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要約

喉頭癌は、肺癌 と組織学的に類似 した発生母地

を持ち、同様に喫煙習慣との関連が疫学的に認め

られている。肺癌では、煙草煙内に含まれる発癌

物質、芳香族炭化水素 (ベ ンゾピレンなど)に対

する数種の代謝酵素活性 と発癌感受性 とに関連が

報告されてお り、喉頭癌についても同様の関連を

認めるか検討を行った。関係する多数の代謝酵素

のうちP450、  GST、 mEHに
'主

目し、 4子 々をcode

する遺伝子 0″IttI、 GS7〕√I、 GttTI、 E″Ⅸ I

(exon 3、 exon 4)の 遺伝子多型について検討 し

た。CP■AI遺伝子 exOn 7の 多型は刀グル型を多

く認め、肺癌患者で多いとされる比J/吻J型 は健

常人で 4.5%、 喉頭癌患者でも4.8%と 少数であっ

た。GST遺伝子 (νI、 2)多 型の分布は両群で

違いを認めなかった。喉頭癌患者では、E島ⅨI遺

伝子の exon 3の 2対のアレルが乃″から〃′sに置

換された酵素活性が最 も低い変異型ホモを有意に

多 く認めたが (χ
2検定 =0.0025)、 exon 4の 多型

は分布に有意な差を認めなかった。El%ⅨI遺伝子

のexon 3に 変異が生じ″jsに 置換されるとmEHの

酵素活性が低下することが知られてお り、3陽ⅨI

遺伝子型が喉頭癌の発癌感受性を規定する一因で

ある可能性が示された。
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はじめに

頭頚部癌の約30%を 占める喉頭癌は、喫煙習慣

との関連が報告されている。煙草煙中の発癌物質

の 代 謝 は 、 第 一 相 の 薬 物 代 謝 酵 素 で あ る

cytochrome P450(P450)|こ よる活性化反応と、

glutathione¨ S¨transferase(GST)や micrOsomal

epoxide hydrolase(mEH)|こ 代表されるphaseⅡ

のさまざまな転写酵素による解毒反応により構成

されてお り、この代謝のバランスが発癌感受性の

個人差を規定していると推測されている。

煙草煙中に含まれるさまざまな発癌物質のうち、

最 も重要な一つとされるベンゾピレンなどの芳香

族炭化水素は、体内に入るとP450な どの作用を受

け、極めて発癌性の高いエポキシドとなる。エポ

キシ ドは、G∬によるグルタチオン抱合や、mEH
によリジヒドロジオール (グ リコール)へ変化し、

解毒排泄経路へ進み生体が防御される。これらの

代謝酵素をcodeす る遺伝子には遺伝的な多型の存

在が知られてお り、その遺伝子型に応 じて発現す

る酵素活性にも差があることが明らかにされてき

た。

ヒ トのP450に ついては現在までのところ 13種

のファミリーが同定されているが、これらのうち

で CYPlA、 CYP2、 CYP3な どの特定の P450種が

化学 発癌物 質の活性化代 謝 に関与 している。

CYPlAlは 、 人においてはextrahepaticに 発現 し

てお り、ベ ンゾピレン代謝において主に中間代謝

体である7,&ジ ヒドロキシー7,8-ジ ヒドロベンゾピレ
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ンからの代謝に関与 している 1)。 ヒ トOP141遺

