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研究成果の概要（和文）：　慢性炎症は、多段階の過程を経て癌化と関連している。ヒトパピローマウイルス（HPV）
の遺伝子は、シグナル伝達を調整する物質と相互作用にて、発癌の中心的な役割を担っている。
　陰茎癌におけるHPVの感染は、70％であった。HPV陽性例で、NF-κBの陽性率は、92.9％であった。他方、HPV陰性例
で、NF-κBの陽性率は、16.7％であった。p53は、70％陽性であり、p40は、100％陽性であった。p40が、p53と比較し
て陰茎癌に特異的であった。陰茎癌における転写因子NF-κBの出現は、HPV感染陰性例よりもHPV感染陽性例において多
く出現していた。

研究成果の概要（英文）： Chronic inflammation has been linked to various steps involved in oncogenesis. 
Human papillomavirus (HPV) gene products play a central role in the induction of tumor transformation by 
interacting with several regulatory proteins. Mediators of inflammatory response can induce genetic 
changes including point mutations in both tumor suppressor genes and oncogenes, resulting in the 
formation, development and progression of cancer.
 HPV found in 70% of the cases. In the HPV positive cases, NF-κB positivity was 92.9%. On the other 
hand, in the HPV negative cases, NF-κB positivity was 16.7%. The p53 family, p40 is the most recently 
discovered. In penile cancer, p40 gene expression was 100%, but p53 gene was 70%. It is suggested that 
p40 is markedly superior to the standard p53. In penile cancer, NF-κB is expressed more frequently in 
the presence of HPV infection than in its absence.

研究分野： 医歯薬学　熱帯病理学　腫瘍ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 感染に起因している癌死の比率は、発展
途上国では、20％から 25％、先進国では、7％
から 10％であると推測されている（Pisani et 
al, 1997）。慢性炎症と癌化との関連性は、広
く受け入れられている。特に、腫瘍ウイルス
とヒト癌との関連性に強い相関性がある。例
えば、B型肝炎ウイルス（HBV）および C型
肝炎ウイルス（HCV）感染と肝細胞癌、
Epstein-Barrウイルス（EBV）感染とバーキ
ット・リンパ腫およびホジキン・リンパ腫、
ヒト T 細胞白血病居ウイルスタイプ -1
（HTLV-1）感染と成人 T 細胞白血病、カポ
ジ肉腫関連ヘルペスウイルス感染とカポジ肉
腫、ヒトパピローマウイルス感染と子宮頸癌、
陰茎癌、肛門癌、口腔癌、皮膚癌などが報告
されている（Hausen, 2002; Damania, 2007; 
Senba et al., 2009）。 
(2) 熱帯地域の発展途上国においては先進諸
国と異なり、発癌ウイルス感染が関与した、
子宮頸癌、陰茎癌、悪性リンパ腫、肝細胞癌
などの悪性腫瘍の頻度が高い。高温多湿な熱
帯地域の自然環境、住民の栄養状態などは、
ウイルスがヒトへ感染し、また、ウイルス由
来の遺伝子によりヒトの癌抑制遺伝子の変異
が発現しやすい条件を与えていると考えられ
る。HPVによる腫瘍は、社会および衛生状態
の劣悪な熱帯地域の発展途上国では重要な疾
患である。我々は、タイ国北部における陰茎
癌中の HPV のジェノタイプの解析を行い報
告した。研究では、南米などの他地域に多い
HPV-16 と異なり、HPV-18 の感染が多く見
られた。今後、更に亜熱帯・熱帯地域の国々
におけるヒトパピローマウイルスのジェノタ
イプの解析を続けて行きたい。 
 
