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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染はウイルス-宿主間攻防のバランスにより成り立っており、その分子メ
カニズムを理解することはウイルス感染を予防するためにとても重要である。我々は、ウイルス-宿主間攻防の
例として、インフルエンザウイルスによるTNF-αを介した免疫応答の抑制機構や、宿主によるmiRNA　
(miR-199a-3p/-5p)を介したHSV-1ウイルスの複製阻害機構の解析を行い、それぞれの分子メカニズムの解明、ウ
イルスと宿主それぞれの生き残り戦略の一端を明らかとすることに成功した。また、質量分析を用いたポストゲ
ム解析によりHSV-1ウイルスの示す神経毒性に関わる新規HSV-1ウイルスタンパク質の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Virus infection is based on a balance between virus-host battle. To prevent 
virus infection, it is very important to understand its molecular mechanism. As an example of a 
virus-host battle, we analyzed the influenza virus mediated inhibitory mechanism of TNF-α-mediated 
immune response and the mechanism of miRNA (miR-199a-3p / -5p) mdeiated inhibition of HSV-1 virus 
replication. We succeeded in elucidating the molecular mechanism of each battles and clarifying a 
part of the survival strategy of virus and host. In addition, we have succeeded in identifying novel
 HSV-1 viral proteins related to neurotoxicity exhibited by HSV-1 virus by proteomic analysis.

研究分野： プロテオミクス、ロボティクス、分生生物学、創薬科学

キーワード： 宿主細胞コンピテンシー　インフルエンザウイルス　HSV-1ウイルス　質量分析　miRNA　TNF-α
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルスの複製にはウイルス側の因子に加え
て、宿主（の因子）が必須である。一方、宿主は
個体レベルのみならず細胞レベルでも防御系を
発動する。これらのウイルス-宿主間攻防のバラ
ンスによりウイルス感染が成り立っている。本研
究開始時には、ウイルス-宿主間攻防の例として、
ウイルスによる TNF-α を介した免疫応答の抑制
機構や、miRNA（miR-199a-3p/-5p/miR-214 クラ
スター）を介したウイルスの複製阻害機構の存在
が本領域研究者により明らかとされつつあった
が、その分子メカニズムは不明であった。また、
ウイルス-宿主間攻防の状態を表す、ウイルス感
染時のウイルスや宿主細胞タンパク質量変動や、
ウイルス-宿主間攻防に関わる未同定のウイルス
タンパク質が存在するかどうかについてもほと
んど知見がなかった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景から、ウイルス-宿主間攻防の分子実
態解明のため、 
（１） 我々の開発した質量分析を用いたたんぱ
く質同定・定量システムを活用し、① 感染側因
子と宿主因子の相互作用の網羅的な解析を定量
的に行うとともに、② ウイルス感染時のウイル
スや宿主細胞タンパク質量の変動もプロテオー
ムワイドに定量、感染体の複製メカニズムと病原
性発現機構を、宿主因子制御機構との分子競合ネ
ットワークという視点で理解することを目的と
する。 
（２） 細胞がもつウイルスに対するコンピテン
シーに関する新たな因子群を追求する目的で、特
に miR-199a-5p/-3p/miR-214 遺伝子クラスター
から発現される miRNA がウイルス複製を負に制
御する現在未知の機構に注目して、HSV-1 の感染
を受けた上皮細胞を例に取ってこれらの抑制機
構の解明を進める。同時にこの遺伝子クラスター
が上皮細胞内で形成する遺伝子制御ネットワー
クの全体像の解明をすすめ、宿主細胞が持つウイ
ルスに対するコンピテンシーの生物学的な意義
の解明に迫りたい。 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザウイルスによる上皮細胞特

異的な TNF-α発現抑制機構の解析 
インフルエンザウイルスは、NS1 タンパク質を介
し上皮細胞に於ける TNF-α の発現を抑制（宿主
免疫応答の回避）する機構を持つが、その分子メ
カニズムは不明である。我々はまず、上皮細胞に
おいて NS1 に結合するタンパク質が TNF-α 発現
制御に関わっているとの仮説のもと、質量分析を
用い新規 NS1 結合タンパク質同定を行い、RNAi
を用いた同定結合タンパク質のノックダウンに
よる機能証明を行った。 
(2) HSV-1 感染時のウイルス及び宿主タンパク

