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はじめに

　ウイルスは宿主間の感染伝播のため，微小な粒子構造に
ゲノムを格納しなければならない．この物理的な制約のよ
り，ウイルスゲノムは最少化されてきたと考えられる．一
方で，ウイルスは宿主細胞機構を高度にハイジャックし，
自身の増殖にとって最適な細胞内環境を生み出すため，ウ
イルスゲノムに多様な遺伝情報を充填する必要があったと
も考えられる．このパラドクスを克服するため，ウイルスは，
様々な戦略 (Ex．Leaky scanning，Internal ribosome entry 
site等 )により，非標準的な遺伝子産物を獲得してきた．
これらの非標準的な翻訳エレメントには，明確に定義され
た配列上の特徴がないことも多く，塩基配列情報に基づく
従来の手法では，翻訳領域の全体像を見出すことは困難で
ある 1)．実際，エンテロウイルスは 50年来に渡り，単一

のポリペプチドのみをコードすると信じられてきたが，
upstream ORF（uORF) をコードすることが報告されてい
る 2)．したがって，長年にわたり精力的に解析されてきた
ウイルスでさえも，依然として未同定の遺伝子産物をコー
ドしていることが容易に想像される．ワトソンとクリック
による DNA二重螺旋構造の発見を端とした逆遺伝学的解
析が，生命科学研究の飛躍に著しい貢献をしてきたという
事実を鑑みるに，ウイルス遺伝子産物の全体像の解読は，
ウイルス感染現象のさらなる理解には不可欠といえる．ま
た，既存の抗ウイルス剤やワクチンは，ほぼ全てウイルス
遺伝子産物を標的とすることからも，ウイルスゲノム情報
より遺伝情報を読み解くことの重要性は明らかである．

非標準的ウイルス遺伝子解読法の確立

　近年，ウイルス遺伝子産物の全体像を把握する解析法と
して，リボソーム内に取り込まれている mRNAを次世代
シーエンサーにより網羅的に同定することで，ゲノム上の
翻訳領域を推定するリボソームプロファイリングが報告さ
れている 3-6)．しかしながら，原理上，リボソームプロファ
イリングにより同定された遺伝子産物は，細胞内で実際に
安定発現し，生物学的意義を有しうるのかどうかは全く不
明である．本来，機能的なウイルス遺伝子産物の全体像を
把握するには，mRNAに着目するのではなく，ウイルス
蛋白質を直接検出することで，実際に細胞内で安定発現す
る遺伝子産物を同定することが理想的である．しかしなが
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　ウイルスは宿主細胞に感染後 , そのゲノムより遺伝子産物を新規合成し , 宿主細胞の環境を変化さ
せる . すなわち , ウイルス感染現象や病態の理解 , 抗ウイルス剤およびワクチンの開発には , ウイルス
遺伝子産物の包括的な同定が重要である . しかしながら , ウイルスは限られたゲノムサイズに , 多様
な遺伝情報を搭載するため , しばしば非標準的な翻訳エレメントを獲得している . これらのエレメン
トは一般的な塩基配列上の特徴を欠き , 従来のアノテーション法によりウイルス遺伝子産物の全体像
を同定することは困難である . 最近 , 我々は ,非標準的なウイルス遺伝子産物を包括的に解読する新
たな方法を確立した . 確立された新たな非標準的ウイルス遺伝子解読法は , 様々なウイルスにおける
遺伝情報の解読に広く応用される可能性があると期待される . 
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ら，単純な質量解析では，数千種類の宿主蛋白質がバック
グランドとなり，ウイルス蛋白質の全体像を検出すること
は困難を極める．
　周知の通り，大部分のウイルスは，宿主蛋白質の翻訳を
抑制する活性（shut-off活性 )を有し，ウイルス感染細胞
における新規合成蛋白質の大部分はウイルス蛋白質となる 7，8)．
そこで，我々は bioorthogonal noncanonical amino acid tagging
（BONCAT) とよばれる新規合成蛋白質精製法 9)を用いた
ウイルス遺伝子解読法の確立を試みた．図 1に示す通り，
BONCAT法では，メチオニンを枯渇させた培地中に，メ
チオニン類似低分子であるアジドホモアラニン（AHA) を
添加することで，新規合成蛋白質を AHA標識した後，
AHA内のアジド基とアルキン接合ビーズを結合させるこ
とで，新規合成蛋白質と，それ以前から細胞内に存在して
いた蛋白質を，簡便かつ敏速に分離することが可能である9)．
したがって，BONCAT法と高感度質量分析を併用した
chemical proteomics解析により，ウイルス遺伝子産物の
包括的な解読が可能ではないかと期待された．
　単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV-1)は，DNAウイルス
研究のプロトタイプであり，少なくとも 84個の遺伝子を
コードしていると長年考えられてきたが， 2019年以降，リ
ボソームプロファイリング等を駆使した統合的オミックス
解析により，10種類以上の新規遺伝子が立て続きに同定
されていた 6,10)．これらの報告により，おおよそ HSV-1が
コードする非標準的遺伝子産物の解読も完了したとも考え

