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研究成果の概要（和文）：我々は子宮頸癌培養細胞を用い、その原因ウイルスである HPV の感

染により IGF-I 受容体(IGF-IR)の過剰発現を生じている事を発見した。この事象を応用し、ヒ

ト子宮頸癌および前癌組織を免疫組織染色にて検討したところ、IGF-IR 発現や局在が HPV の

感染やその存在様式を示唆し、前癌病変から癌にいたる課程で変化することを示した。この病

理切片での局在を、より低侵襲な細胞診検体に応用しようと検討したが、残念ながら細胞診検

体を用いた検討は困難であった。しかし異型上皮組織内の IGF-IR 等の発現局在は HPV の存

在様式を反映しており、簡便な鑑別診断として有効であった。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that infected HPV caused up-regulation of the insulin-like 

growth factor receptor in cervical cancer cell lines. By using this phenomenon, we 

evaluated expression levels and its localization of IGF-IR in human cervical cancer and its 

precursor lesions by immunohistochemistry. We could distinguish status of HPV infection 

by the localization of IGF-IR overexpression. Then we tried to utilize this technique in 

liquid based cytology specimens. However, we could not distinguish HPV infection status 

from cytology specimens. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトパピローマウイルス（HPV）感染は子宮
頸癌の最大病因であるが、その 80％は宿主免
疫により自然治癒する。臨床では、一般に高
度異型上皮以上の病変に対し、子宮頸部円錐
切除術が行われるが、その適応決定には苦慮
することも多い。初期異型上皮の HPV はエピ
ソームに存在するため自然治癒するが、HPV
が子宮頸部基底細胞の宿主染色体に組み込
まれると自然治癒は起こりえず、発癌リスク
が著しく高くなる。しかし、従来の病理診断
は形態学に基づいており、必ずしも HPV の存
在様式を正確に反映していない場合もある。
その分子診断には FISH 法や RNA-in situ 
hybridization 法など、高価で手間の掛かる
手法を要するのが難点であり、簡便な診断法
の確立が望まれている。 
 
 
２．研究の目的 

我々は細胞膜に存在する受容体型チロシン
キナーゼである I型インスリン様増殖因子受
容体（IGF-IR）の子宮頸部異型上皮内におけ
る過剰発現の局在が、HPV 組み込みの有無に
より劇的に変化する事を発見した。今回、こ
れを分子マーカーとした HPV 存在様式の簡便
な分子組織診断・細胞診診断法を新規に確立
し、子宮頸部初期病変の円錐切除適応決定に
関する臨床応用を図ることを本研究の目的
とする。 
 
 
３．研究の方法 

我々は以前 IGF-IR に対するアンチセンス法
を用いて子宮頸癌培養細胞の増殖抑制実験
を行って報告した際に、多くの子宮頸癌由来
細胞では、他の臓器由来癌細胞と比較して著
しく IGF-IR が過剰発現していることに気づ
いた（Nakamura, Hongo, et al. Cancer Res, 
1999）。我々は以前、マウス造血細胞由来の
32D 細胞を用いて、IGF-IR の発現が、癌抑制
遺伝子産物である p53によって強力に転写抑
制されていることを報告している事より
（Prisco, Hongo, et al. Mol Cell Biol, 
1997）、HPV 陽性の子宮頸癌細胞では、HPV E6
によるユビキチン化分解のため p53蛋白が分
解失活しており、その為に p53 による転写抑
制から回復した IGF-IR が過剰発現を呈する
のではと推測した。一方、HPV E6 の発現は
ウイルス遺伝子がほとんど episome に存在す
る CIN I,II では上皮の中層から表層にあり、
ウイルス遺伝子が宿主細胞の染色体に組み
込まれることが多いCIN III ではその発現は

E2 蛋白などの抑制を受けることなく上皮の
全層に見られるとされている。IGF-IR の発現
が E6 蛋白発現のサロゲートマーカーになる
とすると、その発現局在は E6と同様となり、
その局在から HPVウイルスの存在様式が示唆
されないかと考えた。これらを実証するため、 
(1)まず IGF-IR の発現が実際に HPV 感染によ
って影響を受ける機序を、子宮頸癌培養細胞
に、HPV E6 遺伝子、また E6,E7 の発現抑制作
用を有する E2 遺伝子をそれぞれ遺伝子導入
して検討した。 
(2)次に円錐切除や子宮全摘によって得た子
宮頸部病変をインフォームド・コンセントの
下に免疫組織染色で検討し,それぞれの上皮
内における IGF-IRならびに、同様にHPV E7

のサロゲートマーカーとされるp16蛋白の発
現強度、ならびにその局在を検討した。 

(3)同様の検討が細胞診で可能かどうか確か
めるため、インフォームド・コンセントを得
た子宮頸部擦過液状細胞診検体のうち、診断
のために用いた残りの一部を用い、組織と同
じように、免疫染色を行い、検討した。 

 
 
