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上 咽頭癌 に おけ る E p st e i n- B a r r ウイ ル ス (E p s t ei n
- B a r r v ir u s , E B V ) の 関与を , 病理組織学的に E B V 遺伝子産物 を検

出す る こ と に よ り検討 した . ま た
, 癌抑制遺伝子産物 p 53 蛋 乱 癌遺伝子産物 b cl-2 蛋白の 検出も試み ,

こ れ らの 上 咽頭癌 へ

の 関与お よ び E B V と の 関連を 検討 した . E B V が コ
ー

ドする核内小 R N A ( E B V e n c o d e d s m a11 R N A s , E B E R s) お よび 初期遺

伝子 B H L F に 対す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ
ー

ブを 用い て生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ
ン (i n s
.
it u h yb rid iz a ti o n) を行 っ

た . ま た
, 潜 伏 感染遺伝子 に コ

v ド さ れ る 潜伏膜蛋 白 1 (1a te n t m e m b r a n e p r o t ei nl , L M P l) , E B V 関 連 核 抗原 2

(E B V- a S S O Ci a t e d n u cle a r a n ti g e n 2 , E B N A 2) , 増殖 サ イ ク ル の 前初期遺伝子に コ
ー

ド され る BZ L F l 蛋白 , p 5 3 蛋 白お よ び

b cト2 蛋白 に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い て 免疫組織化学染色を行 っ た . 上 咽頭癌56 症例 中 ,
E B E R s 陽性 は4 6 例 (8 2 % ) ,

B H L F 陽性は 6 例(11 % ) , L M P l 陽性は17 例 (3 0 % ) , B Z L F l 蛋白陽性は18 例(32 %) で あ っ た . E B N A 2 は 全例で 陰性 であ っ

た . 世界保健機構 の 上 咽頭癌病理組織分顆別 に は , 分化型非角化癌 で ほ32 例中3 0 例(94 %) , 未分化癌 で ほ17 例中16 例 (94 %) に

お い て E B E R s が 陽性で あ っ た が , 扁平上 皮癌 5 例お よ び腺病 2 例で は E B E R s は 陰性で あ っ た . 上 咽頭癌組織か ら P C R 法

を 用 い て E B V- D N A を増幅 した と こ ろ , 分化型非角化癌24 例 中22 例 (92 %) , 未分化癌13 例全例で E B V
- D N A の 検出が み られ

た が , 扁平上 皮癌 3 例お よび 腺癌 2 例か らは 検出され な か っ た . こ れ らの 結果か ら分化型非角化癌 と未分化癌 に お い て E B V

の 密接な 関与が証明 され ,
E B V の 潜伏感染遺伝子 の 発現様式 に よ る分類 で は , 1 型で ある こ と が示 され た . b c ト2 蛋白陽性は

50 例(89 %) で あ っ た が ,
そ の 発現は L M P l の 発現に依存 して い な か っ た . 潜伏感染か ら増殖 サ イ ク ル へ の ス イ ッ チ 故能を有

す る B Z L F l 蛋 白は主 に 細胞質に 発現 して お り ,
B H L F の 発現がわ ず か に 散在する の み である こ と よ り , B Z L F l 蛋白の 発現が

あ っ ても増殖 サ イ ク ル に は移行 して お らず , 細胞質 に 発現 した B Z L F l 蛋白 は ス イ ッ チ 機能を 有さ な い と考 え られ た . p 5 3 蛋

白陽性ほ31 例 (55 %) で あ っ た が , そ の 発現ほ B Z L F l 蛋白 の 発現 と相関 して お り( p < 0 .0 0 1) , 両 者の 相 互作用 が B Z L F l 蛋白

およ び p 5 3 蛋 白の 機能低下をもた ら し, 発癌 の
一

因に な り う る こ とが 病理組織学的に 示 され た .

K e y w o r d s n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a , E p st ei n
- B a r r v ir u s

, p 5 3 , b cl-2 , hi st o p a t h ol o gi c al st u d y

E p s t ei n-B a r r ウイ ル ス (E p s t ei n- B a r r vi r u s , E B V ) は ,
1 96 4 年

に E p s t ei n と共 同研究者であ る B a r r らに よ りバ
ー

キ ッ ト リ ン

パ 腫培菱細胞中に 発見 され た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 に 属する ウイ

ル ス で ある
1)

. 他の ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 同様潜伏感染を特徴と し

て お り, E B V 抗体保有率は 2 ～ 3 歳 で70 ～ 8 0 % に 達 し , 成 人

ではほ ぼ100 % で ある . ヒ ト の 病因 ウイ ル ス と し て , 思春期 に

初感染す ると 伝染性単核症を起 こ す こ と が 知 られ て い る . こ の

ように ヒ ト へ の 普 遍性 を持 つ
一

方 で ,
E B V を 正 常 ヒ ト B リ ン

パ 球に 試験管内 面 りか 0) で 感染 させ ると 芽球化 し無限増殖を

起こす こ とか ら
, 造腫 瘍性 とも関連づけ られ て い る . 現在の と

ころバ ー キ ッ トリ ン パ 腫を は じめ とす る リ ン パ 球増殖性疾患や

ある種の 固形癌 へ の 関与が 考 え ら れ て い る . 固形癌 に お い て

は
t 上 咽頭痛と の 関連が , 血 清抗 E B V 抗体価の 上昇 な どの 血

清免疫学的手法
2)

,
サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る腫瘍組織 に おけ る

E B V -D N A の 証弓即) な ど の 分 子生物学的方法 , 潜 伏 膜蛋白

(l at e n t m e m b r a n e p r o t ei n , L M P ) や E B V 関連核抗原 ( E B V-

a s s o c i at e d n u cl e a r a n tig e n , E B N A ) な ど E B V 関連蛋白に 対す

る免疫プ ロ ッ ト法
4〉

,
E B V- D N A に 対する生体内局所 ハ イ プリ ダ

イ ゼ
ー

シ ョ ン (i n si t u h y b ridi z a ti o n ,
IS H ) 法

5)

等に よ り明 らか に

な っ た . さ ら に ,
上 咽頭癌は粘膜下 に 浸潤 し上 咽頭原発巣が早

期 に 発見さ れ る こ と が少 ない う え に , 組織学的に 低分化型扁平

上皮癌や未分化痛が多く , 原発部位 不 明 の ま ま頸部リ ン パ 節に

転移を きた すこ とも多い . 中川飢 ほ , 上 咽頭癌 と E B V の 密接な

関連を原発部位不 明 頸部 リ ン パ 節転移癌 の 診断に 応用し , 報告

した .

j咋3 遺伝子は , D N A 腫瘍ウ イ ル ス で あ る シ ミ ア ン ウ イ ル ス

(si m i a n vi r u s , S V ) 4 0 の 遺伝子 に よ り ト ラ ン ス フ ォ ー ム させ た

マ ウ ス の 癌細胞 で S V 4 0 ラ ー ジT (1 a r g e T) 抗原 と複合体を形成

する細胞側の 蛋白質の 遺伝子 と して 単離 され た
T}

. 現 在 で は ,

♪53 遺伝子は癌抑制遺伝子と して 認識 され て お り, 大腸癌
8)

, 胃

痛
9)
, 肺癌

10)
, 乳癌

Il)
を ほ じめ とす る多く の 悪性腫瘍 に お い て ,

高い 頻度 でそ の 変異が 報告され て い る . 変異型j咋3 遺伝子 産物

平成 7 年1 2 月1 4 日受付, 平成 8 年1 月2 4 日受理

A b b r e via ti o n s : b p , b a s e p air ; C T L , C y t O t O Xi c T ly m p h o c y t e ; E A , e a rly a h tig e n ; E B E R , E B V e n c o d ed

S m all R N A ; E B N A , E B V - a S S O Ci a t e d n u cle a r an tig e n ; E B V , E p s t e 血 B a r r vi r u s ; F I T C , fl u o r e s ? ein

is ot hi o c y a n a t e ; H I V , h u m a n i m m u n o d effici e n c y vir u s ; IS H , i n sit u h y b ridiz atio n ; L C L , 1y m p h o bl a st oid c e ll
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で あ る変異型 p 53 蛋白ほ t
核 内に 蓄積 され るた め 免疫組織学的

に 同定する こ と が で き ,
パ ラ フ ィ ン 包嘩 標本を用い た レ ト ロ ス

ペ ク テ ィ ゲな追跡 が 可 能 で ある . そ の
一 方で , 野 生型 p53 蛋白

は - D N A 損傷時 に 誘導 され て細胞を Gl で 停止 させ ,
D N A 合

成前 に 修復 させ る と とも に , 修復で きなか っ た細胞 ほ ア ポ ト
ー

シ ス ( a p o p t o si s) を起 こ させ て 除去す る作用も持 つ
1 2j

. b cl-2 遺伝

子ほ埴胞性 B 細胞 リ ン パ 腫 に 高率 に 認 め ら れ る染色体転座 t

(1 4 ; 1 8) ( q 3 2 ; q 2 1) の 解析 に よ っ て 発 見さ れ た 癌遺伝子 であ

る
13)

. わcト2 遺伝子は ,
ニ の 染色体異常 に よ っ て 免疫 グ ロ ブ リ ン

H 銀 (I g H ) 遺伝子 と融合 し , I g H ロ ー カ ス i こ存在す る ェ ン ハ ン

サ ー

に よ っ て 活性化 され 癌化 に 関与 して い る と考 え.られ て い

る .

近年 ,
E B V 潜伏感染 に 発現 され る既知 の 遺伝子産物 に 加 え ,

E B V が コ ー ドす る 核 内 の 小 R N A (E B V e n c o d e d s m a11

R N A s , E B E R s) が 発見 され た . 上 咽頭癌に お ける E B V の 関与

に つ い て
I
E B V 遺 伝 子産物 に対す る プ ロ

ー ブ お よび モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗 体を 用 い て E B V 遺伝子 の 発現状態を解明す る べ く

本研究を行 っ た . ま た , 上咽頭癌 に お け る p53 蛋白の 過剰発現

の 有無お よ び b cl- 2 蛋白の 過剰発現の 有無を免疫組織学的 に 検

討 し , こ れ らの 上 咽頭癌 へ の 関与に つ い ても検討 L た . な お ,

本 論文 で ほ ,
E B V の 蛋 白を コ

ー

ド L う る 読 み と り 枠 ( o p e n

r e a di n g f r a m e , O R F) の 命 名 法 ほ 通 例 に 従 い , 例 え ば

B a m H トZ 断片 内の 左向きの 1 番 目 の O R F は B Z L F l と表 し

て い る .

材料 お よび方法

Ⅰ . 使用材料

昭和50 年か ら平成 7 年の 間に 金沢大学附属病院耳鼻咽喉科に

お い て
,
お よ び 昭和62 年か ら平成 6 年の 間に 国立金沢病院耳鼻

咽喉科 に お い て 治療 した 上 咽頭癌症例の 上 咽頭 お よび 頸部 リ ン

パ 節 の 生検も し く は摘出組織で ∴組織学的に 腫瘍細胞 の 認め ら

れ る もの を 用 い た , 上 咽頭組織の 検索 しえ た もの は56 例 で , 男

性が42例 ,
女性 が14 例で あ っ た . 年齢は1 6 歳か ら85 歳 で そ の 平

均は52 .4 歳 で あ っ た . 頸部リ ン パ 節組織の 検索 しえ た もの は18

F i g ･ 1 ･ T h e M i c r o P r o b e
T M
s y s t e m ･ T h e a p p a r a t u s c o n si s t s

｡f a slid e st ai n e r u nit ( A ) , V a ri a b l e te m p e r a t u r e i n c u b a t o r

例で , う ち16 例 は上 咽頭原発巣も検索 しえ た . 組織ほ い ずれ も

1 0 % ホ ル マ リ ン 溶液 で 固 定 し , パ ラ フ ィ ン に て 包哩 した もの を

用 い た . 病理 組織像 は世界保健故構 ( W o rld H e alth O r g a niz a ト

i o n , W H O ) の 上 咽 頭癌 分煩
1現
に て 行 い , 臨 床 病期 分類 ほ

UIC C の T N M 分輯
15一
に 従 っ た . 臨床背景因子を検討する際,

臨床病期の T 因子 を 腫瘍 が 上 咽頭 内に と どま る か 否 か に よ り

Tl と T 2 お よ び T 3 と T 4 に わ け こ れ を T 因子 A 分類 と し

た .

一 方 , 腫瘍 の 頭蓋底浸潤が予後不良因子の
一

つ で ある
16)
こ

と か ら , 頭蓋庶浸潤 の な い T l と T 2 と T 3 お よ び 頭蓋底浸潤

の ある T 4 に わ け これ を T 因 子 B 分塀 と した .

Ⅱ . 病理組織学的検討

1 .
マ イ ク ロ プ ロ

ー ブ シ ス テ ム の 使用

IS H , 免疫 組織化学染色 とも P a r k ら
17一

,
R e e d ら

18)
お よ び

I e z z o n i ら
Ig-
の 方 法 に 準 じ て マ イ ク ロ プ ロ

ー

ブ シ ス テ ム

( M i c r o P r o b e
T M
s y s t e m ) ( F is h e r S ci e n tifi c , P itt s b u r g h , U S A) を

用い て 行 っ た (図 1) . ス ラ イ ド グ ラ ス と して プ ロ
ー

ブ オ ン プラ

ス ( P r o b e O n P l u s
T M

) (F i s h e r S ci e n tifi c) を 用い ∴組織面を向か

い 合わせ る よ うに して対 に す る こ と に よ り 150 /上 m の 間隙 を形

成 し
,
毛細管現象を利 用 し て 同部 に お い て 後述す る条件に よ っ

て 反応を 進め た ( 図 2) .
パ ラ フ ィ ン 包埋組織 か ら 紬 m 厚の 切

片を 作成 した .

