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研究成果の概要（和文）：HPV関連皮膚腫瘍のサンプルの蓄積・保存を施行し、サンプルのDNAを採取、smartAmp
によるHPVウイルスの感染の有無を検討、シークエンスによるHPVの型判定・タイピングを施行。APOT assayによ
るHPVの染色体への挿入の判定を随時遂行した。病変の癌関連遺伝子の網羅的検索は次世代シークエンサーを用
い、TruSeq Amplicon Cancer Panelで癌関連遺伝子を増幅・変異を検索、臨床組織学的特徴や予後との比較検討
をした。DNAバイスルファイト処理化にてHPV メチル化の測定、難治性良性病変へのHPV染色体挿入の確認をAPOT
 assayで追加解析した。

研究成果の概要（英文）：The purposes of this research are to analyze the mechanisms of 
carcinogenesis related to human papilloma virus infection. In HPV-related skin neoplasms, we 
elucidated the typing of high-risk HPV, the insertion of HPV to chromosome, the relationship between
 pathophisiology and mutation of cancer-associated gene by using new strategies including smartAmp, 
APOT assay and TruSeq Amplicon Cancer Panel. Also, we analyzed that how the metylation of HPV 
influence pathophisiology of HPV-related skin neoplasms.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 

ヒト乳頭腫ウイルス（HPV）の関連する悪

性や良性の皮膚病変は多いが、HPV の感染か

ら発症に至る機序に関しては不明な点も多

い。 
 
２．研究の目的 
１）HPV 関連皮膚悪性腫瘍病変で、高リスク
HPV の型、染色体へ HPV の挿入、癌関連遺伝
子の変異の病変形成への関与、２）難治性良
性病変での低リスク HPVの染色体への挿入や
癌関連遺伝子の変異、３）HPV のメチル化の
病態への影響、の３点を新しい手法を用いて
解明し、HPV 感染による皮膚腫瘍発生のメカ
ニズムの解明に迫ることである。 
 
３．研究の方法 
立案した実験は以下の通りである。 
(１）症例の蓄積とサンプルの追加保存 
HPV が関連すると考えられるボーエン病、

ボーエン様丘疹症、疣状癌、難治性の疣贅、
その他有棘細胞癌などから生検を行い、DNA
採取、RNA 採取、凍結サンプルを追加し症例
数を増やす。 
(２）HPV ウイルス型の迅速診断 
 PCRを用いてHPVの L1領域をPCRで増幅し
て、その部のシークエンスをおこなうことに
より HPV の型を決できるが、非常に多く（100
以上）の型が報告され、型間で相違点の少な
いケースも多く、さらに PCR による増幅エラ
ーも問題である。そこで、最新の PCR 法であ
る smartAmp 法を採用した。本法は、プライ
マーを５本使用しDNAへの特異性を高めるの
が特徴。さらに新規 Aac DNA polymerase は、
一定温度で二本鎖 DNA を解離しつつ、新しい
DNA 鎖を合成することが可能な酵素であり、
反応時間も 30 分と短く、ミスマッチ増幅エ
ラーは抑制される。DNAを採取し、本smartAmp
法にて HPV ウイスルの有無を確認し、さらに
シークエンスを行い、HPV のタイプを決定を
行うこととした。 
(３）HPV の染色体への挿入の判定 
HPV は通常エピゾーマルな状態で核に存在

するが、癌化などの時は染色体に挿入がおこ
る 。それ を検出 するた めの手 段 が 、
amplification of papillomavirus oncogenic 
transcript (APOT) assay である。染色体へ
の挿入がおこると HPV 遺伝子決失がおき、ま
たヒトの染色体の配列も mRNA の中に組み込
まれる。その結果、HPV の mRNA を cDNA に逆
転写し PCR で増幅すると、エピゾーマルのタ
イプに比較すると短く、シークエンスを行う
とヒトの配列とともに HPVの染色体挿入部が 
わかる。凍結サンプルから mRNA を採取、
oligo-dT プライマーで cDNA を合成し、HPV
特異的プライマーにて増幅しサイズを確認、
その後シークエンスにて挿入部位を確認す
ることとした。特にボーエン病、ボーエン様
丘疹症なので、それらの変異と、臨床、組織、

