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研究成果の概要（和文）：子宮頸がんの原因であるヒトパピローマウイルス(HPV)は、宿主である重層扁平上皮の細胞
分化と連動して、ウイルスゲノム複製の様式を3段階に切り替える。本研究は、HPVゲノム複製に関与する宿主因子を同
定し、ゲノム複製の切り替えメカニズムを解明することを目的とした。ウイルスDNAヘリカーゼであるE1と、宿主の主
要な転写因子であるNF-κBが負のフィードバックループを形成しており、このフィードバック機構は、HPVゲノム複製
の切り替えに関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：High-risk Human papillomaviruses (HR-HPVs), an etiological agent of cervical 
cancer, undergo three phases of the viral genome replication in the viral life cycle which is tightly 
linked to the differentiation status of stratified squamous epithelium. The aim of this study was to 
elucidate molecular mechanisms for switching the viral replication in keratinocytes, host for persistent 
infection of HPVs. We found that E1, a viral DNA helicase, activates NF-κB through ATR pathway and this 
activation of NF-κB limits E1 dependent-viral replication. Thus, E1 and NF-κB form a negative feedback 
loop which may function as a molecular switch for the viral genome replication.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 高リスク群ヒトパピローマウイルス( high 
risk human papillomavirus: HR-HPV )感染は、
時に数十年持続することが知られており、こ
の持続感染が子宮頸がん発症の背景となっ
ている。HPV は約 8000 塩基対の環状２本鎖
DNAをゲノムとするウイルスであり、その生
活環は皮膚・粘膜における角化細胞の分化と
密接に連動する。HPVゲノムは、皮膚または
粘膜の重層扁平上皮の基底細胞に侵入後、一
過的な複製（初期複製）により 50-200コピー
程度の核内エピゾームとなる。基底細胞では、
細胞分裂時に HPV ゲノムも倍加して（維持
複製）娘細胞に分配されることにより、一定
コピー数を維持し、ウイルス増殖を伴わない
潜伏感染状態となる。感染細胞の分化に伴っ
て HPV 遺伝子発現様式が変化し、ゲノムの
大量複製（後期複製）が起こり、ウイルス粒
子が形成される。 
 HPV ゲノムの複製はウイルスがコードす
る DNAヘリカーゼである E1と E2タンパク
質に依存する。しかし、HPVゲノム複製が初
期、維持、後期複製の 3段階に切り替わる分
子機構の詳細は明らかになっていない。申請
者の以前の研究から、E1は、初期及び後期複
製には必須であるが、維持複製には必要ない
ことが明らかになった。つまり HPV 持続感
線の要となる維持複製は、主に宿主因子によ
り制御されている可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
(1)HPV ゲノムの 3 段階複製に関与する宿主
因子の同定とその役割を明らかにする。主に
維持複製に関わる因子の同定に焦点を当て、
潜伏持続感染状態におけるウイルスゲノム
複製を制御するウイルス-宿主間の相互作用
の本態と分子機構を解明する。 
 
(2) 抗HPV薬開発のプラットフォームとなる
レポーターHPV の作製と評価を行う。従来
HPVゲノム維持複製の評価には、手間のかか
る DNA抽出と、定量 PCR 法やサザンブロッ
ト法が必要であった。本研究では、レポータ
ー遺伝子の発現カセットを挿入した HPV ゲ
ノムを作製し、レポーター遺伝子の発現によ
り HPVゲノム複製を評価できる”レポーター
HPVゲノム“を開発する。レポーターHPVゲ
ノムを基盤としたスクリーニングにより、維
持複製に影響する宿主因子や生理活性物質
の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）①申請者は以前に、HPV16ゲノムを長
期的に維持できる子宮頸部角化細胞を作製
し、HPV持続感染培養モデルの樹立に成功し
た。この細胞にテトラサイクリン発現誘導系
を用いてE1及びE2発現を人為的に導入する
と、活発な HPVゲノム複製を誘導できた。 
E1発現誘導時には、宿主の DNA損傷修復系
が活性化し、この活性化は E1 依存的複製を