2 . 生体内局所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン

キ シ レ ン ( 和光純薬 ,
大阪) と へ モ デ ( H e m o D e) (藤沢薬品,

大阪) を 1 : 3 に 混合 した 溶液に 100ヒ 2 分, 4 回反 応させ て脱

パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 後100 % エ タ ノ
ー

ル に て 6 回 洗浄 した . つ

い で ペ プ シ ン (B i o m e d a , F o s t e r C ity , U S A ) に て1 00 ℃ 2 分30 秒

反応させ た . プ ロ ー ブ に は フ ル オ レ ス セ イ ン イ ソ チ オ シ ア

ネ
ー ト (fl u o r e s c ei n is o t hi o c y a n a t e , FI T C ) 標識 E B V ( E B E R)

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド( D A K O , G l o str u p , D e n m a r k ) を25 倍に 希釈

し て
,
ま た FI T C 標識 E B V ( B H L F ) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

(D A K O ) を25 倍 に 希釈 して 使用 し , 1 0 0 ℃ で 4 分 , 8 0 ℃で 6 分 ,

6 5 ℃で1 2 分 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を 行 っ た . ア ル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ
⊥ ゼ 標識抗 FIT C 抗休(50 倍希 軋 D A K O ) を45 ℃で10 分

反 応 さ せ た 後 , 発色基質 と し て ナ フ ト ー ル A S- M X リ ン 酸

( n a p h t oI A S M X p h o s p h at e) と フ ァ
ー

ス ト レ ッ ド T R 色素

(f a st r e d T R s aIt) を 1 : 1 で混合 した N A S F R T R ( R e s e a r c h

(B ) a n d a slid e h old e r ( C) ･ A slid e s t ai n e r u n it c o n t ai n s F ig ･ 2 ･ C a pill a r y
-

a C ti o n ･ T w o P r o b e O n
T M

gl a s s slid e s f o r m a

e n o u gh v o lu m e (1 0 0 m l) r e a g e n t w e11s ( ト8)･
a n a b s o r b e n t 1 5 0 p m

-

W id e c a pill a r y c h a n n el ･ C a pill a r y
-

a C ti o n c h a n n els

p a d (9) a n d s m a11 v ol u m e (1 5 0 FLl) r e a g e n t i s ol a
t o r s (1 0 -1 2) ･ a r e fiu e d wi th th e a p p r o p ri a t e r e a g e n t s ･

1i n e ; L M P , 1a t e n t m e m b r a n e p r o t ei n ; L S A B , 1 a b el e d s t r e p t a vidi n bio ti n ; O H L , O r al h ai r y le u k o p la k
ia ; O R F ･

o p e n r e a d in g f r a m e ; S V , Si m i a n vir u s ; V C A , Vir al c a p sid a n tig e n ; W H O , W orld H e alt h O
r g a niz a ti o n



上 咽頭癌に おけ る E B V
, p 5 3 , b cl-2

G e n etic s , H u n t s
vi11 e , U S A ) を使用 して45 ℃で1 0 分反応 させ た ･

核染色は
へ マ ト キ シ リ ン に て 行 っ た ･ 封入 に ほ ク リ ス タ ル マ ウ

ン ト (C r y s t al/ M o u n t) ( R e s e a r c h G e n e ti c s) を使用 した ･ 判定ほ

定性的に 陽性と陰性 に 分現 した ･

3 . 免疫組織化学染色

免疫染色 ほ標識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
ー ビ オ チ ソ (la b ele d

s tr e p t a v idi n
bi o ti n , L S A B ) 法に て ス ラ イ ドグ ラ ス 上 で 行 っ た ･

上述の キ シ レ ン と へ モ デ の 混合液を使用 して85 ℃ 3 分 で 3 回 脱

パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 後 ▲
1 0 0 % エ タ ノ

ー ル に て 6 回 洗浄 した .

p5 3 蛋白お よ び b cト2 蛋白に 対す る免疫染色の 際に は
マ イ ク ロ

ウ エ
ー ブ 処理 を 4 分 2 回 行 っ た .

エ ン ド/ ブ ロ ッ カ
ー (E D d o/

B l o c k e r) 液(B i o m e d a) を メ タ ノ
q ル で 6 倍 に 希釈 した溶液を使

用して50 ℃ で 6 分 間内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 活性 を 阻止 した

後, 非 特異的反応 を阻止す る た め に プ ロ テ イ ン ブ ロ ッ カ
ー

(P r ot ei n B l o c k e r) ( R e s e a r c h G e n e tic s) を50 ℃ で 6 分間反応させ

た .
つ い で 1 次抗 体を50 ℃で1 5 分間反応さ せ た . 1 次抗体に は

い ずれ もモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と して , 抗 L M P l 抗体 (C S ト4 ,

2 5 倍 希釈 ,
D A K O) , 抗 E B N A 2 抗 体 (P E 2 , 2 5 倍 希 釈 ,

D A K O) , 抗 B Z L F l 蛋白抗体 (B Z . 1
,
2 5 倍希釈 ,

D A K O) , 抗

p 5 3 蛋白抗体(D O-7 , 5 0 倍希 釈 ,
D A K O ) , 抗 b cト2 蛋白抗体

(Clo n e 1 2 4 , 4 0 倍希釈 ,
D A K O) を使 用 した . 2 次抗体 に ほ ユ ニ

バ ー サ ル ニ 次抗体 ( U ni v e r s al S e c o n d a r y A n tib o d y) (R e s e a r c h

G e n e tic s) を使用 し て50 ℃ で 6 分反応 させ た .
ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ標識 ス ト レ プ ト ア ピジ ン (R e s e a r c h G e n etic s) を50 ℃ で 6 分

反応させ た後 , 3 , 3
,

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 , 3
'

-d i a m i n o b-

e n zidi n e , D A B) を 使用 して50 ℃ で1 0 分発色反応を行 っ た . 核染

色は ヘ マ トキ シ リ ン に て行 っ た . 封入 に は ク リ ス タ ル マ ウ ン ト

を使用 した . 判定は 定性的 に 陽性 と陰性 に 分類 した . p 5 3 蛋白

は腫瘍組織の
一

部 で も染色 され て い る場合に , 同部に お い て 染

色され た細胞の 割合に よ り1 ) 5 % 未満 ,
2) 5 % 以上1 0 % 未

満, 3 ) 1 0 % 以上50 % 未満, 4 ) 5 0 % 以上 に 分額 しそ れ ぞれ を

0
,
1
,
2
,
3 と ス コ ア 化 した .

ス コ ア 0
,
1 を 陰性 ,

ス コ ア

2
,
3 を 陽性 と判断 した . b cl-2 蛋白は 染色の 濃淡に よ り, 1 )

陰性
,
2 ) 弱陽性 ,

3 ) 中等度陽性 , 4 ) 強陽性に 分類 しそ れ

ぞれ を 0
,
1
,
2
,
3 と ス コ ア 化 した . ス コ ア 0 を 陰性 ,

ス コ

ア 1
, 2 , 3 を 陽性 と判断 した .

4 . 免疫 二 重染色

p53 蛋白と b c ト2 蛋白 の 二 重染色 ほ ,
先述 の 手順 で ま ず抗

b cト2 蛋白抗体を使用 して ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ 標識 L S A B 法に よ

り 3
- ア ミ ノー9- エ チ ル カ ル バ ゾ

M ル (3- a m i n o , 9- e th yl c a r b a z ol e ,

A E C) にて 発色さ せ た後 ,
0 .1 M グ リ シ ン 塩酸緩衝液( p H 2 .2) を

用い て 途中で 緩衝液を 2 回交換 しな が ら 3 時間 ビ
ー

カ
ー

中で 携

絆し
, そ の 後抗 p 53 蛋白抗体を使用 して ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ

ー

ゼ 標識 L S A B 法に よ り, 5 ブ ロ モー4 - ク ロ ロー3 イ ン ド リ ル リ ソ

酸/ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム (5-b r o m o q 4- C h l o r o
-3-i n d oIyl

p h o s p h at e/ n it r o b l u e t e tr a z oli u m , B C I P/ N B T) ( D A K O ) に て 発

色さ せ た . p5 3 蛋 白 と b cl- 2 蛋白 の 染 色性 に よ り a ) b cl- 2

蛋白の 染色 され る範閃が p 53 蛋白 の 染色 さ れ る 範囲 を含ん で

い るもの
, b ) b cl- 2 蛋白の 染色 され る範囲と p 53 蛋白の 染色

され る範囲が ほ ぼ 等 しい も の ,
C ) p 5 3 蛋白の 染色 され る 範囲

が b cト2 蛋白の 染色 され る範閏を含ん で い るもの , d ) b cl -2 蛋

白の染色され る範囲と p 53 蛋白の 染色さ れ る範囲 が全く異 な

るもの
,
e ) b cト2 蛋白 の 染色 され る範囲と p 53 蛋白の染色 さ

れ る範囲が 一 部で ほ 一 致する が異 な るも の の 5 つ に 分類 した .
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Ⅲ
.
パ ラ フ ィ ン包埋組織からの D N A の抽出

1 検体に つ きパ ラ フ ィ ン 包壇観.織を 厚さ 3/∠ m に 薄切 した 切

片を
,
上 咽頭鮭織は紅綬 の 大き さ に応 じて 5 ～ 1 0枚 , 頸部 リ ン

パ 節 は1 枚使用 した . キ シ レ ン
,

エ タ ノ
ー

ル に よる脱 パ ラ フ ィ

ン を行い 風乾 させ た 後, 標本 に 氷冷 した 0 .1 M N a Cl , 1 m M E D-

T A を 含む 10 m M T ri s- H C l 緩衝液(p H 7 .5) を 加えて よく混合し

た ･
つ い で1 0 % S D S を1 /2 0 容量加 え , さ らに 10 m g/ m トの プ

ロ テ ィ ナ
ー ゼ Ⅹ (和光) 溶液を1 /10 0 容量加え5 0 ℃ で2 4 時 間イ

ン キ ュ
べ - シ ョ ソ を行 っ た . フ ェ ノ ー ル

,
ク ロ ロ ホ ル ム

,
イ ソ

ア ミ ル ア ル コ ー

ル を25 : 24 : 1 の 割合で混合 したもの に て 3 回

抽出を 行 っ た 後 ,
5 M N a Cl を 3/5 0 容量加え, つ い で 2 倍 量の

10 0 % エ タ ノ ー ル を加 え エ タ ノ ー ル 沈澱を行 っ た . 沈渡を70 %

エ タ ノ
ー ル に て洗 浄 した後, 1 m M E D T A を含 む 10 m M T ris-

H C l 緩衝液( p H 8 .0) に 溶解 し , 4 ℃ で保存 した .
D N A の 濃度は

260 n m の 吸 光度を 測定 し求めた .

Ⅳ . P C R 法

鋳型 D N A I p g に 対 して 10 × P C R 反応緩衝液 (1 00 m M T ri sT

H C l
, P H 8 .3 , 5 0 0 m M K C l , 1 5 m M M g C 12) 5 iEl , d A T P , d G T P .

d C T P , d T T P 各 1 00 p M , T a q D N A ポリ メ ラ
ー ゼ1 . 2 5 単位 ,

オ

リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ
ー 各 日上M ( プ ラ イ マ ー

を 除きい ずれ

も宝酒造 , 京都) ず つ 加え , 滅菌蒸留水 を 加え て合計 5 恥1 と し

た . 蒸発防止の た め ミ ネ ラ ル オ イ ル (P e r k i n E l m e r , B r a n c h b-

u r g , U S A ) 7 5 pl を 重層 し , P R O G R A M T E M P ･ C O N T R O L

S Y S T E M P D-7 0 0 ( ア ス テ ッ ク , 福 岡) を 使用 して , 93 ℃ で 3 分

間熱変性さ せた 後 ,
93 ℃ で 2 分間の 熱変性, 5 4 ℃ で 2 分間の ア

ニ ー リ ン グ
,
7 2 ℃ で 1 分の D N A の 伸長を 1 サ イ ク ル と して30

サ イ ク ル 行 っ た . プ ラ イ マ ー と して
,
E B V - D N A B a m H l - W 領

域1 22 塩基対 (b a s e p air , b p) を 特異的に 増幅する プ ラ イ マ
ー

T C 6 0 , T C 6 1 (P e rk i n E l m e r) お よび β一グ ロ ビ ン D N A 26 2 b p を

特異的に 増幅する プ ラ イ マ ー K M 2 9
,
K M 3 8 (宝酒造) を 使用 し

た .
P C R 反応後 ,

1 p g/ m l ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 2 % 7

ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 電気泳動を行 い ,
紫外線照射に て 増幅 された

D N A 断片 を検出 した . D N A サ イ ズ マ ー カ ー

と し て ほ

¢Ⅹ174/ H a e Ⅲ ダイ ジ ェ ス ト ( 宝 酒造) を用 い た .

Ⅴ . 杭 E B V 抗体価の測定

抗 E B V 粒子 抗原( v ir al c a p sid a n tig e n , V C A ) 抗 体価 .
抗早

期抗原 ( e a rly a n tig e n , E A ) 抗体価, 抗 E B N A 抗体価を測定 し

た . 結果は , 森f
20)
の 基準 に 従 い , 抗 V C A-1 g A 抗体価 , 抗

E A→Ig A 抗体価 とも≧ 1 : 1 0 を陽性と した .

