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研究成果の概要（和文）：本研究は子宮頸部腫瘍の進展、退縮に関与する因子として腟内環境の変化に着目して
行った。その結果、腟内細菌叢が変化することに伴い腟内の炎症反応に変化がみられることが分かった。この炎
症反応をコントロールしているたんぱく、NF-ｋBが病変の進行に伴い増加していることから、腟内の炎症が病変
の進行に関係していることが示唆された。さらにこのたんぱくの増加にともない代謝亢進している小分子が同定
されたことから、今後はこれらの分子を指標としたがんの早期診断開発や治療開発の可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：This study focused on changes in the vaginal environment as factors involved
 in the progression or regression of cervical neoplasms. As a result, it was found that changes in 
the vaginal microbiota are associated with alterations in vaginal inflammation. The protein NF-κB, 
which controls this inflammation response, was found to increase with the progression of lesions, 
suggesting a relationship between vaginal inflammation and lesion progression. Furthermore, small 
molecules that are upregulated along with this protein increase have been identified, suggesting the
 potential for using these molecules as indicators for early diagnosis and the development of cancer
 treatments in the future.

研究分野：婦人科学、腫瘍学

キーワード： 子宮頸がん　サイトカイン　マイクロバイオーム　メタボローム　炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸がんの発がん因子としてヒトパピローマウイルス（HPV）感染は広く世の中に知られている。しかし、HPV
感染者のなかで極一部しか子宮頸がんを発症しないことも判明しており、何が発がんを促進しているのかの原因
は不明である。今回我々は腟内の細菌叢に着目し、細菌叢の乱れに伴う炎症が免疫反応を誘導するなどの変化を
きたし、同時に代謝亢進がおきていることを明らかにした。この代謝反応を標的としたあらたな診断マーカーや
治療標的など、新たな診療を展開するうえで重要な情報を提供した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
人には腸をはじめとして鼻腔、口腔内、皮膚、腟などの各器官に細菌叢（マイクロバイオーム）
が存在し、健康維持に重要な働きをしている。最近の遺伝子解析技術の発展により網羅的にマイ
クロバイオームを解析することが可能となり、その生態や生物機能の一端が明らかとなってき
た。宿主ヒトとマイクロバイオータとの共生メカニズムを明らかにすることで、疾患本態につい
ての解明のみならず、疾病に対する診療も大きく変わる可能性がある。子宮頸がんの発がん因子
としてヒトパピローマウイルス(HPV)感染が挙げられるものの、実際には感染者の極一部のみに
がんが発生するそのメカニズムは不明である。CINにおいて HPVは免疫機構から逃れ、持続感
染していることが知られている[1]。一方で、CIN では腟マイクロバイオームの乱れが生じてい
ることも知られており、発がん機構における腟マイクロバイオームの関与の解明が望まれてい
る。我々は CIN において腟内サイトカイン発現レベルが変化していることを報告している[2]。
そこで、本課題ではマイクロバイオームおよびマイクロバイオータが引き起こす炎症が発がん
機構に関与しているとの仮説を立てて研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
子宮頸部上皮内腫瘍から浸潤がんにいたるカスケードの中で、病変の進行に伴い変化する腟マ
イクロバイオーム、炎症関連タンパクの中心的な役割を担う NF-ｋｂ、サイトカインの発現レベ
ルについて計測し、その相関について解析した。さらに炎症と関連する代謝産物をメタボローム
解析にて行い、病変との相関を解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 子宮頸部腫瘍患者の腟マイクロバイオーム解析 
患者の腟検体から、DNA を抽出後、バクテリア 16s-rRNA 遺伝子の V3-4 領域を PCR で増幅した
ライブラリーを調整し、次世代シークエンサー：Miseq(Illumina)にて塩基配列を取得した。得
られた配列を QIIME を用いて、16S rRNA データベース(SILVA)に対する相同性検索を実施し、腟
マイクロバイオームの変化を community state(CT)に分類して調べた。 
 
② 子宮頸部腫瘍患者のサイトカイン発現プロファイルと腟マイクロバイオームとの相関解析 
患者から腟内検体を採取し、CBA Flex set(Becton Dickinson)を用いて 14 種類(IL-1α,IL-1
β,IL-6,IL-8,IL-10,IL-17,MIP-1β,MCP-1,TNFα,MIP-1,G-CSF,GM-CSF, INF-β, Eotaxin)のサ
イトカインを網羅的にフローサイトメトリにて測定した。患者群を治療介入群と未介入群に分
類し、その違いについて解析した。 
 