経過とに相関性があるか調査することとし
た。 

(４）病変の癌関連遺伝子の網羅的検索 
病変の癌関連遺伝子の変異を検索する場

合、正常の組織に由来する配列もあるため、
同じ領域をかなりの深さでシークエンスす
ることが必要となる。近年、パーソナル型の
次世代シークエンサーが臨床の領域でも使
用が可能になり、当大学の中央研究室にも導
入されている。 

今回、そのパーソナル型の次世代シークエ
ンサーイルミナ miSEQ を用いて、TruSeq 
Amplicon Cancer Panel にて癌関連遺伝子を
増幅し変異を検索することにした。この方法
により癌関連遺伝子 48 について検索が可能
となる。対象疾患別の変異と、臨床、組織、
経過を比較することとした。 
(５）HPV のメチル化の測定 
HPVのL1遺伝子とthe long control region

領域についてバイスルファイトシークエン
スを行う。DNA をバイスルファイト処理する
と、非メチル化シトシンはウラシルに変化す
るがメチル化シトシンは変換されない。その
違いをメチル化部位と有無が分かる。 
サンプルから DNA を採取、重亜硫酸ナトリ

ウム処理にて一晩処理。通常の PCR を行い、
その後シークエンスを行う。バイスルファイ
ト処理をしたもの、しないものの塩基配列を
比較して、メチル化の部位を同定。メチル化
の有無が、臨床症状、組織、経過などの違い
に相関性があるか解析する。 
(６）難治性良性病変での HPV の染色体への



挿入を確認 
HPV の染色体癌化には、高リスク型の E6と

E7が関与し、高リスク型のE6はp53蛋白に、
E7 蛋白は RB 蛋白に強力に結合して、それら
の蛋白を分解してしまう。しかし、低リスク
型の E6や E7 はその活性は弱い。今回、難治
性の良性の疣贅などで、低リスク型の HPV が
染色体に挿入され、病変が持続されるのでは
ないかと考えた。良性の疣贅などについても、
DNA や凍結サンプルを保存し、特に難治性の
ものについて染色体への挿入について APOT
法を行う。 
 
４．研究成果 
本研究で予定し実施した計画とその結果内

容に関して以下にまとめ記載する。 
本研究開始当初から施行してきた以下の 3つ
の実験は継続的に複数年も実験を遂行して
きた。すなわち、１）HPV 関連皮膚腫瘍（ボ
ーエン病、ボーエン様丘疹症、疣状癌、難治
性疣贅、有棘細胞癌とその亜型）の蓄積およ
びサンプルの追加保存を前年から引き続き
施行した。２）HPV ウイルス型の迅速診断を
施行した。すなわち各症例の DNA を採取し、
smartAmpによるHPVウイルスの感染の有無の
検討したのちに、シークエンスによる HPV の
型判定、HPV タイピングも引き続き行った。
３）amplification of pappillmavirus 
oncogenic transcript (APOT) assay を用い
た HPVの染色体への挿入の判定も継続的に実
行してきた。上記の実験に加えて、平成 27
年度から取り組んできた以下の6つの実験に
関しても追加実験を重ねてきた。すなわち、
１）病変の癌関連遺伝子の網羅的検索、２）
HPV のメチル化の測定、３）難治性良性病変
での HPV の染色体への挿入を確認、４）病変
の癌関連遺伝子の網羅的検索をパーソナル
型の次世代シークエンサーイルミナ miSEQを
用いて、TruSeq Amplicon Cancer Panel にて
癌関連遺伝子を増幅し変異を検索、さらに臨
床組織学的特徴や臨床的予後経過との比較
検討、5）DNA バイスルファイト処理化による
HPV のメチル化の測定、6）難治性良性病変
での HPV の染色体への挿入の確認に関して
も症例数の上乗せ分も amplification of 
pappillmavirus oncogenic transcript assay
により追加解析をし、総合的に解析検討した。
以上の様に、計画立案した内容に関しては、
大きな軌道修正もなくおおむね順調に施行
できたものと自己評価している。 
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