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はじめに

単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1 型（Herpes simplex virus 
type-1；HSV-1）は，最も一般的なヒトウイルスの一つで
あり，口唇炎などの粘膜・皮膚疾患を引き起こす一方で，
散発性ウイルス性脳炎の主要な原因でもある 1）．抗ウイル
ス剤の投与にもかかわらず，ヘルペス脳炎は致死に至る症
例や，重い神経学的後遺症を残す症例が少なくない 1）．ウ
イルスと宿主は，長い共進化の過程で，宿主は内因性免疫・
自然免疫・獲得免疫を備え，ウイルスはそれらを回避する
多様な仕組みを発達させてきた 2−4）．とりわけヘルペスウ
イルスは，数億年規模の時間をかけて宿主との精緻な均衡
を築き，生涯にわたり潜伏・再活性化を繰り返しながら，
宿主に過度の損傷を与えずに，宿主間を伝播する 5）．しか
しながら，HSV-1 による脳炎は例外的に急性かつ重篤で

あり，中枢神経系組織（Central nervous system；CNS）
では HSV-1 と宿主間の絶妙な均衡が破綻しうることを示
唆している 5）．したがって，CNS における HSV-1 増殖を
抑制する宿主側の応答と，それに拮抗するウイルスの回避
機構を解き明かすことは，ヘルペス脳炎の理解と治療戦略
の立案に直結する重要な研究課題である．

シチジン脱アミノ化酵素群である AID/APOBEC タン
パク質は，内因性免疫の実行因子として広く知られる 6，7）．
ヒト免疫不全ウイルス（Human immunodeficiency virus；
HIV） や エ プ ス タ イ ン・ バ ー ウ イ ル ス（Epstein-Barr 
virus；EBV）による APOBEC3 回避機構はよく研究され
ているものの，その多くは培養細胞に基づく知見であり，
ヒト病原ウイルスにおける in vivo レベルにおける宿主の
内因性免疫実行因子とウイルスによる回避機構の相互作
用，とりわけウイルス性脳炎に関する知見は十分とはいえ
ない 7，8）．本研究では，AID/APOBEC タンパク質が媒介
する宿主内因性免疫から，HSV-1 がどのように回避する
のかを明らかにするとともに，この回避機構が脳炎の成立
に深く関与することを示す．さらに，ウイルスによる回避
機構により抑制された内因性免疫を再活性化することで，
生体レベルにおけるウイルスの病原性発現を抑制しうる可
能性も提示する．

vUNG Ser-302リン酸化の生物学的意義

我々は，HSV-1 がコードするウイルス特異的な酵素群
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の制御機構に着目し，長年，基礎研究を継続している．本
研究では HSV-1 のウラシル DNA グリコシラーゼ（Viral 
uracil-DNA-glycosylase；vUNG）に関する解析を試みた．
vUNG は宿主 UNG と同様に DNA からウラシルを除去し，
塩基除去修復（base excision repair；BER）を開始するこ
とでウラシル DNA における障害を抑制すると考えられて
いる 9，10）．野生型 HSV-1 を感染させた HEp-2/ΔhUNGs 
細胞ライセートを脱リン酸化酵素で処理すると，ライセー
ト中の vUNG 活性がほぼ消失したことから，感染細胞に
おける vUNG の酵素活性にはリン酸化が不可欠であるこ
とが示唆された．リン酸化部位の同定を目的として，野生
型 HSV-1 を感染させた HEp-2 細胞のリン酸化プロテオー
ム解析を実施したところ，vUNG に 11 か所のリン酸化部
位が同定された．このうち Ser-302 は，すべてのヒトヘル
ペスウイルスがコードする vUNG に加え，哺乳類・酵母・
細菌など他生物種の UNG にも保存されている唯一の残基
であり，100 ns の分子動力学シミュレーションにおいて，
Ser-302 のリン酸化により vUNG の DNA 介在ループの柔
軟性が増すことが示された．UNG反応では，DNA介在ルー
プが DNA 二重らせんへ挿入された後，ウラシルを UNG
の活性中心へ送り込み，加水分解が実行されるというモデ
ル 11）が提唱されていたことから，vUNG Ser-302 のリン酸
化は基質であるウラシルの結合効率の向上により，vUNG
酵素活性を促進すると予測された．そこで，vUNG Ser-
302 を Ala に置換した組換えウイルス株 vUNG-S302A を
作出したところ，HEp-2/ΔhUNGs 細胞における vUNG 活
性は野生型と比べ著しく低下し，その低下水準は酵素不活
性化変異株（vUNG-Q177L/D178N）感染時の vUNG 活性
と同程度であった（図 1A）．さらに，vUNG-S302A およ
び -Q177L/D178N 変異は，いずれも vUNG タンパク質を

