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研究成果の概要（和文）：HPV陽性頭頸部癌とHPV陰性頭頸部癌は、その臨床的特徴に加え免疫学的病態も大きく
異なっていることがわかってきた。本研究ではHPV陽性頭頸部癌の免疫病態について公開データベースと臨床検
体を用いて調べた。HPV陽性頭頸部癌ではHPV陰性頭頸部癌に比べて免疫細胞の浸潤や細胞傷害性関連分子の発現
が有意に高く、強力な抗腫瘍免疫応答が誘導されていることが示された。また免疫チェックポイント阻害によっ
て癌抗原特異的T細胞反応の増強が認められ、疲弊化CD4+T細胞の関与が示唆された。さらにHPV陽性頭頸部癌の
循環癌細胞の上皮間葉移行関連転写因子の発現において、末梢血中における抗腫瘍免疫応答の影響が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We investigated the immunological differences between HPV-positive and 
HPV-negative head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) using public database and clinical 
samples.
HPV-positive HNSCC exhibited higher infiltration of various immune cells and higher expression of 
cytotoxic-related molecules, suggesting that antitumor immune responses were activated in 
HPV-positive HNSCC compared to HPV-negative HNSCC. We next evaluated the presence of tumor 
antigen-specific T cell responses in HPV-positive HNSCC. Blockade of checkpoint pathways could 
enhance tumor antigen-specific T-cell responses in certain patients, probably via exhausted CD4+T 
cells. Finally, we examined the relationship between EMT-related gene expression in circulating 
tumor cells (CTC) and the activation status of peripheral blood T cells. We revealed that SNAI1-high
 CTCs reflect the antitumor activity of circulating T cells in patients with HPV-positive HNSCC.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： 頭頸部癌　ヒト乳頭腫ウイルス　がん免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤の登場は、がん治療においてパラダイムシフトをもたらした。同時に様々ながん種
において抗腫瘍免疫応答機構についての解明が急速に進んでいる。本研究においてHPV陽性頭頸部癌とHPV陰性頭
頸部癌の免疫病態の違いを様々な観点から比較解析することで、HPV陽性頭頸部癌のがん微小環境と末梢血にお
ける免疫病態の解明だけでなく、免疫療法の新しい標的分子や免疫学的バイオマーカーの同定につながる有用な
知見を得られた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
HPV 陽性頭頸部癌は、従来の HPV 陰性頭頸部癌とは異なる臨床的特徴から TNM 病期分類第 8版で
は、別に分類されることになった。HPV 陽性頭頸部癌は、HPV 陰性頭頸部癌に比べて治療感受性
が高いと言われているが、その発生頻度は年々増加傾向にあり、かつその罹患年齢が低いことよ
り、臨床的に大きな問題になっている。 
一方、免疫学的病態も両者は大きく異なっていると考えられる。腫瘍免疫において中心的役割を
果たしている細胞傷害性 T細胞（Cytotoxic T lymphocytes: CTLs）が認識する癌抗原は、いく
つかの種類に分類されるが、もっとも強力な癌抗原は遺伝子変異によって生じる癌特異的変異
抗原（新生抗原：Neoantigen）である。これは、各癌患者のがん細胞独自の遺伝子変異に伴って
新たに生まれた変異抗原であり、免疫応答を引き起こす免疫原性が高く、理想の癌抗原であるが、
その同定は容易ではない。HPV 陽性頭頸部癌における遺伝子変異数は、平均 4.7 mut/MB と言わ
れており、 HPV 陰性頭頸部癌のそれが 8.2 mut/MB であることに比べて、遺伝子変異数が少な
い。すなわち新生抗原も少ないと考えられる。したがって新生抗原に対して誘導される CTL の数
が少なく、抗腫瘍免疫応答の誘導が弱いと考えられる。一方で、ウイルスが細胞の DNA 内に
integrate することで、ウイルス特異的なタンパクが翻訳され、これはウイルス固有であるため
高い免疫原性をもつことが予想される。それゆえ患者体内では、HPV 由来抗原特異的 CTL が誘導
されている。これまでに生体内では HPV の E6 や E7 タンパクを認識する CTL の存在が確認され
ており、E6/E7 由来の抗原エピトープもいくつか同定されている。しかしながら、実際の生体内
ではこの CTL は抗腫瘍効果を十分発揮できていない。そこには様々な免疫抑制機序が存在し、
HPV 陽性頭頸部癌に特有なものも存在すると考えられる。これら HPV 陽性頭頸部癌における
antitumor/protumor の免疫制御メカニズムについて癌抗原特異的 CTL を中心にその免疫動態を
解析することで、HPV 陽性頭頸部癌に対するより効果的な免疫療法の開発やバイオマーカーの同
定に結び付けられるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
これまでに HPV 陽性頭頸部癌における免疫病態は、antitumor immunity としては、①T細胞、特
に CD8 陽性 T 細胞が高浸潤している、②細胞傷害性を示す Granzyme B や Perforin が高発現し
ていることが報告され、protumor immunity としては、①PD-L1 陽性頻度が高く、腫瘍の発生、
進展に PD-1/PD-L1 axis が関与している、②CXCL14 の抑制によって CD8 陽性 T細胞や NK 細胞の
浸潤が抑制されている、③制御性 T細胞が高浸潤していることなどが報告されているが、まだ十
分な解明には至っていない。 
本研究の目的は、HPV 陽性頭頸部癌を対象にがん微小環境および末梢血における抗腫瘍免疫応答
を解析し、HPV 陰性頭頸部癌との免疫病態の違いを明らかにする。また HPV E6/E7 及び wild-
type p53 の 2 つの癌抗原に特異的 CD8+T 細胞及び CD4+T 細胞について解析を行うことで、抗原
特異的 T細胞の免疫動態をより詳細に解明する。本研究を通じて、HPV 陽性頭頸部癌に対する新
しい複合免疫療法、個別化免疫療法の可能性や免疫療法のバイオマーカーを探索する。 
 
