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研究成果の概要（和文）：HPV陽性頭頸部扁平上皮癌(HNSCC)におけるエピゲノム異常の関与を解明するため、エ
ピゲノムと遺伝子発現量を網羅的に統合解析した。HPV陽性HNSCC細胞株のUPCI-SCC-090では、4C-seqにより、挿
入HPVゲノムと相互作用する0.5～40MbのHPV相互作用領域（HPVIRs）が同定された。HPVIRsではH3K27acレベルが
上昇し遺伝子発現は亢進していた。中でも、WNT経路に関係するITPR3は特異的なスーパーエンハンサーにより発
現亢進し細胞増殖に寄与していたことが機能解析により示され、HPVIRsにおけるエピジェネティックな活性化の
HNSCC形成への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Human papillomavirus (HPV) is involved in the development of head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSCC). To elucidate involvement of epigenetic dysregulation in 
tumorigenesis, we performed integrated analyses of the epigenome, transcriptome and interactome 
using ChIP-seq, RNA-seq and Hi-C and 4C-seq for HPV(+) HNSCCs. In HPV(+) HNSCC cell line 
UPCI-SCC-090, 4C-seq revealed 0.5 to 40 Mb of HPV-interacting regions (HPVIRs) where host genomic 
regions interacted with integrated HPV genomes. The non-amplified HPVIRs were found to show a 
significant increase in H3K27ac levels and an upregulation of genes associated with signaling by 
WNT. Among those genes, ITPR3 was significantly upregulated　by UPCI-SCC-090-specific super-enhancer
 formation. The knockdown of ITPR3 by siRNA or CRISPR deletions of the enhancer region led to a 
significant suppression of cell proliferation. These data indicate that epigenetic activation in 
HPVIRs contributes, at least partially, to genesis of HPV(+) HNSCC.

研究分野：頭頸部悪性腫瘍

キーワード： 頭頸部扁平上皮癌　Human papillomavirus　がんエピゲノム　ヒストン修飾　クロマチン構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではITPR3のノックダウンによる頭頸部扁平上皮癌細胞の増殖抑制に加えて、エンハンサー領域を削除す
るゲノム編集によってITPR3の発現抑制、細胞増殖の抑制を明らかとした。このことから、ITPR3タンパク質だけ
でなく、ITPR3遺伝子のエンハンサー領域を標的とするエピゲノムの観点から治療戦略に繋がる新規知見を得ら
れたことに学術的意義が高いと考える。実際、ゲノム編集技術の臨床応用については様々な疾患で治験が進行中
であり、HPV陽性頭頸部扁平上皮癌においてもこうした技術が個別化医療の構築へ寄与する社会的意義を有して
いるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトパピローマウイルス（HPV）は頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）の危険因子であり、喫煙や
飲酒により発症する HPV（−）HNSCCとは異なる分子病態を有し、患者数は世界で増加傾向に
ある。HPV（＋）HNSCC のなかでも中咽頭癌患者は一般に化学放射線療法に感受性があるが
治療抵抗群の存在も報告されている。したがって新規治療戦略を開発するためには、その背景に
ある分子機構を解明する事が重要である。 

