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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，約 80種類の遺伝子をコードする約
150kbの 2本鎖 DNAをゲノムとして持ち，エンベロープ

を有するウイルスである．日本人の大部分の人々は，成人
までに HSV-1に初感染し，大半は不顕性で終わるが，一部
では顕性感染となり，口唇ヘルペス，角膜ヘルペス，性器
ヘルペス，ヘルペス脳炎，新生児ヘルペスなど，さまざま
な感染症を引き起こす．また HSV-1は，初感染後，神経節
に潜伏し，宿主の免疫力の低下などにより再発するため，
生体からの排除が非常に困難なウイルスである 23）．

HSV -1の細胞への感染の機構は，（i）細胞表面への吸
着，（ii）ウイルス受容体との会合，（iii）細胞膜とウイルスエ
ンベロープの膜融合の３過程からなり，それぞれの過程は，
ウイルス表面に存在するエンベロープタンパク質と細胞表
面に存在する分子が会合することにより引き起こされる。
ウイルス表面には十数個のエンベロープタンパク質が存在
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潜伏感染や持続感染をするウイルスの中には，抑制化免疫レセプターのリガンドを発現し，免疫応
答を抑制するウイルスが存在する．我々は、免疫系の細胞が単純ヘルペスウイルス１型(HSV-1)感染細
胞を認識する抑制化レセプターを探索するために，様々な抑制化レセプターの Ig fusion proteinを用
いて，HSV-1感染細胞と相互作用を示すレセプターのスクリーニングを行った．その結果，抑制化レ
セプターの一つである PILRαの Ig fusion protein(PILRα-Ig)が HSV-1感染細胞を認識した．そこで
PILRαが HSV-1感染細胞のどの分子を認識しているかの解析を行ったところ，PILRαは HSV-1の
envelope proteinの一つである glycoprotein B (gB)を認識することが明らかになった．gBは HSV-1
が細胞へ感染する過程において必須の分子であり，感染時の膜融合に関与しているが，細胞側のレセ
プター分子は明らかでなかった．興味深いことに PILRαの HSV-1感染における機能解析を行った結
果，HSV-1に対し感染抵抗性である CHO-K1細胞に PILRαを発現させると，HSV-1に対し感染感受
性となることが判明した．さらに，PILRα発現細胞に対する感染は，抗 PILRα抗体により阻害され
た．
また，PILRα及び HSV-1の glycoprotein D（gD）特異的レセプターである HVEMを発現しているヒ
ト末梢血単球は，HSV-1に感染感受性であるが，HVEMのみを発現しているリンパ球は HSV-1に感
染抵抗性であった．さらに単球に対する HSV-1の感染は，抗 PILRα抗体及び抗 HVEM抗体により阻
害された．以上より，gDと HVEM等のレセプターとの相互作用だけでは，HSV-1の感染に十分でな
く，gBが PILRαと結合することが，HSV-1の感染に必須であることが明らかになり，PILRαは HSV-1の
エントリー共レセプターであると考えられた．
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するが，これらのうち，gB，gD，gH，gLの 4種類の糖タンパ
ク質が細胞への感染に必須である 20）．gDは，（ii）ウイルス受
容体への結合の過程に関わっており 19），TNF受容体ファミ
リーの一種である Herpesvirus Entry Mediator（HVEM），イ
ムノグロブリンスーパーファミリーの一種である Nectin-
1，3-O-sulfated heparan sulfate等に会合する 8, 14, 18, 22）．
また，gDには，膜融合に関わるタンパク質に見られる特
有の配列等は存在しないため，膜融合の過程に直接関与は
していない可能性が高い．しかし，ウイルス粒子を細胞表
面に強固に結合させるだけではなく，gBや gH等のエンベ
ロープタンパク質と相互作用し，膜融合の過程の促進する

重要な役割を担っていると考えられる 12）．また gB は，
gH/gL のヘテロダイマーと共に，（iii）細胞膜とウイル
スエンベロープの膜融合において重要な役割を果たしてい
る 5, 6, 21）．一般的にエンベローブのあるウイルスには，膜
融合の過程を担う fusion proteinが存在するが，そのタン
パク質の N末端側の「fusion peptide」と呼ばれる疎水性
のペプチド鎖が細胞膜に直接突き刺さり，エンベロープと
細胞膜を引き寄せる．gBや gHは，fusion proteinと構造
的に類似しているが，他のウイルスの fusion proteinでみ
られるような典型的な fusion peptideを持たない．最近，
これらのタンパク質に，fusion peptideに類似した配列が

