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シンポジウム 1　子宮頸癌の発生 と進展一
その 制御 を 目指 して

E2 蛋 白質を ター ゲ ッ トと した HPV 感染症 に対する

抗ウ イル ス 薬剤開発 へ の 基礎的検討

慶應義塾 大学助手　藤 　　井 多 久 磨

　　　　　　　　　 目　　 的

　 ヒ トパ ピ ロ ー
マ ウ イル ス （HPV ）の 感染予防対策

と して ウ イル ス 粒子表面蛋 自質 を用 い た予防ワ ク

チ ン の 開発が 試み られて い るが ，
こ の 方法で は約

80種類 と も報告 されて い る さまざ まな HPV の 型

に対応する こ とが 困難で ある と指摘 され て い る．

したが っ て，感染 した ウイル ス を不活化で きる よ

うな薬剤が 開発 される こ とが望 ましい ．現在 ， HPV

16型 を中心 とした ハ イ リ ス ク型 に属す るグル ー

プ は子宮頸癌組織に高率 に検 出されてお り， その

持続感染が発癌に深 く関 与して い る こ とが報告 さ

れて い る，そ の機序 と して は ウイル ス 初期蛋 白質

の なかで E6 ・E7 蛋 白質が宿主細胞の 細 胞周期 を

強制的に回転 させ るこ とによ り宿 主細胞 の増殖 を

促 し， 細胞の 癌化 に 関与して い る と考え られて い

る．近年 ， E6 ・E7 遺伝 r・の 転写機構の 解析 は，パ

ピ ロ ー
マ ウ イ ル ス 遺伝子 を強制的に導入す る トラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン法 に よ りお こなわ れ，初期遺伝

子の
一

つ で ある E2 蛋白質が宿主由来 の 転写因子

と複合体を形成する こ とに よ り調節され る こ とが

明 らか にな っ たが ， その 詳細は い まだ解明 され て

い ない ．
一
方，兎の パ ピ ロ

ー
マ ウイル ス である cot −

tontail　papillomaVirus（CRPV ）を用 い た 感染実 験

は 遺伝子導入 状態が よ り生理 的 な条件 で あ る の

で ， 遺伝子の 発現調節機構 を自然界に近 い 状態で

観察で きる利点が ある ．しか も，
HPV は種に よる

特異性が 強 く感染実験 は困難で ある こ とか ら， ウ

イル ス 感染 後 の 遺伝子調 節機構を CRPV を用 い

て 解析す る こ とは意義が あ る．今 回 ， 我々 は E2

蛋 白質の ウ イ ル ス 遺伝子の 転写に及ぼす働 きを ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン実験お よび感染実験 に て 解析

