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研究成果の概要（和文）：ヘルペスウイルスが非自然宿主に致死性脳炎を引き起こすメカニズム

を分子レベルで解明することを目的とした．ウマ属を自然宿主とするウマヘルペスウイルス

（EHV）を対象とした．EHV の非自然宿主における致死性脳炎に関与するウイルス遺伝子を

明らかにした．神経病原性株と非神経病原性株の全ウイルスゲノム塩基配列比較から，両者の

相違は 9 遺伝子であることを明らかにした．EHV 感染における遺伝子発現動態を網羅的転写

産物解析により調べた．EHV 感染により変動する遺伝子が同定された． 
 
研究成果の概要（英文）：The object of this research is to reveal the molecular mechanism of 
herpesvirus lethal encephalitis in non-natural host.  Equine herpesviruses (EHVs) 1 and 9 
were used.  Virus genes involving in the lethal encephalitis in non-natural host were 
identified.  Comparison of neuropathogenic and non-neuropathogenic EHV-1s showed 
nine gene differences between their whole genome sequences.  Comprehensive 
transcriptome analysis in EHV-infected cells were examined.  Several viral and host genes 
were identified as variable transcript encoded genes in EHV-infected cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヘルペスウイルスは一般に宿主特異性が
高い．例えば水痘帯状疱疹ウイルス，ヒトサ
イトメガロウイルスなどはヒトを自然宿主
とし，他の動物種における自然感染例は知ら
れていない．しかし，一部のヘルペスウイル
スは宿主の障壁を超え，非自然宿主に致死性

脳炎を引き起こす．サルの Bウイルスやブタ
のオーエスキー病ウイルスなどである．自然
宿主と非自然宿主でなぜウイルスの病原性
や毒力が異なって現れるのかは不明な点が
多く残されている． 
 2008 年にアメリカ合衆国の動物園で飼育
されていたホッキョクグマ（Schrenzel ら, 
EID, 2008）およびキリンが脳炎で死亡し．
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その原因が EHV-9 であることが判明した．
EHV-9は我々が1993年にトムソンガゼルの集
団発生脳炎から分離した新しいウイルスで
ある（Fukushi ら，Virology, 1997）．我々の
研究からはシマウマが EHV-9の自然宿主であ
ることが明らかとなった．したがって，ホッ
キョクグマやキリンの致死性脳炎は EHV-9が
非自然宿主に引き起こした感染症である．
EHV-9 は実験感染においても宿主域の広さと
病原性の強さを示している．これまでにヤギ，
イヌ，ウシなどをはじめ新世界ザルにも致死
性脳炎を引き起こすことをあきらかにした．
EHV-9 のこの広い宿主域と非自然宿主におけ
る致死性脳炎起病性は大きな問題であると
ともに，ヘルペスウイルスが示す種の障壁を
超えた際の病原性発現メカニズム解明の糸
口になる． 
 我々はこれまでに EHV-9ゲノムの全塩基配
列を決定した（DDBJ Accession No. AP010838）．
また，プラーク形成能を指標として得た弱毒
変異体を用いた解析も行い，複数のの遺伝子
発現量が同時に低下していることを見いだ
した． 
 EHV-9 に近縁なウイルスに EHV-1 がある．
ゲノムレベルで EHV-9  と約 90%の相同性が
あり，遺伝子構成は全く同じである．EHV-1
はウマに大きな被害をもたらす病原体であ
ることから，平行して研究を進めてきた．そ
の過程で EHV-1には実験用げっ歯類に致死性
脳炎を引き起こす株と引き起こさない株の
存在を見いだした．EHV-1 のゲノム解析から
神経毒力の差は 20 遺伝子程度であること，
遺伝子毎の相違は１から数アミノ酸にすぎ
ないことを明らかにした．これらの相違はテ
グメントおよび遺伝子発現調節遺伝子であ
り，神経病原性の相違はレセプター特異性で
は説明できない．細胞内における宿主因子と
の相互作用によると考えられる．したがって
神経病原性責任遺伝子産物が感染細胞内に
おいてどのような挙動を示すかを動的に解
析する必要がある． 
 
