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略語一覧 

HPV ------------------ヒトパピローマウィルス (human papillomavirus) 

PBM ----------------- PDZ binding motif 

JNK ------------------ c-jun N-terminal kinase 

ERK ------------------ extracellular Signal-regulated Kinase 

PP1 γ------------------- protein phosphatase 1 ガンマ 

ATCC ---------------- American Type Culture Collection 

DMEM --------------- Dulbecco's Modified Eagle Medium 

HRP ------------------ Horseradish peroxidase 

DMSO ---------------- Dimethyl sulfoxide 

siRNA ---------------- small interfering RNA 

siLuc------------------ ルシフェラーゼ遺伝子(人間の細胞には存在しない)を標的と

して作成された siRNA 

siE6------------------- E6 遺伝子を標的として作成された siRNA 

EMT------------------ 上皮間葉転換 (Epithelial-Mesenchymal Transition) 
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要旨 

子宮頚癌の原因とされるハイリスク型ヒトパピローマウィルス (HPV)の持つ

E6癌蛋白は、p53癌抑制蛋白や細胞極性決定因子 human Scribble (hScrib) などと

いった PDZドメイン蛋白と結合し、これらをユビキチンプロテアソーム依存的

分解することで、癌化の一因を作ることが知られている。近年、hScribは ERK

を直接制御することが見いだされ、また細胞増殖の過程でセリン・スレオニン

脱リン酸化蛋白の一つである protein phosphatase1 γ (PP1γ) と複合体を形成し、活

性化された ERKを制御することがわかった。そのため、hScrib の持つ機能の一

部に PP1γが関与し、発癌過程で大きな役割を持っている可能性が高い。 

私は子宮頚癌における hScrib、PP1γの発現様式、およびハイリスク型 16、18

型 HPVとの関連について、分子細胞生物学的検討、および臨床検体を用いた病

理学的検討を行った。HPV陽性子宮頚癌培養細胞株を用いた実験で、16型

HPVE6癌蛋白により、hScrib、PP1γはプロテアソーム依存的な分解をされ、発

現レベルが減少していること、さらに PP1γは核より細胞質へと局在が変化して

いることを見出した。また病理学的検討においては 16型 HPV陽性子宮頚癌で

は PP1γの発現低下、および局在の変化が起きていた。以上より、PP1γが 16型

HPVE6癌蛋白の新規標的因子であり、hScrib とともに子宮頚癌の新規バイオマ

ーカーになる可能性を持つ蛋白であると考える。 
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背景 

1. 子宮頚癌におけるHPVおよび、HPV E6癌蛋白の役割について 

子宮頚癌は、全世界で年間53万人が発症し約半数が死亡しており、女性の部

位別癌死亡率の第3位を占めている (1)。アフリカ、アジアなど発展途上国で特

に患者数が多く、予防ワクチンが開発された現在においても、特に妊孕性を有

する若年女性の健康を脅かす存在となっている。 

子宮頚癌はHPV (human papillomavirus) が引き起こすウイルス発癌であること

が知られている。HPVは腫瘍原性ウイルスとされ、ヒトの皮膚あるいは粘膜よ

り感染する。多くの場合、臨床上の問題を引き起こすことはなく、宿主免疫応

答の結果一過性の感染に終わることがほとんどであるが、感染が持続して何ら

かの原因でウイルスの生活環に異常を来たすと悪性形質を獲得し、発癌に至る

ことが知られている。 

HPVには100以上のサブタイプの存在が知られている。子宮頚癌を含む悪性腫

瘍から検出される群をハイリスクHPV (16型, 18型など) と呼び、尖圭コンジロー

マなど良性腫瘍から検出される群をローリスクHPV (6型、11型など) と呼ぶ (2)。

ハイリスクHPVが引き起こす疾患のうち最も解明が進んでいるのが子宮頚癌で

あり、子宮頚部異形成を前癌状態とする多段階発癌メカニズムが提唱されてい

る。 
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HPVは、約 8,000 塩基対からなる環状二本鎖 DNAウイルスであり、HPVのゲ

ノム構造は、初期遺伝子領域 (E1, E2, E4, E5, E6, E7) と後期遺伝子領域 (L1, L2)、

そしてこの他に、制御領域である long control region (LCR) が存在する (3) (図 1)。

子宮頚癌発癌メカニズムを図示する (図 2)。HPVの生活環は上皮内のみで完結

することが知られている。宿主の皮膚や粘膜の微細な傷から侵入して重層扁平

上皮の基底細胞にまず感染し、この核内にて 50-100コピー程度の HPVゲノムが

複製され、episomal state と呼ばれるヒトとウイルスのゲノムが共存する状態と

なる。この基底細胞内ではウイルスはほとんど複製することなく、長期に渡っ

て「潜伏感染可能な状態」となっている。この間、感染細胞が最終分化を開始

し上層へと移行するに伴ってウイルス遺伝子発現が増加し、増殖感染 

(proliferative infection) の状態になる。どのウイルス遺伝子が発現するかは扁平上

皮の分化（縦方向）に依存して変化し、例えば傍基底細胞では、E6, E7が発現

し細胞の増殖を促進させる。中間層では、E1, E2がウイルスゲノムの複製を促

す。表層近くなると、同時にウイルスキャプシドを形成する構造蛋白質 L1，L2

が発現し、L1/L2 キャプシドがウイルスゲノムを包埋して新しいウイルス粒子が

完成し、重層扁平上皮の剥離とともにウイルスが腟内へと放出され、感染が広

がっていく。このように、HPVは血管のない粘膜上皮内にて初めて形成される

ため、粘膜下や血管に感染・侵入することはあり得ない。そのためウイルス血
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症にはならずに宿主による免疫排除も受けにくく、その生活環を長期間に渡っ

