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緒言

1902咋ハン〝 t)-のIl&d&rAuJeSZkyは狂犬薪ばの症1人を空 したり･/､イヌ､ネコの射

れ材をlt紫動物に捷捜したところ､狂 >̂病 とは災1Lる症状や病変が逆められたことから､

新 しい疾病因子の存在を示申した(1)｡その後､病関としてヘルペスウイルスが分軽され､

その疾病を仮性狂犬病(pseudorabJeS)あるいは出初の報告者の名に因んでオーエスキ-柄

(AuJeSZky'sdlSe&Se)と株するようにlL.)た｡搾閃 ウイルスはヘルペスウイルス科のアル

77･ヘルペスウイルス亜料､パ .)セロウイルスは､ブタヘルペスウイルス 1に分罰 される

が､竹川名として仮性狂犬病 ウイルス(Pry)あるいはオーエスキー病ウイルスがufわれて

いる｡種名が示すように､PrYの本文の桁1:はブタであるが,ウシ.ヤギ,ヒツジ.イヌ.ネ

コlJ..どの家畜をはじめ､キツ主.アライグマ.ミンク,アナグマ,タヌキ,シカ,コヨーテなど

の#/l三動物に自然感染 し､実戦的にはハ ト.ムクドT).ニワトリなどのLi類にも感染する

(23)｡ブタ以外の動物が感虫すると､多 くの蛸合撞)Y;.を特徴とする押捉症状､いわゆる狂

様(■8d-itch)を起こし急性鹿追で死亡する｡-ノ5､本架の桐壬であるブタの感染の岨令､

新生Liでは憩性僻炎を起こして死亡するが､成Jiは様梓を示すことなく軽症あるいは不輔

性感於に終わることが多い｡加齢に伴って無症状仰向が強 くなるが､妊娠豚は死流産を起

こす｡感触射通したブタは村伏感姓に移行 し､時として再発を挫 り屈す｡この潜伏感触と

再発がヘルペスウイルス感染症の赦大のriU淵 となっている｡

ウイルス粒子は武径150-180n■でエンベロープを有 し､110n4のヌクレオキナブシプ

ドを包含している(23).,PrYゲ/ムは一対の例uZ反は配列に挟まれたUS(urHqueShort)俄

JiEとUL(UnlqUelone)領J&からILる分子見約95×)00ダル トン(h)の輪状二本軌DNlで(6.7)､

約150kbp(kllob8Sepair)に相当する｡ゲノムには釣70様のiB伝子がコ- ドされ､BZ在ゲ

ノムの60Xである約40程のiB伝子の塩韮配列が決定 されている(43)｡PrYのiB伝子はカスケ

ー ド様式に基づいて発現 され､伝写時期により3群に分けることができる｡ ウイルスが細

胞に感染するとiElちに転写される嗣初婚(lE.a)ii伝子Ef､そのiL伝子産物によ.,て転写

が括性化される初期(ど,β)iB伝子群､それらのiA伝子発現に抜いて軽写される後期(L.γ)

it伝 f即である(19,20)｡】EiB伝子はウイルスタンパク野の合成に非依存性に転写 される

il伝子と定義 され､タンパク質合成阻苫剤の存在下でもその転写が行わわる(28)｡PrYの

IEit伝子は一環のみで､例正反牧配列内に77在するため､ウイルスゲノムに韮挫して存在
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する(28)｡EiB伝子はチ ミジンキナーゼ(TE)(33)やプロテインキナーゼ(74,8])などの非耕

造タンパクFをコー ドするii伝子群である｡最近､f'rYにおいても､ ヒトの恥托ヘルペス

ウイルスではrEiB伝7一郎に定着されているrCPO(LEO.CFO.YArl)0)il伝子と相同性を打する

iI伝子が同定 された｡ しか し､その転写がIE主上伝子産物に依lld･することから､EiL伝子群

に分Eiされ初畑タンパク質0(EPO)ii伝 1-と呼ばれている(H)｡LiB伝子肝は糖 タンパクfi

eI(55),gⅢ(59),snT(60),ep50(54),gp63(55).gX(58).gH(32).lL(30)や主要キ十ブシッド

タンパク穴く79)などをコー ドし､エンベロープやキャブシッドILどウイルス心子を梢成す

るタンパクeliB広子である｡

上述 したように､F'rYを含むヘルペスウイルス感染症では潜伏感染 と両党が最大のftilABl

として残されており､その群明が急群とljっている｡潜伏感染と再発横牌を明らかにする

ためには､ウイルスの感匁･増殖t3桝､特に各iB伝子の構造 と楼能を詳細に検村する必要

がある｡そこで､本冶文ではPrYの感染で俄初に転写 されalEik伝子､また感触の成立 と

免疫反応の湧甥にFi重な'役割を柴たすと考えられる折タンパクffEⅢiB住子に岐点をあて､

それらの退伝ナ産物の分子生物学的手法による機能解qrを行った｡

ウイルスiB伝子と退任子産物のt3惟解析には､当aJiB伝子の欠朋変災ウイルスの作出と

ベクターウイルスをFHいた発別系の桝準が有川な実鞍手淡 とlJ.'る｡PrYの研究の進展にと

もない､榊辺 非榊氾 タンパク質にかかわらず､TK(33)をはじめ湘タンパク質II(55),

gp63(55),ltI(61).lL(30)､さらにキャブシフドの成熟に関わっているUL21(14)などウイ

ルス増殖に必ずしも必黄 とし1J.'いid伝子の存在が明らかとIJ.･ってきた｡ これら非必罰なit

伝子に物理的欠幻を羊人したウイルスは､相同組換え法(62)によって容易に作出すること

ができる｡逆にいえは､通常の培兼瀬胞系でiB伝子欠失変只株が紺られるならは,そのiB

伝子はウイルス増殖に必giでないことを示す｡ また､ウイルス村瀬に必須なタンパク耳iA

伝子の欠8日ま､そのタンパク安を恒常的に発現するiB伝子書人相曲を用いて相同組換えを

行えば可能である｡叔ウイルスと欠駁ウイルスの性状の差矢が欠瓜iB伝子の表現型である

ことから､租換え下法によるii伝+欠料はその撫能解析に‡川Jである｡一方､iB伝子をク

ローニングし他の党規系に耕人することは､溢人する他のタンパクfrの影書を排除できる

ため､机換えf･法による退伝子欠舶とともにiB伝子産物の放伐耕qrに打川である｡特にベ

クターウイルス発現系は､培養細胞でのiB伝7-発現のみならず､ベクターウイルス白身の

感触性を利用した個体レベルでのid広子発現もoJ能であることから､その利用価他が布い｡

近年､外来iB伝子を大里に発現できる系として昆虫 ウイルスのパキ>ロウイルスが､また
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7日･工作内で融接i*伝子党規可能IL系として動物 ウイルスのワクチニアウイルスが広 くJIJTn
されている｡

本研究は､PrYの構造 タンパ クffEⅢiL伝+ と非構造 タンパクf!lEi書伝子について､欠幻

変災 ウイルスと発現軌換えウイルスを作出 し､それ らの産物である括 タンパク貿EtDと制

御 タンパクFIE180のdt能解析をEl的とする｡.本ai文は4市からlJL'り､苅 l手ではこれ ら

のAfqTrに必要なT･片知見を柑 るため､Ej本分書 ウイルス抹DNAの制限酔兼切断点群析によ

り､iq伝7-に欠幻を導入す る鞍に捌題 と1JL-るウイルスゲノムの多様性について検討 した｡

苅2群ではモノクローナル抗件を用いてウイルスの抗酸性について検討 した｡節3革では

糖 タンパ クや書ⅢiB伝子について､,{車.>ロウイルスとワクチニアウイルスを用いた発現

系および欠択変異 ウイルスを作出 し､!nlの伎能耕折 を行った｡第4群ではIEiE伝子欠如

変災ウイルスを作出するとともにパキュロウイルスを用いた発現系をNl築 し､制ihIタンパ

クfilE180の機能解析を行 った｡



利 幸 純 欝 鮎 よ 柑 - エ ス ト 如 イ ルスケ/ ムの 多 難 鮒

序 ai

大型のDNA型ウイルスであるオーエスキー柄 ウイルス(Pry)にiB信子欠Klや挿入をrlうLB

合､和同封l換え地を用いる｡その蘇､他用するゲ/ムの州同閉域の安定性が欠如 挿入変

災株の拙換え効串と戊択の上で大 きlLlAl雌となる｡不安定なゲノム碗蟻への相同81換えは

挿入iB伝 7-の欠落を起こしやすい｡ また､ウイルスゲノムの物理地図を利用 してiB伝子の

クローニングを行うが､その地図は株によって差異があるため,故FTl株に広t:た地図が必

要となる｡そこで､PrYの組換えlt敦をrlうための予備的知見を紺るため､El木国内で分

乾されたPrYのゲノムを制限粁兼によってtlJ断 し､その断片瓜について制服酔兼(RE)解析

を行い､口本JJ)建株の基本RE切断型を決定 した｡また､変災によって多様性をITLやすい

擁城を31べた｡

材料および方法

ウイルスと抑曲 :19871Fから1990畔にかけて､-rr益.柑F:,.埼玉.東京.押#JH.新札 三Fi.

熊JG.腔児ALB.茨城.群一札 千垂,栃木の13捗9,tの家畜保触鞘生所あるいは家畜術生研究所で

分暮された合計148株のPrYを用いた｡加えて､米国珠であるtsGl扶(節4乎参.q)と

IndlLn8S侠(52)､ タイ国分耳珠のNK操､それに日本で最初に発生 した坪のオーエスキー

病から分暮 された山形S-81株(2])を比較対照にJ77いた｡PrY分&操の穫 ウイルス練は､ ブ

タ甲Ja由来のPK-15細胞を用いて作成しf:｡PK-15柵胞の維持には､5‡の年血清を含むイー

グルLa/ト必須横地(口水想葵社)を蚊mした｡

ウイルスぜ染細但DNA:FtE㍍折には､PrY感染PK-15細胞から抽出した細胞DNAを使用した｡

すなわち､ウイルスを多_7TE感淡皮0 1プラーク形成単位でPK-15細胞に接成し､全体に細胞

変性劫火が認められた時点に虫"胞をtE･T収 し､ リン酸掘衝食塩水で3回洗押 した後､】0■N

トTJスとlJIN EDTl(ethyLenedL8q川etetraBCetlCaCld)からなるTE横紡織に沖過 した｡細

胞浮逆液にSDS(sodlU■dodecylsu一fate)とプロテネースKをLa拷渦度がそれぞれ0.6Xと20
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堺位/■lに11るように添加 し､37℃で3時間処理 した.,ついで､フェノ-〟,クロロホルム.

イソアミルアルコールの2:I:0.04混合油(フェノール混合液)によって.感染和IJa帯解汝よ

り榊胎DNAを抽出した｡フェノール独台糖を段丘するため､柚.LLl織をジェテルエーテルで3

回洗浄 した披､2中位のMaseAで37℃で1時fi:J処理 した｡【川A浴液に再びプt)テえースtを

10恥位縮加 し37℃で3時r:Ll処理 した抜､ 71ノール混金紙抽出とジエチルエーテル乾坤を

拠 り返し､FEE解析に用いた｡

RE群折 :PrV感染細胞から月刊したDNAをBaJNlあるいはKpIIlによって37℃で一晩刑化 し

た｡消化 したDMは､L〟書/qIの央化エナジクムを添加 した0.6XTガロースゲル(L95×

135×5m)を使用 し30ボル トで18時間泳動 した｡泳動後､ゲルを紫外投照射下で鞍察 し､

写文相Eを行った｡

成 書

PrYゲノムの我理Jtb園と基本RE切断垂 :対照として用いたウイルス4株のBBNIkよる物

理地図ならびにその切断型を図1に示 した｡それぞれの洞化断片に付 した散字は､tsGl株

の報告に逓づいて肥人した(3)｡米国株のtsGL(図11)とIndl&n8S(LZl1B)両株はゲノムの

BBJ‖斬片目■と5'の榊の切断点に追いがあるものの､HerrIBnnらの分ki(25)に従えばタイ

プⅠであった｡M(医1C)と山形S-81(図1D)株はタイプIのBaNr断片2がさらに28と2bkLiN

現したタイプⅡであった｡

野外PrYゲノムOBJJNIRE#折 :図2に1987年から)990年にかけてEl本国内で分社された

148株のBBJNl切断型を示 した｡挟間でい くらかの多様姓がJiめられたが､すべて断片2が

28と2bk閑劃 しておりタイプⅡに分類された｡

BB■日をFFlいたRE解析で検出できたDNA断片のうち､斬Ji-3()6.1kbp).4(91kbp),6(75

kbp).7(6.4kbp).9(4.2kbp).日(3.2kbp).14(I4kbp)は､対鮒ウイルスを含めすべての

ウイルス株で安定的に沈められた｡ しかし､山形S-81株の切新型を並木重くプロトタイプ;

P圭担)として日本国内分世株と比較すると､上氾以外の断片では盤外がみられた｡500bp以

上のrr片品の追いと検出 されるバンド散の変化を基準 とすると､明らかな変化はBaJH断

片のl,5,8,8㌧)3'に宅められた｡その変化に基づいて､今岡倹点した野外JJ)荘操はP.A8㌧
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A5.D5. Dl.L.8の6g!に分類された(図3)｡

山形S-8)株と同t:BBJM切折壁を示 したウイルスをP型に分Biした｡P型はJlもel券で､

126の分建株(85X)がこの型に属 した.断片8'にDNl配列が付加 したと考えられる18.型は

C■13/89.GI05/90.IbO6/89,Tc13/89.ChO3/89.Ch04/89,TkOl/89の7株､また断片5に【川A配列

が付加したと考えられるAS里はC■27/90.lbO3/88,lbO4/88,lbO6/88の4株であった｡反対に

DNA配列が欠瓜した分離株もみられた｡P型よりWr片5が短 くなったD5型はTc(日/88,TcO8/89.

TcO9/89,TclO/89.TclI/89,Tc12/89,Tcl3/89.TcOl/90の8珠で､栃,nJ.与で分赦された株のみ

であった｡P型のrT片)が短 くlJ.'ったものをDI型 としたが､I)1里に/I)期されたウイルスは

Ib14/89株のみであ.'た｡L8型はBedI断片の8と81および8と13のrluの切断点が刑失したも

ので､ChO2/88とChO4/88の2株がL.8世に属 した｡

上述 した明らかTJ.'変化に加え､BRNl断片の5'+)4'.10.12にも俵かlLから扶r:uにE非が

みられた｡この差異は同一地域から/JT社されたウイルスのrLn=も検出されるが(図41)､バ

ンド故に変化がlJ.-く､500bp以下のrT片良の小さな変化にすぎlJ.'かつた｡

野外PrYゲノムのXpJTlRE#折 :PrYDNAのKpnI物理地Egl(既5)はtsGl株の報告に弟づいた

(3)｡31べたPrYのKpnI切断型は基本n')に規似していたが､災なる地域で/Jl焦されたウイル

スHZlでFrr片Kの良さが･兆なっていた(図5)｡KpnI断片Xの変化はBaJHl断片5の変化(図3と5)

に朋連していた｡ きわめて小さな変化はKpnI断片D,ど.F,H,l,Jに温められ､Kppl断片Dの変

化はBB■‖断片5'･14'の変化に一致 していた(図4AとBのレーン]-3.7.8)｡他のKpnl断片に

ついてはすべてのウイルスで安定 していた｡

考 某

本草では､野外分書についてゲノムの多型性をBaJHlとXphは 用いたRE.解析によって31

べた｡ ウイルスを/I)# した地域や動物筏が舛なっていても､日本国内で淀行しているPrY

はLi-本的にHerrL8nnらの分類(25)によるタイプⅢであった｡ タイプⅢはタイプlのBa■=

断片2内にさらに Jつの切断点を有 していることで分荊されているが､148株すべてがタイ

プⅢであったことは､68NJ断片2は安定 しており変災の少ないこと､またE]本で流行 して

いるPrYに大 きな変邦のないことを示 している｡ しか し､その他の断片ではいくつかの断

片長や切断点の変化がみられた｡
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Jj遊民列の付加や欠失の括父起こるBaJHl消化断片良の変化は斯け5.8',10,)2でみられ､

それぞれの変化はXpIII断片の■.ど.J.Ⅰに逮LWしていた｡これらのrr片はすべてゲノムの反

8(虎列とユニーク節城との援抜群配列を含んでおり(囲))､その多蛾姓は佳良部虫列内の

小操 り適し配列のためと号えられる｡'JrAL BaJM断片lOとその肘正配列である断片12に

は2感知の小挫 り適し配列の存在がqJちかにされている(80)｡ しかし､BBJMI断片8'は

88JNl断片13の肘tZld己列の一部を含んでいるが､断片13に変化は認められなかった｡これ

はBaJ‖qr片13自体が小断片であるため､88■‖Frr片8'に迎LWしたその変化を検出すること

が国難であったためと考えられる｡

ゲルで可81化されたバンドの強度は低かったが､ゲノムの左,C嬉部を含むBadlrT片

5'◆14'とXpIll断片Dも明らかに多型性を示 した｡それら断片の移動度は､同地域や同時期

に分社された棟の糊でも兇なっていたく図4)｡ これらのバン ドの佐助政は､おそらくREAe

折に感染細胞DNlをFltいたことによるものと考えられる｡ゲノム末端部を含むBaJNl断片

5'+14'と13あるいはXpnl断片DとHは､ ウイルス枚封の際にゲノムDNlがBZ状化するために

刑失することが知 られている｡成熟 ウイルス粒子から習狙したDNAを分析材料とすれば､

これらのrr片はよりglEZなバンドとして検出できるものと思われた｡

山形S-81株との比較において､8aJHl切断点の消失がもたらす変化は断片8と8●および断

片8と13の川においてのみ汲められたが(L8坦)､これ らの断片もまた反SE配列を含んでい

る｡J皇韮配列の付hlあるいは欠失に鵬逃 した変化はPrYを増兼細胞やブタで突数的に府代

した軽に生 じることが報告されているが(36.42)､ウイルス推代によ.,てRE切斯点の出bl

や消失にともなう変化の起こることは報告されていない｡今回､後者のような変化をとも

なったウイルスであるL8里やDl型が見つかったことは熊味深い.I.84!とDl型は日本でオー

エスキー薪の発生が息も顕在化 している岬Af地方の千葉県と荻hl県からそれぞれ分書され

た｡1985年までに日本で分暮されたPrYのRE解析についでは､Nishi暮OJ･iらの報告(49)があ

る｡同報告では今国のような型別は行っていILいが､そのRE切断4!をみる限り1985咋以前

に分社したウイルスにL8型ウイルスはlLかったと考えられる｡ しかし､】985年にLW史地Jd

において分難した5棟のウイルスはすべてL8型のRE切断型を示 している｡一方､今回開成

地方で/Jl繋 した130株のうち､L8型に尽するウイルスはわずか2株(15‡)にすぎなか.,た｡

このことはLuJAf地方ではL8型が柑84年火頃から出現 し､翌年にはP地にIElを変わり､P型が

BE軌 こなったことを示唆する｡ しかし､そのRE切断型の変化が新 しいウイルス株の投入に

よるためか､あるいは既存のウイルス株の変災によるものかは明らかでは1iい｡Dl壁 ウイ
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ルスはすでに1985年に東知県で分暮されたことがある(49)｡ しかし､愛知巣の発生と今回

