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要旨 

⼦宮頸癌発⽣段階における Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN)の状態での

Human Papillomavirus (HPV) 16, 18, 52, 58 のトランスクリプトームの違いを検討す

る⽬的で、⼦宮頸部異形成の検体から、癌遺伝⼦である E6・E6*、ケラチン化に関わ

る E1^4、カプシド形成に関わる L1 を標的として発現の⽐較検討を⾏った。E6・E6*

の発現は異形成の進展により増加し、CIN の進展度に依存することが確認された。⼀

⽅で E1^4 の発現は HPV16 で多く、HPV18 で少なかった。また L1 の発現は HPV52

に多く HPV18 は皆無であった。E1^4 と L1 の発現は HPV ジェノタイプ依存性であ

ることが判明した。⼦宮頸癌の進展形式はジェノタイプ毎に異なる可能性が⽰された。

更に癌化リスクのより⾼い HPV18 に注⽬し、3 次元細胞培養モデルを確⽴した。３

次元細胞培養により HPV18 の遺伝⼦が活性することを確認した。 
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序⽂  

<⼦宮頸癌の疫学・予防>  

⼦宮頸癌の 2018 年の新規患者発⽣数は全世界において 569,847 ⼈、死亡者数は 

311,365 ⼈と推測され、⼥性の癌関連死の第 4 位となっている 1。⼦宮頸癌は、⼦宮

頸部異形成（Cervical Intraepithelial Neoplasia: CIN）を経て浸潤癌へ進展すること

が知られており、CIN は進展の grade によって軽度異形成（CIN1）、中等度異形成

（CIN2）、⾼度異形成・上⽪内癌（CIN3）に分類される。⼦宮頸癌の発⽣頻度は

20, 30 代を中⼼とし、⽐較的若年で診断される傾向がある 2。 

⼦宮頸癌の主な発⽣原因は Human Papillomavirus（HPV）感染であることがわかっ

ており、通常は 5-10 年以上かけて⼦宮頸部初期病変を経由して、⽐較的緩徐な癌化

に関わることが多いことが知られている 3.4。近年 HPV ワクチンの使⽤により、ワク

チンが普及している国ではワクチン接種開始より 7 年間の経過で HPV 関連癌が減少

したといった報告がある５。その⼀⽅で、本邦では HPV ワクチンの投与は⼗分に普

及しておらず、未だに⼦宮頸部上⽪内癌を中⼼に⼦宮頸癌となる患者が増加してい

る 2。また HPV ワクチン普及したとしても⼦宮頸癌発⽣数が減少に転じるまで時間

を要することが予想される為、⼦宮頸癌の早期発⾒の為に HPV による発癌機序を解

明し、その特性に応じた管理⽅法の追求は喫緊の課題である。 
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⼦宮頸癌の主な症状は不正性器出⾎や接触出⾎であるが、CIN 初期の患者は無症状

であり、⼦宮頸癌検診で発覚することが多い。本邦における予防検診では⼦宮頸部

細胞診を中⼼に普及しているが、HPV 検診の有⽤性に関しても様々な報告がされて

いる。HPV 単独の検診を⾏う国も増えてきている 6.7。特に CIN2 以上の病変に関し

ては、HPV 検査単独の⽅が、細胞診よりも検出感度が⾼いとされている８。また⼦

宮頸部細胞診とともに HPV 検査の併⽤が有効であるとした報告もある９。 
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<HPV>  

HPV は約 8000 塩基の環状⼆本鎖 DNA ウイルスであり、⼦宮頸部・陰茎・腟・外

因・咽頭・肛⾨に存在する。主に性交渉により感染し、性交開始より 2-3 年以内に

50-80%の患者が感染すると⾔われている 10。⼦宮頸癌における HPV の寄与率は

96%と⾔われているが、腟癌（64%）、外陰癌（51%）、咽頭癌（63％）、陰茎癌

（36％）、肛⾨癌（93％）の原因にもなり、特に HPV16 および HPV18 が関与した

報告が多い 11.12。国際がん研究機関（IARC）では、⼈に対する発がん性がある

Group 1（HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59）、⼈に対する発がん性が

おそらくある Group 2A（HPV68）、⼈に対する発がん性が疑われる Group 2B

（HPV26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97）に分類される 13。また、地域に

よって HPV のジェノタイプの分布に差があり、東アジアでは HPV16, 18 だけでな

く、HPV52, 58 の検出頻度が⾼いことが知られている 14。 
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<HPV のトランスクリプトームと CIN の進展の分⼦機構>  

HPV にコードされる遺伝⼦群は初期遺伝⼦領域（p97 プロモーター（early 

promotor）に⽀配される）と後期遺伝⼦領域（p670 プロモーター（late promotor）

に⽀配される）に分かれ、それぞれ E1, E2, E4, E5, E6, E7 と L1, L2 の 8 つの遺伝⼦

領域を持ち、様々なスプライシングサイトを持つことで多様な遺伝⼦産物を産⽣す

る。HPV16 感染の human keratinocyte(W12E)では最低でも 13 個の遺伝⼦産物があ

るとした報告がある 15。 

各遺伝⼦の発現は上⽪の分化と CIN の進展により変化していく。性交渉を契機に⼦

宮頸部扁平・円柱上⽪境界部（SCJ）の基底層に侵⼊した HPV は、E6 や E7 遺伝⼦

を発現する。E6 ならびに E7 は、それぞれ p53 の発現抑制や pRb の発現抑制により

癌化を促す 16。また E6*は E6 のスプライシング産物であるが、E7 の発現を促すこ

とで癌化を促進するとされる 17。持続感染により E4 を産⽣するようになり、E4 は

ケラチン化に関わる可能性が⽰唆されている 18。また E1^4 の働きについては正確に

は解明されていないが、ケラチン化だけでなくウイルスの複製にも関わるとされて

いる 19。L1 ならびに L2 は表層上⽪で産⽣され、ウイルスのキャプシド形成に関与

する 20。ウイルス由来のトランスクリプトームと CIN の進展との関連については

E6, E7 の発現は進展に伴い増加していくといった報告や、L1 は逆に減少するといっ

た報告がある 21.22.23。(図 1) 
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(図 1) HPV 感染と発現遺伝⼦産物の模式図 

 

 

図１のように HPV は⼦宮頸部の基底層に感染し、まず E6, E7 を発現しする。重層
扁平上⽪細胞の分化に伴い E1, E2, E1^4 を発現し、表層では L1, L2 を発現する。 

⽥⼝歩 HPV のウイルス学と発癌 臨床婦⼈科産科 医学書院 2018 より改変。 
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<CIN の進展における分⼦機構と HPV ジェノタイプ> 

