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要旨 

 
	
 単純ヘルペスウイルス (herpes simplex virus : HSV ) の粒子成熟における大きな特徴として、核

内で生成されたヌクレオカプシドの核膜通過が知られている。ウイルスゲノムを内包したヌクレオカ

プシドは直径約 125nmの正二十面体であり、直径約 50nmの核膜孔をそのままの形状を保ったまま

通過できるとは考え難い。そこで HSVは、まず核内膜を一次エンベロープとしてヌクレオカプシド

に獲得させ、核内膜と核外膜の間に出芽した後、核外膜と一次エンベロープを融合させて、ヌクレオ

カプシドを細胞質に放出するというユニークな核外輸送機構を備えていると考えられている。これら

の過程には、ウイルス因子の glycoprotein B (gB)、glycoprotein H (gH)、UL31、UL34、Us3が関

わると考えられている。UL31、UL34は複合体を形成し、核内膜に存在する laminの網目構造の変

換に関与する宿主細胞因子 protein kinase C (PKC) を核内膜にリクルートすることが報告されてい

る。また、試験管内において、精製 UL31、UL34複合体はリポソーム膜を変形させる。そして、UL31

あるいは UL34の欠損ウイルス感染細胞において、核内外膜間、細胞質および細胞表面にウイルス粒

子がほぼ観察されないことから、UL31、UL34は、ヌクレオカプシドが一次エンベロープを獲得し、

核内外膜間へ出芽するのに必要であると考えられている。一方、一次エンベロープを獲得したヌクレ

オカプシドと核外膜の融合には、UL31、UL34 および、エンベロープ糖蛋白質 gB、gH が関与する

と考えられている。さらにプロテインキナーゼである Us3は UL31、gBをリン酸化し、この過程に

寄与することが示唆されている。しかし、一次エンベロープと核外膜が融合（de-envelopment）し、

ヌクレオカプシドが細胞質に放出される詳細なメカニズムは未解明である。 

	
 本研究は HSVの de-envelopmentに関わる新規宿主因子を探索するために、まず、gBと相互作用

する因子の網羅的な同定を試みた。同定された gBとの相互作用候補因子の中で、CD98 heavy chain 

(CD98hc) という分子に着目した。CD98hcは、培養細胞および生体において、高頻度に発現するこ

とが知られ、アミノ酸のトランスポーターとしての機能のほか、β1 integrin、β3 integrinと相互

作用し、integrinによるシグナル伝達を制御することで、細胞の接着や遊走に関与することが報告さ

れている。また、興味深い事に、CD98hc とβ1 integrin は、様々なエンベロープウイルスの感染細

胞における細胞膜融合 (cell-cell fusion) を制御することも報告されている。そこで、CD98hcの膜融

合を制御する機能に着目し、HSV-1 感染における CD98hc と gB が相互作用する生物学的意義の解

明を試みた。 

 	
 まず、gB と相互作用するウイルスおよび宿主因子を探索するにあたり、ヒト喉頭癌由来細胞 

(HEp-2細胞) にタンデム免疫沈降用のMEF (myc-TEV-flag) タグと融合した形の gB (MEF-gB) を

発現する変異ウイルスを感染させ、タンデム免疫沈降法により gB複合体を精製し、高感度質量分析

計によって、その構成因子を網羅的に決定した。その結果、17種類の宿主因子および、1種類のウイ
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ルス因子が gBと相互作用しうることが明らかになった。同定された因子の中で、エンベロープウイ

ルスの膜融合を制御することが報告されている CD98hcに着目した。 

	
 網羅的な相互作用因子の探索において検出された CD98hc と gB の相互作用を確認するため、

HSV-1(F) 野生型ウイルスを HEp-2細胞に感染させ、抗 gB、gCあるいは myc抗体で免疫沈降した

結果、抗 gB抗体でのみ CD98hcの共沈降が確認された。さらに、MEFタグを融合した形の CD98hc 

(MEF-CD98hc) を発現する変異ウイルス(MEF-CD98hc 発現 HSV-1)を作製し、HEp-2 細胞に感染

後、抗 myc 抗体で免疫沈降し、様々なウイルス因子および宿主細胞因子の抗体で検出した結果、核

外膜における de-envelopementに関与が報告されている gB、gH、UL31、UL34および Us3、さら

に CD98hcとの相互作用が報告されているβ1 integrinの共沈降が確認された。一方で、ウイルス因

子である gC、gE および VP23 の共沈降は認められなかった。これらの結果は、CD98hc が HSV-1

感染細胞において gB、gH、UL31、UL34、Us3およびβ1 integrinと特異的に複合体を形成してい

ることを示す。 

	
 293T細胞に HSV-1のエンベロープ糖蛋白質である gB、gHおよび gHとヘテロダイマーを形成す

ることが報告されている gL、あるいは gDの発現ベクターと、MEF-CD98hcの発現ベクターをそれ

ぞれ co-transfectionし、 抗 flag抗体で免疫沈降後、抗 gB、gHあるいは gD抗体で検出した結果、

gBおよび gHの共沈降が確認された。一方で、核膜通過において機能していないと考えられる gDの

共沈降は認められなかった。この結果から、gB と gH は、それぞれが単独で CD98hcと結合しうる

こと、また、その結合は他のウイルス因子に依存しないことが示唆された。gB と gH の 2 重欠損ウ

イルスにおいて、de-envelopmentが阻害されることから、CD98hcと gBおよび gHがそれぞれ単独

でも相互作用しうるという本知見は、CD98hcが de-envelopmentを制御する宿主因子の候補となり

うると考えられる。 

	
 次に、感染細胞における CD98hcの局在を蛍光抗体法により解析した。その結果、CD98hcは、非

感染細胞では主に細胞膜に局在したのに対し、感染細胞では主に核膜周辺に局在し、核内膜マーカー

である lamin A/Cとの共局在も認められた。さらに、感染細胞において、CD98hcと gB、gH、UL31

あるいは UL34の共局在を解析したところ、核膜および核膜周辺において CD98hcと gB、gH、UL31

あるいは UL34の共局在が認められた。さらにその局在変化の原因因子を探索するために、gB、gH、

UL31の欠損ウイルス感染時の CD98hcの局在変化の有無を検証したが、いずれのウイルスにおいて

も野生体ウイルスと同様に、CD98hcの局在変化が認められた。一方で、UV不活化ウイルスを感染

させた細胞では CD98hcの局在変化は認められなかった。一連の結果より、CD98hcは HSV-1感染

特異的に核膜へ集積すること、その局在変化は gB、gH、UL31以外のウイルス因子に依存すること

が示された。 

	
 これまでの結果から、CD98hc は感染細胞において、HSV-1 の核膜通過への関与が報告されてい

るウイルス因子 gB、gH、UL31、UL34および Us3と相互作用し、核膜に局在することから、CD98hc
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が HSV-1の核膜通過に関与する可能性が示唆された。そこで、CD98hc mRNAの 3’ UTR領域に対

する shRNA を定常発現させ、CD98hc の発現を抑制した CD98hc ノックダウン細胞 

(sh-CD98hc-HEp-2) を作製した。コントロールとして、firefly luciferase mRNAに対する shRNA

を定常発現する細胞 (sh-Luc-HEp-2)を用いた。また、CD98hc ノックダウン細胞の作製に用いた

shRNA による非特異的な表現型ではないことを示すために、CD98hc ノックダウン細胞にレトロウ

イルスベクターを用いて外因的な CD98hc を発現させた CD98hc レスキュー細胞

(sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞)も作製した。 

	
 作製した細胞を用いて、野生型ウイルス感染時における UL31、UL34の局在を検証した。コント

ロールおよびレスキュー細胞において、90％以上の細胞で核膜にスムースに局在した一方で、

CD98hcノックダウン細胞においては、26%の細胞で核膜近傍にパンクテッド構造が認められた。こ

れらの結果から、CD98hcは HSV-1感染細胞において UL31、UL34の適切な局在に必要であること

が明らかとなった。 

	
 次に、ウイルス粒子の核膜通過をより詳細に解析するために、電子顕微鏡解析を試みた。その結果、

HSV-1 感染 CD98hc ノックダウン細胞において、顕著に一次エンベロープを獲得したウイルス粒子

が核内外膜間に蓄積し、核内に陥入構造体が形成されていた。感染細胞中のエンベロープを獲得した

ウイルス粒子の割合を解析した結果、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子の割合は、コントロ

ール細胞およびCD98hcレスキュー細胞においてそれぞれ9.5%、14.3%であったのに対して、CD98hc

ノックダウン細胞では 51.2%であった。これらの結果は、CD98hcはウイルス粒子の核膜通過、とく

に核外膜からの脱出に寄与していることを示唆している。 

	
 CD98hcは先行報告において、様々なエンベロープウイルス感染細胞における細胞膜融合を制御し、

その制御にはβ1 integrinが関与することが示されている。本研究においても、共免疫沈降実験から、

HSV-1感染細胞において CD98hcとβ1 integrinの相互作用が確認された。そこで、CD98hcと同様

に、β1 integrinの感染細胞における局在も検証した。その結果、β1 integrinは、非感染細胞では

細胞膜および細胞質に散在性に局在したのに対し、感染細胞では核膜周辺に局在した。さらに、感染

細胞において、β1 integrinと CD98hcおよび gBの共局在の有無を解析したところ、核膜周辺にお

いてβ1 integrinは CD98hcおよび gBと共局在することが明らかとなった。さらに、その局在変化

の原因因子を探索するために、gB、gH、UL31 欠損ウイルス感染時の局在変化を検証したところ、

いずれのウイルスにおいてもβ1 integrinの局在変化が認められた。一方で、UV不活化ウイルスを

感染させた細胞ではβ1 integrin の局在変化は認められなかったことから、CD98hc 同様に、β1 

integrin は HSV-1 感染特異的に核膜へ局在が変化すること、その局在変化は gB、gH、UL31 以外

のウイルス因子に依存することが示された。 

	
 続いてβ1 integrinが CD98hc同様に、HSV-1の核膜通過に関与するかを検証するために、 

CD98hcと同様に、β1 integrinノックダウン細胞 (sh-β1 integrin-HEp-2) およびβ1 integrinレ
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スキュー細胞 (sh-β1 integrin /β1 integrin -HEp-2細胞) を作製した。作製した細胞を用いて、β1 

integrin が HSV-1 の核膜通過への関与を解析したところ、CD98hc ノックダウン細胞での結果と同

様に、(i) UL31、UL34のパンクテッド構造への局在変化、(ii) 一次エンベロープを獲得したウイル

ス粒子が核内外膜間の蓄積、(iii) 核内への陥入構造体の形成が確認された。 

	
 続いて、CD98hcノックダウンおよびβ1 integrinノックダウンによる野生型ウイルスの増殖への

影響を検証した。MOI=0.05およびMOI=5でウイルスを感染させた後、培養上清中または、培養上

清および細胞内の合計のウイルス力価を測定した結果、CD98hcノックダウン細胞において培養上清、

および培養上清および細胞内の合計のどちらにおいてもウイルス力価の低下が認められた。一方、エ

ンベロープウイルスであるインフルエンザウイルスの培養上清中のウイルス力価に有意な差は認め

られなかった。これらの結果から、CD98hc は HSV-1 の効率的な増殖に特異的に寄与することが明

らかになった。 

	
 β1 integrinノックダウンによる野生型ウイルスの増殖への影響を検証した結果、CD98hcノック

ダウンの結果と同様に、MOI=0.05 における感染 72 時間後の上清中のウイルス力価がコントロール

細胞に比べて低下した。一方で、MOI=0.05およびMOI=5における培養上清および細胞内の合計の

ウイルス力価、また、MOI=5 における培養上清中のウイルス力価、およびインフルエンザウイルス

の培養上清中のウイルス力価に有意な差は認められなかった。これらの結果から、β1 integrin は、

HSV-1の効率的なウイルス産生に特異的に寄与する事が明らかになった。 

	
 CD98hc とウイルス感染細胞における膜融合に関して、これまでにも複数の報告がある。(i) 様々

なエンベロープウイルス感染における細胞融合が抗 CD98hc抗体の処理によって変化する、(ii) この

抗 CD98hc抗体による膜融合活性の変化には、種々のエンベロープウイルスがコードするエンベロー

プ糖蛋白質もしくは補因子が寄与する、 (iii) human immunodeficiency virus (HIV) 感染において

抗 CD98hc抗体による膜融合活性の変化は、抗β1 integrin抗体によって阻害される。先行報告にお

けるこれらの知見は、CD98hcはβ1 integrinと協調的にウイルス感染細胞における膜融合を制御し

うることを示唆していると考えられる。一方、本研究によって以下の知見が明らかとなった。(i) 

CD98hc は、HSV-1 感染細胞において、β1 integrin および、HSV-1 の核膜通過における

de-envelopmentに関与する gB、gH、UL31、UL34および US3と複合体を形成した、(ii) CD98hc

およびβ1 integrinは、HSV-1感染細胞において核膜に集積し、de-envelopmentの必須因子である

UL31、UL34の適切な局在に必要であった、(iii) CD98hcおよびβ1 integrinノックダウン細胞にお

いて、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子が核内外膜間に蓄積し、核内への陥入構造体の形成

が確認された、(iv) CD98hcおよびβ1 integrinの発現抑制は、効率的なウイルス産生を阻害した。

したがって、一連の知見より、HSV-1が、CD98hc/β1 integrinを介した膜融合制御システムを核膜

に移行させ、HSV-1 の粒子成熟における一次エンベロープと核外膜の融合を促進することで、効率

的にヌクレオカプシドを細胞質に放出するという de-envelopmentに関する新たなモデルを提唱する。 
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1. 緒言 
 
ヘルペスウイルス 
 
	
 ヘルペスウイルスは、自然界に広く分布するウイルスであり、無脊椎動物から高等哺乳

動物まで様々な宿主から分離される。それぞれの生物種に固有のヘルペスウイルスが存在

することから、ヘルペスウイルス科には 200 種類を超えるウイルスが分類されている (1)。

自然宿主をヒトとするヘルペスウイルスはこれまでに、1型単純ヘルペスウイルス (herpes 

simplex virus 1: HSV-1)、2型単純ヘルペスウイルス (herpes simplex virus 2: HSV-2)、

水痘・帯状疱疹ウイルス	
 (varicella-zoster virus: VZV)、EBウイルス (Epstain-Bar virus: 

