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Human herpesvirus 6 (HHV -6) によってコードされる
protease および assembly pro tein の解析

Analysis of a virus protease and assembly proteins 

coded by human herpesvirus-6 (HHV -6) 

大阪大学医学部小児科

Department of Pediatrics , Osaka University Medical School 

砂川富正
Tomimasa Sunagawa 

(指導:岡田伸太郎教授)

(平成 1 0 年 1 月 27 日受付)

The genomic region encoding U53 of human herpesvirus 6 (HHV-6) 

variant B has been cloned , seQuenced and expressed in E. coli. 

Transcriptional analysis indicated that U 53 encodes a full-length 
protease (PR) and two assembly protein precursors (pAPs). Next the PR 

and the AP domain (downstream of R-site plus pAP) were expressed as 

GST-fusion proteins in E. coli. The recombinant HHV -6B PR cleaved the 

synthetic peptides YIKASEP , which is a mimics of the release (R)-site 

seQuence in the U53. Severalprotease inhibitors were effective to inhibit 

its activity. PR was detected both in the nucleus and cytoplasm , but AP 
was observed in the nucleus. The result of immunoprecipitation indicated 

the existence of both maturational and release site , and interestingly , 

antisera for both proteins co-precipitated with the major capsid protein , 

suggesting the strong association of the carboxyl-terminal domain of U 53 
with the major capsid protein. 
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目 的

Human herpesvirus 6 (HHV-6) は HHV-6A

および HHV-6B の二つのvariant に分類される 1) 。

HHV-6A は最初にリンパ球増多症患者の末梢血

より分離されたが、この variant の詳細について

は不明のままである 2)。他方 HHV-6B は最初に

AIDS 患者より分離され 3) 、その後突発性発疹の

病因であることが明らかとなった 4)。後に HHV-

6B は様々な臨床検体より多く分離され、 いくつ

かの疾患では病因との関連性を示唆されている

5.6.7.8) 

Human cytomegalovirus (HCMV) に関して

は、新しい抗ウイルス剤のターゲットとしてヘル

ペスウイルス科に高度に保存されている serine

protease (assernblin) の領域がその可能性を模

索されている 9.10.1 1)。ヘルペスウイルス科の serine

protease は細胞や他のウイルスの serine

protease と全く異なる特徴を有していると考え

られ、 protease 自身と、 protease 領域内にコード

されている assernbly protein precursor (pP�) 