２．研究の目的 
 
 EHV-1 のマウスにおける神経病原性は病理
組織学的に EHV-9 感染とほぼ同一である．そ
こで，はじめに EHV-1 が示す非自然宿主にお
ける致死性脳炎の原因となる遺伝子を同定
し，その結果を糸口として EHV-9 の病原性の
解明を行おうと考えた．本研究の目的は以下
のようであった． 
（１）EHV-1 および EHV-9 の神経病原性責任
遺伝子および相互作用する宿主細胞因子の
同定． 
（２）ウイルス遺伝子産物および宿主因子を
それぞれ蛍光タンパク質融合ないし間接蛍
光抗体法で標識し，培養上皮細胞および培養

神経細胞内での動的相互作用を可視化． 
（３）神経病原性株感染細胞と組換え非神経
病原性株感染細胞の mRNA 発現を DNA アレイ
により網羅的に比較解析． 
（４）ウイルス遺伝子産物と宿主因子の相互
作用がどのように神経病原性発現につなが
るかを総合的に解析． 
 最終的に，EHV-1 および EHV-9 が非自然宿
主であるマウスにおいてどのように致死的
な病原性を発揮するかを分子レベルで解明
しようとした． 
 
３．研究の方法 
（１）マウス感染実験．CBA マウスに EHV-1
を点鼻接種した．接種後，一般症状および体
重を記録した．接種後 2日および 10 日に安
楽死させ，臓器を採取した．ウイルス量測定
ならびに病理組織学的検索を行った． 
（２）用いたウイルス．ウマヘルペスウイル
ス 1型として Ab4p，ウマヘルペスウイルス 9
型として EHV-9 P21 を用いた．これらのウイ
ルスは馬初代腎臓培養細胞で増殖させた． 
（３）ウイルス遺伝子改変法．ウマヘルペス
ウイルス 1型ゲノムに大腸菌由来 miniF プラ
スミドを組み込んだ Ab4p-BAC プラスミドを
構築し，大腸菌においてウマヘルペスウイル
スゲノムの遺伝子改変を行った（Samy et al., 
2010）. 
（４）テグメント蛋白質 VP22 の動態解析．
VP22 遺伝子断片を PCR 増幅し，EGFP 発現プ
ラスミドに融合遺伝子としてクローニング
した．このプラスミドを培養細胞に遺伝子導
入し，共焦点レーザー顕微鏡により動態を解
析した． 
（５）EHV-1 ゲノム塩基配列解読．病原性を
異にする日本分離株のウイルス DNAを抽出し，
次世代シーケンサーにより全塩基配列を解
読した． 
（６）網羅的遺伝子転写動態解析．ウイルス
感染細胞から全 RNA を抽出し，polyA 保有 RNA
を精製した．極性を維持した塩基配列解読を
行った．解読は次世代シーケンサーIllumina
によった．感染宿主細胞として自然宿主であ
る馬由来細胞として馬腎臓細胞を用いた．解
読配列は Bowtie を用い，参照配列にマッピ
ングした．その後，Erange および Rにより転
写産物の転写コピー数を推定した． 
 
４．研究成果 
（１）EHV-1 病原性評価の基礎データを得る
ため，EHV-1 9 株を CBA マウスにそれぞれ接
種した．その結果，株により神経病原性が異
なる事がわかった．病理組織学的に髄膜脳炎
を引き起こす株と引き起こさない株が見ら
れた．ウマにおいてヘルペスウイルス髄膜脳
症を引き起こした株はいずれもマウスで髄
膜脳炎を引き起こす事がわかった． 



 

 