て維持出来るシステムを有している。更に、この持続感染過程の中で、ウイル

ス DNAがヒトの染色体への組みこまれると (integration)、ウイルス粒子形成は

起こらなくなり、E6, E7遺伝子の恒常的な過剰発現が起こることが知られてい

る。この E6, E7遺伝子は癌遺伝子として知られており、これらがドライバーと

なって、宿主の p53，RBといった癌抑制遺伝子や、テロメラーゼの活性化、細

胞極性決定因子である hScrib, hDlgをはじめとする PDZドメイン蛋白を分解し

てその機能を喪失させることにより最終的に染色体不安定を引き起こす結果、

悪性形質を獲得し、子宮頚癌発癌に至ることが明らかになっている (4)。 

ハイリスクHPVE6癌遺伝子は、宿主の様々な蛋白を制御し、その多くをユビ

キチン-プロテアソームシステムを介した分解へ誘導する (4-6)。E6癌遺伝子の

標的となる蛋白は、p53、またhScrib、hDlg、MAGIなどといったPDZドメイン蛋

白、そして、hTERTの抑制因子として細胞寿命を調節するNFX1-91、アポトーシ

ス誘導に関わるBakなどが、プロテアソーム依存的分解、もしくは不活化される

ことが証明されており、発癌過程における様々な段階での役割をそれぞれが担

っているとされる (5) (7-12) (図3)。 
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図1 16型HPVの構造図 

 

(文献 3より抜粋) 

16型 HPV の環状エピゾームのモデルである。HPVは約 8kbp からなる小型の

環状 2本鎖ウィルスで、おもに分裂、増幅に携わる Early gene (E1-E7) と外殻を

形成する Late Gene (L1,L2) をそれぞれコードしている。E6と E1 の手前にそれ

ぞれプロモーター(p97, p670)を有している。さらに p97以前には Long Control 

Resion (LCR)が存在し、E1、E2の結合ドメインを有しており、これらの部位が

各遺伝子の発現調節を可能にしている。 
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図 2 HPV感染による子宮頚癌発癌メカニズム 

 

（文献 13より抜粋及び一部改編） 

HPVは子宮頚部上皮の微細な傷から侵入し、基底膜へ感染する。そして、ま

ず E6および E7 遺伝子を発現させる。これにより合成された E6、E7蛋白は細

胞分化を阻害し、細胞増殖能を増加させる。かくして基底層より表層において

も未分化で増殖能のある細胞が残存できる状態となり、この間にゲノム複製に

関わる E1、E2 および E4、E5蛋白が発現、つづいて外殻形成蛋白である L1、L2

が発現し、最終的に上皮表層で増殖した HPVが散布される。この過程が長期間

持続することで頚管上皮細胞の形質が過剰に変化し、発癌をおこす。 
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図 3 標的蛋白を介した HPVE6 の細胞内における働き 

 

 

E6 は様々な分子を標的とし、細胞内のシグナル伝達を制御する。ハイリスク

HPVの持つ E6蛋白は p53、PDZドメイン蛋白などと結合し、プロテアソーム依

存的分解を起こすことで発癌過程における様々な役割を担っている。  

E6

P300/CBP
IRF

Tyk2

Bak

hDlg , hScrib , 
MAGI , MUPP1

p53

NFX19-1
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抗アポトーシス
分化抑制

免疫反応

不死化

細胞極制崩壊
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抗アポトーシス

【PDZドメイン蛋白】
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2. ハイリスクHPVE6癌遺伝子とPDZドメイン蛋白の関連について 

PDZドメイン蛋白の持つPDZドメインは約80〜90アミノ酸配列から構成され

ており、ドメイン内に持つ結合ポケットを介して蛋白間連携の足場となって機

能を発揮する蛋白である。細胞骨格のネットワーク形成、細胞表層からのシグ

ナル伝達などを様々な機能を持っている。このドメインを有する、PSD-95、Dlg、

ZO-1のそれぞれの頭文字をとってPDZドメイン蛋白と名づけられており、現在

までに数千種類のPDZドメイン蛋白が同定されている (14) (15)。 

子宮頚癌の発癌過程において、E6あるいはE7癌遺伝子が、p53や、pRBを標的

とし制御をすることは重要であるが、子宮頚癌では、一般的な癌と異なり、p53

遺伝子の変異は、0〜6% と頻度が非常に低いことが知られている。E6癌遺伝子

はE7癌遺伝子とともに、ヒトの初代角化細胞に導入すると、ヒトの角化細胞を

不死化させる機能をもつ。 E6癌蛋白の変異体を作製したところ、p53は分解す

るが、細胞の不死能を失った変異体があった。このことは子宮頚癌の発生にお

いて、p53以外に重要なターゲットをE6癌蛋白が持つ可能性を示唆している。 

ハイリスクHPVの持つE6癌蛋白のアミノ酸配列のC末端には、class1 PDZドメ

イン結合配列 (PBM) と呼ばれる、x-T/S-x-L/V-COOH配列(スレオニン/セリン-

不特定のアミノ酸-ロイシン/バリン )があり (図4) 、興味深いことに、このclass1 

PBMは、ハイリスクHPVE6遺伝子間で共通に保存されており、6型および11型と
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いったローリスクHPVでは認められない。また、ハイリスクHPVE6癌遺伝子は、

このPBMを介して、hScribや、hDlgなどのPDZドメイン蛋白を、プロテアソーム

依存的分解の標的にすることがわかった (16) (17)。その他、E6の標的となるPDZ

ドメイン蛋白は、現在知られている限りでも10種以上に及んでいる (16)。これ

らの多くは細胞極性や細胞接着の制御、細胞内シグナル伝達や細胞増殖などに

関与していることが知られており、その意義についての研究が進んでいる (表1)。 
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図 4 HPVE6 癌遺伝子の C末端配列について 

