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緒緒  言言  

 
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。この物理的な制約により、

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
科学硏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。 
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［3～5］。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という特性を有している［6］。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［7］と高速計算機を用いたバイオイ
ンフォマティクス解析を併用し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）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。したがって、BONCAT法と高感度
質量分析を併用した chemical proteomics後、得られたペプチド情報を高速計算機により解析することで、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硏究のプロ
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けに同定されていた［5］。
一連の報告により、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、本研究で
確立した新たなウイルス遺伝子解読法により、さらに9種類の新規遺伝子の解読が可能であった［9］。 
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方方  法法  

 
11．．ウウイイルルススとと細細胞胞  
野生型HSV-1（F）株およびSimian kidney epithelial Vero細胞はシカゴ大学のBernard Roizman 教授から、human 

cervical epithelioid carcinoma HeLa 細胞は福島県立医科大学の北爪しのぶ教授から分与された。野生型HSV-1（F）
株は、Vero 細胞において調製し、Vero 細胞におけるプラークアッセイにより力価（PFU/ml）を決定し、実験に用い

た。 
22．．CChheemmiiccaall  pprrootteeoommiiccss  
野生型HSV-1（F）感染HeLa細胞を、メチオニン・フリーDMEM培地（Sigma）により、メチオニン枯渇させた

後、50μM AHA（Molecular Probes）含有メチオニン・フリーDMEM培地にて、新規合成蛋白質をAHA標識する。

AHA 標識感染細胞を benzonase（Millipore）と protease inhibitor cocktail （Sigma）含有 8 M urea buffer           
（8 M urea, 200 mM Tris [pH 8.4]，4％ CHAPS，1 M NaCl）にて可溶化させ、Click-iT™ Protein Enrichment Kit
（Thermo Fisher Scientific）のプトロコールに従い、AHA標識蛋白質をalkyne-conjugating agarose resin（Thermo 
Fisher Scientific）に結合・精製し、SDS wash buffer（100 mM Tris [pH8.4]，1％ SDS，250 mM NaCl，5 mM 
EDTA）にてエリュートし、ペプチド断片化後、C18 mono-spin column（GL Science）により精製後、LC-MS/MS解

析（Triple TOF 5600＋; AB Sciex）に供した。 
33．．ママウウスス病病原原性性試試験験  

1 群 6 匹の 3週齢メスの ICR マウス（Charles River）に、10倍希釈列の各種組換えHSV-1 50μlを脳内接種し、

感染後14日までの生死を観察した。LD５０値はBehrens–Karber法により算出した。  
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．質質量量解解析析ととススパパココンンをを用用いいたた非非標標準準的的ウウイイルルスス遺遺伝伝子子解解読読法法  
図 1a に示す通り、HSV-1 感染 HeLa 細胞を、AHA 標識した後、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 ペプチドが検出され、全ペプチドの 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（図 1b）。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株で

あるHSV-1（17）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1c）。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［4］。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 の解読は不完全であったことが本硏究より明らかとなった。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、

我々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 proteomicsを用いたウイルス遺伝子解読法は、他の非標準的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。 
22．．新新規規HHSSVV--11病病原原性性因因子子ppiiUULL4499のの同同定定  
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。piUL49欠損ウイルスの脳内接種、マウス50％致死値（LD５０値）において、約21.5倍の上昇が認められ

た（図 2a）。そして、VP22 欠損時は、過去の報告［10］と同様に、LD５０値の大幅な上昇が認められた（図 2b）。      
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さらに、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 2c）。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。 
 

 
 

図1．BONCAT法を駆使した新規HSV-1遺伝子の解読 
a）Chemical proteomics解析に供したHSV-1感染細胞サンプル調製のスキーム。 
b）検出された既知遺伝子（Known）と新規遺伝子（Unidentified）由来のペプチド数。 
c）HSVゲノム上にmappingされた新規遺伝子の見取り図。 

 

 

図2．HSV-1脳内接種時のマウスにおけるHSV-1神経病原試験の結果 
a）野生型およびpiUL49 欠損HSV-1感染マウスにおけるLD５０値。 
b）野生型およびVP22 欠損HSV-1感染マウスにおけるLD５０値。 
c）野生型およびpiUL49／VP22 二重欠損HSV-1感染マウスにおけるLD５０値。 
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