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研究成果の概要（和文）：　最近、申請者は、実際に細胞内で安定発現する新規遺伝子を効率的に同定可能なウ
イルス遺伝子decoding法を開発し、単純ヘルペスウイルス1型(HSV-1)にコードされ、ヘルペス脳炎の発症を司る
非標準的翻訳産物を同定した。本研究では、本技術を基盤に、HSV-1リピート領域にコードされる2種類の新規遺
伝子を同定し、その性状解析を完了した。また、HSV-1リピート領域外にコードされる2種類の新規遺伝子も追加
同定し、1種類の新規遺伝子UL31.6が効率的なHSV-1の神経病原性の発揮に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：　Recently, we have developed a viral gene decoding method that can 
efficiently select novel genes stably expressed in cells, and identified a non-canonical translation
 product encoded by herpes simplex virus type 1 (HSV-1) that is responsible for encephalitis. In 
this study, based on this technology, we identified two genes encoded in the HSV-1 repeat region and
 performed in-depth functional analysis of these genes. We also identified two novel genes encoded 
outside the HSV-1 repeat region, and found that one novel gene, UL31.6, is involved in the efficient
 neurovirulence of HSV-1.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 単純ヘルペスウイルス　非標準的遺伝子 　新規遺伝子　UL31.6
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　リボソーム内のmRNAを網羅同定し、ゲノム上の翻訳領域を同定するリボソーム・プロファイリング(Ribo-seq)
は、翻訳産物の全体像を把握する画期的な手法である。近年、Ribo-seqは、ウイルスがコードする遺伝子産物の
解読に使用されているが、Ribo-seqで同定された新規遺伝子が、本当に生物学的意義を有するのかは、不透明で
あり、さらなる解析が必要であった。このような研究動向のなか、申請者らは独自に確立したウイルス遺伝子解
読法を突破口とし、新たなHSV-1神経病原性因子を同定した。一連の知見は、他のウイルス研究にも波及効果が
期待できると考えられる。

※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 
 
単純ヘルペスウイルス 1 型及び 2 型(HSV-1 及び-2)は代表的な DNA ウイルスであり、ヒトに脳
炎、性器ヘルペス、眼疾患など、多様な病態を引き起こす。抗 HSV 剤が開発された今日も、脳炎
患者の 70%は社会復帰できないか死亡する。また、国内の性感染症報告数において、性器ヘルペ
スは第 2位である上、根治不能のため、今日も患者は水平・垂直感染の不安に直面している。さ
らに、世界市場における HSV 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、
HSV は医学上極めて重要なウイルスであり、HSV 研究の重要性は明らかである。 
 長年、HSV ゲノムは約 154kbp の 2 本鎖 DNA に、少なくとも 84 種類のウイルス遺伝子をコード
すると記述されてきたが、近年、PacBio 等による大規模転写産物の解析やリボソーム・プロフ
ァイリングより、HSV ゲノムは従来の知見よりも遥かに多様な mRNA を産生し、それらがリボソ
ームにおいて少なくとも翻訳されていることが明らかとなった。既存の抗ウイルス剤、ワクチン
は、ほぼ全てウイルス蛋白質を標的とすることからも、遺伝子情報の全体像を読み解く重要性は
明らかである。 
 近年の国際ヘルペスウイルス・ワークショップ(IHW)においても、HSV がコードする新規遺伝
子の実態に注目が集まっている。しかしながら、トランスクリプトームやリボソーム・プロファ
イリング解析により、mRNA の存在や翻訳が確認された遺伝子が、細胞内で安定発現し、生物学
的意義を有するのかどうかは全く不明である。実際、一連の手法で存在が示唆されたヘルペスウ
イルス新規遺伝子産物の増殖性や病態発現機構への関与を示す報告は皆無であることも指摘さ
れている。本来、機能的なウイルス遺伝子産物の全体像を把握するには、mRNA に着目するので
はなく、ウイルス蛋白質を直接検出することが理想的であるが、単純な質量解析では、数千種類
の宿主蛋白質がバックグランドとなり、ウイルス蛋白質の全体像を検出することは困難を極め
る。 
一連の問題を克服するため、我々はウイルスが宿主蛋白質の翻訳を抑制する活性 (Shut-off 活
性)を有し、「感染細胞における新規合成蛋白質の大部分はウイルス蛋白質となる」という特性に
着目し、Click-chemistry を用いた新規合成蛋白質精製法と質量解析を融合させた Chemical 
Proteomics に着手した。そして、新規合成蛋白質に関する質量情報(実測値)を収集後、HSV-1 ゲ
ノム情報よりコンピューター上で再構築した仮想 HSV-1 新規遺伝子データベース(理論値)に照
会することで、申請者は、細胞内で安定発現する新規 HSV-1 遺伝子産物を複数同定した。しかし
ながら、HSV-1 ゲノムの約 17%を占めるリピート領域は、polymerase による増幅が極めて困難で
あるため、polymerase に依存する従来のシークエンス技術では、塩基配列の決定が極めて困難
であった。それ故、リピート領域の大部分は、質量解析後のペプチド・マッピングも不能である。
実際、我々が実施したウイルス遺伝子 decoding 法においても、リピート領域由来と推定される
ペプチドが多数検出されたが、シークエンス情報不足のため、信頼のあるペプチド・アッセンブ
リーには至らず、新規遺伝子の解読には至らなかった。リピート領域には、LAT や ICP0 といっ
た HSV の潜伏感染・再活性化制御に重要な遺伝情報がコードされていることからも、HSV 生活環
のさらなる解明には、正確なシークエンス情報を取得し、ウイルス遺伝子 decoding 法によりリ
ピート領域内を含む HSV-1 遺伝子の全体像をさらに解読することが望ましいと考えられる。 
 