Ⅵ . 統計学的処理

各臨床背景因子群に お ける E B E R s , B H L F , L M P l , B Z L F l 蛋

乱 p 5 3 蛋白 ,
b cI-2 蛋白 の 各 々 の 発現 の 検定 およ び こ れ ら の

E B V 遺伝子産物 , p5 3 蛋白 ,
b cト2 蛋白間の 発現の 検定に は カ

イ ニ 乗( ズ
2

) 検定を 用 い た . p5 3 蛋白お よ び b c ト2 蛋白の ス コ ア

は 平均値 土標準偏差で 示 し , 有意 差検定 に は ,
2 群 問 で ほ

M a n n - W hit n e y U 検定を用 い , 3 群間で ほ K r u s k al- W allis 検定

を用 い た .
い ずれ も p < 0 .0 5 を 有意差ありと した .

成 績

Ⅰ . 上咽頭癌の病理組織像

上咽頭扁平上皮痛を角化 の 有無 ,
さ ら に 非角化 の もの を分化

度 に よ り 二 つ に わ け , 1 ) 扁 平 上 皮 癌 (sd u a m o u s c e11

c a r ci n o m a. ,
W H O-1 と表記) , 2 ) 分化 型非角化癌 (diff e r e n ti

-

a t e d n o n - k e r a ti ni zi n g c a r ci n o m a , W H O
- 2 と表 記) , 3 ) 未分 化
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▼
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F i g ･ 5 ･ U n diff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a ( W H O t y p e 3) of th e

n a s o p h a r y n x . T h e t u m o r c ell s h a v e o v al v e si c u l a r n u cl ei

a n d p r o m i n e n t n u cl e oli wi th i n d is ti n ct c ell m a r gi n s .

I n王ilt r a tio n o f n o r m al ly m ph o c y t e s i s o b vi o u s ･ H E s t ai n l n g .

S c ale b a r i n di c a t e s 5 0 iL m .
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C o u n t e r s t ai n i s n o t p e rf o r m e d . S c al e b a r i n d i c a t e s 5 0 p m .
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上 咽頭癌に お ける E B V , p 5 3 , b cト2 1 9 1

癌( u n diff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a , W H O-3 と表記) の 3 型 に

した .
W H O -1 ほ 大小の 胞巣を形成 しつ つ 増殖する腫瘍細胞 に

角化傍向お よび 細胞間橋と い う明瞭な扁平上皮
へ の 分化 が認め

られ るもの で あり , 今回 検討 した56 例 中5 例(9 %) で あ っ た(図

3 ). W H O- 2 は腫瘍細胞は勾配の ある層形成や比較的大型 の 胸

巣を形成 し分化傾向ほ認め るもの の ‥ 光顕的 に は 扁平上 皮と し

て の 分化の 特徴 は明 らか で ほ なく ,
W H O -1 に 比 し問質 の リ ン

パ 球浸潤ほ強く , 5 6 例 中32 例 (57 %) で あ っ た (図 4 ) ･ W H O - 3

は 一 個々 の 腫瘍細胞 ほ円形ない し楕円形 の 核を 有 し腫瘍細胞間

に 複雑に 存在す る著明なリ ン パ 球浸潤 を伴うも の で ある . 腫瘍

細胞が不 凍則な が らや や 境界明瞭な巣状構造 を形成 し豊富な リ

ン パ 球性問質で境され る従来の リ ン パ 上皮腫 の R e g a u d 塾と呼

ばれた もの や ,
腫瘍細胞 に ほと ん ど相互接着債向ほ なく び ま ん

性に さ らに 著明な リ ン パ 球 を主 体と した 浸潤細胞 と混在 し つ つ

増殖する従来の リ ン パ 上皮腫の S c h m i n c k e 塑と 呼ばれ た もの ,

さら に 腫瘍細胞の 大部分が束状に増殖す る ような細胞で占め ら

れ る い わ ゆる紡錘細胞癌( s pi n d l e c ell c a r ci n o m a) が 含 まれ ,

5 6 例中1 7 例(30 % ) で あ っ た (図 5) . 上 咽頭に 発生す る上 皮性悪

性腫瘍に は扁平上皮癌の 他に 稀 に腺痛も認め られ, 今 回 の 検討

では56 例中2 例 (4 %) で あ っ た .

F ig . 7 . P h o t o mi c r o g r a p h of i n si t u h y b rid iz a ti o n wi th B H L F

Olig o n u cle o tid e s p r ob e . P o siti v e r e a c tio n i s o b s e r v e d i n

O nly a f e w t u m o r c e u s ( a r r o w ) . S c ale b a r i n di c a t e s 5 0

〃m .

F ig ･ 8 ･ P h o t o mi c r o g r a ph of i m m u n o h i st o c h e mi c al s tai n i n g

u sin g a n ti - L M P l m o n o cI o n al a n tib o d y . C yt o pl a s m ic

S ta in i n g i s ob s e r v e d i n t u m o r c ells (a rr o w s) . S c al e b a r

in d ic a t e s 5 0 p m .

Ⅰ . 各臨床背景因子との 関連(表 1 )

1 . 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

1 ) E王∋E R s

E B E R s は腫瘍細胞の核に 一 致 してみ られ
,
ほ ぼ す べ て の 腫

瘍細胞が陽性で あ っ た が , 浸潤す る リ ン パ 球に ほ み られな か っ

た ( 図6) ･ E B E R s は 上 咽頭原発巣56 例中46 例(82 %) で陽性 で

あ っ た ∴組織型別 に は W H O -1 ほ 5 例 す べ て が 陰性 で あ っ た

が
,
W H O -2 は3 2 例 中30 例 (94 % ) で

,
W H O - 3 は1 7 例中16 例

(94 %) で 陽性 であ り, 腺病は 2 例とも陰性であ っ た , W H O - 1 と

W H O - 2 の 問お よ び W H O-1 と W H O
-3 の 間に 有意差 を認め

( p < 0 .0 01) , また W H O -2 と 腺病 の 問お よ び W H O -3 と腺病の 間

に も有意差 を認め た ( p < 0 .0 2) . 男女別 に は 男性4 2 例 中3 6 例

(86 %) , 女性14 例中10 例(71 % ) で あ り
, 有意差は な か っ た ∴T 因

子A 分類 で は T 3 + T 4 群で陽性例の 多 い 傾向が , T 因子B 分類

で は T 4 群に陽性例が多い 傾向が あ っ た が有意差 は なか っ た .

N 因子は リ ン パ 節転移 の な い N O 群 と リ ン パ 節 転移 の ある

N ト3 群の 2 群に 分けて 検討 した . N O 群と Nl -3 群の 陽性率は

ほ ぼ 等 しく有意差 はな か っ た . M 因子 に おい て ほ , M l 群ほ 全

例 E B E R s 陽性 で あ っ たが 有意差 ほ なか っ た . 血 清抗 E B V 抗

体価 ほ35 例 に お い て 検 索 さ れ , 抗 体価 陽性例26 例 は 全例

Fi g . 9 . P h o t o m i c r o g r a p h of i m m u n o hi st o c h e mi c al s t ai ni n g

u si n g a n ti-B Z L F l m o n o cl o n al a n tib o d y . C y t o pl a s mi c

S t ai ni n g is o b s e r v e d i n t u m o r c e11s ( a r r o w s) . S c ale b a r

i n di c a t e d 5 0 JJ m .

F i g . 1 2 . P h o t o mi c r o g r a p h of d o u bl e i m m u n o h is t o ch e mi c al

s t ai ni n g f o r b o t h p 5 3 (p u r pl e) a n d b cト2 (r e d) ･ D o u bl e

p o siti v e c ell s a r e ob s e r v e d (a r r o w s) ･ S c al e b a r i n di c a t e s

l O O 〟m .
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E B E R s が 陽性 で あ っ た が , 抗 体 価陰性例 で は 9 例 中 2 例

(22 % ) の み が E B E R s 陽性で あり , E B E R s の 発現 と抗体価 の 上

昇 に相関がみ られ た ( p < 0 ･0 0 1) .

2 ) B H L F

B H L F の 発現は E B E R s に 比 しきわ め て弱くか つ わ ずか に 散

在 して み られる の み で あ っ た (図7 ) . 5 6例 中6 例(11 % ) に お い

て B H L F を 陽性と判断 した . 狙織塑別 に ほ W H O-1 で は 5 例す

べ て陰性であ り , W H O -2 で は32 例 中4 例(13 %) が , W H O -3 で

は1 6例 中2 例 (1 3 % ) が 陽性で あり , 各艇 織塑間 に 有意差 は な

か っ た . ま た 抗体価陽性例26 例中 4 例(1 5 %) が 陽性で , 抗体価

陰性例は 9 例す べ てが 陰性であ り, 抗体価 と B H L F の 発現忙

は相関ほ なか っ た . さ らに抗体価を 抗 V C A-I g A . 抗 E A
-I g A

とも に40 倍以上 の 強陽性群 と そ れ 以外 の 弱陽性群 と に 分け る

と , 強陽性群で は1 2 例中4 例 (33 %) , 弱陽性群で は1 4 例す
べ て

が陰性 で あ り , B H L F の 発現はす べ て 強陽性群 で あ っ た が有意

差は なか っ た (p = 0 ,0 8) .

2 . 免疫魁織化学染色

1 ) L M P I

L M P l は
一

部 の 腫瘍細胞の 細胞膜 に 認め られ た( 図8 ) . 5 6 例

中17 例 (30 % ) が陽性 で あり ∴組織塑帥 こほ W H O
-1 で は 5 例す

べ て が陰性で あり , W E O
- 2 で は32 例中 9 例 (28 % ) , W H O

- 3 で

は17 例中8 例(47 %) が 陽性で あり腺病の 2 例は い ずれ も陰性 で

あ っ た ∴ 組織塾間に有意差は な か っ た . 男女間に も有意差 ほな

か っ た . T 因子 A 分類 ,
T 因子B 分類 とも T 困子の 進行に よ り

陽性率が低下す る傾向がみられたがい ずれ に お い て も有意差ほ

なか っ た . N 因子で ほ N ト3 群に お い て陽性率が低下す る傾向

が みられた が 有意差ほ な か っ た . M 因子で は M l 群 は 4 例 とも

陰性 であ っ た が 有意差は な か っ た . 抗体価陽性例 で は26 例 中10

例(38 % ) が 陽性で あ り , 抗体価陰性例ほ全例が陰性 で あ っ た が

有意差 ほなか っ た ( p = 0 ･0 7) .

2 ) E B N A 2

E B N A 2 は全例 に お い て 陰性で あ っ た .

3 ) B Z L F l 蛋 白

B Z L F l 蛋白 は腫瘍の 胸巣に
一 致 して細胞質に認 め られ た(図

9) . ま た ごく
一

部 の 細胞で は核 にも認め られ た . B Z L F l 蛋白

は56 例中18 例(32 % ) で陽性で あ り, 組織塾別 に は W H O
-1 で は

Fi g . 1 0 . P h o t o m i c r o g r a p h of i m m u n o h is t o c h e m i c al s t a in in g

u si n g a n tトp 5 3 r n o n o cl o n al a n tib o d y . B o th i n t e n si v e

n u cle a r a c c u r n ul a ti o n ( wi d e a r r o w ) a n d w e a k n u cl e a r

a c c u rn u la.
ti o n (n a r r o w a r r o w ) a r e o b s e r v e d i n t u m o r c ell s .

C o u n t e r st ai n i s n o t p e rf
,

O r m ed . S c al e b a r i n d i c a t e s l O O

〃m ･

5 例 す べ て が 陰 性 で あ り ,
W H O -2 で は3 2 例 中1 0 例 (31 %),

W H O-3 で は17 例中 8 例 (47 %) が 陽性 で あ っ た が 有意差 は な

か っ た . 男性 で は4 2 例 中1 7 例 (40 %) , 女性 で ほ 1 4 例 中 1 例

(7 %) の み が陽性 で有意差を認め た (p < 0 ･0 5) . T 困子A 分類 I

T 因子 B 分析 い ずれ に お い て も有意差 ほ なか っ た . N 因子, M

因子に お い て も有意差は な か っ た . 抗体価陽性例 で は26 例中11

例(42 % ) が陽性 で あり , 抗体価陰性例 で は 9 例す べ て が陰性で

あ っ た が有意差 ほ なか っ た ( p = 0 ･0 5) .

