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研究成果の概要（和文）： 

ウマ脳微小血管内皮細胞 cDNA ライブラリーより発現クローニングされたウマヘルペスウイ
ルス 1型（EHV-1）レセプター（ウマ MHCクラス I分子 A68）の機能を解析し、同分子がEHV-1
のエンベロープ蛋白 gDと相互作用するエントリーレセプターとして機能すること、ならびに N
末端から 173 番目に位置するアミノ酸がレセプター機能に重要であることを明らかにした。加
えて A68 遺伝子導入マウスの作製と、可溶性A68 分子の感染阻害効果に関する検討を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We analyzed the function of equine MHC class I molecule A68, which was cloned from an 
equine brain microvascular endothelial cell cDNA expression library as an EHV-1 receptor. 
Studies suggest that equine MHC class I is a functional gD receptor that plays a pivotal 
role in EHV-1 entry into equine cells, and also suggest that the amino acid residue at 
position 173 of the MHC class I molecule is involved in the efficiency of EHV-1 entry. 
In addition, we generated transgenic mice expressing A68, and also evaluated the 
usefulness of soluble forms of A68 molecules for preventing EHV-1 infection. 
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１．研究開始当初の背景 

ウマヘルペスウイルス 1 型 (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。
臨床上特に問題となる流産と脳脊髄炎では、
妊娠子宮、中枢神経系特異的に血管内皮細胞
へのウイルス感染が生じ、それに続発する血

管炎、血栓形成、循環障害が病態発生に大き
な役割を果たしている。従って、血管内皮細
胞へのウイルス感染は流産、脳脊髄炎の発症
において最も重要なステップであるにも関
わらず、その感受性を規定する宿主因子に関
しては不明な点が多かった。 
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２．研究の目的 

以上の背景より、我々は、EHV-1 非感受性
マウス細胞に感受性を付与する宿主因子と
して、ウマ MHC クラス I重鎖遺伝子（クロー
ン A68）をウマ脳微小血管内皮細胞 cDNA ライ
ブラリーから発現クローニングし、本研究に
おいて、その EHV-1 レセプターとしての機能
解析を行った。 
 

３．研究の方法 

EHV-1 レセプター（ウマ MHC クラスⅠ分子）
の機能を解析する目的で、(1) リガンドとな
るウイルスエンベロープ蛋白の同定、(2) リ
ガンド結合部位の決定、(3) EHV-1 レセプタ
ーを介した細胞内侵入機構の解明、(4) アル
ファヘルペスウイルス共通レセプターとし
ての機能の検討を行った。 

また、in vivo における病原性発現への関
与様式を検討する目的で、(5) 馬体内におけ
る EHV-1 レセプターの分布同定 、(6) EHV-1
レセプター導入マウスの作製と病態解析を
行った。 

以上に加え、(7) エンベロープ蛋白－レセ
プター相互作用を利用した感染予防法の検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) リガンドとなるウイルスエンベロープ
蛋白の同定 

EHV-1 のエンベロープ蛋白 gD に対するポ
リクローナル抗体ならびに gD の細胞外ドメ
インとヒト IgG1 Fc 領域との融合蛋白
（gD-Ig）を使用し、ウマ MHC クラスⅠ分子
A68がgDに特異的に結合することを証明した。
EHV-1 のウマ細胞（ウマ脳微小血管内皮細胞、
E. Derm 細胞）への侵入は抗ウマ MHC クラス
I モノクローナル抗体により阻害され、MHC
クラス I分子の細胞表面発現抑制により、E. 
Derm 細胞の EHV-1 感受性は著しく低下した。
以上の結果から、ウマ MHC クラスⅠは EHV-1 
gD をリガンドとし、EHV-1 のウマ細胞への侵
入に重要な役割を果たすエントリーレセプ
ターとして機能することが明らかとなった
（図 1）。 

図 1．EHV-1 の細胞内侵入機構。アルファヘ
ルペスウイルスの細胞内侵入機構は、細胞表

面へのウイルス粒子の吸着と、その後に起こ
る細胞内への侵入の2段階に大きく分けられ
る。EHV-1 の場合、エンベロープ蛋白 gCが細
胞表面のへパラン硫酸と結合することによ
り、ウイルスの細胞への吸着が促進される
（①）。ウマの細胞（脳血管内皮細胞、E. Derm
等）では、エンベロープ蛋白 gD と MHC クラ
ス Iの相互作用により、ウイルスは細胞内に
侵入する（②）。 
  
