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研究成果の概要（和文）：HPV-6は9つの遺伝子を持つ。HPV-6感染・喉頭乳頭腫において、E4、E5aおよびE5bが
全ウイルス遺伝子の発現の96％を占めていた。さらに、これら3遺伝子の発現は同期していた。さらにE4 遺伝子
が最も発現していたことから、抗HPV-6E4抗体を作製し、E4タンパク質が乳頭腫内で主要に発現することを証明
した。以上より、喉頭乳頭腫の形成および維持にE4、E5aおよびE5bが重要な働きをすることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：HPV-6 has nine genes. In HPV-6-infected laryngeal papilloma, E4, E5a and E5b
 accounted for 96% of the total viral gene expression. Interestingly, these three genes were 
synchronizedly expressed in the same cells of laryngeal papillomas. Since the E4 gene was the most 
expressed, we produced an anti-HPV-6E4 antibody and proved that the E4 protein is the major 
expressed in papillomas. These results suggest that E4, E5a and E5b play an important role in the 
formation and maintenance of laryngeal papillomas.

研究分野： 耳鼻咽喉・頭頸部外科学

キーワード： 喉頭乳頭腫　HPV-6　ヒトパピローマウイルス　HPV　in situ hybridization　抗体作製
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで喉頭乳頭腫においてHPV全遺伝子の発現および発現部位など詳細に調べられていなかった。本研究は、
全遺伝子の発現プロファイルと発現部位を明らかにしたことより、喉頭乳頭腫におけるウイルスの動態の全体像
を明らかにした。特に、E4、E5aおよびE5bが乳頭腫形成に重要な働きをしていることが示唆された。HPV-6 E4に
ついてはこれまで抗体がなかったが、今回我々が世界で初めてモノクローナル抗体の作製にも成功した。今後、
これらの成果をもとに治療法などの開発をして、臨床に還元していきたい。

※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 
喉頭乳頭腫は、ヒトパピローマウィルス 6 型または 11 型（以下、HPV-6、HPV-11）が喉頭に感
染することで形成される腫瘍で、多発性かつ再発性であり、難治性の疾患である。一般的に、喉
頭乳頭腫において HPV-6 が最も主要なサブタイプで、HPV-11 は少ないことが知られる。HPV-
6 および HPV-11 は 9 つの遺伝子（E6、E7、E1、E2、E4、E5a、E5b、L2、L1）を持つ。
HPV は扁平上皮細胞に感染し、細胞の分化に合わせて各ウイルス遺伝子を発現させている。一
方、喉頭乳頭腫においては、HPV の各遺伝子の発現プロファイルから機能まで詳細はまだよく
わかっていなかった。喉頭乳頭腫の治療法を確立するためには、ウイルスの遺伝子の分化に合わ
せた各ウイルス遺伝子の発現パターンなどの基本的な情報の集積が重要である。 
 
２．研究の目的 
2010 年から 2018 年までの当科を受診した喉頭乳頭腫の患者は 16 名おり、そのうち HPV-6 が
13 名（81.3%）、HPV-11 が 3 名（18.7%）であり、HPV-6 が主要な HPV 型であった。そこで、
本研究では最も喉頭乳頭腫で主要な HPV-6 に焦点を当て、9 つのウイルス遺伝子発現のプロフ
ァイルを調べ、さらに乳頭腫内における各遺伝子の発現の局在を明らかにすることを目的とし
た。その上で、最も発現の高い遺伝子に関してはさらに抗体を作製し、ウイルス mRNA が実際
にタンパク質に翻訳されているかについても明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
まず 9 つのウイルス遺伝子発現量を測定するために HPV-6 の全ての遺伝子をクローニングし、
リアルタイム PCR 法を用いた絶対量の測定系を確立し、測定をした。また喉頭乳頭腫内におけ
るウイルス量として、ウイルス DNA のコピー数についても同様の系で測定した。つづいて、発
現の高い遺伝子と発現の低い遺伝子について喉頭乳頭腫内での局在を明らかにするため、RNA 
in situ hybridization 法を確立し、調べた。またウイルス DNA の局在についても DNA in situ 
hybridization 法で調べた。さらに発現の高い 3 つのウイルス遺伝子については、蛍光 RNA in 
situ hybridization を行い、共発現しているのか、調べた。抗体作製は、ウイルスタンパク質を
大腸菌で発現させ、これを抗原タンパク質として用いた。つづいて、琉球大学免疫学・寄生虫学
講座の村上明一先生が樹立したアルパカ VHH ファー
ジライブラリーから ELISA で特異的にウイルスタン
パク質に結合する抗体クローンを取得した。さらに
HEK293T 細胞でウイルス遺伝子をトランスフェクシ
ョンし、ウイルスタンパク質を発現させ、ウエスタン
ブロットを行い、より特異的にウイルスタンパク質に
結合する抗体クローンを選別した。最後に、得られた
抗体クローンを用いて、HPV-6 感染喉頭乳頭腫および
HPV-11 感染喉頭乳頭腫の組織切片上で免疫染色を行
った。 
 
