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研究成果の概要（和文）：パピローマウイルスのE1のタンパク質量が調節されていることが、潜伏・増殖期の両
方において重要である。本研究では、16型ヒトパピローマウイルスのE1とG2/Mチェックポイントタンパク質であ
るWee1は細胞内で結合することを示した。また、様々なヒト細胞からWee1をノックダウンすると、強制発現させ
た E1のタンパク質量が低下した。逆にWee1を過剰発現させると、E1のタンパク質量が増加した。HPV16ゲノムを
維持するW12細胞よりWee1をノックダウンするとHPV16 DNAのコピー数が低下した。これらのことは、E1はWee1に
より安定化されて、HPVゲノムの維持を正しく行うことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：We identify Wee1, a major regulator at G2/M phase transition, as a cellular 
factor that interacts with HPV16 E1. Wee1 knockdown reduced the protein levels of exogenously 
expressed HPV16 E1 in various human cell lines, which resulted from mostly proteasome-independent 
degradation of E1. Conversely, overexpression of Wee1 increased the level of FLAG-tagged HPV16 E1 in
 cells. Furthermore, in vitro pull-down assays demonstrated that Wee1 directly bound to HPV16 E1 
through the helicase domain, and this domain was required for E1 degradation by Wee1 knockdown. 
Interestingly, protein levels of the HPV16 E1 ATPase/helicase mutants were not decreased by Wee1 
knockdown. Finally, Wee1 knockdown as well as Rad51 knockdown, the main factor of DNA recombination,
 reduced HPV16 DNA level in W12 cells, which maintain HPV16 genome as episome. Thus, we propose that
 E1 helicase/ ATPase is stabilized by Wee1 to perform faithful maintenance replication of the viral 
genome.

研究分野： DNA修復
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１．研究開始当初の背景 
 HPVは生殖器粘膜の基底細胞に侵入し、その
ゲノムは核へと運ばれ一過的に複製して
50-200コピーの核内エピゾームとなり、潜伏
感染の状態を確立する。基底細胞の分裂時に
は細胞DNA複製と同調してHPV DNAも複製され、
娘細胞に分配されてウイルスゲノムが保持さ
れる（①潜伏期）。基底層から押し上げられ
た娘細胞が角化細胞への分化を始めると、HPV
ゲノムの大規模な増殖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（②増殖期）。HPVは細胞の分化前には
θ（シータ）構造型の複製を行い、分化後に
はローリングサークル型のDNA複製に切換え
て、その効率を上げると考えられている。ロ
ー リ ン グ サ ー ク ル 型 DNA 複 製 で は 、
head-to-tailにタンデムに連なった直鎖状
HPV DNAを生成する（図1）。ウイルス粒子を産
生するためには、直鎖状HPV DNAを１ゲノムサ
イズに切断し、環状化して（以下、切断-環状
化と略した）エピゾームDNAとして存在する必
要があるが、この過程は全くわかっていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 HPV 増殖期における HPV DNA の「無細胞切
断-環状化反応系」を構築し、細胞の相同組
換え因子やヌクレアーゼ、HPV タンパク質の
関与を検証し、その分子機構を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 16 型 HPV(HPV16)ゲノムを維持する子宮

頸部病変由来 W12 細胞より、siRNA 法に
より相同組換え因子をノックダウンす
る。細胞をカルシウム添加により分化さ
せ、分化前後の細胞から HPV DNA を Hirt
法により抽出し、Real-Time PCR により
定量する。ノックダウンすることで分化
後にHPV DNAのコピー数が減少するよう
な組換え因子を探索する。 

(2) 分化 W12 細胞から調製した抽出液と、
HPV がコードする複製タンパク質（E1 
DNA ヘリカーゼ、E2 HPV 複製起点結合因
子）、HPV 複製起点を含むプラスミド DNA
を用いて、サザンブロット法にて、直鎖
状 HPV DNA の切断-環状化反応を解析す
る無細胞系を構築する。抽出液を分画し、
①の結果を参考に順次、精製タンパク質
と置き換え、最終的には反応の再構成を
行う。 

