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研究成果の概要（和文）：ヒト乳頭腫ウイルス(human papillomavirus: HPV)は、子宮頸癌や頭頸部癌などの発
癌に関与している。特に欧米では若年層の性活動の活発化、多様化により、HPV関連の頭頸部癌が著明な増加傾
向を示している。本邦においても、HPV関連の頭頸部癌が増加すると予想され、HPV感染の持つ意味合いはますま
す重要になってくると考えられる。本研究では、これまでの頭頸部癌とは生物学的に異なった腫瘍であるHPV陽
性頭頸部癌を対象に、ジェネティックおよびエピジェネティックな解析を行い、DNAメチル化が重要な役割を果
たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The human papillomavirus (HPV) is detected in a subset of head and neck 
squamous cell carcinomas (HNSCC), especially dominant in the tumor of oropharynx. These HPV-positive
 HNSCCs are less commonly associated with smoking and alcohol exposure, suggesting a pattern of 
genetic and epigenetic alterations is quite distinct from that of HPV-negative tumors. The p53 tumor
 suppressor gene plays a critical role in key pathway involving apoptosis and cell cycle control. In
 addition, DNA promoter hypermethylation is a common feature of human cancers such as p16 
methylation. The objective of this study was to clarify the relationship between HPV infection and 
TP53 mutations, p16 hypermethylation in HNSCC.  
HPV infection correlated inversely with not only TP53 mutation but also p16 methylation in HNSCC. 
HPV associated HNSCC has a molecular profile that is distinct from non-HPV HNSCC, suggesting novel 
treatment strategies should be needed for those tumors.

研究分野： 耳鼻咽喉科頭頸部癌

キーワード： ヒト乳頭腫ウイルス　頭頸部癌　中咽頭癌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス (human 
papillomavirus: HPV)は、約 8000 塩基対の
環状 DNA からなる小型 DNA ウイルスで、
パピローマウイルス科として分類されてい
る。HPV は発癌との関わりによりハイリス
ク型とローリスク型の HPV に分類されるが、
ハイリスク型 HPV は子宮頸癌を始め、頭頸
部癌の発癌にも関与している。米国では喫煙
率の低下とともに頭頸部癌は減少傾向にあ
るが、HPV 関連の中咽頭癌は著明な増加傾
向を示しており、欧米においては HPV が中
咽頭癌の発生に関与する最大の因子である
といえる。その背景には、若い世代を中心に
した性活動の多様化、活発化が関連している
と考えられる。 
我々が行った本邦での多施設共同研究（徳丸
裕、他 頭頸部癌、2011）では、中咽頭癌
156 例の約 52.6%が HPV 陽性であり、これ
までの報告と比較し明らかに高い感染率を
示していた。本邦においても、今後、欧米の
流れを追従し、HPV 関連頭頸部癌が増加す
ると予想され、頭頸部癌における HPV 感染
の意味合いはますます重要になってくると
考えられる。 
HPV 陽性の頭頸部癌は陰性例と比較し、さ
まざまな臨床上の特徴がある。例えば、HPV
陽性頭頸部癌は中咽頭、とくに口蓋扁桃や舌
根扁桃から発生することがほとんどである。
また病理学的には角化傾向が少なく分化度
の低い、いわゆる basaloid 様の病理所見を示
す。またこれまでの頭頸部癌患者の多くは、
heavy smoker や heavy drinker であったが、
HPV 陽性頭頸部癌患者は非喫煙者、非飲酒
者であることが多いとされている。治療効果
の面では、HPV 陽性頭頸部癌は化学療法、
放射線治療に良く反応し、予後が良好である。
我々の行った多施設共同研究においても、
HPV 陽性頭頸部癌は同様な傾向を示した。
つまり HPV 陽性頭頸部癌においては、従来
の頭頸部癌とは生物学的に異なり、新たな発
癌メカニズムが働いていることが示唆され
る。 
また我々はこれまで DNA メチル化を含むエ
ピジェネティックな変化に注目し、頭頸部癌
における新規癌抑制遺伝子や発癌メカニズ
ムの同定、解明を試みた（Tokumaru Y, et al. 
Clin Cancer Res 2004, Tokumaru Y, et al. 
Int J Cancer 2008）。癌の発生においてジェ
ネティックな変異が重要な役割を果たして
いることはいうまでもないが、エピジェネテ
ィックな変異もまた重要な発癌メカニズム
の一つになっている。特にプロモーター領域
の異常DNA メチル化は多くの癌種において
報告されており、癌抑制遺伝子、もしくは癌
抑制に関わる pathway の発現抑制にプロモ
ーター領域の異常 DNA メチル化が深く関
与していると考えられる（徳丸裕 他、日耳
鼻 2005）。またマイクロアレイを用いた網
羅的な解析により、頭頸部癌における新規癌

