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は しがき

本冊子は、平成13～15年 度科 学研 究 費補 助金(基 盤研 究(C)(2)、 「単純ヘ

ル ペス ウイルス の神経軸 索輸送の解析 と治療用ベクターとしての可能性の検討、

課題番号:13670291」 の研究成 果報告書 であ る。

ヘル ベスウイルスが潜伏感染す るためには、粘膜に感染後、神経軸索を経由

して中枢神経細胞核 に到達 しなければな らない。軸索 という"地 下 トンネル"

を往復 して潜伏 ・再発 を起 こすわけだ。

本研究は"地 下 トンネル"を 移 動 す る とい うヘルベ ス独 特 のメカニズムを少

しでも明らかに したい と始めた。また、移動手段 を明 らかに し、その制御 を可

能に し、最終的にウイルスベクター開発の足掛か りに したいと考えていた。残

念なが ら、事を簡単 に考え過 ぎていたようだ。如何 に本来の機能 を損なわない

で、且つ標識の付いた組み換 え体 ウイルス を作成するか、如何に軸索輸送 を可

視かするかという問題 を最後 まで解決できなかった。その為、若干道筋か ら外

れたが、将来のウイルスベクター開発の足掛か りとなるパ ッケー ジングその他

の検討を行った。

厳密には本研究の実績 とは言い難いかもしれないが、本研究予算で実験 した

こともあ り、本冊子に載せたいと思う。
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研究目的

ヘル ペス ウイルス が潜伏感 染 す るた めには、粘膜 に感 染後、神 経軸索 を経 由 して 中

枢神経 細胞核 に到達 しな けれ ばな らない。軸索 とい う"地 下 トンネル"を 往復 して潜

伏 ・再発 を起 こすわ けだが、"地 下 トンネル"を 移動す る とい うヘルペ ス独 特の メカニ

ズ ムは謎で あ る。年度 内 に、 ヘルベ ス ウイル スが"地 下 トンネル"を 移動 す る交通手

段 を明 らかに したい。

軸索輸送 の メカニズ ムが解 明で きれば、 単純庖疹 ・帯状庖 疹の根 本的治療 法の開発

につ なが る と共 に"潜 伏 の メカニズ ム"も 明 らかにす る ことが可能 とな る。さ らに軸

索輸送 を外 部 か ら制御 で きる リコ ンビナ ン トウイルス を開発 で きれ ば、遺伝子 治療 に

おいて"潜 伏"と い う隠 れみの を持 った ウイル スベ クター の開発 も可能 となる。普段

は``消 防署"と い う神経核 に待機 し、急 患 ・病気 の再 発が生 じる と``地 下 トンネル"を

通 って危険信号 を送 った り、治療 が可能 となるか も しれない。

ヘルペ ス ウイル スが"地 下 トンネル"を 移 動す る交通手段 とは、 つ ま り"自 分 の足

で走 る"の か、"整 備 され たベル トコ ンベ アー"を 利用 す るのか とい うこ とだろ う。恐

ら く、後者 の手段、 つ ま り細胞 のモ ーター蛋 白(ダ イネ インあ るい はキネ シン ・スー

パ ー ファ ミ リー)を 利 用 してい るのだ ろう。それ も、神 経細胞 特異的 な分子モー ター

に よ り微 小管 に沿 って輸送 され る と考え られ る。 も う一つ重要 な こ とは、 神経節 と粘

膜 間の往復切 符 をいか に して優 先的 に手 に入 れたか であ る。 その為 には、 コンベ アー

ベル トに しがみつ く"腕"と"ス イ ヅチ"と なるべ きウイルス蛋 白が必要 となる。"腕"

が分子モー ターに結合す るウイルス構 造蛋 白で あ り、"ス イ ッチ"は ウイルスの持つ蛋

白 リン酸化 酵 素であ ろ う。 これ らの メカニズ ムが明 らかになれ ば、神経細胞 間での神

経 伝達 物質 ・神経 伝達 物質受容体 の輸送 の詳細 も明 らかにで きるか も しれない。 さ ら

に、 これ らの物 質や ウイルス の輸 送 を制御 が 可能 となるだ ろう。神 経節 か ら脳への移

行の制御 も可能 なれば、 治療 用 ベ クター と して、 脳腫瘍 ・その他 の癌の治療 ・再 発防

止(神 経節 に潜伏 しなが ら、再発 を監視)が 可能 となる。
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例 えば、癌 特異 的あ るい は癌 で産 生量 の多い物 質(増 殖 因子な ど)が 血 中 に存在 す

る可能性 のあ る癌 の場合、癌 の発 生 ・再発 の監視 と防止 を可能 にす るこ とが可能 とな

るだ ろう。ヘルペス ウイル スは神経 節で は、Latencyassociatedtranscripts(LATs)

