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ウエスタンプロット法による子宮頸癌患者と

健常人血清中の2型単純ヘルペスウイルス　(HSV-2

抗体の解析とELISA法による抗体価測定

前田由紀子

長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学部門

Western Blotting Analysis and ELISA on Serum Antibodies against Herpes Virus

Type-2 (HSV-2) among Uterine Cervical Cancer Patients and Healthy Women

Yukiko MAEDA(Department of Virology, Institute of Tropical Medicine, Nagasaki

University)

Abstract: Antibodies against HSV-2 early antigens (EA) prepared from infected

HEp-2 cells were analyzed by the Western blotting method using 20 each individual

sera from uterine cervical cancar (CaCx) patients as well as from healthy control

women.The number of polypeptide bands reacted with CaCx patients' sera were

generally more than that with healthy controls, especially for IgM than IgG-class of

antibodies. IgM antibodies against 3 bands with estimated molecular weight of 110k, 74
k, and 64k daltons were more frequently detected among CaCx patients than controls

with statistical significance level of 1%. While, IgG antibodies against 100k dalton band

were more frequent among CaCx patients than controls with statistical significance level

of 5%. The 110k and 64k dalton polypeptides were more abundant in nuclear fraction,

while 74k dalton polypeptide was more in the cytoplasm. The EA primarily containing

110k and 64k dalton polypeptides was prepared from nuclear fraction of HSV-2 in-

fected HEp-2 cells after 12 hours of incubation in the presence of cytosine arabinoside

(Ara-C) and was used to measure IgG and IgM antibody titers among CaCx patients,

other cancer patients as well as healthy controls by the indirect micro ELISA. An-

tibody titers against HSV-2 virion antigen was also measured and compared by the

same procedure. Significant difference was observed between CaCx patients and healthy

controls and also between CaCx patients and other cancer patients in their IgM titer

distribution against EA at 1% significance level. Percentage of the specimens with IgM

titers exceeding the upper limit of healthy controls (360) was 10.8% for CaCx and 1.9%

for other cancer patients, while, difference in the IgG titer against EA was observed
between CaCx patients and healthy controls at 5% significance level. In contrast, titers
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Photo．2．Localization of severalHSV－2EA polypeptides reactingwith CaCx

patients’IgM antibodiesin HEp－2cells as shownby the Western

blotting pattern on theleft andits diagram on theright■Inf：infected

cells，M：mOCkinfected cells，W：Whole cells，N：nuClear fractioniC：
CytOPlasmic fraction，Three CaCx patients’sera were pooled and used

in the staining．

有意差が認められなかった．

各抗体価間の相関性

ELISAで測定に用いた抗原と測定されたIgG又は

IgM抗体の種々の組み合わせに対して子宮頸癌患者

と健常人について各人の抗体価の間の相関係数（γ）

をもとめTable　4に示した．初期抗原に対するIgM

抗休価とIgG抗体価の相関は子宮頸癌患者と健常人

共にOi56前後とよく似た値を示したが，Virionに対

する抗休価と初期抗原に対する抗体価の合わせでは

子宮頸癌患者と健常人のγ値問に差が認められた．

即ち，＿初期抗原に対するIgG抗体価とVirionに対す

るIgM抗休価とのγ値は子宮頸癌患者で0・625である

が健常人では0．241と低い．同様の傾向はVirionに

対するIgM抗体価と初期抗原に対するIgM抗体価の

間でも若干認められた．一方，Virionに対するIgG

抗体価と初期抗原に対するIgG抗体価とのγ値は子

宮頸癌患者ではOi188と健常人の値0．429よりもかな

り低かった．Table　5は上記のELISA抗体価の相関

関係の各々の組み合わせに対して求められる回帰直

線の切片（A）と勾配（B）を示している．これらの

値のうち子宮頸癌患者と健常人の間で2倍以上差の

あるのは初期抗原に対するIgGとvirionに対する

IgMの回帰直線のB値と，Virionに対するIgGと初期

抗原に対するIgGの回帰直線のB値である。Table4

に示した様に，両組合せ共，γ値でも子宮頸癌患者

と健常人の間に差を認めている．前者の組み合わせ

の場合，子宮頸癌患者では初期抗原に対するIgG抗

体価が上昇したときvirionに対するIgG抗体価の上

昇は少なく，これに対して後者の組み合わせの場合，

健常人ではVirionに対するIgG抗体価が上昇したと
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吸着後Ara－C（20μg／ml）を含む維持液（2％FCSを