が特異的基質として知られている。最近 HCMV

の assernblin の結晶構造が解析され、それに基づ

いた抗ウイルス剤の開発が重要な戦略となりつ

つある 12.13.14.15)。

今回我々は HHV-6B におけるとの領域につい

ての mRNA の解析を行い PR、 pPùPを大腸菌で発

現させ機能解析に用い、またウサギに免疫し得ら

れた抗 PR血清 ・ 抗 pPùP 血清によっても解析を試

みた。

方法

1) ウイルスおよび細胞

HHV-6BHST株を一連の実験に用いた。この株

は突発性発疹に擢患した患児末梢血より分離さ

れ、瞬帯血リンパ球 (CBMCs) に培養した 4) 。献

血由来の末梢血単核球と T-リンパ球系 cellline

である MT4 を virus DNA，悶可A の調整、免疫沈

降に用いた。

2) DNA のクローニングとシークエンシング

Martin らの方法により virus DNA を精製した

16)。制限酵素の一つである Pst1 (Takara Shuzo 

Co.) により切断し pUC19 にクローニングした。

その fragment の一つである 4.5kbの断片を含む

クローンの pSTY16 について解析を行った。

deletion mutant シリーズを作成し kilo-

sequencing kit (Takara Shuzo Co.) によりシー

クエンスを行った。そのデータは computer

prograrTl DNASIS (Hitachi) により解析し、予

想されたアミノ酸のシークエンスに関しては

SWISSPROT と National Biomedical Protein 

Identification Resource databases を用いて他種

との比較を行った。

3) Complementary DNA (cDNA) ライブラ

リーの構築および解析

末梢血単核球に HHV-6B を感染、 72 時間後に

AGPC 法により total RNA を得た。続いて

oligotex <dT30> Super (Roche) を用いて 2 回

に渡り精製し、 m悶吋A を分離した。得られた

mRNA のうち 5μg を template に供した。 cDNA

の合成は oligo (dT) 1μg をプライマーに用い

SUPERSCRIPT Choice System for cDNA 

Synthesis (GIBCO-BRL) を使用した。続いて得

られた cDNA に EcoRI ， SalI各制限酵素部位を有

するアダプターを付加して plasrnid vector 

pGAD424 に挿入した。との cDNA ライブラリー



を electroporation 法により大腸菌 DH5α に導入 prehybridization を行った。 multiprime DNA 

し増殖させた。 labeling systems (Amersham) を用いて PCR産

この cDNA ライフラリーに対して、 U530RF 物由来の single stranded DNA プロープ(各

の mRNA の構造を解析するために colony 25ng) を [α_32pJ dCTP (Amersham) にてラベ

hybridization を施行した。 PCR産物由来の single リングした。 各プロープを合成するために用い

stranded DNA プローフ (25 ng) を multiprime たプライマーのシークエンスは以下の通りで

DNA labeling systems (Amersham) を用いて template としては感染細胞より分離した virus

[α_32PJ dCTP (Amersham) にてラベリングした。 DNA を用いた。プローブ 1 : U53 ORF 5-24 番

プロープの合成に用いたプライマーの組み合わ 自の塩基配列を含む 5'-GTGGGATCCCTAAA-

せはU530RF中 852-883番目の塩基配列を含む GT了fGGGTAGGTGG-3'および 668 bp から

5'-ACGGATCCTTATGAGTAATCAAAATCTG- R-site (690) の直前までを含む 5'-CGGTCGA一

CCAAATACTACC-3' と、 1177-1153 番目の配列 CCCTATGCTITAATATACGTACATITAG-3'。

である 5・-ACGTTTTCGGTTGACGATAACCG- プロープ 2 : 697-719 bp を含む 5'-TAGGAT-

TG-3'であり、 template としては感染細胞より分 CCCACCGGTGGAGATT A TTGTAGC-3'および

離した virus DNA を用いた。この領域はAP とし U530RJF の terminal site より 94-73 bp 下流の

て予想された部分の前半 325 塩基をコードする。 塩基を含む 5'-ATTCGCCATATACCTTGTCA-

colony hybridization は常法に従って施行され、 G-3'。それぞれの blot は RI ラベルしたプロープ

スクリーニングされた cDNA群は制限酵素パタ と共に 480C で overnight の hybridization を行い、

ーンにより分類され，代表的な cDNAをシークエ メンブレンの洗浄は室温にて 2xSSC 、 0 . 1% SDS 

ンスによりさらに解析した。 中で 2 回、 650C 、 2xSSC 、 0.1% SDS 中が l 回、

同様に 650C 、 O.5xSSC、 0 . 1% SDS 中で 1 団施行
4) Northern blot .解析

HHV-6B 感染 MT4細胞より得た mRNAにより

Northern blot を施行した。また mock-infected

MT4細胞より得た total RNA を対照として使用

した。すなわち 1 サンプルにつき lμg の mRNA

または 20 μg の total RNA をそれぞれ denature

し，フォルムアルデヒドゲルによる電気泳動に供

した。続いて Hybond™-N +ナイロンメンブレン

に blot し、 5xSSC 、 5xDenhardt's solution 、

O . 5%SDS 、 50% formamide 、 110μg/ ml の

denature されたサケ精子 DNA を組成とする

hybridization buffer にて 480C 、 3 時間の

した。その後一800 C で X-ray film にコンタクト

し、解析した。

5) プラ イ マー伸長法

Fig.2 中で示した位置に合成 oligo-nucleotide

である α5'-full (5'一CGGγrcτTCACCATAG­

AC-3') および α5'-pAP (5'-CGGTGGACTTｭ

GACAGCAAAG-3') の各フライマーを設定し、

IRD41 (Aloka) により末端をラベルした。各プ

ライマーについては total RNA31μg をそれぞれ

20μl液中で 1xfirststrand buffer (GIBCO/BRL) 、



1 mMdNTP の濃度に混合し 70 0 C で 15分間加熱

した。加熱後、ラベルされたプライマーと

Superscript n 逆転写酵素 (GIBCO/BRL) 200 U 

の存在下で 42 0C で 60 分間のアニーリング、伸長

反応を同時に行った。反応産物は denature され

6% polyacrylamide-8M-urea シークエンスゲル

上でLi-Cor 自動 DNA シークエンサー(Aloka)

を用いて解析した。転写開始位置は前述した

pSTY16 プラスミド (Fig. 1) を用いて、プライ

マー伸長法に使用した同じプライマーを用いて

塩基配列との比較を行った。

6) 3'RACE 

cDNA は Superscript n 逆転写酵素

(GIBCO /BRL) を用いて adapterprimer (5'-

GGCCACGCGTCGACTAGTACTTT了了了I寸T-

1 1 1 1 1 1 1 1 -3') により合成した。 cDNA は Fig.

