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上 咽頭癌 ほ , そ の 原田と して E p s t ei n - B a r r ウイ ル ス ( E p st e in
- B a r r vi r u s

.
E B V) の 関与が指摘され て い る悪性腫瘍 の ひ

と つ で あ る . E B V と 上 咽頭癌の 関連は患者血清中の 抗 E B V 抗休価 の 上 昇お よ び腫瘍細胞内の E B V ゲノ ム の 存在な どに よ

り 明確 で ある.
こ の E B V と上 咽頭癌の 密接 な関連に 着目 し, 上 咽頭癌頸部転移リ ン パ 節の パ ラ フ ィ ン 包 埋組織 か らポ リ メ

ラ
ー ゼ 連鎖反応( p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n , P C R) を用 い て E B V D N A の 増幅を行い ,

サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ

ン 法に て E B V D N A の 検出を試 み た . 1 4 例 中12 例に ヒ ト β- グ ロ ビ ン D N A が 検出され , うち 9 例に E B V D N A の 検 出が み ら

れた . E B V D N A の 検 出が見 られ た 例は ▲ 世界保健磯構の 上咽頭癌病理観織分類別に み ると 非角化塾が 4 = 例 , 未分化塾が 5 例

で あ り全例 に E B V 粒子抗原に 対す るI g A 抗体価の 陽性 がみ られ た .

一

方 , 対照群 と して他 の 頭頸部悪性腫瘍か らの 転移 リ

バ 節1 9 例と反応性 リ ン パ 節1 例を 選ん だ . 2 0 例 中18 例に ヒ ト β- グ ロ ビ ン D N A が 検出され た が E B V D N A ほ 全例検出され な

か っ た . 以上 か ら , 頸部転移阻織か らの E B V D N A の 検出は上 咽頭癌に 特異的で あ っ た . 上 咽頭癌は , 原発巣不 明の まま 頸部

リ ン パ 節転移を お こ し , 他の 頭頸部腫瘍 との 鑑別 が困難で ある場合が しば しば生ずる . そ こ で ,
E B V ゲ ノ ム 保有上 皮系細胞株

N P C-K T 細胞を ヌ
ー ド マ ウ ス に 移植 し, 形成 された腫瘍に届 い て穿刺吸引細胞診(fi n e n e e dl e a s pir a ti o n bi o p s y , F N A B ) を 施

行 した . F N A B か ら得 られ た微小組織 よ り P C R 法 を用い て E B V D N A の 検出を行 っ た . F N A B に 使用 され た 穿刺針は23 ,

2 1
,
1 8 ゲ

ー

ジ針で ある が い ずれ の 針で も E B V D N A の 検 出が 認 め られ た . 以上 か ら原発巣不 明頸部転移病症例 に お い て

F N A B 手技と P C R 法を 用い て E B V D N A の 検 出を 行う こ と は ,
上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的補助診断法 とな り得 ると

考え た .

K e y w o r d s E p st ei n
- B a rr vir u s , n a S O p h a r y n g e a l c a r ci n o m a , p Oly m e r a s e c h ain r e a c tio n , O C C ult

p ri m a r y le sio n , fi n e n e e dl e a s pir a tio n bio p s 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 V ir u s , E B V ) は ,

E p s t ei n ら
一)
に よ っ て バ

ー キ ッ ト リ ン パ 腫 の 培養細胞か ら 発見

され た ヘ ル ペ ス 型 ウイ ル ス で あるが ,
0 1d ら

2)
に よ る E B V 保有

細胞抽出可溶性抗原 と上 咽 頭癌患者血清と の ゲ ル 内沈降反応の

実験結果 か ら , バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫だ け で な く 上 咽頭癌も

E B V との 関連性 がある こ と が強 く示 唆 され た . そ の 後 ,
血 清

学的 に 上 咽頭癌患者 血 清 ほ ,
E B V 粒 子抗原 ( vi r al c a p sid

a n tig e n , V C A ) に 対 して 有意に 高い Ig G 抗体価 を有 し
3)4)

,
ま た

H e n l e ら
5)
と Hi n u m a ら

6}
に よ り見 い 出 され た 早期抗原 (e a rly

a n tig e n , E A ) に 対す るIg G 抗体価も高頻度 で 陽性 で ある こ とも

判明 した
T)8)

. さ ら に W a r a ら
g)
は 上 咽頭癌患者 に お け る 血 清

I g A 濃度の 上 昇を 報告 し , また H e nl e ら
101
は

,
上 咽頭癌患者血

清の V C A , E A に 対するIg A 抗体価が 高頻度で 陽性である こ と

を 示 した . こ の よ うな 血 清学的研究 に 加 えて ,
上 咽頭癌生検材

料 に お い て は核酸 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 法

11 卜 13)

や 蛍光抗体補

体法
14)15 )
に よ り

, 腫瘍周囲 に 浸潤 した リ ン パ 球で ほな く t 腫瘍細

胞自身に E B V D N A な らび に E B V 関連核内抗原(E B V- a S S O-

ci a t e d n u cl e a r a n tig e n , E B N A ) が 証明 され た こ とか ら E B V と

上 咽頭癌の 関連性ほ 明確な もの とな っ た .

臨床的に 上咽頭癌は悪性リ ン パ 歴と ほ 異な り隆起性 に 増殖す

る こ と が少な く , 多く は粘膜下 に 浸潤する た め上 咽頭病原発巣

が早期 に 診断され る こ とは 少な い . しか も低分化型扁平上皮癌

や未分化型痛が多く早期に 頸部リ ン パ 節に 転移す る こ と が多い

た め
,
初診時に ほ原発巣不 明 頸部転移癌と して 扱わ れ る こ と が

あ る . 近年 , 頸部腫瘍の 補助診断法と して 穿刺吸引細胞診( 血 e

n e e d le a s pir a ti o n b i o p s y , F N A B ) が 頻用 され ∴扁平上皮癌の 頸

部 リ ソ パ 節転移の 診断は比較的容易と な っ た . 原発巣不 明頸部

転移癌で も F N A B に よ り組織型 の 診断は 可能で ある が原発部

位 の 推定ほ困難 で ある . 上咽頭癌 は腫瘍細胞内に E B V D N A が

み られ る こ と が多い こ とか ら, F N A B に て 採取 した 細胞中の

E B V D N A を証明す る こ と が抗 E B V 抗体価測定と ともに 上咽

頭癌頸部転移の 補助診断の ひ と つ と な り , ま た原発巣不 明 頸部

転移痛 の 原発部位推定に お い て も有用 と な る こ と が 予測 さ れ

る .

