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研究成果の概要（和文）：HPV18型陽性子宮頸癌のうち混合癌症例についての解析では、混合癌中の複数の組織
型は共通の細胞起源を有すること、またHPVインテグレーションは組織型の分化前の共通起源細胞において既に
起こっていることを示した。SCJ領域を再現したヒト検体由来オルガノイド培養を用いた解析では、まずHPV18型
初期プロモーター活性が評価可能なLentivirusベクターを樹立し、これをSCJオルガノイドに導入した。初期プ
ロモーター活性化細胞で有意な発現上昇を認めた遺伝子群に対してNIKS細胞株を用いて検証をおこない、ヒスト
ンシャペロン蛋白である NPM3 が未分化性の維持に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In genomic and transcriptomic analyses of HPV18-positive cervical cancers 
with mixed histological types, we revealed that the different histological types had a common cell 
of origin and that HPV integration could occur before differentiation into each histological type. 
In the analysis on human-derived SCJ organoids which reflect the environment of SCJ regions, we 
initially established a lentiviral vector which enables real-time monitoring of HPV18 early promoter
 activity, and then transduced it to SCJ organoids. In the promoter activated cells, significantly 
upregulated genes were identified. Among these genes, validation experiment using NIKS cell line 
suggested that NPM3, one of histone chaperone proteins may be involved in the maintenance of 
undifferentiated status.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、子宮頸癌の起源細胞についての新たな知見を示し、またHPV18型感染の標的細胞とウイルス複製の
特徴を解明した。本研究で実施した、子宮頸部 SCJ オルガノイドに対して遺伝子導入を行う手法はこれまでに
報告がなく、さらに我々が樹立したHPV18 型初期プロモーター活性を測定可能にするベクターシステムも革新的
であり、いずれも今後のHPV感染症研究への幅広い応用が可能である。子宮頸癌において、特にHPV18型は早期診
断が困難な病態や治療抵抗性を示す病態とも関連があり、本研究で得られた知見や手法は将来的な子宮頸癌治療
や予防・診断について研究していく上での基礎となる重要なものである。