EBV)、ヒトサイトメガロウイルス (human cytomegalovirus: HCMV)、 ヒトヘルペスウ

イルス 6 (human herpes virus 6: HHV-6)、ヒトヘルペスウイルス 7 (human herpes virus 

7: HHV-7)、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス (Kaposi’s sarcoma-associated herpes virus: 

KSHV) の 8種類が同定されている (1)。ヘルペスウイルスは、それぞれの宿主域、自然宿

主における持続性、感染細胞での性状といった生物学的特徴 から、α、β 、γの 3 つの

亜科に大別される(1)。αヘルペスウイルス亜科には、HSV-1、-2 および VZV が、βヘル

ペスウイルス亜科には、HCMV、HHV-6および HHV-7が、γヘルペスウイルス亜科には

EBVおよび KSHVが分類される (1)。ヘルペスウイルスの最大の特徴は、潜伏感染を引き

起こす点であり、生体内に侵入したヘルペスウイルスは、発症の有無に関わらず、主体内

の特定の臓器、組織において潜伏感染する。潜伏感染細胞では、ウイルスゲノムは環状化

され、宿主の染色体から遊離したエピソーム上に存在し、限定されたウイルス因子のみを

発現している。宿主が様々なストレスや免疫不全といった状態に陥ることで、再活性化・

増殖 (溶解感染) し、再び病態を引き起こす (回帰発症) ことが知られている (1)。 

	
 ヘルペスウイルスの粒子は、外側から、エンベロープ、テグメント、カプシドの順に構

成される。エンベロープは、細胞由来の脂質膜である。エンベロープ上にはスパイク状に

ウイルスのエンベロープ糖タンパク質が存在し、主にウイルスの細胞への侵入に関わって

いる。テグメントとは、エンベロープとカプシドの間に存在するタンパク質層であり、ヘ

ルペスウイルスに特徴的な構造である。ウイルスゲノムは直鎖状の 2本鎖 DNAで、直径約
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125 nmの正二十面体であるカプシドに内包されている。ヘルペスウイルスのゲノムサイズ

はウイルスの中でも非常に大型であり、124 から 295 kbp にも及ぶ。ヘルペスウイルスは

その大型のゲノムに数十から百以上ものウイルスタンパク質をコードしている (1)。 

 

単純ヘルペスウイルス (HSV)  

 
(i) HSV感染症 

 
	
 HSVは、ヒトヘルペスウイルスの中で最も研究の歴史が長く、20世紀初頭に初めて分離

同定されて以降、多彩な臨床疾患病巣から分離されている。HSVはヒトに感染すると、脳

炎、口唇ヘルペス、皮膚疾患、眼疾患、全身性の新生児ヘルペス、性器ヘルペスと言った

多様な疾患を引き起こすことが報告されている (2)。アメリカ合衆国における統計によると、

口唇ヘルペスは年間約 50万人が初感染し、再発口唇ヘルペス患者は年間 9800万人に達す

る。また、性器ヘルペスに関しては、年間約 50万人が初感染し、年間約 1000万人が再発

の性器ヘルペスに罹患する(3) 。HSV感染症の医療費は年間数千億円と試算され、HSVは

医療費の観点からも極めて重要なウイルスであるといえる。HSV感染症における最大の問

題は、HSVが他のヘルペスウイルスと同様に潜伏感染するためである。これまでに開発さ

れたアシクロビルをはじめとする抗 HSV剤は、ウイルスが増殖期に入った感染細胞を標的

とするため、潜伏感染している感染細胞には効果を示さない。そのため、一度 HSVに感染

すると、現時点では潜伏感染した HSVを排除する抗 HSV剤が存在しないため、回帰発症

の度に抗 HSV 剤を服用しなければならない。そのため、HSV 感染症の制御法として、初

感染の防御や、回帰発症を防ぐ安全なワクチンの開発、潜伏感染したウイルスの排除とい

った新しい抗 HSV戦略が構築される必要がある。 

 

(ii) HSVの溶解感染 

 

	
 HSV粒子はまず、ウイルスのエンベロープ糖タンパク質と宿主細胞膜上の複数存在する

受容体分子との結合を介して細胞に吸着し、宿主細胞膜とエンベロープを融合させること
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で細胞に侵入する (4)。細胞種によっては、エンドサイトーシスによって細胞に侵入するこ

とが知れているが、その後、同様に宿主細胞膜 (エンドソーム膜) とエンベロープの融合を

介して細胞質に侵入する。この時、テグメントタンパク質である、virion host shut off 

protein (VHS) およびα-trans-inducing factor (α-TIF) が細胞質中に放出される(5)。VHS

は RNase 活性を有し、宿主の mRNAを分解することにより、宿主タンパク質の合成を阻

害し、効率的なウイルスタンパク質の合成に寄与する。α-TIF は核内に侵入し、以後のウ

イルス遺伝子の発現に寄与している(5)。カプシドは核膜孔まで移行し、核膜孔を介してゲ

ノム DNAを核内に注入する。ウイルスゲノムは核内で環状化し、宿主の RNAポリメラー

ゼ IIによって HSV遺伝子が転写される。この際、HSV遺伝子の転写は、厳密にカスケー

ド状の制御を受けることが知られ、遺伝子は発現する順から、前初期（α）、初期 (β)、後

期 (γ) の 3 群に分類される。α遺伝子群のプロモーター領域には、α-TIF によって活性

化される配列が存在する。α-TIFは宿主の転写因子 Oct-1および HCFと複合体を形成し、

その配列に結合することで、α遺伝子の発現を活性化する (5)。α遺伝子群にコードされる

タンパク質は、その後のウイルス因子の発現を制御し、その多くが HSVの増殖感染におい

て極めて重要な役割を果たす。α遺伝子群にコードされるタンパク質は、核内に移行し、

β、γ遺伝子の発現を制御する。β遺伝子群は、DNA ポリメラーゼ複合体、DNA プライ

マーゼ・ヘリカーゼ複合体などのウイルスゲノムの複製に必要なタンパク質や、チミジン

キナーゼやリボヌクレオチド還元酵素などのデオキシリボヌクレオチド代謝に関与する酵

素群がコードされている。ウイルスゲノムはローリングサークル型の複製様式によって複

製され、複製中間体として巨大なコンカテマーが形成される (6)。その後、γ遺伝子群が発

現する。γ遺伝子群は、エンベロープ糖タンパク質、テグメントタンパク質、カプシドタ

ンパク質といった構造タンパク質をコードしている。カプシドタンパク質によってカプシ

ドが形成された後、コンカテマーはウイルスゲノムの大きさに開裂され、ウイルスゲノム

がカプシドにパッケージングされる (6)。この時、ウイルスゲノムの複製と、パッケージン

グは核内の replication compartment (RC) と呼ばれる構造体で行われると考えられている。

ウイルスゲノムを内包したカプシド (ヌクレオカプシド) は、核内から細胞質に輸送される。

その際のヌクレオカプシドの大きさは、直径約 125nmであり、直径約 50nmの核膜孔を通

過することができない。そのため、HSVを含めたヘルペスウイルスは、核内膜を一次エン
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ベロープとして獲得し、核内外膜間に出芽した後に、一次エンベロープと核外膜を融合さ

せることで核内から細胞質にヌクレオカプシドを輸送していると考えられている (7, 8)。細

胞質に放出されたヌクレオカプシドは、細胞質中でテグメントを獲得し、細胞質の膜オル

ガネラ (tans-golgi network : TGN) に出芽することで、最終エンベロープを獲得する。最

終エンベロープを獲得した成熟粒子は、エキソサイトーシスによって細胞外に放出される

(5)（図１）。  

 

 

(iii) HSVエンベロープ糖タンパク質 
 
	
 HSV粒子のエンベロープ上には、 glycoprotein B、C、D、E、G、H、I、K、L、M、J、

N (gB、gC、gD、gE、gG、gH、gI、gK、gL、gM、gJ、gN) の 12種類の HSVエンベロ

ープ糖タンパク質が存在する。 gHと gL、gEと gIはそれぞれヘテロダイマーを形成する

(5)。 

	
 HSVの細胞侵入の際におけるウイルスエンベロープと細胞膜の融合には、４種類のHSV

エンベロープ糖タンパク質 gD、gB、gH、gLから構成される膜融合複合体が必須である (4)。

細胞侵入時の膜融合の初期においては、gD とその特異的受容体分子の結合が起こる。gD

の受容体として、宿主の nectin-1、herpesvirus entry mediator (HVEM)、3-O-sulfated 

heparan sulfate (3-O HS) の３つの分子が同定されている (9-12)。gDとこれらの受容体の

結合が起こると、gDの構造変換が引き起こされ、その構造変換によって gH、gLヘテロダ

イマーの構造が変化し、最終的に gBの活性化が起こると考えられている (13)。gBは結晶

構造解析から、膜融合タンパク質である vesicular stomatitis virus (VSV)	
 のエンベロー

プ糖タンパク質 Gと構造上の類似性が確認されている (14)。対して、gH、gLヘテロダイ

マーは結晶構造解析から、他のウイルスのどの膜融合タンパク質とも類似性が見られず、

また脂質に挿入される部位を持たないことから、 gH、gL ヘテロダイマーは gB の構造変

換に関与することで、gBの膜融合活性に寄与すると考えられているが、その詳細なメカニ

ズムは明らかではない(15)。また、gBの受容体としては、NMHC-IIA (non-muscle myosin 

heavy chain IIA)、paired immunoglobulin-like type 2 receptor α (PILRα)、myelin 

associated glycoprotein) MAG、が同定されており、gBは他のウイルス膜融合タンパク質
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同様に、受容体リガンドとしても機能していると考えられている (16-18)。 

	
 HSVの核膜通過において、核内外膜間に出芽した一次エンベロープを獲得したウイルス

粒子は、一次エンベロープと核外膜を融合させる過程 (de-envelopment) をへて、ヌクレ

オカプシドを細胞質に放出する。gBおよび gHはこの過程に関与することが示唆されてい

る。gBおよび gHを二重欠損させたウイルスにおいて、核内外膜間の一次エンベロープを

獲得したウイルス粒子の数が増加し、細胞表面のウイルス粒子の数が減少することが報告

されている(19)。この結果は、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子の一次エンベロー

プと核外膜との融合が阻害されたために、核外膜から脱出できなくなり、一次エンベロー

プを獲得したウイルス粒子が核内外膜間に蓄積するためだと考えられている。gBおよび gH

のそれぞれの欠損ウイルスではその表現型が認められないことから、gBおよび gHはそれ

ぞれが独立にこの過程に寄与しているが示唆されている (19)。さらに、この結果は、一次

エンベロープと核外膜の膜融合は、gBおよび gHが必須である細胞侵入時に起こる膜融合

とは異なる機構で起こることを示唆している。 
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2. 序論 
 
 ヘルペスウイルスは、直鎖状の二本鎖 DNAをゲノムにもつエンベロープウイルスである。

ヘルペスウイルスは核内でゲノム複製を行い、核内でゲノムのカプシドへのパッケージン

グが起こる。ゲノムを内包したカプシドは、核膜を通過した後に、細胞質にてテグメント

を獲得し、最終エンベロープの獲得の場である TGNに出芽する。最終エンベロープを獲得

した成熟粒子はエキソサイトーシスを介して細胞外に放出される (5)。この際、核内で生成

されたヌクレオカプシドは核内膜 (inner nuclear membrane ; INM) および核外膜 (outer 

nuclear membrane ; ONM) からなる二重膜である核膜を通過しなくてはならない。しかし、

ウイルスゲノムを内包したヌクレオカプシドは直径約 125nmの正二十面体であり、直径約

50nmの核膜孔を通過するとは考え難い。そこでヘルペスウイルスは、まず核内膜を一次エ

ンベロープとしてヌクレオカプシドに獲得させ (primary envelopment) 、核内膜と核外膜

の間に出芽した後、核外膜と一次エンベロープを融合させて (de-envelopment)、ヌクレオ

カプシドを細胞質に放出するという生物学的にもユニークな小胞を介した核外輸送機構を

用いていると考えられている (7, 8) (図 2) 。 

 これまで、こうした膜小胞を介した核外輸送機構は、ヘルペスウイルス感染細胞における

核外輸送においてのみ観察されていたが、近年になり、Drosophila の神経細胞において、

リボヌクレオタンパク質 (RNP) の核外輸送にも同様の機構が用いられている事が報告さ

れた (20) 。これらの報告は、核膜孔を通過することが出来ない大きさの構造体を核外へ輸

送するために、膜小胞を介した核外輸送機構が存在し、その機構は細胞の蛋白質によって

引き起こされることを示唆している。しかしながら、ヘルペスウイルス感染細胞では容易

に核膜間の小胞が検出されるのに対して、Drosophila の神経細胞における RNP の核外輸

送を除いて、これまでこのような機構が報告されなかった経緯を鑑みると、通常は誘導さ

れない特殊なシグナルがこの膜小胞を介した核外輸送を誘導するために必要であることが

予想される。ヘルペスウイルスは自身のウイルスタンパク質を用いて、自らの粒子成熟の

ために効率的に膜小胞を介した核外輸送機構を利用していることが予想される。先行報告

から、ヘルペスウイルスは宿主因子である protein kinase C (PKC) を核膜に移行させ、核

内膜を覆う lamin をリン酸化することで、その網目構造を崩壊させることが報告されてい

る(7, 8)。 laminの崩壊は、ヘルペスウイルスの核膜通過におけるスタートの段階である、
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primary envelopmentを促進すると考えられている。また、この過程にはヘルペスウイル

