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緒　　言

　ウマヘルペスウイルス1型（equine　herpesvirus－1：EHV－1）は、アルファヘルペスウイル

ス亜科に属し、妊娠馬の死流産や子ウマの鼻肺炎、また、ときには神経疾患を引き起こす。同

じ亜科に属するウマヘルペスウイルス4型（equine　herpesvirus－4：EHV－4）は主として子ウ

マに呼吸器疾患、また、まれに妊娠馬に死流産を起こす。これら2つのウイルス感染による疾

病はウマ鼻肺炎と総称されている（AllenとBryans，1986；BryansとAUen，1989）。EHV－！

によるウマの流産は1936年にアメリカ合衆国で初めて確認され（DimockとEdwards，

1936）、その後、Dollら（1953）によって原因ウイルスが流産馬材料をハムスターに接種し

て分離された。さらに、当時、ウマインフルエンザと呼ばれていた呼吸器疾患の原因ウイルス

がEHV－1と同一であることが明らかにされた（Dollら，1957）。Shimizuら（1959）は、日

本で分離されたEHV－1株（H－45株）の抗原性が中和試験でアメリカ合衆国で分離されたKyD

株のものと明らかに異なることを報告し、EHV－1には血清型の異なる2種類のウイルスの存在

が示された。その後、アメリカ合衆国の株を亜型1（あるいはアメリカ型）、日本の株を亜型2

（あるいは日本型）と呼称されていたが、近年、ウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルが

両亜型で著しく異なることから（Sabineら，1981；Studdertら，1981）、亜型1はEHV－1、そ

して亜型2はEHV－4として再分類された。

　わが国ではEHV－4炉ウマに広く伝播していることが報告されていたが（Kawakamiら，

1959；Shimizuら，1963）、当時、　EHV－1の存在は確認されていなかった。　EHV－1のわが国

への伝播は、1966年から1967年にかけてアメリカ合衆国およびイギリスから北海道日高地方

に輸入された妊娠馬の流産を発生源とし、周囲に「流産の嵐」となって波及した（Kawakami

ら，1970）。以来、わが国ではEHV－1による流産は毎年発生し、軽種馬生産業界に多大の経済

損失を与えていることから、ウマのウイルス性疾病の中で最も重要視されている。

　EHV－1あるいはEHV－4の感染を受けたウマでは、ヘルペスウイルス感染の特性として回復

後もウイルスは体内に潜み（潜伏感染）、種々の要因でウイルスが再活性化され、馬此内での

感染源となる。EHV－1による流産の初発は、鼻肺炎に罹患した子ウマや外部から導入したウ

マからの感染、あるいは潜伏感染していたウイルスの再活性化で起こる。流産一子には多量の

ウイルスが含まれているのでこれが次の汚染源になって流産が続発する。従って、EHV－1に

よる流産の蔓延を防ぐには迅速な確定診断とワクチンによる防御が必要である。

　本疾病の実験室内診断は、主にウイルスの分離・同定をもとにして行われるが、両ウイルス
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は抗原性状が似ているため、その型別は型特異的なモノクローナル抗体を用いた血清反応

　（Yearganら，1985）、あるいはウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルの：解析（Sabine