近年開発 され た熱安定性の D N A ポ リメ ラ
ー ゼと 合成オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドの プライ マ ー を用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖 反応法

平成 5 年1 2月1 6 日受付,
平成 6 年 1 月2 1 日受理

A b b r e via tio n s : b p , b a s e p air ; E A , e a rly a ntig e n ; E B N A , E B V T a S S O Cia t e d n u cle a r a n tig e n ; E B V ,

E p s t ei n
- B a r r vir u s ; E D T A , e t h yl e n e di a m i n et et r a a c etic a cid ; F N A B ･ fi n e n e e dle a s pir a tio n bi o p s y ; P B S ,

p h o s p h a t e
q b uff e r e d s alin e ; P C R , p Oly m e r a s e c h ai n r e a ctio n ; S D S , S O di u m d od e c yl s ulf a t e ; S S C , S t a n d a rd

s ali n e cit r at e b uff er ; T a q , T e r m u s a q u atic u s ; V C A , V ira ･1 c a p sid a n tig e n ; W H O , W O rld h e al th o r g a niz a ti o n
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(p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n . P C R) に よ っ て , 微量な D N A を

験管内で大量 に 増幅 させ 検 出す る こ と が 可能と な っ た
18)

. そ こ

で 本研究でほ 上 咽頭癌頸部リ ン パ 節転移 の 分子 生物学的診断法

の 確立を目指 して , ま ず P C R 法を 用い て 上 咽頭癌頸部 リ ン パ

節転移組織中に お ける E B V D N A の 検出を試み , 上咽頭癌 の 病

理 学的所見お よび抗E B-Ⅴ 血清抗体価 と の 比較を行 い 上 咽頭癌

頸部転移覿織 と E B V の 関連 に つ い て 検討 を 行 っ た . つ い で

ヌ
ー

ド マ ウス に 上 咽頭癌由来細胞株 を移植 し , 作成 され た 腫瘍

に お い て F N A B を 施 行 し P C R 法 に て 採取 さ れ た 細胞中の

E B V D N A の 検出を 試み た .

対象およ び方法

Ⅰ . 使用細胞

1 . N P C - K T 細胞

上 咽頭痛 (未分化癌) 初代培養細胞 と ヒ ト ア デ ノ イ ド由来 正

常上皮系細胞株 A d- A H 細胞 との 細胞融合に よ っ て樹立 化 され

た E B V ゲ ノ ム 陽性 上皮系細胞株 であ り
,
1 0 % ウ シ 胎 児血 清

(Bi o W h itta k e r , M d . U S A ) 加 ダ ル ベ ッ コ 変法イ ー

グ ル 培地 (和

光 , 大阪) に て37 ℃ で 培養 した .

2 . R aji 細胞

E B V ゲ ノ ム 陽性 バ ー

キ ッ ト リ ン パ 腫 由来細胞株 であ り ,

1 0 % ウ シ胎児血 清加 R P M I -1 6 4 0 培地 (和光) に て 37 ℃ で培養 し

た .

3 . J u rk a t 細胞

E B V ゲ ノ ム 陰性 ヒ ト T 細胞株であり , 1 0 % ウ シ胎 児血 清加

R P M I -1 6 4 0 培地に て37 ℃ で 培養 した .

Ⅱ . 使用材料

金沢大学医学部附属病院 , 国立 金沢病院 , 富 山県立 中央病

院 , 富山市民病院 に お い て 過去に 上 咽頭癌 と診断 され 頸部 リ ン

パ 節を 生検 また は 摘出 され た症例に お い て組織学的に転移が証

明され て い る リ ン パ 節の パ ラ フ ィ ン 包哩 組織 を使用 した (蓑

1 ) . 病理観織像ほ 世界保健鶴橋 ( W o rld H e alth O r g a ni z ati o n ,

W H O ) の 上 咽頭癌分類
1丁) に て行 っ た . 対照群と して ほ喉頭癌5

例t 下咽頭癌 5 例, 舌癌 2 例 , 葡 骨洞癌 ,
口 腔 底癌 , 食 道癌

各々 1 例 (す べ て扁平上皮癌症例) に お い て 組織学的 に 転移が

証明され て い る 頸部 リ ン パ 節 観織 , 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 3 例

(上 咽頭, 扁桃
,
耳下腺原発) に お い て 組織学的に 腫瘍が証明 さ

れ て い る頸部リ ン パ 節組織 お よび 反応性リ ン パ 節腫脹 1 例 の パ

ラ フ ィ ン 包埋組織 を使用 した (表 2) .

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 包埋組織を厚 さ 3/J m に 薄切 し た 切

片計 6 枚(l 紬 m 分) を 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 水 冷 した 0 .1 M

T a bl e l . H i st ol o g y of n a s o p h a r y n g e al c a T Ci n o m a wi th

m et a s t a ti c c e r v i c a1 1 y m p h n o d e

P a ti e n t A g e

n u m b e r (y e a r) S e x
J

H is t ol o gi c al di a g n o si s
h)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

u

1 2

1 3

1 4

3
∧

U
■

h
V

0
0

1

8

2

8

5

2

8

7

7

5

3

5

4

3

A
一

色
U

‥
丘
U

6

6
0
0
て
亡
U

6
丘
U

6

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

F

M

M

C

C

C

C

C

C

C

C

m P

濫
m P

荒
W P

W P

荒
濫
濫

-)
M
,
m al e ; F , f e m al e .

b)
U N P C

,
u n diff e r e n ti a t e d n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a ;

N K C
,
n O n 藻 e r a ti ni zi n g c a r ci n o m a ; S C C , S q u a m O u S C ell

C a r C l n O m a .

T a bl e 2 ･ H is t ol o gy of ot h e r h e ad a n d n e c k t u m o r s wi th m e t a st a ti c c e r v ic al けm p h n o d e s o r
h y p e r pl a s ti c c e r vi c al 1y r n p h n o d e s

P a ti e n t A g e H i st ol o gi c al .

n u m b e r & e a r) S e x
- )

P ri m a r y sit e di a g n o si s
b)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

1 1

1 2

1 3

1 4

1 5

1 6

1 7

ほ

19

2 0

7 5

7 0

亜

8 9

6 7

6 2

8 6

7 5

崩

73

3 2

6 7

7 0

5 4

6 9

6 7

5 9

郎

68

2 4

M

M

F

F

M

M

M

M

M

M

F

M

M

F

F

M

M

F

F

M

E tb m oid si n u s

L a ∫y n X

T o n g u e

H y p o p b 8 r y n X

H y p o p b 訂 y n X

H y p o p h a r y n x

L a け n X

H y p o p b a ∫y n X

T o n g u e

L a け n X

T o n g u e

O r 孔1 fl o o r

L a r y n x

H y p o p b a r y n x

E s o ph a g u s

L a r y n x

N a s o p b a l y n X

T o n sil

P a .! O tid gl a n d

Ri gb t c e r vi c al

t u m o r

-1
M
,
m 81 e ; F , f e m al e .

b)
S C C ･ S q u a m O u S C ell c a r ci n o m a ; N H L , n O n - H o d g ki n l y m ph o m a .
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T a bl e 3 . Oli g o n u cle o tid e p ri m e r s f o r p ol ym e r a S e C h ai n r e a c ti o n (P C R) o f E p st ei n
- B a rr vi ru S ( E B V )

D N A

P ri m e r L o c a ti o n i n E B V g e n o m e S e q u e n c e s (5
'

→ 3
'

)

P ri m e r T C 6 0 1 4 49 4 -1 4 51 1 C C A G A G G T A A G T G G A C T T

P ri m e r T C 61 1 4 5 98 -1 4 61 5 G A C C G G T G C C T T C T T A G G

T h e l e n g th of P C R p r o d u c t w ith
th e s e p ri m e r s is 1 22 b a s e p ai r s ･

T a b le 4 . 0 1i g o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r P C R of β
-

gl o bi n

D N A

P ri m e r S e q u e n c e s (5
'

→ 3
'

)

P ri m e r K M 2 9 G G T T G G C C A A T C T A C T C C C A G G

P ri m e r K M 3 8 T G G T C T C C T T A A A C C T G T C T T G

T h e l e n gth o f P C R p r o d u c t wi th th e s e p ri m e r s is 2
6 2

b a s e p a lr S .