Hsc70 陽性の HSV-1 感染特異的な核内ドメイン（Virus-
Induced Chaperone-Enriched Domains；VICE ドメイン）12）

へ局在させた．一連の結果から，HSV-1 感染細胞におけ
る vUNG の酵素活性には Ser-302 リン酸化が必須であるこ
とが示された．また，経時的リン酸化プロテオーム解析で
は，Ser-302 リン酸化は感染後期に顕著となり，試験管内
リン酸化反応では宿主キナーゼ CDK5 とウイルスキナー
ゼ UL13 が当該部位をリン酸化し得ることも明らかとなっ
た．

過去の vUNG 欠損変異ウイルスの報告と同様に，HEp-2
および HEp-2/ΔhUNGs 細胞における vUNG-S302A およ
び -Q177L/D178N 変異株の増殖は野生型 HSV-1 株と同程
度であった．一方，角膜感染マウスモデルにおいては，
vUNG-S302A 株が感染したマウス群の生存率はコント
ロールウイルス株（S302A 変異を野生型に復帰させた
vUNG-SA-repair）感染群より有意に高く，感染 7 日目の
脳内における子孫ウイルス産生量も vUNG-S302A 株感染
群で有意に低下した（図 1B）．vUNGQ177L/D178N 株と
その復帰株 vUNG-QL/DN-repair でも同様の結果を得た．
一連の結果より，vUNG Ser-302 リン酸化および vUNG 酵
素活性が，HSV-1 の CNS における病原性およびウイルス
増殖に重要であることが明らかとなった．

vUNGは APOBEC1依存的な抗 HSV-1活性に拮抗する

シトシン脱アミノ化は代表的な内因性抗ウイルス応答で
あり，AID/APOBEC ファミリーが触媒してウイルスゲノ
ムにウラシルを生じさせる 6，7）．一方，DNA 中のウラシ
ルは UNG が駆動する DNA 修復経路である BER により
除去されることが古くから知られている 13）．HSV-1 を角
膜感染させたマウスの脳では，APOBEC1 と APOBEC3

図 1 vUNG Ser-302のリン酸化は，vUNG酵素活性を促進し，マウスモデルにおけるヘルペス脳炎の効率的な発症を司る．
（A）リン酸化プロテオーム解析で同定した vUNG Ser-302 のリン酸化を部位特異的変異により阻害した組換えウイ
ルス（vUNG-S302A ウイルス）では，vUNG 酵素活性が有意に低下する．（B）vUNG-S302A 変異により，HSV を
脳内に感染させたマウスの致死性（左図）および脳内における子孫ウイルス産生量（右図）が有意に低下する．文
献 20 を改変．また，一部の図は BioRender にて作成．
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主応答を抑制することでヘルペス脳炎が促進されているこ
とが明らかとなった．なお，角膜感染と同様に，頭蓋内感
染時も，vUNG-SA-repair および EGFP レポーター HSV-1

（HSV-1/EGFP）感染により，マウスの脳内では，神経細
胞における APOBEC1 の mRNA レベルが，感染細胞にお
ける APOBEC1 タンパク質発現レベルが有意に上昇した．
さらに，マウスのみならず，ヒト神経芽腫瘍細胞 CHP-
134 およびヒト iPS 細胞由来神経細胞においても野生型
HSV-1 感 染 に よ り， ヒ ト APOBEC1（hAPOBEC1） の
mRNA レベル and/or タンパク質発現レベルが上昇するこ
とも確認された．