含むEagle液）を加えたi感染後12時間の感染細胞

を集め，PBSで2回洗浄後使用するまで－70℃に保

存した．

ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）存在下でのポリア

クリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）とウエ

スタンブE］ット法：感染細胞をDisruption buf－

fer（0．05M Tris－HCI，PH7．0，si5％Sucr鵬e，

2％SDS，5％2－merCaPtOethanol）で溶解し，100

℃，3分間熱変性後9％不連続ゲル（Laemmli，1970）

を用い20mAの定電流で泳動した．分離されたポリ

ペプチドはニトロセルロース膜に電気泳動で写し取

9，免疫酵素染色法により検出した（Towbin et

al－，1979；Burnette，19sl；Naser and Milten－

burger，19s3）i膜を3％カゼインで45分間不括化後，

被検血清（子宮頸癌患者20名，健常人20名）を反応

させた．IgM抗休測定には20倍希釈被検血清，200

倍希釈抗ヒトIgMウサギIgG，1，000倍希釈

HRPO一標識抗ウサギIgGをそれぞれ順に反応させ

たiIgG抗体測定には100倍希釈被検血清，1，000倍

希釈HRPO一標識抗ヒトIgGを順に反応させた．全

ての反応は37℃で2時間行い各反応間はPBSで5分

間3回洗浄した．次いで25μg／mlの0－dianisidineと

0．02鴨のH202を含むPBS中でHRPOの発色反応を

行い抗体と反応したバンドを検出したi

ELISA抗原の調整：Virion　抗原はHSV－2感染

Vero細胞培養液をポリエチレングリコール沈殿後15

％－50％ショ糖密度勾配遠心法で精製したvirionを

用いた．初期抗原はHSV－2感染HEp－2細胞に

Hypotonic buffer（1．6mM MgC12，6mM KCI，10

mM Tris－HCI，PHs．0，1mM dithiothreitol，0．

5％Nonidet P－40）を加え，4℃，5分間静置後

1分間Vortexミキサーかくはんにより細胞を破壊

し，480×g，10分間遠心した．上清の細胞質分画

を除き，沈殿した核分画をPBSで2回洗浄し超音波

破砕後，100，000×g，1時間遠心した上清を採取

し，20唄l飽和硫安で不溶性のものを除いた後，30囁

飽和硫安で沈殿する分画をPBSに透析したものを

ELISA用初期抗原として用いた．

ELISA法：微量間接法（Voller et■al．，1976）を

用い，96穴マイクロブロートにOiO5M炭酸童炭酸緩

衝液で希釈した抗原を4℃一夜で反応させて固相化

し，ウエスタンプロット法に準じて反応させたi但

し，血清はPBS－T（0－05％　Tween20と　0．02％

NaN3を含むPBS）で希釈し，発色はOi5mg／mlの

0－Phenylenediamineと0．02％のH202を含む0．05

Mクエン酸リン酸緩衝液で行った．ELISA抗体価

は，段階希釈した陽性標準血清の発色と検体の発色

反応を比較し計算した（Igarashiet ai．，1981；

Morita et ali，19s2）．

統計処理方法：STAXのプログラムを用いてマイク

ロコンピューター処理を行ったi

結　　　果

ウエスタンプロット法により検出される抗原の解析

Photolは被検血清のIgM抗体ウエスタンプロ

ット法の染色パターンをしめす．HSV－2感染細胞

中には，被検血清と反応する10－30のポリペプチド

バンドが認められ，個々の血清が反応するバンドの

数と種類にかなりの個体差が有ることがわかった．

IgM抗休では多いものでは約30本，IgGでは約20本

のバンドが確認できたが発色の弱いバンドはその有

無が一定しないので，強く発色するものを分子量の

大きいものから順に番号を付け，IgG抗体の場合も

同様に処理してFig．1にまとめた．この図では陽性

に反応したバンドを黒ぬりで表しており，IgG抗体

よりもIgM抗体が反応するバンドの数が多く，子宮

頸癌患者が健常人よりも多くのバンドを認識反応し

ていることが判明したiさらに同一人についても

IgMとIgGでは反応パターンに差があることが認め

られた．それぞれのバンドについて陽性者数を調べ

たものをTablelに示したiIgM抗休ではバンド

の5番目（分子量110K），9番目（分子量74K），11

番目（分子量64K）の出現頻度に患者と健常人の間

で統計的有意差が認められたiIgG抗体では，3番

目（分子量100K）のみに差が認められたi目的とす

るポリペプチドの細胞内での局在をIgM抗体に対す

るウエスタンプロット法で調べたものをPhoto　2

に示した．分子量110Eと64Kのポリペプチドは楼

内に多いのに対して，74Kポリペプチドは細胞質に

多く含まれていた．尚，未感染細胞にはこれらのポ

リペプチドは含まれていなかったi
