E p st ei n B ar r vi ru S
,
n a S O p h ar y n g e al c a r cin o m a

,
B Z L F l

,
B R L F l

E p s t ei n
- B a r r ウ イ ル ス (E p st ei n - B a r r vi ru S , E B V) は

,
1 9 6 4 年

にE p s tei n ら
1)
に より バ ー

キ ッ ト 1) ン パ 腫 由来の 培養細胞 か ら発

見 さ れ た ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ り
, 伝 染 性 単 核 球 症

(i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o si s
,
I M ) の 柄原体 で ある . 現在ま で バ ー

キ ッ トリ ン パ 腫 お よ び 上 咽頭癌 ( n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a
,

N P C ) と の 病因論 的関連が 証 明さ れ て い る ほ か
,

ホ ジ キ ン 病,

唾液腺癌 , 胃 痛 な どの 悪 性疾 患 と の 関 連 が 示唆 さ れ て い る .

01 d ら
2)
が血 清学 的 にE B V 保 有細胞抽 出抗原 と 上咽頭 癌患者血

清と の ゲ ル 内沈降反応実験を行い
,

さ ら に z u r H a u s e n ら
:i)
が 上

咽頭癌腫瘍 生 検材 科 内に E B V ゲ ノ ム を 証明 し た こ と に よ り ,

E B V と N P C の 関連が 確立 さ れ た .

E B V は咽頭の 上 皮細 胞に 初感染し
, 続 い て B リ ン パ 球 に感染

しB リ ン パ 球 を不死 化する . 潜 伏感染 した E B V は--一
一

部 の ウ イ

ル ス 遺伝子の み を党規 して お り
,
様 々 な 要因 によ り ウイ ル ス 複

製 ･ 増殖 サ イ ク ル に 入 る が
,

こ の 感染様 式の 変換 は βZエダJ 遺

伝子産物で あるZ 蛋白や β見び
､

J 遺伝子産物で あ るR 蛋白と い う

前早期蛋白 の 発現 に より 誘導 され る
4) 5)

. z 蛋白
,

R 蛋白は 早期

プ ロ モ ー

タ
ー

の 転写調節 因子 で あり ,
リ ン パ 球で は Z 蛋白発 現

の み で ウイ ル ス 複製サ イ ク ル が 誘導 さ れ
,

上 皮系細胞で はZ 蛋

白
,

R 蛋白の 共同 によ り誘導 され る と報告 され て い る
6)7)

. こ れ

らの 転写活性化 能に よ り早期遺伝子
, 後 期遺伝 子の 転写が 誘導

55

され 早期抗原 ( e a rl y a n ti g e n
,
E A ) や E B V 粒子抗原 (vi r al c a p sid

a n ti g e n
,
V C A) な どの ウ イ ル ス 産物 が発 現する . 上 咽頭痛患者

血 清 で V C A に対す るI g G 抗体価 高値 が 高頻度で 認め られ る
8)

こ

と
, E A に対す るI g G 抗 体価陽性も認め られ る

9)
こ と が報告 され

,

さ ら に H e n l e ら
1 0)

は 上 咽頭癌患 者の 多く で 血 清 中の V C A
,
E A

I g A 抗 体価が 高値 と な る こ とを示 し た . N P C は 臨床的 には 眼

状
, 所属リ ン パ 節腫人な どで発症す る こ とが 多く, 早期診断は

困難で あ るが
,
I g A 抗体 は N P C 発生 の 段 階で す で に存在する こ

と
,

他 の E B V 関連疾患で は上 昇 し な い こ と
,

す な わ ち N P C 特

異的で ある こ と か ら診断 マ
ー

カ
ー

に川 い ら れ て い る . と こ ろ で

C o c h e t ら
lI) は上 咽頭癌腫瘍性 検材料中 に B ZL F I R N A 転写産物

や Z 蛋白 を検I

[

1 = ノ た . ま た M a r e c h al ら
1 2)

,
Y ip ら

1 3)
はE L I S A 法

をFH い N P C 患者血清 中に杭Z 蛋= 抗体を検出 し た . 本研究で は
,

卜咽頭癌患 者や そ の 他 の E B V 関連
,

非関連疾 患患者
, 健常 者

JfIL 満と Z 蛋白,
R 蛋l

′

は の 反応を調 べ
,

そ の 血清学 的診断価値

に つ き検討 した .

対象 お よび方法

Ⅰ . Z 蛋 乱 R 蛋白の 精製

1 .
プ ラ ス ミ ドの 構築

プ ラ ス ミ ドp G E N T 12 (金沢大学が ん研 究所腫瘍分子科学講座

平成9 年1 1 月 28 日受付
,

平成 1 0 年1 月 2 2 日受理

A b b r e vi ati o n s : A P - 1
,･ a Ctiv at o r p r o t ein -1; k b p ,

k il o -b a s e p air; E A
,

e a rly a ntig e n; E B V
,
E p st ein - B a r r vi ru S; G S T

,

gl u t a ti o n -S -t r a n Sf e r a s e;､
I M

,
in f e c ti o u s m o n o n u cl e o sis; N H L , n O n - H o d g ki n

,

s ly m p h o m a; N P C
,

n a S O p h a r y n g e al

C ar Cin o m a; P B S , p h o s p h a t e - b u 鮎 r e d s ali n e; P B S J r
, p h o s p h at e -b u ffe r e d s ali n e w ith t w e e n 2 0; S C C , S q u a m O u S C ell

C ar Ci n o m a; T P A
,
12 - 0 -t e t r ad e c an O yl e p h o rb ol-1 3 - a C e t at e; V C A

,
vi r al c a p sid a n tig e n



5 6

佐 藤博助教 授か ら分 与さ れ た) を発 現 ベ ク タ ー と し て 使用 し

月見 ダJ 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ドを作製 した . す な わち ベ ク タ
ー

