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ヘルペスの再発を防ぐ
ワクチンを提供するために

福岡大学 アニマルセンター
准教授 田中聖一
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ヘルペスウイルスの潜伏感染、再活性化
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Crispr-Cas9システムを用いたUL41ノックアウトによる
潜伏感染αヘルペスウイルス再活性化の抑制

αヘルペスウイルスの一種で豚を宿主とするオーエスキー病ウイルス
（PRV）は、宿主域が広いのでマウスにも容易に感染させることができる。研
究代表者はPRVマウス潜伏感染モデルを確立し、ヘルペスウイルスの潜伏
感染と再活性化の機構の解明を目的として研究を続けている。

過去の研究において潜伏ウイルスが再活性化する際に最初にUL41を起
動させること、siRNAを用いてUL41を抑制することによって潜伏ウイルスの
再活性化が抑制されることも見出している。加えて、ゲノム編集ツールとして
有名となったが元々は細菌の自然免疫機構であるCRISPR-Cas9システムに
よってUL41を抑制した場合も同様の効果を得られることを報告している（平
成29年日本獣医学会、平成30年九州実験動物研究会発表）。

今回はこれらを発展させたCRISPR-Cas9導入PRVを作製してワクチンとし
て使用し、特に潜伏ウイルスの再活性化を抑制する方法を提案するもので
ある。
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オーエスキー病ウイルス潜伏感染マウス

1:128

抗ウイルス血清

0.25ml 腹腔内投与

３０分後

野外ウイルス株YS-81(100LD50)

腹腔内攻撃

死 亡

生 残

ウイルス潜伏感染
マウス

アセチルコリン 3×10-2M

0.5ml 腹腔内投与

潜伏ウイルスの再
活性化

Balb/c
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ウイルス再活性化に先行して起こるRNA 崩壊
刺激後３時間 刺激後６時間

刺激前 刺激後１時間

刺激後１２時間 刺激後２４時間

未感染マウス刺激後３時間 未感染マウス刺激後６時間

第５３回日本ウイルス学会より（1E01）
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ヘルペスウイルスの持つRNA分解酵素活性

• UL41遺伝子産物＝Virion host shutoff 

protein

• 細胞内mRNA崩壊により宿主蛋白合成を阻害

• αヘルペスウイルス内で広く保存
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潜伏感染マウスの三叉神経節におけるUL41の転写

刺激後1hr

刺激後3hrs

YS-81 DNA

UL41
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YS-81 UL41遺伝子のクローニング

Vhs-F:5’-TGTGCGAGCGGAGACATGGGCT-3’ 

Vhs-R:5’-AGAGGGCGAGCATCACAC-3’

YS-81 DNA

PCR

30 s at 94 ℃
↓

30 s at 55 ℃
↓

1 min at 72℃

45 

cycles

SEQUENCING
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他のヘルペスウイルスとの相同性
Strain homology

Suid herpesvirus 1 strain BJ/YT genome 99

Suid herpesvirus 1 strain NIA3, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 isolate SC, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain Kaplan, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain DUL34Pass, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain DUL34gfp, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain Kaplan, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain Becker, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain Kaplan, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 strain Bartha, complete genome 95

Suid herpesvirus 1 (clone PRV VHS) HSV1 UL41 gene homologue 95

Suid herpesvirus 1 strain Kolchis, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain Hercules, partial genome 94

TPA: Suid herpesvirus 1, complete genome 94

VHS=virion host shutoff gene [pseudorabies virus PRV, Genomic, 1458 nt] 94

Suid herpesvirus 1 strain ADV32751/Italy2014, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 isolate HB1201, partial sequence 94

Suid herpesvirus 1 isolate DL14/08, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain Fa, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain HNX, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 isolate HLJ8, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain HN1201, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain HNB, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain JS-2012, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain HeN1, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 isolate ZJ01, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain TJ, complete genome 94

Suid herpesvirus 1 strain Ea, completegenome 93

Suid herpesvirus 1 strain BJ/YT genome 93
Pseudorabies virus isolate Ea virion host shutoff protein (VHS) gene, 
complete cds 93