ら，1981；Studdertら，1981）などで行われているeしかし、これらの方法は確定診断までに

長期間を要する。

　EHV－1による流産を防止する目的で、わが国では1979年より不活化ワクチンが実用化され

ている（H：ashiguchiら，1980）。諸外国では生ワクチンを実用化しているところもあるが、効

果はいずれも不充分で（BUrkiら，1991）、さらに有効なワクチンの開発が切望されている。

　EHV－1のウイルスDNAは、直鎖状2本鎖で約150kbの塩基からなり、　L領域とS領域に分

けられる（Henryら，1981；WhaUeyら，1981）。Telfordら（1992）はイギリスで分離された

EHV－1強毒気Ab4の全塩基配列を決定し、76種類の遺伝子がウイルスゲノム上に存在するこ

とを示唆した。さらに、この遺伝子の配列順序は既に全塩基配列が決定された水痘一帯授産疹

ウイルス（varicella　zOster　virus：VZV）　（DavisonとScott，1986）および単純ヘルペスウイ

ルス1型（herpes　simplex　virus　type　1：HSV－1）　（McGeochら，1988）のそれと非常に良く

似ていると報告されている。EHV－1　DNAの制限酵素切断プロファイルの解析では、分離株間

で多様性のあることが報告されている（AllenとBryans，1986；Chowdhuryら，1986）。アメ

リカ合衆国では、不活化ワクチンの実用化前と実用化後にウマ流産山子から分離された株の

DNAプロファイルが大きく異なっていたと報告されている（Allenら，1985；AllenとBryans，

1986）。このように野外で流行しているウイルスのDNAプロファイルを把握しておくことは

ワクチン開発や防疫対策上重要である。

　Kawa：kamiら（1978）は生ワクチンを開発する目的で、強毒血をウシ腎臓（BK）細胞で長

期間連続継代して子ウマに病原性を示さない株を得たが、ワクチン効果は認められなかった。

このように、弱毒生ワクチンは強毒株を本来の宿主以外の動物や培養細胞で連続して継代する

ことによって作出されるが、病原性がなく且つ免疫原性の高い株を得ることは困難である。免

疫原性の高い弱毒株の選択を効率良く行う方法として、近年、遺伝子操作によるワクチン開発

が種々のウイルスで進められ、例えば、オーエスキー病ウイルス（pseし1dorabies　virus：

PrV）では既にわが国を含め多くの国々で遺伝子組み換え弱毒生ワクチンが実用化されている

（KitとKit，1991）。しかし、　EHv－1に関しては、これまでに病原性に関与する遺伝子の解明

がほとんどなされておらず、遺伝子操作によるワクチン開発が著しく困難であった。

　そこで、著者はEHV－1による流産の防疫対策の一環として、　EI｛V－1感染症の迅速な確定診

断法の確立と遺伝子組み換えによるワクチン開発に必要な基礎研究を行った。すなわち、第1

2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぶ　へ

繭圏．
灘灘1照’　・響轡・ヤ



■圃■』一　，

t

章では、本ウイルスによる流産の蔓延防止を目的に、ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase

chain　reaction：PCR）を応用した早期確定診断法の確立について述べた。第2章では、わが国

でウマ流産胎子から分離されたウイルス株のDNAプロファイルを不活化ワクチンの実用化前の

分離株と実用化後の分離株に分けて調べ、さらに、分離株間で分子量に変化のみられたウイル

スゲノム領域の同定について述べた。第3章では、EHV－1の病原性に関与する遺伝子の検索を

目的に、強毒株とそれをBK細胞で長期間連続継代して作出された弱毒株のウイルスDNA構造

を詳細に比較検討した成績について述べた。第4章では、第3章の成績で明らかとなった弱毒株

の71番遺伝子の変異と病原性との関係を、組み換えウイルスを作出して調べた成績について述

べた。
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第1章　ポリメラーゼ連鎖反応によるEHV－1ならびにEHV－4

　　　　　　　　　　　　感染症の迅速確定診断

要 旨

　EHV－1とEHV－4感染症を迅速に診断する目的でポリメラーゼ連鎖反応（polymerase　chain

reaction：PCR）の応用を試みた。プライマーは両ウイルスのエンベロープ糖タンパクgB遺伝

子の塩基配列をもとに、両ウイルスに共通のもの3種類ならびにEHV－1とEHV－4のそれぞれ

に特異的なもの1種類ずつの合計5種類を設定した。各種プライマーペアを用いてPCRを行った

ところ、共通のプライマーペアではEHV－1とEHV・一一4を、　EHV－1特異的プライマーペアでは

1型のみを、また、EHV－4特異的プライマーペアでは4型のみを増幅した。両型にそれぞれ

特異的なプライマーを混合してPCRを行うと、プライマー間相互の影響なしにDNAが増幅さ

れ、容易に型別することができた。野外のウマ流産例に本法を応用したところ、PCRによる成

績はウイルス分離成績と完全に一致した。

　以上の成績より、本PCR法は両ウイルス感染症の優れた迅速確定診断法であることが示唆さ

れた。
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序 文

　EHV－1およびEHV－4感染症のウイルス学的診断は、鼻汁拭い液、バフィーコートあるいは

流産嫡子臓器からのウイルス分離や血清学的方法によるウイルス抗原検出で行われるが、両ウ

イルスは抗原的に近縁なため、ポリクローナル抗体を用いた血清反応での同定は困難であった

　（Thomsonら，1976；MumfordとRossdale，1980；BryansとAllen，1989）。そこで、門別は

両ウイルスにそれぞれ特異的なモノクローナル抗体を用いた血清反応（Yearganら，1985）あ

るいはウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルの：解析（Sabineら，1981；Studdertら，