抑制することが示唆された。本研究では、
DNA 損傷修復系により活性化することが知
られる因子の RNAi干渉によるノックダウン
や、特異的阻害剤などがゲノム複製に与える
影響を検討した。その結果から、それぞれの
宿主因子の HPV ゲノム複製における役割を
調べた。 
 
(2)HPV ゲノムの後期遺伝子コード領域の
様々な部分を、分泌型ルシフェラーゼの発現
カセットと交換した種々のレポーター
HPV16ゲノムを作製した。これらを培養角化
細胞に導入し、培養上清中のルシフェラーゼ
の測定と、細胞から抽出したゲノム DNA に
おけるHPVゲノムコピー数のqPCR法による
定量結果を比較することにより、コピー数と
ルシフェラーゼ値の相関性や、レポーターゲ
ノムの維持効率について評価した。 
 
４．研究成果 
(1)①E1発現による NF-κBの活性化 

DNA損傷修復系の活性化は、時に NFκBの 
活性化を誘導することが報告されている。
NFκB は、自然免疫反応を司る主要な転写因
子であることから、様々なウイルスタンパク
が NFκB活性化経路と相互作用することが報
告されている。そこで、DNA損傷修復系によ
り活性化する因子の候補として、NFκB 経路
の活性化について検討した（図 1）。 

結果、E1の発現を誘導した細胞では、NF-κB
を負に制御する IκBα レベルの低下が観察さ
れた（図 1A）。さらに、E1・E2を発現誘導す
ると、NF-κBの核移行が促進され（図 1B）、
その転写標的因子である TNFα、IL-6 や IL-8
の転写活性化が観察された（図 1C）。このよ
うな IκBαレベルの低下や NF-κB標的因子の
転写活性化は、E2や DNA損傷修復系の活性
化誘導しない E1の変異体である E1K483Aの
発現を誘導しても観察されなかった。また、
DNA 損傷修復系の主要なキナーゼである
ATRの阻害薬 VE-822存在下では、E1による
NF-κBの活性化が回避された（図 3A）。すな
わち、E1は DNA損傷修復系の ATR経路の活
性化を介して NF-κB 経路を活性化すること
が明らかになった。 



 
② NF-κB活性化抑制のHPVゲノム複製に対
する効果 
 NF-κB 活性化が、E1・E2 依存的ゲノム複
製に与える影響を検討した。IκBα の野生型
(IkBaWT)およびプロテオソーム分解抵抗性
変異体(IkBaMT)の高発現を導入し（図 2A）、
これらの発現により NF-κB の活性化を回避
した場合とそうでない場合の、HPVゲノム複
製を比較した。結果、IκBαを発現する細胞で
は、E1・E2 依存的なゲノム複製が増強した
（図 2B）。すなわち、NF-κB活性化は、ゲノ
ム複製を抑制することが示された。 
 

③NF-κB 活性化による E1 依存的ゲノム複製
抑制の分子機構 
 IκBα の分解抵抗性変異体発現や ATR の阻
害薬 VE-822 添加により、E1 発現による
NF-κB 活性化が回避された条件下において、
E1 発現量の経時的変化を検討した。結果、
NF-κB活性化を回避していない条件下と比べ、
E1 のタンパク質安定性が増加した（図 3A）。
さらに、293T細胞に E1を一過的に発現させ、
TNFα処理により NF-κB活性化を増強すると、
E1のユビキチン化が増加した（図 3B）。これ
らの結果から、NF-κB 活性化は E1 のプロテ
オソーム分解を促進することにより、E1依存
的ゲノム複製を抑制することが示された。つ
まり、E1 による NF-κB 活性化は負のフィー
ドバックとして機能し、HPVゲノム複製の制
御に関与することが示唆された。 
 

 

