
 

Instructions for use

Title オーエスキー病ウイルス前初期蛋白の構造と機能

Author(s) 田原口, 智士

Citation 北海道大学. 博士(獣医学) 甲第3914号

Issue Date 1996-03-25

DOI 10.11501/3112038

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/51333

Type theses (doctoral)

File Information 000000297230.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp






目 次

1．緒　　　　言

II．材料および方法

　1．細胞およびウイルス

　2．ウイルスの精製

　3．ウイルスDNAの抽出

　4．遺伝子クローニングに用いたプラスミド、細菌および培地

　5．オーエスキー病ウイルス（ADV）遺伝子のクローニング

　6．プラスミドDNAの調製

　7．プラスミドの構築

　　1）ADV前初期（IE）遺伝子のサブクローニング

　　2）欠失IE遺伝子の作出

　8．ウエスタンプロット

　　1）COS4細胞へのプラスミドDNAの導入

　　2）細胞抽出液の調製

　　3）SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

　　4）ニトロセルロース膜への転写

　9．IEおよび欠失IE遺伝子の無細胞系での転写および翻訳

　　1）鋳型DNAの調節

　　2）in　vitroでの転写

　　3）加臨。での翻訳

1

7
8
7
1
n
6
n
6
Q
り
Q
U

∩
U
O

1
1
4
　
4
一
工

り
乙
0
乙
7
8
7
σ

－
一
俸
　
－
■
凸
　
i
塵
一
　
－
1
凸

7
σ
7
8
8

1
　
1
　1

騨欝　騨．丁羅馨一．
摯、、ジ蝋．、　’紬　　、黙一

躯響蝉ビ　　　躍野・鞭響・幕聯輝



　10．クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）アッセイ

　　1）リポータープラスミドおよびエフェクタープラスミド　　　　19

　　2）Vero細胞へのプラスミドDNAの導入　　　　　　　　　　　　21

　　3）細胞抽出液の調製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21

　　4）CATの定量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22

　11．間接蛍光抗体法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22

111．結　　　　果

　1．ADV　IE遺伝子のサブクローニング　　　　　　　　　　　　　24

　2．欠失IE遺伝子の作出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

　3．IEおよび欠失IE遺伝子の発現　　　　　　　　　　　　　　　　24

　4．IE180および欠失IE　180変異体のtkおよびgX遺伝子プロモーターに

　　対する転写活性化作用の解析　　　　　　　　　　　　　　　　　26

　5．IE180および欠失IE　180変異体のADV　IE遺伝子プロモーターに対

　　する転写抑制作用の解析　　　　　　　　　　　　　　　　　　30

　6．E180の核への局在に関与する部位の決定　　　　　　　　　　　　33

1V　考　　　　i察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39

V．　要　　　　約　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47

　　謝　　　　辞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50

　　文　　　　献　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　51

　　英文抄録　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

ww，　　F，’一



1．緒　　言

　オーエスキー病ウイルス（ADV）は、ヘルペスウイルス科、アル

ファヘルペス亜科、ワリセロウイルス属の一員である（Roizman，

1995）。ADVは、豚、牛、綿羊、山羊、犬、猫、ミンク、キツネ

およびウサギに自然感染する。マウス、ラット、モルモット、ハ

ト、スズメおよびニワトリに実験感染が成立する（Wittmann，1989）。

豚はADVに対する感受性が最も高い動物で、幼若個体は重篤な

神経症状を呈する。肥育豚では、軽い呼吸器症状を示し、感染を

耐過した豚では増体重の低下がみられる。成豚では、感染が成立

しても発病することは少なく、発病しても症状は軽い。このよう

に耐過した豚や無症状キャリアがウイルスを排泄し、汚染を拡大

する。また、妊娠豚が感染すると高率に死流産が発生する。豚以

外の動物がADVに感染すると、ほとんどの場合、掻痒を主徴と

する神経症状を示し、急性経過で死亡する。従って本ウイルス感

染による家畜の経済損失と伴侶動物の被害が各国で問題となって

いる（Klugeら，1992；Kit，1994；Wittmann，1989）。

　本病を防除するためには、抗体陽性豚の摘発淘汰が有効とされ

てきた。すなわち、感染豚群の早期発見と、徹底的な淘汰によっ

てはじめて本病の防除が成功する。しかし、ADVが侵入した後、

濃厚汚染が進んだ地域ではその実施が困難になる。我国では、摘

発淘汰による防疫対策の時機を失したため、本病が常在化しつつ

ある。現在、本病の治療法はなく、専らワクチンによる予防が図

られている。これまでADVワクチンとして不活化ワクチン、培
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養細胞継代弱毒生ワクチンおよび遺伝子欠損弱毒生ワクチンが開

発された。これらのワクチンは発症を阻止するが感染を防御でき

ない（van　Oirschotら，1990；Wittmann，1989）。このため、豚群にADV

の存続を許す結果となっている。従って、本病に対して新たな防

除戦略を開発し、展開する必要に迫られている。

　Intracellular　immunization法はBaltimore（1988）によって提唱され

たウイルスの複製阻止の原理に基づく遺伝子治療法である。著者

はオーエスキー病に対する新たな防除戦略として本法に着目した。

Intracellular　immunization法をオーエスキー病に応用するためには、

まずADV遺伝子の発現調節機構を明らかにして、　ADVの増殖を

抑制する因子を決定する必要がある。

　ADVのゲノムは分子量91x106ダルトンの線状二本鎖DNAで、

UL領域（long　unique　region）、　US領域（short　unique　region）およびUS

領域を挟む1対の倒置反復領域から成る（図1）（Ben－Poratら，1979）。

ADVのゲノムは約80種の蛋白をコードしている。ヘルペスウイ

ルスの遺伝子発現はカスケード様式によって制御される。感染後

の発現時期により遺伝子は、1）最初に発現される前初期（IE）遺

伝子群、2）IE遺伝子産物による調節を受け次に発現される初期

（E）遺伝子群、さらに、3）IEおよびE遺伝子産物による調節を受

ける後期（L）遺伝子群の3群に分けられる（Honess　and　Roizman，

1975）。つまり、IE遺伝子の転写や翻訳が抑制された場合、　E群お

よびL群遺伝子の転写も抑制され、結果的にウイルス粒子形成が

阻害される。従って、最も初期に発現するIE遺伝子の発現調節機

構とIE遺伝子産物の遺伝子発現調節に関与する機能を明らかに

する必要がある。
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　　　　　　　　　　図1．ADVゲノムとIE180の模式図

ADVゲノムとその制限酵素Kpnl切断地図。国は、　IE180のORFを表す。

領域はCheung（1989）に従い、　ADV　IE180とHSV－1　ICP4との相同性から導き出

した。
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　ADVのIE遺伝子は、現在1つだけが確認されている（Iharaら，

1983）。それは、倒置反復配列内に存在する（図1）（Campbell　and

Preston，1987；Cheung，1988）。　IE遺伝子からの転写産物はスプライ

シングを受けない約5．6kbのmRNAである（Campbell　and　Preston，

1987；Cheung，1988）。このIE遺伝子産物はIE180と呼ばれ、全長

1，460アミノ酸残基からなり、予測される分子量は・153KDaであ

る。細胞内ではリン酸化を受ける（Chlanら，1987）ため、　SDS一ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動では、180KDaの分子量を示す（Ihara

ら，1983）。IE180は、単純ヘルペスウイルス1（HSV－1）のICP4、水

痘帯状庖疹ウイルス（VZV）のIE140、ウマヘルペスウイルス1

（EHV－1）のIE1およびウシヘルペスウイルス1（BHV－1）のp180な

どの他のアルファヘルペスウイルスのIE蛋白と高いアミノ酸配

列の相同性示し、ウイルス感染細胞の核内に局在することから、

これらと類似した機能を持つと考えられている。

　IE180の機能として、1）ADVのE群やL群遺伝子およびヒト

βグロビンやアデノウイルスなどの異種の遺伝子の転写活性化

（Feldmanら，1982；Greenら，1983；Thaliら，1990）、2）IE遺伝子

の転写抑制（Iharaら，1983）、および3）アルファヘルペスウイル

スIE遺伝子の転写開始部位の近傍に存在する特定の塩基配列

（ATCGTCNNNNYCGRC；Rはプリン、　Yはピリミジン、Nは不定）

（Wu　and　Wilcox，1991）、一本鎖DNA（Chlanら，1987）およびクラス

IIプロモーター（Cromlishら，1989）への結合性、が明らかにされて

いる。
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　IE180の構造は、HSV．1やVZVのIE蛋白とのアミノ酸配列の相

