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研究成果の概要（和文）：ヒトパピローマウイルス(HPV)のゲノム DNA の複製機構を明らかにす

る目的で、HPV の複製に影響を及ぼす宿主細胞のチロシンキナーゼを２つの方法で検索した。

HPV E1 タンパク質との試験管内での結合を指標として、上位 10 個のチロシンキナーゼを候補

として得た。また、ペプチドのリン酸化を指標として、上位 7 個のチロシンキナーゼを候補と

して得た。現在、これらの候補キナーゼとの細胞内結合や、HPV DNA 複製への影響を検討して

いる。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of DNA replication of human 
Papillomavirus, we searched for a factor that affects the virus DNA replication in cells. 
We performed ALPHA screening and identified ten tyrosine kinases that bind to HPV16 E1. 
We also identified peptides phosphorylated by an unknown kinase bound to E1 among a set 
of tyrosine kinase substrate peptides, and speculated seven kinases. Interaction between 
these kinases and E1 in cells and the effects of the kinases to HPV DNA replication will 
be tested. 
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１．研究開始当初の背景 
  ヒトパピローマウイルス（HPV）は約8 kbp
の環状二本鎖DNAをゲノムとするウイルスで

ある。HPVは、表皮粘膜の基底細胞に侵入し、

そのゲノムが核内でエピゾームとして維持

される潜伏感染の状態を確立する。基底細胞

の分裂時には細胞のDNA複製と同調してHPV 

DNAも複製、分配され、ウイルスゲノムが娘

細胞でも保持される。やがて基底層から押し

上げられた感染細胞が角化細胞へと分化を

始めると、HPVゲノムの大規模な複製とキャ

プシドタンパク質の産生が起こり、ウイルス

粒子が放出される（図１）。 

 HPV ゲノムにコードされているタンパク質

は E1、E２、E4-E7、L1 と L2 の 8 つのみで 
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図１ HPV の生活環 

ある。その中で E1、E2 が HPV ゲノムの複製に

関与することが示されている。HPV DNA の複

製は、HPV 複製起点への E2 の結合と、E2 によ

る E1 のリクルートにより開始し、細胞の複製

タンパク質を利用して進行する。複製様式は、

複製フォークが複製起点から両方向に進むθ

型と、複製フォークが一方向に進む RC 型の２

つあることが示されている。基底細胞が分裂

し、HPV DNA を同じコピー数だけ維持する場

合はθ構造型の複製を行い、細胞が 分化し、

HPV を大量に増幅する場合は RC型の複製を行

うことが報告されている。この RC 型複製の分

子機構は明らかにされていない。 

 代表者はこれまで、２つの HPV DNA 複製様

式を同時に検出できる簡便な無細胞複製系を

構築した。この実験系を用いて、ニックを入

れることが HPV DNA の RC 型複製を誘起する重

要なステップであることを示唆した。また、

HPV が感染しないヒト胎児腎 293 細胞には RC

型複製を阻害するような因子が存在すること

を示した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、無細胞複製系を用いて HPV DNA

の RC 型複製に必要な宿主細胞のタンパク質

を同定し、その分子機構を明らかにすること

を目的とする。さらに、HPV 感染細胞が RC 型

複製を起こす条件を検討し、RC 型複製の HPV

感染病態における意義を明らかする。 
  

３．研究の方法 

(1) E1 タンパク質の翻訳後修飾について  

 HPVがコードするE1は細胞の様々な複製因

子と相互作用し、HPV 複製機構を調節してい

ることが知られている。E1 はセリン/スレオ

ニンキナーゼと結合し、リン酸化を受けるこ

とにより、局在が変化する。そこで、チロシ

ンキナーゼとは結合するのか、またリン酸化

は受けるのか、調べることにした。そこで 293

細胞で N 末に FLAG タグを付加した HPV16 型

の E1 を強制発現し、FLAG 抗体により免疫沈

降を行った。FLAG-E1 に ATP を加えると、

FLAG-E1 がリン酸化チロシン抗体により認識

された（図２）。FLAG-E1 にはチロシンキナ

ーゼが結合しており、そのキナーゼは

FLAG-E1 をリン酸化する可能性があることを

示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ E1 タンパク質のチロシンリン酸化 

(λPP: 脱リン酸化酵素) 

 

(2) ALPHA スクリーニングによる E1 結合キナ
ーゼの検索 
 小麦胚無細胞系を用いて約 400 個のキナー

ゼを発現し、FLAG-E1 と結合するキナーゼを

スクリーニングした。検出には化学増幅型ル

ミネッセンスプロキシミティホモジニアス

アッセイ(ALPHA)を用いた。 
 
(3) E1 結合チロシンキナーゼの基質ペプチド
のリン酸化実験によるスクリーニング 

 293 細胞で発現させた FLAG-E1 を免疫沈降

すると(1)で述べたように、チロシンキナーゼ

が結合している可能性がある。そこで、145
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種類のチロシンキナーゼ基質ペプチドを基質

として、[γ-３２P]ATP 存在下で FLAG-E1 免疫

沈降画分によりリン酸化反応を行った。リン

酸化されたペプチドを同定し、FLAG-E1 結合

キナーゼを推測した。 

 

(4) 組換えチロシンキナーゼによる E1 のリン
酸化実験 

 (2)(3)で得られた E1 結合チロシンキナー

ゼ候補を組換えタンパク質として発現、精製

し、E1 タンパク質をリン酸化するか検討した。 

 

(5) HPV ゲノム複製への影響の検討 

 子宮頸部由来 C33A 細胞において、同定し

た E1 結合キナーゼを RNAi によりノックダウ

ンする。この細胞にさらに HPV16 の複製起点

の下流にレポーター遺伝子を組込んだプラ

スミド、E1、E2 発現プラスミドを導入し、HPV

ゲノムのコピー数の変化を調べる。W12 細胞

は HPV16 ゲノムを安定に維持する子宮頸部由

来の細胞である。W12 細胞においても、E1 結

合キナーゼをノックダウンし、HPV ゲノムの

コピー数の変化を調べる。 

 

４．研究成果 

(1) 小麦胚無細胞タンパク質合成法を用いた
スクリーニングと in vitro リン酸化実験 

 FLAG-E1 と結合活性が高かったチロシンキ

ナーゼは FRK, FES, TYK2, CSK, EphA3, EphA7 

INSR, HCK, Lynα, INSR であった。CSK(Src

ファミリーのキナーゼ)を除くこれらのキナ

ーゼはいずれも、in vitro で E1 をリン酸化

することを確認した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 E1 のリン酸化実験（リン酸化チロシン

抗体による検出） 

 

(2) チロシンキナーゼの基質ペプチドのスク
リーニング 

 293 細胞で強制発現した FLAG-E1 には Ret, 

EphA5, CSK-1-R, ZAP-70, Epo-R, toroponin 

T, cdk2 をリン酸化するチロシンキナーゼが

結合している可能性をみいだした。 

 

(3) HPV DNA 複製アッセイ 

 これらのキナーゼを、RNAi 法を用いて C33A

細胞や W12 細胞よりノックダウンし、HPV DNA

複製を検討中である。 
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