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はじめに

　ヒトパピローマウイルス（human papillomavirus: HPV）
には 400 種以上の遺伝子型が存在し，そのうちの HPV16
や HPV18 など約 13 種が子宮頸癌の原因ウイルスとして
知られている 1)．癌化のメカニズムとして，HPV がコー
ドする癌タンパク質 E6/E7 が p53/pRb をそれぞれ不活化
することで，無制限な細胞増殖を引き起こすことが 1990
年代に明らかにされた．さらに E6/E7 が標的とする宿主
タンパク質は p53/pRb 以外にも多岐にわたっており，
HPV 研究は E6/E7 の機能解明を通してヒトの癌生物学に
大きなインパクトを与えてきた．その一方で HPV が増殖
する実用的な培養細胞系が存在しないことから，臨床検体
から分離した「生の」ウイルスを用いた研究が困難であり，
HPV 感染・増殖から持続感染に至るライフサイクルの解
明は遅れていた．このハードルを乗り越えるため，ヒト胎
児腎細胞（HEK293TT）に導入した発現プラスミドから
HPV キャプシドタンパク質を産生させ，細胞内でレポー
タープラスミドを HPV 粒子内にパッケージするシステム
が 2004 年に報告され 2)，簡便に感染性のあるシュードウ
イルス（pseudovirus: PsV）を作成することが可能になり，
HPV 感染の初期過程の解析が現実的になった．
　HPV は約 8 kb の環状二本鎖 DNA ゲノムに 7 つの初期
タンパク質（E1，E2，E4，E5，E6，E7，E8）と 2 つのキャ

プシドタンパク質（L1，L2）をコードするのみなので，
そのライフサイクルは宿主タンパク質の機能に大きく依存
している．これまでに HPV 初期タンパク質に結合する宿
主タンパク質の網羅的なプロテオミクス解析が行われ，宿
主 /HPV 間のタンパク質相互作用ネットワークが明らか
にされている 3, 4)．しかしこれらはあくまでもタンパク質
間の物理的な相互作用に基づいており，細胞内でのウイル
ス機能を実際に反映しているかは不明な点が多い．そのた
め HPV 感染・増殖の素過程を支える宿主因子を，機能面
から同定することが求められている．最近我々は，HPV
の細胞侵入および HPV 癌遺伝子の転写に関わる宿主因子
を探索するために，HPV の生物活性に裏付けられたスク
リーニングを行い，新たな宿主タンパク質を見出したので
紹介したい．

HPVの細胞侵入機構

　PsV を用いた解析により，HPV 細胞侵入の基本的な分
子機構が明らかにされている．まず PsV は細胞表面のへ
パラン硫酸プロテオグリカン（HSPGs）に結合し 5-7)，こ
の結合が L1 キャプシドの構造を変化させ 8-11)，その変化
領域が分泌型プロテアーゼ KLK8 や細胞表面タンパク質メタ
ロプロテアーゼ ADAM17 により部分的に切断される 12, 13)．
KLK8 や ADAM17 による切断と連動して，PsV はマクロ
ピノサイトーシス様のエンドサイトーシスにより，ゆっく
りした速度（半減期 9 〜 12 時間）で細胞内に取り込まれ，
初期エンドソームに送られる 14, 15)．HSPGs との結合は L1
キャプシドに覆われていた L2 分子を PsV 表面に露出させ
る 16)．すると L2 の N 末端領域はプロテアーゼ Furin によ
り切断され 17)，C 末側領域はγ-secretase のシャペロン作用
によりエンドソームの脂質二重膜を貫通するようになる 18)．
膜貫通した L2 に細胞質のレトロマー複合体が結合するこ
とで，PsV はエンドソームを離れてトランスゴルジネッ
トワーク（TGN）・ゴルジ体へと逆行輸送される 19, 20)．そ
の後，細胞分裂期のゴルジ体の分散と核膜の崩壊を経て，
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図 1 HPV感染に関わる宿主因子の CRISPR-Cas9ノックアウトスクリーニング
	 （A）ウシパピローマウイルス 1 型の E2(BE2) による HeLa 細胞の増殖抑制と，BE2 を発現する HPV18 シュードウ

イルス (18PsV-BE2) による感染抵抗性細胞のスクリーニングの原理．HeLa 細胞では integration により HPV18 E2
遺伝子が破壊され，恒常的に E6/E7 が発現している．BE2 により E6/E7 発現が抑えられると細胞増殖が停止する .（B）
Model-based Analysis of Genome-wide CRISPR-Cas9 Knockout による結果 . マンハッタンブロットで表示し，上位
30 位までの遺伝子名をラベルした . （文献 23 より改変）

