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【背景】

ヒトヘノレベスウイルス 6(human herpesvirus~，班IV-6) は、 B ヘルペス亜科に属するヒト

〈ノレペスウイノレスの 1種である。 HHV-6は、従来、 HHV-6AとHHV-6Bの2つのパリアントに分

類されてきたが、近年、それぞれ別の種として再分類された。

班IV-6Aの細胞への侵入に関与するウイルス側日ガンドおよび宿主側レセプターは、既に明

らかになっている。即ち、ウイルス側リガンドは、ウイノレス粒子エンベロープに存在する糖

蛋白 H(gIycoprotein H， gH)、糠蛋白 L(gIycoprotein L， gL)、糖蛋白 Ql(gIycoprotein Ql， 

gQl)、糖蛋白 Q2(glycoprotein Q2， gQ2)複合体 (HHV-6AgH/ gL/ gQ1/ gQ2，複合体)であること、

さらにその宿主側レセプターがヒト CD46であることが報告されている。しかし、その侵入機

構についての詳細はいまだ明らかにされていない。

I目的l
HHV-6Aが細胞へ侵入する際の機構の解明を目的とする。

【方法l
HHV-6Aに対する中和モノクローナル抗体を作成し、そのエピトープ同定を試みた。

具体的には、まず、班IV-6A感染細胞から HHV-6A粒子を精製し、 uv照射にて不活化後、マ

ウスに免疫することでモノクローナノレ抗体を作製した。得られた抗体のうち、 gQlを標的とす

る中和抗体を、 IFA(indirectimmunofluorescence antibody assay)法及び中和試験にて選別

した。さらに、様々な塩基長の、匝IV-6AgQlの C末端欠失変異体を作製し、 IFA法にてその

中和抗体のエピトープ同定を試みた。

【結果1
1. HHV-6A gQ1に対する中和モノクローナル抗体の作製

まず、[方法]に記載した通りに HHV-6Aに対する中和モノクローナル抗体の作成を試みた。

その結果、 HHV-6AgQ1を特異的に認識する(IlPち、 HHV-6BgQlは認識しない)中和モノク

ローナノレ抗体の作製に成功した(AgQ1・1抗体と命名)。

2. HHV-6A gQ1の 492- 504アミノ酸の領域は AgQ1・1抗体の認織に必須であ

る (Fig.1) 

次に、作成したAgQ1・1抗体のエピトープ同定を試みた。

具体的には、様々な塩基長の HHV-6AgQlの C末端欠損変異体を作製し、 IFAにて抗体

への反応性を検討した僻析には、 293T細胞による一過性発現系を用いた)。その結果、 504

アミノ酸までの欠損変異体には反応を示すが、 492アミノ酸以降の欠損変異体には反応を示

さなかった(Fig.1)。この結果より、 gQlの492から 504アミノ酸の領域が、AgQl・1抗体の

認識に必須であることが明らかとなった。



3. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ酸領域は、 AgQ1・1抗体のエピトープではな

いが、認識に必須の領域である (Fig.2， 3) 

1.に記載したように、AgQl・1抗体は、 HHV-6AgQlを特異的に認識した(即ち HHV.6B

gQlを認識しなかった)。そのため、次に、 HHV-6AgQlとHHV・6BgQlとの聞で、 492か

ら 504アミノ酸領域におけるアミノ酸配列比較を行った。その結果、この領域内で異なるの

は、 496アミノ酸のーヶ所のみであった但HV-6AgQlではQ，HHV-6BではE)(Fig. 2 A)。

この結果をうけて、 496アミノ酸を Eに置換した変異体、 AgQl(Q496E)、を構築し(Fig.

2B)、IFAでAgQl・1抗体への反応性を検討した。その結果、 AgQl(Q496E)は、 AgQl・1抗

体に反応性を示した伊ig.3 B)。この結果より、 HHV-6AgQlの492- 504アミノ酸領域

はAgQ1-1抗体のエピトープではないと考えられた。しかし、 494- 497アミノ酸領域を欠

損させた変異体、 AgQl(.H94 -497)、はAgQ1・1抗体に反応性を示さなかった。この領域

で更なる解析を行うために、各アミノ酸を 1つずつ、あるいは全てを Aに置換した変異体を

構築し(Fig.2 B)、同様の解析を行った。その結果、 1つのアミノ酸の置換変異体は反応性を

示したが、 4つ全て置換した変異体、 AgQl(494AAAA497)、は反応性を示さなかった(Fig.3

B)。

以上の結果より、 HHV・6AgQlの494- 497アミノ酸領域は、 AgQ1・1抗体のエピトー

プではないが、認識に重要な領域であることが明らかとなった。

4. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ醗領域は、 AgQ1-1抗体の認識に必須の領域

である(免疫沈降法による確認)(Fig. 4) 