HPV は⼦宮頸部に感染後、約 10%の患者で潜伏性に持続感染し増殖し、⼦宮頸癌に

進展していく 24。⽇本⼈の前向きコホート研究において、7 種類の HR-HPV（high 

risk-HPV：HPV16, 18, 31, 33, 35, 52, 58）では CIN3 への進展率が⾼いことが⽰さ

れている 25。更に、我々のグループでは CIN の進展と退縮を繰り返すという特徴を

反映した統計モデルである Markov モデルを適⽤し、HR-HPV の⾃然史を検討し

た。その結果 2 年以内の進展・退縮において、HPV16 は CIN2 から CIN3 以上への

進展が 42%と⾼値でかつ段階的に進展しやすく、HPV18 は CIN2 から CIN3 以上へ

の進展が 32%であるが CIN の段階では発⾒されにくく、HPV52/58 では CIN2 から

CIN3 以上への進展が 25%程度であり CIN の持続感染が多いとした進展率の特徴も

明らかにした 26。このように HR-HPV の中でもジェノタイプ毎に癌化のリスクは細

分化されることが想定される。 
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＜HPV18 とは＞ 

HPV18 は HPV16 と同様に HR-HPV の中で最も癌化しやすいジェノタイプの⼀つ

であり、IARC の Group 1 の中でも HPV18 では発癌作⽤が強いと報告されている

27。HPV16, HPV18 では感染後に 15%前後の患者で CIN3 ないしそれ以上の病変

へ、10 年以内に進展すると報告されており、他のジェノタイプより癌化のリスクが

⾼いことが分かっている 28。しかし HPV16 と HPV18 は共に⾼リスクであるが、

様々な⾯で相違を認める。特に HPV18 は前癌病変での検出が困難であることが知

られている。検出率に関して、HPV16 ないし HPV18 の⼦宮頸癌における頻度は

50%と 15%と共に⾼値であるが、⼦宮頸部⾼度異形成では 40%と 3-7%であり、

HPV18 は前癌病変と⼦宮頸癌での検出率が他のジェノタイプと異なることが報告さ

れている 16.29。つまり HPV16 は⼦宮頸部異形成ならびに⼦宮頸癌共に同頻度で⾼か

ったが、HPV18 は⼦宮頸癌では頻度が⾼いものの、前癌病変では検出頻度が低い事

が分かる 16.29。またインテグレーションの起こりやすさに注⽬した癌進展に関する研

究では、HPV18 では HPV16 に⽐して HPV ゲノムのヒトゲノムへの組み込み（イ

ンテグレーション）が起こりやすいとした報告もある 30。このことより HPV18 は

HPV16 に⽐して⼦宮頸部異形成の期間が短い可能性が⽰唆されている。また発⽣す

る組織型にも違いがあることが知られており、⼦宮頸部腺癌の 40%が HPV18 によ

って惹起されることが分かっている 16。HPV16 感染の⼦宮頸癌はほとんどが扁平上
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⽪癌であるが、HPV18 感染の⼦宮頸癌では 50%程度で腺癌が⽣じることが分かっ

ている 31。⼦宮頸癌において、腺癌は扁平上⽪癌に⽐して予後が不良とされている

32。更に若年⼥性の⼦宮頸部の感染率が多いことも分かっている 10.33。このように

HPV18 感染による⼦宮頸癌は若年発症が多く、さらに予後不良の腺癌発⽣の頻度が

⾼いため、臨床的に⾮常に問題となるケースが多い。HPV18 は前述の通りワクチン

接種により⼤幅に感染リスクを軽減できる。しかしワクチンが普及していない本邦

では癌予防のためにその他の⽅法が必要である。HPV18 における進展度のマーカー

を遺伝⼦産物に注⽬して探索すれば、早期発⾒につながる可能性があると考える。 
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<HPV ジェノタイプとトランスクリプトーム> 

HPV 由来のトランスクリプトームの発現は、HPV ジェノタイプに依存するといっ

た報告がある 34.35。⼦宮頸癌発症には HPV の持続感染の成⽴、HPV ゲノムのヒト

ゲノムへのインテグレーション、癌遺伝⼦変異の蓄積が必要であるが、特に HPV ゲ

ノムのインテグレーションにより癌遺伝⼦である E6 および E7 が持続的な発現する

ことは細胞の不死化に重要である 16。また HPV18 では HPV16 と⽐べると、E6*の

発現が E6 に⽐して⾼かったといった報告や、HPV18 では E4 の発現が皆無であっ

たとした報告がある 34.35。 
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<⼦宮頸癌の 3 次元細胞培養モデル> 

HPV の⽣活史の研究では、3 次元細胞培養として Raft 培養が⽤いられている 36。

Raft 培養は扁平上⽪への分化を促進することで HPV の⽣活史の解明などに⽤いら

れている。また他にも⽣体に近い実験系として、スフェロイド培養やオルガノイド

培養などの 3 次元細胞培養が⽤いられている。スフェロイド培養では幅広い細胞で

より⽣体に近い環境で細胞培養ができるが、オルガノイド培養はマトリゲル

（Matrigel）に含まれる細胞外マトリックスの基底膜を構成するラミニンを⽤いるこ

とで、培養細胞との相互作⽤を介して臓器特異的な３次元細胞培養が可能である。

オルガノイド培養は患者由来組織を⽤いた 3D 培養として様々な癌種の研究で⽤い

られている 37.38.39.40.41.42。我々の研究グループはすでに⼦宮頸部扁平・円柱上⽪境界

部（SCJ）由来のオルガノイド培養を確⽴し、⼦宮頸癌の研究に応⽤を試みている

43。 
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<CAGE > 

HPV 由来トランスクリプトームの発現は early promotor と late promotor により調

整されている 44。RNA sequence の⼀種である Cap Analysis Gene Expression

（CAGE）は転写開始点の活性を⼀塩基レベルで網羅的に定量化できる 45, 46。CAGE

法を⽤いることで、ヒト遺伝⼦発現の評価のみならず、HPV 由来トランスクリプト

ームの発現評価が可能となる。HPV 由来転写開始点を評価した先⾏研究により、

CIN の進展と共に HPV 由来の転写開始点のパターンが変化することが明らかにな

っている。CAGE を⽤いることで HPV のプロモーター活性が early promotor 優位

であるか、あるいは late promotor 優位であるかの判断が可能となる。転写開始点パ

ターンは、CIN1, 2 では late promotor 優位の症例が多く、CIN3 ないし⼦宮頸癌で

は early promotor 優位の症例が多いことが報告されており、CAGE が発癌段階の推

定に⼀役を担うと考えられる 44。 
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研究⽬的 

1：HPV 由来トランスクリプトームの発現パターンを解析することで、HPV ジェノ

タイプ毎の特徴を解明するため、 

1-1．CIN 進展に伴い、本邦で頻度の⾼い HPV16, 18, 52, 58 由来トランスクリプト

ームの発現パターンの変化を発現量・陽性率に着⽬し解明する。 

1-2．感染 HPV ジェノタイプ毎に、HPV 16, 18, 52, 58 由来トランスクリプトーム

の発現パターンの特徴を発現量・陽性率に着⽬し解明する。 

 