Strain homology

Papiine herpesvirus 2 strain OU4-2, complete genome 78

Papiine herpesvirus 2 strain OU4-8, complete genome 78

Papiine herpesvirus 2 strain A951, complete genome 78

Papiine herpesvirus 2 strain OU2-5, complete genome 74

Papiine herpesvirus 2 strain OU1-76, partial genome 74

Papiine herpesvirus 2 strain A189164, complete genome 74

Cercopithecine herpesvirus 16 UL41 gene for UL41, complete cds, 

isolate:OU2-5 74

Cercopithecine herpesvirus 16 UL41 gene for UL41, complete cds, 

isolate:A951 74

Cercopithecine herpesvirus 16 UL41 gene for UL41, complete cds, 

isolate:OU1-76 74

Cercopithecine herpesvirus 16 strain X313, complete genome 74

Strain homology

Cercopithecine herpesvirus 1 strain E2490, complete genome 77

Cercopithecine herpesvirus 1 DNA, UL region, complete sequence 77

Macacine herpesvirus 1 isolate E90-136, complete genome 77

Strain homology

Cercopithecine herpesvirus 2, complete genome 77

Saimiriine herpesvirus 1 strain MV 5-4, complete genome 75

Baboon herpesvirus 2 virion host shutoff protein (VHS) gene, complete cds 74
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他のヘルペスウイルスとの相同性
Strain homology

Equid herpesvirus 1 strain T-529, completegenome 72

Equid herpesvirus 1 strain 94-137, completegenome 72

Equid herpesvirus 1 strain T-616, completegenome 72

Equid herpesvirus 1 strain T616 delta71, completegenome 72

Equid herpesvirus 1 strain T953, complete genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 438-77, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 970-90, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 1074-94, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 1966-02, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 2019-02, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 2222-03, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 3038-07, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 3045-07, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate NZA-77, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 DNA, complete genome, strain: HH1 71

Equid herpesvirus 1 strain 89c25, complete genome 71

Equid herpesvirus 1 strain 01c1, complete genome 71

Equid herpesvirus 1 strain 89c105, complete genome 71

Equid herpesvirus 1 strain 00c19, complete genome 71

Equid herpesvirus 1 strain VA02, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain OH03, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain NY05, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain NY03, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain NMKT04, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strainFL06, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain 90c16, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 DNA completegenome, isolate:5586 71

Equid herpesvirus 1 strain V592, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 strain Ab4, completegenome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 717A-82, partial genome 71

Equid herpesvirus 1 isolate 1029-93, partial genome 71

Equid herpesvirus 3 strain AR/2007/C3A, complete genome 76

Equid herpesvirus 9 DNA, complete genome, strain: P19 70

Strain homology

Bovine herpesvirus type 1.2 strain SP1777, complete genome 77

Bovine herpesvirus type 1.2 strain B589, complete genome 77

Bovine herpesvirus type 1.2 strain SM023, complete genome 77

Bovine herpesvirus type 1.2 strain K22, complete genome 77

Bovine herpesvirus 1 strain Cooper, complete genome 76

Bovine herpesvirus type 1.1 isolate NVSL challenge 97-11, complete genome 76

Bovine herpesvirus type 1.1 complete genome 76

Bovine herpesvirus type 1 31-kb DNA (left genome end) 76

Bovine herpesvirus 2 virion host shutoff protein gene, complete cds 79

Bovine herpesvirus 5 strain SV507/99, complete genome 80

Strain homology

Human herpesvirus 2 isolate G, partial 105 genome 70

Human herpesvirus 2 isolate 4674, partial genome 70

Human herpesvirus 2 isolate B^3x2.5, partial genome 70

Human herpesvirus 2 isolate B^3x2.2, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain CtSF, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain COH 3818, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain 1192, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain GSC-56, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain CtSF-R, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain 333, partial genome 70

Human herpesvirus 2 strain SD90e, complete genome 70

Human herpesvirus 2 strain HG52, complete genome 70
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CRISPRの構造と獲得免疫機構

渡辺ら、 化学と生物 Vol. 51, No. 7, 2013より引用
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CRISPR-Cas9によるUL41の抑制はヘルペスウイルスの再活性化を阻止する