スに広く保存された二つの因子からなるnuclear egress complex (NEC) が必須であると考

えられている(7, 8)。 

	
 単純ヘルペスウイルス 1 型 (HSV-1) は、ヘルペスウイルスの中で最も研究が進んでい

るプロトタイプのウイルスである。ヒトに口唇ヘルペス、性器ヘルペス、ヘルペス性角膜

炎、ヘルペス脳炎、新生児エルペスなど様々な疾患を引き起こすことが知られている(5)。

HSV-1の NECは UL31と UL34から構成され、他のヘルペスウイルスではそのホモログ

因子が NECを構成することが報告されている。UL31および UL34は複合体を形成し、核

内膜に存在する laminの網目構造の変換に関与するPKCを核内膜に移行させることが報告

されている(7, 8)。さらに、NECはウイルスゲノムの複製およびパッケージングの場である

RC の核内膜への移行に寄与する(21)。また、試験管内において、精製 UL31、UL34 複合

体はリポソーム膜を変形（deformation）させ、切断（scission）する機能を有する (22)。 ま

た、UL31、UL34 の過剰発現細胞では、核膜間に小胞が形成される(23)。これらの知見か

ら、UL31、UL34 は単独でウイルス様粒子の形成が可能であると考えられている（図 3）。

そして、UL31あるいは UL34の欠損ウイルス感染細胞において、核内外膜間、細胞質およ

び細胞表面にウイルス粒子がほぼ観察されないことから、UL31、UL34は、ヌクレオカプ

シドが一次エンベロープを獲得し、核内外膜間へ出芽するのに必須であると考えられてい

る。核内外膜間に出芽したウイルス粒子は、ヌクレオカプシドを細胞質に放出するために、

一次エンベロープと核外膜の融合を引き起こす。先行報告から、HSV-1 のセリン、スレオ

ニンプロテインキナーゼである Us3 の欠損変異またはリン酸化活性消失変異、エンベロー

プ糖タンパク質である glycoprotein B (gB)、glycoprotein H (gH) の二重欠損変異、Us3に

よるリン酸化部位変異型 gBまたは膜融合活性消失変異型 gBおよび gH欠損変異、Us3に

よるリン酸化部位変異型 UL31 ウイルス感染細胞において、一次エンベロープを獲得した

ウイルス粒子が核内外膜間に蓄積し、核内へ一次エンベロープを獲得したウイルス粒子が

蓄積した陥入構造体を、形成することが知られている(19, 24-27)。これらの知見から、Us3

はgBおよびUL31のリン酸化を介してde-envelopmentに寄与していることが示唆される。

また、gBおよび gHそれぞれを欠損したウイルスでは上記の表現型が見られないことから、

gBおよび gHはそれぞれが独立にこの過程に寄与し、gBにおいては自身の膜融合活性が重
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要であることが示唆される	
 (図 3)。また、宿主の ATPase である tosinA の過剰発現は、

細胞質中に、一次エンベロープを獲得した粒子と見られる二重膜に包まれた形のウイルス

粒子が増加させることが報告されている (28)。これらの知見から、ウイルス因子 Us3、UL31、

gB、gH および宿主因子 torsinA が HSV 感染における一次エンベロープと核外膜の融合

（de-envelopment）に寄与することが示唆されるが、その詳細なメカニズムは未解明であ

る。 

	
 そこで本研究では、HSV-1 の de-envelopment に寄与する宿主因子を探索するために、

まず、gBと相互作用する宿主因子を探索することとした。先に述べたとおり、gBは HSV-1

の de-envelopmentへの関与が示唆され、また、一次エンベロープと核外膜の融合には膜融

合が起こることから、HSV-1 のウイルス因子の中で唯一、膜融合を引き起こす機能を有す

る gBと相互作用する因子が de-envelopmentに寄与する候補因子である可能性が高いと考

えた。そこで、タンデム免疫沈降法により感染細胞中から gB複合体を精製し、高感度質量

分析計を用いてその構成因子を同定した。同定された gBの新規相互作用候補因子と、過去

に当研究室で行われた同実験系を用いた質量解析結果を対照し、その中で共通して高い頻

度で同定されているもの (フリークエントリーヒッター) を除いた中で、最も上位に同定さ

れた CD98	
 heavy chain (CD98hc) という分子に着目した。 

	
 CD98hcは、2型の膜糖タンパク質であり、様々な培養細胞株および、生体器官の細胞に

おいて細胞膜に発現していることが報告されている (29, 30) 。CD98hcの主な機能は、二

つ知られている。まず一つ目の機能として、ヒトにおいて 7種類知られている CD98 light 

chain (CD98lc) とジスルフィド結合することでヘテロダイマーを形成し、それぞれの

CD98lc によって様々な種類アミノ酸のトランスポーターとして働くことが知られている

(29, 30)。二つ目の機能として、β1 、β3 integrinと複合体を形成し、integrinを介した

シグナル伝達を制御することで、細胞の接着や遊走に寄与することが知られている(29, 30)。

また、興味深いことに、CD98hcは過去に Fusion regulatory protein-1 (FRP-1) としても

報告されている。これは、Newcastle disease virus (NDV) を感染させた細胞を CD98hc

に対するモノクローナル抗体で処理した際に、細胞融合が促進されるという知見に由来す

る(31)。さらにこの現象は、Human immunodeficiency virus (HIV) の感染細胞において

も同様に観察されている (32, 33)。逆に、Human parainfluenza type 2 (HPIV-2) におい
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ては CD98hc に対するモノクローナル抗体処理によって、細胞融合が阻害されることが報

告されている (34)。一連の知見から、CD98hc は様々なエンベロープウイルス感染におけ

る細胞融合を制御することが示唆される。また、抗 CD98hc抗体処理による HIV感染細胞

における細胞融合の促進効果は、抗β1 integrin抗体の処理によって阻害されることが報告

されている (32)。これらの知見から、CD98hc の膜融合制御は、β1 integrin を介してい

ることが示唆される。 

	
 本研究は、(i) HSV-1 感染細胞において CD98hc が HSV-1 の効率的な de-envelopment

に寄与することが報告されているウイルス因子 gB、gH、Us3、UL31およびそのパートナ

ー因子である UL34と複合体を形成すること、(ii) CD98hcは HSV-1感染細胞においてβ1 

integrinと複合体を形成し、さらに、核膜へ局在が移行し、ウイルス因子 gB、gH、UL31、

UL34 およびβ1 integrin と核膜において共局在すること、 (iii) CD98hc またはβ1 

integrin の発現抑制によって、核内外膜間に一次エンベロープを獲得したウイルス粒子が

蓄積し、核内に一次エンベロープを獲得したウイルス粒子が蓄積した陥入構造体が形成さ

れることを示した。この表現型は、HSV-1 の効率的な de-envelopment が阻害された結果

だと考えられている。CD98hcおよびβ1 integrinの膜融合を制御する機能および、一連の

実験結果は、CD98hcおよびβ1	
 integrinは、HSV-1 の効率的な de-envelopmentを制御

する新規宿主因子であることを支持している。 
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3．実験方法 
 
細胞 
 
 Vero 細胞 (アフリカミドリザル腎臓由来上皮細胞株) は Dulbecco’s modified Eagle 

medium (DMEM) に 5%	
 calf serum (CS)、100 units/ml ペニシリン、100μg/ml	
 スト

レプトマイシンを添加した培地で培養した。HEp-2細胞 (ヒト喉頭癌由来上皮様細胞株)、

293T細胞 (ヒト胎児由来腎臓上皮細胞株) 、Plat-GP細胞 (293T細胞由来のレトロベクタ

ーパッケージング細胞株) は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) に 10%	
 

fetal calf serum (FCS)、100 units/ml ペニシリン、100μg/ml	
 ストレプトマイシンを添

加した培地で培養した。sh-Luc-HEp-2 細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) に 10%	
 fetal calf serum (FCS)、100 units/ml ペニシリン、100μg/ml	
 ストレ

プトマイシン、 50μ g/ml 	
 ハイグロマイシンを添加した培地で培養した。

Flp-In-CV-1/α27-gB (17) は、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) に 5%	
 calf 

serum (CS)、100 units/ml ペニシリン、100μg/ml	
 ストレプトマイシン、１μg/ml	
 ハ

イグロマイシン B を添加した培地で培養した。UL31-CV-1 細胞 (35) は、Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) に 10%	
 fetal calf serum (FCS)、100 units/ml ペニ

シリン、100μg/ml	
 ストレプトマイシン、200μg/ml	
 ハイグロマイシン B を添加した培

地で培養した。CSおよび FCSは 56℃で 30分非働化処理を行ったものを使用した。 

 

 

ウイルス 
 
野生体ウイルスは laboratory strain HSV-1 (F) を使用した。組換えウイルス YK711 

(MEF-gB)、YK538 (MEF-UL34)、YK701(ΔgB)、YK720 (ΔUL31)は当研究室で過去に作

製されたものを使用した(図 4) (16, 17, 36, 37) 。インフルエンザウイルス (A/WSN/33 

(H1N1)) は過去に当研究室で使用されたものを使用した (16) 。YK701 (ΔgB)、YK720 (Δ

UL31)は、それぞれ Flp-In-CV-1/α27-gB細胞、UL31-CV-1細胞にて増殖、力価測定を行

い使用した。 
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プラスミド 
 
HSV-1の gB、gH、gL、gDをそれぞれ発現するプラスミド (pPEP-gB, pPEP-gH, pPEPgL, 

pPEP-gD) は、過去に Dr. Spear,P.G の研究室で作製され、当研究室に分与されたものを

使用した  (38)。MEF tag を融合した形の CD98hc を発現するプラスミド DNA 

(pcDNA-MEF-CD98hc) は、HEp-2細胞より精製した total RNAから合成した cDNAより

CD98hc全長の ORFを PCRで増幅し、pcDNA3.1にMEF tagが挿入された pcDNA-MEF 

(39) にクローニングして作製した。CD98hcの 3’UTR領域を特異的に認識する shRNAを

発現するプラスミド  (pSSCH-CD98hc) は、以下の通りに作製した。オリゴ DNA 

5’-TTTGTCTCATTCTGGTTCTACTGGGCTTCCTGTCACCCAGTAGAACCAGAATCAGACT

TTTTTG-3’ と

5’-AATTCAAAAAAGTCTGATTCTGGTTCTACTGGGTGACAGGAAGCCCAGTAGAACCAG

AATCAGA-3’をアニーリングさせ、pmU6プラスミド(16) の BbsIと EcoRI部位にクローニ

ングした。作製したプラスミドから、U6 プロモーターおよび CD98hc の 3’UTR 領域を特

異的に認識する shRNAの配列を BamHIと SalI部位で切断し、pSSCH (16) にサブクロ

ーニングした。β1 integrinの 3’UTR領域を特異的に認識する shRNAを発現するプラス

ミド (pSSCH-β1 integirn) は以下のオリゴを用いて pSSCH-CD98hcと同様に作製した。

オリゴ DNA 

5′-TTTGTAGCAATTTCCATAGTCACAGCTTCCTGTCACTGTGACTATGGAAATTGCTACT

TTTTTG-3′ と 

5′-AATTCAAAAAAGTAGCAATTTCCATAGTCACAGTGACAGGAAGCTGTGACTATGGAA

ATTGCTA-3′。CD98hcを発現するレトロウイルスベクター (pMxs-CD98hc) は、CD98hc

の全長を pcDNA-MEF-CD98hcから PCRで増幅し、pMXs-puro (40) にクローニングして

作製した。β1 integirn を発現するレトロウイルスベクター (pMxs-β1 integirn) は、

HEp-2細胞より生成した total RNAから合成した cDNAよりβ1 integirn全長の ORFを

PCRで増幅し、pMXs-puroにクローニングして作製した。gHを発現するレトロウイルス

ベクターは、HSV-1 (F) ゲノムの UL3 と UL4 の間に BAC (bacterial artificial 

chromosome) を挿入して作製された pYEbac102 から gH 全長の ORF を PCR で増幅し、

pMXs-puro にクローニングして作製した。CD98hc 全長の ORF を有するプラスミド
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(pBS-CD98hc) は、CD98hc の全長を pcDNA-MEF-CD98hc から PCR で増幅し、

pBluescriptII KS (+) (Stratgene) にクローニングして作製した。CD98hcを発現する組換

えウイルス YK715 (MEF-CD98hc) を作製するための、カナマイシンカセットを挿入した

形の CD98hc を有するプラスミド (pBS-CD98hc-Kan) は、I-SceI 配列およびカナマイシ

ン 耐 性 遺 伝 子 を pEPkan-S (41) か ら 以 下 の オ リ ゴ

5’-GCACGCGTTCTCCGCTGGGCCTGGACTCAGGATGACGACGATAAGTAGGG-3’ 、 

5’-GCACGCGTGGAAGTCCCCATGCAGTAGGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG-3’

を用いて PCRで増幅し、CD98hcのMluI部位にクローニングして作製した。 

 

 

gBと相互作用するタンパク質の網羅的な同定 
 
	
 HEp-2細胞に YK711 (MEF-gB)をMOI=5で感染させ、24時間後に回収し、プロテアー

ゼ阻害剤カクテル (Nacarai Tesque) を含む 0.1% NP40 Buffer (50mM Tris-HCl [pH 8.0], 

120mM NaCl, 50mM NaF, 0.1% NP-40) で可溶化した。遠心後、上清をプロテイン Aビ

ーズ (GE Healthcare) と混合し、ビーズに非特異的に結合するタンパク質を除去した。遠

心後、上清を抗 Myc 抗体で免疫沈降し、沈降物を AcTEV プロテアーゼで処理した。遠心

後、上清を抗 Flag 抗体で免疫沈降し、沈降物を洗浄 buffer (50mM Tris-HCl [pH 8.0], 

120mM NaCl, 50mM NaF) で３回洗浄した後、Flag溶出 buffer (50mM Tris-HCl [pH 8.0], 

150mM NaCl, 0.5mg Flag peptide/ml) を加え、4℃で 2時間インキュベートした。溶出液

をトリプシン消化し、Zip Tip (C18; Milipore) を用いて脱塩処理後、得られた精製ペプチド

を nano liquid chromatography (Dina, KYA Technologies) -tandem mass spectrometry 

(Q-STAR Elite, AB SCIEX) システムに供した。LC-MS/MSで得られたペプチド質量は、

HSV-1 (F) のウイルスタンパク質データベース (74 virus protein sequences based on 

complete genome sequence of human herpes virus 1 starin F, GenBank accession 

number GU734771) に Natinal Center for Biotechnology Information (NCBI) ヒトタン

パク質データベース(68,711 protein sequences, Refseq human protein database) を統合

した後、Mascot algorithm (Version 2.4.1; Matrix Science) を用いてデータの解析を行っ

た。 
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組換えレトロベクターの作出と CD98hc およびβ1 integrin に対する shRNA