2：予後不良とされる HPV18 感染における基底層での分⼦機構を解明することを⽬

的として、 

2-1．HPV18 感染評価に適した各種 3 次元培養モデルを検討する 

2-2．各種培養⽅法における HPV18 感染細胞のウイルスホスト相互作⽤を解明す

る。 
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実験⽅法 

1. 対象と検体採取 

本研究は全て施設内審査委員会の承諾のもとで⾏われた。（以下承認番号、東京⼤

学：G10082、慶應⼤学：G2015−388、千葉⼤学：560、秋⽥⼤学：2174、国⽴感

染症研究所：659、⽇本⼤学：234-0）。全ての患者に同意書を配布し、インフォー

ムド・コンセントを取得し、検体使⽤の許可を受けた。⾼齢になってからの HPV 感

染は発癌までに時間を要することを考慮して、60 歳以下を対象とし、2016 年 2 ⽉

より 2017 年 12 ⽉までに東京⼤学、慶應⼤学、千葉⼤学を受診し、⼦宮頸癌細胞診

異常を認め、コルポスコピー検査を施⾏し組織⽣検がされた 382 ⼈の患者がエント

リーされた。検体は東京⼤学産婦⼈科学教室内の実験室内で常時施錠され、-80℃で

保存された。症例は匿名化され院内データ管理ファイルで保管された。 

患者背景では年齢、経産、喫煙歴、ステロイドあるいは免疫抑制剤使⽤の有無、診

断からの経過時間について調べられ、CIN1, 2, 3 の 3 群と HPV16, HPV18, HPV52, 

HPV58, その他のハイリスク（HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, 

HPV56, HPV59）, negative の 6 群に分けて⽐較検討した。CIN の病期診断は秋⽥⼤

学で同⼀の病理医によりなされた。 
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2. HPV ジェノタイピング 

全ての検体は東京⼤学に集積され、Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit 

（Favorgen Biotech Corp. Ping-Tung, Taiwan）を⽤いて DNA を抽出した。国⽴感

染症研究所にて PGMY-CHUV 法を⽤いてジェノタイピングした 47。Primer は

PGMY09/11 L1 と human leukocyte antigen-DQ（HLADQ）を⽤いて、続いてリバ

ースブロットハイブリダイゼーションを⽤いた 44。 

 

以下全て東京⼤学にて施⾏された。 

3. プライマー作成とスタンダードプラスミド作成 

プライマーは PaVE（The papilloma visur genome database）に記載の塩基配列を参

照し、Primer-Blast（NCBI）を⽤いて作成された。（表１） 

全ての Primer は①19-23 bp の⻑さ②転写産物は 70-260 bp の⻑さで作成された。 

スタンダードに⽤いたプラスミドは Eurofin Scientific 社（Luxembourg City, 

Luxembourg）に⼈⼯産物として外注し、スタンダードカーブを作成した。 
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（表１）GAPDH と各 HPV ジェノタイプにおける遺伝⼦産物のプライマー設定 

Target Direction Sequence Product 

size 

Genome position 

GAPDH Forward GAAAGGTGAAGGTCGGAGTC 227  

 Reverse GAAGATGGTGATGGGATTTC   

HPV16 E6 Forward AGCGACCCAGAAAGTTACCAC 260 123-143 

 Reverse GTTGTATTGCTGTTCTAATGTTG  382-362 

HPV16 E6* Forward AGCGACCCAGAAAGTTACCAC 114 123-143 

 Reverse TTAATACACCTCACGTCGC  418-409+226-217 

HPV16 E1^4 Forward CCTGCAGCAGCAACGAAGTATC 218 874-880+3358-3372 

 Reverse TTGGTCGCTGGATAGTCGTC  3479-3460 

HPV16 L1 Forward GTCTCTTTGGCTGCCTAGTG 89 5641-5660 

 Reverse TGCGTGCAACATATTCATCCG  5729-5709 

HPV18 E6 Forward AACACGGCGACCCTACAAG 248 125-143 

 Reverse ATGTGTCTCCATACACAGAGTC  372-351 

HPV18 E6* Forward AACACGGCGACCCTACAAG 120 123-143 

 Reverse ACCGCAGGCACCTCTGTAAG  426-416+233-225 

HPV18 E1^4 Forward GATCCAGAAGTACCAGTGAC 194 920-929+3434-3443 

 Reverse GAGAAGTGGGTTGACAGGTC  3617-3598 

HPV18 L1 Forward TCCTTCTGTGGCAAGAGTTGT 123 5657-5677 

 Reverse CCACCTGCAGGAACCCTAAAA  5779-5759 

HPV52 E6 Forward TTTGAGCATCCAGCAACAC 197 105-123 

 Reverse TAGGCACATAATACACACGCC  302-282 

HPV52 E6* Forward TTTGAGCATCCAGCAACAC 128 105-123 

 Reverse GACAAATTATACATCTCTCTTCG  510-502+224-216 

HPV52 E1^4 Forward AGGACCCTGAAGTAACGAAG 150 868-879+3345-3352 

 Reverse CTGGAGTCTGTGACGCGTCTGG  3482-3463 

HPV52 L1 Forward ACTGTGTACCTGCCTCCTGTA 72 5670-5690 

 Reverse GATGCTTGTGCGAGACACAT  5741-5722 

HPV58 E6 Forward GAAACCACGGACATTGCATG 254 130-149 

 Reverse GTGTTTGTTCTAATGTGTCTCC  383-362 

HPV58 E6* Forward GAAACCACGGACATTGCATG 109 130-149 

 Reverse CAAATAATACATCTCAGATCGC  515-510+232-223 

HPV58 E1^4 Forward GACCCTGAAGTGATCAAATATC 127 889-898+3358-3372 
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 Reverse GTGTTGTCTCTGGAGTCTGG  3741-3452 

HPV58 L1 Forward CCTCCTGTGCCTGTGTCTAA 104 5682-5700 

 Reverse GGATTGCCAACAGCCAAAAGT  5785-5765 

各々の PCR のターゲット遺伝⼦に対する、遺伝⼦産物の⼤きさ・プライマー配列・
プライマーの場所について記載した。 

（プライマー作成位置の参照） 

 

上記のようにプライマーを設計した。スプライシングサイトを挟むことで余剰な遺

伝⼦の検出を避けた。 
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4. RNA 抽出と real-time PCR（quantitative RT-PCR） 

全ての RNA は⽣検検体より、RNase-Free DNase Set（Qiagen, Hilden, Germany）

を⽤いて DNase にて処理にされた後、RNeasy Mini Kit（Qiagen, Hilden, 

Germany）を⽤いて抽出された。抽出された RNA は SuperScript III First-Strand 

Synthesis System for RT- PCR（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）を⽤いて

cDNA に逆転写した。 

PCR は cDNA を１μl 使⽤し、Light Cycler 480 system (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Germany) を⽤いた。GAPDH により補正後にコピー数の絶対評価を⾏

なった。（以下の式を⽤いた：normalized copy number = copy number/2^[30 - 

GAPDH Cp value] ） 

PCR の増幅条件は 95 ℃で 10 秒、62 ℃で 10 秒、72 ℃で 18 秒を 45 サイクル⾏

った。全ての PCR 反応にメルティングカーブ解析を施⾏した。  
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5. NIKS-HPV18 の 2 次元細胞・培養３次元細胞培養 

