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研究成果の概要（和文）：本プロジェクトは、頭頸部癌におけるHPV-16ウイルスのメチル化率が低いことを明ら
かにした。しかし、症例によりウイルスのE2結合部位のメチル化が高頻度に見られ発癌過程を促進していると推
定された。HPVメチレーション程度そのものは頭頸部癌の症例予後との関連がなかった。HPV陽性の頭頸部癌より
HPV陰性癌では、SMG-1 mRNA発現レベルが高いことが判明した。頭頸部癌の症例では、HPV感染を有する症例では
SMG-1 mRNA発現は低く、SMG-1 発現が放射線治療の感受性と相関することが明かとなった。喉頭乳頭腫ではHPV6
のメチル化率が低かったことが判明した。三年間に7件の英文の論文を発表した。

研究成果の概要（英文）：In this project, it was demonstrated that long control region (LCR) of 
HPV-16 in HPV-16 positive head and neck cancer (HNC) is often hypomethylated, and hypermethylation 
status of E2-binding Sites of HPV-16 frequently contributes to carcinogenesis in HNC. The extent of 
HPV-DNA methylation is not associated to the prognosis of HNC. Compared to HPV-DNA positive HNC, the
 higher level of SMG-1 mRNA expression in HPV-DNA negative HNC was observed. Lower SMG-1 mRNA 
expression may be associated with radiotherapy sensitivity in HNC. In addition, our findings 
revealed that the LCR of HPV-6 is frequently hypomethylated in laryngeal papilloma. Seven papers in 
English have published during 3 years of the research period.

研究分野： 耳鼻咽喉頭頸部外科学分野
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１．研究開始当初の背景 
(1) 頭頸部扁平上皮癌の発癌には喫煙と飲
酒が大きく関与しているが,非喫煙・非飲
酒者の頭頸部 癌の中に,ヒト乳頭腫ウイ
ルス(HPV),特に HPV-16,HPV-18,が感染
している症例があり,これら は HPV 関
連癌と推定されている。子宮頸部では扁
平上皮-円柱上皮移行部に HPV は感染す
るが,頭頸部領域では,扁桃や上咽頭,舌根
などのリンパ組織が多い領域に感染する
ため,感染の成立から腫瘍化のステップが
子宮頸癌と異なる可能性がある。 

(2) 感染したヒト乳頭腫ウイルス(HPV)は
オンコプロテインである E6,E7 を産生す
ることにより,宿主の細胞周期を破綻させ
発癌へ導くとされる。HPV E2 蛋白は
upstream regulatory region(URR また
は LCR と呼ばれる)にある E2 結合部位
(E2BSs) に結合し early promoterの活動
を制御することにより E6・E7 遺伝子発
現を調整している。子宮頸癌では
episomal HPV の poly-CpG サイトや L1 
gene にメチル化が生じていることが発見
された。CpG dinucleotides は DNA メチ
ル化が生じやすい部位であるが,HPV の
E2BSs には多くの CpG があり,この部位
のメチル化が HPV 感染した子宮頸部の 
E6・E7 の発現を変化させている可能性
が指摘された。しかし,頭頸部癌における 
E2BSs や promotor 領域のメチル化,メチ
ル化と予後に関する報告はなく,検討が必
要である。 

 
２．研究の目的 

本研究期間に,頭頸部癌細胞株,子宮頸癌
細胞株,これまで蓄積している頭頸部癌臨
床検体を用いて,HPV 感染,インテグレー
ション有無,感染ウイルス量別に,HPV ウ
イルスの E2 結合部位(E2BSs)のメチル
化, ,SMG-1 プロモーター領域のメチル化
を測定し,HPV 関連頭頸部癌の発癌機序を
明らかにする。さらに,メチル化と疾患予後
について解析し,予後推測に有用な因子を
見つける。 

 
３．研究の方法 
（1）ヒトサンプルでの HPV ウイルスの検出
上咽頭癌，中咽頭癌，下咽頭癌，口腔癌，
喉頭癌の病変組織から DNA を抽出し，PCR 
を行い HPV ウイルス DNA を検出する。検
出された場合はさらに直接シークエンス
してサブタイプを確認する。 

（2）HPV ゲノム、主に HPV-16 の LCR メチ
ル化及び E6/E7 発現の検出 Bisulfite 
sequencing と methylation-specific PCR 
と用いてHPV-16 の LCR メチル化を測定す
る。次に、RT-PCR 法を用いて HPV-16 の 
E6/E7 mRNA を検出する。LCR メチル化と
E6/E7 発現の関連を明らかにする。 

（3）HPV 感染部位と SMG-1 の発現部位の観察

（組織学的研究）リアルタイム PCR を使用し
て、SMG-1 の mRNA を定量する。また免疫組
織化学を用いて、p16 の発現と SMG-1 の発現
部位を観察して、HPV 感染との関連を明らか
にする。最後に、これらの研究で得た SMG-1 
及び HPV 状態などパラメーターと治療に対
する反応・予後との相関を調査します。 
 