抑制遺伝子を同定し（Tokumaru Y, et al. 
Cancer Res 2004）、特に PGP9.5 は頭頸部癌
細胞株で明らかな増殖抑制効果を示し、また
正常部と比較し癌部において、有意に DNA
メチル化が生じていた。DNA メチル化は頭
頸部の発癌メカニズムにおいて重要な働き
をしていると考えられる。 
 
２． 研究の目的 
ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス (human 
papillomavirus: HPV)は、子宮頸癌や頭頸部
癌などの発癌に関与している。特に欧米では
若年層の性活動の活発化、多様化により、
HPV 関連の頭頸部癌が著明な増加傾向を示
している。本邦においても、欧米の流れを追
従し HPV 関連の頭頸部癌が増加すると予想
され、HPV 感染の持つ意味合いはますます
重要になってくると考えられる。一方、HPV
陽性頭頸部癌は非喫煙者、非飲酒者に多く、
従来の頭頸部癌とは異なる臨床像を呈して
いる。つまり HPV による独自の発癌メカニ
ズムが働いていることが示唆される。我々は
これまで DNA メチル化を含むエピジェネテ
ィックな変化に注目し、頭頸部癌における新
規の発癌メカニズムの同定、解明を試みてき
た。本研究では、これまでの頭頸部癌とは生
物学的に異なった腫瘍である HPV 陽性頭頸
部癌を対象に、マイクロアレイを用いた網羅
的な遺伝子発現を解析し、ジェネティックお
よびエピジェネティックに検討することに
よって、その発癌メカニズムを解明すること
を目的とする。 
 
３． 研究の方法 
（１）中・下咽頭癌、喉頭癌について HPV
および TP53 遺伝子の解析を行い、予後との
関連を検討する。対象は当科にて化学放射線
療法を施行した病期Ⅲ、Ⅳの中・下咽頭、喉
頭扁平上皮癌 67 例（下咽頭癌 31 例、中咽頭
癌 20 例、喉頭癌 16 例）である。手術もしく
は生検にて採取された検体は、速やかに－80
度 で 保 存 し 、 QIAamp DNA Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて DNA を抽出した。抽出
したDNAはβ-globin領域に対するＰＣＲを
施行し、増幅を確認したのちにＨＰＶの検出
を行った。 
 
（２）ＨＰＶの検出とタイピングは PCR 
Human Papillomavirus Detection Set およ
び PCR Human Papillomavirus Typing 
Set(共にタカラバイオ株式会社)を用いた。方
法の詳細は各キットの取扱説明書に譲るが、
Detection set ではＨＰＶ16、18、および 33
型をそれぞれ特異的に増幅するプライマー
を用いてＰＣＲを行い、ＨＰＶを検出した。
また Typing Set ではまずＨＰＶの E6 と E7
を含む領域（228～268 bp）をコンセンサス
プライマーにて増幅した。増幅された DNA
フラグメントは数種類の制限酵素で処理し、
その電気泳動パターンによりＨＰＶのタイ



プを判別した。高リスクＨＰＶであるタイプ
16, 18, 31, 33, 35, 52, 58 および低リスクＨ
ＰＶであるタイプ 6, 11 の合計 9 種類のＨＰ
Ｖが検出可能である。 
得られたＨＰＶ感染の情報はＴ，Ｎ分類、喫
煙、飲酒の有無など臨床の各種データとの関
連を検討した。また頭頸部癌を始め多くの固
形腫瘍でその変異が指摘されているp53遺伝
子についても検討を行った。 
International Agency for Research on 
Cancer (IARC) TP53 Mutation Database の
プロトコールに従って Direct sequencing を
行い、エクソン２から１１を解析の対象とし
た 。 解 析 ソ フ ト は SeqScape software 
(Applied Biosystems)を用い、遺伝子変異の
Validation に は IARC TP53 Mutation 
Database および Human Gene Mutation 
Database (HGMD) のデータを使用した。統
計学的検討は SPSS ソフトウェア（エス･ピ
ー･エス･エス株式会社）を用いて、p＜0.05
を有意差ありとした。 
 
