
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ６月２９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
本研究の成果は、これまでに申請者が開発してきた独自の大腸菌内における組換えウイルスゲノ

ム改変法を利用し、HSVの様々な発現タンパク質の詳細な生物学的解析を行い、HSVの病原性の

解明に近づくことである。また、単独発現系のMass解析の新たな導入によリ宿主因子側からも

アプローチすべく方向性を広げた。これにより，新たな、HSV病原性に重要と思われるいくつか

の宿主蛋白の候補も同定できており，今後更なる成果が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Priority of these study is that, new and detail analysis of HSV proteins and reveal the 

pathogenesis of HSV-1 by using original HSV genome mutagenesis in E. coli. Moreover, 

combine of MASS analysis, more wide studies, can approach both of virus and host 

situations. Some candidate proteins are revealed already. More study and repots are 

expected.     
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１．研究開始当初の背景 

単純ヘルペスウイルス(HSV)は基礎研究の分
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野で古くから勢力的に解析が行われ、また近

年では遺伝子治療ベクターとして臨床研究

の分野でも注目を集めている。いずれにおい

ても第１段階として組換えウイルスの作製

が必須である。しかし、従来の組換えウイル

ス作製技術は煩雑でありかつ、かなりの長期

間を要し、HSV 研究発展の大きな障害となっ

ていた。 

 
２．研究の目的 

HSV 研究においては動物実験系が確立さ

れていることもあり、最終的には常に組換

えウイルスを作製することが要求される。

しかしながら従来の培養細胞を用いた組換

えウイルス作製法は煩雑であり、純粋な組

換え体を得るまでにはかなりの期間と熟練

した技術が要求され、HSV研究の大きな壁

になっていた。本研究の目的は従来に比べ

著しく簡便で迅速であり、更にどのような

分野にも応用のきく組換えウイルス作製法

の確立である。さらにこの系を駆使し、未

だ明らかにされていない HSV の病原性に

関与すると考えられる様々なウイルス因子

の生物学的解析を行うことも目的とする。 

３．研究の方法 

本研究の軸となる方法のもとは、大腸菌内

での組換えウイルス作製法のさらなる発展

系の確立である。申請者は既に、世界に先駆

け、感染性HSV遺伝子全長を保持した大腸菌

の作製に成功しており，既にいくつかの大腸

菌内ウイルスゲノム改変系を樹立している。

この、確立した新たな大腸菌内での組換え法

のさらなる迅速化等の検討を行っていく。 

この方法を利用して，様々な HSV病原性遺

伝子の変異体の解析を行い，HSV病原性解明

を試みる。又，組換えウイルス作製と共に単

独発現系も組み合わせ，ウイルス因子側から

のみでなく宿主因子側の蛋白についても同

定を試みる。それらと HSV制御因子の相互

作用のせ物学的機能の解析を行う。 

４．研究成果 

本研究において、申請者の既に確立した大

腸菌内での組換え法のさらなる迅速化等の

検討を行い、いくつかの新たな系の樹立に

も成功した。具体的にはR6kγというある

薬剤存在かでしか複製できないoriのtransf

er vectorへの応用や、Homing endonucle

aseを応用した組換えの確実性の向上等で

ある。さらにこれにトランスポゾンやgeta

way system, FRT/flp法を組み込んだ、よ

り応用範囲の幅広い新たな組換え系の確立

も試みている。更に温度感受性を持つ大



腸菌を利用して、あらゆる変異導入が

可能な組換え系も確立した。この大腸

菌を用いることで今まで時に困難であ

ったrepaireウイルスの作成も容易に

なった。 

これらの系を駆使し、更に，これとHSV

因子の単独発現系を組み合わせる事に

より，従来HSV研究において主流であっ

たウイルス側からの解析のみでなく，

宿主側からのアプローチも現実にした

。 

 

具体的には，このようなmyc,TEV, flag

という標識を付けた発現ベクターに、

目的のHSV制御因子（図の場合はUL7）

を導入し、強発現させる事でこのUL7と

相互作用する宿主因子を免疫沈降法に

て検出する。その後，MASS解析を行いH

SV因子と共沈してきた宿主蛋白の同定

を行う。

 

このような方法で申請者は，これまでH

SV-1において解析報告のなかった，上

記のUL7や，ウイルスプロテインキナー

ゼである事からも薬剤耐性等にも幅広

く興味深いUs3等について新たな解析

を行い，既に報告した。更に，現在は

このような系を実際の感染細胞で，つ

まり，より生体内に近い状態において

再現できるように，先に述べた申請者

のこれまで樹立してきた様々な大腸菌

内での変異HSVゲノム作製法を応用し

て検討中である。 

 HSV はその基礎研究は古くから精力的に行

われており，培養細胞での HSV 増殖への必要

性についてはほぼ全遺伝子について解析が

行われているが，未だに未知であったり祖の

生物学的機能の明らかにされていない制御



因子はまだまだ多く残されている。申請者は，

現在もこのようないくつかの制御因子を対

象に，新たな解析を続行中である。 
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