 

 

（参考文献 13より抜粋。） 

ハイリスク HPVE6 遺伝子配列の C 末端には PDZドメイン 結合配列（PBM）が

存在する。配列はハイリスク HPVの中でも、それぞれに結合性の高い分子が 

存在する。これまでの研究により hScrib は、18 型 HPVE6 遺伝子配列の C 末端

（ETQV）より 16 型の C 末端配列にある ETQLにより強い結合を示すことが生

化学的検討により証明されている。 
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表 1 ハイリスク HPVE6 癌遺伝子の標的となる PDZドメイン蛋白について 

 

（参考文献 13より抜粋） 

ハイリスク HPVE6 癌遺伝子の標的となる PDZドメイン蛋白は、hDlg1、hScrib、

MAGI-1などが知られている。これらの多くは、細胞極性、細胞接着、細胞増殖

などのシグナル伝達を制御する遺伝子であることが報告されている。 

 

 

 

3. hScrib の構造とその生理学的機能 

hScribはショウジョウバエにおける癌抑制遺伝子として知られる scribbleの相

同遺伝子産物であり、分子量 175kDaの蛋白である。hDlg1、Hugl1/2と共にScribble

複合体を作り、極性維持、細胞接着の制御を行い、細胞外からのシグナル伝達

に寄与しているとされる (13)。 

hScribの蛋白構造を図示する (図 5)。hScrib は LAP (LRRs and PDZ) 蛋白質の
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中の一つであり、その遺伝子配列の N末端側に 16個の Leucine-rich repeat (LRR) 

および LAP-specific domain (LAPSD) を含み、主に細胞膜に局在する事が知られ

ている (18)。また、hScrib の遺伝子配列の C 末側には、ERK と直接結合する、

KIM(kinase interaction motif) (19) 、および Protein phosphatase 1 (PP1) と結合し得

る RVxF配列などが確認され、報告されている (20)。 

hScribの持つ機能はこれまでに、細胞極性因子として Par 複合体、Crumb 複

合体と協調し、細胞極性を保つほかに、E-cadherinなどの細胞膜に発現する蛋白

とともに、細胞接着を制御するがわかってきた (21-23)。 

また、hScribは JNK、ERK経路をともに制御しており、ジョウジョウバエを用

いた実験では、Scribble を細胞内でノックダウンすることで ERK、JNK系路が活

性化するほか、特に Ras の変異下では、Scribbleがノックダウンされると細胞増

殖、浸潤能、遊走能を獲得することが明らかになっている (24-28)。 

 

 

図 5 hScrib のドメイン構造図 

 

配列の N末端側に 16個の LRR および、LAPSDを含み、4つの PDZドメインを

持つ。ハイリスク型 HPVE6遺伝子は PDZドメインを介して結合し、また、PP1γ

は、配列の C 末端にある、RVxF配列を介して結合する。 
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4. hScrib - PP1γ複合体について 

近年、hScribが ERK と KIM 配列を介して直接結合し、その活性を負に制御する

こと(脱リン酸化)がわかったが、どのようにして活性化された ERK を失活化さ

せるのかは hScrib 自体に脱リン酸化をさせる機能は持ち得ていないため、未だ

解明されていなかった (19)。 

長阪らは、仮説として、hScribが他因子を介して ERKの脱リン酸化を行って

いると考え、hScrib に結合し得る因子を網羅的質量分析の手法を用いて、解析を

行った。その結果、hScribと結合し得る蛋白として、protein phosphatase1γ (PP1γ)

を同定した (20)。PP1は 3種のアイソフォーム (PP1α、β、γ) があり、おのおの

各 regulatory subunit を形成することで、それぞれの細胞内局在や、活性能を制御

する。そして、主に核内にて細胞周期を制御する蛋白などに対する、脱リン酸

化蛋白としての役割を果たし、regulatory subunit に存在する RVxF配列を介して

特異的に相互作用をされている (図 6)。RVxF配列は、{K or R or H or N}.{S or V 

or I or L}. X.{ F or W or Y}である (29)。hScrib は、RVxF配列を介して、PP1 γと

結合し、複合体を形成することで、ERK 経路を負に制御し、細胞増殖抑制をお

こすことが見い出されている (20)。 
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図 6 PP1 の作用機構について

 

（上段）PP1 は RVxF 配列を介して、subunit を制御し、細胞内局在や、活性能

を調節している。（下段 a, b）PP1の RVxF配列についての立体模式図である（文

献 30より抜粋）。灰色の構造は PP1であり、その中の RVxF 配列はポケット構

造となって subunit である蛋白（緑色）と結合することで機能を発揮する。 

  

PP1catalytic subunit

subunit
subunit

subunit

subunit

RVxF motif

Regulatory 
subunits
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目的 

ハイリスク型 HPVE6 癌遺伝子の hScrib、PP1γを制御するメカニズムを検討す

る 

ハイリスク型 HPVE6 癌遺伝子は、様々な蛋白を標的とし、制御することが証明

されている。その中で、PDZドメイン蛋白である、hScribおよび、hScrib と複合

体になり得る PP1γ の発癌過程における機能を解析することは、子宮頚癌発癌メ

カニズムを理解する上で重要である。 

そこで私は、ハイリスク型である 16型および 18型 HPVE6癌遺伝子による

hScribおよび、PP1γ の作用機序を解明するべく、以下の３つ検討を行った、 

1.in vitro下での各蛋白間の相互作用について 

2.子宮頚部由来培養細胞を用いた細胞内発現および局在について 

3.臨床検体を用いたそれぞれの遺伝子の病理学的検討について 
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方法 

