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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ゲノム複製には、ウイルスDNAヘリカーゼであるE1タンパ
ク質が必要である。本研究は、細胞内でのE1分解機構の解析を行い、E1が自身のATPase活性に依存する形で分解
されること、さらにポリユビキチン化を受けてプロテアソーム系で分解されることを明らかにした。また細胞内
E1レベルに対する各種阻害剤の効果を調べたところ、ポリADPリボースポリメラーゼの阻害剤XAV939の処理によ
りE1レベルが上昇した。XAV939の標的を探索した結果、ポリADPリボースポリメラーゼ1がE1の機能を負に制御す
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome replication of human papillomavirus requires viral replicative DNA 
helicase E1, and regulation of intracellular E1 levels is important for controlling the virus life 
cycle. This study aimed to elucidate viral and cellular mechanisms of regulating E1 levels. We found
 that E1 was degraded in a manner dependent on its own ATPase activity, and that E1 was 
poly-ubiquitinated and degraded via the proteasome pathway. We further demonstrated that 
intracellular E1 levels were up-regulated with the treatment of tankyrase inhibitor XAV939, although
 the potential target of XAX939 for E1 up-regulation was not tankyrase but poly-ADP-ribose 
polymerase 1 (PARP1), suggesting that PARP1 is involved in negative regulation of E1 function.

研究分野：ウイルス学
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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）は、約 8 kb
の環状 DNAゲノムを持つ小型 DNAウイルスで
あり、皮膚に感染する皮膚型と生殖器粘膜に
感染する粘膜型とに大きく分類される。約 40
種類の粘膜型 HPV のうち、HPV16 などの 15 種
類の遺伝子型は子宮頸癌の原因となること
が示されている。HPV は性行為を介して感染
して、子宮頸部上皮内腫瘍（CIN）を引き起
こし、10-15 年の持続感染期間を経て浸潤癌
を発生させる。CIN1 などの HPV 感染による初
期病変では、HPV ゲノムは感染細胞の核内で
環状エピゾームとして維持されている。一方、
CIN3 から子宮頸癌への進展にともなって細
胞ゲノムへの HPV DNA 組込みが起こり、HPV
の癌タンパク質E6/E7の高発現細胞が生じる
と考えられている。HPV 組込みは細胞ゲノム
のランダムな部位に起こることから、組込み
が起こった細胞から HPV DNA を取り除くこと
は原理的に難しい。そのため HPV 感染を排除
するには、組込みが起こる前の段階で HPV ゲ
ノムを取り除く必要があるが、未だ有効な薬
剤は開発されていない。 
 HPV ゲノムがエピゾームとして感染細胞に
維持されるには、二つのウイルスタンパク質
E1、E2 が必要である。E1 はウイルス DNA の
複製起点に結合して、DNA 複製を開始させる
DNA ヘリカーゼであり、E2 は E1 を複製起点
にリクルートする機能を持っている。最近、
CIN1 病変から樹立された HPV16 感染細胞株
（W12 細胞）を用いて、細胞周期の S 期阻害
剤やチェックポイント阻害剤が、HPV ゲノム
のコピー数を低下させる作用を持つことが
報告されている（J Virol,2013,Vol.87:3979）。
阻害剤処理によりHPVゲノム上の複製フォー
クが停止して、細胞ヌクレアーゼにより HPV
ゲノムが分解されるためと推定されている
が、その詳細な分子機構は明らかにされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、HPV の複製に必須の働きを持つ
E1 の細胞内での活性制御機構、特に分解機構
を明らかにして、HPV ゲノム複製機構を標的
とした新たなHPV排除方法を開発することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 HEK293 細胞に N 末端に FLAG タグをつけた
HPV16 E1の発現プラスミドをトランスフェク
トし、種々の阻害剤で処理した後、E1 の細胞
内レベルの変化を抗 FLAG 抗体によるウェス
タンブロット法にて調べた。 
 C33A 細胞での HPV DNA 複製アッセイ系を用
いて、E1 分解に関わる細胞ユビキチンリガー
ゼの探索を行った。384 種類の細胞ユビキチ
ンリガーゼ及び関連タンパク質を含む発現
プラスミドライブラリーをトランスフェク
トして、HPV 複製に影響を与える細胞タンパ
ク質をスクリーニングした。 

