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研究成果の概要（和文）：HPV-HNSCC全ゲノムデータを用いて新しいプライマー/プローブセットを設計した。設
計されたセットは、CaSki 細胞株DNAを用いてスクリーニングし、HPV-HNSCC患者の咽頭うがい液サンプルで確認
した。結果、HPV-16ゲノムのうち、 E5領域とL2領域の間で最もリード数が多く、E1領域に普遍的に存在する領
域が存在した。CLIA認定の実験室環境において、2つのセットとE7セットの組み合わせにより、咽頭うがい液サ
ンプルにおいて感度は96％（27/28）、特異度は100％(0/15)だった。結論：HPV-HNSCCにおけるHPV-16 DNA検出
能を改善できた。

研究成果の概要（英文）：Methods: We used genomic HPV-HNSCC sequencing data from a single 
institutional and a TCGA cohort. Optimized primer/probe sets were designed and tested for analytical
 performance in CaSki HPV-16 genome and confirmed in salivary rinse samples from patients with 
HPV-HNSCC.
Results: The highest read density was observed between E5 and L2 regions. The E1 region contained a 
region that was universally present. Among candidate PCR primer/probe sets created, six reliably 
detected 30 HPV-16 copy number. In a CLIA certified laboratory setting, the combination of two novel
 primer/probe with E7 sets improved performance in salivary rinse samples with a sensitivity of 96% 
and specificity of 100%.
Conclusions: PCR-based detection of HPV-16 DNA in HPV-HNSCC can be improved using rational genomic 
design.

研究分野： 頭頸部腫瘍

キーワード： 咽頭癌　ウィルス　細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HPV関連中咽頭癌は現在増加傾向を有するウィルス関連癌である。本癌に対する前がん病変は明確ではないた
め、今後嗽液や血液からのリキッドバイオプシーによる発がんリスク分類が必要となってくる領域である。本研
究ではその発がんリスク分類を明らかにするために既存のゲノム情報からより検出感度を高めるプライマー/プ
ローベセットを開発することに成功した。本研究をもとにこれまで困難であったHPV関連中咽頭癌の早期発見を
可能にする基盤を作成したと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 HPV 関連中咽頭癌は増加傾向にあるもののその多くが頸部リンパ節転移で自覚されることが
多く、早期発見が難しいという問題点があった。 
 
２．研究の目的 
 咽頭癌内における Microbiome として HPV の関与を検討し、その検出に関してゲノムデータ
を用いて最適化することを通して早期発見および再発転移の発見に寄与すること。 
 
３．研究の方法 
 本研究は UCSD との共同研究としても行った。TCGA データベース、UCSD での採取検体を対象
に、ゲノムデータから最適化したプライマー、プローブセットをもとに HPV 関連癌の検出方法の
最適化を試みた。 
 
４．研究成果 
 
本研究のプライマー、プローブを設計するにあたり、まず TCGA データと既存のデータセットか
ら既存の E6 および E7 よりもリード数が多い領域を把握することとした。WGS データを HPV-16
にアライメントしなおしたところ、これまでの E6 および E7 の領域よりもより高いリード数が
E5-L2 領域に存在していること、およびすべての症例で遍く存在している E1 領域が存在してい
た。 

 
そのためこの領域に対してプライマー、プローブを設定することでこれまでより効率く良く HPV
関連癌を検出できると考え、細胞株から HPV のコピー数毎の検出感度を明らかにする実験を行
ったところ、E1 から検出するプライマー、プローベセットが E6 および E7 よりもより効率的に
検出が可能であり、今回新たに設定された 2つのプライマー、プローベセットは既存の E6およ
び E7 よりも少量の DNA における検出が優れていた。 

 
  



 
さらに、このデータを用いて他コホートにおける検出頻度を検索したところ、唾液検体からは新
しいプライマープローベセットにメチル化遺伝子群によるメチル化遺伝子を検出することで、
HPV および PAX5、EDNRB のメチル化遺伝子検出を併用することで感度 0.97，特異度 0.87 まで工
場が可能である事が明らかになった。 
 

Models Primary disease 

Single Biomarker AUC Sensitivity Specificity 

BR E1-5 0.77 0.60 0.91 

HR E5L2-4 0.76 0.52 1.00 

E7 0.76 0.57 0.91 

Any HPV 0.90 0.89 0.90 

EDNRB 0.83 0.72 0.95 

PAX5 0.78 0.70 0.91 

p16(INK4a) 0.59 0.17 1.00 

AIC Critieria AUC Sensitivity Specificity 

BR E1-5 + HR E5L2-4 + EDNRB + PAX5 0.93 0.97 0.87 

BR E1-5 + HR E5L2-4 + EDNRB + PAX5 + 

p16(INK4a) 

0.93 0.97 0.85 

BR E1-5 + HR E5L2-4 + E7 + EDNRB + PAX5 0.91 0.97 0.85 

All Markers 0.93 0.97 0.85 

BR E1-5 + PAX5 + EDNRB 0.91 1.00 0.85 

Clinical hypotheses with ‘AnyHPV’ AUC Sensitivity Specificity 



Any HPV + EDNRB + PAX5 0.93 1.00 0.85 

Any HPV + EDNRB 0.93 0.97 0.85 

Any HPV + PAX5 0.89 0.97 0.90 

Any HPV + p16(INK4a) 0.89 0.93 0.95 

Any HPV + Any Methylation 0.87 1.00 0.85 
 
 
上記結果は実験室データではあるが、CLIA 基準の他実験室でも追試を行い同様の結果が得られ
ており、HPV 関連癌の早期発見に関して有意義な研究成果を得られたと考えられた。 
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