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学位論文の内容要旨

The neutralizing linear epitope of human herpesvirus 6A 

glycoprotein B does not affect virus infectivity 

ヒトヘルペスウイルス6A糖タンパク質 Bの中和リニアエピトープは

ウイルス感染に影響しない

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

臨床ウイルス学

指導教員：森康子教授

若田愛加

［背長］

ヒトヘルペスウイルス6(Human Herpesvirus 6: HHV-6)はヘルペスウイルス科、 Pヘルペス
ウイルス亜科に属し、 Tリンパ球に親和性をもつ二本鎖DNAウイルスである。 HHV-6は塩
基配列や抗原性、細胞向性の違いから HHV-6AとHHV-6Bに分類されている。 HHV-6Bは
乳幼児期に発症する突発性発疹の原因ウイルスとして知られているが、 HHV-6Aによる病
態は不明な点が多い。

HHV-6Aおよび HHV-6Bはウイルス粒子エンベロープ上にウイルス特異的な糖タンパク

質複合体[glycoproteinH (gH)/gUgQI/gQ2複合体］をもっ。その複合体は、各ウイルスの宿主

受容体である CD46(HHV-6A)あるいはCD134(HHV-6B)のウイルス側リガンドとして働く。
ヘルペスウイルスの宿主細胞への侵入には、ウイルスエンベロープと宿主細胞膜の融合が

重要であり、その過程には、ヘルペスウイルス科で保存されている gH/gL複合体およびgB

が必須である。当研究室では、 HHV-6AgB特異的な中和モノクローナル抗体 (87-y-13抗
体）の作製し、その抗体認識のエピトープ部位が、 gBの347番目のアスパラギンであること

を同定している (Takedaet al., 1996)。また、 2017年には、 HHV-6AgBの細胞内領域(CTD)が

HHV-6Aの感染に必須であることを明らかにしている。以上により、 HHV-6AgBも、その
感染において重要な役割を担っていると考えられる。

［目的）

本研究では、同定されている HHV-6AgBのエピトープ部位のさらなる機能解析と87-y-13
抗体の作用機序を明らかにすることを目的とした。

［方法）

HHV-6A BAC (Bacterial artificial chromosome)システムを用いて、エピトープ部位に変異を

導入した2種類の gB変異体ウイルスおよび各々の復帰体ウイルスを作製した。得られた

DNAをHHV-6A感受性細胞に導入し、 gB変異体ウイルスが再構築されるか否かを調べた。

また、再構築されたgB変異体ウイルス感染細胞におけるウイルスタンパク質の発現を確認

した。さらに、 87-y-13抗体が gB変異体ウイルスを認識するか否かを調べるために、免疫
沈降および中和試験を行った。

本研究では、 gH/gL/gQ1 /gQ2および gBを293T細胞 (CD46が発現している）に共発現させ
ると生じる細胞間膜融合を利用し、ルシフェレース活性により膜融合を定基化するアッセ

イ系を構築した。この系を用いて、 87-y-13抗体による膜融合阻害実験を行った。

［結果］

① 87-y-13抗体のエピトープに変異を導入した HHV-6AgB変異体ウイルスゲノムを作製した
(Fig. 1) 
HHV-6Aの遺伝子組換えシステムを利用し、 87-y-13抗体に対するエピトープに変異を導

入し、 2種類のgB変異体ウイルスゲノムを作製した。 1つはgBの347番目をアスパラギンか
らリジンに、もう一方はアラニンに置換し、各々HHV-6ABACgB(N347K)あるいはHHV-6A
BACgB(N347A)と命名した。また各々の復帰体ウイルスも同様に作製し、 HHV-6A
BACgB(N347K)revあるいはHHV-6ABACgB(N34 7 A)revとした。