N a C l
,
1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e

-

ti c a cid
,
E D T A ) を 含む 1 0 m M T ri s- H C l 緩衝液(p H 7 .5) を 加え

よく混合 した .
つ い で1 0 % ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m

d o d e c yl s u lf at e , S D S ) を 1/2 0 容量 加え , さ ら に 10 m g/ m l プ

ロ テ ィ ナ
ー ゼ K (和光) 溶液を 1/1 0 0 容量加え50 ℃ で12 時間イ

ン キ エ ペ
- シ ョ ソ を 行 っ た . 等量 の フ ェ ノ

ー ル : ク ロ ロ ホ ル ム

と イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル を 49 : 1 の 割 合 で 混合 し た も の

( c h lo r of o r m i s o a m yl al c o h ol , C I A A ) に て 3 回 抽出を 行 っ た後 ,

5 M N a C l を1/ 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 . 沈漆 を70 % エ タ ノ

ー ル に て 洗浄

した 後 ,
1 m M E D T A を 含む 1 0 m M T ri s - H C l 緩衝液 (p H 8 ･0)

に 溶解 し , 4 ℃で 保存 した . D N A の 濃度ほ 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 FLg に 対 し て 10 × P C R 反 応 緩 衝液 (10 0 m M

T ri sT H Cl , P H 8 .3
,
50 0 m M K C l

,
1 5 m M M g C 12) 5 FLl , デ オ キ シ ア デ

ノ シ ソ 三 リ ン 酸 ,
デオ キ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ ン 酸, デ オ キ シ シ チ

ジ ン 三 リ ソ 酸 ,
デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ソ 酸 各 10 恥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 レ` M ( 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 (宝酒造)

75 FEl 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 熱変性を94 ℃ , 1 分間 ,

ア ニ ー リ ン グ を55 ℃
,
2 分間, D N A の 伸長を72 ℃ , 3 分間 と

し
,
こ れ を 1 サ イ ク ル と して40 サ イ ク ル 行 っ た . プ ラ イ マ ー と

して は
I
E B V D N A B a m H I W 領域12 2塩基対を 特異的に 増幅す

る プ ラ イ マ
ー T C 6 0

,
T C 61 お よ び ヒ ト β- グ ロ ビン D N A 2 6 2 塩

基対を 特異的に 増幅す る プ ライ マ
ー

K M 2 9 , K M 3 8 を使用 し た

( い ずれ も宝酒造) (蓑 3) (表4 ) . P C R 反応後 ,
1 JJg/ m l の エ チ ジ

ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む 2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動
欄
を

行 っ た .
D N A サ イ ズ マ

ー カ ー と して は
, ¢Ⅹ 17 4/ H a e Ⅲ ダ イ

ジ ェ ス ト (東洋紡 , 大阪) を用 い た . 7 0 ボル ト
,
2 0 0 ミ リ ア ン ペ

ア 一 に て 1 時間30 分泳動を行 っ た 後 ,
紫外線照射に て増幅 され

た D N A 断片 の 検出を 行 っ た .

Ⅴ . サ ザンプ ロ ッ ト法

泳動終了後 の ゲ ル を 1 .5 M N a C l 加 0 .5 M N a O H 水溶液 に 浸 し

45 分 間室温でゆ っ く り振塗 して D N A の ア ル カ リ変性を 行い ,

･ r ? い で 1 .5 M N a C l 加 0 .5 M T ri s 一江C l 緩衝液 (p H 8 .0)､
に浸 し室
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温 に て60 分間ゆ っ く り振返 して 中和を行 っ た . そ の 後 仁 標準食

塩 ク エ ン 酸緩衝液 ( st a n d a r d s a li n e citr a t e b uff e r , S S C ) (1 .5 M

N a C l
,
0 .1 5 M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) を 用い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ

ソ フ ィ ル タ
ー

に D N A を 移 し た . そ の 後 ,
フ ィ ル タ

ー

を

1 0 ×S S C に て 洗い 風 乾し , 8 0 ℃ , 2 時限熱 処 理 して D N A を

フ ィ ル タ
ー に 固 定 した .

Ⅵ . ハ イ プ リダイゼ ー シ ョ ン

使用 した プ ロ ー ブ ほ N P C- K T 細胞産生 E B V D N A の コ ス

ミ
ッ ド ク ロ

ー

ニ ン グに よ っ て 得られ た B a m H I W 領域を含む

D N A ク ロ
ー

ン 9 で あり , 金沢大学が ん 研究所 ウイ ル ス 部 , 佐

藤 博博士 か ら供与を受けた , プ ロ ー ブ の 標識か ら ハ イ プ リ ダ

イ ゼ
ー シ ョ ソ 後 の 検出ま で の 過程ほ すべ て タ カ ラ ニ ュ

ー D N A

ケ ミ プ ロ ー ブ キ ッ ト (宝酒造) を用 い て行 っ た . ま ず熱変性させ

た プ ロ ー ブ D N A の シ ト シ ソ 残基に ス ル ホ ン 基を 導入 する こ と

に よ り P N A の 化学修飾を行 っ た . フ ィ ル タ
ー

を ハ イ プリ ダイ

ゼ ー シ ョ ン 溶液 (6 × S S C , 0 .1 % S D S , 1 0 0 p g/ m l 勲変性 サ ケ 精子

D N A , 0 . 1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ,
0 , 1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ

ン
,
0 . 1 % フ ィ コ ー ル 4 0 0) 中 で6 8 ℃ 1 時 間 プ レ ノ ､ イ ブ リ ダイ

ゼ ー シ ョ ソ を 行 い ,
つ い で 熱変性 さ せ た 化学修飾 プ ロ

ー ブ

D N A を 加え68 ℃16 時間 ハ イ プリ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ソ を 行 っ た . そ

の 後フ ィ ル タ
ー

を 2 ×S S C , 0 .1 % S D S 溶液 中42 ℃ で 2 回 洗浄

し
,
さ らに 0 .1 × S S C , 0 .1 % S D S 溶液中42 ℃ で 2 回 洗浄 した . 洗

浄後 ,
フ ィ ル タ

ー に 坑 ス ル ホ ン 化 D N A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体-

( 一 次抗体) を 加え , さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ 標識抗 マ

ウ ス I g G 抗体 ( 二 次抗体) を 加え た . 最後に 発色性基質を加え

て D N A 断片 の 検出を行 っ た .

Ⅶ . 抗E B V 抗体価の測定

1 . 坑 V C A 抗体価

日沼 ら
18)
の 方法に 準 じて 蛍光抗体間接法に よ り測定 した .

2 . 抗 E A 抗体価

H e n le ら
5)

,
H i n u m a ら

6)
の 方法 に 準 じて蛍光抗体間接法に よ

り 測定 し た . 結 果 は ,
当 教 室森 下

20}
の 基 準 に 従 っ て 抗

V C A-I g G 抗体価 は ≧1 : 6 4 0 を 陽性 と し, ま た抗 V C A-I g A 抗

体価 , 抗 E A-I g G 抗体価 , 抗 E A -I g A 抗体価はそ れ ぞれ ≧1 :

1 0 を 陽性と した .

