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研究成果の概要（和文）：episomal HPVが恒常的に発現しているNIKS細胞の作成に世界で初めて成功した。これ
らNIKSを用い、HPV初期遺伝子と複製の関連を検討するため7days assayを行った。
HPV11とHPV16共にNIKSがconfluenceに達するまでゲノムコピー数は維持された。confluence後ではHPV16のゲノ
ムコピー数は上昇したのに対し，HPV11は低下した。またE1を欠損させたHPV11とHPV16をNIKSに遺伝子導入し、
7-days assayを行ったところHPV11、HPV16ともに宿主細胞の密度依存性にE1依存性の複製からE1非依存性の複製
へ移行していた。

研究成果の概要（英文）：Wild-type and mutated HPV11/16 genomes were maintained in NIKS using a 
modified growth protocol that allows genome maintenance and first commitment to differentiation to 
be studied.
Both wild-type HPV11/16 genomes were maintained during cell division, despite different growth rates
 and patterns of transcription. However, HPV16 genome levels rose post-confluence, while HPV11 
genome copy number declined. Both HPV11/16 E1-deficient genomes were maintained pre-confluence, 
reinforcing the emerging view that maintenance-replication is E1-independent. Loss of functional E1 
prevented HPV16 confluence-dependent genome amplification, indicative of a confluence-mediated 
switch in replication mode. 

研究分野： ヒトパピローマウイルス(HPV)の生活環と発癌

キーワード： 低リスク型ヒトパピローマウイルス　高リスク型ヒトパピローマウイルス　E1遺伝子　生活環

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果よりHPVは、宿主細胞の分化に伴いE1非依存性の複製からE1依存性の複製に移行していると考えら
れた。今までの研究によりHPVはE1依存性に維持複製されていると考えられていたが、今回の結果より基底細胞
内での維持にはE1が不要であることが示唆された。
これらの結果はHPVにおける今までの概念を覆す結果と言える。今回確立した細胞株と実験手法を用いた初期遺
伝子群の発現解析は、HPVのlife cycleの包括的な理解、さらにはHPV感染とそれに続いて起こるウイルス遺伝子
発現の制御につながることが期待される。この実験系を用いてさらなる研究が可能であり、新たな知見が発見さ
れることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 子宮頸癌は年間約 1 万人が罹患し、3500 人が死亡している。早期に発見されれば治癒可

