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論文内容の要旨

ヒトパピローマウイルス (HPV) はパポパウイルス科に属する小型 DNA ウイルス(ゲノムは約 8 Kb) であり，皮

膚や粘膜上皮にイボ様の増殖性病変を引き起こす病原体として知られている。 HPV は70種を越える型が見つかって

おり，特に悪性型 (16 ， 18, 33型)は子宮頚癌，前立腺癌，舌癌等特定の癌組織で検出されこれらの癌発生と HPV 感

染との関係が注目されている。

まず，悪性型 HPV を型特異的かつ高感度に検出する PCR 法と多くの型 (6b， 11 , 16, 18, 33, 52b, 58型)を検出

できるユニバーサル PCR 法を開発した。本法を用いて前癌病変，子宮頚癌組織を調べた結果，各々 61% ， 83%の割合

で HPV が検出された。正常組織では， HPV は検出されなかった。また， 9 例にユニバーサル PCR でのみ HPV が検

出されたが，塩基配列の解析により確認したところ既知の HPV 5 例が同定された。残り 4 例については未知の HPV

である可能性がある。さらに，前癌病変では子宮頚癌と比べると検出頻度は低いが，悪性度の高いほうに HPV の検出

頻度が高くなっていた。このように子宮頚癌に HPV が高頻度に検出されることは，単に HPV が癌に感染しやすいと

いうことではなく， HPV にまず感染しこれが持続感染状態になり子宮頚部の細胞に癌抑制遺伝子の不活性化等の影

響を与え，さらにもういくつかの条件が加わって癌化に至るという可能性が考えられ，本法などを活用した今後のデ

ータの蓄積が望まれる。

HPV 遺伝子は E1-E7の初期遺伝子と L1 ， L2の後期遺伝子から構成されている。 HPV の感染機構が不明であるのは

構造蛋白質をコードしている後期遺伝子 (L2) の発現制御が不明であるためである。そこで， 16, 18, 33型に共通し

て E5-L2聞に短い非翻訳領域 (SNR) が存在することに注目し，この部分にプロモーターが存在するとの仮設をたて

これを検証した。 CAT 遺伝子の上流に16 ， 18, 33型の SNR をそれぞれ導入し，種々の子宮頚癌培養細胞株に導入後，

CAT 遺伝子の発現を調べたところすべて発現が見られた。また， HPV16-SNR を逆配列で導入した場合 CAT 遺伝子

の発現は認められなかったことも， HPV16-SNR にプロモーターが存在することを支持するものである。

次にプロモーターを制御する調節因子について検討した。 16， 18, 33型の SNR の塩基配列には， poly (A)シグナルと

NF-IL6/LAP 結合部位が共通して存在していた。 poly (刈シグナルは上流からの転写を終結し， LAP Oiver-activating 
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protein) は様々な遺伝子の発現誘導に重要な役割を果たしていることが知られている。 HPV-SNR のプロモータ一様

活性に対する LAP や poly (A)シグナルの影響を調べたところ， LAP の同時導入により 16， 18, 33型とも上昇し， poly 

(A)シグナルの欠失によっても 16 ， 18型では増強された。 33型では約 2 分の l に低下したが，これは同時に転写活性に必

要な TATA box や LAP 結合部位が欠失されたためと推察され，さらに， HPV-16 SNR によって転写された CAT 遺

伝子産物の転写開始点を調べたところ，転写開始部位は L2領域の上流約40 bp であり， TATA box はこの上流約20bp 

であることが明らかとなった。 HPV は上皮系細胞にのみ感染し分化した細胞でのみ増殖するという特徴があるため，

通常 L2プロモーターは抑制状態にあることが考えられる。実際， HPV が取り込まれた子宮頚癌細胞株でも後期遺伝子

の発現は認められていない。このプロモーターは分化と共に増加する LAP によって活性化され，また HIV 等のウイ

ルスで発現制御に関わっている poly (A)シグナルの欠失によっても同様に活性化された。 HPV の16， 18, 33型のすべて

において LAP 結合部位と poly (A)シグナルが近接していることから，これらによる複雑な制御が存在するものと考え

られる。

E7蛋白質は他の腫蕩ウイルスの癌関連蛋白質 (SV40 large T , adenovirus E1A) とホモロジーを有し，これらと同

様に形質転換能もある。E7抗体を用いて E7の細胞内局在を検討したところ，既知のように核内に存在する E7はエピト

ープがマスクされているため染色されず細胞質のみが染色された。そこで， E7 と βーガラクトシダーゼ (βgal)の各

領域を含む融合蛋白質 (E7一βgal)を作製し， βgal 活性を指標にして核移行を検討した結果， E7-βgal は核内へ移

行し， E7本来の形質転換能を保持していることも確認された。また E7の核移行に必要なペプチド領域(16-41番目の

アミノ酸)を明らかにした。この領域には塩基性アミノ酸からなる核移行シグナルは存在しないが，他の HPV 間でも

保存されていた。従って， E7には新しい核移行シグナルが存在するか，あるいは他の蛋白質と結合して核へ移行して

いる可能性が考えられる。後者の場合，癌抑制遺伝子の Rb 遺伝子産物が E7 と結合することが知られており，さらに

16-41番目のアミノ酸は Rb 結合部位とも重複している。しかし E7の 16-41番目のアミノ酸に点変異を導入し Rb と結

合できない構造を調製しても，培養細胞へ導入後その蛋白質は核内へ移行した。これらのことから E7はそれ自身で核

内へ移行している可能性が示唆された。これらの知見は HPV と癌化との関係を知る手がかりとなり，さらに SNR に

プロモーター様活性が見い出されたことはそのメカニズム解明への第一歩であるといえる。

論文審査の結果の要旨

真木君は，癌化との関連においてヒトパピローマウイルス (HPV) の検出とその発現制御に関して検討し，以下の

知見を得た。すなわち， HPV の16型， 18型， 33型をそれぞれ特異的に検出する型特異的 PCR 法と様々な型の HPV を

検出するユニバーサル PCR 法を開発し，これらを用いて子宮頚癌や前癌病変組織等の臨床サンプルについて解析し，

HPV と癌化の関連性を確認するとともに，本法の有効性を検証した。また， HPV の非翻訳領域にプロモータ一様活

性をみいだ、し， LAP や poly (A)シグナルなどにより後期遺伝子 (L2) の発現が調節されている可能性を示した。さらに

E7タンパク質の核移行に必要なペプチド配列を明らかにし， Retinoblastoma タンパク質の結合は HPV の形質転換機

能には必要であるが，核移行には無関係であることなどを示した。

以上の研究は，癌化と HPV の関連について重要な知見を示したものであり，学術的に高く評価でき，博士(薬学)

学位論文として充分価値あるものと認められる。
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