次に、構築した各変異体への反応性を、 AgQ1-1抗体を用いた免疫沈降法によって検討し

た。具体的には、 293T細胞にwildtype gQlあるいは変異体gQlを、 gH，gL，gQ2と共発現

させ、AgQ1・1抗体による免疫沈降を行った。得られた試料を用いて、 gQl，gH， gL， gQ2に

対する抗体による Westernblottingを行った。その結果、 AgQl(.H94 -497)およびAgQl

(494AAAA497)ではいずれの構成要素も検出されなかった(Fig.4)。この結果より、 HHV.6A

gQlの494- 497アミノ酸領域は、 AgQ1・1抗体の認識に必須の領域であることが免疫沈

降法による解析によっても確認された。

5. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ酸領域は、 HHV-6AgH/gL/gQl/gQ2複合体

の形成に必須である (Fig.5)

さらに、この領域が、 HHV-6Aのリガンドである gHlgLlgQlIgQ2複合体の形成に及ぼす

影響について検討を行った。具体的には、 gHの抗体による免疫沈降法で上記 4.と同様の解析

を行った。その結果、 AgQl(a494-497)およびAgQl(494AAAA497)では gQlが検出され

なかった(Fig.5)。この結果より、 HHV-6AgQlの 494- 497アミノ酸領域は、

gH/gLlgQlIgQ2複合体の形成に必須の領域であることが明らかとなった。

6. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ酸領域は、CD46への結合に必須である (Fig.

6) 

次に、この領域が、 HHV-6Aの宿主側レセプタ}である CD46への結合に及ぼす影響につ

いて検討を行った。具体的には、 CD46を用いた免疫沈降法で上記 4.及び 5.と同様の解析を

行った。その結果、AgQl(.H94 -497)およびAgQl(494AAAA497)ではどの構成要素も検

出されなかった。この結果より、 m王V-6AgQlの494- 497アミノ酸領域は、 CD46への

結合に必須であることが明らかとなった。

7. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ酸領域は、 HHV-6Aの増殖に必須である

最後に、HHV-6AのBAC(bacterial arti宣.cia1chromosome)を用いて、この領域がHHV-6A

の増殖に必須であるか否かについて検討を行った。その結果、 AgQl(a494 -497)を含む

HHV-6Aゲノムからはウイルスは再構築されなかった。そして、その復帰株の再構築は可能

であったことから、 HHV-6AgQlの494- 497アミノ駿領域は、田町-6Aの増殖に必須で

あることが明らかとなった。

8.. HHV-6A gQlの 494- 497アミノ酸に相当する領域は、 HHV-6BgQlにおいて

も細胞侵入に重要な領域である

当研究室では、以前、 HHV-6BgQlに対する中和抗体を用いた解析結果を報告している

(Journa1 ofVirology_ 2011. 85(24): 12962-71)。その報告において、 m王V司6BgQlの、中和

抗体の認識に必須の領域但HV-6BgQlの 486- 489アミノ劇を同定した。そこで、今回

同定した領域との関連について検討を行った。

その結果、今回同定したE宜王V-6AgQlの領域は、以前に報告したHHV-6BgQlの領域に

相当する領域であることが明らかとなった。即ち、今回同定したHHV-6AgQlの494- 497 

アミノ酸領域は、 E丑王V-6AgQl， HHV-6B gQlに保存され、重要な役割を果たす領域である

ことが明らかとなった。

【結論1
1.今回の解析により、班fV-6AgQ1の494ー .497アミノ酸の領域が、以下の機能に必須かっ

重要であることが明らかとなった。

1)得られた AgQ1-1抗体による認識

2) リガンドである gH/gL/gQ1/gQ2複合体の形成

3) レセプターである CD46への結合

4)聞V-6Aの複製

2.上記領域は、血fV-6BgQ1においても保存され、重要な役割を果たす領域であるととが明ら

かとなった。
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ヒトヘノレペスウイルス 6(human herpesvirus-6， HHV-6)はHHV-6AとHHV-6Bの2つの穏に