４．研究成果 
 本プロジェクトは、HPV 関連頭頸部癌の発
癌機序を目指し、頭頸部癌細胞株 UM-SCC-47
と子宮頸癌細胞株 CaSki、SiHa 及び頭頸部癌
臨床検体を用いて，頭頸部癌における HPV-16
ウイルスのE2結合部位(E2BSs)のメチル化状
態、E2BSs メチル化状態の変化と癌蛋白 E6、
E7 及び細胞サイクルの関係、頭頸部癌と正常
頭頸部組織のSMG-1mRNA発現について検討を
した。さらに、喉頭乳頭腫の臨床検体を用い
て，頭頸部癌及び喉頭乳頭腫における HPV-16
と HPV-6 ウイルスの E2結合部位(E2BSs)のメ
チル化状態、integration site を調べて、
E2BSs メチル化状態の変化及びウイルスの
integration site と癌蛋白 E6、E7 の関係、
E6, E7 の発癌蛋白 mRNA 発現，p16INK4a の発
現、HPV DNA メチレーション程度の相関を解
析した。 
判明したことは、 

(1) E2BSs のメチル化： SiHa 細胞株ではメ
チル化率は低かったが、UM-SCC-47 細胞株で
は 79.8%、CaSki 細胞株では 90.0%のメチル
化を示していた。HPV-16 陽性頭頸部癌、子
宮頸癌では E2EBs のメチル化が高頻度、低頻
度の二つタイプがあることが判明した。さら
に HPV-DNA 陽性の頭頸部癌臨床検体でメチ
ル化の状態を検討中である。 
(2) E2BSs の脱メチル化：5-aza-dc を用い
てUM-SCC-47 細胞株とCaSki 細胞株のE2BSs 
を脱メチル化すると癌蛋白 E6、E7 の発現が
低くなり、UM-SCC-47 と CaSki のアポトーシ
ス率や G1 と G2/M の細胞は有意に増加した
(P<0.05)。対照的にE2BSs 低メチル化のSiHa 
細胞株では脱メチル化を行っても上記の指
標は変化しなかった。HPV ウイルスの LCR の
メチル化状態、脱メチル化による E6, E7 の
遺伝子発現、細胞サイクルとの関連について
検討を行い有意の結果が得られ、国際誌に発
表した。 
(3) 喉頭乳頭腫では HPV6 のメチル化率が低
かったことが判明した。E2BSs では 5.2%のメ
チル化を示していた。全例サンプルでは HPV6 
ウイルスの存在様式は episomal のみを認め
た。HPV6 陽性喉頭乳頭腫では p16INK4a 、pRb 
及び p53 蛋白の発現率はそれぞれ 85.7%、
42.9%及び 14.9%に認めた。以上の結果を国際
誌に投稿中である。 
(4) HPV16-DNA 陽性の頭頸部癌臨床検体でメ
チル化の状態を検討すると、LCR のメチル化
率が低いことを判明した。75％の検体では
LCR が 10％以下のメチル化、その中で 23.8%
の検体では URR が非メチル化を示した。E6, 



E7 の発癌蛋白 mRNA 発現及び p16INK4a の発
現は HPV DNA メチレーション程度との相関が
なかった（P＞0.05）。HPV DNA メチレーショ
ン程度は頭頸部癌の症例予後と関連はなか
った。 
(5) 頭頸部癌200 例以上の検体についてHPV 
検査（感染有無，mRNA 発現，HPV 型判定）及
び p16INK4a（HPV 感染のサロゲートマーカ
ー）の発現を既に実施して、国際誌に発表し
た。なお、副鼻腔の扁平上皮癌における
p16INK4a のメチレーション程度と DNMT の
発現の相関を解析した。 
(6) HPV-DNA 陽性と陰性の頭頸部癌臨床検体
で SMG-1 mRNA の発現を調べて、HPV-DNA 陽
性の頭頸部癌より、HPV-DNA 陰性癌の SMG-1 
mRNA 発現レベルが高かったこと(P＝0.032)
を認めた。HPV 陽性と陰性の頭頸部癌では
SMG-1 mRNA の発現(SMG-1/GAPDH)の中位数は
それぞれ 0.24 及び 0.32 であった。E6, E7 
の発癌蛋白 mRNA 発現は低レベル SMG-1 mRNA 
発現との相関を認めた（P＜0.05）。頭頸部癌
の症例では、HPV 感染を有する低レベル
SMG-1 mRNA 発現は放射線治療の感受性と関
連することが判明した。 
我々は平成 26年から平成 28年までの三年

間に、成果の公表として、7 件の英文の論文
を発表した。もう 1本を国際誌に投稿中であ
る。 
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