
〔ウイルス　第 58巻　第 2号，pp.117-124，2008〕

はじめに

ウイルス感染症の制御法で，最も効果的であるのはワク
チンであることは論を待たない．しかし，新型インフルエ
ンザ，エイズ，一部を除くヘルペスウイルス感染症等，効
果的なワクチン開発が困難である（または，間に合わない）
ウイルス感染症の制御は，抗ウイルス剤に頼らなければな
らないのが現状である．細菌に対する抗生物質を鑑みれば
明らかなように，抗微生物剤の標的は，微生物に特異的な
ものでなければならない．さもないと，副作用が問題とな
る．一方，ウイルスは宿主細胞なしでは生存できない．ウ
イルス遺伝子の転写，転写後修飾，翻訳，翻訳後修飾，ウ
イルス蛋白質やウイルス粒子の輸送等，ウイルス生活環の
大部分は宿主細胞機構に依存している．つまり，ウイルス
特異的な現象は極めて限られており，このことが抗ウイル
ス剤の開発を困難にしていると言える．既存の抗エイズ薬

や抗ヘルペスウイルス剤を鑑みれば明らかなように，これ
までに開発された抗ウイルス薬の多くは，ウイルス特異酵
素を標的としている場合が多い．しかし，全てのウイルス
が，エイズウイルスやヘルペスウイルスの様に，抗ウイル
ス薬の標的となりうる特異酵素を持つわけではない．また，
特異酵素を標的とする既存の抗ウイルス剤に関しても，抗
ウイルス剤の宿命である薬剤耐性ウイルスの出現が報告さ
れており，ウイルス特異酵素以外の現象を標的とした新規
抗ウイルス薬の開発が求められている．それでは，ウイル
ス特異酵素以外のウイルス特異的な現象とは何であろう
か？ウイルス特異的なものの最たるものは，ウイルス粒子
そのものおよびその成熟過程であると言える．実際，ウイ
ルス粒子の成熟過程を標的とする抗エイズ剤が報告されて
いる 9）．この様に，「ウイルスがどのようにできるか？」と
いったウイルス学の根幹を成す基本原理を解明するだけで
なく，新しい抗ウイルス剤開発の基礎となるウイルス粒子
成熟過程の研究は，ウイルス学分野において精力的に行わ
れている．
従来，ウイルス粒子を観察するためには，電子顕微鏡が

必要であった．周知のように，電子顕微鏡の解析では感染
細胞を固定する必要がある．しかし，ウイルス粒子成熟過
程は極めてダイナミックであることより，固定した細胞か
ら得られる情報は限られていた．実際，ウイルス粒子成熟
過程には不明な点が多い．近年の光学顕微鏡の技術的進歩，
また，様々な蛍光蛋白質および蛍光物質の開発は，ウイル
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ス粒子構成蛋白質をこれら蛍光プローブで標識することに
より，生きた細胞内におけるウイルス粒子の様々な動態を
光学顕微鏡で観察することが可能となってきた．光学顕微
鏡を用いた生きた感染細胞のリアルタイムイメージングで
は，同一細胞内でのウイルス粒子またはウイルス蛋白質の
動態を，経時的に観察することが可能である．つまり，従
来の固定された細胞から得られる情報は時系列的に極めて
断片的なものであったのに対し，生細胞のリアルタイムイ
メージングでは，時系列的に連続した情報を得ることがで
きる．さらに，Z軸に対して網羅的な感染細胞のイメージ
切片を取得後，それらに基づく 3次元立体構築イメージを
コンピューター上で再現し，標的としているウイルス感染
現象の空間的な位置を解析することも可能である．これら
感染細胞の時空間的な解析技術は，ウイルス粒子成熟過程
の研究に大きなインパクトを与え，従来では得ることので
きない新知見が報告され始めている．