5-1 HPV18 ゲノム感染 NIKS 細胞（NIKS-HPV18）の作成 

5-1-1 HPV18 ゲノムの準備 

pSP73HPV18（Promega, WI, USA）を、EcoRI（TAKARA, Shiga, Japan）を⽤いて

37 ℃で制限酵素処理を⾏った。その後電気泳動にて全ゲノムを検出できたことを確

認した。 

5-1-2 ライゲーション 

切断した HPV18 の DNA を 50 μg、T4 DNA ligase （NEB, Ipswich, USA）を 400

単位、10×k buffer（TAKARA, Shiga, Japan）を 90 μl 使⽤し、滅菌⽔で 900 μl

に満たし 65 ℃で 20 分加熱し、16 ℃で⼀晩インキュベートした。再環状化した

DNA を電気泳動にて確認した。 

5-1-3 トランスフェクション 

（培養液） 

⑵  DMEM (Wako, Osaka, Japan)  
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⑵ F-incomplete medium：F12 media（Wako, Osaka, Japan）375 ml、DMEM with 

high glucose（Wako, Osaka, Japan）125 ml、Fetal Bovine Serum（GE Healthcare, 

Boston, USA）25 ml、100×Hydrocortisone（Merck Millipore, Massachusetts, 

USA）5 ml、100×Insulin（Merck Millipore, Massachusetts, USA）5 ml、100×

Cholera Toxin（SIGMA, Tokyo, Japan）5 ml、100×Adenin（SIGMA, Tokyo, 

Japan）5 ml、Penicillin-Streptomycin（Wako, Osaka, Japan）5 ml を混注したも

の。 

⑶ F-complete medium：F-incomplete medium 500 ml に 100×Epidermal Growth 

Factor（R &D システムズ, Tokyo, Japan）5 ml を混注したもの。 

（⽅法） 

3T3 細胞（American Type Culture Collection (ATCC) CRL-1658, Manassas, USA）

を、DMEM を⽤いて 10 cm の細胞ディッシュで培養した。コンフルエントとなっ

たところで 50×Mitomycin（SIGMA, Tokyo, Japan）を１滴滴下し不活化させ、２

時間後に 3T3 細胞を 6 cm の細胞ディッシュに継代した。翌⽇に 2×105 個の NIKS

細胞（Immature keratinocytes）(ATCC CRL-12191, Manassas, USA)を撒き、F-

media incomplete を⽤いて培養した。再環状化した HPV18 の DNA を 1.0 μg、X-

termGene HD（Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）0.5 μl を混注
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し、15 分室温に、その後 37 ℃で⼀晩留置し NIKS 細胞にリポフェクション法にて

トランスフェクションした。 

5-2 ２次元細胞培養（on feeder 培養） 

NIKS ないし NIKS-HPV18 を前述の通り不活化した 3T3 細胞上で 10 cm の細胞デ

ィッシュ（Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan）を⽤いて培養した。培地は F-

complete medium を使⽤し、２⽇毎に培地交換を⾏った。 

 

5-3 ３次元細胞培養 

5-3-1 マトリゲル（Matrigel）を⽤いた３次元細胞培養 

細胞を撒く前に Matrigel（CORNING, NewYork, USA）10 μl を、24 well の細胞デ

ィッシュの底⾯に敷いた。2 時間 37 ℃でインキュベートした後に、5×104 個の

NIKS あるいは NIKS-HPV18 と F Media-incomplete 500 μl、Matrigel 250 μl を混

在させ撒いた。F Media-complete 100 ul を 2 ⽇毎に追加した。 

 

5-3-2 CollagenⅣ, Vitrogel を⽤いた３次元細胞培養 
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Matrigel に代わり CollagenⅣ（Nippi, Tokyo, Japan）あるいは Vitrogel（The well 

BOOSCIENCE, NJ, Japan）を⽤いて、5-3-1 と同様に細胞培養を⾏なった。 

5-3-3 スフェロイド培養 

5×104 個の NIKS、NIKS-HPV18、HeLa 細胞(ATCC CCL-2, Manassas, USA)を

ultra low attachment dish （CORNING, NewYork, USA）上で DMEM（Wako, 

Osaka, Japan）を⽤いて培養し、4 ⽇後に細胞形態・集塊を観察した。 

 

6. 細胞活性、細胞集塊の評価 

6-1 2 次元細胞培養の細胞活性の評価 

96 well の細胞ディッシュに前述のように不活化した 3T3 細胞を撒き 37 ℃で⼀晩イ

ンキュベートした。その後 5×103 個の NIKS、NIKS-HPV18 細胞を撒き、F media-

complete を⽤いて培養し、培養 1, 2, 3 ⽇⽬に cell counting Kit-8（DOJINDO, 

Kumamoto, Japan）を⽤いて 2 次元細胞培養（on feeder 培養）の MTT アッセイを

施⾏した。CCK-8 溶液を各ウェルに 10 μl ずつ添加し、37℃で 2 時間インキュベー

トし、μプレートリーダーを⽤いて 450nm の吸光度を測定した。 

6-2 3 次元細胞培養の細胞集塊の評価 
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Matrigel 2 μl を、96 well の細胞ディッシュに底⾯に敷いた。2 時間 37 ℃でインキ

ュベートした後に、5×103 個の NIKS あるいは NIKS-HPV18 と F Media-

incomplete 100 μl、Matrigel 50 μl を混在させ培養し、培養 1, 3, 8 ⽇⽬の細胞集

塊を観察した。評価は Image J software（version 1.52）を⽤いた。 画像は⽩⿊かつ

8 ビットに変換し、細胞の⼤きさは培養 3 ⽇⽬では 12000 から 18000 の範囲の

pixel 値の⼆乗総和、培養 8 ⽇⽬では 30000 から 37000 の範囲の pixel 値の⼆乗総和

のものを対象とした。画像は 6 well ずつ⽤意され平均化されたものを評価した。 

 

7. 免疫染⾊による発現遺伝⼦の評価 

NIKS、NIKS-HPV18 を 8 ⽇⽬までマトリゲル培養し、スクレーパーで剥がして iPGell

（GenoStaff, Tokyo, Japan）を⽤いて固定し、0.2 μm に薄切した。対象とした遺伝

⼦は Ki67（Cell signaling technology, MA ,USA）、p16（SantaCruz Biotechnology, 

California, USA）と HPV の E4（Labo Bio-medical Products, Rijswijk, The Netherland）

とした。脱パラフィン後に、pH 9.0 の 10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液を⽤いて賦

活化した。REAL Peroxidase Blocking Solution（Agilent, Tokyo, Japan）にて 10 分間、

DAKO Protein Block（Agilent, CA, USA）にて 30 分間留置後に、1/100 に薄めた Ki67、

p16、E4 各々の抗体を 4 ℃で⼀晩インキュベートした。⼆次抗体は HISTFINE MAX-
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PO（MULTI）（NICHIREI, Tokyo, Japan）を⽤いて 60 分静置した。 

 

8. 3 次元細胞培養における発現遺伝⼦の評価 

8-1 RNA の抽出 

NIKS、NIKS-HPV18 に対して、RNeasy Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を