図 1 HSV-1 感染細胞上に発現する PILRαリガンドは gB である

（A）HSV-1感染細胞における PILRαリガンドの発現．非感染 293T細胞または HSV-1（F，KOS，VR3，SC16株）感染細胞

をヒト PILRα-Ig（実線）または Control Ig-fusion protein（CD200-Ig，点線）で染色し，フローサイトメトリーで解析した．

（B）HSV-1感染細胞からの PILRαリガンドの免疫沈降．HSV-1感染細胞，非感染細胞の Lysateから Control-Ig（CD200-Ig），

PILRα-Igで免疫沈降後，SDS-PAGEで分離し，銀染色を行った．

（C）HSV-1感染細胞上に発現する PILRαリガンドの Western blot解析．HSV-1感染細胞，非感染細胞の Lysateから

Control-Ig（CD200-Ig），Nectin1-Ig，PILRα-Igにより免疫沈降後，SDS-PAGEで分離し，抗 gB抗体または抗 gD抗体で

Western blotを行った．（文献（6）より改稿）
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存在し，それらが同様の機能を果たしている可能性が報告
されたが 9, 10），現在のところその配列の機能は明らかにな
っていない．一方，gBが細胞表面の分子と会合することに
より膜融合を引き起こすという可能性が示唆され，その会
合分子の候補として Heparan sulfateが挙げられた 11）．し
かし，Heparan sulfateを欠損した細胞に対してもHSV-1は
依然として感染が可能であり 3），また，Heparan sulfateへ
の結合部位を欠損させた gBを持つ HSV-1も感染能を保持
していた 13）．また，可溶型の gBは，Heparan sulfate欠
損細胞にも結合することができ，しかも，HSV-1の感染自
体も阻害しうる事が明らかとなった 4）．以上より，gBは，
Heparan sulfate以外の他の分子と会合し，細胞膜とエン
ベロープの膜融合，そして，HSV-1の細胞への感染の成立
に重要な役割を果たしている可能性が示唆された．最近，
我々は，免疫系の細胞に発現し，その細胞の免疫応答を制
御するペア型レセプターの一種である PILR（Paired
Immunoglobulin-Like type 2 Receptor）αが，gBと会合
し，HSV-1の感染に関与している事を明らかにした 16）．本
稿では HSV-1の細胞への感染における PILRαの役割につ
いて概説する．

HSV-1感染細胞における PILRα会合分子の同定

ペア型レセプターは，細胞外領域において高い相同性を
示す活性化型および抑制化型レセプターからなるレセプタ
ー群で，主に免疫系の細胞に発現し，それらの細胞の活性
化を制御している．我々は，ペア型レセプターが様々な病
原体に対する免疫応答と深く関わっている可能性を示して
きた 1, 2）．特に持続感染を引き起こすようなウイルスに
は，宿主の免疫系からの逃避機構が認められ，この機序の
一つとして抑制化ペア型レセプターを介した宿主免疫応答
の制御の関与が示唆されていた．我々が明らかにしてきた
PILRは抑制化型の PILRαと活性化型の PILRβからなるペ
ア型レセプターの一つであり，宿主リガンドである CD99
を認識する 7, 15, 17）．興味深いことに PILR遺伝子は，ほと
んどの哺乳類において保存されており，免疫系の自己に対
する応答制御および病原体に対する免疫応答において重要
な役割を果たしているものと考えられる 24）．一方，HSV-1
は他の持続感染するウイルスにも見られるように，MHC分
子の発現低下やサイトカイン産生抑制などにより宿主免疫
系から逃避していることは知られていたが，抑制化レセプ
ターを介した免疫逃避機構については知られていなかった．
そこで、我々は，HSV-1感染における抑制化ペア型レセプ
ターの一つである PILRαの関与について解析を行った．
まず我々は，HSV-1感染細胞が PILRαリガンドを発現

しているかを解析するために，PILRαの細胞外領域の Ig-
fusion protein（PILRα-Ig）を作製し，HSV-1感染細胞に
結合するかどうかを調べた．293T細胞に HSV-1を感染後，
CPEが確認された時点で細胞を回収し，PILRα-Igによる

染色を行った。すると，PILRα-Igは HSV-1感染細胞を特
異的に認識した（図 1A）．この結果より，HSV-1感染細胞
は，HSV-1由来の PILRαリガンドが細胞表面に発現，ま
たは，細胞由来の PILRαリガンドが HSV-1感染により発
現誘導された可能性が考えられた．そこで，HSV-1感染細
胞の発現する PILRリガンドを同定するため、PILRα-Igを
用いた免疫沈降を行うと，感染細胞特異的に約 110kDaの
タンパク質が PILRα-Igと共に免疫沈降された．そこで，
この 110kDaの分子を質量分析により解析すると， HSV-1
のエンベロープタンパク質の一つである glycoprotein B
（gB）であることが明らかになった（図 1B）．