（3）頭頸部扁平上皮癌細胞株（３種類）1 X 
106 個を T-75 フラスコに播き，その２４時間
後に実験を開始する。培地を交換後，
demethylation agent で あ る 5-Aza-2 ’
deoxycytidine (5Aza-dC) (0.2 もしくは  2 
μ M) 単独もしくは histone deacetylase 
(HDAC) inhibitor である  trichostatin A 
(TSA) (300 nM)をともに加え，５日間の培養
を行う。培地は３日後に交換し，同量の
HDAC もしくは TSA を加える。この環境下
での培養により，細胞株で生じている遺伝子
のメチル化をはずすことが可能となる。処理
をしていない mock 細胞株と処理済み細胞株
それぞれから RNeasy kit (QIAGEN)を用い
て RNA を抽出し，プロトコールにそってマ
イクロアレイ(GeneChip Human Genome 
Array, Affymetrix)とハイブリダイズさせる。
データ解析は付属の Microarray Suite 
Software を用い，mock と比べ 5Aza-dC も
しくは TSA 処理併用により発現が有意に上
昇している遺伝子をピックアップする。また
これとは別に頭頸部癌の手術検体から癌部
および十分な距離を置いた周辺の非癌部
(corresponding normal tissue)からサンプル
を採取し，同様に RNA を抽出する。癌部，
非癌部それぞれで遺伝子発現解析を行う。 
 
（4）メチル化のアレイデータ，および手術
検体を用いた遺伝子発現のデータを得るこ
とができる。これらのデータを combine する
ことにより目的の遺伝子を絞っていくわけ
であるが，まず候補になる遺伝子は，5Aza-dC
処理により発現が大きく増加し，かつ非癌部
で発現があり，癌部で発現が抑制されている
遺伝子と考えられる。具体的には本研究にお
いて検討する５種類すべての頭頸部扁平上
皮癌において 5Aza－dCにより共通に発現が
増強する遺伝子群を選択する。これらの遺伝

子はもっともプライオリティの高いものと
なるが，これらの遺伝子群のデータと発現プ
ロファイルのデータの合わせ，非癌部で発現
がありかつ癌部での発現が抑制されている
遺伝子に絞り込む。この時点での絞り込まれ
た遺伝子の数によるが，場合によっては５種
類中４種類，もしくは３種類の細胞において
増強が見られる遺伝子群も２番目，３番目に
重要な遺伝子群であり，これらの遺伝子群に
ついても発現プロファイルデータと合わせ，
絞込みの対象とする。 
すでに癌遺伝子もしくは oncogenic なパスウ
ェイとの関連が報告されている遺伝子は除
外される。また明らかに癌との関連が否定さ
れているものも除かれる。残った遺伝子のそ
れぞれについてプロモーター領域もしくは
プロモーター領域と想定される 5’領域の
CpG をチェックし，いわゆる CpG アイラン
ドの相当するような多くの CG 配列の有無を
調べる。ここで明らかな CpG が無い場合に
はそれらの遺伝子は除外するべきと考える。
最終的には各遺伝子について RT-PCR をお
こない，頭頸部癌細胞株において 5Aza-dC
処理により発現が確実に増強していること
を確認する。また同時に実際の頭頸部癌手術
サンプルでの各遺伝子のメチル化をbisulfite 
処理した DNA の sequence を調べることに
より確認し，新規のメチル化により発現が抑
制されている癌抑制遺伝子を同定できると
考えている。 
 
４． 研究成果 
（１）ハイリスク HPV は 11 例（16.4%）で検
出され、すべて中咽頭癌であった。また p53
の遺伝子変異は 41 例（61.2%）に認められ、
部位別では下咽頭癌で 21 例(67.7%)、中咽頭
癌で 8 例(40.0%)、喉頭癌で 12 例(75.0%)に
認められた。予後との関連では、HPV 陽性群、
TP53 wild type 群、TP53 mutant 群の順で良
好であった。 
 
