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要旨 

 

単純ヘルペスウイルス1型（herpes simplex virus type 1 : HSV-1）がコードするプロテイ

ンキナーゼ (protein kinase : PK) であるUL13がin vivoにおいて病原性発現に果たす役割

についてほとんど解明されていない。本研究ではUL13のPK活性に焦点を当て解析をお

こなった。 

得られた結果は以下の通りである。(i) マウス脳内接種モデルにおいて、UL13のPK

活性は神経病原性、脳内でのウイルス増殖およびHSV-1抗原の広がりに重要ではないこ

とを明らかにした。(ii) マウス角膜接種モデルにおいて、UL13のPK活性は角膜での病

態発現およびウイルス増殖に寄与することを明らかにした。(iii) マウス角膜接種モデル

において、UL13のPK活性は神経侵襲性、脳内でのウイルス増殖およびHSV-1抗原の広

がりには重要ではないが、一度広がったHSV-1抗原排除の回避に寄与することを明らか

にした。(iv) CD8+
 T細胞をdepletionしたマウスにUL13PK活性消失株を角膜接種したとこ

ろ、コントロールのマウスに比べて致死率の亢進、脳内ウイルス力価の増加、HSV-1抗

原の増加が認められた。(v) FACS解析およびELISPOT assayによってCD8+ T細胞数およ

びHSV-1抗原特異的IFN-γ産生細胞数を定量したところ、角膜接種7日後において、

UL13PK活性消失株では脳に浸潤するCD8+ T細胞数およびHSV-1抗原特異的IFN-γ産生

細胞数はUL13復帰株に比べて有意な増加が認められた。(vi) 角膜接種7日後の脳感染部

位において、UL13PK活性消失株では復帰株に比べてCD8+ T細胞の遊走に関与するケモ

カインCXCL9の発現量の有意な増加が認められた。 

次に、UL13によるこのCXCL9の発現抑制が、中枢神経系でのウイルス増殖や病原性

発現に寄与していることを、より直接的に検証することを試みた。UL13復帰株を角膜

接種し、マウスの脳内の主要感染部位にCXCL9を直接投与することでCD8+ T細胞の浸
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潤が促進され、マウス致死率や脳内のウイルス増殖の低下が認められるか解析をおこな

った。その結果、(vii) CXCL9を投与したマウスではコントロールのマウスに比べて致死

率が有意に低下した。(viii) 角膜接種7日後において、CXCL9を投与したマウスではコ

ントロールのマウスに比べて脳内ウイルス力価が有意に低下した。(ix) 角膜接種7日後

において、CXCL9を投与したマウスではコントロールのマウスに比べて脳に浸潤する

CD8+ T細胞およびHSV-1抗原特異的IFN-γ産生細胞の数が有意に増加した。 

以上の結果から、HSV-1はUL13のPK活性依存的に脳感染部位でのCXCL9の発現を制

御することで効率的なCD8+ T細胞の脳感染部位への浸潤を阻害し、中枢神経系での効率

的なウイルス増殖や病原性発現を達成していると考えられる。本研究はウイルスPKが

感染部位へのCD8+ T細胞の浸潤を阻害することによってCD8+ T細胞からの攻撃を回避

し、効率的なウイルス増殖や病態発現に寄与するという新規HSV-1免疫回避機構を明ら

かにした。 

本研究では、HSV-1 がコードする別の PK である Us3 についても新たな知見を得た。 

HSV-1 Us3 はマウスの末梢および中枢神経系のいずれにおいても病原性発現に重要で

あることが知られている。しかし、Us3 の神経侵襲性への役割は不明であった。本研究

において、(i) マウス角膜接種モデルにおいて、Us3 復帰株は角膜接種(106
 pfu) 3 日後か

ら脳でウイルスが検出され、角膜接種 7 日後で脳におけるウイルス力価はピークに達し

た。一方、Us3 欠損株はいずれの日においても、脳で感染性ウイルスは検出できなかっ

た。(ii) マウス脳内接種モデルにおいて、Us3 欠損株接種 1 日後および 3 日後の脳内ウ

イルス力価は復帰株に比べて有意に低下したが、感染性ウイルスは検出された。  

以上の結果より、HSV-1 Us3 は脳におけるウイルス増殖に必須なのではなく、角膜

から脳にウイルスが侵入する能力（神経侵襲性）に重要な役割を果たしていることが

示唆された。  
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1 緒言 
  
ヘルペスウイルス 
 

ヘルペスウイルスは現在までに約 200 種類が同定されており、性状およびゲノム構造

によって 3 つの亜科（α, β, γ）に分類される (1)。ヒトでは単純ヘルペスウイルス 1 型 

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

2 : HSV-2)、水痘・帯状疱疹ウイルス (varicella-zoster virus : VZV)、EB ウイルス 

(Epstein-Barr 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 a (human herpesvirus-6a : HHV-6a)、ヒトヘルペスウイルス-6 b 

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

カポジ肉腫関連ウイルス (Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus : KSHV) の 9 種類が同

定されている (1)。α-ヘルペスウイルスには HSV-1、HSV-2 および VZV が、β-ヘルペス

ウイルスには HCMV、HHV-6a、HHV-6b および HHV-7 が、γ-ヘルペスウイルスには EBV

および KSHV が含まれる (1)。いずれのウイルスも初感染後に体内に潜伏感染を成立さ

せる。また、ストレスやエイズ、移植治療など宿主の免疫抑制状態で再活性化し、様々

な病原性を示す (1)。 

 

単純ヘルペスウイルス 

 

単純ヘルペスウイルス (herpes simplex virus : HSV) は、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、新生児ヘルペスなどの多様な疾患を引き起

こす (2)。HSV には二種類の型が存在する。HSV-1 は主に口唇等の上半身に初感染し、

三叉神経節などに潜伏感染する。一方、HSV-2 は性器等の下半身に初感染し、脊髄後根

神経節などに潜伏感染する。また、この区別は厳密なものではなく、性器ヘルペスの病
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変からも HSV-1 は頻繁に分離される (3)。HSV 感染症の治療にはアシクロビルなどの

抗ヘルペスウイルス剤が用いられ、治療効果をあげている。しかし、単純ヘルペス脳炎

に関しては、その致死率は 10%に上る。また、生存者の約 70%は社会復帰が困難な重

度の後遺症を残す(4)。一方、性器ヘルペスに関しては、米国において年間 1,000 万人以

上が罹る (5)。この性器ヘルペスは年間数回の回帰発症を約 10 年間繰り返すことから、

現在も根治が困難な疾患である。そのため、HSV 感染症の制御法として、他のウイル

スと同様に最も効果的であると考えられるワクチンの開発が望まれるが、その開発は現

在も困難を極めている。また、新規抗ウイルス剤の開発も常に求められている。 

HSV 粒子は外側からエンベロープ、テグメント、ヌクレオカプシドにより構成され

る (図 1)。HSV のウイルスゲノムは約 150kbp の直鎖状の二本鎖 DNA であり、直径が

110～120nm の正二十面対のヌクレオカプシドの中に存在する (1)。HSV のウイルス

DNA には少なくとも 84 種類のウイルスタンパク質がコードされている  (1)。最も外側

に位置するエンベロープは、宿主細胞由来の脂質二重層を基本構造としており、ウイル

スがコードする糖タンパク質も 10 種類以上存在する。テグメントはエンベロープとヌ

クレオカプシドの間に介在するタンパク質層を示す。このテグメントを構成するウイル

スタンパク質の中にはウイルス DNA の転写活性化因子や宿主の RNA を分解する RNA

分解酵素などが含まれている (1)。 

 

単純ヘルペスウイルスの生活環 

 

HSVは、ウイルスのエンベロープに存在する糖タンパク質gB、gCが細胞表面のヘパ

ラン硫酸群を介して細胞表面に吸着し、糖タンパク質gB、gD、gH/gL が細胞表面に存

在するそれぞれの細胞受容体と結合し細胞に侵入する。これまでにgBの細胞受容体と

してはpaired immunoglobulin-like type 2 receptor α、myelin-associated glycoprotein、
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non-muscle myosin heavy chain IIA (6-8)、gDの細胞受容体としてはnectin-1、herpesvirus 

entry mediator、heparin sulfate 3-O-sulfated heparan sulfate (9-11) が報告されている。 

ウイルスは細胞に侵入後、テグメントの構成因子であるウイルスタンパク質 virion 

host shutoff (VHS) および VP16 (別名 α-TIF) 等を細胞中に放出する。VHS には RNase

活性があり、宿主細胞の mRNA を分解することで宿主タンパク質の合成を阻害し、ウ

イルスタンパク質の効率的な合成を促進する。HSV のウイルスタンパク質はその発現

時期によって α、β、γ の 3 群に大別され、各遺伝子発現はカスケード状に制御されてい

る。最初に発現するα遺伝子群のプロモーター領域にはα-TIF response elementが存在し、

テグメントの構成因子として持ち込まれた α-TIF が宿主転写因子と複合体を形成して、

6つのα遺伝子の発現を活性化する。 ICP47は transporter associated with antigen processing 

(TAP) と相互作用し、ウイルス由来のペプチド抗原の提示を阻害することで感染細胞を

細胞性免疫の標的から回避する (12, 13)。その他の 5 つの α 遺伝子（ICP0、ICP4、ICP22、

ICP27、Us1.5）は遺伝子発現制御因子であり、α、β、γ 遺伝子の発現を制御している。

この発現制御メカニズムは転写、翻訳、mRNA プロセシング、タンパク質分解といった

多岐の段階にわたる。α 遺伝子発現に伴い、β 遺伝子の発現が活性化される。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

DNA 複製に必要なタンパク質、さらにチミジンキナーゼ、リボヌクレオチド代謝酵素

などをコードしており、これらの発現に伴いウイルス DNA の複製を開始する。γ 遺伝

子群はエンベロープ糖タンパク質、カプシドタンパク質、テグメントタンパク質という

ウイルス粒子を構成するタンパク質をコードする。ウイルス DNA はローリングサイク

ル機構によって複製し、中間体として巨大なコンカテマーが形成される。このコンカテ

マーはウイルスゲノムの大きさに開裂され、ウイルス DNA としてカプシドへパッケー

ジングされる。これらの過程は Replication compartment と呼ばれる核内ドメインでおこ

なわれる。ヌクレオカプシド（ウイルス DNA をパッケージングしたカプシド）は核内
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膜でエンベロープを獲得し、核外膜でそのエンベロープを脱ぐことによって細胞質に放

出される。その後、ヌクレオカプシドは細胞質でテグメントタンパク質を獲得し、細胞

質内の膜オルガネラ (Trans-Golgi Network : TGN) で最終エンベロープを獲得する。ウイ

ルス粒子は最終的にエクソサイトーシスで細胞外に放出される (図 2) (1)。 

 

単純ヘルペスウイルスの潜伏感染 

 

 HSV は皮膚や粘膜に感染し、末梢でのウイルス増殖後に知覚神経終末からアクソン

内を上向し、三叉神経節または脊髄後根神経節に潜伏感染する。潜伏感染細胞ではウイ

ルス DNA は環状化され、エピゾーム状に存在する。また、潜伏感染細胞では唯一、latency 

associated transcript と呼ばれる転写物の発現が認められており、感染性のウイルス粒子

は産生されない。潜伏している HSV は、様々なストレスや免疫抑制状態で再活性化の

刺激を受け、ウイルス粒子の産生を開始する。再活性化されたウイルスは末梢神経を下

向し、局所で増殖し、回帰発症を引き起こす。HSV はこのように潜伏・再活性化を繰

り返し、宿主に終生存在する (1)。  
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図 1. 単純ヘルペスウイルスの模式図 

外側からエンベロープ、テグメント、ヌクレオカプシドにより構成される。ウイルスゲ

ノムは約 150kbp の直鎖状の二本鎖 DNA であり、正二十面対のカプシドの中に存在す

る。テグメントはエンベロープとカプシドの間に介在するタンパク質層を示す。 
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図 2. 単純ヘルペスウイルスの生活環 

HSV は細胞に吸着・侵入し (1)、カプシドは核膜孔に運ばれる (2)。ウイルス DNA は

核内に注入され、環状化される (3)。α-TIF によって α 遺伝子群の転写が活性化され、α

タンパク質群が合成される (4)。α タンパク質群によって β 遺伝子群の転写が活性化さ

れ、β タンパク質群が合成される (5)。β タンパク質群によりウイルス DNA の複製がお

こなわれる (6)。γ 遺伝子群が合成され (7)、カプシドが生成される (8)。カプシドにウ

イルス DNA がパッケージングされる (9)。ヌクレオカプシドは核膜通過後 (10)、テグ

メントタンパク質を獲得し (11)、TGN でエンベロープを獲得する (12)。ウイルス粒子

はエクソサイトーシスで出芽する (13)。局所の HSV は三叉神経節または脊髄後根神経

節に潜伏し (14)、様々な刺激により再活性化する (15)。  
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2 序文 

 

HSV-1は少なくとも84個のウイルスタンパク質をコードしている (1)。その中にはウイ

ルス特異的酵素であるUL13とUs3というprotein kinase (PK) が含まれている。PKによる

タンパク質のリン酸化は標的タンパク質の活性を制御する上で最も一般的かつ効果的

な修飾の一つである。実際、宿主のPKによる標的タンパク質のリン酸化は細胞周期制

御、タンパク質分解、アポトーシス、転写および翻訳といった様々な細胞機能を制御す

ることが報告されている (14, 15)。一方、ウイルスPKもウイルスタンパク質や宿主タン

パク質をリン酸化し、効率的なウイルス増殖やそのための細胞内環境の改変に寄与して

いると考えられている。本研究では、UL13に焦点を当てた解析をおこない、一部、Us3

にも焦点を当てた解析をおこなった。 

UL13は全てのヒトヘルペスウイルス亜科に保存されているPKである (16)。UL13は培

養細胞におけるウイルス増殖に必須ではないことがUL13欠損株を用いた解析により示

されている(17, 18)。また、UL13欠損株は、Vero細胞やHEp-2細胞において野生型ウイル

スと同様の増殖性を示すが、rabbit skin cells (RSC)、baby hamster kidney (BHK) 細胞や初

代ヒト繊維芽細胞など特定の細胞において、野生型ウイルスと比べて増殖性の低下が認

められる (17-20)。さらに、RSCやBHK細胞にUL13欠損株を感染させた場合、ウイルス

の遺伝子発現制御因子のひとつであるICP0、およびいくつかのγ遺伝子がコードするウ

イルスタンパク質（UL26、UL26.5、UL38、UL41、Us11）の発現が減少する (1, 19, 21-23)。

これらの結果から、UL13はHSV-1感染細胞においてウイルス遺伝子発現制御への関与

が示唆される。 

これまでにUL13欠損株や、UL13PKの活性中心に変異を導入し、UL13のPK活性を消

失させた株を用いた解析が行われ、UL13はウイルスタンパク質であるICP22、Us1.5、

gE/gI、ICP0、VP22および宿主タンパク質であるelongation factor 1 delta (EF-1δ)、p60、
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RNA polymerase IIのリン酸化修飾に寄与することが報告されている (17, 18, 24-30)。そ

の中で興味深いことに、ICP22およびUs1.5の欠損株においてもICP0およびγ遺伝子群が

コードするウイルスタンパク質の発現低下が認められる。つまり、UL13欠損株感染細

胞によって得られる表現系はICP22/Us1.5欠損株感染細胞によって得られる表現系と同

様である (1, 19, 21-23)。よって、UL13はICP22およびUs1.5をリン酸化することでこれ

らの遺伝子発現制御能に寄与している可能性が考えられるが、UL13によるICP22および

Us1.5のリン酸化とウイルスタンパク質発現制御との直接的な関連は不明のままである。 

UL13は全てのヘルペスウイルス亜科に保存されていることからconserved herpesvirus 

protein kinases (CHPKs) と呼ばれる (16)。CHPKsは全てのヘルペスウイルスで保存され

ていることから、共通の宿主タンパク質やヘルペスウイルスで保存されたウイルスタン

パク質をリン酸化することによって効率的なウイルス増殖や細胞内環境改変に寄与す

る可能性があると考えられる。これまでに報告されているCHPKsに共通の基質はEF-1δ

だけである (26, 31, 32)。このCHPKsによるEF-1δのリン酸化の生物学的な意義は不明な

ままであるが、このリン酸化部位は宿主のPKであるcdc2によるEF-1δのリン酸化部位と

同一であることから、CHPKsは潜在的に宿主のPKであるcdc2を模倣する機能を有して

いることが示唆された (16, 27)。この可能性を支持するように、UL13はin vitroにおいて、

cdc2によってリン酸化されるcasein kinase II β subunitのリン酸化部位と同じ部位をリン

酸化すること (27)、EBVのCHPKであるBGLF4およびcdc2が、EBVがコードするウイル

スタンパク質であるEBNA-LPおよびEBNA-2の同じ部位をリン酸化すること (33-35) 