② gB変異体ウイルスは感染性をもつウイルスとして再構築された(Fig.2, 3) 
①にて作製した gB変異体ウイルス DNAをHHV-6A感受性細胞 (JJhan細胞）に導入し、
再構築を試みた。結果、感染の指標としてウイルス DNAに挿入した GFPの蛍光が時間の
経過とともに増加した。さらに、ウエスタンプロッティング法により感染細胞からのgHお
よびgBが検出された。
よって、 gB変異体ウイルスが感染性をもつウイルスとして再構築されたことより、 87-y-
13抗体のエピトープはHHV-6A感染に、必須ではないことが明らかとなった。

③ 87-y-13抗体はgB変異体ウイルスのgBを認識しない(Fig.4) 
次に、 87-y-13抗体がgB変異体ウイルスのgBを認識するか否かを調べるため、 87-y-13抗
体による免疫沈降法を行った。まず、各々の感染細胞を用いて87-y-13抗体による免疫沈降
を行い、得られた試料に対して別のgB抗体によりウエスタンプロッティングを行った。そ
の結果、野生体および復帰体ウイルスのgBは検出されたが、 gB変異体ウイルスのgBは検
出されなかった。一方、別のgB抗体で同様に免疫沈降を行ったところ、すべての感染細胞
から gBが検出された。
よって、 87-y-13抗体は、 HHV-6AgB変異体ウイルスが持つ gBを認識しないことが明ら
かとなった。

④ 87-y-13抗体はHHV-6AgB変異体ウイルス感染を阻害しない(Fig.7) 
HHV-6A gB変異体ウイルス感染が、 87-y-13抗体により阻止されるか否かを調べるために、
中和試験を行った。方法は、野生体、 gB変異体、あるいはその復帰体ウイルスを各々87-y-
13抗体と反応させ、その後JJhan細胞に感染させた。その結果、野生体および復帰体ウイル
スの感染は見られなかったが、 gB変異体ウイルスの感染は認められた。一方、 HHV-6A
gQlの中和抗体で同様の実験を行ったが、 gB変異体ウイルスの感染は阻止された。
よって、 87-yー13抗体は、 HHV-6AgB変異体ウイルスを中和しないことが明らかとなった。

⑤ gH/gL/gQ1/gQ2複合体およびgBの共発現は CD46発現細胞において細胞融合を引き起こす
(Fig. 8) 
ヘルペスウイルスの侵入に必須とされるエンベロープ糖タンパク質は、受容体発現細胞

に共発現させると細胞融合を引き起こすことが知られており、他のヘルペスウイルスの解

析では広く用いられている。

そこで HHV-6Aにおいても、糖タンパク質の共発現により細胞間膜融合が誘導されるか
否かを試みた。 HHV-6AgH/gL/gQ l/gQ2と細胞膜面に局在する gB変異体(Y822A)を293T細
胞(CD46発現）に共発現させ、膜融合を観察した。さらに、ルシフェレース活性を測定する
ことで定量的に評価した。その結果、細胞間膜融合が観察され、ルシフェレース活性が検

出された。

よって、 CD46発現細胞膜面におけるHHV-6AgH/gL/gQ l/gQ2複合体およびgBの共発現は
細胞融合を誘導することが明らかとなった。

⑥ gH/gL/gQ 1/gQ2複合体および変異体gBの共発現はCD46発現細胞において細胞融合を引き
起こす(Fig.9) 

⑤で構築した HHV-6A細胞融合アッセイ系を用いて、 87-y-13抗体のエピトープが膜融合
の誘導に必須であるか否かを調べた。まずは、 gBの347番目のアスパラギンをリジンある
いはアラニンに置換した gB変異体を作製し、各々gB(N347K-Y822A)および gB(N347A-
Y822A)と命名した。⑤と同様にgWgL/gQ1/gQ2複合体およびgB変異体を293T細胞に共発