Ⅷ . ヌ
ー

ドマ ウ ス へ の N P C
- K T 細胞の 移植

1 . ヌ ー ド マ ウ ス に おける腫瘍作成

7 週齢の メ ス の ヌ
ー

ド マ ウ ス ( B A L B/ C n u/ n u ) に 腫瘍 形成

率 を高め る た め に 深部治療 Ⅹ 装置 K M C
-1 8 - 2 形 (東 芝 , 東

京) に て 約 41 0 c G y の 全身照射 を行 い ,
翌 日 約 2 ×1 0

丁

個 の

N P C - K T 細胞を 右大腿外側皮下 に27 ゲ
ー

ジ針に て移植 した .

2 . 形成 され た 腫瘍 へ の F N A B

移植後 2
-

3 週間後に 腫瘍形成 を認め た ヌ
ー

ド マ ウ ス に ,
ネ

ソ ブ タ
ー ル 0 .1 5 m l を腹腔内投与 しほ ぼ行動が静止 した と こ ろ

で F N A B を施行 した . 1 0 m l デ ィ ス ポ
ー ザ ブル 注射簡 に穿刺針

を つ け て腫瘍形成部位の 穿刺を行い 陰圧吸引 に て 細胞
●

を採取 し
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Fig ･ 1 ･ N a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a (p a ti e n t n u m b e r 5) .
S q u a m o u s c ell c a r ci n o m a ( W H O ty p e l) . T h e t u m o r c e11 s
S h o w d efi nit e e vid e n c e of s q u a m o u s diff e r e n ti a ti o n wi th

th e p r e s e n c e o f i n t e r c e11 ul a r b rid g e s a n d k e r a.ti n iz a ti o n .

H e m a t o x yli n- e O Si n s t ai ni n g ( × 4 0 0) .

F ig ･ 2 1 N a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a (p a ti e n t n u m b e r 3) .

N o n -k e r a ti n izi n g c a r ci n o m a ( W H O t y p e 2) . T h e t u m o r

C e11 s h a v e w ell d e fin e d c elI m a r gi n s a n d s h o w a n a rr a n g e-
m e n t th a t is s tr aiti e d o r p a v e m e n t e d . T h e t u m o r g r o w s i n

C O m m O n Pl e xif o r m p a tt e r n a n d l a c k s k e r a ti n iz a ti o n .

H e m a t o x yli n- e O Si n s t ai ni n g ( × 4 0 0) .

F ig ･ 3 ･ N a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a (p a ti e n t n u m b e r 4) .
U n diff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a ( W H O ty p e 3) . T h e t u m o r
C ell s h a v e l a r g e n u cl ei w ith p r o mi n e n t n u cl e o li . C y t o pl a s m

i s s c a n t a n d c yt o pl a s mi c o u tli n e s a r e i n dis ti n c t . T h e

t u m o r c ells h a v e a n i n ti m a t e r el a ti o n s hi p w ith l y m p h o c y t e s .

H e m a t o x yli n- e O Si n s t ai n i n g ( ×2 0 0) .

た
21'

･ 穿刺針と して は23 ゲ ー ジ 軋 21 ゲ ー ジ 軋 18 ゲ ー

ジ針 を

用 い て 各 々 10 回施行 した ･ 採取 した細胞は
-

8 0 ℃ に て
一 時保存

した ･ さ ら屯こ ヌ
ー

ド マ ウ ス 形成腫瘍を切り出 し10 % ホ ル マ リ ン

で 固定 した後 ,
へ マ ト キ シ リ ソ ー エ オ ジ ン (h e m a t o x yli n - e O Si ｡ ,

H E ) 染色を 行 っ た .

Ⅸ . 簡易P C R 法

N P C- K T 細胞を 0 ･8 % N a C l, 0 ･0 2 % K C l を 含む 10 m M リ ン 酸

緩衝生理食塩水液 (p H 7 ･2) ( p h o s ph at e -b uff e r e d s ali n e
,
P B S) に

て 洗浄後 l 細 胞数を カ ウ ン ト して P B S に て 希釈 し , 細胞 数が

10
S
, 1 0
4

,
1 0
3

,
1 0
2

,
1 0 , 1 個 ま で の 希釈系列 を作成 し た . 5 0 m M

K C l･ 1 ･5 m M M g C 12 を 含む 10 m M T ri s - H C l 緩衝 液 ( p H 8 .3) に

0 ･ 4 5 % ト ウ ィ ー

ン 2 0
,
0 . 4 5 % ポ リ オキ シ エ チ レ ン (1 0) オ ク チ ル

フ ェ ニ ル エ
ー

テ ル
,
1 0 0 摺/ 血 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K を加 えた 溶液

50 恥1 に て それ ぞれ の 希釈系列を溶解 して
,
5 6 ℃

,
4 時間 イ ン

キ ュ
ベ ー

シ ョ ン した後
,
1 0 分間煮沸 し , プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K の 失

括を 行 っ た ･ 室温 に も ど して か ら細胞溶解液 4 3 .75 〟1 に デ オ キ

シ ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 ∴デ オ キ シ グア ノ シ ソ 三 リ ン 酸 一 デ オ キ

シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 ,
デ オ キ シ テ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 各 1 0 恥M ,

b p

ア2 ト

1 1 8 ト

3 1 0 ト

6 0 3 ト

7 2 ト

1 一弘 妙

31 0 匪

6 0 3 卸

騨 ∵ 軋 ｣ 1 2 3 凌 5 6

頑 1 2 2 b p

M ア 8 9 1 か 1 1 1 2 1 3 1 凌

Fi g ･ 4 ･ A n aly si s o f E p st ei n- B a r r v ir u s ( E B V ) D N A o b t ai n e d
f r o m n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a s m e t a s t a ti c

l y m p h n o d e s b y p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

el e c tr o p h o r e si s . T h e l a n e s w e r e a s f oll o w s :

H a e Ⅲ di g e s t ; R , R aji c ell (p o siti v e c o n tr ol) ;

( n e g a ti v e c o n tr ol) ; 1 ～ 1 4 , p ati e n t n u m b e r s of

e al c a r ci n o m a s m et a s t a ti c t o c e r vi c al ly m p h

P C R p r o d u c t wi th T C 6 0 a n d T C 6 1 p ri m e r s

D N A f r a g m e n t . T h e P C R p r o d u c t w a s n o t

n u m b e r s 2
′ 5 , 7 J 8 a n d l O ･ b p . b a s e p air s ;

t o c e r vi c al

(P C R ) a n d

M
, ¢Ⅹ 17 4/
J , J u r k a t c ell

n a s o p h a r y n g-
n o d e s . T h e

W a S a 1 22 b p

d e t e c t e d i n

7乙 11 8 , 3 1 0

a･ n d 6 0 3 , b a s e p ai r n u m b e r of D N A f r a g m e n ts i n ¢Ⅹ 17 4/
H a e Ⅲ d i g e s t si z e m a r k e r ; 1 2 2 , b a s e p ai r n u m b e r of P C R

P r O d u c t .



上 咽 頭病質部転移 の 分子 生物学的診断法

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 1 FL M を 加え ,
Ⅳ と同様 の 条件 に て P C R 反応 を行 っ た ･

ヌ ー ド マ ウ ス 形成腫瘍に お ける F N A B に て採取 した 細胞も同

様の 方法に て P C R 反応 を行 っ た ･

成 績

Ⅰ . 上 咽頭店頭部 リ ンパ 節転移組織 の病理組織像

扁平上皮癌は い わ ゆ る細胞間橋や角化傾向が認め られ る もの

で あるが ,
そ れ が み られ た の ほ 今回検討 した14 例中 , 症例5 の

1 例 の み で あ っ た (図1 ) . 非角化型癌ほ .
細胞 の 境界が 比較的

明瞭 であり重層の 構築を な して お り問質と細胞群 の 間が 区別で

き るも の で , 症例 2 , 3 , 9 , 1 1 , 1 3 の 5 例が これ に 相当 した

(図 2) , 未分化型癌は t
角化 ほな く核の 小胞や細胞膜 が 不 鮮明

で合胸体様 に 見 え る こ と が多 く ∴細胞群 と問質の 境界 が不 鮮明

なもの で , 症例 1 , 4 , 6 , 7 , 8 , 軋 1 2 , 1 4 の 8 例 が こ れ

に 相当 した ( 図3 ) .

