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原 著

当院におけるASC-US（atypical squamous cells of
undetermined significance）症例からの

HPV（Human papillomavirus）type の検出状況
―子宮頚部癌予防へのHPVタイピングの必要性について―

長岡中央綜合病院、病理部；臨床検査技師１）、病理医２）

おお たき なお や は せ がわ ひで ひろ と だ せい じ かた ぎり たか みつ こ すぎ ひさ よし

大瀧 直也１）、長谷川秀浩１）、戸田 誠二１）、片桐 丘充１）、小杉 久良１）、
おお はし たま き たけ ひ けん た いし ざわ しげ かず い か らし とし ひこ

大橋 珠紀１）、竹日 健太１）、石澤 重一１）、五十嵐俊彦２）

目的：子宮頸部細胞診検査で ASC-US と判定された
症例から PCR-RFLP 法（Polymerase chain reac-
tion-restriction fragment length polymorphism）に
よるタイピングで検出された HPV type の状況
についてまとめたので報告する。

方法：２０１１年１月から２０１２年１２月に当院にて子宮頸部
細胞診検査を行なった７５５５件のうち ASC-US
と判定された１２５症例を対象とし、PCR 法によ
り HPV-DNA の存在を確認し、その後 PCR-
RFLP 法にてタイピングを行なった。

結果：ASC-US１２５症例のうち HPV 陽性は６２例、HPV
陰性は６３例であった。そのうち high risk group
が検出されたのは５２件であった。type 別にみる
と type５８が１９例、type１６が１６例、type１８が１０例、
type３１が６例、type５２が５例、type３９が３例、type
３３が２例、type３５が２例、type５６が１例であっ
た。年代別の HPV 検出率は、１０代が７５％、２０
代では７６％、３０代では５０％、４０代では６０％、５０
代では２２％、６０代では５８％、７０代では４３％であっ
た。また、年代別の high risk group の検出率は、
１０代では５０％、２０代では６１％、３０代では３２％、
４０代では４４％、５０代では１１％、６０代では４２％、
７０代では４３％であった。

結論：ASC-US１２５症例の約半数が HPV 陽性であり、
そのうち high risk group が４２％を占めた。HPV
検出率、high risk group 検出率共に若い世代で
は高く、２０代をピークとし５０代以上からは低く
なっていった。また、type 別の検出率では type
５８が１５％と一番多く、次に type１６が１３％、type
１８が８％と続いた。HPV ワクチンの対象とさ
れている type１６，１８は合わせても２０％程度で
あった。HPV の分布には地域偏在性があり、
現行の２価および４価の HPV 予防ワクチンで
は子宮頸癌全体の２０～７０％しか予防できないこ
とが確認できた。子宮頸癌の予防には従来の子
宮頚部細胞診検査および子宮頸がん検診の重要
性は変わらず、HPV 検査および HPV タイピン
グにより的確なfollow upが望めると共に今後、
予防ワクチンの効果を確認するためにも HPV

タイピングの必要性は高くなると考える。

キーワード：子宮頚部細胞診検査、ASC-US（atypical
squamous cells of undetermined significance）、
HPV（Human papillomavirus）タイピング、PCR
-RFLP 法（Polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism）、HPV 予防ワク
チン

緒 言

ヒトパピローマウイルス（Human papillomavirus :
HPV）は尖形コンジローマや子宮頚部前癌病変とされ
る子宮頚部上皮内腫瘍（cervical intraepithelial neopla-
sia : CIN）および子宮頸癌の発生に深く関与している
DNA ウイルスである。HPV は現在１００種類以上が知
られているが１）、尖形コンジローマなどの良性病変か
ら検出される Low risk group（主に type６，１１）と癌と
関連する high risk group（主に type１６，１８，３１，３３，
３５，３９，５２，５８）に分類されている２），３）。

子宮頚部細胞診の判定方法であるベセスダシステム
２００１では子宮頚部病変を HPV 感染による一連の変化
と捉え、病変の進行により軽度扁平上皮内病変（low-
grade squamous intraepithelial Lesion : LSIL）と高度扁
平上皮内病変（high- grade squamous intraepithelial Le-
sion : HSIL）に分類される。LSIL は HPV による細胞
変化と CIN１が相当し、HSIL には CIN２及び CIN３が相
当する４）。また、ベセスダシステム２００１には SIL のグ
レーゾーンともいえる異型扁平上皮細胞（atypical
squamous cell : ASC）が設けられており、ASC-US（un-
determined significance、LSIL を否定できない）と ASC
-H（HSIL を否定できない）に分けられる。子宮頚部
細胞診検査単独で ASC-US と判定された場合、HPV
検査もしくは細胞診やコルポスコピー検査による６ヶ
月ごとの追跡とされている５）。

