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注釈

MDV：マレツク病ウィルス（Marek’s　diseasevirus）

HVT：　七面鳥ヘルペスウイルス（herpesvi　rus　of　turkey）

HSV：　単純ヘルペスウィルス（herpes　simpl　ex　vi　rus）

EBV：　エプスタインーバールウィルス（Epstai　n一　Barr　vi　rus）

HCMV　l唾液腺ウイルス（human　cytomegal　ovi　rus）

PRV：

vzv　：

FPV　：

gB：

gL　：

gH　：

gll　：

gpll　：

CEF　：

DEF　：

ORF：

moi　：

オーエスキー病ウィルス（pseudorabi　es　vi　rus）

水痘・帯状ウィルス（varicel　l　a－zoster　virus）

鶏痘ウィルス（fowlpox　vi　rus）

gl　ycoprotei　n　B

gl　ycoprotei　n　L

gl　Ycoprotei　n　H

PRVのgB　homol　og

VZVのgB　homol　og

ニワトリ胚繊維芽細胞（chi　cken　embryo　fi　brobl　ast）

アヒル胚繊維芽細胞（duck　embryo　fi　brobl　ast）

オープンリーディングフレーム（open　readi　ng　frame）

感染多重度（mul　ti　pl　ici　ty　of　infecti　on）

：・t’：pt’“，　’”r，：．K．ft一’tWJS

，
難
寒

占
【
、



’

第1部　序　論

第1章　研究の背景

　マレック病（MD）はMarek’sd醜ase霜us（MDV）の感染に起因するニワトリの伝染

性悪性リンパ腫である。本病は神経、生殖器、各種の内蔵、眼および皮膚に病変が

出現する。神経が侵された場合、ニワトリは片側性あるいは両側性の進行性の神経

麻痺をおこし・最終的には完全に麻痺する。内臓に腫瘍が出現した場合には、内臓

の機能障害および慢性消耗性の栄養不良がおこる。本病は他の病気と異なり、鰐化

後早い時期に感染するがきわめて慢性的に経過し、発症する時期は遅い。中、大雛

期あるいは産卵期から発症する例が多い。病勢は進行性の経過をたどり削痩、各種

の機能低下あるいは運動障害、栄養障害をおこし、ほとんどの例では回復できずに

死亡する。自然感染の門戸は上部気道および眼結膜などと考えられる。MDVは感染

したニワトリの体内各部位に存在する。また血液および腫瘍形成部位に大量のMDV

が認められる。しかしこれらの部位に存在するウィルスはいずれも細胞の中に存在

しており・細胞が死滅するとウィルスも死滅する。このため血液および腫瘍部位な

どに存在するウィルスが直接、ニワトリに自然感染を起こすことはない。一方、羽

包上皮細胞で増殖したMDVは細胞随伴性でないために細胞が死滅しても生存してい

る。このためニワトリから抜け落ちた羽軸根部、あるいは習習上皮細胞で増殖し、

フケとして脱落したウィルスは、飼育環境に長い間生存しており、このウィルスが

自然界における本病の感染源となる。

　MDVはヘルペスウィルス科に属し3つの血清型に分類される。血清型1（MDV．1）

は腫瘍原性が強くMDの病因ウィルスである。血清型2（MDV．2）は腫瘍原性を欠く。

血清型3（MDV－3）はherPesvirus　of　turkey（HVT）として知られており、MDV－2と同様し

に腫瘍原性を欠く。モノクローナル抗体を用いた免疫学的研究によりこれら3つの

血清型ウィルスには血清型共通の抗原が存在することが明らかになった（van　Zaane　et

砿1982；Silva　and　Lee，1984）。共通の抗原を有し、病原性を示さないMDV－2とMDV－3

はMDV－1に対する混合2価生ワクチンとして現在世界的に広く使用されている。こ

のワクチン株は・細胞随伴性が強く、細胞が死滅するとウィルスも死滅する。ウィ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一
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ルスの死滅を最小限に抑えるためには細胞の生存を考慮せねばならず、凍結型のワ

クチンとして製造されている。凍結型ワクチンでは細胞を破壊しないようにDMSO

が加えられ、液体窒素で凍結保存がなされている。そのため取り扱いは不便であ

る。このMDワクチンは、初生雛の時期に1回接種することによって終生免疫が得ら

れる。このことはMDワクチン株が体内で増殖して持続感染を起こし、このことによ

り野外強毒ウィルスによって引き起こされるMD病変形成を阻止することができる。

しかしながら完全には感染を阻止できないためワクチン株と野外ウィルスの重感染

が生じ、感染ニワトリからはウィルスの排泄が常時行われる。このため環境から

MDVを完全には除去できない。以上のような現状より、取り扱いが容易で100％感染

防御するワクチンの開発が望まれている。

　当初・MDVはTリンパ球を標的細胞とするため、病理学的見地よりEpstain－Barr

virus（EBV）等と同類のγ一ヘルペスウィルスに分類された。しかし近年、一部の塩

基配列・gene　arrarlgement等の解析によりMDVゲノム構造は、両端にtermina1　repeat

（TR），内部にunique　long　segment（U，）とunique　short　segment（U，）の間のinternal　repeat

（IR）が存在することが明らかとなり、単純ヘルペスウィルス（HSV：herPes　simplex

virus）と近縁のα一回忌ペスウィルスであることが示唆された（Buckmaster　et　al．，

1988）。MDVは細胞随伴性が他のヘルペスウィルスに比べ強く、このためin　vitroの

系では感染性を有する細胞遊離性のウィルスビリオンを単離、精製し、抗原タンパ

クを同定することは困難である。遺伝子工学の応用は、ウィルスのDNAレベルでの

解析を可能にし・MDv－1のガン化に関与すると考えられる遺伝子（Cui・et・al．，1991）、

あるいはHSV－1との相同性の比較によりいくつかの主要なenvelope　glycoprotein遺伝

子が同定された（Coussens　and　Velicer，1988；Ross　ef　aゑ，1989；Scott・et・al．，1993）。

　現在の課題は、同定されたウィルス遺伝子にコードされた抗原タンパクの機能お

よび生理活性を解明することであり、またそのための適切なベクター系の開発であ

る。外来遺伝子を細胞に導入し発現させるために、ウィルスをベクターとして用い

る方法がある。この方法は、プラスミドのトランスフェクション法よりも一般に効

率が高く、用いるウィルス固有の性質に基づいた導入ができる。また、大型DNAウ

ィルスの場合には・外来遺伝子を挿入しても依然として感染性を保持させておくこ

とが可能であり・親ウィルスと同様の取り扱いができる。さらに、細胞への導入に

とどまらず個体へ導入することにより、目的とする遺伝子産物の性質や個体の反応

一2一

11Y！一－＝．　．　r－Ft　’　一E’1tv　t



を調べることができる。MDV遺伝子産物の解析にはニワトリ由来の細胞に感染する

ウィルスが必要であるが、この点でファウルボックスウィルス（FPv：fowlpox　vims）

は最適である。FPVはワクチニアウィルスと同属のボックスウィルスで鶏痘の病因

ウィルスである。全長300kbにも及ぶ二重鎖DNAゲノムを持つ巨大ウィルスであ

り、その弱毒株は長らく鶏痘ワクチンとして利用されてきた。FPVゲノムにはウィ

ルス増殖にとって非必須領域が複数存在していることがIacZ遺伝子をレポーターと

した細胞内組換え実験により明らかになった（Ogawa　et　al．，1990）。同定した非必須領

域を外来抗原遺伝子の挿入部位として利用することで、本来の抗原タンパクの形状

に近いかたちで発現することが可能となり、家禽のウィルス性疾病の組換えFPV発

現システムの開発につながった。

第2章　研究の目的と論文構成

　MDVの分子生物学的な解明は他のヘルペスウィルスに比べて著しく遅れている。

その最も大きな理由は、MDVを培養細胞に感染させると、ウィルスは増殖するが、

子ウィルスは細胞内にとどまり、培養上澄には放出されない点にある。従って、

MDVウィルスビリオンを大量に調製するのが困難であるばかりでなく、高い感染多

重度（moi：multiplicity　of　infection）で感染を行う一段増殖（one－step　growth）の実験も不可

能で・遺伝子発現の時間的推移を調べることが困難であった。近年、遣伝子工学の

応用により、ようやくウィルスのDNAレベルでの解析が可能になり、ウィルスのゲ

ノム構造やHSV－1との相同性の比較によりいくつかの主要なenvelope　glycoprotein遺

伝子が同定された（Coussens　and　Velicer，1988；Ross　et蝕，1989；Sco賃et蝕，1993）。しか

し・それら遺伝子産物の機能については、まだ十分な解明はなされていないのが現

状である。

　本研究の目的は、MDVの分子レベルでの解析を行い、　MDVの感染防御に関与する

抗原タンパクを同定することである。本論では、特にMDV　major　envel（）pe　glycoprotein

であるglycoprotein　B（9：B）およびウィルス増殖に必須タンパクと予想されるglycoprotein

L（gL）の機能・生理活性、さらに感染防御効果を組換えファウルボックスウィルス

（FPV：fowlpox　virus）発現システムを利用して解析を行った。　gBは、すでに多くのへ

一3一

．
？
？
，



ルペスウィルスで同定されており、糖タンパクとしてはヘルペスウィルス間で最も

良く保存されている。HSV－1の研究より、gBはウィルスの宿主細胞への侵入、　cell－

to－cell・fusionの機能を有していることが明らかになっている。さらに、ウィルス増殖

に対する中和活性を有する抗gBモノクローナル抗体が得られており、宿主の感染防

御に関与する免疫応答のターゲットであることが示唆されている。gLは、1992年

HutChinsonらのグループによりHSV－1の10番目の糖タンパクとして同定された。　gL

は、U・領域の最初のORFであるUL1遺伝子にコードされており、ウィルス増殖に必

須タンパクである。HSV－1　gLはcell－to－cell・fusionに関与しており、その生理活性を示

すためにはもう1つの糖タンパクであるgHとcomplexを形成し、正確なコンフォメー

ションをとることが不可欠である。

　本研究で利用した組換えFPV発現システムは、主に家禽のウィルス性疾病の解析

を目的として開発され、MDVの遺伝子産物の解析および感染防御に関しても有意義

な知見を得ることが期待できる。

　本研究論文は、第1部序論、第2部組換えFPVの概念と構築、第3部本論、第4部

総括より構成されている。このうち第3部本論は、次の4つの章より成っている。

　第1章では・MDVワクチン株であるMDV－2，一3のglycoprotein　B（gB）遺伝子（gB－2，　gB。

3）のクローニングを行い・その全DNA塩基配列を決定した。その結果、　gB－2，一3遺伝

子の予想されるアミノ酸配列は、すでに同定されているMDV－1　gB（gB－1）（L　N．　Ross

et　aL・1989）のそれと比較するとgB－1／gB－2（83％），　gB－1／gB－3（82％），　gB－2／gB－3（76％）の相

同性であり・また3つのgB間では72％の相同性があった。組換えFPVを利用してgB遺

伝子産物の発現解析を行った。

　第2章では・MDV　gB－1のproteolytic　cleavage　siteの同定およびその特異性について解

析を行った。MDV　gB－1は、前駆体9P100が細胞内輸送の途中で2つのポリペプチド，

9P60と9P49に開裂する。大部分のヘルペスウィルスgBも同様に2つのポリペプチドに

開裂し・その予想される開裂部位には共通のアミノ酸配列（Arg－X－Arg－Arg）が存在し

ている。MDV　gB－1の開裂部位とその特異性を解明するために予想される二二部位

（Arg－Leu－Arg－Arg）に存在する3つのアルギニン残基をそれぞれアラニン残基に置換

し・組換えFPVを使ってそのmutant　gB－1の発現を解析した。

　第3章では・中和モノクローナル抗体1AN86のエピトーープマッピングおよび組換

えFPVの感染防御効果について解析を行った。　MDV　gB。1に対する中和モノクロ＿ナ

一4一



ル抗体1AN86は、　gB－1と同様にgB－3も認識するが、　gB－2とは反応しない。　gB－1！gB－2

キメラ遺伝子を発現する組換えFPVを構築して、1AN86が認識する中和エピトープ

を解析した。

　第4章では、MDV－1のゲノムDNAのBamHI－D断片のDNA塩基配列の解析を行い、

HSV－1のglycoprotein　L（gL），　uraci1－DNA　glycosylase，　nuclear　localizing　Phosphoproteinを

コードしているULI，　UL2，　UL3遣伝子と相同性のある3つのopen　reading　frame（ORF），

MDV－l　gL，　UL2，　UL30RFを同定した。同定した3つの遺伝子のうちgL遺伝子につい

てMDV－1感染細胞での発現を確認した。　gL遺伝子を発現する組換えFPVを構築し、

MDV－1感染細胞で発現しているgしとの糖鎖修飾等の相違を調べた。

一5一
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第2部　組換えFPVの概念と構築方法

序論

　本論で述べるMDV抗原遺伝子の発現およびそれら遺伝子産物のin　vivoでの免疫原

性についての解析は、遺伝子工学を応用した組換えFPVを用いて行われた。　FPV

は、ボックスウィルスのアビボックスウィルスに属し、ニワトリの鶏痘の病因ウイ

ルスである。ニワトリ発育卵のしょう尿膜上に接種するとポックを形成し、in　vitro

では、鶏繊維芽細胞を円形化する細胞変性効果を示す。鶏日の病状は、皮膚に発疹

（ポック）、丘疹、びらん、出血、痂皮およびその脱落、さらに羽包上皮細胞の細

胞質内に封入体を形成するものと、口腔喉頭あるいは気管などの粘膜にジフテリー

性の病変を示す2つの型に分類される。本病による死亡率は50～60％と推定されてい

るが・呼吸器系が侵された場合には死亡率が上昇する。産卵鶏では産卵率の低下、

ときには産卵の停止がある。防疫には、弱毒化FPV生ワクチンの接種が行われてい

る。

　FPVと同属であるボックスウィルスのワクチニアウィルスは、早くからウィルス

ベクターとして研究されてきた。1987年には、野生キツネの狂犬病に対する組換え

ワクチニアウィルスワクチンの野外試験がヨーロッパを中心に行われ、その後野生

キツネの狂犬病の発生がほとんど見られなくなったことが報告されている。しか

し・その一方でワクチニアウィルスの広い宿主域が問題視されている。つまり人か

ら動物へ・あるいは動物から人へと感染が起こるために生態系の破壊が懸念されて

おり・実用化には至っていない。FPVは、その宿主が鳥類に限定されているため自

然界に及ぼす影響は極めて低く、さらに組換えFPVはワクチン株を親株としている

ため安全性および取り扱いについては周知である。

　遺伝子工学は、生化学、生物学、免疫学等の広い分野で活用され、多くの科学的

真理が解明されてきた。最近では、ヒトの遺伝病、ガン、エイズの治療に大きな期

待が寄せられている。組換えFPV技術もまたニワトリのウィルス疾病の分子生物学

的解明を可能にし、さらにワクチン化への第一歩を踏み出している。本論で述べる

一6一
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組換えFPVについて以下にその概念および構築方法を解説する。

第1章　組換えFPV　insertion　vector

　組換えFPV　insertion　vectOrは外来遺伝子の挿入用ベクターで、　pUC　18をベースとし

て、FpV　DNA，外来遺伝子の発現用プロモーター，multiple　cloning　site、　IacZ遺伝子と

そのプロモーターより成る（Fig．1）。FPVゲノムよりクローニングした約2kbの

DNA断片を相同組換え領域として使用している。このDNA断片は、　FPVゲノムの末

端部より約80kbの位置に存在し・外来遺伝子の発現用プロモーター，multiple　cloning

site、　IacZ遺伝子とそのプロモーターは、このDNA断片中のEσoRV　siteに挿入されて

いる。EicoRV　siteは・19・7kDaポリペプチドをコードしたopen　reading　frame（ORF）上

に存在しているが、この遺伝子の発現はウィルスの増殖にとって非必須であること

が確認されている。外来遺伝子の発現用プロモーターは、ワクチニアウィルスのプ

ロモーターを最適化した強力な合成プロモーターを用いた（Davison　et・al．，1989a，

1989b）。このプロモーターは、感染初期、後期発現のための2つの要素より成り、

FPVでも同様に機能する。初期プロモーターは、ウィルス感染後、約15時間までの

転写を促進し、その配列は14bpのAに富むcritical領域を含む。後期プロモーター

は・20bpのTクラスター、そして最もよく保存されている転写開始配列TAAATより

成る。外来遺伝子は、BamHI　si勧eからSall　siteまでのmultiple　cloning　siteに挿入するこ

とができる。Sad　siteの下流には、　potential　poxvirus　early　transcription　terminatOr

（Rohrmann　et　al・・1986）である㎜AT配列が位置している。　lacZ遺伝子はβ一ガラク

トシダーゼをコードしており、組換えFPVを単離するためのマーカー遺伝子として

機i適する。このla（rZ遺伝子のプロモーターP17はFPV由来の初期プロモーターで、

その配列はGTTGAAAAAATAATATAである。

第2章　組換えFPVの構築

Fig・1に不したinsertion　vectOrのmultiple　cloning　siteに外来遺伝子を挿入し、組換え

　　　　　　　　　　　　　　　　　一7一
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FPV構築のためのtransfer　vectOrを構築する。このtransfer　vectOrをwnd卵e　FPV感染細