４．研究成果 
HPV-6 感染・喉頭乳頭腫において 9 つのウイルス遺伝
子（E6、E7、E1、E2、E4、E5a、E5b、L2、L1）
のうち、E4 遺伝子が最も高く発現しており、つづいて
E5b、E5a の順で高く発現していた（図 1）。一方、こ
の 3 遺伝子に比べ、E6、E7、E1、E2、L2 および L1
の発現は有意に低かった（図 1）。さらに、再発して
いる 1 名患者でウイルス mRNA の発現とウイルス
DNA 量を 80 ヶ月間調べたところ、ウイルス mRNA
量とウイルス DNA 量はパラレルに変動していた（図
2）。さらにウイルス DNA 量とウイルス mRNA 量の
相関を 10 名の患者で調べたところ、ウイルス DNA
量と有意に正の相関があったのは、E5a mRNA と L2 
mRNA であった。また有意差が出なかったが、E1 
mRNA と L1 mRNA も正の相関を示す傾向があっ
た。L1 と L2 はウイルスカプシドを構成するタンパ
ク質であり、E1 はウイルス DNA の増幅に関わる
DNA ヘリカーゼであることから、これらがウイルス
DNA 量と同期する点は妥当な結果であった。一方、
E5a はまだ機能がよくわかっていないが、他のハイ
リスク型 HPV などでウイルス DNA の合成に関わる



ことが示されている。これらのことから、E5a はウイル
ス DNA の合成に関与していると予想された。 
つづいて RNA in situ hybridization 法を用いて発現の
高かった E4、E5a および E5b の 3 遺伝子と発現の低
かった E6 遺伝子および E2 遺伝子の発現局在を調べ
た。その結果、E4、E5a および E5b の 3 遺伝子は中間
層から上層にかけて細胞質で強く発現していた（図 3C
－E）。一方、E6 は中間層から上層の核で弱く発現して
おり、E2 は下層から上層の核で発現していた（図 3A、
B）。さらに、HPV DNA に対する in situ hybridization
を行ったところ、HPV DNA は中層から上層にかけて
局在しており、中層から上層でウイルス DNA の合成が
行われていることが明らかとなった（図 3F）。つづいて、
E4、E5a および E5b が同じ細胞層で発現していたこと
から、同一の細胞で発現しているか明らかにするため、
蛍光 RNA in situ hybridization を行ったところ、E4、
E5a および E5b の 3 遺伝子は同一の細胞で発現してい
た（図 4）。最後に、最も発現の高かった E4 に対する抗
体を作製するため、アルパカ VHH ファージライブラリ
ーから抗体候補のクローンを 4 つ取得した。さらに
HPV-6E4 および HPV-11E4 の発現ベクターを作製し、
HEK293T 細胞へトランスフェクションし、HPV-6E4
タンパク質と HPV-11E4 タンパク質を発現させ、4 種
類のクローン抗体を用いて、ウエスタンブロットを行っ
た。その結果、4 つのクローンのうち、1 つが HPV-6E4
のみに結合した。つづいて、このクローン抗体を用いて
HPV-6感染喉頭乳頭腫およびHPV-11感染喉頭乳頭腫の
組織切片で免疫染色を行ったところ、HPV-6 感染喉頭乳
頭腫のみで染色された（図 5A）。染色個所は、E4 RNA 
in situ hybridization でシグナルが得られた個所と一致
していた（図 3）。以上より、HPV-6 感染・喉頭乳頭腫に
おいて E4 遺伝子が最も発現し、E4 はタンパク質までに
翻訳されていることが明らかとなった。E4 はウイルスの
放出に関与することが、他の HPV サブタイプなどの研
究で示唆されており、実際今回 E4 の発現する細胞は空
砲状になっており、一部細胞の形態が壊れていた（図 4A）
ことから、ウイルスの放出に関わっていると考えられた。
さらに E4 は E5a および E5b と同期して発現しており、
この 3 遺伝子の発現が最も高いことから、喉頭乳頭腫の
形成や維持（持続感染）などに関与している可能性が高
い。今後、E4、E5a および E5b の機能を解明すること
で、乳頭腫の新たな治療法を開発できると考えられる。 
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