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研究成果の概要（和文）：HPV E6がカスパーゼ非依存であるアポトーシス誘導因子(AIF)の分解によって癌を誘
導することを発見し、BP-1がHPV受容体候補であると同定した。1) 高リスクHPV E6がAIFに結合し、AIFの分解に
よって、AIFが誘発したクロマチン分解を阻害する。AIF欠損では、16E6発現細胞がSTS誘発アポトーシスを減少
させた。2) BP-1は細胞の表面に発現し、HPVと結合及び共局している。BP-1が欠損されると細胞へのHPV感染が
有意に低下した。2)これらの知見は、HPV BP-1がHPV受容体候補でありAIFが子宮頸がんの新しい治療標的を表す
可能性があることを示している。

研究成果の概要（英文）：We found that HPV E6 induces cancer through apoptosis-inducing factor (AIF)
-dependent, caspase-independent pathway, and defined an HPV receptor candidate, BP-1. 1) high risk 
HPV16 E6 binds to AIF and degrades AIF, and inhibits AIF-induced chromatin degradation. HPV 16 E6 
binds to FAD domain of AIF and co-localized with AIF in cytoplasm. AIF knockdown reduced STS-induced
 apoptosis in E6-expressing cells. Low risk HPV6 E6 also binds to AIF, however, the capacity of 
degradation of AIF and inhibition of AIF-induced chromatin degradation was not observed. 2) HPV 
binds to and co-localization with BP-1 protein on the cellular surface, and HPV can not infect BP-1 
deficient cells. These findings demonstrate AIF may be a novel therapeutic target for HPV-induced 
cervical cancer and HPV BP-1 is an HPV receptor candidate.

研究分野：ウイルス学　分子生物学

キーワード： HPV
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HPV BP-1受容体候補を見つけたことで、今後はBP-1遺伝子を標的としたワクチンや抗体などの開発によって新し
いアプローチでHPVの感染予防および治療法を開発できる。２）高リスクHPV E6遺伝子はアポトーシス遺伝子で
あるp53を分解し、カスパーゼ依存性経路によって癌を誘発することが知られている。本研究では初めてHPV E6
がカスパーゼ非依存であるアポトーシス誘導因子(AIF)の分解によって癌を誘発することを発見した。この発見
は、AIFが子宮頸がんの新しい治療標的を表す可能性があることを示している。

※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。



様式 Ⅽ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

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、外生殖器がんや子宮頸がん
の原因になる。現在、日本で承認された子宮頸がんワクチンは３つあり、二価ワクチン
(HPV16, 18)、四価ワクチン(HPV6、11、16 及び 18)と九価ワクチン(6、11、16、18、31、
33、45、52 及び 58)である。それらのワクチンは子宮頸がん、外生殖器がんあるいは疣に
有効性が示されつつあるが、HPV 血清型間の交差性が低く、約 70％の子宮頸がんしか予防
できない。更に、ウイルス感染後の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・細胞
特異性が高く、HPV を生産する培養細胞は確立されていない。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・治療にとって極めて重要である。 
 
2. 研究の目的 
本研究では、ヒトパピロ－マウイルス(HPV)の細胞受容体の同定およびウイルス感染・

発がんに関わる細胞因子を網羅的に解析し、次世代の HPV 感染に対する治療・予防法の

確立を目的とする。具体的には、 

(1) HPV 感染時に受容体として機能する分子の同定およびウイルス感染予防法の開発 
(2) タグ付き HPV 遺伝子産物に結合する細胞因子を網羅的に同定し、解析することによ

る HPV の発がん分子メカニズムの解明 

 

3. 研究の方法 

(1) HPV 感染における細胞受容体候補の同定・機能解析 
① タグ付き HPV 疑似粒子の作製。タグ Flag を HPV L2 に付け、L1 と一緒に 293TT 細胞に
導入し、Opti-medium で精製することにより、高力価のタグ付き HPV 疑似ウイルスを作
製する。 

