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研究成果の概要（和文）： 
ヘルペスウイルスの転写制御はまず、主として宿主の転写因子によって活性化される前初期遺
伝子が活性化される。そして、その前初期遺伝子がウイルスの DNA 複製に必要な初期遺伝子を
活性化し、DNA 複製が開始される。そして、DNA 複製に依存してウイルスの構造蛋白の産生に必
要な後期遺伝子が活性化される。ヘルペスウイルスの転写はこうした厳密なカスケードによっ
て制御されている。しかし、どうして前初期遺伝子は初期遺伝子のみを活性化し、後期遺伝子
は前初期遺伝子のみでは活性化されないのか、ヘルペスウイルスの後期遺伝子の転写活性化が
ウイルス DNA の複製依存的に起こるのか、その分子機構は全く不明である。本研究は組換えヒ
トサイトメガロウイルス(HCMV)を用いてその分子機構を明らかにし、ヘルペスウイルスの遺伝
子カスケードの制御機構の一端を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The regulation of human cytomegalovirus (HCMV) late gene expression by viral proteins is 

poorly understood. HCMV open reading frames (ORFs) UL79, -87, and -95 encode proteins with 

homology to late gene transcription factors of murine gammaherpesvirus 68 ORFs 18, 24, 

and 34, respectively. To determine whether these HCMV proteins are also essential for late 

gene transcription of a betaherpesvirus, we mutated HCMV ORFs UL79, -87, and -95. Cells 

were infected with the recombinant viruses at high and low multiplicities of infection 

(MOIs). While viral DNA was detected with the recombinant viruses, infectious virus was 

not detected unless the wild-type viral proteins were expressed in trans. At a high MOI, 

mutation of ORF UL79, -87, or -95 had no effect on the level of major immediate-early (MIE) 

gene expression or viral DNA replication, but late viral gene expression from the UL44, 

-75, and -99 ORFs was not detected. At a low MOI, preexpression of UL79 or -87, but not 

UL95, in human fibroblast cells negatively affected the level of MIE viral gene expression 

and viral DNA replication. The products of ORFs UL79, -87, and -95 were expressed as early 

viral proteins and recruited to prereplication complexes (pre-RCs), along with UL44, 

before the initiation of viral DNA replication. All three HCMV ORFs are indispensable for 

late viral gene expression and viral growth.  
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１．研究開始当初の背景 
我々はすでに組換えウイルスを用いた網羅

的解析から以下のことを明らかにしていた。 

 

 1. ヒトサイトメガロウイルス(HCMV)UL79

遺伝子はウイルス増殖に必須で、UL79欠損ウ

イルスを用いた解析からUL79遺伝子は後期

遺伝子プロモーターを特異的に活性化する

後期遺伝子特異的な転写活性化因子である

(未発表data)。 

 2. 後期遺伝子プロモーターの転写活性化

には、ウイルスDNAポリメラーゼ付随タンパ

ク質であるUL44蛋白が、ウイルス複製に対す

る作用とは独立して後期遺伝子の効率的な

転写に必要である(Isomura et. al., J. 

Virol., 2007)。そのUL44遺伝子プロモータ

ーには3つのTATA boxが存在し、その中間位

に存在するTATA boxは感染後期に活性化され

る。その後期プロモーターのTATA配列は他の

UL44 初 期 プ ロ モ ー タ ー と 異 な り 、

noncanonical な 配 列

5’-GCTGTATTATTAGA-3’ で あ る 。 こ れ を

canonical な 配 列

5’-GCTGTATataaAGA-3’(小文字は変異部

位)に変更すると、感染初期にDNA複製非依存

的に活性化される (Isomura et al., J. 

Virol., 2008b)。 

 
２．研究の目的 
 
ヘルペスウイルスは細胞に感染すると、主と

して宿主の転写因子によってウイルスの前初

期遺伝子が活性化される。そして、その前初

期遺伝子がウイルス遺伝子の転写活性化因子

としてウイルスの DNA 複製に必要な初期遺伝

子を活性化し、DNA 複製が開始される。そし

て、DNA 複製に依存してウイルスの構造蛋白

の産生に必要な後期遺伝子が活性化される。

ヘルペスウイルスの DNA 複製と遺伝子の転写

は厳密に共役しながら、ウイルスの増殖のた

めに最適化されている。そして、これらの厳

密にコーディネートされたウイルスの DNA 複

製 と 転 写 は い わ ゆ る “ Replication 

Compartments (RCs)”と呼ばれる核内の特定

の場所で行われる。ヘルペスウイルスの DNA

複製はローリングサークル型であり、RCs の

場の形成はウイルスの爆発的な増加に必須で

あると考えられる。しかし、RCs を介してウ

イルス DNA の複製と後期遺伝子の転写の共役

がどのように制御されているのか、その分子

機構は不明である。 
そこで、その分子寄稿を明らかにすることを
目的とした。 
 
その詳細として、 
 
1. UL79 蛋白は、UL44 蛋白やその他のウイル

スや宿主蛋白(前初期遺伝子産物等)と相互

作用して後期遺伝プロモーターを活性化す

るのか。 

 