(2) リガンド結合部位の決定 
EHV-1 レセプターとして機能しないハムス

ターMHC クラスⅠ分子と A68 とのドメイン置
換変異体、アミノ酸置換変異体を作製し、レ
セプター機能を比較検討した。その結果、ウ
マ MHC クラス I 分子のα2 ドメイン中に存在
する N末端から173 番目のアミノ酸が、EHV-1 
gD との結合ならびにレセプター機能に重要
な役割を果たし、同部位にアラニン等の疎水
性アミノ酸を有するサブセットが、レセプタ
ーとして機能することが明らかとなった（図
2）。 

図 2．ウマ MHC クラス I の分子モデル。N 末
端から 173 番目のアミノ酸は、α2 ドメイン
の α ヘリックス構造中の表面に露出した場
所に位置しており、EHV-1 の結合領域がこの
アミノ酸を含めた周辺領域に存在すること
が予想される。 
 
 (3) EHV-1レセプターを介した細胞内侵入機
構の解明 
ATP 枯渇実験により、EHV-1 はエンドサイ

トーシス経路を利用して 3T3-A68（A68 を安
定性に発現する NIH3T3 細胞）に侵入するこ
とが示唆された。また、EHV-1 が細胞内侵入
の際に利用するエンドサイトーシス経路が
細胞株によって異なることを明らかにした。 
(4) アルファヘルペスウイルス共通レセプ
ターとしての機能の検討 
MHC クラスⅠをノックダウンした細胞にヒ

ト単純ヘルペスウイルス（HSV）を感染させ
たが、感受性は低下せず、MHC クラスⅠは HSV
に対してはレセプターとして機能しないと
考えられた。 
 (5) 馬体内における EHV-1 レセプターの分



 

 

布同定 
成馬脳組織におけるMHCクラスⅠ遺伝子の

発現を in situハイブリダイゼーションによ
り検索した結果、EHV-1 の標的細胞である血
管内皮細胞に限局してシグナルが認められ、
MHC クラスⅠの発現局在が EHV-1 脳脊髄炎の
病態形成に関与している可能性が示唆され
た。 
(6) EHV-1 レセプター導入マウスの作製 

マウス H-2 プロモーターを使用してA68 遺
伝子導入マウスを作製し、系統を樹立した。
EHV-1 を経鼻接種し、経時的に解析したとこ
ろ、A68 遺伝子導入マウス肺では野生型マウ
ス肺に比較してより高いレベルのEHV-1ゲノ
ムDNAが検出された。A68遺伝子導入マウス、
野生型マウスの双方において病変は肺にお
いてのみ認められたが、前者の肺炎像は後者
に比較してより重度であった。以上の結果よ
り、作製されたウマ MHC クラス I遺伝子導入
マウスは野生型マウスに比較してより高い
EHV-1 感受性を示すことが明らかとなった。 
(7) エンベロープ蛋白－レセプター相互作
用を利用した感染予防法の検討 

A68 の細胞外領域とヒト IgG1 Fc 領域との
可溶性融合蛋白（A68-Ig）ならびに A68 のα2
ドメインとヒト IgG1 Fc 領域との可溶性融合
蛋白（A68α2-Ig）を作製した。また、N末端
から 173 番目の残基を中心とした 25 アミノ
酸の MHC クラス I ペプチドを調整した。
E.Derm 細胞、3T3-A68 細胞をこれら可溶性融
合蛋白、ペプチドで前処理し、EHV-1 を感染
させたが、いずれにおいても感染阻害効果は
認められなかった。 

 
 以上、4 年間の研究により、EHV-1 の新規
レセプターとして同定されたウマMHCクラス
I 分子のウイルス細胞内侵入に果たす役割と
機序が明らかとなった。主要な知見は既に論
文として学術雑誌に報告されており、国内外
の研究グループによって引用されている。
A68 遺伝子導入マウスの解析から、ウマ MHC
クラス I分子はマウス体内においてレセプタ
ーとして機能することが示唆されたが、本研
究課題で作製された系統におけるMHCクラス
I 分子（蛋白）の発現レベルは非常に低く、
肺以外の組織に病変を惹起できなかった。今
後、EHV-１標的細胞にウマ MHC クラス I分子
を強発現する遺伝子導入マウスを作製する
ことにより、より有用な感染マウスモデルの
確立が期待される。 
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