2 中で示した特異的フライマーα3'-P1 (5'-

GACGCCTGAAACGGTAAACAGGAGC-3') ま

たは α3'-P2 (5'-GACAAGGTATATGGCGAAｭ

TGCCCACA -3') と Abridged U niversal 

Amplification Primer (5'-GGCCACGCGTCGｭ

ACTAGTAC -3') との組み合わせによって PCR

に供し、得られた PCR産物を直接に OriginalTA

Cloning Klt (Invitrogen) により pCR™ II ベク

ターにクローニングし、 manufacturer's

instruction に従いシークエンスし、 3'end を決定

した。

7) GST-PR および GST・APd プラス ミ ドの構

築

U530RF の全長 (1-758 a.a.) と C 末側

(233-758 a.a.) を増幅させるためにプライマー

を設計した。 C末側部分は 233-758 a . a . にコード

されている pAP に加えて上流の 52 アミノ酸から

なり assen1bly protein domain (APd) と認識さ

れる (Fig. 5) 。プライマーのシークエンスは全

長の上流側で 5'-GTGGGATCCCTん生AGTT­

TGGGTAGGTGG-3'. APd の上流側では 5'一

TAGGA -TCCCACCGGTGGAGA了rAτ寸GT­

AGC-3'であり，共通した下流側では 5'-AG♀A企

-TTCCCCATAACACGCACCT AAACACC-3' と

なっている(下線部は制限酵素消化部位を示す)。

pAP 部分 (285-758 a.a.) のみを増幅するプライ

マーも同様に設計した。 PCR は DNA thermal 

cycler (Perkin/ Elmer / Cetus) を用い 940 C (1 

分)、 550C ( 1 分)、 720 C (2 分)の順序で 25cycle 

行い、 720 C(15 分)を 1 cycle 追加した。 1 つの

反応液はそれぞれのプライマーが 50 pmol 、

ExTaq (Tf¥KARA Shuzο ， Shiga , Japan) 2.5 U 

を用いた計 100μl からなる。 PCR産物は BamHI

と Eco Rl の制限酵素により消化され、発現ベク

ターである pGEX 5X-1 のこの制限酵素部位にク

ローニングした。 それぞれのプラスミドはシー

クエンスを確認後、 封入体形成を阻害する目的

でプラスミド pTRX を予め形質転換しである大腸

菌 BL21 (Novagen) に形質転換した。

8) GST-PR と GST・APd の発現および精製

形質転換された大腸菌をアンピシリンを含むLB

solution にて 300 C で培養し、 O.D.約 0.5 で

isopropyl--b-D-thiogalactosidase (IPTG) を最

終濃度 1 nnM となるように加え、その後 250 C に

て 6 時間培養を続けた。大腸菌による蛋白の産生

は 10%または 12 . 5%の SDS-polyacrylamide 

gels (SDS-PAGE) によってスクリーニングを行

い、同様の方法で大量培養を行った。発現した融



合蛋白は manufacturer's instruction に基づき

glutathione Sepharose 4B (Pharmacia) を用い

て affinity カラムにより精製した。精製した蛋白

は 1xPBS(-)液中で透析を行い、使用時まで-800 C

で貯蔵した。

9) 酵素活性および阻害剤の解析

HHV-6B の protease activi ty は合成ペプチド

YIKASEP の cleavage をモニタリングすることに

よって計測した。 YIKASEP は R-site (Fig. 2 and 

5) 周囲のアミノ酸配列と相同である。この基質

は 98%以上の純度を持ち cleavage により蛍光を

発するもので、 Peptide Institute Inc (Minoh 、

Osaka、 Japan) より依託購入した。 GST-PR

(recombinant HHV -6B protease) 4.0μM は

50μMの基質と共に assay buffer 中で反応させた

が buffer の組成は 50 mM Tris-HCl 、 pH7.5 、

0.15 MNaCl、 10mM CaClz 、 0.002% NaN3 であ

る。蛍光は室温での λex=328 nm および λem

=393 nm における emission intensity を Hitachi

fluorescence spectrophotometer 650-10LC を

用いて測定し、酵素活性のパラメーター (Km，

Vmax) は基質の濃度が 50-2 ，000μM の状況下で

算出した。代表的な数種類の protease 阻害剤につ

いても GST-PR に対する効果の測定を行った。

10) 抗血清

抗血清は精製したそれぞれの融合蛋白である

GST-PR または GST-APd 各 500μg または 750

μg を Freund's complete adjuvant と共に

emulsion 化し、ウサギに免疫して準備した。 1

回ないし 2 回の追加免疫を Freund's incomplete 

adjuvant 中に 500μg または 750 μg の蛋白を用

いて、 2 週間から 6 週間間隔で同様に行った。

11) 免疫蛍光 (IFA)

HHV-6B 感染 MT4細胞または mock-infected

MT4細胞をガラススライド上に滴下し風乾し

cold acetone にて固定した。それぞれの well を

dilution buffer (1xPBS、 2% bovine serum ，、

0.2% Tween 20 、 0 . 05%NaN3 ) にて希釈した抗

体にて重層し、 370 C で 30 分間 incubate した。

その後 PBS で 10 分間洗浄したのち fluorescein­

conjugatedl 抗 rabbit IgG goat 抗体を 2 次抗体と

して重層し、 370C 20 分間 incubate した。再び

PBS で洗浄し、蛍光顕微鏡下で観察された。同様

に DNA合成阻害剤の一つである phosphono一

formic acid (PF A; Sigma、 St.Louis 、 Mo. 、 USA)

の存在下での PR と pAP の発現を調べた。 同剤

を 1 ml あたり 200μg 溶解した medium に MT4

細胞を 3 時間前処理し HHV-6B を感染、 48 時間

後の感染細胞と mock-infected MT4細胞におけ

る PR と pAP(または AP) の存在を IFで観察した。

この時前初期蛋白である IE1 (GST03) に対する

抗体についても同様に比較した。

12) Western blotting および免疫沈降

HHV-6B HST株に感染 4 日目の MT4細胞を

sample buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8 , 2% 

SDS , 0.1% BromoPﾌ;lenol blue , 10% glycerol 

with 5% of 2-mercaptoethanol)に溶解、熱処

理後 SDS-PAGE し、 PVDF メンブレンに転写し

た。そのメンプレンに対して GST-PR または

GST-APd に対するウサギの抗血清をそれぞれ反

応させた。その後各メンブレンをウサギ IgG に対

する horseradish peroxidase labeled goat 

antibody により反応させ、洗浄後、 ECLWestern 



blotting analysis system (Amersham) を用い

て PRおよびAP の検出を行った。また感染後 48

時間で HHV-6B に感染した MT4細胞を含む

culture medium を methionine-free medium 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium )に置換

