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研究成果の概要（和文）：ウマヘルペスウイルス1型（EHV-1）は馬に呼吸器症状、流産および脊髄脳症を引き起
す。EHV-1は神経細胞とリンパ球に潜伏感染することが報告されているが、その機序については不明な点が多
く、これは小動物モデルおよびin vitroモデルが存在しないことによる。本研究では、EHV-1に感受性を有する
in vitroモデルとマウスモデルをEHV-1エントリーレセプターの遺伝子導入によって作製、解析し、潜伏感染モ
デルとしての有用性を検証した。分化依存性にEHV-1感染に抵抗性を示すラット由来神経細胞株は、EHV-1の神経
病原性と潜伏感染に関与する分子メカニズムの解明に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Equine herpesvirus-1 (EHV-1) causes respiratory diseases, abortion and 
myeloencephalopathy in horses. Little is known about the mechanisms underlying latent EHV-1 
infection, due to the lack of small animal models and in vitro infection models. In this study, we 
developed EHV-1-susceptible cell culture and murine systems by transduction of gene encoding EHV-1 
entry receptor, and investigated their suitability as models of EHV-1 latent infection. A rat 
neuronal cell model showing differentiation dependent resistance to EHV-1 infection may be useful to
 unveiling the molecular mechanisms of EHV-1 neuropathogenicity and latency.

研究分野： 獣医学

キーワード： ヘルペスウイルス　ウマ　レセプター　潜伏感染

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EHV-1エントリーレセプターであるウマMHCクラスⅠの遺伝子発現により、in vivoにおいてマウスのEHV-1感受性
を増強できることが示された。また、EHV-1感染神経細胞モデルを作製したことにより、これまで不明であった
EHV-1潜伏感染細胞におけるウイルス遺伝子ならびに宿主遺伝子の発現動態を解析することが可能になった。本
細胞モデルを使用した研究を進めることにより、ウイルス潜伏－再活性化とその抑制に関する分子機構がさらに
明らかになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 EHV-1 はアルファヘルペスウイルス亜科に属し、ウマに呼吸器症状、流産、脳脊髄炎を惹き起
こす。その分布は世界的であり、日本国内においても呼吸器病、流産は頻繁に発生している。ま
た近年、欧米諸国で脳脊髄炎の流行が多発している。競走馬の生産、育成には多額の費用を要し、
EHV-1 感染症発生により被る経済損失は非常に大きい。しかしながら、これまで用いられてきた
不活化ワクチンは作用の持続期間が短く、細胞性免疫を誘導できないという欠点があり、十分な
効果が得られていない。また、治療に関しては対症療法を行う以外に方法はない。EHV-1 は潜伏
感染し、妊娠馬では再活性化したウイルスが流産を惹起すると考えられているが、その防御は難
しい。従って、EHV-1 感染症制圧のためにはより効果的な予防・治療法の開発が望まれており、
そのためには病態を規定するウイルス側因子、宿主側因子の分子レベルでの解明が必要である。 
 大型動物であるウマを使用した感染実験には経済的な困難が伴い、施設上の制限も大きい。そ
のため国内外の多くの研究室でマウスがモデル動物として使用されてきたが、通常、マウスは
EHV-1 感染症の病態のうち鼻肺炎しか再現しない。また、他のアルファヘルペスウイルスに比較
して潜伏感染の分子機構に関する研究は著しく遅れており、その大きな理由として、ウイルス潜
伏感染－再活性化を再現する小動物モデル、in vitro モデルが存在しないことが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 EHV-1 の潜伏感染部位である T 細胞、神経細胞に EHV-1 レセプター（ウマ MHC クラス I 分
子 A68）を発現するマウスモデル、細胞モデルを使用し、EHV-1 感染馬で認められるウイルス潜
伏－再活性化を実験的に再現・解析することによって、EHV-1 の潜伏感染維持と破綻の背景にあ
る分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 EHV-1 感染馬においてウイルスは T 細胞もしくは三叉神経節に潜伏感染する。しかしながら、
馬のリンパ球、神経細胞由来株化細胞は存在しない。そこで EHV-1 潜伏感染を再現し得る in vitro
モデルを作製する目的で、CTLL2（マウスの細胞傷害性 T 細胞由来細胞株）、PC12（ラットの副
腎褐色細胞腫由来細胞株）、RN33B（ラットの中脳縫線核神経細胞株）にレンチウイルスベクタ
ーを用いて EHV-1 レセプター遺伝子（ウマ MHC クラス I 重鎖遺伝子クローン A68）を安定発現
させ、EHV-1 感受性を付与した（それぞれ CTLL2-A68 細胞、PC12-A68 細胞、RN33B-A68B2M
細胞と命名）。これら細胞株とウマ MHC クラス I 遺伝子導入マウスに EHV-1 を持続感染させ、
ウイルス再活性化を誘導する実験条件を検討し、潜伏感染時に発現するウイルス遺伝子産物の
同定を試みた。また、ウイルス増殖感染が生じている非神経細胞と持続感染状態にある神経細胞
でノンコーディング RNA の発現を比較検討し、神経細胞におけるウイルス遺伝子発現制御機構
を考察した。 
 