胞にトランスフェクションする。従来、トランスフェクションの方法としてリン酸

カルシウム法が用いられてきたが、エレクトロポレーション法を用いることによ

り、組換え効率は10倍以上に高められた。細胞質内では、感染したFPVのゲノム

DNAとtransfer・vectOrが存在する。　FPVのDNA複製が生じる過程で、　transfer・vectOr中

のFPV　DNA断片とそれに相同なウィルスゲノムとの間で相同組換えが起こり、間に

挿入されている外来遺伝子およびlacZ遺伝子がウィルスゲノム内に挿入される。以

後、通常のウィルス増殖過程を経由して組換えウィルスが形成される（Fig．2）。FPV

は感染後、約6日でプラークを形成する。この際、β一ガラクトシダーゼの基質であ

るBluo－galを含むアガー培地をプレートに重層する。組換えFPVは、1acZi遺伝子に

コードされたβ一ガラクトシダーゼが発現し、Bluo－galを分解して青色プラークを形

成する（Fig．3）。組換えFPVは、この青色プラークをピックアップして単離、純化で

きる。
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TAGGATAGATCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGCATATAAATAATAAATACAATAATTAA

　　　　　　　　　　　　　一　Late　promoter　一一一一ll）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BamHI　Smai　Sacl

TTACGCGTAAAAATTGAAAAACTATTCTAATTTATTGCACTCGK3ATCCCCGGGCGAGCTCGCTA

　　　　　　－Early　pr。moter一噸レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sall

　　Apal　Sphl　Kpnl　Hincll　Smal
GCGGGCCCGCATGC（1；GTACCGTCGACACCGGTACA　1T．　一TTTATAAAAATGTACocGGGGGATCTA

Terminator

IacZ

FPV　DNA

lnsertion vector
i　一　pP　ir　：moter

FPV　DNA

Fig．　1：　Features　of　insenion　vector．　The　insertion　vector

gompris－es　fowlpox　virus　DNA，　lacZ　gene，　synthetic　strong

late／early　poxvirus　promoter　（Davison　et　al．，　1989a，

1989b），　and　multiple　cloning　site　for　insertion　of　a　foreign

gene．
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Fi　g・　3：　S　election　and　purification　of　a　recombinant　FPV　carrying　the　lacZ

gene．　Recombinant　FPVs，　which　expres　s　ed　the　lacZ　gene，　are　identified　by

staining　w　ith　B　acto　Agar　overlay　w　hich　contains　B　luo－gal．　The　recombinant

FPVs　form　blue　plaques　in　the　pres　ence　of　B　luo－gal　at　6　days　postinfection．

Plaque　purification　is　continued　undl　only　blue　plaques　are　detected．
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第3部　本　論

第1章　MDV－2，一3のglycoproteinB（gB）遺伝子の同定お

よびこれらの遺伝子の組換えFPVでの発現

要　旨

　マレック病ウィルス（MDV）はヘルペスウィルス科に属し3つの血清型に分類され

る。血清型1（MDV－1）は腫瘍原性が強くマレック病である悪性リンパ腫の病因ウィ

ルスである。血清型2（MDV・2）は腫瘍原性を欠く。血清型3（MDV－3）はherPesvirus

of　tUrkey（HVbとして知られており、MDV－2と同様に腫瘍原性を欠く。病原性を示

さないMDV－2，一3はMDV－1に対する混合2価生ワクチンとして現在使用されている。

本章では・MDV－2，一3のワクチン株ウイルスのglycoprotein　B（gB）遺伝子（gB－2，　gB－3）の

クローニングを行い、その全DNA塩基配列を決定した。　gB－2，一3遺伝子の予想される

アミノ酸配列をMDV－1　gB（9」B－1）（L　N．　Ross　e∫a乙，1989）のそれと比較すると3つのgB問

で72％の相同性があり・共通の特徴として10ケ所のシステイン残基、potential　N－

linked　glycosylation　siteの8ヶ所が保存されていた。　gB－1は、前駆体gp　100が、細胞内輸

送の途中で9P60と9P49に開裂する。予想される開裂部位には3つのアルギニン残基が

存在しているが、gB－2，一3にも全く同じ部位にこの共通配列が存在していた。これら

の結果より3つのgBは、非常に類似したコンフォメーションをとっていると予想され

た。さらに3つのgB遺伝子をそれぞれ組換えFPVに挿入し、発現の解析を行った。

組換えFPVで発現した3つのgB遺伝子産物は、ともにau　then　ticであった。　gB．1とgB－3

はアミノ酸配列より予想される分子量はほぼ同一であるにもかかわらず、MDV感染

細胞で発現したgB－1とgB－3には分子量の相違があった。この相違は、　gB－1とgB－3間

の糖鎖修飾の程度の違いであることがEndoglycosidaseを使った解析で明らかになっ

た。
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序論

　glycoprotein　B（gB）はヘルペスウィルスの糖タンパクとしてHSV－1で最初に同定さ

れ、ウィルスの宿主細胞への侵入（Haffey　and　Spear，1980；Cai　et　al．，1988）、　ceU　10㏄H

fusion（Bzik・et・al．，1984）に重要な役割を果たしていることが明らかになった。さらに

ウィルス増殖に対する中和活性を有する抗gBモノクローナル抗体が得られ、宿主の

感染防御に関与する免疫応答のターゲットであることが示唆された（Glorioso　et　al．，

1984）。遺伝子工学を応用して構築された組換えgB一ワクチニアウィルスは動物実験：

において中和抗体を誘導し、HSV－1に対する感染防御に成功した（Blacklaws　et・al．，

1990）。他のヘルペスウィルスの研究でもgB　homolo9が次々と同定され、コンピ

ューター解析により、gBはすべてのヘルペスウィルス間で最もよく保存されている

糖タンパクであることが示された。それゆえ、ヘルペスウィルスの感染防御に関す

る研究はgBを中心に進められ、　human　cytomegalovirus（HCMV），　pseudorabies　virus

（PRV）等のいくつかのウィルスのgBでもHSV－1　gBと同様に中和抗体を誘導できる

という結果が得られている（Cranage　et　al．，1986；Ben－Porat・et・al．，1986）。

　MDV　gB－1は・最初ChurchiU（1969）らによってB　antigenとして同定され、1989年、

RossらのグループによりDNA塩基配列が決定されるとBan直genとgB　homolo9（gB－1）

が同一タンパクであることが明らかになった。1992年、NazerianらはgB－1の免疫原

性を検討するためにgB－1遺伝子をFPVに挿入した組換えFPVを構築し、病原体に対

して隔離された環境下で飼育されたニワトリ（SPF　chicken：specific　pathogen　free

chicken）にi接種後・強雨MDV－1株で攻撃実験を行った。その結果、100％の感染防御

に成功し・gB－1の免疫原性のみならず組換えgB－FPVのワクチンとしての有効性が

明らかになった。

　本章では・MDVワクチンとして使用されているMDV－2，　MDV－3のglycoprotein　B

（gB）遺伝子（gB－2，　gB－3）を同定し、　gB・1遺伝子との相同性比較を行うとともに組換え

FPVを用いてそれら遺伝子の発現の解析を行った。

材料と方法
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細胞とウィルス

　MDV－1（血清型1）GA株はduck　embryo　fibroblas　t（DEF）cellで増殖、継代した。

MDV－2（血清型2）SB－1株、　MDV－3（血清型3）FC　126株はchicken　embryo　fibroblas　t

（CEF）ce皿で増殖、継代した。組換えFPVの構築はワクチン株であるUSDA株

（Na乙erian　et　al．，1989）を親株として使用し、得られた一連の組換えFPVはCEF　cellで増

殖、継代した。DEF・cell及びCEF・cellは4％calf　serumを含むLeibovitZ－McCoy　medium

（GIBCO　Laboratories）で培養した。

懸
灘　
灘
　
　
籔

サザンハイブリダイゼーション

　MDV－2　SB－1株感染細胞をトリプシン処理によりプレートから回収した。　PBSで2回

洗浄後、probeinase　K（150pg／ml　Proteinase　K，200mM　NaCl，1mM　EDTA，0．5％SDS，0．1

9。　2－mercaptoethano1）により消化し、フェノール／クロロホルム抽出、エタノール沈殿

によりMDV－2ゲノムDNAを得た。　MDV－3．BamHI－D断片はコスミドクローン（Dr．

Nonoyamaより分与）より単離された。これらのDNAは各種制限酵素で切断後、アガ

ロースゲル電気泳動で分離し、ニトロセルロースフィルターにトランスファーし

た。プローブのラベリングはrandom　priming　system（Prime。1凸S　tratagene）と［α　一sap］一

dCTPを用いて行われた。ハイブリダイ鰐口ションは6X　SSC，0．5％SDS，100レ9／ml

salmon　DNA存在下、650Cで20時間加熱し行った。フィルターの洗いは1X　SSC／0．1％

SDS，0・2X　SSCrO．1％SDSでそれぞれ2回ずつ65。C、30分間行った。

慧一・

DNA塩基配列分析

　gB－2・gB－3遺伝子を含むDNA断片を、適当な制限酵素で切断しpUC　I8にサブフ

ロー `ングした。DNA塩；基配列決定には・TAQuence　DNA　sequence　kit（united　States

Biochemical　Corp．）と［35S］一dATPを使用した。

　得られたDNA塩基配列のデータは、ウィスコンシン大学Genetics　Computer　Group

（GCG）のGAPとPILEUP　program（Devereux　ef　a乙，1984）によってalignmentされた。

gB－2遺伝子の大腸菌での発現及び抗gB－2抗体の取得

gB－2遺伝子を大腸菌で発現させるための発現用ベクターとしてpATH　vector

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－15一
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（Koerner・et・aZ．，1991）を用いた。　pATH　vecωrはtrpEプロモーター下流にtr：ρE遺伝子が

コーードされており外来遺伝子を3雪末端部に挿入することができる。trpE　fusion　protein

の発現は、3－indoleacrylic　acid（IAA）の添加により誘導される。発現したタンパクは

inclusion　bodyとして容易に精製できる。　gB－2遺伝子を中央部1，121　bp　R，oRV－

Bainill，中央部621　bp　EiCoRI，C末495　bp　5ad：一BamHIの3つの断片に分割し、それぞ

れ上記のpATH　vectOrに挿入した。構築したプラスミドpATH－gB2M1，　pATH－gB2M2，

pATH－gB2Cは、大腸菌RR1株に形質転換し、3種類のtTpE　fusion　proteinのtrPE－gB　2M　1，

trpE－gB2M2およびmPE－gB2Cの発現をSDS－PAGEにより確認した。部分的に精製した

trpE　fusion　protein約200μ9をそれぞれウサギに免疫し、抗血清を得た。

緊

gB－2，　gB－3遺伝子transfer　vectorの構築

　gB－2遺伝子にPCRを用いてスタートコドンATGの上流にBan？HI　siteを導入し、さら

にpotential　poxvirus　early　transcription　terminatorである㎜CT配列をTCrnCT配列に

変更した。使用したプライマーのDNA塩基配列は5・．CCGGGGATCCCGTAATG

AACCATITCAGTG－3t（BamHI　siteとATGはアンダーラインで示す）、5’一CGACCG

CCGGTGGGCAGAGAGAAAGAATGAGGACT－3’（termination　signalの除去のためAを

Gに置換）である。PCRにより得られたDNA断片はDNA塩基配列を確認した後、　gB．

20RFとして再構築し、　insertion　vector　pNZ1729R（Yanagida　et　al．，1990）に挿入した。

構築したtransfer　vectorをpNZ29RMDgB－2と名づけた。

　9：B－3遺伝子も同様にしてPCRを用いてスタートコドンATGの上流にBamHI　siteを導

入し・さらにpotential　poxvirus　early　transcription　terminatorである㎜AT配列を

TCTTrAT配列に変更した。使用したプライマーのDNA塩基配列は5，．CCGGGGATCC

AATCATG　CCTAIt1SZG　ACTCCTACAATG　AAG　TAC　rnAATCGGTC　TTrA’MATCTIrlrCTC

ACCCCA－3’（BamHI　siteとATGはアンダーラインで示す。　termination　signa1の除去のた

めTをCに置換）、5t－TTCArlTCTCGTCCCTGTCGT－3・である。PCRにより得られた

DNA断片はDNA塩基配列を確認した後、　gB－3　ORFとして再構築し、　insertion　vectOr

pNZ1729Rに挿入した。構築したtransfer　vectOrをpNZ29RMpgB。3と名づけた。

gB－2，　gB－3遺伝子組換えFPVの構築
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　FPV　USDA株をCEF　monolayer（107　cells）にmultiplicity　of　infection（moi）0．1で感染さ

せ、血清不含培地で5時間培養した。感染細胞をトリプシン処理し、0．7m1のSaline　G

buffer　（O．14M　NaCl，　5mM　KCI，　1．ImM　NbeHPO4，　1．5mM　KH2PO4，　O．5mM　MgCh，　O．011％

91ucose）に懸濁した。この細胞懸濁液にtransfer　vectOrのpNZ29RMDgB－2あるいは

pNZ29RMDgB－3を10μ9加え、　Cell－Porator　apParatus（GIBCOIBRL）で300V（750Vたm），

330μFの条件下でエレクトロポレーションを行った。。transfected・cellを3日間培養

し・ウィルスシードζL．’〈組換えFPVの選択に使用した。組換えFPVはマーカー遺伝

子としてlacz遺伝子を含んでおり、β一ガラクトシダーゼを発現して、基質である

Bluo－ga1を分解し、青色プラークを形成する。ウィルスシードをCEF・cellに感染さ

せ、プレートにBluo－ga1を含むBactO－agarを重層して6日後、青色プラークをピックア

ップした。得られた組i換えFPVをそれぞれr㏄FPV－gB2，　r㏄FPV－gB3と名づけた。

免疫沈降及びウェスタンプロッティング

　免疫沈降実験のために組i換えFPV感染細胞、　MDV感染細胞を50μCV血1の［35S］メチ

オニンで6時間ラベルした。培養i上澄を除き、phosphate－buffer　saline（PBS）で洗浄・後、

lysis　buffer　（25mM　Tris－HCI［pH　7．5］，　150mM　NaCl，　O．　190　s　odium　dodecyl　sulfate　［SDS］，　1

％Triton　X－100・190　sodium　deoxycholate）でcel　lysateを調製した。このceU　lysateはバッ

クグラウンドを低減するためにあらかじめnormal　mouse　ascites　fluid－protein　A－

Sepharose　CL4Bで吸着処理した。そしてRapp（1992）らの方法に従ってモノクローナ

ル抗体1AN86（Silva　and　Lee，1984）を用いた免疫沈降実験を行った。サンプルは2X

Laemmli　buffer存在下、5分間煮沸後、　S　DS－PAG　Eにより解析した。

　ウェスタンプロッティングのために組換えFPV感染細胞、　MDV感染細胞をLaemm血

buffer存在下・10分間煮沸した。サンプルはSDS．PAGEで泳動後、ニトロセルローース

フィルターにトランスファーした。タンパクの検出は1次抗体として抗trpE－gB2M2血

清と抗trpE－gB2C血清の混合血清を、2次抗体はalkaline　phosphatase．conjugate　goat　anti－

rabbit　IgG（Promega）を用いた。

Endogl　ycosi　dase　treatment

　モノクローナル抗体1AN86により免疫沈降したgB－1，　gB－3をEndo　H，　PNGase　F，（》

一17一



glycosidaseでそれぞれ処理した。反応条件はBoeh血ger－Mannhe㎞社のプロトコールに

従った。反応の際、すべてのサンプルにはプロテアーゼによる分解を避けるため

1mM　phenylmethylsulfonyl　fluoride（PMSF）を加えた。

結果
曹羅

1　一一一　1 gB－2，一3遺伝子の同定

　gB－2遺伝子を含むDN　A断片は、　MDV－2　S　B－1株感染細胞より抽出したウィルスゲノ

ムDNAを各種制限酵素で切断後、　gB－1遺伝子の一部である1．6　kb　XbaI・BamHI断片を

プローブとしたサザンハイブリダイゼー一…一ションにより6・kb・Ek・oRI断片と4kb・Psd断

片として得ることができた。これらのDNA断片をpUC　18にクローニングし、　DNA：塩

基配列を決定した。gB－3遺伝子を含むDNA断片は、　MDV－1とMDV－3間のgene

arrangementの相同性を考慮して、　gB－3遺伝子が存在すると予想されるMDV－3ゲノム

DNAライブラリーのBamHI－D断片（25　kb）より、6．8　kb・Psti断片と2．4　kb．Bgnl－Kpnl

断片として得ることができた。クローニングは、gB－2遺伝子と同様にgB－1遺伝子を

プローブとしたサザンハイブリダイゼーションにより行った。これらのDNA断片を

pUC　18にクローニングし・DNA塩基配列を決定した。　gB－2遣伝子のゲノム上での位

置は・MDV－2ゲノムDNAのBamHI制限酵素地図（Ono　e‘a乙，1992）と比較することに

よりBamHI・DNA断片のうちW1－N断片に存在していることが確認できた。またこの

部位は・gB－1・gB－3二丁子のgene　locusと一一致した（Fig．4）。

　Fig・5はgB－1・gB－2・gB－3遺伝子のalignmentを示している。　gB－20RFは、2，595　bp

より成り・865アミノ酸をコードしている。potentia1　promoter　elementとして開始コド

ン（ATG）の上流約250　bpにはTATA　box、さらにその上流約30　bpにはCAT　boxが存

在してV’る・また別のputative　ciS－regulat・ry　elementであるpr・m・ter－specific　transcripti。n

fact・r　Sp1のGC－rich　p・tential　binding　siteが、一136bp一一120　bp（GGCTCCCGCGGCT

GCGG）に存在していた・終止コドン（TAG）の下流約2・bpにはP。tential

polyadenyladon　signa1，　AATAAA（proudfoot　and　Brownlee，1976）が存在している。同様

にgB’30RFは・2・592　bpより成り、864アミノ酸をコードしている．P。tential
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蕪