4 ) p 5 3 蛋 白

p 5 3 蛋白は核内に 陽性 シ グ ナ ル が認め られ た (図10) ･ 胞巣全

体が 染色 され る例もあ っ た が , 胞巣 内に陽性細胞 が散在 して,

時に 密集 して 島状 に 存在する例が多か っ た . また 同 一 胸巣内に

お い ても濃く染色 され る細胞や淡く染色され る細胞 が存在 した

が
,
と も に 陽性 と 判定 した . p 5 3 蛋白 陽性例 は 56 例 中31 例

(55 % ) で 平均 ス コ ア は1 . 5 5 で あ り ∴組織型別 に は W H O -1 で ほ

平均 ス コ ア が1 . 0 0 , 5 例 中1 例 (20 % ) が 陽性 ,
W H O

-2 では平

均 ス コ ア が1 .5 9
,
3 2例 中19 例 (59 % ) が陽性 ,

W H O - 3 で は平均

ス コ ア が1 . 8 2
,
1 7 例中11 例 (65 %) が 陽性 で あ っ た . 腺病の 2 例

ほ い ずれ も陰性
.
で あ り , 扇 平上 皮痛 で発現 が減弱す る傾向が

あ っ た が 平均ス コ ア , 陽性率と も各阻織型間に有意差 はな か っ

た . 男女間 に 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差は な か っ た . T 因

子A 分析 , T 因子 B 分類 とも各群間に平均 ス コ ア , 陽性率とも

有意差 は な か っ た . N 因子に お い て N O 群の ス コ ア が 高い 儒向

に
,
M 因子 に お い て は M l 群 に 発現 が多 い 傾向が み られ たが各

群間に平均 ス コ ア , 陽性 率とも有意差 ほなか っ た . 抗体価陽性

例 の 平均 ス コ ア は1 . 5 0 で27例 中15 例(58 % ) が陽性 で あり , 抗体

価陰性例 の 平均ス コ ア ほ1 . 5 6 で 9 例 中 4 例 (44 %) が 陽性であ

り, 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差は な か っ た .

5 ) b cl -2 蛋白

b cl -2 蛋白は 核外膜か ら細胞質 に か けて染色 さ れ た ( 囲11) ･

胸巣 ごと に 大 きな 島状 に 染色 され る こ とが 多か っ た . 正常呼吸

上 皮の 基底細胞層 や浸潤 リ ン パ 球 に も み られ る こ ともあ っ た ･

b cl- 2 蛋白の 平均 ス コ ア ほ1 . 7 0 で56 例 中50 例 (89 % ) で 陽性で

あ っ た . 組織型別 に は W H O -1 で は 平均ス コ ア が1 . 8 0 で 5 例す

べ て が陽性で ,
W H O-2 で は 平 均 ス コ ア が1 . 7 5 で3 2 例 中29 例

(91 %) が 陽性で ,
W H O -3 で ほ平 均ス コ ア が1 . 6 5 で17 例 中14 例

(82 % ) が 陽性で あ っ た . 腺病 は 平均 ス コ ア が1 . 0 0 で 2 例とも陽

性であ っ た . 各組織塾間に 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差ほな

Fig ･ 1 1 ･ P h o t o m i c r 甲
r a p h o f i m m u n o hi s t o c h e m i c al s t ai nin g

u si n g a n tトb cl
- 2 m o n o cl o n a .l a n tib o d y . C yt o pl a s mi c st ai nin g

i s o b s e r v e d i n t u m o r c ell s ( a r r o w s) . C o u n t e r s t ai n is n ot

p e rf o r m e d . S c al e b a r i n di c a t e s l O O p m .



上 咽頭癌に おけ る E B V , P 5 3 , b cト2

か っ た . 女性は14 例すべ て が 陽性 で あ っ た が , 男女間に 平均 ス

コ ア
, 陽性率と も有意差 ほな か っ た . T 因子A 分類 ,

T 医子 B

分類 ,
N 因子 ,

M 因子の い ずれ に お い て も
,
各群間に 平均 ス コ

ア
, 陽性率 とも有意差ほ なか っ た . 抗体価陽性例 で ほ 平均ス コ

ア は1 .5 7 で2 6 例中21 例(81 % ) が 陽性 で , 抗体価陰性例 で は平均

ス コ ア ほ2 . 1 1 で 9 例すべ て が 陽性 で あ り , 抗体価陰性例で ス コ

ア が高い 傾 向に あ っ た が 平均 ス コ ア , 陽 性率 と も有意差ほ な

か っ た .

Ⅲ . 上咽頭原発巣 と頸部転移 リ ンパ 節 との 比較

頸部リ ン パ 節転移を認め たもの の うち1 8 例で 検討が 可 能で あ
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り , うち16 例は上 咽頭原発巣もあわ せ て検討で き
, 残 りの 2 例

ほ頸部 リ ン パ 節 の み 検討できた . そ こ で以下の 検討ほ こ の16例

を対象と した (表 2 , 3 ) . 上 咽頭癌は 初診時に すで に 頸部リ ン

パ 節転移をきた して い る こ と も多く , ま た原発巣の 根治治療後

に 頸部 リ ン パ 節に 再発す る こ と が多く, 1 6 例を 両者に 分顕する

と , 未 治療例 9 例
, 再発例 ほ 7 例 で あ っ た . 組 織 型別 に は

W H O-1 が 1 例 , W H O
-2 が1 0 例 ,

W H O - 3 が 5 例 で あ っ た .

E B E R s は1 6 例中13 例(81 %) に お い て陽性で あり
,
W H O -1 の 1

例は 陰性 で あり , W H O -2 は1 0 例 中g 例(gO %) , W H ON 3 は 5 例

中4 例(80 % ) で あ っ た . ま た16 例の うち , 原発巣, 頸部転移 リ
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ソ パ 節 とも陽性で あ っ た もの ほ13 例 , と もに 陰性 で あ っ た もの

3 例で あり , 原発巣 と頸部 リ ン パ 節 の 間 で 異な る 例 は な か っ

た . 表 に 示 す よ う に , 同 一 症例 の 上 咽頭原発巣 と頸部転移 リ ン

パ 節 で の 発現が ,
E B E R s ほ 完全 に 一 致 し , B H L F も ほぼ

一

致

した が
,
L M P l

,
B Z L F l 蛋白 , p 5 3 蛋白 ,

b cl- 2 蛋 白は
一

致 しな

い 例が各 々 9 例 ,
4 例 ,
4 例 , 5 例み られ た .

こ れ ら を , 未治

療例と再発例 に わ けて み て も同様 の 煩向 で あ っ た . 末治療例 の

L M P l の 発現 お よ び再発例で の p 5 3 蛋白 の 発現が 原発巣 と頸

部転移リ ン パ 節 の 間で 異なる傾向に あ っ た が 有 意差 は な か っ

た .

Ⅳ . E B V 遺伝子産物 , p 5 3 蛋白 ,
およぴ b cl - 2 蛋白 の発現の

関連 (表 4 , 表 5 )

1 . E B E R s と B H L F

B H L F が 陽性の 6 例ほ い ずれ も E B E R s が 陽性 で あ っ た . 両

者 の 発現に 相関は なか っ た .

2 . E B E R s と L M P I

L M P l が 陽性の1 7 例は い ずれ も E B E R s が 陽性 で あ っ た . わ

ずか の 差で 両者 の 発現 に 相関ほ な か っ た (p = 0 .0 5) .

3 . E B E R s と B Z L F l 蛋 白

B Z L F 蛋白 1 が 陽性の18 例ほ い ずれ も E B E R s が 陽性 で あ っ

た . 両 者の 発現に 相関を認め た (p < 0 .0 5) .

4 . E B E R s と p 5 3 蛋白

E B E R s 陽性 群の P5 3 蛋白平均 ス コ ア は1 . 7 0 で あり , 陰性群

は0 . 9 0 で あ り, 陽性 群が有意 に 高か っ た( p < 0 .0 5) . 定性的に 検

討 しても両者の 発現に 相関 を認め た ( p < 0 .0 5) .

5 . E B E R s と b cト2 蛋白

E B E R s が 陽性 で b cl - 2 蛋白も陽性の 例 が40 例 (71 % ) を 占め

野

た . E B E R s 陽性 群の b cト2 平均 ス コ ア と陰性群の 平均ス コ ア に

有意差は な か っ た . 両者 の 発現 に も相関は な か っ た .

6 . B H L F と L M P l

両者の 発現に 相関ほ な か っ た .

7 . B H L F と B Z L F l 蛋白

両者 の 発現 に 相関ほ な か っ た .

8 . B H L F と p 5 3 蛋白

B H L F 陽性群と 陰性群の p5 3 蛋白平均ス コ ア に 有意差 は な

か っ た . 両者の 発現に 相関は な か っ た .

9 .
B H L F と b cl-2 蛋白

B H L F 陽性群 と 陰性群 の b c l -2 蛋白平均 ス コ ア に 有意差はな

か っ た . 両 者 の 発現に 相関は な か っ た .

1 0 . L M P l と B Z L F l 蛋白

両者 の 発現 に 相関は な か っ た .

1 1 .
L M P l と p 5 3 蛋白

L M P l 陽性群 と陰性群 で p 5 3 蛋白平均 ス コ ア に 有 意差は な

か っ た . 両者 の 発現 に も相関はなか っ た .

1 2 . L M P l と b cl -2 蛋白

L M P l 陽性群の b cト2 蛋白平均 ス コ ア ほ1 , 6 5 で あ り
, 陰性群

の 平均ス コ ア ほ1 . 7 2 で あり有意差ほ な か っ た .
L M P l 陽性例17

例中16 例 (94 % ) が b cl-2 蛋白陽性で あ っ た が ,
L M P l 陰性例

39 例中 b cト2 蛋白が 陽性 の 例を34 例 (8 7 % ) 認 めた . 両 者の 発現

に 相関はなか っ た .

1 3 . B Z L F l 蛋白 と p 5 3 蛋 白

B Z L F l 蛋白 陽性群 の p 5 3 蛋白平均 ス コ ア は2 , 3 9 で あり , 陰

性群の 平均 ス コ ア1 . 1 6 に 比 べ 有意に 高値を 示 した (p < 0 .0 0 1) .

両 者 と も陽性 の 例が1 6 例 (2 9 % ) , 両 者 と も陰性 の 例 が 23 例
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上 咽頭癌 に お け る E B V , P 5 3 , b c l- 2

(41 % ) で あ り, 両 者 の 発現に 相関を認め た (p < 0 ･0 01) .

1 4 . B Z L F l 蛋白と b cト2 蛋白

BZ L F l 蛋白陽性群と陰性群 の b cト2 蛋白平均 ス コ ア に 有意

差はな か っ た . 両者の 発動 こ相関ほ な か っ た .

1 5 . p 5 3 蛋白と b cト2 蛋白

1 ) 両者 の 比較

p53 蛋白陽性群の b cl- 2 蛋白平均 ス コ ア ほ1 .8 4 で あり , 陰性

群の1 . 52 に 比 し高 い 傾向が あ っ た が 有意差ほ な か っ た . 両 者の

発現に 相関はな か っ た .

一

方 b cl-2 蛋 白陽性群 の p 53 蛋白平均

ス コ ア ほ1 . 6 0 で かり陰性群 の1 . 1 7 よ り高い 傾向が あ っ た が 有意

差はな か っ た .

2 ) 免疫 二 重染色 (図12)

p 53 蛋 軋 b cl- 2 蛋 白とも陽性の もの す なわ ち p 5 3 蛋白ス コ

ア が 2 以上か つ b cl-2 蛋白ス コ ア が 1 以上 の もの は上 咽頭原発

巣では28 例 , 頸部 リ ン パ 節 で は12 例 であ っ た . 先に 述 べ た , 染

色範囲に よ る著者の 分類方法 に 従う と , 上 咽頭原発巣 に お い て

は分類 a ) が 6 例(21 %) , 分類b ) が12 例(43 % ) , 分類 c ) が 3

例(11 %) , 分類d ) が 2 例 (7 %) , 分頬 e ) が 5 例 (18 %) で あ

り ,
一

丁方頸部 リ ン パ 節に お い て ほ分類 a ) が 4 例(33 % ) , 分類
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b ) が 5 例 (42 %) , 分類 c ) が なく ▲ 分類 d ) が 2 例(17 % ) , 分

類 e ) が 1 例(8 % ) で あ っ た(表 6) . 分煩 a ) と分類 b ) の 両 者

が 上 咽頭原発巣で は64 % , 頸部 リ ン パ 節で は75 % と多くを 占め

た .

Ⅴ . パ ラフ ィ ン包埋組織 からの E B V
- D N A の 検 出

1 . 頸部 リ ン パ 節か らの E B V
- D N A の 検出(表 7 )

頸部 リ ン パ 節か らの D N A の 抽出は14 例に お い て 施行 した .

覿織型別 には W H O -1 が 1 例 ,
W H O -2 が1 0例 ,

W H O - 3 が 3 例

で あ っ た . β一 グ ロ ビ ン D N A の P C R 反応終了後 の 電気泳動像 で

は
,
全例 に お い て β一 グ ロ ビ ン D N A の 増幅 を 示 す 262 b p の

D N A 断片が 検出 され た . また ,
E B V - D N A の P C R 反応終了後

の 電気泳動像 で は W H O -1 の 1 例お よ び W H O - 2 の 2 例 を除く

11 例に お い て E B V - D N A の 増幅を示 す 1 22 b p の D N A 断片が

検出 され た( 図13 レ ー ン 4 ～ 7 ) . P C R に よ る E B V- D N A の 検 出

の 結果を IS H に よ る E B E R s の 検 出の 結果と 比較 して み る と ,

P C R に よ り E B V
- D N A の 検出 され た11 例は い ず れ も E B E R s

が陽性 で あ っ た . P C R に よ り E B V
- D N A の 検出 され な か っ た

3 例 の うち ,
W H O - 2 の 2 例中1 例ほ E B E R s も陰性 で あ っ た

(図13 レ
ー

ン 2 ) が 他 の 1 例は E B E R s が陽性 で あ り (図13 レ
ー

ン 3 ) . また W H O-1 の 1 例 は E B E R s が 陰性 で あ っ た ( 図13

レ ー

ン 1 ) .

2 . 上 咽頭原発巣か ら の E B V- D N A の 検出 (表 8)

上 咽頭原発巣か らの D N A の 抽出は49 例に お い て施行 した .