能な癌であるが、進行がんと診断された場合には治癒困難な疾患である。子宮頸癌の原因と

して HPV（ヒトパピローマウイルス）感染が重要な役割を担っている。 

HPV が感染する基底細胞では、ウイルスゲノムは細胞の分裂時に倍加して娘細胞に分配さ

れることにより、一定のコピー数に維持され（維持複製）、ウイルス増殖を伴わない潜伏持

続感染状態となる。感染細胞が分化を始めると、ウイルスタンパク質の発現上昇、ゲノムの

大幅な増殖（後期複製）、ウイルスキャプシドの発現が順次おこり、最終分化した角化細胞

においてウイルス粒子が産生される。 

 HPV の非構造タンパク質をコードす

る初期遺伝子群（E1,E2,E4,E5,E6,E7）

の内、E1 と E2 は HPV ゲノム複製に必

須である。また、高リスク型 HPV

（HPV16、HPV18）の E6 と E7 は p53、

Rb 癌抑制遺伝子産物の分解を促進し、

ウイルスゲノムの増殖に適した細胞

環境をもたらすと考えられている。し

かしながら、基底細胞への感染から初

期複製、維持複製におけるこれら遺伝子発現パターンはいまだ不明である。また、低リスク

型 HPV（HPV11）の E6、E7 は p53、Rb 癌抑制遺伝子産物の分解を促進しないとされているが、

いまだ証明されていない。また、最近 ATM や ATR を中心とする DNA 損傷修復系の活性が HPV

ゲノム複製の制御に密接に関わる事が分かってきた。しかし、DNA 損傷修復系の角化細胞に

対する作用機序や、HPV 生活環のどの段階に関与しているかは不明である。いずれにせよ、

HPV の生活環は未解明な部分が多いが、初期遺伝子群の発現パターンと宿主細胞の DNA 損傷

修復が、HPV の基底細胞での持続感染とその後の発癌メカニズムにおいて重要な鍵をにぎっ

ていると考えられる。 

HPV 持続感染の分子機構を明らかにすることは、HPV 持続感染へ介入し、感染組織からの

ウイルス排除を可能にする抗ウイルス薬開発の基盤を得る上で重要である。しかし、HPV は

角化細胞の分化に依存して増殖することから、培養細胞から感染性ウイルス粒子を得るこ

とが困難であり、実験室下でウイルス増殖サイクルを再現できない。また、感染性ウイルス

粒子を容易に得られないことから、HPV 感染直後の初期課程についてはほとんど明らかにな

っていない。そのため、episomal で安定的に HPV が維持された角化細胞の樹立とそれらを

用いた実験系の確立が必須となる。 

今回検討する培養細胞、臨床検体における HPV 遺伝子発現と細胞環境に関し、低リスク

型 HPV と高リスク型 HPV で差異が見出されれば、将来「高リスク型 HPV による癌化の抑制

を可能にする抗ウイルス薬開発」への応用が期待される。 

 
２．研究の目的 

HPV を導入した角化細胞および HPV の感染した臨床検体を用いて HPV の遺伝子発現・タン

パク質発現パターンを中心に解析し、子宮頸部発癌機構の解明を目的とした。具体的な実験

方法は、低リスク型 HPV と高リスク型 HPV を導入した角化細胞および臨床検体における HPV

ゲノム量の変化、HPV 初期遺伝子の発現パターンと分化、p53 発現や DNA 損傷修復系などの



宿主細胞環境の関連を解析する。 

 
３．研究の方法  

 本研究では、角化細胞の中で最も生体内での生活環を模倣している normal immortal 

keratinocytes (NIKS)に野生型、もしくは変異型 HPV11（低リスク型 HPV）と HPV16（高リ

スク型 HPV）を遺伝子導入し実験に用いた。NIKS は細胞密度が高くなるに伴い分化が誘導

されることが知られている。そのため HPV を導入した NIKS を day1 から day7

（confluence）まで培養し細胞を回収、AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit(Qiagen)を用

いて DNA、RNA、タンパク質を抽出した。抽出した DNA、RNA を用いて genome 数、各初期遺

伝子の mRNA の変化を定量 PCR にて測定を行った。また細胞密度により、宿主細胞環境

（早期分化マーカーである K10、G1 期と S期で陽性となる細胞増殖マーカーである MCM の

発現）に変化が生じるか検討を行った。 

 
４．研究成果 

NIKS に HPV11 と HPV16 を遺伝子導入し、growth    

assay を行った（図 1）。HPV11 は HPV が導入されていない

NIKS と同様な細胞増殖を示したのに対し、HPV16 では 5

日目以降（confluence）の細胞分裂が活性化された。次に

細胞分化マーカーである K10 と、細胞増殖マーカーであ

る MCM7 を用いて免疫染色を行い、宿主細胞環境の検討を

行った（図 2）。3 日目では全ての細胞株で K10 は陰性、

MCM7 は陽性であった。7 日目では NIKS・HPV11 を導入し

た NIKSでは K10陽性・MCM7陰性であったのに対し、HPV16

を導入した NIKS では K10 陰性・MCM7 陽性であっ

た。これらの結果より HPV11 とは異なり、HP16 で

は正常な contact inhibition を阻害し細胞分裂

をさらに活性化、それに伴い HPV16 の genome 数

を上昇することができることが示唆された。次に

HPV11とHPV16のgenome数の変化を7-days assay

を用いて検討した（図 3）。HPV11 と HPV16 共に

NIKS が confluence に達するまでゲノムコピー数

は維持された。しかし confluence 後では HPV16 の

ゲノムコピー数は上昇したのに対

し，HPV11 は低下した。これらの結果

から、HPV11 は宿主細胞が分化する

まで HPV16 と同様な維持複製が行わ

れているのに対し、宿主細胞が分化

すると複製が抑制されていることが

明らかになった。HPV18 においても

HPV16 と同様な結果となった。 

次に初期遺伝子と HPV の維持複製の検討を行った。E1/E2/E6/E7 を欠損させた HPV11 と

HPV16 を NIKS に遺伝子導入し、7-days assay を用いて検討した。これら初期遺伝子の中で

野生型と相違を認めた遺伝子は E1 であった（図 4）。E1 遺伝子欠損 HPV11 と HPV16 は 4 日
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目（sub-confluence）まで genome 数は維持されたのに

対して、7日目（post-confluence）では低下した。これ

らの結果より HPVは E1非依存性の複製が行われている

ことが示唆された。宿主細胞の分化に伴い E1 非依存性

の複製から E1依存性の複製に移行していると考えられ

る。今までの HPV 研究により HPV は E1 依存性に維持複

製されていると考えられていたが、今回の結果より基

底細胞内での維持には E1が不要であることが示唆され

た。 

これらの結果は HPV における今までの概念を覆す結

果と言える。今回確立した細胞株と実験手法を用いた

初期遺伝子群の発現解析は、HPV の life cycle の包括的な理解、さらには HPV 感染とそれ

に続いて起こるウイルス遺伝子発現の制御につながることが期待される。 

この実験系を用いてさらなる研究が可能であり、新たな知見が発見されることが期待され

る。 
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