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研究成果の概要： 

 ヘルペスウイルスのカプシドは核内で形成された後、核外へと輸送されてポストゴルジ

の小胞で出芽しエンベロープを獲得する。これは他の動物ウイルスにはないユニークな増

殖様式であり、その分子機構には不明な点が多い。本研究では、ヘルペスウイルスのプロ

トタイプである単純ヘルペスウイルスの成熟、細胞外排出機構に関わるウイルス側、細胞

側の諸要因について解析した。その結果、HSV の感染によって核骨格構造にダイナミック

な変化が誘導されること、ウイルス粒子の成熟・排出過程に関わると考えられる UL14、

UL56、US3 などの機能と役割について新たな知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

 ヘルペスウイルスは２本鎖 DNA をゲノ
ムとする大型の動物ウイルスであり、魚類
から哺乳動物に至るまで幅広く分布する。
あらゆる脊椎動物には種固有のヘルペスウ
イルスが存在すると推定され、ヒトからも
８種類のヘルペスウイルスが発見されてい
る。いずれも多彩な疾患を起こし、病原ウ
イルスとして重要な位置を占める。その中

で、単純ヘルペスウイルス（HSV）はヘル
ペスウイルス科のプロトタイプとして基礎
研究が推進され、増殖機構についての理解
が最も進んでいる。しかし、感染後期にお
けるウイルス粒子の成熟から細胞外へ放出
に至る過程はいまだ不明な点が多い。 

 ヘルペスウイルスのカプシドは核内で形
成された後、核外へと輸送されてポストゴ
ルジの小胞で出芽しエンベロープを獲得す
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る。これは他の動物ウイルスにはないユニ
ークな増殖様式である。また、カプシドと
エンベロープの間にはテグメントと名付け
られた電子密度の高い領域があり、多種類
の蛋白質で構成される。このテグメントは
２０種近いウイルス蛋白質から構成される
が、それらの機能、テグメントに存在する
意味等についてはよくわかっていないもの
が多い。 

 我々は、ここ１０年間 HSV の全遺伝子産
物（約７４種）のカタログ作りを当面の目
標に、当時ほとんど手つかずであった約２
５種の遺伝子について、それらの基本的性
状（分子量、修飾、発現時期、細胞内分布
など）を明らかにしてきた。その結果、HSV

全遺伝子産物の全体像をとりあえず描くこ
とが可能となったが、予想以上の数の蛋白
質がウイルス感染後期過程、カプシドの形
成から放出過程に関わっているらしいこと、
テグメントに存在することが明らかになっ
てきた（Rev.Med.Virol 14:33-46, 2004）。一
方、ヘルペスウイルス粒子の成熟から放出
に至る機構の解析は、欧米においてもヘル
ペスウイルス研究の焦点の一つになってお
り、急速な展開をみせている。とくにカプ
シドの核外への輸送機構には大きな関心が
寄せられ、その機構に関わる UL34, UL31, 

そしてUS3プロテインキナーゼ(PK)の役割
の解明が進められてきた。しかし、相矛盾
した報告も提出され結着した状況にはまだ
ない。 

 我々は、UL34 がＣ末端アンカー型 typeII

膜蛋白質であること（ J Gen Virol 81: 

2397-2405 (2000).）、核マトリックス結合蛋
白質 UL31 と UL34 は複合体を形成して初
めて核内膜に分布しうることを示した（J 

Gen Virol 82:1423-1428 (2001)）。また、UL51

はゴルジ装置に集蓄するパルミチン酸化蛋
白質であり（ J Gen Virol 79: 3027-3031 

(1998), J Virol 77: 3204-3216 (2003)）、粒子の
成熟、放出過程に極めて重要な役割をもつ
こと（J Virol 79: 6947-6956 (2005)）、UL14