の

グル タ チ オ ンS トラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ (gl u t a ti o n
-S -t r a n S f e r a s e

,

G S T ) 遺 伝 子 に 続く マ ル チ ク ロ ー

ニ ン グサ イ ト を制 限 酵 素

且症M で 切断 し
,

βZ エアJ 遺伝子の うち2 番目以 降の ア ミ ノ 酸 を

コ
ー

ドする D N A (金沢大学が ん研 究所腫瘍分子科学講 座佐藤博

助教授 か ら 分与さ れ た) を挿 入 し
,

ラ イ ゲ
ー

シ ョ ン キ ッ ト (宝

酒造
,

京都) を用 い て結 合 した . 得ら れ た プ ラス ミ ドを大 腸菌

ⅩL l - Bl u e 株 に取り 込ませ
,

大腸菌を 形質転換 した . B R L F l

伝子発現 プ ラ ス ミ ド
14)1 5)

は D r M a n e t (L a n o r a t oi r e d e Bi ol o gi e

M ol e c ul ai r e
,
工ダ O n

,
F r an C e) より分与 され

, 同様 に大腸 菌 に導入

した .

2 . 蛋白 の 精製

形質転換 し た大 腸菌 を37 ℃
一 晩培養 し

,
8 0 0 0 回転 / 分

,
1 0

分間遠心 して 集薗 し た . 沈殿 に1 rn M E D T A 加 カ l) ウ ム ー

リ ン

酸緩衝液 b H 7 .4) を加 え超音波で 破砕 し た , 遠心 し上 帝 を捨 て
,

沈殿 に 洗浄液 と して 4 % トリ ト ン Ⅹ
,

E D T A 加リ ン 酸緩衝 液を

加 え懸濁 した . 室温 30 分振 渡 した 後 , 遠心 に て 沈殿 を得 た .

再 度洗浄液 を加 え上 清 が 透明 に な る ま で 同様 の 作業 を行 っ た

後, 沈殿 を 蒸留水 に て 洗 浄 し
, 封 入 体 を得 , - 8 0 ℃ に て 保存

した .

1l . 血 清

金沢大学医学部附属病院耳鼻咽喉科 ,
石 川県 立中央病 院耳鼻

咽喉科 , 富山県 立 中央 病院耳鼻 咽喉科 に お い て 加療 し た N P C

を含 む頭頚部腫瘍 患者血 清
,
I M 患者血 清

,
非ホ ジ キ ン リ ン パ 腫

(n o n
- H o d g ki n

'

s l ym p h o m a
,
N H U 患者血 清, 健常者血 清 を対象

と した . さ ら に金沢大学医学部保健学 科医学検査 学講座谷内江

昭宏教授 よ り分 与 を受 けた E B V 関連疾患 患者 血 清 に つ い ても

検討 し た . N P C 患者9 例 の 患 者背景 を表1 に示 す. 治療 前が5

例, 完全寛解 後経過観察中 が3 例 , 原発で あ る上 咽頭 に は膿瘍

を認め な い が他 に転移 の あ る もの が 1 例で あ っ た . 臨床 病期分

類は UI C C の T N M 分類
16 )

に 従 っ た .

丑L Z 蛋 白抗血 清
,

R 蛋白抗血清の 解析

1 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

T o w b i n ら
17) の 方法に 準 じ ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト解析を行 っ た

.

G S T JZ 蛋白
,

G S T - R 蛋白は 不溶性 の 封 入体 で 収稽 さ れ て お り
,

2 % メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 加S D S サ ン プ ル 積衝 液 (10 m M T ri s
-

H C l p H 6 .8
,

2 0 % グリ セ リ ン
,

1 % S D S
,

ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ

T a bl e l . C li n ic o p a th o lo g l C al d a t a o f 9 p a tie nts w ith n a s o p h a r y n g e al c a r c in o m a

P ati e n t A g e H is t ol o g l C a l C li n ic al

C as e s n u m b e r ( y e ar ) S e x di a g n o sis st a g e
a) T h e r ap y ( eff e c t)

N P C p atie n ts

b e f o r e tr e at m e n t

N P C p ati e n ts

W ith o u t r e c u rr e n c e

1

2

3

4

5

′

h

U

7

0

0

n
フ

0
ノ

4

1

4

0
ノ

▲q
ノ

4

2

5

5
′

0

5

5

0

0

1

5

Q
O

′

人

U

M

F

M

M

F

M

M

F

M

U n diffe r e n ti at e d c ar c in o m a

P o o rly diff e r e nti a te d c a r ci n o m a

P o o rly diff e r e nti a t e d c a r ci n o m a

P o o rly diff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a

P o o rly di ffe re nti a t e d c a r ci n o m a

P o o rly diff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a

S C C

S C C

P o o rly diff e re n ti at e d c a r ci n o m a

T 4 N 2 c M O R a di ati o n + C h e m o t h e r ap y ( P R )

T 3 N 2 c M O R a di ati o n + C h e m o t h e r ap y ( C R )

T 4 N 2 c M O R a di ati o n + C h e m o th er a py ( P R )

T 4 N O M O R a di ati o n + C h e m o t h e r a p y ( C R )

T 4 N 2 c M O R a di ati o n + C h e m o th e r a p y ( C R )

T 4 N O M O R a di ati o n + C h e m oth e r a py ( m e t a)

T 2 N 2 b M O R a di ati o n ( C R)

T 3 N O M O R a di a ti o n ( C R)

T I N 2 c M O R a di a ti o n 十 C h e m o th e r a p y ( C R )

N P C
,
n a S O P h a r y n g e al c ar c in o m a; M

,
m ale; F

,
f e m ale; S C C

,
S q u a m O u S C ell c a r ci n o rn a ; P R

, p a rti al r e m i s si o n; C R
,
C O m plet e r e m i s si o n

a) C lin ic al s ta g e w a s d et e r m i n e d a c c o r di n g to T N M cl a s sifi c a ti o n b y U I C C
1 6 )

, T
,
t u m O r f a ct o r ; N

,
m et aS t a tic l y m p h n o d e f a c t o r; M

,
di st a n t

m et a sta sis f a c to r .

