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研究成果の概要（和文）：本研究では、中咽頭癌においてヒトパピローマウイルス（HPV）と他の腫瘍ウイル
ス、Epstein-Barrウイルス（EBV）あるいはメルケル細胞ポリオーマウイルス（MCPyV）と共感染する症例の頻度
を解析した。HPV16とEBVの共感染例は28％で認められたが、HPV16とMCPyVが同時に感染している症例はなかっ
た。以上、EBVとHPV16の共感染が約3割の中咽頭癌症例で認められたが、このような症例がHPV単独感染例と比べ
て、予後に差異があるかについては現時点までの観察期間では明らかではなかった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the coinfection of human papillomavirus 
(HPV) and other tumor viruses such as Epstein-Barr virus (EBV) and Merkel cell polyomavirus (MCPyV) 
in oropharyngeal cancer and to clarify its clinical relevance. HPV DNA was detected in 22 of 39 (56.
4%) of patients with oropharyngeal cancer using quantitative real-time polymerase chain reaction. 
The prevalence of coinfection of HPV and EBV was 28.2% (11/39) and no cases infected with both EBV 
and MCPyV were found. There was no significant difference in prognosis between the group of patients
 carrying HPV only and the group with coinfection of HPV/EBV during this observation period. This 
study indicates that there is a need for further studies investigating the clinical significance of 
coinfection of tumor viruses in oropharyngeal cancer over a longer span of observation.

研究分野：頭頸部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般に、HPV陽性中咽頭癌患者は陰性患者に比べて、予後が良好で生存率が高いという特徴がある。しかしなが
ら、HPV陽性中咽頭癌の中にも予後不良例は存在し、その全容は解明されていない。本研究では本邦における中
咽頭癌症例において、HPVが他の腫瘍ウイルスと共感染する割合を調べた。これは腫瘍ウイルスの共感染が予後
や治療抵抗性などの臨床的特徴に影響を与えている可能性を考えて行なわれた研究である。これまでの観察期間
ではHPVとEBVの共感染が予後に関係することを示す明らかな結果は得られなかったが、引き続き長期的な観察が
必要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌の中でも、微生物感染という明確な外因を基盤とする癌は癌全体の 20～25%も占める。
その中で、約 15％は腫瘍ウイルスによって惹き起こされる。中咽頭扁平上皮癌の罹患率はここ
数十年で大幅に上昇しており、この要因としてヒトパピローマウイルス(HPV)感染中咽頭癌の
増加があげられる。このように、中咽頭癌の原因には大きく 2つに分けられる。1つはタバコ
や飲酒が関係する「HPV陰性癌」で、もう１つは性行動によって感染し得る特定の型の HPV
に起因する「HPV陽性癌」である。HPV陽性中咽頭癌患者は陰性患者に比べて、予後が良好
で、生存率が高いという特徴がある。しかしながら、HPV陽性中咽頭癌の中には少数ながら予
後不良例が存在することがわかっているが、それを規定する因子の同定は十分になされておら
ず、HPV陽性中咽頭癌病態の全容は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、HPVと他の腫瘍ウイルスと共感染する中咽頭癌症例の頻度を解析し、HPV
陽性中咽頭癌の発生・進展の過程で他の腫瘍ウイルスとの共感染が協働因子(co-factor)として
働く可能性を考え、それが HPV 陽性中咽頭癌の中での予後不良症例と関係するか否かを調べ
ることである。ここで調べた腫瘍ウイルスは、Epstein-Barrウイルス(EBV)とメルケル細胞ポ
リオーマウイルス(Merkel cell polyomavirus: MCPyV)である。 

EBV は上咽頭癌に関与する腫瘍ウイルスである。EBV 由来癌蛋白である LMP1 が発現さ
れ、腫瘍化に働く様々な細胞側遺伝子を活性化し、細胞の悪性形質獲得に関与する。本研究で
は中咽頭癌における HPVと EBVの共感染の検出率を調べた。 

MCPyVは当初、皮膚癌の一種であるメルケル細胞癌より検出された新規腫瘍ウイルスであ
る。ポリオーマウイルス科では初の腫瘍ウイルスであるため、現在世界的に注目を集めている。
子宮頸癌で HPVと MCPyVの共感染が少なからず認められるとの報告もあり、本研究では中
咽頭癌における HPVとMCPyVの共感染の蔓延性についても調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) PCR法によるウイルス検出 
新鮮組織またはパラフィン包埋切片から、それぞれフェノール・クロロホルム法、Wax Free 

DNA Extraction kit (TrimGen) を用いて DNAを抽出した。 
抽出した DNA 200 ng を用いて、PCR 法によって HPV、EBV、MCPyV を検出した。

AmpliTaq Gold 360Master Mix (Applied Biosystems)を使用し、サイクル数は 50サイクルと
した。 

HPV検出プライマーには、HPV L1遺伝子領域を標的とする MY9/MY11プライマーセッ
トおよび GP5+/GP6+プライマーセットを使用した。EBV検出プライマーには、EBV BamW
領域を標的とする TC60/TC61 プライマーセットを用いた。MCPyV 検出プライマーには、
MCPyV LT遺伝子領域を標的とする LT1、LT3の 2種類のプライマーセットに加え、MCPyV 
VP1 遺伝子領域を標的とする VP1 プライマーセットを使用した。使用したプライマーの塩基
配列を次表に示す。内部コントロールには β-グロビン遺伝子を用いた。 