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Photo．1iPatterns of the Western blotting staining of HSV－2　EA byIgM antibodies

from CaCx patients．
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Fig．1．Westernblotting detection of HSV－2EA polypeptides■

（A）：reaCtingwithIgM antibodies from CaCx patients sera（1aneslto20）

（．B）：reaCting withIgM antibodies from controIsera（1anes21to40）

（C）：reaCting withIgG antibodies from CaCx patients sera

（D）：reaCtingwithIgG antibodies from controIserai
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ELISA法による抗体価の測定

Fig．2は間接ELISA法による子宮頸癌患者と健

常人及びその他の癌患者のHSV－2初期抗原に対す

るIgMおよびIgG抗体価の頻度分布を，Fig．3は

Virionに対する抗休価の頻度分布をそれぞれ示し

ているiTable　2　はそれぞれのグループの抗体価

の幾何平均値（GMT）と上限及び癌患者で健常人の

抗体価の上限を越える値を示す者の数と％を示して

いる．健常人の初期抗原に対するIgM抗体価の上

限は360であったが，子宮頸癌患者にはそれ以上を

示す者が22名（子宮頸癌患者の10．s鴨），他の癌患

者には1名（1．9鴨）存在した．初期抗原に対する

IgG抗休価では子宮頸癌患者の3名（1．5鴨）が他

のゲレープの抗体価上限以上の値を示した．一方，

Virionに対するIgM抗体価では子宮頸癌患者の6名

（2．9鴨）が健常人の値を示したが他の癌患者ではそ

のような者は見られなかった．又，Virionに対する

IgG抗体価では子宮頸癌患者の10名（5．0鴨）と他の

癌患者の2名（3i7唄りが健常人の上限以上の値を示

したi

次いで初期抗原及びvirionに対するIgM及び

IgG ELISA抗体価の有意差検定を各グループ間の

組み合わせについて行いTable　3にまとめたi子

宮頸癌患者と健常人の間には初期抗原に対するIgM

及びIgG抗体共に危険率1％で有意差があり，

Virionに対してはIgG抗体のみ危険率5％で有意差

が認められた．子宮頸癌患者と他の癌患者の間には

初期抗原に対するIgM抗体価でのみ危険率1％で有

意差を認めたi一方，他の癌患者と健常人の間では

初期抗原及びVirionに対するIgG及びIgM抗休共に

Tablel．Polypep（idesofHSV－2earIyantigen detected bytheWestern
blottinJE tlSing Sera from CaCx Datient＄and heal亡hy controI＄
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against virion antigen showed significant difference at 5% level only in IgG antibodies

between CaCx patients and healthy controls. Correlation coefficients and equation of

linear regression for each combination of antibodies and antigens indicated some dif-
ference between CaCx patients and healthy controls in terms of production of HSV-2

EA and virion, or their antigen recognition process. Follow-up studies on 39

postoperative CaCx cases showed that recurrence was observed among 5 of the 11

cases with significant increase in their IgM-ELISA titers against HSV-2 EA. No

recurrence was observed among 28 cases with decreasing or constant IgM-ELISA

titers during observation period, although 3 of them showed high IgM titers exceeding

the upper limit of 360 for healthy controls. Difference between these 2 groups was

statistically significant of less than 0.5% level.