M o n o c1 0 n aI H e aIt h y

Åntib o d y

1 2

k D a

6 8 -

4 3
一 触

N P C C o nt r o1

1 2 1 2

Fi g . 1 . W e st e rn b l o tti n g wi t h Z p r ot ei n . E a c h m e m b r an e W a S

i n c u b a t e d w ith m o u s e a n ti -Z m o n o cl o n al a n tib o d y o r s e r a .

L an e l
,
K O 7 p r o t ei n a s n e g a ti v e c o n t r ol; 1 a n e 2

,
G S T IZ p r o tei n .

T h e b an d of 6 5 k D a i s a m aj o r fr a c ti o n of G S T l p r o t ei n .

k D a

6 8
-

4 3
-

1 2 3 4 5 6

Fi g . 2 . R e a cti o n of Z p r ot ei n w i th dil u t e d s e r a . T o d e t e ct th e

e n d p o i n t tit e r
,

a dil u t e d s e r a w a s i n c u b a te d w ith Z p r ot ei n ･

D il u ti o n of s e r a : 1 an e l
,
1 : 3 0;1 a n e 2

,
1 : 9 0; 1 a n e 3

,
1 : 2 7 0; 1 a n e 4

,

1 : 8 1 0; 1 an e 5
,
1 : 2 4 3 0 ;1 a n e 6

,
1 : 7 2 9 0 .



上 咽頭癌患者 に お ける抗E B ウ イ ル ス 前早期抗原抗体価

ル
ー

) に 懸濁 し
,

5 分間煮沸 し溶解 し た . Z 蛋白
,

R 蛋白 そ れ ぞ

れ50 FL g を試料 と し
,

蛋白分子量 マ
ー カ ー 高 レ ン ジ ( O n c o g e n e

R e s e a r ch P r o d u c ts , C a m b rid g e
, U S A ) と とも に10 % S D S ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に て 電 気泳動 し た 後 ブ ロ ツ テ ィ ン グ 装置

E P M - 8 4 5 1 ( ア ト ー

, 東 京) を用 い て ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜

(H y b o n d - E C I) ( アマ シ ャ ム
, 東京) に転写 した ･ 非特 異的結 合

を 阻害する た め ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ剤 (ブ ロ ッ

ク エ
ー ス) (大 日本 製薬 ,

大阪) に て 室温1 時間処理 後,
0 .0 5 %

ツ イ
ー ン 2 0

,
1 0 % ブ ロ ッ ク エ

ー ス 加 リ ン 酸緩 衝 生 理 食塩 水

b h o s p h at e
-b u fE e r e d s ali n e

,
P B S ) に て 希釈 し た患者血 清 お よ び

対照血 清 と 室温 一 晩反応 させ た
. ま た 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し

て マ ウ ス 抗Z 抗体 ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン
, 京 都) を 一

次抗体 と して

用い た . 0 .0 5 % ツ イ ー ン2 0 加P B S (P B S wi th O .0 5 % T w e e n 2 0
,

P B S -¶ に て 15 分3 回流浄 し
,

ブ ロ ッ ク エ
ー

ス に て 室温1 時間

処理 し た後 ,
P B S - T に て2 0 0 0 倍希 釈 し た ホ

ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ

ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 標 識抗 ヒ ト免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 ( ア マ シ ャ

ム) と 室温 1 時 間 反応 さ せ た . P B S - T に て 1 5 分3 回洗 浄後
,

E C L ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ検 出試薬 (ア マ シ ャ ム) に て 高

感度 ケ ミ ル ミネ ッ セ ン ス フ イ ル ム ( H Y P E R FI L M - E C L
,

ア マ シ

ャ ム) 上 に可 視化 し た .

2 .
E LI S A 法

Z 蛋白,
R 蛋白封人 体を溶解液に 懸濁 し

,
5 分間煮沸 し溶解 し

た . 可 溶化 した 蛋白 は
, 蛋白定 量キ ッ ト (日 本 バ イ オ ラ ッ ド

,

束京) を使 用 し
,

b w I y 法
18)

によ り定量 し た . Z 蛋白
,

R 蛋白を

P B S に て10 0 FL g/ m l に 希釈 し96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レ ー

ト

( ナ ル ジ ェ ヌ ン ク
,

東京) に1 ウ ェ ル あた り100 /Jl 注 入
,

3 7 ℃1

時間処理 し固相化 さ せ た . 2 5 % ブ ロ ッ ク エ ー ス 加 P B S - T に て

37 ℃2 時間処理 した後, 第1
,

2 列 に は陰性 コ ン ト ロ ー ル と して

P BS を
, 第3 列以 降に は段 階的に希 釈 した 患者 血清 お よ び 対照

血 清を 加え
,

3 7 ℃ 1 時 間反応 さ せ た . P B S - T に て3 回洗浄後 ,

第1 列 に は 陰性 コ ン ト ロ ー ル と し て P B S を
,

第2 列 以 降 に は

PB S T に て40 0 0 倍希釈 し た ホ
ー ス ラデ ィ ッ シ ュ ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ標識抗 ヒ ト免疫 グ ロ ブリ ン 抗体を加え
,
3 7 ℃1 時間反 応さ せ

た . 洗浄後
,

発色基質を加 え
,
1 N 硫 酸に て 反応を 止め4 50 n m

におけ る吸光度 を測定 し た
.
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Ⅳ . 統計学的処理

E LI S A にお ける 吸光度 は
,
嘉 ± S D を も っ て 表 し た . 各群 間

の 平均値 の 差 の 検定 に は分散分 析 (Fi s h e r
'

s P S L D 法) を用 い
,

有意水準を5 % と し た .