HPV（＋）HNSCCの半数以上はヒトゲノムに HPVが挿入しており、挿入部位周辺の増幅を
ともなって E６、E７といったウイルス性癌遺伝子の発現亢進、更には増幅領域内に宿主の癌遺
伝子が存在した場合はその高発現をきたす事が報告されている。一方で、HPV（＋）HNSCCに
共通する HPV挿入部位は発見されておらず単一の遺伝子変異は存在しない。 
 また、HPVによる癌化には転写異常も関与していることが子宮頸癌で報告されている。子宮
頸癌では挿入 HPV周辺にスーパーエンハンサー（SE）が形成され E６、E７や近傍の癌遺伝子
（ERBB２、TP６３など）の転写活性化をきたす事が示されている。 
 このように HPV は挿入した局所での遺伝子増幅やエピゲノム異常を来すことで腫瘍化の原
因となることが示されているが、立体構造を考慮した宿主ゲノム側の包括的な転写制御異常に
ついては不明なままである。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、網羅的エピゲノム、インタラクトーム統合解析により、HPV挿入部位と空間的に
近接するヒトゲノムにおける発現制御異常と機能を解明し、HPV（＋）HNSCC におけるエピ
ジェネティックな癌化分子機構を同定する事で新規治療標的の発見に繋げることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 公共データベースを用い、HPV（＋）HNSCCの臨床検体における発現解析を行った。発現分
子機構の解明目的に、HPV（＋）HNSCC細胞株である UPCI-SCC-０９０、UM-SCC-４７、
UM-SCC-１０４を使用して RNA-seq 法での遺伝子発現解析、ChIP-seq 法でのヒストン修飾
状態（H３K４me１、H３K４me３、H３K２７ac）、Hi-Cおよび４C-seq法での３Dゲノム構
造を解析した。比較対象としては HPV（−）HNSCC細胞株である FaDu、不死化上皮細胞株で
あるNP６９SV４０Tを使用した。これらを統合し HPV近傍のエピゲノム異常と活性化遺伝子
の機能解析を行った。機能解析では、siRNA による活性化遺伝子のノックダウンによる細胞増
殖能を、また、CRISPR /Cas９システムを用いたエンハンサー削除による標的遺伝子の発現動
態並びに細胞増殖能を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）挿入 HPVを含む転写活性領域における遺伝子発現亢進 
 HPV１６の挿入部位が同定されている HNSCC（n = １９）の RNA-seqデータを TCGA 
より入手し、再解析した。これまでに、挿入 HPV周辺では活性ヒストン修飾の上昇が報告され
ていることから、NP６９SV４０T の Hi-C解析を行い、上皮細胞のオープンクロマチン状態（A
コンパートメント）とヘテロクロマチン状態（Bコンパートメント）を算出した。挿入 HPVと
エピジェネティックな特徴を解明すべく、挿入 HPVがどちらのコンパートメントに多く存在す
るか確認した。結果、８４％の症例（１６/１９）で Aコンパートメントを構成する活性領域に
挿入HPVを有している事が判明した（図１）。 
また、TCGAのデータセットから取得した
正常組織の遺伝子発現量と比較すると、挿入
HPV を有する活性領域において７５％の症
例（１２/１６）で遺伝子の発現亢進を認めた。
この割合は症例ごとのコピー数変異（CNV）
を考慮しても変わらず、非増幅遺伝子も発現
亢進していた。さらに、これら発現亢進した
非増幅遺伝子群は、各症例で活性化している
癌関連シグナル（Cell cycle、Cell migration
など）に属する遺伝子を含んでおり、その活
性化に寄与している事が判明した。 
 
（２）細胞株を用いた HPV 近接関連領域
（HPVIR）の同定と同領域内の非増幅遺伝子
の発現亢進 
 UPCI-SCC-０９０における HPV 挿入部位を網羅的に探索すると４本の染色体上に分布して
いた。次に、挿入 HPV ゲノムと相互作用する宿主ゲノム領域を同定し、HPV 近接関連領域
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図１.HPV挿入部位とコンパートメントの割合 

(A)HPV挿入部位の代表例 (B)全１９サンプルの分類 
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（HPVIR）を定義するため４C-seq を実施し
た。その結果、HPVIRは 4本の染色体すべて
の HPV 挿入部位周辺に存在し、領域範囲は
０．５－４０Mbであった（図２）。 

HPVIR はゲノム増幅だけでなくエピジェ
ネティックな活性化を伴う可能性があるた
め、HPVIRを CNV状態（増幅、非増幅）と
エピジェネティック状態（活性、不活性）で分
類し、4種類の HPVIRそれぞれにおける遺伝
子の抽出を行った。活性領域では、増幅領域（n 
= ６５）と非増幅領域（n = ５３６）のいず
れにおいても遺伝子は発現亢進していた。さ
らに非増幅遺伝子群を対象に GO 解析を行っ
たところ WNT シグナルをはじめとする癌関
連シグナルが有意に含まれた（−log10P	>４）。
また、UPCI-SCC-０９０細胞におけるWNT
シグナルの活性化を検証するため、GSEA を用いて WNT シグナルに関与する遺伝子の発現を
FaDuおよび NP６９SV４０Tと比較した結果、WNTシグナルの活性化が確認された（図３）。 
 
（３）HPVIR内スーパーエンハンサー（SE）の標
的であるWNTシグナル関連遺伝子 
 HPVIRの非増幅領域における遺伝子発現亢進が
し、がん関連シグナルの活性化に寄与していること
から、HPVIRのエピジェネティックな活性化を評
価した。具体的には、活性ヒストン修飾の ChIP-seq
を行い、エンハンサーとプロモーター数を算出し
た。活性化エンハンサー（ H3K4me1(+)、
H3K27ac(+)、H3K4me3(−)領域）は増幅領域より
も非増幅領域で２．５−２．９倍多く検出した。活
性化プロモーター（H3K4me3(+)かつ H3K27ac(+)
領域）は、2つの独立した ChIP-seq解析により、
増幅領域よりも非増幅領域で５．９−６．２倍多く
検出され、HPVIRの中でも非増幅領域は、よりエ
ピジェネティックに活性化されていた。 
エンハンサーの集簇として定義されるスーパー
エンハンサー（SE）は癌細胞において、癌遺伝子
を標的とする事が知られているため、SE を
H3K27acの ChIP-seqを用いて算出した。HPVIR
の活性領域における SE の全体的な分布を明らか
にするために、CNV によって SE を分類したところ、約２/３は非増領域に存在した。次に、
UPCI-SCC-０９０の TADを算出し、SEと同じ TADにある遺伝子を SEの標的遺伝子として
抽出した。HPVIRの非増幅領域に存在する SE 
の標的遺伝子（n = ２０７）を用いた GO解析の結果、９７の有意な GOタームを認め（−log10P	
>４）、その中にWNTシグナルが含まれていた
（図４）。 
 