られたが，HSV-1感染細胞を chemical proteomics解析に
供したところ，HSV-1ゲノム由来と考えられる 38,600ペ
プチド中の 2.8%にあたる 1,079ペプチドが未報告の非標
準的遺伝子産物に由来していた．通常，質量解析における
ペプチド同定の際には，1%以内の偽陽性率が含まれうる
という条件（FDR < 1%) が採用されるが，本解析では非
感染細胞でも同様の解析を実施し，非特異的なHSV-1ゲノ
ム由来のペプチド同定が完全に排除された条件（FDR 
<0.44%)を採用した．さらに，我々は，(i) 該当 coding 
sequence（CDS) 内に少なくとも 2種類以上のペプチドが
検出されていること，(ii) 他の代表的な HSV-1株に該当
CDSが保存されていること，以上の 2点を新規 HSV-1遺
伝子同定のクライテリアすることで，さらなる偽陽性の排
除を試み，9種類の新規 HSV-1遺伝子を同定した（図 2)．
興味深いことに，同定された新規 HSV-1遺伝子は，いず
れも既知の遺伝子に内包される形でコードされる internal 
ORF（iORF)と呼ばれる非標準的な遺伝子産物であった．
また，我々の確立した非標準的ウイルス遺伝子解読法では，
ヴュルツブルク大学のグループが，本年の 4月に報告した
新規 HSV-1遺伝子 RL2A(iICP0)と同一の遺伝子も検出さ
れた（図 2）6,11)．そして，2015年に世界初の腫瘍溶解性
ウイルスとして，米国食品医薬品局（FDA) に認可された
Lmlygicにおいて RL2A（iICP0）は欠損していることから，
RL2A（iICP0)と腫瘍溶解能の相関関係に関しては，さら
なる解析が待たれている 6)．

図 1 非標準的ウイルス遺伝子解読法の概要
Step-1：メチオニンを枯渇させた培養条件下にて , メチオニン類似低分子であるアジドホモアラニン (AHA)を添加することで , 

新規合成蛋白質に AHAを取り込ませる . Step-2：アジド基の高い反応性を利用し , AHA標識蛋白質をアルキン結合アガロー
スビーズに共有結合させることで , AHA標識蛋白質を精製する . Step-3：ビーズ上で , 精製蛋白質をペプチド断片化後 , 高感
度質量解析に供し , ウイルス感染に伴う新規合成蛋白質を包括的に同定する . 
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特有の mRNAは検出されなかったこと 13)から，piUL49
はポリシストロン性の mRNAから翻訳されていることが
示唆された．
　piUL49欠損ウイルスの Vero細胞におけるウイルス増殖
は，野生型 HSV-1と同程度であったが，脳内接種時のマ
ウス 50%致死値（LD50値 ) は，約 21.5倍の上昇が認めら
れた．また，piUL49と遺伝子領域が重複している VP22
との 2重欠損時，マウス脳内接種時のマウス LD50値は，
piUL49欠損あるいは VP22欠損時のいずれと比較しても，
明確に上昇した（図 3)．さらに，脳内における HSV-1増
殖もまた，piUL49および VP22欠損のいずれにおいても
低下し，2重欠損時にはさらに低下した（図 3)．一連の知
見より，piUL49と VP22は独立に機能する HSV-1神経病
原性因子であることが示唆された．

piUL49が HSV-1病原性を制御する分子メカニズムの解明

　HSV-1感染細胞における piUL49の細胞内局在を解析し
たところ，piUL49は主に核内の辺縁部に局在し，HSV-1
がコードする核酸代謝酵素である vdUTPaseと共局在する