成 績

Ⅰ . Z 蛋白抗血清測定

1 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

大腸 菌蛋白 合成系を利用 し精製 し た G S T qZ 蛋白を抗原 と し
,

患者
,
健常 者血清と の 反応を調 べ た (図1) . 陽性 コ ン ト ロ ー ル

と して 使 用 した マ ウス 抗 Z モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体で 認識さ れ た バ

ン ド パ タ ー ン と 同 じ バ ン ドを 示すも の を陽性 と した . G S T は

27 k D a
,

Z 蛋白は38k D a で あり , G S T Z 蛋白は65k D a と な る が ,

こ の 主 バ ン ドの 他 に
,

Z 蛋白は 不安定で あ る た め 崩壊 した小 さ

な 蛋白 を認 識 し た バ ン ドが 出 現 し て い る . 結果 を 表2 に示す .

担痛 N P C 患者血 清で は 6 例 全例 に バ ン ドの 出現を認め た が
, 寛

解 後経過観察 中の N P C 患 者血 清で は 3 例中1 例 (33 % ) で の み
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tr e a t m e n t r e c u r r e n c e

Fi g . 3 . E LI S A a n aly sI S W ith Z p r o t ei n . T h e e a c h a b s o r pti o n at

4 5 0 n m a n d th e x ± S D w e r e sh o w n .
* p < 0 .0 5 b e t w e e n th e

g r o u p s b y Fi s h e r
'

s P I ,S D t e st .

T a ble 2 . D e te c ti o n o f a n ti - Z ,- R s e ra fr o m p a ti e n ts i n diffe r e n t p at h o l o g le S

E x a m i n e d c a se s

N P C b e f o re t re a t m e n t

N P C w ith o u t r e c u rr e n c e

I M

N H L

N e c k l y m p h n o d e m et a st a sis

H e ad a n d n e c k c a n c e r

H e m o p h ag o c ytl C ly m p h o hi sti o c yt o sis

C M L

L y m p h o h m a wi th c h r o ni c a c ti v e E B V

L G L

L e u k e m i a

H e alth y c o n t r ol

N u I n b e r o f N u m b e r ( % ) o f d e te cti o n -

P O Siti v e p a ti e n t s

e元a m i n e d A n ti - Z a n tjb o di e s A n ti - R a n tib o di e s

′

0

3

エ
U

5

つ
】

っ
J

つ
ム

2

つ
ム

l

1

5

6 ( 10 0 ) 6 (1 0 0)
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1 ( 5 0) 1 ( 5 0)
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0 ( 0) 0 ( 0)
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2 ( 10 0 ) 1 ( 5 0)

1 ( 1 0 0) 1 ( 10 0)

1 (10 0) 1 ( 10 0)

0 ( 0) 0 ( 0)

N P C
,
n a S O p h a ry n g e al c ar ci n o m a; I M

,
i n fe cti o u s m o n o n u cl e o s is ; N H L

,
n O n - H o d gk in

'

s ly m p h o m a; C M L
,

C h r o ni c m y el o c yt l C l e u k e m i a; E B V
,

E p s te in - B ar r v ir u s; L G L
,
1y m p h o p r o lif er ati v e dis e a s e of g r an u la r

ly m p h o c yte .
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バ ン ドを認 め た . I M
,

N H L 患 者血清 で はZ 蛋白 の バ ン ドは 確

認 され なか っ た . 頭頚部腫瘍患 者で は
, 鼻月空腫瘍1 例 と 喉頭癌

1 例で バ ン ドを認め た . 健常者 で は バ ン ドは認 め な か っ た .

陽性例 は さ ら に 血清を段階希釈 した もの を 反応 させ
,

バ ン ド

が 確認で きる 限界の 濃度を調 べ た (図2) . N P C 患者で は そ の 他

の 疾患で の Z 抗 血 清陽性例 より低濃度ま で バ ン ドが 確認可 能 で

あっ た (表3) .

2 . E u S A 法

患 者各群 の 吸 光度 を 図3 に示す . 各群の 吸 光度 及び斎 ± S D

で 表 した . N P C に お い て
,

担痛状態 の 患者 は 寛解 後の 患 者 に

T a ble 3
.

D e t e cti o n of a n ti - Z a n d - R a n tib o d y tit e r s

比 べ 吸光度 の 平均 は有 意 に高値を 示 した . I M 群
,

N H L 群
, 頭

頚部腫瘍点者 と健常 者か ら な る コ ン ト ロ
ー

ル 群 と は有意差 は認

め な い も の の
, 担痛 N P C 恩者 は 高 い 吸光 度 を示 す傾向が あ っ

た .

Ⅱ . R 蛋 白抗血 清測 定

1 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

Z 蛋白抗 血 清解析 と 同様 に
,

大腸菌 にて 合成 し た G S T R 蛋白

を抗原と し
,
患 者

,
健常者 血清と の 反応 を調 べ た . R 蛋白 に対

す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 は なく , 判定 は 蛋白分子 量 に よ っ た .