同性から5つの領域（図1）に分けられ、2および4の領域は相

互に高い相同性を示す（Cheung，1989）。領域2はDNAの結合に必

要な領域である（Wu　and　Wilcox，1991）。また、アミノ（N）末端の34

酸性アミノ酸残基が遺伝子の転写活性化に必要である（Martinら，

1990）。しかし、転写調節に必要な領域および核への移行に必要な

部位はわかっていない。高分子蛋白の場合、分子中の核移行シグ

ナルが核膜の受容体に結合し、エネルギー依存的に核内に移行す

るものと考えられている。また低分子蛋白の場合、核移行シグナ

ルが無くても、細胞質から拡散によって核膜を通過し、核内の構

成成分と結合し核に留まると予測されている（Breeuwer　and

Goldfarb，1990；Dingwall　and　Laskey，1986；Morelandら，1985）。核へ

の移行機序がよく研究されているSV40　T抗原の核移行シグナル

の最小単位はPKKKRKVである。このように、蛋白の核移行シグ

ナルは、リジンやアルギニンのような塩基性アミノ酸に富んだク

ラスターから成り立っている（Kalderonら，1984a；1984b；

Richardsonら，1986）。　HSV－1のICP4も同様に塩基性アミノ酸から

成るクラスター（RKRK）が727～730番目に存在し、これが核移行

シグナルと考えられている（DeLuca　and　Schaffer，1988；Mullenら，

1994；Paterson　and　Everett，1988）。　ADVのIE180分子上にも、これ

らとよく似た塩基性アミノ酸に富んだクラスター（RRKRR）が464

～468番目と930～934番目に存在する（Cheung，1989）。しかし、

IE180ではどちらのクラスターが核への移行に関与しているのか

判っていない。
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　本研究ではまず、ADV遺伝子の発現において最も重要と考えら

れるIE180の構造と機能を解明するために、一連の欠失IE遺伝子

を作出した。次にこれらを用いてIE180の転写調節に関わる領域

を決定した。

6
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II．材料および方法

1．細胞およびウイルス

　ブタ腎由来CPK細胞およびADV　YS－81株は、農林水産省家畜

衛生試験場の清水実話博士から分与された。また、アフリカミド

リザル腎由来Vero細胞およびCOS－1細胞はラッシュ大学の

M．Peeples博士およびK．C．Gupta博士からそれぞれ分与された。

　CPK細胞の培養には、イーグルの最少必須培地（MEM；日水製

薬）に仔ウシ血清を10％加え、Vero細胞には、　RPMI1640培地（日

水製薬）にウシ二子血清を5％加えたものを使用した。COS－1細胞

には、ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM；ギブコーBRL社）

にウシ三子血清を10％加え使用した。それぞれの細胞は5％CO、

下37℃で培養した。Vero細胞およびCOS－1細胞へのプラスミド

DNA導入の際には、　Opti－MEM培地（ギブコーBRL社）およびウシ

二子血清を10％含むDMEMを使用した。すべての培地にペニシリ

ンGカリウムを100単位／ml、硫酸ストレプトマイシンを0．1mg／ml、

Opti－MEMを除く培地にゲンタマイシンを40pg／mlとなるように

加えた。

　ADVは、　CPK単層培養細胞に接種し吸着させた後、血清を含ま

ない培地で培養し増殖させた。

2．ウイルスの精製

　ADV　YS－81株をCPK細胞に感染させ、細胞変性効果を確認後、

培養上清を55，000×gで90分間遠心した。沈渣を0．08％アジ化ナ

7
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トリウムを含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS；pH7．4）に一夜浸漬

した。その浮遊液を0～50％ショ糖による密度勾配に重層し、

70，000×gで2時間遠心した。遠心後形成されたウイルスバンドを

回収し、PBSで希釈後200，000×gで90分間遠心した。沈渣をPBS

に再浮遊し、精製ウイルスとした。

3．ウイルス遺伝子DNAの抽出

　ウイルス遺伝子DNAの抽出は、　Pellicerらの方法（1978）に従っ

て行った。すなわち、精製ウイルスを0．1M　NaClを含む0．01M

Tris－HCI（pH7．5）に浮遊し、これにリボヌクレアーゼA　（RNase

A；シグマ社）を40μg／m1となるように加え37℃で30分間反応さ

せた。次にプロテイナーゼK（ベーリンガー・マンハイム社）を

250μg／mlとなるように加え37℃で60分間反応させた。その後、

ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）を0．5％となるように加え37℃で

2時間反応させた。この反応液をフェノール溶液（フェノール：

クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）で2～3回処理し、

クロロホルム溶液（クロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1）

処理を行った。水層にDNAを抽出しエタノール沈殿法により

DNAを回収した。このDNAを、1mMEDTA、10mM　Tris－HCI；pH8．0

に溶解した。

4．遺伝子クローニングに用いたプラスミド、細菌および培地

　プラスミドベクターとしてpGEM－4Z（プロメガ社）、pUC18（ベ

ーリンガー・マンハイム社）、pUC19（ベーリンガー・マンハイ

ム社）、pCAT－Basic（プロメガ社）およびpcDNAI／Neo（インビ

8
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トロゲン社）を用い、宿主細菌としてEscherichia　coli（E，　colj）K12

JM109株（プロメガ社）、HB101株（プロメガ社）およびMC1061／P3

株（インビトロゲン社）を用いた。

　E．coliの培養には、2×YT液体培地またはM9合成培地およびこ

れらに1．5％Agarを加えた寒天平板培地を用いた。また、必要に応

じて以下の試薬を加えて用いた。アンピシリンナトリウムを

50pg／ml、塩酸テトラサイクリンを7．5pg／ml、硫酸カナマイシンを

40μg／ml、5一プロモー4一クロロー3一インドールーβ一D一ガラクトピラノ

シド（X－gal）を0．004％およびイソプロピルーβ一D一チオガラクトピ

ラノシド　（IPTG）を0．2mMである。

5．ADV遺伝子のクローニング

　ADV遺伝子DNAをKpnlまたはBamHIで切断し、　DNA断片を

プラスミドベクターpGEM－4ZまたはpUC19にT4DNAリガーゼを

用いて挿入した。この組み換えプラスミドを・．E・coli　K12　JMIO9

株に導入し、形質転換した菌を選択した。各々のコロニーを培養

して得られた菌体からプラスミドを抽出し、KpnlまたはBamHI

で切断後0．8％アガロースゲル電気泳動で挿入DNA断片を確認し

た。

6．プラスミドDNAの調製

　プラスミドDNAは、　Haltinerらの方法（1985）に従い調製した。

組み換えプラスミドを導入した菌を、M9合成培地10mlに100μ1

の20％カザミノ酸および10plのアンピシリンナトリウム

（50mg／ml）を加えた培地で、波長600nmでの吸光度が0．5～1．0

9
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に達するまで37℃で振塗培養した。その後、50plのクロラムフェ

ニコール（34mg／m1）を加え、37℃で一夜培養した。この菌を4℃

で7，000×g、5分間遠心して回収した。回収した菌を、50mg／m1

のりゾチーム50plを含む750plのSTET溶液（50mM　EDTA，5％

Triton－X100，8％ショ糖，50mM　Tris－HCI；pH8．0）に溶解し、沸騰

水中で40秒間加熱処理後、4℃で12，000×g、15分間遠心した。

上清をフェノール溶液およびクロロホルム溶液で処理しDNAを

水層に抽出し、2．プロパノールでDNAを沈殿させ回収した・この

DNAを20μgのRNaseAを含む滅菌蒸留水150μ1に溶解し、37℃で

30分間RNAを消化した。その後、再びフェノール溶液およびク

ロロホルム溶液処理により水層にDNAを抽出し、エタノール沈

殿法によりDNAを回収した。このDNAを1mg／mlになるように

滅菌蒸留水に溶解した。

7．プラスミドの構築

　1）ADVIE遺伝子のサブクローニング

　クローニングの過程を図2に示した。ADV遺伝子DNAからク

ローニングしたKpnl断片のうち、　IE遺伝子を含むKpnl－E断片を

有する組み換えプラスミドをBamH　Iで切断し、得られたBamHI－

8断片をプラスミドベクターpGEM－4Z（pG！IE）および真核生物発

現ベクターpcDNAIINeoのサイトメガロウイルスIE遺伝子プロモ

ーターの下流に挿入した（pc11E）。

2）欠文IE遺伝子の作出

欠失IE遺伝子の作出には、　pGIIEおよびpc／1Eを用いた。3’末端

10
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Kpnl　E断片内のIE　I　80遺伝子を含むBamHI　8断片をpGEM4ZおよびpcDNAIINeoの