定常発現細胞、gH定常発現細胞の樹立 
 
	
 Plat-GP細胞 (293T 細胞由来のパッケージング細胞) に、pSSCH-CD98hc、pSSCH-β

1 integrinもしくは pMXs-gHと、Vesicular stomatitis virus のエンベロープ Gタンパク

質をコードする pMDG をそれぞれ co-transfection し、2 日後、培養上清を回収した。

sh-CD98hc-HEp2細胞、sh-β1 integrin細胞、gH-Vero細胞は HEp-2細胞、Vero細胞に

それぞれ Plat-GP 細胞に pSSCH-CD98hc、pSSCH-β1 integrin もしくは pMxs-gH を

transfectionして得られたレトロベクターを含む培養上清を加え、50μg/ml ハイグロマイ

シンB (HEp-2細胞) もしくは2.5μg/ml ピューロマイシン (Vero細胞) で選択的に培養し

た。 

 
 
CD98hc、β1 integin をそれぞれ発現する sh-CD98hc-HEp-2 細胞と sh-β1 

integin-HEp-2細胞の樹立 
 
	
 Plat-GP細胞に、pMXs-CD98hcあるいは pMXs-β1 integrinと、Vesicular stomatitis 

virus (VSV) のエンベロープ G タンパク質をコードする pMDG (16) をそれぞれ

co-transfectionし、2日後、培養上清を回収した。sh-CD98hc-HEp2細胞、sh-β1 integrin

細胞にそれぞれPlat-GP細胞にpMXs-CD98hcあるいはpMXs-β1 integrinを transfection

して得られたレトロベクターを含む培養上清を加え、2μg ピューロマイシン/ml で選択的

に培養し、CD98hc を外因的に発現する sh-CD98hc/CD98hc-HEp2 細胞あるいはβ1 

integrinを外因的に発現する sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞を樹立した。 
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Cell viability assay 
 
	
 sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc-HEp2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp2 細胞、sh-β1 

integrin細胞または sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞の viabilityを Cell Counting 

Kit8 (CCK-8) (Dojindo) を用いて測定した。CCK-8は、水溶性テトラゾリウム塩 (WST-8)

を発色試薬とし、細胞内の脱水素酵素により産生される NADHが 1-Methoxy PMSを介し

て WST-8を還元すると 460nm 付近に極大吸収をもつ水溶性ホルマザンが生じる。産生さ

れたホルマザン量は細胞内脱水素酵素活性に依存し、それは生細胞数と直線的な比例関係

であることが知られている。そこで、ホルマザンの産生量を吸光度 (460nm) により測定す

ることで、相対的な細胞の Viabilityを測定した。 

 

  
組換えウイルスの作製 
 
	
 YK715 (MEF-CD98hc) は 以 下 の よ う に 作 製 し た 。 プ ラ イ マ ー

5’-GTGAGCTCGGATCCGCCACCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAAGATATGGAG

CTACAGCCTCCTGA-3’ と 

5’-TCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTTATCAGGCC

GCGTAGGGGAAGC-3’を用いて、pBS-CD98hc-Kanからカナマイシン耐性遺伝子を挿入し

た CD98hcを PCRで増幅し、それを Egr-1プロモーター、MEF-tag、HSV-1 UL21、UL22遺

伝子のポリ Aシグナルが UL50、UL51の間に挿入された HSV-1 BAC (pYEbac761) を保持す

る大腸菌 GS1783に形質転換した。32℃で 2時間培養後、20μg/ml クロラムフェニコール、

40μg/ml カナマイシンを含む LB 寒天プレートで培養した。PCR で MEFtag の下流に

CD98hc およびカナマイシン耐性遺伝子が挿入されたことを確認後、20μg/ml クロラムフ

ェニコール、40μg/ml カナマイシンを含む LB 液体培地で 32℃、一晩培養した。この培養

液 100μlを 20μg/ml クロラムフェニコールを含む LB培地 (2ml) に加え、32℃で 3時間培

養した。10% L-アラビノース (Wako) を 100μl 添加し、32℃で 1時間培養することにより

I-SceIの発現を誘導した。続いて、42℃で 30分インキュベートし、REDリコンビナーゼの

発現を誘導した。さらに 32℃で 2時間培養し、培養液を 20μg/ml クロラムフェニコールを
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含む LB 寒天プレートに塗布した。2 日後、コロニーを 20μg/ml クロラムフェニコール、

40μg/ml カナマイシンを含む LB寒天プレートと 20μg/ml クロラムフェニコールのみを含

む LB寒天プレートに植菌し、クロラムフェニコールのみを含むプレートでのみ生育するコ

ロニーを選択し、シークエンスを確認した。gH の 1-760 番目の塩基をカナマイシン耐性遺

伝 子 と 置 換 し た YK713 ( Δ gH) は 以 下 の よ う に 作 製 し た 。 プ ラ イ マ ー

5’-GGCGGCGATTTGCTGCTGTGTGTTGTCCGTATCCACCAGCAACACAGACAAGGATGA

CGACGATAAGTAGGG-3’ と 

5’-CAAGCCCTGCCATAGCCACGGGCCCCGTGGGTTAGGGACGGGGTCCCCCAAACCAAT

TAACCAATTCTGATTAG-3’を用いてカナマイシン耐性遺伝子を PCR で増幅し、 

pYEbac102 を保持した大腸菌 GS1783 に形質転換した。以降は、YK715 (MEF-CD98hc)

同様に行った。YK713 (ΔgH) は gH-Vero細胞を用いて増殖、力価測定を行い使用した。 

 

 

抗体 
 

	
 Flag、Myc、gB、gD、gH、gC、gE、ICP0、ICP4、ICP27、pan-cadherin、 Lamin A/C、α-tubulin

に対するマウスモノクロナール抗体はそれぞれ、Sigma (Flag、pan-cadherin、α-tubulin)、MBL 

(Myc)、 Virusys (gB、gC)、Santa Cruz Biotechnology (gD、ICP0、LaminA/C)、 ATCC (gH、

ICP4)、Abcam (gEおよび ICP27)、から購入した。 CD98hc、VP23に対するウサギポリクロ

ーナル抗体はそれぞれ、Santa Cruz Biotechnology、CosmoBioから購入した。β1 integrinに対

するヤギポリクローナル抗体は Santa Cruz Biotechnologyから購入した。 Us3、 UL34、UL31

に対するウサギポリクローナル抗体は過去に当研究室で作製されたものを使用した(42)。 

ICP22 、UL31に対するマウスポリクローナル抗体は過去に当研究室で作製されたものを使

用した(36, 37)。UL31に対するウサギポリクローナル抗体はウェスタンブロットに使用し、

UL31に対するマウスポリクローナル抗体は蛍光免疫抗体法に使用した。 
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ウイルスの力価測定(プラークアッセイ) 
 

	
 ウイルス液を 1% FCSを含む 199培地 (SIGMA) で 102から 108倍まで希釈した。そのう

ち 103から 108倍までのウイルス希釈液を、6 wellプレート中のVero細胞、Flp-In-CV-1/α27-gB

細胞、UL31-CV-1細胞、gH-Vero細胞に感染させた。１時間吸着させた後、ヒトγグロブ

リンを含む新しい 199 培地に換え、37℃で 3 日間培養した。Flp-In-CV-1/α27-gB 細胞の場

合は、ニトロセルロースを含む 199 培地に換え、37℃で 3 日間培養した。細胞をメタノー

ル固定し、クリスタルバイオレットで染色後、well ごとにプラーク数を測定し、ウイルス

力価を算出した。 

 

 

ウエスタンブロット 

 

	
 ウイルス感染細胞から得られたタンパク質を SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

(SDS-PAGE) にて分離した。SDS-PAGE後に Transfer buffer (25mM Tris、192mM glycine、10% 

MeOH) に浸したろ紙 2 枚づつで、ゲルおよびニトロセルロースメンブレン (BIORAD) を

はさみ、トランスファーした。その後、ブロッキング液 (5% スキムミルク、0.1% Tween20

を含むリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) (PBS-T))を用いてブロッキングし、一次抗体を 1% BSA 

in PBS-Tで希釈して、室温で 2時間反応させた。PBS-Tで洗浄後、2次抗体である Horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated anti mouse、anti-rabbitあるいは anti-goat抗体を 3% スキムミル

ク  in PBS-T で希釈し、室温で 1 時間反応させた。PBS-T で洗浄した後、Enhanced 

chemiluminescence (GE Healthcare) により目的のバンドを検出した。   

 

 

免疫沈降 

 

	
 ウイルスに感染させた HEp-2 細胞およびプラスミドをトランスフェクションした過剰発

現 293T細胞を回収し、プロテアーゼ阻害剤カクテル (Nacarai Tesque) を含む 0.5% NP40 

buffer (50 mM Tris-HCl [pH8.0], 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40)	
 で可溶化した。遠心後、

上清をプロテイン A ビーズ (GE Healthcare) と混合し、4℃で 30 分反応させ、ビーズに
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非特異的に結合するタンパク質を除去した。遠心後、上清に各種 1次抗体を加え、４℃で 2

時間、プロテイン Aビーズを加え、４℃で 1時間インキュベートし、洗浄後に SDS-PAGE

に供した。 

 

 

免疫蛍光抗体法 
 

	
 細胞を 35 mmガラスボトムディッシュ (Matsunami) で培養し、各ウイルスを MOI=5

で感染させ 16、24時間後に 4% paraformaldehyde in PBSで 20分間固定した。PBSで洗

浄後、0.1%	
 TritonX-100 inPBS を加え、室温で 10分間静置し、PBSで洗浄後、PBSで

希釈した 10% ヒト血清 (sigma) を加え、1時間室温でブロッキングを行った。その後、各

種抗体をブロッキング液で希釈し、室温で 2 時間反応させた。	
 PBS で洗浄後、2 次抗体

Alexa-Fluor (Invitrogen) をブロッキング液で希釈し、室温で 1 時間反応させた。PBS で

洗浄後、共焦点顕微鏡 (LSM5	
 PASCAL) を用いて解析を行った。 

 

 

ウイルスの UV不活化 
 
	
 ウイルス希釈液を FUNA-UV-Linker FS-1500 (Funakoshi)を用いて、10分間の UV処

理した。この処理によって HEp-2細胞におけるウイルス増殖が完全に阻害される事を確認

した。 
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電子顕微鏡解析 
 

	
 sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc-HEp2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp2 細胞、sh-β1 

integrin細胞または sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞にウイルスをMOI=10で感染

させた。感染 24 時間後、PBS で洗浄後、アルデヒド固定液 (2% paraformaldehyde, 2% 

glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer [pH7.4]) を加え、室温で 10分間固定した。細

胞を回収し、遠心後、新しいアルデヒド固定液に交換し、室温で 2時間固定した。 3% sucrose 

in 0.1M phosphate buffer [pH 7.4]で洗浄後、オスミウム固定液 (1% osmium tetraoxide in 

0.1M phosphate buffer [pH7.4]) を加え、氷上で 2時間染色した。水洗後、30%、50%、

70%、90%、99.5% エタノール、Propylene oxide (PO) の準に置換して脱水処理した後、

EPON 812 resin mixture (TAAB Laboratories Equipment) で包埋した。超薄切片は、

Reichert Ultracut N Ultramicrotome (Reichert) を用いて作製した。超薄切片は、2% 

uranyl acetate in 70% エタノールと Reynolds’ 鉛染色液 [pH12]で染色し、透過型電子顕

微鏡 (Hitachi H-7500) で観察した。      
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4. 結果 
 

 
I.  gBと相互する宿主因子の同定 
 

	
 gBと相互作用するウイルスおよび宿主因子を探索するため、HEp-2細胞にタンデム免疫

沈降用のMEF (myc-TEV-flag) タグと融合した形の gB (MEF-gB) を発現する変異ウイル

スを感染させ、タンデム免疫沈降法により gB複合体を精製し、高感度質量分析計によって、

その構成因子を網羅的に決定した。その結果、17 種類の宿主因子および、1 種類のウイル

ス因子が gBとの相互作用候補因子として同定された (表 1)。同定された gBの相互作用候

補因子と、過去に当研究室で行われた同実験系を用いた質量解析結果を対照し、その中で

共通して高い頻度で同定されているもの (フリークエントリーヒッター) を除いた中で、最

も上位に同定された CD98	
 heavy chain (CD98hc) という分子に着目し、以降の解析を行

った。 

 

 

II.   CD98hcは感染細胞において gB、gH、UL31、UL34、Us3、および 

     β１ i ntegrinと複合体を形成した 
 

	
 網羅的な相互作用因子の探索において検出されたCD98hcとgBの相互作用を確認するた

め、まず、野生型ウイルスを用いて、抗 gB抗体で免疫沈降した時に CD98hcが共沈降する

かを検証した。HSV-1 (F) 野生型ウイルスを HEp-2細胞に感染させ、感染 24時間後に回

収し、抗 gB、gC あるいは myc 抗体で免疫沈降を行った結果、抗 gB 抗体でのみ CD98hc

の共沈降が確認された。一方、抗 gCあるいは抗 myc抗体では CD98hcは検出されなかっ

た (図 5A-D)。続いて、MEFタグを融合した形の CD98hcを発現する変異ウイルス YK715 

(MEF-CD98hc) を作製した (図 4)。YK715（MEF-CD98hc）をMOI=5で Vero細胞に感

染させた場合の増殖曲線は、野生型ウイルスと比べて顕著な差がなく、YK715

（MEF-CD98hc）は野生体と同様の性状を保っていると考えられた  (図 6)。YK715 

(MEF-CD98hc) あるいは野生型ウイルスを HEp-2細胞にMOI=5で感染させ、感染 24時
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間後に回収し、抗 myc 抗体で免疫沈降後、様々なウイルス因子および宿主細胞因子の抗体

で検出した (図 7)。YK715 (MEF-CD98hc) 感染細胞の可溶画分において、抗 myc抗体で

MEF-CD98hc を免疫沈降した結果、HSV-1 の核外膜における de-envelopement への関与

が報告されている gB、gH、UL31、UL34および Us3、さらに CD98hcとの複合体形成が

報告されているβ1 integrin の共沈降が確認された (図 7)。一方で、核外膜における

de-envelopement への関与が報告されていないウイルス因子である gC、gE および VP23

と CD98hc との共沈降は認められなかった。また、野生型ウイルス感染細胞の可溶画分に

おいて抗 myc 抗体で免疫沈降した結果、いずれのウイルス因子および宿主因子も検出され

なかった。これらの結果は、CD98hcが HSV-1感染細胞において gB、gH、UL31、UL34、

Us3およびβ1 integrinと複合体を形成していることを示唆する。 

	
 293T 細胞に HSV-1 のエンベロープ糖蛋白質である gB、gH および gH とヘテロダイマ

ーを形成することが報告されている gL、あるいは gD を発現するベクター (pPEP-gB、

pPEP-gH、pPEP-gL、pPEP-gD) と、MEF-CD98hc発現ベクター  (pcDNA-MEF-CD98hc) 