Hのwo血：Western blotting，Early antigen，Herpes simplex viruS type2，ELISA

Trop．Med．28（3），165－178，September，1986

緒　　　岩

1970年前後から子宮頸癌と単純ヘルペスウイルス

2型（HSV－2）感染との関連が述べられて以来，

癌患者と健常人を対象とする血清疫学的調査がなさ

れてきた（RawIs et at．，1977）．その結果ある種

の初期抗原を癌関連抗原とする報告（Aurelian et

al．，1973a，b，19sl；Ho11inshead et ali，1976；

Gilman et al－，1980；Dressman et alリ1980

Kaufman et at．，19sl），子宮頸部偏平上皮癌細胞

内のHSVⅦ2特異的DNAないしはRNAの検出

（Frenkelet al．，1972；Eglin et al．，19sl；

McDougal1et al．，19s2），癌組織からHSV－2の

分離（Aurelian and Strandberg，1974）等の報告

がなされてきたが，HSV－2と子宮頸癌との関連を

否定的とする報告もあり（Notter and Docherty，

1976；Heise et ali，1979；Arsenakis etal．，1980；

Arsenakis and May，1981），未だ明確な結論を得

ていないiそこで著者等はHSV】2及び1型ヘルペ

スウイルス（HSV－1）感染HEp－2細胞からウイ

ルス特異的初期抗原（EA）を調製しペルオキシダー

ゼ（HRPO）で標識した後，直接ELISA法によって

子宮頸癌患者血清と健常人血清の抗体価を測定した

（Maeda et aエ，19s6）．その結果子宮頸癌患者には

HSV－1及びHSV¶2　EAに対するIgM－ELISA

抗体価が健常人の抗休価上限よりも高い者が若干存

在する事が判明したが，この方法の感度並びに使用

した抗原の純度が低いために明確な結論を得るに至

らなかった．そこで今回はウエスタンプロット法に

より各20名の子宮頸癌患者と健常人血清のHSV－2

EAに対する反応性を解析し，健常人に比較して子

宮頸癌患者血清と反応する特徴的なポリペプチドの

有無を調べ，これらのポリペプチドを含む初期抗原

をHSV－2感染HEp－2細胞核より調整し，こ

の抗原及びHSV－2virion抗原を用いた間接ELISA

法により，子宮頸癌患者，健常人及びその他の癌患

者のIgM及びIgG抗体価に有意差があるか否かを検

討した．

材料と方法

ウイルス：HSV－2（Savage株）を用い，感染価は

プラーク法で測定した．高力価の種ウイルスを得る

ためにウイルスをVero細胞で増殖後，超遠心で濃

縮し，－70℃に保存した．

細胞：Vero細胞をウイルスの増殖と感染価測定に，

HEpー2細胞をウエスタンプロット法及びELISA用

初期抗原作製にそれぞれ用いた．両細胞共37℃で10

剛台児牛血清（FCS）を含むEagle液で培養した．

被榛血清：子宮頸癌患者204名／257血清，健常人

167名／169血清，その他の癌患者54名／65血清を30

－sO才の女性から得た．

IISV－2感染細胞の作製：HEp－2細胞にHSV－2

を感染多重度（moi）20で感染させ，37℃，1時間
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Fig．3．Distribution ofIgM andIgG ELISA titers against HSV－2virion antigen

in sera from CaCx patients，Other cancer patients and healthy controIs．
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Table2iGeometricalmean titer（GMT）and upper Limit ofELISA titers

