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研究成果の概要（和文）：細胞表面に発現するウマ主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラスIがウマヘルペスウイルス
4型（EHV-4）のエンベロープ糖タンパクgDと結合し、EHV-4の細胞内侵入を誘導するレセプターであることを明らかに
した。また、ウマMHCクラスIを標的とする感染阻害法がウマヘルペスウイルス1型（EHV-1）とEHV-4両ウイルス感染を
同時に阻害することを明らかにした。加えて、ウサギMHCクラスIのEHV-1レセプター機能を解析し、ウマ培養細胞とウ
サギ培養細胞におけるEHV-1感染機構の違いについて考察した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that equine major histocompatibility complex (MHC) 
class I binds to equine herpesvirus type 4 (EHV-4) glycoprotein D and mediates the cellular entry of 
EHV-4. We also showed that the treatment of recombinant proteins binding to equine MHC class I inhibits 
the entry of both EHV-1 and EHV-4, suggesting that the blocking of equine MHC class I will be a candidate 
for the prevention and treatment of EHV-1 and EHV-4 infections. In addition, we analyzed the function of 
rabbit MHC class I in EHV-1 entry into RK13 cells.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
馬鼻肺炎はウマヘルペスウイルス 1 型

（EHV-1）またはウマヘルペスウイルス 4 型
（EHV-4）の感染によって引き起こされる感
染症の総称であり、呼吸器症状や流産、脳脊
髄炎を主徴とする。我が国において、本感染
症は家畜伝染病予防法により届出伝染病に
指定されており、発症例が毎年確認されてい
る。馬鼻肺炎対策に使用されている現行の不
活化ワクチンは、脳脊髄炎と流産の発症を防
ぐことができないため、より有効な予防・治
療法の開発が望まれている。しかしながら、
馬で認められる病態がハムスターやマウス
等の実験動物では再現されず、病原性に関係
するウイルス側因子、宿主側因子に関する知
見が乏しいため、予防・治療法の研究開発は
進展していない。 

このような背景のもと、研究代表者はウイ
ルスの宿主特異性や病原性に関与する宿主
因子であるウイルス侵入受容体（レセプタ
ー）に着目して研究を進めてきた。これまで
に、ウマ培養細胞表面に発現するウマ主要組
織適合遺伝子複合体（MHC）クラス Iが EHV-1
のエンベロープ糖タンパク gD と結合し、
EHV-1 の細胞内侵入を誘導することを見出し
た。一方、もう一つの馬鼻肺炎原因ウイルス
であるEHV-4のレセプターは同定されていな
かった。 

また、EHV-1 はウマ培養細胞に加えてウサ
ギ培養細胞株 RK13 細胞にも感染する。RK13
細胞への細胞内侵入に際し、EHV-1 がウサギ
MHC クラス I をレセプターとして利用するか
は不明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ウマ MHC クラス I が EHV-4
レセプターとして機能するか解析するとと
もに、ウマ MHC クラス Iを標的とした感染阻
害法が EHV-1 と EHV-4 の両ウイルスの感染阻
害に有効であるか検討した。また、ウサギ MHC
クラス Iが EHV-1 レセプターとして機能する
か解析し、RK13 細胞が示す EHV-1 感受性に
MHC クラス I が関与しているか検討した。以
上の研究により、馬鼻肺炎原因ウイルスであ
る EHV-1 と EHV-4 の細胞内侵入機構について
新たな知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ウマ MHC クラス I の EHV-4 レセプター機
能の解析 

ウマMHCクラスI遺伝子クローンA68発現
プラスミドをリポフェクション法により細
胞に導入、または、レンチウイルスベクター
を用いてβ2 ミクログロブリン遺伝子発現を
抑制するshRNAを細胞に導入したのち、EHV-4
を接種し細胞のEHV-4感染を蛍光顕微鏡下で
観察した。 

 
(2)リガンドである EHV-4 エンベロープ糖タ
ンパクの同定 

EHV-4 gD の細胞外領域にヒト IgG1 Fc 領
域を付加した Ig 融合タンパク発現プラスミ
ドを 293T 細胞に導入し、上清中に分泌され
た可溶化組換え EHV-4 gD（sgD4）をプロテイ
ン Aカラムを用いて精製、回収した。ウマ MHC
クラス I 遺伝子クローン A68 を発現させた
293T 細胞と sgD4 を氷上でインキュベートし
た後、抗ヒト IgG 抗体を用いたフローサイト
メトリー解析を実施した。 

 
(3)組換え gDを用いた感染阻害法の検討 

可溶化組換え EHV-1 gD（sgD1）または(2)
で作成した sgD4 を、E.Derm 細胞と反応させ
たのち EHV-1 または EHV-4 を接種し、細胞の
ウイルス感染を蛍光顕微鏡下で観察または
フローサイトメトリーにより解析した。 

 
(4)ウサギ MHC クラス Iの EHV-1、EHV-4 レセ
プター機能の解析 

ウサギ MHC クラス I 遺伝子クローン A31
の変異体（A31 T173A）の発現プラスミドを
インバース PCR 法により作成した。A31 また
は A31 T173A の発現プラスミドをリポフェク
ション法により細胞に導入したのち、EHV-1
または EHV-4 を接種し、細胞のウイルス感染
を蛍光顕微鏡下で観察した。導入遺伝子の細
胞表面発現をフローサイトメトリーにより
解析した。 