Dl型ウイルスが/I)暮された茨城県の発生にEWわる疫学的tJ.一相違は不rlである｡以上のよう

に､日本で淀行しているウイルスのゲノム屯は基本的にはMerrbLnnらのタイプⅡであ.)た

が､様々IL小変光のあることが明らかとlLった｡図6に示 したように､それらの変災はウ

イルスゲノムの灰棚配列､反独配列とユニ-ク錦城の接援部位､さらに左末端にEi実にLJz

じると抵冶できる｡

RE切断B!の多壁は反tk配列､接抜部やゲノムの左末溢部を含む断片に限って生じている

が､同地Jdや同点qiあるいは疫学的にLW逃 した発生において/})杜されf:ウイルスのP.ilでは

RE型のEi似性が認められた｡例えば､新制i'A(NtOl/89-NtO3/89)と三成県(NeO]/901

HeO5/90)で分&されたウイルスはBaJMl断片lOと12の長 さが烈糊で舛1J.1っているが,それ

ぞれの県内の抹r;qでは同 じであった(L212)｡さらに､三韮irTtの先生から分社されたウイル

スのRE壁は熊本県とLE児島県で分社されたtLJOl/90とrsOl/98操のRE切断型と完全に一致 し

た｡ これら3県の発Lt点卿;;Jではブタの沌idが行われていたという疫学的Tll実があり､今

回の抵柴はウイルス学的にも3県の発生の問に関連のあった証拠を支持するものであろう｡

また､タイプD5は栃木県に限って//)群されており､他地域からは/Jl杜されていない｡これ

らのTJほ はRE解析がオーエスキー病の疫学的月並に有効であろことを示唆する｡

木耳では､PrY感姓榔胸から粥刺したDNAのRE解析によ-'て､ウイルスゲノムの反班配列､

反役配列とユニーク領域との捷税部位､ぷ):鵜に頻丑に多型が生 じることを明らかにした

(図6)｡

JE 的

1987畔から1990年の指=こ分許 した148株のPrYtEl釆DNAを制収か兼BJJHとkpnlで刑化 し､

その切斬里をEl本国内で】981年にRt初に/JT書 された山形S-8)挟､米Eg由来のrndi&nBS操

とtsGl株､ タイ国山東のNK快と比較 した｡その佑果､最近分社 きれたウイルス株のDNAは

基本的に同一のtU斬型を示 し､山形S-81挟およびNK株と同様にBB■日の切断里 タイプnに

分放された｡-I)-､米Eil由来の2快はタイプ rであった｡これらの枯火から､初発生以来

日本で流行 しているPrVには鞘-#な変邦が起こっていないことが示唆された｡ しかし､ゲ

ノムの反視配列､反tk配列とユニーク領tiEとの接扶部位および左末鰍 こは､切断暮.-.iの鞍手!F

と荊尖､あるいは塩よ配列の挿入と欠失に起凶する変災が改められ､これらの髄J&では変
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興の起こり釦 ､ことが明らかとなった｡これらの変異は同一地Jdや点叫で同時期に分♯ さ

れたウイルス,疫学的に鵬連のある発生から分牡されたウイルスの間で共通 して認められ

る傾向にあり､ウイルスDNAの制限か♯による分析が*-エスキー病の疫学月並に有用で

あることが示された｡
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那章モ/タロ-ナル鮒を用いたオーりト病ウイルス

の主要糖タンパク質の抗良師

序 曲

オーエスキ-析ウイルス(Pry)のエンベロープに存在する主要IL琳 タンパクfiの抗原決

定誠にLWする詳細TJ.'研究は少ない｡Ben-Por&tらは瀬 タンパクfl8(.1Ⅲ,g皿の抗段変派に

ついてQF光を行い､gIと gⅢには印串に抗鵬変輿が生じるが､Inには起 きないことを示

した(4)｡邦 1群ではPrYゲノムの多様性を制肘即諾解析により示 した. しかし､ウイルス

ゲノムに物理的芸界を生じても､タンパク質に抗原変災として反映されるとは取らない｡

抗原変災の解析には免疫学的方法が打効である｡本aEではF'rYに対するモノクローナル抗

休(nb)を作成 し､これを用いて坑用の多様性を解析 した｡特にNAbの中和活性を利FTlして

抗頗変純株の作LLlを行い､抗原変派出BIのpJ能性について検附 した｡

材料と方法

ウイルスと相月 :PrYの培準株としてロ本/分筆株の山形S-8)株と米Iil/h難抜のlndian8S

株を用いた｡ また､日.Gの溌行ウイルスの抗上話変災を検討するため､ 郡 1茸で用いた野外

分耳珠148性の内39操をJIAbを用いた免疫蛍光抗体法および中和試架によって検査 した｡ ウ

イルスのJtf筋はブタFfJa由実和独(PK-)5ならびにCPK細胞)を使用 して行った｡瀬胞埼玉に

は51年胎児血帝､200A L-グルタミン､0.15X炭酸水素ナ トリウムを含むイーグルJL/ト

必須培地(日水封発散)を用いた｡

ウイルスの特上 :PrY感染F'K-15細胞をjB心により回収 した後､ リン酸蜂析虫Jf水(PBS)

に朽浮逝させ､加古鼓によって細胞を破砕した｡細胞片を近心により除去 し､その細胞破

砕液を15%と301のシe栃村池上に菰旧し､BeckbanS128ローターで20.000rp■で川棚 l道

心 した｡沈臓物をP8Sに朽浮遊させ､15-30%のン9舶密蚊勾配上に並惜し､BeckIl8nSY28

｡-ターで10.000rp4で2時IiH20分T;り逆心 した｡ シQ糖密皮勾配のl11Hil周を採収し､PBSで

透析して柏判ウイルスを得た｡
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固相dF手免疫X定法(EいSl):JIAb産生細由のスクリ-ニングはELlSlによった｡ELISl抗

原は相弔ウイルスより刃召 した｡耕31ウイルスを0.21Nonidetp-40,10■一Jf化ナ トリ

ウム,).5■kJf化マグネシウムを含むlOJLX トリスJf虎gt紡漉(pH74)によ.'て可削 ヒ

後､15.000rpLで1時間遠心 し､その上粥を抗搾iSとした｡杭原液を50■Jl扶酸枝折清(pH

9.6)で希釈 し､ELlSA用 プレー トに1穴あたり0.ILlすつ分托した｡4℃で一昼夜国定 した

後､プレー トをPBSで洗浄 した｡ついで､且促し使用時まで-20℃に保存 した｡一次反応に

はハイブリドーマの培兼上清0.I■tを使用 し､二次反応にはホースラディシi･ペルオキ

シダーゼtSJtヤギ抗マウス免疫グロブリン抗休を用いた｡発色基Tiには18TS(2.2--

8ZinoblS(3-ethyLbenrthl820日nesullonIC&Cld))を用い､反応は405nlの汝良で測定 し

たOD(opticaldenslty)低で表した｡

NAbの作成 :紫外繰照射により不活化 した約割PrY山形S-8I株を免疫原(1頭あたりタン

パク斑晶IOOJJB)とし､BALD/Cマウスにフロイント完全アジ>パントとともに皮下注射 し

た｡14Rnに追加免紋として同じ抗原をフロイント不完全Ti)ユバントとともに腹腔内注

射 した｡さらに､35日日に同じ抗用を腹腔LAl沌射 し､血加免控を行った｡38日日に免疫マ

ウスの肺細胞を採取し､P3-X63-A88-Ulマウス ミエローマ細胞 と融合 した｡肝細胞 とミエ

E)-マの細胞敷比を5■Iになるよう混合換､50‡ポリエチレングリコール4000(Xerck社)杏

含むRPNl1640培地(EI水封藁社)によって払合 し､HIT培地によりハイブリドーマを3ZE択 し

た｡ついで､PrY粒子を抗段とするEいSAによって､PrY特只抗作琵坐三ハイブリドーマを選

抜した｡坑休亜生ハイブリドーマのクローニングは限非希釈法によって行った｡ プリスタ

ン(2,6.10,11トテ トラメチルベンタデカン)を前処iElした81LE)/Cマウスの放任内に抗体産生

ハイプ.)ド-マを移植し､7から)4El後に回収した腹水を尖幾に用いた｡Mbのアイソタイ

プの決定はマウス･ハイプ.JFーマ･サブタイピング･キット(BoehrinEerNannhel■祉)を用

いて行った｡

放射性免妊沈降法(R)PA):ウイルスを多盈感触度(▲oi)5プラーク形成_ql位(PFU)で感染

させたPK115出払に1I)あたり370kBqにlLるように【Hs]-メチオニンあるいは【Hc〕-グル

コサ ミンを浜h]した培J:織を加え､16時rNl放射性tSJIを行.)た｡tS貞感染佃おをllデオ

キシコレー ト は TrltOnI-100.01XSOS,0.3NNBCI.ILJフッ化 フェニルメチルス
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ルフォニルを含む0.IN トリス塩酸(pH75)からなるRIPAJF箭液で可溶化し､遠心 した上

柄を古Zt抗原とした.接斗抗掠清とJIAbを10,)の割合に氾凸して空包でl時間反応させ･ さ

らに帖と同寄生のブt,ティンAセ7,･ロースCL-4Bビーズ(Sit-8祉)を加 えた｡4℃で16時

間反応させた換､ ビーズをRIPl牧師糠で6P)洗浄し､ ビーズと羊毛の125･J トリス塩酸

(pH6.8).20Xグリセロール.5XSOS.0.002Xブロモフェノールブルーからなる2×t)~

ティング嫌砺強を加えた｡95℃で】0分の加点後､その上777についてSDSポリアクリルア ミ

ドゲル盲正気泳動(SDS-PAGE)を行った｡ゲルを吃挺換､オー トラジオグラフィーを行った｡

免疫射光抗休ま(lFA):l†Aはカバ-スリヮブを用いた間接u:･で行った｡ カパースリ･Jブ

上に他用を形成した培我細胞にウイルスをJOl0001PFUで感染 させ､】6時間増兼した竣

アセ トンで5分間周正 した｡固定感染細胞に一次抗体を載せ､37lCでlB吉r･11反応させた｡一

次抗作には-AL)を2倍折段希釈 したものを俳ITlした｡PBSでカパース')･Jプを洗汚 した後､

二次抗体のFITC(fluoresceLnJSOthJOClan&te)増井ウサギ抗マウス免疫グロブリン抗休を

載せ､37℃で川‡間反応 させた｡PBSで洗浄後､ カパースリ-JブをIOXダリセロ-ルP8Sに

よって封入し､蛍光湘微力によって枇察した｡

ブラック浅少中和拭牧 :中和試穀は捕体Tl-･在下あるいは非行在下の501ブラック減少也

で行った｡ウイルス預を0.5Llあたり60,COOPFUになるように月並 し､2倍階段希釈 した

HAbの然希釈1.0■lt､さらに補作として新郎モルモット血耕､また対照として培兼液の

0.5■lを混合し､37lCで1時r;.1反応 させた｡6穴プレ- ト上の淵船に1六あたり各反広瀬を

0.2■1様様し､l時間噴.打の抜､0.8X'S天を含む培兼液を立居 して37℃で堵暮 した｡ZEl

後､さらに0005Xニュ- トラルt,.yドを含む寒天培兼液を並居 し､一昼夜培葺後ブラ-

ク畝を計致 した｡ プラークを半数に輔少 させたhbの希釈倍数を昇出し､中和抗体aiとし

た｡

中和il性文典ウイルスの作出 :基本的にはま兄庶物耳として臭化デオキシウリジンを用

い､IAthenらの方法(77)に準 じて行った｡PrY山形S-8)株をIOl001F'FUでPK-15細胞に任

用し､I)1あたり10FLSの臭化デオキシウlJジンi･含む培J:瀬で増発 した.,24時r:3後場兼

溝を固畷し､変犬ウイルスのス トックとした｡変淋 しliかつたbZウイルスの山形S-81株を

中和するため､ウイルスス トヮクを96穴 プレー トの各穴に100PFUずつ分注し､10倍の揃
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作依rf性中和活性のあるXAbと特休･を添加 した｡37℃で3時間反応 させた扱･PK115細胞を

番犬に添加 し37℃で培JEした｡点);の佃由井tt効架が出Blした時点で培JE液を固頓し･こ

の撰作を2回操 り返 した｡必終的に増殖 したウイルスをプラーク托化 し､ブラ-ク強少中

和拭駿により抗原変異の有無をキ認した｡

成 上

-Abの性状 :散十タロ-ンのPrY桔FuAbを得ることができた｡そのうち､中和活性を有

する4クローンを選択し､実紫に用いた｡【Hc〕-グル コサ ミンほ斗抗原を用いたRIPAによ

り､3クt)-ン (5A4,NA‖,M]5)は110kD8､68kD8､55kDAの3つのポリベブタイ ドを沈

粍 し､態タンパク如Ⅲに対する抗作であ.'たく24,78)｡他のクローン(I137)は82kD8のポ

リベブタイ ドを沈拝 し､糖 タンパク質書Ⅲに対する前作と考えられた(24)(Eg)7)｡これら4

ク｡-ンについて､JFA抗体diならびにrl1和抗体価をZFlべた(&))｡その帖架､mI=:N115､

JA37はの中和活性は捕畔地有性であったが､514は捕休の打無にかかわらず中和活性を示

した｡1FA抗体価はいずれの抗休も揃い伯を示 した｡

野外ウイルスに対するntIの反応tt:米国分軽快のIndlanaS株と山形S-81株を含めた日

本Jj)♯株40株､叶41枚のウイルスについて､4つのNAL)に対する反応性をJFlならびに補体

依存性の中和試紫によって羽べた｡その枯淡､NAB5A4とMH.NA37はいずれのウイルス株

ともよく反応し､10.240倍以上のlFA抗体価あるいは)00倍以上のrtl和抗作価を示 した(衣2)｡

一刀､JIA15はEl本分暮操 とのみ反応 し､)0.210倍以上のIFA抗件aiと50倍以上の中和抗体

書を示した.しかし､米国分7(株のIndlAn&S株とは反応せす､IndIAnJLS株に対する甫抗

体書はともに)0倍束浦であった｡

中和if性交共ウイルスの作出 :EⅡ柑yuAbの5A4はIndLBn&S操とは反応しなかったこと

から､erlタンパク質にも多様性があることが示唆された｡そこで､PrYにおける抗原性の

多様性を実挨的に証明するため､変災招初耳として臭化デオキシウリジンを用い､各Mb

の中和活性から固着するウイルス株の作出を拭みた｡その枯淡､変異掠物質処理 した山形

S-81株からJAbの514とN137の中和から国道するウイルスが分繋され､それぞれY■rG2-3株

とYLrG3-1操と命名した｡Y■rG2-3株とY■rG3-1株はそれぞれNAb5A4とM37とは反応 しfLか
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ったが､その他の抗休に対 しては挟株の山形S-81と同位に反応した (表3)｡

考 #

山形SI81株に対するMbを作甘し､措件添加時に中和活性を示す4抗附 こついて性状を刃

べた｡その措盟､5A4とれ=1.MISは括タンパクEFEⅡを､またh37は!皿を竣ヰすろNlbで

あ.,た｡5A4はhllとH15とは光lLり補作を添加 しないtA凸にも中和活性を示 し､同じED

に対するNAbでも姥BIする抗原決定盛が興lZるものと示唆 される｡さらにHllは粥べたす

べてのウイルスと反応 したが､NAl5はIndi&n8Sに対 しIFAや中和拭牧での反応性を欠いて

いた｡このことから､M日とNA15の北斗する抗原決定基も輿ILると考えられる｡ したがっ

て､3種の抗gtlNAbは互いに災なる抗段決定基を竣功 しているものと思われる｡ また､E7

6の流rlウイルス操と米国分甘株IndI&n8S株の群タンパクFEⅡに抗庶決定基 レベルで変

災のあることが示唆される｡PrYの糖タンパクffのtIAle註蛙については､FIとgⅢに多様性

のあることが知られているが､gⅡにはその多様性がないと考えられてきた(4)｡ しかし､

今回の検討でgⅢにもtI-L原的多様性の存在することが朗らかとILった｡

pryのAtlタンパクfZの抗原的多様性を実叔的に比例するため､双 ウイルス株に山形S181

株､変雅紀物質臭化デオキシウリジン､述択にN115を除 く3揺giのJllbをF71い､Nlbの巾和

作用から回避するウイルスの速攻を試みた｡その桔父､NAllの中和作用から回避するウイ

ルスクローンは紺れILかったが､抗gⅡ NAbの5A4と抗ImNAbのNA37の中和作用からそれ

ぞれ回澄するウイルスクローンYLr62-3とY■rC3-)を'IUることができた｡ これらの括柴は､

PrVの廿タンパクfhⅢのホモローダであるHSYのgBで示 されているように(26)､PrYのg口

は中和抗体を済耕する抗原 ドメインに多様性を7Tしていることを示すものであろう｡また､

今回JSべたウイルスの閲にはEtEの多様性が温められなかった｡ しかし､Y■rG31)が得られ

たことは､Ben-Por8tらが報告 しているように&Ⅲにも多様性があることを示すものであろ

う｡

一般に､PrYゲノムの制限酔紫(FEE)解析では､抗原 タンパクfiのコー ド領域のRE切断型

にZEt熊の認められることはほとんどない｡ しか し､本研究でPJIYの糖 タンパク質iB住子に

抗招 ドメインレベルで多様性の存在することが明らかとなった｡ したがって､抗原 ドメイ

ンレベルでの多様性は､塩基蔽換1}どの生t;やすい許恥にJi:凶するものではないかと椎葉

される｡一般に増益疋旗による変異は可逆的であることが多 く､祉帰変異の月ころことが



知 られている｡ し1=かって､抗原 タンパクftの解析を行 う蔽､使用 ウイルス株の適訳に往

正 し､#代歴などを明らかにしてお くことが必衰である｡

t I)

pryllJ形S-81操を抗原 として中和抗件Gtthbを作出 した.瀬 タンパクfEgⅢに対するMb

3捜, また(Ⅲに対す るnbl種を用い､PrYA)株の抗招解析 を行った｡抗(Ⅲhbの うちXl15

はlFlや中和試崇で山形S-8)珠をはじめEj本の/I)t操 と反応 したが､米国分建株の

Indl8nBS株とは反応し1J.･かった｡他の2種射 ますぺてのウイルス株 と反応 したが､NAB

削=1の中和作用は浦体依存･性､ また､5A4はJF依TF性であった｡ さらに､変光放物ffiL化

デオキシウリジンで処理 した山形5-81株を各Mbで選択 した括柴､抗BⅡNAtIの5A4と抗書Ⅲ
NAbのH37の中和作用から国道するウイルスが'f!lられ た｡以上a)始父から､今まで報告 さ