七環1ユ は、 exOn 7 codon462に 』bけ Z)point rnutation

(A→ G:刀ι→乃 J)が知られてお り、肺癌の研究

では 2対のアレルがともにフレJに変化 したん J/レし′

型の頻度が健常人に比較 して有意に多いと報告さ

れている 2)。 助 J型のCYPlAlの 方が″θ型よりも

高いベ ンゾピレン活性化能を持つことから、エポ

キシドの蓄積など代謝解毒機構のバランスに変化

が生 じ、肺癌発症の危険が増すのではないかと考

えられている。

G〔汀 はα、μ、π、σ、θの 5つのクラスが知 ら

れている。μクラスのうち最 も一般的に発現して

いる酵素はG創附11であるが、GSN■遺伝子の 2

対のアレルがともに欠失 した多型の場合は、酵素

の発現がまった く認められない。また、アレルの

異型としてνla、 ν Iら の存在が知 られているが、

酵 素反応、酵素活性 は極 めて類似 している。

GSTMlは 、ベンツピレンをはじめとして、さま

ざ まな発癌 物質の解毒 反応 に関与 してお り、

GSTMlの 遺伝子多型が喉頭癌発症に関与 してい

る可能性がある。GttTlは θクラスでの代表的な

酵素であるが、GSTMlと 同様に遺伝子が欠失 し

た多型の存在が知 られてお り、発癌 リスクに関与

している可能性があると考えられている。

mEHを コー ドするE″ⅨI遺伝子には 2種類の

多型が知られてお り、mEHの酵素活性を規定して

いる。 exon 3 codonl13に おけるpoint inutation

(T→ C:乃″→〃励 を持つ場合mEHの酵素活性

が低下 し (約 50%低下)、 exon 4 codon139に おけ

るpoint mutation(A→ G:〃′s→ 4/g)を 持つ場

合は逆にmEHの酵素活′性が克進し (約 25%上昇)、

ともに変異を持つ場合には酵素活性はほぼ正常型

と同じであるとされている°。この酵素活性の変

化は、mEH蛋自の安定性の変化が理由と考えられ

ている。mEHは、肝臓だけでなく上気道でも高頻

度に発現 してお り、煙草煙による喉頭癌の発症に

何 らかの関与をしている可能性が推測される。

これらの遺伝的に規定される解毒代謝酵素の遺

伝子型を検討することで、喉頭癌を発症する危険

性の高いグループを明らかにできれば予防医学に

応用できると考え、以下の検討を行った。

実験方法

対象は、ほぼ同様の喫煙歴を持つ喉頭癌患者62

例、健常人 44例 とした。上記の代謝酵素をcode

するCP■AI、 GSN■、GS冗醜、EπXIexon3、

E″Ⅸ I exon 4の遺伝子型を決定するため、末梢

血からDNAを抽出しPCR―RFLP法 、PCR法 を用

いて検 討 した。 これ らの結果か ら CyPIxI、

GS劉イI、 GS7TI、 PⅨ ■遺伝子多型 との組み合

わせと喉頭癌発癌の関連を検討 した。

① CyP7ハ 7遺伝子多型

CIPIAI exon 7 codon462に お け る point

mutation(A→ G:″θ→ レしι)を検討するため、

CyP1241遺伝子 codon462を 含む領域 をPCRに よ

り増幅し、得られたPCR産物を制限酵素Psp14061

にて処理 した (PCR―呻 法 )。 制限酵素で処理 し

たPCR産物を電気泳動法で観察し、得 られたband

のサイズからCИし但 遺伝子型を決定 した。即ち、

正常型ホモ (刀θ/刀θ型 )、 ヘテロ (刀θ/乃′型 )、 変

異型ホモ (乃J/乃′型)に分類 した。

② θS乱″7 θSTT7遺伝子多型

GsrM■、Gs冗醜遺伝子の欠失について、PCR
を用いて検討 した。PCR産物を電気泳動法で観察

し、bandが得 られないものを欠失型とした。内在

性のコントロールとして、PcR反応時にアルブミ

ン遺伝子をPCR法で同時に増幅 した 。゙

③ EPHX7遺伝子多型

EttI遺 イ云子 exon 3 codon l13に おけるpoint

mutation(T→ C:,ソγ―・・」ぼ′s)、 exon 4 codon139

におけるpoint mutadon(A→ G:〃′s→ Arg)に

ついて検討 した。exon 3 codonl13を 含む領域を

PCRに より増幅し、得 られたPCR産物を制限酵素

EεθR Vに て処理 した。 また、別反応で exOn 4

codon139を 含む領域をPCRに よリナ曽幅 し、 得 ら

れた PCR産物 を制限酵素助 Iに て処理 した

(PCRRΠP法 )。 以上からexon 3について正常型

ホモ (C、T■乃″型)、 ヘテロ (乃〃″た型 )、 変異型

ホモ 儡購/″′s型)に、exon 4に 関 しては正常型
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ホモ じ購/1Js型 )、 ヘテロ 儡購/Arg型 )、 変異型

ホモ

“

唱/A箸型)に分類した。

結果

① θYP7ハ 7遺伝子多型 (表 1)

健常人 (44例)では″ι/″θ型 56。9%、 IJθ /レし′

型 38.6%、 LJ/乃 J型 4.5%、 喉頭癌 (62例 )で

は刀′/1Jι 型 53.3%、  IJθ /フし′型 41.9%、  ]胞 J/レしι型

4.8%と 両群の間に有意差を認めなかった。 2対の

アレルがともにTttJに 変異 した型は、両群におい

て極めて頻度が低かった。

② θST遺伝子多型 (表 2)

健常人 (44例)においては、少な くとも 1つ の

ア レルには正常 な GS7VI遺伝 子 を持つ GS7VI

(+)は 47.7%、  2つ の ア レル と も欠 失 した

GSN■ (― )は 52.3%で あった。喉頭癌 (55例 )