（２）マイクロアレイの解析では、複数のメ
チル化遺伝子が同定された。TIG1 遺伝子はす
べての細胞株でメチル化されていた．臨床検
体では，５０例中３１例（６２％）にメチル
化を認めた．また末梢血からの DNA 解析では
癌患者群では，５５例中３０例（５４％）に
メチル化が認められたが，健常者の血液にお
いては８例（２５％）でのみ軽度のメチル化
が検出された．頭頸部扁平上皮癌において
TIG1 遺伝子のメチル化が重要な働きをして
いる可能性が示唆された．頭頸部癌患者の末
梢血においても TIG1 遺伝子のメチル化が検
出され， molecular marker としての役割が
期待できると考えられた． 
 
（３）Cyclin A1 遺伝子はメチル化の頻度は
細胞株によって様々であったが，頭頸部癌，
食道癌で高い傾向が見られた．メチル化の有
無と mRNA の発現は相関していた．原発巣の



検討では，頭頸部癌，膀胱癌においてより高
い頻度でメチル化が認められた．また頭頸部
癌患者の血液から抽出したＤＮＡにはメチ
ル化はほとんど認められなかった。  
また頭頸部癌の発癌リスクファクターであ
る喫煙については、喫煙状態と遺伝子メチル
化の関連を検討した。各遺伝子のメチル化頻
度は喫煙状態ごとにさまざまであったが、
SmokerおよびEx-smokerにおいてより高頻度
にメチル化が認められ，喫煙によるＤＮＡメ
チル化の誘発が示唆された． 
 
（４）PGP(Protein Gene Product) 9.5 は、
ヒトの神経細胞由来のユビキチンC末端加水
分解酵素であるが、細胞内物質の分解・調節
を行うシグナルタンパクと考えられ、最近で
は神経疾患との関連も示唆されている。我々
は遺伝子の網羅的な検討から、この PGP9.5
が頭頸部癌において異常DNAメチル化されて
いることを発見した。頭頸部癌における
PGP9.5 メチル化の意義について、臨床検体お
よび細胞株を用いて検討したところ、臨床検
体では、７２例中４６例（６４％）にメチル
化を認め、正常コントロール群は非メチル化
であった。また頭頸部扁平上皮癌細胞株にお
いては８種類中６種がメチル化されていた。 
 
（5）中咽頭癌の解析では、50%にＨＰＶが検
出された。ＨＰＶのタイピングの結果はタイ
プ 16 が 7例、タイプ 33 が 1例であった。 
年齢、性別であるが、ＨＰＶ陽性中咽頭癌の
年齢は中央値が 73 歳で、64 歳から 77歳にわ
たっていた。またＨＰＶ陰性中咽頭癌は中央
値 75 歳で 58 歳から 88 歳であった。性別は
ともに男性 6例、女性 2例であり、年齢、性
別についてはＨＰＶ感染の有無で差は認め
られなかった。 
ＨＰＶ感染の有無と腫瘍の亜部位との関係
をみてみると、ＨＰＶ感染との強い相関が指
摘されている口蓋扁桃や舌根とそれ以外の
亜部位（後壁、軟口蓋、喉頭蓋谷、口蓋弓）
で比較した場合、ＨＰＶ陽性中咽頭癌は口蓋
扁桃 7例、舌根 1例であったが、陰性症例は
口蓋扁桃 1例、舌根 2例で、それ以外は後壁、
軟口蓋であった。これまでの報告と同様、口
蓋扁桃と舌根がＨＰＶ感染と強い関連があ
ることが示された。 
喫煙状態との関連を見ると、ＨＰＶ陽性症例
は非喫煙者が 6例、喫煙者もしくは過去の喫
煙者が 2例であったが、ＨＰＶ陰性症例では
非喫煙者が 1例、喫煙者もしくは過去の喫煙
者が 7例であった。ＨＰＶ陽性症例は有意に
非喫煙者が多い傾向が認められた。またＨＰ
Ｖ感染の有無とＴ分類、Ｎ分類、病期分類と
の関連は認められなかった。 
次に癌抑制遺伝子であるp53遺伝子の変異に
ついて解析を行った。シークエンス解析が不
可能であった中咽頭癌 2 例を除く 69 症例を
対象としたが、41 例（59%）に遺伝子変異が
検出された。中咽頭癌に限定すると14例中、

8 例（57%）に変異を認めた。HPV 感染と p53
遺伝子変異の関連を検討すると、ＨＰＶ陽性
症例では 6 例中 1 例のみに変異を認めたが、
ＨＰＶ陰性症例では 8例中 7例に変異を認め
た。つまりＨＰＶ陽性症例では有意にｐ53 の
遺伝子変異の頻度が低かった。 
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