vUNGは APOBEC1依存的な HSV-1ゲノム編集に 
拮抗する

如何なる分子メカニズムで，APOBEC1 が HSV-1 増殖
を制限するのかを検証するため，HEp-2/ΔhUNGs 細胞に
vUNG-S302A または vUNG-SA-repair の感染性ゲノムク
ロ ー ン と，hAPOBEC1 発 現 プ ラ ス ミ ド（EGFP-P2A-
hAPOBEC1）または陰性対照（EGFP-P2A-stop）を共導
入し，子孫ウイルス産生量と hAPOBEC1 依存的ゲノム編
集を 3D-PCR14）で評価した．3D-PCR は DNA の変性温度
依存性を利用して C（G）→ T（A）変異の蓄積を可視化する
系である 14）．EGFP-P2A-stop と vUNG-S302A，あるいは
hAPOBEC1 と野生型 vUNG（vUNG-SA-repair）を組み合
わせた条件では，HSV-1 DNA は 93.8℃の変性温度でのみ
増幅された．これに対し，hAPOBEC1 と vUNG-S302A の
共発現条件では 93.8℃に加え 88.9℃でも増幅が得られ，ウ
イルスゲノムにおける過剰変異（ハイパーミューテーショ
ン）の誘導が示唆された．実際に，88.9℃で増幅した断片

の mRNA レベルが有意に上昇し，AID と APOBEC2 で
は明確な上昇は認められなかった．したがって，CNS に
おいて APOBEC1 and/or APOBEC3 タンパク質が HSV-1
ゲノム編集を通じて，HSV-1 増殖を制限し得る一方，
vUNG は BER を起動することでこの抗ウイルス活性に拮
抗することが考えられた．

APOBEC1 欠損マウスに vUNG-S302A 変異株を頭蓋内
感染させると，生存率は野生型マウスと比べ有意に低下し，
脳内における子孫ウイルス産生量は有意に上昇した．一方，
復 帰 株 で あ る vUNG-SA-repair を 頭 蓋 内 感 染 さ せ た
APOBEC1 欠損マウスの生存率および脳内における子孫ウ
イルス産生量は野生型マウスと同程度であった．なお，
vUNG-S302A 変異株を頭蓋内感染させた APOBEC3 欠損
マウスの生存率は，野生型マウスと同程度であり，vUNG-
S302A 変異による弱毒化が APOBEC1 に依存することが
明らかとなった（図 2A）．また，死亡率の高いマウス群（す
なわち，vUNG-SA-repair を頭蓋内感染させた野生型マウ
ス，または vUNG-S302A あるいは vUNG-SA-repair を頭
蓋内感染させた APOBEC1 欠損マウス）の脳では，死亡
率の低いマウス群（vUNG-S302A を感染させた野生型マ
ウス）と比較して，HSV-1 抗原が容易に検出され，ウイ
ルス性脳炎との関連が報告されている Ccl3，Ccl4，Ccl5，
Il1b，Osm，Tnf など 6 種の炎症性サイトカインを含む炎
症反応に関与する 42 遺伝子の有意な発現上昇も確認され
た．これらの解析より，vUNG-S302A 変異または vUNG
酵素不活性化変異によって，マウス CNS で観察される
HSV-1 病原性および子孫ウイルス産生能の低下は，内因
性免疫実行因子である APOBEC1 依存的であり，Ser-302
のリン酸化による vUNG 活性化が APOBEC1 依存性の宿

図 2 マウス脳における APOBEC1依存的な DNA変異による抗ウイルス活性は，リン酸化 vUNGによって相殺される．
（A）vUNG-S302A 変異によるマウス致死性の低下は，APOBEC1 欠損により消失した．（B）HSV 感染マウスの
脳から採取した DNA を，DNA 変性温度依存的に HSV ゲノムの DNA 変異を検出できる 3D-PCR で調べると，
vUNG-S302Aウイルスが感染したAPOBEC1をもつ野生型マウスでのみ，DNA変異が検出された．このDNA変異は，
APOBEC1 欠損やリン酸化 vUNG の存在下では検出されなかった．文献 20 を改変．また，一部の図は BioRender
にて作成．



156 〔ウイルス　第 75 巻　第 2 号，

のシークエンス解析では広範な C → T 置換が検出され，
標的 Us3 遺伝子の 2 箇所で CAG から TAG への終止コド
ン化も確認された．一方，93.8℃で増幅した断片には変異
がほとんど認められなかった．さらに，3D-PCR 標的領域
および別領域を対象としたディープシーケンスでも，
vUNG-S302A ゲ ノ ム に お け る hAPOBEC1 依 存 性 の
C→TおよびG→A変異の顕著な増加が認められた．なお，
HSV-1 ゲノムのハイパーミューテーションと相関し，
hAPOBEC1 と vUNG-S302A を共発現した細胞では，子孫
ウイルス産生量および vUNG，糖タンパク質 gB の発現量
が，対照条件（vUNG-S302A 単独，または hAPOBEC1 と
野生型 vUNG）に比べ有意に低下していた．加えて，ヒト
およびマウス APOBEC1 は HSV-1 DNA 複製の場である
核に局在したが，vUNG と APOBEC1 の直接結合は検出
されなかった．