1. 細胞培養 

HPV陽性子宮頚部由来細胞株 (CaSki 細胞, HeLa細胞) 、HEK293 細胞 (胎児

腎由来細胞株) 、HaCaT 細胞 (ヒト上皮ケラチノサイト由来細胞株) を、それぞ

れ ATCC（American Type Culture Collection）から購入、細胞は全て、10% Fetal 

bovine serum (FBS) を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 培

養液で、5％CO2下 37℃のインキュベーター内で培養した。細胞は、トリプシン

処理後に回収、あるいは PBS 溶液で洗浄後、ディッシュスクレイパーを用いて

細胞を回収し、その上で、細胞は 1200rpm、4分間の遠心分離処置を行い、細胞

ペレットとして回収し実験に使用した。 

 

2. ウエスタンブロッティング法 

回収された細胞からの蛋白抽出には、TNE buffer (0.1% Tris-HCL, 10% NP-40, 

150mM NaCl, 1mM EDTA) に proteinase inhibitor cocktail (Roche) を添加して行っ

た。その後、短時間、細胞を超音波破砕、さらに 5000rpm、20 分の遠心処理を

行い、その上清を抽出して実験に用いた。各蛋白濃度は Brad ford assay (Bio-Rad)

によって定量化した。 

また、細胞分画には、Calbiochem 社の ProteoExtract Fractionation Kit (Calbiochem) 
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を用い、標準化されたプロトコールに従って、細胞分画ごとの蛋白を抽出した。 

ウエスタンブロッティング法は、蛋白抽出液に SDS サンプルバッファー添加

し、95℃で 5分間加熱後、同量の各蛋白抽出液を SDS-PAGEにて分画し、Hybond 

ECL PVDF 膜（Amersham Bioscience）に転写を行った。ブロッキング及び、1、

2次抗体の溶媒には 2% ECL prime blocking reagent (GE healthcare Life Sciences) 

(0.5%Tween 20 に溶解) を用いた。転写後、各抗体をプローブし、その後

0.5%Tween 20にて転写された膜を十分に洗浄後、各蛋白発現は、ECL検出試薬 

(GE healthcare Life Sciences) と ImageQuantLAS4000 検出システムを用いて検出

をした。 

使用した 1次抗体は、抗 hScrib 抗体 (C-20、Santacruz 社 200倍希釈) 、抗 PP1γ

抗体 (Santacruz社 200倍希釈) 、抗 p53抗体 (DO-1、Santacruz社 500倍希釈) 、

抗 ERK1/2 抗体 (Cell Signalling社 3000倍希釈) 、活性化型抗 ERK 抗体 (Cell 

Signalling社 3000倍希釈) 、また実験のローディングコントロールとして抗

alpha-tubulin 抗体 (abcam 社 1000倍希釈) 、抗 E-cadherin抗体 (Cell Signalling

社 500倍希釈) 、抗 p84抗体 (abcam 社 1000 倍希釈) 、抗 vimentin 抗体 (abcam

社 1000倍希釈) を使用した。また、2次抗体には HRP 標識抗マウス, HRP 標識

抗ウサギモノクローナル抗体 (GE healthcare Life Sciences 社それぞれ 25000倍希

釈) 、HRP抗ヒツジポリクローナル抗体 (Zymed社 25000倍希釈) を使用した。 
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3. 発現ベクターの作成、および精製 

HPV16型 E6癌遺伝子および、ミュータジェネシスの手法で配列の C 末端 に

ある PDZドメイン結合配列 (TQL) を欠失させた 16型 E6遺伝子 ΔPDZ 

(HPV16E6ΔPDZ) を作成し、pcDNA (invitrogen)、pGEX6P-1 (Amersham) それぞ

れにこの領域の cDNA をサブクローニングし、pcDNA16E6、pcDNA16E6ΔPDZ、

pGEX (GST) 16E6ベクターを作成した。作成したベクターはそれぞれ、Qiagen 

plasmid midi kit (Qiagen) を用いて精製をし、pH7.5 Tris-HCl 溶液または超純水に

溶解して、保存した。 

  

4. GST 融合蛋白を用いた in vitro 結合能アッセイ 

 GST および、GST-16E6融合蛋白は、それぞれのベクターを含む大腸菌溶解液

から抽出、さらに抽出液からグルタチオンセファロース 4Bビーズ (GE 

healthcare Life Sciences) にて蛋白を回収し、精製をした。次に、PBS に溶解した

PP1γ精製蛋白 (Santacruz 社 sc-4291) および、GST、GST-16E6 融合蛋白を混合

し、4℃下で 2時間震盪させ、沈殿物を PBS にて 4回洗浄した。回収された蛋白

は、ウェスタンブロット法にて解析をした。 

 

5. In vitro転写アッセイ 

Promega TNT kit Rabbit-Retuculocyte lysate system (Promega社) を用いて、プロト
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コールに従い、[
35

S]-Methionine (Amersham社) でラベリングしたp53 (ポジティブ

コントロールとして使用) 、さらに16E6蛋白、PP1γ蛋白を作成し、それぞれの

蛋白精製を行った。p53およびPP1γを16E6と30℃下で反応させた後に、回収され

たサンプルを精製した後、SDS-PAGEで解析をした。   

 

6. MG132負荷試験 

プロテアソーム阻害剤である MG132 (N-CBZ-Leu-Leu-Leu-al, Sigma-Aldrich

社) を DMSOに溶解し、培養液中に濃度 10µM となるようにして細胞培養液に

添加、その 6時間後に細胞を回収した。 

 