BamHI切断部位に組み込んだ。　pcDNAIINeoは真核細胞で発現するようにサイトメガ

ロウイルスのプロモーター（細）およびSV40のポリAシグナル（＜）を持って

いる。
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欠失遺伝子のpG／dlC132、　pG／dlC333、　pG／dlC629、　pG／dlC900、

pGldlClO81、　pG／dlC1230およびpGldlC1437は次のように作出し

た。pGIIEのIE遺伝子上に存在するBs　tEII、　Pstl、　DraIII、　BssHII、

BspEI、　Sacl、　StuIおよびBatXIの制限酵素切断部位を各々の制限

酵素で切断後、粘着末端をT4　DNAポリメラーゼ（宝酒造）また

はクレノウDNAポリメラーゼ（ギブコーBRL）で平滑化した。そ

の位置に終止コドンを含むNhelリンカー一（Amber　stop　Nhel　linker；

ファルマシア社）を挿入し、3味端欠失遺伝子を作出した（図3－

A）。pG／d1N617はpGIIEから1．8kbのNcol断片を取り除くことに

より作出した（図3－B）。pGldlN　132は次のように作出した。まず

pG／d1C629のBs　tEII切断部位にNcoIリンカーを挿入し、このフフ

スミドの1．4kbのNcoI断片をpG！dlN617のNcoI切断部位に挿入し

た（図3－C）。IE180のDNA結合ドメインをクローニングするた

め、pGIIEの約1．1kbのAlul断片を、pGEM－4Zの5maI切断部位に

挿入した。このプラスミドからpGEM－4Z上に存在するKpnl切断

部位とIE遺伝子上に存在するSfil切断部位を同時に切断するこ

とによりKpnl－Sfil断片を取り除いた。このあとSfil切断部位には、

NcoIリンカーを挿入し、　BamHI切断部位には終止コドンを含む

Nhelリンカーを挿入した（pGIDBD；図3－D）。pG／dlN454はpGIDBD

の0．5kbのNcoI断片をpG！dlN617のNcol切断部位に挿入すること

により作出した（図3．E）。pGld1N454－C1081は次のように作出し

た。pG／dlN454の0．6kbの5a11－DralII断片をpG／dlC1081の5a1L

DraIII断片を除いた部位に挿入した（図3・一F）。pGIIE△333－575

はpGIIEをPstlで切断し約0．7kbのPstl断片を取り除いた後、再

結合することにより作出した（図3－G）。pGIIE△900－950は次の
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ように二段階の操作で作出した。pG／dlC900のBssHII切断部位に

EcoRIリンカー（pG／dlC900－BE）を、　pGIIEのBspEI切断部位にも

EcoRIリンカーを挿入した（pG／IE－BE）。次に、pGIIE－BEの1．6kbの

EcoRI断片をpG／d1C900－BEのEcoRI切断部位に挿入した（図3－H）。

pG／IE△333－575＆900－950は、pGIIE△333－575のNcol断片をpGIIE

△900－950の本来のNcol断片を除いた部位に挿入し作出した（図

3－1）。すべての欠失IE遺伝子を、真核細胞で発現できるように

pcDNAI／Neoに挿入した。

8。ウエスタンプロット

　1）COS－1細胞へのプラスミドDNAの導入

　6穴プレー・トの各穴において培養面の約40～50％を覆うまで

COS－1細胞を培養した。マイクロチューブ内で5μgのプラスミド

DNAを含む溶液に、　Opti－MEMを加えて全量を100叫とした。ポ

リスチレンチューブにLipofectin試薬（ギブコーBRL社）5μ1と

Opti－MEM　95plを加え100plとした。このチューブにDNA溶液

100plを加え、軽く混和し室温に15分間静置後、0．8mlのOpti－MEM

を加え、全量を1mlとした。細胞をOpti－MEMで2回洗浄後、静

置しておいたDNA－Lipofectin溶液を細胞に滴下した。5％CO、下、

37℃に24時間静置後、DMEM培地2mlと置換し、さらに一夜培

養した。

　2）細胞抽出液の調製

　DNA導入48時間後に細胞をPBSで洗浄し、ピペッティングで

剥離してマイクロチューブに回収した。これを30秒間の超音波処

13
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理により細胞を破砕し、4℃で12，000×g、5分間遠心した。この

上清に2×試料用SDS緩衝液（4％SDS，　50％グリセローール，0．005％

プロムフェノールブルー，12．5mM　Tris－HC1；pH7．5）を加え、5分間

煮沸した。これをSDS一ポリアクリルアミド電気泳動に供した。

　3）SDS一ポリアクリルアミド電気泳動（SDS－PAGE）

　Laemiliの方法（1970）に従い、試料5plを10％SDSポリアクリル

アミドゲルを用いて100Vで約1時間の条件で電気泳動をした。

　4）ニトロセルロース膜への転写

　泳動後のゲルを転写緩衝液（25mM　Tris，192mMグリシン，20％

メタノール）で平衡後、100Vで1時間ニトロセルロース膜に転写

した。転写した膜をブロック・エース（雪印）で1時間処理後、5，000

倍希釈したウサギ抗IE180ペプチド抗体（Yamadaら，1994）と1

時間反応させた。膜を洗浄用緩衝液（0．05％Tween20加PBS）で15

分間4回洗浄した。2次抗体として2，000倍に希釈したペルオキ

シダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG（バイオ・ラド社）を用い、さらに1

時間反応した。同様に洗浄後、PBSに浸漬した。ついで、膜を発

色基質溶液のルネッサンス試薬（デュポン社）と1分間反応させ、

膜をX線フイルムKodak　X－OMATに密着させ15秒～5分間露光

させ、現像した。

9．IEおよび欠失IE遺伝子の無細胞系での転写および翻訳

　1）鋳型DNAの調製

IE遺伝子および欠失IE遺伝子を挿入したpGEM－4Z　5μgを
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EcoRIで切断した。これをフェノールおよびクロロホルム溶液で

処理後・エタノールでDNAを沈澱した。このDNA断片を20pl

の滅菌蒸留水に溶解し、鋳型DNAとした。

　2）in　vi・troでの転写

　10mMジチオスレイトール（DTT）、1mM　ATP、　CTP、　UTP、0．05mM

GTP、16μgのCAP構造類似体［m7G（5）ppp（5”）G］（NEB社）、20

単位のRNasin（東洋紡）を含む転写用緩衝液（40mM　Tris－HC1，6mM

MgC12，5mM　NaC1，2mM　Spermidine，20mM　DTT；pH7．5）に1μgの鋳

型DNAおよび1単位のT7RNAポリメラー・ゼ（ギブコーBRL社）を

加え、全量を20μ1とした。37℃で15分間反応させた後、2plの10mM

GTPを加え・さらに37℃で60分間反応させた。反応後、25μ9の

tRNAを加え、滅菌蒸留水で全量を50μ1とし、フェノールおよび

クロロホルム溶液処理をした。RNAを含む水層を3倍量のエタノ

ールで沈澱させた。

　3）in　vi・troでの翻訳

　メチオニンを除く100pMアミノ酸溶液、250mM酢酸カリウム

溶液、10mM酢酸マグネシウム溶液、　Met　35S　label（10μCi／pl，　ARC

社）および滅菌蒸留水を各々1μ1ずつ加え、さらに2μ1のRNA溶

液およびウサギ網状赤血球溶解液（プロメガ社）を加えて、30℃で

90分間反応させた。反応後、10μ1の2×試料用SDS緩衝液を加え、

5分間煮沸しSDS－PAGEに供した。

　試料5μ1を10％SDSアクリルアミドゲルを用いて20mA，約3

時間の条件で電気泳動をした。ゲルを20％メタノールー10％酢酸溶

液で固定し、ゲルドライヤーで乾燥させた。乾燥させたゲルをX

線フイルムKodak　X－OMAT（コダック社）に対して、一夜あるい
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は2～3日間露光し現像した。