PILRαは gBに特異的に会合する

次に，PILRα-Igが gBを特異的に認識すること証明する
ため，Control-Ig，gDと会合するウイルス受容体 Nectin-1
の Ig-fusion protein（Nectin-Ig），PILRα-Igにより共に
免疫沈降されたものを，抗 gB，gD抗体を用いたWestern
blot法により解析を行った．PILRα-Igにより免疫沈降され
たものは，抗 gB抗体で 110kDaの位置にバンドが検出さ
れたが，抗 gD抗体ではバンドが検出されなかった．一方，
Nectin-Igで免疫沈降されたものでは，抗 gD抗体で 50kDa
付近にバンドが検出され，抗 gB抗体でもわずかながらバ
ンドが検出された．Control-Igで免疫沈降されたものは，
抗 gB，gD抗体共にバンドは検出されなかった（図 1C）．
以上より，gBは PILRα-Igと共に特異的に免疫沈降される
ことが明らかとなった．
次に，細胞表面に発現する gBに対し，PILRαが特異的

に会合するかを調べるため，HSV-1の感染に必須なエンベ
ロープタンパク質，gB，gD，gH/gLをそれぞれ 293T細胞
にトランスフェクションし，PILRα-Ig，Nectin-Igによる
染色を行った．すると，PILRα-Igは，gBトランスフェク
タントに対してのみ結合が認められ，gD，gH/gLトランス
フェクタントでは結合が認められなかった．一方，Nectin-
Igは，gDトランスフェクタントに対する結合は認められ
たが、その他のトランスフェクタントに対して結合は認め
られなかった（図 2A）．以上より，PILRαは，細胞表面上
に存在する gBを認識することが明らかになった．
さらに我々は，gB欠損ウイルスを作成し，このウイルス
の感染細胞に対して PILRα-Igの染色を行った．gBは，細
胞への感染に必須なエンベロープタンパク質であるため，
gB欠損ウイルスは，細胞に感染できなくなる．しかし，
HSV-1感染により gBの発現が誘導されるような細胞でウ
イルスを産生させると，ウイルスゲノム上では gB遺伝子
が欠損しているが，エンベロープ上には gBを持つウイル
スを作成することができ，このウイルスは，一度だけ細胞
に感染することができる．このウイルスを 293T細胞に感
染させると，細胞表面上の gB の発現が欠失しており，
PILRα-Igの結合も認められなかった．一方，この gB欠損
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ウイルスに gB遺伝子を戻した Repaired virusを感染させ
た細胞では，細胞表面上での gBの発現および PILRα-Ig
による結合の回復が認められた（図 2B）．以上より，PILR
αが gBに特異的に会合することが明らかとなった．

PILRαトランスフェクタントは

HSV-1感染感受性になる

gBは，すべてのヘルペスウイルス属において保存されて

おり，また，HSV-1の感染に必須なエンベロープタンパク
質である．gBレセプターの存在の可能性については，これ
まで示唆されてきたが，細胞表面のどの様な分子と会合す
るのか現在まで明らかになっていなかった。上記のように、
PILRαが gBと会合することから，PILRαは gBと会合す
ることにより HSV-1の感染時の膜融合に関与している可能
性が考えられた．そこで，HSV-1 に感染抵抗性である
CHO-K1細胞に PILRαを遺伝子導入し，HSV-1の感染性

Mock
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gH+gL

A

PILRα-IgControl-Ig Nectin1-Ig

gB-KO HSV-1

WT HSV-1

Repaired HSV-1

Non-infected cell

B

PILRα-IgControl-Ig anti-gB anti-gD

図 2 PILRαは gB を特異的に認識する

（A）PILRαの gBに対する特異的な結合．細胞表面に効率的に発現するように C末端側 40アミノ酸を欠損させた gB，または

gD，gH/gLをそれぞれ GFPと共に 293T細胞にトランスフェクションし，Control-Ig（CD200-Ig），PILRα-Ig，Nectin1-Ig

（実線）および、二次抗体のみで染色し（点線）フローサイトメトリーで解析した．GFP陽性細胞におけるこれらの Ig-fusion

protein，の染色パターンを図示した．

（B）gB欠損 HSV-1感染細胞は PILRα-Igに認識されない．非感染 293T細胞，Wild-type，gB-KO，Repaired HSV-1感染

293T細胞を Control-Ig（CD200-Ig），PILRα-Ig（実線）および，二次抗体のみ（点線）で染色した．（文献（6）より改編）
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図 3 CHO-K1 PILRαトランスフェクタントに対する HSV-1 感染

