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7 パ ピ ロ
ー

マ ウ イル ス E2蛋白質の ウ イル ス 転写機能 に 関す る解析
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【目的】パ ピ ロ ーマ ウ イ ル ス の E2蛋 白質 は ウ イ ル ス 遺 伝子 の 転 写 を 調節 して お り，
ウ イ ル ス の 生活 史 に お い て 重要 な働 きを し

て い る．ヒ トパ ピ ロ ーマ ウ イ ル ス 16型 （HPV16）の感 染 は子宮頸癌発 生 に深 く閲与す る が ， 種特異性 が 強く感染動物実験 が 困

難 で あ る．一
方，ウ サ ギパ ピ u 一マ ウ イ ル ス （CRPV ＞は ウ サ ギ に腫 瘍 を形 成 し，腫 蕩 の 癌化 を研究す る うえ で 良い パ ピ ロ ー

マ の 動物 モ デ ル となりうる．そこ で CRPV の E2蛋白質 と HPV16 の E2蛋白質の 転写活性 につ い て比較検討 した．1方法】1．E
2発現ベ ク ターをレ ＊

e・一タ・・N遺伝子 と と もに 上皮由来培養細胞内に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し，転写 活性 を測 定 した．2．遺伝子

導人 され た E2の 発現 レ ベ ル を調 べ る た め に ゲ ル シ フ トア ッ セ イ ，
　 RNA プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ を行 っ た．3．E2蛋白質 の

DNA 結 合 領 域 へ の 結 合 安 定性 を解 析 す る ため に大 腸 菌 組 換 え E2蟹 白質 を作 製 しゲ ル シ フ トァ ッ セ イ を行 い，種 に ょ る 違 い

を比 較検討 した．【成績｝1．CRPV の E2螢白質 は少量 発現 して い る場合 に は転写活性が認 め られる が発現量が増加す る に した

が い ，転写活性 が低 ドする 傾向が 認め られ た．2．HI）Vl6 型の E2 の 場含 に は E2導入遣伝子 の 量依存性 に転写 活性が 上 昇す る傾

向が認め られ た．3．HPV16 型の E2は CRPV の E2に比べ て DNA へ の 結合性 が 安定して い た．【結論】CRPV とHPVI6 型 の E
2蛋 白質 はそ の 転 写 調 節 機構 に 違 い が 認 め られ る が ， E2蛋 白質 が細 胞 内 で少 量 発 現 して い る場 合 ，両 者 とも転写活 性 化 を促す

因子 と して 機能す る こ とが 判明し た．した が っ て ，E2蛋白質 はパ ピ ロ ーマ ウ イ ル ス に対す る分子療法 に お ける標的分子 と して

妥当で あ る と考 え られ た．

8 HPV 陽牲子宮頸癌におけ る E6，　 E7遣伝子発現 の 普遍的存在
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【目的】ほ ぼ すべ て の 子宮頸癌に お ける ヒ トパ ピ ロ ーマ ウイル ス （IIPV）DNA の 存在 は ウ イ ル ス 発が んの 最大 の 根拠 の
・一・

つ

で あ る．HPV に よ る発 が ん 機序は E6〆E7蛋自に よ る癌抑制螢 白 p53 及 び pRb の 不活化 で 主 に 説明 さ れ る，しか し ，
　 HPV16

／18陽 性の 予宮頸癌細 胞株や 少 数 の HPV16 ／18／33／51陽 性の y・宮頸癌検体以外で は，　 E6／E7遺 伝子 の 発 現や 転写機構 は 確認 さ

れ て い ない ．E6／E7遺伝子 の 発貌が，　 HPV 賜性子宮頸癌 や その 前駆病変 （CIN ）に 普遍的に認 め られる 所見 で ある か を検証 し