を発現 してい るので、 この転 写物 の元の 一部の遺伝 子領 域 に上 記の癌 関連 物質 の レセ

プター の遺伝 子 を組 み込 んだ リコ ンビナ ン トウイル スを作成 。癌 関連 物質 の結合 に よ

り、 その レセ プターか らのシ グナ ル伝 達 に よ り再帰 感染 の"ス イ ッチ"が オ ンに成 る

よ うに ウイルス遺伝 子 を設計 し、 エ フェクター蛋 白 としてIFN・TNFの 遺伝子 を

前早期遺伝子のプ ロモー ター下に発現 するよ うな治療用ベ クターの作成 が可能 だろ う。
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研究実施計画

分子モーター とウイルス蛋白間の相互作用の検討

分子モー ター蛋 白(ダ イネ イン、 キネ シン)遺 伝子 の組織 別のク ローニ ング。微小

管依存性輸送 に係わ る ウイル ステグメ ン ト蛋 白(UL34,US11,UL25)の 遺伝子 クロー

ニ ングとタグ付 きプラス ミドの作成。上記蛋 白分子 間の相互作用 の解析。

組 み換 え体 ウイ ル ス の作 成

分子モー ター蛋 白と相互作 用 を示 した ウイルス テグメ ン ト蛋 白に可視化 の為 、GF

Pタ グの付いた組み換 え体 ウイルス を作成 。

GFP-UL34組 み換 え体 ウイルス(rGFP-UL34v)

GFP-US11組 み換 え体 ウイルス(rGFP-USllv)

以上の作成 した ウイル ス株 を培養細胞 に感染 させ、細胞 内の局在 、増殖能 を検討す る。一
ウイルス燐 酸化酵素 によるモーター蛋 白の燐酸化 によるウイルス微 小管輸送へ の影

響 を検討す る為に、燐酸化遺伝 子欠損 ウイルス を作成 。

UL13とUS3の 遺伝子欠損 ウイル ス作成(△UL13vと △US3v)

作成 した ウイルス株 を培養細胞 に感 染 させ、細胞 内の局 在、増殖 能 を検討後、 さ ら

に可視化 ウイルス株 作成 と同様 の方法で2重 組み換 え体 ウイルスを作成。

UL13欠 損/GFP-UL341組 み換 え体 ウイルス

(DUL13/rGFP-UL34v)

US3欠 損/GFP-UL34組 み換 え体 ウイル ス

(DUS3/rGFP-UL34v}

UL13欠 損/GFP-US11組 み換 え体 ウイルス

(DUL13/rGFP-USllv)

US3欠 損1GFP-US11組 み換 え体 ウイルス

(DUS3/rGFP-USIlv)

以上 の作 成 したウイルス株 を培養 細胞 に感 染 させ、細胞 内の局在、増殖 能 を検討す

る。 またマ ウスを使 った実験 で角膜か ら三叉神 経節到達度合 い を検 討、 あ るいは後根

神経節の初代 培養細胞で可視化組み換 え体 ウイル スの軸索輸送 を観察す る。
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微小管依存性輸送制御の可能性の検討