Immuno

globulin

Assay

antigen

Specimens

Categoly nこ霊と，

ELISA Titer

GMT upperlimit
N苫≡：r盃脛）

upperlimit

22（1（I．8）

1（1．9）

3（1i5）

0（0）

118　　　　　360

224　　　　　3000

133　　　　　394

8580　　　　61236

13602　　　　sOOOO

lO713　　　　5655s

Hea】thy　　　164

CaC王　　　　　　201

0ther Cancer　54

Healthy　　　167

CaCx　　　　　　204

0ther Can亡er　54

EA

IgM

IgG

IgM

IgG

■　　■

VlrlOn

Healthy　　　165

CaCェ　　　　　　204

0therCancer　54

Healthy　　　165

CaC工　　　　　　202

0ther Cancer　54

42　　　　　222

52　　　　　　560

47　　　　　148

5961　　　　30239

8672　　　175124

10983　　　162142

6（2．9）

0（0）

10（5iO）

2（3．7）

TabIe3．Statistical＄lgnificancelevelbetween ELISA titers

Assay antigen

EA

■　　■

VlrlOn

Immuno globulir）

IgM

IgG

IgM

IgG

CaC蒐　＆

Healthy Other cancer

1％　　　　1％

1％　　　5－10％

5－10％　　　30－40鬼i

5％　　　50－60％

Other cancer

＆Healthy

20－30鬼e

lO－20％

40－50鬼e

lO－20％

Table4iCorrelation coefficient（T・）between ELISA titers

Ⅹ－aXis Y－a王is r－Vahe

Immuno

globu）in

Assay

antlgen

Immuno

g】obuiin

Assay

antlgen

CaCx

patients

Healthy

control

IgM

IgG

IgG

IgG

IgG

IgG

VlrlOn

EA

Vlr10n

EA

■　■

Vlr10n

i　■

Vlr10n

IgM

IgM

IgM

IgM

IgM

IgG

EA

EA

EA

■　●

VlrlOn

■　■

VlrlOn

EA

0．434

0．564

0．298

0．625

0．176

0．188

0．257

0i559

0．320

0．241

0．336

0．429
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Table5．Equation of］inear regressionline（Y＝A十BX）

Ⅹ－aXis

Immuno

globulin

Assay

antigen

Y－aXis

Immuno

globuIin

Assay

antlgen

CaCx T）atients Healthycontrol

A B A B

IgM

IgG

IgG

IgG

IgG

IgG

i　■

VlrlOn

EA

i　●

VlrlOn

EA

●　　●

Vlr10n

VITlOn

IgM

IgM

IgM

IgM

IgM

IgG

EA

EA

EA

Vlr10n

Vlr10n

EA

1．68

0．41

1．77

1i27

1．20

3．63

0．34

0i45

0．13

0．07

0．10

0．99

l．66

仇57

1．30

0．s4

0．71

2．40

0．22

0．38

0．19

0．18

0i23

0．38

Table6・ChangeinIgM－ELISAtiteragain9tHSVq2EAduring

fo1low－uPStudiesonoperatedCaCxpatients

Number of cases

Recurrence

Total
＋

4

7

3

25

39

3　　　　　　1

2　　　　　　　5

0　　　　　　　3

0　　　　　　25

5　　　　　　34

IgM－ELISA titer

Change

In亡rease

Decrease or

no亡hange

1imit360＊

0Ver

under

0Ver

under

Total

＊Upperlimit ofIgM－ELISA titeragainst HSV／才EA for

healthy controli

き初期抗n副こ対するIgG抗体価の上昇が少ない事を

示している．これらの結果は子宮頸癌患者と健常人

の間にHSV－2のVirion抗原と初期抗原に対するIgG

蛹びIgM抗体反応性に差がある事を示している．

子宮頭痛術後患者のHSV－2初期抗原に対するIgM

抗体価

Table　6は子宮頸癌患者の術後追跡調査のできた

39例について調査期間中のHSV－2初期抗原に対す

るIgM ELISA抗体価の変化を示している．抗体価

が調査期間中に上昇したものが11例有りその内5例

（45鴨）に子宮頸癌の再発が認められたが，抗体価

の上昇を示さなかった2s例については健常人の抗体

価上限以上の抗体価を示した3例を含め未だ再発は

認められていない．両者間の差は危険率Oi5鴨以下

で極めて有意であるi

考　　　察

ウエスタンプロット法による反応パターンをもと

に子宮頸癌患者に特異的と考えられるポリペプチド

を含むHSV－2初期抗原を用いたELISA法を行った

結果，Table2及びTable3に示したように子宮

頸癌患者は他の癌患者及び健常人と有意に違った

IgM抗体反応を示すという結果を得た．また三者の

virionに対する反応性及びTable　4，5の結果から

考えて，子宮頸癌患者にHSV－2感染既往があるも

のが多いというのではなくむしろHSV感染の既
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往には大きな差はないが，感染後初期抗原が発現し，