R 蛋白 は 94 k D a で あり ,
G S T - R 蛋白 は 12 1 k D a と な る . 担痛

P atie n t

n u 皿 b e r

D i a g n o sis

A n tib o d y tit e r s
a)

Z R

1

2

3

4

5

6

7

B

9

1 0

1 1

12

13

14

1 5

1 6

1 7

18

N P C b ef o r e t r e at m e n t

N P C b ef o r e t r e at m e n t

N P C b e n )r e tr e at m e n t

N P C b ef o re t r e at m e n t

N P C b ef o r e t re at m e n t

N P C b ef o r e t r e a t m e n t

N P C w ith o u t r e c u r r e n c e

N P C w it h o u t r e c u r r e n c e

N P C w it h o u t r e c u r r e n c e

N H L

N e c k ly m p h n o d e m e ta s ta sis

N a s al u n diff e r e ntia te d c a r c in o m a

L a け n g e al S C C

C M L

T ly m p h o m a w ith c h r o n ic a c tiv e E B V

N K ly m p h o m a w ith c h r o ni c a c tiv e E B V

L G L

N K le u k e m i a

1 : 8 1 0 1 : 2 7 0

1 : 2 4 3 0 1 : 2 4 3 0

1 : 2 0 0 0 1 : 2 0 0 0

1 : 4 0 0 1 : 2 0 0

1 : 1 6 0 0 1 : 8 0 0

1 : 27 0 1 : 27 0

< 1 : 10 < 1 : 1 0

< 1 : 1 0 < 1 : 1 0

1 : 2 43 0 1 : 8 10

< 1 : 1 0 1 : 3 0

1 : 3 0 1 : 3 0

1 : 3 0 1 : 3 0

1 : 3 0 1 : 3 0

1 : 3 0 1 : 3 0

1 : 2 7 0 < 1 : 10

1 : 7 2 9 0 1 : 7 2 9 0

1 : 9 0 1 : 9 0

1 : 3 0 1 : 3 0

N P C
,

n a S O P h ar y n g e al c ar c in o m a; N = L
,
n O n

- H o d g ki n
T

s l y m p h o m a; S C C
,

Sq u a m O u S C ell c ar ci n o m a ; C M L
,

c h r o ni c m y el o c y tl C l e u k e m i a; E B V
,

Ep st ei n
- B a r r v ir u s ; L G L

,
1y m p h o p r olife r ati v e dis e a s e o f g r a n ul a r

ly m p h o cy t e ･

a) A n tib o dy tit e rs w e r e r e p r e s e n te d b y t h e a nti s e r a e n d p o in t dil u tio n w it h Z o r R b a n d r e c o g n i z e d i n w e ste m

bl o ttin g .

N P C I M N H L C o n t r o J
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fr o m N P C p ati e n ts
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I M p a ti e n t s

,
N H L p a 鮎 n t s

,
O r C O n t r O I s b a ti e n ts w i th h e a d a n d n e c k c an C e r an d h e alt h y c o n t r ol) ･ h e l
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K O 7 p r o tei n
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N P C 患者で は 陰性 コ ン トロ ー ル と して使用 し た KO7 蛋白で は 認

め られ な い
, R 蛋白特異 的な121 k D a の バ ン ドを認め た (題目) .

こ の 場 合も主 バ ン ドの 他に崩壊 した 蛋白 に対応する と考え られ

る分子量の ′トさ な バ ン ドが 多数出現 した . 1 M 患者,
N E L 患者,

コ ン トロ
ー ル 群 で は K O7 蛋白と R 蛋白 をと もに 認識する バ ン ド

の 出現 は認め た が
,

R 蛋白特異的 な1 21 k D a の バ ン ド は認 めな

か っ た . 結果 は表2 に 示す . 担 癌 N P C 患者6 例
, 経過観察 中1

例 で R 蛋白と考え られ る バ ン ドを認め た . 頭頚部腫瘍患者で は ,

敵性膿瘍1 例 と喉 頭癌1 例で 同様の バ ン ドを認 め た .
こ れ ら の

症例 は仝例Z 蛋白抗 血清陽性で あ っ た . ま たZ 蛋白と の 反応を

認め なか っ た N 甘L 愚者1 例で R 蛋白と 考えら れ る バ ン ドが 確認

さ れ た . 健常者血清 で は バ ン ドを認 め なか っ た
.

R 蛋白 に つ い て も
,

陽性例で は血 清を段 階希釈 し バ ン ドが 確

認 で き る 限界の 濃度を調 べ た と こ ろ
, 担 癌 N P C 患者で は他 の

群の 陽性例 より低濃度まで バ ン ドを認め た (表3) .

1 8 0

1 6 0

1 4 0

1 Z O

く 1 0 0
⊂れ

葛 8 0

¥ 6 0

4 0

2 0

0

-Z O

0

与8 ｡ ｡ 卓≡ 争3

N PC NP C I M N = L C o n tr o I

b e fo r e w ith o u t

tr e a t m e n t re C U r re n C e

F ig . 6 . An ti⊥V C A -I g A / -I g G a n tib o d y tit e r of p ati e n ts ･ T h e e a c h a n tib o d y tit e r a n d th e i 士 S D w e r e sh o w n ･
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E A _ D ネ

E A - R 十

ヰ
L at e p r ot ei n

V C A ■

M A ネ
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2 . E L IS A 法

患者各群 の 吸光度を 囲5 に示す . 担痛 N P C 患 者群 はI M 群
,

コ ン ト ロ
ー

ル 群に 比 べ 有意 に高い 平均値 を示 した . ま た N P C

経 過観察群 や N H L 群 と は有意差 は 認め ない も の の
,

こ れ ら の

群より高値を示す傾向 にあ っ た .

Ⅱ . 抗V C A 抗体価測定

N P C 患者,
I M 患 者,

N H L 患 者,
原発不明頚部 T

) ン パ 節転移

患者で は試料 と した血 清で V C A -I g A ,
V C A ,I g G を測定 して お り,

図6 に 示す . 担痛 N P C 患 者で は他群 に比 べ 抗体価は 高値 を示 し

て い た .