7. small interference RNA (siRNA) 法  

16型 E6に対する siRNA (UUAAAUGACAGCUCAGAGG ) 、18型 E6に対す

る siRNA (CAUUUACCAGCCCGACGAG ) は外注で合成を依頼した (ファスマ

ックジャパン社)。これらの配列は既報の文献より引用をした (31)。また、これ

らのコントロールには Luciferaseに対する siRNA (siLuc) を使用した。 

HPV陽性子宮頚癌培養細胞株は 6cm ディッシュにて培養をし、50-60% 

confluent の状態で、Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いてトランスフェクショ

ンにて上記の siRNAを導入し、トランスフェクション後 48時間に、各サンプル

の蛋白全量、および細胞分画された後に、蛋白回収した。 
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回収した蛋白はウェスタンブロット法にて解析した。各実験は 3回以上施行し、

各蛋白の発現レベルを Adobe Photoshop ソフトを用い、定量化し、その平均を以

てヒストグラムを作成した。なお、今回は定量化データに対し統計学的検討は

行っていない。 

 

8. 蛍光免疫染色法 

カバースリップ上で培養し、上記のとおり siRNA導入を行い作成した 16E6

ノックダウン CaSki 細胞を PBS にて 3回洗浄し、3.7%ホルマリン溶液で室温下

30分浸し、固定した。さらに PBS で再洗浄後、PBS/0.1% Triton に 5分浸し、透

過処理を行い、1次抗体を 1時間処理し、洗浄後に 2次抗体で処理を行い、さら

に洗浄後、マウントグラスによる封入処理を行った。完成したサンプルは、コ

ンフォーカル顕微鏡 (Zeiss Axiovert 100M microscope attached to LSM 510 

confocal unit) にて観察し、細胞内局在の検討を行った。 

 

9. 子宮頚部病変の免疫組織化学染色法  

正常子宮頚部組織および子宮頚部病変は、文書によるインフォームドコンセン

トの後、倫理委員会のガイドラインの元で東京大学医学部附属病院にて子宮頚

部病変をもつ患者より採取を行った。今回検討した症例は、HPV-DNA検査にて
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16型、および 18型単独陽性と判定された子宮頚癌検体 24例（FIGO stage 1b）

と、正常子宮頚部検体 8例に対して、免疫組織化学染色を行った。 

ホルマリン固定パラフィン封入された組織を 0.5μm 単位で薄切処理をし、自

動免疫組織染色システム (BenchMark XT; Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, 

AZ, USA) を用いて自動免疫染色を行った。1次抗体には抗 hScrib 抗体 (C-20、

Santacruz 社 100倍希釈)、抗 PP1γ / PPP1CC 抗体 (Lifespan bioscience 社 200倍希

釈)、2次抗体には HRP 標識抗体 (Zymed 社)を使用した。なお、ネガティブコン

トロールの評価を行った後に、病理医のもとで、発現パターンの観察を行った。 
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結果 

1. 16型 HPVE6 癌遺伝子による hScrib-PP1γ複合体への作用 

HPV16E6癌蛋白と PP1γ について直接作用を検証すべく、GST プルダウンア

ッセイを行い、蛋白結合能の検討を行った。その結果、in vitro 下では、16E6と

PP1γが直接結合することを確認した (図 7)。次に E6が、PP1γ に与える作用を

観察するため、In vitro 下転写アッセイにて作成され、それぞれラベル化された

蛋白を混合したところ、16E6と p53を混合したサンプルでは時間依存的に p53

の分解が認められたが、16E6と PP1γと混合したサンプルでは PP1γはポジティ

ブコントロールである p53のように時間依存的に分解されなかった (図 8)。すな

わち、16E6と PP1γ は直接結合をし得ると考えられるが、E6による PP1γに対す

る分解能は in vitro 下ではあまり強くなく、これらの蛋白はお互い直接結合する

が、既存の考察とは異なったメカニズムが存在する可能性があると考えた。 

次に、細胞内における 16型 E6遺伝子による hScrib-PP1γ複合体への作用を検

討した。まず、HEK293 細胞に 16E6をトランスフェクション法で導入し、それ

ぞれの蛋白の発現レベルの検討を行った (図 9)。その結果、wild type の 16型 E6

癌蛋白では導入遺伝子量依存的に hScribの発現量が減少し、それとともに hScrib

が直接作用する活性型 ERKの発現量が増加した。このことは、hScribと ERKは

直接リンクをしている可能性を示している。一方で、16型 E6癌蛋白の持つ PBM
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を失活させた 16E6ΔPDZ蛋白を細胞内に導入すると、結合し作用することので

きない hScribの蛋白発現量は変化しないが、活性型 ERKの発現量は増加するこ

とがわかった。このことは、PBM 非依存的に E6と作用する因子が ERK制御に

関わっていることを示唆している。一方で、PP1γの発現量は PBM 非依存的に減

少していた。即ち、この結果は 16型 E6癌蛋白は hScribと PBM を介して作用す

るが、同時に PP1γ とも直接結合し、お互いがそれぞれ独立して作用し、ERK系

路を制御していることを示唆している。これらの検討により、16 型 E6癌蛋白は

hScribだけでなく、その結合蛋白である PP1γと直接結合し、標的とし、作用す

ることがわかった。 

次に HEK293に pcDNAHPV16E6 ベクターを導入し、培養後、プロテアソーム

阻害剤MG132を添加し、細胞内の蛋白発現を確認した (図 10)。16E6強制発現

時には上記実験と同じく hScribと PP1の減衰が認められたが、MG132添加によ

って、双方の再発現が見られた。このことから、16E6による PP1γ 減弱は PBM

を介さないが、プロテアソーム依存的分解に起因する事がわかった。 
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図 7 HPV16E6 と PP1γは結合する（GST16E6 によるプルダウンアッセイ）  

