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(論文博士関係)

学位論文の内容要旨

Human herpesvirus 6 major immediate early promoter has strong 
activity in T cells and is usef叫 fotheterologous gene expression 

ヒトヘルペス 6主要前初期プロモーターは T細胞において強い活性を有し、異種遺伝子発現

に有用である

(指導教員:神戸大学大学院医学研究科医科学専攻仲哲治客員教授)

松浦正明

ヒトヘルペスウイルス 6但HV・6)はヘルペスウイルス科8ヘルペスウイルス亜科に属す

るウイルスであり、主に T細胞向性を示す。 HHV・6は塩基配列、抗原性、細胞向性の違い

により HHV・6AとHHV-6Bの2つのバリアントに分類され、このうち HHV・6Bは乳幼児に

おける突発性発疹の原因ウイルスとして知られている。同じベータヘルペスウイルス亜科に

属する代表的なウイルスとして、ヒトサイトメガロウイルス (CMV)が挙げられる。 CMVにお

いて主要前初期(MIE)遺伝子IEl、IE2の発現を制御する CMVMIEプロモーター (CMVプロモ

ーター)は広範な細胞種において強い活性を示すことから、外来遺伝子発現において汎用されて

いるプロモーターの一つである。 CMVと同じβヘルペスウイルス亜科に属する HH平6も、 CMV

のIEl、IE2に対するポジショナルホモログを有しており、 CMVプロモーターと同様に高いプロ

モーター活性が期待されるが、これまでにそのプロモーターについては解析されていない。そこ

で、我々はHHV-6のMIEプロモーターについての解析を試みると共に外来遺伝子発現用プロモ

ーターとしての応用について検討を行なった。

まず、 HH'λ6BのHST株の配列を用いてプロモーター活性の強度について解析を行なった。

由f平6のIElの転写開始点から上流 971塩基を田fV-6MIEプロモーターとし、ルシフエラーゼを

発現するレポータープラスミドを作製した。これを様々な細胞にトランスフエクションし、ルシ

フエラーゼアッセイを行うことでプロモーター活性を測定したところ、ヒト二倍体細胞である

MRC-5など付着細胞においては CMVプロモーターに比べて低い活性を示したが、 Molt-3などの

T細胞株においてはCMVプロモーターよりも高い活性を示した。

CMVにおいてIElは4つのエクソンからなり、第 1イントロンであるイントロンAがCMV

プロモーターのエンハンサー活性を有することが知られており、市販の CMVプロモーターにもこ

のイントロンA配列がエンハンサーとして含まれている。 HHV・6のIElは5つのエクソンからな

っており、 4つのイントロンが存在する。これらのイントロンについてCMVのイントロンAと同

様にエンハンサー活性があるのか否かについて検討を行なった。イントロン 1からイントロン 4

まで延長したHHV-6MIEプロモーターをそれぞれ作製し、プロモーター活性を調べたところ、イ

ントロン 1領域までプロモーターを延長することで活性が大幅に上昇したが、それ以上の延長で

は活性の上昇は認められなかった。このようにイントロン 1の配列にエンハンサー効果があるこ

とが示され、イントロン 1領域を付加することにより、 T細胞株ではより高い活性を示し、 MRC・5