が報告されている。 

UL13はテグメントに含まれることから、ウイルス粒子構成因子である (36, 37)。よっ

て、UL13はウイルス粒子の構造維持等にも関与している可能性が考えられる。また、

ウイルス粒子が細胞に感染するとテグメントタンパク質は細胞質中に放出されること

から、UL13は感染初期の段階でウイルスタンパク質や宿主タンパク質をリン酸化する
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ことで何らかの機能を果たしている可能性も考えられる。この可能性を支持するように、

UL13はあらかじめテグメントタンパク質をリン酸化することにより、HSV-1感染時に

テグメントタンパク質の細胞質への放出促進に寄与することが示唆されている (38)。

さらに、UL13のリン酸化酵素としての機能とテグメント構成因子としての機能との関

連は不明であるが、UL13欠損株およびUL13PK活性消失株感染細胞を用いた解析の結果、

UL13にはPK活性依存的な機能と非依存的な機能が存在することが明らかになった 

(39)。UL13欠損株を感染させたRSCでは野生型株に比べて、VHSやICP0の発現量が減少

する。一方、UL13PK活性消失株ではこれらのウイルスタンパク質の発現量低下は認め

られない。このように、UL13はリン酸化酵素としての機能と、UL13タンパク質自体が

遺伝子発現制御因子としての機能やテグメント構成因子としての機能を保持している

ことが予想される。 

培養細胞とは異なり、UL13の生体内における詳細な機能はこれまで十分にはわかっ

ていない。In vivoにおける解析では、UL13欠損株を用いた解析の結果、HSV-1 UL13は

脳内接種では神経病原性に重要ではないが、腹腔接種では病原性が低下することが報告

されている (40)。しかし、腹腔はHSV-1の自然感染の標的ではないことからHSV-1 UL13

の生体内における生理学的意義は不明な点が多い。また、上述の感染細胞を用いて明ら

かになったUL13の機能が実際に生体内において、ウイルス増殖や病原性に与える影響

も不明である。そこで本研究ではUL13の生体内における意義の解明を目的とし、特に

UL13のPK活性が病原性発現に果たす役割に焦点を当て詳細な解析を試みた。 

HSV-1 の病原性を解析する系として、中枢神経系における病原性解析には脳内接種モ

デル、角膜や膣といった末梢組織における病原性解析には末梢接種モデルがそれぞれ用

いられる (41-43)。脳内接種モデルはマウスの脳内に HSV-1 を直接接種することにより、

HSV-1 が末梢での増殖や神経輸送を介さずに脳内で増殖を開始する。増殖した HSV-1

により中枢神経系は破壊され、マウスが死に至るという、HSV-1 の神経病原性を測る系
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である (1)。一方、末梢接種モデルの中でも角膜接種モデルは、まず HSV-1 がマウスの

角膜上皮で増殖する (1)。HSV-1 は神経終末に感染し、神経アクソンにより三叉神経節

の nerve cell body に輸送される (1)。病原性の強い HSV-1 や病原性が弱くても十分量の

HSV-1 を角膜接種した場合には HSV-1 は中枢神経系に侵入し、マウスは脳炎によって

死に至る (1)。このように HSV-1 が角膜から中枢神経系に侵入する能力（神経侵襲性）

はマウス角膜接種モデルを用いることにより解析可能である。また、HSV-1 が角膜から

脳に侵入する間に、宿主は様々な免疫応答を誘導し、HSV-1 の増殖抑制効果を発揮する

ことから、HSV-1 による宿主免疫回避機構を解析するのに適した系である。マウス

HSV-1 感染モデルにおいて、ウイルスタンパク質やその一部のドメインは、末梢での病

原性発現のみに重要であるものや中枢神経系でのみ重要であるもの、どちらにも重要で

あるもの、どちらにも重要でないものがあると考えられる。そのため、本研究では脳内

接種モデルと角膜接種モデルの両モデルを用いた解析により、UL13 の PK 活性が病原

性発現に如何にして寄与するかを明らかにした。 

Us3 は HSV-1 および HSV-2 がコードする PK であり、α ヘルペスウイルス亜科に保存

されている (44-46)。HSV-1 Us3 は様々な宿主タンパク質やウイルスタンパク質の機能

を制御する多機能なウイルスタンパク質である。HSV-1 Us3はリン酸化によって、HSV-1

感染細胞のアポトーシスの阻害 (47-50)、カプシドの核膜通過の促進 (51-54)、ウイルス

タンパク質 (UL31、UL34) および宿主タンパク質 (lamin A/Cや emerin) の局在制御 (46, 

51, 55-59)、histone deacetylase (HDAC)s のリン酸化を介した histone deacetylation の阻害

による遺伝子発現促進 (60-62)、HSV-1 感染細胞の形態制御 (49, 63)、宿主免疫制御 

(64-68)、Akt の模倣と mTORC1 の活性化による mRNA 翻訳促進 (69)、ウイルスタンパ

ク質 gB (70, 71) や UL47 (72) の細胞内トラフィッキング制御に寄与することが報告さ

れている。これまでに 15 個以上の HSV-1 Us3 基質候補が報告されているが (19, 46, 49, 

51, 55-58, 61, 63, 69, 71, 72)、感染細胞で Us3 によって直接リン酸化され、Us3 の機能に
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直接関連することが示されているのは gB、UL31、Us3、UL47、および tuberous sclerosis 

complex 2 といった少数の基質のみである (42, 51, 69-72)。 

HSV-1 Us3 は培養細胞におけるウイルス増殖には必須ではない (73)。Us3 欠損株や

Us3PK 活性消失株は Vero 細胞においてウイルス増殖性に影響しないが、HEp-2 細胞な

ど特定の細胞においては野生型株に比べて増殖性の低下が認められる (52, 53)。生体内

においては、Us3 欠損株や Us3PK 活性消失株では野生型株に比べて角膜接種後の眼に

おけるウイルス増殖や病原性の低下、および脳内接種後の病原性の低下が認められたこ

とから、HSV-1 Us3 はマウスの末梢および中枢神経系において病原性発現に重要である

ことが明らかとなっている (42, 74, 75)。しかし、HSV-1 角膜接種モデルにおいて HSV-1 

Us3 が神経侵襲性に寄与しているかは不明のままであった。今回、HSV-1 Us3 欠損株お

よびその復帰株を用いた解析により、HSV-1 Us3 欠損株では神経侵襲性が消失したこと

を明らかにした。 
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3 実験方法 

 
細胞 
 

Vero細胞（アフリカミドリザル腎細胞株）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、RSC は DMEM に 5% 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。Immortalized Mouse embryonic fibroblast 

(MEF)、Neuro-2a 細胞は DMEM に 10% 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。マウスミエローマ SP2/O 細胞、CD8α ハイブ

リドーマ(clone 53.6.72) は Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium に 10% FCS、

100 units/ml ペニシリン、100μg/ml ストレプトマイシン、50 μM 2-メルカプトエタノー

ルを添加した培地で培養した。HSV-2.3.2E2 CTL クローン (76) は RPMI medium に 10% 

FCS、100 units/ml ペニシリン、100μg/ml ストレプトマイシン、50 μM 2-メルカプトエタ

ノール、1mM ピルビン酸ナトリウムを添加した培地で培養した。CS、FCS は 56℃で

30 分間非働化後に使用した。 

 

プラスミド 

 

プラスミドDNA (pUL13KM)、およびプラスミドDNA (AflIII Pst+ in pBSΔV-Kp) は当

研究室で過去に作製されたものを使用した (39)。プラスミドDNA (pMAL-c 

UL13(336-518)) はpMAL-c vector (New England BioLabs) にUL13の336-518番目のアミノ

酸をコードするヌクレオチドをつないだ。 
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ウイルス 

 

野生体の laboratory strain はHSV-1(F) を用いた (77)。組換えウイルスR7356 (ΔUL13)、

R7041 (ΔUs3)、R7306 (Us3-repair) （図 3）はシカゴ大学 Dr. Roizman により分与いただ

いた (17, 73)。組換えウイルス YK476 (ΔUL41)、YK477 (UL41-repair) （図 3）は当研究

室で過去に作製されたものを使用した (78)。組換えウイルス YK405 (UL13-K176M) は、

組換えウイルス R7356 (ΔUL13) のウイルス DNA とプラスミド DNA (pUL13KM) を

RSC にリン酸カルシウム法でトランスフェクションし、産生されたウイルス集団から標

準的なプラークピック法により、組換えウイルス YK405 (UL13-K176M) を単離し、シ

ークエンシングにより UL13-K176M 変異の導入を確認後使用した (79)。組換えウイル

ス YK406 (UL13-repair) は、組換えウイルス YK405 (UL13-K176M) のウイルス DNA と

プラスミド DNA (AflIII Pst+ in pBSΔV-Kp) を RSC に上記と同様の方法でトランスフェ

クションし、単離した （図 3）。全てのウイルスは、Vero 細胞にてウイルス力価を測定

した後に本実験に使用した。 

 

抗体作製 

 

UL13を特異的に検出するマウスモノクローナル抗体を作製した。大腸菌内にて、

pMAL-c UL13(336-518)より発現されるmaltose-binding protein (MBP) にUL13の336-518

番目のアミノ酸がfusionしたタンパク質を抗体作製の抗原として用いた。抗原100 μgと

TiterMax gold (TiterMax USA, Inc.) を混合したものを4週齢のメスBalb/cマウス(Charles 

River) に腹腔接種した。2ヶ月後、マウスから脾細胞を分離し、マウスミエローマSP2/O

細胞と融合させ、選択培地にて培養することによりハイブリドーマを得た。ハイブリド

ーマの培養上清をenzymed-lynked immunosorbent assayに供し、UL13を特異的に認識する
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ハイブリドーマを選択した。得られたハイブリドーマを培養し、プリスタン(Wako) で

刺激した8週齢メスBalb/cマウスに腹腔接種した。1週間後マウスの腹水を回収し、これ

を、UL13を特異的に認識するモノクローナル抗体として使用した。 

 

トランスフェクション 

 

RSC を継代して 2 時間後に、H2O 250 μl、ウイルス DNA 1 μg、2.2mM CaCl2 35 μl、

2xHepes buffered saline (pH7.05) (0.14mM NaCl、2.7mM KCl、1 mM Na2HPO4・2H2O、50mM 

HEPES、1mM dextrose) 250 μl を混合し、室温で 15 分間インキュベートした。細胞に

DEAE dextran を加え、室温で 15 分間インキュベートした。TEN (100mM NaCl、10mM 

Tris-HCl (pH8.0)、1mM EDTA) で細胞を洗浄した後、DNA 混合液と培地を添加し、6 時

間培養後に新しい培地に交換した (41)。 

 

ウイルス DNA の精製 

 

Vero 細胞に各ウイルスを MOI 0.01 で感染させ、48 時間後に回収した。PBS で洗浄後、

NaCl/tris/MgCl buffer (150 mM NaCl、10 mM Tris (pH7.4)、10mM Tris-HCl (pH7.4)、0.1% 

NP-40) に溶かして 15 分間氷上に静置した。遠心して上清に終濃度 0.2% SDS、0.5mM 

EDTA、50mM β-Mercaptoethanol となるようにそれぞれを添加し、15 分間氷上に静置し

た。フェノール・クロロホルム処理後、エタノール沈殿によりウイルス DNA を回収し

た。TE (pH8.0) で DNA を溶かし、RNaseA を終濃度 20 μg/ml となるように加え 15 分

間室温で反応させた。この DNA 溶液を 5% - 20%酢酸カリウム gradient に上層し、超遠

心 (27,000rpm、24h、20℃)し、エタノール沈殿後、ウイルス DNA を回収した (80)。 
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ウェスタンブロット 

 

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 (Tris12.1g、glycine 14.4g、メ

タノール 200 ml、H2O 800 ml) に浸したろ紙でゲル及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 PBS (PBS-T)) を用いて 30 分間ブロッキングした。PBS-T で

洗浄後、一次抗体を 1% BSA in PBS-T で希釈して、4℃、overnight で反応させた。一次

抗体には作製した anti-UL13 抗体、もしくは anti-VP22 抗体 (82) を使用した。PBS-T で

洗浄後、二次抗体である Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse もしくは

anti-rabbit 抗体 (GE Healthcare) を 3% スキムミルク 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、Enhanced chemiluminescence (GE Healthcare) により目

的のバンドを検出した(81)。 

 

ウイルス力価の測定（プラークアッセイ） 

 

ウイルス液を 1% FCS を含む 199 培地 (Sigma) で希釈した。このウイルス希釈液を

6well もしくは 12well プレート中の 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 培地に変え、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 ごとにプラークを数え、ウイルス力価

を算出した (41)。 
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ウイルス増殖曲線 

 

Vero 細胞、RSC に各ウイルスを MOI 0.01 もしくは MOI 5 で感染させた。1 時間吸着

させた後、199 培地に変え、定期的に培養上清と細胞を回収した。凍結融解した後、Vero

細胞における標準的プラークアッセイ法を用いてウイルス力価を測定した (41)。 

 

CTL アッセイ 

 

MEF 細胞を 24well プレートにまき、ウイルスを MOI 1 で感染させた。1 時間吸着さ

せた後、新しい 199 培地に交換した。感染 12 時間後、HSV-2.3.2E2 CTL クローンをそ

れぞれのwell に 5 x 104個加え、さらに 12時間培養した。プレートを 1,100 x gで遠心後、

上清を丁寧に取り除き、LacZ の発現を CPRF 溶液 (CPRG 45.5 mg、9 mM MgCl2、0.126% 

NP40 in 500 ml of PBS) を加え、595nm のフィルターを用いたプレートリーダー 

(BIO-RAD) で吸光度を測定した (68)。 

 

Quantitative RT-PCR 

 

MEF、Neuro-2a 細胞を 12well プレートにまき、ウイルスを MOI 5 で感染させた。1

時間吸着させた後、新しい 199 培地に交換した。感染 24 時間後、細胞を PBS で洗浄し

た後、Total RNA を High Pure RNA Isolation Kit (Roche) にて精製した。マウスの脳幹由

来の Total RNA は、マウスから脳幹を回収し、TriPure Isolation Reagent (Roche) を加え、

ペッスルにてホモジナイズし、遠心後、上清を High Pure RNA Tissue Kit に供し、精製

した。cDNA は各 Total RNA を Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) を用

いて合成した。特定の遺伝子に対する cDNA 量は、TaqMan Master (Roche)、特定の遺伝
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子に対するプライマー、the Universal ProbeLibrary (Roche) を混合した反応液を the 

LightCycler 1.5 system (Roche) もしくは the LightCycler 96 system (Roche) に供すること

で測定した。特定の遺伝子に対するプライマーとプローブは ProbeFinder software 

(Roche) により作製及び使用した。各遺伝子に対するプライマーとプローブは以下の通

りである。各遺伝子の相対量は比較 CT (2-ΔΔCt) 法を用いて算出した (68)。 

Mouse 

β-actin 5’-GGAGGGGGTTGAGGTGTT-3’, 5’-GTGTGCACTTTTATTGGTCTCAA-3’  

Universal ProbeLibrary probe 71 

Mouse 

IL-6 5’-ATCAGGAAATTTGCCTATTGAAA-3’, 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGA-3’  

Universal ProbeLibrary probe 6 

Mouse 

CXCL9 5’-TGCTAGAGGCAAAAACTCTGTG-3’, 5’-TAGGCTCAAGGGCGTGAT-3’  