 

 

GST-16E6融合蛋白を精製し、GST プルダウンアッセイを行った。左レーンは in 

put としての PP1γ を示している、中レーンは GST のみを用いてインキュベート

したもの (Negative control) 、右レーンが GST-16E6で PP1γをインキュベートし

たものである。GST16E6 と PP1γ が直接結合し得ることがわかった。 

 

 

 

 

 

図 8 co-incubation による PP1γと 16E6 の分解反応試験 

 

左は p53と 16E6 を混合したもの（positive control）で、右は PP1γと 16E6を

混合し、作用を検討したものである。In vitro 下では、16E6の PP1γ に対する分

解能は弱いことがわかった。 
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図 9  16型 E6 癌蛋白は hScribおよび PP1γにそれぞれ作用し、PBM非依存的

に ERKを活性化する 

 

HEK293 細胞に 16E6 をトランスフェクション法で導入し、それぞれの蛋白の発

現レベルの検討を行った。左から pcDNA(Negative control、wild type16E6 

(4µg/dish)、(8µg/dish)、(10µg/dish)、右端は PBM を mutation させた 16E6ΔPDZ 

(10µg/dish)である。16 型 E6癌蛋白は PBM 依存的に hScribを制御、PBM 非依存

的に PP1γ を制御し、また ERKを活性化している。 

  



30 
 

図 10 MG132負荷試験 

 

pcDNAHPV16E6遺伝子を HEK293細胞にトランスフェクション法で導入をし、

培養後、プロテアソーム阻害剤であるMG132 を添加した。左は pcDNA (Negative 

control)、中軸は Wild typeの 16E6遺伝子を導入した細胞、右軸は 16E6遺伝子を

導入後、細胞にMG132 を添加したものである。16E6を遺伝子導入することで、

hScrib と PP1 の発現量の減少が認められたが、MG132 添加によって、プロテア

ソーム依存的分解作用が阻害され、それぞれ発現は回復した。 

 
2. 16型および 18型 HPV陽性子宮頚癌培養細胞株における hScrib、PP1γの発

現量および細胞内局在の検討 

HPV陽性子宮頚癌培養細胞株における hScrib、PP1γ発現量およびの細胞内局

在について検討を行った。16型 HPV陽性子宮頚癌培養株の CaSki 細胞に対して

siRNA法で E6蛋白をノックダウンさせると、hScribおよび PP1γ の発現量が増

加することがわかった (図 11)。また、これらの細胞を蛍光免疫染色法を用いて、

確認した所、E6ノックダウン下で核内 PP1γ の増加が認められた (図 12)。 

次に、細胞内局在の変化を検討するべく、siRNA法でコントロールとして siLuc
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を導入した CaSki 細胞、および E6癌蛋白をノックダウンされた CaSki 細胞をそ

れぞれ、細胞分画法にての各分画の蛋白抽出を行い、ウエスタンブロッティン

グ法で検討を行った(図 13)。細胞分画は、プロトコールに従い 4 つの分画に分け

られ、F1が細胞質、F2が細胞膜、F3が核、F4が細胞骨格となる様それぞれ分

けて蛋白抽出をした。非 HPV感染細胞である HaCaTにおける hScrib、PP1γの

細胞内発現量を局在別にウエスタンブロッティング法で検討、また蛍光免疫染

色法でも検討をした図を示す (図 14)。上皮細胞では hScribは細胞膜、PP1γは主

に核に発現するとされるが、HPV陽性培養細胞株であるCaSki細胞においては、

それぞれの発現パターンは大きく変化しているのがわかる。しかしながら、

siRNA法にて16型E6癌蛋白をノックダウンさせると、hScrib、PP1γは共にHaCaT

細胞と同様な細胞内局在を示していることがわかった。一方で、18型 HPV陽性

子宮頚癌細胞株である HeLa細胞においては、16型 HPV陽性 CaSki 細胞の発現

パターンは異なり、siRNA法を用いて 18E6 癌蛋白をノックダウンさせても、そ

れぞれの蛋白が適切な局在を示すことはなく、HaCaT細胞に類似した発現パタ

ーンを認めなかった (図 15)。このことは、まだ不明瞭な段階ではあるが、16型

と 18型 HPVで、hScribおよび PP1γへの作用が異なる可能性を示唆している。 
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図 11  CaSki 細胞における HPV16E6 癌蛋白の作用について  

 

16型 HPV陽性子宮頚癌培養株の CaSki細胞に対して siRNA法で E6蛋白をノッ

クダウンさせると、hScribおよび PP1γの発現量が増加することがわかった 

 

 

図 12 CaSki 細胞における PP1γの発現パターン 

 

 

 

上皮細胞では hScrib は細胞膜、PP1γは主に核に発現するとされるが、HPV陽性

培養細胞株である CaSki 細胞においては、それぞれの発現パターンは大きく変 

化し、瀰漫性に発現しているが、siRNA法で E6をノックダウンされた CaSki 細

胞では正常に近い発現パターンである。  
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図 13 CaSki 細胞における HPV16E6 癌蛋白の作用（細胞分画法による検討） 

 

siRNA法により CaSki細胞内の 16E6をノックダウンした結果、hScribは主に

細胞膜に、PP1γは核に発現が増加することがわかった。下段のヒストグラムは、

それぞれの発現量を定量化したものである。alfa-tubulin は細胞質、E-Cadherinは

細胞膜、p84は核、Vimentin は細胞骨格のマーカーである。 
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図 14 HaCaT細胞における、hScrib、PP1γそれぞれの細胞内局在について 

 

 

 