新規 HSV-1病原性因子 piUL49の同定

　我々は，chemical proteomics解析により同定した新規
HSV-1遺伝子産物の 1つである piUL49に関する詳細な解
析を試みた．質量解析情報より，piUL49は，266アミノ
酸の遺伝子産物であり，HSV-1の極めて強力な神経病原
性因子である VP22 (13)の ORFに完全に内包される形で
コードされていることが想像された．また，piUL49は，
解析時，NCBI上に登録されていた全ての HSV-1ゲノム
情報に ORFが保存されていたことから，HSV生活環にな
んらかの重要な役割を担っていることが期待された．
　先ず，piUL49の推定 C末端ドメインに対するポリクロー
ル抗体を作出し，複数の HSV-1株の感染細胞における
piUL49の発現確認を試みたところ，piUL49の推定分子量
と一致する特異的なバンドが検出された．また，piUL49
の推定開始点を破壊することで，本バンドの消失も確認さ
れた．一方，VP22の開始点を破壊した際，piUL49の発現
が著しく上昇したこと，次世代シークエンサーを用いた近
年の大規模トランスクリプトーム解析においても piUL49

図 2 解読された新規 HSV-1遺伝子
非標準的ウイルス遺伝子解読法により，HSV-1がコードする 9つの新規遺伝子（iUL12,  iUL26a,  iUL26b, iUL38, iUL44b, 

iUL48, iUL49, iUL50, iUs1)を同定した .（文献 12より改）

図 3 piUL49は，VP22とは独立に機能する HSV-1神経病原性因子である
(A）piUL49単独欠損 HSV-1（iUL49ΔM)，VP22単独欠損 HSV-1（VP22ΔM)，piUL49と VP22を共に欠損したHSV-1（ΔVP22/

Δ iUL49)および，これらを野生型に復帰させた組換え HSV-1（iUL49ΔM-rep，VP22ΔM-rep，ΔVP22/ΔiUL49-rep)を，マウス
に脳内接種した．(B to D）感染 14日後の生死より、マウス LD50値を算出したところ，piUL49欠損，VP22欠損のいずれも
LD50値が上昇し，二重欠損時にはさらなる LD50値の上昇が認められた．(E to G）また，これらのマウスの感染 3日後 のマ
ウス脳内におけるウイルス力価も解析したところ，piUL49欠損，VP22欠損のいずれもウイルス力価を低下させ，二重欠損時
にはさらなるウイルス力価の低下が認められた .（文献 12より改）
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ことが明らかとなった．また，近接ライゲーションアッセ
イから，両分子が細胞内で十分に近接していることが確認
され，twin-strep-tagと融合した形の vdUTPaseを発現す
る組換え HSV-1の感染細胞を，ストレプ・タクチンを用い
た pull-down assayに供したところ，vdUTPaseと piUL49
が効率的に共沈降されたことから，piUL49と vdUTPase
は感染細胞内において複合体を形成していることも示唆さ
れた．さらに，精製蛋白質同士を用いた GST pull-down 
assayにおいても，piUL49は vdUTPaseの酵素ドメイン
の一部との直接結合が認められた．これらの知見に加え，
piUL49の 83番目のアルギニンをロイシンに置換（R83L) 
することで，VP22のアミノ酸配列を保持したまま，
piUL49と vdUTPase間の結合が阻害されることも確認さ
れた． したがって、piUL49は vdUTPaseと結合している
ことが示唆された。
　vdUTPaseは，宿主 dUTPaseのホモログであり，最も
一般的な非標準的ヌクレオシド三リン酸である dUTPを，
dUMPとピロリン酸に加水分解し，複製時 dUTPのゲノ
ムへの誤混入を阻害することで，遺伝情報の正確な維持に
寄与する 14-16)．我々は，piUL49と vdUTPaseの結合が
dUTPase活性に及ぼす影響の解析を試み，精製 piUL49の
添加により，精製 vdUTPaseによる dUTPの加水分解反
応効率が有意に上昇するという知見を得た．また，反応速
度解析において，piUL49の添加は vdUTPaseの最大反応
速度 (Vmax)や代謝回転数 (Kcat)のみならず，および酵素
と基質の親和性を示すミカエリス定数 (Km) も有意に上昇
させた．上述の通り，dUTPaseは細胞内の dUTP濃度の
上昇を阻害することから，piUL49が dUTP濃度の高い環
境において，vdUTPaseを効率的に活性化する性質を有す
ることは合理的であると考えられた．そして，piUL49欠

