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論文内容の要旨

【目的】

HHV-6は全長約161kb の二本鎖 DNA ウイルスであり. variant A ・ B に分類され，特に variant B は突発性発疹

の病因であると共に種々の疾患との関連性が示唆されている。同じ β へルベスウイルス亜科に属する human

cytomegalovirus (HCMV) では，近年新しい抗ウイルス剤のターゲ y トとして virus protease の解析が進んでいる

が， この protease (PR) は同じ遺伝子内にコードされる assembly protein precursor (pAP) および protease preｭ

cursor 自身を特異的基質とし，へルペスウイルス科においてはウイルスの成熟に重要な役割を果たしていることが

わかってきた。 HHV-6 に関する capsid の形成過程は不明であり，本研究は. HHV-6 において PR および pAP の

homologue をコードする U53遺伝子領域について， ウイルス感染細胞中における mRNA ・発現蛋白の動態と， その

機能解析を行うことを目的とした。

【方法ならび、に成績】

HHV-6B 感染細胞より得た mRNA を用いて Northern blot および cDNA ライブラリーの解析を行った。 U53 C 末

側をプローブとした場合に得られた主な transcript は. U53 open reading frame (ORF) 完全長の transcript と，

ORF の C末側にコードされ methionine si te を有する transcript に大別できたが， それぞれ HCI'v1V の PR と pAP

に対して homology を有した。プライマー伸長法により，完全長の5'末端は 1 カ所で，短い transcript は異なる 2 カ

所の5'末端を有し六 c 3'RACE では 1削hp 離れた 2 カ所の co-terminal が見出された。 U53領域の転写・発現に関わ

る transcript は1.8kb から 0.8kb の聞に 6 つであった。次に U53完全長 (PR precursor) を GST 融合蛋白として大腸

菌に発現させ精製したが. release (R) -si te での autocleavage によると思われる約55kDa の蛋白質を得た。得られ

た蛋白は R-site 前後のアミノ酸配列に対して設計された合成ペプチド YIKASEP を cleave したことから protease と

しての酵素活性を有し，数種の protease 阻害剤は阻害効果を示した。 R-site より C末側 (AP domain) も同様に発

現させ， これらの蛋白より抗血清を作製し，感染細胞を間接蛍光抗体法(IFA) により観察した。感染細胞で PR は

核・細胞質両方に存在したが. AP は主として核に存在した。また免疫沈降では抗 PR 血清は65. 60. 28. 24 kDa に，

抗 APd 血清では65 ， 60. 30. 28 kDa に polypeptide が検出された。 DNA 合成阻害剤を前処理した感染細胞での発

現は共に認められなかったことから，後期蛋白であることが確認された。共に150kDa に共沈降が見られ， その蛋白
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が major capsid protein (MCP) であることを確認した。 MCP は抗 APd 血清に対して有意に多い共沈を示した。

【総括】

HHV-6B の U53遺伝子領域における transcript が， 2 種の3'末端を持つ co-terminal であることが明らかとなった

が， PR ・ pAP 共に転写開始位置と予測される methionine および stop codon もそれぞれ同一であることから，重複

する mRNA の構造は，各蛋白の豊富な発現に寄与していると思われる。また，大腸菌により発現させた recombi­

nan t HHV -6B protease は酵素活性を有し，阻害剤の結果からも serine protease である事が示唆された。 PR ・ APd

の各抗血清を用いた Western blot では，感染細胞中での両蛋白の豊富な発現がみられたが， IFA での抗 PR 血清と

抗 APd 血清を用いた時の差は， pAP が protease の作用により AP となり， B-capsid より放出された scaff old proｭ

tein の大部分として核内に留まることを意味しているのかもしれな L 、。また pAP は C 末側で MCP との顕著な相互

作用を有することが共沈降より示唆され， capsid assembly の過程で様々な機能を担うことが一連の実験から示され

fこ。

論文審査の結果の要旨

本研究は， HHV-6B における virus protease とその特異的基質である assembly protein に関して，酵素としての

protease の機能を解析し，また両蛋白の感染細胞内で、の動態について遺伝子および蛋白レベルでの解析を行ったも

のである。一般にへルペスウイルス科においては protease および assembly protein は高度に保存され， ウイルスの

成熟に重要な役割を担っていると言われるが DNA シークエンスの結果や mRNA の構造は基本的に HHV-6B も同様

であることが示唆されるものであったD しかし今回明らかとなった複数の co-terminal という transcript の構造は初

めて報告された形態であり， HHV-6B の性質を考える上で興味深い現象である。また融合蛋白として大腸菌で発現

させ精製した recombinant HHV-6B protease が実際に protease としての活性を有し， Futhan により阻害されるこ

とが示されたことは基礎・応用両面で意義深い。得られた抗血清により同領域中に maturational site ・ release si te 

が存在することが示された。 major capsid protein (MCP) との共沈降は特に同領域の C末側と MCP との強い相互

作用が HHV-6B においても存在し， IFA で AP が核内に局在した結果と併せて同ウイルスの capsid assembly の過

程を示唆させるものでウイルス学的に興味深い所見となった。

以上により HHV-6B における protease と assembly protein の遺伝子構造および機能の一部が解析されたことは重

要であり，学位に値するものと考えられる。
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