４．研究成果 
(1) Rad51 ノックダウンによる HPV DNA のコ

ピー数の変化 
 未分化の W12 細胞より代表的な相同
組換え因子である Rad51 をノックダウ
ンしてもHPV16 DNAのコピー数に変化は
なかったが、分化させた細胞では、コピ
ー数が Rad51 ノックダウンにより減少
した。このことは Rad51 が増殖期の HPV 
DNA の複製に重要であることを示唆し
ている。 

(2) Wee1 ノックダウンによる HPV DNA のコ
ピー数の変化 
 切断—環状化反応にはエンドヌクレア
ーゼが必須であるが、構造特異的エンド
ヌクレアーゼである Mus81 は G2/M 期チ
ェックポイント因子である Wee1 と結合
することが報告されている。未分化・分
化した W12 細胞より Wee1 をノックダウ
ンするとHPV16 DNAのコピー数が減少し
た。このことは Wee1 が潜伏期・増殖期
のHPV DNAの複製に重要であることを示
唆している。 

(3) HPV16 E1 と Wee1 の結合 
 FLAG-HPV16 E1 と Wee1-HA を胎児腎
HEK293 細胞や HPV DNA 陰性の子宮頸が
ん C33A 細胞で過剰発現し、タグを用い
た免疫沈降法により両者が結合するこ
とを明らかにした。また、GST 融合タン
パク質として両者の欠失変異体を作製
し、N-terminal Regulatory ドメインで
あ る  Wee1(215-290) と
ATPase/helicase ドメインである HPV16 
E1(440-649)を介して両者が結合するこ
とを示した。 

(4) HPV16 E1 タンパク質の発現レベル 
 293 細胞、U-2 OS 細胞、HeLa 細胞よ
り Wee1 をノックダウンすると、
FLAG-HPV16 E1 mRNA 発現量に変化はな
かったが、タンパク質発現量が減少した。
プロテアソーム阻害剤である MG132 の
添加により Wee1 ノックダウンによる
FLAG-HPV16 E1 タンパク質発現量の低下
は、一部軽減した。このことは、Wee1
ノックダウンにより HPV16 E1 タンパク
質は、プロテアソームを介した分解とプ
ロテアソーム以外による分解を受ける
ことを示唆している。 

図 1 HPV の生活環 

図 2 Rad51 ノックダウン未分化/分化 W12 細
胞における HPV エピゾーム量の変化 



 ATPase/helicase ドメインである
E1(440-469)を欠失させた FLAG-HPV16 
E1 や ATPase/helicase 点変異体である
FLAG-HPV16 E1(K483A)や FLAG-HPV16 
E1(R537A/L540A)タンパク質発現量は
Wee1 をノックダウンしても変化はなか
った。このことは、Wee1 ノックダウン
による HPV16 E1 タンパク質分解には E1
の ATPase/helicase が必要であること
を示唆している。 
 FLAG-HPV16 E1 タンパク質発現量は
Wee1-HA タンパク質の発現量に依存し
て増加した。 

(5) APC 活性化による HPV16 E1 の分解の影
響 
 Wee1 ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り
APC(Anaphase promoting complex)が活
性化することが報告されている。293 細
胞より APC のコアサブユニットである
Cdc27 をノックダウンすると E1 タンパ
ク質の発現量が増加した。このことは、
16E1 が APC により分解されることを示
唆している。293 細胞より Cdc27 と Wee1
をノックダウンした時の E1 タンパク質
の発現量は、Cdc27 をノックダウンした
時に比べて著しく低下した。このことは、
Wee1ノックダウンによるE1タンパク質
の分解の大部分は、APC に依存しないこ
とを示唆している。 
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