れていILか.,たPrYの糖 タンパク質BⅡにも､lmと同様に抗B買変粥の存在することが明ら

かとなった｡



那章糖タンパク質畑達伝子の鮒

序 B

ォ-エスキー病ウイルス(Pry)の糖タンパク黙!ⅢはウイルスJtf掛 こ必ず しも必要とし1L

い糖タンパク質であるカ㌧&Ⅲとともにウイルスエンベロープの主要耕成成分である(24)｡

川 は感染細胞点面にも分布 し(44)､PrYの感史あるいは免妊動物に中和抗体を誘群する免

皮イT効抗段としても知られている(4)｡また､赤血球殺3C(HA)活性が示唆 される1iど､gⅢ
は様々なta舵を有するものと推定 される｡そこで､本字ではgtnの横能解析を目的に､苅

1群で作成したPrYゲノムの物理地図に必づいてSⅢiB伝7-をクローニングし､パキュロウ

イルス(BV)とワクチニアウイルス(YY)を川いた党別系を確立した｡ さらに､山形5-81株を

耕ウイルスとしてelniL伝子欠択PrYを作HlL､IDの横髄節折を行った｡

材料と方法

ウイルスと抑胎 :gTriB伝子机換え8YにはJluloCraPhacall/OmJCe怯多角体 ウイルス

(AcNPY)を用いた｡BYの増殖と脈折にはSpodopLeralrutIPerd8卯D!抑胞由来のIPLB-SF-2l

lE(SF2)lE)昆虫細胞をmい､細胎の維持培a:は10%牛胎児血tr'1(FCS)添加のTCIOO培地をuf

川 し28℃で行った｡YYを用いた&ⅢiB伝+批換え休の作出には､uSter抹由来の弱苛性

LC16■0株を捷川した｡VYの増価 と群折はRK-)3細胞を用いて行い､細胞は10rFCS添加イー

グル最小必邪培地(JIEN)で維持した｡iB伝jtLみ換えに用いたgⅢ適任子のソース､gⅢiA

伝子欠以操作出のBZウイルスには山形5-81株を班用 した｡免捷マウスの攻事抗戦にはPrY

Indl8nBS操を用いた｡PrYの増殖はブタ腎Ja由米のPE-15榊船を用いて行った｡

PrYDNAの■十 :相同81換えに用いたPrYのDNAは､榊狙ウイルスからヨウ化ナ トリウム

密旺勾配を利用 した超遠心によって粥3!した(79)｡

BYDNAの71某:gtI]迫伝子81換えBYの作出に必車1.tBYのDNlは､桁頚IcNPYよりEi化セシ

ウム密度勾配を利用した超遠心によって分繋羽封した(38)｡
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プラスミド:完全JLEⅢiA伝子のソ-スとしてFrlいたpG3Sプラスミドは､山形S-81挟DNA

の4.3kbpのPst価 片をpUCl8プラス ミドにクローニングすることによりは空 した(図8)｡

仙換えBY作成用の トランスファーベクターには､AcNPYポリヒドー)ンブt'モータ-制御下

で外光il伝7-が党規するpAcYNtSブラス ミrを用いた(38).pAcPRG3プラスミドは､Emit

伝+の挟み取り枠(ORE)をpC3Sプラスミドの28kbpNcoは=ヒ斬片として切り出し､

Klen｡T処理後､pAcYnSのStaliHlヒ部位に挿入 して的塗 した(図9)｡組換えYY作成用の トラ

ンスフT-ベクターは､YYの初期一抜hlプロモ-タ-であるp7.5プロモーターを甘する

p2401プラスミドとHAiB伝子を含むpHA13プラス ミドから蛸要 した(68)｡p75gⅢプラス ミ

ドは､EⅢiB伝子のt)RFをpC3Sプラス ミドの2.8kbpDrB卜NiIIdⅧ消化qr片として切り出し､

KIenoy処理後､p2401プラス ミドのSJal洞化部位に挿入 して構築 した｡pHAPIIIIプラス ミ

ドは､p7.5gmプラスミドをHIIldtH/EeofH耶化 して得られる3.)kbpの断片をXlenoy処和

し､pTll13のNruト粥化部位に押入して梢築したく図10)｡lmiB伝子欠瓜PrY作出の トランス

ファーベクターpdlC3プラスミドは､pC3SからI.6kbpのXhol断片を除去して作成した｡

fmi▲伝子岨洗えBYの作出 :g皿19位+組換えBVの作出は､AcNPYDNAとpAcPRG3プラスミ

ドとのNl同机換えによ.,て行った｡10叩のAcNF'YDNlと10上りのF'AcPRG3プラスミドを

LIpOfecl川トランスフェクトキット(BetheSd&ResearchLAbor8tOrleS社)をFIIい､35H

のシ十一レに増鬼 したSF211E細胞に同時に トランスフェク トした｡28lCで3日間培兼後､

鐙生ウイルスを回促し､透明ブラ-ク故によりポリヒドリン仏性ウイルスを選択 した｡

ftBit伝子8LAえYYの作出 :IⅢil伝子81換えYYの作.L出は､YYDNlとpHAp-EⅢプラス ミド

との相同81換えによって行った｡LOOHのシャ-レに培兼 したRK-)3細胞にYYを多或感染

皮(JOl)01プラーク形成単位(PFU)で怒染させ､)時間後にCeHPhectトランスフェク トキ

ット(f'h8rL&C18社)を用い5.0LLEのpHAp-‡Ⅲプラス ミドを トランスフェク トした｡32℃で

4時r:iil培兼した後､25X ジメチルスルフ■キシドにより細胞にシ,.ツタを与え､0.6Xアガ

ロースを含む培兼瀬を盃屈 し､再び37lCで培暮した｡3Ej問の増暮抜､ニワトリ赤血球を

用いた赤血球吸着反応を行い､rfAF3位のウイルスをIK刺 した｡ついで､gⅢに対するモノ

クローナル抗体(NAB)を用いた!Tl.色ブラック検点く77)を行い､ftIIGl性のク｡-ンを適択 し

た｡
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fEri(伝子欠淑PrYの作出 :EⅢiB伝子欠nPrYの作出は､PryDNAとpdlC3プラス ミドとの

相同tL換えによって行った｡05JLfのPrYDNAとPsLlで刑化 した2.5JLgのpdlC3プラスミ

ドをCelIPhectトランスフェク トキヮト(Ph8r■aCi8祉)を用い､90Hのシ十一レに培兼 し

たPX-15細胞に同時に トランスフェク トした｡37℃で6時間均暮した後､細胞に)5Xのグ.)

セロールでシ.,ツタを与え､抗IIIlNAbと棚体源としてモルモット新鮮血テ17を輯加 した増叢

液を加えた｡37℃で12時間培兼後､産生ウイルスを回促 し､抗S皿Hbを用いた.rll色プラー

ク倹禿(77)を行い､白色プラークより&Ⅲ3k伝子欠択変災株をjZl択 した｡選択 したウイル

スは抗8ⅢNAbを添加しlLい培地を用い､プラーク純化を3回行った｡

サザンプロサト群折 :DNAを制限酔よで消化 した後､0.8XTdロースゲル電気泳動によ

って分iiL､ニ トロセルロ-スフィルタ-あるいはGeTleScreenPLusナイロンフィルター

(DuPont/NEWRese8rChProducts祉)に トランスフ7-した｡プローブDNAはランダム.プラ

イ ミング･キット(lLerSh&L社)とα-=p-dCTPをrrlいて放射性tS耳を行い､Salbrookらのマ

ニュアル(64)に従ってハイプ))ダイゼ-シeンを行.,た｡

放射性免溌沈降法(RTF'1):ウイルスを■oi50PFUで感於 させた細胞に【=S]-メチオニ

ンあるいは【l▲C】-グルコサ ミン､または〔lH】-ロイシンあるいは【一H]-グルコサ ミンを370

k8q添hlL､盛典湘胞をほ21した｡ ウイルス感染抑胆のツニカマイシン処理を行 うJA合に

は､【lH]-ロイシンtSjtの転にツニカマイシン5LLl/tl添加 した｡RlPlは第 2辛で述べた

方法に畢じて行った｡

XAb:潜タンパクfrlⅢil伝子租換えウイルスによるEⅢ発現の斗望､またEⅢiB伝子欠舶

ウイルスの遭択は抗tJIlNAbのI137を用いて行った｡H37の作出と性状は第2章で述べた｡

の欠出仕はIFAによって碗滋 した｡また､免疫動物の抗体在生をIFlによって検附 した｡抗

F'ミiEH胞には､必要に応じアセ トンrEl定あるいは兼固定のウイルス感知細胞を用いた｡IFA

の方法はm2串で述べた｡
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BT相#*免妊JI定法(ELlSA):SⅢiB伝子租換えウイルス感染神曲の抽出液を抗段とした

ELISAを検討した｡一次抗体にはM ､免疫マウスおよびウサギ血滴､PrYS染捗血所を､

二次抗作にはそれぞれマウス､ウサギ､ブタの免疫グロプ')ンに対するホ-スラディシュ

.ベル*キシターゼtSJ抗体を用いた｡ELISAの -̂法は第2耳で述べた.

中和拭* :マイクロタイタ-プレー トを用いた中和拭&(NT)を行った｡按検血榊を56℃

で30分ru)0集処理によって非4化 し､2倍桁段希釈列を作成 した｡希釈血杓を0･2.1すつ

拭類骨に分注し､Ni体依存性NTのJA合にはモルモヮト新鮮血刑､非依存性NTのIA合には希

釈液をそれぞれ0IJlずつ加えた｡さらに､40DTCrD■｡/0.1･lに刃鼓したウイルス瀬0I

■lを加え､37℃で1時RJl感作させた故､反応油を96穴プレー トにqi層を形成 したPK-15細胞

に0.)]げ っ接瑳 した｡堵兼3日換､細胞変性効-A(CPE)出現の打無を軌蒸 し､CPEを完全

に抑えた血刑の政商希釈倍数の逆政を中和抗体Ldlとした｡

HA拭k :Hl試掛 まTetsuらの方法(72)に椎 じてTTった｡0.11年血清アルブミンと0･01X

ケラチンを含むJIEKを希釈液とし､ウイルスの2倍取段希釈列を25JLIずつ作成 した｡さら

に､希釈油25JLは:0.3rBALD/Cマウス亦血球浮遊織50〟は 加えた後､25℃で2時糊反応

させた｡HA価は完全なHlを示 したウイルス液の叔7.'6希釈倍散の逆数とした｡

Nl阻止杖& :HIPl止(Nl)試駿はIn8b■らの -̂紘(29)に準じて行った｡Hl試袋にFrlいた血

桁は56lCで30分間非烏化し､25X カオリンで処理した披､BALD/Cマウス赤血球で吸収操作

を行った｡血清の2倍階段希釈列を25LLlずつ作成 し､4J8位のHl抗原を等見加え､4℃で

18時r:il反応させた｡HA抗投は山形S-81株感始PK-15神曲から7I我した｡常体がPTYに対する

Ml力書を和親させることが知られていることから(29)､反応液に160ホ血単位のNi件を含

也loJLlのモルモット新Jf血刑をh]えた｡37℃で1時rdl反応させた徒､0.3lBALD/Cマウス

赤血球汚.jB瀬50JL)i･加え,さらに25℃で2時間反応 させた｡HI力書は完全ljHlを示 した

血机の最荷希釈倍散の逆数とした｡

h甘捷&拭■ :BYおよびYY党規lⅢの免疫段性を検討するため､動物の接種試駿を行っ

た｡Imil伝子81換えBYの抗段は以下の操作により作成 した｡tL換え体感娘SF2】AE細胞を

PBSに7.7･並し､等里のエーテルを添加 してよく規制後エーテ7L･層を除去 した｡この挽YF:を3
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固練り適した後､水屑を低速道心 し､沈船物を免疫原 とした｡免座にはフロイン トの完全

TSJユパン トを用い,8At.B/Cマウスの61位内に2j那 il稲で2回接捜した｡初Eil免辞から22Ej

日血清を採取 し,抗休4i～窪に伏 した｡対照の抗馴 土Acn'Y盛独SF21AE8d由よりZI31した.

-ETil伝子弁別 Yについては､書ⅢiB伝7-発馴 Yおよび対照としてYYLC16■0株の107PFU

をそれぞれ2朝のウサギの背部10ヶ所に皮内捷粍 した.ウイルス接尾徒0,3.7.14.21.28EL

Elに血榊を採収 し､抗件産生を刃べた｡また､EⅢiB伝子発現YYの免疫搾性を羊べるため､

マウスをFnいた感染防御試袋を行った｡各群20匹をuf用 し､107pFUの書IDit伝子発現YYあ

るいはYYLC16JO挟､または培養液を皮下に洋種 した｡28EjElに再び同 じ材料で追加免疫

を行い､さらにHEl目に50LD"(10‥ PFU)のPrYlndIMAS株で攻事 した｡改事後臨床

利器を行うとともに､生存したマウスから攻事後日日Rに血刑を採材 し抗体検糞に伏した｡

Inlit伝Jl一欠81PrYと別ウイルスに対する抗体を比較するため､gmiB伝子欠幻PrYと山形

S-81株をそれぞれ豚に接種 した｡2東の豚に10-OTCIDMの山形5-81株を井腔内接唖 し､

接用後5idFZ相 に柑た血柄を双ウイルス免放血7-lTとした｡SⅢ止伝子欠糾PrYに対する免疫

lh柄は､2朝の豚に4過問liiJ稲で)0-BTCID60を筋肉内接程することにより得た｡

ImiB伝IF欠以PrYの病段性を検村するため､eⅢiB伝子欠捌f'rYと叔ウイルスの山形S-81

株のマウスに刺する病児性を比較 した｡各ウイルスの10倍階段希釈を作成 し､BAL.8/Cマウ

スの皮下あるいは舟腔内に接種 した｡英崇には名群5qlのマウスをFTlいた｡ ウイルス接段

換､晦日臨床利賀を行うとともに生死を正雄 した｡

成 暮

(ⅢjL住子岨&え8Yの作出とfⅢタンパクJlの発現 :elniB伝ナ発溌BYの侯浦として歎株

のポリヒドー)ン仏性ウイルスを逮択した｡ポ')ヒドリンF3性ウイルスをJAblu37をFT7いた

IFlによ.,て粥べたところ､すべてのウイルス感弘細胞においてEtDif伝子の発現が確認 さ

れた｡その内の1つをAcPRC3と名付け､以下の群折に用いた｡■010.OoユPFUで組換え体の

AcPRG3あるいは叔株のAcNPYをSFZllE細胞に雄蝶し､抗tⅢnbのNA37をJ77いたIFlを行った｡

その挑発､Ea泣く図1)A)および末固定(図日8の1.2)AcPRG3感知細胞に■Ⅲの発現がヰ托され,

党別タンパク斤は細胞質のみならず細胞讃両にも分布することが明らかとlJ.-った｡発Blタ

ンパク耳の性状を決定するため､感染細胞を【書H】-ロイシンでtfalL､細胞タンパク質の

SDSポリアクリルア ミドゲル電気泳動(sos-PAGE)を実施し､クマシー･ブリリアン ト ブル
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-(CBB)地色あるいはフルオログラフィー解析を行.'た｡ フルオログラフィーではIcPRG3

感姓舟山にのみJBめられる3本のバンド(72kD■.67kD8,55kb)がヰ出 され(図】2A)､CBB生

色ゲルにおいでも72kD&と67kD8のJ<ンドがスメア-状に顎黙された(EZl12B)｡ また､抗

Em lbのN137を用いたRlPlでも3本のバンドが検出されたが､それらの分子星はPrY感虫

pl-15細山に発現 したgmよりも低かつたく図13)｡これらの題I削ま甘n付加の速いによるも

のと才えられるため､感染細胞を【●H1-グルコサ ミンにより糖敢elZlし､RIPlを行-'た｡

そのht柴､AcPRG3感染細Jaでは72kD8と67kD8のバンドが検出されたが､55kD8のバンド

は検出されなかった(図14A)｡また､ツニカマイシンによって糖鎖の付加を抑制すると､

72khおよび67kD&のバンドが荊失することが明らかとlJ.I.'た(E2日48)｡

fElil伝子岨洗えYYの作出と川 タンパク文の匁曳 :PHIP-1DプラスミドをYY感触RK-13

細胞に トランスフェク トすると､一過性に書Ⅲを允配し､YYp7.5プロモ-タ-の制御下に

pHAp-Btnプラス ミドのBⅢiB伝子が存在することが示 された｡同細胞で琵生されたウイル

スによって形成されたおよそ10Bブラ-クから､HAF3位のYYが10クローン柑られた｡その

内､NAtIM37をmいた難色ブラ-ク検喪によって､gUlが隅性であったウイルスは3クロー

ンであった｡この内の1クローンをrYV-3Ⅲと名付け､2回のブラ-ク純化換以下の解析を

行った｡ます､MbNA37を用いたIFAを行ったところ､CPEを示 した細胞ql城にBtllの発現

が泌められた(図15)｡gⅢの発現は固定t5本のみならず､末国定は本においても細胞表面

に竣められた(T--タ兼掲載)｡rYY-FⅢによってftX-13細胞に党別 した&Ⅲの分子豆は､NAB

m37を用いた免疫沈降法の結果から77khから100kDA(平均82kD&)とiN定され､PrY感染

細抱の書Ⅲと同じ分子且を示 した(図16)｡

fETjJ信子欠JIPrYの作出 :PryDNAとpd)C3プラス ミドの相同組換えにより､い くつかの

欠81変純株挨Nrが柑られた｡そのうち､YdlG3-1､YdlG3-2と名付けた2クローンをiZ択し､

プラーク純化を3回行った｡サザンプロヮト粥折は､再タロ-ンが糾ウイルスの4.3kbpの

PsLl断片の代わりに､1.6kbpのXJIOL断片を欠落 した2.7kbpのPstl斬片を甘していること

を示した(図17)｡Mbl137を用いたIFAでは､これらの変兄妹感奴PK115佃胎に特光発光は

認められなか.,た(チ-タ兼掲載)｡以上の成掛から､YdIG3-1とYdJC3-2はeⅢiB伝子を欠

失した変舛ウイルスであることが碓招きれ､以下の実紫にはYdlG3-1をu!用 した｡
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f皿iL長子欠JIPrYの叫好色 :臥 8に■〇日 .0PFUでPK-15細胞に盛典させたlⅢiL伝子欠