現させ、生じた細胞融合をルシフェレース活性の測定により評価した。その結果、どちら

のgB変異体も gH/gL/gQ1/gQ2複合体との共発現によって細胞融合を引き起こし、ルシフェ
レース活性が検出された。

よって、 87-y-13抗体のエピトープ部位は、 gBの膜融機能に直接関与しないことが明らか
となった。

⑦ 87-yー13抗体はgH/gL/gQ1/gQ2複合体と gBの共発現による細胞融合を阻害する (Fig.10) 
さらに、 87-y-13抗体の中和活性の分子機構を解析するため、 HHV-6A細胞融合アッセイ
系を用いて中和抗体による膜融合阻害実験を試みた。具体的には、 293T細胞に HHV-6A
gH/gL/Ql/gQ2およびgBを導入後、 87-y-13抗体を添加した。結果、 HHV-6AgH/gL/gQ l/gQ2 
およびgBの共発現で引き起こされる細胞融合は認められず、またルシフェレースの活性も
検出されなかった。

よって87ッ-13抗体は、 HHV-6AgBが機能する膜融合を阻害することが明らかとなった。

⑧ HHV-6AgB上の87-y-13抗体エピトープの構造予測(Fig.11) 
87-y-13抗体の中和の分子機構を gBの立体構造からも考察するため、既に明らかとなっ
ているサイトメガロウイルス(HCMV)gBの構造をもとに、 HHV-6AgBの立体構造を予測し
た。その結果、 87ツ-13抗体のエピトープは gBの構造表面に露出しており、単純ヘルペス
ウイルス 1型 (HSV-1)およびサイトメガロウイルス (HCMV)に対する各々の中和抗体のエ
ピトープに近接した領域に位置する事が示唆された。

［考察l

87-y-13抗体のエピトープは、 HHVふ6A感染には必須ではなく、また細胞融合にも直接機
能しない部位であった。一方で、細胞融合アッセイにおいて、 87-y-13抗体は HHV-6A糖夕
ンパク質が引き起こす細胞融合を阻害した。また、 HHV-6AgBの構造予測から87-y-13抗体
のエピトープ周辺の領域は、 HSV-1および HCMVにおいても中和抗体のエピトープが存在
する領域と推測された。 HSV-1および HCMVではこの領域が中和抗体の誘導や、膜融合の
過程で起こる gH/gLとの相互作用に関与することが過去に報告されている。これらのこと
から、 87-y-13抗体はエピトープである gBの347番目のアスパラギンに結合することで間接
的に膜融合を阻害し、結果として感染が起こらなくなると考えられる。

具体的な87-yー13抗体の作用機序としては、以下のことが推察される。 (i)87-y-13抗体が
gBの構造変化を抑制する (gBは構造変化によって活性型へと移行すると考えられているた
め）、 (ii)受容体 CD46のリガンドである gH/gL/gQI/gQ2複合体との相互作用を阻害する、
(iii)宿主細胞側に存在する gBに対する未知の分子との相互作用を阻害する。

［結論］

87-y-13抗体が認識する gBエピトープ部位は、 HHV-6A感染に必須ではないが、 87-y-13
抗体はgBに結合することで、 gBが機能する膜融合を阻害する。

［参考文献l
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［背景］

ヒトヘルペスウイルス6(Human Herpesvirus 6: HHV-6)はpヘルペスウイルス亜科に属し、
Tリンパ球に親和性をもつ二本鎖DNAウイルスである。 HHV-6Aによる病態は不明な点が