をそれぞれ co-transfection し、48 時間後に回収し、 抗 flag 抗体で免疫沈降後、抗 gB、

gHあるいは gD抗体で検出した。図 8に示した通り、gBとMEF-CD98hcを co-transfection

した細胞の可溶化画分において、抗 flag抗体でMEF-CD98hcを免疫沈降した結果、gBの

共沈降が確認された。同様に、核外膜における de-envelopmentへの関与が報告されている

gHおよび gLと、MEF-CD98hcを co-transfectionした細胞の可溶化画分において、抗 flag

抗体でMEF-CD98hcを免疫沈降した結果、gHの共沈降が確認された。一方で、核膜通過

において機能していないと考えられる gDの共沈降は認められなかった。この結果から、gB

と gH は、それぞれが単独で CD98hc と結合しうること、また、その結合は他のウイルス

因子に依存しないことが示唆された。gB と gH の 2 重欠損ウイルスにおいて、

de-envelopment が阻害されることから、CD98hc と gB および gH がそれぞれ単独でも相

互作用しうるという本知見は、CD98hcが de-envelopmentを制御する宿主因子の候補とな

る可能性があることを示唆する。 
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III.  HSV-1の感染によって CD98hcは核膜および核膜周辺へ集積した 
 

	
 感染細胞における CD98hc、gB、gH、UL31および UL34の局在を解析するために、HEp-2

細胞に野生型ウイルス、MEF tagを融合した形の UL34を発現する組換えウイルス YK538 

(MEF-UL34) を感染させ、24 時間後の感染細胞における CD98hc、gB、gH、UL31 およ

びMEF-UL34の局在を蛍光抗体法より共焦点顕微鏡を用いて解析した。その結果、CD98hc

は、先行報告の通り非感染細胞では主に細胞膜に局在した (図 9A)。一方で、興味深いこと

に CD98hc は感染細胞において一部細胞膜に局在するものの、主に核膜周辺に局在し、核

内膜のマーカーである lamin A/C との共局在も認められた (図 9A)。この CD98hc の局在

変化は、感染 16 時間後においても同様に観察された (図 9B)。また、細胞膜間の接着に寄

与する cadherinの局在は、感染細胞においても影響は認められなかった (図 9C)。 

	
 さらに、CD98hc は核膜および核膜周辺において gB、gH、UL31 あるいは MEF-UL34

との共局在が認められた(図 10A-D)。さらに、その局在変化の原因因子を探索するために、

gB、gH、UL31の欠損ウイルス感染時の CD98hcの局在変化の有無を検証したが、いずれ

のウイルスにおいても野生体ウイルスと同様に、CD98hc の局在変化が認められた(図

11B-D)。一方で、UV 不活化ウイルスを感染させた細胞では CD98hc の局在変化は認めら

れなかった(図 11A)。一連の結果より、CD98hc は HSV-1 感染特異的に核膜および核膜周

辺へ集積すること、その局在変化は UL34、Us3を含めた gB、gH、UL31以外のウイルス

因子に依存することが示された。また、UL34の局在は UL31の局在に依存することから、

UL34が CD98hcの核膜への移行に関与する可能性は低いと考えられる。 

	
 これまでの結果から、CD98hcは感染細胞において、核膜に移行し、核膜において HSV-1

の核外膜における de-envelopementへの関与が報告されている gB、gH、UL31およびUL34

と相互作用している事が示唆された。 
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IV.  CD98hcの発現抑制による HSV-1感染細胞における UL31および 

     UL34の局在への影響 
 

	
 ここまでの結果で、CD98hc は gB、gH、UL31、UL34、Us3 と複合体を形成し、さら

に、感染細胞中で核膜への局在変化が認められた。これらの結果から、CD98hc が HSV-1

の核膜通過に寄与する可能性が考えられた。そこで、CD98hc mRNAの 3’ UTR領域に対

する shRNAを定常発現させ、CD98hcの発現を抑制した細胞 (sh-CD98hc-HEp-2) を作製

した。コントロールとして、firefly luciferase mRNAに対する shRNAを定常発現する細

胞 (sh-Luc-HEp-2)を用いた。また、CD98hcの発現抑制細胞の作製に用いた shRNAによ

る非特異的な表現型ではないことを示すために、CD98hcの発現抑制細胞にレトロウイルス

ベクターを用いて CD98hc を発現させた細胞 (sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞)も作製し

た。図12に示すとおり、sh-CD98hc-HEp-2細胞の内在性CD98hcの発現量は sh-Luc-HEp-2

細胞にくらべ、顕著に低下していることが確認された。また、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2

細胞の CD98hc の発現量は sh-Luc-HEp-2 細胞とくらべて顕著な差は認められなかった。

また、sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞の

viabilityはどれも同等であったことから、CD98hcの発現抑制は HEp-2細胞の viabilityに

影響を与えないことが示唆された。 

	
 作製した細胞を用いて、野生型ウイルス感染時におけるUL31、UL34の局在を検証した。 

UL31、UL34は核内膜に局在し、核膜通過に必須であるとされている (7, 8) 。UL31およ

び UL34は、野生型ウイルス感染細胞において核膜に一様にスムースに局在する。一方で、

核外膜における de-envelopment への関与が報告されている Us3 のリン酸化活性消失変異

ウイルスの感染細胞において、UL31および UL34はパンクテッド様の局在をとることが報

告されている (42, 43)。先行報告の通り、 95%の sh-Luc-HEp-2 細胞、 92%の

sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞で UL31、UL34 は核膜に一様にスムースに局在した。し

かしながら、sh-CD98hc-HEp-2細胞においては、26%の割合で、核膜近傍に UL31および

UL34 のパンクテッド構造が認められる細胞が確認された (図 13)。これらの結果から、

CD98hcはHSV-1感染細胞においてUL31およびUL34の適切な局在に必要であることが

明らかとなった。 
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V.  CD98hcは HSV-1の効率的な de-envelopment に必要であった 

	
  

	
 次に、ウイルス粒子の形態形成の過程における CD98hc の関与をより詳細に解析するた

めに、sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞に

野生型ウイルスを感染させ、電子顕微鏡による解析を試みた。図 14、表 3に示すように、

37.4%の HSV-1 感染 sh-CD98hc-HEp-2 細胞において、顕著に一次エンベロープを獲得し

たウイルス粒子が核内外膜間に蓄積し、核内に陥入構造体が形成されていた。一方で、

sh-Luc-HEp-2細胞および sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞において、一次エンベロープを

獲得したウイルス粒子の核内外膜間への蓄積や、核内への陥入構造体の形成はほとんど認

められなかった。さらに、感染細胞の核内、核膜周辺、細胞質、細胞膜表面におけるエン

ベロープを獲得したウイルス粒子数を定量し、その総数から、各領域におけるウイルス粒

子の割合を算出した (表 3)。核内のエンベロープを獲得したウイルス粒子とは、核内陥入

構造体に含まれるウイルス粒子のことを示している。核内および核膜周辺のエンベロープ

を獲得したウイルス粒子は、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子、細胞質および細

胞表面でエンベロープを獲得したウイルス粒子は成熟粒子である。HSV-1 感染

sh-Luc-HEp-2細胞あるいは sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞中の一次エンベロープを獲得

しているウイルス粒子の割合はそれぞれ、9.5%、14.3%であった (図 14、表 3)。しかしな

がら、HSV-1 感染 sh-CD98hc-HEp-2 細胞における一次エンベロープを獲得しているウイ

ルス粒子の割合は 51.2%であり、これは sh-Luc-HEp-2 細胞における割合の 5.4 倍、

sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞における割合の 3.6倍程度であった (図 14、表 3)。また、

HSV-1 感染 sh-Luc-HEp-2 細胞あるいは sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞中の細胞表面上

のウイルス粒子の割合はそれぞれ、62.5%、55.6%であったのに対して、sh-CD98hc-HEp-2

細胞では 17.2％であった (表 3)。この結果から、HSV-1感染 sh-CD98hc-HEp-2細胞にお

いては、大部分のエンベロープを獲得したウイルス粒子は一次エンベロープを獲得した状

態 で 陥 入 構 造 体 お よ び 核 内 外 膜 間 に 蓄 積 し 、 sh-Luc-HEp-2 細 胞 あ る い は

sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞では大部分のエンベロープを獲得したウイルス粒子が細

胞膜表面に存在していることが明らかになった。これらの結果は、一次エンベロープを獲

得したウイルス粒子と核外膜との融合が阻害され、ウイルス粒子が核外膜から脱出ができ
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なくなった結果、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子が核内外膜間に蓄積し、効率

的な成熟粒子の形成が阻害されるためだと考えられる。同様の表現型が、Us3、UL31、gB

および gHの変異ウイルス感染においても確認されることから (19, 24-27)、これらのウイ

ルス因子が de-envelopmentに寄与すると考えられている。また、核内および細胞質におけ

るヌクレオカプシド、細胞質のエンベロープを獲得したウイルス粒子（成熟粒子）の割合

は、sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞の間

で顕著な差は認められなかった (data not shown)。これらの結果は、CD98hcはウイルス

粒子の核膜通過、とくに核外膜からの脱出および細胞外への成熟粒子の放出に寄与してい

ることを示唆している。 

 

 

VI.  β1 integrinの発現抑制による HSV-1感染細胞における UL31および 

     UL34の局在および HSV-1の de-envelopment への影響 

 

	
 CD98hcは先行報告において、様々なエンベロープウイルス感染細胞における細胞膜融合

を制御し、その制御にはβ1 integrin が関与することが示されている (32)。本研究におい

ても、共免疫沈降実験から、HSV-1感染細胞において CD98hcとβ1 integrinの相互作用

が確認された (図 3)。そこで、まず CD98hcと同様に、β1 integrinの感染細胞における局

在も検証した。図 15に示したとおり、β1 integrinは、先行報告の通り非感染細胞では細

胞膜および細胞質に散在性に局在したのに対し (44)、感染細胞では主に核膜周辺に局在し

た。さらに、感染細胞において、感染 16時間後のβ1 integrinと CD98hcおよび gBの共

局在の有無を解析したところ、核膜周辺においてβ1 integrinは CD98hcおよび gBと共局

在することが明らかとなった。さらに、その局在変化の原因因子を探索するために、gB、

gH、UL31 欠損ウイルス感染時の局在変化を検証したところ、いずれのウイルスにおいて

もβ1 integrinの局在変化が認められた (図 16B-D)。一方で、UV不活化ウイルスを感染さ

せた細胞ではβ1 integrin の局在変化は認められなかった (図 16A)。また、CD98hc 発現

抑制細胞においてもβ1 integrin は核膜へ局在が変化した。（図 16E）。これらの結果から

CD98hc同様にβ1 integrinは HSV-1感染特異的に核膜へ局在が変化すること、その局在
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変化は CD98hcおよび、gB、gH、UL31以外のウイルス因子に依存することが示された。 

	
 続いてβ1 integrinが CD98hc同様に、HSV-1の効率的な de-envelopmentに関与する

のかを検証するために、CD98hcと同様に、β1 integrin mRNAの 3’ UTR領域に対する

shRNA を定常発現させ、特異的にβ 1 integrin の発現を抑制した細胞  (sh-β 1 

integrin-HEp-2) およびその細胞にレトロウイルスベクターを用いてβ1 integrin を発現

させた細胞 (sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞) を作製した。図 17に示したとおり、

sh-β1 integrin-HEp-2細胞の内在性β1 integrinの発現量は sh-Luc-HEp-2細胞にくらべ、

顕著に低下していることが確認された。また、sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞の

β1 integrinの発現量は sh-Luc-HEp-2細胞とくらべて顕著な差は認められなかった。また、

sh-β1 integrin-HEp-2細胞の viabilityは sh-Luc-HEp-2細胞あるいは sh-β1 integrin /

β1 integrin-HEp-2 細胞と比べて有意に低下していた。この結果は、先行報告にもあるよ

うに、β1 integrinは、HEp-2細胞の viabilityに寄与していることを示唆している(45)。 

	
 図 18、表 4に示した通り、β1 integrin発現抑制細胞における HSV-1核膜通過への表現

型は、CD98hc発現抑制細胞での結果と同様に、96%の sh-Luc-HEp-2細胞、92%の sh-β

1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞で UL31、UL34は核膜に一様にスムースに局在した。

しかしながら、sh-β1 integrin-HEp-2細胞においては、25%の割合で、核膜近傍に UL31

および UL34 のパンクテッド構造が認められる細胞が確認された。また、HSV-1 感染

sh-Luc-HEp-2細胞あるいは sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞中の一次エンベロー

プを獲得しているウイルス粒子の割合はそれぞれ、11.8 %、12.3%であった。しかしながら、

HSV-1 感染 sh-β1 integrin-HEp-2 細胞における一次エンベロープを獲得しているウイル

ス粒子の割合は 51.3%であり、これは sh-Luc-HEp-2 細胞における割合の 4.3 倍、sh-β1 

integrin /β1 integrin HEp-2細胞における割合の 4.2倍程度であった。また、HSV-1感染

sh-Luc-HEp-2細胞あるいは sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞中の細胞表面上のウ

イルス粒子の割合はそれぞれ、71.3 %、80.3 %であったのに対して、sh-CD98hc-HEp-2細

胞では 36.2％であった。この結果から、HSV-1感染 sh-β1 integrin-HEp-2細胞において

は、CD98hcの発現抑制細胞での結果と同様に、大部分のエンベロープを獲得したウイルス

粒子は一次エンベロープを獲得した状態で陥入構造体および核内外膜間に蓄積し、

sh-Luc-HEp-2細胞あるいは sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞では大部分のエンベ
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ロープを獲得したウイルス粒子が細胞膜表面に存在していることが明らかになった。これ

ら結果から、CD98hc同様に、β1 integrinは UL31および（または）UL34の適切な局在

に必要であること、ウイルス粒子の核外膜からの脱出および細胞外への成熟粒子の放出に

寄与していることを示唆している。 

 

 

VII.   CD98hcおよびβ1 integrinの HSV-1増殖への寄与 

 

