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研究成果の概要（和文）：　ウイルスは宿主細胞に感染後、そのゲノムより遺伝子産物を「新規合成」し、宿主
細胞の環境を変化させ、様々な疾患を引き起こす。すなわち、ウイルス感染に伴う病態の理解には、ウイルス遺
伝子産物の包括的な同定が不可欠である。進化の過程において、ウイルスは限られたゲノムサイズに、多様な遺
伝情報を搭載するため、ノンカロニカル(非標準的)な翻訳エレメントを獲得してきた。これらのエレメントは、
一般的な塩基配列上の特徴を欠くため、従来のアノテーション法により同定することは困難である。本研究にお
いて、申請者らは未解読のウイルス遺伝子産物を包括的に同定するための新しいアプローチを開発した。

研究成果の概要（英文）： The gene products of the virus are synthesized in the host during viral 
infections and they cause various diseases. Defining the complete set of translated genes is 
essential to understand viral pathogenesis and for the development of antiviral drugs and vaccines. 
Thus, mapping the translated sequences in viral genomes is critical. However, in viral genomes, the 
coding information tends to be densely packaged with a variety of non-canonical translational 
elements. These elements usually lack well-defined sequence signatures, making it difficult to 
annotate translated sequences by traditional annotation approaches based on sequences. Therefore, 
new approaches to comprehensively detect the viral translational status of infected cells are 
required for strengthening countermeasures to viral infections. In this study, we devised a novel 
approach to comprehensively identify yet-to-be decoded viral protein coding genes.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、リボソーム・プロファイリングやPacBioやMiniONによる完全長mRNA解析を駆使し、欧米の複数グループ
が大型DNAウイルスゲノムの再解読を試みている 。しかしながら、いずれの手法も「核酸」を検出対象とするた
め、「1塩基単位の差異の判別が必要なinternal ORF(iORF)の検出」は、不能あるいは困難を極めている。一
方、申請者らが独自に確立した「ウイルス遺伝子decoding法」は、安定発現する「蛋白質」を選択的かつ直接的
に解析対象とするため、「1アミノ酸単位の差異」から、iORFさえも高感度に同定できるという利点があり、国
内外の類似研究と比較し学術的独創性に富んでいる

※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 

 
 近年、携帯型シークエンサーの台頭により、新興・再興感染症のアウトブレーク現場において
さえ、簡便かつ敏速に原因ウイルスの「ゲノムレベルにおける同定・塩基配列の解読」が可能と
なりつつある(Nature. 530:228-232. [2016])。周知の通り、ウイルスは宿主細胞に感染後、その
ゲノムより遺伝子産物を新規合成し、宿主細胞の環境を変化させ、様々な疾患を引き起こす。す
なわち、ウイルス感染に伴う病態の理解には、ウイルスゲノム配列の解読後、ウイルス遺伝子産
物の包括的な同定が不可欠である。また、既存の抗ウイルス剤やワクチンは、ほぼ全てウイルス
蛋白質を標的とすることからも、ウイルスゲノム情報から遺伝情報を敏速に読み解くことの重
要性は明らかである。 
 ウイルスは限られたゲノムサイズに、多様な遺伝情報を搭載するため、進化上、様々な戦略(Ex. 
Leaky scanning, IRES 等)を獲得してきた。その結果、今日の大規模転写物解析でさえ、ウイル
スゲノムに潜む遺伝情報の全体像を解読することは不可能である。実際、インフルエンザウイル
スは、1970 年代にはゲノム配列が決定され、世界中で精力的に解析されていたにも関わらず、
近年、重要な新規病原性遺伝子として、PA-X が同定されている(Science 337:199-204. [2013])。
したがって、ウイルス遺伝子産物の全体像を把握するには、包括的にウイルス蛋白質を直接検出
することが、理想的である。しかしながら、単純な質量解析では、数千種類の宿主蛋白質がバッ
クグランドとなり、ウイルス蛋白質の全体像を検出することは困難を極め、現実的なアプローチ
とはいえず、包括的にウイルス蛋白質を直接同定することで、ウイルス遺伝子を網羅的に同定す
るアプローチは存在していなかった。 
 