promoter　elementとして開始コドン（ATG）の上流約270　bpにはTATA　box・その上流

約30bpにはATTG配列が存在している。このATTG配列はヘルペスウイルスの一種

であるPRVのgn（gB　homolo9）でCAT　boxとして機能することが示唆されている

（Robbins　et　al．，1987）。　Spl　binding　siteがTATA　boxの下流140　bpに存在していた。終

止コドン（TAG）の下流には3つのpotential　polyadenylation　signal　AATAAA配列が存在

している。このうち29bp下流に存在するAATAAA配列がgB・1，　gB・2遺伝子の

potential　polyadenylation　signa1と相関する位置に存在している。このようにFig．5のア

ンダーラインで示したpotential　promoter　elementは3つのgB遺伝子間で非常によく保存

されていた。

1－2：　gB－2，一3遺伝子の予想されるアミノ酸配列の解析

購
励

　gB－2，　gB－3およびgB－10RFより予想されるアミノ酸配列を、ウィスコンシン大

Genetics　Computer　Group（GCG）のGAPとPILEUP　program（Devereux　et　al．，1984）によ

ってalignmentした（Fig．6）。これら3つのタンパクに共通する1次構造は、　i）signal

sequence以外に存在する10ヶのシスティン残基は完全に保存されていた。このこと

は・3つのgBタンパクの3次構造が、類似していることを示唆している。　li）8つの

potential　N－linked　glycosylation　site（Asn－X－Ser！rhr）は保存されていた。血）gB－1　precursor

（9P100）は9P60と9P49の2つのポリペプチドに開裂するが、この予想される開裂部位

に存在する3つのアルギニン残基は、gB－2，　gB－3の全く同じ部位に保存されていた。

このことは・gB・2，　gB－3はgB－1と同様に前駆体として翻訳後、この予想される開裂

部位で切断され・感染細胞の膜表面に2つのサブユニット（9P60，9P49）を構成すると

推測される。gB－1の開裂部位については、第2章で詳しく論じる。

　hydropa山y解析によりこれら3つのgBはともにsignal　sequence，　externa1　hydrophMc

su「face　domain・hydroPhobic　membrane－spanning　domain，　cytoplasmic　domainより構成され

ていた（Fig・7）。　Table　1は3つのgBの各領域における相同性を示す。　gB．1／gB．2，　gB－

1／gB－3・gB－2／gB－3間のovera11　amino　acid　identityはそれぞれ83％，82％，76％であり、72

％のアミノ酸が3つのgB間で保存されいた。このうちtransmembrane・domain（gB。1；

Aspss3－Tyr？5・，　gB－2；Asp僻Trp携gB－3；Asp、、3－Tyr752）が最も相同性が高く（90％）、
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hydropathic　profile（Fig．7）によるとこの領域は、　membraneを3回貫通しmembrane

anchorとして機能していると予測される。同様なことがHSV－1　gBでも示唆されてい

る（Pellett　et　al．，1985）。

吻
醐

1－3＝　言換えFPVでのgB－2，　gB－3遺伝子の発現

　gB－2に対する抗血清を得るために、　gB・2遺伝子の3つの領域（226aa－601aa．　336an－

544aa，　436an－601aa）をpATH　vectorに挿入した。それぞれのプラスミドで、大腸菌

RR　1株を形質転換した。　SDS－PAGEにより3種類のmPE　fusion　protein，　trPE－gB2M1，

mPE－gB2M2，　trPE－gB2Cの発現を確認した（Fig．8）。部分的に精製したmPE　fusion　protein

約200μgをウサギに4週間隔で3回免疫し、mpE－gB2M2，　mpE－gB2Cに対する抗血清を得

ることができた。しかし、｛ゆE－gB2M1は大腸菌で十分量の発現をしていたにもかか

わらず、高力価の抗血清を得ることができなかったため本実験では使用しなかっ

た。

　gB－2・gB－3遺伝子を挿入した組換えFPV　recFPV－gB2，　recFPV－gB3をそれぞれ構築し

（Fig．9）、　MDv感染細胞と組換えFPv感染細胞で発現しているgB－2，　gB－3遺伝子産物の

発現解析を行った。組換えFPV感染細胞で発現しているgB－2遺伝子産物は、3つの

ポリペプチドより成り・MDV－2感染細胞で発現しているgB－2　complex（9P　100－2，9P60．

2・9P49－2）と同一分子量であることが抗trpE－gB抗体（抗trPE－gB2M2と抗ゆE－gB2Cの混

合抗血清）を用いたウェスタンブロティングで確認された（Fig。10，　lane　4　and　7）。

　gB－3の検出にはgB－1に対するモノクローナル抗体1AN86を使用した。このモノク

ローナル抗体は・gB－1　complexと同様にgB－3　complexも認識することができる（Silva

and　Lee・1984）。1AN86を用いた免疫沈降実験：により組換えFPV感染細胞とMDV感染

細胞で発現しているgB－3遺伝子産物を比較した。　Fig．11に示すようにgB－3　complexは

MDV－3感染細胞（lane　5），　recFPV－gB3感染細胞（lane　8）、ともに3つのポリペプチド

（9P100・9P60・9P49）より成り、同一分子量であった。　gB－1とgB．2は、アミノ酸レベ

ルで83％の相同性があるにもかカ・わらず、モノク・一ナル抗体1AN86CまgB－2　c。mplex

とは反応しなかった。このモノクローナル抗体の認識エピトープの解析は第3章で詳

しく論じる。
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1－4：　gB－1compl　exとgB－3compl　exの糖鎖の解析

　gB－3　complexのうち9P　100－3，9P49－3の分子量はgB－1　complexのそれらよりわずかに

大きく、9P60・3は9P60－1より小さい（Fig．11，　lane・3・and・5）。アミノ酸配列より予想され

る9P60－1，9P60－3の分子量はそれぞれ47．5kDa，47・7kDa・9P49－1，9P49－3はともに

48．OkDaでgB－1，　gB－3　complexの2つのタンパクは、計算：上ほぼ同一分子量を有してい

る。それゆえFig．11のSDS－PAGEで観察された分子量0相違はタンパクの修飾、特に

糖鎖付加が影響していると考えられた。

　糖タンパクの糖鎖には主に（｝linked　carbohydrateとN－1inked　carbohydrateの2種類が

ある。前者はセリンまたはスレオニン残基に糖鎖の付加が起こる。このOlinked

glycosylationを調べるために（＞glycosidaseを使用した。9P60－1と9P60－3では（｝

glycosidase処理により同程度の分子量の減少が見られた（Fig．12，　Iane　2　and　6）。σ

glycosidaseにはシアリダーゼ活性がわずかに混入しているため、タンパクに結合した

シアル酸に対しても活性を示す。この可能性を排除するため、前もってシアル酸を

特異的に除去する酵素neuraminidaseでgB－1，　gB－3　complexを処理したが分子量に変化

はなかった。この結果より、9P60－1と9P60－3には（＞lnked　carbohydrateが付加されてい

ることが明らかになった。しかし、gB－1　complexとgB－3　complexの間の分子量の相違

には関与していなかった。また前述したようにO－linked　glycosylationはセリンまたは

スレオニン残基に修飾が起こるが、周辺のアミノ酸配列のCOnSenSUS　SequenCeは明ら

かではなく・むしろタンパクのコンフォメーションが影響していると考えられる。

このため9P60の（》linked　glycosylationの部位を特定することはできなかった。一方、

後者のN－linked　glycosylationはAsn－X－Ser／rhr配列中のアスパラギン残基に糖鎖の付加

が起こる。gB－1，　gB－3　complexのN－linked　carbohydrateの修飾を調べるためにEndo　Hあ

るいはPNGase　Fで処理した。　Endo　Hで処理すると、　gB－1，　gB－3　complexの3つのポリ

ペプチドはいずれもその分子量は減少した（Fig．12，　lane　3　and　7）。詳細にこの分子量

変化を観察すると9P100・3，9P49・3は、9P100－1，9P49．1よりそれぞれ大きく分子量が

減少したが・9P60－3は9P60－1よりも小さな分子量変化であった。またPNGase　Fで処

理すると9P6・一1・9P6・一3はEnd・H処理よりもさらに分子量が減少したが、9P49．1，

9P49－3の分子量変化はEndo　H処理と同程度であった（Fig．12，1ane　4　and　8）。
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考察

　本章ではMDV－2およびMDV－3のgB（gB－2，　gB－3）遺伝子の同定、　DNA塩基配列の決

定を行い、さらにこれら遺伝子を組換えFPVに挿入し発現解析を行った。　gB－2遺伝

子はMDV－2ゲノムDN　A　BamH　I　W・一N断片上に、　gB－3遺伝子はMDV・3ゲノムDNA

BamHI　B断片上に存在していた。これら遺伝子のゲノム上の位置は、　gB－1遺伝子が

存在するMDV・1ゲノムDNA．BamHI　K，一1，断片の位置と一致していた。

　gBはヘルペスウィルス間で最もよく保存されている糖タンパクで、ウィルスの増

殖に必須であることが示されている。血清型が異なる3種類のMDV　gB遺伝子は、ア

ミノ酸レベルで72％の相同性がある。最も高い相同領域はtransmembrane　domain（90％

identiry）で、この領域はhydrophobicity　profileより膜を3回貫通していることが予測さ

れた（Fig．8）。最近、　HSV－1　gBの予測される3回のtransmembrane　domainのうち最も

hydrophobicな領域が実際に膜アンカーとして機i能していることが明らかにされた。

さらにこの領域は細胞内輸送に関与していることが示唆された（Rasile　et　al．，1993）。3

つのgBの予想される細胞膜表面の領域にはすべてのシスティン残基と8ヵ所の

potentia1　N－linked　glycosylation　siteが保存されておりコンフォメーションも非常によく

類似していることが予測された。HSV－1　gB，　PRV　gllは2量体として細胞膜表面で発現

していることが確認されているが（Claesson－Welsh　and　Spear，1986；Whealy　et　al．，

1990）、MDV　gBの分子構造に関してはほとんど解明されていない。　HSV－1　gB　mutant

の解析よりcytOplasmic　domainは細胞へのウィルスの侵入や細胞融合に関与している

（Highlander　et　al・・1989；Gage　et　al．，1993）。　MDVのgBでもcytoPlasmic　domainには相同

性の高い領域が存在する。この領域はHSV－1　gB同様の機能を有している可能性があ

る。

　MDV－2感染細胞でのgB－2遺伝子の発現を確認するためにtrpE発現用ベクターを用

いて大腸菌でgB－2遺伝子を発現し、これをウサギに免疫して2種類の抗gB－2血清を得

た。この抗血清のうち抗ゆE－gB2Cは、9P49－2を認識するが、9P49－1，9P49．3とも反応

した。抗trPE－gB2M2抗体は9P60・2とのみ反応した。この理由として抗ゆE．gB2M2

は・antigenicityの高いと予想される9P60－2のC末（Ser、、，．Va1、、8）に対して強く反応する

が・この領域は3つのgBで最も相同性の低い領域であるためにgB＝2，　gB－3と交差しな

かったと考えられる。
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gB－2，　gB－3遺伝子をinsertion・vectorに挿入し・transfer・vectOrを構築した。このtransfer

vectorをFPV感染細胞にエレクトロポレーション法により導入し、組換えFPVを得

た。これらのgB遺伝子の発現はワクチニアウィルスの最適化したsynthedc舘ong

late／early　promoter（Davison　et・al．，198ga　1989b）によりコントロールされている。構築

した組換えFPVは、いずれもMDV感染細胞で発現しているauthenticなgB　complexと同

じ分子量であり、データは示さなかったが、感染細胞の膜表面で発現していること

をフローサイトメトリーで確認した。これらの結果より組換えFPVで発現したgB－2，

gB－3　complexは、正確に修飾され細胞内輸送されたと考えられる。

　gB－1とgB－3はアミノ酸配列より予想される分子量ではほぼ同一であるにもかかわ

らず、MDV－1とMDV－3感染細胞で発現しているgB－1，　gB－3は分子量が異なっていた。

この原因を調べるためにendoglycosidaseを用いて糖鎖修飾を調べた。その結果次のよ

うなことが明らかになった。i）gp60－1，　gp60－3はO・1inked　carbohydrateの修飾を受けて

いる。ti）9P49－1・9P49－3はともにhigh　mannose型の糖鎖の修飾を受けているが、9P49－

3は9P49－1よりもその程度は大きい。五i）glycosylated　precursorである9P100が9P60と

gp49に凶賊後、　gp60のみがさらに修飾を受け一部のhigh　mannose型のN－linked

carbohydrateはcomplex型へと変化する。以上の結果より9P49－3が9P49－1よりも分子量

が大きい理由として・9P49－1と9P49－3のpotentia1　N：一㎞、ked　glycosylation　siteはそれぞれ1，

3ヵ所であり、この数に起因していると推察される。すなわちgp49－1，　gp49－3に共通

に存在するpotentia1　N－linked　glycosylation　siteであるAsn632－Leu633－Thr、、、は実際にhigh

mannose型の糖鎖が結合し・分子量の差から考慮して9P49－3にはさらにもう1ヵ所high

mannose型の直鎖が結合していると考えられる。次に9P60－1が9P60－3よりも分子量が

大きい理由として小胞体からゴルジ体へ輸送される過程でhigh　mannose型から

complex型に修飾される程度が異なっていると推察される。

　ヘルペスウィルスの最近の研究では、gBは中和抗体を誘導する感染防御抗原であ

ることが示された（McDermott　et　al．，1989；RapP　et　al．，1992；Riviere　eごa乙，1992）。　MDVで

もgB－1遺伝子を挿入した組換えFPV，　recFP　V－gB　1はSPFニワトリにワクチンとして接

種したとき100％の感染防御に成功した（Nazerian　et　al．，1992）。本章では、現在混合生

ワクチンとして使用されているMDV－2　S　B－1株，　MDV・3　FC　126株よりそれぞれgB遺伝

子をクローニングし・組換えFPVを利用してこれら遺伝子の発現解析を行った。本

章で示した組換えFPV　recFPV－gB2，　recFPV－gB3の感染防御効果については、第3章で
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TG！r〈1；GCmm〈1rc　AcALTCT（TcGTGx　c（yrcAGTTTGelusALTmm（s（2，IYEZIt　T〈Gl　LGACTATGTATGGAAAI　U　TGGAApmtTATAT．．．A．　Ac．．　ATAwwcGlvN　r
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
「mTTC　COCGMC照：TgeeGmmT－vGCAccτroCGτ℃GT㏄AG為丁四C㎜C㏄響㏄T㎜CG㎜A瓢CATA一！TGGMLTAτACα　r
TSTGGC　GATTT（rcAGGTGrcTCGT〈CCGALTg（rcTTACA（sc　TAACLtTocGOGGG（　ACATT　ncGAgGALma11tlvr11！DTATCTGACA　rACauC（taLT，［！
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

一2SO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　幽151

AτCCACTT汎TAA㎜TGGGGTCAG為AlrCA為6CムCTTCAGAAハCGCAAAALTAIPGIY　：TGCAArmAT，TGATハCAGATGT「】eTirT1rCGTTGCr㎜TTCTA！lr
CncATATCWVU：AGAATgCCCrrc　rCATAACGGTCCI？C　gGTGCGGAA11rCAGACAACGC　GACCGTAA！rrCCMxxATGC　GGAT（　frm）C　T（　G（　TGC　TCTAT！DcC

GncCncTCGTAGCACTTAncOQ（　TGTAGGGCTI　ATCTAACCCACAAncAATCCCeGACCGTTCncGTTCACACGGArcTTTMrTCCTT（scrmTTCTAT

一150

TTrcCAGTATAT一く　．”．一，，．．；GCtCCCGTTAC（1；GCAGAncAG（　TGC　GN　TAGAACAGALIMACCAACAGCCACGCCCCCA
一51

CCGTUeAATATT（　MrCTC　lrCCCT
ATTC「BGcA（訟ACA簸℃「rCCCGCGGCTGCGGA「r℃AGATACGT，GCG　GAAC〈VLハCAAACCATGZCCACACCCccAc CAGIK］CGArATCrmGTACC
m〈（AGtM！rAT．ncctccGcTAcGGcocA！rcA（T！nAc（1；A，ncGGAIrc（Gmn7AGTAAIrAGccAcnccCAcAAmx3TiAIE6fiXZ｝3t　f［）c　AAcEAtncGTTAGGAcTm

一一
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　150
1IE．iEi　1．．　．一1｛Ltli｛．Y！G一一IFCi．1“IF（i．i．IFCC（iAGTrACCCAAAAtDGTGACAfr）cAAGA（1unGTTG［rmx　c　ALocGtrccA（　T！D（　Erc　T（MxGGAA（ysLG［DcTAcG［rTmrATcrmti）E166

9T｛！F．！1．1！一丁1．li－9｛．ig一　g91．NG！D（　GCWxocGcceAAAAcGTAAcGncG（　osGAAGcAGTcncGAocG　：AcAG（　T〈　TcfrGAAenc（Mts（　Tcc！DcATTfpt！ifii6idi66