４．研究成果 
(1) EHV-1 感受性マウス T 細胞モデルとして作製した CTLL2-A68 細胞は増殖、維持に IL-2 を必
要とする。IL-2 存在下で CTLL2-A68 細胞に EHV-1 を感染させ、感染後 2 週間培養を行い、継時
的にウイルス DNA の有無を PCR 法にて検索した。その結果、EHV-1 感染後早期にウイルスゲ
ノムが検出限界以下となり、これは活発な細胞増殖によってウイルス感染細胞が希釈されたた
めと推察された。次に、培養液中に存在する IL-2 の濃度を減少させ、TGF-β を加えて CTLL2-
A68 細胞を培養したところ、生細胞数を維持しながら細胞増殖の遅延を誘導することが可能と
なった。そこで TGF-β 存在下で CTLL2-A68 細胞に EHV-1 持続感染を成立させ、デキサメタゾ
ン（DEX）等の薬剤処理ならびに TGF-β の除去を行ったが、ウイルスの再活性化を誘導するこ
とができなかった。また、EHV-1 感染 CTLL2-A68 細胞を同系の C57BL/6 マウス腹腔内に受身移
入し、肝臓、脾臓、肺門リンパ節における EHV-1 ゲノム DNA の存在を PCR 法で検索したが、
受身移入後早期にウイルスゲノムが検出限界以下となり、ウイルス持続感染を成立させること
ができなかった。細胞表面に A68 を高発現するクローンを選別した場合でも、in vitro における
ウイルス感染率は 0.97%と非常に低いため、受身移入による潜伏感染の解析は困難と考えられた。 
 
(2) 本研究では T リンパ球特異的にウマ MHC クラス I 分子を発現する遺伝子導入マウス
（Lck/A68-B2M マウス）を利用する予定であったが、研究途中において導入遺伝子を保持する
産仔が得られず系統の維持が不可能となったため、ウマ MHC クラス I 分子を全身臓器に発現す
る遺伝子導入マウス（A68-B2M マウス）を実験に使用した。A68-B2M マウスに EHV-1 を経鼻感
染させたところ、野生型マウスの肺に比較してより高い EHV-1 感受性を示すことが示唆された
（文献①）。マウスでは脳、三叉神経節、肺においてウイルスゲノムが長期持続することが PCR
法により明らかになったが、DEX 処理によってウイルスの再活性化を惹起することはできなか
った。 
 
(3) EHV-1 感受性神経細胞モデルとして作製した PC12-A68 細胞を神経成長因子（NGF）存在下
で 7 日間培養することにより、神経細胞様に分化させた。この分化 PC12-A68 細胞に EHV-1 を
感染させ、アシクロビル存在下で 11 日間培養し、ウイルス前初期遺伝子、後期遺伝子の発現な
らびにウイルスゲノムの有無を RT-PCR 法および PCR 法によって継時的に検索した。その結果、



