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研究成果の概要（和文）：単純ヘルペスウイルス２型（HSV-2; Herpes Simplex Virus type-2）は世

界中に広く伝播している DNA ウイルスで、細胞核内でゲノム複製を行う。本研究では、HSV-2
がどのようにHSV-2自身のゲノム複製に最適な環境を作り出しているのかを調べた。その結果、

HSV-2 が持つタンパク質が宿主であるヒトの mRNA 成熟段階に干渉していたことがわかり、そ

の干渉がウイルス増殖に対して重要な働きをしていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Herpes simplex virus type-2 (HSV-2) is one of DNA viruses, which is 
spread world-wide and replicates own virus genome in host-cell nucleus. In this study, I 
examined how HSV-2 replicates own genome in the nucleus. Here I showed that HSV-2 
virus protein interfered with the step of host mRNA processing. I further showed that this 
interference played important role of virus replication. 
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１．研究開始当初の背景 
単純ヘルペスウイルス２型（HSV-2; Herpes 
Simplex Virus type-2）は世界中に広く伝播
している DNA ウイルスで、性器ヘルペス
を主症状とする。HSV-2 のウイルスゲノム

複製は宿主細胞の核内で行われるが、
HSV-2ゲノムは宿主染色体には組み込まれ
ず、リング状となり、PML (promyelocytic 
leukemia protein, TRIM19)を主成分とする
ドット状の核内構造体 PML ボディに取り



込まれる。PML は抗ウイルス作用を持つ遺
伝子群 TRIM (tripartite motif)タンパク質フ
ァミリーの一員であり、PML は HSV-2 に
対してウイルス増殖抑制作用を有する。
PML ボディは HSV-2 複製を抑制する場と
考えられるが、その形状は感染が進むにつ
れて変化し、PML ボディ様の核内構造体が
構成され、その場でウイルスゲノムの複製
が行われるようになる。PML ボディがウイ
ルス複製という事象に何らかの重要な役
割を果たしているのは明らかであり、ウイ
ルス感染によって PML ボディの性状が変
化することから、申請者は PML タンパク
質の性質が HSV-2 感染によって変わるの
ではないかと考えた。申請者は、PML 遺伝
子から合成される pre-mRNA が選択的スプ
ライシングを受け、少なくとも 7 種類のス
プライシングバリアントが産生されるこ
とに注目し、HSV-2 感染によって PML 選
択的スプライシングが制御されている可
能性を調べた。その結果、非感染状態の細
胞では I 型と II 型 PML を主に発現してい
るが、HSV-2 感染細胞では V 型が主に発現
するようになった。現在までの PML の機
能研究は I 型について行われており、II 型
や V 型 PML の機能についてはほとんど明
らかではない。申請者は HSV-2 をモデルウ
イルスとして、ウイルスが宿主の RNA 選
択的スプライシングに影響を与えること
を初めて明らかにしたため、その制御機構
や制御することの生理的な意義について
解析することにした。 
 
 
２．研究の目的 
申請者は、HSV-2 が PML 遺伝子の選択的
スプライシング機構に干渉していること
を突き止めていた。そこで、以下の点につ
いて詳細に解析することにした。 
（１）スプライシングで変化するPMLアイ
ソフォームの生理的意義： 
PML 遺伝子から産生される複数のスプラ
イシングアイソフォームの HSV-2 ウイル
ス増殖に対する生理的意義を解析し、なぜ
HSV-2 が PML 選択的スプライシングを制
御する必要があるのかについて調べる。 
（２）PML選択的スプライシングのHSV-2
による分子制御機構： 
PML 選択的スプライシングを制御する因
子をスクリーングによって明らかにし、そ
の因子がどのように選択的スプライシン
グを制御しうるのか、分子機構を解明する。 
（３）選択的スプライシングを標的とした
抗ウイルス剤開発： 
申請者は、選択スプライシングを蛍光タン

パク質によってリアルタイムにモニター
できるようなアッセイ系を開発する。この
系を用いて PML 選択的スプライシングを
制御する薬剤をスクリーングし、新しい抗
ウイルス薬としての可能性を追求する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、PML 選択的スプライシング制
御の生理学的意義を、培養細胞を用いて解
析した。また、蛍光タンパク質レポーター
を構築することで、PML 選択的スプライシ
ングを制御しているウイルスタンパク質
を探索し、スプライシング制御機構につい
て詳細に解析した。 
（１）PMLアイソフォームの機能解析： 
PML はアポトーシスを引き起こす作用や
抗ウイルス作用が報告されているが、機能
のほとんどが I型PMLを用いて解析されて
きた。それ故に、I 型以外の PML スプライ
シングアイソフォームの生理的意義につ
いてはほとんど解析されていない。本研究
では、HSV-2 感染によって PML の II 型か
ら V 型へと変化することを見出したため、
II型とV型の機能をウイルス増殖抵抗性の
点について調べた。本研究で用いた HeLa
細胞には、複数の PML スプライシングア
イソフォームが発現していた。そのため、
申請者は全ての種類の PML スプライシン
グアイソフォームを標的とするような
siRNA を設計し、内在性の PML スプライ
シングアイソフォームを全てノックダウ
ンした。その状況下において、siRNA 耐性
にした個々の PML スプライシングアイソ
フォーム cDNAをトランスフェクションす
ることで、PML スプライシングアイソフォ
ームをそれぞれ 1 種類のみ発現する HeLa
細胞を作り出した。これらの HeLa 細胞に
HSV-2 を感染させ、産生されたウイルス量
をプラークアッセイによって調べた。 
（２）PML選択的スプライシングのHSV-2
による分子制御機構の解析： 
①PMLスプライシングレポーターの構築： 
PML は非感染細胞では I 型と II 型 mRNA
が主に発現しているが、HSV-2 感染条件下
では I 型と II 型が減少し、V 型が選択され
るようになった。申請者は II 型から V 型へ
の切換えが選択的スプライシングによっ
て制御されていることを突き止めた。II 型
から V 型への切換えは、エクソン 7a を含
むか取り除くかで決まり、エクソン 7a が
含まれた場合には V 型、取り除かれた場合
には II 型となる。そこで、申請者はエクソ
ン 6 から 7b までの遺伝子領域をクローニ
ングし、下流に RFP のコード領域を連結さ