Universal ProbeLibrary probe 76  

Mouse CXCL10 

were 5’-CCTTGGTCTTCTGAAAGGTGAC-3’, 5’-ACCATGGCTTGACCATCATC-3’  

ProbeLibrary Probe 63  

18S rRNA  

5’-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’, 5’-GGGACTTAATCAACGCAAGC-3’  

ProbeLibrary Probe 48  

 

 

 

 

22 
 



マウスにおける病原性試験 

 

脳内接種における50% lethal dose (LD50) の算出では、3週齢メスICRマウス (Charles 

River) にpentbarbitalを腹腔接種することで麻酔し、10倍希釈したウイルス液を脳内に接

種した。ウイルス接種後1日から14日まで観察し、マウスの生死を記録し、Behrens-Karber

法を用いてLD50を算出した (41)。脳内接種後の脳内ウイルス力価測定では、5週齢メス

ICRマウス (Charles River) に麻酔し、1 x 104 pfuのウイルスを脳内に接種した。感染1日

後および3日後に解剖して脳を取り出し、1 mlの199培地中でホモジェナイズし、-80℃で

凍結した。融解後、Vero細胞における標準的プラークアッセイ法にて脳内におけるウイ

ルス力価を測定した。 

角膜接種では、5週齢メスICRマウスに麻酔し、27-geugeの注射針を用いて角膜に傷を

つけ、その後、1 x 106 pfuのウイルスを左右の角膜に接種した。ウイルス接種後1日から

14日まで観察し、マウスの生死を記録した (83)。マウスの涙液中のウイルス力価は、

脱脂綿でマウスの角膜を拭うことにより涙液を回収した。脱脂綿を1 mlの199培地中に

入れ、-80℃で凍結した。融解後、Vero細胞における標準的プラークアッセイ法にて涙

液中のウイルス力価を測定した。角膜接種後の眼球、三叉神経節、脳のウイルス力価測

定では、5週齢メスICRマウス (Charles River) に麻酔し、1 x 106 pfuのウイルスを角膜に

接種した。感染1、3、5、7、8日後に解剖して各組織を取り出し、1 mlの199培地中でホ

モジェナイズし、-80℃で凍結した。融解後、5,000rpm、4℃、5分間遠心後、上清をVero

細胞における標準的プラークアッセイ法に供し、各組織におけるウイルス力価を測定し

た。角膜接種7日後のヘルペス性角膜炎 (Herpes stromal keratitis ; HSK) および眼周囲の

皮膚病変をスコアリングした。HSKスコアは以下に示す基準でスコアリングした。  0, 

normal cornea; 1, mild corneal haze; 2, moderate corneal opacity or scarring; 3, severe corneal 

opacity, iris not visible; 4, opaque cornea; and 5, necrotizing stromal keratitis (42,84)。また、眼
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周囲の皮膚病変は以下に示す基準でスコアリングした。 0, no lesions; 1, minimal eyelid 

swelling; 2, moderate eyelid swelling accompanied by crusty ocular discharge; 3, severe eyelid 

swelling and moderate hair loss in periocular skin; and 4, severe swelling with eyes crusted shut, 

severe periocular hair loss, and skin lesions (42,84)。 

 

CD8+ T cell depletion 

 

6 週齢のメス Balb/c nude マウス (Charles River) に Incomplete Freund's adjuvant (Sigma) 

を 300 μl接種した。7日後、CD8αに対する抗体を産生するハイブリドーマ (clone 53.6.72) 

を腹腔に接種した。1-2 週間後に得られた腹水をカプロン酸と硫酸アンモニウムを用い

て精製した後、透析膜を用いて PBS へと置換した。得られた抗体を 5 週齢のメス ICR

マウスに 200 μg/head で腹腔接種した。抗体接種は 3 日ごとに継続しておこなった。腹

腔接種 2 日後、16 日後および 23 日後にマウスの脾臓および顎下腺リンパ節から白血球

を精製し、フローサイトメトリーを用いて95%以上のCD8+ T cellの除去を確認した (68)。

CD8+ T cell depletion におけるマウスの生存曲線は、5 週齢のメス ICR マウスに CD8α に

対する抗体を 200 μg/head で腹腔接種した。2 日後、上述と同様の方法で角膜接種をお

こない、ウイルス接種後 1 日から 21 日まで観察し、マウスの生死を記録した。角膜接

種後の脳のウイルス力価測定は、5 週齢メス ICR マウスに 上述と同様の方法で角膜接

種をおこない、感染 5 日後および 7 日後に解剖して脳を取り出し、上述と同様の方法で

ウイルス力価を測定した。 
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脳幹へのケモカイン投与 

 

5週齢メス ICRマウスに上述と同様の方法で 1 x 106 pfuのウイルスを左右の角膜に接

種した。感染 5 日後のマウスに pentbarbital を腹腔接種することで麻酔し、ステレオタ

キシック Model 900M (DKI) に固定した。頭皮を切開後、頭蓋骨のブレグマから後方に

0.32cm、左右に 0.20cm の箇所（主要な HSV-1 感染部位である脳幹部）に歯科用ドリル

で穴を開けた。ハミルトンシリンジを脳の表面から 0.30cm まで刺し、2 µl の PBS で希

釈した 200 ng/µl マウスリコンビナント CXCL9 (Peprotech)、もしくは コントロールと

して PBS のみを 2 分間かけて投与した。針を抜き、頭皮を糸で縫い、閉じた。マウス

の生存曲線は、ウイルス接種後 1 日から 21 日まで観察し、マウスの生死を記録した。

角膜接種後の脳のウイルス力価測定は、感染 5 日後および 7 日後に解剖して脳を取り出

し、上述と同様の方法で ウイルス力価を測定した。 

 

アシクロビル投与 

 

5週齢メスICRマウスに上述と同様の方法で1 x 106 pfuのウイルスを左右の角膜に接種

した。PBSで希釈したマウス体重1kgあたり50 mgのアシクロビル(Wako)、もしくはコン

トロールとしてPBSを、感染2日後から8日後もしくは感染5日後から11日後までそれぞ

れ7日間継続して腹腔に1日1回投与した (85)。マウスの生存曲線は、ウイルス接種後1

日から21日まで観察し、マウスの生死を記録した。 
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免疫組織染色 

 

パラフィン切片による免疫組織染色は、5 週齢メス ICR マウスに 上述と同様の方法

で 1 x 104 pfu 、もしくは 1 x 106 pfu のウイルスをそれぞれ脳内接種、角膜接種した。脳

内接種では感染 3 日後、角膜接種では感染 5 日後および 8 日後に解剖し、マウスの脳を

回収し、4℃の 4% パラホルムアルデヒド in PBS に overnight で浸した。70%エタノー

ルに置換後、パラフィン切片の作製に供した。キシレンにて脱パラフィン処理をおこな

った。脱ペルオキシダーゼ処理として、1%過酸化水素 in メタノールで 30 分間インキ

ュベーションした。その後、ブロッキング液 (5% スキムミルク、0.1% Tween20 を含む

PBS (PBS-T)) を用いて 10 分間ブロッキングした。一次抗体 anti-HSV-1 (Dako) をブロ

ッキング液で希釈して、4℃、overnight で反応させた。PBS-T で洗浄後、二次抗体であ

る Envision+ system HRP labeled polymer anti-rabbit (Dako) を室温で 45 分間反応させた。

PBS-T で洗浄後、diaminobenzidine (Dako) により発色させた。流水で洗浄した後、ヘマ

トキシリンで染色した (78, 86)。 

凍結切片による免疫組織染色は、5 週齢メス ICR マウスに上述と同様の方法で 1 x 106 

pfu のウイルスを角膜接種した。感染 5 日後もしくは 7 日後に解剖し、マウスの脳を回

収し、4℃の 4% パラホルムアルデヒド in PBS に overnight で浸した。次に、5% スク

ロース in PBS に1時間、15% スクロース in PBS に3時間、30% スクロース in PBS に

overnight で置換した。Tissue Mount を用いて、ブロックを作製し、クライオスタットに

て切片を作製した。TNT buffer (0.05% Tween20 in PBS) で洗浄後、ブロッキング液

（Avidin 200 µl、Donkey serum 50 µl、TNB (TSA blocking Reagent (Perkin Elmer)) 750 µl）

で 45 分間ブロッキングした。TNT buffer で洗浄後、ブロッキング液（Biotin 200 µl、30% 

過酸化水素 33 µl、TNB 100 µl、PBS 666 µl）で 10 分間ブロッキングした。TNT buffer

で洗浄後、一次抗体を TNB で希釈して、4℃、overnight で反応させた。一次抗体として
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は anti-HSV-1 (Dako)、anti-CD8 (BD Pharmingen)、anti-CXCL9 (R&D SYSTEMS) をそれ

ぞれ用いた。TNT buffer で洗浄後、Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Mouse 

Anti-Rat IgG(H+L)、Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Donkey Anti-Rabbit 

IgG(H+L)、もしくは Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Donkey Anti-Goat 

IgG(H+L) (Jackson ImmunoResearch) を TNB で希釈して、室温で 30 分間反応させた。

TNT buffer で洗浄後、Streptavidin-HRP (Zymed) を TNB で希釈して、室温で 30 分間反

応させた。TNT buffer で洗浄後、Tyramide (Perkin Elmer)で染色した。核染色は

4,6-diamidino-2-phenylindole (Sigma) にておこなった。パラフィン切片の観察は 

Olympus BX41 Microscope (Olympus) を用いておこなった。凍結切片の観察

は  Olympus IX71 Microscope (Olympus) を用いておこなった。 

 

フローサイトメトリー 

 

5週齢メスICRマウスに上述と同様の方法で1 x 106 pfuのウイルスを角膜接種した。感

染5日後もしくは7日後にマウスを解剖し、脾臓および顎下腺リンパ節から赤血球を溶血

バッファー(160 mM NH4Cl、170mM Tris-HCl (pH7.2))で処理した後に白血球を回収した。

脳幹中の白血球の回収は以下の通りにおこなった。メスで脳幹を細かく裁断後、1mg/ml 

collagenase D (Wako) と 15 μg/ml DNase I (Roche) を含むRPMI 1640 (Nacalai) で37°C、 

30分間インキュベーションした。70-μm pore size フィルターに通した後、 

30% Percoll (GE Healthcare) にて、7,800 rpm、室温で30分間遠心した。上層のミエリン

層の除いた後、白血球層を3,000 rpm、室温で5分間遠心して回収した。各白血球は、

FITC-conjugated anti-CD8α (eBioscience)、 APC- conjugated anti-CD4 (eBioscience) および 

PE-conjugated anti-CD45 (eBioscience) と4°Cで30分間反応させた。 次に、生細胞と死細

胞を分けるために7-amino-actinomycin D (7-AAD) (Becton Dicknson) で染色した。細胞を
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洗浄後、各蛍光強度をFACS Calibur (Becton Dicknson) もしくはFACS Verse (Becton 

Dicknson) とCell Quest software (Becton Dickinson) で解析した。  

 

Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) assay 

 

5週齢メスICRマウスに上述と同様の方法で1 x 106 pfuのウイルスを角膜接種した。感

染5日後もしくは7日後にマウスを解剖し、脾臓、顎下腺リンパ節および脳幹から上述と

同様の方法で白血球を回収した。非感染の5週齢メスICRマウス脾臓由来の白血球 (2 x 

105 cells/well) をガンマセル処理後、熱不活化した野生型のHSV-1 (F) (2 x 106 PFU/well) 

と37°C、1時間インキュベーションした。これをanti–mouse IFN-γ Ab (eBioscience) をコ

ートした96-well PVDF Membrane ELISPOT plates (Millipore) に、各組織から回収した白

血球とともに加え、37℃でインキュベーションした。3日後、培養液を除き、TNT buffer 

(0.05% Tween20 in PBS) で洗浄後、Biotin-anti-mouse IFN-γ Ab (eBioscience) と室温で2時

間インキュベーションした。TNT bufferで洗浄後、Avidin-HRP (eBioscience) と室温で45

分間インキュベーションした。TNT bufferで洗浄後、AEC solution 

(3-amino-9-ethyl-carbazole 3.33 mg、N,N, Dimethylformamide 333 µl、氷酢酸 17µl、酢酸ナ

トリウム 96 mg、30% 過酸化水素 5µl in H2O) にて発色させ、スポットをカウントし

た。 
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4 結果 

 

I. UL13のPK活性は中枢神経系における感染細胞排除の阻害に寄与する 

 

1. UL13 変異導入ウイルスの作製と性状解析 

 

 HSV-1 UL13のPK活性が生体内におけるウイルス増殖および病原性に及ぼす影響を調

べるために、UL13PKの活性中心である176番目のアミノ酸であるLysineをMethionineに

置換することによりPK活性を消失した株 YK405 (UL13-K176M) を作製し、さらにその

復帰株 YK406 (UL13-repair) を作製した（図3）。まず、各ウイルスにおけるUL13の発

現をタンパク質レベルで比較するために、Vero細胞に各ウイルスを感染させ、24時間後

の感染細胞を、UL13抗体を用いたウェスタンブロットに供した。その結果、YK405 

(UL13-K176M)、およびYK406 (UL13-repair) 感染細胞で発現するUL13タンパク質に顕著

な違いは見られなかった（図4）。よって、YK405 (UL13-K176M) 感染細胞においてUL13

はタンパク質として発現し、その発現量は復帰株と同程度であることが示された。 

 次に、作製した組換えウイルスの培養細胞におけるウイルス増殖性を調べた。Vero細

胞もしくはRSCにMOI 5もしくはMOI 0.01で各ウイルスを感染させ、6、12、18、24、48 

(MOI 0.01のみ) 時間後に細胞内と細胞外のウイルスを混合して回収し、各々のウイルス

量を測定した。その結果、Vero細胞におけるYK405 (UL13-K176M) の増殖性は、MOI 5

およびMOI 0.01のいずれにおいてもHSV-1 (F) (wild-type) およびYK406 (UL13-repair) 

との間に顕著な差は見られなかった（図5a、b）。これまでに、UL13欠損株は、Vero細

胞において野生型ウイルスと同様の増殖性を示すことが報告されている (17-20)。よっ

て今回得られたUL13のPK活性がVero細胞におけるウイルス増殖に影響しないという結

果は過去の報告と合致する。一方、RSCにおけるYK405 (UL13-K176M) の増殖性は、
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MOI 5およびMOI 0.01のいずれにおいてもHSV-1 (F) (wild-type) およびYK406 

(UL13-repair) と比べて低下する傾向が認められた（図5c、d）。これは我々のグループが

以前に異なる方法で作製したUL13PK活性消失株とその復帰株を用いて得られた結果と

合致するものである (39)。  
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図3. ウイルスゲノム構造と本研究で使用したウイルス 

HSV-1 (F) (wild-type) およびYK304 (wild-type) のゲノム構造を示す。Unique配列は

unique long (UL) とunique short (Us) ドメインとして表記した。HSV-1 (F) を親株とした、

UL13を欠損したウイルスR7356 (ΔUL13)、UL13のPK活性を消失したウイルスYK405 

(UL13-K176M)とその復帰ウイルスYK406 (UL13-repair)、Us3を欠損したウイルスR7041 

(ΔUs3)とその復帰ウイルス R7306 (Us3-repair) の模式図を示す。また、YK304を親株と

した、UL41を欠損したウイルスYK476 (ΔUL41)とその復帰ウイルスYK477 (UL41-repair) 

の模式図を示す。 
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図4. UL13組換えウイルス感染細胞でのUL13の発現 

Vero細胞に非感染 (lane1)、HSV-1 (F) (wild-type) (lane2)、R7356 (ΔUL13) (lane3)、YK405 

(UL13-K176M) (lane4)、YK406 (UL13-repair) (lane5) をMOI 5で感染させ、24時間後に細

胞を回収し、SDS-PAGE後、anti-UL13抗体 (upper panel) とanti-VP22抗体 (lower panel) 

を用いたウェスタンブロットで検出した。 
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図 5. 各ウイルス感染細胞におけるウイルス増殖能 