PsV は核内に到達する 21)．PsV の細胞染色体への結合に
は L2 のリン酸化が必要であり，分裂期特異的なキナーゼ

（CDK1，PLK1）が重要な役割を果たしている 22)．このよ
うに多くの宿主タンパク質が HPV 細胞侵入の際に働くこ
とが示されてきたが，まだ多くの未知のタンパク質が
HPV 感染に関与していると考えられる．

HPV感染に関わる宿主因子の網羅的スクリーニング

　我々は HPV 細胞侵入に関わる宿主タンパク質を網羅的
に同定するため，CRISPR-Cas9 ノックアウト細胞ライブラ

リーを用いたゲノムワイドなスクリーニングを実施した 23)．
PsV にパッケージするレポーター遺伝子として，HPV 初
期プロモーターに結合して E6/E7 遺伝子の発現を強く抑
制するウシパピローマウイルス 1 型の E2 遺伝子（BE2）
を選び，BE2 をパッケージした HPV18 PsV(18PsV-BE2)
を作成した．スクリーニングの標的細胞として，HPV18
ゲノムが細胞染色体に組み込まれ，HPV 初期プロモーター
から E6/E7 が恒常的に発現しているヒト子宮頸癌細胞

（HeLa）を用いた．18PsV-BE2 の感染が成立した HeLa 細
胞では，BE2 により E6/E7 の発現が抑えられると，増殖
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ゴルジ体 / 小胞体関連遺伝子が上位を独占していた（図
1B）．これらは前述したように，HPV 感染の初期過程に
おいて重要な遺伝子群であることから，スクリーニングの
妥当性が示された．さらにスクリーニングで得られた個々
の遺伝子をノックアウトしたところ，Folliculin（FLCN）
のノックアウトが顕著な HPV 感染阻害を示した．FLCN
は線維毛包腫，腎腫瘍，肺嚢胞や自然気胸などの特徴を示
す Birt-Hogg-Dubé 症候群の患者で変異が認められるタン
パク質で 24, 25)，small GTPase である RagC/D に対する
GTPase 活性化タンパク質（GAP）として知られているが 26)，
これまでに HPV 感染過程への関与は報告されていなかった．

が停止しアポトーシスが誘導されるが，感染抵抗性の細胞
は増殖能を維持するため，HPV 感染に必要な宿主遺伝子
がノックアウトされた細胞が濃縮されることになる（図
1A）．
　レンチウイルスベクターを用いて CRISPR ノックアウ
トライブラリー（Genome-scale CRISPR Knock-Out v2.0 
pooled libraries, Human) を，Cas9 を発現する HeLa 細胞
に導入した．作成したノックアウト細胞ライブラリーに
18PsV-BE2 を感染させ，2 週間後に増殖を続ける細胞を回
収した．細胞 DNA に組み込まれた sgRNA の配列を次世
代シーケンサーで解読し，その濃縮度を評価した．その結
果，ヘパラン硫酸合成遺伝子，γ-secretase 複合体および

図 2 PsV感染に対する FLCNノックアウトの効果
	 （A）FLCN sgRNA 導入 HeLa 細胞における HPV18 および HPV16 PsV(18PsV-Luc, 16PsV-Luc) の感染 .（B）ヒト

角化細胞（HaCaT）と，ヒト子宮外頸部上皮細胞（Ect1）における PsV 感染 .（C, D）FLCN ノックアウトシング
ルセルクローン HeLa 細胞（∆ FLCN）および FLCN 入れ戻し細胞 ( ∆ FLCN/FLCN-HA) における PsV の感染 .（E） 
∆ FLCN における組換えレンチウイルス (rLV) および組換えアデノ随伴ウイルス 2 型（rAAV2）の感染 . ＊，P ＜ 0.05.