 また HEK293 細胞で各種の細胞タンパク質
を siRNA ノックダウンして、細胞内での E1
レベルの変化をウェスタンブロット法にて
調べた。 
 
４．研究成果 
(1) HEK293 細胞を用いて E1 発現レベルの制
御機構について解析を行った。ATPase 活性を
完全に失った HPV16 E1 変異体(K483A)は、
wild-type と比較して細胞内での発現レベル
が著しく上昇した。HPV18 E1 の同時発現によ
り K483A の発現レベルが wild-type と同程度
に低下したことから、E1 が自身の ATPase 活
性に依存する形で分解を受けることが示唆
された。細胞をプロテアソーム阻害剤である
MG-132 で処理すると E1 の発現量が上昇し、
ポリユビキチン化された E1 が検出されるよ
うになったことから、ユビキチン・プロテア
ソーム系にて E1 が分解されることが示され
た。また、HEK293 細胞で HA-TR-TUBE タンパ
ク質を共発現させ、ポリユビキチン化された
E1 を高感度に検出する実験系を用いて、E1
のポリユビキチン化を確認した。 
 さらに E1 の発現により、ユビキチン化さ
れた細胞内タンパク質の全体量が低下する
こと、また E1 により細胞内のプロテアソー
ム活性自体が上昇した。これらの結果は、E1
が自身の ATPase 活性によって細胞内ユビキ
チン・プロテアソーム系の活性化を誘導し、
細胞内環境を大幅に変化させることを示し
ている。 
 
(2) 細胞内での分解に必要な E1 の分子内ド
メインについて解析を行った。E1 は N末端制
御ドメイン（ND）、DNA 結合ドメイン（DBD）、
多量体形成ドメイン（OD）、ヘリカーゼドメ
イン（HD）から構成されている。FLAG タグを
N末端に買った付与した HPV16 E1 の C末端か
らの欠失変異体（HD を削った 1-439、OD+HD
を削った 1-359、DBD+OD+HD を削った 1-184）
の発現プラスミドを作成し、293 細胞に導入
したところ、これらの欠失変異体は ATPase
活性を持たないため、細胞内で分解を受けな
かった。そこで同時に発現させる HPV18 E1
によって、これらの欠失変異体が分解される
かを、抗 FLAG 抗体によるウェスタンブロッ
トによって検討したところ、三つの欠失変異
体は同じように分解を受けた。従って、ND 内
に E1 分解に必要なアミノ酸配列が存在する
ことが示された。一方で、HD だけを含む N末
端からの E1 欠失変異体は細胞内での発現レ
ベルが低く、HPV18 E1 によって分解されたこ
とから、HD 内にも E1 分解に関わるアミノ酸
配列があると考えられた。 
 
(3) C33A 細胞での HPV DNA 複製アッセイ系を
用いて、E1 分解に関わる細胞ユビキチンリガ
ーゼの探索を行った。細胞ユビキチンリガー
ゼ及び関連タンパク質を含む発現プラスミ
ドライブラリーをスクリーニングした結果、



複製レベルを低下させる細胞タンパク質と
して FBXW5 が見出された。一方で、HEK293 細
胞で FBXW5 をノックダウンしても、E1 レベル
に変化は見られなかった。また FBXW5 は
cullin RING E3 ユビキチンリガーゼの構成タ
ンパク質として働くことから、cullin の
NEDD8化阻害剤MLN4924の効果をHEK293細胞
で検討したところ、E1 レベルに大きな変化は
認められなかった。これらの結果から、FBXW5
は E1 レベルを下げる以外のメカニズムで、
HPV 複製を負に制御していると考えられた。 
 
(4) 細胞内 E1 レベルに対する各種阻害剤の
効果を調べる中で、ポリ ADP リボースポリメ
ラーゼであるタンキレースの阻害剤 XAV939
の処理により、HEK293 細胞での E1 レベルが
上昇することが分かった。そこで XAV939 の
作用点を明らかにするために、XAV939 の標的
タンパク質である TNKS1/2 もしくは PARP1 を
siRNA ノックダウンして、E1 レベルに対する
XAV939 の効果を検討した。その結果、TNKS1/2
ノックダウンでは XAV939 の効果に変化は認
められなかった。一方、PARP1 のノックダウ
ンにより、E1上昇効果が部分的に低下するこ
とが分かり、XAV939 の作用点として PARP1 が
示唆され、PARP1 が細胞内 E1 レベルを負に制
御している可能性が考えられた。また、上述
の細胞ユビキチンリガーゼのスクリーニン
グの結果、RNF146 が E1 レベルを著しく上昇
させることを見出しており、RNF146 によるユ
ビキチン化によって分解される標的タンパ
ク質としてPARP1が知られていることからも、
PARP1がE1レベルの制御に関わっていること
が支持された。 
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