今回、我々は子宮頚部細胞診検査で ASC-US と判
定され、その後 HPV 検査の依頼があった症例を PCR
法にて HPV-DNA の存在を確認し、その後 PCR-RFLR
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法によりタイピングされた HPV type の検出状況につ
いてまとめたので報告する。

症例および方法

１：症例
２０１１年１月から２０１２年１２月に当院を受診し子宮頚

部細胞診検査（Liquid based cytology : LBC 法による）
を行った７５５５件のうち ASC-US と判定され、臨床よ
り HPV 検査の依頼があった１２５症例を対象とした。

２：DNA 抽出
子宮頚部細胞診検査に使用した検体採取バイアル

（BD シュアパスバイアル）内の残液１ml を１．５ml
用サンプルチューブに採取し、遠心分離（１２０００
rpm，１０min）。得られた沈査を１０mM PBS で洗浄し
遠心分離（１２０００rpm，１０min）する。上清を捨て得
られた沈査に１０mg/ml proteaseK １００μl と１０％SDS
１０μl を加え５６℃２時間にて蛋白分解を行った後
フェノール・クロロホルム法で DNA を抽出した。

３：プライマー
HPV の DNA 増幅に用いたプライマーおよび

PCR 法による増幅条件、PCR-RFLP 法による HPV
タイピングについては長谷川等６），８）のパラフィン包
埋組織から HPV 解析行った方法に準じた。

sense pU-１M：５’-TGT CAA A AA CCG TTG TGT
CC-３’

pU-１M-L：５’-TGT CAA AAA CCG TTG TGT
CCA GAA GAA AA-３’

anti-sense pU-２R：５’-GAG CTG TCG CTT AAT
TGC TC-３’

pU２R-N：５’-TCT GAG TCG CTT AAT
TGC TC-３’

これらのプライマーにより増幅される HPV-DNA
は HPV の DNAシーケンスから２３１bp-２７１bpのDNA
のフラグメントである。なお、本プライマーにより
増幅される HPV は type１６，１８，３１，３３，３５，３９，
４５，５１，５２，５６，５８であり、子宮頸癌との関連性が
低いとされている type６，１１など low risk group に属
する HPV をはじめ、他のウイルスやヒト DNA と
のホモロジーについては否定されている。

４：PCR 法
PCR 反応液は２１μl（d-DW：１４μl，１０×PCR buffer

with １５mM MgCl２：２μl，２mM dNTP：２μl，２５pM
pU-１M：０．５μl，２５pM pU-１M-L：０．５μl，２５pM pU-
２R：０．５μl，２５pM pU-２R-N：０．５μl，１U Ampli Taq
Gold, DNA サンプル１μl）に調整し、PCR のサーマ
ルプログラムは９５℃１０分の hot start を行った後、①
denature９４℃ １分、② annealing５５℃ ２分、③ exten-
sion７２℃ ２分を４０サイクル行った後 Last extension
として７２℃１０分伸張させる。

５：制限酵素断片長多型（Polymerase chain reaction-re-
striction fragment length polymorphism : PCR-RFLP）
法による解析
PCR 法での結果から、子宮頸癌関連 HPV-DNA

の存在が確認された症例については、HPV 各タイ
プの DNA の配列からそれぞれのタイプについて特
徴的であると判断される配列を制限酵素により切断
し、その電気泳動パターンによりタイピングを行っ

た。使用した制限酵素と切断された結果、確認され
るフラグメントの長さについては表．１に示す。ま
た、制限酵素処理の反応液の組成は増幅 HPV-DNA
６μlについて１０×M Universal buffer２μl, Enzyme１μl,
d-H２O１１μl を加え、３７℃ ２時間反応させる。

結 果

ASC-US と判定された１２５症例のうち HPV 陽性は６２
例（４９．６％）、HPV 陰性は６３例（５０．４％）であった（図
１）。HPV 陽性例のうち high risk group が検出された
のは５２例であり、ASC-US１２５症例の４２％（５２／１２５）で
あった。また、検討した症例の中には異なる type に
よる多重感染症例が１９例あり、HPV 陽性例の３１％を占
めるものであった。尚、多重感染症例の感染状況は、
異なる２種類の type が検出された症例が１３例、３種
類の type が検出された症例が５例、４種類の type が検
出された症例が１例であった。HPV 陽性症例６２例から
検出されたHPVの総数はhigh risk groupに属するもの
は６４例、low risk group に属するものが２３例であった。

type 別にみると high risk group では type１６が１６例
（１３％）、type１８が１０例（８％）、type３１が６例（５％）、
type３３が２例（２％）、type３５が２例（２％）、type３９
が３例（２％）、type５２が５例（４％）、type５６が１例
（１％）、type５８が１９例（１５％）であり、low risk group
は２３例（１８％）であった（図２）。