は分子シャペロン機能をもち（J Cell Sci 

115:2517-2527 (2002)）、やはり成熟過程に関
与していること（J Gen Virol 80: 2423-2431 

(1999), J Gen Virol 82: 321-330 (2001)）、
UL56 は細胞質小胞に分布する C 末端アン
カー型 type II 膜蛋白質で UL11 や軸索輸送
に関わる K1F1A と相互作用することなど
を 初 め て 明 ら か に し た （ J Virol 

76:6718-6728 (2002), J Gen Virol 86: 527-533 

(2005)）。さらには、US3PK が UL34, UL31

を基質としてリン酸化することを明確にす
るとともに（J Virol 79 :9325-31 (2005)）、テ
グメント蛋白質 UL46 の安定化、粒子内取
り込みに重要であることを示すなど（J Gen 
Virol 86: 1979-1985 (2005)）、この領域では

多くの成果を挙げてきた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、感染後期におけるカプシド
の核内、細胞質内の移動と最終的なエンベ
ロープの獲得に至る過程に焦点をしぼり、
この現象の背景にある分子機構を細胞側の
変化を含め明らかにすることを目標とする。
研究開始当初の具体的研究課題としては以
下のものを考えた。 

（１） HSV 感染後期における核の変化及
びカプシドの動態を生化学的、形態学的に
解析し、ウイルス DNA を含んだカプシド
形成部位から核内膜へ、さらに核内膜への
出芽を経て細胞質へと輸送されてゆく過程
でどのような核構造の変化が起こっている
のかを明らかにする。とくに核骨格構造を
構成する NuMA 蛋白質と核内膜の裏打ち
をなす核ラミンに注目して、それらの変化
（切断、修飾、局在性など）の解明とカプ
シドの局在との関連を明らかにする。 

（２） 核外へ輸送されたカプシドは、微小
管形成中心（MTOC）に集結し、アグリゾ
ーム様の構造体を形成する。この構造体は
テグメントが付着する重要な場所の一つと
なっている可能性がある。このアグリゾー
ム様構造の粒子形成における意義を明らか
にする。 

（３） 多くのエンベロープ蛋白質の出芽過
程にユビキチン修飾が関与していることが
知られている。HSV 感染後期の出芽、小胞
輸送にユビキチン修飾が関与している可能
性がある。関与の有無をはっきりさせると
ともに、それに関わるウイルス側、細胞側
の因子を明らかにする。 

４） 我々の研究から、また他の研究者から、
既に成熟から放出に至る過程での関与が示
唆されている遺伝子産物（US3, UL14, UL51, 

UL56, US2 など）についてさらに詳細な情
報を得るため、既にある特定遺伝子を欠損
した HSV 変異株を用いて解析を行い、この
過程における個々の遺伝子の役割を明確に
する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）HSV 感染後期の核の変化とカプシド
の動態についての解析 

①. HSV-1 感染時に生ずる NuMA の切断が
アポトーシス誘導時に認められる切断とど
のように異なるのか？どの部位が切断され
るのかについて検討する。既に NuMA の N

末、C 末に GFP を結合させた発現プラスミ
ドを保有しており、トランスフェクトした
GFP-NuMA 発現に細胞への感染系を用い
て解析を行う。異なるエピトープを認識す



 

 

る抗体も保有している。本実験でおおよそ
の切断部位は推定できよう。 

②. NuMA切断に関わる酵素の同定を行う。
アポトーシス誘導時にみられる切断はカス
ペース３が主体であることが知られている。
各種プロテアーゼ阻害剤を用いてまず検討
を行う。また、この切断がウイルス DNA

合成依存的であることから、カプシドへの
ウイルス DNA のパッケージングと連動し
ている可能性があり、ウイルス由来のプロ
テアーゼが関与している可能性も考慮する
必要がある。 

③. NuMA の分布、核ラミン(A/C 及び B)の
分布、及び各種ウイルス蛋白質（カプシド
蛋白質、足場蛋白質など）の分布を HSV-1

野生株感染後、経時的に共焦点レーザー顕
微鏡にて詳細に観察する。NuMA に関して
は、GFP-NuMA 発現体を保有しているので
リアルタイムに観察することも考えている。 