⽤いて on feeder 培養とマトリゲル培養それぞれに対して RNA を抽出した。Agilent 

RNA 6000 Nano assay にて RIN（>7.0）、A260/A230（>1.8）、A260/A280

（>1.8）の抽出 RNA を CAGE 解析に⽤いた。 

8-2 CAGE 解析 

5'末端に Cap 構造が付与された RNA を対象に、1st strand cDNA に転写をし、

CAGE バーコードを付与し、転写開始点を網羅的にシークエンスした。 

ヒト遺伝⼦発現解析は Maser analysis tool（Management and Analysis System for 

Enormous Reads）を⽤いて、RECLU ver 3.4 (RIKEN CLST)にて⾏った 48。HPV18

遺伝⼦へのマッピングは ssCAGE を⽤いて⾏い、IGV（Integrative Genomic 

Viewer）を⽤いて可視化した 49.50。 
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8-3 Pathway 解析 

CAGE データをもとに Metascape

（http://metascape.org/gp/index.html#/main/step1）を⽤いて発現変動遺伝⼦を調

べた 52。その後 KEGG pathway を⽤いて NIKS、NIKS-HPV18 各々の feeder 2D と

Matrigel 3D に対して、発現量を⽐較した。 

 

9. HPV18 遺伝⼦の発現量 

リアルタイム PCR を⽤いて HPV18 の発現量を測定した。プライマーと Taq Probe

の塩基配列は以下に⽰したものが使⽤された。（表２） 

細胞培養から抽出した DNA 0.02 ug、Probe qPCR Mix（TOYOBO, Osaka, Japan）

10 μl、プライマー（10 μM）3 μl と Taq Probe（4 pmol/ul）1 μl と混注し

PCR を施⾏した。PCR の条件は 95 ℃で 60 秒、その後 95 ℃で 15 秒、55℃で 15 

秒、64℃で 45 秒を 45 サイクル施⾏した。全ての PCR 反応でメルティングカーブ

分析を施⾏した。 

 

（表２） 

Target Direction Sequence 

HPV18 Forward TCCTTCTGTGGCAAGAGTTGT 
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 Reverse CCACCTGCAGGAACCCTAAAA 

 

Target Sequence 

Taq Probe HPV18 (FAM) TCGCAAGCCCACCATAGGCCC (BHQ1) 

 

発現量を測定するために以上の Primer とプローベを⽤いた。 

10 統計学的解析 

統計学的解析には JMP Pro（13.0.0）を⽤いた。HPV ジェノタイプないし CIN の

grade に基づき分類し、その後に経産、喫煙歴、ステロイドあるいは免疫抑制剤使⽤

の有無については分散分析を⽤い、年齢と診断後からの経過時間、HPV 発現量に関

しては Steel-Dwass 検定を⽤い、陽性率に関しては Cochran-Armitage 検定を⽤い

た。コピー数に関して 10 コピー/L 以下の検体は陰性をした。２次元細胞培養にお

ける MTT アッセイと３次元培養における ImageJ による細胞集塊の⼤きさの対⽐、

また HPV18 の２次元細胞培養と 3 次元細胞培養のコピー発現数の違いは、各々6  

well ずつ測定し Wilcoxon 検定を⽤いた。これらは全て p < 0.05 を有意差ありとし

た。遺伝⼦解析は p < 0.05 かつ 2 倍以上の log fold 変化を edgeR package によって

抽出し有意差ありとした。 
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結果 

1  CIN 患者における HPV のジェノタイプ 

1-1 HPV16, 18, 52, 58 感染患者 

⼦宮頸部細胞診で異常を認め、組織診と HPV ジェノタイプを検索された 382 名の

患者を対象とした。各型の数は HPV16 感染が 86 名（22.5 ％）、HPV18 感染が

17 名（4.5 %）、HPV52 が 68 名（17.8 %）、HPV58 感染が 76 名（19.9 %）、

その他のハイリスク HPV 感染は 83 名(21.7 %)であった。そのうち単⼀の感染は

HPV16 で 56 名（65.1 ％）、HPV18 感染が 4 名（23.5 %）、HPV52 が 39 名

（57.3 %）、HPV58 感染が 39 名（51.3 %）であった。⽣検検体は微⼩のため、

mRNA の解析が⼗分な検体として GAPDH の Cp 値が 35 以下を対象としたとこ

ろ、HPV16 感染が 65 名、HPV18 感染が 9 名、HPV52 が 59 名、HPV58 感染が

61 名となった。また HPV ジェノタイプ毎の CIN1, 2, 3 の数は HPV16 感染で

CIN1 が 16 名（24.6 %）、CIN2 が 39 名（60.0 %）、CIN3 が 10 名（15.4 %）、

HPV18 感染で CIN1 が 6 名（66.7 %）、CIN2 が 2 名（22.2 %）、CIN3 が 1 名

（11.1 %）、HPV52 感染で CIN1 が 16 名（27.1 %）、CIN2 が 36 名

（61.0 %）、CIN3 が 7 名（11.9 %）、HPV58 感染で CIN1 が 24 名（39.3 %）、

CIN2 が 35 名（57.4 %）、CIN3 が 2 名（3.3 %）であった。（図 2） 
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（図 2） 対象となった患者の内訳 

 

A：382 名の HPV ジェノタイプの内訳 

HPV16, 18, 52, 58 感染患者の数と単⼀感染の割合を⽰した。そのうち GAPDH の
Cp 値が 35 以下の検体を⽤いた。最終的には HPV16 感染が 65 名、HPV18 感染が
9 名、HPV52 が 59 名、HPV58 感染が 61 名となり、HPV18 が少数であった。 

B：HPV のジェノタイプと CIN の進展度 

本研究で対象となった HPV16, 18, 52, 58 感染患者における CIN1, 2, 3 の内訳。
HPV18 は CIN1 が中⼼、HPV16, 52, 58 は CIN2 が中⼼となった。 
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B

A

CIN1 CIN2 CIN3

HPV16 16 (24.6) 39   (60.0) 10 (15.4) 65

HPV18 6   (66.7) 2     (22.2) 1   (11.1) 9

HPV52 16 (27.1) 36   (61.0) 7   (11.9) 59

HPV58 24 (39.3) 35   (57.4) 2   (3.3) 61

62 (32.0) 112 (57.7) 20 (10.3) 194
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1-2 患者背景 

1-2-1 HPV16, 18, 52, 58, その他のハイリスク感染患者と HPV ⾮感染患者の背景 

その他の HPV 感染患者の年齢は 44.0±1.2 歳であり、全ての群に⽐して有意に⾼齢

であった（p = 0.001）。喫煙歴、経妊歴、ステロイドないし免疫抑制剤の使⽤歴で

は各群間で有意差を認めなかった。（表 3） 

（表 3） HPV ジェノタイプごとの患者背景 

 

HPV16 ,HPV18, HPV52, HPV58, その他のハイリスク HPV 感染患者と HPV ⾮感
染患者について、年齢、喫煙、経産、免疫抑制剤の使⽤に関する内訳。その他の
HPV 感染患者でそれ以外に群に⽐して年齢が⾼かったが（p<0.01）、それ以外では
患者背景に差はなかった。 