２．研究の目的 
(1) HPV関連腫瘍は、先進国である日本では
比較的少ない腫瘍である。社会および衛生状
態が劣悪な熱帯地域の開発途上国では重要な
疾患であり、我々のタイ国北部における研究
では、多くの陰茎癌に HPV-18の感染が見ら
れた。今後、更に亜熱帯・熱帯地域の国々に
おける陰茎癌において HPV感染と転写因子、 
サイトカインの活性との関連性を検索する。
陰茎癌の多い地域および民族では、子宮頸癌
の頻度も高く、両腫瘍に対して HPV の持続
感染が関与していることが強く推測される。
亜熱帯・熱帯地域における HPV 感染と陰茎
癌発生のメカニズムの解明を検索する。 
(2) 慢性炎症と腫瘍の間の原因的関連性は、
広く認知されていて、転写因子 NF-κB が慢
性炎症から腫瘍化を起こすことで重要な役割
を担っていると確認されている。また、多数
の癌細胞で、NF-κB の活性化は、発癌、進
行、転移において重要な役割を果たしている。
この転写制御因子は、さまざまな炎症細胞と
関連して形質変換細胞を作り悪性進行のため
の分子に合図するネットワークのために不可
欠である。多数のサイトカイン、ケモカイン、

成長因子と生存因子の発現と機能は、NF-κB
に依存的である。NF-κB の活性化は、変換
と腫瘍形成に関連した種々のプロセスに関係
している。そして、形質変換、脈管形成とア
ポトーシスの予防を含んでいる。NF-κB の
活性は、癌細胞の成長と侵襲性のための脈管
形成方法の調節に関与している。故に、NF-
κB、Toll-like receptor、サイトカイン、ケモ
カインなどの因子の発現を HPV 感染と陰茎
癌発生との関連性を検索する。 
 
３．研究の方法 
組織標本	 
	 アフリカ・ケニア国リフトバレー州立病院
の陰茎癌の病理組織標本 20 例のパラフィ
ン・ブロックを使用して、研究を遂行した。
この研究に際してケニア国大統領府より許可
書を頂いている（ Research	 permit	 No.	 
OP.13/001/8C224/36）。この外科材料は、10％
ホルマリンで固定された後に、パラフィンで
埋包された標本が、組織化学、免疫組織化学、
インサイッ・ハイブリダイゼーション（ISH）
などに使用された。パラフィン・ブロックは、
3.5 ミクロンに薄切され、コーテング・スラ
イドグラスに貼り付けられて各種の研究に使
用された。	 
	 
インサイッ・ハイブリダイゼーション	 
	 パラフィン・ブロックは、3.5 ミクロンに
薄切した切片をシラン・コートのスライド・
グラスに貼り付けてインサイッ・ハイブリダ
イゼーション（ISH）に用いた。HPV-DNA の検
出のために ISH 法を用いた。ISH は、ダコー
社の ISH 検出キットを用いた（Dako	 Co.,	 
Carpinteria,	 CA,	 USA）。また、ISH のための
プローブは、wide	 spectrum	 HPV-DNA	 probe	 
(Dako	 Co.,	 USA)	 を用いた。なお、コントロ
ール標本は、ISH 陽性プローブ、ISH 陰性プロ
ーブ、および、HPV-DNA 陽性コントロール・
スライドを使用いたしました（Kreatech	 
Diagnostic,	 Amsterdam,	 Netherlands）。スラ
イド標本は、脱パラフィンの後に、ペプシン
溶液を入れたバットを 3７℃の恒温槽に 30分
浸した。水洗の後に純粋で 4 回洗浄の後に
HPV-DNA のプローブを掛け、カバーグラスを
掛け、95℃のホットプレートに 5 分置いた。
この後 37℃の恒温槽で 1 晩置いた。スライ
ド・グラス標本からカバーグラスを外し、TBS
バ ッ フ ァ ー で 4 回 洗 浄 の 後 に 、
alkaline-conjugated	 anti-digoxigenin	 
antibody	 を掛けて 37℃の恒温槽に 30 分置い
た。純水で 4回洗浄の後に、NBT/BCIP を掛け
37℃の恒温槽に 15 分置いた後に、脱水、透徹、
封入の後に顕微鏡で観察した。	 
	 
免疫染色	 
	 パラフィン・ブロックは、3.5 ミクロンに
薄切した切片をシラン・コートのスライド・
グラスに貼り付けて免疫染色に用いた。薄切
標本のスライド・グラスを脱パラフィンの後