8)安舛操と親 ウイルスの増殖曲牧を示 した｡ プラーク法により耳定 した産生 ウイルスは､

秋ウイルスに比J<､YdlG3-Hま常に低かった｡再ウイルスが形成 したプラークの大きさに

遊興はJeめられなかった｡ また､秋ウイルスは感免Pr15細胞では描出の円形化を特徴と

するCPEを示 したが､YdlG311は細胞BlハタイプのCPEを発現 した(データ末掲載)｡

(ⅢiI長子欠択PrYのHl活tt:mウイルスの山形S-81株とgⅢit伝子欠KlウイルスYdlG3-I

株について､HA試敦を実施した｡tuウイルスはBALB/Cマウスの赤血球を以jlSした｡別個に

作成した19ス トックをnJいて決定 した感匁価とHA価とのrdlには正の和LW(r:0.92.pく0.01)

が也められ(図Ⅰ9)､lob0TCID"のウイルスが tql位のNldFに相当した｡一万､10●O

TClD"以上のウイルスを検点したJA合にも､gmiB伝子欠Kl変親株YdIC3-1にNA括性は比め

られlJ.'かった｡

マウスに対するdliI伝子欠狙PrYの病jZtt:マウス接埋拭穀により変旅枕と双ウイルス

の病原性を比較した｡有力tFのウイルスを採用 した場合､いずれの群のマウスも接種後2

E3日に神経症状を生し､)から2El後に死亡 したく戚4)｡BZウイルス抜博群と変災探嬢博群

とのrlJTに臨床症肌の差兄は班められなかった｡ しかし､ILD"に必輩lrウイルス豆は両ウ

イルスIi;Jで異なっており､特に皮下様様fTでそのBが朝著であった｡マウスに対する変端

株の】LDHは,皮下接6EでID2 'pFU以上､舟鹿内接控では】Ot BPFUであった｡一方､叔

ウイルスの1LD"は皮下接鎧でIO.7pFU以上､AJi内接唾では101･IF'FUであ.,たく表4)｡

BY発東fETを用いたELISl:抗gⅢ抗作を検出する抗件検査法を斗立するため､BY発現EⅢ

を抗原としたEuSAについてtA対した｡AcF'RG3およびIcNF-Y感染SF21AE抽出の抽出物をそれ

ぞれqtt､ntt抗原として1:2.500から1:40.000までの希釈を行い､抜放せ帯織を用いマ

イクロブt/- トに吸廿させた｡吸怒抗JrRに対 し､I500希:駅のNAbNA37あるいは1:)00希釈

のPTY感染豚血梢を反応 させ､材料 と方法に肥職 した方法でELISAを実施 した｡NABJIA37と

PrV感独搾血Trlの反応性はyt似し､IcPFH:3感触SF21AE抑胞抽出物の1●5,000希釈でおよそ

100Dを示 した(図20)｡

マウスに対するBY発現IIEの抗用性 .'lcPRC3によ.'て発現 したEⅢが抗Jl7!性を有するか否
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かを検討するため､IcPRC3あるいはIcNPV感娘細胞抽出物をマウスに掻佳 した｡接岸扱22

日日に血滴を採取 し､PrY感染PK-15細胞を抗原 としたIFAによって坑件の検査を行 った｡

その括柴､抗AcNPY感染細心血清はPrY感染細胞とは全く反応しlLかったが､抗AcPRG3感染

抽出血刑はIAbJl137と同等に反応 した(図21).また､抗IcPR3感独神位血TInがPrYに対 し中

和感性を打するか否かを､特休非依存性およびは伴性NTによってJIべた｡その括光､抗

AcHP帽 灸頼但血桐では中和活性は全 く認められなかったが､抗AcPRC3感匁抑出血削 iNi

仲井依作仕訳崇で32倍から64倍､補体依存性沈没では128倍から256倍の中fTl抗休すを示 し

た(R5).

ウサギに対するflEiL住子81凍えYYの抗原tt:別YYあるいはrYY-1Ⅲを接種したウサギの

接種部位に樟用後3日目からポ･Jクが形成されたが､IOEj日には的失 した｡rYY-1m接種ウ

サギではELISl坑休とlFA抗体のみならず､NTで検出できる抗8m抗体が産生 された(衣6)｡

pryに対する中和抗体は接穣扱】4日Elに初めて検出され､抗作価は16倍から32倍に連した｡

中FI)抗体は捕休の存在下でのみ検LLiされた｡

マウスに対するYY発現一Ⅲの免座原色 :ウサギと舛1iり､rl1-gⅦ技穣マウスの抜愚価性

に用所反応は生じなかった｡rYY-gm接種マウスは抗YY抗作を産生 したが､退h]地政を行

I,た後も抗PrY抗体は迫められなか.,た(袈7)｡迫hl免蚊2iBlr"1円に50LDBO(10■ p̀FLl/匹)

のPrYlndl8n8S株で故事 した｡rYV-stEで免妊した20匹のマウスのLAl､4匹は致死的な故

事から防御され､改革後148日にPrVに対するIFA抗体とrfl和抗作が検出 された(衣7)｡一

方､BIYY免段マウスはすべて攻事後3Ej以内に死亡した｡

ブタに対すろItmI伝子欠損F'rYの免庄原牲 :BlウイルスあるいはInliB伝子欠規変異株

YdlG3-1を免疫した豚の血清について､NTとHIZR泉を行った｡同時に∫Ⅲ特発抗体を検出す

るため､rYYlⅢ感染IH-13細胞を抗符としたIFAを行.,た ｡帖柴を表8に示 した｡溌ウイル

ス捷fSJiはrTl和抗体 とHI抗体を産生 し､Em特災tI-(休も常任であった｡変異株YdlG3-1は､

叔ウイルスとIqtXに中和抗体i･溝辞した｡ しかし､変災株接程Jfの血縞からはHI抗体と

&Ⅲ特輿抗体は検出されなかった｡

prY&虫Jf血清中の抗lm抗伴 :PrY感娘捗71頭の血777について､rVY一書ⅢとPrY感触細胞
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抽出功を抗辞とす るELISAを行った｡図22に示 したように､抗BⅢ抗伴星 と抗P,Y抗伴星 と

の間には正の相関が盟められた(n=71,r=0.98(p<0.0)),y=2･08x◆0･08).OD位から推定 し

た抗川 抗件の平均比は抗PrY抗件の43.6Zと芳出され､抗EⅢ抗件がPrY感染隊の血前抗体

のエな部分を占めていることが示された. しかし､坑!Ⅲ抗休まは血満のウイルス中和活

性のNr作依存性増車の程度とは比例しなかった｡

考 繋

pryの拙タンパクfflⅢiB伝子を組み換えたBYおよびYY､伺iB伝子欠如変災株を作出し､

(ⅢのthM:群折を行った｡

gⅢiB住子拙換えBYによ.'て発現 したBJEはマウスに抗件を践耕 し､抗段性を保持 したタ

ンパクfiであった｡ しか し､SDS-PICEによる解析では､/}77星の粍TJ:る3唖のタンパクfF

として6u･.された｡点も/分子星の低い55kD8のタンパク質は〔lH】-グルコサ ミンで楼耕 さ

れないこと､また感姓細胞をツニカマイシ ンで処理 しても分子且に変化が認められないこ

とから､折竹が束付加のEⅢ前郁 タンパクfiと考えられる｡lⅢiB伝子の塩基配列から推定

される分子E.nが50,860D8(60)である即実も､J:氾推定を支持する｡72 kD且と67kD&タン

パク質は【8日】-グルコサ ミン増補 されたこと､ またツニカマイシンに感受性であったこと

から､折紙が付加されていることが示 された｡ しかし､PrY感染PK-15細胞で産生 される成

熟Cn)が77kDaから100kD8のスメ71状のバンド(平均分子見B2kD&)として検出されるこ

とから､両省のr;qには据勅の付加に追いがあると考えられる｡Kurod&らはインフルエンザ

ウイルスを用いたBYの解析から､見出細胞と鳴れ動物細胞の括弧ィ､I加適用の追いが分子豆

の迎いとILって表れると推湘 している(34)｡また､PrY感染噂孔動物細胞では､一心に前

繋タンパクfZは検出されlJ.･い｡しかし､SF21AE対応で55kt)&の所収 タンパクtEが検出され

たことから､昆虫細胞では湘力付h)の知事自体も低いものと考えられる｡&皿iJ伝千乗B1

8Yは多是の丘Ⅲを発現するため､サブユニットワクチンあるいは抄節用の抗館として有TH

と考えられるが､練能群折を行う上では正常な推力を甘するgtI)が必要と考えられる｡

そこで､詳Rは叫札動物細胞で発現可能JJ.-■Ⅲii伝子軌換えVYの作iliを試み､rYY~lⅢの

作iLiに成功 した｡rYY-BⅢ感染RK-13細胞で党規 したfⅢの/JT予見は､PrY感染RK-13細胞に

検出されるEmと同じであった(図16)｡この枯淡は､rYV-Bu)によって発現されるeⅢはPrY

省虫によ.,て発現されるgⅢと同様に話nが付加 されることを示唆するo
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ついIC､rYY-EⅢの免妊学的横能を動物捷積ZR牧によ19て検討 した.rYY-tⅢ捷CEウサギ

が抗PrY抗作を産生したことは､rYYlⅢが感染ウサギの体内で抗原学的に横舵を付する

川 を発現することを示す｡ また､免疫 ウサギの血テ削ま特休を添加 した時のみ中和活性が

捜められた･Jl実は､IⅢiiNi件依-lf性中和抗休を沸辞することを示すものであろう｡-)J-､

ryy-1ulを皮下援博したマウスは抗PrY抗作を庶JJiLなかった｡その理由は卯ちかでは1.1'い

が､rYY-gDlが接伴マウスに抗PrY抗体を群生 させるIlと十分に増殖ができlJLLかったことが

招凶の一つと考えられる｡事実､ウサギとjtLなって､rYY一gⅢ捷標マウスの接種部位には

F3所反応が捉められlJ.'か.'た｡ しかし､共妹深いことに､rYYlⅢで免控 した20匹のマウ

スの内､4匹はPrYの致死的故事から防8Iされた｡ さらに､NTおよびIFAによって故事頼通

マウスの血示I中に抗PrY抗体が検出された｡一部のマウスに認められた感染防御横柵は不

rlであるが､液性反応の拝辞なしにgtIに対する細胞性免疫が意屈 されたこと､あるいは

検出似非以下の抗(Ⅲ抗体が産生 された可能性などが考えられよう｡同様な現象は､モル

そ,トとラ･Jサ魚ウイルスの系においても報告されている(48)｡ ラ17サ典ウイルス租換え

yyはモルモヮトに感熟防御免疫を瑞祥するが､血刑から中和抗体が検出されることはない｡

また､gnlがF'rY盛典動物において細胞性免鉦のtS的タンパク質に11ることが知られている

(82)｡

以上の成紙はPrYのItFが免疫学的に_Ti繋ILコンポーネン トであることが示唆するもので

あろう｡そこで､PrV感触豚血清中の抗8II抗休をrYY-gErを利用 したELISAによ.)て半定見

的に測定した｡その結実､抗ETD抗体は抗PrV抗体のおよそ半分を占めることが明らかとli

り､SⅢはPJ･Yに対する練任免皮においても並真TL役割を果たすと考えられる｡

このように､PrYの!IIHi免疫学的に韮安心タンパクffの一つと考えられるが､EⅢiI伝

子の欠失によってPrYがどのようlLtt状の変化を示すか県味漂い｡そこで､El本の野外珠

から8ⅢiB伝子欠KI変光ウイルスを作出し､その性状を耕ウイルスと比較した｡eⅢif伝子

欠出ウイルスのPK115糊胞における増殖は､搬 ウイルスに比べて庇かった｡ しかし､この

枯男は､tⅢがウイルスの細粒吸着に玉斐11役割を架たすことが報告 されていることから

(46,66)､成熟PX-15細胞におけるウイルス就生見の差というよりも､むしろウイルス力価

測定時のウイルス吸軒勅串の追いを反映するものかも知れない｡PFUで示された変純株の

ウイルス-)]価は感姓性ウイルスの一部に過ぎず､実際はより多虫のウイルスを含む可能性

がある｡

抑制gqlがマウスの赤血球を斗兆したことから､糖 タンパク質EⅢはPrYのHAに深 くLuわ
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っていると考えられている(37)｡ しかし､IKTがPrYの唯一のHA成分かどうかは不flである｡

本qF実で作出したBⅢil伝7-欠耶ウイルスは､秋ウイルスと異なりHA活性を示 さ1J･tかった｡

さらに､欠瓜変旅枕を接捜したブタは荷い･Pjn抗件を稚生したにもかかわらず､Hl抗体と

抗II]抗体を産生 LIJL'かった｡一方､搬 ウイルス株は接琵豚に中和抗体のみlJL-らす､HL抗

休と抗(Ⅲ抗体を妨辞 した｡これらの桁児は､EⅢがPrYのHAにul与する唯一の成分である

ことを示している｡変火株からの紋付ウイルスのHA所性の打鍵､また1.6kbpのXholqr片

の欠桝が他のiB伝子に及ぼす影書などが大検肘のままに庚 されているが､本研究の括史は

8ⅢがPrYの"IにLHする唯一の成分であることを尊 く示唆する｡同様に､PrYのBⅢのホモ｡

-グである堺托ヘルペスウイルス(HSV)のsC糖 タンパク質がHlに深 く朋わっていることが

示された(73)｡gnがPrYのHAに関する唯一の成JJ)であれは､HI試教をtⅢ特端抗体の検出

に広川でさる可能性がある｡しかし､今回行ったHl就紫は松雄であそ=まかりでTlく､検出

感度にもfal劫がある｡ln&bAらは反応液に補作を添h]すると､F'rYに対するHl抗体gFが上昇

することを確告した (29)｡Hr試崇におけるNF体の役割は不明であるが､補体によるHl抗

tMJの増強は､fnlのホモローダであるHSYのfCが浦体C3bに持合できるという部実(27)と

関係があるのかもしれない｡JⅢに特炎的な抗体を検出するためのHlZR敦の別売には､抗

休.8m.特休,赤血球などHl反応に関与する各因子の相互作用を検吉.rすることが必要であろ

う｡

PrYの&Ⅲと病原性との別保を詳細に検付した報告は少ない｡Nettenleiterらはブタとニ

ワト])を用い､gmiB伝子のみの欠出では荊庶性にg)ちかな変化は丑められないが､Emと

Elの再if伝子を欠舶させた変耗ウイルスはBZウイルスに比べ病原性が著 しく汝弱 したこ

とを述べている(45)｡一万､本研究で作出 したJqlit伝子欠瓜変災株のマウスに対する病

原性は､双ウイルスに比べ強 く11-,たようにみえる. しか し､上述 したように､欠幻変異

株のウイルス清にはウイルス感染4よりも多 くのウイルスが含まれていることが示卓され

たことから､実戦で甘煮 されたYdJC3の布い病原性は見かけ上のことである可能性がある｡

また､実装的lJ.'7P実はILいが､gⅢが初期の防御横紙を凍導することあるいは感染動物の

非特旅的防御機構のt!的に+i-,ている可惟性もJfAtする必要があろう｡いずれにしても､

emiB伝子l‡1地の欠瓜では､PrYの病段性はkE少しlJ.Lいと思われる｡gⅢは細胞への吸むな

どウイルスの感触過鮎で正墾な投洲を兇たしていると考えられており､gtE過信子欠qlウ

イルスの柄開放が減 じなかったことは災妹深い｡細胞-如l胞lU】感染が苓易に起こるという

ヘルペスウイルスの特性が､gDiB伝子欠瓜ウイルスの細胞r:Zl伝辻を可舵にしていると考
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えられる｡BZウイルスと変異株によって形成されるプラークの大 きさに丑がなかったとい

うiJI実(データ兼掲載)は､細胞一細担r-1感虫が叔PrYと変異株では同じ程度で起こっている

ことを示唆する.

美 的

prYの糖タンパクfrgⅢ退伝子を対lみ換えたBYとYY､また同iB伝+欠山ウイルスを作出し

た｡組換えBVのEⅢiB伝子はポリヒドリンiB伝+プロモーター制御下でポTJヒドT)ンiB伝

子新城に､搬凍えYYのfmiB伝子Iip7.5初期一律Jdプロモ- タ-制御下でHlii伝子yl域に挿

入した｡組換えVY感染叫丸動物細胞ではPrY感染によって発現する書Ⅲと同様の軒桁の付加

が起こったが､8L換えBY感染昆虫抑抱では新刊の付加が不十/I)であった｡ しかし､軌換え

8Y感娘細胞抽出織のマウスへの腹腔内接様､また枇換えYYのウサギへの皮内接種によって

PrYをF71fL]する抗gm抗作が亜生 され､組換え8YとYYは杭掠的にt3能を持ったgⅢを発現す

ることが示された｡机換えYYのマウスへの皮下接fEでは抗8Ⅲ抗体は産生されなかったが､

撲托マウス20匹の内4匹はPrYの致死的改革に対 して防御効果を示 した｡性Jn;マウスは抗

PrY抗体を産生した｡耕ウイルスはマウスの赤血球を凝塊 したが､g皿iB伝子欠如ウイルス

に誕兆活性は認められlJかった｡また､激 ウイルス接種Jiは小水1抗体はかりでなくHl抗体

と抗8Ⅲ抗作を産生 したが､IETiB伝子欠以ウイルス援桂豚は巾利抗体は産生 したもののHl

抗体と抗gIII抗件は産生 し1J.-かった｡∫ⅢiB伝+を欠如することにより､PrYのマウスに対

する病原性は耗弱 しなかった｡発現EmをELISlの抗原として用いると､ guIに特殊的lL抗

件の検出が可能であった｡野外 ウイルス感染Jfの血775を抗gⅢ抗体を特兄的に検LLlする

ELISAで検査したところ､血清中の抗体の約50Xが抗!Ⅲ抗件であった｡以上のことから､

PrYの糖タンパクfhmは免疫学的に正妻lJ.'タンパク質であること､NA活性をTTする唯一の

タンパクffであること､書Ⅲ退任子単独では栃原性の発現に朋与 LlLいことが明らかとfL

った｡



第4章前初期鯛タンパク質IE1801伝子の解析

序 Ja

オーエスキー荊ウイルス(PrY)のIE180iB伝子のDNA堆盛配列は2性について決定 され()0.