10．クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ

　　　　（CAT）アッセイ

　1）リポータープラスミドおよびエフェクタープラスミド

　ADVのIE遺伝子のプロモーターをCAT遺伝子の上流にもつ

pRW7CAT（Vlcekら、1990）、ADVのチミジンキナーゼ（tk）遺

伝子のプロモーターをCAT遺伝子の上流にもつptks／CATおよび

ADVの糖蛋白質の1つであるgX遺伝子のプロモーターをCAT遺

伝子の上流に持つpgX／CATをリポータープラスミドとして用い

た。pRW7CATはチューリッヒ大学のM．Schwyzer博士から分与さ

れた。

　ptks／CATは、次のように作出した。ADV　BamHI－9断片内に存在

するtk遺伝子のプロモーター領域を含むSphl－BamH　I断片を

pUC18に挿入した（pUC18／tkP）。次にこのプラスミドのEcoRI切断

部位を平滑化した後、Hjndlllリンカーを挿入しH加dIII切断部位

を構築した。このtk遺伝子プロモーターを含む0．4kbのHindllI

断片をpCAT－BasicのCAT遺伝子上流に挿入した（図4）。

　PgX／CATは・ADV　Kpnl－J断片内に存在するgX遺伝子のプロモ

ーター領域を含むSall－BamHI断片を、まずpGEM－4Zに挿入し

（pG／gXP）、このプラスミドの5a11－Xbal断片をpCAT－Basicに挿入

することにより作出した（図4）。

　エフェクタープラスミドとしてIEI80を発現するpc／IEと欠失

IE180変異体を発現するプラスミドならびに対照として

pcDNAI／Neoを用いた。
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上の図はADVのゲノムとその制限酵素BamHIおよびKρnl切断地図
ならびにBamHI一一9断片およびKpnl－J断片の拡大図を示す・下の図は

ptks／CATおよびpgXICATの構築過程を示す。
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　2）Vero細胞へのプラスミドDNAの導入

　マイクロチューブ内でリポータープラスミド0．5pmolとエフェ

クタープラスミド25fmolを混合した溶液に、　Opti－MEMを加えて

全量を100plとした・ポリスチレンチューブには、　Lipofect　Ace試

薬（ギブコーBRL社）12FlとOpti－MEM　88plを加え100plとした。

このチューブにDNA溶液100μ1を加え、軽く混和した。室温に15

分間静置後、0．8m1のOpti－MEMを加え、全量を1mlとした。6穴

プレートの採血で培養面の約80～85％を覆うまで培養したVero

細胞をOpti－MEMで2回洗浄後し、静置しておいたDNA－Lipofect

Ace溶液を加えた。これを5％CO2下、37℃に7時間静置させた後、

DMEM培地を1ml加え一夜培養した。DNA導入約24時間後に2ml

のDMEM培地に置き換え、さらに培養した。

　3）細胞抽出液の調製

　DNA導入48時間後に細胞をPBSで洗浄し、トリプシンで細胞

を剥離してマイクロチューブに回収した。これを4℃で2，000×g、

5分間遠心した。この沈渣に0．5mlのTEN溶液（40mM　Tris－HCI；

pH7．8，1mM　EDTA，180mM　NaCl）を加え、細胞を遠心洗浄した。

この細胞に0．3mlの0．25MTris－HCI（pH7．5）を加え、一80℃で凍結融

解を4回繰り返すことにより細胞を破壊した。これを4℃で12，000

×g、20分間遠心し、この上清を新しいマイクロチューブに移し

て、細胞抽出液とした。この一部を採りプロテインアッセイ試薬

（バイオ・ラド社）を用いて蛋白量を測定し、残りをCATの定量

に用いた。
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　4）CATの定量

　CATの定量には・CAT－ELISA（ベーリンガー・マンハイム社）

を使用した。抗CATヒツジ抗体が吸着したマイク一揖イタープレ

ートの一穴に300plのサンプル緩衝液を加え、5分間静置した。各

穴から緩衝液を除き、200plの一定量のCATを含む標準溶液また

は細胞抽出液を加えた。37℃で1時間反応後、300μ1の洗浄用緩衝

液で4回洗浄した。次に、200μ1のジゴキシゲニン（DIG）標識抗

CAT抗体を加え、37℃で1時間反応後、同様に洗浄し、200μ1の

ペルオキシダーゼ標識抗DIG抗体を加えた。37℃で1時間反応さ

せた後・同様に洗浄し、200μ1のペルオキシダーゼに対する基質

溶液［2，2Lアジノジ（3一エチルベンズチアリン）一6’一スルホン酸］

を加えた。室温で15～60分間反応させ、波長405nmで吸光度を

測定した。標準試料の吸光度から検量線を作製し、試料の吸光度

をもとに試料中のCAT量を定量した。

11．間接蛍光抗体法

　間接蛍光抗体法は、Peeples（1988）の方法に従い行った。カバー

グラス上に培養したCOS－1細胞に、　pc／IEおよび欠失IE遺伝子を

含むプラスミドをLipofectin試薬を用いて導入した。　DNA導入48

時間後にカバーグラスを取り出しPBSで洗浄し、3％パラホルムア

ルデヒドで室温45分間細胞を固定した。次に0．05％Triton－X100

で細胞を室温で30分間処理した。カバーグラスをPBSで3回洗

浄後、非特異反応を少なくするため、10％正常ヤギ血清に15分間

浸した。1：100に希釈したウサギ抗IE180ペプチド抗体を加え、室
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茜　　n



温で30分間反応させた。再びPBSで洗浄し、　FITC標識ヤギ抗ウ

サギIgG抗体（サザンバイオテクノロジー社）を室温で30分間反

応させた。PBSで洗浄後、蛍光顕微鏡で観察した。

24



III．結　　果

1．ADVIE遺伝子のサブクローニング

　ADV遺伝子DNAのKpnl断片のクローニングで得られたADV

IE遺伝子を含む、Kpnl－E断片を含む組み替えプラスミドをIE遺伝

子のサブクローニングに用いた。これをBamHIで切断し、IE遺伝

子を含むBamHL8断片をpGEM－4Zおよび真核細胞発現ベクター

であるpcDNAI／Neoに挿入した（pc／IE）。得られたIE遺伝子を含む

プラスミドを図2示す。

2，欠失IE遺伝子の作出

　欠失IE遺伝子の作出にはpG／IEおよびpc11Eを用いた。　IE遺伝

子上に存在する制限酵素切断部位を利用し、5味端御事および3’

末端泌乳遺伝子を作出した。5’末端欠失遺伝子には開始コドンを

含むNcolリンカーを、また3’末端欠失遺伝子には終止コドンを含

むNhelリンカーを挿入することにより作成した。すべての欠失IE

遺伝子を真核細胞で発現出来るように、欠失IE遺伝子を

pcDNAIINeoにクローニングした。　IE遺伝子および作出した車戸

IE遺伝子の模式図を示す（図5）。

3．IEおよび欠失IE遺伝子の発現

　作出したIEおよび欠失IE遺伝子が真核細胞において目的の蛋

白を発現することを確認するために、IEおよび欠失IE遺伝子を含

むpcDNAI／NeoをCOS－1細胞に導入し、細胞抽出液10％ポリアク

25
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　　　　Bam　HIATGM180 Bam　Hl

dlC1437 Bst　XI

dlC1230
Stu　1

dlCIO81

dlC950

　　　　　　　　　　　　　　　　　Sac　1
L．一一一一i－i一一ii一一一一一一iiiiiii－i－ii－Nii－i－i一一一一一一一iiL．一

BspEI

dlC900 　　　　　　　　　　　　　Bss　Hll
L－Z一一iii－i－i－ii一一一一一一一MNN

dlC629 Dra皿

dlC333
Pstl

dlC133 　　Bst　Ell
L－ii－iii－iLny．一一．．．一一一．h一．“一一一一一一d一””一”一’一’

dlN132 　　Bst　Ell

dlN454 坦

dlN617 Nco　I

drv454－CIO81

DBD454－696
胆　　　　AluI

　　　　　　　　図5．IEおよび欠失IE遺伝子の模式図

■■は各遺伝子のORFを表す。直線はBamHI－8断片のヌクレオチドを示
す。V型の線はヌクレオチドの欠失を表わす。欠失IE遺伝子の作出に用い
た制限酵素切断部位を図中に示しATGは開始コドンを示す。　dlNはアミノ末
端の欠失を、dlCはカルボキシル末端の同門を表わす。また、数字はN末端
を1とした時のアミノ酸残基数を示す。
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リルアミドゲルで電気泳動した。泳動した蛋白をIE180のN末端

