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研究成果の概要（和文）： 

 ヒトの病原体として重要な単純ヘルペスウイルスの増殖機構、病原性発現機構を明らかにす

るため、ウイルスの保有する遺伝子産物の機能解析を行い、それらがアポトーシス制御、蛋白

質分解系制御、細胞内輸送系制御に関わっていることを明らかにした。また、細胞因子として

INSM1、Tankylase1 がウイルス増殖に関与していることを示した。これらの基礎研究はワク

チンや腫瘍溶解性ウイルスの開発に有用であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 The purpose of this study is to understand the molecular mechanism of the replication 

and pathogenesis of an important human pathogen, herpes simplex virus (HSV).  The 

present studies have revealed the novel functions and roles of HSV gene products. 

Moreover, cellular proteins, INSM1 and tankylase 1 have been shown to play important 

roles in the replication of HSV.  These observations were useful for developing vaccines 

and oncolytic viruses. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヘルペスウイルスは多様性に富む大型の

DNA ウイルスで、あらゆる脊椎動物には種

に固有なヘルペスウイルスが存在すると考

えられている。ヒトからも８種類のヘルペス

ウイルスが発見されており、多彩な疾患を起

こす重要な病原体として知られる。その中で

単純ヘルペスウイルスはヘルペスウイルス

科のプロトタイプとして基礎研究が集中的

になされてきており、原核系における“T4

ファージ”に相当する位置を占める。従って、

欧米では基礎生物学の立場から研究するも

のも多い。我々は、HSV の増殖、病原性発現

の分子機構を明らかにするためにはウイル
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ス遺伝子の側からの地道なアプローチが最

終的には欠かせないとの立場から、研究を行

ってきた。 

 

２．研究の目的 

 単純ヘルペスウイルス(HSV)は尐なくとも
74 種の遺伝子をコードする。本研究は HSV

の増殖、病原性発現における HSV 遺伝子産
物の機能、役割を明らかにすることを目的と
する。これはワクチン、ウイルスベクター、
腫瘍溶解ウイルス(oncolytic virus)、抗ウイル
ス剤の開発にも有用である。 

 

３．研究の方法 

 HSV-1, HSV-2 の各種野生株、及び特定の
遺伝子を欠損させた各種変異ウイルスを用
いて培養細胞やマウス感染系（接種経路は皮
下腹腔内、角膜、脳内など）において増殖速
度や病原性（virulence）について検討した。
また、個々の HSV 遺伝子産物に対する抗体
を用いて Western blot 法、免液沈降法、コン
フォーカルレーザー顕微鏡などを用いてウ
イルス蛋白質の動態、局在性について解析を
行った。 
 

４．研究成果 

（１）UL14 遺伝子はすべてのヘルペスウイ

ルスがホモログを有する コア遺伝子の一つ

である。我々はこれまでに UL14 蛋白質が分

子シャペロン様機能、抗アポトーシス活性を

もつことを明らかにしてきた。本研究では、

UL14 遺伝子欠損ウイルス（ΔUL14）や、転

写制御機能をもつ主要テグメント蛋白質

VP16 に GFP を融合させた VP16-GFP 発現

ウイルス（14D-VP16G）を用いて増殖過程

におけるUL14の役割を明らかにすることを

試みた。その結果、ΔUL14 では感染 2 時間

後の IE 遺伝子の発現が有意に低いことが判

明した。さらに、14D-VP16G を用いて検討

した結果、感染初期の VP16-GFP の核内蓄積、

カプシドの核周囲への到達が有意に遅延し

ていることがわかった。以上の観察から、

UL14 は侵入直後のヌクレオカプシド、及び

主要テグメントタンパク質 VP16 の核への輸

送に重要な役割を果たしていることが示さ

れた。また、UL14 欠損が感染後期のウイル

ス蛋白質、及び宿主細胞に与える影響につい

ても検討を行った。その結果、VP16(Y364A)

