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授与番号 甲第 1739号 

 

論文内容の要旨 

 

Expression of cell cycle-related proteins in oropharyngeal squamous cell carcinoma 

based on human papilloma virus status 

（ヒトパピローマウイルス陽性中咽頭扁平上皮癌における細胞周期関連蛋白の発現） 

（土田宏大，菅井有，上杉憲幸，石田和之，佐藤郁郎，松浦一登，志賀清人，佐藤宏昭） 

（Oncology Reports 38巻, 2号, 平成 29年 8月掲載） 

 

 

Ⅰ．研究目的 

 近年減少傾向にある頭頸部癌の中で中咽頭癌は増加傾向にあり，その誘因としてヒトパ

ピローマウイルス（Human papilloma virus，HPV）が癌発生に関与しているためと考えら

れている．近年の報告では，日本の中咽頭癌における HPV陽性率は年々増加しており，欧

米ではこの傾向はさらに顕著である．また，HPV 陽性中咽頭癌は化学放射線療法に高感受

性であることから良好な予後が示されており，HPV 感染は中咽頭癌において重要な予後予

測因子とされ，HPV のスクリーニングが重要視されている．一般的に発癌は細胞周期関連

蛋白の異常と密接に関わっており，癌抑制遺伝子と癌遺伝子のバランスの異常が発癌につ

ながると考えられているが，中咽頭癌における細胞周期関連蛋白の動向，また HPV陽性中

咽頭癌が予後良好な理由に関しては不明な点が多い．本研究では，HPV 感染による発癌過

程に関与すると考えられる，細胞周期関連蛋白の免疫組織学的な発現割合を検討し，中咽

頭扁平上皮癌における HPV感染の有無と細胞周期関連蛋白の関連性を明らかにすることを

目的とした．また，理想的な HPV の検出法が未だ確立されていない中, HPV の surrogate 

marker として細胞周期関連蛋白の一つである p16 の免疫組織学的な発現の有用性が報告

されていることから, 本研究においても HPV検出結果と p16の免疫組織学的な発現割合と

を比較することで，p16の surrogate markerとしての有用性を検討した． 

 

 

Ⅱ．研究対象ならび方法 

岩手医科大学医学部および宮城県立がんセンター頭頸部外科において 1996～2016 年に

手術が行われた中咽頭扁平上皮癌 98 例を対象とした．各症例の手術検体から適切な部位

を切り出した後に作製したパラフィン包埋ブロックからヘマトキシリン・エオジン染色標

本を作製し，形態の確認を行うとともに，最も腫瘍の面積が広い切片を代表切片とした． 

代表切片に対し免疫組織化学染色を行い， 腫瘍細胞核内の細胞周期関連蛋白 (p16， 

p53，p-Rb，p21，p27，SKP2，cyclin D1，cyclin A，Ki-67，p-c-Myc)の発現を解析した．

標本をスライドスキャナー (Aperio ScanScopeAT2 Ver.1.1, Leica)でバーチャルスライ

ド化し，腫瘍の Hot Spot領域内の陽性細胞の割合を Aperio ImageScope v12.0.1 (Leica)

を用いて算出した．また， p16陽性細胞の割合が>30%を示す症例を p16陽性と定義した. 

HPV感染は real-time PCR (polymerase chain reaction)と ISH (in situ hybridization)
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を用いて解析した. cobas® 4800 を使用し，10μm パラフィン代表切片を対象として HPV

のタイプ特異的プライマーを用いて real-time PCRを行い, 遺伝子の増幅曲線から陽性と

陰性を判定した. また HPV 検出キット INFORM®を使用し, ハイリスク HPVに特異的なプロ

ーブを用いて HPV-DNAを検出した. 腫瘍細胞の核が均一またはドット状に染色された細胞

が腫瘍細胞の 10％以上に認められた症例を HPV陽性とした. 

臨床病理学的所見と HPV感染の有無の比較および HPV感染と p16の発現の比較はカイ２

乗検定を, PCR における ΔCt の比較と細胞周期関連蛋白の免疫組織学的な発現は

Mann-Whitney U検定を用いて解析し, P値が 0.05未満を有意差ありと判定した. 