非 HPV 感染ヒトケラチノサイトである HaCaT細胞では、hScrib は主に細胞膜

に PP1γは主に核に発現が多いことがわかる。それぞれの細胞内局在を細胞分画

法後にウエスタンブロッティング法にて検討をした。alfa-tubulin は細胞質、

E-Cadherinは細胞膜、p84は核、Vimentin は細胞骨格のマーカーである。 
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図 15  HeLa 細胞おける HPV18E6 癌蛋白の作用（細胞分画法による検討） 

 

HeLa細胞においては、siRNA法で 18型 E6 細胞をノックダウンしても、hScrib、

PP1γともども、16E6をノックダウンさせた CaSki 細胞や、HaCaT 細胞のような

細胞内発現パターンをとらなかった。下段のヒストグラムは、それぞれの発現

量を定量化したものである。alfa-tubulin は細胞質、CD71は細胞膜、p84は核、

Vimentin は細胞骨格のマーカーである。 
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3. 16型および 18型子宮頚癌組織における hScribおよび PP1γの発現パターンに

ついての検討  

HPV陽性培養細胞株を用いた分子細胞学的検討にて、hScribおよび PP1γのそ

れぞれの細胞内局在が、特に 16型 HPV陽性 CaSki 細胞では、一定の発現パタ

ーンを示し、16E6 癌蛋白に依存した細胞内局在変化が起きていることがわかっ

た。さらなる検討を行うべく、私は子宮頚癌組織の組織免疫化学染色法での、

hScrib、PP1γの発現パターンを観察した。症例は総数 32例である。その内訳は、

正常子宮頚部組織 8例と、HPV16単独陽性子宮頚癌 11例、HPV18 単独陽性子

宮頚癌 13例である。頚癌検体は全て文書によるインフォームドコンセントの後、

東京大学医学部附属病院にてHPVDNA検査を施行された検体を抽出した。また、

HPV複合タイプ感染例は今回の検討対象から外している。子宮頚部組織におけ

る hScribおよび PP1γ の発現パターンを図に示す (図 16、17)。正常子宮頚部組

織と、子宮頚癌組織では、それぞれ hScrib、PP1γの発現パターンの違いを認め

た。既報の通りに hScribは正常組織では主に細胞膜に発現をするが、子宮頚癌

組織では明らかに細胞内局在の異常を認め、また PP1γにおいても、正常子宮頚

部組織では核に発現しているが、子宮頚癌組織では多くは細胞質に瀰漫性に発

現、あるいはほとんど発現をしていないことを発見した。 

続いて、各子宮頚部組織例の hScrib、PP1γ それぞれの発現パターンについて
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表に示す (表 2)。正常上皮において hScrib は全例細胞膜に分布していた。これ

に対し、HPV16陽性子宮頚癌組織では全体的に低発現、また瀰漫性に細胞質に

拡散し、また細胞膜での発現は認めなかった。11例中 5例が細胞質、残り 6例

は発現を認めなかった。一方で、HPV18陽性子宮頚癌では 13例中 9例が細胞膜

に発現し、残る 2 例が細胞質、2例は発現を認めなかった。また、PP1γは、正

常子宮頚部組織は全例で核に強く発現を認めたが、HPV16陽性子宮頚癌では全

体的に低発現であり、瀰漫性に発現している傾向を認めた。11 例中 9例が主に

細胞質に低発現し、2例が発現無しであった。HPV18陽性子宮頚癌では 13例中

1例が細胞膜、5例が細胞質、3例が核、4例で発現を認めなかった。 

今回の検討ではまだ症例数が少なく、有意差はなかったが、一定の傾向とし

て、HPV16 陽性例に関しては、hScrib、PP1γ は共に細胞質へ局在変化をし、特

に PP1γは hScribと比べて発現が低下している症例を多く認めた。一方で、HPV18

陽性例では HPV16 のような一定の傾向はなく、多様な分布を認め、培養細胞で

の検討と同様の傾向を示していた。そのため、今回の検討により、特に 16型陽

性子宮頚癌では hScrib、PP1γ の発現異常をきたしていることがわかった。 
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図 16 正常子宮頚部組織および 16型 HPV陽性子宮頚癌の組織免疫化学的検討 

 

(20×10倍にて撮影) 

最上段は正常子宮頚部上皮。中段(pattern A)は 16型 HPV陽性子宮頚癌(hScrib強

染例)、下段(pattern B)は 16型 HPV陽性子宮頚癌(hScrib、PP1γともに弱染例)で

ある。いずれも、hScrib、PP1γ は子宮頚癌では細胞内局在が細胞質方向へ拡散し

ている



39 
 

図 17 18型 HPV 陽性子宮頚癌の組織免疫科学的検討 

 

(10×10倍にて撮影) 

最上段(pattern A)：hScrib は細胞膜に局在。PP1γは細胞質へ局在 

中段(pattern B)：弱染例。hScrib、PP1γとも低発現 

下段(patternC)：hScrib は細胞膜および細胞質へ局在、PP1γは核および細胞質に

局在。16型と比して、多様なパターンを呈し、法則性がない。 
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表 2 子宮頚部組織における hScribおよび PP1γ局在部位について 

 

 