（文献 23 より改変）
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2C），さらに FLCN の入れ戻し細胞（Δ FLCN/FLCN-
HA）も作成して同様の感染実験を行ったところ，Δ
FLCN 細胞は HPV16/18 PsV に対する強い感染抵抗性を
示し，Δ FLCN/FLCN-HA 細胞では感染感受性が回復し
た（図 2D）．一方で，組換えレンチウイルスと組換えアデ
ノ随伴ウイルス 2 型の感染には，FLCN ノックアウトは影
響を与えなかった（図 2E）．PsV の細胞内局在を共焦点蛍
光顕微鏡で観察したところ，PsV 添加から 2 時間後にΔ
FLCN 細胞では初期エンドソームへの PsV の局在が低下
し， こ の 低 下 は Δ FLCN/FLCN-HA 細 胞 で 回 復 し た．
FLCN ノックアウトによる PsV 侵入効率の低下，あるい

Folliculinのノックアウトによる HPV分解の亢進

　FLCN ノックアウトが HPV 感染に及ぼす効果を解析す
るために，ルシフェラーゼ発現プラスミドをパッケージし
た HPV PsV を用いて感染実験を行った 23)．その結果，
FLCN の減少レベルに相関して，HPV16 および HPV18 
PsV 感染に対する抵抗性が認められた（図 2A）．この感
染抵抗性は，HPV 陰性のヒト角化細胞（HaCaT）および
E6/E7 導入により不死化させた子宮外頸部細胞（Ect1）
でも同様に観察された（図 2B）．次に FLCN ノックアウ
トのシングルセルクローン（Δ FLCN）を樹立し（図

図 3 ウェスタンブロッティングによる PsVの細胞侵入過程の解析
	 （A）野生型 (control) と FLCN ノックアウト ( ∆ FLCN) および FLCN 入れ戻し（∆ FLCN/FLCN-HA）HeLa 細胞に

4℃で 16PsV-Luc を結合させたのち，37℃で 1~8 時間培養した．細胞表面に結合したままの PsV をトリプシンで分
解した後（trypsin+），細胞内に侵入した PsV の L1 タンパク質を抗 L1 抗体で検出した．矢印はフルサイズの L1，
矢尻は 20kDa 以下の L1 バンド，＊は細胞内の交差タンパク質 .（B）Bafilomycin A1（BafA1）を培地に添加 .（C）
E64d/Pepstatin A を添加 . （文献 23 より改変） 
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た．さらに FLCN ノックアウトによる PsV 感染抵抗性と
PsV 分解の亢進は，FLCN の作用標的である RagC のノッ
クアウト細胞でも再現された 23)．
　FLCN ノックアウトがリソソームでの HPV 分解を誘導
する分子機構として，タンパク質合成・分解などの細胞内
代謝を制御する mTORC1 シグナル系の関与が考えられ
る．FLCN の GAP 活性標的である RagC/D は，RagA/B
とヘテロダイマーを形成し，リソソーム膜上の Ragulator
と結合して mTORC1 の活性を制御する 26-28)．栄養富裕状
態では FLCN が RagC を GDP 結合型（活性型）に変換し，
この活性型 Rag ヘテロダイマーに mTORC1 が結合して，

は PsV 分解の促進が考えられたため，細胞表面をトリプ
シン消化後，ウェスタンブロティングにて細胞内に取り込
まれた L1 の検出を行った．親株細胞と比べてΔ FLCN 細
胞では取り込まれた完全長の L1 タンパク質が減少し，代
わって 20kDa 以下の L1 バンドが出現した（図 3A）．この
現象は V-ATPase 阻害剤 Bafilomycin A1 およびリソソー
ムのプロテアーゼ阻害剤 E64d/Pepstatin A の添加により
消失したことから（図 3B,C），FLCN ノックアウトにより
PsV のリソソームでの分解が速やかに起こること，すな
わち通常の細胞環境では FLCN が機能することにより，
HPV はリソソームでの分解を免れていることが示唆され

図 4 FLCNノックアウト細胞での HPV分解のメカニズム（文献 23より改変）
	 野生型の細胞では，FLCN により RagC が活性化されることで，mTORC1 により転写因子 TFEB と TFE3 がリン

酸化され，リソソーム膜上に留まる．FLCN ノックアウト細胞では，RagC の不活性化に伴い，TFEB と TFE3 の
リン酸化レベルが下がり核内に移行する．するとリソソーム生合成遺伝子の発現が上昇し，侵入した HPV 粒子が効
率よく分解される．