（４）UPCI-SCC-０９０特異的 SE が標的と
する WNT シグナル関連ドライバー遺伝子
ITPR3の機能解析 
 HPVIRの非増幅領域において、UPCI-SCC-
０９０特異的 SE標的のWNTシグナル関連遺
伝子の中で ITPR3 は最も発現亢進していた。
TCGA データセットおよび自験例の RNA-seq
データにより、ITPR3が臨床 HPV(+)HNSCC
で発現亢進していることを確認した。 

UPCI-SCC-０９０細胞における ITPR3 の
機能を解析するため siRNA によりノックダウ
ンすると、有意な増殖抑制を認めた。さらに、
ITPR3 プロモーターに近接する UPCI-SCC-０９０特異的 SE の機能を解析するために、
CRISPR/Cas9システムを用いたエンハンサー削除実験を行った。シングルガイド RNA（sgRNA）
は、SEを構成するエンハンサーの 4箇所に設計した。エンハンサー領域の欠失は、４箇所全て
において ITPR3の発現を有意に抑制し、コントロール細胞と比較して増殖を有意に低下させた
（図５）。 
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図２.挿入 HPVの分布と HPVIR（Chr６） 

(A)挿入HPVの網羅的検出 (B)HPVIR算出（代表例） 
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図３.HPVIR内の遺伝子発現亢進 

(A)CNVで分類 (B)WNTシグナル活性化 
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図４.非増幅領域に存在する SEの標的遺伝子 

(A)SEは非増幅領域に多い  
(B)GO解析でWNTシグナル浮上 
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（５）HPVIRがエピジェネティックに活性化していることの検証 
 UPCI-SCC-０９０により明らかとなった上記エピ
ジェネティックな活性化を検証するために UM-SCC-
４７、UM-SCC-１０４でも同様に HPVIRを同定し、
遺伝子発現動態とエピゲノム状態を調べた。挿入 HPV
は UM-SCC-４７では３番染色体、UM-SCC-１０４
では１７番染色体に存在し、４C-seq によりHPVIRは
UPCI-SCC-０９０と同様にHPV挿入部位周辺に存在
することが明らかとなった。 
次に、各細胞株のHPVIR内の遺伝子発現量を、FaDu
および NP６９SV４０T の発現量と比較した。UM-
SCC-４７の活性領域の１９８遺伝子は FaDu（P = 5 
×10−3）または NP６９SV４０T（P = 3×10−9）と比較
して有意に発現が上昇し、UM-SCC-１０４の活性領
域の４０遺伝子は FaDu（P = 4×10−5）または NP６
９SV４０T（P = 3×10−5）と比較して有意に上昇した。 

HPVIR の活性領域の UM-SCC-４７と UM-SCC-
１０４の活性エンハンサーにおける H3K27ac/input
比は、NP６９SV４０T や FaDu と比べて有意に高か
った。さらに、HPVIRの活性領域を増幅領域と非増幅
領域に分類すると、非増幅領域でもエンハンサー領域
での H3K27ac/input比が有意に高かった（図６）。以
上のことからUPCI-SCC-０９０細胞で認めたHPVIR
内の非増幅領域におけるエピゲノム活性化は、他の
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図５.ITPR３のプロモーター領域に近接する SEの機能解析  

(A) UPCI-SCC-０９０特異的 SE （下段拡大図）を構成するエンハンサーに設計した sgRNA（赤線）      
(B)各 sgRNAを用いたエンハンサー削除による ITPR３発現抑制 
(C)各 sgRNAを用いたエンハンサー削除による細胞増殖抑制 
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図６.HPVIR内のエンハンサー活性化 
(A) UM-SCC-４７の活性化シグナル上昇 
(B) UM-SCC-１０４の活性化シグナル上昇 



HPV（＋）HNSCC細胞株UM-SCC-４７、UM-SCC-１０４においても認め、広く HNSCC発
癌の一因であることが示唆された。今後の HPV（＋）HNSCC治療戦略を構築するうえでの礎
となる新規知見であり、本研究成果は学術誌へ投稿済みである（Mima, et al. Int J Cancer. doi: 
10.1002/ijc.34439.）。 
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