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論文内容の要旨

[目的] Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) の再活性化時の宿主側の重要因子として、これまでに約 30 の遺

伝子、たんぱく質が報告されている。これらは RT-PCR 法、 Northern blotting、 Western blotting 法により検討さ

れてきた。一方、マイクロアレイ法では、一度にたくさんの遺伝子に関して検討することが可能である。マイクロア

レイ法によりマウス HSV-1 潜伏感染 in vivo モデルに対する検討は、我々が以前に 149 遺伝子について調べることの

できる mouse stress array を使って、熱ショックによるストレス時における発現変化を調べた報告のみである。今回

我々は、 HSV-1 潜伏感染マウス三文神経節における、免疫抑制剤投与による再活性化時の遺伝子発現の変化を、 1185

遺伝子を含むアレイ膜を使って調べた。

[方法] BALB/c マウス角膜を HSV-1 McKrae 株にて感染し、潜伏感染が成立したと考えられる 4 週間後に、

cyclophosphamide 5 mg とその 24 時間後に dexamethasone 0.2 mg を静注し HSV-1 を再活性化した。非感染マウス

も同様に免疫抑制し、 1) 非感染、免疫抑制なし、 2) 非感染、免疫抑制、 3) 潜伏感染、免疫抑制なし、 4) 潜伏感染、

免疫抑制、の計 4 グループを調べた。各グループともに 22 マウス、 44 三文神経節を用いた。 dexamethasone 静注 1

時間後に各グループマウスの三叉神経節を摘出した。 polyA+ mRNA を抽出し逆転写後、 32p にてラベリングし、 1185

遺伝子を含むアレイ膜 (Clontech Atlas mouse 1.2 array) にインキュベート後、フォスフォイメージャーにて解析

後、免疫抑制なしと免疫抑制のグループ間でシグナルインテンシティーを比較した。すなわちグ、ループ1)と 2) を比

較し、グループ。 3) と 4) を比較した。免疫抑制剤投与により1.4 倍以上遺伝子発現が増大または減少し、かっ ANOVA

法により統計学的に有意に変化した遺伝子を求めた。一部遺伝子に関しては semiquantitative RT-PCR 法にて、マ

イクロアレイの結果を確認した。

[成績] マウス HSV-1 潜伏感染三叉神経節において、 10 遺伝子の発現が統計学的に有意に増加 (prostaglandinE2 

receptor EP4 subtype 、 insulinpromoter factor 1 、 glutathione S-transferase mu 2 、 cyclin D2、 peripherin、 plasma

glutathione peroxidase 、 methyl CpG-binding protein 2 、 retinal S-antigen 、 ErbB2 proto・oncogene 、 guanine

nucleotide-binding protein alpha stimulating activity polypeptide) 、 8 遺伝子の発現が有意に減少 (peripheral

myelin protein 22 、 decorin 、 transcriptionfactor AP-1 、 dystroglycan 1 、 myelinprotein zero、 mitogen-activated

protein kinase 3 、 prothymosinbeta 4、 brain lipid-binding protein) した。 semiquantitative RT-PCR 法でも、検
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討した 5 遺伝子に関して同様の結果で、あった。

[総括] プロスタグランデイン経路、トランスクリプション因子、細胞周期に関わる酵素は、 HSV-1 の再活性化に

おいて、重要な役割を果たしている可能性がある。これらの遺伝子発現が変化した磯序として、免疫抑制自体による

もの、再活性化によるウイルス複製によるものが考えられるが、これを判別するためには、ウイルスまたは宿主側遺

伝子がいつ変化するのかを調べる必要がある。今回有意に変化した 18 遺伝子を制御することの可能な薬剤、物質が

HSV-1 再活性化を抑制することができれば、新しい治療法となりうる。

論文審査の結果の要旨

本論文は、 Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 潜伏感染マウス三文神経節における、免疫抑制時の遺伝子発現

変化についてマイクロアレイ法により検討した。

HSV-1 再活性化時には、免疫抑制、ストレスなどの誘因により、宿主側の遺伝子発現が変化し、潜伏感染状態であ

ったウイルス遺伝子が発現し、角膜ヘルペスなどの病変が再発する。活性化時の宿主側の重要因子がこれまでに報告

されていが、これらは in vitro、 ex vivo のモデルで、また RT-PCR 法、 Northern blotting 法、 Western blotting 法

による検討のため、一実験系につき 1 から 3 の因子についての検討のみであった。そこで、本論文で、はマウス HS子1

潜伏感染 ln V1VO モデルで、 cyclophosphamide と dexamethasone による免疫抑制時の遺伝子発現変化を、 1185 遺伝

子を含むアレイ膜 (ClontechAtlas mouse 1.2 array) を使用してマイクロアレイ法により検討した。

本論文では、マウス HSV-1 潜伏感染三文神経節において免疫抑制により、prostaglandinE2 receptor EP4 subtype 、

insulin promoter factor 1 、 glutathione S-transferase mu 2 、 cyclin D2 、 peripherin、 methylCpG-binding protein 

2 、 retinal S-antigen 、 ErbB2 proto・oncogene 、 guanine nucleotide-binding protein alpha stimulating activity 

polypeptide などが、統計学的に有意に発現が上昇することを見出した。また、 peripheralmyelin protein 22、 decorin、

transcription factor AP-1 , mitogen-activated protein kimase 3 などが、有意に減少した。これらの遺伝子の一部は、

semiquantitative RT-PCR 法によりマイクロアレイ法の結果を確認し、同様の結果を得た。

また、過去に in vitro、 ex V1VO のモデルによる検討で、 HSV-1 再活性化時の宿主側の重要因子であると知られてい

る Interferonregulatory factor-1 、 IFN-ß 、 IL-6 、 Proteinkinase C、 Octarmer-binding transcription factor 1 は、

ln V1VO モデ、ルで、も過去の報告同様に発現が上昇した。

本論文では、プロスタグランディン経路、トランスクリプション因子、細胞周期に関わる酵素が、 HSV-1 の再活性

化において、重要な役割を果たしている可能性があると考えている。角膜へルベスの再発抑制は、眼科臨床的に非常

に重要なテーマで、あり、そのメカニズ、ム解明、また、薬剤による再発抑制のために、本論文は貴重な知見を得たと考

えられる。よって本論文は学位に相当すると考える。
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