する とと もに
，
E2 蛋 白質を中心 とする転写因子複

合体形成 を阻害しうるペ プチ ドを同定 し ， 将来の

抗 ウイ ル ス 薬剤の 候補 とな りうる根拠 を示す．し

たが っ て ， 本研究で は次の 4 点の 達成 を目指す．

　 1．子宮頸 部腫瘍に お ける HPV16 型 遺伝 子 な

らび に E2 遺伝子の 存在を明 らか にす る と共に ，
　E

2 蛋 白質が分子標的治療にふ さ わ しい 分 子で ある

か否かを検討する，

　 H ， トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験 に よ り，
HPV16

型 と CRPV の E2 蛋 白質が ウ イ ル ス 遺伝子の 発現

調節に果たす役割に つ い て 比較検討を行 い
， 転写

因子 と し て の E2 蛋白質が示す特性 に つ い て 明 ら

か にする．

　 皿．感 染 実 験 に よ り CRPV の E2 蛋 白質 が

E6 ・E7 遺伝子 の プ ロ モ ータ 転写活性を誘導す る

か否か を検討する．こ れ により， E2 蛋 白質が ヒ ト

に対する分子標 的治療 を目指す うえで ， 抗ウ イ ル

ス 剤開発 の 標的蛋 白質 と して ふ さわ しい か否か を

明 らか にする．

　 】V．HPVI6 型 E2 蛋 白質に結合す る ペ プチ ドを

同定 し， そ の ペ プチ ドが E2 蛋 白質の プ ロ モ ー
タ

転写活性を阻害する こ と に よ り， 将来の 抗ウ イ ル

ス 薬剤候補 に な りうる理 論的根拠 を示す．

　　　　　　　　　方　　法

　 1 ．子宮頸部腫瘍に お け る HPV16 型 な らびに

E2 遺伝子 の 存在 lHPV16 型 の DNA をプ ロ
ーブ

とした il　situ 　hybridization，　E2 遺伝子 を標的 とし

た in　situ 　PCR を行い
， そ れ らの 組織 内局在 を検討

する．

　 H ．E2 蛋 白質が ウ イ ル ス 遺伝 子の 発現 調節 に

果 たす役割 （トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験〉：HPV16

型 もしくは CRPV の E2 蛋白質発現 ベ ク ターお よ

び エ ン ハ ンサー
に E2 蛋 白質結合部位が 組み 込 ま

れて い る E2 応答 レ ポー
タ
ー ・ベ ク タ

ーをヒ ト子

宮頸癌由来培養細胞 C33a または ウ サギ 上 皮由来

不死化培養細胞 Sf1Ep に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

し，E2 蛋 白質の プ ロ モ ータ転写活性 をル シ フ ェ

ラ
ーゼ ・

ア ッ セ イに て測定 ・比 較す る．

　皿．E2 蛋 白質が ウ イ ル ス 遺伝 子の 発現調節 に
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果 た す 役 割（CRPV 感 染 実 験）：Sf1Ep細 胞 に

CRPV を感染させ た後 ，
　E2 応答 レ ポータ

ー ・ベ ク

タ
ーを トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し ，

ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ ・
ア ッ セ イに て E2 蛋 白質の プ ロ モ ータ転写活

性 を測定す る．E6 　
・
　E7 遺伝子の 発現の 有無 は re−

verse 　transcriptase−polymerase　chain 　rea （〕tion

（RT −PCR ）法に よ り検討する．

　W ．抗 ウ イ ル ス 薬剤候補 として の ペ プチ ドの 単

離 とそ の 解析 ：大 腸菌組 み 換 え に よ り得 た HPV

16　W 　E2 蛋 白質を 標的と して プ レ ー トに 固相化

し
， 任意の 12 個 の ア ミ ノ酸 をフ ァ

ージ の フ ァ イ

バ ー蛋 白質に組み込 んだ ライブラ リ
ーを用 い パ ニ

ン グ法にて ス ク リーニ ン グし，
E2 蛋 白質と結合す

る フ ァ
ージを単離す る．単離 された フ ァ

ージの 提

示する ペ プ チ ド配列が E2 蛋白質の プ ロ モ ータ転

写活性 に及ぼす効果 をル シ フ ェ ラ
ーゼ ・ア ッ セ イ

にて測 定する．

　　　　　　　　 成 　 績

　 1．子宮 頸部腫 瘍 にお ける HPV16 型 な らび に

E2 遺伝 子 の 存 在 ：in　situ 　hybridization　i去に よ り

異形成 で は ウ イ ル ス DNA は 傍 基底層 に少数 コ

ピー存在 し，中層か ら表層に か けて ウ イル ス コ

ピー数が増加する傾向が認め られ た．in　situ　PCR

にて E2 遺伝子の 組織内局在が確かめ られた．

　 1 ．E2 蛋 白質が ウ イ ル ス 遺伝子 の 発現調 節 に

果たす役割 （トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験）：HPV16

型 と CRPV の E2 蛋 白質は類似の プ ロ モ ー
タ転写

活性 を有する こ とが明 らか とな り， トラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン した E2 発現ベ ク タ
ー