の49から68番目のアミノ酸配列を認識する抗IE180ペプチド抗

体を用いたウエスタンブロッテングにより検出した。表1に、ア

ミノ酸配列から予想される各蛋白の分子量およびそれぞれの蛋白

の移動度から導き出した分子量を示す。いずれのIEI80変異体も

遺伝子の欠失度合に応じて移動した。予想される分子量とSDS－

PAGEの移動度から導き出した分子量の違いはリン酸化によるも

のと考えられ、いずれの変異体も目的の蛋白を発現しているもの

と推察された（図6）。

　抗IE180ペプチ、ド抗体では検出できないN末端および両末端欠

失IE遺伝子産物は、無細胞系における転写・翻訳により合成した

蛋白をSDS－PAGEで解析することにより確認した。図7に示すよ

うに、いずれのIE180変異体も遺伝子の欠失に対応する分子量の

低下を示した。

4．IE180および欠乏IE180変異体のtkおよびgX遺伝子プロモー

　　ターに対する転写活性化作用の解析

　ADV　E遺伝子のtkおよびL遺伝子のgX遺伝子プロモーター

に対する転写活性化作用を支配しているIE180上の領域を決定す

るために、エフェクタープラスミドとしてIEまたは欠失IE遺伝

子を含んだpcDNAI／Neo、リポータープラスミドとしてptks／CAT

またはpgX／CATを用いた。エフェクタープラスミドとリポータ

ープラスミドをVero細胞に同時導入し、この細胞抽出液中の蛋白

1μg当たりのCAT量を定量して、　IEおよび欠失IE遺伝子産物の

tkおよびgX遺伝子プロモーターに対する転写活性化作用の解析
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　　　　　　1　2　3　4　5　6　7（KDa）

203　一
　　　　「■■圏■画r■闘瞬●一●噌

　　　　　　　　　　　　　　　　　嘲■■ゆ●■■幽の

105　一一一一

71　一

44　一一

8　一

e．一．tq，一eNilll

図6．IEおよびC末端欠失IE遺伝子産物のウエスタンプロット解析像

COS－1細胞にIEまたは3冒末端欠失IE遺伝子を含むpcDNAIINeoを導入した。左側に分
子量マーカーを示す。1：IE，2：d1C　1437，3：dlC1230，　4：dlC1081，　5：dlC950，6：dlC900，

7：　dlC629，　8：　dlC333
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　　　　6

一一　203一

105

70

　　一　　　　43
　　　　　　一憲

N　28　一k

図7．無細胞系で転写・翻訳されたIEおよび欠失IE遺伝子産物の
　　　SDS－PAGE像

無細胞系で転写・翻訳された蛋白を10％SDS一ポリアクリルアミドゲルで電気泳
動した。左側に分子量マーカーを示す。1：IE，2：dlN　132，3：dlN454，4：dlN617，

5：　dlN454－CIO81，　6：　DBD
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表1．欠失IE遺伝子産物の発現

C末端欠失IE180変異体の検出

分子量1）

アミノ残基数 予想2） ウェスタンプロット3）

IEI80＊ 1460 153 180

dlC　1437＊ 1437 150 176

dlC　l　230＊ 1230 128 162

dlC950＊ 950 96 141

dlC900＊ 900 93 131

dlC629＊ 629 66 103

dlC333 333 35 45

dlC　133 133 13 ND5）

N末端および両末端欠失IE180変異体の検出

分子量1）

アミノ残基数 予想2） PAGE4）

IE180 1460 153 189

dlN　132 1328 139 177

dlN454 1006 107 134

dlN617 843 89 111

dlN454－ClO81 629 66 74

DBD（454－696） 242 26 33

＊はリン酸化を受けていると考えられる白白IE180を示す。

1）キロダルトン。

2）アミノ酸配列から導き出した分子量。

3）ウエスタンプロットで検出し、移動度より導き出した分子量。

4）無細胞系で合成し、SDS－PAGEの移動度より導き出した分子量。

5）NDは検出できなかったことを示す。
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を行った。

　図8および9に示すように、dlC1437、　dlC1230およびdlC1081

ではtkおよびgX遺伝子プロモーターの転写を活性化した。しか

し、IE180のカルボキシル（C）末端を560アミノ酸残基を欠失した

dlC900ではいずれのプロモーターに対しても転写活性化作用を

示さなかった。また、さらにC末端を欠失した変異体も転写活性

は示さなかった。従って、C末端欠失IE180変異体を用いた解析

において900から1，081までのアミノ酸配列に転写活性化に必要

な部位が存在することが示唆される。一方、N末端を欠失した

IE180では調べたエフェクターはすべて、転写活性化を示さなか

った。この結果は、N末端の132アミノ酸残基に転写活性に重要

な部位が存在することを示唆している。しかし、N末端の1から

133アミノ酸残基を発現するdlC133は、　tkおよびgX遺伝子プロ

モーターを活性化しなかった。

5．IE180および焼失IE180変異体のADV　IE遺伝子プロモーター

　に対する転写抑制作用の解析

　IE180はIE遺伝子プロモーターに抑制的に作用する。その活性

部位を決定するために、エフェクタープラスミドとしてIEまたは

巧言IE遺伝子を含んだpcDNAIINeo、リポータープラスミドとし

てCAT遺伝子の上流にIE遺伝子プロモーターを含むpRW7CAT

をVero細胞に同時導入して、　CAT量を定量し、　IEおよび欠失IE

遺伝子産物のIE遺伝子プロモーターに対する転写抑制作用の解

析を行った。エフェクタープラスミドの対照としてpcDNAI／Neo

を用いた。
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対　照

IE　180

dl　C　1437

dl　C　1230

dl　CIO81

dl　C900

dl　C629

dl　C　133

dl　N　132

dl　N454

dl　N617

dl　N454－C1081

o

CAT発現量（P91P9蛋白）

　図8．IE180および欠失IE180変異体のtk遺伝子プロモーターに対する
　　　　　転写活性化作用

ptks／CATをリポータープラスミドとし、　IE　180および欠失IE180変異体を発現

するプラスミドをVero細胞に導入し、細胞抽出液中の蛋白1μg当たりの
CAT量を測定した。数字は各3回の実験により得られた値の平均値を示す。
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o