76)､IE180が畔粍ヘルペスウイルス(HSY)のICPl(41)や水丘併41伯BEウイルスのp140(13)

11ど他のヘルペスウイルスの前祝JBl(lE)ig伝子と砧い相同性を11することが明らかにされ

た｡PrYのJEil伝子はIEL80iB伝子のみであるが､他のヘルペスウイルスは概数のlEiq伝7-

を付している｡HSYにはrCPO.lCP4,lCP22.ICP27.lCP47の5程のIEi正伝子が存在 し､それら

は感染Rl抄 Pでは朗的に発現される(22)｡ICP4とlCP27の2掛 ま増鰍 こ必gLであるが(17.63)､

成りの3唖は必ずしも榊軌 こ必要 としない(18.39.56.71)｡IE180ホモロータのHSYICP4は

初糊in伝 fEfや後JbI退伝子群を活性化するが､臼己のiB伝+や他のIEi8位子の転写を抑制

することが知られている(50,51)｡IfiB伝子は成虫血統に伝写 され､その産物は他のウイ

ルスiB伝子の活性化を制御することから､ヘルペスウイルスの枚Inや感知捜榊の解明には

IEiB伝子の横ntをg]らかにすることが必楽である｡PrYのIE退任子はIE180i且伝子以外知ら

れていないため､PrYには他のヘルペスウイルスよりもlEiF伝子やそれら産物の焼能解析

杏.Tl純化できる利点がある｡

lEiB伝寸の機能を㍍折には､IE退任子欠助変jtt株の作出がイ1mと糊持される｡HSYでは､

JEi且伝子に対する温度感受性交兎株が劫多 くJjy升 され､それらの性状が瀦ペられてきた

(12,I5,)7.69).また､温度感受性変穴株の相打tJJiを用いlEii伝子をt3能的に発現する

細胞を作出し､同細胞を利用 してlEi土伝子欠朋変災tkが梢要された(16.40.67)｡

8erl-PoratらはF'rVのIE180iB伝子に変災を有する包皮感受性変端株(lsGl)を分書 した(5)｡

しかし､PrYのIEiq伝子欠損変異株の作出にLqする報告は11い｡

･6群ではPrYのIE)80ii伝子欠掛変巽株を作出 し､制御 タンパク質tE180のeI能解析を行

った｡IE180はウイルス増殖に必須と号えられるため､最初にIE)8OiB伝子発現細胞を作出

した.ついで､同細胞を利用 してIEI80iA伝子欠如PrYを作出した｡ また､JE180iB伝子の

コ-ド節蟻に拍示ii伝子として大的宙のI8CZi土伝子のコー ド磯城を挿入 したPrY変異株を

作出し､IE180i血伝7-のプロモーター活性を顎べた｡ さらに､IE180iB伝子を,{キュロウイ

ルス(BY)の,ポリヒtHJンii伝子傾城に机み込んだ発現系を快挙し､(E180の大豆発現とモ
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のは推群折を拭みた｡

材料 と方法

ウイルスとPB :lEl80発現細由とlE180il伝子欠瓜PrYの作出には､ ブタTf且由来PL-15

細胞とサルサJA由来Yero村胸を用いた｡細也は5‡年胎兄血清(FCS)東hlyルペ 'コ変法イ

ーグルJ&小必須培地(DJE.I)で推持培兼 した｡IE18Oi且伝子欠択PrY作出のBZウイルスには､

Indl8n■S鎌を用いた｡ IE)80iA伝子発現伸也のiX択には､IE)80il伝子の温度感受性変兄

妹IsCl抹(3.5,28)をFfJいた｡同変災操はBen-PorAtF9i-より分与を受けた｡lndl8n8S株と

tsGL株はそれぞれ37℃と32℃で､PK-15細胞あるいはYero細胞で培兼した｡一方､IEl80i丘

住子発現のためのBYには第3帝で用いたJIutotraPhBcJ/IrorI7ICG怯多1勺体ウイルス(AcNPY)

を川いた｡BYの増殖と机換え休の解析にはSpodopEeraIrutJPerdB卯炎細胞由来のIPLB-

sF-2LAE(SF211E)昆虫細胞を用い､細胞の維持培兼は101年胎児血的(FCS)頼h]のTCIOO培

地を肘 rJL28℃で行った｡

PrYDNlの71# ■IE180退伝子欠択ウイルスの作出に必要fLPrYのDNAとサザンブロット群

b-rに171いたDNAは､邦 3采 と同様に柄到 ウイルスよりヨウ化ナ トリウム密度勾配を利用 し

た瓜近心によって分散羽到した｡PrYの制限が米桝UTrには第 1辞同様にPrY感熟細胞から抽

出した細胞DNAを用いた｡

BYDHの7Tt :lE180iB伝子軌換えBYの作.Lhに必要なlcNPYのONAは､邪 3辛 と同様に棉

3tAcNPYより塩化セシウム密度勾配を利用 した題逆心によって分書7I滋 した｡

プラスミド:plEプラス ミドはF'rYDNAのSB/I刑化の)5kbp断片をプラスミドベクターに

クローニングしたもの(28.75)で､Ben-PorAtFS士より分与 された｡挿入断片はlE180適任

子の全横切を含み､tsGl珠の非許容包皮における増殖を介助することができる｡pll恥eo

プラスミドは､SV40の初期プロモータ-の制御下にある大脳iZlのネオマイシン耐性ii伝子

とマウス孔瞬Jgウイルスならびにラウス内膜ウイルスのLTR(lonlterbln8lrepe且t)を有

しており､C)ontech社より牧人 した｡pSY2neoプラス ミドは､ネオマイシン耐性佃胞のjZ

択マーカーに用いた(70)｡PCH‖0ナラス ミriま大鵬宙のlBCZiA伝子の供拾滋として用い､
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ph8r■LCi&社からKt人 した｡pIEの挿入斬片とハイプー)ダイズする1ndi&n&S侠DNAのCBJNl

断片5.8.8'をpUC18にクローニングし､それぞれpPr85.pPr88.pPr88'と命名し､LEl80の伎

惟辞折のrR我系を朋党するために用いた｡pPrB8はlE180i丘伝子の抜み取 り伸(ORF)を含ん

でおり､2つのNcor羽化部位を有 している｡BBJM消化部位に近いほうのNco欄 化辞任は

IE180のORFの開始 コドンITCを含んでいる(9)｡rE]80のORFを有するpIENBプラス ミドは､

pprB8からさらに2L3bpのNco卜BaJHI配列を除いて牌禁した(図23A)｡pIENBからBBJHl削 ヒ

によりlE)80のORFを切り出した後､DNlポリメラーゼのKlenoy斬片をFflいて東端を平耐化

し,I-川neoの平荊化 したXJ701消化部位に挿入 してpRmE)80neoをM努した(図23B)｡pdlE)8

プラスミドは､IE180のプロモーター配列(8)としてpPrB5プラス ミドの06kbpNindtI-

BJdlrr片とpPrB8'プラス ミドの1.4kbpBaJM-DrJl配列とをpUC19の88Jn tSJaLの消化

部位に仲人して梢空した(図231)｡pIEPg&IAプラスミドは､pd188のBBJHl河化部位に

pcHHOから分粧したl&cZのt)RFを押入することによ-'て榊要 したく図23C)｡81換えBY作成用

の トランスフ7-ベクターには､ポリヒドリンプロモータ-の制御下で外米iB伝子が発現

するF'AcYNlプラス ミドを用いた(38).pAcPIE180プラス ミドは､pAcYNlのBBJNE消化部位に

pIENBのIEL800RFを押入して梢貨 したく図24)｡

PrY特界抗件 :伸輔試教におけるウイルス畑輔の確認には第 2群で作出した抗BⅢモノク

ローナルtI-(体(hb)のM37を用いた｡抗IEt80ベブタイ ド抗体は､堆韮配列から推定される

IE180の丁ミノ憩配列(10.76)の邦49帯Elから郡686'臼までのベブタイ ドを合成 し､ウサギ

に免Za･し作成 した｡

lE180発現抽血の作成 :lE:]80を発現するPK-15細胞は､Ce日Phectトランスフ ェク トキッ

I(Phart&Ci8社)を177い､plEとpSY2neoを同時に トランスフ ェタンeンすることにより作

出した｡2.5LLlのpIEと0.5pgのpSY2neoの リン酸 カルシウム児沈澱初を60mのシャー

レに均tしたPK-15細胞に清下した｡37℃で6時間培暮 した抜､細由に251のジメチルスル

フオキシド(DASO)でシ.ックを与え､さらにZEj閑培兼 した｡ついで､細胞を ト.Jブシン

で刑化し､ l穴当たり5.000倍の細胞散にILるように24穴プレー トに描 き込んだ｡細胞那

プレートに付hした後､増毛硬を400FLf/■1の合成杭生物flC418(ijェネティシン;CIBCO

LIbor&torleS祉)を含んだ新しい槍玉液に交換し､ネ*マイシン耐性柵胞を選択した｡2ig

問後､各々の培tを3分別 し､内2つは非昨奄温度である41℃でのtsGl快の相席能を苫ぺる
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ために用いた｡点もtsGl株を相打する活性の有かった細胞を限界希釈によりクp-ニング

し､C4)8を含まfJ.-いJ3キ油で増殖 させた｡pRNrE180neoを トランスフェタトしたPK-15抑胆

とYero細胞についても､同様な方法でIEI80発現押ねを遠別 した｡

IE180欠淑PTYの作出 :IEI80jA伝7-のコー ド絹城にl8CZ退伝子を仲人 したは180欠規変舛

株は､PryDNlとpIEP681Aプラスミドとの相同糾換えによって作出した｡05〟gのPrY

DHAとNIndⅢで投状化した25JLgのpIEPS8lAをCellPhectトランス71クトキ･}トを川い､

90日のシ十一レに堵兼 したIE)80発BIPK-15糊胞に同時に トランスフェク トした｡l8CZi丘

伝子はlE180iB伝子欠択変異株のiZi択マーカーとして用いた｡37℃で6時riJltSt した後､細

掛こ25X川SOでシrックを与え､0.6XTガロースを含む培兼液を重層 し､再び3rCで培

よした｡2から3El後､細胞にさらに200LLB/)lのX-C81(5-bro■0-4-chloro-3-indoLyl-β
-D-lalactopyr8nOSlde;和光捕糞社)を含む0.6‡アガロース増兼綾を並居し､再び 37℃

で6から24時間増井した｡ついで､Tf変 したプラークからウイルスを伺収し､F'K115細胞と

tE180発現PK-15細胞における増施能を羽べた｡IE180発現細胞においてのみ増殖したウイ

ルスをIE欠出資舛株の候補とし､ウイルスDNAの制限酵兼(RE)解析によりlE180i暮伝子 と

-8CZi丘伝子のtZ2枚を碓滋 した. さらに､JR瓜挿入変爽株からlBcZi丘住子を除去するため､

変災株のDNlとプラスミドpdlB8を同様な刀法でIE180発現細胞に同時に トランスフェク ト

した｡刺胞にX-C81を含む0.6Xアガロース培毒液を茄層 し､37lCで6から24時間増兼した｡

I'f鼓しlJ:い白色のブラ-クからウイルスを同喋し､プラーク鈍化を行った｡ウイルスDNA

のRE解析によって､欠幻変災ウイルスであることを社泣した｡

サザンブロット群折 :プラス ミド､ウイルスDNA､和良DNAはBJJm､Xp11rあるいはNcor

で切断後､アガロース電気泳動によって分i5し､GeEleScreerIPLusナイロンフィルター

(DuPont/MENRese&rchProducts社)に トランスファーした. フィルターは紫外Ji.q射によ

りは定し､Sa■tlrOOkらのマニ>アル(64)に従って適当なブE7-プとハイブリダイズした｡

固定細胞におけるβ-ガラク トシ7-ゼ(β一E&l)の検出 :lE180iJ伝子欠如変災株を任威

した州胞について､S8neSらの方法(65)によってlacZiE伝子の兜規を机械化学的に羽べ た ｡

糾胞をリン酸価帯金塩水(PBS)で2回洗沖 し､ZXフォルムアルデヒドと0.2Xグルタールア

ルデヒドを加えたPBS藩練によって富むで5分間固定 した｡fa定18胎をPBSで洗浄し､5JLA
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フェ･)シアン化 が)ウム,5d フェロシアン化 が )クム.2■lJii化マグネ./ウム･

LH/■lM BlからlLる灸色用PBSで､37℃で1時間から24時制反応させた･-Tr変 した糊ra

引 ■cZiI伝子発現Ptt抽出とした｡

β14滴 姓のal定 :lEI80it伝子 プロモ-タ-の活性をiN定するため,変異株感染細良

で発現したβ18lの星をN.IIerの方法(一7)に準じて定見 した｡35"のシャ-t'に培* し

た細胞に1.cZir氏子を発現する変災株を多霊感生皮(･｡i)01プラーク形成単位(PFU)で接

捜し､捉BS的に6-印lの活性を測定した｡細粒をP8Sで2回洗浄し､I.1のPBSを加えてラ

バーポリスマンをFrlい浮並液とした後､15■lのエ･Jベンドルフチューブに移した｡

7.000,p.で2分Pは 心 し､ベレ'トを100LLlのPBSで浮遊 させ､凍結触解を洞 繰 り返 し

た｡15.000rp■で5分flは 心 し､上清 3LLlを45～β-メルカブ トユタノ-ルを含む01

h域化マグネシウム落油 3JLI,0.I～ I)ンZ9ナ トリウム(pH75)228JLI,〇一ニ トロフ

lニ-ル β-D-ガラクトビラノシド(SIBD8祉)溶液(4■g/tl)66FHからなる反応糠と混

色した｡37lCで30分間反応 した後､Il扶斡ナ トリウム溶油を500JLl添hlすることによ

り､反応を停止した｡反応鞍は分光光政朴を用い420n■の波長でOD他を測定 した｡β181

活性は反応によって成JtされるO-ニ トロフェニール晃に菰づき桁刊β一g81(和光耗繋祉)

のtS坤Ibl投から求めた｡420n■のOD依 0.0045をO-ニ ト｡フェニ-ル IJLbOl/bl当具 とし

た｡

LE18Oil伝子発現BYのLt;也 :lE180i且伝子発現BYの作出は､AcNPYDNAとpAcPlE)80プラス

ミドとの相同弧換えによ.,て行った｡L.JpO†ectlnトランスフェク トキット(BeLhesd8

ResehrchL&bor8tOrleS社)を用い､35mのシャーレに培J:したSF21AE細胞に10nBの

AcNPYDNAと1.0LlgのpAcPlE180プラス ミドを同時に トランスフェク トした｡28T:で3日間

培JE綾､藍生ウイルスを回収 した｡逮明プラークを形成したポリヒFリンF3性ウイルスを

lE180発現BYの候補とし､ブラ-ク純化を3回行った｡ついで､感放心曲のSDSポ リアクー)

ルアミドゲル稚気泳動(SOS-PAGE)NF折を行い､IE180の発Blが辞せできたウイルスを選抜

した｡

免度プロ,トAF折 :免Za･ブt]･Jト解析には､ECLTeslernプロ-Jティングキクト

(ALerSh81祉)を用いた｡細胞を01XSDS溶液によって司i#化し､llから20Xのグラディエ
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-/トゲルを用いたSDS-PICEによりタンパクflを分画した｡分i5タンパクffをセ ミドライプ

ロッティング'&EFを用いてゲルからイモピロン トランスファ一族(N‖llPOre社)に転写 し､

キ7トに蔽Jllされたマニー丁 ,̂に従って反応を行.?た｡

Jt8[何中点Jl食 :昆虫細山で発現 したlE188のt3能を検討するため､旅程間Jl但肘合法

を開発した｡SF2】AE押掛 こIE180iB伝子究B18Yを■oL5.0PFUで捷鍾し､28℃で20時間培J:

披､ラバーポTJスマンによって細胞を刑が LPBSで2何洗浄 した｡-ノJh Yero細胞にIE180

iB伝子欠封PrYを■015.0PFUで接倭 し､37lCで1時間培X後､ トリプシン消化で細胞を回

収LPBSで2回洗浄した｡沈押したIE180iB仁子発BIBY感染SF21AE細胞(4.0×100)とIE180it

伝子欠如PrY感染Yero細胞(2.0×10.)を荘和 し､FCS兼輯h)DNENで洗押した｡ついで､混合

細胞に50Xポリエチレングリコール4000を2山を添加 し､2分rLll母やかに似合を行った｡

他力卵胞をFCS兼添AJDMEKで3回洗浄し､1Ohlの10XFCS添hJDHENを加えた｡37℃で16時r!il

培兼した検､増兼液を回収し､増殖したウイルスの力価をYero細胞とIEl80iA伝子発現

Yero舶胞を用い油定した｡細胞はPrY抗用を検出するため､NABl137を川いた免硬質光抗

作法(1FA)にtFtした｡

成 事

11℃におけるtsGl操 とlndl一n一S珠の増村 :温皮感受性変災株tSGl株を指示ウイルスと

してIE)80i且伝子発現細胞を作出するためには,搬細胞株にはtsGl株の非許容温度におい

て野生株のIndi8n&S操の増殖を支持するがtsCl株の増殖を支持 LlJ.'い佃胞が適 している｡

そこで､Pt-15細胞とYero抽出の41℃と32℃における再ウイルス性に対する感受性を羽べ

た｡その爪先､どちらの細胞も41lCの非好事温度ではtsGl株の増殖を押さなかった｡また､

PK-15細胞は4】℃でIndl&naS株の増殖を支持したが､Yero細瓜は41℃でtsGl株のみlJこらす

Indi■n8S株の相対も肝さなか.'た(データ兼拙戦)｡ したがって､tsGl株を用いたrE180il

伝子発現細粒の作出には､T't-15初出を叔抑胞としてJ77いることが適当と考えられた｡

pIEとpSY2neoによるIE180発現神曲の作出 :lE180ii伝子欠舶F'rYを作出 し増殖させるた

めには､IE180il伝子を発現する細胞が必要である｡そこで､pIEプラス ミドとpSY2neoプ

ラスミド､搬細胞としてPK-L5細胞を用い､IE180発現御船の作出を拭みた｡C4)8耐性細胞
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13タロ-ンのうち､4lT:の非昨審溢皮でtsGl株の増殖を最もよく相好するク｡-ンを遠別