（A）CHO-K1細胞に PILRα遺伝子を含む pMXs-IRES-DsRedを一過性にトランスフェクションした後，GFPをコードする

HSV-1（HSV-1-GFP）を感染させた．DsRed陽性細胞（PILRα陽性）中の GFP陽性細胞（HSV-1感染細胞）の割合をフロー

サイトメトリーで解析した．

（B）抗 PILRα抗体による HSV-1感染阻害．PILRαを一過性に発現させた CHO-K1細胞に，抗 PILRα抗体，コントロール抗

体存在下で HSV-1-GFPを感染させ，HSV-1感染細胞の割合を測定した．

（C）PILRα-Igによる HSV-1感染阻害．PILRαを一過性に発現させた CHO-K1細胞に，PILRα-Ig，Control-Ig存在下で HSV-

1-GFPを感染させ，HSV-1感染細胞の割合を測定した．（文献（6）より改編）

図 4 gB-PILRαの相互作用を介した Cell fusion

HSV-1のエンベロープタンパク質を発現させた細胞と PILRαを発現させた細胞を共培養し，Cell fusion assayを行った．gB，gD，

gH，gL（BDHL），gB，gH，gL（BHL），gD，gH，gL（DHL）を GFPと共にトランスフェクションした CHO-K1細胞と，

PILRαを RFPと共にトランスフェクションした CHO-K1細胞から，GFPまたは RFP陽性細胞を Cell sorterで分離し，共培

養した．8時間後，蛍光顕微鏡により観察した．細胞融合を起こした細胞は，Overlayで黄色細胞として検出された（上段）．

また，緑，赤の非融合細胞を灰色に，融合細胞（黄色細胞）のみ着色された図になるように色彩変換した（中段，Processed

Color）．また，可視光による写真を下段に表示した（Phase）．（文献（6）より改編）

BDHL BHL
PILRα

DHLGreen:
Red:

Processed
Color

Overlay

Phase



32 〔ウイルス　第 58巻　第１号，

を解析した．その結果，Mockトランスフェクタントでは，
HSV-1の感染が認められないのに対し，PILRαトランスフ
ェクタントは HSV-1に感染することが明らかになった（図
3A）．この結果より，PILRαの発現が HSV-1の感染性に関
与している可能性が示唆された．また，HSV-1感染時に
PILRαと gBの結合を阻害する抗 PILRαモノクローナル抗
体や，PILRα-Igを添加すると，PILRα発現細胞に対する
HSV-1の感染が阻害された（図 3B,C）．以上より，PILRα
発現細胞に対する HSV-1の感染には PILRαと gBの会合が
重要であることが明らかになった．

PILRα-gBの会合は膜融合に関与している

gBは，gH，gLと共に細胞膜とウイルスエンベロープの
膜癒合を引き起こす機構を担っている．そこで，PILRαと
gBとの会合が，膜融合に関与しているかどうか明らかにす
るため，Cell-fusion assayを行った．CHO-K1細胞に
HSV-1の gB，gD，gH，gLを GFPと共に発現させた細胞
と，PILRαと RFPを共に発現させた細胞を共培養すると，
これらの細胞同士の膜融合の様子を顕微鏡により観察した．
すると，かなりの数の細胞において，GFPと RFPが共に
発現している融合細胞が認められた（図 4）．一方，gB，
gD，gH，gLを発現する細胞と，PILRαを発現していない
Mock細胞では細胞の融合は認められなかった 16）．この結
果より，PILRαと gBの会合は HSV-1感染の際の細胞膜と
ウイルスのエンベロープとの膜融合に関わっていることが
判明した．

Monocyteへの感染においても

gBと PILRαの会合が必須である

次に，PILRαを発現している primary細胞においても
PILRαが，HSV-1感染に関与しているかどうかを明らかに
するため，末梢血単核球細胞（PBMC）を用い HSV-1感染
実験を行った．PBMCでは，PILRαの発現は，CD14陽性
細胞の単球に認められるが，CD14陰性のリンパ球には認
められない．一方，gDの受容体である HVEMは，CD14
陽性細胞，陰性細胞ともに同程度に発現していた（図 5A）．
そこで，PBMCを CD14陽性，陰性細胞に分離し，それぞ
れの細胞に HSV-1を感染させると，HVEMのみを発現し
ている CD14陰性細胞では HSV-1の感染が認められないの
に対し，PILRαおよび HVEMを発現する CD14陽性細胞
では，HSV-1の感染が認められた（図 5B）．さらに，感染
時に抗 PILRα抗体，もしくは，抗 HVEM抗体を加えると，
HSV-1 感染が顕著に阻害された（図 5C）．以上より，
primary細胞の HSV-1の感染においても PILRαが重要な
役割を担っていることが明らかになった．特に抗 PILRα抗
体，抗 HVEM抗体のどちらによっても感染が阻害された
ことから，HSV-1の感染には gBおよび gDそれぞれが細
胞表面の受容体に結合することが必須であることが明らか