CAT発現量（pg1μg蛋白）

　1　　　　　　　2

対　照

IE　180

dl　C　1437

dl　C　1230

dl　CIO81

d盈C900

dl　C629

dl　C　133

dl　N　132

dl　N454

dl　N617

dl　N454－CIO81

　図9．IE180および欠失IE180変異体のgX遺伝子プロモーターに対する
　　　　　転写活性化作用

　PgXICATをリポータープラスミドとし、　IE180および欠失IE180変異体を発現

するプラスミドをVero細胞に導入し、細胞抽出液中の蛋白1μg当たりのCAT量
を測定した。数字は各3回の実験により得られた値の平均値を示す。
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　図10に示すように、IE180のC末端を欠失したdlC1437、

d1C1230およびdlC1081を発現する細胞では、　IE遺伝子プロモー

ターの転写を抑制した。また、C末端の計560アミノ酸残基を欠

失したdlC900では転写抑制作用は低下した。さらにC末端を欠失

したdlC629では転写抑制作用はなかった。一方、　IE180のN末端

を132および453アミノ酸残基欠失させたdlN　132およびd1C454

を発現する細胞では転写抑制作用がみられた。しかし、それ以上

アミノ酸を欠失したdlN617はその活性は示さなかった。また、　N

末端、C末端をそれぞれ453、379アミノ酸残基欠失した変異体で

あるd1N454－1081では強い転写抑制効果を示した。ところが、　IE

遺伝子の転写開始部位の前後に存在する特定の塩基配列に結合す

るDNA結合ドメイン（DBD454－696）は、転写抑制作用を示さなか

った。以上の結果から、IE180の454から1，081までのアミノ酸配

列にADV　IE遺伝子プロモーターに対する転写抑制に関与する領

域が存在することが示唆される。

6．IE180の核への局在に関与する部位の決定

　IE180の核への移行に関与する部位を決定するため、C末端欠失

IE180変異体を用いた。　IE180および欠失IEI80変異体の細胞での

局在は、IEまたは欠失IE遺伝子を含むpcDNAI／NeoをCOS－1細胞

に導入後、間接蛍光抗体法により解析した（図11）。IE遺伝子を

導入した細胞は、IE180を発現して単独で核に局在した。C末端を

徐々に欠失させていったIE180変異体を用いた場合、C末端の510

アミノ酸残基を欠失したdlC950までは核に局在した。しかし、　C

末端の560アミノ酸残基を欠失したdlC900は核に局在しなかっ
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対　照

IE　180

d盈C1437

dRC1230

dlC1081

dlC900

dlC629

dlN　132

dlN454

dlN617

dRN454”CIO81

DBD454－696

o

CAT発現量（pg艇g蛋白）

　図10．IE　180および欠失IE180変異体のIE遺伝子プロモーターに対する
　　　　　転写抑制作用

pRW7CATをリポータープラスミドとし、　IEI80および欠失IE180変異体を発現
するプラスミドをVero細胞に導入し、細胞抽出液中の蛋白1μg当たりの
CAT量を測定した。数字は各3回の実験により得られた値の平均値を示す。
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Mock

dlC950

dlC629

IE

dlC900

dlC333

　　　　図11．IE　180および欠失IE　180変異体の細胞内局在性

IEおよび欠失IE遺伝子を含むpcDNAIINeoを各々COS－1細胞に導入し、抗
IE　180ペプチド抗体を用い蛍光抗体染色法により発現した蛋白を検出し
た。
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た。この結果はIE180の900から950までのアミノ酸配列に核へ

の移行に必要な部位があることを示唆している。ところが、さら

にアミノ酸残基を欠失したdlC629は核に局在し、dlC333は核およ

び細胞質に存在した。これらの結果は333から629番目のアミノ

酸配列も核への移行に関与する可能性を示している。

　C末端を欠失したIE180変異体の解析によって、333～629と900

～950までのアミノ酸配列の2つの部位が核への移行に重要であ

ることが示された。この2つの部位はいずれも、核への移行に関

与すると考えられる塩基性アミノ酸クラスターRRKRRを含んで

いた。そこで完全長のIE180ではどちらの部位が核への移行に重

要であるかを調べるため、各々の部位を欠失したIE180変異体を

作出した（図12－A）。図12－Bに示すように、作出した同誌IE遺

伝子はいずれも目的の蛋白を作っていると考えられた。また、図

13－Cに示すように、333から575番目までのアミノ酸配列を欠失

した蛋白は主に核に存在した。一方、900から950番目までのア

ミノ酸配列を欠失したIE△900－950は大部分が細胞質に存在した。

これらの結果はIE180の900から950までのアミノ酸配列に本来

の核への移行を担う部位があることを示している。しかし、333

～575番目および900～950番目の核移行シグナルと考えられる部

位を含む両方のアミノ再配列を欠失したIE△333－575＆900－950は、

主に核内に検出した。以上の結果をまとめ表2に示す。
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Ae
1 464 930 1460

IE　180

MzB33－575
　　　　　　　ヨヨヨ　　　　ヨフヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

IEA900－950

Be

（KDa）

2qD　3一

1（D5－

71一

all），　一一一）

Ce

図12．核局在化シグナルを欠失したIE180変異体の発現

Aは核局在化シグナル欠失IE　180変異体の模式図。数字はアミノ酸残基

数、○はRRKRRの位置をそれぞれ示す。　Bは欠失IE　180変異体のウエスタ
ンプロット解析像。分子量マーカーを左側に示す。Cは欠失IE　180変異体

の細胞内局在性。1：肥△333－575，2：肥△900－950，3：IE△333－575＆900－950

38

灘；選　　　

　蝋
懸羅懸ew　　糊　　　燃

．購．



表2．IE180変異体の細胞内局在

細胞内局在1）

M180

dlC　1437

dlC　1230

dlC　1081

dlC950

dlCgoo

dlC629

dlC333

111A333－575

1EAgoo－950

1EA333－575

　＆900－950

　　　核

　　　核

　　　核

　　　核

　　　核

　　細胞質

　主に細胞質

核および細胞質

　　　核

　　主に核

　　　核

1）COS－1で発現したIE180およびその変異体の細胞内局在。
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IV．考 察

　ADVのIE180は、前期および後期のADV遺伝子の転写を活性

化し、IE遺伝子の転写は抑制するという多機能な蛋白で、ウイル

スの増殖に必須である（Iharaら，1983；Rakusanovaら，1971）。本研

究では、IE180の構造と機能を解明し、新しいADVの感染防御法

を開発することを目的として、IE180の機能ドメインを決定した。

IE180は、HSV－1のICP4とVZVのIEI40のアミノ酸配列との相同

性から、5つの領域に分けられる（Cheung，1989）。領域1はICP4

との相同性が低い部分であるが、IE180の390番目からのセリン

に富んだ部位が保存されている。このセリンに富んだ部位はVZV

のIE140にも認められる。領域2は保存性が高く、相同率が50％

以上ある。領域3はICP4との相同性は低いが、　ICP4の727番目

からのRKRK、　IE180の930番目からのRRKRRの塩基性アミノ酸

クラスターに相同性がある。領域4は比較的相同性が高く、領域

5は相同性が低い。

　本研究で得られた成績からADV　IE180は以下のような機能ド

メインに区分された（図13）。tkおよびgX遺伝子プロモーター

に対する転写活性化作用には、IE180の1，460アミノ酸残基中1～

1，081の領域が必要であった。この領域には、N末端の酸性アミノ

酸クラスターから成る転写活性化部位を含む領域1、DNA結合ド

メインから成る領域2（Wu　and　Wilcox，1991）および核移行シグナ

ルを含む領域3から成っていた。C末端から560アミノ酸残基を

欠失したdlC900は転写活性化作用を示さず、　核にも局在しなか
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領　域

M180

　　　　　　　1　2　　　　　3　4　　　　　5

皇毅綴羅撚．　　・x蒙　　配〃；v“i“

　　転写活性化

　（AA　1－1，081）

　　転写抑制
　（AA454一　1　，08　1　）

　核への局在
（AA，　930－934）

酸性アミノ酸活性化

　（AA　1　一34）

　DNA結合
（AA454－696）

　リン酸化
（AA390－406）

EZZ；ZZZ：ZZ：Z：tzZZ：：：ZZZ：ZZZZZZ：ZZZZZZZ：ZZZZZ：Z：ZZZ

團

日

IZZZZZZZ：ZZZiZZ：ZdeZZZZZZZ

目

図13．ADV　IE180の機能ドメイン

HSV－1のICP4との相同性より5つの領域に分けられる（Cheung；1989）。　EZZIZI

で示す領域は今回の実験で導いた機能ドメインである。囲で示される領
域は、Martinら（1990）とWu　and　Wilcox（1991）によって提唱されたIE　180の機能

ドメインである。［＝コで示される領域は予測されているドメインを示す。
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つた。IE180が転写調節因子としての機能を発揮するためには核