正常上皮組織および、HPV16型陽性、HPV18 型陽性子宮頚癌組織における主要 

染色部位ごとに症例数をプロットした。図 16、17の pattern Bに認める、明らか

な弱染例は、no expression にカテゴライズした。 
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考察 

in vitro発現系の実験では、HPV16E6癌蛋白がPP1γに直接結合し、またHEK293

細胞でこれらの遺伝子を強制発現させた実験系では、16E6癌蛋白が hScrib、PP1γ

を標的とし、減少させる働きがあることが解った。hScribが 16E6 によりプロテ

アソーム依存的分解を受けることは既知であるが (6)、MG132負荷試験の結果

より、16E6存在下で認められる PP1γの発現低下はプロテアソーム依存的分解が

原因であることが示された。 

同様に CaSki 細胞を用いた実験でも 16E6 存在下では hScribと PP1γの発現が

減少する傾向が見られた。さらに 16E6の存在が hScrib、PP1γ双方の局在変化を

起こさせ、さらに活性型 ERKの発現が増加していることがわかった。また、細

胞分画法による検討では、siRNA法で CaSki細胞の 16E6癌蛋白をノックダウン

させると、hScrib は細胞膜へ、PP1γは核への発現上昇を認めた。これは HPV非

感染細胞である HaCaT 細胞の発現パターンと類似しており、CaSki 細胞での検

討から、16E6癌蛋白は hScrib、PP1γの細胞内局在異常を起こし、それぞれを細

胞質で瀰漫性に発現をさせている可能性が示唆された。 

ERKの活性化に関しては、近年の研究で、hScrib-PP1複合体などの hScribが

作用する脱リン酸化蛋白によってERKを負に制御することがわかっている (20)。

そのため、hScrib、PP1γ それぞれの発現低下により、ERK活性が上がることは
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単純に説明できるが、hScribと PP1γそれぞれが細胞質へと局在変化をすること

は、2つの蛋白が複合体を作ることで ERK 活性化を抑制する既知のデータと矛

盾する印象を受ける。しかし、CaSki 細胞質内で、hScribと PP1γ が真に複合体

を形成しているかはこの実験では明らかではなく、子宮頚部発癌過程における、

hScrib、PP1γ の発現パターンの変化、およびそれに伴う ERKとの結合能など、

これから検討するべき課題は多い。 

実際の子宮頚癌検体においては、HPV16 陽性子宮頚部進行癌では hScrib、PP1γ

がともに細胞質への局在変化する傾向をほとんどの症例で観察することが出来

たのに対し、HPV18 型陽性例ではこれらの蛋白の発現低下、細胞内局在の低下

は必ずしも起こらず、また局在変化の方向性も多様な傾向があった。今回は、

検討症例数が少なく統計学的検定による有意差を示せなかった。しかし、少な

くとも HPV16 陽性子宮頚癌に関しては特に PP1γの発現低下（蛋白の減少）と、

hScribと PP1γ の細胞内局在変化を認め、培養細胞株の実験と同様な結果が認め

られた。 

以上の事より、HPVE6存在下で hScrib と PP1γが細胞質へと局在変化をする

ことが 16型 HPV 感染型の子宮頚癌細胞においては普遍的な事象と思われる。

今回のデータは、HPV16E6が hScrib、PP1γ の局在変化を誘導し、同時に活性型

ERKを増加させる事を示せた。hScribは、JNK、および ERK系路を通じて細胞
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増殖を調節する働きを持つ。さらに、E7 と Ras 刺激による細胞増殖が Ras 蛋白

下流のシグナルである ERK系路を制御する hScrib-PP1γ複合体により抑制的に

働く事は既に確認されている (20)。そのため、子宮頚癌において、HPV16E6が

hScrib-PP1γ 複合体そのものを負に制御することで、細胞内で E6 と E7が協調的

に働き、ERK系路を効率的に活性化させていることが推測される。 

近年、治療ワクチンを主体とした、HPVE6 および E7に対する Trialは既に行

われており、また一定の成果も見られている (32)。そのため、さらに HPVE6、

E7双方の機能をさらに解明することで、よりよい標的を選択し、また治療効果

を判定する上でも有用であると考える。 

一方、臨床学的な側面において、注目すべきは hScribと PP1γ の局在変化の発

見である。2000年の Nakagawaらの発表以来、E6と hScribとの関連が報告され

ているが、そのバイオマーカーとしての臨床応用に関しては未だ具体案を呈し

きれていない (32)(33)。それは、本実験結果を見ても分かる通り、進行癌におい

ての hScribの分解が on/offで分けられるようなクリアカットな性質をもつ事象

ではないからである。一方で、今回の研究では hScribの減弱だけでなく PP1γの

細胞内局在変化という条件を加えることで、正常組織とのより明確な差を見出

すことが出来た。同条件において症例数を増やし、子宮頚部異形成との関連、

またそれぞれの臨床データとの更なるリンクを行うことによって、16型 HPV陽
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性子宮頚癌において、hScribあるいは PP1γ が、早期子宮頚癌における有用なバ

イオマーカーとなる可能性があり、とくに進行癌における EMT の部分に着目す

れば、転移を予測するバイオマーカーとして活用できる可能性が考えられる。 

また、18型 HPV 陽性頚癌に関しては、E6と hScrib-PP1γ複合体の明確な関与

を示すことは出来なかったが、さらなる検討が必要である。序文で述べたとお

り、HPVE6の働きは 16型と 18型では PDZモチーフの選択性など、全く異なっ

た傾向があり、18型 HPV 感染子宮頚癌における細胞増殖能などへの影響に関し

ては 16型とは異なる機序がおこっていると推測する。 

HPV16型と 18型では組織型の異なる癌ができる傾向にあり、また 18型陽性

腺癌が早期からリンパ転移する傾向にあることも知られている。細胞極性に関

わる PDZ蛋白である hScrib および、今回我々が新規に 16型 E6 癌蛋白の標的と

されると同定した細胞分裂に関与する PP1γと、それぞれの子宮頚癌の進展度と

の関連をさらに解明することができれば、hScribと PP1γはそれぞれ子宮頚部病

変の早期発見、あるいは、治療効果予測に対するバイオマーカーになりうる可

能性があると考える。 
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