④. HSV-1 と HSV-2 では感染細胞における
核の変化、NuMA の動態が異なることを既
に観察している。また、US3 欠損ウイルス
でも野生株とは異なる動きをすることも判
明している。この差異について、まず経時
的な変化を形態学的及びウエスタンブロッ
ト法にて検討する。 

（２）アグリゾーム様構造体形成、及び
VICE 構造体形成の役割についての解析 

 細胞質アグリゾーム様構造体の微細構造
を電子顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡を用
いて検討する。各種ウイルス抗体及び細胞
蛋白質の抗体を用いて免疫電顕も行う。細
胞側の蛋白質としては Hsp 群、ユビキチ
ン・プロテアソーム系因子にとりあえず焦
点をあて解析する。 

（３）ウイルス粒子の成熟・細胞外への排
出過程におけるユビキチン・プロテアソー
ム系の関与についての解析 

①. HSV 感染細胞におけるモノユビキチン
化、ポリユビキチン化について経時的に検
討する。また、手持ちの特定遺伝子欠損ウ
イルス感染細胞においても検討し、野生株
と比較する。 

②. 既に特定した NEDD4 ファミリーと相
互作用するウイルス蛋白質について、その
動態（細胞内分布、修飾などの変化）、ユビ
キチン化の様態について解析を行う。 

 

 

４．研究成果 

（１）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。そこ
で核構造タンパク質のひとつであるNuMA

に着目し感染におけるダイナミックな動態
の解析を行った。NuMA は HSV 感染によ
り、分子量にシフトアップが見られた。非
感染細胞では核小体をのぞく細胞核にほぼ

均一に存在するが、感染が進みにつれ核中
央の密度が減尐し、核内膜直下（ラミンの
内側）に不溶性成分として蓄積または残存
することが分かった（図１）。 

 

図１ 

 

この変化は PAA によって阻害され、また
NuMAの Cdk1/cyclinB リン酸化サイトの欠
損は影響しなかった。RFP 融合 NuMA を用
いた生細胞イメージング解析により、
NuMAの蛍光が増殖とともに虫食い状に減
弱していく様子が大半の感染細胞で観察さ
れた（図２）。また、siRNA によって 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。 

 

図２ 

 



 

 

（２）HSV-2 後期遺伝子 UL56 は病原性、
特に中枢神経侵襲性への関与が示されてい
るアクセサリー遺伝子であるが、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、両者の相互作
用およびHSV-2感染細胞でのNedd4の動態
について検討を行った（図３）。 

 

図３ 

 

 

 

共発現細胞で両者は共局在し、UL56 との
共発現により外因性 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 蛋白の相互作用予測配
列への変異導入により抑制された。感染
Vero 細胞では、Nedd44 の経時的減尐が見
かけ上の分子量の増大とともに認められた
が、UL56 欠損株ではみられなかった（図
４）。 

 

図４ 

 

 

 

 
HSV-2感染によるNedd4の減尐はHEp-2細

胞（ヒト咽頭癌）、SK-N-SH 細胞（ヒト神
経芽細胞腫）においても観察され、プロテ
アソーム阻害剤依存下では抑制された。ま
た、UL56 との共発現により、Nedd4 のユビ
キチン化バターンに変化が認められた。
Nedd4 が感染の進行に伴い核周囲に偏在す
る像が 186 感染細胞では観察されたが、
dUL56Z 感染細胞では見られなかった。単
独発現系では、Nedd4 は細胞質全体に分布
し、UL56 および変異 UL56 は小胞様に細胞
質内を移動する像が観察された。Nedd4 は
UL56 との共発現により一部が小胞様分布
をとるようになり両者は共局在したが、変
異 UL56 との共発現ではこの変化は見られ
なかった。また、CD63とUL56およびNedd4