Vero 細胞 (a、b) もしくは RSC (c、d) に HSV-1 (F) (wild-type)、YK405 (UL13-K176M)、

YK406 (UL13-repair) を MOI 5 (a、c) もしくは MOI 0.01 (b、d) で感染させ、経時的に

細胞内および細胞外ウイルスを混ぜて回収し、その感染性ウイルス量をプラークアッセ

イで測定した。 
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2. マウス脳内接種モデルにおいて UL13PK 活性はウイルス増殖および病原性に影響し

ない 

 

UL13 の PK 活性が神経病原性に与える影響を調べるために、3 週齢のメス ICR マウ

スに 10 倍段階希釈した YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 (UL13-repair) を脳内接

種し、マウスの生死を 14 日間観察し、各ウイルスの LD50を算出した。その結果、YK405 

(UL13-K176M) の LD50は 147 pfu、YK406 (UL13-repair) の LD50は 88 pfu であり、顕著

な違いはみられなかった（図 6）。次に、脳内接種後のウイルス増殖を調べるために、5

週齢のメス ICR マウスに 1 x 104 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を脳内接種し、感染 1 日後と 3 日後のマウスから脳を回収し、脳に含ま

れるウイルス力価を測定した。その結果、ウイルス間でウイルス増殖に有意な差は認め

られなかった（図 7）。さらに、脳内接種後の HSV-1 抗原の広がりを調べるために、5

週齢のメス ICR マウスに 1 x 104 pfu の YK405 (UL13-K176M)、および YK406 

(UL13-repair) を脳内接種し、感染 3 日後のマウスから脳を回収し、パラフィン切片を

作製し、HSV 抗原の観察をおこなった。その結果、ウイルス間で HSV-1 抗原の広がり

に顕著な違いはみられなかった（図 8）。以上の結果より、UL13 の PK 活性は神経病原

性に寄与しないことに加えて、脳内接種後の脳におけるウイルス増殖や HSV-1 抗原の

広がりにも寄与しないことが明らかになった。  
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図 6. マウス脳内接種後の各組換えウイルスの LD50値 

3 週齢メス ICR マウスの脳内に 10 倍段階希釈した YK405 (UL13-K176M)、もしくは

YK406 (UL13-repair) をそれぞれの濃度で各 9 匹ずつ接種し、14 日後の生存数を計数し

た。LD50値は Behrens-Karber 法にて算出した。  
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図 7. マウス脳内接種後の脳に含まれるウイルス力価 

15 匹の 5 週齢メス ICR マウスの脳内に 1 x 104 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは

YK406 (UL13-repair)を接種し、感染 1 日後および 3 日後のマウスから脳を回収し、脳に

含まれるウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウス

の脳に含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平

均値を示した。有意性は student の t 検定により評価した。 
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図 8. マウス脳内接種後の脳おける HSV-1 抗原の広がり 

5 週齢メス ICR マウスの脳内に 1 x 104 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を接種し、感染 3 日後のマウスから脳を回収し、脳における HSV-1 抗原

の広がりを anti-HSV 抗体を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus BX41 microscope 

(Olympus) で観察した。なお、b、d、f、h はそれぞれ a、c、e、g を拡大したものである。  
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3. マウス脳内接種モデルにおいて Us3 はウイルスの増殖および広がりに重要である 

 

UL13 の PK 活性が脳内接種後の脳においてウイルス増殖や HSV-1 抗原の広がりに重

要であるかを解析する上での対照実験として、HSV-1 がコードする他の PK である Us3

の欠損株 R7041 (ΔUs3)、および復帰株 R7306 (Us3-repair) を用いた解析をおこなった。 

5 週 齢のメス ICR マウスに 1 x 104 pfu の R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 (Us3-repair)

を脳内接種し、感染 1 日後と 3 日後のマウスから脳を回収し、脳に含まれるウイルス力

価を測定、および、感染 3 日後のマウスから脳を回収し、パラフィン切片を作製し、

HSV-1 抗原の観察をおこなった。その結果、R7041 (ΔUs3) を感染させたマウスでは

R7306 (Us3-repair) を感染させたマウスに比べて脳のウイルス力価が感染 1 日後で 71 倍、

感染 3 日後で 5.9 倍に低下していた（図 9）。この脳のウイルス力価の結果と一致する

ように、R7041 (ΔUs3) を感染させたマウスの脳における HSV-1 抗原の広がりは、R7306 

(Us3-repair) を感染させたマウスの脳に比べてより限定的であった（図 10）。 

以上の結果より、Us3 欠損ウイルスはマウスの脳において増殖および拡散する能力は

保持してはいるが、Us3 は脳内接種後のマウスの脳での効率的なウイルス増殖および

HSV-1 抗原の広がりに重要であることが明らかになった。 

この Us3 に関する研究結果は、学術雑誌 Microbiology and Immunology 58, 31-37. 

(2014) に掲載された (86)。(http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mim.v58.1/issuetoc) 
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図 9. マウス脳内接種後の脳に含まれるウイルス力価 

20 匹の 5 週齢メス ICR マウスの脳内に 1 x 104 pfu の R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 

(Us3-repair を接種し、感染 1 日後および 3 日後のマウスから脳を回収し、脳に含まれる

ウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含

まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示

した。有意性は student の t 検定により評価した。*, P < 0.005, **, P < 0.001.  
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図 10. マウス脳内接種後の脳おける HSV-1 抗原の広がり 

5 週齢メス ICR マウスの脳内に 1 x 104 pfu の R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 (Us3-repair)

を接種し、感染 3 日後のマウスから脳を回収し、脳における HSV-1 抗原の広がりを

anti-HSV 抗体を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus BX41 microscope (Olympus) 

で観察した。なお、b、d、f、h はそれぞれ a、c、e、g を拡大したものである。 
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4. マウス角膜接種モデルにおいて UL13PK 活性はウイルス増殖および病原性に寄与す

る 

 

UL13 の PK 活性が末梢でのウイルス増殖や病原性に与える影響を調べるために、5

週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、および YK406 

(UL13-repair) を角膜接種した。感染部位におけるウイルス増殖を調べるために、感染 1

日後、2 日および 5 日後にマウスの眼から涙液を回収し、含まれるウイルス力価を測定

した。その結果、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスは YK406 (UL13-repair) 感

染マウスと比べ、3-4 倍低いウイルス力価を示した（図 11）。よって、UL13 の PK 活性

は末梢での効率的なウイルス増殖に寄与していることが明らかになった。また、病原性

の評価として、角膜接種 7 日後の HSK および眼周囲の皮膚病変をスコアリングした。

その結果、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスは YK406 (UL13-repair) 感染マウ

スと比べ、HSK および眼周囲の皮膚病変に著しい減弱が認められた（図 12a、b）。よっ

て、UL13 の PK 活性はヘルペス性角膜炎と眼周囲の皮膚炎に重要な役割を果たしてい

ることが明らかになった。さらに、角膜接種後 1 日から 14 日までマウスの生死を観察

した。その結果、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスは 8%しか死に至らなかっ

たが、YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスは 84%が死に至った（図 13）。よって、

UL13 の PK 活性は角膜接種後のマウスの致死能を司ることが明らかになった。本結果

より、UL13 の PK 活性は神経侵襲性、もしくはウイルスによる免疫回避に寄与してい

ることが示唆された。  
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図 11. マウス角膜接種後の涙液中に含まれるウイルス力価 

25 匹の 5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を角膜接種し、感染 1、2、5 日後のマウスから回収した涙液中に含まれ

るウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に

含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を

示した。有意性は student の t 検定により評価した。  
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図 12. マウス角膜接種後のヘルペス性角膜炎および眼周囲の皮膚炎スコア 

(a and b) 図 11 の実験の際に、感染 7 日後のマウスのヘルペス性角膜炎 (a) と眼周囲の

皮膚炎 (b) の症状を観察し、スコアリングした。それぞれの点は、一匹のマウスの脳

に含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値

を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  
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図 13. マウス角膜接種後のマウス生存率への影響 

図 11 の実験の際に、感染 14 日後まで各マウスの生存数を観察した。データは各ウイル

スにおけるマウスの生存率を示している。有意性は Log-rank testにより評価した。 
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5. マウス角膜接種モデルにおいて UL13PK 活性は神経侵襲性に寄与しない 

 

UL13 の PK 活性が角膜接種後の 神経侵襲性 に与える影響を調べるために、5 週齢の

メス ICRマウスに 1 x 106 pfuのYK405 (UL13-K176M)、もしくはYK406 (UL13-repair) を

角膜接種した。感染 1、3、5、7 および 8 日後にマウスから眼球、三叉神経節、脳を回

収し、含まれるウイルス力価を測定した。その結果、眼球に含まれるウイルス力価は、

感染 1日後ではYK405 (UL13-K176M) とYK406 (UL13-repair) の間で有意な差はみられ

なかった。一方、感染 3、5、7 および 8 日後では、YK405 (UL13-K176M) 感染マウスの

眼球に含まれるウイルス力価は、YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べてそれぞれ 7

倍、27 倍、24 倍、1,160 倍、有意に低下していた（図 14）。三叉神経節に含まれるウイ

ルス力価は、YK405 (UL13-K176M)、YK406 (UL13-repair) のいずれにおいても HSV-1

感染 3 日後から検出され、感染 3 日後に最も高いウイルス力価が検出された。感染 3 日

後および 5 日後の三叉神経節に含まれるウイルス力価は、YK405 (UL13-K176M) と

YK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認められなかった。一方、感染 7 日後および 8

日後では、YK405 (UL13-K176M) 感染マウスの三叉神経節に含まれるウイルス力価は、

YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べてそれぞれ 8 倍、30 倍、有意に低下していた（図

15）。脳に含まれるウイルス力価は、YK405 (UL13-K176M)、YK406 (UL13-repair) のい

ずれにおいても HSV-1 感染 3 日後から検出され、感染 5 日後から 7 日後にかけて最も

高いウイルス力価が検出された。感染 3 日後および 5 日後の脳に含まれるウイルス力価

は、YK405 (UL13-K176M)と YK406 (UL13-repair)の間で有意な差は認められなかった。

一方、感染 7 日後および 8 日後では、YK405 (UL13-K176M) 感染マウスの脳に含まれる

ウイルス力価は、YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べてそれぞれ 2.4 倍、6.9 倍、有

意に低下していた（図 16）。感染 3 日後や 5 日後では、三叉神経節、脳のウイルス力価

にウイルス間で有意な差が認められなかったことから、UL13 の PK 活性は神経侵襲性
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には寄与しないことが示唆された。また、感染 7 日後や 8 日後に、YK405 (UL13-K176M) 

感染マウスの三叉神経節および脳に含まれるウイルス力価が YK406 (UL13-repair) 感染

マウスに比べて有意に低下していたことから UL13 の PK 活性は HSV-1 感染細胞排除の

阻害に寄与していることが示唆された。  
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図 14. マウス角膜接種後の眼球に含まれるウイルス力価 

20 匹の 5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を角膜接種し、感染 1、3、5、7 日後および 8 日後のマウスから回収した

眼球に含まれるウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹の

マウスの脳に含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグルー

プの平均値を示した。有意性は Mann-Whitney testにより評価した。  
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図 15. マウス角膜接種後の三叉神経節に含まれるウイルス力価 

図 14 の実験の際に同時にマウスから回収した三叉神経節 に含まれるウイルス力価を

プラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス

力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性

は Mann-Whitney testにより評価した。  
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図 16. マウス角膜接種後の脳に含まれるウイルス力価 

図 14 の実験の際に同時にマウスから回収した脳に含まれるウイルス力価をプラークア

ッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス力価を表し

ている。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性

は Mann-Whitney testにより評価した。  
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6. マウス角膜接種モデルにおいて UL13PK 活性は脳内の感染細胞排除の抑制に寄与す

る 

 

UL13 の PK 活性が角膜接種後の 脳において HSV-1 抗原の広がりに寄与しているか

を調べるために、5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、およ

び YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。感染 5 日後および 8 日後にマウスから脳を回

収し、パラフィン切片を作製し、HSV-1 抗原の観察をおこなった。その結果、感染 5 日

後では YK405 (UL13-K176M)、および YK406 (UL13-repair) の HSV-1 抗原は脳幹で顕著

に検出され、その広がりに顕著な違いはみられなかった (図 17)。一方、感染 8 日後で

は、YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスの脳では、HSV-1 抗原が感染 5 日後で検

出されたように顕著に検出された。しかし、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウス

の脳では、HSV-1抗原の排除が進んでおり、HSV-1抗原はほとんど検出されなかった (図

17)。以上の結果より、UL13 の PK 活性は、角膜接種後の脳において HSV-1 抗原の広が

りには寄与しないが、一度広がった HSV-1 抗原排除の抑制に寄与することが示唆され

た。また、感染 5 日後では、脳のウイルス力価にウイルス間で有意な差は認められない

が、感染 7 日後や 8 日後では、YK405 (UL13-K176M) 感染マウスの脳に含まれるウイル

ス力価は YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて有意に低下した結果をふまえると、

UL13 の PK 活性は角膜接種後の脳において HSV-1 感染細胞を排除する宿主因子の阻害

に寄与している可能性が考えられた。  
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図 17. マウス角膜接種後の脳おける HSV-1 抗原の広がり 

5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を角膜接種し、感染 5 日後もしくは感染 8 日後 のマウスから脳を回収し、

脳における HSV-1 抗原の広がりを anti-HSV 抗体を用いた免疫組織染色法で染色

し、Olympus BX41 microscope (Olympus) で観察した。なお、b、d、f、h、j、l、n、p は

それぞれ a、c、e、g、i、k、m、o を拡大したものである。 
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7. マウス角膜接種モデルにおいて Us3 は神経侵襲性に寄与する 

 

脳内接種時と同様に、UL13 の PK 活性が角膜接種後の眼球、三叉神経節および脳に

おけるウイルス増殖、脳における HSV-1 抗原の広がりに重要であるかを解析する上で

の対照実験として、Us3 の欠損株 R7041 (ΔUs3)、および復帰株 R7306 (Us3-repair) を用

いた解析をおこなった。 

Us3 が角膜接種後の 神経侵襲性 に与える影響を調べるために、5 週齢のメス ICR マ

ウスに 1 x 106 pfu の R7041 (ΔUs3)、および R7306 (Us3-repair) を角膜接種した。感染 1、

3、5、7 および 8 日後にマウスから眼球、三叉神経節、脳を回収し、含まれるウイルス

力価を測定した。その結果、R7041 (ΔUs3) を感染させたマウスの眼球に含まれるウイ

ルス力価は、R7306 (Us3-repair) を感染させたマウスに比べて継続的に低下していた。

この結果は、Us3 の PK 活性が角膜接種後のマウスの眼において病態発現やウイルス増

殖に重要であるという我々の研究室の報告と一致していた (42)。感染 1 日後および 3

日後において、R7041 (ΔUs3) を感染させたマウスの眼球に含まれるウイルス力価は、

R7306 (Us3-repair) を感染させたマウスに比べてそれぞれ 5.1 倍、3.7 倍低下していた（図

18）。また、感染 5 日後および 7 日後において、R7041 (ΔUs3) と 7306 (Us3-repair) を感

染させたマウスの眼球におけるウイルス力価の違いはそれぞれ 21 倍、62 倍とより拡大

する結果となった（図 18）。 

次に、角膜接種後のマウスの三叉神経節におけるウイルス増殖について解析した。

R7306 (Us3-repair)を感染させたマウスの三叉神経節におけるウイルス力価は感染3日目

でピークに達し、その後徐々に減少した（図 19）。同様に、R7041 (ΔUs3) を感染させた

マウスの三叉神経節におけるウイルス力価も感染 3 日目でピークに達し、その後徐々に

減少した（図 19）。しかし、感染 3 日後および 5 日後における R7041 (ΔUs3) 感染マウ

スの三叉神経節のウイルス力価は R7306 (Us3-repair) 感染マウスに比べてそれぞれ 960
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倍、2900 倍と著しく低下していた（図 19）。さらに、R7041 (ΔUs3) 感染マウスは感染 7

日後や 8 日後では感染性ウイルスは検出できなかったが、R7306 (Us3-repair) 感染マウ

スでは検出可能であった（図 19）。これらの結果は HSV-1 Us3 が角膜接種後のマウスの

三叉神経節におけるウイルス増殖や眼から三叉神経節へのウイルスの輸送に重要であ

ることを示唆している。 

次に、角膜接種後のマウスの脳におけるウイルス増殖について解析した。R7306 

(Us3-repair)を感染させたマウスの脳におけるウイルス力価は感染 3 日目から検出可能

であり、感染 7 日後でピークに達した（図 20）。一方、R7041 (ΔUs3) を感染させたマウ

スでは感染性ウイルスは検出不可能であった（図 20）。これらの結果と一致するように、

R7306 (Us3-repair) を感染させたマウスの脳では HSV-1 抗原が顕著に検出されたが、

R7041 (ΔUs3) を感染させたマウスでは HSV-1 抗原は検出できなかった（図 21）。 

以上の結果より、Us3 はマウスの眼から脳へのウイルスの侵襲性に重要であることが

明らかになった。また、UL13 は Us3 とは異なるメカニズムで病原性発現に寄与してい

ることが示唆された。 

この Us3 に関する研究結果は、学術雑誌 Microbiology and Immunology 58, 31-37. 