では GSEMI(+)は 54.5%、 GS「MI(― )は

表 l θYP7ハ 7遺伝子多型の結果

45.5%で あった。GSフTI遺伝子の結果は健常人で

GS3「I(十 )は 47.7%、 GSFI(― )は 52.3%、

喉頭癌ではGSlぽI(十 )は 58。 2%、 GSコTl(― )

41.8%であった。GS卿閣 遺伝子、GSlTI遺伝子

の欠失は両群で高頻度に認め、その頻度に有意差

を認めなかった。また、GS7VI遺伝子、GS冗取

遺伝子の多型を組み合わせて検討した結果でも両

群間に有意な関係を認めなかった。

③ EPHX7遺伝子多型 (表 3)

exon 3に 関する多型の結果は、健常人 (44例 )

では 3種の遺伝子型をほぼ均等に認めたが、ヘテ

ロであるつ〃燃 型は健常人で 15例 (34.1%)、 喉

頭癌 (55例)では4例 (7.3%)と 有意差を持って

喉頭癌で少なく (χ
2検定 =0.0008)、 変異型ホモ

の″′s/〃Js型 は健常人で 13例 (29.5%)、 喉頭癌で

は33例 (60.0%)と 喉頭癌で有意差を持って多 く

認めた (χ
2検定 =0.0025)。

exon 4に 関する多型の結果は、″′s/〃′s型の正

常型ホモが両群 とも多数を占め、次にヘテロの

〃′sμ智型を多 く認めた。五電′A箸型の変異型ホモ

は健常人で 2.3%、 喉頭癌で 1.8%と 極めて少ない

頻度であった。多型の頻度について両群間に有意

差を認めなかった。

考察

σンP141遺伝子多型は、両群 とも正常型ホモの

刀θ/刀θ型が最 も多 く、次に刀θ/乃J型を高頻度に認

め、変異型ホモである物J/乃ι型は明らかに低頻

度であった。肺扁平上皮癌での研究では、物J/陥 J

型の Crし但 遺伝子多型を持つものが健常人の約

2倍以上認め、統計的に有意差があったとの報告

も見 られる
"。

また、川尻つは、乃J/乃′型の遺伝

子多型を持つ ものは他の型を持つものより喫煙に

よる肺癌発生の危険が高 く、少ない生涯喫煙本数

で発癌する傾向があると述べている。

今回の検討では喉頭癌グループでは乃′/乃′型

が 4.8%、 健常人では4.5%と 差を認めなかった。

またん J/乃J型 を示 した症例が少なく、生涯喫煙

本数 との関連は十分に行えなかった。喉頭癌の発

症は肺癌 との病理学的、疫学的類似性を考えると

正常型ホモ
lla/rla

ヘテロ

′″/1タノ
変異型ホモ

隆l■a′

健常人(n=44)

喉頭癌 (n=62)

25(56.9%) 17(38.6%)

33(533%) 26(41.9%)
2(4.5%)

3(48%)

表 2 CST遺伝子多型の結果

健常人 (n=44)

喉頭癌 (n=55)

θSIル′プ(+)

21(477%)

30(54.5%)

θSWプ (― )

23(523%)

25(455%)

健常人 (n=44)

喉頭癌 (n=55)

θS7ア (+)

21(477%)

32(582%)

θsrr′ (― )

23(52.3%)

23(418%)

表 3 ΞPttχ 7遺伝子多型の結果

正常型ホモ

exon 3遺伝子多型  殉′″

健常人 (n〓 44) 16(36.4%)

喉頭癌 (n=55) 18(32.7%)

ヘテロ   変異型ホモ

■ンγIS     〃19御′S

15(341%) 13(295%)
4(73%)* 33(60.0%)林

正常型ホモ  ヘテロ

exon 4遺伝子多型  趣 !黙    His′A″

健常人 (n=44) 33(75.0%) 10(227%)
喉頭癌 (n=55) 32(58.2%) 22(400%)

変異型ホモ

44σ /箔″

1(23%)

1(1.8%)