CAnCGCGACCnCmmTTAAATMACCVUVtrGTaneAG（　GC（MGAAAt鵬丁1M）CAGocATACAGCTAncC（；AAGAC（；AGACTACArmACGCDC，TGCCCC

i51
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　250
EE｛1．；g｛｝9T［．i［iEl一．T！．｝！一｛｝e．　g－g．｛　1，GATCCGTCTAGAACCGCCQC　GAAAAM（　TCCCGAACCwwCAccGA（　TGGG（　TomGanATcGcGATATTAmi

CeACCGGrcGGnc（nanCGACCGTGGnCCGGrrAGAACC・CC・C（；AAAATGX）CCC（YV℃CGCTAAA“（；㏄α鴇CG一（矧照αコTALTACnCτ
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Fig．　5：　Alignment　of　the　gB－1　gene　（first　row，　Ross　et　al，，　1988），　the　gB－2　gene

（second　row）　and　the　gB－3　gene　（third　row）．　Nucleotides　are　numbered　with
refcrence　to　the　translation　initiation　codon　ATG　（designated　＋1）．　Predicted

translation　initiation　and　tcrmination　codons　for　thc　gB　gcncs　arc　boxcd．　Thc
tcrmination　codons　for　thc　HSV　ICPI8．5　homolog　gcncs　arc　undcrlincd．　All
othcr　scquence　featurcs　arc　bold－undcrlincd　（GC　rich　rcgions，　CAT　boxcs，　TATA
boxes，　and　poly（A）　signals）．
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Fig．　6：　Alignment　of　the　predicted　amino　acid

1988），　gB－2　（second　row）　and　gB－3　（third　row）．

relative　to　gB－1．　Dashes　indicate　the　prcsence　of

positions　in　gB－1．　Gaps　are　marked　by　dots．
Potential　N－linked　glycosylation　sites　and　cysteine

sequences　are　underlined　and　marked　by　asterisks，

clcavage　site　between　gp60　and　gp49　is　indicatcd　by

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－31一

sequences　of　gB－1　（first　row，　Ross　et　al．，

　　　The　sequences　are　aligned　for　best　fit

　　　　identical　amino　acids　at　corresponding

　　　Predicted　signal　sequences　are　boxed．

　　　residues　located　outside　of　the　signal

　　　respectively．　The　predicted　proteolytic

　　　an　arrow　head　at　position　435－436．
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Fig．　7：　Hydropathic　analysis　of　the　gB－1，　gB－2，　and　gB－3　predicted

amino　acid　sequences．　The　hydropathic　profiles　sbown　were
determined　by　using　the　algorithm　of　Kyte　and　Doolittle　（1984）　with　a

moving　windosv　of　20　amino　acids．
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Table　1．　Percent　amino　acid　identities　among　the　three　gB　homologs．

B－1／2 B－1／3 B－2／3 gB－1，2，31

Overall 83 82 76 72

Si　nal　e　tide2 19 41 12 12

P603 84 82 79 74

All 84 83 77 75

gP494 Extracellular5 87 84 80 79

Transmembrane6 94 93 90 90

Cto　lasmic7 71 72 62 59

1　Percentage　conservation　among　all　three　gB　homo；ogs．

2　gB－1；　Metl　・一　Ser21，　gB－2；　Metl　・一　Ala26，　gB－3；　Metl　・一　Ser21

3　gB－1；　Ser22　一一　Arg434，　gB－Z；　Gln27　一一　Arg43s，　gB－3；　Glu22　一・　Arg434

4　gB－1；　Asp43s　N　Vals6s，　gB－2；　Glu436　・一　Vals6s，　gB－3；　Asp43s　・一　Vals64

5　gB－1；　Asp43s　・一　Va16s2，　gB－2；　Glu436　・一　Va16s3，　gB－3；　Asp43層目一一　Va16s2

6　gB－1；　Asp6s3　・v　Tyr7s2，　gB－2；　Asp6s4　一一　Trp7s4，　gB－3；　Asp6s3　・v　Tyr7s2

7　gB－1；　Arg7s3　一一　Vals6s，　gB－2；　Arg7ss　・一　Vals6s，　gB－3；　Arg7s3　一一　Vals64
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Fig．　8：　Expression　of　trpE－gB2　fusion　proteins　from　pATH　vector

constructs．　（A）　Location　and　size　of　DNA　fragments　of　the　gB－2　gene

used　to　generate　trpE　fusion　proteins．　DNA　fragment　1，　2，　and　3　encode

amino　acids　228－601，　336－544，　and　436－601，　respectively．　The

resulting　plasmids　are　designated　pATH－gB2M　l，　pATH－gB2M2，　and

pATH－gB2C，　respectively．　（B）　SDS－PAGE　analysis　of　Coomassie　blue－

stained　proteins　from　RRI　cells　transformed　with　pATH－gB2Ml　（lane

1），　pATH－gB2M2　（lane　2），　and　pATH－gB2C　（lane　3）．　Molecular　weight

standards　（lane　M）　are　indicated　on　the　left．
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Fig．　9：　Construction　of　transfer　vectors　containing　the　gB－2　or　the　gB－

3　gene．　The　gB－2　and　the　gB－3　genes　were　modified　by　PCR　to　create

BamHI　site　in　front　of　their　ATG　and　change　a　potential　poxvirus　early

transcription　termination　signal，　TTTTTCT　and　IVrTTTAT，　to　TCT’rTCT　and

TCTTTAT，　respectively．
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9P60一’レ ．

gp49　一一一）
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　　　　　ら

Fi　g．　10：　Detection　of　gBs　expres　sed　in　cells　infected　with　moVs　and

recombinant　FPVs　by　Western　blotting．　Pooled　polyclonal　rabbit　antis　era　against

tw　o　trpE－gB2　fusion　proteins　w　as　used．　Lanes：　1，　uninfected　CEF　cells；　2，

uninfected　DEF　cells；　3，　the　G　A　s　train　of　rvfi）V－1；　4，　the　S　B－1　s　train　of　MDV－2；　5，

the　FC　126　s　train　of　IVfi）V－3；　6，　recFPV－gB　l；　7，　recFPV－gB2；　8，　recFPV－gB3；　9，

parent　FPV．
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Fi　g．　11：　lmmunoprecipitation　analysis　w　ith　anti－gB　l　monoclonal　antibody．

Radio　immunoprecip　itations　from　35　S－labeled　infected－cell　lysates　were　performed

using　monoclonal　antibody　IAN86．　Lanes：　1，　uninfected　CEF　cells；　2，　uninfected

DEF　cells；　3，　the　GA　strain　of　INifl）V一一1；　4，　the　SB－1　strain　of　INff）V－2；　5，　the　FC　126

strain　of　MDV－3；　6，　recFPV－gB　1；　7，　recFPV－gB2；　8，　recFPV－gB3；　9，　parent　FPV．
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Fi　g．　12：　Effects　of　endoglycosidases　on　gB－1　and　gB－3　complexes．　Cells

infected　wnh　MDV－1　（lanes　1，　2，　3，　and　4）　or　MDV－3　（lanes　5，　6，　7，　and　8）　were

radiolabeled，　lysed，　and　irnmunopreciphated　w　ith　monoclonal　antibody　I　AN　86．

Immunoprecipitated　proteins　were　mock－digested　（lanes　1　and　5），　treated　wnh

neuraminidase　followed　by　Oglycariase　（lanes　2　and　6），　treated　w　ith　Endo　H　（lanes

3　and　7），　or　treated　w　nh　PNGase　F　（lanes　4　and　8）．
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v一

第2章MDV　gB－1のproteolyticcleavage　siteの同定お

よび特異性

撒
難

．
講　
掛

要　旨

MDV　gBは、前駆体9P　100が細胞内輸送の途中で2つのポリペプチド，9P60と9P49に

開面する。大部分のヘルペスウィルスgBも同様に2回忌ポリペプチドに開話する。そ

の予想される開裂部位には共通のアミノ酸配列（Arg－X－Arg－Arg）が存在している。

MDV　gB－1の開裂部位とその特異性を解明するために予想される開裂部位（Arg－Leu・

ノ廿9－Arg）に存在する3つのアルギニン残基をそれぞれアラニン残基に置換し、組換え

FPVを使ってそのmutant　gB－1の発現を解析した。その結果、3つのアルギニン残基の

置換はすべて開裂を阻害した。また、開裂しないgB－1は、細胞内輸送において小胞

体あるいはゴルジ体にとどまることなく、wild　type　gB－1と同様に感染細胞膜表面に

輸送された。すなわち、開裂部位に存在する3つのアルギニン残基は開裂に重要な役

割を果たしているが、開裂は、gB－1の感染細胞膜表面への輸送には必須過程ではな

いことを示している。

序論

　大部分のヘルペスウィルスgBは前駆体として合成された後、2つのポリペプチド

に開忘する。感染細胞の膜表面でこの2つのポリペプチドはジスルフィド結合により

オリゴマーを形成する。MDV　gB－1は、9P100，9P60，9P49の3つのポリペプチドとして

検出される。Chen（1990）らは、ッニカマイシン糖鎖付加阻害実験およびパルスチェ

イス実験により、gp100は前駆体であり細胞内輸送の過程で2つのサブユニット（gp60

と9P49）に開裂することを明らかにした。第1章では開裂した2つのポリペプチドのう

ちN末半分はさらに（｝linked　carbohydrate，　complex　N－linked　carbohydrateが付加されて

9P60となることを明らかにした。Fig．13にMDV　gB－1のprooessing　pathwayのモデルを

一39一

難　客：．菱　　：
…で’”S’　 @　il’i・elllll＊klfiti織鍼叢鍵㈹一－」’r，一一－一



欝欝顧縣顯騨騨欝欝爾縣騨顧開關騨闇騨一蹴一　『

示す。

　ヘルペスウィルスgBの予想されるアミノ酸配列にはconsensus　sequen㏄Arg－X－Arg－

Argが存在し、この部位が開裂部位であると予想されている。特にvaricella－zoster

virus（VZsの9PII（gB　homolo9）では、直接アミノ酸配列を決定して開裂部位が同定さ

れている（Keller・et・al．，1986）。唯一の例外としてHuman　cytOmegalovirus（HCMV）Towne

株のgBは開裂部位のposition　一2の位置にリジン残基が存在している。このことは

position　一2の部位は塩基性アミノ酸で置換できることを示唆している（Spaete　et　al．，

1990）。第1章で示したようにMDV　gB－1，　gB－2，　gB－3にもこの配列は保存されている。

　本章では、MDV　gB－1の開裂部位とその特異性を解明するために予想される開裂部

位（Arg－Leu－Arg－Arg）にアミノ酸置換を導入し、組換えFPVを用いてその発現の解析

を行った。

電，
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・
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Fig．　13：　MDV　gB　processing　pathway　and　localization　of　the

polypeptides　of　the　two　cleavage　products，　as　proposed　by　Chen　et

al（1992）．
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材料と方法

細胞とウィルス

　MDV・1（血清型1）GA株はduck　embryo　fibroblas　t（DEF）ce皿で増殖、継代した。組

換えFPVの構築はワクチン株であるUSDA株（Nazerian・et・al．，1989）を親株として使用

し、得られた一連の組換えFPVはCEF・cellで増殖、継代した。　DEF・cellおよびCEF㏄U

は4％calf　serumを含むLeibovit乙一McCoy　medium（GIBCO　LaboratOries）で培養した。

8

Site一　di　rected　mutagenesis

　gB－1の予想される開裂部位（Arg－Leu－Arg－Arg）のアルギニン残基をそれぞれアラニ

ン残基に置換したmutant　gB－1を3種類（431A，433A，434A）構築した。それぞれの変異

を導入するために使用したプライマーのDNA配列は以下に示すとおりである。431A：

5’一TG　CArnC　G　AATATCTCGCCGCAAzax（Gi　C（Gr　C　T　CAATG　AG　G　TAG一一3’　．　433A：　5’一TG

CATITC　G　AATATC　TC　G　AG　CCAATC　GTG　AC－3’，　434A：　5’一TG　C　Arl’ptlTC　G　AATATCT

G（CGCGCAATCGTG－3聖（アンダーラインはBsd・siteを示し、袋文字は変異部位を含む

新たに導入した制限酵素部位を示す。431A，433A，434Aにはそれぞれ，Ec（》471H，　Xhol，

BssHII　siteを導入した。）。PCRは上記プライマーと5t－CGTCAAGGTrGGA

CATGTAC－3讐を用いて行った。それぞれのPCR産物はDNA塩基配列を確認後、　Bsd－

Sphlで切断し、　wt　gB－1のBsd－SphI断片と置きi換えた。　mutant　gB－10RFを、　insertion

vector　pNZ1729Rに挿入し、組換えFPVの構築は、第1章で述べたようにFPV　USDA株

を親株としてトランスフェクションすることにより行った。得られた組換えFPVを

それぞれ431A－recFPV，433A－r㏄FPV，434A－recFPVと名づけた。

免疫沈降実験

　第1章に述べた方法と同様の方法により行った。

パルスチェイス実験

recFPV－gB　1，433A－recFPV感染細胞を50　pCilmlの［35S］メチオニンで10分間パルスラ

ベルした。培養i上澄を除き、［35S】メチオニンを含まない培地で0～360分間培養iした。

一42一



各時間で感染細胞にlysiS　buffer（25mM・Tris－HCI［pH　7．5］，150mM　NaC1，0．1％sodium

dodecyl　suifate［SDS］，19e　TritOn　X－100，1％sodium　deoxycholate）を加え、　cell　lysateを調

製した。免疫沈降は、第1章で述べた方法と同様の方法で行った。

護

蒙

く1

羅

FIow　cytometric　analysis

MDV－1，　r㏄FPV－gB　1，　gB433A－r㏄FPV感染細胞をそれぞれ0．02％EDTAを含むPBSで

10分間処理した後、プレートから回収した。1次抗体は、モノクローナル抗体

1AN86を用いた。40Cで30分間反応した後、細胞をPBSで3回縣濁した。2次抗体は、

FITC－conjugated　goat　anti－mouse　IgGを用いた。同様に40Cで30分間反応した後、細胞

をPBSで3回縣濁した。細胞表面での抗原一抗体反応は、　fluorescence－activated・cell

sorter（FAC　S）（FAC　S　tar・Plus：Becton・Dickinson）を用いて測定した。

結果

2一一1＝　予想される開裂部位へのsite－di　rected　mutagenesis

　ヘルペスウィルスgBの予想される開裂部位をFig．14に示した。開裂部位直前に存

在するconsensus　sequence　Arg－X－Arg－Argは、　MDV　gB－1，　gB－2，　gB－3でも共通に存在し

ていた。MDV　gB－1の開裂に対する特異性を調べるために、予想される開裂部位

（Arg－Leu－Arg－Arg）のアルギニン残基をそれぞれアラニン残基に置換したmutant　gB－1

を3種類構築した。position　一4のアルギニン残基をアラニン残基に置換したmutant　gB－

1（Ala－Leu－Arg・Arg）をgB431A，　position－2のアルギニン残基をアラニン残基に置i換した

mu伽t　gB－1（Arg・Leu・Ala－Arg）をgB433A，　position　一1のアルギニン残基をアラニン残基

に置換したmutant　gB－1（Arg－Leu－Arg－Ala）をgB434Aと名づけ、発現解析のために構築

した組i換えFPVをそれぞれgB43　1　A－recFPV，　gB433A－r㏄FPV，　gB434A－recFPVと名づけ

た（Fig．15）。
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滝
・

2－2＝　Mutant　gB－1の免疫沈降
養

　予想されるgB－1の開裂部位に導入したアミノ酸置換が開裂に及ぼす影響を調べる

ために、組換えFPV　gB43　1　A－recFp　V，　gB433A－r㏄FpV，　gB434A－r㏄FPV感染細胞を【ssS】

メチオニンでラベルし、モノクローナル抗体1AN86で免疫沈降を行った。　Fig．16に

示すようにgB433Aの開裂はほぼ完全に阻害された（lane　3）。しかし、長時間の感光に

より非常に微量の9P60と9P49が確認された。一方、　gB431AとgB434Aの開裂は、

wUd卵e　gB－1（wt　gB－1）と比較してそれぞれわずか24％，4％であることがdensitometry

による定量分析で明らかになった（Fig．16，㎞e　2　and　4）。

襲

2　一一　3＝　gB433Aの開裂の速度

　gB433Aの開裂は非常に微量ながら検出された。この結果をさらに明らかにすると

ともにgB433Aとwt　gB－1の開裂が生じる速さを比較するためにパルスチェイス実験を

行った。wt　gB－1はチェイス後、45分で9P49が検出され、開裂が時間とともに進んで

いく様子が確認された（Fig．17　A）。しかし、　gB433Aはチェイス後、120分でようやく

9P49が検出されるが、360分後でもその量はほとんど増加しなかった（Fig．17　B）。大

部分のwt　gB－1は360分後には開裂したが微量のgp100はなお検出された。この結果は

wt　gB－1でも開裂の効率は100％ではないことを示している。同様の結果はMDV－1感染

細胞でも確認された。

2－4＝　uncleaved　gB－1の感染細胞の膜表面への輸送

　開裂が起こらないmutant　gB－1（gB433A）の感染細胞膜表面への輸送を調べるため

に、フローサイトメトリーを用いて感染細胞膜表面でのgB433Aの発現量の解析を行

った。使用した抗体は、1AN86である。　Fig．18に示すようにMDV－1（A），　r㏄FPV－gB　1

（B），gB433A－r㏄FPV（C）感染細胞それぞれの膜表面でのwt　gB－1とgB433Aの発現量に

は、大きな差は見られなかった。データは示さないが、同様の結果はgB431A，
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gB434Aでも確認された。

