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研究成果の概要： 
子宮頸癌の診療技術の改良に役立つ方法を研究した。診断では子宮頸癌をリアルタイムに診
断する方法としてラマンコルポスコープの開発に着手した。従来にない斬新的なアプローチで
再現性のあるデータを得ることができた。細胞診では従来、炎症所見の一つといわれている
amphophiliaがHPV18型感染に特徴的な細胞像であることがわかった。細胞診検体を利用し、
P16細胞免疫染色、HPV型判定、およびHPVのDNAに対する in situ hybridizationを施行し、
分子生物学的にハイリスク症例を抽出することが可能となった。BACマイクロアレイにより遺
伝子異常をゲノムワイドに網羅的に解析し、新たな癌関連候補遺伝子領域をみつけた。 
一方、治療ではHPV18型に対するsiRNAを用い、HPV E6,E7遺伝子発現を制御し癌細胞の増
殖を抑制することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
子宮頸癌は若年者において罹患率が上昇し
ており、早期診断が妊孕性温存には重要であ
る。さらに、癌検診では抽出が困難な腺癌の
罹患率も増加している。子宮頸部腺癌は扁平
上皮癌と比較すると化学療法や放射線治療
に抵抗性を示すことから新たなアプローチ
による治療法の開発が望まれている。 
 

２．研究の目的 
(1)子宮頸癌早期発見ツールを開発すること、
(2)分子生物学的な解析を行い、癌関連遺伝子
を同定すること、(3)新たな腺癌に対する分子
標的治療の基礎的な研究を行い、臨床応用の
可能性について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)ラマン分光法を応用してラマンコルポス
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コープの開発を行い腺癌におけるラマンス
ペクトルパターンの解析を行った。 
(2)細胞診検体からDNAを抽出し、PCR 
法にて HPV 型判定を行い、ハイリスク型
HPV の同定をした。その解析結果と細胞診
の形態学的変化の解析を行い、HPV 型によ
る形態変化の解析を行った。 
(3) 前癌病変患者から発癌リスク患者を抽出
する補助診断法を開発するため、液状細胞診
検体 (LBC)から、HPV 型判定と in situ 
hybridization, P16免疫細胞染色を施行し、
病変との相関を解析した。 
(4)子宮頸癌組織からDNAを抽出し、ヒトゲ
ノムＢＡＣマイクロアレイ CGH を用いて子
宮頸癌の網羅的遺伝子解析を行った。 
(5)腺癌に多く見られる HPV18 型の E6,E7
領域を標的とした siRNA 作製し、子宮頸癌
由来培養細胞株における抗腫瘍効果を解析
した。siRNAとアテロコラーゲン複合体を作
製し、ヌードマウス皮下腫瘍における抗腫瘍
効果について解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 高感度ラマン分光装置を小型システム化
しコルポスコープに搭載するシステムを開
発した。レーザー波長は 785nm,出力は
40mW、波長は 500-11700cm-1であり一箇所
につき 3秒で計測した。癌部では測定条件を
変えてもラマンスペクトルパターンが近似
していることから再現性あると考えられた。
一方で腺癌は肉眼的観察において困難な場
合があるため、癌部と非癌部の測定部位の適
正化を検討する必要のあることが判った。 
(2)HPV18型はHPV 16型と同様ハイリスク
型に分類されるが、HPV 18型の感染は細胞
形態所見に乏しいことが知られている。その
ため、細胞診検査による見逃しが問題となっ
ていた。我々は細胞像の中で細胞質変化の一
つである amphophiliaの所見がHPV18型に
多いことを明らかにした。amphophiliaは一
般に炎症性変化として捉えられるが、好中球
出現などの炎症性背景所見に乏しく
amphophiliaの目立つ細胞像は HPV18型感
染も考慮にいれるべきと考えている。 
(3)LBC検体から HPV型判定と同時に HPV
の DNA 組み込みパターンを解析した。さら
に P16免疫細胞染色を行い、これらのコンビ
ネーションアッセイによりCIN2以上の病変
が検出できる感度は 89%、特異度 92.6%とな
ることを明らかにした。HSIL で HPV 遺伝
子が組み込まれているのは 14%(9/57)であり、
HPV16,51,52,58 型であった。P16 免疫細胞
診はASCUS, LSIL. HSILで 25%, 44%, 93%
の陽性率であり細胞診の感度とほぼ同等の
検出率であった。HPV の遺伝子が組み込ま
れていない状態では 73%が陽性となるが組
み込まれると 100%の陽性率を示した。ハイ

リスク型が感染している細胞では HSIL で
92%、LSIL 以下では 29%の陽性率を示し、
P16免疫染色法はハイリスク患者抽出に有効
な方法と考えられた。 
(4) ヒトゲノムＢＡＣマイクロアレイ CGH
の解析では現在のところ、腺癌特有の遺伝子
変化は見られていない。扁平上皮癌、腺癌合
わせての解析結果では 3q,11q, 5 p, 6pで各々、
75%, 65%, 45%, 40%の変化を認めた。遺伝子
増幅は 3q26.3, 5p15.2, 5p15.33, 5p13.1に見
られ、遺伝子欠失は 6q26-27, 11p12-14に見
られた。6qの遺伝子変化は従来の報告にない
ことから興味深い。 
(5)子宮頸癌由来培養細胞株SKG-II, HeLaは
HPV18 型 DNA のウイルスが組み込まれて
いる。これらの細胞株にHPV18型の E6-E7
領域の siRNA をトランスフェクションした
ところ、E6,E7遺伝子発現が 30%まで抑制さ
れ、ウエスタンブロット法にて E7 蛋白質の
発現低下と Rb 蛋白質の発現上昇が認められ
た。β-Gal陽性細胞が増加したこと、P53蛋
白質の発現に変化はなかったことから、我々
の作製した siRNAはウイルス E6,E7遺伝子
発現を抑制し、老化を誘導して細胞増殖が抑
制されると考えられた。siRNA・アテロコラ
ーゲン複合体をヌードマウス皮下移植腫瘍
に局注したところ、移植腫瘍の増殖抑制が観
察された。摘出腫瘍では Ki67 発現低下を認
めており、細胞増殖能低下が示唆された。以
上より siRNA・アテロコラーゲン複合体は新
たな分子標的治療の候補となると考えられ
た。 
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