χ
2検定 *p=00008、 **p=o oo25

7θθ ″'Nttυιs カ ム8 No.1 2θθ2



ベ ンツピレンなどの芳香族炭化水素の代謝解毒の

関与が大 きいと考えられ、物 J/乃′型の頻度は低

い ものの今後さらに症例数を増や し検討を加える

必要があると思われる。

GSr遺伝子多型の結果は、従来の報告 と同様に

GS劉直、GStt「I遺伝子 とも健常人、喉頭癌に欠

失型を約半数認め、有意な差はなかった。煙草煙

中に含まれるベ ンツピレンは体内に吸収され、ま

ず薬剤代謝第一相でP450な どで活J陛
化され、DNA

の障害性が非常に高い中間代謝物質 diol epo対 des

に変化する。次に、薬剤代謝第二相のG釘により

グルタチオン抱合体 となって不活性化され、解毒

排泄される。肺癌では、酵素活性の高いP450を

codeす る酵素活性の高い物′/乃 J型を持ちGSN■
遺伝子を欠失した場合 diol epo対 desの合成能が高

く、排泄能が低いため喫煙に対 して最も高い発癌

Iリ スクを持ち、JJι/乃J型 を持ちGS劉産 遺イ云子を

欠失 した場合 も、″ι/Jι 型を持ちGS7〕イI遺伝子

を持つ場合 と比較 して発癌 リスクが高いと報告さ

れている2)5)6)。
今回の検討では力′/乃′型を示

す症例が少なく、GST遺伝子多型 と組み合わせた

十分な検討は行えなかったが、GS7VI、 GSコTI

遺伝子多型 と喉頭癌発症 と直接の関連は認めず、

JJθ/″ι型、刀ι/乃J型 とGS劉ビI、 GSlTI遺伝子多

型 と組み合わせた検討でも関連は認めなかった。

D%ⅨI遺伝子多型の結果は以下であった。exon

3に 関する多型に関して検討すると、健常人と比

較 して喉頭癌ではつ〃肋 型が少なく、酵素活性

が最 も低い変異型ホモである″′s/〃′s型が明らか

に多 くなっていることがわかった。exon 4に 関す

る多型では、mEHの活性が充進 しているArg′A箸

型の変異型ホモの頻度は両群とも極めて低 く、単

独では喉頭癌易発症性の指標 とはならないと考え

られた。exon 3に ルν〃Js型 を持つ場合、発現す

るmEHの活性は最も低下していると考えられ、発

癌物質の代謝経路の変化が生 じ、排泄能の低下か

ら発癌性の高いエポキシドの体内での蓄積が生 じ

喉頭癌発症に関与 している可能性が示唆された。

健常人、喉頭癌について exon 3、 exon 4遺 伝子

多型の両方を考慮 し発現するmEHの活性度別に

分類 してみると、喉頭癌が健常人と比較 して低い

slow

25(568%)

36(655%)

exon 3正常型 :wt3、 exon 3変異型 :mt3

exon 4正常型 :wt4、 exon 4変異型 :mt4

・正常 :wt3/wt3+wt4/wt4、 耐3/mt3+wt4/mt4

・fast:wt3/wt3+wt4/mt4、  wi3/wi3+mt4/mt4、 wt3/mt3+mt4/mt4
。slow i mt3/mt3+wt4/wt4、  mt3/mt3+wt4/mt4、 wt3/mt3+wt4内、14

mEH活性を表す遺伝子型を多 く持つわけではなか

っス
=(表

4)。 JourenkOva―Mironovaら ηは、 exon

3、 exon 4に おける遺伝子多型の結果では分布に

差がなかったものの、遺伝子型か ら推測される酵

素活性は喉頭癌で高いmEH活性 を持つ ものが多

かったと報告 している。一方、Smith° らの肺癌

での検討では、mEHの活性度と関連を認めなかっ

たと報告 している。このような遺伝子型による酵

素!舌性の判断は、transc五p●on、 translation、 post

transladon各 段階での問題を考えると推測で しか

なく、不確定なものである。このことが上記の結

果の相違 に関与 している可能性がある。今後、

exon 3に 関する検討で得 られた仮説をさらに考証

するためには、発症母地である喉頭粘膜や喉頭癌

部でのmEH mRINAの発現の確認 と、発現 してい

るmEH蛋 白の酵素活性 を検出し判断する必要が

あると考えられた。

まとめ

①CyPIAI、 GSTν I、 GSTTI遺 伝 子 多 型 、

]%Ⅸ I遺伝子 exOn 4多 型 と喉頭癌発症 には関

連が見 られなかった。

②Eu遺 伝子の exon 3 codonl13に おける point

mutation(T→ C:乃 γ→〃村 によ り発癌物質

の代謝解毒機構 に変化が生 じ、喫煙 による喉頭

癌発症の危険 を高める可能性が示 された。

表 4 mEH酵素活性別の頻度

正常

健常人 (n=44)12(273%)
喉頭癌 (n=55)11(20.0%)

fast

7(159%)

8(145%)

予弔′'Tttιυω レbJ.8fヽ西ク.I』3θθ2  7θ 7
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