２．研究の目的 
  
 本研究では、質量解析計を用いて、ウイルス遺伝子産物の全体像を把握するため、一般にウイ
ルスは宿主蛋白質の発現を抑制する活性 (Shut-off 活性)を有するという特性に着目し、質量解
析の歴史上、活用されてこなかった既存法を応用し、バイオインフォマティクス分析を駆使する
ことで、「ゲノム情報から簡便かつ敏速に遺伝情報を読み解く新しいプラット・フォームの構築」
を目標とする。また、既存の手法により解読可能な遺伝情報は解明済みと考えられる単純ヘルペ
スウイルス(HSV)をモデルに、確立を試みる基盤技術の技術水準を検証することとした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 本研究では、質量解析計を用いて、ウイルス遺伝子産物の全体像を把握するため、一般にウ

イルスは宿主蛋白質の発現を抑制する活性 (Shut-off 活性)を有するという特性に着目し、質
量解析の歴史上、活用されてこなかった既存法を応用しつつ、バイオインフォマティクス分
析を駆使することで、「ゲノム情報から簡便かつ敏速に遺伝情報を読み解く新しいプラット・
フォームの構築」を試みた。なお、既存の手法により解読可能な遺伝情報は解明済みと考え
られる単純ヘルペスウイルス(HSV)をモデルとすることで、確立を試みる手法の技術水準を
検証することとした。 

(2) 本研究において確立するウイルス遺伝子解読法により、細胞内における安定発現が示唆され
た新規 HSV 遺伝子に関して、HSV ゲノム編集法を駆使することで、同定されたペプチド内
に、蛍光蛋白質 Venus が挿入された形のモルキュラークローンを作出し、実際に新規 HSV
蛋白質が安定発現するのかどうか検証する。 

(3) 新規 HSV 蛋白質の推定 ORF 領域と GST あるいは MBP が融合する形のプラスミドを構築
し、大腸菌を持ちいた GST-新規 ORF あるいは MBP-新規 ORF 大量発現・精製系を作出後、
GST-新規 ORF あるいは MBP-新規 ORF 蛋白質を抗原として、マウスにおいて新規 ORF に
対する抗体を作出する。作出した抗体を用いても、新規 HSV 遺伝子が安定発現するのかど
うかを検証する。 

 
４．研究成果 
 
(1) HSV 感染細胞の全プロテオーム中から、HSV 蛋白質を 80%以上の純度で抽出する手法を

確立した。 
 

(2) また、非感染細胞をネガティブコントロールとすることで、全質量情報から HSV 蛋白質由
来のペプチドのみを特異的に抽出可能な統計的閾値(FDR)を見出した。 

 
(3) (1)および(2)の成果より、新規 HSV-1 遺伝子の包括的かつ特異的な同定が可能であった。 

 
(4) 蛍光蛋白質 Venus と融合した形の新規 HSV-1 遺伝子を発現する組換え HSV-1 を作出し、

実際に複数の新規 HSV-1 遺伝子が、感染細胞で安定発現することを見出した。 
 
(5) さらに、新規 HSV-1 に対する特異抗体を作出し、複数の野生型 HSV-1 感染細胞において



新規遺伝子が、安定発現することを確認した。 
 
 以上、本研究により、質量解析計を用いることで、直接的にウイルス遺伝子産物の全体像を包
括的に解明する手法が確立された。本法は、Shut-off 活性を有する多様なウイルスの遺伝子産物
の解読に応用可能であると考えられる。また、「核酸」を検出対象とするためリボソーム・プロ
ファイリングや PacBio や MiniON による完全長 mRNA 解析では、「1 塩基単位の差異の判別
が必要な internal ORF(iORF)の検出」は、不能あるいは困難を極めている一方、本研究におい
て確立した「ウイルス遺伝子 decoding 法」は、安定発現する「蛋白質」を選択的かつ直接的に
解析対象とするため、「1 アミノ酸単位の差異」から、iORF さえも高感度に同定できるという利
点があり、国内外の類似研究と比較し、学術的独創性に富んでいると考えられた。 
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