し,P180M曲と名付けた｡P180細掛 土非昨寄t1度の41℃においても,32℃と同様にtsGl株

のJ8輔を支持 した(図25)｡このことはP180抽由がtsGl操を相打するに十分な技能的IE180

を産生していることを示 している｡P180細掛 こlE180il伝7-が何分子組み込 まれたかをJI

ベるため､PryBJlJN18断片から313!した18kbのNcoI斬片をブt)-プとして細胞DNAのサ

ザンプロ,ト㍍折を行った｡その括果､P180瀬掛 まBBJNL8断片当豆としておよそ3コピー

を含んでいたくデータ束拭顎)｡

lE1883J6E子欠点PrYの手書作出 :lE180iB伝-tの代わりにl■cZiB伝子をもった欠射-挿入

変災株を作出するため､PryDNAとNJ17dtI消化によ-'て繰形化したpIEPEBIAプラス ミドを

p180細胞に同時に トランスフェクトした｡独立 した1.000個のTTだプラークから柑たクロ

ーンについて､P180細胞とF'X-)5細胞における増碓性をJLJべた｡そのhJ柴､AY64と名付け

た1クローンのみがPK-15細胞で増殖できず､IE)80iB伝子の欠規狂犬株であることが示唆

された｡しかし､F'180細粒を用いて､AY64の荷力価で純粋lJ.'ス トックを産生することは幽

jlであった｡60mのシャーレに特集 したPl80細胞に10-pFU(低●ol)のAY64を感染させた

叫合､増殖した変災ウイルスの最も商い感染力価は100PFU/Llに過ぎlLかっ1=｡一万､

10BPFU(偶■ol)のAY64をP180細胞に接性 した場合､親細胞であるPK-15細胞でも増殖可能

なウイルスを生じ､そのブ)価は107PFU/tlにiBしたく図26)｡このことはP180細胞で増殖し

たAY64ス トックは､少なくとも10-8の頼皮で!f外株枝のウイルスを含んでいることを示 し

ている｡そこで､野外扶使ウイルスを含まJJ.'い純粋かつ応力diのAY64ス ト･Jクを得ること

をEl的に､AY64を指示ウイルスとして新しいIEl8014伝子発現細胞の作出を拭みた｡

pINlE180neoによるIE180発現打点の作出 :PK-)5佃由とYero和船にpRN旧 BOneoプラスミ

ドを トランスフェクトし､C4]8によってネオマイシン耐性細胞を選択した｡ついで､

PK-15細胞とYero細由から各々iZ択 した96の6418il性抽出にAY64を低■oiで接種 し､ ウイル

ス産生をZlべた｡その佑架､細艇によって相Nrの程度に盤が見られたが､すべてのG418耐

性細胞がAY64の増殖を支持し､感染細胞にはL&cZiB伝7･の発現が止められた｡AY64の増殖

を他もよく支持した神曲を遭択 し､PK-15細胞由来のものをPIA3細胞､Yero細胞由来のも

のをY4Y抽Jaと名付けた｡これらの細胞DNAのサザンプロ.'ト解析の略史から､IE180iB伝

子はPIA3細胞には]コピーが､Y4Y細胞にはおよそ3コピーが組み込まれていることが明ら
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かにtJ.･った(Eg27)｡YIY押迫とPIA3秘曲で増殖 させたIY64の感染力書はPl80抽出で増殖 さ

せたJA合よりも布 く､それぞれ釣)0̀と10lPFU/■lであった｡また､YIY細山とPIA3押抱で

nl材させたウイルスス ト'クには､澱和地でJg如できるような野外扶蛾ウイルスは含まれ

ていなかった｡

T4Y頼曲は安定であったが､PIA3細粒は時に相継牡が第化 し､シャーL,から刺がれる細

胞がみられた｡増如性の点 くなったPIA3細胞のftZl-輔篠穀利器では､細胞&両に多数のレ

トロウイルス様粒+がみられた(データ太相戦)｡Y4Y細胞はPIA3細胞より安定で､有力価

のウイルスを産生 したことから､以下の実敦にはY4Y如胞を用いた｡

T4Y軒由を用いたIE18031伝子欠姐PrYの作出 :叔ウイルスのDNlとNindtI汀日とにより鞍形

化したpIEP書8)lプラスミドをY4Y抑掛 こ同時に トランスフェクトした｡その結果､約500プ

ラークが形成され､その内の20プラークが'H辞した｡他よりも17変圧の戦い2つのプラー

クからウイルスを回収 し､Y4Y細胞でプラーク耗化 したものをAY321-22とIY321133と名付

けた｡再ウイルスともY4YkEl胞ではよく増村 したが､親細胞のYero榊胞では増村 しなかっ

た. AY321-22とAY32)-33がIE180i丘住子の欠山一挿入変異株であることを確はするため､

両ウイルスから榊刊したDNAのRE解析 とサザンプロ･Jト解析を行 った｡その抵果､両変界

株ともlE180ig伝子を含tleaJNJ8断片の両 コピーが欠択し､かわりに3.8kbpのJ8CZiB伝

子を打していた(図28)｡AY321122とAY32卜33のDNA切断型は基本的には同じであったが､

AY321-33にはBeJHl5rr片の良さに変化がみられた｡再変実株ともY4Y佃由での継代に対し

安定しており､育変プラーク形成舵に変化は認められ11かった(図29)｡また､FZf:解析でも

l8CZiL伝子に無代による変化は投められなかった｡

ついで､LICZit伝7-を欠81したlEl80欠n変災株を作出するため､Y4Y細胞にAY64の榊頚

DNAとpd)88プラス ミドを同時に トランスフェク トし､I-G&)で染色 した後､白色プラーク

毛並択した｡白色プラークの出現頼皮は約2Xであった｡感染抑由から抽出した細胞DNAの

RE解析は､IY64のゲノムから3.8kbpのIACZiB伝子のみが除去された仲通を示 し(データ兼

拓哉)､白色ブラ-クからの分♯ウイルスが期待idりのゲノム川辺を1Tしていることが稚

捜された｡白色プラークからの1分難株をAYIO30と名付け､以下の米穀に用いた｡

IE180iJ伝子欠損PrYa)性状 :AY64.1YIO30あるいはその放 ウイルスのIndlAnAS株をそ

れぞれYero細胞とV4Y細胞にLOI001PFUで感染させた｡細胞相と液相のウイルスサンプ
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ルを感染換72時間まで捉時的に回収し､Y4Y抽出をFTlいてウイルスJ)書を測定 した.その

措柴､Yero打出では欠以変災株の増軌 ま見られ1}かった｡YIY和由では､欠如東熊株の産

生ウイルスは感染後7時間日の細胞相に初めて検出され､))ib'は徐々に上昇 し感染創 8時

ri3日にlD'･■PFU/I)の丑話力書に連 した(図30).誰和のウイルスの産生は和良相に比べて

遜れたが､紺られた最有力書にはほとんど丑がfLかった｡YIY佃由におけるAYIO30と

Irldi8n一S株の増殖曲投はAY61の増殖曲投と類似していた｡

AY64によ-,て村船内に導入 したIE180iB伝子プロモーターが横舵を月べるため､lY64を

接積したYero細粒とY4Y細曲におけるβ-plの先朋晶を様昭的に77ぺたく図31)｡その括果､

AY64はYero細胞において増殖しないにもかかわらず､塵取前後からβ-1&Ⅰを産生 し､その

産生歪は感染扱24時rdlまで徐々に増h]した｡Y4Y細胞におけるβ18Lの発現はウイルス増

村よりも先行し､感触後6時糊で点高レベルにitした｡AYIO30を接揺 したYero細胞とY4Y細

胞では､β-1alの所性は認められlsかった｡

rE180ZI庄子粗鉄えBYの作出 :lE180j且伝ナ組換えEWを作出するため､AcNPVDNlと

plcFHE180プラスミドをLIPOfectlnによってSF2lAE細胞に甥人 した｡遠別プラーク退抜に

より改姓ウイルスからポリヒドr)ン未発現 ウイルスを退択 した｡その内の1クローンを

rAcIE180と名付け､感染細胞のSDS-PAGE耕折によりIEL88の先.呪を羽べた｡rAcIE180が感

触したSF21AE細粒ではポ リヒドリンは産iI三されず､代わ りに細胞fI内に多星の】80kD8タ

ンパク把が認められたことから(LZ132)､rAclE)80はIE180i立伝+発現8Vと考えられた｡

lE180if伝子8L&えBYの性状 ニrlcIE180感灸SF21AE拙伯で産生されたrE180がPrY感虫

Pl-L5細胞で産生されるIE180と免皮学的に同t:か否かを37ペるため､抗 IE180ベブタイ ド

抗件を用いた免妊プロット解析とIFlを行った｡免疫ブ｡ット群折では､抗lEI80ベブタイ

ド抗件は､PrY盛典PK-15細胞で発現した180kD8タンパク文 と同様に､rAc]El80感染によ

り党Blした180kDAタンパク質と特発的に反応 した(図33).】Flでは､抗 IEl80ベブタイ ド

抗体はPrY感歎PX-15細胞とrAcIE180感虫SF21AE細胞の釆刀に特端的に反応 したが､抗原の

細胞内分布に相連が叫案された｡PrY感染細胞で産生されるIE180が楼内に局在 しているの

k対し､rlcIE180感染細粒で産生されaIE180は主として細胞frに滋められた(Egl34)｡

BY産生IEIBOによるTE180iI伝子欠凪PrYの相対相#拭JA:lE180発B18Yによって発朗する
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lEI80タンパクfrの鉄能を挽付するため､lE180iL伝子欠捌 ウイルスAY64の増殖柏措拭我を

行った｡PrYは昆虫相良に感染せず､また8Yii叫九動物佃由に感熟 し1･L'い. したがって･

,AcJE180感虫SF21AE細胞におけるIY61の増村試敦､またIY64感染叫札動物細胞における

rAcIEt80の感染試穀は不可能である｡そこで､rAc)El80によって昆虫抑似内で産生された

LE180をAY64感知q孔動物押出に斗人するため､ポリエチレング.)コールによる袖垣出合

を行った.その結果､AY64感染Yero抽出とrAcJE180感染SF2LIE初出との浪合細世では､

Y4Y細山のみで増殖するウイルスが1●]あたり10‥ pFU検出された(R9)｡一方､AY64感

灸ye,o細胞とAcNPY盛敷SF21A畑 船 とのAl合細胞では､Y4Y和也およびYero細胞で増殖でき

るウイルスは産生されなかった｡また､Bl合挫作の適密をヰ止するため､払凸細胞の

β一書8I活性とPrYの後期タンパク質であるIJIIの発現をlFlによって31べた｡その措巣､由

缶細胞にはβ181活性とgnIの発現が一致 して認められ(図35)､細胞融合に田畑のないこ

とが示された｡

考 集

HSYのIEj且伝子発現細胞の作出に使われた Ĵ法(16)に坤 U､温度感受性変災ウイルス

tsGl株を川いIE180iB伝子発現細胞の作山を行った.tsGl株はウサギ円JA細胞において4L

℃のjF許容Sl皮に感受性を甘することが示されている(28)｡そこで､ます非昨容温度での

PK-15細胞とYero柵胞におけるtsCl株と野外 ウイルスの増殖性を3Iべた｡PK-)5細Jaでは､

41℃に対する再ウイルスの感受性は明らかに粍IJ:っていた｡ しかし､Vero細胞では､再ウ

イルスともlllCで増殖 しなかった｡そこで､IE)80iB伝子発現描胞を作出するためのBl細

胞としてPK-15細胞i･送んだ｡pSYZneoプラス ミドとLE180i丘伝子を含むpIEプラス ミドの再

Jiを付するPIH 5トランスフォ-マントは､41℃のjF許答包皮でtsGl株の増殖を相措した｡

そのうち息も憩い相Ni活性を示 したP180細粒を用い､IE180i暮伝子欠舶変推挽の作出を行

った｡野外株のDNlとpIEPg81Aプラスミドとを同時に トランスフェク トしたP180締出から

AY64と名付けたIE)8Dil伝子欠規変異株が得られたが､変端株のウイルスス トックの力書

は低く､また常に少なくとも10~tの頻度で野外株様のウイルスを含んでいた｡HSYのJa合､

IEJJ:舶変災快のウイルスス トック中の野外株はウイルスの出現は､変災株の作出に使用 し

た トランスフォ-マントに組み込まれたJEiI伝子に授丑Bil始点が含まれることに依存する

(16)｡DeLucaらによる研究では､凍31LN始点を含tEICP4iA伝子の良い節J&を斗人したYer0
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淵地引 E欠桝変端株の作出に用いたAB合､野外抹様 ウイルスが1から51の高い頬皮で出現

した(16)｡一方､松虫粥始点を含まlLいICP4il伝子を7Tす る トランスフォーマン トでは､

対外抹煉ウイルスは性とんと生せす､耗枠な変異株を村ている(16)｡本実tBでは､IE180

発現PK115抽出を作出するためにpLEプラスミドを用いたが､そのインサー トであるPrY

DNAのSJIl羽化15kbp断片(28.75)には横弔Bd始点の コンセンサス配列(5--CGTTCGCAC-3')

(2.3])は含まれていない｡ しか し､HSYのJA缶 とは異ljり､P180抽出ではAY64の砧力書で

耗枠11ス トゥクは得られなかった｡そのJZ山の一つ として､pIEプラス ミドに含まれる

IE180iB伝 (･の自己制Pl配列11とのIE18Di上丘7-以外の配列､あろいは細胞に組み込 まれた

IE180iB住子と変界操のゲノムとの問の良い相ru7配列の影書が考えられる. また､lE180の

iA利発Blは細胞の砧分子凸成を抑制することが報告されていることから(28),P180細胞に

おけるAY64の村村が低かったのはPI80細胞が道政のIEL80を発現 していることに起因す る

かもしれ1J.'い｡ しかし､tsGL株は非許容温度でさえもP)80細胞でよ く増殖するという事実

から､その可能性は少lJこいと考えられる｡

P180#I抱でAY64の純粋で甫力価のス トックが産生できなかったことから､ ラクス内戚 ウ

イルスとマウス乳腺姫 ウイルスのLTRの制御下で飽 き､共通配列を含 まないIE180過伝子を

打するpmは180neDを棉要 した｡pFZNIEl80neoプラス ミドを叫人 したPK-15細胞 とYero刈胞

からiZ接したPIA3姫胞 とY4Y細胞は､lY64の伸輔をよ く和捕 した｡P113細胞 とV4V細胞にお

ける変純株の増殖の様子は野外株と同様であった｡このことはこれらの細胞が､ ウイルス

のJd鬼にjg当1.-星のIE180を発現 し､ ウイルスの増殖 をnJ制するほど過剰産生 し1J.tいこと

を示唆する｡ これらの湖胞で増殖 させたIY64の感敷価は､PIA3細胞でおよそ10lPFU/ll､
Y4Y細胞でおよそ10●PFU/+)に注 した｡ また､ これらのウイルスはBt細胞にブラ-クを形

成せず､野外扶様のウイルスを含まないものと考えられる｡

IE180iB伝子発現細胞の内Y4Y畑地は安定であったが､PlA3初出は実牧期rLg中時折活力が

低下した｡このようなPIA3細胞の花子叫鞍転戦葉では､Iq由表面に多数のレ トロウイルス

煉滋子がTf在することが示 された｡豚由来細胞には内在性 L,トロウイルスが感史 している

ことから(35)､PI13細胞で発現 したIE180が親細胞のPK-15細胞に内在す るレ ト｡ウイルス

iB伝子を トランスに活性化した可能性が示唆される｡PIA3細胞の活力の低下は､内在性 レ

トロウイルスの活性化に起因す ることが考えられる｡HSYのlCP4i上伝子 とlCPOiI伝子の両

方を埼JE細胞に非人すると､ L,ト｡ウイルスtl粒子の産生が増鎖 されることが報告 されて

おり(53)､上妃の考えを支持する｡以上のことから､以後の菜食にはレ トロウイルス梯拙
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7･が世業され1J.-いYero何曲由窯のY4Y細由を用いることにした｡Y4Y細山は欠ぬ変災操lY64

の増殖を相浦するが､JI初にIE180il伝子欠幻変災操の作出に用いたP180細曲で見られた

ように作出特に野外様様 ウイルスの増殖がともfLう可能性がある｡そこで､YIY細胞を用

い再びIEL80ir伝子欠規変異株の作出を行ったところ､有頻度で純粋TJL一欠ぬ変異株を狩る

ことができた｡これはY4Y純血が十分な具の技能的lilE180を産生する証拠であり､P180で

生じたようIJ.'悶Nは起こらないことを示 している｡

本qf光で作出したlE180iB伝子欠瓜変推挽は､PrYの感染と桜判棟牌におけるIEiB伝子の

放伐A!折に有川と考えられる｡特に変兄妹は潜伏感染関連転写物のコー ド領域(ll.57)と

91枚しているlE)80iL伝子を欠落 していることから､ヘルペスウイルス感染の最も玉空ll

課雌である潜伏盛典の成立は牌 と関連因子群卯の有用な実IR材料 して期待される｡

多最のIE180を発現する系として､EHを用いたrAcIE180を梢要 した｡rAclE180は､昆虫

細胞に/Jl子臭180kD&のタンパク質を蕗生 した｡このタンパク質は抗IEL80ペブタイ ド抗件

と柑TG的に反応したことから､PrYのIE180と同Uと考えられる｡ しかし､その機能につい

ては不明であった｡そこで､T.lclE180によって昆虫抑胞に発現 したLE180のt策能を検吉寸す

るため､細胞牡合により昆虫細胞のrE】80を叫孔動物細胞に耕人するという新 しい実崇手

法を朗先した｡そのhL-二架､AY64感触Yero細l胞とrAcIE]80感央SFZllE細胞を融合すると､

IY64の成敗性ウイルスが産生 されることが卯らかとlLった｡このT)f実は､rAcIE】80によっ

て発朗すaIEI80がlE180迫伝子欠舶ウイルスの増殖を相捕する横俄を有することを示すも

のであろう｡外米iB伝子発現系としてのBYの点火の利]!.tは､その発現記の多いことである｡

rAcIE:)80も多是のⅠ亡180を発現するものと期待され､IE180の構造や生化学的性状の解析､

また抗Il'作成用の抗原として有用と考えられる｡

lE180火山変災株AY6日まlE180ii伝子 プロモーターは温存 し､その活性化のマーカIit伝

子としてlACZi正伝子を有 している｡AY64によってYero細胞 とYIY細胞に移入された】E180過

伝7-プロモーターの癌性を)&cZi土伝子産物であるβ一帥lの琵生見として月べた｡Yero細胞

で感敷瓦後からβ14)が検出される弔文は､IE)80i正伝子プロモーターが非許容細胞にお

いてもその様能を発汗できろことを示 している｡このことは､AY64が外米iL伝子発現の新

しいベクターウイルスとして応用できることを示唆する｡AY64のlE180il伝子プロモータ

ー制軒下に外米il伝子を適格することにより､様々の細胞や動物で発現することがR]持さ

れる｡ベクターウイルスとしてのAY64の利点は多いが､その一つはPJ･Yの細胞および噛休

レベルの宿主細出城が広拒Edであることから､神経細胞を含め様々TL神曲や動物でiI伝子
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党別 (那 .!されることである｡また､IY64はrE180id伝子発現細胞やIEl80の鎖能を代ぜす