(2014) に掲載された (86)。(http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mim.v58.1/issuetoc) 
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図 18. マウス角膜接種後の眼球に含まれるウイルス力価 

10 匹の 5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 (Us3-repair) 

を角膜接種し、感染 1、3、5、7 日後および 8 日後のマウスから回収した眼球に含まれ

るウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に

含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を

示した。有意性は Mann-Whitney testにより評価した。*, P < 0.05, **, P < 0.01.  
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図 19. マウス角膜接種後の三叉神経節に含まれるウイルス力価 

図 18 の実験の際に同時にマウスから回収した三叉神経節に含まれるウイルス力価をプ

ラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス力

価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性

は Mann-Whitney testにより評価した。**, P < 0.01.  
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図 20. マウス角膜接種後の脳に含まれるウイルス力価 

図 18 の実験の際に同時にマウスから回収した脳に含まれるウイルス力価をプラークア

ッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス力価を表し

ている。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性

は Mann-Whitney testにより評価した。**, P < 0.01.  
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図 21. マウス角膜接種後の脳おける HSV-1 抗原の広がり 

5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 (Us3-repair) を角

膜接種し、感染 3 日後のマウスから脳を回収し、脳における HSV-1 抗原の広がりを

anti-HSV 抗体を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus BX41 microscope (Olympus) 

で観察した。なお、b、d、f、h はそれぞれ a、c、e、g を拡大したものである。 
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II. UL13 の PK 活性は脳感染部位での CXCL9 の発現を抑制し、CD8+ T 細胞の

浸潤を阻害する 

 

1. UL13PK 活性は CD8+ T 細胞によるウイルス感染細胞排除の抑制に寄与する 

 

ここまでの結果から、UL13 の PK 活性は角膜接種後の脳における HSV-1 感染細胞排

除の抑制に寄与していることが示唆された。次に、その作用機序を明らかにすることを

試みた。そこで、脳内接種と角膜接種では、HSV-1 が脳内に侵入するタイミングに違い

があることに着目し、UL13 の PK 活性が CD8+ T cell の機能を阻害することで HSV-1 感

染細胞排除の抑制に寄与するという仮説を立て、これを検証するために、CD8α 抗体に

よる CD8+ T cell depletion 実験をおこなった。この仮説を支持するように、Lang らは、

マウス HSV-1 角膜接種モデルにおいて、末梢から脳に侵入したウイルスの排除に CD8+ 

T細胞が重要であることを、CD8α-/- マウスを用いた解析により明らかにしている (87)。

まず、5 週齢のメス ICR マウスの腹腔に抗 CD8α 抗体を接種することにより、マウスか

ら CD8+ T 細胞を depletion した。初回の抗体接種から 2 日後に 1 x 106 pfu の YK405 

(UL13-K176M)、もしくは YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。角膜接種後 1 日から

21 日までマウスの生死を観察した。その結果、マウスの生存率は、YK406 (UL13-repair) 

を感染させたマウスでは、CD8+ T 細胞を depletion したマウスとコントロールのマウス

との間に有意な差はみられなかった（図 22a）。一方、YK405 (UL13-K176M) を感染さ

せたマウスでは、コントロールのマウスの生存率は 83%であったのに対して、CD8+ T

細胞を depletion したマウスの生存率は 54%であり、生存率が有意に低下した（図 22b）。 

次に、CD8+ T 細胞を depletion したマウスとコントロールのマウスに 1 x 106 pfu

の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、角膜接種 5 日

後および 7 日後にマウスから脳を回収し、含まれるウイルス力価を測定した。角膜接種
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5 日後では、YK405 (UL13-K176M) と YK406 (UL13-repair) において、CD8+ T 細胞を

depletion したマウスとコントロールのマウスとの間に有意な差は認められなかった（図

23a、b）。一方、感染 7 日後では、YK405 (UL13-K176M) 感染において、コントロール

のマウスで認められたウイルス力価の低下が CD8+ T 細胞 depletion により回復すること

が認められた（図 23b）。YK406 (UL13-repair) では感染 7 日後でも CD8+ T 細胞 depletion

によるウイルス増殖への変化は認められなかった（図 23a）。 

さらに、免疫組織染色によって HSV-1 抗原の排除への影響を検証した。CD8+ T 細胞

を depletion したマウスとコントロールのマウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、

もしくは YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、角膜接種 5 日後および 7 日後にマウスか

ら脳を回収し、凍結切片を作製した後、抗 HSV-1 抗体で染色し、HSV-1 抗原を検出し

た。角膜接種 5 日後では、YK405 (UL13-K176M) と YK406 (UL13-repair) において、CD8+ 

T 細胞を depletion したマウスとコントロールのマウスとの間に HSV-1 抗原の広がりに

顕著な差は認められなかった（図 24）。一方、感染 7 日後では、YK405 (UL13-K176M) 感

染において、コントロールのマウスでは HSV-1 抗原の広がりの減少が認められたが、

CD8+ T 細胞 depletion により回復することが認められた（図 24）。一方、YK406 

(UL13-repair) では感染 7 日後でも CD8+ T 細胞 depletion による HSV-1 抗原の広がりへ

の影響は認められなかった（図 24）。 

以上の結果から、UL13 の PK 活性は、CD8+ T 細胞による脳内のウイルス感染細胞排

除の抑制に寄与し、その結果、効率的なウイルス増殖やウイルスの広がり、およびマウ

ス致死性に寄与していることが示唆された。  
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図 22. CD8+ T細胞を depletionしたマウスへのHSV-1角膜接種後のマウス生存率への影

響 

(a and b) 24 匹の 5 週齢メス ICR マウスの腹腔に 200 μg の抗 CD8α 抗体を接種し、2 日

後に 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) (a)、もしくは YK405 (UL13-K176M) (b) を角膜

接種した。感染 21 日後まで各マウスの生存数を観察した。なお、抗体接種は 2 日おき

に継続しておこなった。データは各ウイルスにおけるマウスの生存率を示している。有

意性は Log-rank testにより評価した。  

a 

b 
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図 23. CD8+ T細胞を depletionしたマウスへのHSV-1角膜接種後の脳でのウイルス増殖

への影響 

(a and b) 8 匹の 5 週齢メス ICR マウスの腹腔に 200 μg の抗 CD8α 抗体を接種し、2 日後

に 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) (a)、もしくは YK405 (UL13-K176M) (b) を角膜接

種した。感染 5 日後および 7 日後のマウスから回収した脳 に含まれるウイルス力価を

プラークアッセイで測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス

力価を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。なお、抗

体接種は 2 日おきに継続しておこなった。有意性は Mann-Whitney testにより評価した。 

 

a b 
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図 24. CD8+ T 細胞を depletion したマウスへの HSV-1 角膜接種後の脳における HSV-1

抗原排除への影響 

5 週齢メス ICR マウスの腹腔に 200 μg の抗 CD8α 抗体を接種し、2 日後に 1 x 106 pfu

の YK406 (UL13-repair)、もしくは YK405 (UL13-K176M)を角膜接種した。感染 5 日後お

よび 7 日後のマウスから脳を回収し、脳における HSV-1 抗原の広がりを anti-HSV 抗体

を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus IX71 Microscope (Olympus) で観察した。な

お、抗体接種は 2 日おきに継続しておこなった。 
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2. UL13PK 活性は MHC class I を介した抗原提示に影響しない 

 

HSV は CD8+ T 細胞による傷害の回避機構として、major histocompatibility complex 

class I (MHC class I) を介した抗原提示の阻害機構を保持していることが報告されてい

る (12, 64-66, 68, 88)。そこで、UL13 の PK 活性も他のウイルス因子と同様に、MHC class 

I を介した抗原提示を阻害することにより CD8+ T 細胞による傷害の回避に寄与してい

るかを検証した。HSV 2.3.2E2 CTL クローンは、HSV 特異的な CTL ハイブリドーマで

あり、haplotype H-2Kb のマウス MHC class I に結合する HSV 抗原である gB498-505 

epitope (SSIEFARL) を認識し活性化する。さらにこの CTL クローンは、CTL 活性化の

マーカーである IL-2 プロモーターの下流に β-ガラクトシダーゼをコードしており、こ

の β-ガラクトシダーゼの産生量を測定することにより、各感染細胞に対する CTL 活性

を調べることができる。C57BL/6 (haplotype; H-2b) 由来の MEF 細胞に、HSV-1 (F) 

(wild-type)、YK405 (UL13-K176M)、YK406 (UL13-repair)、R7041 (ΔUs3)、もしくは R7306 

(Us3-repair) を感染させ、12 時間後に CTL クローンと混ぜ、β-ガラクトシダーゼの発現

量を測定した。Us3 は CTL 回避に寄与することが報告されているため (64-66, 68)、Us3

欠損株である R7041 (ΔUs3) とその復帰株 R7306 (Us3-repair) をコントロールのウイル

スとして使用した。その結果、R7041 (ΔUs3) 感染細胞と混合した CTL クローン

は、HSV-1 (F) (wild-type) および R7306 (Us3-repair) 感染細胞と混合した CTL クローン

に比べて著しい活性化を示した（図 25）。一方 YK405 (UL13-K176M) 感染細胞と混合

した CTL クローンは、HSV-1 (F) (wild-type) および YK406 (UL13-repair) 感染細胞と混

合した CTL クローンと同程度の活性化を示した（図 25）。 

以上の結果から、UL13 の PK 活性は感染細胞において MHC class I を介した抗原提

示の阻害には寄与しないことが示唆された。よって、UL13 の PK 活性による CD8+ T 細
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胞からの回避には MHC class I を介した抗原提示の阻害とは異なる作用機序によるこ

とが示唆された。  
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図 25. 各感染細胞に対する CTL 活性 

MEF 細胞に非感染また HSV-1 (F) (wild-type)、 YK405 (UL13-K176M)、 YK406 

(UL13-repair)、 R7041 (ΔUs3)、R7306 (Us3-repair) を MOI 1 で感染し、12 時間後に 5 x 104 

個の HSV 特異的 CTL クローンと混合した。さらに 12 時間培養後、CPRG 溶液を加え、

β-galactosidase の発現量を調べた。グラフには triplicate の実験で得られた結果の平均値

と標準誤差を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  
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3. UL13PK 活性は脳感染部位への CD8+ T 細胞浸潤の阻害に寄与する 

 

UL13 の PK 活性による CD8+ T 細胞からの回避機構として、UL13 の PK 活性が 脳感

染部位への CD8+ T 細胞浸潤の阻害に寄与しているのではないかという仮説を立てた。5

週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは YK406 

(UL13-repair) を角膜接種した。感染 5 日後および 7 日後にマウスから脳幹、顎下腺リ

ンパ節、脾臓を回収した。Depletion の確認実験時と同様の方法で脾臓および 顎下腺リ

ンパ節から白血球を回収した。また、脳幹に含まれる白血球は percoll を用いて分離、

回収した。これらの細胞を抗 CD8α 抗体、抗 CD4 抗体および抗 CD45 抗体で染色し、

フローサイトメトリーに供することにより、CD8+ T 細胞と CD4+ T 細胞の 数をそれぞ

れ算出した。 

その結果、感染 5 日後のマウスの脳幹、顎下腺リンパ節および 脾臓に含まれる CD8+ 

T細胞の数はYK405 (UL13-K176M) およびYK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認め

られなかった（図 26a-c）。一方、感染 7 日後のマウスでは、YK405 (UL13-K176M) 感染

マウスの脳幹に含まれる CD8+ T 細胞の数は YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて

有意に増加した（図 26a）。よって UL13 の PK 活性は、脳感染部位への CD8+ T 細胞の

浸潤抑制に寄与していることが示唆された。また、顎下腺リンパ節に 含まれる CD8+ T

細胞の数は YK405 (UL13-K176M) および YK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認め

られなかった（図 26b）。しかし、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスの脾臓中

の CD8+ T 細胞の数は YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスに比べて増加する傾向

がみられた（図 26c）。 

一方、感染 5 日後のマウスの脳幹、顎下腺リンパ節および 脾臓に含まれる CD4+ T 細

胞の 数は YK405 (UL13-K176M) と YK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認められな

かった（図 27a-c）。一方、感染 7 日後のマウスでは、YK405 (UL13-K176M) 感染マウス
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の脳幹に含まれる CD4+ T 細胞の数は YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて増加す

る傾向がみられた（図 27a）。顎下腺リンパ節に 含まれる CD4+ T 細胞の数は YK405 

(UL13-K176M)およびYK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認められなかった（図 27b）。

しかし、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスの脾臓中の CD4+ T 細胞の数は

YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスに比べて有意な増加が認められた（図 27c）。 

次に、CD8+ T 細胞が HSV-1 感染部位に実際に浸潤しているかを検証するために凍結

切片を用いた病理解析をおこなった。5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 

(UL13-K176M)、および YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、感染 7 日後にマウスから脳

幹を回収した。凍結切片作製後、抗 HSV-1 抗体および抗 CD8α 抗体で染色し、それぞ

れの局在を観察した。その結果、YK405 (UL13-K176M)、および YK406 (UL13-repair) を

感染させたマウスの脳幹の HSV-1 感染部位では、いずれのマウスでも HSV-1 抗原と重

なるように CD8+ T 細胞の浸潤が確認された (図 28)。 

以上の結果から、UL13 の PK 活性は 脳感染部位への CD8+ T 細胞および CD4+ T 細胞

の浸潤の阻害に寄与していることが示唆された。一方で、UL13 の PK 活性は 脾臓にお

ける CD8+ T 細胞および CD4+ T 細胞の数に影響を与えることから、これらが脳に浸潤

する CD8+ T 細胞および CD4+ T 細胞の数にも影響を与えている可能性も考えられる。  
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図 26. マウス角膜接種後の脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓における CD8+ T 細胞数 

(a,b and c) 8 匹の 5 週齢メス ICR マウスに非感染、1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair)、

もしくは YK405 (UL13-K176M) を角膜接種した。感染 5 日後および 7 日後のマウスか

ら回収した脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれる CD8+ T 細胞の数をフロ

ーサイトメーターを用いて測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの各組織に含まれ

る CD8+ T 細胞の数を表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示

した。有意性は student の t 検定により評価した。  

a b c 
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図 27. マウス角膜接種後の脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓における CD4+ T 細胞数 

(a,b and c) 図 26 の実験の際に、脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれる CD4+ 

T 細胞の数をフローサイトメーターを用いて測定した。それぞれの点は、一匹のマウス

の各組織に含まれる CD4+ T 細胞の数を表している。図に示した線は、それぞれのグル

ープの平均値を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  

a b c 
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図 28. マウス角膜接種後の脳感染部位における CD8+ T 細胞浸潤の影響 

5 週齢メス ICR マウスに非感染、1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair)、もしくは YK405 

(UL13-K176M) を角膜接種した。感染 7 日後のマウスから脳を回収し、脳感染部位にお

けるHSV-1抗原およびCD8+ T 細胞の浸潤を抗HSV 抗体 (green) もしくは抗CD8α抗体 

(red) を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus IX71 Microscope (Olympus) で観察し

