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研究成果の概要（和文）：HPV関連頭頸部癌の大部分がHPV16型によること、HPV16型感染ではp16タンパクが高発
現となることからp16、cyclin D1発現を変化させる前段階としてHPVゲノムの組み込みによる部位および組み込
みに伴うDNAメチル化の変化の解析した。組み込みは主に遺伝子間領域に生じ、個々のリード毎のヒトゲノムと
HPVゲノムには有意な相関関係を認めた。隣接したヒトゲノムのメチル化レベルが高い部位に組み込まれたHPVゲ
ノムは高度にメチル化され、ヒトゲノムのメチル化レベルが低い場所ではHPVゲノムのメチル化レベルも低い傾
向が示された。

研究成果の概要（英文）：Most of the HPV-related head and neck cancer patients are infected by HPV 
16. According to HPV 16 infection produces p16 protein, we analyzed the installed location and the 
alteration of methylation prior to p16 and cyclin D1 proteins production.  Integration loci were 
located predominantly in the intergenic region, with a significant enrichment of the microhomologous
 sequences between the human and HPV 16 genomes at the integration breakpoints. The HPV 16 
integrants remained hypomethylated when the flanking host genome was hypomethylated. After 
integration into highly methylated human genome regions, however, the HPV 16 DNA became methylated. 

研究分野：頭頸部腫瘍
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HPV陽性中咽頭癌は飲酒・喫煙歴のない若年者層で増加傾向にある一方、放射線治療への反応は良好である。放
射線への感受性が良好な機序を解明することで治療後の長期に亘る晩期有害事象を軽減できる可能性が期待され
る。ヒトゲノムと取り込まれたHPVゲノムのメチル化の程度に関する傾向が示されたことで、今後は遺伝子発現
やシグナル伝達との関連性の解明につなげたいと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

禁酒・禁煙の普及により頭頸部癌の発症率が低下しているなかで、中咽頭癌の発症率は増加

傾向にあり、これはヒト乳頭腫ウイルス(Human papilloma virus: HPV)陽性中咽頭癌の増加に

よる(Moor KA, et al. JABFM 2015)。HPV陽性中咽頭癌は放射線感受性が良く、予後が良好

な特徴があるがその詳細な機序は不明である。HPV 陽性中咽頭癌では p16 の過剰発現が予後

良好因子として、また HPV陰性中咽頭癌では cyclin D1の発現が予後不良因子として指標とな

る。いずれも細胞周期の制御に関連するタンパクであり他癌腫でも同様に報告される(Peurala 

E, et al. Brest Cancer Res 2013)。研究代表者および分担者らも下咽頭癌の予後不良因子とし

て cyclin D1発現が関与すること(Nishimura G, et al. J Laryngol Otol 1998)や頭頸部癌細胞で

cyclin D1発現を抑制すると増殖能とコロニー形成能が低下すること(Sakashita T, et al. Acta 

Otolaryngol 2013)を報告しているが、p16発現と cyclin D1発現の直接的な関連性は未だ明ら

かでない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は HPV 陽性中咽頭癌の放射線への感受性が高いことの機序を解明するため、

細胞周期に関連する 2つのタンパク、p16と cyclin D1に注目し、その発現を解析することで

ある。 
 
３．研究の方法 
1) p16 mRNAをターゲットとした sgRNAによる TRUE gene silencing法が頭頸部癌細胞で

機能するかを分子生物学的手法(in vitro RNA cleavage assay)により検証 

 

cyclin D1については TRUE gene silencing法によるヒト細胞内での発現抑制を確認して

いるため、p16 mRNAをターゲットとした sgRNAによる TRUE gene silencing法が頭頸

部癌細胞で機能するかを分子生物学的手法(in vitro RNA cleavage assay)により検証する。 

MicroRNAの一種、miR-24-2が p16タンパクの発現を減少させることがすでに報告され

ている(Giglio S, et al. J Cell Physiol 2013)。このmiR-24-2と p16 mRNAの相補的配列を

もつ sgRNAを数種類デザインし、化学合成する。これらの候補 RNAに対してそれぞれ対

照実験用のコントロール RNAを合成する。また、Fluoresceinでラベルされた p16 mRNA

内の標的 RNAをデザインし、合成する。 

頭頸部癌細胞から tRNase ZLを含有していると考えられる cell lysateを抽出し、sgRNA

と標的 Fluoresceinラベル標的 RNAを混合して in vitro RNA cleavage assayを行う。 

以上で TRUE gene silencing法が機能することが確認されない場合には研究分担者の助

言を得て標的配列や実験条件の見直しを行う。なお、どうしても機能させられない場合には、

siRNAによる発現抑制を代用する。始めから siRNAを用いないのは、臨床応用の可能性が

低くなってしまうためである。 

 

2) p16を標的とした sgRNAの導入により p16タンパク量が減少するかを免疫ブロット法によ

り検討する。 

 



