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子宮頸癌細胞株SiHaからクローン化したヒトパピローマ

ウイルス16型E6／E7cDNAの生物学的活性

学位論文内容の要旨

I緒  言

  ヒトパピローマウイルス(HPV）16型などの高リスクHPVは，外陰・子宮頸部の悪性病変

に高率に検出されるが，とくにE6／E7領域は，そのHPV DNAの検出される子宮頚癌細胞

株中に常に存在し，発現しており，ラッ卜やマウスの細胞株を卜ランスフオームする活性やヒト

角化上皮細胞を不死化させる活性がある。これに対し，良性病変から分離されるHPV11型など

の低リスクIIPVのE6／E7領域のトランスフオーム活性は極めて低い。この違いは，主にE

6／E7遺伝子産物の質的違いにより生ずると考えられているが，E6／E7領域からの転写産

物の構造にも違いがある。すなわち，  IIPV16, 18型を含む子宮頸癌組織や，細胞株では，E6

内でスプライスしたE6／E7mRNAが 検出されるが，HPV6b，11型 を含む良性病変から

は，スプライス型のE6／E7mRNAは検出されナょい。

  本研究では，HPV16型のE6／E7領域において，mRNAスプライスの有無が，その生物

学的活性に影響を及ぼすかどうかを検討することを目的に，子宮頸癌細胞株SiHaからHPV16

型E6／E7cDNAを合成し，さらに，そのスプライス部位変異株を作成し，それらのトラシ

スフオー厶活性および細胞DNA合成誘導能を検討した。

II実験材料および方法

1．プラスミド

  HPV16型のE6，E7およびE6／E7断片を，ネオマイシン耐性遺伝子をもつ発現ベクター

pcD2ーYに ク口 ーン 化し て,pcD2― E6， pcD2―E7およ びpcD2―E6E7を作製した。

また，E6，E7断片を，ステロイドで発現を誘導できるべクターp5031“にク口ーン化し，p5

031゙ E6およびp5031゙ E7を作製した。

2．DNAトランスフェクションおよびトランスフオーム活性
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  各々のpcD2－E6／E7cDNAと活性型rasをりン酸カルシウム共沈法により初代ラット

線維芽細胞(REF）にトランスフェクトし，G418で2週間選択した後，トランスフォームコロ

ニ ー の 出 現 率 (ras協 同 卜 ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 効 率 ） を 検 討 し た 。

3．   Reverse Transcriptaseー Polymerase Chain Reaction (RT一 PCR)法

  細胞株由来の全RNAをDNaseI処理し，oligo dTをプライマーとして，逆転写酵素によ

り第1鎖cDNAを合成し，PCRを行なった。

4．点突然変異の導入および塩基配列解析

  cDNAの塩基配列とーケ所のミスマッチをもっ20mersのオリゴヌクレオチドを用いて，

Kunkel法により点突然変異を導入した。点突然変異およびその他の塩基配列の解析には，ジデ

オキシ法を用いた。

5、．細胞DNAの合成誘導能

  各々のp 5031゙ E6／E7cDNAとpSV2hygroをラッ卜3Y1細胞に卜ランスフェクトし，

ハイグ口マイシンBで選択した後，12コ口ニ―ずっをク口ーン化し，混合して，デキサメサゾン

でその発現を誘導できる細胞株を樹立した。その細胞を無血清下で培養した後，デキサメサゾン

添加時と非添加時の［”H］ーチミジン取り込みの比（細胞DNA合成誘導能）を比較した。

6．Slマッピング

  DNAプローブと細胞RNAをハイブリダイズさせ，nucleaseSlを加えて消化した。Sl

抵抗性の断片をアルカリアガロースゲルで分離し，オートラジオグラフィーにより検出した。

m結  果

1．  HPV16E6／ E7cDNAの ク 口 ー ン 化 と ス プ ラ イ ス 部 位 変 異 株 の 作 製

  HPV16型DNAを含 む子 宮頸 癌細 胞株SiHaから細胞RNAを抽 出し，E6／E7領域をは

さむ プラ イマ ―を 用い てRTーPCRを行 なっ たと ころ ，3種 類のHPV16E6／E了mRNA

(full― lengthE6／ E7mRNA， E6゙ I／ E7mRNA， E6゙ n／ E7mRNA)に 対 す る

cDNA (cF (wt)， c゙ I， c゙ H） が 合 成 さ れ ， そ れ ぞ れ を ク 口 ー ン 化 し た 。

  さらに，full―lengthE6／E7mRNAのみが転写されるようなcDNAをっくる目的で，

cF (wt)のE6内のスプライスドナ一部位またはアクセプタ一部位に，それぞれーケ所の点突

然変異を導入し，2っのcDNA変異株(cF (Do)，cF (Ac)）を得た。塩基配列解析により，

そ れ ぞ れ 227n.p． の Gが Aに ， 407n.p．の AがCに変 異し たこ と が確 認さ れた 。

  これらの5っのcDNAを，それぞれ発現ベクタ- pcD2―Yおよびp5031゙ にク口ーン化し，
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pcD2―cF (wt)，pcD2ーC“I，pcD2ー C゙ 1I，pcD2一cF（Do)，pcD2一cF（Ac)，お