に局在する必要がある。dlC900は核に移行できなかったために・

その機能を発揮できなかったと考えられる。IE遺伝子プロモータ

ーに対する転写抑制には、DNA結合ドメインから成る領域2およ

び核移行シグナルを含む領域3が関与していた。N末端を617ア

ミノ酸残基欠失したd1N617が転写抑制作用を示さなかったのは、

DNA結合ドメインの欠損によって、　DNAに結合できなかったた

めであろう。

　C末端を23アミノ酸残基欠失したdlC1437および230アミノ酸

残基欠失したdlC1230のtkおよびgX遺伝子プロモーターに対す

る転写活性化作用は、完全長のIE180の活性化作用に比べると弱

くなっていた。しかし、C末端を379アミノ酸残基欠配したdlC1081

の転写活性化作用はIE180と同等か、それ以上であった。　HSV1

のICP4では、　C末端の40％欠失した分子はHSV－1のtk遺伝子プ

ロモーターに対しては転写活性化、ICP4遺伝子プロモーターに対

しては転写抑制効果を示した。しかしながら、ICP4欠損ウイルス

を用いた相補性試験では、このC末端欠失ICP4の相補活性は完

全なICP4の100分の1以下であった（DeLuca　and　Schaffer，1987）・

したがって、ICP4のC末端40％の領域はウイルスDNAの合成お

よび後期遺伝子の発現を司る機能があると考えられている。本研

究では領域5を欠失したdlC1437ならびに領域4および5を欠失

したdlC1230の転写活性化作用が低かった。しかし、さらにC末

端を欠失したdlC1081はIE180と同等かそれ以上の活性化作用を

示した。これらの成績はIE180の領域4および5になんらかの転

写調節因子と相互作用をする部位があることを示しているのかも
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知れない。

　IE180のN末端131アミノ酸残基を欠失した変異体である

dlN　132はtkおよびgX遺伝子プロモーターに対し転写活性化作用

を示さなかった。この結果はN末端の131アミノ酸配列に転写活

性化に関わる重要な部位が含まれることを示す。また、酵母菌の

転写調節因子GAL4とIE180の融合蛋白を用いた実験で、　N末端

の34酸性アミノ酸配列に転写活性化部位が存在することを示し

た報告（Martinら，1990）と一致する。領域1は転写活性化に関与す

る34酸性アミノ酸配列を含む。VZVのIE140およびEHV－1のIE1

においてもN末端に酸性アミノ酸残基から成る転写活性化部位が

存在する（Cohenら，1993；Pereraら，1993；Smithら，1994）。また、

Schwyzerら（1993）はBHV－1のP180もN末端に転写活性化部位を

持つことを示唆している。しかし、HSV－1ではN末端の90アミ

ノ酸残基を欠失したICP4変異体を持つウイルスでも通常の増殖

を示すことから、この部位はIE蛋白の機能には必要ないと考えら

れる（DeLuca　and　Schaffer，1987；1988）。　HSV－1のVP16は酸性ア

ミノ酸に富む転写活性化部位を持つ転写調節因子である。VP16

はC末端の78酸性アミノ酸配列に転写活性化に与る部位が存在

する。VP16のC末端78酸性アミノ酸部位を欠失した変異体は転

写活性化能を失い、逆に本来のVP16の転写活性化作用を阻害す

る（Triezenbergら，1988）。同様に、酸性アミノ酸転写活性化部位を

欠失したdlN132は転写活性化作用は示さなかったが、　IE遺伝子

プロモーターに対する転写抑制作用を示した。IE180の領域1に

存在し、HSV－1のICP4およびVZVのP140でもよく保存されてい

るセリンに富んだ部位は、ICP4ではリン酸化の標的部位である
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（DeLuca　and　Schaffer，1988）。　ICP4の領域1に存在するこの高セリ

ン部位が、転写活性化に重要であるとする報告がある（DeLuca　and

Schaffer，1988；Shepardら，1989）。一方、　dlN132はHSV－1のICP4

と同じように高セリン部位を含んでいるにもかかわらず、転写活

性化作用を示さなかった。この結果は、IE180の転写活性化作用

に高セリン部位が必要ではないことを示唆する。しかし、転写調

節因子はリン酸化することによって、細胞質から核への移行の変

化、DNA結合能の変化および高次構造の変化が誘導され、活性化

される（Hunter　and　Karin，1992）。　IE180の領域1に存在する高詠リ

ン部位もリン酸化されていると予想されることから、この部位に

は何らかの未知の機能があるかも知れない。

　欠失IE180変異体を用いた研究から、　IE180の900～950のアミ

ノ酸配列が核への移行に重要であることが示された』この配列に

は核移行シグナルと予想される塩基性アミノ酸配列（RRKRR）を含

んでいる（Cheung，1989）。　IE180は同じ配列を464番目にも含んで

いる。今回のC末端欠失IE180変異体を用いた研究において、

dlC900およびdlC629はいずれも464番目からのRRKRRクラスタ

ーを含むにも関わらず、dlC900は細胞質に存在し、dlC629は核に

存在した。この違いはこれらの蛋白の立体構造によるものと考え

られる。核移行シグナルはしばしばポリペプチドの末端に存在し

て（Gharakhanianら，1987；Laemmliら，1970；Morelandら，1985；

Silverら，1984）蛋白分子の表面に露出し、その機能を果たすとさ

れている（Robertsら，1987）。したがって、d1C629ではC末端の830

アミノ酸残基を欠失することにより、464～468のアミノ酸配列に

存在する塩基性アミノ酸クラスターが表面に露出した結果、その
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機能が発揮されたものと考えられる。今回の研究で用いた最小の

変異体であるd1C333は細胞質および核内に検出された。このポリ

ペプチドは塩基性の核移行シグナルを持たないので、拡散により

核に入ったのかも知れない。

　930～934のアミノ酸配列の核移行シグナルを含む部位を欠失

したIE△900－950では、その一部が細胞質に留まった。この成績

はIEI80分子上に核への移行に関与する他の部位があることを示

しているのかも知れない。今回の研究から930番目からの塩基性

アミノ酸クラスターが、IEI80を核へ移行するために重要である

ことがわかった。一方、464番目からの塩基性アミノ酸クラスタ

ーは核への移行に関与するが、930番目からのシグナルほどの強

い活性は持っていないと考えられる。

　今回の研究においてIE遺伝子プロモーターに対して強い転写

抑制作用を持つ欠失IE180変異体（dlN454－CIO81）を作出した。こ

の蛋白はDNA結合ドメインおよび核移行シグナルを含む領域か

ら成り立っている。DNA結合ドメインを欠失した変異体（dlN617）

は転写調節作用を示さなかった。ヘルペスウイルスのIE遺伝子プ

ロモーターに対する転写抑制作用には、IE蛋白と転写開始部位の

近傍に存在する特定の塩基配列との結合が重要である（Faber　and

Wilcox，1988；Muller，1987；Paterson　and　Everett，1990；Robertsら，

1985；Shepardら，1989）。そのため、　IE180分子上のDNA結合ドメ

インが、転写調節に最も重要と考えられる。Wu　and　Wilcox（1992）

は、E．　coliのトリプトファンを合成する酵素の一つであるtrpEと

IE180のDNA結合ドメインの融合蛋白が、ICP4遺伝子プロモータ

ーの転写開始部位の特定の領域に結合することを示した。ICP4の
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DNA結合ドメインはICP4が2量体を形成するために必要で

（Everettら，1991）、またDNAを曲げる（Bending）能力がある（Everett

ら，1992）ことが知られている。IE180のDNA結合ドメインにも同

じ働きがあると考えられるが、DNA結合ドメイン（DBD454－C696）

だけでは、IE遺伝子プロモーターに対する転写抑制作用を確認で

きなかった（図10）。転写抑制効果を示すにはDNA結合ドメイ

ンおよびそのC末端側に存在する核移行シグナルを含む385アミ

ノ酸残基が必要である。DNA結合ドメインには、そのN末端に核

移行シグナル（RRKRR）が存在するが、今回用いた抗IE180ペプチ

ド抗体はDNA結合ドメインを認識しないため、細胞内の局在を

確認できなかった。このため、DNA結合ドメインのC末端側に存

在する385アミノ酸残基に含まれる核移行シグナル以外の機能に

ついては不明である。

　HSV－1のICP4がICP4遺伝子プロモーターの転写活性を抑制す

るためには以下の条件が必要である。1）ICP4がアルファヘルペ

スウイルスのIE遺伝子転写開始部位の近傍に存在する特定の塩

基配列（ATCGTCNNNNYCGRC）への結合、2）ICP4結合領域と

TATAボックスとの距離と向きの適性（Kuddusら，1995），3）DNA

結合ドメインによるDNA　Bending（Everettら，1992）、4）ICP4の

TATA結合蛋白（TBP）および転写基本因子であるTFIIDとの相互

作用によるDNAとのより強い結合（Smithら，1993）、5）ICP4と細

胞の転写調節因子とのICP4遺伝子プロモーターの共占有。以上の

条件が満たされた結果として細胞の転写調節因子であるSp1や

USFの転写活性作用が阻害され、ICP4遺伝子の転写が抑制される

と考えられている。（Guら，1993；Riveraら，1994）。　IE180について
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はTEIIDやTFIIBの転写基本因子と相互作用を持つことが報告さ

