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 はじめに

　ヘルペスウイルス感染症に関する最古の記録は , 古代ギ
リシャ時代に遡るといわれている 1）．そして，世界保健機
構（World health organization; WHO）は，今日も地球の
人口の約 90％が 9つのヒトヘルペスウイルス（Human 
herpesvirus; HHV）のいずれかに感染しているのではない
かと報告している．HHVは，α，β，γ-亜科に大分され，
単純ヘルペスウイルス 1型および 2型（Herpes simplex 
virus type-1および -2; HSV-1および -2）は，α-ヘルペス
亜科に属する 2）．HSVは，角膜炎，口唇ヘルペス，性器
ヘルペスや脳炎といった多様なヒト病態の原因ウイルスで
ある 2）．抗ヘルペスウイルス剤であるアシクロビルが開発
された今日でも，脳炎患者の 70%は社会復帰できないか
死亡する．性感染症としても HSVの重要性は高く，日本
国内の女性における性感染症報告数ではクラミジアに続く
第 2位である．さらに，HSVは一度感染すると宿主に終
生潜伏感染し，頻繁に再活性化し病態を呈する 2）．したがっ

て，性器ヘルペスは，他の性感染症と異なり現状では根治
が不能であり，今日も患者は「水平感染や垂直感染の不安」
といった精神的苦痛と直面している 3）.
　HSV粒子は，ほぼ球状で，外部よりウイルス糖蛋白質
と宿主由来の脂質 2重膜から形成されるエンベロープ，ウ
イルスゲノムが格納された正 20面体のカプシド，エンベ
ロープとカプシドの中間に位置するテグメントと呼ばれる
ヘルペスウイルスに特徴的な蛋白質群の 3層から形成され
る 2）．HSVゲノムは，約 150kbpの 2本鎖 DNAであり，
約 80種類のウイルス遺伝子がコードされる 2）．HSVは，
マウス等の小動物において，ヒト病態が再現可能な数少な
いウイルスの 1つである 2）．HSV-1は，HHV研究のプロ
トタイプであり，今日までにほぼ全ての HSV-1遺伝子の
欠損体が作出された結果，病原性因子の大部分が解明され
ている．しかしながら，如何なる分子メカニズムで病態発
現能を司るのか不明な病原性因子も少なくない．本稿では，
これらの中から我々が注目している HSV-1 Us3セリン・
スレオニンリン酸化酵素（Protein kinase;PK）に関して解
説する .

Us3リン酸化酵素研究の歴史

　Us3リン酸化酵素に関する研究の歴史は古く，1980年
代に HSV-1感染により感染細胞のリン酸化蛋白質量や PK
活性が著しく上昇するという知見から，ウイルス誘導 PK
（Virus-induced protein kinase;ViPK）の存在が予見された
ことが始まりであると考えられる 4,5）．ViPKは，宿主細胞
由来の PKか，ウイルス由来の PKか不明であったが，感
染細胞内のリン酸化状態を激変させることから，なんらか
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の基質をリン酸化し，その機能発現を制御することで，
HSV-1増殖や病態発現能に重要や役割を担うのではない
かと，当初より想像されていた 4,5）．そして，1986年には
HSV-1ゲノムにコードされる Us3遺伝子が，宿主 PKと
似通った遺伝子配列を有すること 6），翌年には，ViPKの
活性本体が Us3遺伝子産物であること 7），Us3欠損ウイ
ルスの基礎的な性状 8）が報告された．さらに，シカゴ大
の Bernard Roizman教授らは，Us3欠損ウイルスはマウ
スモデルにおける HSV-1の中枢神経破壊能，すなわち神
経病原性，さらには再活性化能が著しく低いことも明らか
とした 9）．すなわち，Us3が HSV-1感染の極めて重要な
制御因子であることは，古くから知られていたと言える．
そして，今日までに Us3および近縁ウイルスの Us3ホモ
ログ分子の欠損ウイルスが，日米欧中の複数グループによ
り作出され，Us3やホモログ分子が核内で形成された
HSV-1カプシドの小胞性媒介核外輸送 10），HSV-1感染細
胞におけるアポトーシス抵抗性の獲得 11）や感染細胞の形
態制御能 12）に関与することが次々と明らかにされた．し
かしながら，Us3がこれらの細胞現象や HSV-1の病態発
現能を司る分子メカニズムは，長年，不明なままであった .