1981）などにより行われている。しかし、これらの方法では検出感度が低かったり確定診断ま

で長期間を要することなどから、EHV－1による流産の蔓延防止のため迅速で鋭敏な診断法の

開発が望まれてきた。

　近年、耐熱性DNAポリメラー・一一一ゼを用いて特定のDNAを増幅するPCRが開発され（Saikiら，

1985；MullisとFa1∞na，1987）、種々のウイルス性疾患の迅速で鋭敏な診断法として応用さ

れている。EHV－1感染の診断にもPCRを用いた報告が数例なされているが、それらの方法で

はEHV－1とEHV－4のいずれのDNAをも増幅できるためPCRだけでは確定診断が難しく、制限

酵素切断や型特異的プローブを用いたサザンハイブリダイゼーションによる診断法が併用され

ていた（Ballagi－Pordanyら，1990；○’Keefeら，1991；Sharmaら，1992；Welchら，1992）。

そこで、著者はEHV－1およびEHV－4のエンベロープ糖タンパクgB遺伝子の塩基配列

（Whaneyら，1989；RiggiOら，1989）をもとにプライマーを設定し、両ウイルスをPCRだけで

迅速に型値する方法を検討した。

材　料　と　方　法

1）ウイルス

　EHV－1として、日本で初めてウマ流産刷子材料から初代ウマ腎臓（HK）細胞に分離された

：HH1株（Kawakamiら，1970）とアメリカ合衆国でウマ流産冊子材料をハムスターに接種して

分離されたKyD株（1⊃ollら，1954）を用いた。　EI－W－4には急性気道感染例の子ウマの鼻汁か

らHK細胞に分離されたTH20株（Kawakamiら，！962）と酪農学園大学酪農学部獣医学下野医

微生物学教室で子ウマの気道感染例からHK細胞に分離されたR1株を用いた。ウマヘルペスウ
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イルス2型（equine　herpesvirus－2：EHV－2）はウマに広く潜伏感染していることから、

EHV－2として同教室でHK細胞を長期間培養して分離されたC1株と健康なウマの末梢血リンパ

球から二化ウマ皮膚（E．Derm）細胞に分離されたY5株を用いた。　HH1株の高継代株として

BK細胞で343回連続継代して得られたBK343回忌用いた（Kawa　kamiら，1978）。

　さらに、ウシヘルペスウイルス1型（bovine　herpesvirus－1：BHV－1）のLos　Angeles株と

PrVのYamagata－S81株（Fukushoら，1981）を用いた。

　EHV－1、一2と一4の増殖はE．　Derm細胞、　BK343株とBHV－1は株化ウシ腎臓（MDBK）細

胞ならびにPrVは株化ブタ腎臓（ESK）細胞で行った。

2）培養液

　E．Derm細胞の増殖用培養液には、ダルベッコの変法イーグル培地（Dulbecco’s　modified

Eagle　medium：DME、　Gibco　BRL社、アメリカ合衆国）に非働化ウシ胎子血清（fetal　calf

serum：FCS、　Gibco　BRL社、アメリカ合衆国）を10％、　NaHCO3を0，75　mg／m1、ペニシリ

ン200単位／ml、ストレプトマイシン200μg／ml、カナマイシン20μg／ml、ファンギーソン

1．5μg／mlを加えたものを用いた。　MDBK細胞とESK細胞は、イーグルの最少必須培地

（Eagle’s　minimum　essential　medium：MEM、　Gibco　BRL社、アメリカ合衆国）にFCSを

5％、NaHCO3をMDBK細胞には0．75　mg／m1、　ESK細胞では1．5　mg／m1添加し、抗生物質・

抗真菌剤は前述と同量加えて培養した。維持培養液は増殖用培養液のFCS濃度をE．　Derm細胞

では5％、また、MDBK細胞とESK細胞では1％に低めたものを用いた。

3）ウイルス粒子からのDNA抽出

　単層培養細胞にウイルスを接種し、細胞変性効果（cytopathic　effect：CPE）が約800／．出現

したときに培養上清を回収した。これを4℃で8，000rpm　10分間遠心し、その上清を20％ショ

糖（w／v）を加えたりン酸緩衝食塩水（phosphate　buffered　saline：PBS、　pH　7。2）上に重層

して4℃で30，000rpm　90分間遠心した（SCP85H、　RP42ローター、日立工機、茨城）。この

沈査を最初の培養上清の1／100量のPBSに浮遊し、部分精製ウイルスとした。

　部分精製ウイルス液200μ1にDNA抽出液［プロナーゼーE　1．5　mg／ml、100　mM　Tris－HCI

pH　9。0、100　mM　NaC1、1％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、5mM　EDTA］400μ1を加え

