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研究成果の概要：癌は生まれながらの体質（遺伝素因）と病原体や生活習慣などの影響（環境

因子）の両者が複雑に絡み合って生じる疾患である。我々は、婦人科癌患者から同意を得て採

取した血液や細胞病理標本を用いて、癌の発症に関連する様々な遺伝子の個人差や発現異常を

解析してきた。その結果、環境発癌物質解毒酵素や細胞増殖あるいは細胞死に関連する遺伝子

の特定のタイプ（遺伝素因）が子宮癌や卵巣癌の発症に密接に関連することが判明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノム計画の完了とともに、各種疾病

の原因遺伝子の特定やその機能解析が加速度

的に進められており、様々な遺伝子診断や分

子標的治療への展開が期待されている。個人

による微妙な相違を遺伝子レベルで把握して、

病気の罹り易さを判断したり、各個人にあわ

せた最良の治療を提供しようとするのがオー

ダーメイド医療であり、これを達成するため

の有力な手段として遺伝子多型解析が注目さ

れている。ヒトゲノムDNAの塩基配列には人に

より若干の相違がある。遺伝子多型とは、あ

る塩基の変化が人口の1%以上の頻度で存在す

るものと定義されており、通常末梢血リンパ

球DNAを用いて解析される。この塩基配列の微

妙な相違は、1つの塩基が他の塩基に置換して

いるもの(Single Nucleotide Polymorphism:

SNP)、1〜数十塩基の欠失や挿入、2〜数十塩

基の遺伝子配列の繰り返し回数の差異など

の形で現われる。これまでに高血圧、糖尿病

などの生活習慣病、膠原病や癌などの慢性難

治性疾患において、発症関連遺伝子のSNP解

析が行われ、各疾患の予防や予後管理に役立

てられてきている。 



２．研究の目的 
 癌は生まれながらの体質（遺伝素因）と病

原体や生活習慣などの影響（環境因子）の両

者が複雑に絡み合って生じる疾患であるが、

近年、宿主側因子として種々の発癌関連遺伝

子多型の関与が注目されている。固形癌の発

症関連遺伝子としては、環境発癌物質解毒酵

素 glutathione-S-transferase (GST)、癌抑

制遺伝子 p53、細胞増殖シグナル伝達因子

HER2、アポトーシス誘導因子 Fas が重要であ

り、特定の DNA 領域の欠失（deletion）や SNP

として検出される。本研究では、子宮頚癌、

体癌、卵巣癌患者における GST、p53、HER2、

Fas を標的とした遺伝子多型解析を行い、今

後の癌発症予防や追跡管理あるいは個々の

患者に応じた至適薬剤の投与など、婦人科癌

における遺伝子診断や個別化医療に役立つ

疫学的データを集積することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では末梢血リンパ球、細胞病理標本、

培養細胞より抽出した DNA や RNA 検体を用い

た遺伝子解析を中心に行った。GST isoform 

(GSTM1、GSTT1)の deletion は multiplex PCR

法で、p53 codon 72、HER2 codon 655、Fas 

promoter -670 の SNP は PCR-RFLP 法で解析し

た。また、genotyping の妥当性は SSCP 法や

direct sequence で検証した。その後の研究

の進展にともない、p53 阻害因子 MDM2、細胞

増殖シグナル伝達因子 BRAF、アポトーシス阻

害因子 survivin にも着目し、MDM2 SNP309 は

two independent PCR  assay 法、BRAF codon 

599の SNPは SSCP法、さらにsurvivin splice 

variant の遺伝子発現を Light Cycler を用い

た Real-Time PCR 法で解析した。 

 

４．研究成果 
(1) GST (GSTM1、GSTT1)および p53 codon 72
遺伝子多型 
 GST は、環境発癌物質やプラチナ製剤の代
謝酵素で、癌抑制遺伝子 p53 とともに発癌に
密接に関与する。本研究では、まず子宮頚部
擦過細胞におけるこれらの遺伝子多型を解
析し、頚癌発生との関連性を検討した。正常 
(control) 54、軽度扁平上皮内病変 (LSIL) 
102、高度扁平上皮内病変 (HSIL) 42、計 198
症例の頚部擦過細胞診検体から常法により
DNA を抽出し、multiplex-PCR により GST 
isoform (GSTT1、GSTM1)、PCR-RFLP により
p53 codon 72 (Arg、Arg/Pro、Pro)の多型解
析を行った（図 1、2）。また、L1 consensus 
PCR-RFLP により各細胞診検体の HPV 型を同
定した。その結果、GSTT1 deletion (T1 null)
の多型頻度は control、LSIL に対して HSIL
で有意に高かった（表 1）。また、high risk HPV