Us3試験管内リン酸化反応系の確立 

　周知の通り，PKによる蛋白質のリン酸化は，最も一般
的かつ効率的な翻訳後修飾であり，多種多様な細胞現象を
司る 13,14,15）．PKが司る細胞現象の分子メカニズムを解明
するためには，PKの基質とそのリン酸化部位の同定が不

可欠である．一般的に，PKの基質を同定するには，（i）
細胞内のリン酸化反応を再構築した試験管内リン酸化反応
系において，精製 PKによる推定基質が直接リン酸化され
るかどうか，（ii）細胞内における PK活性の抑制や活性化
により，推定基質のリン酸化状態が減少あるいは増加する
かどうか，少なくともこの 2点を検証する必要がある 16）．
前項に記載した通り，Us3欠損ウイルスが作出されていた
ことから，Us3研究において（ii）の検証は比較的容易であっ
た．一方，HSV-1感染細胞における Us3の発現量は極め
て限定的であり，精製 Us3を用いた試験管内リン酸化反
応系は，宿主 PKの混入による擬陽性の危険性と常に隣り
合わせであった．信頼できる Us3試験管内リン酸化反応
系の確立には，Us3を何らかの発現系で大量発現させるこ
とが望まれていた．しかしながら，ヘルペスウイルスがコー
ドする PKの組換え蛋白質は，あらゆる発現系において発
現が困難であった 17,18）．そのため，信頼できる Us3試験
管内リン酸化反応系は未構築であり，Us3基質やそのリン
酸化部位は混沌としていた .
  これらの問題を解決するため，我々はバキュロウイルス
発現系の感染条件を最適化することで，GSTと融合した
形の野生型 Us3（GST-Us3-Wt）のみならず，PKの活性
中心に保存させる invariant lysine 19）を破壊した陰性コン
トロールである Us3K220M（GST-Us3K220M）の大量発
現系を構築し，Us3の PK活性による特異的なリン酸化反
応を検証可能な信頼できる Us3試験管内リン酸化反応系
を確立した 20）．我々は Us3試験管内リン酸化反応系を駆

図 1 信頼できる Us3試験管内リン酸化反応系の確立
(A) バキュロウイルス発現系より精製した野生型 GST-Us3と陰性コントロールである GST-Us3K220Mを , SDS-PAGE展開後
に , 銀染色に供した .  (B) 確立した信頼できるUs3試験管内リン酸化反応系において , 推定基質がリン酸化されうるか検証した .  

野生型 GST-Us3により , ［γ-32P］標識され autoradiographyにおいてバンドが検出された UL34は , Us3のリン酸化基質とな
りうることを意味する .  (文献 20より改 )
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使し，（i）先行研究により Us3推定基質と考えられていた
HSV-1カプシドの小胞性媒介核外輸送に必須の HSV-1蛋
白質である UL3421）やアポトーシス促進性の宿主蛋白質で
ある BAD22）が，Us3により直接リン酸化されること，（ii）
UL34のリン酸化部位や新規 Us3基質の同定が可能である
ことを報告した 20）．我々が同定した新規 Us3基質である
UL31は，上述の UL34とヘテロ複合体を形成し，HSV-1
カプシドの小胞媒介性核外輸送に必須となるウイルス蛋白
質である 23,24,25）．当初，Us3は UL34をリン酸化制御する
ことで，HSV-1カプシドの小胞媒介性核外輸送を制御す
るのではないかと考えられていたが，実際には Us3によ
る UL34のリン酸化ではなく，我々が同定した UL31のリ
ン酸化が，HSV-1カプシドの小胞媒介性核外輸送に関与
することが，今日では明らかとなっている 26,27）．Us3試
験管内リン酸化反応系は，Us3研究の強力なツールとして，
今日も我々の研究基盤となっている .