る国子をLrする細胞以外の神曲では病原性を示さlJL-いことから､安全性にgEれていると考

ぇられる.さらに､IE)80退伝子が反組配列に存花することから､AY61ゲ ノム1分子に外米

it伝 t2コピーの挿入が可能で効果的lJ･-発現が射 手できる｡ このように､AY64は新 しいiB

伝子発現ベクターとして多 くの利点を有しているため､今汝の発展が期待 される｡

美 的

F'rYのIEl80のteI能解析を行うため､米Eil分社操のIndlAM S株を叔 ウイルスとして､

IEL80iB伝+欠舶変旅枕とIE180i上伝子を党規する岨換えBYを作出した｡ます､欠朋だ界珠

の作山に用いるため､PK-]5細胞あるいはYero細胞に野外株のlEl80jg伝子を トランスフェ

クトし､IE180iB伝子を発現する細胞を作出した｡ついで､これらのIE18D発現細胞を用い､

EE1801丘伝7･プロモータ-下にIE180iB伝子のコー ドWi域と大JA蘭の】AcZiB伝子のコー ド領

城をm換した欠択変艶操(AY64)を作出した｡さらに､AY64株からⅠ&cZiB伝子も除去 した欠

舶変災株(AYIO30)を作出 した｡これらの欠如変災株は親細胞では村瀬できず､IEl80発現

机胞でのみ増殖が可能であった｡AY64のIacZi上伝子はIE180id伝子プロモーター制御下で

横ntL､IE180発現Nll胞はかりでな く親細胞でもβ-8alを在生 した｡AY64感触BZ細胞は感

触血統からβ18Iを発現 したが､F'rYに鵬迎するタンパクfZの並tLiはなか.,た｡一方､机

換えBYは感染昆虫細胞にPrYのIE180と同t:分子具のタンパクfiを大豆に発｡配した｡抗

IE180ベブタイ ド抗体を用いた免疫プロット法 とIFlで､発現 タンパク館がほ180であるこ

とを稚Jeした｡さらに､この発現IE180タンパク打の践能を検討するため､IY64の増殖相

Ni試駿を行った｡昆虫抑胞で発現 したIE180を細胞散会法によってIY64感史Yero細胞に浦

人したところ､出合細胞において欠舶変端株の増殖が避められ､岨換え8Yによって発現 し

たIE180が トランスアクティベーターとしての棟能を有することが明らかとlJ.-った｡以上

のことから､本研究..で作出したrE180i土伝子欠瓜変異株と伺iJ伝子党規BYは､PrYの感染増

殖et桝の解析､IE180の践能 と生化学的性状の検討に有用と々えられた｡また､外米iB伝

子を発現する新 しいベクタ-ウイルスとしてのlEL80iB伝子欠81才兆操の有用性を考案 し

た｡



捷括

*-エスキー浦はヘルペスウイルスによって起こるブタの伝投稿で､新生Jf感染すると

ま性脈炎を起こして商事に死亡する｡ しかし､hl齢に作い無症4̂傾向が強 くなり､成豚で

は軽症あるいは不戦性感染に拷わることが多い. しかし､If垢Jfでは死緯度を起こすため､

兼Jfに大きlJ.･経済的択13を与えている｡また､成はに取らす致死的感染から透れた豚では

河状感匁が成立し､ス トレスfJ.'どの乗回によ.'て潜伏ウイルスの再活性化 (再発)が丘こ

ろ｡再活性化ウイルスは新い ､感染覇と1J.'ることから､潜伏感染と再発がオーエスキー病

を含めヘルペスウイルス感染症の戯大のm題 となっている｡

オ-エスキー病の原因ウイルスはブタヘルペスウイルス-1であるが､Tb'王であるブタ以

外の動物の感触では接伴や神経症状を皇するため､収性rER病ウイルス (pseudorableS

vlrUS;Pry)とも呼ばれる｡PTYのゲノムは/Jl子見約95×10■ダル トンの操4R二本鎖DNA(約

150kbp)で約70様のiB伝子がコー ドされると考えられ､そのうち約40鎧のJi基配列が決

定されている｡ウイルス退伝子はカスケー ド様式に基づいて焚Blされ､転写鴫瑚により嗣

桝JPl(JJ■edlate-early,IE.a)iB伝子印､初糊iB伝子 (early;E.β)群､後期 (】8te,L.

γ)iB伝子群の3群に分けられる｡ヘルペスウイルス感於如三のBt)Cの剛児である潜伏感染

と閃光煉僻を明らかにするためには､ウイルスの感娘.増殖模糊､特に名iB伝子の絹迫 と

機能を押純に検討する必要がある｡そこで､本研究ではlEiB伝子LfのIE180ii伝子とLi五位

子EIの糖タンパク質iB伝子に地点をあて､それらの分子生物学的検討を行った｡

ます､分1-生物学的手法による横鮭ポ折の際にft.J雌となるウイルスゲノムの多様性に朋

与するT･傭知見を紺るため､節lJlではE3本で分社されたPrV挟DNAの制限#兼切断良解析

を行.?た｡)987年から1990年の間に分粧した)48株のPrY由来DNAを制恥群紫BsdlとKpnIで

切斬し､その切rr垂をE3本国内で198)年に故初に分暮されf:山形S181操､米国由来の

lndlBnAS株とtsGl株､ タイ国由来のNK株と比較 した｡その枯柴､最近分拝されたウイル

ス株のDNAは基本的に同一の切断型を示 し､LLJ形S-81扶およびNK株と同様にBBJNIの切断塁

タイプIlに分期された｡一方､米国由来の2株はタイプ Tであった｡これらの桔紫から､

加発生以来わが国で続行 しているPrYに期首lJ変災の起こ.,ていfLいことが示唆 された｡

しかし､ゲノムの反牧配列､反牧配列とユニーク傾城との接は部位および左末強には､切

斬点の鞍相と消失､あるいはJS基配列の挿入と欠失に起tZilする変災が滋められ､これらの
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釦JGでは小Bl快Tl変巽の起こり易いことが明らかと11.'た｡さらに､これらの変災は同一

地Jdや点叫で同時期に分暮されたウイルス､控学的にLq連のある発生から分暮されたウイ

ルスのrqlで共通して認められる伴内にあり､ウイルスDNAの制限が兼による分析がオーエ

スキー柄の許苧JI丘に布用であることを切らかにした｡

ウイルスゲ/ムの物理的差掛 まウイルスタンパクflの抗良変熊として反映されるとは搬

らす､抗原だ雅の解析には免疫学的方法が有効である｡そこで､苅2群ではPrY山形S-81

珠に対する中和活性Gl性のモノクE7-ナル抗件を作成 し､よ垂1JL-糖 タンパクfZであるEⅢ
とEmについて坑辞の多様性を解析 した｡また､モノクローナル抗件のrf]和活性を利用 し

て抗原変親株の作出を行い､抗原変異出現の可能性について枚かTした｡ます､糖 タンパク

frJⅢに対するモノクローナル抗体3種と川 に対するモノク｡-ナルtI'(件1程を用い､PrY

41株の抗53㍍qrを行.,た｡その枯淡､抗!Ⅱモノクローナル抗休のうちHA15は山形S-81株

をはじめEl本の/JT恵扶すべてと反応したが､米国分壮快のIndl&n85株とは反応 しなかっ

た｡他の2積Eiはすべてのウイルス操 と反応 したが､モノクローナル抗tHlllのLtl和作用

は捕作版行性､5A4は非版行性であ->た｡ さらに､変熊田物fZ臭化アオキソウリジンで処

理した山形S-81株を名モノクt)-ナル抗体でjZE択 した桁柴,抗fⅢモノクロ-ナル抗休の

5A4と杭EtIモ/クローナル抗休のn37の中和作用から回避するウイルスが得られた｡以上

の帖火から､今まで報告されていなかったPrYの瀬 タンパクfhnにも､ItDと同位に杭頗

変災のIh:在することが明らかとなった｡

邦1才および弟2辛で､PrYのゲノムと抗招 タンパク質に変粥のあることを明らかにし

た｡苅3群では､杭掠タンパクfiとして韮要 と考えられる折 タンパクfhmについて､同

it伝7-発現範換えベクターウイルスと欠瓜ウイルスとを作出し､同タンパク質の機能解析

を行った｡(ⅢiJ伝子机換えの発現ベクターウイルスには､'iキュロウイルスとワクチニ

アウイルスを用いた｡弧換え'(キュロウイルスのJⅢit伝子はポ リヒドリンiL伝子プロモ

ーター制御下のポリヒドリンit伝子領域に､封l換えワクチニアウイルスのE皿iJ伝子は

p7.5初Jk後期プロモータ-制御下の赤血球溢弘美ii伝子僻J&に挿入 した｡捉換えワクチニ

アウイルス感染噂7L動物何曲ではPrY感染によって発現するgⅢとr司任の糖鎖をもったEm

が検出されたが､81換えパキュロウイルス感灸昆虫細胞で発現 したstFの抵力の付h]は不

十分であった｡ しかし､租換えパキュロウイルス感虫細胞抽出液のマウスへの瓜Jf内捷唖､

また搬換えワクチニアウイルスのウサギへの皮内接馬によって中和活性を甘する抗書Ⅲ抗

体が左生され､再岨換えウイルスは抗原的に也舵を持ったfEIを発現することが示 された｡
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組換えワクチニアウイルスを皮下注鍾したマウスは抗BⅢ抗件を産生LlLかったが･接種

マウス20匹の内4匹はPrYの致死的攻事に対 して防a効果を示 した｡生存マウスは抗PTY抗

件を産生した｡ついで､書ⅢiB伝子欠択ウイルスを用いtmの横能解析を行った｡挟ウイル

スはマウスの赤血球を和雄したが､tu]il信子欠択ウイルスに#iB諮性は認められなかっ

た｡また､Blウイルス接種豚は中和航休はか りで1JL'く赤血球凝塊抑制坑休と抗Iul抗体を

産生したが､gmiB広子欠幻ウイルス接輔Jiは中和抗体は産生 したものの赤血球凝娘抑制

杭作と抗fm抗体は産生 LlJ.'か-'た｡gI]il伝子を欠以することにより､PrYのマウスに対

する病床性は減gEしなか.'た｡さらに､拙換えウイルス発現‡口を抗段とし､抗&Ⅲ抗体に

特災11凶相酔*免佼iN定法を開発 した｡Il外 ウイルス感染豚の血洞を抗t皿抗体に特熊TJL一

固相群兼免Za･淵定法で検点したところ､血T-78'L件の約50‡が抗gⅢ抗休であった｡以上のこ

とから､PrYの糖タンパクfigⅢは免疫学的に正賓なタンパク質であること､赤血球St妓活

性を甘する唯一のタンパク質であること､BⅢiB伝子取払では病招性の発現にEU与 しない

ことをrlらかにした｡

苅4辞では､ウイルスの感染･増殖に正業TJ.'役割を柴たすPrYの唯一のIEiA伝子､IEL80

iB伝子について欠如ウイルスと発現81換えベクターウイルスを作出し､r;】iB伝子の産物で

あるIE:180の横位肝折を行った｡ まず､欠瓜ウイルスの作出にJ7lいるため､ブタ宵Ja由来

PK-I5細胞あるいはサル宵JZ由来Vero御船に対外株のII:180退任7-を トランスフェク トし､

IE】80iB伝子を発現する細胞を作出 した｡ついで､これらのlE180発Bl知胞を用い､IE)8D

iA伝+プロモーター下にIE180iB伝子のコ- ド柳城と大泊筒のlAcZiB伝子のコー ド領tGを

於捜した欠胡変親株(AY64)を作出した. さらに､IY64枚から1&cZ迫伝子を除去した欠択変

災挟(AYl030)を作tLlした｡これらの欠出資光株は耕如由では増殖でさす､IE180発現和也

でのみ相宿が可能であった｡AY64のhcZiI伝子はIE180iI伝子 プロモー タ-制aI下で撫能

し､IE180発Bl細胞ばかりでなく視細胞でもβ-Ialを産生 した｡AY61感始双神曲は感染直

後からβ-fAlを発現 したが､PrYに朋連するタンパク質の産生はlJ.-かった.ついで､パキ

ュロウイルスを先別ベクターウイルスとし､IE180ib住子yL換えウイルスを作出した｡机

換えパキュロウイルスは感始戊虫細胞にPrVのLE180と同じ分子是のタンパク質を大見に発

現した｡抗IE180ペブタイ ド抗体を用いた免疫プロット法と免蛙iF光抗体法で､発現タン

パク質がIEL80であることを碓捜 した｡ さらに､この発現 lE180タンパクfZの機能を倹対す

るため､AY64の増殖相補拭崇を行った｡良山AIl胎で発現 したlE180を細胞融合也によって

IY64感染Yero細胞に沸人 したところ､牡合細船において欠81変舛株の増府が妃められた｡
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以上のことから､1E180iB伝子はウイルスの増殖に必須であること､軌換えパキエロウイ

ルスによって発現 したIE180が トランスTクテ ィベーターとしての技能を1rすることが明

らかとlLり､作出した】E180il伝子欠瓜ウイルスと同止伝子発現,<キュロウイルスは､Pry

&染･JY如横切の解析､lE180の横位と生化学的性状の検討に打用とJgえられた｡また､

IE180i暮伝7-欠81ウイルスが外来iA住子を発現できる新しいベクタ-ウイルスとしての有

用性を考案した｡

JF研究ではP,YのiB伝子がコー ドする多様Eiのタン,<ク野のうち､ウイルス粒子の構造

タンパクfZ(Lit伝子産物)で免疫演斗初更としてTi垂と考えられる栃 タンパク煎EⅢ､Pry

の感灸で鎖初に転写 押訳されウイルスの増鰍 こ大きなin rJを尖たす)E180(lEir伝子産物)

について横能解析を行った｡ヘルペスウイルス感染症では榔伏感史の成立と維持､再発横

榊の究明が叔大の課摩とな.)ており､それらの㍍卯には各退伝子の悌能の検討とともに増

如カスケー ドにおける相互作Mを明らかにする必要がある｡本研究の成D!はPrYを含めた

ヘルペスウイルスの感始･増殖模糊の解す=こ役立つことが畑持される｡



#*

本研究をまとめるにあたり､ご校閲とご指斗を戴きました東京大学兄上彪救援ならびに

創 t水産省家畜輔生St削 A77l水実iIfS士に蔑んで感謝の正を衣します｡

また､本研究の共同研究者としてご援助削 ､た伺試製JJ犬丸茂はt#士lLちびに今EtI史93

博上に深 く感謝いたします｡
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表1. PrY山形S-81tkに対すZ･抗書Ⅱおよび如El特異モノクローナル抗件a)

rl捷蛍光抗件法(lFA)と中和拭*

山b 迫AiEiEJ質 アイソタイプ

EFA･ NT(C-)b NT(C+)､

514 !□ lgG3 40,960 900 1･800

Jllll gⅢ llG1 20,480 ')0 1.000
M15 ‡rl lgG) 10,240 ･10 64

h37 gtll lsG28 10,240 '10 750

一免疫蛍光抗体法

bNT(C-)と ～T(C+)はそれぞれ補作非依存性 とNi体依存性中和試敦を示す｡
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兼2. 点々の分暮株に対す ろ坑fⅡおよび坑lⅢ特典モノクローナル坑件の反応性

モノクt)-ナル抗tf

ウイルス侠 5A4 NAll NA15 IA37

lFÀ NTb lFA NT IFA NT IFA NT

lndJBn85 10,240c 1,370 10,240 840 <10 <10 10.240 190

11川き-S81 40,960 l,800 20,480 1.000 10.240 64 )0.240 750

Fl,6分徹株39挟 >10.240 >100 >)0,240 >100 >10.240 >5D >10.240 ,loo

a免疫敢光tILL体法

b補体依存性中和拭駿

C抗休価



衷3. 変異庶牡文(臭化デ*キンク'JiJン)による坑jZ変異ウイルスの議書

モノクt)-ナル抗作

ウイルス株 514 NAll M)5 m37

lFA■ NTb IFA NT IFA NT IFA

山形IS81 40.960̀ 1,800 20,480 1,000 10.240

YIrC2-3 <10 く]0 10.240 440 10,240

YprG311 10.240 820 10,240 330 10.240

0

3

0

0

0

0

2

5

く

10
●

2,

4

0

3

6

∧J

2

YIITG2-3とYJrG3-1はそれぞれJllb5A4とNAbAA37lJ;在下で遭択 した変災原物fr議耕

ウイルス

8免疫iR光抗体法

b補作依存性中和試紫

C抗uLJ



糞1. マウスに対する山形S-81株と∫Ⅲ31長子欠鎖ウイルスの薪片tt

接種ウイルス見 (PFU/防)

10■ 0 10一0 1010 10*0 1010

ウイルス扶 接程軽持 PFU/LDI｡

EIJ形S-8L I.n. 5/5(3.0)■5/5(3.4)3/5(40)0/5 0/5

S.C. 3/5(3.0) 1/5(3.0)0/5 0/5 NT

ydlG3-1 I.n. NT 5/5(30)4/5(33)1/5(50)0/5

5.C. 5/5(3.2) 5/5(3.8)5/5(4.8)I/5(40) NT

8死亡数/接揺致､括部内の数字は死亡までの平均口数､NT'兼ZX較
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糞5. fⅢiI伝子牡鼓え^手>ロウイルス(AcPRG3)丘染付但

抽出gl免妊マウス血渦の中和活性

抗 原 マウスNo.

