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研究成果の概要（和文）：本研究は遺伝子改編酵素群APOBECのヒトパピローマウイルス(HPV)感染病態における
病的役割を明らかにする事を目的とした。その結果、①APOBECはHPVやインターフェロンにより発現が誘導され
る事、②APOBECはHPVゲノムや宿主ゲノムに変異を導入し、またHPVゲノムの宿主へのインテグレーションと相関
する事、③その一方でHPVビリオン産生細胞で発現すると、感染性を低下させる事を発見した。以上の知見は抗
ウイルス因子と発癌因子という、HPV感染病態におけるAPOBECの二面的役割を反映していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the pathophysiological role of APOBEC deaminases
 in HPV infection. We obtained  the following conclusion. 1. APOBECs are induced by interferons and 
HPV 2. APOBECs hypermutate HPV or host genomes, and their expression correlates with integration of 
HPV genome into the host 3. On the contrary, APOBECs decrease infectivity of HPV virion when 
expressed in virion-producing cells. These finding revealed the bilateral role of APOBECs as 
antiviral and oncogenic molecules, in HPV infection. 

研究分野： virology
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１．研究開始当初の背景 
	 ヒトパピローマウイルス(Human 
Papillomavirus, HPV) 感染は子宮頸癌や中
咽頭癌の原因である。HPVワクチン接種は
副作用の懸念から事実上中断しており、また、
既感染者からのウイルス排除は実現してい
ない。持続感染病態のより深い理解に基づい
た、前癌段階での治療戦略が求められている。 
	 申請者は、遺伝子改変酵素群
AID/APOBECファミリー
(Activation-Induced cytidine Deaminase / 
Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, 
Catalytic polypeptide-like)に着目し、これま
で研究を行ってきた。AID/APOBECはヒト
免疫不全ウイルスなどレトロウイルスに対
して変異導入活性を発揮し、抗ウイルス活性
を発揮する事が 2000年代に示された。その
一方で乳癌をはじめ様々な癌ゲノムから
hypermutation（連続する C-to-U変異、
AID/APOBECが導入する特徴的な変異）が
検出され、発癌因子の可能性も提唱されてい
た。 
 
２．研究の目的 
我々はこれらの知見を、発癌ウイルスである
HPVにも拡張し、感染における病的役割を
明らかにする事を目的とした。In vitro で
APOBEC3が HPVゲノムに変異を導入する
事を当時見出していたため、APOBEC3が抗
ウイルス因子である可能性、及び発癌因子で
ある可能性を想定した。 
 
 
３．研究の方法 
＜in	 vivo における APOBEC の発現及び HPV と
の相関＞	 
子宮頸部異形成検体及び中咽頭癌を用いて。
での APOBEC の発現を RT-PCR 法及び免疫染色
法にて評価した。また HPV16 ゲノムの
hypermutation を、臨床検体より抽出した DNA
検体を用いて、3D-PCR 法(低い変性温度で
AT-richなDNAを高感度で増幅する)及び次世
代シーケンスを用いて検討した。また
DNA-qPCR を用いて中咽頭癌検体の HPV16	 
E2/E6 比を算出し、HPV ゲノムのインテグレ
ーションを評価し（インテグレーションによ
り E2が断裂するため、比は低下する）、APOBEC
との相関を検討した。	 
	 
＜APOBEC と HPV ビリオン感染性への影響＞	 
T 抗原を高発現する 293 細胞に HPV 構造遺伝
子 L1,	 L2 及びレポーター遺伝子発現ベクタ
ーを cotransfection し、高塩濃度下で精製
する事で、感染性をレポーター活性で評価で
きる pseudovirion(PsV)が得られる。この実
験系で APOBEC3 を共発現し、得られた PsV の
感染性を評価した。	 

	 
４．研究成果	 
＜HPV16 感染と APOBEC3 発現の相関＞	 
子宮頸部異形成および中咽頭癌検体で
APOBEC3 の発現が確認された。HPV16 陽性お
よび陰性例の比較から、APOBEC3A の発現は
HPV16 と相関する事が示された（図１）。また
子宮頸部異形成の病期と APOBEC3G の発現が
相関する事を見出した。	 

