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研究成果の概要（和文）：ヒトパピローマウイルス（HPV）が関連する難治性の疾患である喉頭乳頭腫の研究モ
デルを作成するため、培養細胞の樹立を試みた。乳頭腫組織から腫瘍細胞の生着を認めたが、継代することは困
難であった。一方、新たな治療の探索のため、腫瘍細胞における免疫染色で、腫瘍のfibrovascular coreにある
血管の周囲に血管新生因子である血管内皮増殖因子（VEGF）の発現を確認した。VEGFは血管構造が明らかとなる
以前のfibrovascular core様構造箇所に発現していることも確認され、抗VEGF療法の可能性がうかがわれた。

研究成果の概要（英文）：Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) is a refractory human 
papillomavirus (HPV)-associated disease. We tried to establish a tissue culture model of RRP. We 
confirmed growth of tumor cells in the primary tissue culture. However, continuing growth of those 
cells could not be achieved in following passage. On the other hand, immunohistochmestry was also 
performed to investigate a factor for a novel therapy. Expression of vascular endothelial growth 
factor (VEGF) was observed around  fibrovascular cores of RRP. VEGF was observed in cores without an
 obvious vascular structure. Therefore, anti-VEGF antibody therapy can be a candidate for a novel 
therapy of RRP.

研究分野： 耳鼻咽喉科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 喉頭乳頭腫はヒトパピローマウイルス
（HPV）が関連する良性腫瘍であるが，再発
率の極めて高い難治性の疾患であり，臨床的
には悪性と言ってもよい疾患である．治療は
レーザー手術が標準的とされているが，その
再発率の高さゆえ，根治よりも単に呼吸路の
確保のために幾度の手術を余儀なくされる
ことも少なくない。種々の補助療法が試みら
れ，インターフェロン投与などの報告もある
が，エビデンスには乏しく満足のいく効果は
得られていない。近年では，欧米において抗
ウイルス薬であるシドフォビルの局所投与
の有効性が示されており，研究者らも施行の
経験があるが，未承認薬であることなど使用
にあたってのハードルが高い。 
 このような背景により，喉頭乳頭腫に対す
る新たな補助療法の開発が望まれるが，世界
レベレで見ても喉頭乳頭腫と HPV に関する
基礎的研究はほとんど進んでいない。 
 研究者らはこれまで，エプスタイン・バー
ウイルス（EBV）関連腫瘍である上咽頭癌の
発癌および転移能亢進のメカニズムについ
て，EBV の癌蛋白である潜伏膜蛋白（LMP）
1 のシグナル伝達に着目して解明に取り組み，
それを利用した薬物療法の可能性について
研究し，報告してきた（Murono S, et al. 
Cancer Res 2000. Murono S, et al. Proc 
Natl Acad Sci USA 2001.）。 
 そこで，ウイルス関連腫瘍におけるこれま
での研究から，喉頭乳頭腫においても，シグ
ナル伝達に着目して従来にない視点から実
現可能性の高い新たな治療を開発すること
が可能であろうと推測し，本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
（１）喉頭乳頭腫の培養細胞モデルを作成で
きるか？ 
 喉頭乳頭腫の培養細胞モデルの報告はわ
ずかしか見られない。本研究では，喉頭粘膜
の基底細胞に感染するという HPV の特徴を
考慮し，基底膜成分であるマトリゲルもしく
はコラーゲンを足場とした細胞培養環境を
作成することにより，喉頭乳頭腫組織からの
初代培養を試み，さらには継代による細胞株
としての樹立を第一の目的とする。 
（２）上皮成長因子受容体（EGFR）シグナ
ル系は活性化されているか？ 
 近年注目されている HPV 関連の中咽頭癌
では、高リスク型 HPV が関与し，HPV は宿
主 DNA に組み込まれた形態（直線構造）と
なっているが，喉頭乳頭腫における低リスク
型 HPV は宿主 DNA に組み込まれずエピソ
ーム（環状構造）として存在している。 
 HPV 関連中咽頭癌では上皮成長因子受容
体（EGFR）の発現はむしろ低下していると
言われているが，喉頭乳頭腫においては高リ
スク型と異なるシグナル伝達系であること
も予想される。本研究では，乳頭腫細胞にお
ける EGFR およびリン酸化 EGFR の発現を