Us3試験管内リン酸化反応系による 
Us3病態発現機構の解明

　我々は，Us3試験管内リン酸化反応系を駆使し，HSV-1
がコードする主要エンベロープ糖蛋白質 B（Glycoprotein 
B;gB）Thr-887が，Us3によりリン酸化させることを見出
した 28）．HSV-1は子孫ウイルスの産生時，細胞内で gB
等のウイルス糖蛋白質を富む小胞に出芽し，エンベロープ
を獲得した後に細胞外へと放出される 2）．したがって，子
孫ウイルスの細胞外放出に伴い，gBは細胞表面に蓄積す
る．細胞表面に蓄積した gBは，抗体依存的にエフェクター
細胞を活性化させる，いわゆる ADCC活性を介して，
HSV-1感染細胞の排除機構を増強させると考えられてい
る 29,30）．すなわち，子孫ウイルスの産生が活発な感染細
胞ほどは，宿主免疫機構により排除されやすいことが予想

される．興味深いことに，Us3による gB Thr-887のリン
酸化は，gBのエンドサイトーシスを促進することで，gB
の細胞表面発現量を低下させることが明らかとなった 
（図 2）28,31）．すなわち，我々は Us3が宿主免疫機構の回
避のため，gBの細胞表面における蓄積を阻害するのでは
ないかと考えている．また，我々はオレゴン健康科学大学
David Johnson教授らと共同研究により，gB Thr-887のリン
酸化が，HSV-1カプシドの小胞媒介性核外輸送における核
外膜との融合段階に関与することも明らかとしている 32）．こ
のように，Us3による gB Thr-887のリン酸化は，宿主免
疫機構の回避や効率的な子孫ウイルスの産生への関与が示
唆されたことから，HSV-1病態発現能への影響も解析さ
れた．その結果，gB Thr-887のリン酸化は効率的なヘル
ペス性角膜炎の発症に関与することも明らかとなっている
（図 2）33）．
　同様に，我々は Us3試験管内リン酸化反応系を駆使し，
Us3が主要テグメント蛋白質 UL47 Ser-77のリン酸化を司
ることも見出した 34）．UL47 Ser-77は核移行シグナルに近
接しており，本部位のリン酸化は UL47の効率的な核局在
に必要であった（図 2）34）．また，UL47は Us3と安定な
複合体を形成し，Us3の核局在にも関与していた 34）．
UL47はテグメント蛋白質であることから，細胞質におけ
る子孫ウイルスの粒子形成への関与は容易に想像される
が，核内における機能は全く不明であった．我々は Us3 
PK活性消失変異型 HSV-1感染細胞において，HSV-1カ
プシドの小胞媒介性核外輸送に必須の UL34および UL31
と同様，UL47が核膜上で fociを形成したこと 35）から，
UL47欠損 HSV-1感染細胞におけるカプシドの小胞媒介性
核外輸送の効率を解析した．その結果，UL47は HSV-1カ
プシドの小胞媒介性核外輸送における核内膜との融合段階
に関与することが明らかとなった 35）．すなわち，Us3は

図 2 Us3基質のリン酸化制御機構と末梢組織における HSV-1の病態発現機構
Us3試験管内リン酸化反応系により同定された Us3基質である gB, UL47や Us3自身は , 細胞内でのリン酸化制御を介して , 