２．研究の目的 
  
 上述の背景を鑑み、本研究は、ウイルス遺伝子 decoding 法によりリピート領域内を含む HSV-
1 遺伝子の全体像をさらに解読し、HSV-1 新規遺伝子の HSV-1 病態発現機構における役割の解明
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Polymerase を使用しない NanoPore シークエンサーと従来型の NGS シークエンサーにより、
従来のシークエンス技術では塩基配列の決定が困難であった HSV-1 の「リピート領域」の塩
基配列を完全決定する。 
(2) (1)の情報を基盤として、リピート領域のペプチド・マッピングが可能な質量解析データベ
ースを作出後、新規ウイルス遺伝子 decoding 解析法の生データを再解析する。また、新規
ウイルス遺伝子 decoding 解析法の生データに関して、新規遺伝子同定の基準を複数種類試
すことで、リピート領域外に関しても、さらなる新規遺伝子を同定する。 
(3) 同定した新規 HSV-1 遺伝子に関して、HSV-1 ゲノム編集法を用いて、蛍光蛋白質 Venus を挿
入した組換え HSV-1 を作出する。 
(4) Anti-GFP 抗体を用いた immunoblotting 法により、リピート領域内および外に位置する新規
HSV-1 蛋白質の安定発現を検証する。 
(5) 新規遺伝子を、pMAL-c ベクタ−―にクローニングした後、大腸菌発現系を用いて、MBP 融合