（２）EHV-1を用い，ORF13，ORF37およびORF76
について解析した．これら３つの ORF をそれ
ぞれ標識遺伝子で置換した欠損ウイルスを
作成した．これら欠損ウイルスの培養細胞に
おける増殖を調べたところ，いずれも増殖能
が低下していた．マウス接種実験により神経
病原性に及ぼす影響を調べた．その結果，
ORF13 欠損は必ずしも神経病原性低下につな
がらないこと，ならびに ORF37 欠損は神経病
原性の低下をもたらすことが判明した． 
 ORF13 については欠損ウイルスの細胞内増
殖動態を電子顕微鏡で観察した．その結果，
１次エンベロープ獲得ないし 2次エンベロー
プ獲得ができていないことがわかった． 
 以上の結果から，ORF37遺伝子産物は EHV-1
の神経病原性発現因子の一つであることが
わかった．一方，ORF13 はテグメントの一つ
であり，培養細胞では EHV-1 ウイルス粒子形
成に重要な役割を果たしているが，マウスに
おける神経病原性発現には必ずしも関与し
ていない事が示された． 
（３）今回の研究から ORF37 の欠損は神経病
原性の低下をもたらすことが判明した．
ORF38 はチミジンキナーゼをコードしている
が，ORF37 のプロモーター配列を含んでいる
可能性がある．そのため，ORF38 欠損のウイ
ルス増殖への影響は ORF37発現の低下による
可能性が考えられた．そこで，ORF38 欠損ウ
イルスを作製し ORF37発現への影響を調べた．
ORF38 欠損ウイルス感染細胞から ORF37mRNA
が検出され，ORF38 欠損は ORF37mRNA 発現に
殆ど影響しないことが分かった．逆に，ORF37
欠損が ORF38発現に与える影響をみたところ，
同様に ORF37 欠損は ORF38 発現に影響しない
ことがわかった． 
（４）神経病原性株 Ab4p と非神経病原性株
00c19で１アミノ酸が異なる EICP0(ORF63)に
着目し，00c19 由来 EICP0 を保有する
Ab4p(EICP0A416V) を 作 製 し た ．
Ab4p(EICP0A416V)は培養細胞における増殖
は Ab4p 株と同様であったが，マウスでの神
経病原性が消失していた．この結果から，
EICP0 の 416 番目のアミノ酸が神経病原性発
現に何らかの役割を担っている事が明らか
となった． 
（５）EHV-1 テグメントタンパク質 VP22 は細
胞質から核に移行するが，移行動態は宿主細
胞により異なることを明らかにした．また，
VP22 の核移行に必要なドメインを同定した．
この核移行には VP22 のリン酸化が重要であ
り，このリン酸化は宿主細胞により異なる可
能性を見いだした． 
（６）ハムスターおよびマウスモデルにおけ
る神経病原性株01c1と非神経病原性株90c16
の全ウイルスゲノム塩基配列比較から，両者
の相違は 9遺伝子であることを明らかにした． 
（７）EHV-1 および EHV-9 感染細胞における

網羅的転写解析を行った．感染 8時間後にお
ける転写産物を EHV-1 感染細胞と EHV-9 感染
細胞で比較したところ，大きな相違は見いだ
されなかった． 
 EHV-1 感染細胞について経時的な変動をみ
るため，感染後 0 時間，2 時間，4 時間およ
び 8時間後の転写産物を解読した．当初の予
想と異なり，宿主由来転写産物の変動はほと
んどなかった．感染後に変動がみられた遺伝
子は未知のものが多く，同定にはいたらなか
った． 
 一方，転写産物にはアンチセンス鎖由来の
リードが多数見いだされた．また，非コード
領域からの転写も多くみられた．この結果か
ら，ウイルスゲノムからの転写はかなり複雑
である事が示唆された． 
（８）今回の研究の基盤となっているウマヘ
ルペスウイルス１型 BAC クローンについて，
これまでの実験結果から親株よりもやや病
原性がやや低下していることがわかってい
る．そこで，BAC クローン Ab4pattB の全塩基
配列を解読した．その結果，ORF2 にアミノ酸
置換をともなう点突然変異が見いだされた．
Red/ET システムによりこの点突然変異を親
株と同じ塩基に修復した．修復ウイルスの病
原性を調べたところ，親ウイルスより病原性
が低く，Ab4p attB とほぼ同様であった．こ
れらの結果から，BAC クローンの病原性低下
は BACベクター配列挿入のために親ウイルス
ゲノムに挿入した attB 配列による可能性が
示唆された．組み換えウイルスによる病原性
評価において留意すべき点であることがわ
かった． 
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