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論文内容の要旨

HHV-6は最近分離されたヒ卜へルペスウイルスで突発性発疹の原因ウイルスであり，その塩基配列や病原性の相

違からタイプA， BIこ分類されている。ヘルペスウイルスには自己の DNA の複製や修復のために DNA ポリメレース，

チミジンカイネースなど，いくつかの酵素をコードしていることが知られており，それらの酵素について抗ウイルス

剤のターゲットとしての可能性が考えられているO その中のウラシル DNA グリコシレース (UNG) は DNA の修復

に働く酵素の一つで，大腸菌からヒ卜や他のヒトヘルペスウイルスまで広く保存されて存在し，単純ヘルペスウイル

ス (HSV) では感染細胞中にウイルス由来の酵素活性が検出されている O しかし， HHV-6については感染細胞中の

酵素活性も明らかでないために， UNG をコードすると予想される領域の塩基配列を解析し，さらに大腸菌内でその

open reading frame (ORF) の強制発現を行ない，その産物に UNG 活性が存在するかどうかを確認した。

【方法ならびに成績】

HHV-6 (HST株) DNA を制限酵素 PstI で処理し，クローニングベクター pUC19を用いたライブラリーを作成

した。このライブラリー中の5.5kb PstI断片 (pSTY09) をダイデオキシ法によって塩基配列を解析したところ，こ

の中の1.7kb PstI-KpnI 断片には765bp の ORF とその上流に ORF の 3/ 部分，下流には逆向きに ORF の 3/ 部分が

含まれていた。そして，それぞれのアミノ酸配列にはヒトサイトメガロウイルス (HCMV) の UL114 ， UL115 , UL 

113遺伝子との類似性がみられ，それらの相対的な方向性も一致していた。現在までの多くの報告より HHV-6 と HC

MV とのゲノムの構造には相向性が認められることから， 765bp ORF が HCMV UL114に相当し， UNG をコードす

ると考えられたために，この765bp ORF の構造について調べた。その結果，上流部分ではコザックのルールに一致し

た開始コドン周辺塩基配列， TATAbox , SP 1 の認識部位が存在し，下流部分にはポリ A付加シグナルが存在してお

り， これらのシグナルの存在から， この ORF は実際にタンパク質をコードしていると思われた。 UNG のアミノ酸

配列は広い種間で保存されていることが知られており， HHV-6 UNG の予想されるアミノ酸配列について他種の UN

G とのホモロジーの検索を行なった。その結果，このタンパク質は今までに報告された UNG と高い類似性を示し，

その中でも HCMV の UNG との間で最高の42.6%のアミノ酸残基の一致が確認された。さらに，報告された UNG の

アミノ酸配列の中で特に保存されている領域も， HHV-6の UNG においても保存されていることが確認された。

アミノ酸配列の類似性や ORF の構造から 765bp ORF が UNG をコードしていると予想されたため，この765bp
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ORF の産物に実際に酵素活性が含まれているかどうかを調べる目的で， UNG を欠失した大腸菌 CJ236株でこの OR

F の強制発現を行ない，その細胞抽出液内の酵素活性を測定した。その結果， [3H ] UTP でラベルした DNA を基質

とした場合，この ORF を発現させた大腸菌では発現ベクターのみを導入した大腸菌に比べ5.3倍の酵素活性の上昇が

見られたが， [3H ] TTP でラベルした DNA を基質とした場合にはその違いは見られなかった。アミノ酸配列の類似

性に加えて，この強制発現された産物中の酵素アッセイの結果から，この765bp ORF はウラシル DNA グリコシレー

スをコードしていることが示唆された。

【総括】

765bp ORF はゲノム上の相同性から HCMV ULl14に相当し， HCMV をはじめとする他の UNG のアミノ酸配

列との類似性からもこの ORF が UNG をコードしていると予想された。 ORF の上流や下、流の構造からも発現可能な

特徴を備えており，なんらかのタンパク質をコードしていると思われた。そしてこの ORF を大腸菌において強制発

現を行ない，酵素活性を測定することでの産物が UNG の・活性を持つことが示唆された。感染細胞中においてはウイ

ルス由来の酵素活性を検出することはできなかったが，この酵素が広い種間において保存されて存在している事から，

HHV-6においても遺伝情報の維持のために何らかの重要な機能を持つことが予想される O 今後， HSV に対して試み

られているように，新しい抗ウイルス剤のターゲッ卜となる可能性も考えられ，この酵素の生化学的な解析が待たれ

ている。

論文審査の結果の要旨

HHV-6 は 1986年に発見されたウイルスで研究の歴史も浅く，その病態もいまだに不明な点が多い。分子生物学的

な解析も進みつつあるが，塩基配列のデータも部分的にしか発表されておらず，遺伝子の構造，及びコードされてい

る遺伝子の機能について興味が持たれている。今までに塩基配列の解析によっていくつかの遺伝子が同定されてきて

いるが，今回の研究では DNA 修復酵素の一つで、あるウラシル DNA グリコシレースが同定された。方法は他のウイ

ルス，細胞などにコードされているウラシル DNA グリコシレースとの塩基配列の類似性の解析，及び大腸菌を用い

た発現系での産物中の酵素活性の測定を行ない，ウラシル DNA グリコシレースをコードする領域が確認できた。こ

の酵素は，抗ウイルス剤の新しいターゲットとしての可能性も考えられており， HHV-6 のゲノムの中にその遺伝子

を同定したことは学位授与に値すると認められる。
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