た。 
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4. UL13PK 活性は脳感染部位への HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞浸潤の阻害に寄与

する 

 

図26および図27の結果から、UL13のPK活性が脳感染部位へのCD8+ T細胞およびCD4+ 

T細胞浸潤の阻害に寄与している可能性が示唆された。次に、これらのT細胞がHSV-1

抗原特異的なIFN-γ産生細胞であるかをELISPOT assayにより評価した。図26で回収した

脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓に含まれる白血球を熱不活化したHSV-1抗原と混合し、抗

IFN-γ抗体をコートしたウェル上で培養し、3日後に培養液を除去し、ビオチン化抗IFN-γ

抗体、酵素標識ストレプトアビジンで反応後、基質を添加して発色したスポット数をカ

ウントした。その結果、感染5日後のマウスの脾臓、顎下腺リンパ節および脳幹に含ま

れるHSV-1抗原特異的なIFN-γ産生細胞の数はYK405 (UL13-K176M) およびYK406 

(UL13-repair) の間で有意な差は認められなかった（図29a-c）。一方、感染7日後のマウ

スでは、YK405 (UL13-K176M) 感染マウスの脳幹および脾臓に含まれるHSV-1抗原特異

的なIFN-γ産生細胞の数はYK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて有意に増加した（図

29a、c）。また、顎下腺リンパ節に含まれるHSV-1抗原特異的IFN-γ産生細胞数はYK405 

(UL13-K176M) およびYK406 (UL13-repair) の間で有意な差は認められなかった（図

29b）。 

以上の結果より、UL13 の PK 活性は、脳感染部位への HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生

細胞 の浸潤抑制に寄与していることが示唆された。一方で、YK405 (UL13-K176M) 感

染マウスの脾臓における HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の数も YK406 (UL13-repair) 

感染マウスに比べて有意に増加していたことから、脾臓におけるこれらの細胞数の違い

が脳幹におけるHSV-1抗原特異的 IFN-γ産生細胞の数に影響していることも示唆された。  
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図 29. マウス角膜接種後の脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓における HSV-1 抗原特異的

IFN-γ 産生細胞数 

(a,b and c) 図 26 の実験の際に、脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれ

る HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞 の数を ELISPOT assay によって測定した。それぞ

れの点は、一匹のマウスの各組織に含まれる HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞 の数を

表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性は student

の t 検定により評価した。  

a b c 
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5. UL13PK 活性は脳感染部位でのケモカイン CXCL9 発現の阻害に寄与する 

 

図 26-29の結果より、UL13の PK 活性によるCD8+ T 細胞からの回避機構として、UL13

の PK 活性が脳感染部位への HSV-1 抗原特異的に IFN-γ を産生する CD8+ T 細胞浸潤の

阻害に寄与していることが示唆された。次に、これらの T 細胞浸潤のメカニズムを明ら

かにするために、HSV-1 感染マウスの脳幹におけるケモカインおよびサイトカインの

mRNA 発現量を解析した。これまでに、HSV-1 感染部位への T 細胞の浸潤には T 細胞

に発現する chemokine (C-X-C motif) receptor 3 (CXCR3)、および CXCR3 のリガンドであ

る chemokine (C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9) およびCXCL10の発現が重要であることが

報告されている (89, 90)。 

そこで、5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 (UL13-K176M)、もしくは

YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、感染 3、5 および 7 日後にマウスから脳幹を回収し

た。これらの脳幹から RNA を抽出し、TaqMan プローブを用いた quantitative RT-PCR に

供した。その結果、感染 3 日後および 5 日後のケモカイン CXCL9 および CXCL10、サ

イトカイン IL-6 の発現量に YK405 (UL13-K176M) と YK406 (UL13-repair) の間で有意

な差は認められなかった（図 30a-c）。しかし、感染 7 日後において、ケモカイン CXCL10

およびサイトカイン IL-6 の発現量に YK405 (UL13-K176M) と YK406 (UL13-repair) の

間で有意な差は認められなかったが、ケモカイン CXCL9 の発現量は YK405 

(UL13-K176M) 感染マウスの脳幹では YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて有意な

増加が認められた（図 30a-c）。 

次に、ケモカイン CXCL9 が HSV-1 感染部位で発現しているかを検証するために凍結

切片を用いた病理解析をおこなった。5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK405 

(UL13-K176M)、および YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、感染 7 日後にマウスから脳

幹を回収した。凍結切片作製後、抗 HSV-1 抗体および抗 CXCL9 抗体で染色し、それぞ
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れの局在を観察した。その結果、HSV-1 非感染のマウスではケモカイン CXCL9 の発現

はほとんど検出されなかった（図 31）。一方、YK405 (UL13-K176M)、および YK406 

(UL13-repair) を感染させたマウスの脳幹では、いずれのマウスでも HSV-1 抗原と重な

るように CXCL9 の発現が確認された（図 31）。 

以上の結果より、UL13 の PK 活性は脳感染部位での CXCL9 の発現を抑制し、その結

果、HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞の HSV-1 感染部位への浸潤を抑制することで、効

率的なウイルス増殖およびマウス致死性に寄与していることが示唆される。  
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図 30. マウス角膜接種後の脳における CXCL9、CXCL10 および IL-6 mRNA の発現量 

(a,b and c) 6-8 匹の 5 週齢メス ICR マウスに非感染、1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair)、

もしくは YK405 (UL13-K176M) を角膜接種した。感染 5 日後および 7 日後のマウスか

ら回収した脳で発現する CXCL9 (a)、CXCL10 (b) および IL-6 (c) の mRNA 量を

quantitative RT-PCR により測定した。それぞれの点は、一匹のマウスの脳に発現する 18S 

rRNA 量に対する各 mRNA 量の割合を表している。図に示した線は、それぞれのグルー

プの平均値を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  

a b c 
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図 31. マウス角膜接種後の脳感染部位における CXCL9 の発現の影響 

5 週齢メス ICR マウスに非感染、1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair)、もしくは YK405 

(UL13-K176M) を角膜接種した。感染 7 日後のマウスから脳を回収し、脳感染部位にお

ける HSV-1 抗原および CXCL9 の発現を抗 HSV 抗体 (green) もしくは抗 CXCL9 抗体 

(red) を用いた免疫組織染色法で染色し、Olympus IX71 Microscope (Olympus) で観察し

た。 
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6. UL13 による VHS のリン酸化は in vitro で VHS の RNase 活性に影響しない 

 

HSV-1 は VHS を UL41 遺伝子にコードしている。この VHS は RNase 活性を有して

おり、宿主の mRNA の分解を促進し、宿主免疫応答からの回避に寄与する可能性が示

唆されている(91-95)。HSV-1 VHS 欠損ウイルスでは生体内におけるウイルス増殖性が

著しく低下することから、VHS は生体内における効率的なウイルス増殖に極めて重要

である (96-98)。また、当研究室は過去に、UL13 が VHS をリン酸化することを報告し

ている (99)。そこで、この UL13 による VHS のリン酸化が VHS の RNase 活性に影響

するかを検討した。 

 マウス由来の MEF もしくは Neuro-2a 細胞に HSV-1 (F) (wild-type)、YK405 

(UL13-K176M)、YK406 (UL13-repair)、YK476 (ΔUL41)、もしくは YK477 (UL41-repair) を

感染させ、24 時間後に細胞を回収後、RNA を抽出し、先程と同様に TaqMan プローブ

を用いた quantitative RT-PCR に供した。UL41 欠損ウイルスである YK476 (ΔUL41) は

RNase 活性を保持しないウイルスであるため、この解析のコントロールとして用いた。

測定する mRNA として β-actin を使用し、各ウイルス感染細胞中の β-actin mRNA 量を

比較した。その結果、いずれの細胞においても YK476 (ΔUL41) 感染細胞では HSV-1 (F) 

(wild-type)、および UL41 復帰株である YK477 (UL41-repair) 感染細胞に比して β-actin 

mRNA 量の有意な増加が認められた（図 32）。一方、YK405 (UL13-K176M) 感染細胞

における β-actin mRNA の量は HSV-1 (F) (wild-type)、および YK406 (UL13-repair) 感染

細胞と同程度であり、有意な差は認められなかった（図 32）。 

以上の結果より、UL13 による VHS のリン酸化は感染細胞において VHS の RNase 活

性に影響しないことが示唆された。  
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図 32. 各ウイルス感染細胞における β-actin mRNA の発現量 

(a and b) MEF (a)もしくは Neuro-2a 細胞 (b) に非感染または HSV-1 (F) (wild-type)、

YK405 (UL13-K176M)、YK406 (UL13-repair)、YK476 (ΔUL41)、および YK477 

(UL41-repair) を MOI 5 で感染し、24 時間後に細胞を回収し、発現する β-actin mRNA お

よび 18S rRNA の量を quantitative RT-PCR により測定し、18S rRNA 量に対する β-actin 

mRNA 量の割合を表している。。グラフには 3 回の実験で得られた結果の平均値と標準

誤差を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  
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III. 脳感染部位への CXCL9 の投与は脳感染部位への CD8+ T 細胞の浸潤を促進

し、感染細胞排除に寄与する 

 

1. 脳感染部位へのケモカイン CXCL9 の投与によりマウス致死性および脳でのウイル

ス増殖が低下する 

 

UL13 の PK 活性によるケモカイン CXCL9 の発現抑制が、脳感染部位への CD8+ T 細

胞の浸潤を抑制し、感染細胞の排除を阻害することでマウス致死性に寄与している可能

性が示唆された。そこで、UL13 の PK 活性によるケモカイン CXCL9 の発現抑制が、中

枢神経系でのウイルス増殖や病原性発現に寄与していることを、より直接的に検証する

ことを試みた。YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスの脳内の主要感染部位（脳幹

部）に CXCL9 を直接投与し、UL13 によって抑制された CXCL9 の発現を補うことで

CD8+ T 細胞の浸潤を促進し、致死率やウイルス増殖の低下が認められるかを解析した。

5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。感染 5

日後に YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスをステレオタキシックに固定し、左右

の脳幹部に CXCL9 (200ng/μl) もしくはコントロールとして PBS を 2μl ずつ直接投与し

た。角膜接種後 1 日から 21 日までマウスの生死を観察した。その結果、CXCL9 を投与

したマウスの生存率は 52%であったのに対して、コントロールのマウスの生存率は 12%

であり、CXCL9 を投与したマウスはコントロールのマウスに比べて生存率が有意に亢

進した（図 33）。 

次に、5 週齢のメス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、

感染 5 日後に CXCL9 もしくは PBS を脳幹部に直接投与した。感染 5 日後（CXCL9 お

よび PBS 非投与）もしくは感染 7 日後（CXCL9 もしくは PBS 投与から 2 日後）にマウ

スから脳を回収し、含まれるウイルス力価を測定した。その結果、感染 7 日後におい
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て、CXCL9 を投与したマウスはコントロールのマウスに比べて脳に含まれるウイルス

力価が有意に低下した（図 34）。 

以上の結果より、脳感染部位への CXCL9 の 直接投与は 効率的なウイルス増殖およ

びマウス致死性の低下に寄与することが明らかになった。  
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図 33. HSV-1 角膜接種後のマウスへの CXCL9 投与によるマウス生存率への影響 

5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。感染 5 日

後のマウスの左右の脳感染部位に CXCL9 を各 400 ng 直接投与し、感染 21 日後まで各

マウスの生存数を観察した。CXCL9 投与群は 23 匹のマウス、コントロール群は 17 匹

のマウスを評価した。データは各ウイルスにおけるマウスの生存率を示している。有意

性は Log-rank testにより評価した。 
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図 34. HSV-1角膜接種後のマウスへの CXCL9 投与による脳でのウイルス増殖への影響 

8 匹の 5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。感

染 5 日後のマウスの左右の脳感染部位に CXCL9 を各 400 ng 直接投与した。感染 5 日後 

(CXCL9 投与前)、および感染 7 日後 (CXCL9 もしくは PBS 投与 2 日後) の各マウスか

ら脳を回収し、脳に含まれるウイルス力価をプラークアッセイで測定した。それぞれの

点は、一匹のマウスの脳に含まれるウイルス力価を表している。図に示した線は、それ

ぞれのグループの平均値を示した。有意性は Mann-Whitney testにより評価した。 
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2. 脳感染部位への CXCL9 の投与は脳感染部位への CD8+ T 細胞および HSV-1 抗原特

異的 IFN-γ 産生細胞の浸潤を促進する 

 

次に、マウスの脳内の主要感染部位（脳幹部）へのケモカイン CXCL9 の直接投与が

CD8+ T 細胞、CD4+ T 細胞および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の浸潤を促進するか

解析した。5週齢のメス ICRマウスに非感染もしくは 1 x 106 pfuのYK405 (UL13-K176M)、

もしくは YK406 (UL13-repair) を角膜接種し、感染 5 日後に YK406 (UL13-repair) を感

染させたマウスの左右の脳幹部に CXCL9 (200ng/μl) もしくはコントロールとして PBS

を 2μl ずつ直接投与した。感染 7 日後に各マウスから脾臓、顎下腺リンパ節、脳幹を回

収した。これまでと同様の方法で脾臓、顎下腺リンパ節および脳幹から白血球を回収し

た。これらの細胞を抗 CD8α 抗体、抗 CD4 抗体および抗 CD45 抗体で染色しフローサ

イトメトリーに供することにより、CD8+ T 細胞と CD4+ T 細胞の 数をそれぞれ算出し

た。これに合わせて ELISPOT assay をおこなうことにより各組織における HSV-1 抗原特

異的 IFN-γ 産生細胞 の 数を算出した。 

その結果、CXCL9 を投与したマウスでは、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウ

スには及ばないものの、コントロールのマウスに比べて脳に浸潤する CD8+ T 細胞（図

35）、および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の数の有意な増加が認められた（図 37）。

一方で、CD4+ T 細胞の数に有意な差は認められなかった（図 36）。また、顎下腺リンパ

節および脾臓における CD8+ T 細胞、CD4+ T 細胞および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細

胞の数は CXCL9 を投与したマウスとコントロールのマウスの間で有意な差は認められ

なかった（図 35b、c、 図 36b、c、 図 37b、c）。 

以上の結果より、CXCL9 の直接投与は顎下腺リンパ節および脾臓での HSV-1 抗原特

異的な CD8+ T 細胞の数には影響を与えないが、HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞の脳

幹部への効率的な浸潤を促進することが明らかになった。  
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図 35. HSV-1 角膜接種後のマウスへの CXCL9 投与による脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓

における CD8+ T 細胞数への影響 

(a,b and c) 24 匹の 5 週齢メス ICR マウスに非感染、1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair)、

もしくは YK405 (UL13-K176M) を角膜接種した。YK406 (UL13-repair) 感染 5 日後のマ

ウスの左右の脳感染部位に CXCL9 を各 400 ng 直接投与した。感染 7 日後 (CXCL9 投

与 2 日後) の各マウスから回収した脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれ

る CD8+ T 細胞の数をフローサイトメーターを用いて測定した。それぞれの点は、一匹

のマウスの各組織に含まれる CD8+ T 細胞の数を表している。図に示した線は、それぞ

れのグループの平均値を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  

a b c 
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図 36. HSV-1 角膜接種後のマウスへの CXCL9 投与による脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓

における CD4+ T 細胞数への影響 

(a,b and c) 図 35 の実験の際に、脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれる CD4+ 

T 細胞の数をフローサイトメーターを用いて測定した。それぞれの点は、一匹のマウス

の各組織に含まれる CD8+ T 細胞の数を表している。図に示した線は、それぞれのグル

ープの平均値を示した。有意性は student の t 検定により評価した。  

c b a 
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図 37. HSV-1 角膜接種後のマウスへの CXCL9 投与による脳幹、顎下腺リンパ節、脾臓

における HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞数 

(a,b and c) 図 35 の実験の際に、脳幹 (a)、顎下腺リンパ節 (b)、脾臓 (c) に含まれ

る HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞 の数を ELISPOT assay によって測定した。それぞ