前述の2重 組み換えたいウイルスで明 らかに輸送に変化のあったものについて、プ

ロモーターの改変が可能かを検討。

プロモーター領域をメタロチオネインのプロモーターに改変した組み換えたいウイル

スの作成 し、初代培養細胞で輸送制御の可否の検討を行い、出来れば動物実験に持っ

ていく。

レ ベ ク.__. の ロ 、

最後 に、UL41欠 損 ウイルス(宿 主蛋 白の発現 を抑制 しな くな った株)を 基礎 に、

神経軸索輸送 に関係 したウイルス遺伝 子の プロモー ター を外部 か ら誘 導可能 な プロモ

ー ター に置 き換 えた リコ ンビナ ン トウイル スが、 遺伝子治療用 のベ クター と して利 用

可能か どうかを動物実験 で検討 する。つ ま りウイルスの蛋 白リン酸化酵素あ るいは"ス

イ ッチ"の 役割 をす る遺伝子産物 を誘 導す るこ とに よ り、再活性化 され、神経節粘 膜

まで輸送され るか どうか。
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研究成果

分 子 モ ー タ ー蛋 白の遺 伝 子 ク ロー ニ ン グ

神経特 異的 レ トログ レイ ド分子 モー ター蛋 白 として ダイネイ ンIClAvariantと

カーゴ アダプター蛋 白ダイナ クチ ン(DCTN13p150GM)を 脳 由来cDNAラ イブラ リ

ーか ら、普遍 的モー ター蛋 白ダイネイ ンIC2Cvariantを 膀帯 由来cDNAラ イブ

ラ リーか らクローニ ング した。

微 小管依存性輸送 に係 わ るウイルステ グメン ト蛋 白(UL34,USIl,UL25)の 遺伝子

をHSV1業 室 内ス トレイ ンVR3株 のゲ ノムか らクローニ ング した。

蛋 白分 子 間の 相 互作 用 の検 討

蛋 白間相互作用 をウサギ網状赤血球 を用 いたInvitro翻 訳 システムで解析 した。テ

グメン ト蛋 白UL34が 神経特 異的蛋 白ダイネイ ン(ICIAvariant)と 高い親和性 を示 し

た 。さ らに、 弱い なが ら普遍 的モー ター 蛋 白(IC2Cvariant)、 カー ゴアダ ブター蛋 白

(DCTN1;plso(31ued)と も親 和性 を示 した。 カブ シ ド蛋 白UL25の これ らモー ター蛋 白

との相互作用は確 認されなかった。

組 み 換 え体 ウイ ル スの 作成

以上 の結果 よ り、UL34組 み換 え体の作成 と共 にアンテログ レイ ド輸送 に関係 す

ると言われ るUS11の 組み換 え体 を作成 した。

GFP-UL34組 み換 え体 ウイル ス(rGFP-UL34v)

UL34のN末 末端 にGFPの ス トヅプ コ ドンを除い て フレイムシ フ トが起 こ ら

ない ように組 み換 え体 を作 成 した。 この ウイルスの感染 によ りUL34の 核膜へ の集

積 が観 察 され たのみで、 微小管へ の集積 は見 られ なか った。残 念 なが ら、 この組み

換 え体 は ヘ ルパ ー細 胞 な しで は、 遊 離 ウイル ス は殆 ど取 れ な か った。 つ ま り、

GFP-UL34は テグメ ン ト蛋 白と して機 能 しな い し、且 つ ビ リオ ンの一・部 とな ってい

ない と考え られ、新たなタグ付 きの組み換 え体 の作成 を検討 中であ る。
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GFP-US11組 み換 え体 ウイルス(rGFP-USllv)

UL11のN末 末端 にGFPの ス トップコ ドンを除い て フ レイ ムシ フ トが起 こ ら

ない よ うに組 み換 え体 を作成 した。細胞 内で増殖 率の低 下 に比 べ、細胞 外へ の ウイ

ル スの放 出に影響 は ない もの と考 え られ る(べ 一 ジ8)。 この ウイル スの感 染 細胞

ではUSllの 核 小体へ の集積が観察 され たが、微 小管へ の集積 は見 られ なか った。

11,12ペ ー ジに作 成 した ウイル ス株 の感 染細胞 の蛍光像 を示す 。この蛋 白は ウ

イル ス増殖 に必須 ではな いが、神経 軸索輸送 には必須 で あ る といわれ てい るので、

神経節細胞の初 代培養 系あるいは動物での実験 が必要 と思われ た。

ウイ ル ス増 殖 率(MOI=1)

4h8h

Wttype

遊 離500

細胞 内00

rGFP-USllv

遊 離050

細胞 内00

10h 12h 24h 32h

010001.5x10'3.Ox10'

2.1x1041.5x1057.Ox1066.Ox106

0

0

O

SOO

2.Ox1052.5x106

1.9x1066.Ox106

ル ス1ン の ルス2
.ウ ル ス の

UL13とUS3の 遺伝子 欠損 ウイル ス(△UL13vと △US3v)と 可視化 ウ

イルス株作成 と同様 の方法で以下の2重 組み換 え体 ウイル スを作成 。

UL13欠 損ノGFP-UL341組 み換 え体 ウイルス

(△UL13/rGFP-UL34v)

US3欠 損ノGFP-UL34組 み換 え体 ウイルス

(DUS3/rGFP-UL34v)

UL13欠 損1GFP-US11組 み換 え体 ウイルス

(△UL13!rGFP-USllv)

US3欠 損!GFP-US11組 み換 え体 ウイルス

(SUS3/rGFP-USIlv)
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ウイルス増殖率(MOI=1)

Wttype

遊離

細胞 内

DUL13v

遊離

細胞 内

△US3v

遊離

細胞 内

4h

50

0

0

0

0

0

8h10h

OO

O2.1x104

SOO

OO

500

00

12h 24h 32h

10001.5x10'3.Ox10'

1.5x1057.Ox1066.Ox106

0

500

5.Ox1052.5x105

7.Ox1057.3x105

05.8x1051.6x106

5001.3x1069.5x105

UL13とUS3の 遺伝子 欠損 ウイルスの感 染細胞 での増殖 率 を比較 してみ

た。9ペ ー ジに示 す ように遊離 ウイル ス量 に差はな いが、細胞 内 ビ リオ ン数 を

見 る と△US3v感 染細胞の方がWttypeに 近か った。つ ま り△US3vの 方

が ビ リオ ンの細胞外放 出が遅れ る傾 向にあ った。

ウイ ル ス増 殖 率(MOI=1)