β- グ ロ ビ ン D N A の P C R 反 応終 了後 の 電気泳動像 で は ,

W H O -1 の 3 例 ,
W H O -2 の2 4 例 , W H O -3 の 1 3 例お よ び 腺病 の

2 例 の42 例 に お い て β
- グ ロ ビ ン D N A の 増幅 を示 す 26 2 b p の

D N A 断片が検出 され た . そ こ で 以下 の 検討は β- グ ロ ビ ン を検

出で きた42 例を 対象と した . E B V - D N A の P C R 反応終了 後の

電気泳動像で は ,
W H O -2 に お い て は2 4例 中22 例に .

W H O-3 ほ

1 3 例全例 に E B V - D N A の 増幅を 示 す 122 b p の D N A 断片が 検

出 され た (図14 レ ー

ン 3 ～ 7 ) . W H O-1 の 3 例 ,
W H O - 2 の 2 例

お よび腺病 の 2 例に お い て は E B V - D N A の 増 幅を示す 1 22 b p

の D N A 断片は 検出 され な か っ た . P C R に よ る E B V- D N A の

検出の 結果 をIS H に よ る E B E R s の 検出の 結果 と比較 して み る

と , P C R に よ り E B V
- D N A の 検 出され た35 例 中, W H O - 2 の 1

例ほ E B E R s は 陰性 で あ っ た (国1 4 レ ー

ン 2 ) が , 他 の 34 例ほ

E B E R s も陽性 で あ っ た . P C R に よ り E B V - D N A の 検出 され な

か っ た 7 例 の う ち , W H O- 1 の 3 例 (図‡4 レ
ー

ン 1 ) , 腺病 の 2

例 (図14 レ ー

ン 8 ) お よび W H b -2 の 1 例 ( 図1 4 レ ー

ン 2 ) は

E B E R s も 陰 性 で あ っ た が ,
W H O-2 の 1 例 に お い て ほ

E B E R s が 陽性 で あ っ た . す な わ ち こ の 4 2 例 中 E B V-D N A ,

E B E R s と も陽性で あ っ たも の ほ34 例(81 %) . 陰性 で あ っ たもの

ほ 6 例(1 4 %) で あり , E B V - D N A の 検出と E B E R s の 発現 に ほ

相関が認め られ た ( p < 0 .0 0 1) .

考 察

上咽頭痛 ほ本邦 に お い ては 頭頸部悪性腫瘍の 中で 比較的頻度

は少な い が , 疫学 的に ほ 中国南部t シ ン ガ ポ
ー ル に 好発す る .

本 邦でほ 年間人 口10 万 人 あた り約0 . 2 人 の 発症 を み る の み で あ

る が
, 中国南部に お い て は人 口1 0万 人あた り20 人を超す発症が

み られ る . こ れ は
, ある特定の 覿織適合抗原(h u m a n le u k o c y t e

a n tig e n , H L A ) A 2 や , 中国人の 習慣的食物 で ある塩漬け魚に食

ま れ る ニ ト ロ サ ミ :/ な ど人種的, 環境的困子の 関与が考 え られ

て い る . 組 織 学 的 に 未分化 な も の が 多く ,
R e g a u d

21 )
と

S c h m i n c k e
22 )
が それ ぞれ に

,
上 咽 頭 に 発生 した豊富な リ ン パ 球

浸潤を伴 う未分化な腫瘍 を リ ン パ 上 皮腫 と記載 して 以来リ ン パ

上 皮腫 と 呼ばれ て い た が , 超 徴形態学的 , 免 疫 甑織学 的研

究
23)封)
に よ り腫瘍 は上 皮性 で あ り浸潤リ ソ パ 球 は 反応性 の もで

ある こ とが 判明 し, 現在 で は リ ン パ 上 皮腫の 名称ほ表記され て

い な い . E B V と 上 咽頭癌 の 関連 は l 上 咽頭癌患者 に お い て

V C A , E A に 対す る I g G お よび I g A 抗体価の 上 昇を 認め る こ

と
25 卜 28)
よ り血 清免疫学的 に 明確 とな っ た . また 上 咽頭癌観織内

で の E B V - D N A
2g) 3 0)
や E B N A

31)
の 検出, さ ら に ,

上 咽頭痛鼠織

に おけ る E B V の 単 ク ロ ー

ン 性 の 証明
32)
に よ り

,
上 咽頭癌 が1

個の E B V 感染細胞か ら発生 した こ と が 明確と な っ た . そ の 後

も分子生物学的手法の 発達に 伴い ,
P C R 法 を 利 用 し て よ り鋭

敏 に 上 咽頭癌組織中 の E B V - D N A を 検 出す る こ と が 可 能 と

な っ た
33 ト 35)

. 分子生物学的に 証 明 され た E B V - D N A の 腫瘍細胞

核内 へ の 局 在ほ t
E B V 中に 7 ～ 1 2 個 繰 り 返 して 存 在する

B a m H I- W 領域を 標的 と した･IS H よ り認 め られ て お り
5 脚 7)

, 病

理 組織学的に も E B V と上 咽頭癌 の 関連 が証明 され る に 至 っ

た .

E B E R s ほ E B V が コ ー ドす るポ リ A 鎖の な い 短 い R N A で ,

E B E R -1 と E B E R -2 の 2 種類あ り , そ れ ぞれ166 お よ び1 7 2 ヌ ク

レオ チ ドか らな る . 両 者 とも潜伏感染細胞 に お い て 1 細胞当た

り10
一

個 と大量 に 塵生 され て い るが , 蛋白を コ ー

ドせ ずそ の 機

能は 未だ定か で はな い . また , 潜伏感染細胞 で ほ核内蛋白と結

合 して 存在 して い るた め R N A 分解酵素の 作用 を受け に くく安

定 で ある . こ の 豊富 な発現 と安定性ゆえ , E B E R s に 対す る プ

ロ ー ブを用 い た IS H に よ り パ ラ フ ィ ン 切片 に お い て も安定 し

て高感度に E B V を 検出で きる . そ の た め 最近 で ほ ,
E B E R s が

阻織中の E B V の 同定 の ため の 最も鋭敏な指標 と して と らえ ら

れ て い る
38 卜 42)

. こ の よ うな 種 々 の 方 法濫 よ り , W H O-2 お よ び

W H O-3 に お け る E B V の 関与 は明白 とな っ た が ,
W H O-1 に 関

して は 統
一

した 見解 が得 られ て い な い . R a a b- T r a u b ら
3〉
ほ サ ザ

ン プ ロ ッ ト 法に よ り W H OT2 や W H O-3 に 比べ て コ ピ
ー 数はき

わめ て 低い もの の W H O-1 の 全 例で E B Vr D N A が 検 出 さ れ た

と報告 して お り , P C R 法 に よ り C h a n g ら
33〉

ほ 4 例 中 2 例 ,

W alt e r ら
35)
は 2 例 中 1 例 ,

A k a o ら
34)
は 7 例 中 5 例 に

E B V- D N A を 検出 して い る . W u ら
39)
ほ I S H に よ り1 例中1 例

に E B E R s を認 め て い る .

～

方 ,
N ie d o bit e k ら

37)
ほ IS H に より

8 例す べ て が E B V-D N A が陰性 で ある こ と , 別 に
43)I S H に より

9 例す べ て が E B E R s が 陰性 で あ る こ と , D ic t o r ら
頼

も検討し

た 2 例が い ずれ も E B E R s 陰性で ある こ と を報告 して い る . 今

回 の 研究 で は ,
I S H に よ り W H O-1 に お い て E B E R s が検出さ

れず ,
さ らに P C R に て も E B V- D N A を検出 しな か っ た .

～ 方

W H O -2 お よ び W H O- 3 で ほ IS H に よ る E B E R s の 検 出 ,

P C R に よ る E B V- D N A の 検出は い ずれ もきわ め て 高率で あ っ

た .
W H O -2 と W H OL 3 で の きわ め て 高い 関連 を 確認 した と と

も に∴ W H O -1 で の E B V の 関 与 は 否定 的 と 考 え ら れ ,

W H O -1 と W H O - 2 お よ び W H O-3 の 発癌原因ほ異な る もの と

考え られ た . ケ ラ チ ノ サ イ ト株 へ の L M P l 遺伝 子の ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン に よ り
, 分化が 抑制 され

44

＼ ま た紡錘細胞様 の 形

態に 変化す る
45) こ と ほ

,
E B V の 感染 ,

さ ら に い え ば L M P l の

発現が分化度 の 低 い 腫瘍 の 発生 に関与す る こ と を 示 酸 して い

る . また 腺病に おい て は 2 例と も E B E R s , E B V - D N A は 陰性で

あ り, E B V の 関与ほ 否定的と思わ れ た .

正 常 ヒ ト B リ ン パ 球 に 試験管内で E B V を 感染 させ る と よ
そ



上 咽頭癌に おけ る E B V , p 5 3 , b cト2

の 細胞 は永久増殖化 しリ ン
パ 芽 球株 (1y m p h o b l a s t oid c e11 Ii n e ･

L C L) が樹立 され る .
L C L で 発現が 認め られ る も の と し て は

E B E R s の 他に 6 種類 の E B N A と 3 種類 の L M P が 同定 され て

い る , E B N A l は他 の E B N A と異 な り ,
H L A-1 拘束性 E B V

特異的細胞障害性 T リ
ン パ 球 ( c y t o t o xi c T ly m p h o c yt e ･ C T L)

の標的抗原 に は な らず , 潜伏 E B V ゲ ノ ム の 維持 に 必 要 な蛋白

である ,
E B N A 2 ほ 試験管内で の B リ ン パ 球の 永久 増殖化 に 最

も中心 的な役割を果たす蛋白であり , 他の 潜伏 E B V 遺伝子 で

ある L M P l , L M P 2 A , L M P 2 B な ど の 遺伝子を活性化す る ･

E B N A 3 群の E B N A 3 A , -3 B , -3 C の うち E B N A 3 A ,-3 C は B リ

ン パ 球の 永久増殖化 に 必要 と さ れ て い る . E B N A
- L P (l e ad e r

p r o t ein) も B リ ン
パ 球の 永久 増殖化 に 必要な蛋白で E B N A 2 と

ともに E B V の13 リ ン パ 球 へ の 感染後最初に 発現す る . L M P l

は膜蛋白で , L M P l 遺伝子 単独で ラ ッ ト の 培養線維芽細胞殊 に

腫瘍原性 ト ラ ン ス フ ォ
ー メ ー シ ョ ン を起 こす こ と が で きる

4 6)
･

また , L M P l が あcg- 2 遺伝 子を リ ン パ 球 内で 活性化 し , ア ポ

ト
ー

シ ス に よ る細胞死 を抑制す る
47) こ とが 知 られ て お り , B 細

胞の 腫瘍化 に 重要な意義 を有 して い る .
L M P 2 A

,
L M P 2 B の う

ち L M P 2 A は E B V 潜 伏感染の 維持 に 重要で ある と考え られ て

い る .
これ ら E B E R s と 9 種類 の E B V 特異 的蛋白 は種 々 の

E B V 関連腫瘍細胞 に よ っ て 発現が 異な っ て お り ,
E B V 特異的

C T L の 標的 とな らな い E B E R s と E B N A l の み が い ずれ の 腫瘍

細胞 で も発現 して い る . E B V 関連腫瘍は E B N A と膜蛋白の 発

現様式に よ り 3 つ の ク ラ ス ( Ⅰ塾 ,
Ⅰ塾 ,
Ⅲ型と 表記) に 分類 さ

れ る . Ⅰ 型ほ バ ー

キ ッ ト リ ン パ 腫 に 代 表 さ れ ,
E B E R s と

E B N A l の み が検 出され る . Ⅲ型 ほ L C L や宿主 の 免疫 不 全に

よ り発症する 日和見 リ ン パ 腫に み られす べ て の 潜伏遺伝 子 を発

現して い る . 上咽頭癌 ほホ ジキ ン 病 や 皮膚 ･ 鼻腔の 末梢性T リ

ン パ 腫 と同様 に ‡型 で ある こ と が 知 られ て お り
4)48 )

,
E B E R s と

E B N A l の 他に L M P l や L M P 2 A , L M P 2 B が 検出され る . 本

研究に お い て 病理 組織学的 に 潜伏感染に 関与す る E B V 遺伝 子

産物の 発現と増殖 サ イ ク ル の 遺 伝子産物 の 発現 を調 べ た と こ

ろ
,
L M P l は 約1 / 3 の 例で陽性であ っ た が ,

E B N A 2 は 全例で

陰性で あり , Ⅱ塾で ある こ とが 確認 され た . 潜伏感染か らウイ

ル ス 増殖サ イ ク ル へ の ス イ ッ チ は B Z L F l 蛋白が 担 っ て い る .