は VP16(wt)と同様に UL14 との共発現によ

り双方が核内に移行すること、UL14 欠損

-VP16G 株では感染後 8 時間程度で細胞の形

態が球状に変化し始め、 VP16GFP は

perinuclear 領 域 に 蓄 積 、 そ の 周 囲 に

vimentin cageの形成とHsp70が集積するこ

とがわかった。以上のことから、VP16 の核

内移行には、HCF-1 よりもむしろ UL14 が

主要な因子である事が示唆されるとともに、

UL14 は翻訳後の VP16GFP の folding に関

与している可能性が示された。また、感染後

期の核及び細胞の形態維持に UL14が関わっ

ていることが示された。 

（２）UL56 遺伝子はαヘルペス亜科に特有

な遺伝子で典型的なアクセサリー遺伝子の

一つである。我々はこれまでに UL56 遺伝子

産物がウイルス粒子に含まれる C 末端アン

カー型 typeII 膜蛋白質であり、神経特異的キ

ネシン KIFIA 及びウイルス粒子の成熟・放

出に重要な UL11 と相互作用することを明ら

かにしてきた。本研究では、UL56 と相互作

用する細胞宿主因子としてユビキチンリガ

ーゼ Nedd4 を見出したので、HSV 感染細胞

における Nedd4 の動態について検討した。

共発現細胞で両者は共局在し、UL56 との共

発現により Nedd4 の発現量は有意に減尐し

た。この減尐は UL56 発現量依存性であり、

UL56 の PY 配列への変異導入によって抑制

された。感染細胞では、Nedd4 の減尐が見か

け上の分子量の増大とともに認められたが、

このような変化はΔUL56 感染株ではみられ

なかった。また、UL56 との共発現により、

Nedd4 のユビキチン化パターンに変化が認

められた。また、近年 HSV を含む複数のウ

イルス感染系において宿主ユビキチンシス

テムの積極的な利用・制御が報告されている

ことから、他のユビキチンリガーゼの HSV

感染による変化、及びその過程における

UL56 の役割についても検討した。その結果、

複数の細胞株において HSV-1、HSV-2 や成

果部の感染により Itch の検出量が経時的に

減尐し、感染 12 時間後にはほぼ消失するこ

とが判明した。この変化は UL56 欠損株感染

細胞ではみられなかった。また、EGFP-UL56

発現細胞においても Itch の検出量が顕著に

減尐していた。一方、WWP2 については HSV

感染による明らかな変化は検出されなかっ

た。HSV 感染による変化は限られたユビキチ

ンリガーゼだけに見られることが明らかと

なった。Nedd4 に加え、Itch も HSV 感染に

より UL56 依存的に変化したことは、UL56

の機能解析の点からも、HSV とユビキチンシ

ステムとの関わりの点からも興味深い所見

と考えられる。 

（３）US3 はプロテインキナーゼ(PK)をコー

ドするアクセサリー遺伝子で、カプシドの核

外輸送、アポトーシス抑制、細胞骨格系制御、

免疫機構からの回避など多面的な作用をも

つ。HSV-1 型および HSV-2 型の野生株およ



 

 

び US3 欠損株（ΔUS3）の感染による宿主

遺伝子（約 5 万 4 千）の発現の変化を網羅的

に解析した。その結果、HEp2 細胞、ヒトケ

ラチノサイト (NHEK)における HSV-1 と

HSV-2、野生株とΔUS3 の感染細胞間で遺伝

子発現プロファイルが有意に異なること、Δ

US3 感染で特異的に発現量が上昇する宿主

遺伝子があることが判明した。 

（４）UL11 遺伝子産物は N 末がミリストイ

ル化、パルミトイル化を受ける膜蛋白質でエ

ンベロープ獲得過程に重要な役割を果たす。

この UL11 と、２種の膜結合テグメント蛋白

質、UL56(C 末端アンカー型 typeII 膜蛋白質)