れている（Abmayrら，1988）。しかし、Bending能や他の転写調節因

子との相互作用についての詳しい報告はない。

　HSV－1では、　ICP4遺伝子プロモーターの転写を抑制する欠失

ICP4変異体が構築されている（Spepardら，1990）。この変異体は

X25と呼ばれ、　DNA結合能および2量体形成能を有し、転写活性

化能を欠損させたものである。このX25を応用したintracellar

immunizationの報告（Spepardら，1990；Smith　and　DeLuca，1992）がす

でになされている。すなわちX25を発現する細胞およびトランス

ジェニックマウスは、HSV－1の感染に対し抵抗性を示した。

　本研究で得られた成績に基づいて、現在、IE180の転写抑制効

果を示す最小の変異体であるdlN454－C1081を細胞およびマウス

受精卵に導入し、ウイルスの複製阻止の原理に基づく遺伝子治療

法であるintracellar　immunizationが、オーエスキー病の新たな防除

法として有効であるかを検討している。
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V．要 約

　オーエスキー病ウイルス（ADV）が感染した細胞において最初に

発現する前初期（IE）遺伝子産物である分子量180，000ダルトンの

蛋白をIE180と呼ぶ。　IE180はADVの前期および後期遺伝子プロ

モーターに作用して転写を活性化する一方、IE遺伝子の転写を抑

制する。この様に相反するそれぞれの機能ドメインを明らかにす

るために、一連の欠失IE遺伝子を作出した。それぞれの欠失遺伝

子の発現産物が前期チミジンキナーゼ（tk）遺伝子、後期gX遺伝

子およびIE遺伝子のプロモーターに及ぼす影響をクロラムフェ

ニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）発現系を用いて解

析した。また、IE180が転写調節因子として機能を発揮するため

には核に局在する必要がある。これらの手底IE遺伝子を導入した

細胞を蛍光抗体法によって解析し、IE180の核への移行に関与す

る部位を検索した。

　IEI80のアミノ（N）末端の132アミノ酸残基を欠失した変異体は、

tkおよびgX遺伝子プロモーターに対する転写活性化作用を欠い

ていた。カルボキシル（C）末端379アミノ酸残基を欠失させた変異

体はIE180と同様の転写活性化作用を示した。　C末端側の560ア

ミノ酸残基を欠失させた変異体には転写活性化作用を認めなかっ

た。以上の成績から、転写増強作用に与る領域がIEI80の1，460ア

ミノ酸残基の内、1から1，081番のアミノ酸配列内に存在すること

が判った。

　IE180のC末端側379アミノ酸残基を欠く変異体は、IE180と同
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様にIE遺伝子の転写を抑制した。　C末端側の560アミノ酸残基を

欠く変異体は、IE遺伝子の転写を抑制しなかった。　IE180のN末

端側の453アミノ酸残基を欠く変異体はIE180よりさらに強い転

写抑制作用を示した。N末端側の617アミノ酸残基を欠失させた

変異体は転写抑制作用を失った。また、C末端およびN未端双方

から各々379および453のアミノ酸残基を欠失させた変異体は強

い転写抑制作用を示した。以上の成績は、IEI80の454から1，081

アミノ酸配列内にIE遺伝子の転写を抑制する領域が存在するこ

とを示す。

　IE180の核への移行は塩基性アミノ酸から成る核移行シグナル

によるものと考えられる。IE180分子には464～468番と930～934

番に塩基性アミノ酸クラスター（RRKRR）が存在する。　IEI80のC

末端側の510アミノ酸残基を欠く変異体はIEI80と同様、核に局

在したが、C末端側から560アミノ酸配列を欠く変異体は、核に

局在しなかった。この変異体は930～934番の核移行シグナルを欠

く。しかし、この変異体からC末端側をさらに271アミノ酸残基、

計831アミノ酸を欠失させた変異体は核内に検出された。一方、

C末端側の1，157アミノ酸残基を欠く変異体は核と細胞質の両方

に検出された。この変異体は464番からのRRKRR配列を欠く。

次に、各々のRRKRR配列を含む部位を欠失させた変異体を作出

した。IEI80の333から575番のアミノ酸配列を欠失させた変異体

は核に局在した。一方、C末端側の900から950番目のアミノ酸

配列を欠失させた変異体は細胞質に留まった。従って、IEI80の

900から950番目までのアミノ酸配列内に核への移行に関与する

部位が存在すると考えられる。IE180のC末端側560アミノ酸残
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基を欠失させた変異体が転写調節作用を示さなかった理由は、こ

の変異体が核に局在しなかったためであろう。

　以上の成績から、IE180の転写活性化作用には、　IE180のN末端

に存在する34酸性アミノ酸部位、454～696番目のDNA結合ドメ

インおよび930～934番目の核移行シグナルが必要であること、お

よびIE遺伝子の転写抑制作用にはIE180の454～696番目のDNA

結合ドメインおよび930～934番目の核移行シグナルが必要であ

ることが判った。
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Mapping　of　Functionall　Domains　of　Aujeszky’s　Disease

　　　　　　　　　　　Virus　lmmediate－early　Protein

Satoshi　TAHARAGUCHI

　　　　　　　The　180　kilodalton　immediate－early　protein　（IE180）

of　Aujeszky’　s　disease　virus　functions　as　a　strong　tr　ansactivator

of　several　different　promoters　and　also　as　a　repressor　of　its

own　transcription．　To　map　the　functional　domains　of　IE180，

a　series　of　truncated　mutants　were　prepared．　Their　trans－

criptional　regulatory　activities　were　analyzed　using　the

chlor　amphenicol　acetyl　transferase　（CAT）　assay　for　trans－

induction　of　a　thymidine　kinase　promoter－CAT　gene　construct

and　a　glycoprotein　X　promoter－CAT　gene　construct　and

negative　regulation　of　an　IE　promoter－CAT　gene　construct．

IE180　is　localized　predominantly　in　the　nuclei　of　infected　cells．

To　define　the　nuclear　localization　signals　within　IE180，　cells

transfected　with　each　truncated　mutant　was　analyzed　by

indirect　immunofluorescence．

　　　　　　　Analysis　of　mutants　truncated　from　the　carboxy－

terminal　end　of　the　1，460－amino　acid　polypeptide　showed　that

a　polypeptide　possessing　amino　acids　1　to　1，081　retained

significant　functions　of　transactivation　and　autoregulation

potential．　On　the　other　hand，　removing　amino　acids　1　to　132
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resulted　in　a　complete　loss　of　transactivation　potential，

indicating　that　the　domain　responsible　for　transactivation　is

located　in　the　amino－terminal　end　of　IE180．　Additional

amino－terminal　truncation　up　to　amino　acid　453　did　not　affect

the　autoregulation　activity，　indicating　that　the　region　between

amino　acids　454　and　1081　has　autoregulation　potential．

　　　　　　　　Indirect　immunofluorescence　analysis　of　the

truncated　mutants　showed　that　two　regions　including　a　short

sequence　of　basic　amino　acid　residues　（RRKRR）　were

associated　with　the　nuclear　localization　of　IE180．　To　assess

which　region　substantially　functions　as　the　signal　for　nuclear

localization　of　IE180　molecule，　two　deletion　mutants　lacking

each　region　were　constructed．　A　mutant　lacking　amino　acids

333　to　575　was　detected　in　the　nuclei　of　the　transfected　cells
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

whereas　the　other　mutant　lacking　amino　acids　900　to　950　was

detected　mainly　in　the　cytoplasm．　These　results　suggest　that

the　region　of　amino　acids　900　to　950　is　responsible　for　nuclear

localization　of　IE180．
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