との共局在は感染系、発現系ともに明らか
ではなかった。一段増殖実験では、感染後
12、24 時間の培養上清中 dUL56Z の感染価
は 186および dUL56Zrの約 1/10であった。
Nedd4 の細胞内局在に UL56 が影響するこ
とが感染系および共発現系で明らかになっ
た。また、UL56 が細胞内小胞輸送に関与
する可能性が生細胞イメージングで改めて
示された。増殖実験の結果からは、UL56

が感染性ウイルス粒子の放出過程に何らか
の関与をしていることが示唆された。 

（３）UL14 欠損ウイルスでは感染直後に
おけるウイルスカプシドと主要テグメント
蛋白質の核への輸送が野生株に比べて有意
に遅延することを示し、テグメントに含ま
れる UL14 の役割を明らかにした。一方、
感染後期の UL14 の役割についてはほとん
ど明らかになっていない。アミノ酸残基を
置換した UL14 変異ウイルス 14(P3)、
14(K51M)を作製し、UL14 完全欠損(14D)

及び復帰ウイルスと種々の性状について比
較した結果、UL14 が感染後期における
VP16 の動態にも影響を与えること、HSV

粒子の成熟過程にも関与していることを明
らかにした。14D 感染細胞における
VP16-GFP はビメンチンで周囲を囲まれた
アグリゾーム様構造を形成し、UL14 欠損
下では効率の良い粒子成熟が阻害されてい
ることが示唆された。 

（４）野生株および US3 欠損株の WB 解析
により、US3 欠損株感染細胞では、UL46

タンパク質の安定性が、野生株の場合より
低下していることを示唆する結果が１型、
２型の両方で得られた。また、LSM 解析に
より R7041 感染細胞内における UL46 タン
パク質の局在パターンが、野生株とは著し
く異なることが明らかとなった。すなわち、
UL46 タンパク質が、野生株感染細胞では
主に細胞質中に細かな顆粒状として観察さ
れたのに対し、US3 欠損株では細胞質辺縁
により大きな斑状・桿状構造物として観察
された。野生株感染細胞では UL46 タンパ



 

 

ク質は３本のバンドとして検出されるが、
λ-phosphatase 処理により、90kDa、100kDa

のバンドが消失し、80kDa のみとなった。
ウイルスのプロテインキナーゼ US3 によ
りリン酸化を受けた UL46 タンパク質は細
胞内でより安定かつ均一な局在性を示すこ
とが明らかになった。このことは、US3 が
UL46 の機能制御に関与していることを示
している。今回の結果から、UL46 および
US3 が、感染細胞におけるウイルス粒子（カ
プシド）の細胞質内動態に、直接的、間接
的に関与していることが示唆された。 

（５）経鼻接種モデルの感染後６日目の親
株と UL56Δを比較すると、HSV の逆行性
輸送が関わる三叉神経経路では両者の中枢
神経侵襲性に大きな相違はなかったが、順
行性輸送が関わる嗅神経経路で UL56Δの
侵襲性に顕著な限局が見られた。これは
UL56 遺伝子産物の中枢神経侵襲性及び軸
索内順行性輸送への関与を支持するものと
考えられる。また、同遺伝子に加え５種の
アクセサリー遺伝子(UL43、UL49.5、UL55、
UL56、LAT)を欠損した HF10 においても、
UL56Δよりさらに感染伝播部位が限局し
ていることが観察された。US2Δでは、半
数で嗅球僧帽細胞層にウイルス抗原を検出
した他は UL56Δと類似した感染動態を示
した。US3Δは HSV-2 欠損ウイルスの中で
は最も限局された広がりを示した。嗅球接
種モデルにおける UL56Δでは、親株より
生存日数が延長し、親株では見られた左嗅
球の感染が皆無であった。同遺伝子産物の
中枢神経侵襲性への関与の可能性をより裏
付けする結果である。この場合逆行性輸送
の方向となる鼻腔嗅神経上皮では三者共に
全てウイルス抗原が検出され、経鼻接種モ
デルの結果と合わせると、これらの欠損遺
伝子産物の逆行性輸送への関連はないと推
測される。 
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