B Z L F l 蛋白は 増殖サ イ ク ル の 前初期遺伝子産物で あ り , び ま

ん 型早期抗原 (diff u s e e a rly a n ti g e n , E A
- D ) を コ

ー ドす る

B H L F l や限局型早期抗原 (r e s t ri c t e d e a rl y a n ti g e n , E A- R ) を

コ ー

ドする B H R F l な どの 初期遺伝子 , さ らに V C A を コ
ー

ド

する B c L F l や E B V の 主 要 エ ン ベ ロ ー プ で あ る 糖蛋白3 50/

22 0 を コ
ー

ドす る B L L F l な どの 後期遺伝子 を 活性化す る作用

を持つ . 本研 究で ほ B H L F の 発現が B Z L F l 蛋白に 依存 して い

な い こ と
,
B H L F を発現す る細胞 が E B E R s を発現する細胞 に

比しきわ め て少数 である こ と か ら, 増 殖サ イ ク ル に ある細胞 は

はとん どなく ,
ス イ ッ チ 蛋白が 発現 され て もそ の 後の 初期遺伝

子 の 活性化が生 じな い こ と
, すな わ ち B Z L F l 蛋白 の 不 活性化

が示 唆され た . しか し血 清学的に は 仁 増殖サ イ ク ル の 遺伝子産

物である V C A や E A に 対す る抗体価が 上 昇お り , 散在 して み

られた B H L F 陽性細胞 に 由来す るもの と思わ れ た . しか しな

がら B r o u s s e t ら
49)
は B H L F l を 検出 して お らず , 検出限界以下

の レ ベ ル で B H L F などの 初期 ･ 後期遺伝子が発現 して い る 可

能性が考え られ る . N i e d o bit e k ら50) , S a m 瑚 は B Z L F l 蛋白は 検

出され な い と報告 して い る が ,
抗 B Z L F l 蛋白抗体価 の 上 昇を

認め る別 の 報告印 が B Z L F l 蛋白 の 発現 を 示 唆 し て お り ,
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V C A 抗体価や E A 抗体価の 上昇 をもた らす増殖サ イ ク ル の 細

胞に 由来する と説明され てい る . しか し本研究 で示 蚊され る よ

う に B Z L F l 蛋白を 発現す るが増殖 サ イ ク ル に は移行 しな い 細

胞由来である こ とも別 の 可能性と して考え られ る . ヒ ト免疫不

全 ウイ ル ス (h u m a n i m m u n o d effi ci e n c y vi ru S; H I V ) 感染患者 に

生ず る舌の 毛髪状白坂症 ( o r al h air y l e u k o pl ak i a ; O H L) で は

E B V - D N A の 複 製 と B Z L F l m R N A が 検 出 さ れ お り ,

L M P l m R N A も検出され る 一 方 E B E R s は検出 され てお らず,

生体 内(i n vi u o) に お い て 増殖サ イ ク ル で は E B E R s ほ必発で は

な い
さ2)

. B e c k e r ら ば
3}
O H L では

, 舌粘膜 の 有辣層上層 にお い て

は B Z L F l 蛋 白 を 核内に 認 め ,
さ ら に 前 初期 遺伝子産物

B R L F l
, 初期遺伝 子産物 B H R F l , B M L F l , 後期遺伝子産物

B c L F l も核内に 認 め られ る が ,
基底層 に お い て は B Z L F l 蛋白

が 細胞質に 認め られ た こ と , H I V 未感染者 の 看で は基底層に お

い て B Z L F l 蛋 白 を 細胞 質 に 認 め る が B R L F l . B M L F l ,

B c L F l は認め な い こ とを 報告 して い る . 彼らほ ,
B Z L F l 蛋白

の 活性化 に は 核で の 局在が必 須で あり , そ の た め に ほ 細胞側の

蛋白が必要 と され る 可能性 , 細胞 質か ら核に 移行して 活性化さ

れ る可能性 を示 竣 して い る . ま た C o c h e t ら
51)
は B Z L F l 遺伝子

の 転写の 過程で完全に ス プ ラ イ シ ン グ され た もの ,
ス プ ラ イ シ

ン グが 不完全なもの ,
ス プ ラ イ シ ン グ を受け て い な い も の が 存

在す る こ と を示 し, 不 完全 なもの の 中に は核内局在や D N A 結

合 な どの 主 た る機能 を有さ な い もの が ある可 能性も示嫁 して い

る . 本研究で は B Z L F l 蛋白の 発現は わ ずか な細胞 で は核内 に

み られ たもの の 大部分は細胞質 に 認め られ , 核 内 へ の 移動 の 不

可能 な , 不 完全な ス プ ラ イ シ ン グ に よ る蛋白を同定 して い る可

能性を示 唆 して い る . Z h a n g ら
55)
は
,
B Z L F l 蛋白 と p 5 3 蛋白

が 複合体形成に よ り試験管内で も生体内でも直接的 に 相互作用

する こ とを 示 し, 野生型 p53 蛋白の 発 現は B Z L F l 蛋白に よ る

E B V 薄伏 感染か ら 増殖 サ イ ク ル へ の 移 行を 抑制す る こ と ,

B Z L F l 蛋白が p5 3 蛋白依存性 の 転写活性化を抑制す る こ とを

示 して い る .
こ の 直接的相互作用が , 潜伏感染か ら増殖サ イ ク

ル へ の 移行 の 調節に 大きく関与 して い る こ と を 示 唆 してい る .

細胞が発癌 に 至 るに ほ , 癌関連遺伝子 の 変異を伴う と され て

お り ,
これ に は癌遺伝子の 活性化と癌抑制遺伝子の 不 活性化が

考 え られ て い る . ♪53 遺伝子は1 7 番染色体短腕上 に ある癌抑制

遺伝子 で ∫ 種 々 の 悪性腫瘍 に お い て そ の 変 異が 認め られ て お

り
,
また 変異遺伝子産物 (変異型 p53 蛋白) が 正常遺伝子産物

( 野生型 p 53 蛋白) に 比 べ て安定 して い る こ と を利用 して 免疫組

織学的に こ れ を 同定す る試み が数多く さ れ て きた
56)

. p5 3 蛋白の

不活性化を もた らすの は 変異型 p 53 蛋白の み で はな く , S V 4 0

ラ ー ジ T 抗原 ,
ア デ ノ ウイ ル ス EI B 蛋白や ヒ ト乳頭踵 ウイ ル

ス (h u m a n p a pi1lo m a vi r u s) E 6 蛋白な どの ある種の ウイ ル ス 蛋

白ある い ほ細胞蛋白で ある M D M 2 遺伝子 産物と複合体を形成

した 野生型 p 53 蛋白も不 活性化 されて い る
57)

. ウイ ル ス 蛋白で

も S V 4 0 ラ ー ジ T 抗原, E I B 蛋白は複合体形成 に よ る安定化が

p 53 蛋白の 機能を低下させ るが ,
E 6 蛋白は p 5 3 蛋白の 崩壊を

進め て 機能を低下 させ る
58)

. 本研究で の 病理 敵織学的検討 で は ▲

上 咽頭癌 に お け る p 53 蛋白 の 発 現は5 5 % で あ り , N i e d o bit e k

ら
43}
, P o r t e r ら

59}
とほ ぼ同様の 結果であっ た .

一 方上 咽頭痛生検

観織に お ける 卵3 遺伝子 の変異に つ い て は ,
Eff 叫 ら

叫 は原発

部位18 例 で は全 てみ られず頸部転移リ ン パ 節15 例中 2 例で エ ク

ソ ン 5 も しく ほ エ ク ソ ン 6 で の ミ ス セ ン ス 変 異を ,
S p r u c k Ⅲ

ら
6-】
は15 例全て に み られ ず ,

S u n ら
62)
は2 2 例 中1 例で エ ク ソ ン
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8 での ミ ス セ ン ス 変 異を ,
N a s ri n ら

83-
ほ2 5 例中 1 例で エ ク ソ ン

7 で の ミ ス セ ン ス 変異を 認め て い る が ,
い ずれ も上 咽頭痛 に お

ける 卵3 遺伝子 の 変異 の 頻度はきわ め て低 い と結論 して い る ･

こ の よう に 上 咽頭痛 に おけ る 卵3 遺伝子の 変異 がき わ め て 稀

で ある こ と を考慮す る と , 本研究で み られ た p5 3 蛋白 の 発現

は
j 野生型 p 53 蛋白が 不 括化 して発現 され て い ると 考える こ と

が でき る . N i e d o bit e k ら
珊
は E B V と p 5 3 蛋白 の 発現 に は相関

は な い と して い る の に 対 し , 今回 の 研究で は ,
E B E R s の 発 現

と p5 3 蛋白の 発現に 相関 が み られ た こ と ,
E B E R s 陽性 群 の

p 5 3 蛋白ス コ ア が E B E R s 陰性群 の ス コ ア よ りも高値 を示 した

こ とか らも , p 5 3 蛋白の 発現ほ E B V の 存在に 関連 して い る こ

と
, す なわ ち ,

上 咽頭痛に お ける p 53 蛋白の 発現 ほ タ5 3 遺伝

子変異 に よ るも の で は なく ,
E B V 感染 に よ る野生型 p 53 蛋白

の 不 括化 に よ る も の と 推測 で き る . 更 に は p 5 3 蛋 白 と

B Z L F l 蛋白の 発現に 強 い 相関が み られ た こ と , B Z L F l 蛋 白陽

性群の p5 3 ス コ ア が B Z L F l 蛋白陰性群に比 し著明な高値を示

した こ とは ,
B Z L F l 蛋白が 野生塑 p 53 蛋白の 不 活化に関与 し

て い る 可 能性を 示 唆す る .
こ れ は Z h a n g らが 示 し た よ う な

p 5 3 蛋白と B Z L F l 蛋白の 相互作用 を裏付け るもの で あ るが ,

先 に 述 べ た よ う に , p 53 蛋 白 は 核内に 発現 が み ら れ た が ,

B Z L F l 蛋白の 発現は 核内 で はわ ずか の 細胞の み で多く は細胞

質に み られ た こ とは 1
Z h a n g らが示 した 直接的な作用 の ほ か に

間接的な相互作用 の 存在を 示 改するもの で ある .
レ チ ン 酸受容

体
64)
や 核 因 子 ㍍B

矧
が B Z L F l 蛋 白 と の 相 互 作 用 に よ り

B Z L F l 蛋白の 磯能 を 低下 させ る との 報告もあり ,
こ の よ う な

細胞蛋白や , ある い ほ機 能が未知 の E B V 由来 の ウ イ ル ス 蛋白

に
, p5 3 蛋白 と B Z L F l 蛋白の 間凍的相互作用の 補助因子と し

て の 可 能性が考 え られ る .

b cト2 蛋白は ミ ト コ ン ドリ ア 内膜蛋白で ア ポ ト
ー シ ス を 抑制

す る こ と に よ り , B 細胞 の 生存 に 有利 に 働く作 用 を 持
つ
砧l

▲

b cl- 2 蛋白 ほ 当初 t (1 4 ; 1 8) 転座 の あ る濾胞性悪性 リ ン
パ 腫

特異的に発現す る と い わ れて い た
67}
が
, そ の 後転直 の な い も の

で の 発現や び まん 性悪性 リ ン パ 腫 で の 発現 が 報告 され
88)6 9 )

, 現

在 で ほ リ ン パ 球糸底瘍 に限 らず , 大腸癌
叩

,
肺癌

Tl)
, 皮膚癌

T2}
な

どで もそ の 発現 が 報告 され て い る . 試験管 内 に お い て は よ

L M P l 遺伝子が ∂cJ
- 2 遺伝子 の 発現を高め ア ポ ト

ー

シ ス を 回避

す る
48) こ と が知 られ て お り , E B V 関連腫瘍に おけ る b cl

-2 蛋白

の 関与 が注 目 されて い る . 病理阻 織学的 に ほ 滞伏感染 1 型を 示

す リ ン パ 球増殖性疾患 であ る ホ ジキ ン 病で の 報 告 が 多 い ･

A r m st r o n g ら
7a)

,
K h a n ら

T4)
, Ji w a ら

75)
は い ずれ も ,

ホ ジ キ ン 病

に お ける b c l- 2 蛋白 の 発現は L M P の 発現に 依存 しな い と結論

して い る . 上 咽頭癌 に お い てほ ,
L u ら

柑)
が b cl

-2 蛋白の 発現が

未分化癌の 原発巣22 例中 刷軋 頸部転移 リ ン
パ 節で23 例中18 例

で み られ る と報告 して い る . さ ら に こ れ ら4 5 例 の な か で

E B V - D N A が陽性 の も の37 例中30 例 , 陰性の も の 8 例 中6 例 で

b cト2 蛋白の 発現 が み られ ,
ま た L M P を 評価 しえた2 9 例の な

か で L M P 陽性例 9 例 中鋸軋 陰性例20 例中1 7 例に b cト2 蛋白

の 発現 がみ られ る こ とか ら , b cl
- 2 蛋白の 発現 は L M P に 依存 し

な い と して い る . 本研究で も, b cト2 蛋白は W H O の 艶織塑を 問

わ ず ,
ま た腺病 に も発現 がみ られ ,

その 発現率 ほ89 % と きわ め

て高い とは い え ,
L M P l の 発現 と の 相関は なく , 平均 ス コ ア も

L M P l 陽性群 と陰性群で は ほ ぼ同値で あり , b cl
-2 蛋 白の 発 現

は L M P に 依存 しない こ とが判明 した .

b cl
-2 蛋 白 は ア ポ ト

ー シ ス を 抑制す る働きを も ち , 野 生型

p5 3 蛋白は ア ポ ト
ー シ ス を 誘導する働きをも つ . 前者 は癌遺伝

子産物 , 後者ほ 癌抑制遺伝子産物 と して 考え られ て お り, とも

に 発癌 に 関 して重要 な意義 をも つ . W a n g ら
7丁)
ほ , T 細胞 リ ン

パ 腫細胞株 に 温度感受性 ♪5 3 遺伝子を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

し野生型を発現 させ て ア ポ ト
ー

シ ス を誘発す る際 に ,
あc才一2 遺

伝子 も同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する と ア ポ ト
ー シ ス が 抑制

され る こ とを 報告 した . 免疫敵織化学的 に は , 神経 膠腫 で は

b cト2 蛋白の 発現は 変異型 p 5 3 蛋白を 発現 した もの よ りも野生

型 p 53 蛋 白を発現 した もの の はう が有意 に 高い
丁8)
こ とが 示 され

て お り , こ の よ う に b cト2 蛋白 と不 活化 した 野生型 p 53 蛋白の

関連が 示 唆 され る . 本研究で は , p 5 3 蛋白 と b cト2 蛋白の 発現

に 相関 はみ られず直接の 相互 作用 の な い こ と が示 唆さ れた が ,

両者とも陽性で あ っ た 症例 は5 0 % で あ り ,
不 活化 した 野 生型

p 53 蛋白 と b cl- 2 蛋 白を 同時 に 発現 して い るもの と 思われ た ･

さ らに , 免疫 二 重染色の 結果は , 上 咽頭原発巣で ほ64 % , 頚部

転移 リ ン パ 節の 75 % が 著者 の 分類 の a 型も しく は b 塾に 相当

し
, また 染色 され る細胞 の 割合も b c l- 2 蛋白陽性 の も の が 圧倒

的に 多く , 癌の 多段階発癌 モ デ ル と して捉 え るな ら , b cト2 蛋白

の 過剰発現 が お こ り , E B V の 感染等 に よ る野生型 p 53 蛋白の

不 活性化を は じめ とす る 細胞側の 異常 が生 じるもの と予想され

る .

