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研究成果の概要（和文）：　本研究では、免疫系の効果分子APOBECとヒト腫瘍ウイルスの代表であるパピローマ
ウイルス(HPV)やB型肝炎ウイルス(HBV)との関係性を調べた。その結果、APOBECはHPVの粒子形成プロセスに干渉
し、感染性を低下させ、あるいはウイルスDNAに変異を作る事が明らかになった。またAPOBECがHBVのウイルス
RNAを破壊する活性を持つ事がわかった。
これらの研究により、免疫系の持つHBVやHPVに対する感染防御力の一つにAPOBECという宿主酵素群が関与する可
能性が浮上し、その機構の一旦が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated antiviral role of immune effecter molecules APOBEC in viral 
infection of papillomavirus (HPV) and hepatitis B virus (HBV).  Experimental results suggest that 
APOBECs reduce infectivity of HPV16 pseudovirion by interfering viral assemble in vitro. DNA 
sequencing of clinical samples derived from precancerous cervixs revealed that APOBECs introduce 
hypermutation in HPV16 viral DNA. Mapping of mutation identifies viral promoter and replication 
origin as a hot spot of hypermutation mechanism. We also found that AID is induced in hepatocytes by
 TGFb stimulation and AID forms an RNP complex of viral P protein and host RNA exosome, resulting in
 degradation of HBV RNA.  These studies demonstrate significant role of APOBEC protein in HPV and 
HBV infection.

研究分野： virus
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１． 研究開始当初の背景 
 
遺伝子改編酵素群 APOBEC ファミリー
(以下 APOBECs と記載)は、核酸中のシ
トシン(C)をウラシル(U)に変換する 11種
類の酵素群である。これまでの研究によ
り、我々は APOBEC ファミリータンパ
クが B 型肝炎ウイルス(HBV)DNA に高
頻度変異を起こしウイルス複製を阻害す
ることを示した。APOBEC タンパクの
HBV や同じ癌ウイルスであるパピロー
マウイルス(HPV)に対する抗ウイルス活
性の分子機構は未知の部分が多く、また
発癌との関係はほとんどわかっていない。 

 
２． 研究の目的 

APOBEC タンパクが、HBV や HPV の抗
ウイルス因子となるか、あるいは、発癌因
子となるかを検討する。 

 
３． 研究の方法 

 
HBVやHPVの培養細胞複製系、マウスモデ
ル、ヒト臨床検体の３つの実験系を用いて、
感染諸相の APOBEC のウイルス複製阻害能
と宿主ゲノム変異活性を測定する。 
 
４． 研究成果 
(1) APOBEC タンパクの HPV16粒子感染性に与
える影響についての研究。 
APOBECタンパクのうちAPOBEC3はヒトでは７
種類が知られている。これは多くの場合感染
細胞に発現誘導され、抗ウイルス活性を顕す
可能性がある。一方、HPV16 は、キャップシ
ドタンパク L1と L2を、レポーター遺伝子（今
回はルシフェラーゼを使用した）と共に細胞
に発現させると、L1 と L2 が自動集合しこの
際、レポータープラスミドを取り込みウイル
ス粒子様構造(Pseudovirion と呼ぶ)を形成
する。本研究では、HPV16  Pseudovirion 形
成時に、７つのAPOBEC3をそれぞれ発現させ、
Pseudovirion の形成に与える影響を調べた。 
その結果、APOBEC3A と 3C が、Pseudovirion
の感染性を低下させることを見いだした。 
 
また APOBEC3 とキャップシドタンパク L1 と
の結合性を調べたところ、APOBEC3C が L1 と
結合する事が免疫沈降実験より明らかとな
った。これらの結果は、培養細胞のレベルで
はあるが、APOBEC3C が HPV16 の抗ウイルス因
子として働く可能性を示唆した。 
 
(2)次世代シークエンスによる HPV16 の高頻
度突然変異の解析 
実際の感染病態で HPV16 と APOBEC3 の関係性
を見る事は極めて重要であるが、これまでそ
のような研究はない。そこで本研究では、ま
ず子宮頸部の臨床検体を用いて、APOBEC3 の
発現を RT-qPCR 法で検討した。 
 

その結果、子宮頸部ではAPOBEC3AとAPOBEC3C
の発現が比較的高く、HPV16 陽性の子宮頸部
サンプルでは、陰性のものより APOBEC3 の発
現が、比較的高めになる事がわかった。 

 
次に、HPV16 陽性子宮頸部前癌病変(CIN1)を
用いて、HPV16 への APOBEC3 の作用の一つで
ある高頻度変異の蓄積を測定した。これまで
の研究より、APOBEC3 が DNA に作用しその酵
素活性を発揮したならば、その標的 DNA に
CT（反対鎖側の場合 GA と記載）の変異
が起こる事がわかっている。どの程度 CT
変異が起こったかわ3D-PCR法という特殊PCR
で測定できる事を示してきた。CT 変異を多
数持つ DNA は AT リッチ DNA となり、より低
い温度で変成する性質があるが、3D-PCR は変
成温度を低下させる事で CT 変異を検出す
る PCR 法である。この 3D-PCR 法で HPV16 陽
性子宮頸部前癌病変中に含まれる HPV16 DNA
を検討したところ、３検体中２検体で、CT
高頻度変異を検出した。 
 
さらに低温で増幅したDNAをシークエンスす
ると実際 CT 高頻度変異が起こっている事
が確認された。 
また変異パターンは、APOBEC3 の酵素額的特
性に合致するものであった。 

 
そこで次にこれらの検体を用いて、次世代伊
シークエンス法で、変異の解析を行った。そ
の結果 CIN1 サンプルでは、１リードあたり
３つ異常の CT 変異を持つクローンの出現
頻度は、極めて低頻度であったが、それでも
242クローンのCT高頻度変異を持つクロー
ンを同定した。それらのクローンをマッピン
グしたところ、ウイルスプロモーター部分に
変異の集積をみた。 



 
これらの結果、世界で初めて臨床検体で高頻
度変異を持つHPV16を次世代シークエンスで
捉えたもので、APOBEC3 がプロモーター部分
を標的にしていることを明らかにしたもの
である。 
 
(3)HBV の RNA に対する AID の作用の検討。 
AIDはTGFb刺激で肝細胞に発現誘導される事
が知られていた。そこでこの研究では TGFb
下で発現誘導されるAIDの機能的役割を培養
細胞系にて検討した。その結果、AID はウイ
ルスの P タンパクに結合し、P タンパクはウ
イルスの RNA に結合するので、AID は P タン
パクを介して、ウイルス RNA と結合する事が
わかった。さらに AID は RNA 分解機構である
RNA exosome 複合体にも結合する事を見いだ
した。すなわち TGFb 刺激があると AID が発
現誘導され、AID/P タンパク/RNA exosome が、
複合体を形成する事により、ウイルス RNA を
壊す事がわかった。この研究により AID およ
び RNA exosome が HBV の抗ウイルス活性の一
旦を担っている事が明らかとなった。 
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