検証し，抗 EGFR 抗体および EGFR チロシ
ンキナーゼ阻害薬を使用して乳頭腫細胞の
増殖が抑制されるか検証する。 
（３）喉頭乳頭腫組織における発現は？ 
 培養細胞モデルで検証する EGFR および
リン酸化 EGFR の発現につき，手術により採
取した喉頭乳頭腫組織における発現を検証
する。 
 また，臨床においては，喉頭内視鏡による
観察で乳頭状の個々の小腫瘍塊の中央に毛
細血管がのびている特徴的な所見を認める。
そのため，喉頭乳頭腫組織における血管新生
因子の発現についても検証する。 
（４）うがい液からの HPV DNA 検出 
 付随研究として，喉頭乳頭腫の新規治療の
開発の一助となるよう，うがい液から HPV 
DNA の検出が可能かも検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）喉頭乳頭腫の培養細胞モデルの作成 
 培養細胞モデルの作成にあたり，３つの条
件を設定して，手術により採取し細切した組
織を培養シャーレに密着させた。①培養シャ
ーレに細切組織を直接置き，培養液で被覆し
た。②培養シャーレに細切組織を直接置き，
コラーゲンゲルで覆った後に培養液で被覆
した。③細切組織を培養シャーレ中でコラー
ゲンゲル内に包埋し，培養液で被覆した。腫
瘍塊からの細胞の増殖を倒立顕微鏡下に観
察し，これらの中から最適のものを選定し，
培養モデル作成条件とする。初代培養の後に，
トリプシンを用いて細胞をはがし，継代を試
みる。 
（２）上皮成長因子受容体（EGFR）の発現
とシグナル伝達系の評価 
 確立された培養細胞モデルを用いて
EGFR シグナル伝達系の活性化を検証する。
培養細胞を回収し，ウェスタンブロットによ
り EGFR，リン酸化 EGFR の発現を検討す
る。さらに下流のシグナル伝達系においても
ウェスタンブロットにより発現を検証する。 
 さらに，種々の癌において臨床でも使用さ
れている抗 EGFR 抗体（セツキシマブ）およ
び EGFR チロシンキナーゼ阻害薬（ゲフィチ
ニブ，エルロチニブ）を培養液に追加するこ
とにより，乳頭腫の増殖が抑制されるか検証
する。 
（３）喉頭乳頭腫組織における発現 
 手術により採取したパラフィン包埋検体
から薄切標本を作成し，EGFR，リン酸化 EGFR，
EGFR 下流のシグナル伝達因子，血管内皮増殖
因子（VEGF）や誘導型一酸化窒素合成酵素
（iNOS）などの血管新生因子の発現を免疫組
織化学染色により検討する。 
（４）うがい液からの HPV DNA 検出 
 喉頭乳頭腫患者のうがい液を採取し，遠心
後に細胞を回収する。別に口蓋扁桃の擦過検
体も採取し，細胞を回収する。それぞれより
DNA を抽出し，β-グロビンに対する PCR が陽
性の検体において，多くのサブタイプのある



HPV を普遍的に検出することが示されている
GP5+/GP6+プライマーを用いた PCR を行い，
HPV DNA の検出を行う。 
 
４．研究成果 
（１）喉頭乳頭腫の培養細胞モデルの作成 
 培養細胞モデルの作成にあたっての３つ
の条件の結果は，①乳頭腫細胞の増殖を認め
なかった，②細切組織の周囲に上皮細胞の増
殖を認め乳頭腫細胞と考えられた，③乳頭腫
細胞の増殖を認めなかった，であった。した
がって，喉頭乳頭腫組織からの初代培養では
②の方法が適切と考えられた 

 

【図１】②の方法により観察された喉頭乳頭
腫細胞と考えられる上皮細胞。 

 続いて，コラゲナーゼにより被覆したコラ
ーゲンを分解した後，トリプシンを用いて増
殖した細胞をはがし，新たにシャーレに培養
を開始した。乳頭腫と思われる細胞の増殖を
認めたため，さらにトリプシンではがした後
に，種々の研究目的のため分注して増殖を試
みたが，それ以降の増殖は確認されなかった。 
（２）上皮成長因子受容体（EGFR）シグナ
ル系は活性化 
 （１）の結果のとおり，分注後の増殖が確
認されず，EGFR の発現や EGFR シグナル
伝達系の評価は不可に終わった。 
（３）喉頭乳頭腫組織における発現 
 喉頭内視鏡における狭帯域光観察（NBI）
では，乳頭状の個々の小腫瘍塊は厚みのある
上皮細胞層の表れとして白色調に観察され，
さらにそれぞれの中央にのびる毛細血管が
点状あるいはループ状に茶色く観察される
特徴的所見が得られた。これは，肥厚した重
層扁平上皮を構成する腫瘍細胞とその中心
の線維血管束（fibrovascular core）という組
織レベルでの特徴を反映するものと考えら
れた。 

 

【図２】（左）NBI 内視鏡による喉頭乳頭腫の
観察。（右）喉頭乳頭腫の HE 染色像。 
 また、免疫組織化学染色では，全例におい
て VEGF の発現を fibrovascular core 周囲に
認 め た 。 さ ら に 興 味 深 い こ と に ，
fibrovascular core様の組織構築を示すが毛

細血管の管腔を明らかに確認しえない箇所
においても，VEGF の発現を認めた。これは，
毛細血管構築に先立って VEGF が発現するこ
とを示唆し，喉頭乳頭腫における血管新生を
示しているものと思われた。 

 
【図３】喉頭乳頭腫における VEGF 発現。 

 さらに，VEGF の誘導因子とも考えられるシ
クロオキシゲナーゼ（COX）-2 は VEGF の発現
に一致するように観察され，VEGF 誘導に寄与
するものと推測された。一方，血管新生作用
の知られている iNOS の発現は VEGF に比べる
と弱いものの，観察された。 
（４）うがい液からの HPV DNA 検出 
 全検体でβ-グロビンは陽性であった。先
行研究により，DNA 量の微小な検体において
は，GP5+/GP6+プライマーを用いた PCR によ
る HPV DNA 検出は，同一プライマーを用いて
PCR を 2回行う（auto-nested PCR）ことによ
り，少なくとも 102 オーダーで検出感度が高
まることを見出した。したがって，うがい液，
口蓋扁桃擦過検体ともに auto-nested PCR に
より評価した。 
 喉頭乳頭腫患者 7 例から検体を採取した。
うがい液では 5例において HPV DNA を検出し
たが，口蓋扁桃擦過検体には検出しえなかっ
た。うがい液中の HPV DNA 検出は喉頭乳頭腫
において病勢を反映するマーカーとしての
有用性がうかがわれた。 

 
【図４】喉頭乳頭腫症例のうがい液および口

蓋扁桃擦過検体からの HPV DNA 検出。 
 なお，本研究期間中の 2016 年に研究代表
者の所属機関変更が生じたため，研究環境の
整備ならびに倫理委員会への新たな申請等
に時間を要し，当該年度の進捗に大きな遅延
を生じた。 
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