戴
国
難

考察

　gB－1の開裂部位の特異性を確かめるために予想される開裂部位の直前に存在する

Arg－Leu－Arg－Arg配列中の3つのアルギニン残基をアラニン残基に置換したmutant　gB。1

を構築した。アラニン残基はα一ヘリックス、β一シート等のタンパクのコンフォメー

ションに影響を与えない中性アミノ酸で、アミノ酸置換の実験でしばしば用いられ

る。これらのmutant　gB－1遺伝子は組換えFPVに導入され発現解析を行った。免疫沈

降実験の結果、gB431A，　gB433A，　gB434Aの開田はwt　gB－1と比較してそれぞれ26％，0

％，4％であり、これら3つのアルギニン残基はともに開門に重要な役割を果たしてい

ることが明かになった。特にposidon－3のアルギニン残基の置換は、最もその影響を

与えていた。組換えFPV感染細胞で発現したgB－1　complexはMDV－1感染細胞で発現し

たgB－1complexと同様に開下した。すなわちgB－1の開門は細胞由来のプロテアーゼに

よるものと考えられる。2つの連続したアルギニン残基を活性部位にするプロテアー

ゼとしては、トリプシン様プロテアーゼが考えられるが、興味深いことにposition－4

のアルギニン残基もこの細胞由来のプロテアーゼの認識に関与している。おそらく

position　一4のアルギニン残基の置換は、開裂部位近傍のコンフォメーションを変化

し、プロテアーゼが接近できなくなるためであると考えられる。

　パルスチェイス実験の結果よりgB433Aの開門は非常に微量ながら生じていること

が明らかになった。しかし、その速度と効率は低レベルであった。このため開裂が

生じると考えられる小胞体からゴルジ体への細胞内輸送の過程で蓄積され、開裂さ

れないgB433Aは細胞膜表面には輸送されない可能性が考えられた。しかしフローサ

イトメトリーを用いた感染細胞膜表面での発現量解析では、gB433Aの発現量はwt

gB－1の発現量とほとんど差はなかった。この結果は、　gB－1の膜表面への輸送には開

裂過程は必須ではないことを示している。PRV　gII（gB　homolog）はuncleaved・dimerと

cleaved・dimerより成り、開裂しないgIIは感染細胞膜表面ばかりでなくウィルスビリオ

ンにも取り込まれている（Whealy　et　al．，1990）。　MDV　gB－1でも開裂していないgp100が

チェイス後6時間でも観察される（Fig．17）ことより、開裂効率は100％ではなく
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uncleaved　formが感染細胞膜表面に存在していることを示唆している。
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Fig．　14：　Predicted　proteolytic　cleavage　sites　of　gB　homologs　among
herpesviruses．　Amino　acid　sequenccs　of　seven　different　herpesvirus　gB
protcins　for　five　residucs　on　cithcr　side　of　thc　predicted　cleavage　sites　are
shown．　Predicted　cleavage　sites　arc　indicatcd　by　asterisks．　Numbers　given
rcprescnt　thc　position　relative　to　the　point　of　cleavage．　VZV：　varicella－zoster

virus　gpll　（Keller　et　al．，　1986），　HCMV：　human　cytomegalovirus　Townc　strain　gB
（Spaete　et　al．，　1988），　EHV－4：　equinc　herpesvirus　type－4　gB　（Riggio　et　aL，　1989），

PRV：　pseudorabies　virus　gll　（Robbins　et　aL，　1987），　MDV－1：　Marek’s　disease　virus

serotype－1　gB　（Ross　et　al．，　1989），　MDV－2：　Marek’s　disease　virus　serotype－2　gB

（Yoshida　et　al．，　1994），　MDV－3：　Marek’s　disease　virus　scrotype－3　gB　（Yoshida　et　aL，

1994）．
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Fig．　15：　The　nucleotide

land　the　mutant　gB－ls．

pnmers，

and　amino　acid　sequences　of　the　cleavage　region　in　the　wt　gB－
nt　and　aa　changes　are　indicated　by　boldface　type．　A　series　of

5’一TGCATTL1　CCQA，4tlGAATATCTCGCCG（IAAAA　S；ICS2S11，　CAATGAGGTAG－3’，5’一TGCAM－CGAATAT

S21t1S1ilSl；1，seC　LS；IGAGCCAATCGTGAC－3’，　and　5’一TGCATTTCGAATATCTG－Ct　slll．CQCG　C　G　C　AATCGTG－3’

double－underlined，　newly　created　restriction　sites　are　underlined）　were
the　substitutions　of　arginine　at　position　一4　（gB431A），　at　position　一2

position　一1　（gB434A），　respectively．　The　PCR　reactions　were　performed

three　primers　and　a　primer，　5’一CGTCAAGGTTGGACATGTAC－3’．　The　PCR　products　（about　215
bp）　were　digested　with　Sp　h　l　and　BstBI，　and　then　the　corresponding　region　of　the　wt　gB－1

gene　in　pNZ29RMDgB－S　（Yanagida　et　al．，　1992）　was　replaced　with　them．　After　confirming

the　DNA　sequences，　the　resulting　transfer　vectors　were　transfected　into　FPV－infected
cells　by　electroporation　to　generate　recombinant　FPVs　as　described　previously　（Ogawa　e　t
al．，　1990；　Yanagida　et　aL，　1992）．　These　recombinant　FPVs　are　designated　gB431A－recFPV，

gB433A－recFPV，　and　gB434A－recFPV．

　　　（BstBI　sites　are

used　to　introduce
（gB433A），　and　at

with　each　of　these
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Fi　g．　16：　lmmunoprecipitation　analysis　of　gB－1　cleav　age　mutants　expres　s　ed　by

recombinant　FPVs．　CEF　cells　were　infected　with　recFP　V－gB　l，　gB　431A－recFPV，

gB433A－recFPV，　or　gB434A－recFPV，　res　pectively　（lane　1　to　4）　at　an　moi　of　5．　At

24　hr　postinfection　the　infected　cells　were　labeled　with　［3SS］methionine．　After　6　hr，

cell　lysates　were　prep　ared　w　ith　lysis　buffer　and　immunoprecipitation　w　as　performed

using　mAb，　I　AN86．
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”　ee　ee　e　　　e　　e　　e　eD

360　min．
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O　10　1）　Y）　as　a）　75　q）　100　1＆）　’A）　3（Y）　nti　n．
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一　gp60

司嘲ト・9P49

Fi　g．　1　7　：　Pulse－chase　analysis　of　wt　gB－1　and　gB433A　from　recombinant　FPV－infected

cells．　CEF　cells　were　infected　with　recFPV－gB　1　（A）　or　gB433A－recFPV　（B）　at　an　moi　of

5．　At　24　hr　postinfection　the　infected　cells　w　ere　puls　e－labeled　w　ith　［3S　S］methionine　for　10

min　and　then　the　radioactive　mediu　m　w　as　removed．　S　u　bsequently，　the　cells　were

incubated　in　the　pres　ence　of　nonradioactive　methionine．　At　the　times　indicated　above　each

lane，　the　cells　were　harves　ted　and　lysed．　lmmunoprecipitation　w　ith　mAb，　I　AN　86　were

performed．
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Fig．　18：　Surface　cxprcssion　of　gB　protcins　in　MDV一　or　rccombinant　FPV－
infcctcd　cells．　DEF　cclls　wer¢　infcctcd　with　thc　GA　strain　of　MDV　scrotype－1

（A）．　CEF　cclls　wcrc　infcctcd　with　gB－1－rccFPV　（B）　or　gB433A－recFPV　（C）　at　an

moi　of　2．　A148　hr（MDV）or　24　11r（gB－1－rccFPV　and　gB433AイccFPV）
postinfcction．　Thcse　infccted　cclls　wcrc　rcmovcd　from　the　platcs　by
incubation　for　10　min　with　O．020／o　EDTA　in　PBS．　Surfacc　cxprcssion　was
analyzcd　in　a　fluorcsccncc－activatcd　cell　sortcr　（FACS），　using　mAb　IAN86
（shadcd　pcak）．　As　a　control　antibody，　Anti－FLAGTM　M2　antibody　dircctcd　to
FLAG　octapcptidc　（DYKDDDDK）　was　uscd　（opcn　pcak），　Mcdian　channcl　of　cclls
staincd　arc　follows：　MDV，　96．47；　wt　gB，　74．32；　gB433A，　71．05．
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第3章　中和モノクローナル抗体1AN86のエピトープマツピン

グおよび組換えFPVのワクチン効果

舞
．

要　旨

　MDV　gB－1に対する中和モノクローナル抗体1AN86は、　gB－1と同様にgB－3も認識す

るが、gB－2とは反応しない。1AN86が認識する中和エピトープを解析するために2種

類のgB－1∠gB－2キメラ遣伝子を挿入した組換えFPVを構築した。キメラタンパクgB21－

ShpIは、　N末端半分のgp60がgB－2由来（gp60－2），　C末端半分のgp49がgB－1由来（gp49－1）

より成っている。キメラタンパクgB　12－SphIは、　N末端半分が9P60－1、　C末端半分が

9P49－2より成っている。1AN86はgB21－SphIと反応したが、　gB　12－SphIとは反応しなか

った。この結果より1AN86が認識する中和エピトープは、9P49－1に存在しているこ

とが明らかになった。

　in　vitroにおいてgBの発現解析に用いた一連の組換えFPVについて、　in　Vfvoで感染防

御効果を比較した。recFPV－gB　1の感染防御率が90％であるのに対し、　r㏄FPV－gB2（55

％），recFPV－gB3（33％）の感染防御率は有意に低かった。一方、　gB－2にgB－1の中和エピ

トープを導入したキメラgB21－Sphlの感染防御率（80％）は、予想通りgB－1と同程度に

高い感染防御率を示した。また開裂しないmutant　gB－1であるgB433Aもwt　gB－1と同

程度に高い感染防御率を示し、開裂の阻害は、gB－1の免疫原性に影響を与えないこ

とが明らかになった。

叢

序論

　ウィルスの異なった株間で抗原タンパクのエピトープ解析を行う際、キメラ遺伝

子を構築し、その発現タンパクと中和抗体の反応性を調べることは、重要な知見を

与える。Gritz（1990）らは、　HIV　envelope　proteinとHIV感染患者血清との反応性を調べ

るために、ワクチニアウィルスを使って2つの株のHIV　env遣伝子のキメラ遺伝子を

一53一
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ランダムに構築した。またしi（1992）らは、2株のインフルエンザウイルスよりキメラ

HA抗原を発現するインフルエンザウイルスを再構築し、マウスに接種した。得られ

た血清には2株のインフルエンザウイルスに対する中和活性を含んでいた。

　gB－1に対するモノクローナル抗体1AN　86は、ウィルス増殖に対して中和活性を示

し、gB・1と同様にgB－3を認識する。しかし、アミノ酸配列が80％以上一致するgB－2

は認識しない。本章では、1AN86が認識する中和エピトープを解析するためにgB－

1／gB－2キメラ遣伝子を挿入した2種類の組換えFPVを構築し、エピトープマッピング

を行った。さらにこれら2種類のキメラタンパクの免疫原性の比較およびgBの発現解

析に用いた一連の組換えFPVについて、感染防御実験を行った。

螺
醐
鑛
騰
樋
騨
灘

材料と方法

細胞とウィルス

　MDV－1（血清型1）GA株はduck　embryo　fibroblast（DEF）ceUで増殖、継代した。組

換えFPVの構築はワクチン株で’あるUSDA株（Nazerian　e‘a孟，1989）を親株として使用

し、得られた一連の組換えFPVはCEF・cellで増殖、継代した。　DEF　ce吸びCEF　cenは

49。　calf・serumを含むLeibovit乙一M（：（：oy　medium（GIBCO　Laboratories）で培養した。

gB－1／gB－2キメラ遺伝子の構築

　プラスミドpNZ29MDgB－2をSphl－Sallで切断し、9P49－2をコードした1，438　bp断片

をプラスミドpNZ29MDgB－1のSphl－Sall　siteに挿入した。構築したプラスミドはN末

端部に9P60－1、　C末端部に9P49－2をコードしたキメラgB遺伝子を有しており・

pNZgB　12SphIと名づけた。またプラスミドpNZ29MDgB－1をSphl－Sadで切断し・9P49－

1をコードした1，601　bp断片をプラスミドpNZ29MDgB－2のSphl－Sall　siteに挿入した。

構築したプラスミドはN末端部に9P60－2、　C末端部に9P49・1をコードしたキメラgB遣

伝子を有しており、pNZgB21Sphlと名づけた。組換えFPVの構築は、第1章で述べた

ようにFPV　USDA株を親株としてpNZgB　12SphI，　pNZgB21SphIをそれぞれトランスフ

ェクションすることにより行った。得られた組換えFPVをそれぞれgB　1　2Sphl。recFP　V，

gB21SphI－r㏄FPVと名づけた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一54一
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免疫沈降

　第1章に述べた方法と同様の方法により行った。

隠
蓑

感染防御実験

MDVに対する移行抗体を保有していない1日齢ニワトリ（MD－susceptible　eross　of　line

15L　and　7）を使用した。一連の組換えFPVの104　PFUを、1日齢ニワトリの腹腔に接種

した。接種12日後、強毒MDV4　RB　IB株の103　PFUを腹腔にチャレンジした。チャレ

ンジ8週後、剖検によりMDV　lymphomaの症状の有無を調べた。

結果

3－1＝　gB－1／gB－2キメラ遺伝子の構築

　gB－1に対する中和モノクローナル抗体，1AN86のエピトープがgp60－1，　gp49－1のど

ちらのポリペプチド内に存在しているかを同定するために、第2章で述べたgB－1の開

裂部位を利用して2種類のgB－1／gB－2キメラ遺伝子を構築した。　Fig．19に示すように

組換えFPVで発現したキメラタンパク，gB　12－SphIはN末端部が9P60－1、　C末端部が

9P49－2より成る。一方、キメラタンパク，gB21－SphIはN末端部が9P60－2・C末端部が

gp49－1より成る。

’
迂

3－2＝gB－1／gB－2キメラタンパクの免疫沈降

　組換えFPV，　gB　1　2S　phl－recFPV，　gB21SphI－r㏄FPVの感染細胞を・［35S］メチオニンでラ

ベルし、モノクローナル抗体1月頃86で免疫沈降を行った。　Fig．20に示すように

1AN86はキメラタンパクgB21－Sphlと反応してgB　complex（9P　100，9P60－2，9P49－1）を沈

降したが（lane・3）、他方のキメラタンパクgB　12S・phIとは反応しなかった（1ane　4）。な

おデータは示さないが、キメラタンパクgB　12－SphIの発現は、抗妙E－gB2C抗血清を

用いたウェスタンプロッティングで確認した。

一55一
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3－3＝感染防御実験

Table・2に一連の組換えFPVによる感染防御実験：の結果を示した。まずgB－1，　gB－2，

gB－3の免疫原性を比較した。　gB－1，　gB－2，　gB－3遺伝子の予想されるアミノ酸配列の相

同性は70％以上である。それゆえ、gB－2，　gB－3はgB－1の主要な感染防御に関与するエ

ピトーブを共有していると予測された。しかし、感染防御実験：ではr㏄FPV－gB　1が90

％の感染防御をしたにもかかわらず、recFPV－gB2，　r㏄FPV－gB3でそれぞれ55％，33％の

感染防御で有意に低かった。

　gB－1とgB－2の免疫原性の相違ををさらに詳細に調べるために、2種類のgB－11gB－2

キメラタンパクの免疫原性を比較した。gB21SphI－recFPVが90％の感染防御をしたの

に対してgB　12SphI－r㏄FPVの感染防御（44％）は有意に低く、r㏄FPV－gB2と同程度であ

った。gB21－SphIは中和抗体，1AN86のエピトープを有する9P49－1を含んでおり・こ

のgp49－1の領域が、感染防御に重要な役割を果たしていることが明らかになった。

　開裂しないgB・1を発現する組換えFPV，433A－r㏄FPVは、80％の感染防御率を示

し、recFPV・gB　1と差はなかった。この結果よりgB－1は開裂しなくとも感染細胞膜表

面に効率よく輸送され、さらに感染防御に関与する主要なエピトープのコンフォ

メーションは保持されていることが確認された。

藻

考察

　gB・1に対する中和モノクローナル抗体1AN86は、　gB－1のC末端部の半分を占める

9P49を認識することがgB－1／gB－2キメラタンパクを用いた解析で明らかになった。さ

らにこの抗体は、感染細胞膜表面で発現しているgB－1　complexと反応することより

9P49－1のextracellular・domain（Table　1）Asp43・一Va1・・2内に認識部位が存在していると推測さ

れる。

　本章では、in　vitroにおいて発現解析を行った一連のgB組換えFPVについて、　in

vivoでのこれらの組換えFPVの感染防御効果を比較した。　gB－1遺伝子はMDV－1　G　A株

からクローニングされたが、チャレンジウィルスであるMDV－1　RB　IB株のgB－1遺伝

子と全く同一配列であった。r㏄FPV－gB　1で免疫したニワトリは、同じgB－1を発現し

一56一
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ているチャレンジウィルスに対し、感染防御に成功した。一方、gB－2，　gB－3はgB－1と