新規蛋白質を発現・精製し、Balb/c マウスに接種することで、新規遺伝子に対する抗体を作
出する。 
(6) (5)で作出した新規遺伝子に対する抗体を用いた immunoblotting 法により、リピート領域内
および外に位置する新規 HSV-1 蛋白質の安定発現を検証する。 
(7) 新規発現が確認された新規遺伝子の推定開始コドンを、HSV-1 ゲノム編集法により、周辺遺
伝子への影響が最小となる形(Silent mutation 等)で破壊し、新規 HSV-1 遺伝子欠損ウイル
スを作出する。 
(8) (7)で作出した変異ウイルスを、マウスに脳内接種あるいは角膜接種することで、HSV-1 病態
発現における新規遺伝子の役割を解析する。 
(9) (8)において、重要な病原性因子であることが判明した新規遺伝子に関して、アフリカミド
リザル腎上皮細胞である Vero 細胞、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞である A549 細胞、ヒト喉頭
癌である HEp-2 細胞、ヒト神経芽腫瘍細胞である SK-N-SH 細胞、ヒト神経芽腫瘍細胞である
CHP134 細胞、マウス胎児線維芽細胞である NIH-3T3 細胞、マウス神経芽腫瘍細胞である
Neuro-2a 細胞におけるウイルス増殖およびプラークサイズを解析することで、細胞腫依存
的なウイルス増殖や細胞間伝播における新規遺伝子の枠割りを解析する。 
(10) ウイルス DNA 合成阻害剤(PAA)を事前投与した Vero 細胞に、野生型 HSV-1 を感染させ
た後、immediate early 遺伝子である ICP4、early 遺伝子である vdUTPase、leaky-late 遺伝
子である VP16、ture-late 遺伝子である pUs11 および新規遺伝子がコードする pUL31.6 に対
する抗体を用いた immunoblotting 法により、新規遺伝子 UL31.6 の発現クラスを推定する。 
(11) 野生型 HSV-1 感染 Vero 細胞の上清より、密度勾配遠心法により HSV-1 成熟粒子を精製
し、immunoblotting 法により、新規遺伝子がコードする pUL31.6 が、HSV-1 成熟粒子のコン
ポーメントであるか解析する。また、コンポーネントであった場合、精製 HSV-1 成熟粒子を、
以下に記載するテグメント・リリース・アッセイに供することで、pUL31.6 が HSV-1 成熟粒
子のどの領域に存在するのか解析する。具体的には、精製 HSV-1 成熟粒子を、界面活性剤処
理することで、まずエンベロープ蛋白質の層を剥離し、その後、KCl の有無により塩濃度を
変化させることで、テグメント蛋白質の層をカプシドからリリースさせる。35%スクロース
クッションを用いた遠心分離法により、エンベロープ・テグメント・カプシドの層を分離後、
immunoblotting 法に供する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 感染細胞内よりカプシドにパッケージングされたウイルスゲノムを精製後、ショートリー
ドおよびロングリード(NanoPore)型の次世代シークエンサー解析を試み、HSV-1 の信頼でき
る全塩基配列情報(リピート領域を含む)を取得した。 
(2) HSV-1 リピート領域内にコードされる 2種類の新規遺伝子を同定し、新規遺伝子がコードす
ると想定される新規蛋白質に対する抗体の作出あるいは蛍光蛋白質 Venus と新規遺伝子が
融合した組換え HSV-1 の作出により、HSV-1 感染細胞における新規蛋白質の発現を確認し
た。 
(3) HSV-1 ゲノム 編集法により、HSV-1 リピート領域内にコードされる 2 種類の新規遺伝子の
発現を特異的に消失させた組換え HSV-1 を作出し、培養細胞系およびマウスモデルにおけ
る増殖あるいは病態発現機構の解析を実施した。しかしながら、これらの組換え HSV-1 と野
生型ウイルス間のウイルス増殖性や病態発現に有意な差を見出すことはできなかった。 
(4) HSV-1 リピート領域外にコードされる 2種類の新規遺伝子も同定し、新規遺伝子がコードす
ると想定される新規蛋白質に対する抗体の作出あるいは蛍光蛋白質 Venus と新規遺伝子が
融合した組換え HSV-1 の作出により、HSV-1 感染細胞における新規蛋白質の発現を確認し
た。 
(5) HSV-1 ゲノム 編集法により、HSV-1 リピート領域外にコードされる 2 種類の新規遺伝子の
発現を特異的に消失させた組換え HSV-1 を作出し、培養細胞系およびマウスモデルにおけ
る増殖あるいは病態発現機構の解析を実施した。既知遺伝子 UL32 領域内に、逆方向にコー
ドされる新規遺伝子 UL31.6 は、効率的な HSV の神経病原性の発揮に必要であった。 
(6) ウイルス DNA 合成阻害剤(PAA)を用いた薬理学的解析より、UL31.6 は、HSV-1 遺伝子発現カ
スケードのうち、leaky late gene と呼ばれる後期遺伝子の一部に属することが示唆され
た。 
(7) テグメント・リリース・アッセイとよばれる生化学的な解析より、UL31.6 にコードされる
新規蛋白質 pUL31.6 は、HSV-1 粒子のカプシドとエンベロープの中間層に位置するテグメン
ト蛋白質であることが明らかとなった。 
(8) UL31.6 は、神経系細胞におけるウイルスの細胞間伝播に関与することが示唆された。 
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