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研究成果の概要（和文）：　HPV陽性中咽頭癌の組織では陰性に比してA3A, A3C,A3F, A3Hが高い傾向があった。
HPV陽性喉頭乳頭腫では一部でAPOBEC3F発現を認めたものの他はAPOBEC発現は認めなられなかった。中咽頭癌細
胞株ではqPCRで検討の結果、A3B,A3Cが高い傾向であった。咽頭細胞株へのHPV遺伝子導入については、トランス
フェクション効率が悪く、安定した細胞株を樹立する事が出来ず研究が進まなかった。今回の結果から中咽頭癌
で強く発現を認めたAPOBEC familyを同定した。 また、喉頭乳頭腫に関しては正常細胞に潜伏するべく宿主の免
疫応答を回避する機構が働いているかもしれない事が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We found that the expression of the apolipoprotein B mRNA-editing catalytic
 polypeptide (APOBEC) 3A, C, F, and H was higher in HPV positive oropharyngeal cancer (OPC) tissues 
than HPV negative OPC tissues. However, only the A3F was expressed in HPV positive laryngeal 
papilloma. We failed in conducting the transduction of the HPV gene into oropharyngeal cancer cell 
line because of low transduction efficiency. 
 We identified APOBEC family highly expressed in oropharyngeal cancer, It was suggested that 
laryngeal papilloma avoided the host immune response.   

研究分野： 頭頸部癌
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１． 研究開始当初の背景 
 HPV陰性中咽頭癌に比べてHPV陽性中咽
頭癌は化学放射線治療に対する反応が良好
であり、予後良好である事が分かってから
HPV のバイオマーカーとしての意義がクロ
ーじるが低リスク型 HPV では integration
が生じず episomal form のまま感染が維持さ
れるのかについては全く解明されていない。
ただ、HPVintegration の際にはまず HPV ウ
イルスゲノムおよび宿主の二本鎖 DNA 切断
が必須である事が少なくとも推察される。 
 近年、細胞自身に備わったウイルス排除免
疫機構として内因性免疫が注目されており、
申請者は Apolipoprotein B mRNA editing 
catalytic polypeptide (APOBEC) に着目し
た。これまでヒトでは 11 種類（１、２、３A、
３B、３C、３DE、３F、３G、３H、４、AID）
の APOBEC 蛋白が知られている。DNA や
RNA の塩基であるシトシンからアミノ基を
取ることでウラシルを作るデアミナーゼ酵
素活性を持つ。これらの内、抗ウイルス活性
を発現するのは APOBEC3 のみである。一方
で Activation induced cytidine deamiase 
(AID)は APOBEC ファミリーの中で唯一の
DNA 二本鎖切断酵素であり、B 細胞におけ
る免疫グロブリンのクラススイッチ組み替
えと体細胞突然変異を同時に起こす酵素と
して知られている。申請者は口腔癌における
AID の発現に関する研究を行い、AID は口腔
癌の initiation に関与しズアップされている。
一方でウイルス発癌機構は未解明である。と
りわけ、発癌の第一条件である宿主のゲノム
への組み込み（integration）がどのようにし
ておこるのか、さらにいえば、なぜ高リスク
型HPVではこの integrationが生ている事を
2013 年に報告した。AID は当初は B 細胞の
みに発現するとされていたが、消化器系の固
形癌において AID が異所性発現すること、お
よび癌化を誘導することが明らかにされて
きた。AID の生理的役割は遺伝子変異作用に
より抗体遺伝子の多様性を生み出す事であ
り、TNF-αや TGF-βをはじめとした炎症性
サイトカインにより誘導される。この AID は
二本鎖 DNA へのデアミネーション活性も有
しており、DNA 二本鎖切断作用を持つ。申
請者は中咽頭において HPV ウイルスの宿主
ゲノムへの integration の際に二本鎖 DNA
切断時に AID を含む APOBEC family が関
与している可能性について着目した。中咽頭
は子宮頚部と同様で HPV ウイルス感染者が
全て発癌する訳ではない。細胞性免疫原性が
弱い HPV を効率的に排除するには細胞内に
潜伏感染しているウイルスを排除する内因
性免疫システムが重要な役割を果たしてい
ることは容易に想像される。その際に、一定
の確率でウイルス DNA を切断するシステム
が宿主 DNA の切断や変異も誘導することで
癌化へと進むことが推察される。 
 
