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研究成果の概要（和文）：本研究期間中、（１）我々は高力価のHPV偽粒子作成に成功した。そのHPVの偽粒子を
使用し、HPVが細胞感染に関わる細胞膜分子であるBP-1を同定した。（２）新規細胞分子であるp55がE6とE7の両
方に結合することが確認された。Ｅ6とp55が細胞内で共局在していることも確認された。Ｅ6はp55をユビキチン
化によって分解し、また、細胞がアアポトーシスに対する感受性はp55の発現量に影響された。P55はHPV感染に
よる子宮頸がんの新たな治療ターゲットになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, (1) we successfully obtained high titer of HPV virus-like 
particles using combination of optimal code usage and high expression cells. Using this HPV 
virus-like particles, we found that BP-1 may be a receptor of HPV, because the infection of HPV to 
cells was 35% decreased when the BP-1 was down-regulated.　(2) E6 and E7 are major oncogenes of HPV.
 We newly identified an apoptosis relative protein named p55 bound to both E6 and E7 and their 
co-localization was confirmed. Overexpression of p55 increased sensitivity of cellular apoptosis, 
while suppression of p55 decreased the apoptosis. E6 degraded P55 by ubiquitination pathway. 
Therefore p55 plays an important role in E6-relative cervical cancer and p55 is a potent target for 
prophylaxis and therapy of cervical cancer.

研究分野：ウイルス学

キーワード： HPV
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１． 研究開始当初の背景 

これまでに、100以上のHPV血清型が同定さ

れている。このうち、約 40血清型は生殖器に

感染するHPVである。HPV16、HPV18など

の血清型の感染は、外生殖器癌や子宮頚癌の

原因になる。現在、日本で承認された子宮頚

癌ワクチンはHPV16とHPV18に対するもの

である。そのワクチンの有効性は示されつつ

あるが、HPV 血清型間の交差性が低く、約

50％の子宮頚癌しか予防できない。更に、子

宮頸がんに対する有効な治療薬はまだ開発さ

れていない。そのため、次世代の HPV に対

する治療・予防法が求められている。HPVは

種特異性が高く、HPVを生産する培養細胞が

確立されていない。そのため、HPVの細胞受

容体、感染機序などの研究に関してほとんど

明らかにされておらず、その解明は HPV 感

染の予防・治療に極めて重要である 

 

２． 研究の目的 

（１）本研究では、独自に樹立した精製タ

グ付きHPV組換えウイルスを使用し、HPV
の細胞侵入に関わる細胞因子を網羅的に同

定することを目的とする。 

HPV の持続感染培養細胞が存在しないため、

HPVは人工的に作成する必要がある。これま

での解析で、我々はHPV16と HPV18の粒子

構成因子（L1, L2）を高発現するため、その

タンパク質コード領域をヒトコドンに最適化

し合成した。このヒト化 HPV の粒子構成因

子と 293TT 細胞（ヒト腎臓上皮細胞由来の

HEK293細胞に SV40 T抗原を導入すること

により、SV40 origin を有するプラスミドが

細胞内で高増幅できる）を使用し、高力価の

HPV疑似ウイルス（HPV VLP）の作製に成

功した。さらに、高力価の Flag タグ付きの

HPV-VLP の作製にも成功した。これを用い

てHPV16 VLP（L1-Flag）と親HPV16 VLP

を感受性細胞に感染させ、Flag 付き HPV16 

VLPに結合する細胞膜分子を免疫沈降法で検

索した。質量分析法で 68.97%ペプチドのカバ

ー率で細胞膜分子(HPV-BP1)を同定した。今

後、HPV-BP1の HPV感染における役割を詳

細に検証することで、HPV感染に対する新規

な予防法の開発につながることが期待される。 

（２）精製タグ付き HPV 遺伝子を使用し、
HPV感染過程に関わる細胞因子を網羅的に
同定することにより、発がんの分子メカニ

ズムの解明を目的とする。 
我々はタグ付き HPV 遺伝子を発現す
るプラスミドを作製し、細胞に導入するこ

とで、タグ付きHPV遺伝子産物を細胞に高
発現させることに成功した。このタグ付き

HPV遺伝子産物を免疫沈降法で精製し、結
合蛋白を質量分析法により同定することで、

HPV感染過程および発がんに関わる細胞因
子の同定と機能解析を行うことで、HPVの
治療法の開発が期待できる。 

 

