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研究成果の概要（和文）：米国の新生児ヘルペス患者26名から分離されたHSVのUL13に遺伝子変異を検出した。フレー
ムシフトの変異株3株と、アミノ酸置換の1株を、マウス側腹部に各濃度（500,000、100,000、10,000 PFU / 5uL）で感
染させ病原性を解析した。
いずれも10,000 PFU では殆ど病変を生じさせなかった。しかし、100,000 PFU 以上のウイルス量を感染させた場合、U
L13遺伝子の変異株（G96A fsX5，A142P fsX25，Y162V fsX141）の3株は、変異のない株に比べて病原性の低下が認めら
れた。一方でアミノ酸置換の1株（V165M）は病原性低下が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Genetic mutations were detected on UL13 open reading frame of HSV-2 (17 cases) 
isolated in total 26 cases of neonatal herpes patients from the United States, the virulence and 
pathogenisity of these mutant viruses was investigated in mice infection model.
All kinds of variant virus did not have pathogenisity in 10,000 (PFU/5uL). When the amount of 100,000 PFU 
or 500,000 of the virus was infected to mice, the pathogens of frame shift mutants (HSV-2 UL13 G96A fsX5, 
A142P fsX25, Y162V fsX141) were reduced as compared to without the mutation. On the other hand, the amino 
acid substitution strain (V165M) was not observed pathogenic decline.