図 5 HPV16の転写調節領域（long control region: LCR）の構造と宿主転写因子およびウイルス因子の結合部位（文献
31と 36をもとに作成）
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に直接結合する転写因子と，転写因子に結合して転写を調
節する転写共役因子（co-activator）からなっている．転
写因子に比べ，HPV の遺伝子発現に関わる宿主の転写共
役因子はほとんど明らかにされていない．
　細胞の TEAD ファミリー転写因子 (TEAD1/2/3/4) は，
ショウジョウバエからヒトまで広く保存されており，発生に
おける細胞増殖や発癌に関わる遺伝子の発現を制御する 33)．
TEAD は特異的 DNA 配列に結合するが，自身に転写活
性化能はなく，YAP や TAZ などの共役因子と複合体を
形成することで転写を活性化する．これまでに HPV 遺伝
子制御に関して，TEAD1 が LCR のエンハンサー領域に
結合し，E6/E7 遺伝子の転写を活性化することが報告さ
れ て い る 34)． ま た 我 々 は E6 が， 表 皮 角 化 細 胞 で
TEAD1/4 の発現を増加させることを見出した 35)．さらに
LCR のエンハンサー領域に 11 カ所の TEAD1 結合部位を
同定し（図 5），そのうちの 8 カ所に同時に変異を導入す
ると，エンハンサー活性が完全に消失した 36)．これらの
結果から，TEAD1 は HPV の遺伝子発現に重要な転写因
子と考えられる．

HPV癌遺伝子の発現を促進する転写共役因子

　我々は TEAD1 による転写調節に共役因子が必要なこと
に着目し，TEAD1 を LCR 上の足場として HPV 癌遺伝子
の発現を引き起こす転写共役因子を探索した．既知の

リソソーム・オートファジー関連遺伝子の発現を司る
MiT-TFE 転写因子（TFEB，TFE3 など）をリン酸化する
ことで，これらの転写因子を細胞質内にとどめている 29)．
一方，栄養飢餓状態では RagC が GTP 結合型（不活性型）
に変わることで，TFEB/TFE3 のリン酸化が失われて核
内に移行し，リソソーム生合成遺伝子の発現を上昇させて，
細胞内の異化反応を引き起こす．すなわち FLCN は RagC
を活性型に保ち，リソソームの過剰な生合成を抑えること
で，HPV 分解を抑えて感染過程を支えていると考えられ
る（図 4）．Birt-Hogg-Dubé 症候群の皮膚病変（線維毛包腫）
では HPV 感染が検出されないとの報告もあり 30)，FLCN/
RagC 経路の特異的な阻害が HPV 分解を誘導するような
新たな感染阻害剤の開発につながる可能性がある．

HPV癌遺伝子の発現制御機構

　HPV の癌タンパク質 E6/E7 の持続的な高発現は，細胞
を不死化して子宮頸癌の発生につながる重要なイベントで
ある．E6/E7 遺伝子の発現は，long control region（LCR）
と呼ばれる転写調節領域によって制御される 31)．LCR は
約 750 bp の非コード領域で，上皮細胞特異的な活性を示
すエンハンサー，サイレンサー，初期プロモーターで構成
される（図 5）．これまでに LCR に結合し，HPV 癌遺伝
子の発現を活性化または抑制する多くの宿主転写因子が報
告されている 32)．一方，真核生物の転写複合体は，DNA

図 6 転写因子 TEAD1を介して LCRに結合する宿主因子の探索
	 （A）ビーズに結合した HPV16 の野生型 LCR プローブまたは TEAD1 結合配列に変異を導入した変異型 LCR プロー

ブと CaSki 細胞の核タンパク質をインキュベートした（青丸が TEAD1）．精製後，結合したタンパク質を質量分析
により解析した．（B）野生型および変異型 LCR プローブに結合したタンパク質の定量値をそれぞれ横軸と縦軸に
プロットした．1000 種類以上のタンパク質が検出され，そのうち TEAD1，VGLL1，YAP，S100A9 など，約 40 種
類のタンパク質の変異型 LCR プローブへの結合が野生型プローブに比べ 1/5 以下に減少した．（文献 38 より改変）



195pp.189-198，2023〕

上皮細胞特異的な発現を起こすことが推察される．一方，
VGLL1 自身も転写活性化能をもたないことから，TEAD1
を介して HPV 癌遺伝子の発現を活性化する他の共役因子
の存在が示唆された．
　そこで TEAD1 を介して LCR に結合する宿主因子を網
羅的に探索するため，LCR 内の 5 つの TEAD1 結合配列
を含む野生型 LCR プローブ（138 bp）と TEAD1 結合配
列に変異導入した変異型 LCR プローブを作成し，それぞ

