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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト乳頭腫ウイルス（HPV）16型の単独感染を正確に検出するために、新
しいアッセイ（uniplex E6/E7 PCR assay）を開発しました。このアッセイで子宮頸部擦過細胞を解析した結
果、(1)市販の検査法で16型単独感染と判定された症例は、多くは多重感染であったこと、(2)16型単独感染は
CIN1において極めて少ないこと。(3)単独感染はCIN2以上の病変であったこと、(4)16型単独感染症例は、HPVが
ヒトゲノムに組み込まれていました。これらの結果から、HPVの持続感染や病変の進行を予測するためには、単
独感染を検出することが重要であると結論づけました。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new assay (uniplex E6 / E7 PCR assay) to 
accurately detect single infection of human papilloma virus (HPV) type 16. As a result of analysis 
of cervical scrape cells in this assay,(1) Most cases were multiple infections in cases where it was
 determined to be single infection by type 16 by a commercially available examination method,(2) In 
CIN 1, there were very few HPV type 16 single infection cases,(3) Patients with HPV type 16 single 
infection were lesions with CIN 2 or higher,(4) In HPV type 16 single infection cases, HPV was 
integrated in the human genome.
From the results of this study, we concluded that it is important to detect single infection with 
appropriate assay to predict continuous infection of HPV and progression of lesion.

研究分野： 細胞診
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１．研究開始当初の背景 
 13 種類（16、18、31、33、35、39、45、51、
52、56、58、59、68 型）のハイリスク型 Human 
papillomavirus(HPV）(HR13)による持続感染
によって子宮頸部上皮内腫瘍（CIN）が形成
され、浸潤癌に進行すると考えられている。
そのため、現在、細胞診においては意義不明
な異型扁平上皮細胞(ASC-US)と判定された
女性に対し、上皮内病変(SIL)か否かの判定
補助に HR13 の有無が検査され、また組織診
においては、CIN1、2 と判定された患者に対
して HR13 の型別判定による治療方針や経過
観察期間を決定する試みが開始されている。
しかしながら、（1） HPV が持続感染するか否
かを判定する検査法が確立されていない。ま
た（2）上皮内病変（SIL）や上皮内腫瘍（CIN）
と判定された症例にHPVが存在しない現状が
ある。 
（3）一次スクリーニングの子宮頸部細胞診
の異型細胞検出感度の低さが懸念されてい
た。 
 
２．研究の目的 
（1）持続感染予測を目的として、医師によ
って採取された子宮頸部細胞浮遊液を用い、
長期に渡って経過観察した患者に対して HPV
感染動態を調査して、SIL 形成、持続感染と
の関連性を調べる。16 型陽性患者については、
リアルタイムPCR法を用いてウイルス量およ
びintegrationを定量してその推移を調べる。 
（2）上皮内病変（SIL）や上皮内腫瘍（CIN）
と判定された症例にHPVが存在しない現状が
あるため、HPV 検査による誤陰性を防ぐこと
を目的として研究を実施する。HR13 陰性症例
に対し、HR を疑う 9種類(26, 30, 53, 66, 67, 
69, 70, 73, 82 型)の HPV(HR-susp.9)を検出
し、HR-susp.9 陽性の症例が CIN2、3 に進展
するか否かを経過観察する。また HR-susp.9
感染症例における細胞像の調査は行われて
いないため、細胞診標本をスクリーニングし
て特異な細胞の検出を試み、HR13 感染症例と
の相違点を明らかにする。 
（3）NILM・HPV 陽性症例の細胞像を精査し、
低コストである細胞診検査の異型細胞検出
感度の向上を目的として研究を行い、HPV 感
染細胞を同定する。この研究によって新たな
異型を有する HPV 感染細胞が明らかとなり、
異型細胞の検出感度が高まることが期待さ
れる。 
３．研究の方法 
（1）HPV 量と integration 解析による持続感
染予測に関する研究 
リアルタイム PCR によるウイルス定量と
integration の検出を行う。integration の
検出はリアルタイム PCR による HPV の E2 お
よび E6 遺伝子を定量して行う。この方法は
integration が生ずると E2 の hinge 部（nt 
3333-3620）が高頻度に欠失することを利用
した方法であるが、integration の検出は E2
遺伝子の多型により大きく影響を受けるこ

