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研究成果の概要（和文）：子宮頸がんの原因であるヒトパピローマウイルスのE7は、98アミノ酸からなる小さなタンパ
ク質である。宿主細胞中の様々な分子と結合しており、その中でもUBR4は約5800アミノ酸からなる巨大タンパク質であ
る。本研究により、E7はUBR4上のUBR box領域を介して結合している事が示唆された。この領域は、UBR4の生体内での
役割に関係している。次に、UBR4を人工的に欠損した細胞中でのE7タンパク質の性状を検討した。UBR4を欠損した細胞
中では、E7タンパク質は顕著に不安定化していた。これらの結果から、E7はUBR4と複合体を作り安定化し、ウイルスの
発癌活性に影響を与えている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cervical cancer is caused by certain types of human papilloma virus. The viral E7 
is a small 98-amino acid protein that binds various cellular proteins in a host cell. Among these 
interaction proteins, UBR4 is a huge approx. 5800-amino acids protein. This study found out that the E7 
binds to UBR4 via the conservative UBR box domain in UBR4. The UBR box domain is involved in a 
physiological role of UBR4. Next, we investigated a metabolic stability of the E7 in genetically modified 
UBR4-deficient cells. The E7 was significantly unstable in the UBR4-lacking cells. Our results suggest 
that the E7 forms a stable complex with the UBR4 and the complex regulates the viral cancer activity in 
host cells.

研究分野：ユビキチンタンパク質分解システム、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 子宮頸がんの原因である HPV16 E7(以下
E7)は、様々な宿主タンパク質を標的とする
がん蛋白である。近年、UBR4/p600 が新たな
標的因子として同定された（文献 1, 2）。E7
は UBR4 に結合し、pRB に依存しない経路でト
ランスフォーミング活性を持つと考えられ
ている（図 1）。しかし、UBR4-E7 相互作用の
分子機構（図 1-①）とその生化学的意義（図
1-②）、がん化のメカニズム（図 1-③）は不
明である。 

図１HPV16 E7 の標的因子とがん化モデル 

(2) UBR4（600 kDa）は、ユビキチン系の一
つ N-end rule pathway の基質認識蛋白とし
て私が発見し、短寿命タンパク質の分解に関
わっていることを示した（文献 3, 4）。しか
し、UBR4 の生理学的基質は分かっていない。
E7（98-aa）は、培養細胞中でユビキチン系
によって分解される短寿命タンパク質であ
り（文献 5）、E7 の N 末側 CR1 領域が、UBR4
結合と E7 分解の両方にとって重要であるこ
とが報告されている（図 2）。従って、UBR4-E7
相互作用によって、E7 分解（半減期）が調節
されている可能性がある。 

図 2 HPV16 E7の構造と保存領域 
 
２．研究の目的 

(1) UBR4 はどのように E7 と直接結合してい
るのか？① UBR4‐E7複合体の in vitro 結合
アッセイを確立する。②組換え UBR4 蛋白断
片を用い、UBR4上のE7結合部位を特定する。 

(2) UBR4 は E7 のタンパク質分解に関与して
いるのか？① UBR4 欠損モデル細胞を確立す
る。② UBR4 欠損細胞で E7 の代謝的安定性を
分析する。 

３．研究の方法 

(1) UBR4-E7 in vitro 結合アッセイの確立： 
① E7 の N 末 15 アミノ酸からなるペプチド
（E7-N15）及び、コントロール（E7-NC）を
合成し、C 末ビオチン化 Lys 残基によって
Streptavidin (SA)-ビーズに固定する。② 大
腸菌外来タンパク質発現システムを用い、組
換え E7-flag タンパク質を作製する。③ 
Cell-free system を用いヒト UBR4 蛋白断片
を作成する。④ 哺乳類細胞系を用い、組換
えヒト UBR4 断片タンパク質を作製する。⑤ 
上記の方法で作製した E7(全長もしくは一
部)と UBR4(全長及び一部)をチューブ内で懸
濁し、SA ビーズもしくは抗 flag 抗体ビーズ
を用いて、結合タンパク質を分離する。分離
したタンパク質中に、特異的な UBR4(全長も
しくは一部)が含まれているのかを解析する。 

(2) UBR4-E7 結合に対する阻害剤の影響を検
討する。① 培養細胞の UBR4 を X-peptide 
beads 法(文献 3)で分離する際、野生型
E7-flag 及び変異型 E7-flag を添加し、UBR4
と X-peptideの結合が阻害されるか解析する。
② 培養細胞の UBR4 もしくは、UBR4 の一部を
E7-flag に結合させる。その際、N-end rule 
pathway の阻害剤である、RA や FA もしくは
その両方を添加し、UBR4-E7 結合の阻害実験
を行う。 

(3) UBR4 欠損細胞での E7 タンパク質の代謝
的安定性を解析する。① UBR4KO マウスおよ
び UBR4CKO/ERT2-Cre マウスより、胎仔性繊
維芽細胞を調整する。② E7 を発現するプラ
スミドを①の細胞に導入し、CHX や MG132 等
を用いて、E7のタンパク質安定性を解析する。 