T a bl e 5 . D e t e c ti o n of β一 gl o b i n a n d E B V D N A i n

m e t a s t a ti c c e r v i c al 1y m p h n o d e s

D e t e c ti o n
L)
of

P a ti e n t

n u m b e r nbiOg針 E B V D N A

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

1 1

1 2

1 3

1 4

+

+

+

+
一

+

+

一

+

+

十

+

+

+

+
一

+

+
l

+
一

一

十
一

十

+

+

+

-)
+ ,
d e t e c te d ;

-

,
n O t d e t e c te d .

F i g , 5 . A n al y sis of E B V D N A f r o m n a s o p h
a r y n g e al c a r ci n o

-

m a s m e t a s t ati c t o c e r vi c al ly m p h n o d e s b y S o u th e r n bl o t

h yb ridi z a ti o n . T h e y w e r e a n aly si s of r e p r e s e n t a ti v e

p o siti v e P C R a m plifi c a ti o n r e a c ti o n s ･ T h e l a n e s w e r e a s

f oll o w s : R
,
R aji c ell ( p o siti v e c o n tr ol) ; 1 , 3 , 4 , 6 , 9 , 1 1 , 1 2 ,

1 3 a n d 1 4 , p a ti e n t n u m b e r s of n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a s

m e t a s ta_tic t o
c e r vi c a1 1y m p h n o d e s .
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Ⅱ . パ ラ フ ィ ン 包哩組織 からのE B V D N A およびβサ ロ ビ

ン D N A の検出

1 . 上咽頭癌症例

E B V D N A の P C R 反応終了後の 電気泳動像 で は , 症例 1 ,

3
,
4
,
6 , 9 , 1 1 , 1 2 , 1 3 , 1 4 の 9 例 に E B V D N A の 増幅を

示 す122 塩基対 の D N A 断片が検出され た が , 他 の 5 例に ほ 検

出され なか っ た(図 4) ( 衰5 ) , ま た E B V D N A の コ ス ミ ッ ド ク

ロ ー

ン 9 を プ ロ ー ブ と して用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ノ
､ イ ブリ ダイ

ゼ ー シ ョ ソ 法に ても , 上記 9 症例に お い て P C R 法に て 増幅 さ

れ た1 22 塩基 対の D N A 断片が 検出 され , 同 D N A が E B V

D N A 由来で ある こ と が証明 され た ( 図5 ) , 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 , 1 2 症 例 に β一グ ロ ビ ン

D N A の 増幅を示 す262塩基対の D N A 断片が検出 され た が , 症

例 5 お よ び 8 で は検出され な か っ た ( 図 6) . した が っ て症例 5

お よ び 8 の パ ラ フ ィ ン 包哩 組織か ら抽出され た D N A を 用い た

場合に み るよ う に P C R 反応で も E B V D N A が 検出で きな い こ

と が ある . しか し 上 記 2 症例を 除くと残り12 例中9 例 (75 %)

に E B V D N A が検 出され た こ と に な る . 病理 組織別 の 検討 で

は
t 非角化型病症例でほ 5 例中4 例 (80 % ) , 未分化型癌で ほ 7

ア2 紛

うり■二こ巨
:
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M R J 1 2 3 4 5 6

肇 2 6 2 細
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M 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4

F i g . 6 . A n aly si s of β一glo b i n D N A o b t ai n e d f r o m n a s o p h a r y-

g e al c a r ci n o m a s m et a
s t ati c t o c e r vi c al l ym P h n o d e s b y

P C R a n d el e c tr o p h o r e sis ･ T h e l a n e
s w e r e a s f oll o w s : M ,

¢X 1 7 4/ H a e Ⅲ d ig e st ; R , R aji c ell (p o siti v e c o n tr ol) ; J I

J u r k at c e ll ( n e g a ti v e c o n tr ol) ; 1
～ 1 4

1 P a ti e n t n u m b e r s of

n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a s
m e t a st a ti c t o c e r vi c al l y m p h

n o d e s . T h e P C R p r o d u c t w ith K M 2 9 a n d K M 3
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例中 5 例(71 % ) に E B V D N A が 検出 され た .

2 . 対照群症例

対照 と した 上 咽頭癌以外の 頭頸部扁平上皮癌頸部転移症例 ,

非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫 症 例 お よ び 反応性 リ ン パ 節 腫脹症例 の

E B V D N A の 検討で ほ ょ す べ て の 症例 に お い て P C R 反応後 の

電気泳動像お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 法 に

て E B V D N A の 増幅を 示 す122 塩基対 の D N A 断片 ほ検出 され

なか っ た ･ また 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 , 症例12 お よび16 を 除く18 例 に β- グ ロ ビ ン D N A の 増

幅を示 す262 塩基対の D N A 断片が 検出 され た が , 症 例1 2 お よ

び16 で は検出さ れ な か っ た ( 図7 ) . 以上 か ら , 対照と した 症例

18 例全例に お い て E B V D N A は検出 され な か っ た と 判 断 さ れ

た .

Ⅲ . 上咽頭癌症例 に お け る抗E B V 抗体 価

抗 E B V 抗体価が 測定 され た症例 は症例 7 を 除 く1 3 例 で あ

り , そ の う ち症例8 ほ放射線治療後の 値 で あるが 他の1 2 例は 治

療前に 測定され たも の で ある (表 6 ) . 抗 V C A-I g G 抗体価 は13

例中10 例が 陽性 で あり , 病理 組織別で ほ非角化型癌症例 で は 5

例中 4 例(80 % ) , 未分化塾癌で ほ 7 例中 6 例 (86 %) が 陽性 で

あ っ た ･ 抗 V C A -I g A 抗体価 お よ び抗 E A-I g G 抗体価 は い ず れ

も13 例中11 例が 陽性 であり ∫ 病理 覿織別 で はい ずれ も非角化塾

病症例 で ほ 5 例 中 4 例 (80 % ) , 未 分化塾痛 で は 7 例 中 6 例

(86 % ) が 陽性 で あ っ た . 抗 E A一Ig A 抗体価 で は1 3 例中8 例 が 陽

性 であ り , 病理 組 織別 で は 非角化塑病症例 で ほ 5 例 中 2 例

(40 % ) , 未分化型癌で ほ 7 例中 5 例(71 %) が 陽性 で あ っ た .

Ⅳ
. ヌ

ー ドマ ウ ス 可 移植性腫瘍

放射線照射 ヌ ー

ドマ ウ ス に お い て
, 大腿皮下の 移植部位 に

4 ～

5 日 目 よ り腫脹が認 め られ 徐 々 に 大き さ , 硬度 を 増 し
,

1 2 ～ 1 4 日 冒に 明白な腫瘍形成が確認 され た (図8 ) . 移植後14 日

目 に 摘 出され た 皮下腫瘍の H E 染色に よ る観察 で は , 腰瘍細胞

の 胞体 は大きく複数の 大きな核小体を持ち核分裂像を認め る癌

細胞組織 であ っ た . 細胞の 辺夜は比較的明瞭であり
,
W H O の

上 咽頭 癌分類 で は 非角化塾に 相当す ると 考え られ た (図 9 ) .