C(-)' C(←)-

AcPRG3感染

細胞抽出物

IcNPY感染

細胞抽出物

8C(-)は補体非依存性や和訳牧

らC(+)は補体依存性中和拭崇

C抗作価



那 . fⅢiL長子8L洗えワクチエTウイルス(rYY-fⅢ)捷Bウサギにおける

坑伴書の推移

ウサギNo. 妖強

0 3 7 14 21 28

A 0003-0.00) 0.043 0127 0.267 0407

-C 一 一 十 + +

く2 く2 く2 16 32 16

1 0.001 0.002 0024 0.)83 0270 0.300

- - 一 十 + +

(2 (2 (2 16 16 16

8改良105n■によるOD偵

b抗5;Xはアセ トン固定したPJ･Y感触PK-15細胞

cI:)0に希釈 した抗体のFa性反応(+)とF3tt反応(-)



衷7. Etm 伝子搬換えワクチエTウイルス(rYY-gtn)接辞マウスの免妊反応

免疫段 防御串

(生存散/攻事故) 改事前` 攻事後

lFlヽ NTc IFA

lHHu

I"‖u

lnHu

･▲7

0

0

0

E3.

M

液

i

札

兼

>..

yy

培

3

●

●

6十

●

■

2

'】
2

く
ノ＼

く

一

一

一

8rYV一gⅢのjn加免妊後

b免疫gZ光抗休法

C補体依存性中和試挨

d).10に希釈した抗PrY抗休に対するBitt反応(.)とF3性反応(-)

rbLttllA



頚8. 山形S-81枚と‡ⅢiA伝子欠損ウイルス(YdIG3)免疫Jf

血清の抗件活性

免疫血清 ブタNo.

32d 40

256 80

128 <)0

128 く10

◆

◆

&補体依存性rtl和訳崇

b赤血球確報抑制試製

cgⅢiq伝子縦換えワクチニアウイルス感姓細胞を抗原として

抗gDl抗体特光的な免疫射光b'L作法

d抗体価

eI:20に希釈血テIlの反応(+;脂性,-,I3性)
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表9. lE180it伝子組洗え,{キュロウイルス(rlcIEI80)古史SF21AE力点とIE180il伝子欠姐

*-エスキー済 ウイルス(AY61)&染Yero瀬Bのk色によるJ+舟相#拭*

AY64感染Yero糊胞 との弘合R狙

Y4V榊胞` Yero細胞

AcNPY感染SF21AE細胞 .0.7- '0.7

rAcIE180盛典SF21AE細胞 4.9 '07

SF211E細胞 <0.7 <07

V4V細胞 3.5 <07

且F'rVIE180発現Yero細胞

blo110PFU/Ll

I64-
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臥 . 制限群兼BB▲日によ-,て切断したオーエスキー病 ウイルスゲノムの物理地図 と

制限辞ま切斬里

上段(【)はマ'ブユニ ットを付したオーエスキー病 ウイルスゲノムの映式図を示す｡

PrYゲノムはUL(unique long)領域とUS(unlqueShort)領域およびUS領域を挟み込む倒田反

3(配列くInYertedrepeatSequence.lRS)と端末反故配列(ter)lnalrepeatsequence,TRS)

からなる｡中段(Ⅱ)と下段(Ⅲ)はそれぞれtsGl扶(A).lrldl8n8S抹(8),NK抹(C).山形5-81

珠(D)ゲノムのCdJ11制限古幡 による物理地図 と切断型を示す｡DNA断片に付された数字は

tsGl昧(3)の和宮に準 じた｡
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図5.BJJNl5断片に相違 したLpJITZ断片の長 さのだ異

レー ン1;lbO8/88.I,- ン2;Choヰ/88.レー ン3;ChO6/88.L,- ン4;ChO5/88.

レーン5;TcO9/89.レー ン6;NF株.7;LLI形S-BL珠.8;lndIan8S挟,9:tsCl珠｡右側のアル77

ペットは図6に示 した物理地図にAEづいたKpl)lin化断片を示す｡

-71-



･r器二二 一 一- - = -=m

NAPS

･亘 ･ cll l T l h tBJT .芸 子 o軒 .:即 丁.軸 ? 芸 ."

15 14
L

GEhKX LL RS Us TRs

図6. 日本分荘珠のゲノムに生 t;た変異傾城

上段(I)はBBJnr河化断片 あるいはkpnl渦化断片の変災に別保す る領域(斜採部.長 さの

変化.▽.切断点の消失)､中段(Ⅲ)は日本の プロ トタイプの山形S-81株の88JIHおよびKplll

の物理地図､下段(Bl)はゲ/ムの蚊式匿を示す｡
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200_

92.5_｣ 戸 島

.669_-･ 旨 義 等

固7･ モノクローナル抗件によって免疫沈拝したオーエスキー月 ウイルスの着タンパクF

オ~エスキー柄ウイルス山形S181株感染細胞を【●一C】-グルコサ ミンによ-,てほ卑し､放

射性免疫沈柾法Ffl′(ッフ'-で可削 ヒ後､NAl).AAl5.5A4,M37で沈降させた｡左仰の数字

は分下見マーカーを示す｡
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Lり 1竺 ｣ ⊥一一･.-｣ b12aJ ･77 1･ 4-日一一 五 島地 5･10177号旦遥 3

83177Hlmap

pG3S

a-n真 吾
書 i;QS書 房 云 喜 書き

q

〔D

5' gHmRNA

臥 *-エスキー兵 ウイルス山形S-81株BDriI伝子領域の物珠地図

上段(I)は山形S-81株ゲ/ムの8BJM物理他国を､また中段(Ⅱ)はpG3Sプラス ミドにタ

ロ~ニングしたIDTiB伝子領域の物理地EZlを示す｡下段(Ⅲ)はgJDib伝子の伝写柳城で､5･
は転写開始aI､3'は転写特7瓜ITある｡
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∫■■l

包9･ fETir伝子岨換え′{キュロウイルス作出のための トランスフ▼-ベクタI

plcPFZC3の群舞

pAcY削Sプラス ミドにgmiF伝子を結合 してplcPRC3を柵焚(A)し､その荏合部の塩基配列

杏(8)に示 した｡
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凱o･川 it伝子軌携えワクチニアウイルス作出のための トランスフ,-ベクター

pHIPlmの耕卒

去uく塗りつぶした部分はIETiB伝子を制御するワクチニアウイルスp7519伝子初期-後191

ブt'モーターを､また白い部分はワクチニアウイルス赤血球和地(HA)it伝子を示す｡
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1 2

回11.fⅢil丘子81鼓え,{千一t,ウイルス(AcPRG3)&染SF211E細胞の抗■Ⅲ
モ/クt7-ナル抗件川137)による免疫蛍光坑件法

7セ トン固定接木の虫光軸故殺写丈(A)では感独部位に一致してフォーカス41に蛍光が

空められる｡兼固定模本における蛍光朝敬漠写式(且の1)は同税封の明視野輔微粒写箕(8の

2)とのtt:俊で明らかなように細也讃面に蛍光が認められる｡
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固12. fⅢiL伝子岨洗え/{手 エロウイルス(AcPRC3)のタンパク文合成 1

[8H】-ロイシン場Z+したAcPRC3.凍パキュロウイルスのAcNPY.モゥク感染SF21AE細胞の

SDSポTJアクリルアミドゲル花見泳動後のフルオログラム(A)とクマシ-･ブリリアント ブ

ルー敗色は本(8)｡AcPRG3感娘細胞ではポT)ヒドリンタンパク質(A)は検出されす､新た

k産生されたタンパク質(lの▲,Bの●)が竣められる｡
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臥 3･fEliI伝子8L汝え.{キュロウイルス(lcPRG3)のタンパクE合成2

〔'H】-ロイシンtn した▲cPRG3(レーン】･6).耕パキ3LpウイルスのIcNPY(レーン2.7),モ

ツタ(レーン3･8)感娘SF21AE細胞およびオーエスキ-病 ウイルス感染(レ-ン4,9)と非感染

(レー ン5･10)PK-)5細胞のフルオログラム. レーン1から5は感独細胞抽出液を正臥 また

レ~ン6からIOは抗 Ⅲ̀モノクE'-ナル抗休(Xl37)による免度沈降分画を泳動 した｡
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軌1.(Ⅲi*伝子81&えJ{キュt,ウイルス(lcPRC3)&染昆虫細胞におけるfⅢの括れ付h]

lcPRG3.耕パキーロウイルスのAcNPV,モブタ感nSF21AE細胞を【8H〕グルコサ ミンおよび

[8日】ロイシンによってt5讃したタンパク質のフルオログラム(A)と糖乃付加抑制剤ツニカ

マイシン処理(+)および未処理(-)【sM】-ロイシン増讃タンパクftのフルオログラム(B)｡

矢印(.+)は72kD8と67kDBの糖鎖付加された合成書Ⅲタンパクflを示す(AおよびB)｡糖鎖

非付加gtn前駆タン′ヾク質は55kD8タンパクffとして比められる(Aの●およびBの△)｡
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同16. 抗一Ⅲモノクローナル坑件(山37)を用いたIⅢiI伝子岨換えワクチエTウイルス

(rYYIET)LS染打払の放射性免疫沈托法

【Hc】-グルコサ ミンによってtSjtした潔ワクチニアウイルスのLC16lo株(L'-ン]),

rYV-1Ⅲ(レーン2),オーエスキー病ウイルス山形S-81株(レ-ン3).モクク(レーン4)感染

RX-13如胞をモノクロ-ナル抗体(NA37)を用い免疫沈托 した｡rYY-BEI(レーン2)とオ-エ

スキー桶 ウイルス(レーン3)感染細由では同分子見のバンドがはめられる｡
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周17.書ⅢiL伝子のサザンブロット解析

6快のFT本分#オーエスキ-病ウイルス(レーンlから6)､山形S-81扶(レ-ン7)､!ETig

転子欠出オーエスキ-病ウイルスのYdlG3-1(レーン8)とYdlC3-2(レーン9)の感始PK-15和

也から羽封したDNlをPsLlで荊化した抜､pC3Sプラスミドの川TiB住子(43ktIPPsLJ断片)

をプローブとして^イブrJダイゼ-シ■ンを行った｡再欠KI薮･舛株とも2.7kbpのバンド

として枚LLIsされ､L6kbpのXJ)orrr片が欠失したことを示 している｡
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図18.6Ⅲit伝子欠泉*-エスキー薪ウイルス(YdlG3-1)のPl115抑脂における増河曲操

枚ウイルスの山形S-81抹(左)と5Ⅲ退伝子欠舶ウイルスのYdlG3-1(右)を多五感敷皮10

でPK-15細胞に技任し､液相と細胞相のウイルス力価を様時的に測定 した｡
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図19. I-エスキー頼 ウイルスの感染価 とマウス赤血球SE典(HA)活性 との相朋

山形5-8L株から3ほ1した19のウイルスス ト'クについて､rll活性(縦軸)と感染価(横軸)

を羽べた｡HIPZi･性と感n価 との問にはlX某所の危険串で正の相EWM係が沈められる(rI:Ⅰ9,

T:0.92.y=27X-135).
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antI
AcPRG3-SF21AE

同21.ftEif住子岨洗えJ{キュロウイルス(AcPRG3)発現Eulの免妊血渦を用いた

免疫9(光抗体法

Tセ トン国定 したオーエスキー病ウイルス感染PX-15細胞を抗gⅢモノクローナル抗体

h37(8)､杭パキ&ロウイルスAcNPY感染SF21AE細胞免疫マウス血柄(b)､抗IcPRC3感染

sF211E細胞免疫マウス血消(C)で反応 させ､二次抗件にはFrTCtヨ戎抗マウス免妓 グロブリ

ンC抗体を用いた｡抗AcPRG3感染SF211E細胞免皮血約(a)は抗gⅢモノクロ-ナル抗体

Jl137(■)と同位の反応を示 している｡
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固23･ I-エス手-薪 ウイルスlndl&n&S株のtE180il伝子境域の耕迫 と使用 した

プラス ミドベクターのiI藁

Aはオ-エスキ-肩 ウイルスJE180i且伝子の物理地図と位写地図を示す｡上段(I)はマ･,

ブユニ-Jトを付したゲノムの蛸造､また中段川 )はIndl8n85枚ゲノムのBBJHI物理地図を

示す｡下段(m)にはplEプラスミドの物理地図とIE180ig伝子の転写俄域(矢印のボックス)

とpIENBおよびpd188プラス ミドの構造を示 した｡BとCはそれぞれTEI80退伝子発現細胞作

出のためのpRNIEL80neoプラス ミドとIE180i且伝子と大AA蔚laCZj且伝子のEJ'iみ取 り仲(ORE)

とを皿換するためのpIEPg81Aプラスミドのii伝子地図である｡
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詞24. 1E180il伝子発現岨換えJlキ>ロウイルスの作出に用いたpAcPlEIBO

プラス ミドの桝造

plcPIEI80プラス ミドは､CBJtJIの消化によりplE.V8プラス ミドから得た4.7kbpのほ180

過伝子読みJCZり砕くORF)をpAcYllトランス77-ベクターのBBJHt切断部位に挿入すること

によって桝藁 Lf=(A)｡BはIE180退伝子ORFとpAcYよ1との接探知の塩題配列で､ボックスと

下操はそれぞれ88JH切断部位とJE180i且伝子ORFの翻訳脚始部位を示す｡
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図26. P180細胞を用いて作出したIE180iI伝子欠損*-エスキ-薪 ウイルス(AY61)の

相対曲ヰ

IY64をPK-L5細胞(△と▲)とP180細粒(Oと●)に低多韮感染度(A)と許多韮感染度(8)で

蛭程し､37●Cで培J:した｡掻時的に培養油を提JDZL､液相のウイルス力価をPH 5細胞く△

と○)あるいはP188細胞(▲と●)を用いて37℃でiN足した｡
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図27. IE180iL伝子をプET-プとするP180.Pl13,YIY和也DNlのサザンブロット#折

Pr-15,P180.Vero.PIA3,Y4Y細胞から抽出したDNAとpR九IE180neoプラスミドのNcol荊化断

片をpIENBプラスミドから刃3!した18kbpのNcol断片をプローブとしてハイプー)ダイゼー

シE'ンを行.'た｡致字はpRNIEl80neo汎化によって可祝化された3×10-bpの細胞DNl当た

りのウイルスDNAのコピー数を示す｡
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図28. 】E:180iL伝子欠8I*-エス手一掃ウイルス(AY321-33.1Y64)と丑ウイルスの

lndt■n■S株のゲ/ムJP折

AY32)-33,AY64.)ndi8n8StkのDMとpIEPg&Jlプラス ミドをBBJNJあるいはXpnlによって

消化し､0.6;アガロースゲルで電気泳動を行い臭化エチジウムで敗色した(A)｡分酉され

たDMrr片をプロ･,ティング膜に転写し､"pt534した18CZiB伝7(8)あるいはJE180iB伝子

(C)をプロ-ブとしハイプIJダイゼ-./Fンをrrった｡Aの▲と●で,-I(されたバンドはそれ

ぞれl&cZiB伝子とlE180ii伝子を含むDNA断片を示す｡
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図30. Yero抑ね とY4Y細ねにおける1E18DiI伝子欠狙オーエスキー病 ウイルス(lY64)の

増難曲捉

AY64を多並感染旺OlでYero細胞(△と▲)とV4Y畑地(Oと●)に接任 し､37℃で培養した｡

ウイルス材料を擢時q'Jに毘収し､液相(Oと△)と細胞柑(●と▲)のウイルス力価をY4Y細

胞を用いて37℃で測定 した｡
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図31. 1E18Oil伝子欠坦*-エスキ-病 ウイルス(lY64)を感染YeroとY4Yfil胸における

βlE&Lの発現

AY64を多戎感放任0.ⅠでYero細胞(○)とY4Y細胞(●)に接任 し､37℃で培兼 した｡捉喝的

に細胞試料を提JDZL､その抽出液のβ-881活性を月べた｡
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固32. 1E180iL伝子81洗え,{キュ｡ウイルス(rAcIE180)によって令成されたタンパク文

BlパキェロウイルスのAcNPY(レーン=:4)あるいはrlclE180(レーン2と5)､モック(レー

ン3と6)感染SF21AE細胞を細胞質(レーンLから3)と域(L,-ン4から6)に分iiL,SDSポ')ア

クリルア ミドゲル花見泳動を行った抜､ゲルをクマシー･ブ.)リTント ブルーで染色した｡

rAcIE180感始SF2)lE細胞の細胞質分画に分子見180kD8のタンパク質がはめられる(レ-ン

2,矢印)｡
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図33. H:】80iI伝子岨洗え,<キュロウイルス(rlcTE180)を&染させたSFZlA油 虫の

免庄プロット群折

親′(キュロウイルスのAcNPY(レーン))およびrAcIEl80(レーン2)感染SF211E細胞とサイ

クt7ヘキサ ミド処理したPrY感染PK-15細胞(レ-ン3)､対照のPK-15細胞(レ-ン4)から抽

出した抗招織をSDS-PAGEで分画後､プロッティング膜に屯写し抗IE180ペブタイ ド抗体と

反応させた｡

-9Sl-










	313004_0001
	313004_0002
	313004_0003
	313004_0004
	313004_0005
	313004_0006
	313004_0007
	313004_0008
	313004_0009
	313004_0010
	313004_0011
	313004_0012
	313004_0013
	313004_0014
	313004_0015
	313004_0016
	313004_0017
	313004_0018
	313004_0019
	313004_0020
	313004_0021
	313004_0022
	313004_0023
	313004_0024
	313004_0025
	313004_0026
	313004_0027
	313004_0028
	313004_0029
	313004_0030
	313004_0031
	313004_0032
	313004_0033
	313004_0034
	313004_0035
	313004_0036
	313004_0037
	313004_0038
	313004_0039
	313004_0040
	313004_0041
	313004_0042
	313004_0043
	313004_0044
	313004_0045
	313004_0046
	313004_0047
	313004_0048
	313004_0049
	313004_0050
	313004_0051
	313004_0052
	313004_0053
	313004_0054
	313004_0055
	313004_0056
	313004_0057
	313004_0058
	313004_0059
	313004_0060
	313004_0061
	313004_0062
	313004_0063
	313004_0064
	313004_0065
	313004_0066
	313004_0067
	313004_0068
	313004_0069
	313004_0070
	313004_0071
	313004_0072
	313004_0073
	313004_0074
	313004_0075
	313004_0076
	313004_0077
	313004_0078
	313004_0079
	313004_0080
	313004_0081
	313004_0082
	313004_0083
	313004_0084
	313004_0085
	313004_0086
	313004_0087
	313004_0088
	313004_0089
	313004_0090
	313004_0091
	313004_0092
	313004_0093
	313004_0094
	313004_0095
	313004_0096
	313004_0097
	313004_0098
	313004_0099
	313004_0100
	313004_0101
	313004_0102
	313004_0103
	313004_0104
	313004_0105
	313004_0106
	313004_0107
	313004_0108
	313004_0109
	313004_0110
	313004_0111