培養細胞で得られた結果と一致して，3D-PCR の結果，
vUNG-SA-repair が感染した野生型マウスの脳および
vUNG-S302A ま た は vUNG-SA-repair が 感 染 し た
APOBEC1 欠損マウスの脳からは，93.8℃の変性温度での
み HSV-1 DNA が 検 出 さ れ た（図 2B）． 一 方，vUNG-
S302Aが感染した野生型マウス脳からは，93．8℃に加えて，
より低い変性温度である 88.9℃でも HSV-1 DNA が回収さ
れ，88.9℃で増幅された PCR 断片には多数の C → T への
置換変異が蓄積していることが確認された（図 2B）．本結
果を野生型マウスおよび APOBEC1 欠損マウスの脳にお
ける vUNG-S302A および vUNG-SA-repair の表現型と統
合すると，vUNG-S302A の脳における子孫ウイルス産生
量および CNS での病原性の低下は，ウイルスゲノムのハ
イパーミューテーションと関連することが示唆される．し
たがって，APOBEC1 は，vUNG の酵素活性が欠損してい
る条件下でウイルスゲノムにハイパーミューテーションを
誘導することにより，ゲノム完全性（インテグリティー）
を損なわせ，ヒト培養細胞およびマウス CNS において
vUNG-S302A の増殖を抑制することが明らかとなった．
一連の結果は，Ser-302 リン酸化によって活性化された
vUNG が，APOBEC1 により誘導されるウイルスゲノムの
不安定化およびウイルス増殖の低下に拮抗することを示唆
している．

本研究の新規性は，過剰発現系でのみ抗ウイルス活性が
報告されていた APOBEC1 の DNA 編集活性が生体内で
実際に抗ウイルス効果を有することを初めて実証した点に
ある 15，16）．さらに，vUNG は従来，ウイルスゲノム複製
時に生じる偶発的な化学反応やポリメラーゼによる dUTP
誤混入に由来するウラシルの除去に関与すると考えられて
おり，AID/APOBEC ファミリーとの関係は不明であった．
本研究は，vUNG を APOBEC1 による抗 HSV-1 活性に対
する内因性免疫回避因子として再定義し，CNS 感染モデ
ルを通じて vUNG と APOBEC1 の相互作用が HSV-1 脳炎

の成立に果たす役割を明らかにした点も重要と考えられ
る．

vUNGと ICP6のヒト脱アミノ化酵素に対する 
効果の比較解明

APOBEC ファミリータンパク質は，マウスとヒトで数
や構造が異なる 17）．DNA 編集活性を有し，かつ，HSV-1
ゲノムの複製の場である核に局在する APOBEC は，マウ
スでは APOBEC1 のみであるが，HSV-1 の自然宿主であ
る ヒ ト で は，APOBEC1 に 加 え て，APOBEC3A

（hAPOBEC3A）および APOBEC3B（hAPOBEC3B）等
が知られている 17）．注目すべきことに，HSV-1 がコード
するもう一つの核酸代謝酵素である ICP6 は hAPOBEC3A
および hAPOBEC3B と結合し，それらを核から細胞質へ
局在変化させることが報告されている 18）．この報告と一
致 し て，ICP6 欠 損 株 で は，hAPOBEC3A ま た は
hAPOBEC3B を発現する細胞において，HSV-1 ゲノムの
インテグリティーおよび子孫ウイルス産生量が低下した
が，hAPOBEC1発現細胞では影響が認めらなかった．一方，
vUNG-S302A 変 異 は，hAPOBEC3A あ る い は
hAPOBEC3B 発現細胞における HSV-1 ゲノムのインテグ
リティーおよび子孫ウイルス産生量にほとんど影響を及ぼ
さなかった．これらの結果から，HSV-1 が複数の DNA シ
チジン脱アミノ化酵素に対抗するために，少なくとも 2 つ
の独立した機構（vUNG と ICP6）を備えていることが示
唆された．しかしながら，APOBEC3A および 3B に関す
る知見は細胞系における過剰発現実験のみに基づくもので
あり，in vivo での検証は今後の課題である．ヒトが 7 種
類の APOBEC3 遺伝子を有する一方で，マウスは 1 種類
しか持たないことから，APOBEC3 をヒト化したマウスモ
デルなどを用いた解析が待たれる．