	 
＜APOBEC による HPV ゲノム変異導入活性＞	 
3D-PCR 法及び次世代シーケンスにて、HPV16
ゲノムの hypermutation が、子宮頸部異形成
及び中咽頭癌から検出された。次世代シーケ
ンスによる解析から、hypermutation の頻度
は 0.02%と見積もられた。（図２）	 

	 
＜APOBEC3Aの発現とHPV16ゲノムインテグレ
ーションの相関＞	 
HPV16 陽性中咽頭癌検体において、APOBEC3A
の発現と HPV ゲノムへの宿主ゲノムへのイン
テグレーションが相関する事を見出した（図
３）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

from these two samples are not the consequence of technical errors
related to amplification and sequencing. Reads with three or more
C-to-T or G-to-A mutations obtained from #1523 were not confined
to E2, but were also derived from other early genes, including LCR,
E6, E7 and E1 (Figure 2a; Table 1). Unexpectedly, those from #1525
exhibited a strong bias toward E6 and E1. The sequences of E5-L1
from #1523 contained 10 fragments with three C-to-T mutations
each that are concentrated on L2, and one with 23 C-to-T mutations
that mapped to L1 (Figure 2a; Table 1).
It is currently unknown why hypermutated reads are biased

toward particular regions. Fragments with three or more C-to-T or

G-to-A mutations rarely contained other types of mutations
(Figure 2b). The dinucleotide context of the LCR-E5 of #1525 and
the E5-L1 of #1523, whose abundant mutations allowed us to
analyze the dinucleotide preference with an adequate statistical
power, showed significant bias toward TpC dinucleotides (Figure 2c).
This result is consistent with the expectation that A3s are involved in
these events.35–38 In addition, fragments with consecutive mutations
of either C-to-T or G-to-A were found (Supplementary Figure 3). This
is characteristic of hypermutations caused by A3 deaminases.22,25

Taken together, these data indicate that all HPV16 genes can be
targets of C-to-T/G-to-A hypermutation, presumably by A3s.

Figure 3. APOBEC3 mRNA is highly expressed in tissue samples of HPV16-positive OPCs compared with HPV-negative cancers. Expression
levels of the A3 genes were examined in tissue samples of HPV16-positive or -negative OPCs. Quantitative PCR (qPCR) was performed with
primers to detect mRNAs of the A3 genes using cDNA synthesized from transcripts derived from tissue samples of HPV16-positive or -negative
OPCs. Gray bars: 25 cases of HPV16-positive cancers; white bars: 15 cases of HPV-negative cancers. The data are displayed as box plots. Levels
of APOBEC3A, 3B, 3C, 3F, 3G and 3H mRNAs are shown. *Po0.1; **Po0.05.

Figure 4. Interferon (IFN) induces APOBEC3(A3) expression in a HPV16-positive oropharyngeal cancer cell lines. (a) A3s expression levels in cells
of an untreated HPV16-positive oropharyngeal cancer cell line, VU147T. qRT–PCR was performed to determine relative A3 expression levels in
untreated VU147T cells. Standard curves for each A3 and HPRT1 were used to calculate the ratios of the copy numbers of A3s to that of HPRT1.
(b, c) A3s expression at 12 h (b) and 24 h (c) of IFN-α (1000 U/ml) or IFN-γ (1000 U/ml) stimulation was compared with that of untreated
VU147T cells. Non-stimulated VU147T cell expression was defined as 1, and treated cell expression was described as a fold-change relative to
untreated cells. *Po0.05, **Po0.01.
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図１　HPV16陽性中咽頭癌（灰色）ではAPOBEC3の発現が
陰性例（白色）より高い(Kondo et al. Oncogene 2017より)

図２　子宮頸部異形成検体でのHPV16 hypermutation。連続するC-to-T/G-
to-A変異（ピンク及び緑）を含むリードが検出される (Wakae et al. Virology 
2015より)



	 
＜APOBECによるHPVビリオンの感染性抑制＞	 
APOBEC3 を PsV 産生細胞で強制発現させる事
で、PsV の感染性が低下する事を発見した（図
４）。APOBEC3 は HPV の構造遺伝子 L1 と結合
する事が免疫沈降法にて示され、APOBEC3 と
L1 の結合がキャプシドの凝集を抑制してい
る可能性が示唆された。	 

