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研究成果の概要（和文）：水痘帯状疱疹ウイルスに対する中和抗体による感染細胞処理で、抗原変調をきたし、
感染性は消失し、神経細胞における状況と同じで、培養細胞での潜伏感染系を確立した。そして、前初期抗原の
発現は認められるが転写因子SpIとの共局在状態が修飾され通常の感染細胞では認められない分布を示した。
Buthionine sulfoximine（BSO)処理により、核からの共局在の消失が遅れ、潜伏感染化を阻止していた。さら
に、DNAは潜伏感染化に伴いクロマチン結合性に移行するが、BSO処理では遊離型のDNAが多いことも確認され
た。

研究成果の概要（英文）：Treatment with neutralizing antibody against varicella-zoster virus of 
infected cell induced antigenic modulation leading to latent state similar to the latency in 
neurons. Colocalization of the immediate early proteins and the transcription factor SP1 in untrated
 infected cells was altered by the antigenic modulation.  Buthionine sulfoximine (BSO) treatment 
slowed the disappearance of their colocalization from the nucleus and prevented latent infection. 
Furthermore, Viral DNA become chromatin-associated status in latent infection, but BSO increased the
 amounts of chromainted free viral DNA.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 水痘帯状疱疹ウイルス　抗原変調　潜伏感染
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
水痘帯状疱疹ウイルス（VZV）は、細胞

溶解性の強いウイルスであるが、生体内で
は神経細胞に感染するとその細胞溶解性を
失い、一部の遺伝子のみを発現するが、増
殖しない潜伏感染状態となる。そして、こ
の潜伏感染状態を脱して再増殖・再活性化
して、帯状疱疹を発症する。このように通
常の細胞では細胞溶解性が強い VZV がど
のようにして、潜伏感染し、再活性化する
かは全く明らかでなく、その解析モデルも
なかった。 
 本研究では、細胞溶解性を制御して、遺
伝子発現が神経細胞と同様な状況を作り出
す細胞培養系で、世界で初めて、実験モデ
ル系を樹立した。このモデル系は、VZV の
感染性と感染の広がりを阻止する抗 gH 抗
体を感染細胞培養系に添加することによっ
て、感染性を制御する方法によって実施し
た。この実験はヒトの免疫グロブリン製剤
では確立できず、抗 gH 抗体を使用するとい
うことによって可能となった実験系である。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、細胞溶解性の強い VZV の
感染を制御する過程、細胞内のウイルス蛋
白の発現状況と局在、遺伝子制御等、ウイ
ルスの感染精製業の過程の解明、さらに、
潜伏感染化したゲノムを再活性化、すなわ
ち、溶解感染系へ導く因子や過程を明らか
にする。この過程を通して、体内で起こっ
ている神経細胞での潜伏感染化の機構と再
活性化の機構を、明らかにすること、さら
に、それらの潜伏感染化と再活性化の過程
を修飾する薬剤の検索と、その化合物の作
用部位と作用様式を明らかにする実験を行
う。このように、この実験系を用いて、潜
伏感染のメカニズムの解明とそのに作用す
る薬剤により、ヒトでの VZV の潜伏感染化
の阻止や再活性化の阻止につながる基礎研
究となることを目的とした。 
３．研究の方法 
 Human embryonic lung（HEL）細胞は、7%
ウシ胎児血清（FCS）含有 MEM 培地で培養
した。HEL 細胞に VZV Oka 株の cell-free ス
トックを室温・１時間吸着させて感染させ、
2% FCS/MEM で 1 回洗浄後、Lytic 細胞は
2% FCS/MEM で培養し、抗体処理細胞は洗
浄後 2 時間、2% FCS/MEM で培養した後、
抗gH抗体を終濃度15µg/mlとなるように添
加した。また種々薬剤処理により、
buthionine sulfoximine（BSO）を選択し、そ
の処理については、抗体と同時に 10 µg/ml

となるように BSO を添加した。 
 
ウイルス抗原の発現と局在について 
 感染細胞を種々な時期に固定し、種々な
抗体、特に転写にかかわる細胞因子とウイ
ルス蛋白に対する抗体で染色し、共焦点レ
ーザー顕微鏡で観察した。そして、通常の
感染細胞に比較して、抗 gH 抗体処理細胞で
特異的に生じている現象を経時的に解析し
た。感染細胞はそれぞれ独特に発現様式を
とるようで、抗原の分布や発現量によって、
パターン分けして、それぞれの染色パター
ンの細胞を数量化して、抗原発現と細胞内
局在のパターンと細胞数の時間的推移から、
ウイルス蛋白や細胞由来転写因子の発現の
推移を推測した。 
 
ウイルス蛋白発現 
 ウイルス蛋白発現に関しては、抗ｇH 抗
体 処 理 細 胞 を 感 染 後 経 時 的 に 融 解
し ,SDS-PAE によって、タンパク質を
SDS-PAGE で展開して、filter に転写後、各
種抗体で染色し、ウエスタンブロット法で
発現を確認した。 
 
Chromatin immunoprecipitation 
  HEL 細胞（6cm dish）に VZV を感染さ
せ、(a) Lytic（1, 3 日後）、(b) 抗 gH 抗体処
理（1, 3, 5, 7, 14 日後）、(c) 抗体+BSO 処理
（1, 3, 5, 7, 14 日後）の各時点で、dish を
PBS(-)で 1 回洗浄し 1%ホルマリンで固定し
た（37 度・10 分間）。glycine を終濃度 0.125M
となるように加えて中和し（室温・5 分間）、
PBS(-)で 3 回洗浄後、lysis buffer (1% SDS, 
10mM EDTA, 50mM Tris-HCl [pH 8.1])を加
えて溶解（氷上・10 分間）した細胞を、ス
クレイパーで剥がしマイクロチューブに回
収した。超音波処理（10 pulses, 20秒間, 80%）
により、DNA のサイズを 300-2,000 bp に調
整した後、遠心して上清を以下の免疫沈降
に供した。抗ヒストンH4抗体（Millipore, cat. 
no. 07-108: rabbit polyclonal IgG recognizing 
unmodified human 10 Kd H4 histone）で、4
度、14-16 時間、反応させた後、Salmon sperm 
DNA-conjugated protein A agarose を加え、
Low Salt, High Salt, LiCl wash buffers で各 1
回、TE で 2 回洗浄し、250 µl の溶出 buffer
で溶出した（室温・15分間）。20 µlの5M NaCl
を添加し、65 度・4 時間反応させた（架橋
の解除）後、10 µl 0.5M EDTA, 20 µl 1M 
Tris-HCl (pH 6.5), 2 µl Proteinase K を添加し、
45 度・1 時間反応させタンパクを分解した。
PCI 抽出、エタノール沈殿を行い、100 µl TE
に溶解したサンプルを用いて、PCR (or 



real-time PCR) 
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