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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）関連中咽頭癌において罹患扁桃以外の扁桃組織にお
けるHPV感染を調べるために、auto-nested PCRを用いてHPVのDNAの検出を試みたが検出が困難であった。今後、
異なる方法でPCRを行うことを検討している。また、非癌患者の摘出した口蓋扁桃におけるHPV感染を調べるた
め、PCRが困難だったことから、HPV感染の代替マーカーであるp16免疫染色を79症例で行い、全て陰性であっ
た。PCRの検出方法が確立したら、p16免疫染色した検体でPCRを行い、比較検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We tried to detect HPV DNA using auto-nested PCR to investigate HPV 
infection in tonsillar tissues other than affected tonsils in human papillomavirus (HPV) -related 
oropharyngeal cancer, but it was difficult to detect. We are considering to perform PCR by different
 methods. To examine HPV infection in the isolated palatine tonsils of non-cancer patients, p16 
immunostaining, a surrogate marker for HPV infection, was performed in 79 cases because PCR was 
difficult, and all were negative. Once the PCR detection method is established, PCR will be 
performed on the p16 immunostained sample for comparison.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HPV 関連中咽頭癌の非癌扁桃組織におけるHPV 感染率を知ることで、HPV がmultifocal に感染し第二のプライ
マリー、第三のプライマリーを生じる可能性を考察することができ、今後のHPV関連中咽頭癌の治療戦略の上で
非常に重要なこととなりえる。また、非癌患者の摘出口蓋扁桃におけるHPV 感染を知ることで口蓋扁桃へのHPV 
感染の年齢層別の特徴を見いだすことや、患者背景因子や嗜好歴などを比較することができ、口蓋扁桃へのHPV 
感染のリスク因子を考察することができる。さらにp16 免疫染色と対比することにより、oncogenic なHPV 感染
が生じ得るのかも検討できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトパピローマウイルス（HPV）には 100 以上のサブタイプがある。HPV6 や HPV11 など

の低リスク型と HPV16 や HPV18 などの高リスク型があり、古典的には、低リスク型 HPV と

尖圭コンジローマの関連が、ハイリスク型 HPV と子宮頸癌の関連が知られてきた。近年、高リ

スク型 HPV と中咽頭癌の関連が判明し、その臨床的・基礎的研究はホットトピックとなってい

る。子宮頸癌に関連するハイリスク型 HPV は HPV16、HPV18、HPV45、HPV58 が多いとさ

れ、HPV16 が約半数と言われている。一方、中咽頭癌においては HPV16 が約 9 割を占めて

いる。中咽頭癌を含む頭頸部癌は古典的に飲酒・喫煙がリスクファクターとされてきて、いくつ

かの領域にまたがって広く同時性・異時性に発癌することが特徴で、field cancerization とし

て注目を集めてきた。一方、HPV 関連中咽頭癌は喫煙や飲酒との関連は乏しく、 field 

cancerization も見られないとされるのが一般の認識である。 
 
 
２．研究の目的 
子宮頸部とは異なり、咽頭にはワルダイエル輪と呼ばれるリンパ組織が非連続性に存在し、代

表的なものとして、中咽頭には左右口蓋扁桃と舌根扁桃、上咽頭には咽頭扁桃が挙げられる。

Field cancerization は少ないとされるが、これらの扁桃にmultifocal に HPV が感染し、同時

性もしくは異時性に HPV 関連中咽頭癌あるいは HPV 関連上咽頭癌を発症する可能性がある

のか研究することを目的とする。 

本研究は２つの PART から構成される。 

（1）HPV 関連中咽頭癌の罹患扁桃以外の扁桃組織における HPV 感染を検索する。これは、

HPV 関連中咽頭癌における multifocal な HPV 感染の可能性を評価することを目的としてい

る。 

（2）両側口蓋扁桃摘出術を実施された非癌患者の摘出口蓋扁桃におけるHPV 感染を検索する。

これは、小児から成人までの幅広い年齢層での口蓋扁桃における HPV 感染率を把握すること

を目的としている。さらに、HPV感染の代替マーカーである p16 免疫染色も実施し、特に HPV 

を検出し得た症例における発現との関連も検討する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、GP5+/GP6+プライマーセットを用いて 2 回（1 回目は 35 サイクル、2 回目は