３． 研究の方法 

【HPV感染における細胞受容体の同定・解

析----タグ付きHPV VLPでの生化学免疫沈

降法】 

 HPV 感染細胞から免疫沈降法で HPV と

の結合細胞因子を同定する。 

① 免疫沈降・プロテオーム解析での細胞結

合蛋白の同定 

 HPV VLP の細胞感染条件や実験のスケ

－ルなどを更に検討し、質量分析法でHPV 

VLPの細胞結合蛋白の同定を行う。 

② HPV 受容体候補である HPV-BP1 の

HPV 感染過程における機能解析 HPV-BP1

の変異体、欠損細胞などを用いてHPVとの

結合、感染などにおける機能を検討する。

さらに、この分子に対する中和抗体の作成

を行い、HPV感染の予防法の開発を試みる。 



 

【HPV の感染過程の解明----ハプロ－ド細

胞のジーントラップ法】 

 ハプロ－ド細胞である HAP1を用いてジ

ーントラップ法で HPV の細胞侵入に関わ

る細胞因子を同定する。現在、レポーター

遺伝子を発現するシュ－トタイプレンチウ

イルスを作製し、そのウイルスを用いて、

ジ－ントラップ HAP1細胞ライブラリ－の

作製を進めている。次に、そのライブラリ

ー細胞をチミジンキナ－ゼ遺伝子（TK）を

発現する組換えHPVに感染させ、ガンシク

ロビルで HPV の感染に対する耐性細胞を

選択する。これにより、横浜市立大学先端

医科学研究センタ－・ゲノム解析室の協力

の下、遺伝子解析によるHPV細胞感染に必

須な遺伝子を同定する。（ガンシクロビルは

ヘルペスウイルスチミジンキナ－ゼによっ

てリン酸化されることで活性型になり

DNA 合成阻害効果を示すことでチミジン

キナーゼを発現する細胞増殖を阻害する薬

剤である）。 

 

【生化学免疫沈降法で同定した HPV 感染に

おける細胞受容体候補の機能解析】 

① 細胞受容体候補のノックダウンによる

細胞のHPV感染における変化の検討 

ウイルスは複数の細胞因子および複数の経路

を使って感染が成立する。市販の設計済み

siRNAライブラリ－を使用し、前年度に同定

した細胞因子のノックダウンを行い、HPV感

染プロセスにおける分子機能を解析する。ま

た、同定した分子に阻害剤、増強剤が存在す

る場合は、それらを用いた解析も行う。 

 

【HPV感染過程および発がんに関わる細胞

因子の網羅的解析】 

① HPV遺伝子との結合蛋白の同定 

 タグ付きの HPV 遺伝子を含む発現プラ

スミドをヒト腎臓上皮細胞由来細胞である

293 細胞に導入し、タグに対する抗体を用

いて免疫沈降法で HPV との結合蛋白を精

製する。その結合蛋白を横浜市立大学・先

端医科学研究センタ－・プロテオ－ム解析

室の協力の下、質量分析法により同定する。 

②  同定された細胞因子の機能解析 

 新規に同定された細胞因子が HPV の感

染過程および発がんに関わる可能性を

siRNA ライブラリ－や遺伝子発現ベクタ－

を用いて解析する。 

 

４． 研究成果 

（１）HPV の培養がまだできないため、HPV 遺

伝子のヒトコドンに最適化と高発現細胞との組

み合わせによって、高力価の HPV 偽粒子作

成に成功した。その HPV の偽粒子を使用し、

HPV が細胞感染に関わる細胞膜分子であ

る BP-1を同定した。その BP-1発現が抑制

されると、HPVの細胞感染は 35%まで低下

した。BP-1が HPVの細胞感染と関わるこ

とを明らかにした。 

（２）HPV の主な発がん遺伝子は E6 及び

E7 である。E6 及び E7 遺伝子産物と結合する

新規細胞分子がそれぞれ 16 個と 65 個同定さ

れた。その中の p55 という細胞分子が E6 と E7

の両方に結合することが確認された。Ｅ6 と p55

が細胞内で共局在していることも確認された。

その p55 が高発現すると、細胞はアポト－シス

を起こしやすく、抑制すると、細胞はアポトーシ

スを起こしにくくなった。Ｅ6はp55をユビキチン

化によって分解することが明らかになった。Ｅ6

はｐ55 によるアポトーシスを抑制しました。よっ



て p55 はＥ6 の細胞癌化に重要な役割を担っ

ていることが明らかになった。P55 は HPV感染

による子宮頸がんの新たな治療ターゲットにな

ると考えられる。 
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