よびp 5031゙ cF (wt)，p5031゙ c゙ I，p5031゙ c゙ II，p5031゙ cF(Do)，p5031^ cF（Ac）

を作製した。

2． HPV16E6／E7cDNAのトランスフオー厶活性

  pcD2―cF(wt)とpcD2―c゙ Iの卜ランスフオーメーション効率は，それぞれ62.8％，43.6

％で，いずれもゲノム由来のDNAとはぼ同じレベルであったが，しかし，pcD2―c゙ u，

pcD2一cF（Do)，pcD2―cF（Ac)では16.1％，19.1％，21.2％と，pcD2―cF（wt)に

較べ，それぞれ有意（pく0．05)に低下していた。

3． HPV16E6／E7cDNAの細胞DNAの合成誘導能

  p 5031゙ cF (wt)の細胞DNA合成誘導能は2．35倍，p5031゙ c゙ Iは1．53倍であり，そのcD-

NAの発現により細胞DNA合成が誘導されたが，しかし，p5031“c゙ lI，p5031゙ cF（Do)，

p 5031゙ cF（Ac)では，細胞DNA合成誘導能は検出されず，p5031゙ cF (wt)に較ベ有意（p

くO．05)に低下していた。

4．トランスフオ一厶細胞株におけるHPV16E6／E7mRNAの解析

  各々のE6／E7cDNAと活性型rasによルトランスフオ―ムしたREF細胞株から細胞

RNAを調製し，RT一PCR法により，転写されるHPV16E6／E7mRNAを解析した。そ

の結果，pcD2―cF (wt)を含む細胞株でtま，CaSkiやSiHaなどのHP¥T16型を含む子宮頚

癌細胞株と同様に，full―lengthE6／E7mRNAとE6゙ I／E7mRNAが転写されていた

が，アクセプタ一部位の変異株pcD2一cF (Ac)を含む細胞では，E6゙ I／E7mRNAの

転写が抑制され，主にfull―lengthE6／E7mRNAとE6゙ II／E7mRNAが転写されて

いた。

  一方，ドナ一部位変異株pcD2－cF（Do)を含む細胞からは，full―lengthE6／E7mR-

NAのほかに，E6゙ I／E7mRNAとほば同じサイズのmRNAが検出された。このPCR

産物の塩基配列解析により，本来のドナー部位より5塩基上流(221n.p．）からのスプライスが

確認された。pcD2―c゙ I，pcD2― c゙ uを含む細胞では，それぞれ，E6゙ I／E7mRNA，

E6゙ u／E7mRNAに相当するバンドのみが検出された。

  転写レベルを比較するために，同じ細胞RNAとJ2PラベルしたHPV16型E6／E7領域

のDNAプ口―ブを用いてSlマッピングを行なった。その結果，pcD2～cF (wt)を含む細

胞株では，full―lengthE6／E7mRNAとE6゙ I／E7mRNAが転写されていたが，cDNA

変異株を合む細胞株では，full一lengthE6／E7mRNAに相当するバンドのみが検出された。
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IV考  察