ウイルス粒子およびその成熟過程の可視化

ウイルス粒子の可視化には，大きく分けて 2つの方法が
ある．1つは，ウイルス粒子そのものを蛍光色素で標識す

る方法である 6）．この方法を用いれば，ほとんど全ての種
類のウイルス粒子を可視化することが可能である．しかし，
ウイルス粒子の表面のみを蛍光物質で標識しているので，
ウイルス粒子が宿主細胞に感染し，粒子が崩壊すると可視
化は不能となる．ウイルスの細胞侵入過程や侵入後から粒
子崩壊までのウイルス粒子の輸送といった限られた現象の
みが解析可能であり，新生ウイルス粒子の成熟過程を観察
することはできない．2つめは，ウイルス粒子構成蛋白質
を蛍光蛋白質と融合させるかたちで発現する組み換えウイ
ルスを利用する方法である 5）．通常，ウイルス粒子構成蛋
白質は，1つのウイルス粒子の中にかなりのコピー数が存
在している．組み換えウイルスにおいては，1つのウイル
ス粒子に複数コピーの蛍光蛋白質がウイルス粒子構成因子
と融合したかたちで発現することとなり，それ故に，ナノ
メートル単位のウイルス粒子でも光学顕微鏡において可視
化が可能となる．この方法を用いれば，ウイルス粒子その
ものの観察だけでなく，生きた感染細胞中での新生ウイル
ス粒子構成蛋白質の動態や粒子形成過程も可視化すること
ができる．しかし，ウイルス粒子構成蛋白質に蛍光蛋白質
を標識することによってウイルス粒子形成が阻害される場

図 1 （A）YK608ウイルス粒子の模式図．カプシド蛋白質 VP26を蛍光蛋白質 Venus（緑色），テグメント蛋白質 VP22を蛍光蛋白

質mRFP1（赤色），エンベロープ蛋白質 gBを蛍光蛋白質 ECFP（青色）で標識した．（B）YK608のウイルスゲノムの模式図．

（C）精製 YK608ウイルス粒子の共焦点顕微鏡によるイメージング画像（a-d）および電子顕微鏡像（e）．電子顕微鏡像より，

YK608は完全なウイルス粒子を形成していると考えられ，さらに，3色の異なる蛍光を発色する．
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合や，組み換えウイルス作製系がない，または，蛍光蛋白
質遺伝子のウイルスゲノムへの挿入ができない場合は，こ
の方法を適応することができず，今のところ，全種類のウ
イルスにおいてこの方法が利用可能というわけではない．
ウイルス粒子およびその成熟過程の可視化は，大型の DNA
ウイルスであるヘルペスウイルス，アデノウイルス，ポッ
クスウイルスで先行している．その理由として，（i）組み
換えウイルス作製技術が確立されている，（ii）多くのウイ
ルス粒子構成蛋白質が存在するので，蛍光タンパク質を融
合させてもウイルスの粒子形成に影響のない（少ない）候
補ウイルス蛋白質が存在する可能性が高い，（iii）ウイルス
ゲノムが大きいので，外来遺伝子挿入許容量が大きく複数
の蛍光タンパク質の遺伝子を挿入可能であることが挙げら
れる．ウイルス粒子は複数の異なるウイルス因子から構成
されている場合が多いので，それらが集合し，ウイルス粒
子が構築されるといった一連のウイルス粒子成熟過程の解
析においては，異なる複数の蛍光蛋白質を複数のウイルス
因子に標識する必要がある．このような多色の蛍光蛋白質
を用いた一連のウイルス粒子成熟過程の解析は，単純ヘル
ペスウイルス 1型（HSV-1: herpes simplex virus 1）およ
び近縁のブタヘルペスウイルスであるオーエスキー病ウイ
ルス（PRV: pseudorabies virus）において精力的に行われ
ている（後述）．

HSV-1の可視化

HSVには，2つの血清型（HSV-1および HSV-2）があ
り，ヒトに口唇ヘルペス，性器ヘルペス，角膜炎，脳炎，

新生児ヘルペスなどの多様な疾患を引き起こす 13）．現在，
アシクロビルをはじめとする抗ヘルペスウイルス剤が開発
されたことにより，HSV感染症の効率的な治療が可能とな
ったといえる．しかし，米国で年間 1,000万人以上が性器
ヘルペスに罹るという事実は，HSV感染症のコントロール
が未だに困難であることを物語っている ．HSVを含めた
ヘルペスウイルスの特徴として，潜伏感染を引き起こすこ
とが挙げられる．HSVは局所で病態を引き起こした後，神
経節に輸送され潜伏感染する．そして，ある種の刺激や宿
主の免疫状態によって再活性化される．その際は，神経節
から局所にウイルスが輸送され，回帰感染を引き起こす．
この潜伏感染をするというヘルペスウイルスの性状がこれ
らのウイルス群の感染制御を困難にしている大きな原因で
ある．

HSV粒子は，ほぼ球状で，外側よりエンベロープ，テグ
メント，ヌクレオカプシドの主要基本構造から成る（図
1A）．4つのウイルス因子から構成されるヌクレオカプシ
ドは直径が 100～ 110nmの正 20面体で内部に直鎖状 2本
鎖の DNA ゲノムを格納している．ウイルスゲノムは約
150kbpと大型であり，約 20～ 30kbp外来遺伝子の挿入が
可能である．最外層のエンベロープは，宿主細胞由来の脂
質 2重層を基本とする膜構造であり，約 10種のウイルス特
異的糖蛋白質が埋め込まれている．テグメントとは，エン
ベロープとカプシドとの間に介在する蛋白質層であり，20
種類以上のウイルス因子が存在している．HSVでは，ウイ
ルス DNAの転写を活性化する転写制御因子や，宿主の転
写物を分解する RNA分解酵素がテグメント層に含まれる．