３．研究の方法 
(1)Public database である The Cancer Genome Atlas (TCGA)から HPV 陽性頭頸部癌と HPV 陰性
頭頸部癌の RNA-seq データを抽出した。xCell tool を用いて cell type enrichment analysis
を行い、enrichment score を算出した。このデータを基に階層クラスタリングを行ない、この
クラスタリングによって分類されたクラスターについて臨床因子との関連性を解析した。また
それぞれのクラスターについて DEG 解析、GSEA を行うことで各クラスターに関連するパスウェ
イの同定を試みた。 
 
(2)HPV 陽性頭頸部癌患者における癌抗原特異的 T 細胞の存在と免疫チェックポイント分子阻害
による反応増強について検討するとともに、その免疫学的背景因子を探索した。癌抗原として
HLA-A24 拘束性の HPV E6/E7 及び wild-type p53 由来のペプチドを用いた。まず HPV 陽性頭頸部
癌の癌組織について p53 の免疫染色を施行した。次に HLA-A24 を有する患者末梢血から単核球
（PBMCs）を分離し、HPV E6/E7 及び p53 由来の peptide mixture にて in vitro stimulation を
施行後、IFN-γ ELISPOT アッセイによって抗原特異的 T 細胞反応を同定した。次に in vitro 
stimulation において免疫チェックポイント分子（PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3）をブロックす
ることによって T 細胞応答が増強するかどうかを調べた。ペプチド刺激に用いた単核球の一部
はフローサイトメトリーによって、CD4+T 細胞と CD8+T 細胞のサブセット及び疲弊分子の発現細
胞の比率を解析し、T細胞応答の増強との関連性について調べた。 
 
(3)頭頸部癌患者の末梢血中における circulating tumor cells (CTCs)を EPCAM, EGFR, MET の
発現によって分離し、CTCs における上皮間葉移行（Epithelial-Mesenchymal Transition: EMT）
関連遺伝子（VIM, CDH1, CDH2, SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, ZEB2）の発現を調べ、HPV 陽性
と HPV 陰性頭頸部癌の間で CTCs の同定率や CTCs における EMT 関連遺伝子の発現に差があるか