  HPV16型のE6／E7領域から転写されるmRNAにおけるスプライスの有無が，実際にE

6／E7領域の生物学的活性に影響を及ぼすかどうかを検討するために，HPV16型のfullー

lengthE6／E7mRNAに対するcDNAに，そのスプライス部位が良性型と同配列になるよ

うに点突然変異を導入した。ドナ一部位変異株のドナ一部位はHPV6b型と，アクセプ夕一部

位変異株のアクセプタ一部位はHPV11型とほぼ同じ配列となるため，この部位におけるスプラ

イスが完全に抑制されるものと想定されたが，RT→PCR法による解析により，アクセプ夕一

部位変異株を含むトランスフオーム細胞株中では，下流のアクセプ夕一部位(526n.p．）へのス

プライスが生じ，ドナ一部位変異株のトランスフオーム細胞株では，本来のドナ一部位より5塩

基上流（221n.p．）からのスプライスが生じることが判明した。しかし，定量性に優れたSlマッ

ピシグ法で検討したところ，変異株を含む細胞においては，スプライス型mRNAの転写量は

極めて少なく，主にfullーlengthE6／E7mRNAが転写されていた。

  このような転写パターンを示すcDNA変異株とスプライス型mRNAのみを発現するcDNA

の生物学的活性を比較したと ころ，E6゙ I／E7mRNAを発現 するcDNAでは，トランス

フオーム部位および細胞DNA合成誘導能がcF（wt)とほば同等であったが，full一lengthE

6／ E7 mRNAあ る いは E6゙ u／E7mRNAのみ を発 現す るcDNAで はト ラン スフ オ ー厶

活性は低く，DNA合成誘導能は検出されなかった。このことから，2っの生物学的活性には，

E6゙ I／E7mRNAの転写が重要であることが明かになった。

  これらの生物学的活性は，HPV16型のE6遺伝子には認められないが，E7遺伝子には単独

で認められ，E7遺伝子の発現に依存することが判明している。従って，本研究により，HPV1

6型では，E6“I／E7mRNAの転写により，ウイルス癌遺伝子であるE7遺伝子が効率的に

発現していることが示された。さらに，HPV16型のE6゙ u／E7のスプライスはE6゙ Iと同

じE6内スプライスであるが，E7遺伝子の発現にはかならずしも重要でないことをはじめて明

かにしえた。
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学位論文審査の要旨

  ヒト′く口一マウイルス（HPV）16型などの高リスクHPVは，外陰・子宮頸部の悪性病変に

高率に検出されるが，とくにその初期遺伝子E6／E7領域は，ラットやマウスの細胞株をトラ

ンスフオームする活性を有することやヒト角化上皮細胞を不死化させることが確認されており，

ウイルス癌遺伝子として注目されている。これに対し，良性病変から分離されるFIPV11型など

の低リスクHP¥TのE6／E7領域のトランスフオーム活性は極めて低い。この違いは，主にE

6およびE7遺伝子産物の質的違いにより生ずると考えられているが，E6／E7領域からの転

写産物の構造にも違いがある。すなわち，HPV16，18型を含む子宮頚癌組織や細胞株では，E

6内 でス プライスしたE6／E7mRNAが 検出されるが，HPV6b，11型 を含む良性病変か

らは，スプライス型のE6／E7mRNAは検出されない。しかし，この領域におけるスプライ

スの意義にっいては未だ解明されていない点が少なくない。

  本研究では， HPV16型において，E6領域内 でのmRNAスプライスの有無が，E6／E7

領域の生物学的活性に影響を及ぼすかどうかを検討することを目的に，子宮頚癌細胞株SiHaか

らHPV16型E6／E7cDNAを合成し，さらに，そのスプライス部位変異株を作成し，それ

らのトランスフオーム活性および細胞DNA合成誘導能を検討した。

  HPV16型DNAを 含む 子宮 頸癌 細 胞株 SiHaから細胞RNAを抽出し ，E6／E7領域をは

さ む プ ラ イ マ ーを 用い てRT－PCRを行 なっ たと ころ ，3種 類の HPV16E6／ E7mRNA

(full― lengthE6／ E7mRNA， E6゙ I／ E7mRNA， E6゙ II／ E7mRNA） に 対 す る

cDNA (cF (wt)，c゙ I，c゙ 且）が合成され，それぞれをク口ーン化した。さらにfull一

lengthE6／ E7mRNAの みが 転写 さ れる ようなcDNAをっくる目的で，cF (wt)のE6内

のスプライスドナ一部位またはアクセプター部位に，それぞれーケ所の点突然変異を導入し，2

っのcDNA変異株(cF（Do)，cF (Ac)）を得た。塩基配列解析により，それぞれ227n.p．の

GがAに，407n．p．のAがCに変異したことが確認された。これらの5っのcDNAを，トラン

スフォーム活性をみるために発現ベクターpcD2ーYに，および細胞DNA合成誘導能をみる

ために発現ベク夕一p 5031゙ にク口ーン化し，pcD2―cF (wt)，pcD2－c゙ I，pcD2―c゙
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II，pcD2―cF（Do)，pcD2―cF（Ac)，およびp5031゙ cF (wt)，p5031゙ c゙ I，p5031゙