図 2 HSVウイルス粒子成熟過程．HSVは核内でカプシドを形成し，ウイルスゲノムをパッケージングする．その後，カプシドが

核内膜でエンベロープを被り（primary envelopment），核内外膜間（perinuclear space）に出芽後，核外膜とエンベロープが

融合することによってカプシドが細胞質に放出される．その後，カプシドはテグメントを獲得し，細胞質の膜オルガネラに出

芽することによって最終エンベロープを獲得する（secondary or final envelopment）．その後，エクソサイトーシスによって

細胞外に放出される．
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生きた細胞における HSV-1粒子の可視化は，1999年に
Elliottらのグループによって初めて報告された 5）．彼女ら
は，テグメント構成ウイルス因子の 1つである VP22が蛍
光蛋白質 GFPと融合したかたちで発現する組み換えウイル
スを作製し，生きた細胞においてリアルタイムイメージン
グを行った．その結果，VP22の感染細胞における連続的
な挙動だけでなく，ウイルス粒子をも可視化することが可
能であることが明らかになった．また，カプシド構成ウイ
ルス因子やエンベロープ構成ウイルス因子を蛍光蛋白質で
標識した組み換えウイルスも作製され，ウイルス粒子レベ
ルでのリアルタイムイメージングが可能であることが報告
された 1, 4, 12, 14）．テグメント構成因子やエンベロープ構成
因子に関しては，複数の各構成因子に蛍光蛋白質を標識可
能であることが報告されているが，カプシド構成因子に関
しては，VP26に蛍光蛋白質を標識した組み換えウイルス
のみが報告されている．これは，他のカプシド構成因子に
蛍光蛋白質を標識すると正常なカプシド形成を阻害してし
まい，組み換えウイルスの作製が不可能であることが原因
であると考えられている．実際，HSV-1や PRVとは異な
る亜科に属するヘルペスウイルス，例えば，ヒトサイトメ
ガロウイルス，Epstein-Barrウイルスにおいてもカプシド
の可視化が試みられているが，未だに報告がない．HSV-1
や PRVにおいて，VP26を蛍光蛋白質で標識した組み換え
ウイルスの作製 4, 14）やカプシドの可視化 14）が比較的早く
報告されたことは幸運であり，その後の HSV-1や PRVの
リアルタイムイメージングの進展に大きく貢献した．

HSV-1および PRVの神経軸索輸送

HSVの潜伏感染および再活性化後の回帰感染の際は，ウ
イルスはそれぞれ神経軸索を逆方向に移動する（逆行性輸
送および順行性輸送）．Elliottらのグループによる生きた
細胞における HSV-1粒子の可視化成功後，幾つかのグルー
プが HSV-1または PRVの神経軸索輸送の可視化に成功し，
実際にウイルス粒子が双方向に移動すること，その際の移
動速度などを報告している 2, 14）．

HSV-1や PRVの回帰感染では，ウイルスは神経軸索を
順行性輸送され局所に運ばれる．その際のウイルス粒子成
熟過程には不明な点が多い．電子顕微鏡を用いた解析では，
2つのモデルが提唱されていた．1つは，神経細胞の細胞体
でウイルスが最終エンベロープを獲得し，完成されたウイ
ルス粒子が神経軸索を順行輸送される‘Marriage Model’
であり，もう 1つは，細胞体で構築されたカプシドとエン
ベロープが別々に神経軸索を輸送され，神経終末でカプシ
ドが最終エンベロープを獲得する‘Separate Model’であ
る 7, 8, 10, 11）．最近，カプシドを蛍光蛋白質で標識した組み
換え HSV-1を用い，エンベロープを特異抗体で検出する
と，神経軸索においてカプシドとエンベロープの局在が全
く一致しないという‘Separate Model’を支持する報告が
なされた 16）．また，エンベロープを蛍光蛋白質で標識し，
カプシドを特異抗体で検出しても同様な結果が得られるこ
とも報告されている 15）．一方，カプシドとエンベロープを
異なる蛍光蛋白質で標識した組み換え PRVのリアルタイム