れの点は、一匹のマウスの各組織に含まれる HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞 の数を

表している。図に示した線は、それぞれのグループの平均値を示した。有意性は student

の t 検定により評価した。  

c b a 
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3. HSV-1 角膜接種後マウスへの感染後期の acyclovir の投与ではマウス致死性は回復し

ない 

 

上記の結果より、感染 5 日後に脳感染幹部へ CXCL9 を 投与することにより HSV-1

抗原特異的な CD8+ T 細胞の脳幹部への効率的な浸潤を促進し、効率的なウイルス増殖

およびマウス致死性の低下に寄与していることが明らかになった。そこで、既存の抗

HSV-1 治療薬である acyclovir (ACV) の投与実験をおこなうことで、HSV 脳炎に対する

既存の治療法の効果と今回おこなった CXCL9 投与による効果を比較した。実際、HSV

脳炎の治療のためにおこなわれる ACV の投与は静脈からの投与であるが、今回は過去

のマウスモデルで使用されていた腹腔投与をおこなった (85)。5 週齢のメス ICR マウス

に 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種した。感染 2 日後もしくは感染 5 日後

に YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスの腹腔に 50 mg/kg (body weight) の ACV も

しくはコントロールとして PBS のみ を腹腔接種し、1 日 1 回、7 日間継続して投与した

（図 38a）。マウスの生存曲線は、ウイルス接種後 1 日から 21 日まで観察し、マウスの

生死を観察した。その結果、感染 2 日後に ACV を投与開始したマウスの生存率は 100%

であったが、コントロールではその生存率は 8%であり、感染早期の ACV 投与はコン

トロールに比べて致死率を有意に低下させた（図 38b）。一方、感染 5 日後からの ACV

投与の生存率は 0%であり、コントロールの生存率は 17%であり、致死率に有意な差は

認められなかった（図 38b）。 

以上の結果より、ケモカイン CXCL9 を投与することで致死率が低下する感染 5 日目

のマウスへの ACV の投与は、マウスの致死率を低下させるには至らなかった。この結

果より、ケモカイン CXCL9 の投与は HSV 脳炎の新規治療法開発の足がかりにもなり

うることを示すと考える。  
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図 38. HSV-1 角膜接種後のマウスへの ACV 投与によるマウス生存率への影響 

(a and b) 12 匹の 5 週齢メス ICR マウスに 1 x 106 pfu の YK406 (UL13-repair) を角膜接種

した。感染 2日後もしくは感染 5日後のマウスの腹腔にACV (50 mg/kg (body weight)) を

投与し、感染 21 日後まで各マウスの生存数を観察した。ACV 投与は一日一回、一週間

継続して投与した。データは各ウイルスにおけるマウスの生存率を示している。有意性

は Log-rank testにより評価した。 
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5 考察 

 

ヘルペスウイルスには多くの保存されたウイルスタンパク質が存在する。それらのウ

イルスタンパク質はウイルスの侵入から新たなウイルス粒子成熟に至る様々なステッ

プに寄与することが報告されており、その保存性がウイルス増殖における重要性を物語

っている (1)。今回焦点を当てた HSV-1 UL13 も全てのヘルペスウイルス亜科で保存さ

れているウイルスタンパク質である。感染細胞を用いた解析により、UL13 はいくつか

のウイルスタンパク質や宿主タンパク質の直接のリン酸化もしくはリン酸化亢進に寄

与することが報告されている (16)。一方で、その保存性にも関わらず、UL13 は培養細

胞におけるウイルス増殖に必須ではない (17, 18)。UL13 欠損株や UL13PK 活性消失株

においてウイルス増殖が低下する一部の培養細胞においても、UL13 によるリン酸化が

ウイルス増殖自体にいかに寄与しているかは不明のままである。 

UL13 を含む CHPKs (16) はヒトヘルペスウイルスおよびマウスヘルペスウイルスを

用いて広く解析が行われており、それぞれの感染細胞における機能が明らかにされつつ

ある。一方、生体内における解析はヒトヘルペスウイルスでは α ヘルペスウイルス亜科

では解析可能であるが、β および γ ヘルペスウイルス亜科では解析できない。そのため、

生体内においてヒトヘルペスウイルスの CHPKs が生体内におけるウイルス増殖や病原

性発現にいかに寄与するかは α ヘルペスウイルス亜科を用いた解析に頼るところが大

きい。これまでに、HSV-1 の UL13 および VZV の CHPK である ORF47 に関して、それ

ぞれの欠損株を用いた解析により、HSV-1 UL13 は脳内接種では神経病原性に重要では

ないが、腹腔接種では病原性が低下する (40)、ORF47 は皮膚でのウイルス増殖に重要

である (100) ことが報告されている。しかし、UL13 や ORF47 がこのような病原性や

ウイルス増殖にどのようなメカニズムで寄与しているか、その詳細は不明であった。一

方、マウスヘルペスウイルスに目を向けると、マウスの γ ヘルペスウイルスである
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MHV-68 の CHPK である ORF36 に関して、培養細胞および生体内における機能解析が

盛んに行われており、いずれにおいてもウイルス増殖に寄与することが報告されている 

(101, 102)。ORF36 は interferon response factor-3 (IRF-3) と相互作用し、感染細胞におけ

る IFN-β の産生を抑制し、in vivo において効率的なウイルス増殖に寄与することが報告

されている (102)。また、ORF36 が IRF-3 と相互作用し、IFN-β の産生を抑制する機能

は、ヒトヘルペスウイルスである VZV の ORF47 や EBV の CHPK である BGLF4 にお

いても保存されていることが、感染細胞を用いた解析によって明らかにされている 

(103, 104)。一方、HSV-1 UL13 に関しては、HSV-1 UL13 を一過的に発現させた細胞を

IFN-β promoter のレポーターアッセイや IFN-β mRNA の定量 PCR に供した結果、HSV-1 

UL13 にも IFN-β の産生を抑制する機能が保存されていることが示唆されている (102)。

しかし、これらのヒトヘルペスウイルスの CHPKs による IFN-β の産生阻害が実際に生

体内において機能し、生体内での効率的なウイルス増殖等に寄与するかは不明である。

このように、マウスの CHPK の in vivo における機能解析は進んでいるが、ヒトヘルペ

スウイルスにおける CHPKs の生体内での意義は不明な点が多い。そこで本研究では、

HSV-1 の UL13 を解析対象とし、生体内における詳細な機能を解析した。 

我々のグループでは以前に、UL13 欠損株および UL13PK 活性消失株を用いた解析の

結果、RSC 感染細胞において UL13 タンパク質自体はウイルスタンパク質 ICP0 の発現

に重要であるが、UL13 の PK 活性は重要ではないことを報告している (39)。また、UL13

は virion のテグメント構成因子の一つであることから、virion の構造維持にも関与して

いる可能性が考えられる。よって、UL13 には PK 活性依存的機能と非依存的機能が存

在することが示唆された。この報告と合致するように、Hwang らは、MHV-68 の UL13

ホモログである ORF36 が type I interferon の発現制御に寄与することを報告し、この制

御には ORF36 の PK 活性が重要なのではなく、タンパク質そのものが重要であること

を示している (102)。つまり、UL13 ホモログには PK 活性依存的機能と非依存的機能と
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いう異なる機能が存在し、CHPKs で広く保存されている可能性が示唆された。本研究

では、UL13 の中心的な機能であると考えられる PK 活性依存的な機能に焦点を当てた

解析をおこなうことを目的とし、UL13 の PK 活性を消失した株 YK405 (UL13-K176M) 

およびその復帰株 YK406 (UL13-repair) を作製した。欠損株と同様に、YK405 

(UL13-K176M) もVero細胞においてはYK406 (UL13-repair) と同様のウイルス増殖性を

示し、RSC 細胞においては YK405 (UL13-K176M) は YK406 (UL13-repair) に比べてウイ

ルス増殖性の低下が確認された。 

In vivo における HSV-1 UL13 の PK 活性の意義を検証するにあたり 2 種類のマウス

HSV-1 感染モデルを用いた。一つ目の脳内接種モデルでは、作製した 2 種類のウイルス

を脳内接種し、LD50、脳におけるウイルス力価および脳における HSV-1 抗原の広がり

について解析した。その結果、いずれもウイルス間で顕著な差は認められなかった。こ

れは UL13 の PK 活性が神経病原性には重要ではないことを示している。これは Shibaki 

らによる、UL13 欠損株を用いた解析において UL13 欠損株が神経病原性の低下を示さ

ない報告 (40) と一致しており、UL13 の PK 活性依存的機能および非依存的機能のいず

れもが神経病原性には重要ではないことを示している。 

次に、作製した 2 種類のウイルスを角膜接種モデルに供した結果、UL13 の PK 活性

は 角膜でのウイルス増殖性、ヘルペス性角膜炎および眼の周囲の皮膚炎に重要である

ことが明らかになった。さらに、YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスは 84%が死

に至ったが、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスの致死率は 8%であり、YK406 

(UL13-repair) と比べて致死率の著しい低下が認められた。これは UL13 の PK 活性が神

経侵襲性か宿主免疫回避、もしくはその両方に重要であることを示唆している（図 39 e）。

本知見は、HSV のヒトでの病態を反映する疾患モデルにおいて、UL13 の PK 活性の重

要性を示した初の知見であり、UL13 の PK 活性が創薬標的となりうることを示すと考

えられる。 
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UL13 の PK 活性が神経侵襲性に重要であるかを検証するために、YK405 

(UL13-K176M)、および YK406 (UL13-repair) を角膜接種した後のマウスの各組織（眼球、

三叉神経節、脳）のウイルス力価、および脳における HSV-1 抗原の広がりを経時的に

測定、観察した。その結果、感染 5 日後で三叉神経節や脳へのウイルス侵襲能にウイル

ス間で有意な差は認められなかった。これは UL13 の PK 活性が神経侵襲性には重要で

はないことを示している（図 39 a）。一方、感染 7 日後や 8 日後において、YK405 

(UL13-K176M) 感染マウスは YK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて脳におけるウイ

ルス力価の有意な低下、および感染 8 日後において YK405 (UL13-K176M) 感染マウス

ではYK406 (UL13-repair) 感染マウスに比べて脳でのHSV-1抗原の顕著な排除が認めら

れた。これは UL13 の PK 活性は脳におけるウイルスの広がりには寄与しないが、HSV-1

抗原排除の回避、つまり宿主免疫回避に寄与することを示唆していると考えられる（図

39 d）。 

ウイルスによる宿主免疫回避機構は大別して自然免疫系の阻害と適応免疫からの回

避に分けられる。自然免疫系の阻害として、HSV-1 がコードするウイルスタンパク質 

(ICP0、VHS、γ34.5、Us11、Us3) は type I interferon シグナル伝達経路をそれぞれ阻害す

ることにより効率的なウイルス増殖に寄与することが報告されている (105-118)。一方、

これまでに HSV による適応免疫からの回避機構としての報告は CTL からの傷害回避が

主である。CTL は MHC class I によって細胞表面に提示された抗原を認識し、感染細胞

を傷害し、ウイルス増殖を阻害する。HSV による CTL からの回避機構として、ウイル

スタンパク質 (ICP47、VHS、Us3) がそれぞれ MHC class I を介した抗原提示の阻害に

寄与することが報告されている (12, 64-66, 68, 88)。 

作製したウイルスを二種類のマウス HSV-1 感染モデルに供した結果、ウイルス接種

後にすぐに脳内で増殖を開始する脳内接種モデルにおいて、UL13 の PK 活性は神経病

原性には重要ではなかった。一方、ウイルスが脳内に侵入するまでに数日を要する角膜
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接種モデルにおいて、UL13 の PK 活性は脳からのウイルス排除に寄与することが示唆

された。この二種類のマウス HSV-1 感染モデルの大きな違いである、HSV-1 感染後に

ウイルスが脳内に侵入するまでの時間に着目し、UL13 の PK 活性が CTL からの回避に

寄与するという可能性について検証した。CD8α 抗体を接種することで CD8+ T 細胞を

除去したマウスに YK406 (UL13-repair) を角膜接種した場合、マウスの生存率、脳での

ウイルス増殖や HSV-1 抗原の広がりに影響はみられなかった。一方、YK405 

(UL13-K176M) を CD8+ T 細胞を除去したマウスに角膜接種した場合、コントロールの

マウスに比べてマウスの致死率の亢進およびウイルス力価の増加が認められた。また、

HSV-1 抗原の広がりに関しても、YK405 (UL13-K176M) を感染させたコントロールのマ

ウスの脳では HSV-1 抗原の排除が認められたが、CD8+ T 細胞を除去したマウスでは抗

原排除の阻害が認められた。これらは CD8+ T 細胞が脳において HSV-1 感染細胞の排除

に極めて重要であることを示している。この結果はマウス HSV-1 角膜接種モデルにお

いて、CD8 knockout マウスを用いた解析から CD8+ T 細胞が脳からのウイルス排除に重

要であるという報告に一致する (87)。さらに、UL13 の PK 活性は脳において CD8+ T

細胞による HSV-1 感染細胞の排除の阻害に寄与していることを示唆する。一方、CD8+ T

細胞を除去したマウスに YK405 (UL13-K176M) を角膜接種した後のマウスの致死率は

コントロールのマウスに比べて亢進したが、YK406 (UL13-repair) を感染させたマウス

の致死率には及ばなかった。これは、CD8+ T 細胞以外も脳からの HSV-1 感染細胞の排

除に重要であり、UL13 の PK 活性はその機能も阻害している可能性を示唆している。 

現在までに、HSV がコードするウイルスタンパク質（ICP47、VHS、Us3）が CD8+ T

細胞からの傷害回避に寄与することが報告されており、それらの全てが MHC class I に

よる CD8+ T 細胞への抗原提示を阻害するというメカニズムである (12, 64-66, 68, 88)。

また、それらの解析は主に in vitro の系でおこなわれた解析の結果であり、その免疫回

避機構が実際に in vivo でウイルス増殖や病態発現に寄与することを明らかにしたのは
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Us3 の一例のみである (68)。また、Us3 は上記の通り、自然免疫の阻害にも関与するこ

とから (118)、in vivo において Us3 がウイルス増殖や病態発現に寄与するメカニズムは

多岐にわたると考えられる。UL13 に関しても MHC class I による CD8+ T 細胞への抗原

提示阻害に寄与する可能性をCTL assayにより検証したが、UL13のPK活性はMHC class 

I による抗原提示の阻害には寄与しないことが示唆された。これは、UL13 の PK 活性が

これまでに報告されている、HSV がコードするウイルスタンパク質とは異なるメカニ

ズムで CD8+ T 細胞からの傷害回避に寄与していることを示唆している。 

UL13 の PK 活性による CD8+ T 細胞からの傷害回避機構として、UL13 の PK 活性が

CD8+ T 細胞の脳への浸潤阻害に寄与する可能性について検証した。感染 7 日後におい

て、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスの脳感染部位（脳幹）の CD8+ T 細胞の

数は YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスに比べて有意な増加が認められた。この

結果より、UL13 の PK 活性は CD8+ T 細胞の脳への浸潤を阻害する可能性が考えられる

（図 39 c）。一方、顎下腺リンパ節における CD8+ T 細胞の数には UL13 の PK 活性の影

響は認められなかったが、脾臓における CD8+ T 細胞の数は、YK405 (UL13-K176M) を

感染させたマウスでは YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスに比べて増加する傾向

が認められた。よって、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスでは YK406 

(UL13-repair) を感染させたマウスに比べて全身を循環する CD8+ T 細胞の数が増加して

おり、それが脳感染部位に浸潤する CD8+ T 細胞の数の増加に影響している可能性も考

えられる。また、これらの CD8+ T 細胞は HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞であるかは

不明であるため、同時に ELISPOT assay を実施し、HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の

数について検証した。その結果、CD8+ T 細胞の数と同様に、顎下腺リンパ節における

HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞数はウイルス間で影響は認められなかったが、脳幹お

よび脾臓における HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の数は YK405 (UL13-K176M) を感

染させたマウスでは YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスに比べて有意な増加が認
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められた。この ELISPOT assay による測定では、HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞とし

ては主に CD8+ T 細胞および CD4+ T 細胞が考えられる。そこで各組織における CD4+ T

細胞の数についても検証した。その結果、顎下腺リンパ節における CD4+ T 細胞の数は

ウイルス間で影響は認められなかったが、脳幹および脾臓における HSV-1 抗原特異

的 IFN-γ 産生細胞の数は、YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスでは YK406 

(UL13-repair) を感染させたマウスに比べてそれぞれ増加傾向、および有意な増加が認

められた。これらの結果より、UL13 の PK 活性は HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞お

よび CD4+ T 細胞の浸潤を阻害する可能性が考えられる。また、UL13 の PK 活性が全身

を循環する HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞および CD4+ T 細胞の増加阻害に寄与する

可能性も考えられる。 

ウイルス抗原特異的な CD8+ T 細胞はウイルス感染細胞を認識し、傷害することで生

体内からウイルスを排除する重要な免疫細胞である。その CD8+ T 細胞は細胞表面にケ

モカインレセプターである CXCR3 を発現すること、および活性化した CD8+ T 細胞に

おいて CXCR3 の発現量が上昇することが報告されている (119)。また、HSV-1 脳感染

部位においては CXCR3 のリガンドであるケモカイン CXCL9 や CXCL10 の発現が誘導

されることが明らかになっている (120)。これらのケモカインは HSV 感染部位で高発

現することにより CD8+ T 細胞の効率的なリクルートを促進する (121)。今回用いたマ

ウス HSV-1 角膜接種モデルにおいて、脳感染部位におけるケモカイン CXCL10 mRNA

の発現量は、YK405 (UL13-K176M) および YK406 (UL13-repair) を感染させたマウスで

はその発現量に有意な差は認められなかった。一方、CXCL9 mRNA の発現量は感染 7

日後において YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスでは YK406 (UL13-repair) を

感染させたマウスに比べて有意な増加が認められた。これにより、UL13 の PK 活性は

CXCL9 の発現制御に寄与している可能性が示唆された（図 39 b）。一方で、上述したよ

うに、UL13 は IRF-3 を介した type I interferon の発現制御に寄与する可能性が示唆され
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ている (102)。しかし、IRF-3 は CXCL9 promoter を直接活性化しないこと (122) や、

MHV-68 の CHPK である ORF36 は PK 活性非依存的に IRF-3 と相互作用し、type I 

interferon の発現制御に寄与すること (102) から、UL13 と IRF-3 の相互作用が UL13 の

PK 活性依存的な CXCL9 の発現制御に与える影響は低いと考えられる。 

これまでに、CXCR3 や CXCL9、CXCL10 の knockout マウスを用いた HSV-1 感染実

験が報告されている (120, 123)。驚くべきことに、CXCR3 knockout マウスを HSV-1 角

膜接種モデルに供したところ野生型のマウスに比べて生存率の亢進が認められた 

(123)。一方、CXCL10 knockout マウスを HSV-1 角膜接種モデルに供したところ野生型

のマウスに比べて生存率が低下することが報告されている (120)。また、Wuest らは

CXCL9 knockout マウスを HSV-1 角膜接種モデルに供したところマウスの生存率は野生

型のマウスと同様であったことを報告している (120)。これらの報告はウイルス接種量

や同時に実施した結果ではないこと、及び double knockout や triple knockout を用いた解

析はおこなっていないことから、CXCR3 と CXCL9 および CXCL10 の関係性が角膜接

種後のマウスの致死性にどのような影響を及ぼしているか不明な点が多い。また、これ

らの knockout マウスは、HSV-1 の角膜接種モデルでは HSV-1 非感受性マウスである

C57BL/6 を background に作製されており、本研究で用いた HSV-1 感受性マウスである

ICR マウスとは条件が異なることから本研究で得られた結果と過去の knockout マウス

を用いて得られた結果を比較するのは困難であると考える。一方、HSV-2 を用いた膣接

種モデルにおいて、CXCR3 knockout マウスは野生型のマウスに比べて致死率の亢進や

脳幹におけるウイルス力価の増加が報告されている (89)。また、CXCL9 や CXCL10 

knockout マウスは野生型マウスに比べて脳幹に浸潤する HSV-2 特異的 CD8+ T 細胞の減

少、致死率の亢進、脳幹におけるウイルス力価の増加が報告されている (90)。このよ

うに、HSV-2 による膣接種モデルでは感受性マウスであるこれらの knockout マウスを
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用いたモデルでは、脳幹における CXCR3 と CXCL9 および CXCL10 の関係がマウスの

致死性に重要な影響を与えていることが明らかになっている。  

本研究により、UL13 の PK 活性が CXCL9 mRNA の発現制御に寄与している可能性

が示唆された。その一方で、UL13 はウイルスタンパク質 VHS (UL41 遺伝子産物) をリ

ン酸化することが報告されている (99)。VHS は RNase 活性を有したテグメントタンパ

ク質であり、感染細胞において宿主の RNA 分解を促進し、効率的なウイルス増殖に寄

与すると考えられている。そこで、UL13 による VHS のリン酸化が VHS の RNase 活性

に影響を及ぼし、結果として CXCL9 mRNA の発現に影響を与えている可能性を感染細

胞の系にて検証した。RNase 活性の指標とした β-actin mRNA の量は、YK476 (ΔUL41) 感

染細胞では野生体である F (wild-type) および YK477 (UL41-repair) に比べて有意な増加

が認められた。一方、YK405 (UL13-K176M) 感染細胞では F (wild-type) および YK406 

(UL13-repair) との間で β-actin mRNA の量に有意な差は認められなかった。これより、

感染細胞において UL13 による VHS のリン酸化は VHS の RNase 活性に影響を及ぼさな

いことが示された。よって、脳感染部位で認められた、UL13 の PK 活性による CXCL9

の発現制御は VHS の RNase 活性の影響ではないことが示唆される。また、脳感染部位

において CXCL10 mRNA やサイトカインのひとつである IL-6 mRNA の発現には UL13

の PK 活性は影響しないこともこの可能性を支持すると考える。 

Shin らは、systemic に HSV-2 の thymidine kinase (UL23 遺伝子産物) 欠損株を免疫し

たマウスの膣に CXCL9 および CXCL10 を塗布することで、HSV-2 抗原特異的な CD8+ T

細胞をリクルートさせうることを報告している (124)。そこで本研究では、YK405 

(UL13-K176M) 感染マウスに比べて CXCL9 の発現量が低い YK406 (UL13-repair) 感染

マウスの脳感染部位（脳幹）に CXCL9 を直接投与することで、CXCL9 の発現量の不足

を補い、HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞の浸潤促進、その結果としてウイルス感染細

胞排除の促進や致死率の低下が認められるか検証した。感染 5 日後に YK406 
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(UL13-repair) 感染マウスの脳感染部位に CXCL9 を投与し、感染 7 日後 (CXCL9 投与 2

日後) のマウスを解析した結果、コントロールのマウスに比べて脳幹における CD8+ T

細胞および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の数の有意な増加が認められた。一方、

CD4+ T細胞の数はCXCL9投与マウスとコントロールのマウスで有意な差は認められな

かった。また、CXCL9 投与マウスとコントロールのマウスの間で、顎下腺リンパ節お

よび脾臓の CD8+ T 細胞、CD4+ T 細胞および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産生細胞の数に有

意な差は認められなかった。これにより脳感染部位に浸潤する CD8+ T 細胞の数は脳感

染部位での CXCL9 の発現量が極めて重要であることが明らかとなった。また、CXCL9

の投与によって、全身を循環する CD8+ T 細胞の数に差が認められないにも関わらず、

脳感染部位での CD8+ T 細胞の数が増加したことから、今回の実験系においては、全身

を循環する CD8+ T 細胞の数の影響は脳感染部位での CXCL9 の発現量の影響に比べて

低い可能性が示唆される。また、CXCL9 を投与したマウスではコントロールのマウス

に比べて脳におけるウイルス力価および致死率の低下が認められた。これは CXCL9 の

投与により脳感染部位への CD8+ T 細胞の浸潤が促進され、効率的なウイルス感染細胞

の排除が進んだ結果と考えられる。よって、この結果は、UL13 の PK 活性は脳感染部

位において CXCL9 の発現を制御し（図 39 b）、CD8+ T 細胞の脳感染部位への浸潤を阻

害する（図 39 c）という可能性を支持すると考える。一方で、CXCL9 を投与したマウ

スにおいて、その生存率は YK405 (UL13-K176M) を感染させたマウスの場合には及ば

ない。この結果と一致するように、CXCL9投与したマウスではYK405 (UL13-K176M) を

感染させたマウスに比べて脳幹における CD8+ T 細胞および HSV-1 抗原特異的 IFN-γ 産

生細胞の数が有意に少ない。これは CXCL9 の投与箇所、投与のタイミング、投与量な

どによる影響であることが考えられる。個体によって感染の進行がいくらかずれている

可能性を考慮すると、HSV-1 抗原特異的な CD8+ T 細胞の数や脳感染部位におけるウイ
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ルス力価に違いがあるため、CXCL9 を投与したマウスと YK405 (UL13-K176M) を感染

させたマウスでこのような生存率の差が生じていると考える。 

今日、抗ヘルペスウイルス剤は臨床応用に至っているが、ヘルペス脳炎患者の約 10%

は死に至り、生存者の約 2/3 も中度および重度の障害を残す (4)。そのため、現行の治

療法には改善の余地があると考えられる。今回おこなった HSV-1 感染マウスへの

CXCL9 投与は致死性のマウス HSV 脳炎から一部のマウスを生存させた。本研究では、

既存薬である ACV 投与後のマウス致死率についても比較検証した。YK406 

(UL13-repair) 感染 2 日後から一週間 ACV を腹腔投与したマウスは全て生存したが、コ

ントロールのマウスは著しく死に至った。これは YK406 (UL13-repair) 感染 2 日後のマ

ウスでは、中枢神経系、特に脳に十分量のウイルスが侵入、増殖していないため、脳で

ウイルスが著しく増殖する前に ACV がウイルス増殖を抑制することで効果があったも

のと考えられる。一方、感染 5 日後から一週間 ACV を投与したマウスでは、コントロ

ールのマウスと同様に著しく死に至った。これは YK406 (UL13-repair) 感染 5 日後のマ

ウスでは、脳において一定量のウイルスがすでに侵入・増殖し、ACV を投与してもウ

イルス増殖を抑制できず、中枢神経系の破壊を阻止できなかった結果であると考えられ

る。つまり、今回用いたモデルでは、臨床現場において、HSV 脳炎患者が ACV の投与

を開始する段階に相当すると考えられる、脳にウイルスが侵入し、増殖した後の段階で

は ACV の効果は極めて弱く、致死性のヘルペス脳炎からマウスを生存させることが困

難であることが示された。一方、CXCL9 は脳にウイルスが侵入した後でも一度の投与

でマウスの生存率を亢進させうることから、今回用いたモデルでは、CXCL9投与はACV

投与より有効な治療法であることが示唆された。ただし、実際に HSV 脳炎患者の脳感

染部位に CXCL9 を直接投与することは様々なリスクを考慮すると現行の Drug delivery 

system では困難である。そのため、CXCL9 による治療は、脳感染部位で特異的に CXCL9

を発現することが可能となる安全な方法、例えばウイルスベクターなどを用いた方法の
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開発が必要である。本研究はヘルペスウイルス感染症の中でも治療が困難であり、かつ

致死性の疾患である HSV 脳炎に対する新規治療法の足がかりも提示することに成功し

たと考える。 

 本研究では、Us3 の欠損株である R7041 (ΔUs3) も脳内接種モデルおよび角膜接種モ

デルに供した。Us3 は α ヘルペスウイルス亜科に保存される PK であり、HSV-1 Us3 は

in vivo において神経病原性および神経侵襲性に極めて重要であることが報告されてい

る (42, 74, 75)。そこで、本研究で焦点を当てた UL13 の PK 活性の in vivo での機能を解

析する上で、Us3 欠損株である R7041 (ΔUs3) を用い、比較した。その結果、Us3 の in vivo

における詳細な機能の一部についても示した。 

本研究により、HSV-1 Us3 は角膜接種モデルにおいて、眼から脳へのウイルス侵入能

に重要であることが示された。この結論は、角膜接種後の R7041 (ΔUs3) 感染マウスの

脳においてウイルス増殖や HSV-1 抗原が検出されないが、復帰株である R7306 

(Us3-repair) 感染マウスでは脳においてよく増殖し、HSV-1 抗原の広がりが検出される

ことに起因する。つまり、HSV-1 の Us3 は in vivo において神経侵襲性に必須である。

また、角膜接種後の眼球におけるウイルス力価は、感染 1 日後や 3 日後では、R7041 

(ΔUs3) 感染マウスではR7306 (Us3-repair) 感染マウスに比べて7倍ほどの低下しか認め

られない。一方、角膜接種後の三叉神経節におけるウイルス力価は、R7041 (ΔUs3) 感

染マウスではR7306 (Us3-repair) 感染マウスに比べて 1,000倍から 3,000倍もの低下が認

められた。これは、HSV-1 の Us3 が角膜接種後の三叉神経節においてウイルス増殖に重

要であることを示す。三叉神経節において R7041 (ΔUs3) のウイルス増殖が顕著に低下

することは、R7041 (ΔUs3) が眼から三叉神経節への retrograde transport に欠陥があるこ

と、三叉神経節において感染性のウイルスが産生されないこと、もしくはそのどちらも

が原因であることが考えられるが、その詳細は不明である。さらに、角膜接種後の脳に

おいて R7041 (ΔUs3) が検出できないことは、三叉神経節から脳へのウイルスの
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anterograde transport の欠陥、三叉神経節でのウイルス増殖が十分でないこと、もしくは

そのどちらもが考えられるが、その詳細も不明であり、Us3 の in vivo における機能のさ

らなる解析が求められる。また、脳において R7041 (ΔUs3) が検出できないことは、こ

のウイルスがマウスの脳において感染性のウイルスを産生する能力に欠陥があるとい

う可能性も考えられる。しかし、R7041 (ΔUs3) は脳内接種後のマウスの脳で増殖する

能力が十分にあることから、この可能性は低いと考えられる。今後、Us3 が末梢から三

叉神経節や脳のような中枢神経系へのウイルスの侵入にどのようなメカニズムで寄与

しているか、解析を進めることが求められる。 

 これまでに HSV-1 の Us3 と HSV-2 の Us3 の間で病原性への貢献度が顕著に違うこと

が報告されている (74, 75, 125)。脳内接種モデルにおいて、HSV-1 Us3 欠損株はその親

株に比べて 10,000 倍以上の病原性の低下が認められたが (74)、HSV-2 Us3 欠損株は 10

倍程度の低下しか認められなかった (125)。これらの知見と一致するように、HSV-1 Us3

と HSV-2 Us3 の神経侵襲性への貢献度にも違いがあると思われる。実際、本研究で

HSV-1 Us3 欠損株を用いて得られた結果とは異なり、HSV-2 Us3 欠損株では、角膜接種

後のマウスの脳でウイルスが検出されることが報告されている (125)。これらの知見は

in vivo において、いくつかの HSV-1 Us3 の機能が HSV-2 Us3 では機能していないという

仮説を支持する。実際、HSV-2 Us3 はウイルスの nuclear egress や gB の細胞表面量の制

御といった HSV-1 Us3 の機能をもっていない (75)。しかし、これらの違いが HSV-1 Us3

と HSV-2 Us3 の in vivo におけるウイルス増殖や病原性発現、神経侵襲性に関与してい

るかは不明のままであり、今後検討すべき問題である。  

101 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 39. UL13 の PK 活性による HSV-1 新規宿主免疫回避機構のモデル図 

HSV-1はUL13のPK活性の有無に関わらず、角膜接種 5日後までは脳内で増殖する (a)。

角膜接種 7 日後の脳感染部位では UL13 の PK 活性依存的に CXCL9 の発現が抑制され

る (b)。CXCL9 の発現量が低い野生型株感染マウスでは、活性化した CD8+ T 細胞の脳

感染部位への浸潤が抑制され (c)、効率的なウイルス排除が阻害される (d)。その結果、

マウスは死に至る (e)。  
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