どうかを調べた。同時に CTCs 分離時の末梢血中の T細胞サブセットと活性化 T細胞の比率を解
析し、CTCs の EMT 関連遺伝子の発現レベルとの関連を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)Public database による HPV 陽性頭頸部癌の免疫病態の解析と予後予測マーカーの同定 
TCGA から 520 症例の頭頸部扁平上皮癌と 44 症例の正常サンプルの RNA-seq データから 33 種の
免疫細胞について enrichment score を算出した。HPV 陽性頭頸部癌では、HPV 陰性頭頸部癌及び
正常組織に比べて CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、B細胞、形質細胞、好塩基球を含む様々な免疫細胞
が高値を示した。 GSE65858 コホートにおいても同様の結果であった。階層的クラスタリングに
よって、lymphocyte、 myeloid/DC、cold signatures の 3 つに分類できた。lymphocyte signature
では CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、B細胞、形質細胞が、 myeloid/DC signature では、好中球、マ
クロファージ、単球、DC、Treg、好酸球が高値を示した。HPV 陽性頭頸部癌においては lymphocyte 
signature を有する症例の割合が有意に高く、これらの症例は予後良好であった。GSEA にて
lymphocyte signature では炎症関連パスウェイが亢進していることを見出した。また細胞傷害
性 T 細胞関連遺伝子が高発現していた。HPV 陽性頭頸部癌は、HPV 陰性頭頸部癌に比べて様々な
免疫細胞が浸潤しており、抗腫瘍免疫応答が活性化されていることが示唆された。  
 
(2)HPV 陽性頭頸部癌患者の末梢血中の癌抗原特異的 T 細胞の同定と免疫チェックポイント阻害
による増強効果 
頭頸部扁平上皮癌組織において p16 陽性の 36 症例を HPV 陽性として研究を進めた。全例中咽頭
癌であった。免疫組織化学染色にて 33 例（91.7%）は p53 の過剰発現を認めた。この症例のうち
HLA-A24 陽性症例の PBMCs を HLA-A24 拘束性の HPV E6/E7 由来および wild-type p53 由来の
peptide mixtureで刺激してIFN-γ産生を見たこところHPV E6/E7に対して23例中22例（95.7％）
が、p53 に対して 20 例中 3 例（15.0％）が反応を示した。さらに 4 つのチェックポイント分子
をブロックすることで一部の患者で反応の増強を認めた（図 1）。 
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図1. HPV E6/E7及びwild-type p53抗原に対するIFN-γ産生反応
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抗 p53 特異的 T 細胞応答が免疫チェックポイント阻害によって増強される群と増強されない群
において、T細胞サブセット及び免疫チェックポイント分子発現細胞の比率を両群で比較したと
ころ、反応増強群では活性化 T細胞、制御性 T細胞、PD-1+CD4+T 細胞（図 2A）、TIM-3+CD4+T 細
胞（図 2B）の割合が有意に高値を示したことより、これらの細胞群が免疫チェックポイント阻
害剤による反応増強に関わっていることが示唆された。特に PD-1+/TIM-3+CD4+T 細胞を標的と
することは HPV 陽性頭頸部癌の抗腫瘍免疫応答増強のための効果的戦略となりうるかもしれな
い。 
 
(3)HPV 陽性頭頸部癌の CTCs における上皮間葉移行と血液微小環境との関連 
HPV 陽性頭頸部癌患者 36 例中 19 例で末梢血から CTCs が同定できた。一方、HPV 陰性頭頸部癌
患者 38 例中 26 例で CTCs が同定できた。両者間で同定率には有意な差は認めなかったが、EPCAM
および MET 陽性 CTCs の割合は HPV 陽性頭頸部癌で有意に低かった。また両者の CTCs における
EMT 関連遺伝子発現について比較したところ、HPV 陽性頭頸部癌の CTCs では、SNAI1 と ZEB2 の
発現が有意に高かった。HPV 陽性頭頸部癌において、CTCs における SNAI1 高発現は予後良好と相
関していた。さらに SNAI1 高発現の CTCs を有する患者において CD38+T 細胞の比率が有意に低
く、これは CD8+T 細胞で顕著であった（図 3）。HPV 陽性頭頸部癌において癌細胞における SNAI1
と ZEB2 発現は組織から血中への移動において劇的に変化することがわかった。特に CTCs にお
ける SNAI1 発現は循環 T 細胞の抗腫瘍活性を反映しているだけでなく、予後因子として利用で
きる可能性がある。 
 
図 3 SNAI1 高発現 CTCs と SNAI1 低発現 CTCs を有する HPV 陽性頭頸部癌患者の末梢血中 T細胞
サブセットの比較 
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