④NF-κB を介したフィードバック機構と
HPVゲノムの維持複製 
 患者由来の細胞株で HPV31 ゲノムをエピ
ゾームとして維持する CIN612 細胞や、
HPV16 ゲノムを維持する子宮頸部角化細胞
では、親細胞に比べ、NF-κB活性の恒常的な
増加が観察された（図 4A）。IκBαの分解抵抗
性変異体発現の導入や、TNFα 処理による
NF-κB活性の抑制や亢進は、これらの細胞に
おけるゲノムコピー数を増加もしくは減少
させた（図 4B）。このことから、E1- NF-κB
フィードバックは、HPVゲノムの維持複製に
も関与することが示唆された。 

 
(2)①レポーターHPV16ゲノム作製と評価 
 HPV 後期遺伝子コード領域の一部を分泌
型ルシフェラーゼの発現カセットと交換し
た HPVゲノムを 9種類作製した（図 5）。こ
れらを角化細胞に導入し、導入直後、2 週間
後、１ヶ月後に培養上清中のルシフェラーゼ
活性および細胞内レポーターゲノムコピー
数を評価した。 
結果、9 種類全てが野生型と同程度の効率
でゲノムコピー数を維持した。培養上清中の
ルシフェラーゼ活性には、レポーター間で差
があったが、最も感度の高いレポーターで、
細胞あたり 1 コピーのゲノムが 1000 細胞程
度から検出可能であり、qPCR法による DNA
コピー数の定量と同程度の感度であった。 

 
②①で感度が高かったレポーターHPV16 ゲ
ノムを子宮頸部角化細胞に導入して、長期的
にレポーターゲノムを維持できる細胞株の
樹立を試みた。結果、3 か月以上の長期にわ
たり、レポーターゲノムコピー数を維持する
細胞株の樹立に成功した。しかし、培養が長



期になると、ゲノムコピー数は一定に維持さ
れているのにも関わらず、徐々に培養上清中
のレポーターの値が低下した。長期の培養中
にレポーターの発現プロモーターがメチル
化などによるサイレンシングを受けた結果
であると考えられ、今後改善が必要であるこ
とが判った。 
 
（３） 考察と本研究のインパクト 
未分化な角化細胞にE1発現を導入すると、

NF-κBの活性化が誘導され、この活性化は E1
のタンパク分解を促進することにより E1 依
存的ゲノム複製を抑制することを、世界に先
駆けて明らかにした。HPVゲノム複製は、未
分化な角化細胞において、初期から維持複製
へと切り替わる。以前の研究から、維持複製
は必ずしも E1 に依存しないことが明らかに
なったことから、本研究で見出した E1-NF-κB
負のフィードバック機構（図 6）は、初期か
ら維持複製への切り替えに関与すると考察
する。 

 
さらに、HPVゲノムを維持複製している細
胞における NF-κB 活性の変化が、HPV ゲノ
ムコピー数に影響したことから、HPV維持複
製は、E1- NF-κBフィードバック機構を介し
て、E1依存的および非依存的複製を流動的に
切り替え可能であることが示唆された。他の
研究室より以前に、HPVの維持複製には二つ
の複製モードがありうることが報告されて
おり、本研究成果と一致している。NF-κBは、
炎症や免疫反応によって活性化することか
ら、HPVはそのような感染組織の環境変化に
対応し、E1依存的、非依存的複製をすばやく
切り替えることにより、長期的な持続感染を
可能にしているのであろう。このような切り
替えメカニズムに介入し、HPVゲノム複製を
どちらかの複製モードに固定することがで
きれば、ゲノム複製の特異的阻害薬の効果を
最大限化し、ウイルスゲノム排除を誘導でき
る可能性がある。 

HPVゲノムの L1コード領域をレポーター
遺伝子発現カセットに置き換えても、維持複
製に影響しないことが明らかになった。レポ
ーターHPV ゲノムは、薬剤や siRNA 等がウ
イルス複製に与える影響を比較的容易に評
価することができることから、抗ウイルス薬
開発に向けた大規模スクリーニング系開発

への足がかりをつかんだ。 
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