し、 1 時間後、 MT4細胞は[35SJ methionine 

+cysteine (=[35SJ Met+Cys) (EXPRE35S35S, 

New England Nuclear) を 1ml あたり 50μCi に

て 30 分間ラベルした。その後細胞を遠心により

集め、 pellet はRlPAbuffer (0.01 M Tris-HCL 

pH7 .4、 0.15 MNaCl、 1%sodium deoxycholate 、

1% Triton X-100 、 0.1% SDS、 1m MPMSF) に

より溶解した。Rlでラベルされているこの lysate

をそれぞれのウサギ抗血清と混合し、生じた免疫

複合体は protein G-Sepharose (Pharmacia) を

用いて免疫沈降し、 10%SDS-PAGE にて電気泳

動を行った。ラベルされた蛋白の検出のために、

ゲルは EN3HANCEsolution (DUpont , Boston , 

MA) に液浸し、乾燥後 KodakX -Omat film に-

800 C にてコンタクトされた。

13) MCP に対するモノクローナル抗体

(mAb) の確偲

mAb 2.22 . 8 はすでに HHV-6A 及び B の両方

に反応するモノクローナル抗体(mAb) で 、 認識

する蛋白は共に約 150 kDa の大きさである

(unpublished data) 。その認識蛋白が major

capsid protein (MCP) であることを確かめるた

めに、 MCP の N 末側 (1-1707bp) のみを PCR

により増幅、 GST(pGEX 5X-1) との融合蛋白と

して発現させた。 HHV-6 の MCP は 4，035 bp 長

で genome シークエンスより蛋白としては 151

kDa と予想されており 36 ， 23)、プライマーの選択範

囲は過去に N 末側 3 分の l が recombinan t 

protein として高レベルの発現が得られたという

報告に基づく 17)。用いられたプライマーのシーク

エンスは以下の通り。 5'­

AAA♀GA1ζÇACAGGTACCGGTGTGCTGCT­

GCATATCGCCGAAACATG-3' 、および 5'­

AGCTCGAGGTAAAGGCATGTTGCCTATCAｭ

TTATTC-:3' (下線部は制限酵素消化部位を示

す)。プラスミドの構築と大腸菌による蛋白の発

現は他の GST 融合蛋白の方法と同一である。発

現した蛋白に対してmAb 2.22.8 を用いた

Western blotting を ECL method により行った。

同法は Western blot と免疫沈降の部分で詳細は

すでに述べた。

結果

1) US3 の DNA塩基配列およびアミノ強配列

の解析

HHV-6B の HST株に関して、今回 DNA シー

クエンスを行った。 pSτY16 fragment には 2 つ

の完全な openreading frame (ORF) と 2 つの不

完全な OF~が存在した (Fig. 1) 0 HHV -6 A に

関しては Gomplel らにより全 DNAシークエンス

が報告されており 19)、この領域では U52、 U53 、

U54、 Ut)5 の呼称でそれぞれの ORF が示されて

いる。 pS'IY16 により予想された ORF と variant

A における構造とに高い類似性が見られることか

ら基本的に呼称を同ーとした。我々は今回 U53

に注目したが理由として HCMV UL80 に

similarity を有しておりその遺伝子が virus

protease をコードしていることに基づく。 U53

.---~一一 一←←一一 一一一一一一



HHV・6straln HST (varlant B) 
161 kb 

pSTY16 (4482 bp) 

TRr 

W煎「

n ・ z ・ E 置..・ 11111111 ・ E ・ E ・・・ 111111111111111111・..・..・ 1111 軍 11111111 ・・・・ 11111.

30∞ 40∞ 50似3

identity を比較すると HCMV AD169 株 18)に対し

て 31 ， 0 %、 HHV-6A U1102 株 19) に 96 ， 8 %、

HHV-711 株 20)に 62 ，0%であった。シークエンス

から導き出された酵素反応部位のアミノ酸配列

を HCMV 、 HHV-6A、 HHV-6B、 HHV-7 の ß­

herpesvirus 亜科について比較した (Fig. 5) 

10∞ 20∞ 
(bp) ß-herpesvirus 亜科では releasesite (R-site) にGene 

U51 U52 U53 U54 U55 

ORF コ J・・ -
{I (K  

おいて P4(tyrosine) ・ P2 (lysine) ・ P1(alanine) . 

P‘1 (serine)が、 maturationalsite (M-site) では

P2(asparagine) ・ P1 (alanine) ・ P'1 (serine)などが

Fig. 1. Top: Schematic genome map of よく保存されているものと考えられた。しかし

HHV-6 strain HST (variant B). T悶 and TRr, HCMV に存在する inactivation site (トsite) と

terminal repeats left and right , Bottom: The 相同のアミノ酸配列は HHV-6 では認められなか

map of open reading frames (ORF) surrounding った。

of HHV -6B U 53 ORF. Mapping data for partial A, 
Release (R) 
site 

Maturational (M) 
site 

U52 , complete U53 , U54, and partial U55 are 

from the sequence of pSτY16 fragment 

described here. The mapping data for U 51 and 

partial U52 are from our previous sequence 

data on HHV -6B strain HST , 

前後の DNA シークエンスは Fig ， 2 に示された通

りで U53 遺伝子は全長が 1 ， 587 bp 、 121 番目の

塩基の methionine より開始する。 U53 は ORF

の上流に l っと ORF 内部に 2 つの可能性のある

TATA 配列を有している (Fig.2) 。同様に下流

に存在する 2 つの polyA signal が存在した (Fig ，

2) 。 アミノ酸シークエンスは Fig ， 2 に DNA シ

ークエンスと並記したがその配列より HHV-6

protease は機能的に U53 領域の N 末側 230 a ,a , 

として存在することが予想された。 HHV-6B

HST株 protease のアミノ酸レベル (230 a ， a.) の

v 
AJ. 230 ISer Z31 AJ・ 491/Ser 492 

Protease Domain (=Protease) Assembly Protein Domain 

.1 誤認総jUMMMMa・ U53

~泊U53.5
285 

町_UllllllllllllllIlIIlIIlIlIIlll lI llll lII l lIIlII l lIlIIlI l lIIlIIlI l lI ll lIlI I Antigens 
PR APd 

B. 

Release sitle P4 3 2 Pl' 2' 3' 4' 

HCMV Y V K A * S S V P 
HHV-6A Y K A * S E P P 
HHV-15B Y K A 噂 S E P P 
HHV-7 Y K A * S E N L 
Maturatiooal site 

HCMV V V N A * S C R L 
HHV-6A L N A >ド S L A P 
HHv-cm I L N A • s L T P 
HHV-7 V V N A * S L T P 

Inactivatio旦旦~

HCMV D V E A * A T S L 
Fig , 5. A, Schematic representation of the 



U53 and U53.5 gene products. The protease 

and assembly protein domains of U 53 

polyprotein are shown together with the 

positions of the release and maturational sites. 

The products after cleavage are distinguished 

by the different shading patterns. The sizes of 

the proteins in amino acid residues are 

indicated. And the parts of U53 (or U53.5) 

gene expressed in the recombinant plasmids 

for PR and APd as GST -fusion proteins are also 

indicated. B. Alignments of ß-herpesv~rus 

protease cleavage recognition sequences. 

lnactivation (I) site is known to exist only in 

cytomegalovirus of all herpesviruses so f訂.

2) HHV・6B PR と pAP の転写レベルの解析

まず HHV-6Bのこの領域から mRNAがどのよ

うに転写されているかを mapping するために

Northern blotting を試みた。シークエンスの結

果に基づき設定されたプロープ 1 、プロープ 2 は

それぞれ U53N末現IJ に位置する PR部分と C末側

の pAP 部分に相当する (Fig.3) 。その結果を Fig.

