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研究成果の概要（和文）：HPV-11感染乳頭腫におけるウイルスDNA量、9つの遺伝子発現量、各ウイルス遺伝子の
乳頭腫内での局在を明らかにした。さらに最も発現していたE4がタンパク質に翻訳されて機能しているのか明ら
かにするため、抗体を作製した。その結果、乳頭腫においてE4が発現する細胞は構造が破壊されており、細胞の
核内には子ウイルスで満たされていた。このことから、E4が子ウイルスの維持、放出に関与することが示唆され
た。鼻副鼻腔における内反性乳頭腫（IP）におけるHPV感染の有無および上皮成長因子受容体（EGFR）のエクソ
ン20の変異が関係するのか調べた。IPからSCCへの悪性転化には高リスク型HPVの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We determined the amount of viral DNA in HPV-11-infected papilloma, the 
expression of nine viral genes, and the localization of each gene within the papilloma. In addition,
 we generated an antibody against HPV-11 E4 protein to clarify whether E4, the most expressed gene, 
is translated into a protein and functions. The results showed that the cells expressing E4 protein 
in papilloma were structurally disrupted, and the nuclei of the cells were filled with progeny 
viruses, suggesting that E4 is involved in maintaining and releasing progeny viruses. In addition, 
we investigated whether HPV infection and mutations in exon 20 of the epidermal growth factor 
receptor (EGFR) gene are associated with inverted papilloma (IP) formation, suggesting that 
high-risk HPV is involved in malignant transformation from IP to SCC, but that inframe insertion in 
exon 20 of EGFR gene is related to IP formation.

研究分野： 耳鼻咽喉・頭頸部外科学

キーワード： 喉頭乳頭腫　内反性乳頭腫　E4　HPV-6　HPV-11　EGFR　ヒトパピローマウイルス　IP

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HPV-11関連乳頭腫においてHPV-6と同様にE4、E5a、E5bの３遺伝子の発現が約９割を占めていることを明らかに
した。我々が開発した抗HPV-6抗体と抗HPV-11E4抗体はHPV-6E4とHPV-11E4を識別でき、交差反応性のない優れた
抗体である。内反性乳頭腫（IP）においてEGFRのExon20の領域のinframe insertionが鍵となっていること、IP
からSCCへの悪性転化に一部に高リスク型HPVが関与する可能性を示した。さらにde novo SNSCCの約3割において
は高リスク型HPVががん化に関与する可能性が高い。

※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-6 および HPV-11 は声帯や子宮頸部に感染し、それぞれ喉頭乳頭腫（乳頭腫）、尖圭コン
ジローマといった良性腫瘍を形成する。HPV は上皮の基底細胞に感染し、ウイルスの各遺伝子
が細胞分化に合わせて発現し、宿主の DNA 合成やタンパク質合成を利用しながら子ウイルスの
合成を行う。ただ本来は宿主から異物として認識され、免疫系によって感染細胞は排除されてし
まうため、HPV は宿主の抗原提示機構などを無効化していると考えられている。そのようにし
て最終的に子ウイルスを宿主から放出する。一方、HPV-6 および HPV-11 ではウイルスの各遺
伝子の発現などの基礎的知見がなく、乳頭腫形成における HPV の挙動は不明であった。このよ
うな背景から、現在まで乳頭腫の決定的な治療法はない。研究代表者はこれまで HPV-6 感染・
乳頭腫 21 検体を用いて、ウイルスの 9 つの遺伝子（E6、E7、E1、E2、E4、E5a、E5b、L2、
L1）をリアルタイム PCR 法を用いて定量した。その結果、HPV-6 において E4、E5a および E5b
が全ウイルス遺伝子の発現の 96％を占め、さらに RNA-in situ hybridization（ISH）法を確立
し、この 3 遺伝子が有棘細胞の上層から顆粒細胞層の細胞で発現することを発見した。また同
じ細胞層でウイルス DNA の合成がされていた（Ikegami et al., Microorganisms, 2021）。以上
より、E4、E5a および E5b が発現する細胞においてウイルス DNA の合成が行われることが示
唆された。そこで、本研究では、（１）HPV-11 の乳頭腫においてもウイルス遺伝子の発現に明
らかにし、さらに、（２）喉頭領域外の乳頭腫鼻副鼻腔における内反性乳頭腫（IP）の HPV 感
染を明らかにする。また IP を調べる際、比較のため鼻副鼻腔癌の HPV 感染も明らかにする。 
 
２．研究の目的 

HPV-11 感染乳頭腫におけるウイルス DNA 量、HPV-11 の 9 つの遺伝子（E6、E7、E1、E2、
E4、E5a、E5b、L2、L1）発現量、各ウイルス遺伝子の乳頭腫内での局在を明らかにする。さ
らに最も発現していた E4 mRNA がタンパク質に翻訳されて機能しているのか明らかにする。 
IPの研究では、HPV感染の有無を明らかにし、さらに IPの形成に上皮成長因子受容体（EGFR）
のエクソン 20 の変異が関係するのか明らかにし、EGFR のリン酸化領域も明らかにする。 
 