せることで PML 選択的スプライシングを
可視化できるレポーターを作成した。この

PML スプライシングレポーターは II 型を
選択した場合のみ、RFP が発現するように



設計されている（図１）。 
 
図１．PML スプライシングレポーター 
 
 
 
 
 
 
②PML選択的スプライシングの制御因子
の探索： 
PML スプライシングレポーターと HSV-2
がコードするウイルスタンパク質の cDNA
を同時にトランスフェクションし、RFP の
発現を調べることで制御因子の探索を行
った（図２）。RFP の発現を抑制した因子
については、RT-PCR 法で PML RNA のス
プライシングパターンを調べた。その結果、
α期（感染初期）タンパク質である
ICP27(infected cell protein 27)が単独で II 型
から V 型への PML 選択的スプライシング
を制御していることが明らかになった。 
 
図２．PML スプライシング制御因子の探索 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ICP27 タンパク質のPML選択的スプライ
シング制御機構の解析： 
PML 選択的スプライシング制御機構を詳
細に調べるために、ICP27 変異体を複数作
成し、PML のスプライシングパターンを変
化させることができるかどうかを RT-PCR
法にて調べた。また、PML スプライシング
レポーターに対しても変異体を作成し、ど
の遺伝子領域が ICP27タンパク質によるス
プライシング制御に重要であるかを調べ
た。直接的なスプライシング制御を証明す
るために in vitro スプライシングによって
調べた。 
 
（３）選択的スプライシングを標的とした
抗ウイルス剤の探索： 
スプライシングを変化させることができ
る低分子化合物は今までに数種類報告さ
れている。そのため、PML 選択的スプライ
シングを変化させ、ウイルス増殖を抑制す
る低分子化合物を獲得できる可能性があ
る。そこで、申請者は PML スプライシン
グレポーターを安定的に発現している細
胞株の樹立を試みた。PML レポーター安定
発現細胞の作成には、 invitrogen 社の

Jump-In システムを用いた。このシステム
を用いて、PML レポーターの発現がテトラ
サイクリンで誘導可能なHEK293細胞を作
成することができた。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、HSV-2 がどのように HSV-2
自身のゲノム複製に最適な環境を作り出
しているのかを調べた。申請者は、PML
遺伝子から合成される pre-mRNA が選択
的スプライシングを受け、複数のスプライ
シングバリアントが産生されることに注
目し、HSV-2 感染下における PML アイソ
フォームの機能を調べた。その結果、
PML-II 型アイソフォーム（PML-II）が
HSV-2 増殖促進に関わることが明らかに
なった。興味深いことに、HSV-2 感染細胞
での PML アイソフォームの発現を調べた
結果、PML-II の発現は抑制され、PML-V
の発現が促進していた。PML-II から
PML-V への切換えは選択的スプライシン
グによる制御である。申請者は、このスプ
ライシング制御因子を明らかにするため
に、蛍光タンパク質のコード領域を連結さ
せた PML ミニ遺伝子を作成し、制御因子
のスクリーニングを行った。その結果、制
御因子としてウイルスタンパク質である
ICP27（infected cell protein 27）を同定
することができ（図２）、ウイルスタンパ
ク質のスプライシング制御機構を解き明
かすことができた。以上の結果から、宿主
細胞は ICP27 を認識することにより、効
率的な HSV-2 複製に必要な PML-II 発現
をスプライシングによって抑制すること
が示唆された。 

本研究の成果は、ウイルス増殖に関わる
遺伝子の一部をミニ遺伝子化することで、
ウイルス感染下でのスプライシングパタ
ーンの可視化が可能になったことを示し
ている（図３）。 
 
図３．ウイルス感染下での PML 選択的ス
プライシング可視化 
 
 
 
 
 
 
また、このミニ遺伝子は遺伝子発現の分子
メカニズム解明だけでなく、抗ウイルス剤
のスクリーニングや診断にも応用可能で
あると期待している。現在、PML 選択的
スプライシングをリアルタイムでモニタ
ーできるレポーター安定発現細胞株を樹
立しており、保有している化合物ライブラ



リー（20,000 種類以上）を用いてスクリー
ニングを始める準備をしているところで
ある。 
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