virion形成に至る過程，或はこれらの抗原の認識過

程に子宮頸癌患者と健常人の問で何らかの違いが有

る可能性が示唆される．この原因として，子宮頸部

細胞にHSV－2の初期抗原が多く発現すると癌化に

つながるのか，癌化した細胞に初期抗原がより多く

発現するのか，癌化した細胞にHSVが感染しやす

いのか，未だ明らかでないが，初期抗原発現のメカ

ニズムに子宮頸癌患者と他の癌患者或は子宮頸癌患

者と健常人の問に差がある可敵性も考えられるi

初期抗n酎こ対するIgM ELISA抗体価の頻度分布

（Fig．2）及び抗体価の上限（Table．2）から初期

抗原に対するIgM ELISA抗体価が360を越える例

では子宮頸癌の可能性が高く，またTable　6の結果

から術後追跡調査中にHSV－2初期抗原に対する

IgM抗体価の上昇した場合には子宮頸癌再発の可能

性を疑うことも可能ではないかと思われる．

現在，子宮頸癌のスクリーニングはVaglnal

smearによる細胞診により行われこの方法に勝るも

のは無いのが現実であるが，血清中になんらかの子

宮頸癌に特徴的なマーカーを見っけることが出来れ

ば癌検診の受診率の上昇につながると思われるi現

在までいくつかの子宮頸癌関連抗原の報告がなされ

ているが進行癌にならないと健常人との差が明らか

でなく早期発見に貢献していない（Levi，1971；

Gallet ali，1973；Chiang et al．，1977；Kato

and TorlgOe，1977；Ibrahim et al．，1979；

Hainess etal．，1981）．この論文に示した方法は早

期癌でも高い抗体価を示すものを見つけられる事

と，抗体価の上昇した例に再発が認められた事から，

子宮頸癌の早期発見と術後追跡調査中のマーカーと

して用いられる可能性も考えられると思われる．

結　　　論

ウエスタンプロット法により子宮頸癌患者と健常

人各20名の血清のHSV－2感染HEp－2細胞から得

られた初期抗原に対する反応パターンを検討した。

子宮頸癌患者の血清は健常人血清に比べてより多く

のポリペプチドと反応しており、この傾向はIgG抗

体よりもIgM抗体で強く認められた。分子量110K，

74K，64Kのポリペプチドに対するIgM抗体の反応

性は子宮頸癌患者と健常人で有意差があり、IgG抗

体では分子量100Kのポリペプチドに対する反応性

に両者間で差が認められた。分子量110Kと64Kの

ポリペプチドは主として核に存在するのに対して、

分子量74Kのポリペプチドは主に細胞質に存在し

た。

HSV山2感染HEp－2細胞をAra－C存在下に12時

間培養し、核から分子量110Kと64Kのポリペプチ

ドを含む抗原を調整し、微量間接ELISAにより子

宮頸癌患者、健常人、及びその他の癌患者血清の

IgG及びIgM抗体価を測定し、Virionに対する抗体

価の結果と比較した。初期抗原に対する。IgM抗体

価では子宮頸癌患者と健常人、及び子宮頸癌患者と

その他の癌患者との間に危険率1％で有意差を認め

た。健常人の抗体価上限である360以上の値を示し

た者は子宮頸癌患者で22名（10．8鴨）、他の癌患者

で1名（1．9鴨）存在した。初期抗原に対するIgG抗

体価では子宮頸癌患者と健常人の間に危険率5％で

有意差を認めた。一方、Virion抗原に対しては子宮

頸癌患者と健常人の間でIgG抗体でのみ危険率5％

で有意差を認めた。初期抗原とvirion抗原に対する

IgG及びIgM抗体価それぞれの問での相関係数と回

帰直線の係数から、子宮頸癌患者と健常人の間には

HSV－2の初期抗原及びvirion形成過程、ないしは

それらを抗原として認識する過程において差のある

事が推測された。子宮頸癌患者の術後追跡調査を行

った39例について、HSV－2初期抗原に対するIgM

ELISA抗体価が上昇した11例中5例に子宮頸痛の

再発を認めたのに対して、抗体価が下降ないしは変

化しなかった28例には再発は認められず、両群問の

差は危険率Oi5鴨以下で有意であった。
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