４．研究成果 

(1) UBR4-E7 in vitro 結合アッセイ法の確立。 

当初の計画どおり、E7 の N 末 15 残基ペプチ
ドを合成し、そのビオチン化した C末側とス
トレプトアビジンビーズを用いて、結合 
assay を構築したが、合成したペプチドの不
溶性度が高く成功しなかった。HPV16 E7 は
98 アミノ酸残基と小さいが、N末半分（47aa）
が intrinsically disordered protein であ
ることが原因であると考えられた。そこで、
E7 全長の C 末側に flag タグをつけ、大腸菌
内で組換えタンパク質を発現させた。その可
溶化画分より、抗 flag 抗体アガロースを用
いて E7-flag タンパク質を精製した。この大
腸菌由来 E7-flag と抗 flag 抗体アガロース
を用いると、cell-free system および哺乳類
細胞(HEK293)由来の UBR4 を効率よく精製で
きることが分かった(図 3)。また、2 種の E7
変異体（d6-10, d21-24, 図 3）を作製し、
UBR4-E7 結合アッセイを行ったところ、
E7(d6-10)は、UBR4 結合能が著しく低下する
が、pRb への結合能は変わらず、E7(d21-24)
は、UBR4 結合能は変わらないが、pRb 結合能



は欠損していた。このことから、E7 の UBR4
と pRb への結合は、それぞれ独立した現象で
あることが分かった。 

図 3 UBR4-E7 in vitro 結合アッセイ 

(2) E7 は UBR4 の UBR box を含む断片と強く
結合する。 

(1)で確立した、UBR4-E7 in vitro 結合アッ
セイを用いて、UBR4 上の E7 結合領域の同定
を行った。UBR4 全長（5184aa）および、その
断片を作製し、それらの E7 結合能を検討し
たところ、UBR-E7 結合には、UBR box 領域（ア
ミノ酸 1660-1727）が必要であり、UBR box
領域を含む 808 アミノ酸の UBR4 断片（アミ
ノ酸 1464-2271）が E7 と効率よく結合するこ
とが分かった。残念ながら、UBR4 断片をさら
に小さくすると、非常に不安定で、結合アッ
セイを行うことが出来なかった。しかし、以
上の結果から、UBR4-E7 結合には、UBR box
領域（約 70 アミノ酸）が重要であることが
予想できた。 

(3) UBR4-E7 相互作用には、UBR4 の UBR box
領域が重要である。 

UBR4 上の E7 結合部位は、UBR box 領域であ
ると仮定し、二種類の阻害実験を行った。
UBR4 は N-end rule pathway の N-recognin で
あるので、モデル基質であるX-peptide beads 
(X = Arg, Phe)で捕らえることが出来る(文
献 3)。この X-peptide 結合アッセイを行い、
その際、大腸菌に発現させた E7-flag もしく
は E7(d6-10)-flag タンパク質を添加した。
その結果、UBR4 に結合能をもつ E7-flag は、
濃度依存的に UBR4:X-peptide 結合を強く阻
害 す る が 、 UBR4 結 合 能 を 失 っ た
E7(d6-10)-flag は、UBR4:X-peptide 結合を
阻害しなかった。つまり、E7-flag タンパク
質は、UBR4 の N-end rule 基質結合を阻害す
る事が示された。次に、UBR4-E7 相互作用が、
N-end rule pathway 阻害剤(dipeptides)で阻
害されるかどうか検討した。H-Arg-Ala-OH 
(RA) や H-Phe-Ala-OH (FA) は UBR4-E7 結合
を阻害したが、それぞれのコントロールであ
る H-Ala-Arg-OH (AR) と H-Ala-Phe-OH (AF) 
では阻害されなかった。RA と FA 両方を加え
ると、さらに強い阻害効果が見られた。つま
り、N-end rule pathway 阻害剤は UBR4 と E7
の結合を阻害する事が示された。これらの結
果から、UBR4-E7 相互作用には、UBR box 領
域が関与している事が強く示唆された。 

 

(4) E7 は UBR4 欠損細胞内で不安定化する。 

UBR4-E7 結合は、どのような生理的意義があ
るのだろうか。E7 はユビキチンタンパク質分
解系による作用で、短寿命であることが報告
されている。UBR4 はユビキチンリガーゼであ
ることから、E7 の代謝的安定性に関与してい
る事が予想された。そこで、UBR4 ノックアウ
トマウスから、胎仔性繊維芽細胞(MEFs)を作
製し、UBR4KOMEFs における E7 の代謝的安定
性を解析した。E7 プラスミドを野生型 MEFs
に導入し、タンパク質転写阻害剤 CHX 処理を
4時間行ったところ、E7タンパク質はほぼ消
滅し、プロテアソーム阻害剤 MG132 の同時添
加によって、安定化する事が確認できた。驚
いたことに、UBR4KOMEFs において、E7 はさ
らに不安定になった。これらの結果は、E7 が
UBR4 存在下で安定化する事を示唆している。
E7はUBR4と結合することで複合体を形成し、
それがユビキチン化によるタンパク質分解
を遅くしている事が示唆された。 

以上の結果から、以下のモデルを提案するこ
とが出来る。1.HPV16 感染によって、宿主細
胞内でE7タンパク質が合成される。そして、
宿主細胞の UBR4 に結合する。2．ウイルスの
E7 タンパク質は、それ自体では非常に不安定
であるが、UBR4 と複合体を形成することによ
り安定化し、その結果、細胞内の E7 濃度を
一定レベルに保たれる。3．このことにより、
他のウイルス蛋白質 E6 等と強調して、宿主
細胞をがん化に誘導する (図 4)。 

図 4 本研究によって考えられたモデル 

本研究によって、UBR4-E7 相互作用が、新た
な抗癌剤のターゲットになる可能性が示さ
れた。この相互作用に対する阻害剤は子宮頸
がんの治療薬になるかもしれない。別の可能
性として、UBR4 による未知のタンパク質分解
を E7 が阻害し、これによって細胞のがん化
が促進されている事も考えられる。さらなる
研究によって、UBR4-E7 相互作用に対する理
解を深める必要があるだろう。 
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