ウイルス遺伝子（mRNA）の発現は感染後 3 日目以降に検出限界以下となったが、ウイルスゲノ
ム（DNA）は実験期間を通じて細胞中に検出された。従って、EHV-1 は分化 PC12-A68 細胞に持
続感染を成立することが示唆された。 
 ヒト単純ヘルペスウイルスでは DEX がウイルス前初期遺伝子プロモーターに作用し、ウイル
ス再活性化を誘導することが知られている。そこで EHV-1 持続感染細胞を DEX 存在下で 7 日間
培養し、培養上清中の感染性ウイルス粒子の有無および細胞内ウイルス遺伝子転写産物の検出
を試みた。その結果、DEX 添加群・非添加群ともに培養上清中に感染性ウイルスは認められな
かったが、DEX 添加群において 33.3%、DEX 非添加群において 3.33%の割合でウイルス ICP0 遺
伝子転写産物が検出され、両者には有意差が認められた。以上の結果より、DEX により誘導さ
れたウイルス遺伝子発現誘導は、ウイルス再活性化を模倣している可能性が示唆された。 
 
(4) RN33B は温度感受性 SV40 ラージ T 抗原を構成的に発現する不死化細胞株であり、33℃にお
いては増殖が認められるが、培養温度を 37℃に上昇させることによって分化し、神経細胞の形
質を示すようになる。未分化 RN33B-A68B2M 細胞、分化 RN33B-A6B2M8 細胞にそれぞれ EHV-
1 を感染させたところ、前者においてはウイルスの増殖感染が生じ、培養上清中に感染性ウイル
ス粒子が産生されたのに対し、後者ではウイルスの増殖が認められなかった。細胞内ウイルス遺
伝子転写産物を RT-PCR 法により比較定量したところ、分化 RN33B-A68B2M 細胞は未分化
RN33B-A68B2M 細胞に比較して著しく低い発現レベルを示した（図．文献②）。 
 神経細胞における EHV-1 の増殖抑制とそれに続く持続感染のメカニズムを明らかにする目的
で、未分化状態、分化状態の RN33B-A68B2M 細胞に EHV-1 を感染させ、感染後 1 時間目、12 時
間目における I 型インター
フェロン応答を比較した。
その結果、分化細胞では未
分化細胞に比べてより高レ
ベルの IFN-α 遺伝子発現が
認められたものの、両細胞
間で STAT-1 リン酸化およ
びインターフェロン誘導遺
伝子発現に差は認められな
かった（文献②）。次に、感
染後 12 時間目に分化細胞、
未分化細胞より抽出した
total RNA を small RNA-seq
により解析した。その結果、
分化 RN33B-A68B2M 細胞
では感染に伴って ORF42
遺伝子に相同性を有するマイクロ RNA の発現が著しく上昇したのに対し、未分化 RN33B-
A68B2M 細胞では同マイクロ RNA の発現は認められなかった。以上の結果より、EHV-1 感染神
経細胞においてウイルス遺伝子に相同性を有するマイクロ RNA が特異的に発現し、これがウイ
ルス増殖の抑制に関与する可能性が示唆された。 
 
＜引用文献＞ 
① Minato E, Aoshima K, Kobayashi A, Ohnishi N, Sasaki N, Kimura T. Exogenous Expression of Equine 
MHC Class I Molecules in Mice Increases Susceptibility to Equine Herpesvirus 1 Pulmonary Infection. Vet 
Pathol. 2019. 56(5):703-710. 
② Minato E, Kobayashi A, Aoshima K, Fukushi H, Kimura T. Susceptibility of rat immortalized neuronal 
cell line Rn33B expressing equine major histocompatibility class 1 to equine herpesvirus-1 infection is 
differentiation-dependent. Microbiol Immunol. 2020. 64(2):123-132. 

図 ． RN33B-A68B2M
細胞における EHV-1
遺伝子の発現．神経
細胞に分化した細胞 
(Differentiated) に お
ける ICP0 遺伝子の発
現レベルは未分化状
態 の 細 胞 
(Undifferentiated) に
比較して低く，これに
よりウイルスの増殖と
細胞死が抑制されて
いると考えられる 
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