質の発現変動の網羅的解析 
HSV-1 は感染時に宿主タンパク質の翻訳経路を
乗っ取ることが知られているが、一部の宿主タ
ンパク質については、HSV-1 感染後にも発現が維
持されることが知られていたが、網羅的な解析
はなされていなかった。また、HSV-1 はこれまで
に最も詳細に解析されてきたウイルスであるが、
150kb にも及ぶウイルスゲノムの巨大さゆえに、
未同定のタンパク質が存在することが想定され
た。我々は、HSV-1 感染後に発現する新生タンパ
ク質をラベリング、精製、質量分析を用い新生

タンパク質を網羅的に同定・定量すること
により、HSV-1 感染時のウイルス及び宿主
タンパク質の発現変動及び、ウイルスコン
ピテンシーに関わる HSV-1 新規タンパク質
の同定を試みる実験を行なった。 
(3) miR-199a-3p/-5p による HSV-1 の増殖
阻害作用点の解明 
miR-199a による HSV-1 の複製抑制の作用
点の解明を目的とし、以下の 5 種類の方法
を組み合わせた解析を行った。① HSV-1 感
染過程解析による miR-199a の作用段階の
同定： HSV-1 ウイルスの感染前期や後期に
発現する様々な HSV-1 ウイルスタンパク質
の合成速度の解析により miRNA-199 が
HSV-1 増殖過程のどの段階を阻害している
のかを決定。② HSV-1 感染細胞の観察： 
HSV-1 感染細胞について、miR-199a の強制
発現の有無で envelope をもつウイルスゲ
ノム粒子、envelope をもたない粒子、さら
には宿主のゴルジ体の形態についての、電
子顕微鏡、共焦点顕微鏡、N-SIM を用いた
詳細な観察により miR-199a の作用点の同
定。③ miR-199a標的mRNAの探索：miR-199a
の標的となりうる mRNA について、配列解析
による探索および、実際の実験による同定。
④ 発現誘導型 TuD による miR-199a 機能阻
害: miR-199a に相補的に結合しその機能を
阻害する TuD について、テトラサイクリン
により誘導発現が可能なレンチウイルスベ
クターの開発と利用。⑤ miR-199a 機能解
析のための上皮がん細胞株のパネル解析； 
細胞株を miR-199a の発現の有無で分割し、
それに相関する各種遺伝子の発現様式や
HSV-1の複製活性等の生物活性を検索して、
内蔵される制御ネットワークを抽出。 
 
４．研究成果 
(1) インフルエンザウイルスによる上皮細
胞特異的な TNF-α発現抑制機構の解析 
我々は、上皮細胞において NS1 に結合する
タンパク質が TNF-α 発現制御に関わって
いるとの仮説をたて、293T 細胞に NS1 タン
パク質を発現、NS1 タンパク質とともにそ
の結合タンパク質を精製、質量分析を用い
NS1結合タンパク質の同定を行い13種類の
NS1 結合タンパク質の同定に成功した。さ
らに RNAi を用いた機能解析を行った結果、
上皮細胞において高発現しているタンパク
質 X について、そのノックダウンによりイ
ンフエンザウイルス感染の際の上皮細胞か
らの TNF-α の発現抑制が解除されること、
また、タンパク質 X のノックダウンにより
TNF-α刺激依存的なTNF-α-mRNAの発現が
増加することも明らかとした。この結果は、
タンパク質XがTNF-αの発現に対し負に働
く因子であり、NS1 はタンパク質 X に結合
することで、タンパク質 X の持つ TNF の発
現抑制の機能を活性化することを示してい
る。以上のように我々は、インフルエンザ
ウイルスが「宿主が内在的に持つ免疫抑
制機構」を利用することにより宿主免疫
システムから逃れる機構を持つことを明
らかとした。 
(2) HSV-1 感染時のウイルス及び宿主タン