V . 簡易P C R 法 に よ る結果

N P C-K T 細胞 を用 い て 作成 され た 細胞数 10
5

,
1 0
4

,
1 0
3

,
1 0
2

,

1 0 , 1 個 まで の 希釈系列に よ る簡易 P C R 法後 の 電気泳動像 で

は
,
1 0
5

個か ら 10
2

個 ま で E B V D N A の 増幅を示 す1 22 塩基対の

D N A 断片が 検出 され た が , 1 0 個 以 下 で は 検出 され な か っ た

( 図1 0) ･ 以 上 か ら 今 回 剛 ､ た 簡 易 P C R 法 で ほ , 少 な く と も

1 00 個の N P CT K T 細胞 が あれ ば E B V D N A の 検出が 可 能 で あ

る こ と が示 され た .

ヌ ー ド マ ウ ス 形成腫瘍に お け る F N A B に よ っ て 採 取 され た

細胞 を用 い た 簡易 P C R 法後 の 電気泳動像 で ほ 1 2 3 ゲ
ー

ジ 針
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上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的診断法

21 ゲ
ー ジ針 ,

1 8 ゲ ー ジ針い ずれ の 針を 用 い て も E B V D N A の 増

幅を示 す122 塩基対の D N A 断片が 検出 され た( 国11) . そ れぞれ

の 針 を 用 い て F N A B を1 0 回 ず つ 施行 した が , す べ て E B V

D N A が 検出 され た . ま た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 法 に て も P C R 法 に て 増幅され た122 塩基対の D N A 断片

が検出さ れ , 同 D N A が E B V D N A 由来で ある こ とが 証明 され

た ( 図12) .

考 察

上 咽頭癌ほ頭頸部悪性腫瘍の 中で ほ本邦 に お い て さ ほ ど頻度

の 高 い 疾患 で は な い が , 疫学的に は 中国南部 , 台湾, 香港 ,
シ

ン ガ ポ ー ル な どに 多発す る地域特異性 がある . こ れ ほ
,
ある特

定 の 組織適合抗原 (h u m a n l e u c o c y t e a n tig e n ,
H L A ) A 2 をも つ

人に 上 咽頭癌の 発生が多い と い う人種的な遺伝的要因
22)

,
お よ

び環境国子 と して 日 常摂取す る塩療け魚に含 まれ る発癌物質 ニ

ト ロ サ ミ ン や 生薬の もと と な る薬用 植物に 含 まれ る発癌促進物

質な どに よ るも の と考え られ て い る
23)

. 本疾患と E B V と の 関

連性は t
O ld ら

2)
の 報告以来注目 され て い る . そ の 密接 な 関係

は
,
上 咽頭癌患者血清中に E B V 関連抗原 E A や V C A に 対す

Fi g . 8 . S u b c u t a n e o u s t u m o r of B A L B/ C n u / n u n u d e
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る 抗体が 健康人や他 の 頭頸部悪性腫瘍愚者に 比較 して 高頻度 ,

高力価 で認め られ る こ と
榔 2 )̀

,
上 咽頭癌細胞内に E B V 関連核

内抗原(E B N A ) が検 出され る こ と
1 4)

,
核酸相補試験に よ り E B V

D N A が 上 咽 頭癌細胞 内 に 見 い だ され る こ と
Il 卜 印

, さ ら に

R a b b - T r a u b ら
2S)
に よ っ て 上 咽頭痛風織に おけ る E B V ゲ ノ ム

の 単ク ロ ー ン 性 , す なわ ち 上 咽頭癌 は 1 個の E B V 感染細胞か

ら発生す る こ と が示 され た こ と に よ り疑 い の な い もの と考え ら

れ て い る .

上 咽頭癌の 病理組織学的分類は と りわ け , 未分化型 に お い て

病理学者の 統 一 され た 見解が み られ て い な か っ た . P r a s a d
28)
は

病理組織学的に 未分化型 , 低 分化型扁平上皮癌 ,
リ ン パ 上 皮

腫, 移行上 皮癌 と診断 され た 上 咽頭癌20 例を電子顕微鏡 で 観察

し ト 踵瘍細胞間の 橋小体 の 存在と腫瘍細胞質内の 張原線椎ケ ラ

チ ン 様 の 構造の 存在 を全例に 認め た こ とか ら, 全 て 扁平上 皮癌

の 未分化型であ っ た と報告 して い る . そ の 後, そ の 形態学的特

徴をも とに W H O 分構
1 丁)
が 発表 され て 以来 ,

一

般 に 広く用 い ら

れ る ように な っ た .
W H O 分類 でほ 扇平上皮癌 , 非角化型癌 ,

未分化塑癌の 3 つ の 型 に 分類 され て い る . 扁平上 皮癌は W H O

分類 1 塾 で あり全体 の25 %
2T)
を 占め ,

い わ ゆ る細胞間橋や角化

僚向が認め られ るも の で ある . ま た未分化型に比較 しや や 高齢

者に 多く若年層 に は見られず , 放射線療法濫 よ る効果が低い の

が特徴 と され る . 非角化型癌は W H O 分類 2 型 で あ り 全体 の

12 %
2丁)
を占め , そ の 組織学的特徴ほ細胞 の 境界は比較的明瞭 で

あり重層の 構築 を な してお り問質と細胞群の 間が 区別 で きる も

の で ある . 臨床 的, 血 清学的 , 治療上 の 特 徴と して 次の 未分化

型に類似 して い る . 未分化型癌は W H O 分類3 型で あ り全体の

63 %
2丁)

を 占め , 角化は なく核の 小胸や細胞膜が不 鮮明で合胞体

様に 見え る こ とが 多く細胞群と問質 の 境界は不 鮮明である . こ

の う ち
,
非角化型や未分化塾で は抗 V C A J g A , 抗 E A-I g G , 抗

E A -I g A 抗体価が 上 昇 して い る こ と や , 腫瘍細胞内の 約90 % に

E B N A の 検出が 認め られ る こ と
2J)

な どよ り E B V と の 関連性が

強く示竣 され て い る .

頭深部飯域の 悪性腫瘍 ほ高率 に 頚部 リ ン パ 節 に 転移 が み ら

れ , 頸都腫瘡を主 訴 と して 受診する症例が多い .
こ の 中に ほ 初

診時に 頸都度療 の 生検 な どに よ っ て 転移が 証明され て も原発部

位が 不 明な , い わ ゆ る原発巣不 明頸部転移病症例も含ま れ る .

原発巣不 明頸部転移癌 の 予後 は不 良で あ り , 5 年 生存率 ほ約

20 % 前後 と報告され て い る
29 卜 32 )

.
こ の 原田の ひ と つ と して ほ や

ほ り原発部位を含 めた 根治的治療 が困難 であ る こ とが あげ ら

れ , こ の 点か らも原発部位の 同定 ほ治療上重要 である . 原発巣

不 明頚部転移癌症例 の 3 分 の 2 は原発巣が頭深部領域 で ある と

い われ
鮎)

, 原発部位と して は上 咽頭, 看板部が 最も多く , 次 い

で 扁桃 , 下咽頭 ,
声 門上 部 と報告されて い る

叫
.