 2. ほかの後期遺伝子プロモーターもすべ

てではないにしろ多くがその TATA 配列は

noncanonical な配列である。従って、後期遺

伝子プロモーターにおける noncanonical な

配列が UL79 蛋白の後期遺伝子プロモーター

の特異的転写活性化になんらかの役割をは

たしているのではないか。noncanonical な

TATA 配列は canonical な TATA 配列と比較し

て TBP, TBP-TFIIB, TBP-TFIIA 複合体の結合

力 が 弱 い (Stewart J.J., J. Biolo.Chem 

22665-73, 2006)ことから、UL79 蛋白が転写

複合体の形成を安定化するのではないか。と

いう仮説を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
1. UL79 遺伝子のウイルス後期プロモーター

特異的活性化 

 ① UL79 欠損 HCMV 組換え HCMV BAC DNA を

HCMV全長がクローニングされた HCMV BAC DNA

を用いて作成する。UL79 遺伝子はウイルス増

殖に必須のため、UL79 遺伝子欠損ウイルスは

ウイルス増殖ができない。従って組換えウイ

ルスを作成するためには HCMV 感染許容細胞

であるヒト繊維芽(HFF)細胞に UL79遺伝子を

恒常的に発現する細胞が必要である。 

 ② レトロウイルスベクターを用いてGFP

をcarboxy terminusに融合したUL79 発現HFF

細胞を作製する。 

 ③UL79 欠損組換え HCMV を HFF 細胞及び上

記で作成した UL79 発現 HFF 細胞に感染させ

て組換え HCMV のウイルス DNA 複製、及びウ

イルス前初期、初期、及び後期遺伝子の発現

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/begin/carboxy%20terminus


を調べる。 

以上は実際にはすでに作成済みであり、UL79

を発現しない HFF 細胞に UL79 欠損ウイルス

を感染させると、ウイルス DNA 複製は UL79

発現細胞と全く同程度であったにもかかわ

らず、ウイルス増殖は認められなかった。そ

こで、ウイルス遺伝子の発現を調べると、ウ

イルスの前初期及び初期遺伝子は同程度発

現したにも関わらず、糖蛋白やテグメント蛋

白等のウイルス構造蛋白をコードする後期

遺伝子の発現は全く認められなかった(未発

表 data)。以上の結果から UL79 遺伝子は後期

遺伝子に特異的な転写活性化因子であると

考えられた。 

 

2. UL79 蛋白と相互作用する蛋白の検索 

 UL79 の amino terminus に flag epitope を

融合させた組換え HCMV(RflagUL79HCMV)を作

成し、flagUL79HCMV を実際に感染させた細胞

で UL79 蛋白と相互作用するウイルス及び宿

主蛋白を抗 flag 抗体を用いた免疫沈降で検

索する。その際にウイルス DNA ポリメラーゼ

付随蛋白 UL44, 前初期蛋白 IE2(IE86)、さら

に TBP, TFIIB, TFIIA 等の蛋白との相互佐用

をこれらの蛋白に対する抗体を用いて検索

する。 

 

3. 感染細胞でのUL79蛋白複合体の後期遺伝

子プロモーター活性化に果たす役割 

 上記で確認した UL79 蛋白の相互作用部位

を欠損した UL79 発現 HFF 細胞をレトロウイ

ルスベクターを用いて作製し、その欠損 UL79

蛋白を発現する HFF 細胞での UL79 欠損組換

え HCMV の増殖及び後期遺伝子の発現を検索

する。そして、UL79 蛋白複合体の実際の感染

細胞での後期遺伝子プロモーターに果たす

役割を調べる。 

 

4. UL79 蛋白の後期遺伝子プロモーターの結

合活性の検索 

 大腸菌でaffinity精製したUL79蛋白のgH

及び UL99 (pp28)後期プロモーターへの結合

を electrophoretic mobility shift 

assay(EMSA)及び foot printing で検索する。 
 
４．研究成果 
 
1. 組換え部位以外のいかなる余分な配列を

含まない HCMV 組換えウイルスの作成-2 回

組換え法の確立 
 約 200kb HCMV ウイルスゲノム全長がクロ
ーニングされた BAC DNA を bacteriophage 
lamdaの recombination 蛋白 exo, beta, 及

び gam が lac repressor 存在下に発現する
E. coli に遺伝子導入することにより、大腸
菌内で HCMV BAC DNA を PCR 法で薬剤耐性遺
伝子+ストレプトマイシン感受性遺伝子
(Gene Bridges 社, GmbH)を増幅した 50 base 
pairの相同領域を含む２本鎖DNAと部位特異
的に相同組換えを行う。さらにストレプトマ
イシン感受性遺伝子を用いて組換えを行い、
薬剤耐性遺伝子を取り除く(Isomura, et al, 
J. Virol., 2007, 2008a, and 2008b)。大腸
菌内で組換えた BAC DNA を HCMV 感染許容細
胞に遺伝子導入することにより、組換えウイ
ルスを迅速に作成する。 
 
2. 後期遺伝子発現に必須のウイルス蛋白の
同定 
HCMV がコードする UL79, 87 及び 95がウイル

ス DNAの複製には影響を及ぼさないにもかか

わらず、ウイルスの後期遺伝子発現に必須な

転写活性化因子であることを明らかにして

きた。さらにウイルス感染後、これらのウイ

ルスがコードする後期遺伝子の転写に特異

的な転写活性化因子が pre- RCs、及び RCs (そ

れぞれ２ページ図中央、及び右)にリクルー

トされ、ウイルス DNA ポリメラーゼ付随因子

である UL44 と共局在することを示した 

(Isomura et. al., J. Virol., 2011)。 
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