③ NK-kB 経路の解析 
L.crispatus 以外のマイクロバイオータでは炎症が惹起されていると考えられ、NK-kB 経路が
活性化されている可能性が高い。そこで病変別に NK-kB の発現レベルとの相関を解析した。NF-
kB の測定は細胞質と核分画とにたんぱくを分けて抽出し、TransAM NF-ｋB Chemi Kit を用いて
測定した。 
 
④ 子宮頸部腫瘍患者の腟内化合物分析 
患者検体を用い、質量分析計（LCMS-8060,Shimazu）と解析ソフトの MetaboAnalyst を用いて
小分子化合物の測定および解析を行い、子宮頸部腫瘍との相関については Sperman の順位相関
係数を用いて分析した。 
 
 
４．研究成果 
 
子宮頸部腫瘍の進展、退縮における腟内環境及び腟内マイクロバイオータの果たす役割を解明
するために、患者から子宮頸腟部粘液検体を採取し、マイクロバイオームを次世代シークエンサ
ーで解析した。マイクロバイオームの属の特性について以下の４つのグループに分類すること
ができた。すなわち、CT1；L. iners が優位でない Lactobacillus が優位、CT2；L. iners が優
位、CT3；Gardnerella 優位、CT4;その他の群である。腟内の炎症の指標として 14 種類のサイト
カインの発現をマルチプレックス・ビーズアッセイで測定したところ、IL-1b は Gardnerella 優
位（CT3）で高発現が認められた。一方、この研究の弱点として、疾患別のマイクロバイオーム



解析を行うと、個人の heterogeneity によるマイクロバイオームの違いが大きいことが分かっ
た。そこで、この弱点を克服するため、CIN の治療介入により腟内環境がどのように変化するか
否かを同一患者の治療前後で解析した。その結果、術後ではマイクロバイオータとして
Atopobium vaginae の出現が減少していたが、一方で Ureaplasma は増加していた。術後のサイ
トカインの発現レベルの解析では IL-1b,TNF-a,MIP-1a,eotaxin が減少していた。さて、生態内
炎症を引き起こす中心的な役割を果たす重要な因子として転写因子 NF-Kb が挙げられる。HPV の
遺伝子には NF-Kb の結合部位があることから、NF-Kb の腟内における発現レベルを解析した。NF-
Kb は核内で転写因子として作用することから、核内移行した NF-Kb のタンパク質発現レベルを
解析することは重要である。そこで、核内/細胞質内の NF-Kb タンパク発現レベルの比と子宮頸
部腫瘍の病変の進行との相関について解析した。NF-Kb のサブユニットである p65 と p50 はそ
れぞれ正常、CIN1-3,浸潤がんの一連のカスケードにおいて病変の進行とともにその発現レベル
の比は上昇していた。HPV 感染との関連について調べたところ、p65,p50 ともに感染陽性者に数
値が高いことが分かった。HPV 型別解析では型による差は認められなかった。さらに、腟内メタ
ボロームと CIN3＋との関連を解析するため、正常および CIN３、浸潤がんの患者から腟内分泌物
を採取し、病変との相関について質量分析計を用いて解析を行った。特に、NF-Kb 発現レベルと
の関連を調べるために、正常において NF-Kb の値が低い集団をコントロールとし、ＣＩＮ３＋に
おいて NF-kb の発現レベルが高い集団を抽出し、腟内メタボロームとの相関を調べた。代謝分子
としておよそ 100 の分子が抽出されたが、検出能が低いものを除き、82 分子に絞り込んでさら
なる解析を行った。その結果、NF-kb の発現レベルに正相関を示すものとして、Oxidized 
glutathione, Nicotinamide, Ophthalamic acid, 2-Hydroxybutric acid,Citric acid であり、
負相関として Xanthine, 4-Hydroxyproline,CMP であった。今後はマイクロバイオーム、メタボ
ローム、サイトカインカスケードの詳細な解析を行う予定である。今回我々は腟内の細菌叢に着
目し、細菌叢の乱れに伴う炎症が免疫反応を誘導するなどの変化をきたし、同時に生体内の代謝
に変化がおきていることを明らかにした。この代謝反応を標的としたあらたな診断マーカーや
治療標的など、今後の新たな診療を展開するうえで新たな分野を開拓したと考えている。 
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