	
 続いて、CD98hcの発現抑制およびβ1 integrinの発現抑制による野生型ウイルスの増殖

への影響を検証するために、MOI=0.05 および MOI=5 で sh-Luc-HEp-2 細胞、

sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞、sh-β1 integrin-HEp-2細胞あ

るいは sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2細胞にそれぞれウイルスを感染させた後、培養

上清中または、培養上清および細胞内の合計のウイルス力価を測定した。図 19A、B に示

したとおり、MOI=0.05 におけるウイルス増殖は、sh-CD98hc-HEp-2 細胞において

sh-Luc-HEp-2 細胞あるいは sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞と比べ、顕著に低下した。

sh-CD98hc-HEp-2細胞におけるMOI=0.05感染時の、感染 72時間後の培養上清および細

胞内の合計のウイルス力価は、sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞とく

らべてそれぞれ、8.3 倍あるいは 5.6 倍低下した  (図 19B)。この結果と一致して、

sh-CD98hc-HEp-2細胞におけるMOI=0.05感染時の、感染 72時間後の培養上清のウイル

ス力価は顕著に低下し、sh-Luc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞とくらべて

それぞれ、16 倍あるいは 8.1 倍低下した (図 19D)。これらの結果は、MOI=5 で感染させ

た場合においても、同様の結果が得られた (図 20A-D)。また、CD98hc の発現抑制は、エ

ンベロープウイルスであるインフルエンザウイルスのHEp-2細胞おける増殖には寄与しな

かった (図 21A)。これらの結果は、CD98hcが HSV-1の効率的な増殖に寄与することを示

している。また、インフルエンザウイルスの増殖には寄与しなかったことから、CD98hc

の利用は HSV-1の増殖に特異的であると考えられる。 

	
 HSV-1の増殖の際の HSV-1遺伝子の発現は、厳密にカスケード状の制御を受けることが

知られ、発現する順から、前初期、初期、後期の 3 群に分類される。前初期遺伝子は、細
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胞侵入後、ウイルスゲノムの複製前に発現し、ウイルスゲノムの複製に必須である初期遺

伝子の発現を活性化する。また、gB、gH、UL31、UL34および Us3を含んだ粒子形成な

どに関わる後期遺伝子群の発現はゲノムの複製過程後に起こる (5)。そこで、HSV-1 感染

における前初期発現タンパク質である、ICP0、ICP4、ICP22、ICP27の野生型ウイルス感

染 3、8、24時間後の発現量を検証した結果、CD98hcの発現抑制はこれらのタンパク質の

発現量には影響を与えなかった (図 22)。CD98hc は HSV-1 感染における前初期遺伝子の

発現に寄与しないことから、ウイルスゲノムの複製やウイルスタンパク質の発現には影響

を与えておらず、ウイルス粒子形成過程に特異的に寄与すると考えられる。 

 	
 CD98hc発現抑制細胞での結果と同様に、sh-β1 integrin-HEp-2細胞に MOI=0.05で

感染させた場合の感染 72 時間後の上清中のウイルス力価は、sh-Luc-HEp-2 細胞に比べて

4.7 倍あるいは sh-β1 integrin /β1 integrin-HEp-2 細胞と比べて 3.6 倍低下した (図

23A,B)。また、β1 integrinの発現抑制は、インフルエンザウイルスの HEp-2細胞の増殖

に寄与しなかった (図 21B)。一方で、sh-β1 integrin-HEp-2 細胞に MOI=0.05 および

MOI=5で感染させた場合の培養上清および細胞内の合計のウイルス力価、または、MOI=5

で感染させた場合の培養上清中のウイルス力価は sh-Luc-HEp-2 細胞および sh-β1 

integrin /β1 integrin-HEp-2細胞と比べて有意な差は認められなかった (図 24A-C)。これ

らの結果から、β1 integrinは、MOI依存的に HSV-1の効率的な上清中へのウイルス産生

に寄与していることが明らかになった。また、β1 integrinはインフルエンザウイルスの上

清中へのウイルス産生に寄与しないことから、HSV-1 の感染において特異的に利用されて

いると考えられる。 
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表 1. YK712 (MEF-gB) 感染細胞における精製MEF-gB複合体の網羅的質量解析によって同定された宿主因子  

 

RefSeq accession 
number 

Definition (gene symbol) Scorea Peptide sequence 

NP_005338.1 78 kDa glucose-regulated protein (HSPA5) 38 VLEDSDLK 
  53 ETAEAYLGK 
  35 LTPEEIER 
  46 VLEDSDLKK 
  55 ITITNDQNR 
  58 VYEGERPLT 
  75 DAGTIAGLNVMR 
  79 FEELNMDLFR 
  50 NELESYAYSLK 
  46 ELEEIVQPIISK 
  64 TWNDPSVQQDIK 
  62 SDIDEIVLVGGSTR 
  52 AKFEELNMDLFR 
  65 TFAPEEISAMVLTK 
  67 ITPSYVAFTPEGER 
  39 KSDIDEIVLVGGSTR 
  44 TKPYIQVDIGGGQTK 
  87 IINEPTAAAIAYGLDK 
  78 NQLTSNPENTVFDAK 
  87 IINEPTAAAIAYGLDKR 
  81 SQIFSTASDNQPTVTIK 
  78 VTHAVVTVPAYFNDAQR 
  62 DNHLLGTFDLTGIPPAPR 
  65 IEWLESHQDADIEDFK 
  79 IEIESFYEGEDFSETLTR 
NP_821133.1 tubulin beta chain (TUBB) 56 YLTVAAVFR 
  45 LAVNMVPFPR 
  66 ISEQFTAMFR 
  63 ISVYYNEATGGK 
  88 IMNTFSVVPSPK 
  75 EVDEQMLNVQNK 
  78 AILVDLEPGTMDSVR 
  54 LHFFMPGFAPLTSR 
  78 ALTVPELTQQVFDAK 
  46 NSSYFVEWIPNNVK 
  94 GHYTEGAELVDSVLDVVR 
  

54 
SGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNW
AK 

NP_006079.1 tubulin beta-2C chain (TUBB4B) 63 INVYYNEATGGK 
  61 AVLVDLEPGTMDSVR 
  55 ALTVPELTQQMFDAK 
NP_001737.1 calnexin precursor (CANX) 40 TGIYEEK 
  42 EIEDPEDR 
  56 GTLSGWILSK 
  42 AEEDEILNR 
  49 KPEDWDERPK 
  105 IVDDWANDGWGLK 
  74 IPNPDFFEDLEPFR 
  99 APVPTGEVYFADSFDR 
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  74 IPDPEAVKPDDWDEDAPAK 
NP_116093.1 tubulin alpha-1C chain (TUBA1C) 56 EDMAALEK 
  53 EIIDLVLDR 
  47 QLFHPEQLITGK 
  40 LISQIVSSITASLR 
  96 AVFVDLEPTVIDEVR 
  35 NLDIERPTYTNLNR 
  43 IHFPLATYAPVISAEK 
  82 TIGGGDDSFNTFFSETGAGK 
  92 AFVHWYVGEGMEEGEFSEAR 
NP_006588.1 heat shock cognate 71 kDa protein (HSPA8) 36 EIAEAYLGK 
  55 DAGTIAGLNVLR 
  65 FEELNADLFR 
  49 TTPSYVAFTDTER 
  35 NQTAEKEEFEHQQK 
NP_001091.1 actin, alpha skeletal muscle (ACTA1) 44 AGFAGDDAPR 
  57 HQGVMVGMGQK 
  55 DSYVGDEAQSK 
NP_002256.2 importin subunit beta-1 (KPNB1) 61 VLANPGNSQVAR 
  56 LAATNALLNSLEFTK 
NP_001012680.1| 4F2 cell-surface antigen heavy chain 

(SLC3A2)b  
92 VAEDEAEAAAAAK 

NP_001203.1 complement component 1 Q  
subcomponent-binding  
protein,mitochondrial precursor (C1QBP) 

57 AFVDFLSDEIK 

  62 AFVDFLSDEIKEER 
NP_444513.1 dermcidin preproprotein (DCD) 69 DAVEDLESVGK 
NP_003477.4 large neutral amino acids 

transporter small subunit 1 (SLC7A5) 
41 ALAAPAAEEK 

  43 SADGSAPAGEGEGVTLQR 
NP_005505.2 major histocompatibility complex,  

class I, B precursor (HLA-B) 
54 FDSDAASPR 

NP_004198.1 monocarboxylate transporter 4 (SLC16A3) 51 LHKPPADSGVDLR 
NP_008893.1 zinc finger protein 182 (ZNF182) 39 QHQDDQDK 

NP_694858.1 transportin-1 isoform 2 (TNPO1) 37 ESQSPDTTIQR 
NP_849143.1 dynein assembly factor with WDR repeat 

domains 1  (DAW1) 
36 HGELKTK 

 
a 
同定ペプチドのスコアは 34以上 (p＜0.05) のものを記している。 

b 4F2 cell-surface antigen heavy chain (SLC3A2)は CD98hcとも記される. 
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表２. YK712 (MEF-gB) 感染細胞における精製MEF-gB複合体の網羅的質量解析によって同定されたウイルス因子   

 
a 
同定ペプチドのスコアは 34以上 (p＜0.05) のものを記している。 

 
 
 
 
 
 
 

Definition (gene symbol) Scorea Peptide sequence 
UL27 (gB) 37 ENIAPYK 
 62 GTSALLSAK 
 49 VTDMVMR 
 37 NQLHDLR 
 43 SEYGGSFR 
 45 ALYPLTTK 
 56 QVDGFYAR 
 54 HVNDMLGR 
 35 GWHTTDLK 
 59 KGTSALLSAK 
 66 TTSSIEFAR 
 57 NTNYTQVPNK 
 66 YMALVSAMER 
 66 NNLETTAFHR 
 46 WQEVDEMLR 
 56 APVPFEEVIDK 
 61 LNPNAIASATVGR 
 62 LQFTYNHIQR 
 56 RNTNYTQVPNK 
 83 YSQFMGIFEDR 
 71 DSGLLDYTEVQR 
 87 KLNPNAIASATVGR 
 70 DVTVSQVWFGHR 
 62 EGSHTEHTSYAADR 
 63 APVPFEEVIDKINAK 
 64 DDHETDMELKPANAATR 
 90 KPPNPTPPPPGASANASVER 
 114 NPTNPDASGEGEEGGDFDEAK 
 90 YEDQGPLVEGQLGENNELR 
 44 RNTNYTQVPNKDGDADEDDL 
 83 ELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAK 
 81 YFTFGGGYVYFEEYAYSHQLSR 
 43 NNLETTAFHRDDHETDMELKPANA

ATR 
UL22 (gH) 56 DLGLVGAVFMR 
 42 GDNVATASHPSGPR 
 40 GLLYNPVASVLLR 
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表 3. CD98hcの発現抑制による各画分におけるエンベロープを獲得したウイルス粒子の 

割合への影響 

a ( )の中は、エンベロープ粒子の各段階における割合 (%) を示している。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 1 

Knockdown cell 
Number of 

intra-nuclear 
vesicles 

% of virus particles in morphogenetic stagea 

Total counted 
(particles/cells) 

Enveloped 
virions in the 
intranuclear 

vesicles 

Enveloped 
virions in the 
perinuclear 

space 

Enveloped 
virions in the 

cytoplasm 

Extracellular 
enveloped 

virions 

sh-Luc-HEp-2 0 0 (0) 9.5 (70) 28.0 (206) 62.5 (460) 736/9 

sh-CD98hc-HEp-2 15 37.4 (274) 13.8 (101) 31.6 (231) 17.2 (126) 732/10 

sh-CD98hc/ 
CD98hc-HEp-2 

5 5.5 (39) 8.8 (62) 30.1 (213) 55.6 (393) 707/10 
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表 4. β1 integrinの発現抑制による各画分におけるエンベロープを獲得したウイルス粒子

の割合への影響  

a ( )の中は、エンベロープ粒子の各段階における割合 (%) を示している。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 1 

Knockdown cell 
Number of 

intra-nuclear 
vesicles 

% of virus particles in morphogenetic stagea 

Total counted 
(particles/cells) 

Enveloped 
virions in the 
intranuclear 

vesicles 

Enveloped 
virions in the 
perinuclear 

space 

Enveloped 
virions in the 

cytoplasm 

Extracellular 
enveloped 

virions 

sh-Luc-HEp-2 6 10.4 (76) 1.4 (10) 16.9 (122) 71.3 (516) 724/9 

sh-�1 Integrin-HEp-2 20 35.8 (282) 15.5 (122) 12.6 (99) 36.2 (285) 788/9 

sh-�1 Integrin/ 
�1 Integrin-HEp-2 

4 3.3 (26) 9.0 (71)  11.3 (89) 80.3 (633) 819/9 
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図 1. 細胞内における HSV の生活環; 宿主細胞への吸着および侵入後 (①)、テグメントタ

ンパク質である VHS およびα-TIF が細胞質に放出される (②)。VHS は宿主の mRNA を

分解することにより、宿主タンパク質の合成を阻害し、効率的なウイルス因子の発現に寄

与する (③)。α-TIFは核内に移行し、α遺伝子群の発現に寄与する (④)。テグメントと同

時に細胞質に放出されたカプシドは核膜孔まで移行し、核膜孔を介してウイルス DNAを核

内に放出する。核内でウイルス DNAの環状化が起こる (⑤)。宿主の RNAポリメラーゼ II

によってα遺伝子群が転写される (⑥)。転写を受けたα遺伝子 mRNAはαタンパク質に翻

訳される。αタンパク質は核内に移行し、β遺伝子の転写を活性化する (⑦)。転写を受け

たβ遺伝子群の mRNAはβタンパク質に翻訳される。βタンパク質の作用により、環状ウ

イルス DNAは	
 ローリングサークル機構により複製される (⑧)。ウイルス DNAの複製が

行われると、γ遺伝子群が発現する (⑨)。γタンパク質によりカプシドが形成された後 (⑩)、

ウイルスゲノム中間体であるコンカテマーの開裂が起こり、カプシドにゲノムがパッケー

ジングされる (⑪)。ウイルスゲノムを内包したカプシド (ヌクレオカプシド) は核内膜を一

次エンベロープとして獲得し、核内外膜間に出芽した後に、一次エンベロープと核外膜を

融合させて、ヌクレオカプシドを細胞質に放出する (⑫)。ヌクレオカプシドは細胞質にお

いてテグメントタンパク質を獲得する (⑬)。テグメントを獲得したヌクレオカプシドは、

ウイルスエンベロープ糖タンパク質が含まれる膜オルガネラに出芽して最終エンベロープ

を獲得し (⑭)、エキソサイトーシスによって細胞外に放出される (⑮)。Cyt,細胞質、Nuc,

核、RC,複製コンパートメント、NM,核膜、PM,細胞膜. 
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図 2. HSV-1 の核膜通過モデル; 核内で生成されたヌクレオカプシドは、核内膜を 