多い。 HHV-6Aはウイルス粒子エンベロープ上にウイルス特異的な糖タンパク質複合体

[glycoprotein H (gH)/gL/gQ 1/gQ2複合体］をもつ。その複合体は、宿主受容体である CD46の

ウイルス側リガンドとして働く。ヘルペスウイルスの宿主細胞への侵入には、ウイルスエ

ンベロープと宿主細胞膜の融合が必須であり、その過程には gBが関与する。当研究室で

は、 HHV-6AgB特異的な中和モノクローナル抗体 (87-y-13抗体）の作製し、その抗体認識の

エピトープ部位が、 gBの347番目のアスパラギンであることを同定している。

［目的）

本研究では、同定されている HHV-6AgBのエピトープ部位のさらなる機能解析と87-y-

13抗体の作用機序を明らかにすることを目的とした。

［結果］

87--13 体のエピトープに変 を導入したHHV-6AB変異体ウイルスゲノムを作 した

87-y-13抗体に対するエピトープに変異を導入するため、 HHV-6Aの遺伝子組換えシステ

ムを利用し、一方はアスパラギンからリジンに、もう一方はアラニンに置換した2種類の

gB変異体ウイルスゲノムを作製した。作製したゲノム DNAをHHV-6A感受性細胞

(JJhan細胞）に導入し、再構築を試みた。結果、 gB変異体ウイルスが感染性をもつウイル

スとして再構築された。

87-y-13抗体は ~B 変異体ウイルスの ~B を認識しない

次に、 87-y-13抗体がgB変異体ウイルスのgBを認識するか否かを調べた。まず、各々の

感染細胞を用いて87-y-13抗体による免疫沈降を行い、得られた試料に対して他の gB抗体

によりウエスタンブロッティングを行った。その結果、野生体および復帰体ウイルスのgB

は検出されたが、 gB変異体ウイルスのgBは検出されなかった。

87ャ13抗体は HHV-6A~B 変異体ウイルス感染を阻害しない

HHV-6AgB変異体ウイルス感染が、 87-y-13抗体により阻止されるか否かを調べた。方法

は、野生体、 gB変異体、あるいはその復帰体ウイルスを各々87-y-13抗体と反応させ、その

後 JJhan細胞に感染させた。その結果、野生体および復帰体ウイルスの感染は見られなか

ったが、 gB変異体ウイルスの感染は認められた。

HI LI 1/ 2 口および Bの共 はCD46発細胞において細胞＾をき起こ

293T細胞(CD46発現）において、 HHV-6A糖タンパク質の共発現により細胞間膜融合が誘

導されるか否かを試みた。 HHV-6AgH/gL/gQ1/gQ2と細胞膜面に局在する gB変異体

(Y822A)を 293T細胞に共発現させ、膜融合を観察した。さらに、ルシフェラーゼ活性を

測定することで定量的に評価した。その結果、細胞間膜融合が観察され、ルシフェラーゼ



活性が検出された。

87--13 は HIL/ 1/ 2 A. と Bの共発による細胞＾を且 る

さらに、 HHV-6A細胞融合アッセイ系を用いて中和抗体による膜融合阻害実験を試みた。

具体的には、 293T細胞にHHV-6AgH/gL/Q 1/gQ2およびgBを導入後、 87-y-13抗体を添加し

た。結果、細胞融合は誘導されず、ルシフェラーゼの活性は検出されなかった。

［考察］

87-y-13抗体のエヒ°トープは、 HHV-6A感染には必須ではなく、また細胞融合にも直接機

能しない部位であった。一方で、細胞融合アッセイにおいて、 87-yー13抗体はHHV-6A糖夕

ンパク質が引き起こす細胞融合を阻害した。これらのことから、 87-yー13抗体はエピトープ

である gBの347番目のアスパラギンに結合することで間接的に膜融合を阻害し、結果とし

て感染が起こらなくなると考えられる。

［結論］

87-y-13抗体が認識する gBエピトープ部位は、 HHV-6A感染に必須ではないが、 87-y-13

抗体はgBに結合することで、 gBが機能する膜融合を阻害する。

本研究は HHV-6Aの感染機構について、 HHV-6AgB特異的な中和モノクローナル抗体

(87-y-13抗体）を用い、その作用機序を研究したものであるが、従来不明であった、 HHV-

6Aの膜融合における gBの役割と活性に必須の領域について重要な知見を得たものとして

価値ある集積であると認める。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。