考 察

d e S c h r y v e r ら
1 9)

や H e nl e ら
20 )

は
, 間接 蛍光 抗体 法 に よ り

N P C 患者で は V C A -I g G が 存在 し しば しば高値を と る こ と
,

E A ･

I g G も と も に高値 を と る こ と が 多い と 報告 して お り
,

そ の 後

H e nl e ら
2 1)

は
, 抗 V C A 抗体価

,
抗 E A 抗体価 は腫 瘍量 と 関連 し

てお り, 治療前の 腫瘍量が多い ほ ど抗体価も高値 を 示 し, さ ら

に治療後数年経過 する と 抗V C A 抗体価 は著明 に 減少 し, 抗 E A

抗体 は検 出さ れ なくな っ た と 報告して い る . ま た W a r a ら
22)

に

よ る と N P C 患 者で は 血清I g A レ ベ ル が 上 昇 し
,

H e nl e ら
1 0)

は

N P C 患者血清 に お い て V C A -I g A ,
E んI g A が 高値 と なる と報告

した . I g A 高値 と な る原 因は不 明で ある が
,
I g A が E B V と結合

する と上 皮細胞 の I g A 輸送機構 に より 感染 が促 進 され る と い

う報告 が ある
2 3)

. v c A -I g A ,
E A -I g A は発症時すで に存在 して お

り,
こ の 上昇 は他 の E B V 関連疾患 で は認 め に くく N P C 特異性

が 高い こ と
, 寛解 後は低値を とる が 臨床的再発 より早期 に抗体

価上 昇を認 め る こ と が ある な ど の 理 由か ら
,

臨床 的 に N P C の

病勢の 指標 と して 用い られて い る
24 )

. 今 回検討を加 えた 症例 に

つ い て も これ ま で の 報告 と 同様 に,
V C A -I g A ,

E A -I g A は担 癌

N P C 患 者で 高値を示 し, 寛解後 の 患 者で は 低値 とな っ て い た .

また その 他 の 疾患 で は陰性 また は ごく 軽度 の 上 昇 を 示 して い

た .

E B V は咽頭上皮 に初感染 した後,
B リ ン パ 球に感染 し潜伏感染

の 状態となる . E B V 感染B リ ン パ 球で は
,
試験管内で はテ トラ デ

カ ノイ ル ホ ル ポ
ー ル ア セテ

ー

ト (12 -

0
- te t r a d e c a n o y l e ph o r b o l- 1 3 -

a c et a te
,
T P A )

25 ) 2 6)
や免疫 グ ロ ブ リ ン の 架橋

27)
な どの 刺激 に より

ウイ ル ス 複製サ イク ル に 入 る こ とが 知 られ て い る
.

こ の 潜伏 感

染か ら ウイ ル ス 複 製サ イ ク ル へ の 移行はZ 蛋白 や R 蛋白 の 発現

が引き金 と な る
4)5)2 8)

. z 蛋白は制 限酵素 β仇 研HI 断片Z 左 向き読

み取り枠1 番目で あ る且ZL F J 遺伝子 に コ
ー

ドされ る38k D a の ウ

イ ル ス 性 転写調節 因子 で あり, 同種二 量体を 形成 して D N A に

結合す る . R 蛋白 は月見L F上達伝子 に コ
ー

ドさ れ る96k D a の ウイ

ル ス 性転写調節 因子 で ある . これ らの 蛋白は前 早期プ ロ モ ー タ

ー

によ り誘導 さ れ る . そ の うちZ プ ロ モ ー

タ
ー は1 キ ロ 塩基対

O Lil o b a s e p ai r s
,
k b p) の メ ッ セ ー ジを転写する が

,
こ れ はZ 蛋

白の み を誘導 し
,

R プロ モ ー タ ー は Z 蛋白 と R 蛋白 を 誘導す る

2 .8k b p の メ ッ セ ー ジを転写する
14 )

. また い ずれ の プ ロ モ
ー

タ
ー

もZ 蛋 白応答配列 を含み
,

Z 蛋白は 自己プ ロ モ
ー

タ
ー を活性化

する の み な らず R プロ モ
ー

タ
ー

か らの 転写を宙性化す る こ と に

よ りR 蛋白も誘導する
29)30)

. m や免疫 グ ロ ブ リ ン の 刺激 を受

ける とプロ テイ ン キナ
ー

ゼ C が 活性化 さ れ
,

こ の シ グナ ル は 細

胞性転写 因子で あ る活性化黄白- 1 (a cti v a t o r p r o t ei n
-1

,
A P - 1) を

活性 化す る . さ ら に A P -1 がZ プ ロ モ ー

タ
ー

に あ るT P A 応 答配

列を介 して βZ乙ダJ 遺伝子 の 発現 を活性 化す る . これ が 自分白

身 の Z プ ロ モ ー

タ
ー

お よ び R プ ロ モ ー

タ
ー

を活性 化 し
,

Z 蛋白

お よ び R 蛋 白が 誘導 さ れ る
31) 3 2)

. 感染様式 の 変換 は細胞系 に よ

り異なり
,

ウ イ ル ス 複製 サ イ ク ル で の 複 製開始点で あ る o r才b rt

を活性化 す る の はZ 蛋白の み と さ れ
33)

リ ン パ 球系 で は Z 蛋 白は

それ 単独で ウ イ ル ス を潜 伏感染状態 か ら複製 サ イ ク ル へ と 移行

させ る こ と が で きる が
,

上 皮系細 胞で は R 蛋白 に よ る Z プ ロ モ

ー タ ー 活性促進 も重要 で あ る
7)

. こ れ ら2 つ の 前 早期蛋 白が 相

乗 的に働 い て 早期 蛋白 の プ ロ モ
ー

タ
ー を 活性化 し

,
E A な どの

早期 蛋白発 現が 誘 導さ れ
, 続 い て V C A な ど の 後期蛋白発 現が

誘導 さ れ て
27)

ウ イ ル ス 粒子 が 産生 さ れ る ( 図7) . 本研 究 にお い

て は
,

E A
,

V C A に 対 して 臨床で 日常的 に行 わ れ て い る如く , Z

蛋白
,

R 蛋白 の 発現量 を そ れ ら に 対す る血 清抗体 価 を測定する

こ と によ り評価 し た .
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法の 結果か ら

, 担癌

N P C 患者 で は 仝例 抗Z 蛋 白抗 体陽性で あり
, 高い 希釈倍率で も

検出 し得, 抗体価 の 上昇 を認 め た . これ に比 べ
, 寛解後経過観

察中の N P C 患者 で は抗 Z 蛋 白抗体 陽性 は3 例 中1 例 (33 % ) に と

どま っ た . また E B V 関 連疾患 で あ るI M 患 者血 清で は仝例 で抗

Z 蛋白抗体を認 め ず
,

そ の 他 の 頭頚部痛患 者や 健常者 に よ る コ

ン ト ロ
ー ル 群 で も陽性例 は 13 例 中2 例 (15 % ) の み で あ っ た .