細胞や MeWo細胞などの付着細胞においても細胞株によっては CMVプロモーターと同程度まで

高い活性を示すようになった。

次に、このHH'ん6MIEプロモーターの配列においてどの領域がプロモーター活性にとって重

要であるのかを確かめるため、5'末端から削ってサイズの小さいいくつかの欠損プロモーターを作

製し、プロモーター活性を調べた。その結果転写開始点より上流 38I~552 塩基を欠損させること

で、大幅にプロモーター活性が低下することが確認された。この領域の配列について宵SEARCH

を用いて転写因子結合配列を解析したところ、 NF・κB結合配列と AP・1結合配列があることが予

測された。一方、この領域は繰り返し配列が多く含まれる時eatregion 3 (R3)の末端領域であり、

R3の反対側の末端にはU95のプロモーター領域となっていることが知られており、この U95プロ



モーター活性にはNF・κB結合配列が重要であることが明らかになっている。つまり U・95プロモ

ーターと同様に田王、ι6MIEプロモーターもNF-κB結合配列が重要ではないかと考え、NF-κB結

合配列を欠損させたプロモーターを作製したところ、予想通り活性の大幅な低下が認められた。

これらのことより、 HHV・6MIEpのプロモーター活性には巴に存在する NF-κB結合配列が重要

であることが明らかとなった。

イントロン 1を含む HH平6MIEプロモーターは高い活性を有することが示され、 CMVプロ

モーターのように外来性遺伝子発現用プロモーターとして利用できる期待が高まったので、次に

応用について検討を行なうこととした。我々は水痘帯状癒疹ウイルス(V:おのの全ゲノムを

Bacterial Artificial Cbromosome (BAC)ベクターへクローニングすることに成功し、 VZV岡ワクチ

ン株(vOka)をベースとした外来抗原を発現する組換え多価ワクチンの開発に取り組んでおり、組

換え VZVワクチン開発での聞V・6MIEプロモーターの利用について検討を行なった。イントロ

ンl配列を含むHHV-6M肥プロモーターの下流にレポーター遺伝子として赤色蛍光タンパクであ

る DsRed、さらに BGHpolyAシグナル配列をつなぎ、これの両端をトランスポゾン配列 Tn7で

挟んだカセットを作製し、予めトランスポ、ノンのターゲット配列at，汀'n7をVZVのORF12とORF13

の聞に挿入しておいた VZV-BACベクターへトランスポゾンを利用して、この発現カセットを

VZVゲノムへと持入した。得られた組換え VZVDNAをMRC・5細胞へトランスフエ'クションし、

感染性の組換え VZVを再構築することに成功した。ごの組換え VZV感染細胞では細胞変性に沿

って DsRedの蛍光が観察されると共に、ウエスタンプロッティングでも DsRedタンパク質の発現

が確認されたs このように HHV・6MIEプロモーターは VZVゲノム上においてもプロモーターと

して機能することが確認され、外来性遺伝子発現用プロモーターとして利用できることが示され

た.

以上の結果から、 HH平6MIEプロモーターは外来遺伝子発現用プロモーターとしての利用が

可能であり、特に T細胞においては CMVプロモーターよりも高い活性を有しており、 T細胞での

発現系に有用であることが示唆された。
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ヒトヘルベスウイルス 6 (HHV-6) はヘノレベスウイルス科 8へ/レベスウイ