4h8h10h12h

Wttype

遊 離5000

細 胞 内002.1x104

DUL13/rGFP-USIly

遊 離010000

細 胞 内0007000

DUS3/rGFP-USIly

遊 離501000

細 胞 内0508200

24h 32h

10001.5x10'3.Ox10'

1.5x1057.Ox1066.Ox106

5.Ox1048.Ox105

8.5x1056.Ox105

04.8x1051.6x106

5.5x1043.5x1056.Ox105
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UL13欠 損/GFP-UL34、US3欠 損/GFP-UL34組 み換 え体 ウイ

ル スの作成 は 断念 した。残 念な が ら、rGFP-UL34vは ヘルパ ー細胞 な しで

は、遊離 ウイル スは殆 ど取 れない し、本来 の機 能が消失 してい ると考 え られ るので、

新たなタグ付 きの組み換 え体の作成 を検討 中であ る。

△UL13/rGFP-USllvと △US3/rGFP-USllvと の感染 細

胞 内での増殖 を比較 してみ た。10ペ ー ジに示す よ うに、 全体 と して増殖 率の低 下

が見 られ るが、 △UL13vと △US3vと の比較 の時 と同様 にUS3遺 伝 子欠 損

のあ るウイル スの方 が細胞 外放 出の遅延 が見 られ た。 さ らに △US3vと △US3

/rGFP-USllvを 比較 す ると、 明 らか に△US31rGFP-USllvの

方に遅延 が確認 され た。 この事 は ウイル スの ア ンテ ロ グレイ ド輸送 の障害 が考え ら

れ ると思 う。以 前 よ り、 培養細胞で の感染実験 でUSI1はUS3に よ り燐酸化の基

質 にな るが、 その機 能 には必須 ではな い といわれ てい る。 しか し、 今回観察 され た

結果 を見 る と、US3が 直接 あ るい は間接 的にア ンテ ログ レイ ド輸送 に関係 してい る

可能性 があ る。USIlは 必須 の遺伝子 ではな いが、神経 軸索輸 送で はア ンテ ログレ

イ ド輸送 に必須 といわれている。

以上の作成 した ウイル ス株 を培養 細胞 に感染 させ、 細胞 内の局在 の検 討 を行 った

(13、14ペ ー ジ)。MOI=100の 感染 では、4時 間でrGFP-USllvの 細

胞 質、核 小体 へ の局在 が見 られた。組み換 え体 間で差 が見 られ、 △UL13!rGF

P-USllv感 染細胞 で2時 間以上 の遅れ が見 られ たが、 この結果 がUL13の

レ トログ レイ ド輸送 への 関連 を意 味す るのかは分 か らない 。今 後 さ らなる精 査 が必

要であ ろう。

マウスを使った実験で角膜から三叉神経節到達度合いを検討、あるいは後根神経節

の初代培養細胞で可視化組み換え体ウイルスの軸索輸送を観察する予定であった。し

かし、GFPタ グ自体が本来のウイルス蛋白の機能に影響している可能性が強く、動

物実験まで進めなかった。今後、組み換え体の再検討と共に動物実験に進んでいく予

定である。

8



レ ノ ム パ ・・ 一 ジ ン

ヘル ペ ス ウイ ル ス のパ ヅケ ー ジ ング機 構 は遺 伝 子 欠 損 ウイル スの研 究 か らUL6,UL15,UL

25,UL28,UL17,UL32,UL33遺 伝 子 産 物 がDNAcleavage/packagingに 必須 で 有 る

と同定 さ れ て い る 。 この うち カ ブ シ ド蛋 白 と して パ ッケ ー ジ ン グ に関 わ って い るの がUL6と

UL25で 、ULl5,UL28,UL33は 直接DNAに 結 合 しゲ ノム サ イ ズ に特異 的切 断 す ると考 え

られて い る。

今 回 の研 究 か ら、 以 下 の 結 果 が 示 唆 され た 。(1)UL25は ベ ン トン局 在 蛋 白で、 成 熟 カ プ

シ ドで は ゲ ノム侵 入 部 位 で機 能 して い る。 か つterminaseの 一 つ で あ るUL28と 会 合 して い

る可 能 性 が あ る。(2)UL15/UL28は ゲ ノ ムの 繋 ぎ 目に存 在 す る"a-a"sequence:-Uc-

DR4mDR2n-Ub-DRI-Uc-DR4mDR2n。Ub一 の 中 の 特 異 的 ゲ ノ ム 切 断 サ イ トで あ るUb-

DRI-Ucに 結 合 す る。(3)UL15はUc内 のpac2配 列 に結 合 す る。
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