に、抗原賦活化液に漬け 10 分間電子レンジで
処置、その後トリス緩衝液 pH7.4（ヤトロン）
で各 5 分 4 回洗浄した。5％過酸化水素液で
10分間浸し内因性のペルオキシダーゼを除去
した。その後トリス緩衝液 pH7.4（ヤトロン）
で各 5 分 4 回洗浄した。この後、各種の抗体
を用いて免疫染色を行った。使用した抗体：
NF-κB	 (Polyclonal	 antibody;	 NF-κB	 p65,	 
Applied	 Biological	 Materials	 Inc.) 、
Toll-like	 receptor	 (TLR)-5	 (Monoclonal	 
antibody;	 Clone:	 19D759.2;	 Enzo	 life	 
Sciences	 Inc.,) 、 TLR-9	 (Monoclonal	 
antibody;	 Clone:	 26C593.2;	 Enzo	 life	 
Sciences	 Inc.,)、p53	 (Monoclonal	 antibody;	 
Dako	 Inc.,) 、 p40	 (Monoclonal	 antibody;	 
Diagnostic	 BioSystems	 Inc.,	 CA,	 USA) 、	 
tumor	 necrosis	 factor	 (TNF)- α	 
(Monoclonal	 antibody;	 Santa	 Cruz	 
Biotechnology	 Inc.,)、interleukin	 (IL)-33	 
(Polyclonal	 antibody;	 Rockland	 Antibodies	 
&	 Assays	 Inc.,)、transforming	 growth	 factor	 
(TGF)- β 	 (Polyclonal	 antibody;	 
Proteintech	 Inc.,) 、 LEFTY	 (Plyclonal	 
antibody;	 Proteintech	 Inc.,),	 matrix	 
metalloproteinase	 (MMP)-2	 (Polyclonal	 
antibody;	 Proteintech	 Inc.,) 、 	 MMP-9	 
(Polyclonal	 antibody;	 Proteintech	 Inc.,)、
AKT	 (Polyclonal	 antibody;	 Rockland	 Inc.,)、
intracellular	 adhesion	 molecule	 (ICAM)-1	 
(Polyclonal	 antibody;	 Proteintech	 Inc.,)、
vascular	 endothelial	 growth	 factor	 	 
(VEGF)	 (Monoclonal	 antibody;	 Santa	 Cruz	 
Biotechnology	 Inc.,) 、 and	 macrophage	 
migration	 inhibitory	 factor	 (MIF)	 
(Polyclonal	 antibody;	 Proteintech	 Inc.,)。
薄切標本のスライド・グラスに 100 倍に希釈
した抗体を掛けて、湿箱に入れて、5℃の薬品
保冷庫で 1 晩置いた。その後トリス緩衝液
pH7.4（ヤトロン、ニチレイバイオサイエンス
社）で各 5 分 4 回洗浄した。二次抗体（ヒス
トファイン・シンプルステイン MAX-PO	 (M)	 を
掛け、37℃の恒温槽で 1 時間置いた。その後
トリス緩衝液 pH7.4（ヤトロン社）で各 5分 4
回洗浄した。その後、DAB（同仁化学研究所）
で 10 分間発色させた。その後、脱水、透徹、
封入して顕微鏡で観察した。	 
	 
４．研究成果	 
組織型の分類	 
	 陰茎癌の症例の年齢は、35 から 82 歳であ
り、平均年齢は、59.4 歳であった。陰茎癌 20
症例の内、17 症例は、角化型扁平上皮癌であ
り、3症例は、非角化型扁平上皮癌であった。	 
	 
陰茎癌の中の HPV-DNA	 
	 陰茎癌全体の中の HPV-DNA の陽性率は、20
症例中、14 症例が陽性であり、70％の陽性率
であった。陰茎癌の角化扁平上皮癌 17 症例中
13 症例が陽性であり、陽性率は、76.5％であ
った。他方、非角化扁平上皮癌 3 症例中 1 症