上 咽頭癌は隆起性 に 増殖す る こ とが 少なく , 多くの 場合ほ 粘

膜下に 浸潤するた め早期 に 上 咽頭楢原発巣が診断 される こ と ほ

少な い . また他 の 頭頸部悪性腫瘍と異な り未分化型上咽頭痛が

多く早期に頸部 リ ン パ 節に 転移する こ とが 多い た め , 初診時に

は 原発巣不明頸部転移癌と して 扱わ れ る こ と が ある . そ こ で 今

回 著者 ほ , 原発巣不 明頸部転移癌症例 の 中か ら上 咽頭癌を診断

ある い ほ除外す る た め の 補 助診断法を 確立す る た め 本研究 を

行 っ た . 上 咽頭癌に お ける E B V D N A の 存在 に関 して ほ t
Z u r

日a u s e n ら
川 によ り核酸 ハ イ プ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン を使用 した ア

フ リ カ 上 咽頭癖の E B V D N A の 検出を最初に , 多くの 報告が な

され てきた . 初期 の 段階で ほ ア フ リ カ 地域に おけ る未分化型上

咽頭癌に 限 られ て い た が ,
A n d e r s o n- A n v r e t ら

35)
は

,
ア フ リ カ

地 域以外 の 上 咽頭痛 か ら E B V D N A を 検 出 した . さ ら に

R a a b - T r a u b ら
36)
ほ , 未分化塑上咽頭癌 ( W H O 分類 3) に 限 ら

ず , 分化型( W H O 分類 1 ) , 非角化型( W H O 分類 2 ) の 上 咽頭

癌 に お い て も高 い 陽性率を 示 すと 報告 した . そ こ で まず上 咽頭

癌 の 頸部リ ン パ 節転移組織中 の E B V D N A の 存葦 に つ い て検

討を 行 っ た . 上 咽頭癌14 例 の 頸部リ ン パ 節転移 パ ラ フ ィ ン 包唾

範織 ,
お よ び対照症例 と した 他の 頭頸部癌 , 悪性 リ ン パ 腫 , 反

応性 リ ン パ 節腫脹症例計20 例 の 頸部リ ン パ 節 パ ラ フ ィ ン 包埋組

織か ら D N A を 抽出 し, P C R 法を 用 い て E B V D N A の 検出を

試み た . 全例 ヒ トデ ノ ム の β- グ ロ ビ ン D N A を P C R 法に て増

幅 よ 検出する こ と に よ り反応に と っ て適切な D N A が 存在する

こ とを 確認 した 上 で , E B V D N A の 検 出を検討 した . 上 咽頭癌

症例 に お い て ほ , 1 4 例中症例 5 お よび 8 は β- グ ロ ビ ン D N A は

検出 されず, 適切 な D N A が 含 まれて い な か っ た . こ れ ら 2 例

を 除外する と12 例中 9 例 (75 %) に E B V D N A の 検出が み られ

た . 今回 検討 した 症例 に つ い て W H O
l T)
に よ る上 咽頭癌病理分

類 でみ る と , 未分化塑癌7 例中 5 例, 非角化型痛 5 例中 4 例に

E B V D N A が 検出 され た . 上 咽頭病原発巣 に おけ る病理 分類別

の E B V D N A の 検 出で は ,
A k a o ら

37)
は非角化型ほ1 3 例中 8

例 ,
未分化型で ほ1 0 例中10 例 に E B V D N A が 検出 され た と 報告

して お り, 他諸国 の 調査でも未分化型ほ ほぼ
.
1 0 0 % に 検 出 され

て い る
3 珊 ～ 勅

.

一 方 , 対照群 と した20 例中β- グ ロ ビ ン D N A が 検

出 され た18 例に お い て , 全例 E B V D N A が検出 され な か っ た .

以上 の 結 果か ら P C R 法 を用 い た 頸部転移組織中か ら の E B V

D N A の 検出ほ l 上 咽頭癌 に 特異的な所見である こ と が 示唆 さ

れた .

また 上 咽頭癌 と E B V と の 関連 に つ い て は t か ね て か ら多く

の 血清学的診断が な されて きた . す なわ ち , 上 咽頭癌患者血清

ほ バ
ー

キ ッ ト リ ン パ 腫 及 び 伝染性単核症患者 血 清 と 同 様 に

E B V の V C A な らび に E A に 対するIg G 抗体価が 有意に 高い と

報告 され , 本邦に お い て も同 様の 研究 がなされてきた 糾 )
T) 錮 l) 4 2)

さ らに W a r a ら
g)
に よ り上 咽頭癌患者に お い て は 血清 Ig A 濃度

が 上 昇する こ とが 指摘 され , また H e nl e ら
10)
は上 咽頭癌患者血

清の V C A , E A に 対 する Ig A 抗体価 を測定 し , 血 清 Ig A 濃度

と同様に V C A , E A の I g A 抗体価も高頻度 に 陽性であ る こ と を

見 い だ した . ま た F u r u k a w a ら
43)
は 未分化型 上咽頭癌 の 頸部 リ

ン パ 節転移を認め る症例に お い て , 血 清抗 E B V 抗体価と りわ

け V C A,I g A 抗体価の 上 昇が 上 咽頭癌 に 特徴的 で ある と 指摘 し

て い る . 今回検討 した 上 咽頭癌14 例 中治療前 に 抗 E B V 抗体価

が 郷定さ れ た症例で ほ
I
V C A,I g G 抗体価は12 例 中9 例 (75 %) ,

V C A,I g A 抗体価は12 例中11 例(91 .7 % ) , E A -I g G 抗体価は12 例

中11 例(91 .7 % ) , E A -I g A 抗体価は12 例 中8 例(66 .7 % ) が 陽性で

あ り , 当教室森下
20)
の 報告 に よ る他の 頭頸部癌の 抗 E B V 抗体

価陽性率 がそ れ ぞれ13 . 3 % , 6 . 7 % ,
1 0 % ,
3 . 3 % で あ っ た こ と

と比較す る と 高 い 陽性率を 示 した . ま た P e a 工S O n ら
瑚
は

,

W H O の 上 咽頭療病理分類別 に抗 E B V 抗体価を 比較検討 して

お り
,
V C A -I g A 抗体価 ,

E A -I g G 抗体価は 扁平上皮痛 ( W H O

分類1 ) で はそれ ぞれ19 % , 3 8 % の 陽性率で あ っ た の に 対 し ,

非角化塾 ( W H O 分類 2 ) で ほ82 % , 9 1 タ̀ の 陽性率で あ り, また

未分化型( W H O 分類 3) で は 錮 % , 8 6 % の 陽性率で あ っ た と報

告 し て い る . 本 研 究 に お い て も , 治 療 前 に 測定 さ れ た

V C A J g A 抗体価 .
E A -I g G 抗体価 は非角化型で は 共 に80 % で

あ り , 未分化塾 で は共 に100 % であ っ た . 以上 か ら, 抗 E B V ･抗



上 咽頭癌頸部転移 の 分子 生物学的診断法

体価測定が 上 咽頭癌 の 血 清学的診断法 の ひ と つ と な る こ とが 示

竣 され るが ,
こ れ の み で ほ腫瘍組織中の E B V を 証明 したわ け

で ほ な い の で 上 咽頭癌頸部転移の 補助診断法 と して は 不十分 で

ある と 思わ れ る .