3 に示すが、プロープ 1 (PR) は 3.3kb、1.8 kb 、

1.6 kb の transcript に hybridize し、プロープ 2

(pAP) は 3.3 kb , 1.8 kb、1.6kb、1.0 kb 、 0.8

kb の transcript に hybridize した。1.0 kb は最も

豊富な transcript であった。スクリーニングされ

た約 200 個の cDNA は制限酵素パターンで 3 つ

のグループに大別され Northern blot の結果と

概ね一致した。約 3 . 3kb の transcript 群は 7.5%

存在し、シークエンス上 U51 の ORF を一部含ん

でいた (Fig.3) 。また約1.8 kb の transcript 群

は 22.5%でシークエンスの結果は methionine か

ら開始する U530RF の全長にほぼ相当し、

homology から PR precursor をコードしている

ものと予想された。さらに約1.0 kb の transcript

群は 62.0 %と最多でU530RF後半部分に相当し

同様に rnethionine サイトを有し、 homology か

ら pAP であることが予想された。 U53 の全長

1,587 bp に関して splicing は存在せず genome

シークエンスと一致した。 3'end に関しては制限

酵素パターンの違いによって、 PR と pAP に共通

して 2 つの異なった 3'end が存在することが示唆

されたことから 3'孔生CE 法を行って確認した。

HHV-61ヨ感染細胞より分離した total RNA 5μg 

を用いた。 Fig.2 に示した位置にプライマー

α3'-P1 、 α3'-P2 を設定してシークエンスを行う

と、予想した通り 2 つのパターンの 3'end が存在

しそれぞれの polyA 開始位置は U53 ORF stop 

codon より下流に 6bp の位置および 186 bp の位

置であった (Fig. 2) 。各 transcript の 5'end は

プライマー伸長法によって決定した。 U530RF

開始部位より +51 塩基から antisense のプライマ

ーα5'-full (Fig.2) により全長をコードする遺

伝子はORF開始部位より -28塩基に 5'end を持つ

ことが明らかとなった (Fig.2and Fig.4)。同様

に+903: 塩基から antisense のプライマーα5'一

pAP (Fig.2) にとに.り pAP は+645 塩基と+712

塩基に !S'end を持つことを示した (Fig.2 ，

Fig.5b) 。以上の結果をまとめたのが Fig.3 の上

の図である。 protease として全長をコードする遺

伝子と、異なる 2 つの 5'end を持つ pAP がコード

されている。この組み合わせとしては co-

terminal であり、かつそれぞれ 2 パターンの



3'end を持っていることが明らかとなった。 3.3

kb fragment は ORF をまたがってコードされて

おり、 U53 領域の転写・発現には直接の関係はな

いものと予想された。

3) 大腸菌による HHV・6BPR およびAPdの発

現と精製

GST融合蛋白として U53 全長(1-528 a.a.) を

大腸菌にて発現させ、 55kDa の蛋白を得た (Fig.

6A, lane 4) 0 GST蛋白は 27 kDa であり、 U53

全長で発現した蛋白より R-site (Fig. 3) で

release されたN末側の実質的な protease と予想、

される部分 (1-23 a.a.) が融合したものと予測さ

れる (=GST-PR) 。次に約 57kDa の蛋白を大腸

菌で発現させたが、これは assembly protein 

domain (APd) と GST との融合蛋白 (=GST­

APd) であり、 U530RF の R-site より C 末側半

分 (233-528 a.a.) をコードするように設計され

ている (Fig 6B , lane 4) 0 pAP 単独 (285-528

a.a.) では GST融合蛋白 (=GST-pAP) として発

現させることは出来なかった。

4)HHV・6B protease の勝索活性と阻嘗剤の効

果

Ala-Serが切断部位であることを予測して (Fig.

5) R-site 周辺の相同ペプチドを作成、 PR の R­

site における酵素活性を測定する系を作成した。

この HHV-6B R-site 基質の配列は MoCAc-

GYlKASEPK(Dnp)rr-NH2 であり、ペプチドの

deavage により蛍光を生ずる。時間の経過に従い

蛍光は emission intensity として測定された

(Fig.7) 0 GST のみを酵素の対照として測定し

たときは反応は起こらず、 GST-PR を用いた時は

時間の経過に伴いゆっくりとした加水分解が観
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Fig. 7. Rates of hydrolysis of R-site substrate. 

The fluorescence of the substrate was 

measured as described in Methods. Peptide 

substrat:e YIKASEP was incubated with [・]

GST-PR and with [口] GST only respectively. 

The reaction of [・] substrate without enzyme 

was shown as above. 

察された。酵素活性の代表的な指標であるKm値、

Vmax を R-site ペプチド基質の cleavage より計

算し、結果はそれぞ、れ0.35 :t: 0.05mMおよび0.89

:t: 0.06 であった (Table 1) 0 protease 阻害剤の

検討では HHV-6B PR は 500μM に調整した

benzamldine 、 aprotinin、 pepstatinA、 leupeptin 、

phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF) 、

iodoacetamide (凶A) 、 gabexate mesylate 

(FOY) および 100U/ml 濃度の heparin では阻

害されなかった。じかし 500μM 濃度の ZnC12 と

nafamostadt mesilate CFuthan) 下では完全な阻

害が観察された (Table 1) 。

一一

一一一- 一一一一



Table 1. A. Kinetlc parameters for the hydrolysls 01 
HHV・68 A喝ite8ubstrate by HHV・68 prote踊e. calculated 
from the Inltial velocitles of peptide cleavage 

pcplldt lub.trale (sltc) -め円 'mM) tvm� 

VIKASEP (町 0.35ま 0.05 0.89ま 0.06

'. t C.lcul.lcd Crom Ihc cmi担ion i刷巴刷 ily oClhc 目u国叫cenccoC cluvcd pc例id国.