ルス亜科に属するウイルスであり、主に T細胞向性を示す。 HHV-6は塩基配

列、抗原性、細胞向性の違いにより HHV-6Aと HHV-6Bの 2つのバリアントに

分類され、このうち HHV-6Bは乳幼児における突発性発疹の原因ウイルスと

して知られている。同じベータヘノレベスウイルス亜科に属する代表的なウイ

/レスとして、ヒトサイトメガロウイルス (CMV) が挙げられる。 CMVにおい

て主要前初期 (MIE) 遺伝子 IEl、IE2の発現を制御する CMVMIEプロモー

ター (CMV プロモーター)は広範な細胞種において強い活性を示すことか

ら、外来遺伝子発現において汎用されているプロモーターの一つである。 CMV

と同じ 8へルベスウイルス亜科に属する HHV-6も、 CMVの IEl、 IE2に対す

るポジショナノレホモログを有しており、 CMVプロモーターと同様に高いプロ

モーター活性が期待されるが、これまでにそのプロモーターについては解析

されていない。そこで、申請者らは HHV-6 の MIEプロモーターについての

解析を試みると共に外来遺伝子発現用プロモーターとしての応用について

検討を行なった。

まず、 HHV-6Bの HST株の配列を用いてプロモーター活性の強度について

解析を行なった。 HHV-6の IElの転写開始点から上流 971塩基を HHV-6MIE 

プロモーターとし、ルシフエラーゼを発現するレポータープラスミドを作製

した。これを様々な細胞にトランスフェクションし、ルシフエラーゼアッセ

イを行うことでプロモーター活性を測定したところ、ヒト二倍体細胞である

MRC-5など付 着 細 胞 に お い て は CMVプロモーターに比べて低い活性を示した

が、 Molt-3などの T細胞株においては CMVプロモーターよりも高い活性を

示した。

HHV-6の IElは 5つのエクソンからなっており、 4つのイントロンが存在

する。これらのイントロンについて CMVのイントロン Aと同様にエンハンサ

ー活性があるのか否かについて検討を行なった。イントロン lからイントロ

ン 4まで延 長した HHV-6MIEプロモーターをそれぞれ作製し、プロモーター

活性を調べたところ、イントロン 1領域までプロモーターを延長することで

活性が大幅に上昇したが、それ以上の延長では活性の上昇は認められなかっ

た。このようにイントロン 1の配列にエンハンサー効果があることが示さ

れ、イントロン 1領域を付加することにより、 T細 胞 株 で は よ り 高 い 活 性 を

示し、 MRC-5細胞や MeWo細胞などの付着細胞においても細胞株によっては

CMVプロモーターと同程度まで高い活性を示すようになった。

次に、転写開始点より上流 381~552 塩基を欠損させることで、大幅にプ

ロモーター活性が低下することが確認された。この領域の配列について

TFSEARCHを用いて転写因子結合配列を解析したところ、 NF-κB結合配列と



AP-l結合配列があることが予測された。一方、この領域は繰り返し配列が

多く含まれる repeatregion 3 (R3) の末端領域であり、 R3の反対側の末

端には U95のプロモーター領域となっていることが知られており、この U95

プロモーター活性には NF-κB結合配列が重要であることが明らかになって

いる。つまり U-95プロモーターと同様に HHV-6MIEプロモーターも NF-ιB

結合配列が重要ではないかと考え、 NF-κB結合配列を欠揮させたプロモー

ターを作製したところ、予想通り活性の大幅な低下が認められた。これらの

ことより、 HHV-6MIEpのプロモーター活性には R3に存在する NF-，c B結合

配列が重要であることが明らかとなった。

申請者らのグループは水痘帯状癌疹ウイノレス (VZV) の全ゲノムを

Bacterial Artificial Chromosome (BAC) ベクターへクローニングするこ

とに成功し、 VZV岡ワ クチ ン株 (vOka) をベースとした外来抗原を発現する

組換え多価ワクチンの開発に取り組んでおり、組換え VZVワクチン開発での

HHV-6 MIEプロモーターの利用について検討を行なった。イントロン l配列

を含む HHV-6MIEプロモーターの下流にレポーター遺伝子として赤色蛍光タ

ンパクである DsRed、さらに BGHpoly Aシグナル配列をつなぎ、これの

両端をトランスポゾン配列 Tn7で挟んだカセットを作製し、予めトランスポ

ゾンのターゲット配列 attTn7を VZVの ORF12と ORF13 の聞に掃入しておい

た VZV-BACベクターへトランスポゾンを利用して、この発現カセットを VZV

ゲノムへと挿入した。得られた組換え VZVDNAを MRC-5細胞へトランスフェ

クションし、感染性の組換え VZVを再構築することに成功した。この組換え

VZV感染細胞では細胞変性に沿って DsRedの蛍光が観察されると共に、ウエ

スタンブロッテイングでも DsRedタンパク質の発現が確認された。このよう

に HHV-6MIEプロモーターは VZVゲノム上においてもプロモーターとして機

能することが確認され、外来性遺伝子発現用プロモータ}として利用できる

ことが示された。

本研究は、 HHV-6MIEプロモータ}が外来遺伝子発現用プロモーターとし

ての利用が可能でありことを初めて示したものであり、ワクチン開発などに

向けた有力な方向性を得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。