 

 

HPV16 HPV18 HPV52 HPV58 Other HR-
HPV

Negative p�

�� 37�0.9
(n=86)

39�3.6
(n=17)

38�0.8
(n=68)

39�1.0
(n=76)

44�1.2
(n=78)

40�1.7
(n=45)

0.001

�	 15/55 
(27.3)

3/10 
(30.0)

14/56 
(25.0)

19/56 
(28.4)

16/72 
(22.2)

7/39 
(18.0)

0.57


 23/57 
(40.3)

3/10 
(30.0)

23/56 
(41.1)

22/57 
(38.6)

26/74 
(35.1)

15/40 
(37.5)

0.97

����
����

0/59 (0.0) 0/10 (0.0) 2/57 (3.5) 2/58 (3.5) 2/74 (2.7) 1/36 (2.8) 0.56
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1-2-2 CIN 進展度毎の患者背景 

CIN の進展度毎における、患者の年齢、喫煙歴、経妊歴、ステロイドないし免疫抑

制剤の使⽤歴を検討したが有意差を認めなかった。(表 4) 

(表 4) CIN 進展度毎の患者背景 

 

CIN の grade に対する年齢、診断からの期間（ヶ⽉）、喫煙、経産、免疫抑制剤の
使⽤に関する内訳。CIN の進展度では患者背景に有意差は認めなかった。 

 

 

 

 

 

CIN1 CIN2 CIN3 p�

�� 36�1.1
(n=62)

38�0.6
(n=112)

32.5�2.0
(n=20)

0.28

�	 10/55 (18) 31/93 (33) 6/19   (32) 0.12


 21/56 (38) 36/96 (38) 10/19 (53) 0.36

�����
���

2/57   (3.5) 2/98   (0.0) 0/19   (0.0) 0.67
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2  E6/E6*の発現量と陽性率 

E6 と E6*の発現量と陽性率を検討した。CIN の進展度の検討では、発現量は CIN

の進展度で有意差を認めなかったが、陽性率では CIN の進展度に合わせて有意に増

加した（p < 0.01）。 

HPV ジェノタイプ毎の発現量の検討では、HPV18, 52, 58 に⽐して HPV16 感染患

者において特徴が⾒られ、E6 の発現量が最も低かったが、E6*の発現量が最も多か

った。HPV18 感染患者については他のジェノタイプに⽐して発現量に有意差を認め

なかったが、E6 の発現量が少ないが E6*の発現量が多いのは HPV16 と同様の傾向

であった。対照的に HPV52 感染患者は E6 の発現量は E6*に⽐して⾼値であり、

HPV58 感染については E6 と E6*の発現量はほぼ同等であった。（図 3） 
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（図 3）E6/E6*の発現量と陽性率 

 

A：CIN 進展度と E6/E6*発現量の相関。CIN の進展度では有意差を認めなかった。 

B：HPV ジェノタイプと E6/E6*発現量の相関。E6 は HPV16 で有意に低く、E6*で
は HPV52 で有意に低かった。E6 発現量は HPV16<HPV52, 58 (p<0/05)。E6*発現
は HPV52<HPV16, 58（p<0.05）であった。 

C：HPV ジェノタイプと CIN の grade に対する E6/E6*の陽性率。全体の傾向とし
て陽性率は CIN の進展に伴い⾼くなった（p<0.01）。 
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3 E1^4 の発現量と陽性率 

E1^4 の発現量と陽性率を検討した。CIN の進展毎の検討では、発現量は CIN1 に⽐

して CIN3 で発現量が多かった（p < 0.05）。発現量に関しては HPV16 感染で⾼

値、HPV18 感染で低値であった。 

陽性率の検討では、HPV58 感染において grade により陽性率が上昇していくことを

確認した（p = 0.04）。（図 4） 
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（図 4）E1^4 の発現量と陽性率 

 

A：CIN 進展度と E1^4 発現量の相関。CIN3 では CIN1 に⽐して有意に発現量が多
かった（p<0.01）。 

B：HPV ジェノタイプと E1^4 発現量の相関。HPV16 では HPV52, 58 に⽐して有
意に発現量が多かった（p<0.01）。 

C：HPV ジェノタイプと CIN の grade に対する E1^4 の陽性率。HPV58 では CIN
の進展に伴い E1^4 の陽性率が増加した（p<0.05）。 
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4  L1 の発現量・陽性率 

L１の発現量は HPV52 感染患者が HPV16, 18, 58 感染患者に⽐して有意に多かった

(p < 0.05)。また HPV18 感染患者では発現をほとんど認めなかった。 

また陽性率に関しては、HPV52 では 78 %、HPV58 では 44 %、HPV16 では 31 %

で陽性であったが、HPV18 では 11 %（1 例のみ）であった。（図 5） 
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（図 5）L1 の発現量・陽性率 

 

A：CIN 進展度と L1 発現量の相関。CIN の進展度では有意差を認めなかった。 

B：HPV ジェノタイプと L1 発現量の相関。HPV52 が HPV16, 18, 58 にして有意に
発現が多かった（p<0.01）。 

C：HPV ジェノタイプと CIN の grade に対する L1 の陽性率。HPV18 では 11%（1
例のみ）しか陽性でなかった。 
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5  NIKS-HPV18 の各培養条件による細胞増殖と形態学的変化 

ヒトの未分化ケラチノサイトである NIKS 細胞は、⼦宮頚部の HPV 感染細胞に類似

する実験系として頻回に使⽤されているため、本研究でも NIKS 細胞を使⽤した。

NIKS、NIKS-HPV18 を on feeder 培養、スフェロイド培養、Vitrogel 培養、コラー

ゲンⅣ培養、マトリゲル培養し、１⽇⽬ないし 4 ⽇⽬の細胞増殖と形態学的変化を

観察したところ、NIKS、NIKS-HPV18 ともにマトリゲル培養では細胞集塊を形成

し増⼤することがわかった。⼀⽅でスフェロイド培養では細胞集塊を認めず、

Vitrogel 培養、コラーゲンⅣ培養では⼩さな細胞集塊を作ったが経時的に増⼤しな

かった。ImageJ を⽤いて Vitrogel 培養、コラーゲンⅣ培養、Matrigel 培養の形態の

⼤きさについて Wilcoxon 検定を使⽤し相対的に評価したが、Matrigel 培養で有意に

集塊が⼤きかった。（p < 0.05）。癌細胞では⾜場⾮依存性増殖が可能であることが

知られている。しかし NIKS-HPV18 では浮遊状態でスフェロイドを形成しなかっ

た。このため陽性コントロールとしてまた HPV18 陽性の⼦宮頸癌の細胞株である

HeLa 細胞をスフェロイド培養したところ細胞の成⻑を認めた。以上から NIKS 細胞

に HPV18 を導⼊してもスフェロイド形成能⼒がないことが判明した。（図 6） 
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（図 6）NIKS-HPV18 の各培養条件による細胞増殖と形態学的変化 

 