マウスモデルにおける効率的な HSV-1 角膜炎野発症に関与していた .
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UL31，gBや UL47等の複数の Us3基質のリン酸化を介し
て，多段階的に HSV-1カプシドの小胞媒介性核外輸送を
制御していることが示唆される．そして，gB Thr-887の
リン酸化と同様，UL47 Ser-77のリン酸化もまた，マウス
モデルにおける効率的な HSV-1 角膜炎の発症に必要で
あった（図 2）34）．
　我々は Us3試験管内リン酸化反応系を駆使し，Us3は
Ser-147の自己リン酸化によって PK活性が亢進すること
も解明した（図 2）36，37）．Us3 Ser-147の自己リン酸化は，
細胞内のごく一部の Us3においてのみ検出されるため，
細胞全体から得られる Us3の PK活性には，ほぼ影響が認
められなかった 36）．それにも関わらず，本リン酸化は
Us3が司る HSV-1感染細胞の形態制御には極めて重要で
あり，マウスモデルにおける効率的な HSV-1 角膜炎の発
症への関与も認められた（図 2）37）．
　一連の知見は，Us3が司る HSV-1病態発現メカニズム
の一端を明らかとした知見であると同時に，試験管内の再
構築系で得られた知見が，培養細胞系のみならず，in vivo
における生物学的意義の解明にまで及んだという観点か
ら，意義深いものであったと我々は考えている．

リン酸化プロテオーム解析によるUs3病態発現機構の解明

　HSV-1は，上皮系組織において角膜炎，膣炎や皮膚炎を，
中枢神経系組織において致死的な脳炎等の病態を引き起こ
す 1,2）．前述の通り，マウスモデルにおいて，これらのヒ

ト病態は再現が可能である．我々は，Us3の PK活性が末
梢組織における病態発現能のみならず，中枢神経系組織の
破壊能，すなわち神経病原性にも極めて重要な役割を担う
ことを明らかとしていた 37,38）．前項に記載した通り，Us3
試験管内リン酸化反応系による基質探索の結果，Us3が角
膜等の末梢組織において病態発現能を司るリン酸化基質は
明らかとなってきたが，神経病原性を司るリン酸化基質は
不明なままであった．近年，質量分析技術の飛躍的な進歩
により，高精度かつ網羅的に蛋白質のリン酸化部位を探索
することが可能となりつつある 39）．我々は二酸化チタン
カラムを用いた特異的リン酸化ペプチド濃縮法と高感度質
量分析計を駆使した超高感度リン酸化プロテオーム解析を
実施し，HSV-1感染細胞におけるリン酸化部位を網羅的
に同定した 40,41）．同定した 608ヶ所のリン酸化部位の内
23ヶ所が，試験管内において精製 Us3が効率的にリン酸
化するアミノ酸配列に位置していた 40）．これら推定 Us3
基質の中から，我々は viral dUTPase（vdUTPase）Ser-
187のリン酸化に注目した．vdUTPaseは，HSV-1 UL50
にコードされ，HHVに保存される宿主 dUTPaseのホモロ
グ分子である 2）．また，HHVのみならず DNAウイルス
の大部分やレトロウイルスの一部が，vdUTPaseをコード
することから，vdUTPaseは多様なウイルスの生活環に広
く寄与しているであろうことが想像された．dUTPaseは，
dUTPを dUMPとピロリン酸に加水分解し，新規合成
DNAへの dUTPの取り込みを阻害することで，DNA変異