※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 
子宮頸部には扁平上皮と腺上皮の接合部である扁平円柱上皮境界(SCJ)が存在し、SCJ 細胞は腺
系上皮にも重層扁平上皮にも分化できる。子宮頸癌は SCJ に存在する reserve 細胞という幹細
胞の性質をもつ細胞群に Human papillomavirus (HPV)が感染し発生すると考えられているが
①、子宮頸癌の起源細胞については議論が分かれる。子宮頸癌はその前がん病変である子宮頸部
異形成(CIN)を経て年月をかけて発癌することから、検診で予防できるという特徴がある。一方
で、現行の子宮頸部細胞診によるスクリーニングでは、高リスク HPV である HPV18 型由来の
前がん病変や腺系病変を見落とす可能性があり、さらなる精度向上が求められている。また、
CIN の罹患は、20~30 代の生殖年齢の女性に多いことからも、その進展や退縮リスクを正確に
層別化して管理することが重要である。 
 子宮頸癌の約 70%は扁平上皮癌で約 30%は腺癌となるが、感染 HPV タイプによりその発癌
速度や組織型分化調整が異なる。中でも HPV16 型と 18 型は発癌速度が速いこと、HPV18 型
は腺癌になりやすいことなどが特徴として挙げられる②。これらの背景から、子宮頸癌の適切な
予防法や治療法を確立するためには、子宮頸癌の起源細胞を同定するとともに、感染 HPV タイ
プ毎に細胞内での分化・発癌機構を解明することが重要であることが分かる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、子宮頸癌の適切な予防法や治療法を確立するために、子宮頸癌の起源細胞を同定す
るとともに、HPV 感染による分化・発癌機構を解明することを目的とした。 
(1)未分化性を維持したまま長期に渡り培養・増殖が可能な初代培養の手法であるオルガノイド
培養③の手法を用いることで、子宮頸部 SCJ 領域に存在する reserve 細胞を実験的に再現でき
ることを我々は報告してきた④。本研究では、この SCJ オルガノイドに HPV ゲノムを導入す
ることで子宮頸部 SCJ 領域における HPV 感染初期の分化制御や発癌機構を解明することを目
的とした。 
(2)子宮頸癌のうち扁平上皮癌は腟側に局在する扁平上皮領域より発生し、腺癌は子宮頸管内に
位置する円柱上皮領域より発生すると考えられてきた①。一方ヒト角化細胞を用いた in vitro の
報告では、腺癌についても扁平上皮癌と条件を変えることで腺癌類似の腫瘍が誘導可能であっ
たとされている⑤。本研究は子宮頸癌で複数の組織型が混在する症例に関して、クローン解析や
HPV インテグレーション部位の解析をおこなうことで、それぞれの組織型が共通の起源細胞に
由来するのか、もしくは異なる起源細胞にそれぞれ同時に発癌が生じたのか、を検討し子宮頸癌
の発癌過程を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
＜SCJ オルガノイドを用いた検討＞ 
(1) SCJ オルガノイドの作製と遺伝子発現の解析 
閉経前女性で子宮全摘術の適応があり、子宮頸部に異常のない症例の摘出子宮検体の SCJ の一
部を採取し、オルガノイド培養④を行った。また、摘出子宮検体を薄切した病理組織スライドよ
り、子宮頸部の扁平上皮基底層(SEBL)、表皮円柱上皮(ECE)、内腺部円柱上皮(IGCE)、SCJ の 4 か
所に分けて、それぞれマイクロダイセクション法⑥で RNA を抽出した。同様に SCJ オルガノイド
からも RNA 抽出を行い、それらの遺伝子発現の解析を行った。 
(2) HPV18 初期プロモーター評価のためのレンチウイルスベクター作製 
HPV18 の初期プロモーターである Long control region (LCR)の下流に EGFP を組み込んだレン
チウィルスベクターを作製することで、HPV18 型の初期プロモーター・LCR が活性化したことが、
発光強度で検出できる仕組みを構築した。この導入ベクターにはピューロマイシン耐性遺伝子
も合わせて挿入した。 
(3) レンチウイルスベクター導入 SCJ オルガノイドの single-cell RNA sequencing 解析 
作製したレンチウィルスベクターを SCJ オルガノイドに導入した。導入後、フローサイトメト
リーにより、GFP 発光細胞、非発光細胞に分けてシングルセルソーティングを行い、抽出細胞
の single-cell RNA sequencing を行った。ピューロマイシン耐性遺伝子の発現があるベクター
導入が確認された細胞のうち、LCR 活性化細胞、非活性化細胞の二群比較で、遺伝子発現を解
析した。 
(4) HPV18 プロモーター活性化細胞で発現上昇した遺伝子の機能解析 
HPV18 型を導入した NIKS 細胞というヒト上皮由来の細胞に siRNA を用いて、LCR 活性化細胞群
で有意に発現が上昇した遺伝子を対象としたノックダウン実験を行い、その遺伝子機能解析を
行った。 
 
＜HPV18 型混合癌についての検討＞ 
(5)ヒトゲノム解析に基づくクローン解析 
同一症例内に複数の組織型が混在する混合癌症例に対して全エクソーム sequencing をおこない、



このデータを元にクローン解析をおこなった。非同義変異を有するクローンの頻度を PyClone⑦
を用いて解析し、さらに各クローンに関して系統発生的な関係性を LiCHeE⑧を用いて解析した。 
(6)微量 RNA sequencing 解析によるヒトおよび HPV 遺伝子解析 
各症例に含まれる組織型について RNA sequencing をおこない、ヒト・ウイルス融合 mRNA の検
出、HPV18 および HPV16 遺伝子の同定をおこない、さらに検出された HPV 遺伝子については HPV18
および HPV16 の参照配列にマッピングをおこなった。 
 