ウイルス潜伏感染マウス

pGuide-it™CRISPR/Cas9 YS-vhs

再活性化刺激

PCR法による再活性化ウ
イルスの検出

＊プラークアッセイに対する効果
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UL41を欠損させるとウイルス増殖は抑制される！
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Cas9-sgRNA導入ワクチン株の確立

a. ブタヘルペスウイルス１型YS-81株UL-41に対
するgsRNA配列を融合したpGuide-it-ZS 

green(pGuide-it-ZS green-YS-81 vhs)からCas9

、U6プロモーター、gsRNA配列を切り出して
UL-41の相補DNAをコードするプラスミドDNA 

:pTA2-YS-81 UL-41の NotI-HincII切断部位に
挿入、大腸菌を用いて増幅する
（図１、２）。

b. 得られたプラスミドをブタ腎株化細胞にブタ
ヘルペスウイルスDNAと共に遺伝子導入
し相同組換えにより組換えウイルス粒子を
作製する（図３）。

c. 組換えウイルスをブタ腎株化細胞に接種する
ことによってワクチン株を得る。
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ワクチン株の効能：Cas9を持つワクチン株の潜伏により
UL41を抑制して再活性化を阻止する

野外株

ストレス

ワクチン株

免疫賦与

× 発症
◯ 感染

潜伏感染

ワクチン株

野外株 ワクチン株

野外株 ワクチン株

UL41 Cas9+gsRNA

再
活
性
化
・
回
帰
感
染
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従来技術とその問題点

既に実用化されている抗ヘルペスワクチンには、
オーエスキー病や水痘に対する生ワクチン等が
あるが、

発症防御は可能であるが、

潜伏感染を防ぐことはできない

といった問題があり、再帰感染を防ぐまでには
至っていない。
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新技術の特徴・従来技術との比較

• 従来技術の問題点であった、再帰感染予防
能を改良することに成功した。

• 従来ワクチンは感染防御ができない点で発症
防御の使用に限られていたが、潜伏ウイルス
を再活性化させることなく抑え込むまで性能
が向上できたため、再帰感染に対するワクチ
ンとしても使用することが可能となる。

• 本技術の適用により、畜産の分野では新生豚
の死亡や肥育豚の増体が改善できるため、生
産コストの改善が期待される。
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想定される用途

• 本技術の特徴を生かすためには、ワクチン株
を潜伏感染させることで初感染も再帰感染も
防御できるメリットが大きいと考えられる。

• また、達成された防御能に着目すると、サルB

ウイルスや単純ヘルペスといった現行のワク
チンが存在しない疾患へ展開することも可能
と思われる。

• 上記以外に、再帰発症により増悪すると考え
られるアルツハイマー病に対する効果が得ら
れることも期待される。
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ヘルペスウイルス感染がアルツハイマー病を悪化！？
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「Neuron」6月21日オンライン版
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実用化に向けた課題

• 現在、CRISPR-Cas9によってウイルス増殖と

再活性化の抑制が可能なところまで確認済み。
しかし、生ワクチン株構築の点が未解決であ
る。

• 今後、生ワクチン株を構築して防御能評価に
ついて実験データを取得し、野外での利用に
適用していく場合の条件設定を行っていく。

• 実用化に向けて、ワクチン株を潜伏感染させ
る条件を確立する必要あり。
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企業への期待

• 未解決の生ワクチン株構築については、ストラテ
ジーの構築は完了しているので程なく克服できる
と考えている。

• 可能であれば遺伝子組換え実験の大臣確認実
験が可能な施設を持つ企業との共同研究を希望。

• また、海外における畜産ブタ、あるいは実験用サ
ルに対するワクチン開発への展開を考えている
企業には、本技術の導入が有効と思われる。
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お問い合わせ先

福岡大学 研究推進部 産学官連携センター

担当コーディネーター 芳賀 慶一郎

ＴＥＬ ０９２－８７１－６６３1（ext.2809）

ＦＡＸ ０９２－８６６－２３０８

E-mail sanchi＠adm.fukuoka-u.ac.jp