本研究 で は 病理観織学的 に ,
E B V 遺伝子産物 , 試 験管内 で

E B V と関連 の ある癌遺伝子産物 b cl
-2 蛋白 ,

ヒ トの 種 々 の 癌で

変異 ･

不 活性化 が示 され て い る癌抑制遺伝子産物 p 53 蛋 白の

発現と 相互 関係 に つ い て 検討 した . 発癌 の メ カ ニ ズ ム は こ の よ

うな 数種の もの で 規定 しえ な い 複雑な もの で ある が ,
こ れ ら数

種 の もの の 上 咽頭癌 へ の 関与 に つ い て 提示 し た . 上 咽頭癌と

E B V の 関連が 示 唆 され て約30 年経過 した が , 上 咽頭癌ほ試験

管内 モ デ ル の 作成 が難 しく ,
E B V が どの よう に 発癌 に 関与し

て い る か 未だ 十分な結果ほ得 られ て い な い . 当教室 で 樹立 した

E B V ゲ ノ ム 保有上 皮細胞株 N P C
- K T を 用 い て

,
本研究で の 病

理 組織学的検討 の 結果を分子生物学的に 解明 して い く必要があ

る .

結 論

上 咽頭癌症例の 原発巣5 6 例 , 頸 部転移 リ ン パ 節1 8 例に お い

て
, 免疫組織化学的に E B V 遺伝子産軌 p 53 蛋白 ,

b cl -2 蛋白

の 検出を 行 い ,
また P C R 法 に よ り E B V-D N A の 検 出を 行い ,

以下の 結論 を得 た .

1 .
E B E R s 陽性例 ほ , 5 6 例 中46 例 (82 %) に 認め た . 組織別

に ほ W H O 分 煩 の 2 塑 ( 分化型非角化癌) で は3 2 例 中3 0 例

(9 4 % ) , 3 型 (未分化癌) で は17 例 中16 例(94 % ) に 陽性で あ っ た

が , 1 型(扁平上 皮癌) で ほ 5 例す べ て が陰性 であり , 1 型に
お

ける E B V の 関与ほ 否定的と考え られ た ･

2 . E B V
-

D N A は , 検討 した42 例中35 例 (83 % ) で 検出 され

た . E B E R s と 同様に W H O 分類 l 型 の 3 例 で は 検出 さ れ な

か っ た . E B E R s の 検出と , E B V
- D N A の 検出は ともに E B V を

同定す るた め の 鋭敏な 指標 で あ る こ と が 示 唆さ れ た ･

3 . E B V は潜伏感染状態 にあり , L M P l の 発現が56 例中
17

例(30 %) , E B N A 2 の 発 現が み られ な い こ とか ら潜伏感染様 別

型であ る こ と が 示 さ れ た . B Z L F l 蛋 白陽性例 は55 例中18 例

(32 %) に 認め た れ B H L F の 発現 は56 例 中6 例(11 % )
で散在し

て みられ る の み で あ っ た . B H L F の 発現 が検出感度以下の 可能

性もある が ,
B Z L F l 蛋白 の潜伏感染か ら増殖サ イ ク ル

へ の ス



上 咽頭癌 に お け る E B V , p 5 3 , b cト2

ィ ヅ チ 機能が不 倍化 し, 増殖サ イ ク ル に は移行 して い な い こ と

が示 酸され た .

4 . p5 3 蛋 白 陽性例 は 5 6 例 中 3 1 例 (55 %) に 認 め た が

E B E R s の 発現と 相関 して お り( p < 0 ･0 5) , p5 3 蛋白 の 発現に お け

る E B V の 関与が 示 唆 され た ･ 掛 こ , B Z L F l 蛋 白の 発現と の 間

に 掛 ､ 相関を 認め (p < 0 ･0 01) , 相互 作用 に よ っ て , B Z L F l 蛋白

に よ る野生型 p 53 蛋白 の 不 活性 化 p53 蛋白 に よ る B Z L F l 蛋

白の 不 活性化が生 じて い るも の と推測 され た ･

5 . b c ト2 蛋白陽性例 は56 例 中5 0 例 (89 % ) に 認 め た が ,

b cl
-2 蛋白の 発現は E B E R s の 発現お よ び L M P l と の 発現 と相

関が なく ,
E B V 感染 に 依存するも の では な い と 考え られ た ･

6 . 臨床背景因子 と して ,
E B V 抗 体価 と E B E R s の 発現に 強

い 相関をみ た ( p < 0 .0 01) ･ E B E R s の 検出が E B V 同定の きわ め

て鋭敏な方法である こ とか ら , E B V 抗体価 の 測定 は臨床的 に

ス ク リ ー ニ ン グ へ の 利 用な ど有意義 で ある と 思わ れ た .
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R . & V o g e ls t ei n , B . : C h r o m o s o m e 1 7 d el e ti o n s a n d p5 3

g e n e m u t ati o n s in c ol o r e c t al c a r c i n o m a s . S ci e n c e , 2 4 4 ,

21 7 -2 21 (1 9 89) .

9 ) T a m u r a , G .
, K i h a n a , T .

,
N o m u r &

,
K .

,
T e r a d a

,
M .

,

S u g i m u r a , T . & H i r o h a s h i
,
S . : D e t e c ti o n o f f r e q u e n t p 53

g e n e r n u t a ti o n s in p ri m a r y g a s tri c c a n c e r b y c ell s o r ti n g a n d

p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n si n gl e
-

S tr a n d c o n f o r m a ti o n

p oly m o r p hi s m a n aly si s . C a n c e r R e s . , 5 1 , 3 05 6
-

3 0 58 (1 9 91) ･

1 0) T a k a h a sh i , T . , N a u , M . M .
,
C h i b &

,
I .
,
B i r r e r

,
M . J .

,

R o s e n b e r g , R . K .
,
V i n o c o u r

,
M
リ
L e v it t

,
M
り
P a s s

,
H
り

G a z d a r , A . F . & M i n n a
,
J . D . : p 5 3 : a f r e q u e n t t a r g e t f o r

g e n e ti c ab n o r m aliti e s i n l u n g c a n c e r . S ci e n c e , 2 46 , 49 1
- 49 4

(1 9 8 9) .

1 1 ) P r o s s e r , J .
,
T h o m p s o n , A . M .

, C r a n 5 t O n , G . &

E v a n s
,
H . J . : E vid e n c e th a t p 5 3 b eh a v e s a s a t u m o u r

s u p p r e s s o r g e n e i n s p o r a d ic b r e a s t t u m o u r s ･ O n c o g e n e , 5 ,

1 5 7 3 -1 5 7 9 (1 9 9 0) .

12) L a n e , D . P . : P 5 3 , g u a r d i a n of t h e g e n o m e . N a t u r e ,

3 5 8
,
1 5 -1 6 (1 9 92) .

13) T s uj i m o t o , Y . , C o s s m a n , J .
, J a ff e , E . & C r o c e , C ･

M . : I n v oI v e m e n t of th e b cl
-2 g e n e i n h u m a n f ollic ul a r

l y m p h o m a . S ci e n c e , 2 2 8 , 1 4 40
-1 4 4 3 (1 98 5) ･

1 4) S h a n m u g a r a t n a m , K . : H is t ol o gi c al T y pi n g of T u r n o u
-

r s o f th e U p p e r R e s pir a t o r y T r a c t a n d E a r , 2 n d e d ･
, p 3 2- 3 4 ,

S p ri n g e r- V e rl a g . B e rli n , H eid elb e r g , N e w Y o r k , L o n d o n ,

P a ri s
,
T o k y o , H o n g K o n g , B a r c el o n a , B u d a. p

e s t
,
1 9 91 ･

1 5) U I C C : P h a r y n x . I n P . H e r m a n e k & L . H . S o bi n ( e d s ･) ,

T N M C l a s sifi c a ti o n of M alig n a n t T u m o u r s , 4th e d .
, p 1 9

-2 2 ,

S p rin g e r- V e rl a g , B e rli n , H eid elb e r g , N e w Y or k , L o n d o n ,

P a ris , T o k y o , 1 9 8 7 .

16) 角田 玲子 , 竹生 田 勝次 , 酉 鳥 渡, 寺 田 寿美子 ,
砂倉瑞

良, 加藤真吾 : 上 咽頭癌の 治療成績 と予後田子 . 耳鼻頭 乳

67
,
3 0 5-3 0 9 (1 9 9 5) .

1 7) P a r k , C . S .
,
M a n a h a n

,
L . J . & B r i g a ti , D . J . :

A u t o m a t e d m ol e c ul a r p a th ol o g y : O n e h o u r i n sit しI D N A

h y b rid iz a ti o n . J . H i s t ot e c h n ol ･ , 1 6 , 21 9
-2 2 9 (1 9 91) ･

1 8) R e e d , J . A .
,
M a n a h a n , L . J . , P a r k , C . S . & B ri g a ti ,

D . J : C o m pl e t e o n eTh o u r i m m u n o c y t o c h e m i st r y b a s e d o n

c a pill a r y a c ti o n . B i o t e c h ni q u e s , 1 3 , 43 小4 43 (1 9 9 2) ･

1 9) I e z z o n i , J . C .
,
M a n a h a n

,
L . J .

,
P a r k

,
C . S . &

B ri g a ti , D . J : R e c e n t a d v a n c e s i n a u t o m at ed i m m u n o c y t o c-

h e m is tr y . J . H is t o t e c h n ol . , 1 6 , 3 9-5 0 (1 9 9 3) ･

2 0) 森下和男: 上 咽頭癌 と E p s t ei n - B a r r v ir u s (E B V ) との 病因

論的関連性に つ い て . 耳鼻臨床 ,
7 4 , 2 7 8 3 - 2 80 5 (1 9 8 1) ･

21) R e g a u d , C . & R r e v e r c h o n , L . : S u r u n c a s d
'

e pith ei
-

o m a e pid e r m oid e d e v el o p p e d a m s le s m a s sif m a xill air e

s u p e ri e u r . R e v . L a.
r y n g ol . O t ol . R h i n ol . (B o r d) , 4 2 , 3 6 9 - 3 7 8

(1 9 21 ) .

2 2) S c h mi n c k e , A . : U b er ly m p h o
-

e Pith eli al e g e s c h w uls te ･

B eitr . P a th ol . A n a t . A llg . P a th ol . , 6 8 , 1 61
-1 7 0 (1 9 2 1) .

2 3) M a d ri , J . A . & B & r W i c k , K . W . : A n i m m u n o hi s to c h
-

e m i c al s t u d y of n a s o p h a r y n g e al n e o pl a s m s u s l n g k e r a ti n

a n tib o di e s . A m . J . S u r g . P a th ol , , 6 , 1 4 3
- 1 4 9 (1 9 82) .



2 00

2 4) T a x y , J . B . , H i d v e g i , D . F . & B a ttif o r a , H . :

N a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a : A n tik e r a ti n i m m u n o h is t o c h e m is-

t r y a n d el e c tr o n m i c r o s c o p y . A m . J . C li n . P a t h ol り 8 3 , 3 2 0 - 3 2 5

(1 9 8 5) .

25 ) H e n l e , W .
,
H e nl e

,
G .

,
H o

,
J . H . C .

,
B u r ti n

,
P .

,

C a c hi n
,
Y
り
C liff o r d

,
P .

,
. d e S c h r y v e r , A .

,
d e - T h e

,
G .

,

D i e h l
,
V . & K l ei n

,
G . : A n tib o di e s t o E p s t ei n

- B a r r vi r u s i n

n a s o p h a r y n g e a l c a r ci n o m a , O t h e r h e a d a n d n e c k n e o pl a s m s

a n d c o n tr o l g r o u p s . J . N at . C a n c e r I n st , , 4 4 , 2 2 5- 2 31 (1 9 7 0) .

2 6) H e n l e , W . , H e n l e , G .
,
Z aj a c , B . A .

,
P e a r s o n

,
G .
,

W a u b k e , R . & S c rib a
,
M . : Diff e r e n ti al r e a cti vi ty of h u m a n

s e r u m s w it h e a rly a n tig e n s i n d u c e d b y E p s t ei n- B a r r vir u s .