The slIbslr.le COIIC(羽田tiロ岡市nicwu 50 10 2000 ぃM. τ11. cnz戸別国間cntr.t1on w.~ 

4.01・M

8. Effect 01 inhibitors on the actlvity 01 HHV・68 protease 

lDbibltor Co回CD (悼M) % Inhlbltlon 

ZnCI2 500 100 
B・nzamld. 500 。

ApLP・・pMuprSop・Fttel・pntEitnn 1 n 500 。

500 。

500 。

5伺 。

lodo・e・taptammt "imd-ey{・l1・A11t・A・t}-{ 5削 。

gna・fba-mx・0t・et me・・te{FFOuYth}・n) 500 。

5ω 100 
heparln 10 U/ml 。

1伺 U/ml 。

Relclions were in Ihe a鉛.1)' buffer IS desαibed in Melhods in ・ 10111volume ot 1 
ml. Enzyme (4.0 IJ.M) wcrc p'.印刷b山d wilh Ihc inhibllol'S削除伽・1<:0臨刷，.liDfl

shown 剖 Z~'t Cor 1 h be(Ofc “dil問。f印刷bslr・le.Y1XASEP (50μM). Hy針。Iysll
of lhc subslr.lc WIS mc:.asured ~ h 1.lu. 

5) 矯養細胞中における HHV・6B PR と pAP

の検出と processing の観察

方法の項で述べたように精製した recombinant

protein である GST-PR と GST-APd を抗体を作

成するためそれぞれウサギに免疫した。得られた

抗血清を用いて HHV-6B 感染細胞中のウイルス

抗原への各抗体の特異性を測定するために間接

蛍光免疫(IFA) を行った。 HHV-6B 感染細胞中

に GST-PR に対する抗体では細胞質と核の両方

が染色されたがGST-APdに対する抗体は核のみ

を染色された (Fig. 8 上)。非感染細胞は両方の

抗体に対して染色されなかった。次に方法の項で

述べたように DNA 阻害剤存在下での PR と AP

の発現について調べた。 phosphonoformic acid 

(PFA) を処理した状況では PR と AP は共に感染

後 48 時間においても IFA で検出されなかったが

抗 GST03 抗体によって IEl 蛋白は著明に検出さ

れた (Fig.8 下)。

次に HHV-6B 感染細胞に対して免疫沈降法と

Western blotting とを施行し、各抗体によって認

識される蛋白の大きさを決定した。その結果、免

疫沈降は[35SJ Met+Cys を 30 分間のみラベリン

グしただけであったが、抗 GST-PR抗体で認識さ

れる蛋白は 65 kDa , 60 kDa , 28 kDa , 24 kDa で

(Fig.9 左)、抗 GST-APd 抗体では 65 kDa , 60 

kDa , ao kDa , 28 kDa であった (Fig.9 右)。感

染後 4 日目の感染細胞に対する Westernblotting 

では抗 GST-PR抗体は28kDa および:26kDaの蛋

白を認識し、抗 GST-APd 抗体も同様に豊富な

30kDa および 28kDa の蛋白を認識した(データ

示さず)。これらの結果は、各蛋白が翻訳後に予

測されていた分子量や、その後の proteolysis を

受けた大きさの予測とほぼ一致する。加えて免疫

沈降では共通して約 150 kDa の大きさの蛋白が

検出されている (Fig.9，共に lane 3) 。そして

Gompels らのシークエンス 19)からの予測に基づ

き、分子量からこれが major capsid protein 

(MCl?)である可能性が高まった。同定するため

に Okuno らが作成していたモノクローナル抗体

の一つであり、 150 kDa のウイルス蛋白を認識

するごとが調べられているmAb 2.22.8 (未発表

データ)について解析を行った。最初に MCP の

N末側 1-1 ， 707bp を用いて GST との融合蛋白を

発現させるプラスミドを構築し、大腸菌で発現さ

せた。次に前述したmAb2.22.8 を用いてこの大

腸菌の lysate に Western blotting を行い、反応

が見られたことから MCP であることを確認した

(データ示さず)。 抗 GST-PR抗体を用いた結

果と比較して、抗 GST-APd 抗体の MCP と共沈

するのが有意に多かった。



考察

virus protease はヘルペスウイルスでは DNA

polymerase や glycoprotein B と同様に最も高度

に保存されている遺伝子であり、ウイルスの成熟

に関して protease (PR) の役割を理解する事は

重要である。ヘルペスウイルスの capsid はまず

内側の scaffold protein 周囲に形成されるが、

scaffold protein は virus genome の packaging

に伴い失われる 2 1. 22)。この scaffold protein の中

心が assembly protein precursor (pAP)であり、

これまで調べられてきた全てのヘルペスウイル

スについて PR と overlap してコードされ、

inframe であり、 3'coterminal であり、 PR の特異

的基質としての性質を有している

23.24.18.2G.26.9.19.20) 0 PR は serine protease として

の性質を有し 27.21:1 .29 .30) 、まずは precursor として

作られ、ウイルスの capsid assembly が進行して

いく聞に autoproteolytic processing を受ける。

serine protease としての活性を有する部位は

precursor の N 末側に位置する 31.1 1) 0 PR 

precursor は 2 カ所ないし 3 カ所の

autoproteolytic cleavage を有するがそれぞれは

以下のようになっている。( 1) ORF の C末側に

位置し、 pAP 上に重複する maturational (M) site。

( 2 ) PR precursorの中央付近に位置する release

(R) site9.32.33.11) 0 ( 3) assemblin 中央付近に位

置する inactivation (I) site はHCMVのみで発見

されている 34)。そして基質としての pAP は、 M­

site での開裂によって成熟したassemblyprotein 

(AP) となる 10)0 pAP は scaffold protein 中最も

豊富に見られる蛋白で、 m司jor capsid protein 

(MCP) との相互作用が注目されている 35.36 0 PR 

による cleavage はウイルスの成熟に必須であり、

AP部分が pAP の C 末側、 M-site より取り去られ

ることで DNA の packaging が初めて可能となる

21.22)。我々は今回、 HHV-6B において PRおよび

pAP をコードしていると思われる U53 領域の転

写、 PR の酵素学的特徴、また培養細胞中での両

蛋白の動態に関して解析を行った。

genon1e DNA と cDNA ライブラリーのシーク

エンスでは PR precursor および pAP をコードし

ている領域において splicing は見られなかった。

いわゆる実質的な protease 領域は HHV-6A との

homology が特に高く 37) 、 variant 間で異なるア

ミノ酸は 3 個のみ存在したが conserved domain 

(CD) を推定された位置においてはアミノ酸の

違いは見られなかった。よってこの差は variant

間の違いに影響を及ぼすものではないと思われ

る。この領域を他の日-herpesvirus 科と比較して

みると、一般に HHV-6BはHCMV よりも HHV-7

により近縁であるかもしれない。しかし HHV-7

の maturational (M)-site におけるアミノ酸シー

クエンスはむしろ HHV-6B より HCMV に近い

(common residue of P4 and P3: valine) 可能

性がある (Fig. 5) 。この領域のさらなる分子的

構造の解析が求められる。

次に PR と pAPの mRNAの構造を決定した (Fig.