年代別の HPV 検出率は、１０代が７５％（３／４）、２０代
では７６％（３９／５１）、３０代では５０％（１７／３４）、４０代では
６０％（１５／２５）、５０代では２２％（４／１８）、６０代では５８％
（７／１２）、７０代では４３％（３／７）であった（図３）。ま
た、年代別の high risk group の検出率は、１０代では５０％
（２／４）、２０代では６１％（３１／５１）、３０代では３２％（１１／
３４）、４０代では４４％（１１／２５）、５０代では１１％（２／１８）、
６０代では４２％（５／１２）、７０代では４３％（３／７）であっ
た（表１）。

考 察

HPV は子宮頸癌の９５％以上からウイルス遺伝子が
検出され、子宮頸癌のリスク因子である事が知られな
がらも子宮頚癌の診断には細胞診、コルポスコピー
診、組織診の段階を経て確定されており、いずれも形
態学的変化を以って現状の状況を確認しているにすぎ
ない。細胞診では日母分類に変わりベセスダシステム
２００１が導入されたが、通常のスクリーニングにおいて
は HPV の感染を完全には補足し得なかったが、米国
FDA が２００４年に子宮頸癌検診に細胞診とともに HPV
検査を併せて行うことを承認したのをきっかけとし
て、本邦においても分子生物学的検出法の導入が望ま
れ広がりをみせはじめている。

今回、ASC-US１２５症例の約半数が HPV 陽性であ
り、そのうちの４２％に high risk group の感染がみられ
た。逆にいえば ASC-US の約６０％は陰性化したと考
える事ができその結果は、ASC-US の６０～７０％は自然
消失する７）との報告に一致する。ASC-US と判定する
場合、LSIL を疑うが異型細胞が少ない、異型に乏し
い、背景に非腫瘍性病変や炎症・変性による細胞変
化、乾燥による核腫大、その他の人工的要因を伴う場
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合が多い。旧判定方法である日母分類ではこのような
場合 Class Ⅱと判定される事が多いと思われる。また
細胞学的分類ではなく ASC-US における high risk
group の陽性率と当施設にて検討した病変別の high
risk group の陽性率８）についても比較したところ、CIN１
～CIN３では陽性率が６０～８０％であるのに対し、ASC-
US では４０％程度と低く、high risk group の陽性率の
比較からも ASC-US という判定には CIN 以外にも腫
瘍に無関係な変化が含まれていることを示唆するもの
であった。細胞診のみで陰性か SIL かを分類すること
は完全には不可能である事からあえて不確定、グレー
ゾーン的な判定であるが、ASC-US という判定を用い
ることによって HPV 検査という選択肢をつくり、そ
の結果により的確な follow up が望めるようになると
考えるならば極めて有効な判定方法であると思われる。

当院における HPV 検査の結果については、HPV 検
出率、high risk group 検出率共に若い世代では高く、
２０代をピークとし５０代以上からは低くなっていった。
また、low risk group の検出率についても同様の結果
であり、７０代では検出されなかった。HPV 陽性例に
おけるtype別の検出率ではtype５８が１５％と一番多く、
次に type １６が１３％、type １８が８％と続いた。HPV ワ
クチンの対象とされている type１６，１８については２０％
程度の予防効果しか望めないと判断せざるを得ない結
果であった。当施設では以前、Class Ⅲ a 以上と判定
され病理検査に提出された生検材料での HPV を調査
したが、結果は一番多く検出されたのは type３１であっ
たが、次いで type５８も多く検出されており実際、type
１６，１８については合わせても３０％程度の検出結果で
あった８）。また、同様に子宮頸部扁平上皮癌２９４例を
southern blot 法で調べたところ type１６，１８は３２％に過
ぎなかったとも報告されている９）。これは、日本では
正常から子宮頚癌に至るいずれの病変においても type
１６に次いで多く検出されるのはtype５２，５８と報告され
ており、type５２，５８が多い傾向は東アジア地域に共通
しており HPV の分布には地域偏在性があるとの報告
と一致する結果が得られた。また、アジアだけ他の地
域に比べ type１６，１８が少ないとの報告もある１０）。