アデノ随伴ウイルスベクターによる致死性な 
ヘルペス脳炎の阻害

上述の解析より，APOBEC1 による C → U 置換変異は
vUNG に除去された後，DNA 修復されると考えられる．
vUNG を含む複数の UNG を阻害するバクテリオファージ
由来の小型タンパク質 UGI19）により，本 DNA 修復経路は
阻害される（図 3A，B）．一連の知見を総合すると，UGI
による vUNG 阻害が，ヘルペス脳炎の発症を抑制する可
能性が考えられる．そこで，HSV-1 脳炎に対する vUNG
の治療標的としての可能性を検討するため，ウイルス感染
14 日前に，UGI19）を発現するアデノ随伴ウイルスベクター

（AAV-UGI）または対照ベクター（AAV-ZsGreen）をマ
ウス脳内に投与し，その後，野生型 HSV-1 として vUNG-
SA-repair を感染させた．AAV-UGI を投与した野生型マ
ウスでは，AAV-ZsGreen 投与群に比べて生存率が有意に
改善し，脳における子孫ウイルス産生量も減少した（図
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毒剤」を借用（あるいは強奪）することで対処してきたの
ではないかと想像される．APOBEC とウイルスの攻防の
概念は，いまや DNA ウイルスにも射程が広がりつつあり，
その進化的含意の精緻化には引き続き検証が求められるの
かもしれない．
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3C）．一方，APOBEC1 欠損マウスでは，AAV-UGI 投与
によるマウスの保護効果は認められなかった．したがって，
UGI は APOBEC1 依存的に致死性のヘルペス脳炎からマ
ウスを保護することが明らかとなった．また，vUNG によ
る APOBEC1 拮抗には，Ser-302 リン酸化が必須であるこ
とを鑑みると，vUNG あるいはそのリン酸化を担うキナー
ゼを標的とする阻害剤の開発が，ヘルペス脳炎の新たな治
療法となり得ることも期待される．

おわりに

ヘルペスウイルスと AID/APOBEC タンパク質の相互
作用に関しては，溶解感染時に限れば，先行研究による
ICP6 と APOBEC3 タンパク質および本研究による vUNG
と APOBEC1 タンパク質の相互作用といった複数の知見
が蓄積してきた 18，20）．一方で，ヘルペスウイルス生活環
に特徴的な潜伏感染や再活性化の過程における意義は，な
お未解明の課題が多く，さらなる研究が必要である．また，
ウイルス学における重要な進化仮説として，宿主はウイル
スに対抗するため APOBEC3 を獲得し，さらにウイルス
は APOBEC3 を阻害するウイルス因子を獲得してきたと
いう進化的軍拡競争が知られている．レトロウイルスや B
型感染ウイルスの研究では，宿主 UNG が APOBEC3 の抗
ウイルス効果を減弱しうることが示されている．これらの
知見と，本研究で示した vUNG と APOBEC1 の相互作用
を併せて考えると，APOBEC による DNA 編集をウイル
スに対する「毒」，UNG をこの DNA 編集を修復する「解
毒剤」という構図が自ずと浮かび上がる．すなわち，
HSV-1 は APOBEC1 という「毒」に対し，宿主由来の「解

図 3 vUNGを阻害するウイルスベクター（AAV-UGI）は，APOBEC1依存的にマウスモデルにおけるヘルペス脳炎を抑
制する．

（A）APOBEC1 による C to U 変異は vUNG に除去された後，DNA 修復されるが，UGI はこの経路を阻害する（B）
vUNG 阻害活性を有する UGI を発現するアデノ随伴ウイルスベクター（AAV-UGI）を作出した．（C）AAV-UGI 投
与により，野生型マウスではヘルペス脳炎による致死性が有意に阻害された．一方，APOBEC1 欠損マウスでは，
AAV-UGI によるヘルペス脳炎抑制効果が消失した．文献 20 を改変．また，一部の図は BioRender にて作成．
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