3) 。まとめるとフライマー伸長法より 5'end は

U530RF 全長をコードする遺伝子としては単一

で (Fig.4) 、 C 末側の pAP では 67bp 離れた 2

つの 5'end が存在した (Fig. 4) 。またそれぞれ

約 25-30 bp 上流に potentialTATA box が見ら

れた。しかし興味深いことに 180bp 離れ、それ

ぞれに polyA signal を有する 2 つの 3'end が存



在することが3'RACE法より明らかとなった (Fig.

2) 0 cDNA ライフラリーよりこの結果に相当す

る 2 パターンの 3'end を持つクローンが PR、 pAP

それぞれに得られた。よって HHV-6B において

はこれまでの他のヘルペスウイルス科の報告同

様 PR と pAP は co-terminal としてコードされて

いるもののそのパターンが 2 つあり、 HHV-6B

に特徴的な現象であると考えられる。しかし PR、

pAP とも転写開始位置と予想される methionine

はそれぞれ l つであり、かつ stop codon もそれ

ぞれ同一であることから、重複する mRr可A の構

造は各蛋白の発現量が豊富に得られることに寄

与しているものと思われる。

GST との融合蛋白の発現について PR は全長

528 アミノ酸(予想、約 59 kDa) が発現するよう

に construuct を作成したが、大腸菌により得ら

れた蛋白は約 28 kDa (GST-PR としては 55

kDa) (Fig . 6) であった。この分子量は，予想し

た release (R)-site において autocleavage が起こ

っていることを示唆するもので、発現蛋白は機能

的であり、酵素活性を有している可能性が高いこ

とを示している。

我々は R-site 前後に設定した合成ペプチドを基

質として用い、 GST-PRが酵素活性を持つことを

示した (Fig. 7) (Table 1) 。また結果的にこの

部位での cleavage という予測が正しいことを証

明し、精製して得られた U53 のN末側に酵素と

しての活性が存在していることを示した (Fig.

5) 。 この PR による R-site での酵素反応速度は

比較的にゆっくりであったが (Fig. 7) 、この現

象は HCMV protease の cleavage assay において

も観察されており 38)、その報告では protease に

よる R--site の加水分解の速度は M-site に比べて

約 6 分の l 倍から 8 分の l 倍であったことが示

されている。アミノ酸配列の比較や発現した PR

の最終の分子量から， HHV-6B では HCMV のよ

うな inactivation (I)-site は存在しないものと予

想される。我々はまた種々の protease 阻害剤によ

る HHV-6B protease に対する阻害効果について

検討した。単純ヘルペスウイルス 1 型 1 1 )や

HCMV38)などの報告ではヘルペスウイルスでは

一般に protease は serine protease を示唆する阻

害のスペクトラムを有していることがわかつて

いる。W'elch らはこれらの protease のなかで唯一

セリン残基のみが保存されていることを示した

30)。今回高濃度の ZnC12 と nafamostadt

mesilate (Futhan) のみが試みた阻害剤のなかで

効果が見られ、かっその阻害効果は 100%であっ

た (Table 1) 0 Futhan は臨床の場で広く使われ

ている代表的な serine protease 阻害剤の一つで

あるが湖、幾つかの報告によると Futhan は特

にインフルエンザウイルス A における

hemagglutinin (HA) の蛋自分解を阻害すること

によって、このウイルスの replication に対して阻

害効果を有する可能性が示唆されている 40)。 今回

我々が引き続き行った実験では Futhan は培養細

胞においては HHV-，6BHST株の感染・増殖を阻

害することは出来なかった(データ示さず)。

Futhan の細胞への吸収は低いという情報もあり、

derivative などの開発によっては Futhan の

HHV-6B への抗ウイルス剤としての使用に道が

開けるかもしれない。 serine protease inhibitor 

である Futhan の阻害効果により HHV-6B

protease が serine protease である可能性は一層



高まった。

間接蛍光抗体法(IFA) では HHV-6B感染細胞

中の PRや AP(または pAP) の局在を調べた。 PR

が核と細胞質両方に分布していたのと比較する

と， AP はほとんど核に強く染色していた (Fig.