損および vdUTPaseとの結合を阻害する R83L変異時，感
染細胞における vdUTPase活性が有意に低下した．さらに，
R83L変異ウイルスの脳内接種時のマウス LD50値は，
piUL49欠損時と同程度まで上昇していた。これらの知見
より，piUL49は vdUTPaseを活性化することで，HSV-1
神経病原性に貢献していると考えられた．

piUL49は中枢神経系特異的な 

HSV-1病原性制御因子である

　宿主がコードする dUTPase活性の低い環境において，
ウイルスゲノムにコードされる vdUTPaseは dUTPase活
性を供給し，ウイルスゲノムの遺伝情報維持に寄与するこ
とで，効率的なウイルス増殖を促進することが，HSV-1
や猫免疫不全ウイルス（FIV) の vdUTPase研究において
報告されている 15,17,18)．そこで，vdUTPaseの制御因子で
ある piUL49欠損ウイルスも同一の性状を示すのか解析を
試みた．培養細胞系において，shRNA を用い宿主
dUTPaseの発現を抑制すると，piUL49欠損により HSV-1
増殖が有意に低下した．また，宿主 dUTPase活性の低い
神経芽腫瘍細胞においても，piUL49欠損により HSV-1増
殖が有意に低下した．これらの知見より，piUL49欠損に
より，vdUTPaseによる宿主 dUTPase活性不足時の酵素
活性の補填が阻害されることで、vdUTPase欠損と同一の
表現系が得られることが示唆された（図 4)．
　生体における HSV-1の主要標的組織は，粘膜疾患発症
の場である上皮系組織（Ex．角膜上皮 )，潜伏感染の場で
ある知覚神経系組織（Ex．三叉神経節）致死的な脳炎発
症の場である中枢神経組織（Ex．脳）と考えられている．
これらのマウス組織における宿主 dUTPase活性と piUL49
欠損ウイルスの増殖性を比較解析したところ，上皮系組織

図 4 piUL49は中枢神経系特異的な HSV-1病原性因子である
(A)  piUL49は vdUTPaseを活性化し，中枢神経系組織における宿主 dUTPase活性を補填することで，効率的な神経病原性の
発揮に関与する．一方，上皮系および知覚神経系組織では，HSV-1増殖に必要な dUTPase活性は，宿主 dUTPaseから十分
に供給される．(B) HSV-1の主要標的組織における宿主 dUTPase活性と vdUTPase欠損および piUL49欠損ウイルスの増殖性
は正の相関が認められる．
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や知覚神経系組織と比較し，中枢神経系組織では有意に
dUTPase活性が低く，piUL49欠損ウイルスの増殖性も低
いことが明らかとなった（図 4)．これらの知見は，
vdUTPaseの欠損ウイルスは，知覚神経系組織では野生型
HSV-1と同程度に増殖する一方，中枢神経系組織では増
殖性が有意に低下するという過去の報告と矛盾のない知見
であった 19)．さらに，piUL49欠損ウイルスに宿主 dUTPase
の過剰発現カセットを搭載した遺伝子組換え HSV-1 では，
マウス脳内での子孫ウイルス産生量が有意に回復し，脳内
接種時のマウス LD50値も野生型 HSV-1に近づいた．一連
の知見より，piUL49による vdUTPaseの活性制御は，中
枢神経系組織における HSV-1増殖に重要であり，piUL49
は中枢神経系特異的な HSV-1病原性因子であることが明
らかとなった（図 4)．

おわりに

　近年，リボソームプロファイリング等の統合的オミック
ス解析を駆使し，欧米の複数グループが HSV-1ゲノムの
再解読を試みていたが，iORFの解読は不完全あったこと
が本研究より明らかとなった 11)．従来の手法はいずれも「核
酸」を検出対象とするため，1塩基単位の差異の判別が必
要な iORFの同定は不得手である一方，申請者らが独自に
確立したウイルス遺伝子解読法は，「蛋白質」を直接的に
解析対象とするため，iORFを高感度に同定できるという
利点があったのではないかと想像された．また，上述の通
り，大部分のウイルスが shut-off活性を有することから，
chemical proteomicss解析を用いた非標準的なウイルス遺
伝子解読法は，他のウイルス遺伝子の解読にも水平展開可
能ではないか期待される．そして，立て続けに発見された
新規 HSV-1遺伝子のウイルス生活環における役割は，
piUL49を除き，ほとんど明らかになっておらず，今後の
さらなる解析が待たれる．
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