研究分野： 医歯薬学
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  ２版



１．研究開始当初の背景  

(1) 単純ヘルペスウイルス（HSV）2型の母子

感染は重篤な新生児ヘルペスを引き起こすが、

これに関わる因子は明らかになっていない。

我々は、これまで、母子双方から分離したウ

イルスの性状を比較解析することにより、児

由来ウイルスの方が肝癌由来 HepG2 細胞での

増殖がよいことと、39℃での Vero 細胞におけ

る増殖性と HepG2 細胞での増殖性に相関がみ

られることを明らかにしてきた。さらに、前

年度までの本事業による支援を得て研究を進

めた結果、児由来ウイルスはある遺伝子に欠

損があることを明らかにした。また、この遺

伝子について児由来の遺伝子型と母体由来の

遺伝子型を発現させる細胞系において、発現

量に違いの見られる宿主蛋白質を合計 9 つ同

定することに成功した。これらの知見から、

例えば、HSV-2 は当該宿主蛋白質の発現量に

影響を及ぼすことによって自らの増殖を制御

していることが考えられる。本研究の最終目

的は母子感染における HSV の病原性発現機構

を明らかにすることである。 

(2)母子感染 2 例の母と児のウイルスを比較

すると、母子のウイルスは、ミドリザル腎由

来 Vero 細胞では増殖に差違はないが、肝癌

由来 HepG2 細胞では 8～12 倍異なり、母由来

のウイルスは児での増殖能が低いことを明ら 

かにした。この貴重な 2 例の母子間の HSV の 

トロピズムの差は、生物学的に重要な母子感 

染を回避する機構で、母子感染の自然界で形 

成された児を守るための障壁、すなわち、HSV 

のトロピズムがこの母子感染の回避する可能

性が示唆された。さらに、本研究では同一患

者の外陰部、子宮頚部からペアで採取した 

HSV-1 株 6 組と HSV-2 株 6組についても 5年 

間の検討の結果、HSV は分離部位に依存した 

トロピズムを有し（Vero 細胞の温度感受性と 

HepG2 細胞の感受性）、分離部位特異的性状が 

確認できた。 

HSV が感染する際には、特定部位のウイルス 

が感染して、感染した体内で増殖する間に、 

感染増殖する各部位特異的(トロピズムを有 

する)なウイルスが選択されると考えられた。 

したがって、母子感染においては、外陰部で 

特異的に選択されたウイルスは、児体内での 

増殖能に劣るため、母のウイルスは、児への 

感染・増殖能に乏しいと考えられた。そこで、 

本研究では母子で得られたトロピズムの異 

なる母子のウイルス株間の Vero 細胞での温 

度感受性と HepG2 細胞の増殖能・トロピズム 

を決定する遺伝子を同定し、その遺伝子変異 

を特定することを目的としている。 

２．研究の目的  

(1)海外の４万人規模の研究から、出産時に外

陰部からウイルスが分離された場合の5％に

のみ母子感染が発生したという低い感染率が

報告され、ウイルスの存在にも関わらずなぜ

か母子感染が起こりにくいとされている。し

かしながら、世界的にもHSV の母子感染例で

母子のウイルスをペアで分離して解析を行っ

たという報告はない。本申請研究ではHSV の

母子感染に焦点を当て、HSV の母子感染のメ

カニズムに関連する因子を明らかにする事を

目的とした。 

(2) HSV-2 の臨床分離株で、UL13 遺伝子にフ

レームシフトを引き起こす変異（G96AfsX5, 

W30X, A142PfsX25, Y162VfsX141）を有する株

と、アミノ酸置換（V165M, V175M, D231Y, 

Y384C）を有する株を網羅的塩基配列解析の結

果見いだした。そこでこれらの変異株の内、

フレームシフトの株（G96AfsX5, A142PfsX25, 

Y162VfsX141）と、アミノ酸置換の V165M につ

いて、マウス側腹部感染系における病原性発

現について解析を行い、UL13 遺伝子産物の生

体内での病原性発現について検討を行う。 

３．研究の方法  

(1) アメリカの新生児ヘルペス患者26名から

分離されたHSVの遺伝子についても変異の有

無を解析した。 

(2)母体由来HSV-2と児由来HSV-2の遺伝子変

異がこれまで同定した遺伝子以外にも存在す

るか否かを、次世代シークエンサーを使って

ゲノム全体を網羅的に検討した。 

(3) マウスBALB/c 8週令の側腹部を除毛後、

両方の腹部に注射針による擦過傷後、種々の

濃度のHSV-2（5x105、1x105、1x104 PFU / 5µL）



を感染させ、病変の進行を観察し、病変スコ

アにより評価した。さらに、UL13遺伝子変異

株でフレームシフト3種(G96A fsX5, A142P 

fsX25, Y162V fsX141)、アミノ酸置換1種

(V165M)について、片側の腹部に接種し、病原

性を検討した。 

(4) 児由来と母体由来ウイルスをVero細胞ま

たはHepG2細胞に感染させ、これまで同定した

宿主遺伝子の内、発現量に差異の遺伝子産物

の検出を試みた。 

４．研究成果  

(1) 米国で新生児ヘルペスから分離された

HSV(26 例)中 17 例が HSV-2 によるもので、遺

伝子変異を解析したところ、日本での母子感

染例と同じタンパク質をコードしている遺伝

子での変異が17患者中少なくとも3患者で検

出された。 

(2)次世代シークエンサーによる網羅的ゲノ

ム解析においては、これまで判明している遺

伝子の変異以外には UL5 遺伝子に一カ所塩基

置換が検出されたが、これはアミノ酸変異を

伴わない変異であった。 

(3) HSV 母子感染の 2 つの症例で、児由来ウ

イルスは、UL13 遺伝子に特定の変異があるこ

とを見出したので、マウスでの感染実験で両

ウイルス株の病原性の比較を行った。 

臨床分離されたHSV-2でUL13遺伝子にフレー

ムシフトを引き起こす変異（G96AfsX5、 W30X、 

A142PfsX25、 Y162VfsX141）を有する株と、

アミノ酸置換（V165M、V175M、D231Y、Y384C）

を有する株を網羅的塩基配列解析の結果見出

した。それらの内、フレームシフトの株（G96A 

fsX5、A142P fsX25、Y162V fsX141）と、アミ

ノ酸置換の V165M の病原性をマウス皮膚病変

モデルで検討した。マウス BALB/c 8 週令の側

腹部を除毛後、注射針による擦過傷に各濃度

の HSV-2（5x105、1x105、1x104PFU / 5µL）を

感染させ、病変の進行を観察した。いずれの

ウイルス株も 1x104PFU では殆ど病変を生じ

させなかった。しかしながら、1x105PFU 以上

のウイルス量を感染させた場合では、UL13 遺

伝子の変異株（G96AfsX5 を 3 株、 A142PfsX25

を 1 株、Y162VfsX141 を 1 株）の 3 種類のフ

レームシフトの株はいずれも変異のない株に

比べて病原性が有意に低下していた。一方で

アミノ酸置換のあった 1株（V165M）は病原性

低下が認められなかった。 

(4)プロテオーム解析により、母由来ウイルス

と児由来ウイルスの感染細胞で発現量に違い

がある宿主蛋白質を複数個同定し、これらの

蛋白質の HSV 感染細胞内での発現と修飾につ

いて解析を行い、HSV の増殖における役割に

ついて検討した。培養細胞のウエスタンブロ

ッティングで、eukaryotic elongation factor 

1 delta (elf-1)は 2 つの異なる分子量のバン

ドが検出された。UL13 遺伝子に変異を有する

HSV-2 株と変異のない株をそれぞれ培養細胞

に感染させ elf-1 の発現を検討したところ、

感染後 3〜6 時間では、変異の有無で差は認め

られなかった。しかしながら、感染後 9〜12

時間では変異のない株の感染細胞で、2 つの

バンドの分子量の増大を確認し、リン酸化の

修飾によるものと考えられた。他の同定され

た蛋白質については、HSV の感染による発現

量の減少が見られたが、リン酸化の修飾によ

る分子量の変動については確認できなかった。

これらの結果から、HSV のリン酸化酵素が、

感染細胞内で転写に関する酵素に影響を与え

ている可能性が示唆された。 
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