8) 。ヘルペスウイルスでは一般に pAP は PR に

よって M-site より切断を受けAP となり、 AP を

主とする scaffold protein は virion外に放出され、

この段階で virion への DNA の packagingが可能

となる。この反応は感染細胞の核内で起こり、

DNA が packaging した C capsid は核膜とともに

envelopment を受け細胞質中を遊出していくが、

PR部分が構造蛋白であることと核内にて virion

より放出された scaffold protein が恐らくはその

後核外には出ていかないことを考えると、 IFA に

より観察された PRや AP の局在は reasonable で

あるかもしれない。また PFA存在下では PR と

APd 両方の抗体に対して感染細胞は染まらず

(Fig. 8) 、 PR と AP は共に感染細胞中では後期

蛋白として発現されていることが明らかとなっ

た。

感染後 4 日目のほlllysates に対する Western

blotting の結果は抗 GST-PR抗体、抗GST-APd

抗体それぞれを用いた免疫沈降の結果とほぼー

致する(データ示さず)。抗 GST-PR抗体では分

子量約 65 ， 60 ， 28 ， 24 kDa の特異的な分子量の蛋

GST-PR抗体で見られた最終の 28kDa と 24kDa

の二重のバンドは PRが reducing condition に反

応する S-s結合を有することを示唆しているのか

もしれない 41)0 APd の分子量はアミノ酸シークエ

ンスからの推定で約 33 kDa であるが抗 GST­

APd 抗体に反応した実際の分子量は約 30 kDa と

28kDa であった (Fig.9) 。この場合の 2 つのバ

ンドは pAP の全長と、 M-site において酵素反応

を受けた AP であると思われる。 major capsid 

protein (MCP) と PR または pAP との共沈殿は

U53 にコードされる両蛋白が capsid の形成にお

いて重要な役割を果たしていることを予想させ

る。 MCP のバンドは抗 GST-PR抗体よりも抗

GST-APd 抗体によるもののほうが強くなってお

り、多くの研究者が報告しているように 42.36) ， PR 

の C末側やその PR の基質である pAP が MCP と

の相互作用において重要であることが示唆され

る。以上、これらのデータは HHV-6B において

も PR と AP は高度に保存されてはいるものの、

transcript の構造や阻害剤への反応など特徴的な

ことも多いことを示している.HHV-6Bの capsid

形成は全く不明であり、 HHV-6B の生活環を明ら

かにし、 HHV-6B の病原性を解明するためにもこ

の領域のより詳しい解析が今後必要であろう。

白が抗体に反応し、抗 GST-APd 抗体では 65 、 60 、 謝 辞

30 、 28 kDa の蛋白が検出された (Fig. 9) 。こ

の結果は，予想されたように maturational (M)ｭ

site と release (R)-site の 2 つが存在しているこ

とを示す。感染細胞での processing は速く、 30

分間のラベリングだけで最終段階に達した。抗

この研究を行うにあたり，大阪大学医学部細菌

学教授山西弘一先生に貴重な助言を数多く頂い

た。ととに感謝の意を記し謝辞とする。
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HI-N-6 において protease(PR)及び、 assembly protein precursor (pAP) 

との相向性を有する U53 領域について、感染細胞中の mRNA ・発現蛋白の

動態と、その機能解析を行った。関係する transcript は重複して 6 つあり、

pAP 領域の豊富な発現に寄与していると予想された。 PR と GST との融合蛋

白は R-site を関裂し、数種の protease 阻害剤によって阻害された。各蛋白

に対する抗血清を用いた免疫沈降では数カ所の開裂部位が予想された。また

pAP は majorcapsid protein と強く共沈降し、 IFA では核に局在するなど、

会合過程での様々な機能が示唆された。
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Fig. 4. Top: The numbered solid boxes below the arrows denote PCR products 
used as probes for Northern blot analysis. Probe 1 corresponds to the protease 
coding region and probe 2 to the assembly protein domain coding region both in U 53 
ORF. The arrows below the map denote the probable transcripts of the various genes 

related with U53. Bottom: Lane M contains total RNA from mock-infected MT4 
cells , and lane 1 contains polyadenylated RNA from HHV -6B-infected MT4 cells , 

respectively. Molecular masses were estimated from the level of 18S rRNAs with size 
(in Kb) shown to the left of the blots. 
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Fig. 5. Primer extension assays to map the transcript of 5'ends. The size of the extended 

probes were estimated from the pSTY16 seQuence (pS1マ16 lane). Unes in the seQuence are 

GCAT. M: Mock-infected , 1: HHV-6B infected. The siteofa5'ful1, anda5'pAPprimerseachare 
shown in Fig. 2. 
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A. HHV・68 protease/ pGEX 5X・1

(kDa) 
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~ 55kDa 

(GST-PR) 

8. HHV・68 assembly protein 
domain / pGEX 5X・1
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Fig. 6. Expression and purification of HHV -6B (A) protease and (B) assembly protein 

domain as GST-fusion proteins in E.coli. Protein extracts from E.coli induced to express from 
plasmids HHV-6B protease /pGEX5X-1 and HHV-6B assembly protein domain /pGEX5X-l 

respectively were analyzed by SDS-PAGE as described in Methods. Lane 1, molecular mass 
markers; Iane 2, E. coli Iysate of pG EX 5X -1 only; lane 3, E. coli Iysate of each recombinant 
proteins; lane 4 , purified GST-fusion proteins eluted from Glutathione Sepharose 4B for both 
(A) and (B). 



antﾎ-GST-PR a nti-GST-APd 

Mock Infected Mock Infected 

Infected DOst PFA treatment 

anti-IEl (GST03) anti-GST-PR anti-GST -APd 

Fig. 8. lndirect immunofluorescence staining with rabbit antisera ofMT4 cells uninfected 
or infected with HHV -6B strain HST. Top: Mock-infected and HHV -6B-infected cells 
treated with the antisera for GST-fusion protease (GST-PR) or GST-fusion assembly protein 
domain (GST-1位d) are shown as above. Bottom: MT4 cells infected with HHV -6B were also 

compared the treatment with PFA with the untreatment of it. Antiserum for GST03 
recognizes the immediate-early protein of HHV -6B infected cells. 
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Fig. 9. Immunoprecipitation ofHHV-68 infected MT4 cellswith antiserum for GST-PRor for 
GST-APd. HHV -68 infected or uninfected cells were labeled with [35SJmethionine for 30 min , 

and then the cultures were harvested and immunoprecipitated with monospecific antisera 
for GST-PR or GST-APd , respectively. The cultures each were ana1yzed by SDS-PAGE. Lane 1, 

protein molecular size markers; Lanes 2, mock-infected MT4 cells: Lanes 3, HHV -68-infected 

MT4 cells; (A) The 65 , 60 , 28 and 24 kDa bands are marked by arrowheads. (8) The 65 , 60 , 30 , 

and 28 kDa bands are marked by arrowheads. The both 150 kDa bands were confirmed to be 
major αpsid protein by a specific monoclona1 antibody. 
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