今回の結果ではtype１６，１８は２０％程度であったが、
本邦においては type １６，１８を原因とする子宮頸癌は３２
～７０％１１），１２）と報告にばらつきがみられ日本国内にお
いても地域偏在性が示唆された。今回の検討結果も含
め我々が行なった結果８）から現行の２価および４価の
HPV 予防ワクチンでは予防できる子宮頸癌は期待さ
れる程の効果は望めないとした山川等１１）の報告に概ね
一致するものであった。２００９年から日本でも HPV 予
防ワクチンの接種が始まったが、今後も子宮頸癌を予
防するためには、従来の子宮頚部細胞診検査、HPV
検査および子宮頸がん検診の重要性は変わらないと考
える。また感染している type により子宮頸癌が発症
するリスクが異なるとされており、type１６が検出され
た場合には、HPV が検出されない場合の４３４倍、type１８
が検出された場合は２４８倍とされている１３）。このよう
に type によりリスクが異なるとされている事から感
染している HPV の type にあった的確な follow up
行っていくために HPV タイピングは重要であり、ま
た今後の HPV ワクチンの予防効果を確認するために
もその必要性が高くなると考える。
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表．１ 制限酵素により切断されるHPV-DNAのフラグメントの長さ

HPV 増幅全鎖長
制限酵素

Afa Ⅰ＋Vpak Ⅱ B Ⅰ Bgl Ⅱ Acc Ⅰ BmeT１１０Ⅰ

５１ ２４６ １１０/８５/５１ － － －
４５ ２７１ １００/９３/７８ － － －

３３ ２４４ １３６/１０８ － － －
３１ ２３３ １１９/１１４ － － －
１８ ２６８ １７２/９６ － － －
１６ ２３８ １５７/８１ － － －

３５ ２３２ － － － １７７/５５

５６ ２５０
５２ ２３１ －

８６/８４/８０
１７６/５５ －

－ －
－
－

３９ ２７１ １０４/１００/５１/１６ － － －

５８ ２４４ － － １２６/１１８ －

図．１ ASC-US１２５件中のHPV陽性率

Purpose : The significance of HPV subtyping analysis for
ASC-US in cytology was under consideration. We
examined HPV-positivity and subtyping by the
PCR - RFLP method from ASC-US specimens and
reported.

Study design: We intended for１２５cases judged to be ASC
-US among７，５５５cases that received an uterine cer-
vical cytological examination in our hospital in De-
cember,２０１２from January,２０１１. These cases were
confirmed their presence of the HPV-DNA by PCR,
and typed by the PCR - RFLP method subsequently.

Results : Among ASC-US１２５cases,６２cases were positive
HPV and５２cases showed high risk group of HPV.
The distribution of HPV subtypes was as follows :
type５８,１９cases ; type１６,１６cases ; type１８,１０
cases ; type３１,６cases ; type５２,５cases ; type３９,
３cases; type３３,２cases; type３５,２cases; type５６,
１case. The generation detection rate of HPV was
as follows : the teens,７５％；the２０s,７６, the３０s,
５０％ ; the ４０s, ６０％；the ５０s, ２２％；the ６０s,
５８％；the７０s,４３％. Also, the rate of detection of
high risk group according to the generation was as
follows : the teens,５０％；the２０s,６１％；the３０s,
３２％；the ４０s, ４４％；the ５０s, １１％；the ６０s,

４２％；the７０s,４３％．
Conclusions : HPV was positive in about half of the ASC

-US １２５ cases, and high risk group of HPV ac-
counted for４２％．HPV positive rate was higher in
younger generations and lowered from the fifties.
HPV type５８was the highest subtype at the rate of
detection（１５％）, and followed type１６（１３％）and
type１８（８％）. Both type１６and１８targeted for
the HPV vaccine were２０％ in the detection rate.
Distribution of the HPV subtypes was regarded as
the reginal difference, which prevented only２０or
７０％ of the whole cervical cancer by these current２
values and the tetravalent HPV prevention vaccine.
It is still important to perform the conventional
cervical cytology with HPV typing to prevent cer-
vical cancer, and HPV subtyping analysis was ex-
pected to analyze the efficiency of HPV vaccine.

Key words : uterine cervical cytological examination,
ASC-US（atypical squamous cells of undetermined
significance）, HPV typing（Human papillomavirus
typing）, PCR - RFLP method（Polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism
method）, HPV prevention vaccine
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図．２ HPV type 別の検出件数

図．３ 年代別のHPV検出総数

表．２ 年代別の high risk group の検出率

１０代 ２０代 ３０代 ４０代 ５０代 ６０代 ７０代
２／４ ３１／５１ １１／３４ １１／２５ ２／１８ ５／１２ ３／７
５０％ ６１％ ３２％ ４４％ １１％ ４２％ ４３％陽性率

陽性／症例数
年齢

（２０１３／０２／１１受付）
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