S ci e n c e
,
1 6 9

,
1 8 8 -1 9 0 (1 97 0) .

2 7) W a r a , W . M
り
W a r a

,
D . W .

,
P h illi p s , T . L . &

A m m a n n
,
A . J . : E l e v a t e d I g A i n c a r ci n o m a o f th e

n a s o p h a r y n x . C a n c e r , 3 5
,
1 3 1 3-1 31 5 (1 9 7 5) .

2 8) H e n l e , G . & H e n l e , W . : E p st ei n-B a r r vi r u s- S p e Cific I g A

s e r u m a n tib o di e s a s a n o u t st a n d in g f e a t u r e of n a s o p h a r y n g-

e al c a r ci n o m a . I n t . J . C a n c e r , 1 7 , 1 -7 (1 9 7 6) .

2 9) z u r H a u s e n
,
11 .

,
S c h u lt e - H ol th a u s e n

,
H .

,
K l e i n

,
G .
,

H e n l e
,
W .

,
H e n le

,
G .
,
C liff o r d

,
P . & S a n t e s s o n

,
L . : E B V

D N A i n bi o p si e s of B u r kitt t u m o u r s a n d a n a pl a stic c a r ci n o-

m a s of th e n a s o p h a r y n x . N a t u r e , 2 2 8 , 1 0 5 6-1 0 5 8 (1 9 7 0) .

3 0) N o n o y a m a , M .

,
H u a n g , C . H .

,
P a g a n o , J . S .

,
K l ei n

,

G . & S i rl g h , S . : D N A of E p s t ei n
- B a r r vi ru S d e t e c t e d i n

ti s s u e of B u r k it t
'

s ly m p h o m a a n d n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a .

P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A , 7 0 , 3 2 6 5
-3 2 6 8 (1 9 7 3) .

3 1) H u a n g , D . P .
,
H o

,
J . H .C .

,
H e n l e , W . & H e n l e , G . :

D e m o n st r a ti o n of E p s t ei nT B a r r v ir u s - a S S O Ci a t e d n u cl e a r

a n tig e n i n n a s o ph a r y n g e al c a r c i n o m a c ells f r o m f r e sh

bi o p si e s . I n t . J . C a n c e r , 1 4 , 5 8 0 - 5 8 8 (1 9 7 4) .

3 2) R a a b - T r a u b
,
N . & F l y n n , K ∴ T h e st ru C t u r e Of t h e

t e r m i ni o f th e E p s t ei n
- B a r r vi r u s a s a m a rk e r of cl o n al

c ell ul a .r p r o uf e r a ti o n . C ell
,
4 7

,
8 83 -8 8 9 (1 9 8 6) .

3 3) C h a n g , Y . S .
,
T y a n , Y . S .

,
L i u , S . T . , T s ai , M . S ･

& P a o
,
C . C . : D e t e c ti o n o f E p s t ei n- B a r r vir u s D N A

s e q u e n c e s i n n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a c e11s b y e n z y m ati c

D N A a m plifi c a ti o n . J . C lin . M ic r o bi ol . , 2 8 , 2 3 9 8
-2 4 0 2 (1 9 9 0) ･

3 4) A k a o , Ⅰ. , S a t o , Y .
,
M u k a i

,
K .

,
U h a r a

,
H .

,
F u r u y a ,

S . , H o s hi k a w a , T .
,
S h i m o s a t o

,
Y . & T a k e y a r n a , 1 . :

D e t e c ti o n of E p s t ei n
- B a r r v ir u s D N A i n f o r m ali n -fi x e d

p a r affi n
-

e m b e d d e d ti s s u e of n a s o p h a ry n g e al c a r ci n o m a u si n g

p oly m e r a s e c h a i n r e a c tio n a n d i n sit u h yb rid iz a tio n ･ L a r y n g o-

s c o p e , 1 0 1 , 2 7 9
-2 8 3 (1 9 91) .

3 5) W a lt e r ∴M . A .
, M e n a r g u e z

- P a l a n c a , J . & P ei p e r , S .

C . : E p s t ei n
- B a r r vi r u s d et e c ti o n i n n e c k m e t a s t a s e s b y

p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n . L a r y n g o s c o p e , 10 2 , 4 8 1
- 4 8 5

(1 9 9 2) .

3 6) W ei s s , L . M .
,
M o v a h e d

,
L . A .

,
B u tl e r , A . E .

,

S w a n s o n
,
S . A .

,
F ri e r s o n J r

,
H . F .

,
C o o p e r , P . H ,

, C ol b y ,

T . V . & M il ls
,
S . E . : A n aly sis o f ly m p h o e pith eli o m a a n d

ly r n ph o e pith eli o m a
-1ik e c a r c in o m a

l

s f o r E p st ei n
- B a r r vir al

g e n o m e s b y i n sit u h yb ridi z a ti o n . A m . J , S u r g ･ P a t h ol り 1 3 ,

6 2 5
-

63 1 (1 9 8 9) .

3 7) N i e d o bi t e k , G ･
,
H a n s m a n n

,
M ･ L ･

,
H e r b s t , H

リ

Y o u n g , L . S ･
,
I)i e n e m a n n

,
D ･

,
H a r t m a n n

,
C . A .

, F i n n
,

T .
,
P it t e r off

,
S .

,
W el t

,
A .

,
A n a g n o s t o p o u r o s , Ⅰ. , F ri e d ri -

C h
,
R .

,
L o b e c k

,
H .

,
S a m

,
C . K .

,
A r a uj o , I . , R i c k i n s o n , A .

B . & S t ei n , H . : E p s t ei n
- B a r r v ir u s a n d c a r ci n o m a s :

U n d iff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a s b u t n o t s q u a m o u s c ell c a,r Ci n o
-

m a s of th e n a s o p h a r y n x a r e r e g ul a rl y a s s o ci a t e d w ith th e

vi r u s . J . P a th ol . , 1 6 5 , 1 7- 24 (1 99 1) .

3 8) H o w e , J . G . & S t eit z
,
J . A . : L o c aliz a ti o n of E p s tei nT

B a r r vi r u s- e n C O d e d s m a 11 R N A s b y i n sit u h yb ridi z a ti o n .

P r o c . N a tl , A c a d . S ci . U S A
,
8 3

,
9 0 0 6 - 9 01 0 (1 9 86) .

3 9) W u , T . C . , M a n n
,
R . B

り
E p $ t ei n , J . Ⅰ.

,
M a c M a h o n

,

E . , L e e , W . A .

,
C h a r a c h e , P .

, H a y w a r d , S . D .
, K u r m a n

,

R . J . , H a y w a r d , G . S . & A m bi n d e r
,
R . F . : A b u n d a n t

e x p r e s sio n of E B E R I s m a u n u cl e a r R N A i n n a s o p h a r y n g e al

c a r ci n o m a . A m . J . P a th ol . , 1 3 8 , 1 4 61-1 4 6 9 (1 9 9 1) .

4 0) K h a n , G .
,
C o a t e s

,
P . J .

,
K a n g r o , I

-

I . 0 . & S l a v in
,

G . : E p s t ei n B a r r vir u s ( E B V ) e n c o d ed s m a11 R N A s : T a r g ets

f o r d e t e c ti o n b y i n sit u h y b rid i s a ti o n wi th o lig o n u c le o tid e

p r o b e s . J . C li n , P a t h oI . , 4 5 , 61 6-6 2 0 (1 9 9 2) .

4 1) D i c t o r , M .
,
S iv e n

,
M .

,
T e n n v a11

,
J . & R a r n b e c h

,

E . : D e t e r m i n a ti o n of n o n e n d e m i c n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a

b y i n sit u h yb ridi z a ti o n f o r E p s t ei n-B a r r vi r u s E B E R I R N A :

S e n siti vity a n d s p e cifi city i n c e r vi c al
■
n o d e m e t a st a s e s .

L a r y n g o s c o p e , 1 0 5 , 4 0 7T41 2 (1 9 9 5) .

4 2) S a m , C . K . , B r o o k s , L . A . , N i e d o b it e k , G .
,
Y o u n g ,

L . S . , P r a s a d , U . & R i c k i n s o n
,
A . B . : A n aly si s of

E p s t ei n- B a r r v ir u s i n f e c ti o n i n n a s o p h a r y n g e a.
1 bi o p sie s f r o m

a g r o u p at hi g h ri sk of n a s o p h a r y n g e al c a r c i n o m a ･ I n t ･ J ･

C a n c e r
,
5 3

,
9 5 7 -9 6 2 (1 9 9 3) .

43 ) N i e d o b it e k , G .
,
A g a t h a n g g el o u , A .

,
B a r b e r

,
P .
,

S m a ll m a n , L . A .
, J o n e s , E . L . & Y o u n g , L S . : p 53

0 V e r e X P r e S Si o n
'

a n d E p s t ei n- B a r r v ir u s in f e c ti o n i n u n diff e r eT

n tia t e d a n d s q u a m o u s c ell n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a s ･ J ･

P ath ol
り
1 7 0

,
4 5 7-4 61 (1 9 93) .

4 4) D a w s o n , C . W .
,
R i c k i n s o n

,
A . B . & Y o u n g , L . S . :

E p s t ei n- B a r r v ir u s l a t e n t m e m b r a n e p r o t ei n i n h ibit s h u m a n

e pith eli al c ell d iff e r e n ti a ti o n . N a t u r e - 3 44 , 7 7 7 て80 (1 99 0) ･

45) F a h r a e u s , R . , R y m o , L .
,
R h i m

,
J . S . & K l e i n

,
G ･ :

M o r p h ol o gi c al t r a n sf o r m a ti o n of h u m a n k e r a ti n o c y t e s

e x p r e s si n g th e L M P g e n e of E p st ei n- B a r r vir u s ･ N a t u r e ,

345
,
4 4 7 - 4 4 9 (1 9 9 0) .

4 6) W a n g , I) . , L i e b o w it z , D . & K i e ff
,
E . : A n E B V

m e m b r a n e p r o t ei n e x p r e s s e d i n i m m o rt aliz e d l y m p h o c yt e
s

tr a n sf o r m s e s t a b lis h e d r o d e n t c ell s . C elI , 4 3 , 8 31-8 4 0 (1 9 8 5) ･

4 7) H e n d e r s o n , S .
,
R o w e

,
M .

,
G r e g o r y , C .

,
C r o o r n

-

C a r t e r , D .
,
W a n g , F .

,
L o n g n e c k e r , R .

,
K i e ff , E ･ &

R i c ki n s o n
,
A . : I n d u c ti o n of b cト2 e x p r e s si o n b y E p s t ei n

- B
-

a rr vir u s l a t e n t m e m b r a n e p r o t ei n l p r o t e c t s i nf e c t e d B c e
11s

f r o m p r o g r a m m e d c ell d e a th . C e u , 6 5
,
1 1 0 7-1 1 1 5 (1 99 1) ･

4 8) Y o u n g , L . S . ,
D a w $ O n , C . W .

,
C l a r k

,
D .

,
R u p a n i ･

11 .
,
B u s s o n

,
P .

,
T u r s ヱ; T .

,
J o h n s o n

,
A ･ & R i c ki n s o n , A ･

B . : E p s t ei n
- B a r r vir u s g e n e e x p r e s si o n in n a s o p h a r y

n g e al

c a r ci n o m a . J . g e n . V ir ol .
,
6 9

,
1 0 5 1 -1 0 6 5 (1 9 8 8) .



上 咽頭癌に おけ る E B V , P 5 3 , b cl -2

4 9) B r o u s s e t , P ･
,
B u t e t

,
V ･

,
C h i tt a l , S ･

,
S el v e s

, J ･ &

D el s o l , G . : C o m p a ri s o n of i n sit u h y b rid iz a ti o n u si n g

diff e r e n t n o n is o t o pic p r o b e s f o r d et e c ti o n of E p st e i n-B a rr

vi r u s i n n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a a n d i m m u n o hi s t o c h e mi c al

c o r r el a ti o n w ith a n ti-1 a te n t m e m b r a n e p r o t ei n a n tib o d y . L a b .

I n v e st り 6 7 , 4 5 7-4 6 4 (1 9 9 2) .

50) N i e d o bi t e k , G .
,
Y o u n g , L . S .

,
S a m

,
C . K .

,
B r o o k s

,

L . ,
P r a s a d

,
U . & R i c ki n s o n

,
A . B . : E x p r e s si o n of

E p st ei n
- B a r r v ir u s g e n e s a n d of ly m p h o c yt e a c ti v ati o n

m ol e c ul e s i n u n d iff e r e n ti at e d n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a s .

A m . J . P at h ol リ 14 0 , 8 7 9-8 8 7 (1 9 92) .

5 1) J o a b , Ⅰ.
,
N i c o l a s

,
J . C .

,
S c h w a a b

,
G .
,
d e - T h e

,
G .

,

C l a u s s e , B .
,
P e r ri c a u d e t

,
M . & Z e n g , Y . : D e t e c ti o n of

a n ti
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an ti g e n 2 ( E B N A 2) , a n d B Z L F l p r ot ei n , W a S P e rf b r m e d i n 5 6 p ri m ary n a s o p h ar y n g e al c ar cin o m a s ･ E x p r e s si o n of b o th th e

p5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e pr o d u c t a n d th e b cl
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E B E R s
,
b u t n o n e of 5 c a s e s of s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a ( S C C) n o r 2 c a s es of ad e n o c a r ci n o m a s h o w e d E B E R s ･ E B V
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