TEAD 共役因子に対する siRNA ライブラリーを用いたス
クリーニングを行ったところ，VGLL1/TEAD1 複合体が
表皮角化細胞および子宮頸癌細胞での E6/E7 遺伝子の発
現に必要なことを見出した 36）．転写における VGLL1 の機
能は十分解明されていないが，VGLL1 は上皮組織で特異
的に発現し，細胞増殖や発癌に関わることが報告されてい
る 37）．VGLL1 がユビキタスな転写因子 TEAD1 を介して
LCR のエンハンサーに結合することで，HPV 癌遺伝子の

図 7 核内 S100A9による HPV癌遺伝子の発現亢進と細胞の増殖促進
	 （A）子宮頸癌細胞で S100A9 を安定に発現させると細胞質（Cp）に局在したが（CaSki/A9），核局在シグナルを付

加すると（NS100A9），核（Nu）にも検出された（CaSki/NA9）．（B）CaSki/NA9 では E7 の発現が顕著に増加した．
p53 の減少により，E6 の増加も確認された．（C）CaSki/NA9 は高い増殖能を示した．＊，P ＜ 0.05.（文献 38 より改変）

図 8　S100A9による TEAD1を介した HPV癌遺伝子の転写促進
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れに結合する HPV16 陽性子宮頸癌細胞（CaSki）由来の核
タンパク質をプロテオーム解析により比較した（図 6A）38)．
その結果，野生型プローブに選択的に結合するタンパク質
として，TEAD1 および既知の TEAD 結合タンパク質で
ある VGLL1 や YAP に加えて，炎症性サイトカインとし
て知られる S100A9 が見出された（図 6B）．S100A9 は主
に骨髄球系細胞で発現が認められるが，慢性炎症性疾患や
子宮頸癌を含む様々な上皮性腫瘍でも発現が亢進しており
39)，核にも局在して癌関連遺伝子の転写に関わることが報
告されている 40)．そこで HPV 遺伝子発現への S100A9 の
関与を調べたところ，S100A9 の siRNA ノックダウンに
より，子宮頸癌細胞 (HeLa，CaSki) での E6/E7 遺伝子の
発現が低下した．また，ホルボールエステル処理により
CaSki 細胞に炎症反応を誘導すると，核での S100A9 の発現
と S100A9 の LCR への結合が増加した．さらに，核移行
シグナルを付加したS100A9をCaSki細胞で発現させると，
E6/E7 遺伝子の発現が顕著に増加し，細胞増殖が促進さ
れた（図 7）．共免疫沈降実験などの結果を合わせると，
S100A9 が TEAD1 との直接的な相互作用を介して LCR に
結合し，転写共役因子として E6/E7 遺伝子の初期プロモー
ターからの転写を活性化することが示された（図 8）38)．病原
微生物の膣内感染による慢性的な炎症が，子宮頸癌の発症
に寄与することが疫学的に明らかにされているが 41)，そ
の背後の分子機構は十分に解明されていない．S100A9 は
炎症とウイルス発癌をつなぐ重要な宿主因子と考えられる．
　以上の結果から，宿主の転写共役因子が HPV の組織指
向性や発癌性に重要な役割を果たしていることが想定され
る．VGLL1 と S100A9 はどちらも分子内に天然変性領域
(intrinsically disordered region: IDR) と呼ばれる柔軟で特
定の立体構造をとりにくい領域をもち，核の不溶性画分に
検出されることから 36, 38)，IDR を介して自身や他の様々
な宿主因子と相互作用することで核内に液 - 液相分離を誘
導して，液滴内で濃縮され効率的に HPV 癌遺伝子の転写
を促進している可能性がある．

おわりに

　1983 年に子宮頸癌検体から HPV16 DNA が初めて報告
され 42)，その発見によりノーベル生理学医学賞を受賞し
た Harald zur Hausen 博士が 2023 年に亡くなったことで，
HPV 研究は一つの時代の終わりを迎えた感がある．しか
し現在でも，L2 と coat protein complex I の相互作用が
TGN・ゴルジ体での HPV 逆行輸送を引き起こすこと 43)，
E6 が分裂期キネシンである CENP-E を分解することで染
色体の不安定性を誘導すること 44) など，興味深い報告が
相次いでいる．HPV のライフサイクルを支える宿主因子
は未同定のものが残されていると考えられ，これからも
HPV 基礎研究は細胞生物学上の重要な知見を生み出して
いくものと期待される．
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