図 3 細胞の基底面に形成される‘assembly sites’．（A）YK608を Vero細胞に感染させ，12時間後の細胞基底面のリアルタイム

イメージング画像．エンベロープ蛋白質 gB（a），テグメント蛋白質 VP22（b），カプシド蛋白質 VP26（c）が細胞の基底面に

形成される複数のコンパートメント（assembly sites）で蓄積している（d）．拡大図：それぞれのコンパートメントには，エ

ンベロープ蛋白質，テグメント蛋白質およびカプシド蛋白質が蓄積している．カプシドはウイルス粒子とほぼ同サイズのドッ

ト状に検出されることから，成熟したカプシド構造体が細胞基底面の assembly sitesに蓄積していることが示唆される．（B）

Z軸に対して細胞の頭頂部から基底面までの網羅的な感染細胞（A）の Z切片画像を取得し，コンピューターで 3次元立体構

築を行った．各 lineにおける（a）Z-stackイメージング画像を示す（b, c, d）．assembly sites（矢印）が細胞の基底面に形成

されていることがわかる．
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イメージング解析から，エンベロープとカプシドの両方が
存在するウイルス粒子が神経軸索を順行性輸送される像が
得られるという’Marriage Model’を支持する報告が別
のグループからなされた 1）．これら 2つのグループの相反
する結果が，HSV-1と PRVというウイルスの種類の差に
よるものなのか，解析系の違いによるものなのかは不明で
ある．

HSV-1粒子の異なる 3つのコンポーネントを

異なる蛍光蛋白質で標識した組み換えウイルスの

作製とそれを用いたウイルス粒子成熟過程の解析

HSVのウイルス粒子成熟過程を図 2に示す．HSVは核
内でカプシドを形成し，ウイルスゲノムをパッケージング
する．その後，カプシドは核外へと移動する．カプシドの
核外への輸送に関しては 3つのモデルが提唱されてきた 13）．
現在では，カプシドが核内膜でエンベロープを被り
（primary envelopment），核内外膜間（perinuclear space）
に出芽後，核外膜とエンベロープが融合することによって
カプシドが細胞質に放出されるというモデルが最も支持さ
れている．その後，カプシドはテグメントを獲得し，細胞

質の膜オルガネラに出芽することによって最終エンベロー
プを獲得する（secondary or final envelopment）．その後，
エクソサイトーシスによって細胞外に放出される．HSVの
ウイルス粒子成熟過程は精力的に行われており，カプシド
の核内で構築→ゲノムのパッケージング→核内膜での
primary envelopment→ perinuclear spaceへの出芽過程まで
は明らかになっているが，その後のウイルス粒子成熟過程
は不明な点が多い．例えば，カプシドがテグメントを獲得
する場や最終エンベロープ獲得の場に関してさえ断片的な
証拠しかなく，未だ確定的ではない．
前述のように，HSV粒子はカプシド，テグメント，エン
ベロープの 3 つのコンポーネントから構成されている．
我々は一連の HSVウイルス粒子成熟過程を解析するため
に，HSV-1粒子の 3つのコンポーネントを異なる蛍光タン
パク質で標識した組み換えウイルス YK608を作製した（図
1A）17）．親株は，我々が独自に開発した HSV-1改変系が利
用可能であり，かつ，野生体の性状を保持する YK30418）を
用いた．YK608は 4つの外来遺伝子がウイルスゲノムに挿
入されているのにも関わらず（図 1B），Vero細胞における
増殖能は親株 YK304や野生体と比して，若干低下している