パク質の発現変動の網羅的解析 
HSV-1 感染後に発現する新生タンパク質を



ラベリング、質量分析を用い新生タンパク質を
網羅的に同定定量した結果、c-JUN タンパク質な
ど、HSV-1 は感染時に発現が増えることが知られ
ていたタンパク質に加え、複数のタンパク質の
発現が HSV-1 は感染時に増えることが明らかと
し、現在その意義について解析を行っている。
また、HSV-1 感染後の新生タンパク質の網羅的同
定・定量結果を用い、新規の HSV-1 ウイルス由
来タンパク質の同定を試みた。まず、HSV-1 ウイ
ルスゲノムについて 6 フレームの読み枠でアミ
ノ酸に変換、質量分析により同定されたペプチ
ドについて、変換された 6 フレームのアミノ酸
配列にマッピングを行った。その結果、既知の
64 種類の HSV-1 ウイルスタンパク質に加え、5
種類の新規ウイルスタンパク質候補（nORF-1〜
5）を見出すことに成功した。5 種類の新規ウイ
ルスタンパク質候補のうち、nORF-5 について
nORF-5 を認識する抗体を作成、HSV-1 ウイルス
感染時に実際にタンパク質として発現している
ことをウエスタンブロッティング法により確認
した。さらに nORF-5 の発現のみを阻害する変異
ウイルスを作成、ウイルスの毒性を確認する実
験を行ったところ、nORF-5 変異により HSV-1 ウ
イルスの顕著な弱毒化が確認された。以上の結
果から、我々は同定した nORF-5 は、HSV-1 のも
つウイルス毒性に関わる重要なタンパク質であ
ることを明らかとした。 
(3) miR-199a-3p/-5p による HSV-1 の増殖阻害

作用点の解明 
① miR-199a を強制発現した A549 細胞と対照の
A549 細胞に HSV-1 を感染させ、そのウイルスタ
ンパク質合成の速度論を解析して miR-199a の強
制発現が、ほとんどウイルスタンパク質合成に影
響を与えないことから、miR-199a-5p/3p の感染
後期に作用点があることが示された。② 感染後
期における miR-199a 作用点の詳細な解析を目的
とし、３種の顕微鏡を使用した解析を行い、HSV-1
の trans-ゴルジ領域でおきると考えられる
HSV-1 の Secondary envelopment のステップが
miR-199a の強制発現により著しく抑制されてい
ることが判明した。③ miR-199a-5p/3p の標的遺
伝子候補をデータベースで検索しそのいくつか
について検証実験を行い、ARHGAP21 遺伝子が、
miR-199a-5p/3p 両 miRNA の共通の標的であるこ
とを証明した。この遺伝子産物である ARHGAP21
タンパク質はゴルジに局在して、cdc42 に対する
GAP(GTPase-Activityng Protein)として機能す
ることが知られ、さらに ARHGAP21 を knockdown
すると miR-199-5p/-3p の強制発現と同様、HSV-1
のsecondary envelopmentの効率が低下すること
も判明した。このことから miR-199a は、ARHGAP21
タンパク質の発現抑制を介して、HSV-1 の
secondary envelopment の効率を低下させ、最終
的には HSV-1 ウイルスの増殖を抑制することが
明らかになった。④ 発現誘導型 TuD レンチウイ
ルスベクターを使用による miR199a の機能解析
を行った。HCT116 細胞(大腸がん細胞株)中の
miR-200 family の活性抑制を開始すると上皮間
充織転換がただちに誘導、2週間でほぼ達成され、
TuD の発現を停止させるとその逆反応が進行し
た。このような高い可塑性をもつ miR-200family
と比して発現誘導型TuDによるmiR-199の阻害に
おいては、そのような効果が見出されず、miR-199
の内在性の発現様式は外来因子によっては、容易
には変換できない堅い制御がかかっていること
が示された。⑤ 12 種の上皮がん細胞株を

[miR199a(-)/Brm(+)/EGR1(-)]という発現
様 式 を 示 す type1 細 胞 (8 株 ) と
[miR199a(+)/Brm(-)/EGR1(+)]を示す type2
細胞(4 株)に分類した。さらに、これから
RNA やタンパク質を調製して、qRT-PCR, 
western blot 等により、特定の遺伝子の発
現を解析した。その結果、上皮がん細胞株
内 で は miR-199a/Brm/EGR axis が 、
double-negative feedback loop によって形
成されて、上皮がん細胞は最終的には type1
か type2 のどちらかのタイプに収束する性
質をもつことが分かった。この loop には、
2 種の feed-forward loop が integrate し
ていてさらにこの制御ネットワークを強固
なものにしていることも示された。現在 Brm
が EGR1 をどのように負に制御しているか解
析中である。 
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