陽性 69 例中で、T1 null の多型頻度は LSIL
に比べて有意に高かった（表 2）。一方、p53 
codon 72 遺伝子多型頻度は、high risk HPV
陰性 129 例，陽性 69 例の両群において各病
変で有意差はなかった。 
  
   
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、婦人科癌患者の germ line DNA を用

いて同様に検討した。健常者 95、頚癌 83、
体癌 108、卵巣癌 68 例より末梢血リンパ球を
採取し、常法により genomic DNA を抽出した。
multiplex-PCR および PCR-RFLP により各々
GST、p53 codon 72 の多型解析を行った結果、
T1 null の多型頻度は頚癌で有意に高く（表
3）、p53 codon 72 Arg/Arg genotypeは Arg/Pro 
+ Prp/Pro に対して体癌発症リスクを有意に
増加させた（表 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

以上から、GSTT1 遺伝子欠損は頚癌発生に、
p53 codon 72 Arg/Arg homozygote は体癌発
生に密接に関与することが示唆された。 
 
(2) HER2 codon 655 遺伝子多型 

 HER2 (c-erbB-2/neu)遺伝子の codon 655

には SNP (G to A / Ile to Val)が存在し，

Val allele は HER2 の膜通過ドメインの構造

変化を惹起し各種臓器癌の発生・進展に関与

する可能性がある。そこで、子宮頚部擦過細

胞を用いて HER2 codon 655 の遺伝子多型解

析を行い、頚癌発生との関連性を検討した。

control 63、LSIL 167、HSIL 49、計 279 症

例の頚部擦過細胞診検体から DNA を抽出し、

PCR-RFLP により HER2 codon655 の多型解析 

(Ile/Ile, Ile/Val, Val/Val)を行った（図 3）。 

また、L1 consensus PCR-RFLP により各細胞

診検体の HPV 型を同定した。その結果、High 

risk HPV の検出頻度は control、LSIL に対し

HSIL で高値を示したが、HER2 codon 655 遺

伝子多型頻度は各病変で大差なかった（表 5）。

一方、HER2 codon 655 の遺伝子型を Ile/Ile

と Ile/Val + Val/Val に分けて比較した場合

にも、high risk HPV 陰性 183 例，陽性 96 例

の両群において各病変で有意差はなかった

（表 6）。頚部擦過細胞 DNA における HER2 

codon 655 の SNP と HPV 感染や頚癌発生との

明らかな関連性は見い出されなかった。 
  

 
 

 

 
  
(3) Fas promoter -670 遺伝子多型 

 アポトーシスの誘導に重要な役割を果た

す Fas 遺伝子の promoter 領域 (-670)には

SNP (A/G)が存在し、G allele は同遺伝子の

転写活性を著しく抑制する（図 4）。 

 
Fas 遺伝子発現の低下によるアポトーシス抵

抗性は種々の癌腫で報告されており、この

SNP は頚癌発生とも関連する可能性がある。

そこで、子宮頚部擦過細胞を用いて Fas 

promoter -670 の遺伝子多型解析を行い、HPV

感染や臨床像と対比検討した。control 63、

LSIL 167、HSIL 49、計 279 症例の頚部擦過

細胞診検体から DNA を抽出し、PCR-RFLP によ

り Fas promoter -670 の多型解析 (AA、GA、

GG)を行った（図 5）。また、L1 consensus 

PCR-RFLP により各細胞診検体の HPV 型を同

定した。採取検体の Fas promoter -670 の SNP

を AA と GA+GG に分けて比較すると、GA+GG の

多型頻度と G allele 頻度は control や LSIL

に対して HSIL で有意に高かった（表 7）。一

方、high risk HPV 陽性 96 例中で、GA+GG 

genotype は control に比べて HSIL の危険率

を有意に増加させた（表 8）。 

 

 



 
  

 
  

次に、婦人科癌患者の germ line DNA を用

いて同様に検討した。健常者 95、頚癌 83、

体癌 108、卵巣癌 68 例より末梢血リンパ球を

採取し、常法により genomic DNA を抽出した。

PCR-RFLP により Fas promoter -670 の遺伝子

多型解析を行った結果、健常者に比較して、

頚癌では GG の多型頻度および G allele 頻度

が有意に高く、頚癌発症リスクを有意に増加

させた（表 9、10）。 

  

 
 

 
 

以上から、Fas promoter -670 の G allele

は、頚癌発生に密接に関与することが示唆さ

れた。 

  