た．【方法】E6，　 E7領域 に コ ン セ ン サ ス プ ラ イマ
ー

を用い た RT −PCR を設計 し，　 HPV 陽性 の 子宮頸癌3ユ例と CIN　23例 の 組織

か ら抽出 した RNA を用 い て
，
　 E6，E7遺伝子の 発麗及 び E7　transcipt （E6

’
mRNA ）の splice 　dDnor／acceptor 　sites を検討 した．

【成績】1）E6発現 は子宮頸癌及 び CIN に お い て，各々 97％，100％ とほ ぼ全例 に確認 さ れ た．2）E7発 現 は子宮頸癌 で は 100

％で あ っ たが，CIN 全体で の 検出頻度 は74％で ，　 CIN 　I，II，IIIと病変 が進展す る に 従 っ て 検出頻度 が，50，69β6％と増加 した．
3）HPV31 ，35，52，56，58．59に お ける E6

凾
mRNA の splice 　donor／acceptor 　sites が初め て 明らか と な っ た，1結論】子宮頸癌 にお

い て E6，
　 E7発現 は ilPV型 に依らず普遍的に 認め られ ，

　CIN にお い て は E6発 現 は子宮頸癌と 同様だが ，
　E7発 現 は認 め られ な

い こ と も多 く，high−grade 　CIN で 発現頻度が 高い ．

9 子宮頸癌 に お け る HPV の コ ピー数 と存在様式 の 意義
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［目的1 ヒ トパ ピ ロ ーマ ゥイル ス （HPV ）が 子宮頸癌の 発症 に大きく関与 してい る こ とにつ い て は広 くコ ン セ ンサ スが 得 られ

て い る．HI ）V 　E6 ，
　 E7 タ ン パ ク は P53お よ び pRb と結合 して 細 胞 周 期 制御 機構 を攪 乱 す る こ とか ら両 者 の 高発現 が癌化 に重

要 で ある．E6，　 E7 の 高発現 に寄与す る E2領域の 破砕
・
欠失を伴うゲ ノ ム の 宿主 内取 り込み，お よ び コ ピー

数 の 多寡を同時 に

診断す る こ と を 目的 と して 研究を行 っ た．【方法】HPV16 型陽性 の 22例 の 子宮頸癌組織 お よ び 28例 の 子 宮頸癌関連 病変 の 擦 過

細胞 か ら同 意を得て DNA を抽出 し， 定量性 に優 れ た real
−time　PCR 法を行 っ て E2お よび E6領域 の copy 数 を測定した．存

在様式 の 判定 は次 の よ うに 行 っ た．E2 ≒ E6 ；episonle 単独 （E ），E2 ≒ 0 ；integration単独 （r），E2 ＜ E6 ；eoncomitant （C ）ま

た，DNA 　100μg あた りの E6 コ ピー数を算出 し，　 HPV の コ ピー‘数 と した．【成績】CIN で は E ：7例，1：2例，　 C ：2例，　 microin −

vasive で は E ；4例 ，
1 ：1＆9，　 C ；6例 ，

　invasiveで は E ：10例 ，
1：ll例 ，

　C ：7例 との 結果が得られ ， 病変 の 進行 と と もに integra・
tionが 増加 して い た．また ， 宿主内取 り込 み は CIN の 段 階 で す で に 起 こ り始め て い る こ とが 明 らか に な っ た．一

方，　 episome

単 独 の 存在 様 式 の 症 例 につ い て み る と病 変 の 進 行 と とも に 1・IPV の コ ピー数 が 増 加 す る傾 向 を認 め た．【結論 】本 法 は きわ め て

少 量 の DNA か ら HPV の 存在様式 を正 確 に 診断す る こ と が可能 で あ り，同時に E6 の コ ピー
数の 多寡を 算出で きる た め，病変

の 進行 に と もなう存在様式 の 変遷 と コ ピー
数の 変化 に つ い て も知見が得 られ た．本法を応用す る こ と に よ り， 特 に 異型 上皮 で

の 病変の 進行を予 想す る こ とが 可 能 に なる こ とが 期待され る．
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