A 、NIKS-HPV18 を on feeder 培養、スフェロイド培養、Vitrogel 培養、コラーゲ
ンⅣ培養、Matrigel 培養し、１⽇⽬ないし 4 ⽇⽬の形態学的変化を観察した。
NIKS-HPV18 が on feeder 培養で増殖すること、Matrigel 培養で細胞集塊を形成す
ることを確認した。 

B 、HeLa 細胞をスフェロイド培養し、スフェロイド形成を確認した。 

C、Image J を⽤いて Vitrogel 培養、コラーゲンⅣ培養、Matrigel 培養の形態の⼤き
さを⽐較した。Matrigel 培養で有意に Vitrogel 培養とコラーゲンⅣ培養に⽐して細
胞集塊が⼤きくなることを確認した(p<0.05)。 
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6  NIKS-HPV18 と NIKS 細胞の⽐較 

NIKS-HPV18 と NIKS の on feeder 培養とマトリゲル培養における細胞の成⻑を⽐

較検討した。On feeder 培養では MTT アッセイを⽤いて継時的に⽐較検討したとこ

ろ、NIKS-HPV18 と NIKS には細胞増殖能に差を認めなかった。 

マトリゲル培養では ImageJ を⽤いて細胞の⼤きさを⽐較検討した。マトリゲル培養

では NIKS-HPV18 が NIKS に⽐して有意に⼤きな細胞集塊を認めた（p < 0.05）。

（図 7） 
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（図 7）NIKS-HPV18 と NIKS 細胞の⽐較の培養条件による違い 

 

A、on feeder 培養における NIKS-HPV18 と NIKS の MTT アッセイ。on feeder 培
養では NIKS-HPV18 と NIKS で細胞活性の差を認めなかった。 

B、Matrigel 培養における NIKS-HPV18 と NIKS の細胞集塊の変化。Matrigel 培養
では NIKS-HPV18 は NIKS に⽐して day3 でも day8 でも⼤きな細胞集塊を認めた
（p<0.05）。 
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７ Ki67、p16、E4 の免疫染⾊ 

NIKS-HPV18 と NIKS に対してマトリゲル培養を⾏い、細胞増殖マーカーである

Ki67、癌抑制遺伝⼦である p16、ケラチン化マーカーである HPV の E4 蛋⽩に対し

て免疫染⾊を⾏なった。NIKS-HPV18 と NIKS 共に Ki-67 は細胞集塊のより外側で

陽性となる傾向を⽰した。NIKS-HPV18 と NIKS にて p16 が共に陽性であり、

NIKS-HPV18 では E4 が陽性であり、免疫染⾊でも NIKS-HPV18 で HPV-18 の感

染を確認した。（図 8） 
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（図 8）Ki67、p16、E4 の免疫染⾊ 

 

NIKS-HPV18 と NIKS の HE 染⾊, Ki67, p16, HPV 由来 E4 蛋⽩に対する免疫染⾊。
NIKS-HPV18 と NIKS 共に Ki67 が陽性であった。p16 も共に陽性であり、p16 の特
異性の低さによるものが原因が考えられた。HPV 由来 E4 蛋⽩に関しては NIKS-
HPV18 でのみ陽性であった。 
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8 NIKS-HPV18 のプロファイルの特徴と培養条件による変化 

8-1  発現変動遺伝⼦の抽出、KEGG Pathway 解析 

まずは HPV18 ウイルス導⼊によるヒト遺伝⼦発現の差を確認するために、NIKS-

HPV18 と NIKS に対して on feeder 培養（以下 2D）とマトリゲル培養（以下 3D）

を⾏った。NIKS-HPV18-2D と NIKS-2D、NIKS-HPV18-3D と NIKS-3D に対して

発現変動遺伝⼦を抽出したところ、２次元ないし３次元細胞培養どちらでも NIKS

に⽐して NIKS-HPV18 の⽅が遺伝⼦変化を多く認めた。 

更に、３次元培養を⾏うことでより⽣体に近い癌化の実験系となることを確認する

ために、培養条件による遺伝⼦発現の差を確認した。NIKS-HPV18-2D と NIKS-

HPV18-3D 、NIKS-2D と NIKS-3D に対して発現変動遺伝⼦を抽出したところ、

NIKS-HPV18 の⽅が３次元細胞培養の際により多くの遺伝⼦変化を起こすことがわ

かった。（図 9-A） 

NIKS-HPV18 ではウイルス関連変化が多いことが⽰された。更に NIKS-HPV18 で

は２D 培養に⽐して、3D 培養の⽅がウイルス性の癌化、ウイルスの感染、細胞分裂

速度が有意に上昇することが分かった。それに⽐して細胞結合は有意に低下するこ

とも⽰された。（図 9-B） 
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（図 9）NIKS-HPV18 のプロファイルの特徴と培養条件による遺伝⼦変化 

 

A  HPV18 ウイルス導⼊による遺伝⼦発現の差を確認するために、NIKS-HPV18-
2D と NIKS-2D、NIKS-HPV18-3D と NIKS-3D に対して発現変動遺伝⼦を抽出し
た。左は発現遺伝⼦変化数、右は Pathway 解析による具体的な発現変動遺伝⼦。2D
ないし 3D どちらでも NIKS に⽐して NIKS-HPV18 の⽅が多くの遺伝⼦変化を認め
た。ウイルス関連遺伝⼦としては HTLV-1 関連が更新していた（p<0.01）。 

B  培養条件による遺伝⼦発現の差を確認するために、NIKS-HPV18-2D と NIKS-
HPV18-3D 、NIKS-2D と NIKS-3D に対して発現変動遺伝⼦を抽出した。左は発現
遺伝⼦変化数、右は Pathway 解析による具体的な発現変動遺伝⼦。NIKS-HPV18 の
⽅が 3D にてよりウイルス性の癌化、ウイルスの感染、細胞分裂速度はどの遺伝⼦
変化が有意に亢進していた（p<0.01）。 
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９ CAGE 法による培養条件による HPV-18 発現の評価 

次に HPV18 遺伝⼦発現量の維持について on feeder 培養とマトリゲル培養で⽐較し

た。マトリゲル培養では HPV18 の遺伝⼦発現が継代にて on feeder 培養に⽐してコ

ピー数の減少を認めたが、継代により HPV18 遺伝⼦が消失しないことを確認し

た。（図 10-A） 

CAGE 法により HPV18 の転写開始点パターンに着⽬したところ、マトリゲル培養

では on feeder 培養に⽐べ、early promotor がより活性化している傾向がみられた。

（図 10-B） 
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（図 10）継代によるコピー数の変化と CAGE 解析による promotor 活性の変化 

 

 

A、on feeder 培養と Matrigel 培養のコピー数の違いの検討。on feeder 培養の⽅が、
コピー数が維持されていたが（p<0.05）、Matrigel 培養でもコピー数の維持を確認
した。 

B、CAGE を⽤いた promotor に着⽬した遺伝⼦発現量の解析。Matrigel 培養では
on feeder 培養に⽐べて early promotor が活性化している傾向を認めた。 
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考察  