とが示されている。そのため、我々は全ての
検体に対して、E2、E6 遺伝子のプローブ反応
部位の多型をシークエンスし、多型に応じた
プローブを設計し、各遺伝子を定量する。ま
た、HPV 複合感染した検体の場合、どの型が
病変形成や持続感染に作用するかを調査す
ることは困難である。そのため、我々は HR13
および HR-susp.9 を type specific primer
による PCR 法によって検出し、16 型単独感染
に限定して integration 解析する。また
integration の混在を排除した cut-off 値を
設定して Pure episome の判定に重点を置く
ことで各検体の微量なintegrationの混在を
調査する。 
（2）細胞診上皮内病変(SIL)・HR13 陰性症例
におけるHR-susp.9の検出と細胞所見に関す
る研究 
type specific primer による PCR 法を用いて
HR13 調べ、HR13 陰性症例に対し、HR-susp.9
を同様の PCR 法で検出する。さらに、
HR-susp.9 感染症例における細胞像の調査は
行われていないため、細胞診標本をスクリー
ニングして、特異的な異型細胞の検出を行い、
HR13 感染症例との相違点を明らかにする。そ
して CIN2、3 に進展するかを経過観察する。 
（3）細胞診陰性 NILM・HR-HPV 陽性症例にお
ける HR-HPV 感染細胞検出に関する研究 
子宮頸部細胞浮遊液を用い、NILM 判定の女性
を選別し、type specific primer による PCR
法を用いて HR13 と HR-susp.9 の感染を調べ
る。そして HPV 陽性検体と陰性検体の細胞診
標本をスクリーニングして、圧排二核細胞、
巨細胞、異常角化細胞等の HPV 感染候補細胞
を検出する。その後、標本上の標的細胞に対
して in-situ PCR 法で HPV を検出し、HPV 感
染細胞を同定する。 
 
４．研究成果 
(1)発癌リスクの最も高い HPV16 型の持続感
染を的確に捉えるためには、16 型単独感染の
症例を収集する必要がある。そのため、多種
の多重感染を否定するべく、type specific 
primerによるPCRアッセイの開発に取り組ん
だ。当初の予定では、HRを疑う 9種類(26, 30, 
53, 66, 67, 69, 70, 73, 82 型)だけをスク
リーニングすれば十分と考えていたが、（2）
の研究で SILや CIN と判定された症例におい
て HPV が存在しない状況を確認したため、さ
らに 17 種類（6, 11, 34, 40, 42, 44, 54, 55, 
61, 62, 71, 74, 81, 84, 85, 89, 90 型）を
追加し、高感度、HPV 型別感度が均等な type 
specific primer による uniplex E6/E7 PCR
アッセイを完成させた(Fig.1)。 

 



我々は、本アッセイによる解析によって、市
販の検査法で単独感染と判定された多くの
症例が多重感染であったことを示した。さら
に CIN1, 2, 3 と浸潤癌の 100%に 39 種類のい
ずれかのHPVが存在することを証明した（Fig 
2）。 

 

Fig.2 
 
本アッセイによるHPV検出によってこれまで
の結果や定説を飛躍的に書き換える可能性
があり、HPV の感染状態を明らかにするだけ
でなく、交絡因子となる HPV 型が明らかな症
例を用いることができるようになった。 
この解析によって、明らかになった新しい事
実は、①保険適応の HPV 検査で 16 型単独感
染と判定された症例は、ほとんどが他の型混
在した多重感染していたこと、また②16型単
独感染はCIN1においては極めて少ないこと。
さらに③単独感染は CIN2 以上の病変がほと
んどを占めていること。④16 型単独感染のほ
とんどの症例はヒトゲノムにintegrationし
ていたことである。 
これらの事実によって確実に単独感染を検
出することが、HPV 感染の持続や病変の進展
に大きく関与する可能性が明らかになった。 
(2) 細胞診陰性 NILM・HR-HPV 陽性症例にお
ける HR-HPV 感染細胞検出に関する研究にお
いて、カンジダ存在下の反応性細胞変化を示
す NILM 標本に多々散見される二核細胞を圧
排陰性・陽性に分類して解析を行った。115
例の陽性 NILM の子宮頸部スワブを用いた結
果、二核細胞の HPV 検出率は 29.6％、圧排陽
性二核細胞の HPV の感度、特異度はそれぞれ
91.2%、82.7% であった（p<0.001）。in situ 
PCR assay による HPV 陽性率は、圧排陽性二
核細胞 68.7%  、圧排陰性 8.3% で圧排と HPV
との間に統計学的に有意な関係が認められ
た（p<0.001）。NILM において観察される二核
細胞のうち、圧排陽性の二核細胞は炎症性変
化による細胞変化ではなく、HPV 感染に起因
した変化である可能性があることが明らか
になった。 
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