の DNA が少 量 の

場合 に は濃 度依存的に転写活性が上昇した．す な

わち，E2 蛋 白質は細胞内の濃度がある程度 に達す

る まで は，E6 ・E7 遺伝子 な どの 初期遺伝子 に対

して は潜在的に転写促進作用 の ある こ とが示 され

た．

　 皿．E2 蛋 白質が E6 ・E7 遺伝子 の 発 現調 節に

果 たす役割 （CRPV 感染 実験）：CRPV 感染細胞 で

は感染粒子が増加する に 伴い ，プ ロ モ
ー

タ転写活

性 の 上昇が認め られ ， 感染細 胞に お ける E2 蛋 白

質の 増加が 示唆され た．同時に E6 ・E7 遺伝子が

発現 し て くる こ とを RT −PCR 法 に よ り確認 した．

これ らの 事か ら ，
ll．の 結果と も合 わ せ

，
　 HPV16

日産 婦誌54巻 2号

型感染実験 が 困難で ある現時点 に お い て ，CRPV

の 感染実験 は HPV16 型感 染の 擬似モ デ ル として

有用で ある こ とが示 された．同時に ， E2 蛋 白質が

転写活性 を有す る こ とが 明 らか とな っ たの で ， E

2 蛋 白質の 機能を 阻害す る こ とに よ り， ウ イル ス

初期遺伝子の 発現を抑制 し ， ひ い て は感染細胞に

お けるウ イル ス の 活動を停止させ 得る こ とを明 ら

か に した．

　 W ．抗ウ イ ル ス 薬剤候補 として ペ プチ ドの 単離

とその 解 析結 果 ：IO”

ク ロ
ーン の フ ァ

ージ ・
ラ イ

ブ ラ リーか ら 57 ク ロ
ーン の フ ァ

ージをパ ニ ン グ

法に よ り選別 し ， フ ァ
ージク ロ

ーン の フ ァ イバ 7

蛋白質の ペ プチ ドを同定 した とこ ろ，4 種類の ペ

プ チ ドで トリプ トフ ァ ン を含む配列が見出 され，

こ の うち 2 種 の ペ プチ ドは E2 蛋 白質の プ ロ モ ー

タ転写活性 を阻害 す る こ とが観察 され た こ とか

ら， 今回 同定 した トリプ トフ ァ ン を含む ペ プ チ ド

が E2 蛋 白質 との 結合 に極め て 重要 な役割 を果 た

して い る こ とが明 らか とな っ た．

　　　　 　　　　 結　 　論

　 LE2 遺伝子 は ほ とん ど の 異形成組織に お い

て保持 されて お り，E2 蛋 白質は ウイ ル ス の ラ イ フ

サ イク ル におい て 重要 なウ イル ス 蛋 白質の
一

つ で

あるこ とを明 らか に した．

　 1 ．E2 蛋 白質 は ウイ ル ス 初期遺伝子 の 転写調

節 に関与する 重要な蛋白質で あ り， E2 蛋 自質が抗

ウ イル ス 薬剤 開発 にお ける標的蛋白質として ふ さ

わ しい こ とをは じめ て 明 らか に した．

　 画．HPV16 型 E2 蛋 自質の 転写促進活性 を阻害

す るた め に は ， トリプ トフ ァ ン を含むペ プチ ド配

列 が重要 であ るこ とを明 らか に し， 将来の 新 しい

抗 ウ イ ル ス 薬剤開発 へ の 理 論的根拠 を示 した．す

なわ ち ， E2 蛋白質の 機能をペ プチ ドに よ り阻害す

る こ と に よ りウ イ ル ス の 転写を抑制し
，

そ の 結果

として感染細胞の 増殖 を抑制 し うる こ とを明 らか

に した．E2 蛋 白質を ターゲ ッ トと した分子標 的療

法 は E2 蛋 白質 の 機能部位が HPV 型 間で 保存 さ

れて い る点 を考慮 に い れ る と， ワ クチ ン療法 と異

な り多数の HPV の 型 に対応 が 可能 で あ る と い う

点で 意義が あ る．
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