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研究成果の概要（和文）：ヒトパピローマウイルスの癌タンパク質E7はAPOBEC3B遺伝子の発現を誘導することが
知られているが、その分子機構は明らかでない。本研究により、E7がRbへの結合及び分解を介して、細胞転写因
子TEAD4の発現誘導を引き起こすことが示された。TEAD4はAPOBEC3B遺伝子の発現に関与することから、E7は
TEAD4を介してAPOBEC3Bを誘導することが示唆された。また子宮頸癌の進展リスクが異なる三つのHPV16バリアン
ト(A1、A4、A5)がコードするE7は、それぞれ異なる細胞遺伝子群を変動させることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The human papillomavirus oncoprotein E7 is known to induce APOBEC3B gene 
expression, but the molecular mechanism is not clear. In this study, we show that E7 induces 
expression of the cellular transcription factor TEAD4 via binding to and degradation of Rb. TEAD4 is
 involved in APOBEC3B gene expression, suggesting that E7 induces APOBEC3B via TEAD4. E7s, encoded 
by three HPV16 variants (A1, A4, and A5) showing different risks of cervical cancer progression, 
were also found to alter expression patterns of different cellular genes.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ヒトパピローマウイルス　子宮頸がん　TEAD4　Rb

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトパピローマウイルス（HPV）の持続感染は子宮頸癌の原因であることから、HPV感染による子宮頸癌の発症メ
カニズムを解明することは、子宮頸癌の新たな治療・予防法の開発に結びつくと考えられる。本研究で、HPV癌
タンパク質E7が細胞癌化を引き起こす分子機構の一端が明らかになり、HPV発癌機構の理解が進むことが期待さ
れる。

※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 
 ヒトパピローマウイルス(HPV)の持続感染による子宮頸癌の発生には、細胞の変異原タンパク
質 APOBEC3B の発現上昇が重要な役割を果たしている。TEAD4 は細胞の増殖・移動能を制御する
細胞遺伝子群の発現制御に関わる転写因子である。我々はこれまでに、ヒトパピローマウイルス
(HPV)の癌タンパク E6 が TEAD4 の発現レベルを上昇させ、TEAD4 が APOBEC3B プロモーターに結
合することで、細胞の変異原タンパク質APOBEC3Bの発現を誘導することを明らかにしている 1)。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、TEAD4 による APOBEC3B 発現誘導の分子機構の詳細を明らかにし、TEAD4 を介した
HPV 発癌機構の全体像を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 HPV 癌タンパク質 E7 を発現するヒト子宮頸部角化細胞を組換えレトロウイルス感染により作
成し、細胞タンパク質の量的な変化をウェスタンブロットにより解析した。また細胞遺伝子群の
発現量の変動を検討するために、RNA シークエンス解析を行った。TEAD4 プロモーター領域をク
ローニングし、転写制御機構をレポーターアッセイにより解析した。 
 
４．研究成果 
（1）HPV 癌タンパク質 E7による APOBEC3B 誘導機構 
 HPV 癌タンパク質 E7 による TEAD4 の発現誘導について検討した。テロメラーゼ導入により不
死化したヒト子宮頸部角化細胞(HCK1T)に、HPV16 E7 及び Rb と結合できない E7変異体(D21G、
L22V/C24S/E26D)を、レトロウイルスベクターを用いて発現させた。細胞抽出液のウェスタンブ
ロット解析を行ったところ、E7発現により TEAD4 の発現レベルが上昇した。この効果は E7変異
体では認められなかったことから、E7 による Rb 結合及び分解が TEAD4 の発現誘導に必要なこと
が示された（下図）。 

 
 また TEAD4 はプロモーター領域の認識 DNA 配列に結合するが、それ自体には転写活性化能は
なく、転写の誘導には結合するコアクチベーターを必要とする。APOBEC3B プロモーターの活性
化に働く TEAD4 コアクチベーターを同定するために、リポーターアッセイを用いてコアクチベ
ーター(YAP、TAZ、SRC3)の関与を調べた。その結果、YAP または TAZ を siRNA ノックダウンして
も、TEAD4 による APOBEC3B プロモーターの活性化は変わらず認められた。一方、SRC3 をノック
ダウンすると、APOBEC3B プロモーターの活性化が減弱した。従って、コアクチベーターとして
SRC3 が関与する可能性が示唆された。 
 