アミノ酸レベルで非常に類似しており、さらにすべてのシステイン残基の位置およ

び開心部位は、完全に一致していた。これらのことより、中和抗体に認識される感

染細胞膜表面でのコンフォメーションも類似していると推測され、MDV－1チャレン

ジに対してgB－1と同様の高い感染防御効果が予想された。しかし、　r㏄FPV－gB－2，

recFPV－gB－3の感染防御率はそれぞれ55％，33％と有意に低かった。この結果は・gB－1

特有の限定された領域に、感染防御に関与する主要エピトープが存在することを示

している。gB－11gB－2キメラタンパクの感染防御効果の比較は、この主要エピトープ

の解明に重要な知見を与えた。gB－2の9P49－2を中和抗体1AN　86のエピトープを有す

る9P49－1に置換したキメラタンパク（gB21－SphI）の感染防御率（80％）は、　gB－1（90％）と

同程度に高い値であった。つまり1AN86のエピトープが唯一の主要エピトープでは

ないにしても、9P49－1には9P49－2とは異なる感染防御に重要な役割を果たしている領

域が存在していることを示している。現在MDV－1に対し、　MDV－2とMDV－3の混合生

ワクチンが使用され効果を上げている。それゆえ、r㏄FPV－gB2とr㏄FPV－gB3の混合

組換えFPVの相乗効果を調べることは興味深い。

　開恐しないgB－1は、　wt　gB－1と同様に高い感染防御効果を示した。この結果より

gB－1は開智しなくとも感染細胞膜表面に効率よく輸送され、さらに感染防御に関与

する主要エピトープのコンフォメーションは保持されていることが確認された。

PRVでは少量の開噛していないgII（gB　homolo9）が細胞膜表面およびウィルスビリオ

ンにも存在していることが明らかになっている（Whealy　et　al．，1990）。しかし、開裂の

有無によるgIIの機能についてはまだ解明されていない。

　ウィルスタンパクの開裂の解析は、Newcasde　d均ease廠us（NDV）のFタンパク

（fusion　protein）で研究が進んでいる。　Fタンパクは前駆体F・が細胞由来のプロテアー

ゼによりF1とF、に開便する。開裂により生じたF1のN末端部が融合活性を示し、ウィ

ルスの宿主細胞への侵入、巨核細胞の形成をもたらす。一方、弱毒株のFタンパク

は、開演部位に変異が生じており開直しない。この開戸の有無がNDVの毒性あるい

はtissue　tropismに影響していると考えられている（Toyoda　e‘a乙，1987；Nagai　e‘aZ・

1989）。今後、NDVのようにMDVでも開裂しないgBを発現する変異ウィルスを得る

ことができれば、ヘルペスウィルスgBの開裂による生理学的意義の解明の糸口とな

り得るかもしれない。

融．・
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　vimses．　Virology　200，　484－493．
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Fig．19：　The　structure of　the　gB－1！gB。2　chimeric genes in　recombinant　FPVs．

Plasmid　pNZ29RMDgB－S was　cleaved　with∫ρhl　and 5α’1 to　obtain　a　1，601　bp

segment　encoding　gp49－1． This　fragment　was　inserted
■

1nto　Sphl－Sa11　sites　of

pNZ29MDgB－2　to　replace the　corresponding　fragment of gB。2．　The　plasmid　was

designated　pNZgB21SphI． Similarly，　pNZ29RMDgB－2 was cleaved　with　5ρぬI　and
｝

∫ζz11　to　obtain　a　1，438　bp segment　encoding　gp49－2． This fragment　was　inserted
into　∫ρん1一∫己z’I　s1tes　of pNZ29MDgB－1　to　replace　the corresponding　fragment　of

gB－1．　The　plasmid　was designated　pNZgB12SphI，　and the resulting　recombinant

FPV　were　designated gB　12SphI－recFPV　and gB21SphI－recFPV， respectively．

The　predicted　proteolytic cleavage　sites　between　gp60 and gp49　are　indicated

by　arrow　heads
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Fig．　20：　lmmunoprecipitation　of　serotype－112　chimeric　gB　with　mAb

IAN　86．　Lanes；　1，　MDV－1；　2，　recFPV－gB　l；　3，　gB21Sphl－recFPV；　4，

gB　12Sphl－recFPV．　lnfected　cells　with　recFPV　or　the　GA　strain　of　INifl）V

sero　type－1　w　ere　labeled　w　nh　［3S　S］methionine　for　6　hr．　lmmunoprecipitation

with　mAb，　I　AN　86　w　as　performed．
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Table　2：　Protection　of　chickens　against　challenge　with　the　RB　IB

strain　of　MDV　after　vaccination　with　recombinant　FPV　expressing

the　gB　gene　from　different　serotypes　of　MDVa）

Lot Vaccine MDb）／Total Protection　（90）

1

2

3

4

5

6

7

8

None

　wild－type　FPV

　　recFPV－gBl

　　recFPV－gB2

　　recFPV－gB3

gB12Sphl－recFPV

gB21Sphl－recFPV

　B433A－recFPV

8／8

8／10

1／10

419

6／9

5／9

1／10

2／10

o

20

90

55

33

44

90

80

a）　One－day－old　chickens　were　vaccinated　intra－abdominally　with　104　PFU　of

recombinant　FPV．　Twelve　days　later，　chickens　were　challenged　intra－
abdominally　with　103　PFU　of　the　RB　IB　strain　of　MDV．

b）　Number　of　chickens　that　died　from　MD　lymphoma　or　had　lymphoma　at
the　end　of　the　experiment．
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第4章　MDV－1gL遺伝子の同定及び組換えFPVでの発現

要　旨

　MDV－1のゲノムDNAのBamHI．D断片のDNA塩基配列の解析を行い、　HSV－1の

glycoprotein　L（gL），　uracil。DNA　glycosylase，　nuclear　localizing　Phosphoproteinをコードして

いるUL1，　UL2，　UL3遺伝子と相同性のある3つのopen　reading　frame（ORF），　MDV－l　gL，

UL2，　UL30RFを同定した。同定した3つの遣伝子のうちgL遣伝子についてMDV－1感

染細胞での発現を、抗gL抗体を用いた免疫沈降により確認した。　MDV－1　gLは分子量

25，000－Daの糖タンパクで、　PNGase　Fで糖鎖を除去すると分子量は、18，000－Daに減少

した。この結果は、アミノ酸配列より予想されるシグナルペプチドの開裂部位、2ケ

所のN－linked　glycosylation　siteを考慮した分子量と一一致した。　gL遺伝子を挿入した組

換えFPVを構築し、発現の解析を行った。組換えFPVで発現したgL遺伝子産物

（recombin　ant　gL）はnative　gしと同じ分子量であったが、糖鎖修飾に明らかな相違が確認

された。native　gLは小胞体からゴルジ体、さらに細胞膜表面に輸送されるのに対し、

recombin　ant　gLは小胞体にとどまりゴルジ体での糖鎖修飾は受けなかった。この結果

は、gしの正常な糖鎖修飾、細胞内輸送にはMDV－1の他のタンパクが関与しているこ

とを示唆している。

序論

　ウィルスに対する感染防御の研究は、感染細胞表面あるいはウィルスビリオンに

存在する糖タンパクに関心が注がれている。このような糖タンパクは、ウィルスエ

ンベロープを構成し、細胞への吸着、侵入などに重要な役割を果たしていると考え

られている（Cou血ey　e‘認，1984）。　HSV。1では、　gBにつづき11種類の糖タンパクが

同定され、そのDNA塩基配列も決定されている。このうちgB，　gC，　gD，　gHについて

は中和モノクローナル抗体が得られ、免疫応答のターゲットなりうることが明らか
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になっている（Highlander　et　al．，1988；Fuller　and　Spear，1985；Highlander　et　al・，1987；

Fuller　et　al．，1989）。一般にヘルペスウィルスはcell－to£ellでウィルスが移行するた

め、感染防御には液性免疫と細胞性免疫の両方が必要であると考えられている。こ

れらの免疫応答を確かめるために組換えワクチニアウィルスを利用した血卿。での

研究が精力的に行われてきた。HSV－1　gB，　gC，　gD遺伝子をそれぞれ発現する組換え

ワクチニアウィルスは、動物実験：において感染防御に成功した（Cantin　et・al．，1987；

Weir・et・al．，1989；Martin・et・al．，1989；Blacklaws　et・al．，1990）。一方、　gHについては同じ系

で発現しても感染細胞の小胞体にとどまり膜表面には輸送されなかった（Forres　ter・et

al．，1991）。さらに中和モノクローナル抗体にも認識され’ず、　in　vivoにおいても感染

防御を誘導できなかった（Browne　ef　a乙，1993）。このため、　gHのプロセッシングおよ

び細胞内輸送には他のウィルスタンパクの関与が示唆された。最近、Hutchinson

（1992）らは、HSV－1感染細胞の膜表面でgHとcomplexを形成している糖タンパク，

gしの存在を明らかにした。彼らはgしがgHの適切なfolding，　pro㏄ssingに関与し・

gH－gL　complexを形成することにより感染細胞の膜表面に輸送されauthenticな発現を

することを証明した。MDV－1　gHについては、　DNA塩基配列は決定されているもの

の（Scott・et・al．，1993）、発現は確認されていない。

　本章ではMDV－1　gL遺伝子の同定を行うためにHSV－1ゲノムとのcolinealityを考慮

し、MDV－1ゲノムのterminal　repe．at近傍のDNA塩基配列を決定した。その結果・gL・

UL2，　UL3のgene　clusterを同定した。さらにgL遺伝子については組i換えFPVを構築

してその発現解析を行った。

材料と方法

細胞とウィルス

　MDV－1（血清型1）GA株はduck　embryo　fibroblas　t（DEF）cellで増殖、継代した。組

換えFPVの構築はワクチン株であるUSDA株（Na乙erian　et　al．，1989）を親株として使用

し、得られた一一連の組換えFPVはCEF・cellで増殖、継代した。　DEF・cell及びCEF・cellは

4％calf　serumを含むLeibovitz－McCoy　medium（GIBCO　Laboratories）で培養iした。
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DNA塩基配列分析

　MDv－1　BaMHI　D断片中のBgAI－Psd　2，462　bpのDNA塩基配列を、　TAQuence　DNA

sequence　kit（United　States　Biochemica1　CorP．）と［35S｝dATPを使用して決定した。得ら

れたDNA塩基配列のデータはウィスコンシン大学Genetics　Computer　Group（GCG）の

GAPとPILEUP　program（Devereux　eごa乙，1984）によってalignmentした。

gL遺伝子の大腸菌での発現及び抗gL抗体の取得

　gL遣伝子のEσoRI－Psd　260　bp断片を大腸菌発現用ベクターpATH　10（Koerner・et・al．，

1991）に挿入し、プラスミドpATH・ULIBを構築した。大腸菌RR　1株に形質転換し、

SDS－PAGEによりOpE－gL　fusion　protein　mpE－ULIBの発現を確認した。部分的に精製し

たtrpE－UL　1　B約200μ9をウサギに4週間隔で3回免疫した。

gL遺伝子transfer　vectorの構築

　gL遺伝子にPCRを用いてスタートコドンATGの上流に．BamHI　siteを導入し、

potential　poxvirus　early　transcription　terminatorである㎜AT酉己列を㎜CAT配列に変

えた。使用したプライマーのDNA配列は5’一CGGGGGATCCAGC△工gAAAATT

TATAGAGT．3雪（BamHI　siteとATGはアンダーラインで示す）、5’　一TG　CAG　l　rG　ACC

TTAATG　AAAATGCCCGTGG－3’（termination　signa1の除去のためAをGに置i換）であ

る。PCRにより得られたDNA断片はDNA塩基配列を確認した後、　gL　ORFとして再構

築し、insertion　vector　pNZ1729Rに挿入した。構築したプラスミドをpNZ29RMDgLと

名づけた。組換えFPVの構築は、第1章で述べたようにFPV　USDA株を親株として

pNZ29RMDgLをトランスフェクションすることにより行った。得られた組換えFPV

をr㏄FPV。gしと名づけた。

免疫沈降

　第1章に述べた方法と同様の方法により行った。但し、抗体は抗gL血清を使用し

た。また糖鎖の解析に使用したendoglycosylase処理はBoehringer－Mannheim社のプロト

コールに従った。反応の際、すべてのサンプルにはプロテアーゼによる分解を避け

るため1mM　phenylmethylsuifonyl　fluoride（PMSF）を加えた。
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結果

4－1＝　MDV－1gene　clusterの同定

　MDV－1　BamHI・D断片（約10　kb）はMDV。1ゲノムの左端より10～20　kbに位置し、

termina1　repeatとunique　longの一部を含んでいる（Fig．21）（Fukuchi　e‘a乙，1984）。MDV－

1gL遺伝子が存在すると予想されたBamHI　D断片の右端約4分の1のDNA塩基配列を

決定した（Fig．22）。この領域にはアミノ酸100以上をコードする4つのORFが存在し

ていた。このうち右方向の3つのORFはHSV－1　UL1，　UL2，　UL3のgene狙angement

（M（）Geoch　et　al．，1988）に一致していた。左方向のORFは142アミノ酸をコードしており

右方向のORFとオーバーラップしていた。　HSV－1のゲノムにはこのORFに対応する遺

伝子は存在しておらず、またデータベースの検索でも有意に相同性のあるタンパク

は報告されていなかった。このORFをORF　142と名づけた。

　右方向の3つのORFの予想されるアミノ酸配列を対応するHSV－1のUL1，　UL2，　UL3

のアミノ酸配列と比較した。2＝番目、3番目のORFはHSV－1のUL2，　UL3とそれぞれ43

％，49％の相同性があった（Fig．23－2，23－3）。　HSV－1　UL2遺伝子はuracil－DNA　glycosylase

を、UL3遺伝子はnuclear　localizing　phosphoproteinをコードしている。しかし、1番目の

ORFとHSV－1　UL1の間の相同性はわずか17％しがなかった（Fig．23－1）。　HSV－1　UL1遺

伝子はglycoprotein　L（gL）をコードしておりUL2遺伝子の上流に位置している。この2

つの遺伝子は一部オーバー・ラップしている。MDV－1の1番目と2番目のORFのgene

arrangementと一致していたので、1番目のORFは‘positiona1　gL　homolog’であると考

えられた。同様なことがHCMV　UL115（Kaye　e‘a乙，1992），　EBV　BKRF2（Yaswen　e‘a乙，

1993）でも報告されている。さらにこのORFをMDV－1　gL遺伝子として確信するために

3種類のα一ヘルペスウィルスのgしとの相同性を比較した。　Fig．24に示すようにMDV・

1gしのアミノ酸71番目から98番目は他のヘルペスウィルスgしと相同性の高い領域で

あった。28アミノ酸残基のうちシステイン残基を含む8残基が4種類のgしで保存され

ていた。

4一・2＝　MDV・・　1感染細胞でのgL遺伝子の発現

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一65一
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　gしに対する抗血清を得るためにgL遺伝子の116番目から195番目のコドンをpATH

vectOr（Koerner・et・aL，1991）に挿入し、プラスミドpATH　10・UL　I　Bを構築した。大腸菌

RR　1株に形質転換し、　mpE－gL　fusion　proteinの発現をSDS－PAGEで確認した（Fig．25，

】㎞e2）。このtrPE－gL　fusion　proteinは1．0％SDS存在下、65℃で5分間加熱することに

より非特異タンパクの混入を低減することができた（㎞e3）。部分的に精製したtrpE－

gL　fusion　proteinをウサギに4週間隔で3回免疫し、得られた抗gL血清を、　MDV－1感染

細胞でのgL遺伝子の発現を調べるために用いた。　MDV－1感染細胞には、抗gL血清と

反応する分子量25，000－Daのポリペプチドが確認された（Fig．26，1ane　2）。このポリペ

プチドは非感染細胞（lane　1）には見られずMDV－1に特異的であった。　MDV－1　gL遺伝

子は195アミノ酸をコードしているが、アミノ酸残基1－19番目まではhydrophobic

signal　sequenceであり、Lys・9－Thr・・の間でシグナルペプチドの開裂が生じることがvon

Heijne（1986）のcriteriaにより予測された。また40－42番目と77－79番目のアミノ酸残基

にはpotential　N－linked　glycosylation　site（Asn－X－SerAhr）が存在している。この2カ所に

糖鎖が付加されているとすれば、分子量は約5，000－Da増加する（Klenk　and　Rott，

1980）。シグナルペプチドの開裂による分子量の低減と糖鎖付加による分子量の増加

を考慮するとgしの分子量は24，400－Daと推測されるが、この分子量はFig．26で見られ

る25，000－Daポリペプチドとほぼ一致する。さらに抗gL血清はgしと同時に約115－kDa

の高分子量のポリペプチドを特異的に共逸した（1ane　2，　arrow　head）。　cell　lys　ateをlysis

buffer存在下で10分間煮沸した後、抗gL血清で免疫沈降を行うとこの高分子量のポリ

ペプチドは検出されなかった（1ane　3）。この結果は、高分子量のポリペプチドはgしと

complexを形成し、煮沸により解離することを示している。

4－3＝　組換えFPVでのgL遺伝子の発現

　gL遺伝子に存在するFPVでearly　transcription　terminatorとして機能する可能性のある

㎜AT配列をアミノ酸配列を変えなVでmCATに変更した。このgL遺伝子を

insertion　vector，　pNZ1729Rに挿入し、　transfer　vector，　pNZ29RMpgLを構築した（Fig．

27）。このtransfer　vectorをトランスフェクションして組換えFPV，　recFPV－gLを：構築し

た。r㏄FPV－gL感染細胞を［3SS］メチオニンでラベルし、抗gL血清を用いて免疫沈降実
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験を行った。Fig．28－Aで示すように抗gL血清と反応するgL遺伝子産物（lane　4）は