になった（図 5D）．

おわりに

以上のように，今までは，HSV-1の感染には gDのレセ
プターのみが重要な機能を担っていると考えられてきたが，
我々の研究により，gDのレセプターのみでは十分でなく，
gBが細胞表面上の特異的なレセプターと会合することが
HSV-1の感染に重要であることが初めて明らかになった．
現在，HSV-1感染症の治療にはアシクロビルが多用されて
いるが，アシクロビルは感染細胞に殺傷的に作用するため，
感染そのものを阻害することはできない．特に神経組織等
の再生能が無い組織での感染では，感染の広がりを迅速に
阻害することが予後を良くする上で重要と思われる．PILRα
と gBの相互作用を阻害することにより HSV-1の感染その
ものを阻害することができるため，PILRαと gBの相互作
用を阻害するような薬剤は，アシクロビルとは異なる作用
機序を持つ抗ウイルス薬として有効であると考えられる．
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図 5 Primary 細胞に対する PILRαを介した HSV-1 感染

（A）ヒト PBMCにおける PILRα，HVEM，Nectin-1の発現．PBMCを抗 CD14抗体（横軸）と共に，抗 PILRα抗体，抗

HVEM抗体または抗 Nectin-1抗体（縦軸）と２重染色し、フローサイトメトリーで解析した．

（B）CD14陽性細胞への HSV-1の感染．PBMCを CD14陰性と CD14陽性細胞に分離し，HSV-1-GFPを感染させた．GFP陽

性細胞（HSV-1感染細胞）の割合をフローサイトメトリーで解析した．

（C）抗 PILRα抗体，抗 HVEM抗血清による HSV-1感染阻害．抗 PILRα抗体（10mg/ml），抗 HVEM抗血清（100倍希釈）存

在下で，CD14陽性細胞に HSV-1-GFPを感染させ，感染細胞の割合を測定した．（以上文献（6）より改編）

（D）gB-PILRαの相互作用による HSV-1感染．これまで，gDとウイルス受容体（HVEM，Nectin-1，3-O-sulfated Heparan

sulfate）の会合のみが細胞への感染に必須であると考えられてきたが，本研究により，gB，gDがそれぞれの受容体と会合す

ることが HSV-1感染の成立に重要であることが明らかになった．
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Paired receptors that consist of highly related activating and inhibitory receptors are widely
involved in the regulation of immune response.  Several viruses that persistently infect hosts possess
genes that encode ligands for inhibitory receptors in order to escape from host immune system.  Her-
pes simplex virus type 1 (HSV-1) is one of the viruses that cause persistent infection.  Here, we found
that HSV-1-infected cells express a ligand for paired immunoglobulin like-type 2 receptor (PILR)α,
one of paired inhibitory receptors mainly expressed on myeloid cells such as monocytes, macrophages
and dendritic cells.  Furthermore, we have identified that glycoprotein B (gB), an envelope protein of
HSV-1, is a ligand for PILRα by mass spectrometry analysis.  Because gB is essential for HSV-1 to
infect cells, we analyzed function of PILRα in HSV-1 infection.  When PILRα was transfected into
CHO-K1 cells, which is resistant to HSV-1 infection, the PILRα-transfected CHO-K1 cells became
permissive to HSV-1 infection.  We further addressed weather PILRα is involved in the HSV-1 infec-
tion of primary human cells.  CD14-positive monocytes that express both PILRα and HVEM, a glyco-
protein D receptor, were susceptible to HSV-1 infection.  In contrast, HSV-1 did not infect CD14-nega-
tive lymphocytes that express HVEM but not PILRα.  Furthermore, HSV-1 infection of monocyte was
blocked by both anti-PILRα mAb and anti-HVEM antiserum.  These findings indicated that both gB
and gD receptors play an important role in HSV-1 infection.  We have shown, for the first time, that
viruses use an inhibitory immune receptor to enter a cell.  Invasion into hematopoietic cells by using
inhibitory receptors should be beneficial to the virus because binding to inhibitory receptors may not
only provide entry, but also trigger the inhibitory receptor to suppress the immune functions of the
infected cell.  
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