20サイクル）の PCR を行う auto-nestedPCR を HPV DNAの検出に用いる。auto-nested PCR 

の実施により、単回の PCR に比べて少なくとも 102 オーダーで検出能が向上し、優れた検出感

度で新たなデータを創出・確立することができる。 

（1）HPV 関連中咽頭癌の罹患扁桃以外の扁桃組織における HPV 感染について 

中咽頭癌の診断時に、側壁癌（扁桃癌）であれば、①患側口蓋扁桃、②健側口蓋扁桃、③咽頭

扁桃から、前壁癌（舌根癌）であれば、①右口蓋扁桃、②左口蓋扁桃、③咽頭扁桃から、ブラシ

を用いて擦過検体を採取し、検体は液状細胞診用保存液中に保存する。罹患扁桃以外の扁桃組織

の検体としては、擦過検体よりも組織の方が望ましいと推測され、その点が本研究の limitation 

となる。しかし、非癌口蓋扁桃の摘出術や多発癌の疑われない状況でのランダム生検は倫理的に

好ましくなく、摘出口蓋扁桃組織や生検組織を利用できる機会はほとんどないと思われるため、

本研究では擦過検体を利用する。 

（2）非癌患者の摘出口蓋扁桃における HPV 感染と p16 発現 

種々の理由で口蓋扁桃摘出術を受けた非癌患者の摘出口蓋扁桃を用い、HPV DNA を抽出し



GP5+/GP6+プライマーセットを用いて auto-nested PCRを行い、HPV DNA を検出する。この

際、左右の口蓋扁桃のそれぞれについて実施する。あわせて p16 免疫染色も実施し PCR の結

果と対比する。これにより、口蓋扁桃への HPV 感染の年齢層別の特徴を見いだすことができ

る。さらに、患者背景因子や嗜好歴との比較により、口蓋扁桃への HPV 感染のリスク因子を考

察することができる。さらに p16 免疫染色と対比することにより、oncogenic な HPV 感染が

生じ得るのか考察することができる。 
 
 
４．研究成果 

（1）HPV 関連中咽頭癌の罹患扁桃以外の扁桃組織における HPV 感染について 

auto-nested PCRを行ったところ、陰性対照の PCRにて予想されないバンドが出現したため、

試薬や反応条件を改めて実験を行ったが結果は変わらず、auto-nested PCRによる DNAの検出

は困難であった。そこで代用の方法として、リアルタイム PCRを用いた HPV DNAの検出を試

みている。扁桃組織から採取した検体から HPV DNAの定量的に測定し、プラスミドを標準サ

ンプルとして作成した標準曲線と比較する。PCR による検出が確立できるように実験を進めて

いく。また、標本採取・標本収集についても目標数まで達しておらず、他病院との連携も検討し

ている。 

（2）非癌患者の摘出口蓋扁桃における HPV 感染と p16 発現 

非癌患者の摘出口蓋扁桃における HPV感染と p16発現については、PCRが困難であったた

め、非癌患者の摘出口蓋扁桃の p16 免疫染色のみを行った。癌以外の疾患にて口蓋扁桃摘出術

を行った 79 症例の口蓋扁桃に対して p16 免疫染色を行った。男女比は男性 39 例、女性 39 例

であり、年齢別では 1～10歳：33例、11～20歳：14例．21～30歳：16例．31～40歳：6例、

41～50 歳：6 例、51～60 歳：2 例、61～70 歳：1 例であった。手術診断は習慣性扁桃炎：25

例、扁桃肥大：36例、病巣感染症：18例（IgA：14例、皮膚疾患：4例）であった。全ての検

体で p16免疫染色は陰性であった。PCRによる HPV DNAの検出方法が確立したら、p16免疫

染色した検体についても PCRを行い、検出されるかどうか確認する予定である。 
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