 

 

Ⅲ．研究結果 

1. 各検査法における HPV陽性率と HPV type内訳 

 Real-time PCR法，ISH法を用いて HPV-DNAを検索した．方法別の HPV陽性率は，real-time 

PCR法が 46.9%(46/98)，ISH法が 27.6%(27/98)で，全体の HPV陽性率は 46.1%(47/98)であ

った．Real-time PCR法における HPV typeの内訳は，type16が 89.1%(41/46)，type18が

2.2%(1/46)，その他の typeが 8.7%(4/46)であった． 

2. HPV有無別で比較した臨床病理学的所見 

 HPV 陽性・HPV 陰性症例間で比較したところ，年齢，中咽頭亜部位，分化度，リンパ節

転移の有無に関してそれぞれ統計学的に有意差を認めた． 

3. PCR陽性群における HPVの相対的定量の検討 

 PCRが陽性となった 46症例に対し, PCRの Ct値の差であるΔCtを用いて HPVの相対的

定量を行った結果, PCR+/ISH-群よりも PCR+/ISH+群において有意にΔCtが小さかった.  

4. PCR+/ISH+群と PCR+/ISH-群間で比較した臨床病理学的所見 

 HPV陽性群のうち, PCR+/ISH+群と PCR+/ISH-群間で臨床病理学的所見を比較したところ，

中咽頭亜部位，リンパ節転移の有無に関してそれぞれ統計学的に有意差を認めた． 

5. HPV有無別で比較した細胞周期関連蛋白の免疫組織学的な発現割合 

 HPV陽性群においては癌抑制遺伝子産物である p16，p27が，HPV陰性群においては癌増

殖過程で発現が増加する蛋白である p53，p-Rb，SKP2，cyclin D1，p-c-Mycがそれぞれ有

意に高値を示した． 

6. HPV検出結果と p16発現の比較 

 HPV 陽性群中 p16 陽性の症例は 80.9% (38/47)，HPV 陰性群中 p16 陰性の症例は 19.6% 

(10/51)であり(p<0.001), HPV-DNA の検出と p16 の発現の一致度はκ係数=0.61 と良好な

結果を示した． 

 

 

Ⅳ．結  語 

 HPV 陽性中咽頭扁平上皮癌においては HPV と細胞周期関連蛋白との間に関連性を有して

おり，中咽頭扁平上皮癌の発癌機構の解明に有用であると考えられた．また，PCR と ISH

の検査結果をもとに存在する HPV量ならびに臨床病理学的所見に関し検討した結果, 有意

な差を認めた. HPV-DNA の存在と免疫組織学的な p16 の発現は良好な一致度を示したこと

から，p16は HPVの surrogate markerとしての可能性があるものと考えられた． 
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論文審査の結果の要旨 

 

論文審査担当者 

 主査 教授 村木  靖（微生物学講座：感染症学・免疫学分野） 

 副査 教 授 佐藤 宏昭（耳鼻咽喉科学講座） 

 副査 准教授 平海 晴一（耳鼻咽喉科学講座） 

 

 

 近年増加傾向にある中咽頭癌の誘因としてヒトパピローマウイルス（HPV）の関与がある．

HPV 感染の有無は中咽頭癌の重要な予後予測因子とされるが，その詳細は不明な点が多い．本

研究では中咽頭扁平上皮癌におけるHPV感染の有無と細胞周期関連蛋白の発現の関連性を明ら

かにすることを目的とした．中咽頭扁平上皮癌の組織標本 98 例に対し免疫組織化学染色を行

い，腫瘍細胞核内の細胞周期関連蛋白の発現を解析した．また腫瘍内の HPV-DNAを real-time 

PCRと ISH (in situ hybridization)で検出した． HPV陽性率は 46.1% (47/98)であり，年齢，

腫瘍の亜部位，分化度，リンパ節転移の有無に関して HPV 感染の有無で有意差を認めた．HPV

陽性群において癌抑制遺伝子産物(p16，p27)が，HPV 陰性群において癌の増殖過程で発現が増

加する蛋白(p53，p-Rb，SKP2，cyclin D1，p-c-Myc)がそれぞれ有意に高値を示し，HPV感染の

有無により特異的な発現パターンを持つことが示唆された．HPV陽(陰)性例と p16陽(陰)性例

は良く相関し (p<0.001)， さらにその一致度はκ係数=0.61と良好であった． 

 本論文は，中咽頭扁平上皮癌において p16が HPVの surrogate markerとして有力な候補に

なるという有益な知見を示した研究といえる．学位に値する論文である． 

 

 

試験・試問の結果の要旨 

 HPV感染による p16発現の機序，HPV-DNAの検出法の感度と意義，surrogate markerの有用

性と限界などについて試問を行い，適切な解答を得た．学位に値する学識を有していると考え

る．また，学位論文の作成にあたって，剽窃・盗作等の研究不正は無いことを確認した． 
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