分類されている。 HHV-6Aの細胞侵入に関与するウイノレス側リガンドは、ウイノレス粒子エンベロー

プに存在する gly∞proteinH (gH)、gL、gQl、gQ2複合体但HV-6AgH/gLlgQl/gQ2複合体)で

あり、宿主側レセプターはヒト CD46である。しかし、その侵入機構についての詳細はいまだ明ら

かにされていない。申請者らは、HHV-6Aが細胞へ侵入する際の機構の解明を目的として、HHV-6A

に対する中和モノクロ一ナノレ抗体を作成し、そのエピトープ同定を試みた。

まず、 HHV-6AgQlを特異的に認識する(即ち、 HHV-6BgQlは認識しない)中和モノクロ一ナ

ノレ抗体(AgQ1・1抗体と命名)を作製した。そして、様々な HHV-6AgQlのC末端欠損変具体を作

製し、 293T細胞に発現させて、免疫蛍光法 (IFA)にて抗体の反応性を検討した。その結果、 504

位アミノ酸までの欠損変異体には反応したが、 492位アミノ酸以降の欠損変具体には反応しなかっ

た。この結果より、 gQlの492位から 504位アミノ酸の領域が、 AgQ1-1抗体の認識に必須であ

ることが明らか左なった。 492位から 504位アミノ酸領域におけるアミノ酸配列比較を行ったとこ

ろ、 HHV-6Bとは496位アミノ酸ーヶ所が異なるのみであった但HV-6AgQlでは Q，HHV-6B 

ではE)。そこで、 496位アミメ酸をEに置換した変異体AgQl(Q496E)を構築し、 IFAでAgQl・1

抗体への反応性を検討したところ、 AgQl(Q496E)はAgQl・1抗体に反応性を示した。この結果よ

り、 HI王子6AgQlの492位-504位アミノ酸領域はAgQ1・1抗体のエピトープではないと考えら

れた。しかし、 494位-497位アミノ酸領域を欠損させた変異体AgQ1 (il494 -497)はAgQ1・1

抗体に反応性を示さなかった。この領域で更なる解析を行うために、各アミノ酸を 1つずつ、ある

いは全てを Aに置換した変異体を構築し、同様の解析を行った。その結果、 1つのアミノ酸の置換

変異体は反応性を示したが、 4つ全て置換した変異体AgQl(494AAAA497)は反応性を示さなかっ

た。以上より、 HHV-6AgQlの494位一497位アミノ酸領域は、 AgQ1・1抗体のエピトープでは

ないが、認識に重要な領域であることが明らかとなった。

次に、構築した各変異体への反応性を、 AgQ1・1抗体を用いた免疫沈降法によって検討した。具

体的には、293T細胞に wildtype gQlあるいは変異体gQlを、gH，gL， gQ2と共発現させ、AgQ1-1 

抗体による免疫沈降を行った。得られた試料を用いて、 gQl，gH， gL， gQ2に対する抗体による

Western blottingを行った。その結果、 AgQl(il494-497)およびAgQl(494AAAA497)ではいずれ

の構成要素も検出されなかった。この結果より、 HHV-6AgQlの494位-497位アミノ酸領域は、

AgQ 1・1抗体の認識に必須の領域であることが確認された。さらに、この領域が、 HHV-6Aのリガ

ンドである gHlgLlgQl/gQ2複合体の形成に及ぼす影響について検討を行ったところ、 AgQI(il

494-497)およびAgQI(494AAAA497)では gQlが検出されなかった。この結果より、 HHV-6AgQl

の 494位-497位アミノ酸領域は、 gH/gLlgQlIgQ2複合体の形成に必須の領域であることが明ら

かとなった。

次に、この領域がHHV-6Aの宿主側レセプターであるCD46への結合に及ぼす影響について検

討を行った。その結果、 AgQI(Ll49ι497)およびAgQI(494AAAA497)ではどの構成要素も検出さ

れなかった。この結果より、 HHV-6AgQlの494位一497位アミノ酸領域は、 CD46への結合に必須

であることが明らかとなった。



最後に、 HHV-6Aのbacteria1artificia1 chromosomeを用いて、この領域が HHV-6Aの

増殖に必須であるか否かについて検討を行った。その結果、 AgQl(t::. 494-497)を含む

HHV-6Aゲノムからはウイルスは再構築されなかった。そして、その復帰株の再構築は可能

であったことから、 HHV-6AgQlの494位一497位アミノ酸領域は、 HHV-6Aの増殖に必

須であることが明らかとなった。

申請者の研究室では、以前、 HHV-6BgQlに対する中和抗体を用いた解析結果を報告し

ている。その報告において、 HHV-6BgQlの、中和抗体の認識に必須の領域但HV-6BgQl

の 486位-489位アミノ酸)を同定した。そこで、今回同定した領域との関連について検討

を行った。その結果、今回同定した HHV-6AgQlの領域は、以前に報告した HHV-6BgQl

の領域に相当する領域であることが明らかとなった。即ち、今回同定した HHV-6AgQlの

494位一497位アミノ酸領域は、 HHV-6AgQl， HHV-6B gQlに保存され、重要な役割を果

たす領域であることが明らかとなった。

以上、本研究は、 HHV-6が細胞へ侵入する際の機構の解明を目的とし、 HHV-6Aに対す

る中和モノクロ一ナノレ抗体を作製し、そのエピトープ同定を試みたものであるが、今回同定

した HHV-6AgQlの領域は、 HHV-6BgQlにも保存され、重要な役割を果たす領域である

ことを明らかにしたものとして価値ある集積と認める。よって、本研究者は、博士(医学)

の学位を得る資格があると認める。