MDV・1感染細胞で発現しているgL（1ane　3）と同じ分子量であった。組換えFPVに挿入

したgL遺伝子は、強力な合成プロモーター下で発現しているためMDV－1感染細胞の

gしと比べ約30倍の発現量であることがdensitometory解析で明らかになった（Fig・28－

B）。r㏄FPV－gL感染細胞にはgしのほかに23，000－Daのマイナーバンドが検出された

（Fig．28－B　lane　2）。　MDV。1感染細胞では同様なバンドは長時間感光でも検出されなか

った。このバンドは後述するendo91ycosylaseで処理すると糖鎖が付加されていないgし

と同じ分子量に変化した。おそらく組換えFPVでの高発現により不完全な糖鎖修飾

が生じたためと考えられる。

4－4： nati　ve　gしとrecombinant　gしの細胞内輸送

　MDV－1感染細胞で発現しているgL（native　gL）とr㏄FPV－gL感染細胞で発現している

gL（recombinant　gL）のposttTanslational　modificationを調べるために、免疫沈降後、　native

gL，　recombinant　gLをendo91ycosylaseでそれぞれ処理して糖鎖修飾を比較した。　Fig・29

に示すようにEndo　H処理後、　na直ve　gLは部分的に低分子量へのシフトが見られた

が、大部分は影響を受けなかった（1ane　2）。この結果よりnative　gLは2種類の異なった

N－1inked　carbohydrate　modificationを受けていると推測された。さらにこの推測を確か

めるためにnative　gしの細胞内輸送を調べた。パルスチェイス実験：は感染細胞を短時間

ラベルし、その後のチェイス時間によりタンパクの細胞内輸送の速度あるいは虚心

修飾等を調べることができる。Fig．30ではMDV－1感染細胞を［3sS］メチオニンで20分間

パルスラベルした後、0～8時間チェイスした。各時間でのnative　gしの糖鎖修飾を調べ

るために免疫沈降後、Endo　H処理を行った。チェイス後0時間ではnative　gLはEndo　H

に感受性で低分子量ヘシフトした。その後チェイス時間が増すに従ってEndo　H－

sensitive　formからresistant　formへと変化した。　Endo　Hは小胞体で付加されるhigh－

mannose型の糖鎖に対して活性を示すがゴルジ体で付加されるcomplex型の修飾には

作用しない。native　gLはcomplex型糖鎖に対して活性を示すPNGase　Fで処理すると低

分子量へとシフトした（Fig．291ane　3）。これらの結果よりnative　gLは翻訳後・小胞体

でhigh－mannose型の糖鎖付加が生じ、ゴルジ体から細胞膜表面への輸送の過程でさら

に複雑なcomplex型の修飾を受けると考えられる・native　gしの細胞膜表面での発現は
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未固定のMDV－1感染細胞を用いた㎞munofluorescen㏄assayにより確認した。

　一一方、recombinant　gLはnative　gしとは異なりEndo　Hに対して感受性であった。すな

わちrecombinant　gLは小胞体にとどまりゴルジ体でのcomplex型への糖鎖修飾は受けて

いないと考えられた。MDV－1感染細胞と同様にrecFPV－gL感染細胞の膜表面でgしの発

現は見られたが、その発現量は少なかった。おそらく高発現したrecombinant　gしの一’

部が小胞体にとどまることができず、特殊なpathw　ayで細胞膜表面へと輸送されたと

考えられる。

　Endo　HとPNGase　Fはともにhigh－mannose型の糖鎖に作用するがその開門部位は異

なっている。Endo　Hは2つのN一アセチルグルコサミン残基の間のglycosidic　linkage（一

Man－GlcNAc一　i－GlcNAc－Asn）を開裂するが、　PNGase　Fはアスパラギン残基とN一アセチ

ルグルコサミン残基の間（一Man－GlcNAc－GlcNAc一↓　一Asn）を開裂するため、タンパクか

らN－linked　carbohydrateを完全に除くことができる（Tarendnoθ‘aし1985）。　recombinant

gLをEndo　H，　PNGase　Fで処理するとそれぞれ18，500－Da，18，000－Daの分子量にシフト

した。この分子量の差（500・Da）は2つのN一アセチルグルコサミン残基に相当する。す

なわちrecombinant　gしの2ヵ所のpotential　N－linked　glycosylation　siteには実際に糖鎖が付

加されており、特に、native　gしではcomplex型の糖鎖が付加されていることを示して

いる。

考察

　本章ではMDV－1ゲノムのtermina1　repeat　left　end（TR・）に隣接したunique　long　region

（UL）のDNA塩基配列を決定し、　HSV－1のgL，　UL2，　UL3遺伝子に相同性のある3つの

ORFを同定した。　MDV－1　UL2，　UL30RFの予想されるアミノ酸配列はHSV－1　UL2，

UL3とそれぞれ43％，49％の高い相同性を示し、タンパクの生理活性は類似している

と予想される。HSV－1　UL2遺伝子はuracil－DNA　glycosylaseをコードし、この酵素はウ

ィルスDNA複製の際、　DNAが誤って取り込んだウラシル残基を取り除く機能を持っ

ている（MuUaney　et・al．，1989；Caradonna　e‘a乙，1987）。　HSV・1　UL3遺伝子はnuclear

localiZing　phosphoproteinをコードしている。このタンパクはC末に核移行シグナル，

RKPRK，を有しているが、同様の配列がMDV－1　UL3にも存在している（Fig・22）。この
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タンパクの機能については明らかではないが核内でのウィルスDN　A複製になんらか

の関与をしていると考えられている（Worrad・and・Caradonna，1993）。　MDV－1　gL　ORFの

予想されるアミノ酸配列はHSV－1　gしとわずか17％の相同性しかなかった・gLは最

初、HSV－1で糖タンパクgHと感染細胞膜表面でcomplexを形成する糖タンパクとして

同定された（HunChinson　et　al．，1992）。その後、　HCMV，　EBVでそれぞれgL　homolo9が同

定されたが、アミノ酸レベルでの互いの相同性は他の糖タンパクと比較して極めて

低かった（Kaye　et　al．，1992；Yaswen・et・aL，1993）。これらのウィルス間ではgL遺伝子と

隣…接するUL2，　UL3遺伝子のgene　arrangementが保存されているので、　gL遣伝子は‘

positional　homolog’と呼ばれている。　MDV－1でもこのgene瞭angementは保存されてい

た。α一ヘルペスウィルスのgしには比較的相同性の高い領域が存在していることがア

ミノ酸配列のalingmentで明らかになった（Fig．24）。　HSV－1では、この領域にgL－gH

complex形成に重要な領域が含まれている可能性が示唆されている（Roop　et　al．，

1993）o

　MDV－1　gしの発現解析を行うために大腸菌で発現したtrpE－gL　fusion　proteinを用いて

抗gL血清を得た。　MDV－1感染細胞で発現しているgLは、この抗gL血清と反応し分子

量25，000－Daポリペプチドとして検：出された。このgしからPNGase　Fで糖鎖を除去す

ると分子量は18，000－Daに減少した。これらの結果は、アミノ酸配列より予想される

シグナルペプチドの開裂部位、2ヵ所のpotentia1　N－linked　glycosylation　siteを考慮した分

子量と一致した。

　gL遺伝子産物を組換えFPVを用いて解析した。　recombinant　gLはnative－gしと同じ分

子量であったが、糖鎖修飾に明らかな相違が確認された。native　gLは小胞体からゴル

ジ体、さらに細胞膜表面に輸送されるのに対し、r㏄ombinant　gLは小胞体にとどまり

ゴルジ体での糖鎖修飾は受けなかった。この結果は、gしの正常な糖鎖修飾、細胞内

輸送にはMDV－1の他のタンパクが関与していることを示唆している。　HSV－1，　HCMV，

EBVでは、　gLはgHとcomplexを形成し、細胞膜表面へと輸送される。　gLあるいはgH

単独では正常なタンパクのコンフォメーション形成や細胞内輸送は達成されない。

興味あることにMDV－1感染細胞ではgしとともに115－kDaの高分子量のポリペプチドが

共沈する。この115－kDaポリペプチドは煮沸により検出されなくなる。この結果は

gL－115－kDa　complexが形成されていることを示唆している。MDV－1　gHは・Scott

（1993）らによりDNA塩基配列が決定された。予想されるアミノ酸配列よりシグナル
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ペプチドが開裂し、糖鎖修飾を受けたgHの分子量は約114－kDaと考えられている。

MDV－1　gH遣伝子の発現はまだ確認されていないが、ヘルペスウィルスの研究より

MDV－1でも同様にgL，　gHは、ウィルス増殖にとって必須タンパクであると予想され

る。抗MDV－1　gH抗体を取得し、組換えFPVでgL，　gH両遺伝子を発現することにより

この115－kDaポリペプチドがMDV－1　gHであるかどうかが明らかになるであろう。
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1！gt11）4；paTCTTGTGGTncTTGGGATGncGAGTncAGATGATGAATAGCATTTGTGTATATGTTGTGTGATTGCAAATCCACTGTATGGTTATAT

AGTCAG　AATTTAATAハ畝「rGTTCGAAGTTTACACCTTCACGTATTGTTA「rGGGTATTTATGGGTGGGCGAGGGCGTGTTACAAATATTAA

TTTTAGAGCCTTTCACACA　rcCCAACAGTTTTAAncGGAGCTGCTCGGTIU3CATGAAAATTTATAGAGTACTCGTGCATCTTncCTTCGT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　VLI　（gL）　＞M　K　：　Y　R　V　L　V　H　L　S　F　V

GCTAGGTA「rG　rTTAC　TAAGACCAATACGGTTCTCGCATX［　GTCGAAATA（＝GACCTGGTACACGGCTTTATGハGGGTAGCGAACATハハGCTC

　　L　G　M　F　T　K　T　N　T　v　L　Aw　sx　vDLV　HG　F　MR　V　A　N　rS　S
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

CATTATGCGGC　VCGIPIiLC　TGCCT　DCCGAACTTATTATCTTCGAACGCGeGGTATGCCGCACT　DCCATCAGACGATATTCCCACGGGCATTTT
　　：　M　R　L　D　C　L　P　N　L　L　s　s　N　A　G　r　A　A　L　P　s　D　D　：　P　T　G　1　F

TATT」W｝GTCAACTGC脱ATハLCCCGAA，TTCATTCTATGGTAT（三AAC」購GCCATGGCAGCG「rGGATCAATCCTATTATGGGCACTGT
　　：　X　V　N　C　S　：　P　E　F　：　L　W　r　E　Q　X　A　M　A　A　W　1　N　P　1　M　G　T　V
　　　　　　　　　一
TCTAATGATGAATGACGTTIrTGAAAAGCGGATTGGAGAATTCTGTGAAGC　TGGGACTTCTTACATT　rcTIVWI，CGGATAGCTGAAAAAGG
　　L　N　M　N　D　V　L　X　S　G　LE　NS　VKV　G　LL　T　FLK　R　1　AE　X　G
ACCCAALTGGACCncTTAC　AAA，TCGCGGATCGGGTTGCATCAATT，rAATTGCGCCTGCCGATATTncATGCTATGGCncAACTIK］ACTTGA
　　P　N　G　P　L　R　N　R　G　S　G　C　r　N　L　r　A　P　A　D　1　S　C　Y　G　S　T　R　L　D
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　UI2レMハ、QLDL

CAGGTTTAACCGAGACT’rbCGAAGATGATAGTCGGGGAATGCCA　D（　TCGAGCTAAAGCGATGCGCCGAACCncCTCTGGCAGCCGACGAGC
　　R　？　N　R　D　？　E　D　D　S　RG　M　PC　R　AX　AMR　R　TTS　G　S　R　R　A
T　G　L　T　E　T　S　X　M　：V　GE　C　H　VE　LK　RC　AE　PP　L　A　ADE
CAA　VGCCTAAAAAATGncGTAGGCC　TGCAGGncCTCCCAAAGGTTTTATATCGACACGCGGrcATACATCACC　rTCATCGGATAATAAnc
　　N　　A　　金

P　M　P　X　K　C　R　R　P　A　G　P　P　X　G　F　1　S　T　R　G　D　T　S　P　S　S　D　N　N

ACATncATTCAATncAAncCTTAACGAArcGAGACAGTTGCGTncAACCGTG（X　ATATTATAi3CGAACGCGTATAACATCCATGAAAATT
H　1　H　S　1　Q　S　L　T　N　G　D　S　C　V　Q　P　W　D　：　1　A　N　A　！　N　1　H　E　N

GGAIVU　AAC　TACTAC「rTCCCGAACTGTGTTGTCT「rAGAGGATCAGAAATCTT罵GGAG「rATGA㏄GCAGAGCTATTACCGAAGAハGTCT

ATCCCCCCAAAATGGATATTTTCGCATGGACCAGGTATTGCGCncCAGAGTCTGTTAAAGCAGTAATCGTAGGACAGGACCCGTATGC　TA

YPPXMDIFAWTRYCAPESV】〈Av工VGQDP￥A
ACCCCX　GTCAAGCGCACGGCTTGGCGTTTAGCGTTAIVV［　AAS　；GAGTTGCCATCCCCCCGAGCTTAAAAAATATTTTATTGGCGG　TCAAAG

CAtrrGCTAncCTTCAGCAS3AncTGGGAAAncATGGATGTTTGGAGGC　1rlK　GA“GTAAACGCGGAGTT　VTATTGC　TAAATTCTGTCTTAACTG

TCAA（凱GAGGAGACCCTGGATCTCACCATTCGGTAGGATGGCAGT　SrC「rTCAT）CCGAMTATACTTCGGCGハC　TGTCATCGACAACGCGTXS
V　K　R　G　D　P　G　S　H　H　S　V　G　W　Q　V　F　r　R　N　1　L　R　R　L　S　S　T　T　R

GTATAGTATTTATGTTATGGGGAGCG（AACGACAAACCATGTATTTncAGACTGAT’TArcACGACCGTCACTTGG　TAC　TGAAATACAGCC

ATCCATC　TCCCTTATCCAGAAAACCGTTrcCTACCTGTACACATTTCAAA（AAGCCAACGATTTTC　TCAGTAAGATAGGTAGAGGCTGTA

TCGACIrGGAGCCTTACCGCGTIVtGTGACGGGATGTGTAATCATTCACATGTACAAAAGACCGGGncACAAACACCTATCGATATCAATCA

：DWSLTA．　UL3　＞M　YKRPGHXHLSISI
TAATGGATACCAACACncCTTCCGTATTAACT〈　TGTTAGCAAGCTGGGG　rTGGAATTGCGCATCATCCAGncCGGCAACTCAATGCTTAG
：　M　D　T　N　T　P　S　V　L　T　V　L　A　S　W　G　W　N　C　A　S　S　S　P　A　T　Q　C　L

AGCGTTCCACGCAGGGATGCC　TGCGJ，ut　AAGGGCCCTCAGCACAAGGMrGCGA［！rTArrGCGAACCGGTGAAE［GTGGAAAACGGCCCACCTA

CGACGTTrcTGAAIUXAncAGGATCACGCGAAAAATCAIK　AATATACCCAT　VTTGATAC　nc　TATTTATGGTTTCC　VCTATCGA　DGAATTGG
r　T　F　V　X　N　Q　D　H　A　K　N　Q　E　Y　T　H　F　D　T　L　F　M　V　S　S　：　D　E　L

GAAGACGncAACTGAC　TCATAC　TATncGMGAS3ACTTGAGAi　ATTCACTTGCCAAGTTTACCAncGCTTGTACGAAAALCTTCTTCATTCT

GRRQLIrDTIRRDI」RHSLAKFTエハ」CTKTSSP
CTTCAIDCATArcCTACAAGAAAGGGTCGTAAAAAAAAGGGCCCTAGAAC　ncAGCCGAGTAACAAGAGCTTGCAAATGTTCATATTATG［DC

SSSYATRIくGRKKIくGPRTQpSNKSLOMFILC
GTAGGGCGCACGC　TAAACATATTCGAGCACAATTACAAGCGGTAA！ncCAAGCTCGAAAACCTAG（］AAATACTATAC　TCGGGCTATAGArc
R　　R　　A　　H　　A　　K　　H　　工　　R　　A　　Q

G　S　T　H　P　V　V　P　V　F　V
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GCAGCACocAncCAGTAGTACCCGTGTTTGTATATGAGTT　DGCTGCAATAGATACTGTCAGTCTACArcGAC］；ACAACGTGATAGTAGATT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　A　A　　I　D　T　V　S　r．　H

CTTCTGGTTCGTGAGTGCCnc6CTTGCATATAATAATGTTTGTAGTCTCCGCGTCTTTGGCATC　VGCCTCAGACTATATGCTTTTCTTGA
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　　Nucleotide　sequence　of　a　2，462　bp　B　glll－Kp　n　l　fragment　of

amino　acid　sequences　of　the　gL，　UL2　homolog，　and　UL3　homolog
　　N－linked　glycosylation　sites　（N－X－S／T）　in　the　deduced

　of　gL　are　underlined．　A　putative　nuclear　localization　signal
which　is　conserved　among　alpha－herpesviruses，　is　boxed．

MDV－1　and
　　　　　　　genes．

amino　acid
　　　　　in　UL3

一73一

鷺∵懸纂獄驚鷺1：：讐：灘鷺響1経｝：；落騒毒 ．1謂轍購　「騨1

t



1

ー
ム
ー
↓
　
5
　
　
　
1
占
－
凸
－
凸
－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