４．研究成果 
(1)HPV を 1－2コピー有する SiHa 細胞に
HPV16 E6 遺伝子を導入したところ、p53 蛋
白発現量は著明に減少し、IGF-IR 発現量は著
明に増加した。反対に HPV を約 50 コピー有
する HeLa 細胞に HPV E6/E7 の転写を抑制す
る働きをもつ HPV18  E2 遺伝子を導入したと
ころ、p53 蛋白発現量は回復し、IGF-IR 発現
量の減弱を認めた。それぞれの遺伝子導入を
行い、恒久的発現クローンを樹立して検討を
進めた。SiHa 細胞は足場非依存状態ではほと
んどコロニーを形成せず、ヌードマウス皮下
に接種してもほとんど腫瘍を形成しないが、
E6 遺伝子を導入したクローンでは足場非依
存性増殖能と腫瘍形成能の著しい亢進を認
めた。野生型の E6 の代わりに変異を導入し
た E6の導入ではこのような変化は見られず、
また E6 遺伝子導入クローンに IGF-IR の
siRNA を用いて IGF-IR 発現を抑制すると、前
述の足場非依存性増殖能は再度減弱した。ま
た E2 遺伝子を導入した HeLa クローンでは野
生型の HeLa 細胞の有する強い足場非依存性
増殖能と腫瘍形成能の減弱を認めた。以上の
ことより HPV の感染はその E6 蛋白が p53 を
分解促進することにより、普段は p53 により
その転写活性が抑制されている IGF-IR の過
剰発現を呈していること、またこの IGF-IR
の過剰発現が足場非依存性増殖能と腫瘍形
成能の増強に働いていることが明らかにな



った。 
 
(2) 次に子宮頸部異型上皮と子宮頸癌
の円錐切除による摘出組織を抗 IGF-IR
抗体および、抗チロシンリン酸化 IGF-IR
抗体を用いて免疫組織染色することに
より検討した。異型上皮から子宮頸癌へ
進展するにつれて、IGF-IR 発現量は有意
に増加した。各々３０例と少ない症例数で
はあるが、CIN III 以上で有意に IGF-IR が高
発現しており、また HPV が染色体に組み込ま
れず細胞質に存在すると考えられるCIN I-II
の 86.7%(52/60)において、IGF-IR の過剰発
現は中層細胞から表層細胞に限局し、一方
HPV が宿主の染色体に組み込まれていると考
えられる CIN III の 86.7%(26/30)において、
IGF-IR の過剰発現は上皮内全層に均一に認
められた。子宮頸部基底細胞のエピソームに
HPV が存在する CIN I-II では宿主細胞の分化
と共にウイルスの初期蛋白の転写翻訳が行
われており、E6, E7 蛋白の発現は中層細胞以
降で開始する。一方、HPV が宿主に組み込ま
れた際に E1, E2 領域が寸断されている CIN 
III では E6, E7 の発現は無秩序に基底細胞か
ら開始する。HPV 組み込みの有無の違いによ
る、上皮内の IGF-IR 発現局在の違いは、各々
の上皮各層内の E6, E7 発現局在とまさしく
一致していると考えられた。また異型上皮
においては IGF-IR の過剰発現の局在は
HPV E6 蛋白の発現局在と一致しており、
この事象を利用して HPV の宿主への遺伝
子組み込みの有無を判定できる可能性
が示唆された。 
 
(3)病理組織の検体と同様の検討を、細
胞診でも出来ないか検討するため、さら
に病理組織を用いて HPV E7 のサロゲー
トマーカーである p16 蛋白の発現局在で
も検討した。p16 の発現局在は IGF-IR
とほぼ同様であり、この 2 者は同様に
HPV E6/E7 の発現局在をしめすマーカー
として利用できると考えられた。細胞診
検体で組織内での発現局在を類推する
ために、上皮内で特に基底細胞層に局在
して発現する p63 蛋白との共在が、HPV 
E6/E7 遺伝子産物の基底細胞層からの発
現と相関すると考え、組織および液状細
胞診検体にて検討を加えた。当初、正常
基底細胞層に発現する p63 を指標に、p63
蛋白陽性かつ IGF-I 受容体もしくは p16
蛋白の発現細胞の有無にて、HPV の遺伝
子組み込みの有無は判定できないかと
想定した。しかしながら①正常組織を用
いて行った検討では、表面からの擦過細
胞診では p63 陽性である基底細胞や傍基
底細胞の採取量は微少であること、②組
織内での検討では同一症例でも HPV の組

み込みが想定される部位と想定されな
い部位が多く混在していること、③HPV
が感染した異型上皮では、p63 蛋白の発
現は基底細胞や傍基底細胞に限局して
おらず、中層から表層細胞にいたるまで、
幅広く発現していることが判明した。 
以上のことから、残念ながら細胞診検体
を用いた同様の検討は困難であると結
論づけた。しかしながら、異型上皮組織
内の IGF-IR、p16 の発現局在は HPV の存
在様式を反映しており、鑑別診断に有効
であり、RNA in situ hybridization よ
りはるかに簡便な方法であった。 
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