（2）E7 タンパク質による TEAD4 発現誘導機構 
 ヒト TEAD4 遺伝子のプロモーター領域(700 bp)を、ヒト培養細胞 DNA から PCR 増幅し、リポ
ータープラスミド pGL3-basic にクローニングした。HeLa 細胞及び 293 細胞でのリポーターアッ
セイにより、TEAD4 遺伝子断片は有意なプロモーター活性を示した。このプロモーター領域を上
流から削った断片(500 bp 及び 300 bp)を作成し、同様に pGL3-basic にクローニングして、293
細胞でのリポーターアッセイによりプロモーター活性に必要な領域を検討した。その結果、700



〜500 bp の領域にプロモーター活性を上昇させる配列が存在することが示された。さらに E7発
現プラスミドを 293 細胞に導入した際の、TEAD4 プロモーター活性を調べたところ、予想に反し
て E7 は 700 bp 断片からのプロモーター活性を抑制することがわかった。この抑制は 500 bp 断
片では減弱したことから、700〜500 bp の領域に E7に応答する配列があることが示唆された。 
 E7 変異体(D21G、L22V/C24S/E26D)では、TEAD4 の発現を誘導できないことから、Rb/E2F 経路
の関与が想定された。そこで TEAD4 プロモーターの 700〜500 bp 領域内に E2F 結合配列を検索
したところ、一ヶ所の候補部位(TTTCTCCC)を見出した。本部位に E2F が結合できない変異
(TTTAAACC)を導入し、内在性の E7 を発現する HeLa 細胞でのリポーターアッセイによりプロモ
ーター活性への影響を検討した。その結果、TEAD4 プロモーターには変化が認められず、この部
位は E2F への応答配列として機能していないことが示された。また TEAD4 プロモーター内には
TEAD 結合部位が存在することから、TEAD4 が自身の発現を誘導する発現増幅機構が考えられる。
そこで 293 細胞でのリポーターアッセイにより、TEAD4 発現が TEAD4 プロモーター活性に与える
影響を検討した。その結果、TEAD4 は TEAD4 プロモーター(700 bp、500 bp、300 bp)のいずれの
領域に対しても、著しくプロモーター活性を上昇させた。 
 
（3）E7 バリアントを発現する子宮頸部細胞での RNA シークエンス解析 
 HPV16 の三つのバリアント(A1、A4、A5)は子宮頸癌の進展リスクが異なり、A4は子宮頸癌で検
出頻度が高く、A5 は子宮頸部軽度病変で検出頻度が高い。これらの HPV16 バリアントは、それ
ぞれ特徴的なアミノ酸配列を持つ E7 タンパク質をコードしている。これらの E7 の細胞機能の
違いを明らかにするために、A1、A4、A5 の E7 を発現する組換えレトロウイルスを作成し、ヒト
子宮頸部角化細胞株(HCK1T)に感染させて、それぞれの E7 を安定に発現する細胞(HCK1T_A1、
HCK1T_A4、HCK1T_A5)を得た。同時に比較対象としてベクターウイルスを感染させた細胞
(HCK1T_V)も作成した。これらの細胞から全 RNA を調製し、次世代シークエンサーによる RNA シ
ークエンス解析を行った。 
 TCC-GUI により発現変動遺伝子群(DEG)を探索した結果、10% FDR を満たす DEG として、
HCK1T_A1/A4/A5 と HCK1T_V の比較では 59遺伝子、HCK1T_A4 と HCK1T_A1/A5 の比較では 48 遺伝
子、HCK1T_A5 と HCK1T_A1/A4 の比較では 37 遺伝子が抽出された。E7 を発現している
HCK1T_A1/A4/A5 ではコントロールの HCK1T_V と比べて、MCM2、MCM5、MCM7 などの細胞周期に関
連する遺伝子群の発現上昇、IFIT2、IFI44L などの抗ウイルス遺伝子の発現低下が認められた。
さらに E7バリアント間で発現量が異なる遺伝子として、HCK1T_A4 で TOMM6 の発現上昇、ZC3H11A
の発現低下、HCK1T_A5 で ZACN の発現上昇、MFSD2B の発現低下が検出された。一方、E7 により
発現が誘導されることが示されている TEAD4 及び APOBEC3B の発現上昇は HCK1T_A1/A4/A5 で認
められなかった。 
 iDEP 及び Metascape による発現変動遺伝子群のパスウェイ解析の結果、HCK1T_A5 では他の細
胞と比べて、Reactome Gene Sets の Regulation of expression of SLITs and ROBOs(R-HSA-
9010553)に含まれる遺伝子群の顕著な発現上昇が認められた(log10(P), -62.58)。またHCK1T_A4
では ZC3H11A の発現低下が検出された。一方、ウェスタンブロットにてタンパク質レベルの変化
を検討したところ、ZC3H11A の発現量には E7バリアント間で違いは認められなかった。 
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