図 4 ‘assembly sites’形成過程のタイムラプス解析．テグメント（VP22）とエンベロープ（gB）蛋白質が同時に蓄積を始め

（6h），その後，カプシド（VP26）が遅れて集積する（8h）．時間とともにエンベロープとテグメント蛋白質で規定されるコン

パートメントのサイズは大きくなる一方，カプシドのドットの大きさはほぼ変化せず数が増えるのみである．テグメントとエ

ンベロープ蛋白質の動態は完全に一致する．



だけであった 17）．精製 YK608ウイルス粒子を電子顕微鏡
で観察したところ，野生体と同様な形態のウイルス粒子が
観察された（図 1C）．また，共焦点レーザー顕微鏡で観察
すると，3色の蛍光を発するウイルス粒子が検出可能であ
った（図 1C）．さらに，生きた YK608感染細胞の網羅的な
3次元立体構築イメージを解析した結果，感染細胞の基底
面（正確には，細胞と培養シャーレの接着面）に，カプシ
ド，テグメントおよびエンベロープ蛋白質が蓄積するコン
パートメントが複数誘導されることが明らかになった（図
3）．各コンパートメントを詳細に観察すると，カプシド蛋
白質はドット状に観察され，その大きさが成熟したカプシ
ドと同様であった（図 3）．また，タイムラプス解析より，
同定されたコンパートメントには，テグメントとエンベロ
ープ蛋白質が同時に蓄積を始め，その後，カプシドが遅れ
て集積し，時間とともにエンベロープとテグメント蛋白質
で規定されるコンパートメントのサイズは大きくなる一方，
カプシドのドットの大きさはほぼ変化せず，数が増えるの
みであった（図 4）．以上のリアルタイムイメージング解析
より，我々が見出した細胞基底面に誘導される複数のコン
パートメントはウイルス粒子成熟の場，特に，3つのコン
ポーネントが集積していることから，HSV-1の最終エンベ
ロープ獲得の場であることが強く示唆され，‘assembly sites’
と命名した．
次に，我々の同定した‘assembly sites’に宿主細胞の

どの膜オルガネラが集積するかを解析した．通常，核近傍の

1カ所に検出されるゴルジ体や TGN（trans-Golgi Network）
は，HSV-1が細胞に感染すると細胞質全体に拡散すること
が報告されている 3, 19）．拡散した TGN，ゴルジ体，また
は，通常より細胞質全体に拡散している他の膜オルガネラ
が‘assembly sites’に特異的にリクルートされれば，
HSV-1最終エンベロープの場同定のより確かな根拠となる
と考えた．解析の結果，TGN のマーカーが特異的に
‘assembly sites’にリクルートされるが，他のマーカー
（ゴルジ体，初期エンドソーム，後期エンドソーム）はリク
ルートされないことが明らかになった（図 5）．以上のこと
から，HSV-1の最終エンベロープ獲得が TGNで行われて
いることが強く示唆された．本知見は 17），HSV-1最終エン
ベロープの場に関して，現在までの最良の証拠を呈示する
ものとして，Journal of Virologyの SpotLightに紹介され
た（J. Virol. 82: 5117, 2008）．

おわりに

生きた細胞におけるウイルス生活環の可視化技術は，ウ
イルス粒子成熟過程の解明に有用なだけでなく，新しい抗
ウイルス薬の開発に利用するといった様々な可能性を秘め
ている．図 6は，HSVの増殖を抑制する薬剤を添加した際
の各ウイルス粒子コンポーネントの発現を示している．薬
剤を添加すると，各ウイルスコンポーネントの発現パター
ンまたは発現量が薬剤非添加と比して明らかに異なる．つ
まり，本技術はウイルス粒子成熟過程を標的とした抗ウイ

122 〔ウイルス　第 58巻　第 2号，

図 5 HSV感染細胞基底面に誘導される‘assembly sites’には TGNマーカーがリクルートされる．YK608を Vero細胞に感染さ

せ，12時間後の感染細胞を固定し，抗 TGN46抗体で染色した後，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．Assembly sitesに，

TGNのマーカーである TGN46が蓄積している．
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図 6 リアルタイムイメージングの抗ウイルス薬開発への応用．YK608感染 Vero細胞に HSVの増殖を阻害することが知られている

Brefeldin A（薬剤 A）または monensin（薬剤 B）を添加した．その結果，それぞれの薬剤を添加すると各ウイルス粒子構成

蛋白質の発現量または発現パターンが薬剤非添加と比して異なることが明らかになった．この差異を指標にして，ウイルス粒

子成熟過程を標的とした新しい抗 HSV剤のスクリーニングが可能であることが示唆される．

ルス剤の開発に応用可能であることが示唆される．我々が
開発した組み換えウイルスとハイコンテンツリアルタイム
イメージングシステム（マルチウエルプレート等を利用し，
多サンプルのイメージ画像を短時間で解析するシステム）
を組み合わせれば，high-throughputなスクリーニング系
も構築可能であると考えられる．
一方，ウイルス粒子成熟過程のリアルタイムイメージン
グの歴史は約 10年と浅く，解決・改良しなければならない
問題が多くあることも事実である．今後，より一層の顕微
鏡の光学系，イメージング解析ソフトおよび蛍光蛋白質の
改良が望まれると共に，実際のウイルス感染細胞のイメー
ジング技術に関する情報の蓄積や研究者間での共有が重要
である．なお，‘Marriage Model’と‘Separate Model’
の論争を鑑みれば明らかなように，リアルタイムイメージ
ングも万能ではない．従来の電子顕微鏡による解析，蛍光
抗体法による解析，生化学・分子生物学的解析等を組み合
わせた，より多面的な解析がウイルス粒子成熟過程の解明
には必須であると考える．
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