２．研究の目的 

 中咽頭癌臨床検体において APOBEC 発現
と HPV-E2 領域へ APOBEC 特異的な C to T
または G to A 変異が導入されていることを
検証する。咽頭細胞株に HPV の E6、E7 遺
伝子をトランスフェクションし、APOBEC
および AID 発現を検証する。そして、すでに
塩基配列が判明している HPV-E2 領域発現
ベクターを同時に形質導入し、 E2 へ
APOBEC特異的なC to TまたはG to A変異
が導入されることを検証する。咽頭細胞への
HPV integrationはAIDにより誘導されるか
を検証する。本研究では、咽頭細胞株におい
てAIDを強制発現させた後にDNA二本鎖切
断の指標であるγH2AX の発現を検討する。
また、γH2AX 発現と integration との関連
を統計学的に検討する。 
 
 
３．研究の方法 
１） 中咽頭癌パラフィン標本より AID 
および APOBEC 発現と HPVE2 領域の変異
の関連を検証する。 
２） HPV-16 positive の咽頭癌細胞株に 
おいて AID を含めた APOBEC family のプ
ロファイリングを行う。 
３） 咽頭上皮細胞株NP69にHPV-6およ 
び HPV-16 の E6、E7 遺伝子をトランスフェ
クションし、AID、APOBEC の発現を検討
する。 
４） HPV 陽性および陰性中咽頭癌、HPV 
陽 性 お よ び 陰 性 喉 頭 乳 頭 腫 に お け る
APOBEC ならびに AID 発現をパラフィン切
片を用いて免疫組織学的に検討する。この実
験により、高リスク型 HPV 感染検体と低リ
スク型 HPV 感染検体における APOBEC、
AID の発現様式の差異により integration に
必要な APOBEC ファミリー発現パターン解
明への手がかりとする。 
５） 咽頭細胞株および中咽頭癌細胞株 
に AID 発現ベクターを導入し、DNA 二本  
鎖切断について検討を行う。 
 
４．研究成果 
１） HPV 陽性中咽頭癌の組織では陰性に
比して A3A, A3C,A3F, A3H が高い傾向があ
った。E2 変異についてはダイレクトシーク
エンスではターゲットとなる範囲が広い為
か変異の有無の評価が出来なかった。その為、
3D-PCR assay を用いて検討を行った。しか
し、温度勾配による PCR のバンドが適切な
位置に出現しなかった。コンタミネーション
の可能性を考えたが原因は不明であった。 
２）  HPV positive 咽頭癌細胞株として 
SCC090 と VU147T を用い RT-qPCR を行っ
た。AID 発現は両者共に見られなかった。
APOBEC family では両者において A3B、
A3C の上昇を認めた。 
３） 中咽頭癌細胞株 SCC090 を培養の後、
HPV-16 の E6、E7 遺伝子を PCR にて増幅
後、分離した。これを GFP 発現ベクターに



サブクローニングした後、咽頭上皮細胞株
NP69 へトランスフェクションを行った。し
かし、トランスフェクション効率が不良な為
か GFP 発現ベクターのみをトランスフェク
ションした細胞株も GFP 発現は不良であっ
た。この実験系を断念した。 
４） HPV 陽性中咽頭癌の組織では陰性に
比して A3A, A3C,A3F, A3H が高い傾向があ
っ た 。 HPV 陽性喉頭乳頭腫では一 部 で
APOBEC3F 発 現 を認 め たもの の 他 は
APOBEC 発現は認められなかった。 
５） 咽頭上皮細胞株は NP69 を、中咽頭癌
細胞株は HPV16 陽性である SCC090、
VU147T を用いた。これらの細胞株に AID
発現ベクターをトランスフェクションした
がトランスフェクション効率が不良であっ
た為に AID 安定発現クローンの樹立を行う
事が出来なかった。したがって、γH2AX 発
現の評価を行う事を断念した。 
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