本研究ではまず HPV ジェノタイプ毎と CIN の grade 毎のトランスクリプトーム解

析を評価し、E6/E6*、E1^4、L1 の発現量と発現率を調べることで HPV ジェノタイ

プ毎の CIN の進展形式の違いを検討した。 

図３より E6/E6*の発現率が CIN の grade に合わせて上昇していくのは、本検討と

既報で結果が⼀致していた 21。図４、図５より E1^4 と L1 の発現率については CIN

の grade との相関を認めなかった。そのことは、HPV のジェノタイプが異なってい

ても癌遺伝⼦である E6/E6*が⼦宮頸癌の進⾏とともに増加することは必要不可⽋で

あるが、E1^4 や L1 については grade に依存せず、HPV ジェノタイプ毎に個別の発

現パターンがあることが⽰唆された。 

次に HPV ジェノタイプ毎の発現解析において、まずは図３より E6/E6*の発現パタ

ーンがジェノタイプ毎に異なっていた。より癌化のリスクが⾼いことがわかってい

る HPV16 と HPV18 において、E6*が E6 に⽐して有意に多く発現していた。E6*は

E6 と同様に発癌に関わる役割を持つとされているが意義不明なところが多く、さら

なるデータの蓄積が必要である。 

更に図５より L1 の発現量については、HPV18 で発現を認めなかった。L1 の主な役

割はカプシド形成であり、そのことは細胞分化を伴うウイルス産性能・持続感染に
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関与していると考えられる。それゆえ、HPV18 感染細胞にて L1 の発現を認めなか

ったことは、HPV18 の感染維持にはキャプシド産⽣を介した HPV18 の複製が不可

⽋ではないことを⽰唆すると考えられる。 

本研究の結果は、HPV18 由来の癌化の過程において新しい知⾒を加えたと考えてい

る。図５より HPV18 感染患者で L1 の発現を認めないことは、CIN の早期の段階で

細胞分化の障害と、早期のインテグレーションが起こることを⽰唆し、そのことが

HPV18 感染での癌化速度の速さに関与していると⽰唆された。 

それに⽐して、HPV52 は CIN2, 3 のように進展している場合でも L1 の発現が⾮常

に⾼いことが分かった。通常は細胞分化の障害による CIN の進展に伴い、L1 の発

現は少なくなっていくと考えられている 22.23。HPV18 に⽐して HPV52 においては

L1 の発現が、CIN が進展しても⾼値であることは、HPV52 感染の病変では細胞分

化を伴う HPV の感染⽣活史が維持されていることが⽰唆される。また CIN3 におい

ても HPV52 感染患者では L1 が⾼発現であることは、インテグレーションがより遅

い段階で起きている可能性を⽰唆した。HPV52 感染は癌患者での検出率は低いが

CIN 患者では⾼頻度に検出される 16。また Markov モデルの解析でも、HPV52 感染

症例では CIN1, 2 の期間が持続しやすいこともわかっている。HPV52 感染患者が

CIN の期間が⻑い事は、⾼い L1 の発現率と関係している可能性があると考えられ

る。 
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本研究ではいくつかの制限がある。１、E1^4 に関してはスプライシングサイトのみ

を評価しているため、癌化について⼗分に検討することが困難であった。２、

HPV18 の患者数が少なくより多くの患者数で検討できなかった。３、横断的研究で

あるため、CIN の進展・退縮への関与を検討するにはコホート研究が必要と考えら

れた。 

また本研究では NIKS-HPV18 の３次元細胞培養モデルの確⽴をした。癌細胞では⾜

場⾮依存性増殖が可能であることが知られている。しかし図６より NIKS ならびに

NIKS-HPV18 ではマトリゲル培養のみで細胞集塊の増⼤を認め、浮遊状態でスフェ

ロイドを形成しなかった。陽性コントロールとして使⽤した HeLa 細胞では⾜場⾮

依存的にスフェロイド形成を確認した。また図７より NIKS-HPV18 細胞と NIKS 細

胞の対⽐において、２次元細胞培養では MTT 活性に有意差はないが、３次元細胞

培養では有意に細胞集塊を形成することが確認された。 

以上から NIKS 細胞に HPV18 を導⼊するだけではスフェロイド能⼒がなく、また⾜

場としてはコラーゲンⅣだけでは不⼗分であり、マトリゲルのラミニンによる細胞

外マトリックスが NIKS ならびに NIKS-HPV18 の３次元細胞培養には必要であるこ

とが⽰唆された。更に図９より HPV18 の遺伝⼦は３次元細胞培養でより発現が活

性し、細胞増殖を促進・癌化させることが⽰唆された。これは３次元細胞培養では

癌遺伝⼦がより活性化するといった既報と合致する 51.52.53。 
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更に遺伝⼦解析により３次元細胞培養では２次元細胞培養に⽐してウイルス感染パ

スウェイや癌化のパスウェイが活性化することが⽰された。更に図 10 より early 

promotor の発現活性が late promotor に⽐して相対的に⾼くなることも確認され

た。このことは⽣体における基底層での癌化進展時に観察されることと⼀致する

45.54。またこの結果は CIN の検討で HPV18 感染細胞にて L1 の発現を認めなかった

ことと⼀致する。 

以上のことより、マトリゲルを⽤いた NIKS-HPV18 を⽤いた３次元細胞培養は、よ

り⽣体内に近い環境での HPV18 による細胞癌化モデルとして使⽤できる可能性が

あると考えている。 

本実験系ではいくつかの制限がある。１、今回ヒト未成熟ケラチノサイトとして

NIKS 細胞を使⽤したが、⼦宮頸部の細胞ではない。２、複数回の継代による遺伝⼦

発現維持を確認していない。 

このような制限があるが、マトリゲルによる３次元細胞培養は HPV18 関連の癌化

解析モデルとして⼗分実験系として使⽤できると考える。 
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結論  

本研究では、まず HPV のジェノタイプ毎のトランスクリプトーム解析を⾏った。 

HPV 由来トランスクリプトームの発現パターンは感染 HPV ジェノタイプ毎に特徴

があることがわかった。特に、ウイルスキャプシドに関わる L1 については、

HPV18 感染患者で発現を認めず、HPV52 感染患者では CIN が進展した患者でも⾼

発現であることがわかった。本検討は横断的研究であるため追跡調査が必要である

が、そのことは HPV18 の短い CIN の期間と HPV52 の⻑い CIN の期間と関連して

いる可能性が考えられた。HPV のジェノタイプ毎に癌化の過程が異なる可能性が⽰

唆され、今後 HPV ジェノタイプ毎の CIN 管理⽅法を検討するうえで基盤となる可

能性がある。 

また臨床的に特に問題となりやすい HPV18 に注⽬し、NIKS-HPV18 の３次元細胞

培養モデルを確⽴した。マトリゲルを⽤いて３次元細胞培養を⽤いることで、より

⽣体環境に類似した HPV18 遺伝⼦の活性化を確認できた。本研究のマトリゲルを

⽤いた NIKS-HPV18 の 3 次元細胞培養モデルは、今後の HPV18 の持続感染や

HPV18 による癌化を検討するモデルとして活⽤できる可能性がある。 
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