４．研究成果 
＜SCJ オルガノイドを用いた検討＞ 
(1) SCJ オルガノイドの作製と遺伝子発現の解析 
SCJ オルガノイド培養を行い(図 1)、マイクロダイセクション法による RNA 抽出を行った。子宮
頸部の扁平上皮基底層(SEBL)、表皮円柱上皮(ECE)、内腺部円柱上皮(IGCE)、SCJ と比較したと
ころ、SCJ のバイオマーカーとされる MMP7, AGR2, GDA, CD63, KRT の発現量は SCJ と同様の結
果を得て(図 2)、SCJ オルガノイドが SCJ のプロファイルを保つことを証明した。 
(2) HPV18 初期プロモーター評価のためのレンチウイルスベクター作製 
HPV18 の LCR、EGFP およびピューロマイシン耐性遺伝子を持つレンチウィルスベクターを作製し
た。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 SCJ オルガノイドの培養            
(A) SCJオルガノイド作製の行程 (B) SCJオルガノイド培養の鏡検像 (C)SCJオルガノイドのHE

染色組織像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 正常子宮頸部組織とのプロファイリング比較 
 
(3) レンチウイルスベクター導入 SCJ オルガノイドの single-cell RNA sequencing 解析 
上記のレンチウィルスベクターを SCJ オルガノイドへ導入した(図 3)。導入後にフローサイトメ
トリーによるシングルセルソーティングを行い(図 3)、GFP 発光細胞・非発光細胞を回収した。
ピューロマイシン耐性遺伝子発現細胞のうち、21 個の GFP 発光細胞、7 個の GFP 非発光細胞に
ついて single-cell RNA sequencing を行い、GFP 発光細胞（LCR 活性化細胞）では 169 遺伝子の
有意な発現上昇を得られた(図 4)。 



(4) HPV18 プロモーター活性化細胞で発現上昇した遺伝子の機能解析 
上記で抽出した 169 遺伝子のうち、文献的にウィルス複製や細胞増殖などに関連する任意 39 遺
伝子を絞りこみ、NIKS18 細胞株を用いた siRNA 実験を行った。そのうち、NPM3 のノックダウン
により LCR の活性低下が認められ、さらに HPV18 のゲノム製剤も抑制することが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 SCJ オルガノイドに対してのレンチウィルスベクター導入とシングルセルソーティング      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 LCR 活性化細胞、非活性化細胞の変動遺伝子解析 
 
＜HPV18 型混合癌についての検討＞ 
(5)ヒトゲノム解析に基づくクローン解析 
全エクソーム sequencing が可能であった 3症例はいずれも HPV18 型陽性であった。症例 1は扁
平上皮癌と小細胞癌、症例 4 は小細胞癌と腺癌の、それぞれ混合癌であり、症例 2については特
に、組織学的には腺扁平上皮癌と低分化扁平上皮癌の衝突癌と診断されていた。これらについて
クローン解析をおこなったところ 3 症例はいずれも、異なる組織型であっても共通の起源細胞
を持つことがわかった(図 5)。この結果からは、複数の組織型への分化能をもった前駆細胞が子
宮頸癌の癌化に関連していると推論された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 全エクソーム sequencing と系統発生的解析 
(A) 各組織型の固有の、もしくは共通の非同義変異を示したベン図 
(B) 各症例のコピー数変化および非同義変異に基づいてクローン毎に色分けした系統樹 



(6)微量 RNA sequencing 解析によるヒトおよび HPV 遺伝子解析 
HPV 由来のトランスクリプトームをマッピングしたところ、症例間では分布が異なっている一方
で、同一症例内での異なる組織型の間では類似していた。症例 1では HPV18 型のトランスクリプ
トームの途絶が共通の部位で途絶しており、症例 4 では 2 つの組織型に共通した接合部がみれ
らた。HPV16 型陽性の症例 3でも 2つの組織型に共通したトランスクリプトームの途絶を認めた
(図 6)。症例 1と 4では HPV インテグレーション部位の推定をおこなったが、これも同一症例内
の異なる組織型で共通していた。この結果からは、発癌の過程の中で、各組織型に分化する前に
HPV インテグレーションが生じていると考えられた。 

図 6 RNA sequencing の結果を HPV18 と HPV16 の参照配列にマッピングしたもの 
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