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研究要旨 ハイリスクグループのヒトパピローマウイルス(HPV)感染により子宮

頸癌が発症する。HPV の E6, E7 蛋白質による癌抑制遺伝子 p53, pRb の分解誘導が

発癌に必須であり、発癌の抑制にはこれらの経路を遮断することが重要である。

HPV16 型の E6, E7 蛋白質の安定性を脱ユビキチン化酵素 USP15, USP11 が制御する

ことが報告されている。そこで、E6 遺伝子が組込まれた細胞から E6 蛋白質を特異

的に排除する方法の開発を目指し、USP15 の脱ユビキチン化酵素活性を阻害する小

分子のスクリーニングおよび特殊ペプチドの開発を試みた。DUB-Glo protease 

assay を用い、インヒビターライブラリー320 コンパウンドから 33 個の候補分子

を同定した。さらに Di-Ub を基質にして USP15 の脱ユビキチン化酵素活性に対す

る阻害効果を解析し、5種類のヒット化合物を同定した。さらに UCH ドメインに結

合する特殊ペプチドの作製を行い、5種類の環状 Nメチルペプチドと 3種類の環状

ペプチドを得た。 

 

A. 研究目的 
子宮頸癌の発癌にハイリスク型のヒトパピ
ローマウイルス(HPV)感染と E6, E7 蛋白質
の組込みが関与し、癌抑制遺伝子 p53, pRb
のユビキチンープロテアソーム系による分
解誘導が発癌に重要である。HPV ワクチン
が近年、実用化され、若年女子の HPV 感染
を予防し、将来的に子宮頸癌の発症が抑制
されることが期待されているが、すでに
HPV に感染している患者に対する特異的な
抗パピローマウイルス薬は未だ存在しない。
近年、E6, E7 蛋白質の安定性を脱ユビキチ
ン化酵素USP15, USP11が制御していること
が明らかとなった。そこで、子宮頸癌の特
異的治療薬の開発を目的に、USP15, USP11
の特異的阻害剤の作製を目指し、阻害物質
のスクリーニングと特殊ペプチドの作製を
試みた。 

B．研究方法 
(1) in vitro USP15 assay 系による阻害物
質のスクリーニング 
昨年、樹立した DUB-Glo protease assay 
(Promega)による in vitro USP15 assay 系
を用いて inhibitor library(320 コンパウ
ンド)から阻害活性物質をスクリーニング
を行った。  
(2)ヒット化合物の Di-Ub を基質とした
USP15 活性阻害の評価 
DUB-GLo protease assay で阻害活性の陽性
コンパウンドに関し、Di-Ub(K48)を基質に
した USP15 の脱ユビキチン化酵素活性に対
する阻害効果を解析した。 
(3) Avi-His6-USP15 の発現と精製 
Avi-His6-USP15 UCH(ubiquitin 
carboxyl-terminal hydrolase)を大腸菌
DH5αで発現させ、HisTrap HP(GE 



Healthcare)を用い、アフィニティ精製した。 
(4)RaPID system による USP15 結合特殊ペ
プチドの作製 
フレキシザイムを用いた遺伝暗号リプログ
ラミング法と、天然物様特殊ペプチドライ
ブラリーを合成する技術とその網羅的探索
技術 RaPID（the random non-standard 
peptides integrated discovery）system で
USP15 の活性部位 Avi-His6-USP15 UCH に結
合する特殊ペプチド(環状 N-メチルペプチ
ド)を作製した（東京大学理学部、菅裕明教
授との共同研究）。 
(5)USP-11 を発現する組換えバキュロウイ
ルスの作製 
FLAG-USP遺伝子をpVL1393にサブクローニ
ングし、Sf9 にトランスフェクトして組換
えバキュロウイルスを作製した。 
 
（倫理面への配慮） 
取り扱うすべての DNA および病原性微生物
に関しては適切な封じ込めレベルの実験施
設で取り扱われた。ヒトの遺伝子解析はお
こなっておらず、倫理面に抵触する研究は
行っていない。 
 
C．研究結果 
(1) in vitro USP15 assay 系による阻害物
質のスクリーニング 
DUB-Glo protease assay による in vitro 
USP15 assay 系を用いてインヒビターライ
ブラリー(320 コンパウンド)から阻害活性
物質をスクリーニングしたところ、DUB 
activity を阻害するコンパウンドが 33 個
見つかった。  
(2)ヒット化合物の Di-Ub を基質とした
USP15 活性阻害の評価 
陽性コンパウンドに関し、Di-Ub(K48)を基
質にして USP15 の脱ユビキチン化酵素活性
に対する阻害効果を解析したところ、5種
類のコンパウンドで著明な USP15 阻害活性
を確認した。 
(3) 大腸菌における Avi-His6-USP15 UCH の

発現と精製 
Avi-His6-USP15 UCH 蛋白質を大腸菌 DH5α
で発現させ、HisTrap HP(GE Healthcare)
を用い、アフィニティ精製した。CBB 染色
にて Avi-His6-USP15 UCH 蛋白質の精製蛋白
質を確認した。これを用いて以下のスクリ
ーニングを行った。 
(4)RaPID system による USP15 結合特殊ペ
プチドの作製 
RaPID system で USP15 の活性部位
Avi-His6-USP15 UCH に結合する特殊ペプチ
ドをスクリーニングし、5種類の環状 Nメ
チルペプチドと 3種類の環状ペプチドを得
て、スケールアップして精製を行っている。 
(5)USP-11 を発現する組換えバキュロウイ
ルスの作製 
バキュロゴールドを用いて組換えバキュロ
ウイルス AcFLAG-USP11 を作製した。 
 
D．考察 
 HPV16E6を排除する抗HPV薬開発のため、
脱ユビキチン化酵素 USP15 に対する阻害剤
開発を目指した。インヒビターライブラリ
ーから 320 compound を DUB-Glo protease 
assay を用いてスクリーニングしたところ、
DUB protease activity を 阻 害 す る
compound が 33 個見つかった。さらに Di-Ub 
(K48)を基質にして USP15 阻害活性を解析
し、5 種類の小分子化合物で著明な USP15
阻害活性を確認した。USP15 阻害活性を確
認できた小分子については今後、細胞内で
のUSP15阻害活性とE6への安定性への影響
を解析していく予定である。また、USP15
活性を阻害する特殊ペプチドの開発を
RaPID system により行った。USP15 の
catalytic domain である UCH domain に結
合する環状 Nメチルペプチドの作製を行い、
5 種類の環状 N メチルペプチドと 3 種類の
環状ペプチドを得た。現在、スケールアッ
プして精製中であり、USP15 阻害活性を解
析する予定である。USP11 についても
FLAG-USP11 を発現する組換えバキュロウ



イルスを作製しており、同様な阻害剤候補
物質のスクリーニングを行う予定である。 
 
E．結論 
 子宮頸癌の特異的治療薬の開発を目指し、
HPV16E6 の安定化因子である USP15 の阻害
剤作製を試みた。DUB-Glo protease assay
を用い、インヒビターライブラリーから 33
個の候補分子を同定した。さらに Di-Ub を
基質にして USP15 の脱ユビキチン化酵素活
性に対する阻害効果を解析し、5 種類のヒ
ット化合物を同定した。さらに UCH ドメイ
ンに結合する特殊ペプチドの作製を行い、5
種類の環状 Nメチルペプチドと 3種類の環
状ペプチドを得た。 
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