② タグ付き HPV 疑似粒子で HeLa 細胞を吸着、洗浄、固定し、Flag タグを用いた免疫沈澱
アッセイを行う。 

③ 質量分析法で、HPV BP-1 は HPV 感染における細胞受容体候補であることを同定する。 
④ 抗 BP-1 抗体を用いて細胞を免疫染色し、蛍光顕微鏡観察およびフローサイトメトリー
で BP-1 が細胞表面に発現していることの確認。 

⑤ BP-1siRNA の細胞導入による BP-1 発現の抑制あるいは抗 BP-1 抗体、BP-1 蛋白で BP-1
受容体の機能を低下させ、Luciferase あるいは GFP 発現する HPV 疑似ウイルスを細胞
感染させ、BP-1 は HPV の受容体であることを確認する。 

 
(2) 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 遺伝子との細胞結合蛋白の同定：タグ付きの HPV がん遺伝子である E6と E7 を発
現するプラスミドを作製し、更に対称群として低リスク HPV 由来の E6、E7 を発現す
るプラスミドも作製する。それらをヒト腎臓上皮細胞由来細胞である 293TT 細胞に導
入する。タグに対する抗体を用いて免疫沈降法で HPVE6 あるいは E7 との結合蛋白を
精製する。その結合蛋白を質量分析法により同定する。 



② AIF 及び変異体を発現するプラスミドの作製。 

③ タグ付きの E6 及び E7 を発現するプラスミドと AIF プラスミドを細胞に co-

transfection し、免疫沈降で E6 と E7 は AIF と結合することの確認。また、E6 と E７

の有無で AIF の発現を定量する。 

④ E6 と E7 の AIF 変異体との免疫沈降で、AIF との結合ドメンの確認。 

⑤ M132 などの試薬で E6、E7 の AIF による作用機構を解明する。 

⑥ クロマチンアッセイで、E6, E7 の AIF によるクロマチン分解への影響の検討。 

⑦ アポトーシスアッセイで、E6, E7 の AIF を介するアポトーシスへの影響の検討。 

 

4. 研究成果 

(1) HPV BP-1 は HPV の細胞受容体である。 

① タグ Flag 付き HPV 疑似ウイルスとの細胞付着、固定、免疫沈降、質量分析により、HPV 

BP-1 は HPV の細胞受容体であることが提示された。 

② 細胞を免疫染色し、蛍光顕微鏡観察およびフローサイトメトリーで BP-1 は細胞表面に
発現していることを確認した。 

③ 免疫染色で、HPV 粒子と HPV BP-1 は細胞表面で共局在していることを確認した。 

④ HPV BP-1 siRNA トラスフェクションした細胞への HPV の感染率が低下している。 

⑤ BP-1 蛋白あるいは BP-1 抗体を処理した細胞への HPV の感染率が低下している。 

 

(2) 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 免疫沈降・質量分析で新たに 16 個の E6 結合細胞因子と 65 個の E7 結合細胞因子を同

定した。 

② その中で AIF(アポトーシス誘導因子)は E6と E7 の両方に結合している。 

③ E6 と十数種類の AIF 変異体を免疫沈降した結果、高リスクと低リスク HPV E6 は両方と

も AIF FAD ドメンと結合している。 

④ 免疫染色で E6はアポトーシス フォームのAIFと細胞質内に共局在していることを共

焦点顕微鏡で確認できた。 

⑤ 高リスク E6 は(低リスク E6 ではなく)AIF を分解できたが、その分解はプロテアソーム

抑制剤である M132 で解錠できた。 

⑥ AIF 蛋白は HeLa 細胞核内のクロマチンを分解できたが、その分解も高リスク E6によっ

て(低リスク E6ではなく)抑制された。 

⑦ 低リスク E6 安定発現細胞と比べ、AIF 欠損高リスク E6 安定発現細胞はアポトーシスが

誘導されにくい。 

 

以上の結果より、我々は HPV BP-1 は HPV 感染の細胞受容体候補であること、また E6 が AIF

を分解することにより caspase 非依存性の経路を用いて発がんすることを明らかにした。 
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