図 3 Us3による vdUTPaseリン酸化制御を介した HSV-1の神経病原性発現機構
(A) リン酸化プロテオーム解析により同定された Us3基質である vdUTPaseのリン酸化は , 脳内接種後マウスの致死率を有意
に低下させた .  (B) 一方 ,  vdUTPaseのリン酸化は , 角膜接種後マウスの病態発現能には関与が認められなかった .  (C) 一連の
解析より , vdUTPaseは Us3によりリン酸化されることで活性化し , 中枢神経系組織における宿主 dUTPase活性の不足を補填
することで , HSV-1の正確なゲノム複製を促進することを介して , マウスモデルにおける効率的な HSV-1 神経病原性の発症に
関与していた .  (文献 45より改 )
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を抑制する核酸代謝酵素である 42）．我々は，Us3による
vdUTPase Ser-187のリン酸化は，vdUTPaseの酵素活性
を活性化し，中枢神経系組織における宿主 dUTPase活性
の不足を補充することで，正確な HSVゲノムの複製を維
持し，マウスモデルにおける脳内における HSV-1増殖や
神経病原性を促進することを解明した（図 3）40,43,44）．興
味深いことに，Us3による vdUTPaseのリン酸化制御は，
マウスモデルにおける角膜炎や膣炎といった末梢組織にお
ける病態発現能には関与が認められなかった（図 3）45）．
末梢組織における宿主 dUTPase活性は，HSV-1増殖には
十分な活性を有し，vdUTPaseによる補填を必要としない
ことを示唆する知見も得られた（図 3）43）．我々の知る限
り神経病原性に関与する HSV-1遺伝子やドメインは，ほ
ぼ全て末梢組織における病態発現能にも関与する 2，45）．
したがって，Us3による vdUTPaseのリン酸化制御は中枢
神経系特異的な HSV-1の増殖調節機構であり，極めてユ
ニークな知見である．中枢神経系特異的な HSV弱毒化機
構の解明は，脳炎のリスクを低下させた HSV-1ベクター
や弱毒生ワクチンの開発，さらには癌細胞に対するウイル
ス療法への応用等が期待される重要な基礎的知見であると
考えられている 46）．

おわりに

　本稿では，Us3が HSV-1の病態発現能を司る分子メカ
ニズムに関する知見の概要を紹介した．Us3は最も精力的
に解析されている HSV-1遺伝子産物の 1つであり，その
知見は着実に蓄積しつつあるが，解析の進展とともに，我々
はいくつかの疑問に直面している．例えば，リン酸化制御
機構の一部は，リン酸化部位を酸性アミノ酸に置換するこ
とで，恒常的なリン酸化状態の模倣が可能であることが知
られている．大部分の Us3基質におけるリン酸化部位も
また，酸性アミノ酸に置換することで，野生型の表現型を
模倣することが可能であった．一見，Us3によるリン酸化
制御機構の存在を支持する喜ぶべき知見とも思いがちであ
るが，「はじめから酸性アミノ酸をコードすればよいので
はないのか ?」という違和感も残る．ヒトとウイルスの平
衡関係を維持するため，HSV-1は子孫ウイルスの増殖効
率のみを求めるのではなく，Us3による制御機構を獲得す
ることで，子孫ウイルスの増殖を調節しているのではない
かという御指摘を頂くこともあるが，少なくとも現在まで
に，この仮説を指示する知見は得られておらず，「Us3の
本質的な役割とはなんなのだろうか ?」と感じさせられる
こともある．また，Us3は細胞死の制御 11）や宿主免疫の
抑制 47）といった宿主細胞機能の制御能も有するが，その
制御メカニズムには不明な点も多く，さらなる解析が必要
である．このように Us3研究への興味は尽きず，課題は
まだまだ山積みである．今後も精力的な解析を継続してい
きたい．
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 Herpes simplex virus type-1 (HSV-1) causes a range of human diseases, from mild 
uncomplicated mucocutaneous infection to life-threatening ones.  The Us3 gene of HSV-1 encodes a 
serine/threonine protein kinase that is highly conserved among alphaherpesviruses.  Accumulating 
evidence suggests that Us3 is a critical regulator of HSV-1 infection; however, the molecular 
mechanism by which Us3 regulates HSV-1 pathogenicity remains to be elucidated.  This article 
presents a brief summary of the present knowledge on the roles of HSV-1 Us3, with a special focus on 
its relevancy in vivo.
 