 
(5)RK13 細胞における EHV-1 細胞内侵入機構
の解析 

sgD1 または sgD4 を RK13 細胞と反応させ
たのち EHV-1 を接種し、細胞のウイルス感染
を蛍光顕微鏡下で観察またはフローサイト
メトリーにより解析した。siRNA をリポフェ
クション法により、または shRNA をレンチウ
イルスベクターを用いて細胞に導入したの
ち、MHC クラス I の細胞表面発現をフローサ
イトメトリーにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ウマ MHC クラス I の EHV-4 レセプター機
能の解析 

ウマ MHC クラス I 遺伝子クローン A68 を
EHV-4 非感受性細胞であるチャイニーズハム
スター培養細胞株 CHO-K1 細胞に遺伝子導入
し発現させたところ、細胞は EHV-4 感受性を
示した。次に、EHV-4 感受性細胞であるウマ
培養細胞株E.Derm細胞のβ2ミクログロブリ
ン遺伝子発現をshRNA導入により抑制し、MHC
クラス I の細胞表面発現が低下した細胞に
EHV-4 を感染させたところ、細胞の EHV-4 感
受性が著しく減少した。以上の結果から、ウ
マMHCクラスI はEHV-4レセプターとして機
能し、EHV-4 は EHV-1 と同様 E.Derm 細胞にウ
マ MHCクラス Iを介して侵入することが明ら
かとなった。 

 
(2)リガンドである EHV-4 エンベロープ糖タ
ンパクの同定 



可溶化組換え EHV-4 gD（sgD4）を用いた
フローサイトメトリー解析により、ウマ MHC
クラス I の遺伝子発現に依存した sgD4 の細
胞表面結合を検出した。以上の結果から、
EHV-4 gD がウマ MHCクラス Iのリガンドであ
ることが明らかとなった。 
 
(3)組換え gDを用いた感染阻害法の検討 

可溶化組換え EHV-1 gD（sgD1）を用いて
前処理したE.Derm細胞にEHV-1またはEHV-4
を接種したところ、組換えタンパクの濃度依
存的に両ウイルスの感染阻害効果が認めら
れた。さらに、sgD4 を用いた実験でも同様の
結果が得られた。以上の結果から、EHV-1 と
EHV-4 はウマ細胞への感染にウマ MHC クラス
I という同一の分子をレセプターとして使用
していること、ウマ MHC クラス Iを標的とし
た感染阻害法が EHV-1 と EHV-4 両ウイルス感
染を同時に阻害できることを示した。 

 
(4)ウサギ MHC クラス Iの EHV-1、EHV-4 レセ
プター機能の解析 

RK13 細胞よりクローニングしたウサギ
MHC クラス I 遺伝子クローン A31 を EHV-1 非
感受性細胞であるマウス培養細胞株 NIH3T3
細胞に遺伝子導入し発現させたところ、細胞
は EHV-1 感受性を示した。また、ウサギ MHC
クラス I遺伝子クローン A31を EHV-4 非感受
性細胞である CHO-K1 細胞に遺伝子導入し発
現させたところ、細胞は EHV-4 感受性を示し
た。しかしながら、導入したウサギ MHC クラ
ス I A31 の十分な細胞表面発現が認められた
にもかかわらず、EHV-1 と EHV-4 いずれのウ
イルス感染においても、ウイルス感染細胞数
はウマ MHC クラス I A68 を発現させた場合に
比べて少なく、ウサギ MHC クラス I A31 を介
したウイルスエントリーの効率はウマMHCク
ラス I A68 を介したものに比べて低いことが
判明した。 

過去に、ウマ MHC クラス Iの 173 番目のア
ミノ酸が疎水性アミノ酸であることが EHV-1
レセプター機能に重要であることが示され
ている。一方、ウサギ MHC クラス I A31 は 173
番目に親水性アミノ酸スレオニンをコード
している。そこで、A31 の 173 番目のアミノ
酸をアラニンに置換した変異体（A31 T173A）
を作製し細胞に発現させたところ、A31 T173A
発現細胞の EHV-1/EHV-4 感受性がウマ MHCク
ラス I A68 発現細胞と同等以上にまで上昇し
た。以上の結果から、ウサギ MHC クラス Iは
ウマMHCクラスI に比べてEHV-1/EHV-4レセ
プター機能が低いことが明らかとなり、その
原因としてウサギMHCクラスI の173番目の
アミノ酸が親水性アミノ酸であることが理
由の一つであると考えられた。 

 
(5)RK13 細胞における EHV-1 細胞内侵入機構
の解析 

(2)(3)で使用した sgD1、sgD4 を用いて
RK13 細胞の EHV-1 感染阻害実験を実施した。

RK13 細胞を sgD1 で前処理したのち、EHV-1
を接種すると sgD1 の濃度依存的に EHV-1 感
染が阻害された。一方、sgD4 を用いて行った
同様の実験では、sgD4 の EHV-1 感染阻害効果
は認められなかった。以上の結果から、RK13
細胞における EHV-1 gD を介した EHV-1 独自
の細胞内侵入機構の存在が示唆された。 

RK13 細胞における EHV-1 の細胞内侵入 
にMHCクラスI が関与しているか調べるため、
MHC クラス I の細胞表面発現を減少させるこ
とを目的としたβ2ミクログロブリン（β2m）
の発現抑制を試みた。siRNA や shRNA を RK13
細胞に導入し、β2m の mRNA 量の減少を確認
したが、細胞表面の MHC クラス I発現減少は
認められず、siRNA や shRNA の効果が不十分
な可能性が考えられた。今後、細胞表面の MHC
クラス I 発現が抑制された RK13 細胞が得ら
れ次第、EHV-1 感染実験を実施し、細胞の
EHV-1 感受性の変化を解析する。 
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