1)の in vitro RNA cleavage assayにおいて機能することが確認された sgRNAを、p16

が高発現している HPV陽性中咽頭癌細胞株に導入し、p16発現の抑制効果を免疫ブロット

法で確認する。 

 

3) sgRNAの導入により p16、cyclin D1発現を減少させることで各々のタンパク発現が相反的

に増加するかを免疫ブロット法により検討する。 

 

sgRNAの導入により p16、cyclin D1発現を減少させることで各々のタンパク発現が相反

的に増加するかを免疫ブロット法により検討する。 

2)で p16の発現抑制が確認された sgRNA、および研究分担者が cyclin D1の発現抑制効

果を確認した sgHT5(Iizuka S, et al. PLoS One 2014)を p16高発現HPV陽性中咽頭癌細胞

株、cyclin D1高発現 HPV陰性中咽頭癌細胞株に導入し、それぞれの発現の変化を比較検

討する。 

 

4) p16、cyclin D1 タンパク発現が変化することで細胞の放射線感受性に変化をもたらすかを

clonogenic survival assay法を用いて検討する。 

i) p16高発現 HPV陽性中咽頭癌細胞株 

ii) 3)で sgRNAにより p16発現抑制が確認された HPV陽性中咽頭癌細胞株 

iii) cyclin D1高発現 HPV陰性中咽頭癌細胞株 

iv) 3)で sgRNAにより cyclin D1発現抑制が確認された HPV陰性中咽頭癌細胞株 

v) cyclin D1高発現 HPV陰性中咽頭癌細胞株に p16を強制発現させた細胞株 

で放射線感受性の変化の有無を確認する。 

p16 の強制発現は既存の p16 発現アデノウイルスベクタ－(Ad5CMV-p16)を用いて細胞

株に p16遺伝子を導入することによる。放射線感受性は clonogenic survival assay法を用

い、感受性に変化が確認された場合は細胞増殖能の変化、細胞周期解析、アポトーシス解

析などをフローサイトメトリーにより追加検討する。 

以上により p16が cyclin D1/CDK4/6複合体形成を抑制することで、放射線により断裂

された癌細胞の DNA修復を阻害し感受性が向上する機序が説明可能と考えられる。 
 
４．研究成果 

本研究では頭頸部癌細胞における p16、cyclin D1 発現を変化させ、両者の発現量の関係から相
互作用の有無を確認することを基本とする。HPV関連悪性腫瘍として研究が盛んな子宮頸癌に
おいては癌化の過程でヒトゲノムおよび HPV ゲノムにおけるエピゲノム変化が複数報告され
ているが、頭頸部癌 では HPV ゲノムの DNA メチル化レベル の変化の役割は不明である。
HPV 関連頭頸部癌の大部分がHPV16 型によること、HPV16 型感染では p16 タンパクが高発
現となることから p16、cyclin D1 発現を変化させる前段階としてHPVゲノムの組み込みによ
る部位および組み込みに伴うDNAメチル化の変化の解析を行った。3種の HPV 関連頭頸部癌
細胞株(UPCI:SCC090、UPCI:SCC152、UPCI:SCC154)に対し次世代シークエンサーによる解
析に HPV16 の全長をカバーする 120bp の RNA プローブを計 427 個作製しターゲット濃縮手



法を組み合わせることで、HPV16 陽性頭頸部癌細胞株において効率的に組み込み部位の同定
を行った。続いて、組み込まれた HPV ゲノム及びその近傍のヒトゲノムの DNA メチル化レ
ベルの変化についてバイサルファイトパイロシークエンス法を用いて解析し、組み込まれた
HPVゲノムのメチル化パターンを同定した。次世代シークエンサーによる解析結果の平均リー
ド長は 418.18bp、平均リード精度は 31.30 (>99.9%の精度)であった。UPCI:SCC090 では染色
体 2q23,3p12,6p21,9q22（図 A）に、UPCI:SCC152 では染色体 2q23,3p12,9q22,9q31（図 B）
に、UPCI:SCC154 では染色体 21q21（図 C）にそれぞれ組み込みを認めた。今回解析した細
胞株では組み込みは主に遺伝子間領域(intergenic regions)に生じており、エクソン領域やプロ
モーター領域への組み込みは存在していなかった。続いて組み込まれた HPV ゲノムと隣接し
たヒトゲノムのエピゲノム変化をバイサルファイトパイロシークエンスにより測定した。その
結果、個々のリード毎のヒトゲノムと HPV ゲノムには有意な相関関係を認めた。続いて組み
込まれた HPV ゲノムのメチル化レベルと隣接したヒトゲノムのメチル化レベルの関係をアリ
ル特異的メチル化解析により検証した。組み込まれた HPV ゲノムおよび隣接部位のヒトゲノ
ムのメチル化レベルをより詳細に解析した結果、隣接したヒトゲノムのメチル化レベルが高い
部位に組み込まれた HPV ゲノムは高度にメチル化されており、その反対に隣接したヒトゲノ
ムのメチル化レベルが低い場所では組み込まれた HPV ゲノムのメチル化レベルも低い傾向を
示していた。 
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