３．研究の方法 

HPV-11 感染喉頭乳頭腫３名、HPV-11 感染上咽頭乳頭腫１名、HPV-11 感染鼻腔乳頭腫１名
を用いて、ウイルス DNA 量、HPV-11 の 9 つの遺伝子（E6、E7、E1、E2、E4、E5a、E5b、
L2、L1）発現量を Real-time PCR 法で調べた。つづいて、RNA in situ hybridization 法を用い
て、各遺伝子の乳頭腫内での局在を調べた。さらに最も発現していた E4 mRNA がタンパク質
に翻訳されて機能しているのか明らか
にするため、大腸菌で HPV-11 E4 タン
パク質を作製し、ウサギに免疫をし、抗
体を作製し、ウエスタンブロットおよ
び免疫染色法で抗体の評価をした。 
IP の研究では、IP20 例、IP+鼻副鼻腔
癌（IP+SCC）7 例、鼻副鼻腔癌（de novo 
SNSCC）20 例を用いて、HPV 感染の
有無、ウイルス DNA 量、HPV DNA in 
situ hybridization、p16 免疫染色、さ
らに上皮成長因子受容体（EGFR）のエ
クソン 20 の変異の有無と EGFR のリ
ン酸化領域を調べた。 
 
４．研究成果 
HPV-11 感染・乳頭腫 

HPV-11 感染・乳頭腫（喉頭乳頭腫 3
例、上咽頭乳頭腫 1 例、鼻腔乳頭腫 1
例）においてウイルス DNA 量は 84～
642111 copies/ng DNA と症例ごとに大
きな差があった。しかし HPV-6 感染・
乳頭腫と同様に、E4、E5a および E5b
の 3 遺伝子が全ウイルス遺伝子発現の
88％を占めていた（図１）。E4、E5a、
E5b mRNA の局在は乳頭腫内の中層か
ら上層にかけて発現していた（図２）。
作製したウサギのAnti-HPV-11E4抗体



はウエスタンブロットおよび免疫染色
で使用可能であり、HPV-11 感染乳頭腫
内でタンパク質として翻訳、機能してい
ることが明らかとなった（図３C）。以上
の研究は、国際誌 Viruses に発表した。
さらに浜松医科大学山田智史先生との
共同研究により、E4 が発現する細胞内
の核内で子ウイルスが作られているこ
とが明らかとなった（Yamada, Itoh, and 
Ikegami et al., Scientific Reports 
2023）。E4 が子ウイルスの維持や放出な
どに関与していることが示唆された（図
４）。 
 
鼻副鼻腔における内反性乳頭腫（IP）の
HPV 感染 

IP２０例中、５例で HPV 陽性となっ
た：高リスク型３例（HPV-16、２例；
HPV-33、１例）、低リスク型２例（HPV-
6、１例；HPV-11、１例）。しかし、ウイ
ルス DNA 量はリアルタイム PCR では
検出限界以下、p16 免疫染色陰性であっ
た。 
IP+SCC７例中、４例で HPV が陽性と
なった：高リスク型３例（HPV-16、１例；
HPV-18、１例；HPV-33、１例）。そのう
ち２例でウイルスDNA量は30.5～2628 
copies/ng DNA あり、p16 免疫染色が陽性となった（陽性は腫瘍の 70%以上染色されたもの）。
またこの２例は HPV ゲノム DNA がホストゲノム DNA に組み込まれていた。 
de novo SNSCC２０
例中、７例で HPV 陽
性であった：すべて
高リスク型であった
（HPV-16、4 例；
HPV-33、1 例、HPV
型不明※、2 例）。※HPV

型不明は high risk type HPV 

DNA-ISH により決定した。ウ
イルス DNA 量は 0.7
～1630004 copies/ng 
DNA であった。その
うち 5 例において
p16 免疫染色で腫瘍
の 7 割以上が陽性に
なった。 
 これらの結果から、IP の形成には HPV が関与しないことが示唆された。一方、IP+SCC では
28.5％（7 例中 2 例）で高リスク型 HPV が高発現しており、IP から SCC への悪性転化に関与
している可能性が高い。そして、de novo SNSCC では 25%（20 例中 5 例）で高リスク型 HPV
が高発現しており、de novo SNSCC の形成に関与することが示唆された。以上の研究は、国際
誌 Journal of Personalized Medicine に発表した。 
 
鼻副鼻腔における内反性乳頭腫（IP）の EGFR 遺伝子のエクソン 20 の領域の変異 

IP20 例において、9 例（45%）で EGFR 遺伝子のエクソン 20 の領域に数アミノ酸が挿入さ
れる inframe insertion が見られた。一方、IP+SCC7 例においては 2 例（28.5%）で inframe 
insertion が見られた。しかし、de novo SNSCC20 例においては見られなかった。このことか
ら、IP の形成に EGFR 遺伝子のエクソン 20 の inframe insertion が鍵となっていることが示唆
された。非小細胞性肺がんなどでは EGFR のエクソン 20 に inframe insertion が起こると、
EGFR がリガンド無しの状態でも EGFR のシグナル伝達が亢進することが報告されている。こ
のことから、さらに IP や IP+SCC において inframe insertion で EGFR がリン酸化されて亢進
状態になっている可能性があると考え、ウエスタンブロットで調べた。その結果、IP の 1 例、



IP+SCC の 2 例において EGFR の 768 番目から 770 番目の SVD が挿入された症例において、
EGFR の 845 番目のアミノ酸のチロシンのリン酸化が亢進されていた。以上より、鼻副鼻腔に
おいて粘膜の細胞の EGFR 遺伝子のエクソン 20 の領域への inframe insertion が起こると、チ
ロシンキナーゼによる EGFR のリン酸化が亢進、AKT/mTOR 経路が活性化し、その結果 IP が
形成されていくのかもしれない。しかしながら、IP の 55％はエクソン 20 領域に変異がないこ
とから、その他の要因によっても IP が形成されていると考えられた。以上の研究は、国際誌
Journal of Personalized Medicine に発表した。 
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