I M 患 者で は
,

咽頭上 皮 に 初感染 した E B V が B リ ン パ 球 に感 染

しこ れを不 死化 し てお り
,

こ の 不 死化B リ ン パ 球 に 対する細 胞

障害性 T リ ン パ 球 の 免疫 反応 が 症状 を引 き起 こ して い る . 今回

I M 患 者で 抗Z 蛋白抗体を認 め なか っ た 理 由と して
,

T リ ン パ 球

に よ り不死 化 B リ ン パ 球 が 速や か に排 除さ れ
, 抗Z 蛋白抗体上

昇を 引き起 こ す ほ ど の 抗原提 示が な か っ た 可能性が あ る .
コ ン

ト ロ ー

ル 群で の 陽性例 に つ い て は
,

非 E B V 関連疾患患 者や 健

常者 の 数 % で V C A -I g A 陽性 と の 報告
2 4)

が あり , E B V 関連疾患

に限 ら ず多少 の ウ イ ル ス 複 製サ イ ク ル は 起き て い る と 考え ら

れ る
34)

. 頭頚 部痛患者 で の 陽性例の うち1 例 は 喉頭癌患者 であ

るが
,

3 年前 に 胃痛 の た め胃切 除を受 けて お り
, 胃癌 と E B V と

の 関連も あり 得 る . 原発 不明頚部 リ ン パ 節 転移患 者2 例 の うち

1 例 でZ 蛋 白抗 血清 陽性 で あ っ たが
,

上 咽頭所 見は 問題 なく 生

検で も腫瘍 は発 見 され なか っ た .
こ れ ら の 患 者で は 宿主の 免疫

能低 下 に よ る ウ イ ル ス 再活 性化 を反 映 し て い る可 能性が ある

が
, 抗体 価は N P C 患者 の そ れ と 比べ 軽微 な上 昇 の み で あ っ た .

R 蛋白抗血清 陽性例 は抗 Z 蛋白抗体陽性例 と ほ ぼ
一

致 し
, 担痛

N P C 患者で は や はり 高値を と る傾向 があ っ た . N H L 患 者1 例で

抗Z 蛋白抗体 陰性 , R 蛋 白抗 血 清 陽性 で あ っ た . E L IS A 法 によ

る 検討で は
, Z 蛋白 の 場 合,

N P C 担病状 態と 寛解後で は吸 光度

に有 意差を 認 め
,

ま た 担 癌 N P C 患者 をI M 患 者や N H L 患 者,

頭頚部 温瘍患 者 と 健常 者か ら 成 る コ ン ト ロ ー ル 群 と比 較す る

と
, 有意差 は な い も の の 高 値 を と る傾 向が あ っ た . R 蛋白 の 場

合も担痛 N P C 患者 は他 の 群 より高値 をと る傾向 が み ら れ ,
I M

群 ,
コ ン ト ロ ー ル 群 と は 有意差 を認 め た . 以 上 よりZ 蛋白 ,

R

蛋白に 対す る N P C 患者 血 清 の 反応 は病勢 を反映 す る と示唆 さ

れ る . そ こ で 抗 V C A 抗 体価 と 比較 し た と こ ろ
,

N P C 患者 で

V C A -I g G が 陰性 と され る64 0 倍未 満の 例 で も抗Z 蛋白
,

R 蛋白

抗体 が検 出 さ れ た . さ ら に抗 Z 蛋 白,
R 蛋 白抗 体陽性 例 で 抗

V C A 抗体 が測 定さ れ て い た もの で は 全例V C A ,I g A 陽性で あ っ た

が
,

V C A -I g A 陽性 と な っ て い た N H L 患 者で は 抗Z 蛋白
,

R 蛋白

抗体 は 認め ら れ なか っ た . よ っ て N P C に対 する 特異性 は抗Z 蛋

白,
R 黄白抗体 の 検出 の ほう が V C んI g A よ りも高い 可 能性が あ

る と い える .
こ の 理 由 と し て 次 の よう な説 明 が 考 え ら れる .

V C A
,

E A に対す る 抗体 価 は腫 瘍内 で散発 的 に複 製サ イ ク ル に



上咽頭痛患者 にお ける抗 E B ウイ ル ス 前早期抗 原抗体価

入 っ た腫瘍細胞数を反映 する と さ れ る の に村 し, Z 黄白 はT P A

応答配列を 介 して細胞性 国子 を転写活性化 する ほ か
, p 5 3 蛋白

依存性 の 転 写活性化を抑制 し たり , 細 胞性 N F - 〟 B を不括化す

る な ど細胞 因子 と の 相互 作用が 認め られ て い る
3 5) 3 6)

. ま た R 蛋

白は網 膜芽細胞脛 ( r e ti n o b l a st o m a) 蛋白 と結合 し細胞転写因子

E2F を遊離さ せ る こ と に より細胞 周期に 影響 を及ぼ す. すな わ

ちZ 蛋白,
R 蛋白の 発現が 種 々 の 細 胞性 因子 の 発現 に影響 を 及

ぼ し
,

細胞 の 機能が 阻害 さ れ膿瘍形成 に 関与す るの で はない か

と考えら れ る . ま た ウ イ ル ス が 複製サ イ ク ル に は い る と
, 最終

的に宿 主細 胞は 崩壊 する こ と に な る は ず で あ るが
,

N P C な ど

の 腫瘍細胞が消失 しな い の は ウ イ ル ス の 複 製サ イ ク ル が 完結 さ

れ な い で 終了 して い る た め で ある と い う 可 能性 が ある . 実際 に

Z 蛋白の 発現が 必ず しも早期, 後期 蛋白を誘導 しな い とい わ れ

ており
,

M a r tel - R e n oi r ら
3 7)