c’1I，p5031゙ cF (Do)，p5031゙ cF（Ac)をそれぞれ作製した。pcD2―cF (wt)とE6゙ I

に対するcDNAであるpcD2―c゙ II pcD2－ c゙ Iの卜ランスフオーメーション効率は，それぞ

れ62.8％，43.6％で，いずれもE7領域を含むゲノム由来のDNAとほば同じレベルであった

が，しかし，E6゙ 1Iに対するcDNAであるpcD2― c゙ H，および変異株pcD2―cF (Do)，

pcD2―cF(Ac)では16.1％，19.1％，21.2％と，pcD2一cF (wt)に較べ，それぞれ有意（p

くO． 05)に低下していた。また，’p5031゙ cF (wt)の細胞DNA合成誘導能は2．35倍，p5031゙

c゙ Iは1． 53倍であり，そのcDNAの発現により細胞DNA合成が誘導されたが，しかし，p

5031゙ c゙ H，p 5031゙ cF（Do)，p5031゙ cF（Ac)では，細胞DNA合成誘導能は検出されず，

p 5031゙ cF (wt)に較ベ有意(pく0．05)に低下していた。

  次に，各々のE6／E7cDNAと活性型rasによルトランスフォームした初代培養ラット線

維 芽 細 胞 株か ら細 胞RNAを調 製し ，RT－PCR法に より ，転 写さ れる HPV16E6／ E7

mRNAを解析した。その 結果，pcD2－cF (wt)を含む細胞株では，CaSkiやSiHaなどの

HPV16型を 含む 子 宮頸 癌細 胞株 と同 様に ，full― lengthE6／E7mRNAとE6゙ I／E7

mRNAが転写されてLiたが，アクセプタ一部位の変異株pcD2―cF（Ac)を含む細胞でfま，

E6゙ I／ E7mRNAの 転 写 が 抑 制 さ れ ， 主 に full－ lengthE6／ E7mRNAとE6゙ H／E

7 mRNAが転写されていた。一方，ドナ一部位変異株pcD2―cF（Do)を合む細胞からは，

fullー lengthE6／ E7mRNAの ほ か に ， E6゙ I／ E7mRNAと ほ ぼ 同 じ サ イズ のmRNA

が検出された。このPCR産物の塩基配列解析により，本来のドナ一部位より5塩基上流(221

n．p．）からのスプライスが確認された。pcD2－c゙ I，pcD2―c゙ IIを合む細胞でfま，それ

ぞ れ， E6゙ I／ E7mRNA，E6゙ H／E7mRNAに相 当 する バン ドの みが検出された。転

写レベルを比較するた めに，同じ細胞RNAと””PラベルしたHPV16型E6／E7領域の

DNAプローブを用いてSlマッピングを行なった。その結果，pcD2－cF (wt)を含む細胞

株 で は ， full―lengthE6／E7mRNAとE6゙ I／E7mRNAが 転写 され てい たが ，cDNA

変異株を含む細胞株では，full―lengthE6／E7mRNAに相当するバンドのみが検出された。

  以上の結果をまとめると，変異株を導入した細胞内では，E6領域でのスプライスは抑制され，

主にfull－lengthのE6／E7mRNAが転写されていた。このようなfull―lengthのmRNA

のみを主に発現するcDNA変異株と，スプライス型のE6／E7mRNAのみを発現するcD-

NAの 生 物 学的 活性 を検 討 した 結果 ，E6゙ I／E7mRNAを 発現 する cDNAのト ラン ス

フオーム活性，細胞DNA合成誘導能は，cF (wt)とほば同等であったが，full亠lengthのみ，
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またtまE6゙ IIのみを発現するcDNAでは，トランスフオ―ム活性は低く，DNA合成誘導能は

検出されなかった。このことから，2っの生物学的活性には，E6^ I／E7mRNAの転写が重

要であることが明かになった。従って，本研究により，HPV16型では，E6^ I／E7mRI¥TA

の転写により，ウイルス癌遺伝子であるE7遺伝子が効率的に発現していることが示された。さ

らに，HPV16型のE6゙ 矼のスプライスは，E6“Iと同じE6内のスプライスであるが，E7

遺伝子の発現には必ずしも重要でないことがはじめて示された。

  口頭発表に際し，長嶋教授からfull←lengthのE6／E7mRNAだけが発現されるような

cDNAを作ることができたかどうか，HPVの良性，悪性などの性質と関連が有るのはスプラ

イスの有無だけかどうか，にっいての質問と，E6”ImRNAが細胞の悪性化に重要であるこ

との確認があった。葛巻教授からは，良性型HPVのfull－lengthのDNAと今回実験に使用

した悪性型のfullーlength mRNAのみが転写されるcDNAとの間で，生物活性を比較したか

どうか，悪性型HPVのE6，E7遺伝子の産物とp53やRbなどの癌抑制遺伝子産物が結合す

るが，E6゙ IなどのスプライスしたmRNAから翻訳される蛋白の結合能をしらべたかどうか，

などの質問があった。また，柿沼教授からは，スプライスのないものは良性型と考えて良いのか

どうかにっいて，full―lengthのE6／E7mRNAから翻訳されるE7蛋白量の検討の結果に

っい て ，E6蛋白 の発 現量 にっ いて ，さらに1っのE6／E7mRNAか らE6蛋白とE7蛋白

の両方が翻訳されるか否かにっいての質問があった。申請者はこれらの質問に対して概ね適切に

解答しえたと判断された。またその後，副査の柿沼教授，葛巻教授から個別に審査をうけ合格の

判定を下された。

  以上，本研究はHPV16型のE6領域内のスプライスがウイルス癌遺伝子であるE7遺伝子の

発現に関与することをはじめて明確にしえた研究であり，博士（医学）の授与に価するものと判

断された。
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