と UL51(N 端がパルミトイル化される膜蛋

白質で粒子の成熟過程に重要)との結合につ

いて検討した。この結果、UL11 と UL56 は

感染後期に複合体を形成するが、UL51 とは

相互作用が認められないことがわかった。 

（５）HSV は感染によって核・核膜構造をリ

モデリングしていると考えられる。我々は核

構造タンパク質のひとつである NuMA に着

目し感染後の動態解析を行った。NuMA は非

感染細胞では核小体をのぞく核内にほぼ均

一に存在するが、感染が進むにつれ核中央の

密度が著しく減尐し核内膜直下（ラミンの内

側）に不溶性成分として残存すること、感染

によってリン酸化されることを見出した。こ

の変化は PAA によって阻害され、また

NuMA の発現を抑制した細胞では、ウイルス

増殖が抑制されることが分かった。従って、

NuMA の可溶化はカプシドの核内移動に関

与していると考えられた。 

（６）HSV 感染細胞では ICP27 によるスプ

ライシング反応の抑制や UL41 による

shutoff 作用によって、宿主細胞の mRNA や

タンパク質合成が強く抑制されることが知

られている。これまでに宿主遺伝子発現にお

よぼす HSV 感染の影響について DNA マイ

クロアレイを用いて網羅的解析を行ってき

た。その結果、発現量の増加する宿主遺伝子

が予想以上に多数存在することがわかった。

本研究では感染細胞において発現量が著し

く増加した宿主遺伝子の一つとして INSM1

に着目した。INSM1 は 5 つの zinc finger 

motif をもつ転写因子で、早期胚の神経発生

に重要な働きをするとともに細胞周期や分

化にも関与していることが知られている。ま

た INSM1 遺伝子は GC-rich かつイントロン

を欠く。この点で HSV 遺伝子の大多数とよ

く似ている。 RT-PCR の結果、樹立細胞株

だけでなく NHEK（ヒトケラチノサイト）な

ど様々な感染細胞において INSM1 mRNA

量の顕著な増加が確認された。 INSM1 

promoter を用いたリポーターアッセイでは、

感染後経時的にその活性が著しく上昇する

ことが示された。しかし、UV 処理したウイ

ルスではみられなかった。INSM1 発現系で

HSV 感染による局在の変化を観察したとこ

ろ、感染により核内の局在が replication 

compartment 様に変化した。既に報告のある

INSM1 結合配列に関して HSV ゲノム内で

検索したところ、ICP0 promoter 領域に多数

の類似配列が認められた。ICP0 promoter を

用いたレポーターアッセイでは VP16 の存在

下で INSM1 は促進的に作用することが判明

した。さらに ChIP アッセイで ICP0 

promoter 領域への INSM1 の結合が確認さ

れた。INSM1 の誘導は HSV 増殖に促進的

に作用しているようである。 

（７）単純ヘルペスウイルス(HSV)感染にお

けるTankyrase 1の動態と役割について検討

した。内在性 Tankyrase 1 は殆ど細胞質に存

在するが、感染により核内にリクルートされ

ることがわかった。感染初期に Tankyrase1 

は ICP0 蛋 白 質 と 共 局 在 し 、 そ の 後

replication compartment 内に認められた。

さらに、ウイルスのDNA合成はTankyrase 1

の修飾とHEp-2細胞内の relocalizationに必

要ではないことがわかった。XAV939 を用い

て Tankyrase の活性を抑制すると、HSV の

増殖も有意に抑えられた。以上の結果は、

INSM1、Tankyrase 1 が HSV の増殖に重要

な役割を果たしていることを示唆するもの

である。 

（８）ウイルスはアポトーシスを正負に制御

する遺伝子を保有している。単純ヘルペスウ

イルス(HSV)では US3、UL39、US5、US11、

UL14、LAT、γ34.5 などがアポトーシス制

御に関与していると報告されているが、その

分子機序については不明な点が多い。また

HSV のアポトーシスの誘導・抑制能について

は細胞の種類、ウイルスの型、株による相違

が指摘され、かなり混乱した状況にある。そ

こで本研究ではこれまでの報告で用いられ

てきた代表的なウイルス株にき、様々なマウ

ス感染モデルを用いて同時に検討した。副腎

では、R7041 (US3 欠損 HSV-1)、186(HSV-2

野生株)、L1BR1 (US3 欠損 HSV-2)はいず

れも感染巣に一致してアポトーシスが検出

された。角膜上皮では、F (HSV-1 野生株)、

186 は感染領域の一部で、R7041、L1BR1 は

大半でアポトーシスが検出された。網膜では

光受容体細胞に感染し、感染細胞の周囲でア

ポトーシスを検出した。F、186 は三叉神経

節に強く感染したが、アポトーシスは検出さ

れなかった。大脳では F、186 に比して、



 

 

R7041、L1BR1、R3616 は TUNEL 陽性 HSV

抗原陽性神経細胞が有意に多かった。副腎の

感染巣では HSV 野生株、変異株とも活性化

caspase-8、p53、pJNK が検出された。HSV

感染によるアポトーシス反応は細胞により

異なり、大きく 4 群に分類できると考えられ

た。副腎では caspase-8 を経由してアポトー

シスを誘導すること、大脳では US3 が JNK

を介してアポトーシスを抑制していること

が示唆された。マウス鼻腔感染系を用いて

UL56 欠損ウイルス(UL56Δ)の中枢神経侵襲

性について検討した。その結果、UL56Δは

親株と異なり、三叉神経節経路では中枢に達

するにも関わらず、嗅神経経路では嗅球の僧

帽細胞にも達しないことがわかった。 
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