一次エンベロープとして獲得し、核内外膜間に出芽した後に、一次エンベロープと核外膜

を融合させることで核内から細胞質にヌクレオカプシドを輸送していると考えられている。 
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図 3. HSV-1 の核膜通過に関与が報告されているウイルス因子; HSV-1の核膜通過に 

おいて、UL31および UL34はヌクレオカプシドの核内外膜間への出芽に必須であり、 

gB、gH、UL31および Us3は一次エンベロープと核外膜との融合に寄与すると考えられて

いる。 
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図 4. 野生型 HSV-1のゲノム構造および本研究で使用した組換えウイルスの変異導入 

部位の概要。1. 野生型ウイルス HSV-1 (F) のゲノム; 2. gB、gH、UL50および UL51;  

3-5. gBおよび gHへ変異を導入した組換えウイルス; 6. UL31および UL34; 7、8. UL31 

または UL34へ変異を導入した組換えウイルス; 9.  UL50、UL 51間にMEF-CD98hc 

を挿入した組換えウイルス 
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図 5 .(A-D) 野生型ウイルス感染細胞において gBは CD98hcと複合体を形成する。 

HEp-2細胞に野生型ウイルスをMOI=5で感染させ、24時間後に回収し、抗 myc、gB、gC

抗体で免疫沈降後、抗 CD98hc (A、C)、 gB (B)、 gC (D) 抗体で検出した。 IP; 

immunoprecipitated、IB; immunoblotting、H.C; immunoglobulin heavy chains.  
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図 6.	
 Vero細胞における YK715 (MEF-CD98hc) および野生型ウイルスの増殖能。 

Vero細胞に、YK715 (MEF-CD98hc) および野生型ウイルスをMOI=5で感染させ、 

6、12、18、24時間後の培養上清および細胞内の合計ウイルス力価を定量した。 
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図 7.  HSV-1感染における CD98hcと gB、gH、UL31、UL34、Us3およびβ1 integrin

との相互作用; HEp-2細胞に野生型ウイルスまたはYK715 (MEF-CD98hc) をMOI=5で感

染させ、24時間後に回収し、抗 myc抗体で免疫沈降後、抗 gB、gH,UL31、UL34、Us3、

gC、gE、VP23、β１integrinまたは flag抗体で検出した。IP; immunoprecipitated、IB; 

immunoblotting 

 

 

 

 

 

IB: α-Flag 
CD98hc 
MEF- 

H
SV

-1
(F

)�
M

E
F-

C
D

98
hc
�

M
E

F-
C

D
98

hc
�

H
SV

-1
(F

)�

WCE� IP 
(α-Myc)�

IB: α-gB 
gB�

IB: α-gH 

gH�

IB: α-UL31 

UL31�

IB: α-UL34 
UL34�

IB: α-gC 
gC�

IB: α-gE 

gE�

IB: α-VP23 
VP23�

IB: α-Us3 

Us3�

IB: α-β1 integrin 

β1- 
integrin 



 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  図 8.	
 過剰発現系における CD98hcと gBおよび gHとの相互作用; 293T細胞に 

pPEP-gB、pPEP-gH/pPEP-gL あるいは pPEP-gD と pcDNA-MEF-CD98hc をそれぞれ

co-transfection し、 抗 flag 抗体で免疫沈降後、抗 flag、gB、gH または gD 抗体で検出した。IP; 

immunoprecipitated、IB; immunoblotting、H.C; immunoglobulin heavy chains. 
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  図9. HSV-1感染によるCD98hcの局在への影響; HEp-2細胞に野生型ウイルスをMOI=5

で感染させ、24 時間 (A、C)、16 時間 (B) 後に固定し、膜透過処理後に、抗 CD98hc、

LaminA/C (A)、 gB (B)、pan-cadherinおよび UL34 (C) 抗体で染色し、共焦点顕微鏡に

て観察した。Bars, 10μm.  
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図 10. HSV-1感染による CD98hcの局在変化および gB、gH、UL31および UL34との共

局在; HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=5 で感染させ、24 時間後に固定し、膜透過処

理後に、抗 CD98hcおよび gB (A)、gH (B)、UL31 (C)および flag (D) 抗体で染色し、共焦

点顕微鏡にて観察した。Bars, 10μm. 
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図 11.	
 UV不活化、gB欠損、gH欠損、UL31欠損ウイルスおよびβ1 integrin発現抑制

による HSV-1感染における CD98hcの核膜への移行への影響 (A to D) HEp-2細胞に野生

型ウイルスおよび UV不活化 (A)、YK701 (ΔgB) (B)、YK713 (ΔgH) (C)、YK720 (ΔUL31) 

(D) ウイルスを MOI=5 で感染させ、24 時間後に固定し、膜透過処理後に、抗 CD98hc、

gB(A,C,D)、gH (B) 抗体で検出し、共焦点顕微鏡にて観察した。(E) sh-Luc-HEp-2細胞お

よび sh-β1 integrin-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=5 で感染させ、24 時間後に固

定し、膜透過処理後に、抗β1 integrin、CD98hc、gB抗体で検出し、共焦点顕微鏡にて観

察した。Bars, 10μm. 
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図 12. CD98hc 発現抑制細胞における CD98hc の発現および viability への影響；(A) 

sh-Luc-HEp2細胞、sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞を可溶化し、

抗 CD98hc およびα-tubulin 抗体で検出した。(B) 96well	
 プレートに 2×104 個の

sh-Luc-HEp2細胞、sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞をそれぞれ

撒き、WST８試薬を用いて viabilityを測定した。３回の独立した実験から得られた測定値

の平均値を sh-Luc-HEp-2 細胞の値を 100%とした時の sh-CD98hc-HEp-2 細胞、

sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞の値を算出した。n.s.; not statistically significant. 
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図 13. CD98hc 発現抑制による HSV-1 感染時の UL31、UL34 の局在への影響；(A) 

sh-Luc-HEp2細胞、sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞に野生型ウ

イルスをMOI=5で感染させ、24時間後に固定し、膜透過処理後に、抗 UL31、UL34抗体

で検出し、共焦点顕微鏡にて観察した。Bars, 10μm. (B) (A)の実験から、 UL31 および

UL34が核膜近傍でパンクテッド構造をとる細胞の割合を算出し、３回の独立した実験から

得られた測定値の平均値を算出した。 
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図 14. CD98hc 発現抑制による HSV-1	
 核膜通過への影響；(A) sh-Luc-HEp2 細胞、

sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞に野生型ウイルスをMOI=10で

感染させ、24 時間後に固定し、エポキシ樹脂に包埋、超薄切片化、染色後に透過型電子顕

微鏡にて観察した。Bars, 500nm. (B) (A)の実験から、核膜周辺で一次エンベロープを獲得

した粒子の数の割合を算出した。Nuc,核、NM,核膜、Cyt,細胞質 
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図 15. HSV-1 感染によるβ1 integrin の局在への影響; HEp-2 細胞に野生型ウイルスを

MOI=5で感染させ、24時間 (A)、16時間 (B) 後に固定し、膜透過処理後に、抗 CD98hc、

β1 integrin (A,B) および gB (B)抗体で染色し、共焦点顕微鏡にて観察した。 

Bars, 10μm. 
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図 16. UV不活化、gB欠損、gH欠損、UL31欠損ウイルスおよび CD98hc発現抑制による

HSV-1感染におけるβ1 integrinの核膜への移行への影響。 (A to D) HEp-2細胞に野生型

ウイルスおよび UV不活化 (A)、YK701 (ΔgB) (B)、YK713 (ΔgH) (C)、YK720 (ΔUL31) 

(D) ウイルスをMOI=5で感染させ、24時間後に固定し、膜透過処理後に、抗β1 integrin、

gB(A,C,D)、gH (B) 抗体で検出し、共焦点顕微鏡にて観察した。(E) sh-Luc-HEp-2細胞お

よび sh-CD98hc-HEp-2細胞に野生型ウイルスをMOI=5で感染させ、24時間後に固定し、

膜透過処理後に、抗β1 integrin、CD98hc、gB抗体で検出し、共焦点顕微鏡にて観察した。

Bars, 10μm. 
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図 17. β1 integrin 発現抑制細胞におけるのβ1 integrin 発現および viability；(A) 

sh-Luc-HEp2細胞、sh-β1 integrin- HEp-2細胞、sh-β1 integrin /β1 integrin -HEp-2

細胞を可溶化し、抗β1 integrinおよびα-tubulin抗体で検出した。(B) 96well	
 プレート

に 2×104 個の sh-Luc-HEp2 細胞、sh-β1 integrin-HEp-2 細胞、sh-β1 integrin/β1 

integrin-HEp-2細胞をそれぞれ撒き、WST８試薬を用いて viabilityを測定した。３回の独

立した実験から得られた測定値の平均値を sh-Luc-HEp-2細胞の値を 100%とした時の sh-

β1 integrin-HEp-2細胞、sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞の値を算出した。n.s.; 

not statistically significant. 
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図 18.β1 integrin発現抑制による HSV-1感染時の UL31、UL34の局在および核膜通過へ

の影響； (A) sh-Luc-HEp2 細胞、sh-β1 integrin-HEp-2 細胞、sh-β1 integrin/β1 

integrin-HEp-2細胞に野生型ウイルスをMOI=5で感染させ、24時間後に固定し、膜透過

処理後に、抗 UL31、UL34抗体で検出し、共焦点顕微鏡にて観察した。Bars, 10μm. (B) 

sh-Luc-HEp2細胞、sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2細胞に野生型ウ

イルスをMOI=10で感染させ、24時間後に固定し、エポキシ樹脂に包埋、超薄切片化、染

色後に透過型電子顕微鏡にて観察した。Bars, 500nm. (C) (A)の実験から、 UL31および

UL34が核膜近傍でパンクテッド構造をとる細胞の割合を算出し、３回の独立した実験から

得られた測定値の平均値を算出した。(D) (B)の実験から、核膜周辺で一次エンベロープを

獲得した粒子の数の割合を算出した。Nuc,核、NM,核膜、Cyt,細胞質 
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図 19. CD98hc の発現抑制による HSV-1 の増殖能への影; (A) sh-Luc-HEp2 細胞、

sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=0.05

で感染させ、6,12,24,36,48,72時間後の培養上清および細胞内のウイルス力価を測定し、３

回の独立した実験から得られた測定値の平均値を算出した。(B) (A)の結果から、72 時間後

における値を示した。(C) sh-Luc-HEp2細胞、sh-CD98hc-HEp-2細胞、sh- CD98hc/CD98hc 

-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=0.05 で感染させ、12,24,48,72 時間後の培養上清の

ウイルス力価を測定し、３回の独立した実験から得られた測定値の平均値を算出した。(D) 

(C)の結果から、72 時間後における値を示した。 
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図 20. CD98hc の発現抑制による HSV-1 の増殖能への影響; (A) sh-Luc-HEp2 細胞、

sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh-CD98hc/CD98hc-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=5 で

感染させ、6,12,18,36 時間後の培養上清および細胞内のウイルス力価を測定し、３回の独

立した実験から得られた測定値の平均値を算出した。(B) (A)の結果から、36時間後におけ

る値を示した。(C) sh-Luc-HEp2 細胞、sh-CD98hc-HEp-2 細胞、sh- CD98hc/CD98hc 

-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=5 で感染させ、6,18,36 時間後の培養上清のウイル

ス力価を測定し、３回の独立した実験から得られた測定値の平均値を算出した。(D) (C)の

結果から、36時間後における値を示した。 
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図 21. CD98hcの発現抑制によるインフルエンザウイルスの増殖能への影響; sh-Luc-HEp2

細胞、sh-CD98hc-HEp-2 細胞 (A)、sh-β1 integrin-HEp-2 細胞 (B)に influenza virus 

(A/WSN/33 (H1N1) ) をMOI=0.01で感染させ、12、24時間後に培養上清のウイルス力価

を測定した。 
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図 22. CD98hcの発現抑制によるHSV-1前初期遺伝子の発現への影響; sh-Luc-HEp2細胞、

sh-β1 integrin-HEp-2細胞、sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞に野生型ウイルスを

MOI=5 で感染させ、3,8,24 時間後に回収し、可溶化後、抗 ICP0、ICP4、ICP22、ICP27

およびα-tubulin抗体で検出した。 
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図 23. β1 integirnの発現抑制による HSV-1の増殖能への影響; (A)sh-Luc-HEp2細胞、

sh-β1 integrin-HEp-2細胞、sh-β1 integrin/β1 integrin-HEp-2細胞に野生型ウイルスを

MOI=0.05で感染させ、6,12,24,36,48,72時間後の培養上清のウイルス力価を測定し、３回

の独立した実験から得られた測定値の平均値を算出した。(B) (A)の結果から、36時間後に

おける値を示した。 
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図. 24. β1 integirnの発現抑制によるHSV-1の増殖能への影響; (A) sh-Luc-HEp2細胞、

sh-β1 integrin-HEp-2 細胞に野生型ウイルスを MOI=0.05 (A)、5 (B,C) で感染させ、

6,12,24,36,48,72時間後の培養上清および細胞内 (A,B) 培養上清 (C) のウイルス力価を測

定した。 
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図 25. HSV-1 粒子成熟における CD98hc/β1 integrin を介した効率的な de-envelopment

の新たなモデル; CD98hcは HSV-1感染細胞においてβ1 integrinと複合体を形成し、核膜

に集積する。CD98hcおよびβ1 integrinは、核膜において HSVの核膜通過に関与が報告

されているウイルス因子である gB、gH、UL31、UL34 および Us3 と複合体を形成する。

CD98hc/β1 integrinを介した膜融合制御システムは核膜において、おそらく宿主の膜融合

因子(cellular fusogen)と相互作用し、、HSV-1の一次エンベロープと核外膜の融合を促進す

ることで、効率的なヌクレオカプシドの細胞質への放出に寄与する。Nuc,核、INM,核内膜、

ONM,核外膜、Cyt,細胞質、PM,細胞膜.  
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5. 考察 
 