(4) MDM2 SNP309 遺伝子多型 

 p53 阻害因子 MDM2 の promoter 領域に SNP

が遺伝性または散発性に比較的高頻度で存

在し、このSNP309は MDM2の転写を亢進しp53

の機能を抑制して発癌に関与する。今回、婦

人科癌患者のgerm lineにおけるMDM2 SNP309

を解析し癌発症リスクとの関連性を調べた。

健常者 108、頚癌 88、体癌 119、卵巣癌 85 例

より末梢血リンパ球を採取し、常法により

genomic DNA を抽出した。MDM2 SNP309 の wild 

allele (T)および mutant allele (G)の各々

を認識する specific primer を用いて

two-independent PCR assay を行い、TT、TG、

GG に genotyping した（図 6）。 

MDM2 SNP309 多型頻度は、健常者に比較し

て、体癌では TT+TG に対する GG の頻度が有

意に高かった（表 11）。さらに、MDM2 SNP309

多型頻度を体癌症例における臨床病理学的

因子と対比したところ、閉経後および I型体

癌で GG の頻度が有意に高かった（表 12）。 

したがって、MDM2 SNP309 GG homozygote

は閉経後 I型体癌発症のリスク因子であるこ

とが示唆された。 

 

 
 

 

 
 

 



(5) BRAF 遺伝子変異 

 BRAF 遺伝子変異は悪性黒色腫や甲状腺癌

で高率に検出されるが、近年卵巣癌との関連

性が注目されている。特に良性漿液性腺腫、

境界悪性漿液性腺腫、微小乳頭型漿液性癌を

経て段階的に発生する低悪性度漿液性癌発

生過程に密接に関与するとされているが、未

だ不明な点も多い。そこで、卵巣癌発生過程

における BRAF 遺伝子変異を漿液性腫瘍を中

心に種々の組織型について検討した。卵巣腫

瘍患者 104 例（境界悪性漿液性腫瘍 21 例、

微小乳頭型漿液性癌 3例、高悪性度漿液性癌

42 例、境界悪性粘液性腫瘍 12 例、粘液性癌

10 例、類内膜癌 6 例、明細胞癌 10 例）の手

術摘出組織と末梢血リンパ球、健常女性 101

例の末梢血リンパ球、卵巣癌培養細胞 10 株

（漿液性癌 3、粘液性癌 2、類内膜癌 1、明細

胞癌 4株）より DNA を抽出し、BRAF exon 15

における遺伝子変異を PCR-SSCP、direct 

sequence により解析した。BRAF 遺伝子変異

は PCR-SSCP における変異バンドとして検出

され、その再増幅産物の direct sequence に

て V599E 変異（T1796A）が確認された（図 7）。

手術摘出組織 DNA における BRAF V599E 変異

頻度は境界悪性漿液性腫瘍 24% (5/21)、微小

乳頭型漿液性癌 33% (1/3)、類内膜癌 17% 

(1/6)で他の組織型では検出されなかった。

また、全ての末梢血リンパ球 DNA および卵巣

癌培養細胞 DNA において BRAF 遺伝子変異は

見い出されなかった（表 13）。 

  

 
 

 

以上から、BRAF V599E 変異は、境界悪性漿

液性腫瘍、微小乳頭型癌を経て発生する低悪

性度卵巣漿液性癌の組織発生に密接に関連

し、これは早期の体細胞変異であり生殖細胞

系列変異ではないことが新たに判明した。 

 
(6) survivin splice variant の遺伝子発現 

 survivin は IAP family の 一 種 で

procaspase 3、7 の阻害により抗アポトーシ

ス活性を示し、腫瘍細胞の増殖に密接に関与

する。本研究では、子宮頚癌培養細胞および

臨床検体における survivin (S)とその

splice variant (S-2B、S-ΔEx3)の遺伝子発

現を定量的に解析した。頚癌培養細胞 11 株

および手術摘出頚癌組織 20 例 (扁平上皮癌

15、腺癌 5)ならびに正常頚部組織 12 例から

常法により total RNA を抽出し、random 

primer 法にて cDNA を作成後、Real-Time PCR

法 (Roche、LightCycler)により S、S-2B、S-

ΔEx3遺伝子発現レベルをβ-actinを内部標

準として定量した。その結果、S、S-ΔEx3 発

現レベルは正常頚部組織に比較して頚癌培

養細胞および頚癌組織で有意に高値を示し

た（表 14）。S-2B/S および S-ΔEx3/S 比も腫

瘍細胞で高値を示し、特に S-2B/S 比は進行

期や骨盤リンパ節転移と有意に相関した（表

15）。S 遺伝子の発現亢進および splice 

variant の発現偏倚が頚癌の発生・進展に密

接に関与することが推察された。 
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