頸部腫癌 の 組織診断は外切開 に よ る腫癌の 切除 , 摘出に よ る

もの が 確実 であるが ,
こ の 際悪性腫瘍で は腫瘍細胞播種の 危険

があ る . 近年 で は よ り非侵襲的な方法 と し て 穿刺吸引細胞診

( F N A B) が 外来診療 に お い て頻用 され て お り , 耳下腺腫瘍や甲

状腺腫瘍の 術前診断 に お い て も行わ れ る こ と が 多 い .
F N A B

は
, 深部に ある主 と して腫瘍性病変 に 対 して 上 皮を 介 して針を

穿刺 し吸 引に よ り陰圧 をか けて そ の 細胞 を採取する病理診断法

で あり , 1 8 ゲ ー ジ針 の ような 太い 注射針 で は腫瘍細胞播種の 危

険性 がある こ とか ら
一

般的 に は21 ～ 2 3 ゲ
ー

ジ の 細い 注射針が用

い られ る
21)

. F N A B は 頸部転移癌の 診断に も有用 で あり , 頭頸

部癌 の 多く は扁平上皮癌である こ と か ら覿織塾 の 診断は比較的

容易である . F N A B の み で は原発部位の 推定 は困難である が ,

前述 の ごとく上 咽頭癌の 頸部転移阻織中に ほ EI∋V D N A が 高

率に 存在する ことか ら , 頸部腫癖の F N A B に よ っ て採 取 され

た 細胞か ら E B V D N A を 検出す る こ とが 上 咽頭癌 の 補助診断

の ひ と つ に な る こ とが 予測され る . そ こ で ヒ ト上咽頭癌初代培

養細胞か ら樹立化 され た E B V ゲ ノ ム 保有上 皮系細胞株である

N P C- K T 細胞を ヌ
ー ド マ ウ ス に 移植 し , 形成 され た 皮下腫瘍

に 対 して F N A B を 施行 して P C R 法に て 採取 され た 細胞 か ら

E B V D N A の 検出を 試み た . 本実験 で は対象 とな る細胞 が微量

で ある こ とか ら D N A 抽出操作 は行わず , 細胞を プ ロ テ ィ ナ ー

ゼ K を含む 細胞溶解液中で処理 した 後すぐに P C R 反応を行 っ

た ( 簡易 P C R 法) . こ の 方法 は D N A 抽出が 困難 で ある 微小組

織に も行え , 手技が 簡便で短時間の 操作で行え る利点がある こ

と か ら臨床上有用 で あると 思わ れ る . N P C- K T 細胞の 希釈系列

を 用 い た 簡易 P C R 法 の 結果か ら , 細胞数 が 10
2

個 以上 で あれ ば

E B V D N A の 検 出が可 能で ある こ と が証明 され た . F N A B に

よ っ て採取 され る細胞数は手技や対象観織内の 状態に よ っ て 左

右 され るが 最大 10 個 と い わ れ て お り , 十分 E B V D N A の 検出

は可 能 と思わ れ た .
ヌ

ー

ドマ ウ ス 形成腫瘍 に お け る F N A B の

実験 で は , 穿刺針の 径を変 え る こ と に よ っ て検出率に 違 い が 生

じる か否 かを 確認する 目的 で 穿刺針を18 ,
2 1

,
2 3 ゲ

ー

ジ と 3 種

顆 用 意 してそ れ ぞれ F N A B を10 回ず つ 施行 した .
P C R 反応後

の 電気泳動像 で ほ どの 穿刺針 で も1 0 回 と もす べ て E B V D N A

が 検出 され た . ま た穿刺針が太い ほ ど E B V D N A 断片は 濃くみ

られ , 穿刺吸引 され た 細胞量 が よ り多い た め と 思わ れ た . 以上

か ら , 2 3 ゲ
ー ジ と い う 細 い 穿 刺針 を 用 い て も十分 に E B V

D N A が検出可 能で ある こ とが 証明 され た . 本実験結果か ら ,

原発巣不 明 頸部転移病症例に 対 して F N A B を施行 し採取 さ れ

た 細胞を 用 い て 簡 易 P C R 法 に よ る E B V D N A の 検出を 行う こ

とほ
,
上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的手法を 用 い た補助診断

法 と な り得 るもの と 思わ れ た . 実際 ,
F N A B とい う 比較的簡便

な検査手技 と P C R 法を 用 い る こ と に よ っ て 短 時間 で E B V

D N A が検出可能 で あ り, 本法ほ抗 E B V 抗体価の 測定と とも に

上 咽頭癌頸部転移の 診断に お い て 有効な 検査法 と して 利 用可 能

で ある こ と が証明できた .

結 論

過去 に 上 咽頭癌頸部 リ ン パ 節転移 と診断 され た症例14 例に お

い て
▲ 転移リ ン パ 節 の パ ラ フ ィ ン 包埋組織から P C R 法 を用 い

27 3

て E B V D N A の 検出を行 っ た . 対照群 と して上 咽頭癌以外 の 頭

頸部悪性腫瘍 (扁平上 皮癌) で 頸部 リ ン パ 節転移を認め た16 例 ,

悪性 リ ン パ 腫の 頸部転移リ ン パ 節 3 例 , 反応性 リ ン パ 節腫脹1

例 を選び 同様 に E B V D N A の 検出を行 っ た . さ ら に E B V ゲ ノ

ム 保有上 皮系細胞株 N P C - K T 細胞を ヌ ー

ド マ ウス に 移 植 し形

成 され た 皮下腫瘍に 対 して F N A B を 施行 し, 採取され た 細胞

を用い て P C R 法を 行い E B V D N A の 検出を 行い , 以下の よ う

な 成蹟 を得た ,

1 . 上 咽 頭癌頸部 リ ン パ 節転移 の パ ラ フ ィ ン 包哩組織14 例 中

1 2 例に ヒ ト β- グ ロ ビ ン D N A が検 出され た . こ の12 例中 9 例に

E B V D N A の 検出が 見 られ た . 対照 群で は ヒ ト β- グ ロ ビ ン

D N A が検出 され た18 例に お い て すべ て E B V D N A は検出 され

な か っ た .

2 . E B V D N A 検 出例は , 病理観織学的分類で は非角化型 ,

未分化塑で あり , 検出され た 全例に 血清 V C A -I g A 抗体価の 陽

性 がみ られ た .

3 . N P C- K T 細 胞 の 1 ～ 1 0
5

個 の 希 釈系列 を 用 い た 簡易

P C R 法に よ る 実験 で は ,
1 0
2

個 以上 の 細胞 が あれ ば E B V

D N A の 検出が 可能 である こ とが 示 唆 された .

4 . X 線を 照射 した ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 され た 2 ×1 0
7

個 の

N P C - K T 細胞 に よ っ て 約 2 週間で 顕著な腫瘍形成が み られ , 鹿

瘍の 観織像ほ 上 咽頭癌阻織分類に お け る非角化型 を示 した .

5 .
､ ヌ

ー ド マ ウ ス に 形成 され た 腫瘍 へ の F N A B に お い て 穿

刺針と して18 , 21 , 2 3 ゲ ー ジの 3 種煤を用 い た が ,
全例に 採取

され た 細胞 を用 い た簡易 P C R 法 に よ っ て E B V D N A の 検出が

見 られ た . 以上 か ら F N A B に よ っ て採取 された細胞を 用 い た

簡易 P C R 法に よ る E B V D N A の 検出は ,
上咽頭癌頸部転移の

分子生物学的診断法と な るもの と思わ れ た .
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