は
,

N P C 生 検 標本で の E B V 複製サ

イク ル 遺伝子発 現 パ タ
ー ンが 細胞 に よ り様 々 で あ っ た こ と か

ら
,

N P C で は E B V 複製サ イ ク ル は し ば しば 不完全 に終 わ る と

結論 して い る . 従 っ て発癌 と の 関与 の 可 能性の 高 い Z 蛋白 ,
R

蛋白と い っ た前早期蛋白の 発現は
, しば し ば誘導 され ずに 終わ

る早期,
後期蛋白 の 発現 より鋭 敏 に N P C の 病 勢 を反映す る と

考えら れ る . と こ ろで N P C 患者 にお ける Z -I g G を測定 し た Yi p

ら
13)

は
,

治療前の 抗体価に よ る 群別で は 生 存率 に差を認め なか

っ た が
,

治療後 の 抗体価 の 高低 に より長期生存率 に有意差を認

め
,

また遠 隔転移を起 こ した例で は抗体価 は再 上昇 し た と報告

して おり , 抗Z 蛋白抗 体価 測定 は治療後 の N P C 患者 の 予 後因子

と し て の 有用性 を強調 して い る
. 今 回検 討 した 経過観 察中 の

NP C 患 者で は抗Z 蛋白
,

R 蛋白抗体 陰性 例もあ れ ば高 い 抗体価

を示す例 もあり, 今後の 経過 に関心 が持 た れ る .

コ ン トロ
ー ル 群の うちE LI S A 法で 高 い 吸 光度を示す患者 は

,

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で はZ 蛋白 と異な る パ タ
ー ン の バ ン ドを

多く認 め て お り
, 抗原蛋 白の 精製 に課題 が 残る と 考え ら れ た .

E LI S A 法 は 簡便 で あり患 者の ス ク リ
ー

ニ ン グ に適 し て い る が ,

結果を吸光度で 検出する た め 上 記の よ う な理 由 によ り特異性 が

低く な る可 能性が あ る .
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 は バ ン ドパ タ

ー

ン で確認で きる ため 特異性 は 高い が ,
サ ン プ ル 数が 多い 場合解

析 に時間を 要す る
. 今 回 こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り

,
N P C に

おい て Z 蛋白,
R 蛋白 に対 する抗体 価測定 の 有用性 が 認め られ

た . 今後症例数を増 や し
,

さ ら に 同 一 患 者の 長期経過観察を行

い 抗体価 の 変動 と 臨床像 と の 比較 を行う こ と に より
,

診断 的価

値 に加え予 後判定 因子 と して の 価値 を検 討する必 要が ある . ま

た抗V C A
,

E A 抗 体で はI g G とI g A で の 感度 の 差が研 究 さ れ て

おり, 今 回はZ 蛋白, R 蛋白に 対す る ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン を 一

括 し て測 定 し N P C に対す る 有用性 を認 め た が
, 今後 こ れ ら の

蛋白 に つ い て もIg G
,
I g A を個 別 に測定 しそ の 感度 に つ い て比

較す べ きで ある と思 われ る .

結 論

E B V 且ZエダJ
,

且足び
､

J 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ドを 大腸 菌に 導入

し
,
Z 蛋白

,
R 蛋白を精 製 した .

こ れ を用 い て上 咽頭痛患 者血

清
,
I M 患者血 清, N H L 患 者血 清, 頭頚部腫 瘍患 者血清, 健常

者血清 に お い て Z 蛋白
,

R 蛋白に 対する 抗体価 をウ エ ス タ ン プ

ロ ッ ト法,
E u S A 法で 調 べ

,
以下 の 結論 を得た .

1
. 担痛 N P C 患者全例 にお い て Z 蛋白 に対 す る反応を 認め

,

寛解後 の 患 者と の 間に 有意差を認 め た . I M 患 者
,

N ⅢL 患 者,

頭領部膿瘍患者 や健常者 か ら な る コ ン トロ ー ル 群に比 べ て も有
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意差は な い もの の 高 い 反応を示 した .

2 . 担痛 N P C 患者 仝例 に お い て R 蛋白 に 対する 反応 を認 め
,

コ ン ト ロ
ー ル 群 と の 間に 有意差を認 め た . 寛解 後の 患者,

I M

患者
,

N K L 患 者に比 べ て も有意差 はな い が 高い 反応を示 した .

3 . Z 蛋白
,

R 蛋白を検 出で き る血清最終濃度を 測定 した と こ

ろ
, 担 痛 N P C 患者 で は低濃度 で も検出可 能 で あり

, 抗 体偶 の

高度上昇を認 めた . そ の 他 の 疾患患者で は抗体価 上昇 は軽微で

あ っ た .

4 . 抗 V C A 抗体価と 比較す る と
,

V C A ･I g G 陰性担痛 N P C 患者

で 抗Z 蛋白
,

R 蛋白抗体が 検出さ れ た . V C A -I g A 陽性 N H L 患者

血 清で 抗Z 蛋白
,

R 菜白抗体 は検出され なか っ た . こ の こ とか

ら抗Z 蛋白
,

R 蛋白抗体価上 昇の N P C 特異性が 認め ら れ た .

以上 より
,

Z 蛋白,
R 蛋白 に対す る N P C 患者血 清の 反応 は病

勢 に対する有 用な指標と なる可能性が ある と示唆さ れ た .
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