 
HPV検出用 (MY09/MY11, GP5+/GP6+) PCRプロトコール: 

95°C 10 min, 50 cycles (95°C 15 s, 45°C 30s, 72°C 30s), 72°C 5min, 4°C ∞ 
 
その他ウイルス検出用 (MCPyV と EBV) と内部コントロール遺伝子 (β-globin) PCR プ
ロトコール: 

95°C 10 min, 50 cycles (95°C 15 s, 59°C 30s, 72°C 25s), 72°C 5min, 4°C ∞ 



 
(2) シークエンス法 
上記 PCR陽性例については、PCR産物のダイレクトシークエンスによって配列を決定後、

BLAST検索によって各々のウイルスの確認と同定を行った。 
PCR産物を High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics)で精製し、シー
クエンス反応は ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life 
Technologies)を用いて行なった。シークエンサーとして 3130 Genetic Analyzer (Life 
Technologies)を使用した。 
 
シークエンス PCRプロトコール: 

96°C 1 min, 40 cycles (96°C 10 s, 50°C 5 s, 60°C 2 min), 4°C ∞ 
 
(3) ウイルス定量 
抽出した DNA 200ngを用いて、各ウイルス量を TaqMan gene expression master mixを
用いて定量リアルタイム PCR 法で算出した。使用したプライマーの塩基配列を次表に示す。
機器として Applied BiosystemsTM StepOnePlusTM リアルタイム PCRシステムを使用した。
標的ウイルス遺伝子は、HPV16 では E6 遺伝子、HPV18 では L1 遺伝子、EBV では LMP1
遺伝子、MCPyV では ST 遺伝子とした。Ct 値が 41 未満を示した場合、ウイルス陽性と判断
した。内部コントロールには RNase P遺伝子を用いた。 

 
定量的リアルタイム PCRプロトコール: 

50°C 2 min, 95°C 10 min, 50 cycles (95°C 15 s, 60°C 1 min) 
 
４．研究成果 
(1) 先ず初年度に、高知大学医学部附属病院で中咽頭癌と診断された症例における HPV 感染
の検出率を調べた。サンプルは余剰生検材料を使用し、DNAを抽出後 PCRに供した。調べた
中咽頭癌24例中20例(83.3％)でHPVが検出された。HPV感染量は、最大値1417 copies/cell、
最小値 0.0004 copies/cell、平均値 114 copies/cell、中央値 13.3 copies/cellであった。HPV陰
性中咽頭癌 4 例の全症例で喫煙歴(現在もタバコを吸っている、あるいは過去に吸ったことが
ある)を有していたが、HPV陽性例では 20例中 13例(65.0％)で喫煙歴があった。アルコール
を少しでも嗜む、あるいは全くのまないに分けた場合、HPV 陽性例の 60.0％、陰性例では全
症例で飲酒歴があった。すなわち我々のデータからも HPV 陰性例は陽性例に比べて喫煙歴・
飲酒歴ともに高い傾向にあることが確認された。 
 
(2) 次に、HPV感染の代用マーカーとして使われている p16発現と PCRでのHPV DNA検
出との相関について検討した。p16発現は組織切片上での免疫組織染色法で検出した。調べた
中咽頭癌 19例で p16の染色が施された。この中で PCRにて HPV陽性と判断された 14例の
全症例で、p16が染まっていた。HPV陰性症例 5例では p16の陽性染色は 1例のみであった。 
 
(3) 平成 30年度末までに中咽頭癌と診断された症例を加えて総計 39症例について、EBVと
MCPyVの検出率および HPVとの共感染率を調べた。HPVは 39例中 22例(56.4％)で検出さ



れた。その遺伝子型の内訳は HPV16型が 21例で、HPV18型が 1例であり、HPV陽性中咽
頭癌のほとんどは HPV16型であった。EBVの検出率は 33.3％(13例/39例)、MCPyVの検出
率は 7.7％(3例/39例)であった。2種類の腫瘍ウイルスの共感染率については、HPV16陽性か
つ EBV陽性例は 28.2％（11例/39例)、HPV16陽性かつMCPyV陽性例は 0％(0例/39例)、
EBV陽性かつMCPyV陽性例は 0％(0例/39例)であった。HPV16、EBV、MCPyVの 3種類
の腫瘍ウイルスが同時に感染している症例はなかった。以上、HPV16陽性中咽頭癌の約 3割
に EBVの共感染が認められたが、新規腫瘍ウイルスであるMCPyVと HPV16陽性中咽頭癌
との関連性は低いと考えられた。 
 
(4) EBVとHPV16の共感染が約 28％の中咽頭癌症例で認められたが、このような症例がHPV
単独感染例と比べて、予後や治療反応性などの臨床的特徴に差異があるかについては現時点ま
での観察期間では明らかではなかった。しかし、最終的な結論を得るには長期的観察が必要で
ある。 
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