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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヘルペスウイルスによる誘導される宿主細胞因子におけるリン酸化の役
割を解析した。その結果、(i) TLR3/mTOR経路がマウスの中枢神経系組織におけるHSVに対する初期免疫応答に貢
献していること、(ii) MAPK/ERKシグナル経路が全てのヘルペスウイルスファミリーの代表的なメンバーにおけ
るウイルスの細胞間感染に関与することを見出した。これらの結果は、ヘルペスウイルスの生活環に宿主細胞因
子におけるリン酸化が重要な役割を担っていることを解明しており、新しい抗ウイルス戦略構築の一助になると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether viral replication and/or virulence 
are regulated by herpesvirus-induced cellular phosphorylation events. We found that (i) the 
TLR3/mTOR axis contributed to the innate immune response against herpes simplex virus in the central
 nervous system of mice and (ii) the MAPK/ERK signaling pathway was involved in the cell-to-cell 
spread of representative members from all herpesvirus subfamilies. Collectively, these results 
reveal an important role of cellular phosphorylation in the life cycle of herpesviruses, thereby 
opening up possibilities for new therapeutic strategies against these viral pathogens.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 単純ヘルペスウイルス　mTOR　TLR3　MAPK　ERK　ヘルペス脳炎　細胞間伝播
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研究成果の学術的意義や社会的意義
周知の通り、宿主キナーゼは極めて有望な創薬標的分子であることから、本研究成果は、ヘルペスウイルス感染
症の克服に目掛けた重要な基礎的知見となることが期待される。また、数多くのウイルスが効率的な増殖に宿主
キナーゼを利用することから、本研究で確立した研究手法や得られた知見は、他のウイルス研究にもフィードバ
ックが可能であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ヘルペスウイルスは代表的な大型 DNA ウイルスであり、ヒトに多様な病態を引き起こす。世
界初の抗ウイルス剤であるアシクロビルが開発された今日においても、単純ヘルペスウイルス
(HSV)が原因となる脳炎患者の 70%は社会復帰できないか死亡する。また、性病としても HSV
の重要性は高く、国内の性感染症報告数において、クラミジアに続く第 2位である上、根治不能
のため患者は垂直感染・水平感染の不安と直面している。さらに、サイトメガロウイルス(CMV)
やエプスタイン・バーウイルス(EBV)による先天性サイトメガロウイルス感染症や慢性活動性
EBV 感染症など、ヘルペスウイルスが原因となるヒト疾患は枚挙に遑がなく、世界市場におけ
るヘルペスウイルス感染症の医療費は、年間数千億円と試算されている。したがって、ヘルペス
ウイルスは医学上極めて重要なウイルスであり、ヘルペスウイルス研究の重要性は明らかであ
る。 
 周知の通り、蛋白質のリン酸化反応は、全細胞機能の約 70%以上を制御する。増殖を宿主細
胞に依存するウイルスにとって、様々な細胞機構を制御しうるリン酸化制御機構をハイジャッ
クすることは好都合であることが容易に想像される。また、蛋白質のリン酸化反応を司るキナー
ゼは、極めて有望な創薬標的分子であると考えられている。 
 