MKIYRVLVHLSFVLGMFTKTNTVLAWSKYDLVHGFMRVANISSIMRLDCL
　　　　　31・3829・・　．．．．18．．．1：　　．1　：：：．1329．12

．．．MGILGWVGLIAVGV：LCVRGGLPSTEYVIRSRVAR．．EVGDILKVPCV
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

PNL：LSSNAGYAA工」PSDDIP．．．．TGIFIKvNCSIPEFILwYEQKAMAAWI
lll・：：3　　・．．．1　　　．ll卜331．　：3口　　：．．11：

P．LPSDDLDW：RYETPSAINYALIDGIFLRYHCPG：LDTVLWDRHAQKAYWV
　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

NPIMGTVLMMNDVLKSG：L．．．．．ENSVKVGI」LTFLKRIAEKGPNGP：LRNR
II88・・3：3卜　　．33　　　1．．．：：：1．．：3．　：．．．：：3．．

NPFLFVAGFLEDLSYPAFPANTQETETRLALYKEIRQALDSRKQA．ASHTP
　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

G．SGCINLIAPADISCYGSTRLDRFN．．．．．．．．．．．．RDFEDDSRGMPC

・・
福R12　．。．11。　1：．1　　　　　　　　　：：：．3．3．．

VKAGCVNFDYSRTRRCVGRQDI」GPTNGTSGRTPVLPPDDEAGLQPKPLTT
　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

RAYKAt，［RRTTSGSRRANA．．．．。．．．．．．．．．　195
・：・　：　・…　．ll．．l

PPPI工ATSDPTPRRDAATKSRRRRPHSRRLt　225

50

45

96

94

141

144

178

194

Percent　ldentity：

Percent　Simillarity：

17．5　e／e

44e4　9（e

Fi　g．　23－1：　Alignment　of　the　predicted　amino　acid　sequence　of

MDV－1　gL　（above）　and　H　S　V－1　gL　（below，　McG　eoch　et　al．，　1988）．

Identical　res　idues　are　indicated　by　venical　lines．　G　aps　are　indicated　by

doL
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79
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●・・・・・・・・・…　　．．．。．。．MAQLDLTGLTETSKMIVGECHV：ELKRCAEP　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．　l　l．　．．．　　・…　　　2　・・…

MKRACSRSPSP㎜PSSPRRTPPRDGTPPQKADADDPTPGASNDAST鴛TR　50
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

：PLAADEPMPKKCRRPAGPPKGFISTRGDTSPSSDNNHIHSIQSLTNGD．．　78
1・2311u2．112　2零＿23．．11．．．．．・・1川・
PGSGGEPAACRSSGPAALLAAI」EAGPAGVTFSSSAPPDPP凹D．LTNGGVS　99
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

・…　　SCVQpWDIIANAYNIHENW：KQLI」LPELCCLRGSEILAEYE照AITE　124
　　　　1…　　1・・2　・・：　卜t．13．12　111．　　．．・311日211・　ll

PAATSAPLDwTTFR：RVFLIDDAWRPr，IVII！I　PELANPLTAHLLハEYNRRCQTE　149
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

EVYPPKMDIFAWTRYCAPESVKAVIVGQDPYANPGQAHGLgAFSVKQGVAI　174
11・日3　い1・日lll．12．レ．l12日lU　：111111口1日3．．卜

EVI」PPREDVFSWTRYCTPDEVRVVIIGQDPYHHPGQ八HGI・AFSVRANVPP　199
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

PPSLKNILLAVKACYPSADLGNHGCLEAWSKRGVLLLNSVLTVKRGDPGS　224
11112121　111・1日・129．111日　1．g日llll．．lll日1．：21

PPSLRNVLAAVKNCYPEARMSGHGCLEKWARDGVU」LNTTLTVKRGAA瓦S　249
　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

HHSVGWQFFIRNILRRLSSTTRGIVFMLWGAQRQTMYFQTDYDDRHLVILjK　274
1　・：1レ　1：　・：3111・。　．1：Ill111．3　1．・。　・・　．　l　l日

HSRIGwDRFVGGVIRRLAARRPGLVFMLWGTHAQNAIRPD。．PRVHCVLK　297
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

YSHPSPLSRKPFATCTHFKEANDFLSKIGRGCIDWSLTA　313
21日口日2　口：11　11　11　21．．　：　2．llll！

FSHPSPLSKVPFGTCQHFLVANRYLETRSISPIDWSV．．　334

r＃T，’

Percent　lden　ti　ty　：

Percent　Similarity：

42．9　90

59．4　90

Fi　g．　23－2：　Alignment　of　the　predicted　amino　acid　s　equence　of

MDV－1　UL2　（above）　and　HSV－1　UL2　（below，　McG　eoch　et　al．　，　1988）．

Identical　res　idues　are　indicated　by　vertical　lines．　G　aps　are　indicated　by

dot．
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46RSTQ（1；CLREGPSAQGCDYCEPvNVENGPPTTFVKNQDHAKNQEYTHFDTL　95
5・・！圭撫胴鳴H二G蚤！舗融融轍6！壱T！l！！、。。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
194DGSTHPVVPVFVYEFAAIDTVSLHRDNVエVDSSGS　228
　　　　口・1・川口・目…．・．111川・・．1・，．

201　DGRLCPAVPVFVHEFVSSEP】ト｛RLHRDNVMI」ASGAE　235

Percent

Percent

Identi　ty　：

Similarity：

48e7　91e

60．1’　90

Fi　g．　23－3：　Alignment　of　the　predicted　amino　acid　s　equence　of

Ivfi）V－1　UL3　（above）　and　H　S　V－1　UL3　（below，　McG　eoch　et　al．，　1988）．

Identical　residues　are・indicated　by　vertica1血les．　G　aps　are　indicated　by

dot
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Fi　g・　24：　Alignment　of　the　amino　acid　sequences　from　a　highly　conserved

region　of　the　gL　homologs　of　four　different　herpesviruses．　The　position　of　the
first　depicted　amino　acid　is　shown．　Amino　acids　identical　to　those　found　in　MDV

are　boxed．　VZV　ORF60，　varicella－zoster　virus　open　reading　frame　60　（Davison
and　Scott，　1986）；　EHV－1　62，　equine　herpesvirus　type　1　gene　62　（Telford　et　al．，

1992）；　HSV－1　gL，　herpes　simplex　virus　type　1　glycoprotein　L　（ULI）　（McGeoch　e　t
al，，　1988）．
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Fi　g．　25：　Expression　of　a　trpE－gL　fusion　protein．　A　portion　of　the　MDV－1　gL

ORF　w　as　cloned　into　the　E．　coli　expres　s　ion　vector　pATH　I　O　to　generate　plas　mid

pATH　I　O－ULIB．　RR　I　cells　were　transformed　with　pATH　I　O　（lane　1）　or　pATH　I　O－

ULIB（lane　2）．　The勾っE－gL　fusion　proteins　were　partially　purified　by　incuba血g　at

65℃in　the　presence　of　1．0　qo　S　DS　（lane　3）．　Molecular　weight　s　tandards　（lane　M）

are　indicated　on　the　left
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Fi　g．　26：　lmmunoprecipitation　of　gL　from　MDV－1－infected　cells　with　a

polyelonal　anti－gL　serum．　DEF　cells　infected　with　moV－1　were　radiolabeled　with

［3SS］methionine　at　48　hr　postinfection　for　6　hr．　Cell　lysates　from　uninfected　DEF

cells　（lane　1）　and　DEF　cells　infected　with　MDV－1　（lane　2）　were

immunoprecipitated　w　ith　a　polyclonal　anti－gL　serum．　Cell　lysates　from　DEF

cells　infected　w　ith　MDV－1　were　boiled　in　the　presence　of　the　lysis　buffer　for　10

min　before　adding　a　polyclonal　anti－gL　serum　（lane　3），　and　then

Immunoprecipitation　w　as　performed．　The　position　of　gL　is　indicated．　The

arrow　head　indicates　the　presence　of　a　115－kl）a　polypeptide　as　sociated　w　ith　gL．

The　protein　mass　standards　are　shown　on　the　left　of　the　autoradiogram　in

kilodaltons．
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Fig．27：　Construction　of　transfer　vector　containing　山e　gL　gcne．

The　gL　gene　was　modified　by　PCR　to　create　BamHI　site　in　front　of

its　ATG　codon　and　change　a　potential　poxvirus　early　transcription

signal　，TTTTTAT，　to　TTTTCAT．
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Fig．　28　：　Expression　of　MDV－1　gL　in　cells　infected　with　a　recombinant　FPV　carrying

the　gL　gene．　CEF　cells　were　infected　with　recFPV－gL　or　parent　FPV　at　an　moi　of　5

PFU　per　cell．　At　24　hr　postinfection，　the　cells　were　radiolabeled　with　［35S］methionine

for　6　hr．　（A）　Uninfected　DEF　cells　（lane　1），　CEF　cells　infected　w　ith　parent　FPV　（lane

2），DEF　ceUs　in　fec　ted　wi山MDV－1（1ane　3），　and　CEF　cells　infected　with　recFPV－gL

（lane　4）　were　immunoprecipitated　with　polyclonal　anti－gL　serum．　To　detect　equal

intensity　of　bands，　various　amounts　of　the　s　amples　were　as　s　ayed．　（B）　To　quantitate　the

expression　levels，　equivalent　amounts　of　cell　lysates　from　MDV－1－infected　cells　（lane　1）

and　recFPV－gレinfected　cells（lane　2）were　immunoprecipitated　with　polyclonal　anti－gL

serum．　The　protein　mass　s　tandards　are　shown　on　the　left　of　the　autoradiogram　in

kilodaltons．
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Fi　g．　29：　Effects　of　endoglycosidases　on　native　and　recombinant　gLs．　Cells

were　radiolabeled　w　ith　［35S］methionine　at　48　hr　（moV－1）　or　24　hr　（recFPV－gL）

postinfectio　n　for　6　hr．　DEF　cells　infected　w　ith　IYII）V－1　（lanes　1，　2，　and　3）　and　C　EF

cells　infected　with　recFPV－gL　（lanes　4，　5，　and　6）　were　immunoprecipitated　with

polyclonal　anti－gL　serum．　The　immunoprecipitated　proteins　were　mock　diges　ted

（lanes　1　and　4），　treated　w　ith　Endo　H　（lanes　2　and　5），　or　treated　vv　ith　PNGas　e　F

（lanes　3　and　6）．　The　protein　mas　s　s　tandards　are　s　hown　on　the　left　of　autoradiogram

in　kilodalto　ns．
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Fi　g．　30　：　Analysis　of　intracellular　transport　of　native　gL　as　determined　by

puls　e－chase　experiment　IVfl）V－1－infected　cells　were　puls　e－labeled　w　ith　［35S］

methionine　at　48　hr　postinfection　for　20　min，　and　then　chased　for　indicated　times．

Cell　lysates　were　immunoprecipitated　with　polyclonal　anti－gL　serum，　and　then

the　immunoprecipitated　proteins　were　subjected　to　treatment　with　Endo　H．　Endo

H－res　istant　and　sensitive　forms　of　native　gL　are　shown　on　the　right　of　the

autoradiogram．
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第4部　総　括

結論

　本報はMDV－2，一3の91ycoprotein　B（gB）遺伝子およびMDV－1のglycoprotein　L（gL）遺伝

子を同定し、組換えFPV発現システムを利用して発現解析を行った。　MDV－1，一2，一3

間のgB遺伝子の相同性は、アミノ酸レベルで70％以上であり、さらにシステイン残

基およびpotentia1　N－linked　glycosylation　siteも非常によく保存されていた。しかし、タ

ンパクレベルの解析では、gB－1とgB－3は糖鎖修飾が異なっており、またgB－1に対す

るモノクローナル抗体1AN86はgB－3を認識するが、　gB－2は認識しなかった。以上の

結果より3つのgBはタンパクのコンフォメーションは非常に類似しているが、それぞ

れのgBには限定された領域に特異的なエピトープが存在していると予想された。　gB－

1／gB－2キメラタンパクを用いた動物実験：でこの特異的領域の1つは、　gB－1の9P49－1領

域に存在していることが明らかになった。

　gBはヘルペスウィルスで最もよく保存されている糖タンパクでウィルスの宿主細

胞への侵入、cell　to　cell　fusionに重要な役割を果たしている。またHSV－1　gB，　PRV　gH

は2量体として感染細胞膜表面で発現している。一方、MDV　gBではこのような生理

活性、分子構造に関してほとんど解明されていない。本四ではgB－1前駆体の開裂部

位を同定し、この部位に存在する3つのアルギニン残基が開裂に重要な役割を果たし

ていることを明らかにした。さらに開裂しないmu　tant　gB－1はwt　gB－1と同様に効率よ

く感染膜表面に輸送され、in　vivoにおける免疫原性も保持されていた。この結果

は、gB－1の膜表面への輸送には前駆体の開裂は必須過程ではないことを示してい

る。

　HSV－1の糖タンパクの1つであるgLはウィルス増殖にとって必須タンパクで、別の

糖タンパクglycoprotein　H（gH）とcomplexを形成する。このgL－gH　complexの形成は、

正確なプロセッシングと細胞内輸送に不可欠である。本報では、MDV－1　gL遺伝子を

クローニングし、組換えFPVで発現解析を行った。　native　gLは、小胞体からゴルジ体

へと輸送される間にhigh　mannose型からcomplex型への糖鎖修飾を受けるのに対し、

蒙
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recombinant　gLはhigh　mannose型の糖鎖しか付加されていなかった。この結果より

recombinant　gLはnative　gしとは異なったプロセッシングを受け、その大部分は小胞体

にとどまっていると考えられた。MDV－1　gしの正常なプロセッシングおよび細胞内輸

送にはMDV－1の他のタンパクが関与していることを示唆している。　MDV感染細胞で

はgしとcomplexを形成していると考えられる115・kDaポリペプチドが観察された。こ

の分子量はMDV－1　gHの予想される分子量と一致しており、HSV－1と同様にgL－gH

complexの存在が予想される。

今後の展望

　ウィルス病に果たしてきたワクチンの役割は大きく、多くのウィルス感染症がワ

クチンにより予防されてきた。マッレク病もその1つである。マレック病は、養鶏産

業に著しい損害を与えており、その防疫のためには、ワクチンが不可欠である。

MDVワクチンは当初、　MDV－3（HVT：herpesvirus　of　turkey）が用いられてきたが、強毒

株の出現により、いわゆる‘ワクチンブレイク’が起こり新たにMDV－2，・3の混合ワ

クチンが開発された。しかし、最近さらに二二な株が出現しワクチン効果の低下が

懸念されている。著者はMDVの遺伝子レベルでの基礎研究を通じ、新規MDVワクチ

ンの可能性について研究を行ってきた。現在までのヘルペスウィルスの研究は、そ

の重要度からヒトに感染する単純ヘルペスウィルス（HSV），水痘・帯状ウィルス

（VZV），エプスタインーバールウィルス（EBV），唾液腺ウィルス（HCMV）等の研究が先行

して行われてきた。これらの研究成果は、牛、馬、豚、鶏等の家畜に感染するヘル

ペスウィルスの研究指針に大きな影響とその方向性を与えた。MDVの研究も例外で

はなく部分的に解析されたDNA塩基配列は、すでに全DNA塩基配列が決定されてい

るHSV－1　DNAと比較され、その遺伝子産物の機i能を推測することができた。一方、

in　vitroで得られた実験結果をin　vivo動物実験で評価するには本来の宿主で調べなけ

ればならないが、この点では逆に家畜ヘルペスウィルスの臨床データがヒトヘルペ

スウィルスの研究に役立っている。MDVワクチンは実用化されている唯一のガン予

防ワクチンであり、細胞性免疫が発ガン予防に重要な役割を果たしていると考えら

れている。この発ガン予防のメカニズムの解明も、MDVと同属のヒトのガンウィル
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スであるEBVが引き起こすパーキットリンパ腫、上咽頭ガン、伝染性単核症の予防

機構を知るための手がかりとなるであろう。

　MDV遺伝子の発現解析には組換えFPV発現システムが利用された。この組換え

FPV発現システムは、主にニワトリ用のウィルス性疾病の解析を目的として開発さ

れ、多くの利点を有している。i）組換えFpvに挿入された外来遺伝子は、プロモー

ター強度を変化させることで、その発現量が細胞に及ぼす複雑な生理活性をモニ

ターできる。li）複数の抗原遺伝子を同時に挿入できるので抗原一抗原相互作用を評

価できる。iii）鳥類にしか感染しないので安全性が高い。　iv）細胞質のみで増殖する

ので染色体へのインテグレーションが起こらない。v）免疫に必要な抗原タンパクだ

けを発現するので病原性への復帰を恐れる必要はない。vi）液性免疫ばかりでなく細

胞性免疫もまた誘導することができる。このようにin　vitro，　in　vivo実験から有意義な

知見を得ることが期待できる。本報で示した組換えrecFPV－gB　1は、　au・then・ticなgB－1を

発現し、この組換えFPVでワクチネーションしたニワトリは狂想MDV－1に対して感

染防御に成功した。組換えFPVの感染防御実験：は米国農務省Avian　disease　and

Oiicology　Laboratoryで行われ、すでにフィールドテストによりワクチンとしての有効

性と安全性が確認されている。世界初の組換えウィルスワクチンの実用化が間近に

迫っている。

　近年、遺伝子工学の急速な進歩により、多くのウィルスゲノムのDNA塩基配列が

決定され、機能解析が行われてきている。さらに、ウィルスを用いた発現系の開発

も並行して行われている。一方、液性免疫・細胞性免疫を含む宿主側からの免疫応

答、ウィルスビリオンに対する細胞表面のレセプター等については解明されていな

い多くの事柄が残されている。著者は、このような宿主側から見たウィルスとの関

係について興味を持っており、今後の研究課題としたいと考えている。
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