例が陽性であり、陽性率は、33.3％であった
（図	 1.	 A	 &	 B）。	 
	 
免疫染色における各種の反応	 
	 HPV-DNA 陽性例で、NF-κB の陽性率は、
92.9％であった。他方、HPV-DNA 陰性例で、
NF-κB の陽性率は、16.7％であった（図	 1.	 C）。
KEFTY は、TGF-βの類似遺伝子群の一つであ
る。TGF-βは、陰茎癌で 100％陽性であった。
しかしながら、HPV-DNA 陽性例において LEFTY
は、92.9％陽性であった。他方、HPV-DNA 陰
性例において LEFTY は、50％陽性であった。
癌抑制遺伝子 p40 は、最近発見された癌抑制
遺伝子 p53 の一族である。陰茎癌において p40
遺伝子の変異は、100％陽性であった（図	 D）。
しかしながら、p53 遺伝子の変異は、70％陽
性であった。このことは、陰茎癌において、
p40 遺伝子の変異は、p53 の変異と比較して、
陰茎癌の扁平上皮癌により特異的であると考
えられた。TLR-5、TLR-9（図	 1.	 E）、p40、tumor	 
necrosis	 factor	 (TNF)- α（図 	 1.	 F ）、
interleukin	 (IL)-33、transforming	 growth	 
factor	 (TGF)-β、matrix	 metalloproteinase	 
(MMP)-2、MMP-9、AKT、intracellular	 adhesion	 
molecule	 (ICAM)-1、	 vascular	 endothelial	 
growth	 factor	 	 (VEGF) 、 macrophage	 
migration	 inhibitory	 factor	 (MIF)などの物
質の陽性率は、HPV-DNA 陽性、および HPV-DNA
陰性で、差異は、認められなかった。これら
の遺伝子は、転写因子 NF-κB によって主に調
節されている。結論として、陰茎癌における
NF-κB の出現は、HPV 感染陰性例よりも HPV
感染陽性例において多く出現していた。	 
	 
結果の総括	 
	 癌抑制遺伝子は、癌の発生を抑制する機能
を持つ遺伝子である。そのため癌抑制遺伝子
に変異が起ると癌が発生する。特に有名な癌
抑制遺伝子が p53 遺伝子である。p40 は、p53
癌抑制遺伝子のファミリーの 1 つである。本
研究において、p53 不活化は、20 例中 14 例
（70％）であったが、p40 不活化では、20 例
中 20 例（100％）であり、明らかに陰茎癌に
対して特異性が高いと言う結果を示した。	 
	 転写因子 NF-κB は、急性および慢性炎症、
細胞増殖、アポトーシスなどの数多くの生理
現象に関与している。NF-κB 活性化と、これ
に続くサイトカイン、ケモカイン、成長因子
の産生とアポトーシスの抑制は、発癌、癌進
行と癌転移において重要な役割を担っている。
陰茎癌における転写因子 NF-κB の出現は、
HPV 感染陰性例では、10％であり、HPV 感染陽
性例では、100％であった。したがって、HPV
感染の陰茎癌において、NF-κB が、より活性 
化される。Toll-like	 受容体（TLRs）は、炎
症によって誘発された発癌のために NF-κB
活性化のためのシグナル伝達開始の可能性が
ある。TLRs は、NF-κB の主要なアクチベータ
ーの一つで、微生物感染に応答する受容体で
ある。NF-κB は、HPV を伴った癌の進行の間、 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
図 1. A: 陰茎癌（悪性腫瘍）組織中のヒト
パピローマウイルス（紫黒色）（インサイ
ッ・ハイブリダイゼーション（ISH）法）。
B: コンジローマ（良性腫瘍）組織中のヒト
パピローマウイルス（紫黒色）（インサイ
ッ・ハイブリダイゼーション（ISH）法）。
C: 陰茎癌組織中における NF-κB の発現
（免疫組織化学法）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 

図 1. D: 陰茎癌組織中における p40 の発現
（免疫組織化学法）。E: 陰茎癌組織中の
TLR-9 の発現（免疫組織化学法）。F: 陰茎
癌組織中における TNFα の発現（免疫組織
化学法）。挿入写真は、各写真の拡大である。 
 
 
 
 
 
 
 
 

F 

 

E 

 

D 

 

C 

 

B 

A 



継続的に活性化される。NF-κB は、陰茎癌の
組織中に 77％認められ、他方 TLR-9 は、86％
に認められた。TLR-9 は、NF-κB と比較して
若干発現が高い結果が得られた。	 
	 腫瘍壊死因子（Tumor	 Necrosis	 Factor:	 
TNF）は、サイトカインの一種である。この
TNF-αのシグナルが、発癌を促すことで知ら
れている NF-κB を活性化して癌化が進展す
る。陰茎癌の組織中に TNF-αは、86％陽性で
あり、発癌への関与が考えられた。	 
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