	 
以上の知見から、HPV 感染は APOBEC3 の発現
を誘導し、抗ウイルス因子として働く一方で、
ウイルスゲノム変異による多様性の創出、さ
らにはインテグレーションを惹起すること
による発癌にも寄与している事が示唆され
た。（図５）	 
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expression.27 These A3 inductions by IFN are similar to the results
found in VU147T cells. In contrast to the results in W12 cells, which
retain viral episomal DNA in nucleus, we could not find any
hypermutation in VU147T cells (data not shown). Currently, it
retains unknown why W12 and VU147T cells have different
susceptibility of hypermutation in viral DNA, however, one
intriguing possibility is that chromosomal DNA (integrated viral
DNA and host cellular DNA) is less sensitive to A3-mediated
hypermutation than episomal DNA. In line with this, A3A
expression alone is sufficient to hypermutate transfected HPV16
DNA, whereas additional inhibition of UNG activity is necessary for
the hypermutation of cellular chromosomal DNA (TP53) (Figure 7).
Integrated viral genes are often highly methylated,43 and we
prefer the possibility that replicationally or transcriptionally active
genes are more prone to be attacked by A3s.44

Which A3s are responsible for the hypermutation of HPV16 E2 in
OPCs? A3 expression profiling in OPCs revealed that the presence

of HPV16 is associated with increased A3A, A3F and A3H
expressions (Figures 3 and 5). In addition, we previously
demonstrated that A3A and A3G, but not A3F, can hypermutate
E2 in W12 cells derived from HPV16-positive cervical cells.27 The
hypermutation detected in HPV16 E2 of OPCs shows a typical
mutation signature for A3. Considering these experimental facts,
we propose A3A as the strongest candidate of the A3 responsible
for the HPV16-E2 mutation in OPCs, not excluding the possibility
that other A3s are involved.
We demonstrated an association of A3A expression with HPV

DNA integration status (Figures 6e and f). Cytidine deamination
causes U:G mismatch, which is supposed to be cleaved by
apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease (APE) and repaired by
base excision repair. Because the HPV genome does not encode
an integrase or recombinase that would facilitate viral genome
integration, both the viral and cellular genome need to be cleaved
at least once by cellular factors before integration. Taking into

Figure 6. Cases in which the predominant integrated form of HPV16 correlates with APOBEC3A (A3A) expression. The status of HPV16 infection
(episomal and integrated) was determined using qPCR. E2 and E6 copy numbers and the E2/E6 ratio were calculated. (a–d) The p1203dLXH
plasmid contains both E2 and E6 regions; the p1321 plasmid contains E6 but not E2; DNA from W12 keratinocytes contains the episomal form of
HPV DNA. Plasmids p1203dLXH and p1321 and DNA from W12 were analyzed using qPCR. (b) The mean copy numbers of the E2 genes are
shown with standard deviations. (c) The mean copy numbers of the E6 genes are shown with standard deviations. (d) E2/E6 ratios are indicated.
The dashed line indicates a ratio of 0.6. (e) The mRNA expression levels of the APOBEC3(A3) genes in tissues of OPCs classified by the status of
HPV infection. White bars: data from the group predominantly showing the episomal form; gray bars: data from the group predominantly
showing integrated and concomitant forms. The data are displayed as box plots. *Po0.05. (f) Results of expression analyses of A3 proteins in
tissues of OPCs classified by the status of HPV infection. White bars: data from the group predominantly showing the episomal form; gray bars:
data from the group predominantly showing integrated and concomitant forms. The data are displayed as box plots. *Po0.05.
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図３　HPV16インテグレーションが起こった中咽頭癌（灰色）
ではAPOBEC3Aの発現がエピソーム型HPVゲノム群（白
色） (Kondo et al. Oncogene 2017より)

図４　APOBEC3のpseudovirion産生細胞での強制発現によ
り感染性が低下する(Ahasan et al. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2015より)
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図５　APOBECによる抗ウイルス活性及び癌化の仮説
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