 
２．研究の目的 
 
上述の通り、ヘルペスウイルスによる宿主細胞のリン酸化制御機構を如何にハイジャックする
のかを解明することは、ヘルペスウイルス生活環のさらなる理解や新たな抗ヘルペスウイルス
剤開発に目掛けた重要な基礎的基盤となることが期待される。そこで、本研究では、キナーゼ阻
害剤を用いたドラック・プロファイリング解析やプロテオミクス解析に基づくシグナル経路の
探索を通じて、ヘルペスウイルス増殖や病態発現機構において、重要な役割を担う宿主キナーゼ
の同定を試みた。さらに、実際に、低分子化合物や抗体を利用し、これらのシグナル経路を阻害
あるいは活性化することで、ヘルペスウイルス増殖や病態発現を制御することが可能であるか
も解明することを目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
まず、HSVの生活環に寄与する宿主キナーゼをスクリーン・アウトするため、低分子化合物を
用いた阻害実験や関連の予想されるウイルス因子のインターラクトーム解析を実施した。なお、
インターラクトーム解析では、HSV 感染細胞内における状況を反映した結果を得るため、関連
因子の単独発現系ではなく、関連因子をコードする HSVゲノム上に、蛋白質精製用のタンデム・
タグを挿入した組換え HSVを作出後、組換え HSV感染細胞そのものから目的結合因子の網羅
的な同定を試みた。培養細胞を用いた増殖等の解析は、HSV の生活環を鑑み、従来の HSV 学
で用いられるサル腎臓細胞のみならず、ヒトあるいはマウス上皮系細胞や、初代培養マウス神経
細胞、グリア細胞も用いた。病態発現解析には、脳内接種に基づくマウス HSV脳炎モデルを駆
使した。低分子化合物による HSV細胞間感染阻害能が、他のヘルペスウイルスにも共通の作用
を示すことを検証するため、豚ヘルペスウイルス 1 型(PRV)、マウスサイトメガロウイルス
(MCMV)、マウスガンマヘルペスウイルス 68(MHV68)を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 我々は、キナーゼ阻害剤を用いた培養細胞系における解析を糸口に、①HSV が感染すると
宿主キナーゼであるmTORC2が活性化され、TLR3にリクルートされること; ②活性化された
mTORC2は、下流のシグナル因子である PKCを介して微小管を細胞辺縁へと伸長させること; 
③TLR3 は、小胞輸送の制御因子である Rab7a と会合し、微小管上を核周囲から細胞辺縁へと
輸送されること; ④細胞辺縁に輸送された TLR3は、I型インターファロン産生に必要な TRAF3
や mTORC1といったシグナル分子をリクルートし、I型 IFNを誘導することを明らかとした。
また、我々は、上皮系細胞のみならず、マウスより分離した初代培養神経細胞においても、
TLR3/mTORC2経路が I型 IFN誘導に重要な役割を担っていることも明らかとした。さらに、
TLR3欠損マウスを用いたHSV脳炎モデルにおいて、TLR3は I型 IFNの誘導と脳炎によるマ
ウス致死の抑制に重要であることを確認した後、mTORCの構成因子であるmTORの阻害剤で
ある Torin1が、マウスモデルにおける脳炎を TLR3依存的に増悪し、逆に TLR3応答を亢進す
る単クローン抗体である PaT3の投与により、HSV脳内接種マウスにおける致死率が有意に低



下することを見出した。一連の結果は、TLR3/mTORC2経路が、生体レベルにおいても HSV脳
炎の発症防御に寄与することを示唆していると考えられる。 
 
(2) 我々は、古くから HSV の細胞間感染を司ると考えられていたウイルス蛋白質である gE/gI
複合体を感染細胞から精製し、質量解析に供したところ、宿主因子である PHB1 を検出した。
PHB1の過剰発現は、ヒト子宮頸癌由来の HeLa細胞における HSVプラークサイズを有意に増
大させ、逆に PHB1の発現抑制は、ヒト上皮細胞である HaCaT細胞における HSVプラークサ
イズを有意に低下させた。そして、電子顕微鏡解析により、PHB1は細胞内でエンベロープを獲
得した HSV粒子の細胞表面への輸送に重要な役割を担っていることが明らかとなった。PHB1
は、MAPK/ERKシグナル経路を司る足場蛋白質と報告されていたことから、我々はMEK阻害
剤であるU0126処理によるHSV増殖への影響を解析したところ、PHB1発現抑制時と同様に、
HaCaT細胞において、HSVプラークサイズが有意に低下し、細胞表面に輸送された HSV粒子
数が有意に低下することが確認された。そして、EGF 処理とキナーゼ阻害剤を併用した解析よ
り、MAPK/ERK シグナル経路の活性化により、gE 欠損 HSV のプラークサイズが有意に増大
することも見出した。さらに、我々は、MEK阻害剤であるU0126処理は、HSVだけではなく、
PRV、MCMV、MHV68 の細胞間感染も有意に阻害することを明らかとした。一連の結果は、
MAPK/ERKシグナル経路が、広域のヘルペスウイルスにおいて、細胞間伝播に寄与することを
示唆していると考えられる。 
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