	
 先行報告において、抗 CD98hc 抗体の処理によってエンベロープウイルスである

Newcastle disease virus (NDV)、Human immunodeficiency virus (HIV) 感染における細

胞融合が亢進し、Human parainfluenza virus type 2 (HPIV-2) 感染における細胞融合が阻

害されることから、CD98hc は膜融合を制御することが示唆されている。また、その抗

CD98hc抗体による膜融合活性の変化には、NDVおよび HPIV-2のエンベロープ糖タンパ

ク質である F、HN または HIV のエンベロープ糖タンパク質である gp120 が寄与する

(31-34)。また、CD98hc の膜融合制御への関与は、ウイルス因子が存在しない状況下にお

いて報告されている。抗 CD98hc 抗体処理によって、ヒト末梢血単球細胞  (human 

peripheral blood monocytes) の細胞融合が誘導され、CD98hcの発現抑制によりヒト栄養

膜細胞株である BeWo細胞 (cytotrophoblast-derived BeWo cells)の forsklinを介した膜融

合が阻害されることが報告されている (46, 47)。さらに、抗 CD98hc抗体の処理による HIV

感染における単球細胞の細胞融合の促進は、抗β1 integrin抗体による処理で阻害されるこ

とが報告されている (32)。またβ1 integrin	
 は CD98hc と複合体を形成することが報告

されている (30)。先行報告におけるこれらの知見は、CD98hc はβ1 integrin と協調的に

ウイルス感染細胞における膜融合の制御しうることを示唆し、この CD98hc/β1 integrin

複合体を介した膜融合の制御機能が、HSV-1 の核膜通過における一次エンベロープと核外

膜の融合過程にも寄与する可能性が考えられた。本研究において、この可能性を支持する

結果が得られている。まず、先行報告から HSV-1 は核内膜を覆う Lamin の崩壊に寄与す

る宿主因子 PKC を核膜に移行させることが知られているが (48)、CD98hc およびβ1 

integrin は PKC 同様に HSV-1 感染細胞において、核膜に移行した。さらに、CD98hc お

よびβ1 integrinの発現抑制は、(i) de-envelopmentの必須因子である UL31およびそのパ

ートナー因子である UL34の局在が一定の割合で変化し、(ii) 一次エンベロープを獲得した

ウイルス粒子が核内外膜間に蓄積し、核内への陥入構造体の形成が確認され、(iii) 野生型

HSV の上清中へのウイルス産生が阻害された。これらの結果から、CD98hc およびβ1 

integrinは HSV-1の核膜通過における一次エンベロープと核外膜の融合を促進し、効率的

なウイルス成熟に寄与していると考えられる。また CD98hc は細胞外へのウイルス放出に

も寄与する可能性も考えられる。 
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 本研究によって、CD98hc は、HSV-1 感染細胞において、β1 integrin および、HSV-1

の核膜通過における de-envelopmentへの関与が示唆されている gB、gH、Us3、UL31お

よびそのパートナー因子である UL34 と複合体を形成することが明らかになった。先行報

告において、Us3 の欠損変異およびリン酸化活性消失変異ウイルス、UL31 の Us3 による

リン酸化部位変異ウイルス、gB および gH の二重欠損変異ウイルス、gB の Us3 によるリ

ン酸化部位変異および gH欠損変異ウイルス感染細胞においては、一次エンベロープを獲得

したウイルス粒子の核内外膜間への蓄積および、核内への陥入構造体の形成が観察される

ことが知られている (19, 24-27, 43)。先行報告において、野生型ウイルス感染細胞におけ

るエンベロープを獲得したウイルス粒子の内、38-74%が細胞表面に観察されるのに対し、

gB、gHの二重欠損ウイルスまたは Us3欠損ウイルス感染細胞においては、75-85%が核内

外膜間および核内の陥入構造体中に蓄積した一次エンベロープを獲得したウイルス粒子で

あった (19, 43)。本研究において、CD98hcまたはβ1 integirnの発現抑制細胞に野生型ウ

イルスを感染させた場合に、これらの先行報告と同様の傾向が観察された。 

	
 本研究において、(i) HSV-1感染細胞において CD98hcとβ1 integrinは、 複合体を形

成して核膜に局在し、(ii) CD98hcおよびβ1 integrinの発現抑制によって HSV-1ウイルス

粒子の核外膜からの脱出過程が阻害された。これらの知見から、我々は、CD98hc がβ1 

integrinおよび HSV-1の de-envelopmentを制御するウイルス因子と複合体を形成し、効

率的なウイルス産生のために de-envelopment を促進するという新たなモデルを提唱する 

(図 23)。また、CD98hcおよびβ1 integrinの発現抑制細胞において、細胞質中のエンベロ

ープを獲得したウイルス粒子の数はコントロール細胞と比べて差が見られないのに対し、

一次エンベロープを獲得したウイルス粒子の割合が増加し、細胞表面のウイルス粒子の割

合が低下したという結果から、CD98hcおよびβ1 integrinは HSV-1ウイルス粒子成熟過

程における、de-envelopment以降の過程である、最終エンベロープを獲得したウイルス粒

子の細胞外への輸送過程においても寄与する可能性が示唆される。 

	
 これまで述べてきたように、先行報告から、gBおよび gHの二重欠損ウイルスは、顕著

に HSV-1の de-envelopmentが阻害されることが示されているが、一方で、gBまたは gH

それぞれの欠損ウイルスではそのような表現型が観察されないことが報告されている(19)。

これらの知見は、gBと gHは HSV-1 de-envelopmentに関してお互いが独立に機能するこ
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とを示唆している。本研究から、CD98hcおよび gBまたは gHをそれぞれ過剰発現させた

細胞において、CD98hcが gBまたは gHとそれぞれ共沈降することを明らかにした。この

結果から、gBと gHは、それぞれが単独で CD98hcと結合しうること、また、その結合は

他のウイルス因子に依存しないことが示唆された。gBと gHの二重欠損ウイルスにおいて、

de-envelopmentが阻害されることから(19)、CD98hcと gBおよび gHがそれぞれ単独で相

互作用しうるという本知見は、CD98hcが de-envelopmentを制御する宿主因子であること

を支持する。(i) CD98hcおよびβ1 integrinの一部の結晶構造は決定されているが、その

構造は膜融合を引き起こすタンパク質の構造と類似しないこと (49, 50)、(ii) HSV-1ウイル

ス因子の中で膜融合を引き起こす活性があるタンパク質は、Vesicular stomatitis virus 

(VSV) のエンベロープタンパク質 Gと構造上のホモロジーが見られることが報告されてい

る gB のみであること (14)、(iii) Drosophila の神経細胞において、リボヌクレオ蛋白質 

(RNP) 複合体の核外輸送に膜小胞を介した核外輸送機構が存在し、その機構は細胞因子の

みで行われること (20) から、HSV-1 の核膜通過における一次エンベロープと核外膜の膜

融合過程には、膜融合を引き起こす宿主因子が必須であると考えられる。gBは HSV−１の

ウイルス因子において現時点で唯一膜融合を引き起こす因子だと考えられている。一方で、

細胞侵入においては他のウイルス因子 gD および gH/gL との複合体の形成がその活性に必

要であることから、gBは核膜通過において、CD98hc、gH、UL31、UL34、Us3および未

知の宿主因子と相互作用することで、細胞侵入時とは全く異なる方法で、一次エンベロー

プと核外膜との融合に寄与している可能性が考えられる。また、gBの欠損ウイルスで、一

次エンベロープ膜と核外膜の融合の阻害が見られないという知見は、gB以外の、おそらく

宿主の膜融合に関わる因子がこの複合体に含まれる可能性を示唆している。CD98hcは結晶

構造解析から、ホモヘテロダイマーを形成することが示唆されている。CD98hcのホモへテ

ロダイマーは膜に面した側の表面上の電荷の影響から、膜を変形させる可能性が示唆され

ている (49)。膜融合の際には、膜の変形が膜と膜の間の距離を近接させる過程に必須であ

る。CD98hcはこの過程に寄与することで、一次エンベロープ膜と核外膜との融合を促進し

ている可能性が考えられる。また、gBおよび gHは、全てのヘルペスウイルスに保存され

たエンベロープ糖タンパク質であることからも、CD98hcが両因子と相互作用しうるという

知見は、CD98hcがヘルペスウイルスの De-envelopmentに普遍的に寄与することを示唆し
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ている。 

	
 過去の報告から、HSV-1 de-envelopmentのモデルにおいて、膜融合に寄与する宿主因子

の存在は明らかされていなかった。近年Maric らの報告において、宿主の ATPase である

tosinA の過剰発現細胞において、細胞質中に一次エンベロープ獲得粒子様の二重膜に包ま

れたウイルス粒子が増加することから、torsinAが HSV-1	
 de-envelopmentに寄与する宿

主因子であることを主張したが (28)、これらの解析は、artificialな過剰発現系によるもの

であり、生理的な発現状態での貢献は未解明であった。しかし、同グループの以降の解析

から、野生型ウイルスを感染させた torsinAの欠損マウス胚性線維芽細胞 (Tor-/- MEFs) に

おいて、核膜に大きな欠損部位が生じ、核膜の崩壊が引き起こされることが示された (51)。

また、gBおよび gHの二重欠損ウイルスまたは UL34欠損ウイルスを感染させた場合、核

膜の崩壊が引き起こされないことから、tosinAは HSV-1感染において、おそらく gB、gH

または UL34 によって引き起こされる核膜の崩壊機構を阻害する因子であると考えられて

いる。HSV-1 de-envelopment への関与が示唆されている gB、gH、Us3 および UL31 変

異ウイルスで観察される、一次エンベロープを獲得したウイルス粒子の核内外膜間への蓄

積および、核内への陥入構造体の形成が、CD98hcまたはβ1 integirnの発現抑制細胞にお

いても観察されたことから、CD98hcおよびβ1 integrinは、HSV-1 de-envelopmentを制

御する新規宿主因子であると考えられる。 

	
 今後、宿主細胞側の膜融合を直接的に引き起こす因子の同定および CD98hc、β1 integrin

が HSV-1 感染細胞において核膜へ移行するメカニズムの解明を行うことが、HSV-１によ

る膜小胞を介した核外輸送機構を解明する為に必要であると考えられる。本解析において、

少なくとも gB、gH、UL31、CD98hcまたはβ1 integrinがその輸送に必須ではないこと

が明らかになった。先行報告において、CD98hcおよびβ1 integinは、ガラクトースに結

合することが知られるレクチン galectin-3 を介して、細胞膜からクラスリン非依存的に輸

送小胞にのって細胞内に移行することが報告されている (52)。HSV-1は、この経路を活性

化し、CD98hcおよびβ1 integrinを効率的に細胞内へ輸送している可能性が考えられる。 

	
 膜融合の過程は、多くの場合その詳細なメカニズムは明らかにされていない。CD98hcと

β1 integrin は、宿主細胞側の膜融合を直接的に引き起こす因子の探索に当たって、有用性

を有する因子であると考えられる。両因子は様々なウイルス感染細胞の細胞融合、ウイル
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スが細胞へ侵入する際のウイルスエンベロープと細胞膜の融合、単球細胞の細胞融合、栄

養膜細胞の細胞融合に寄与することが報告されている(31, 32, 34, 46, Kudo, 2004 #116, 

Stewart, 2007 #128, 47, 53)。今後 CD98hcおよびβ1 integrinの膜融合制御機構を解明す

ることによって、細胞が行う膜融合機構の一端を解明することが出来る可能性が考えられ

る。 

	
 また、ヘルペスウイルス感染症に対する治療で用いられてきたこれまでの抗ウイルス薬

は、ウイルス因子を薬効標的としていたため、ウイルス因子の変異によって薬剤が効かな

くなる耐性ウイルスが出現する可能性が除外出来なかった。一方で、宿主側の因子を薬効

標的にした場合、ウイルス因子の変異が起こっても阻害効果が期待できる。本研究で焦点

を当てた、核膜通過の過程は、現時点で Drosophilaの神経細胞およびヘルペスウイルス感

染細胞でのみ観察された機構であり、極めて特殊な機構であることが予想される。これら

の知見から、CD98hcおよびβ1 integrinを薬効標的とすることは、効果的かつ副作用を抑

えた抗ヘルペスウイルス薬の開発に応用できる可能性があると考える。 
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 ウイルス病態制御分野	
 川口	
 寧	
 教授に深い感謝と敬意を表

します。 

 

ウイルス病態制御分野	
 加藤	
 哲久	
 助教、有井	
 潤	
 助教には、研究者としての高い意

識ならびに実験のご指導と的確なご助言を賜りました。また、学会発表の資料作製ならび

に本論文執筆においても多大なるご助言を賜りましたことをこの場をお借りして厚く感謝

申し上げます。 

 

東京大学医科学研究所	
 疾患プロテオミクスラボラトリー	
 尾山 大朋 准教授、秦	
 裕子

技術専門員には、質量解析において多大なるご協力を賜りました。この場をお借りして厚

く感謝申し上げます。 

 

東京大学医科学研究所	
 疾患プロテオミクスラボラトリー	
 相良	
 洋	
 助教には、電子顕

微鏡解析において多大なるご協力を賜りました。この場をお借りして厚く感謝申し上げま

す。 

 

ウイルスウイルス病態制御分野	
 小山	
 志保子氏、安藤	
 朋子氏には、実験に関してだけ

でなく、事務手続きなど多岐にわたり多大なるご協力を賜りました。この場を借りて深い

感謝の意を表します。 

 

ウイルス病態制御分野	
 小柳	
 直人	
 博士研究員には、5年間の研究生活を通じて、実験な

らびに研究生活の規律をご指導して頂きました。この場をお借りして深い感謝の意を表し

ます。 

 

日々の研究生活を共にし、私の研究生活に多大なる刺激を与えて下さった、ウイルス病態

制御分野の卒業された先輩方ならびに同期、後輩の皆様にこの場をお借りして深く感謝の
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意を表します。 

 

最後に、私の 5 年間の研究生活を、あらゆる面から支えて下さった、家族にこの場をお借

りして厚く感謝申し上げます。 
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