て静かに転倒混和し、37℃に一晩静置した。等量のフェノールを加え、15分間穏やかに転倒混

和した後、3，000rpm　10分間遠心し、水層を回収した。再度同様の処理を行った後、等量のク
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ロロホルム・イソアミルアルコール（24：1）を加えて穏やかに15分間転倒混和した後、

3，000rpm　10分間遠心し、水層を回収した。同様の操作を水層の白濁が消えるまで繰り返し

た。回収した水層に1／10量の3M酢酸ナトリウム（pH　5．2）と2．5倍量の100％エタノールを

混合して一20℃に一晩静置した。これを12，000rpm　20分間遠心し、官田を70％エタノール

で2回洗浄して乾燥後、TE溶液（10　mM　Tris－HC1　pH　8．0、1mM　EDTA）50μ1に溶解して

4℃で保存した（Sambrookら，1989）。

4）ウイルス感染細胞からのDNA抽出

　ウイルスを接種した単層培養細胞の約80％にCPEが認められたとき、培養上清を除去し、ウ

イルス感染細胞にDNA抽出液を加えて37℃で一晩消化した。感染細胞溶解液をラバーポリス

マンを用いて回収し、上記と同様に行ってDNAを抽出した。

5）野外材料

　14例の野外ウマ流産胎子から肺、脾臓、胸腺、肝臓と腎臓を採取し、5倍量の抗生物質と抗

真菌剤を加えたMEMで10％乳剤を作製した。　DNA抽出は10％乳剤を出発材料として上記の方

法で行った。ウイルス分離には10％乳剤を3，000rpm　10分間遠心し、その上清をHK細胞ある

いはE．Derm細胞に接種して行った（Shimizuら，1959）。分離ウイルスの同定はウイルス

DNAの制限酵素切断プロファイルを解析して行った。

6）ウイルスDNAの制限酵素切断と電気泳動

　ウイルスDNAは制限酵素Bam　HI（Boehringer　Mannheim社、ドイツ）を用いて、至適条

件下で切断した。酵素消化したDNA断片は、0．7％アガロースゲルで15V　14～16時間、　TAE

緩衝液（40　mM　Tris－acetate、1mM　EDTA）中で泳動した。ゲルはエチジウムブロマイド

（0．5μg／m1）で染色し、紫外線トランスイルミネーター上で写真撮影を行った。

7）プライマー一一・

　EHV－1とEHV－4の糖タンパクgB遺伝子の塩基配列（Whalleyら，1989；Riggioら，1989）

をDNA：解析用ソフトDNASIS（日立ソフトウェアエンジニアリング、神奈川）で比較したと

ころ相同性が83％を示していた。この成績をもとに5種類のプライマーを設定した（表D。正

方向のプライマーとして両ウイルスに共通の配列のFC2とFC3の2種類を設定した。逆：方向の
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表1．プライマーの塩基配列

℃

プライマー 特異性 塩基配列（5L3。） 位置

FC2

eC3

qC（逆方向）

q1（逆方向）

q4（逆方向）

EHV－1＆一4

dHV－1＆一4

dHV－1＆一4

dHV－1

dHV－4

CTTG丁GAGATCTAACCGCAC

`TACGATCACATCCAATCCC

fGGTATAGAGCTTTCATGGG

fCGTTATAGCTATCACGTCC
bCTG　CATAATGACAGCAGTG

EHV－1

dHV－4

dHV－1

dHV－4

dHV－1

dHV－4

dHV－1

dHV－4

2，427－2，446

P，737－1，756

Q，699－2，718

Q，003－2，022

R，607－3，588

Q，911－2，892

Q，886－2，867

Q，679－2，660

表2． PCR産物の推定塩基数

塩基数（bp）

プライマーペア EHV－1　　　　EHV－4

FC2－RC

eC2－Rl

eC2－R4

eC3－Rl

eC3－R4

1，181　　　1，175

S60　　　　　　。

@　一　　　　　943

@188　　　　　　一

@　一　　　　677
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プライマーとしては両ウイルスに共通のRC、　EHV－1に特異的なR1およびEH▽一4に特異的な

R4の3種類を設定した。プライマーはDNAシンセサイザー（Model　380B、　Applied

BiOsystem社、アメリカ合衆国）を用いて合成した。各プライマー一一・ペアで増幅するDNA断片の

予想される塩基数を表2に示した。

8）　PCR

　PCR用チューブにDNA溶液5μ1、10倍濃度の反応液（100　mM　Tris－HCI　pH　8．3、500　mM

KCI、15　mM　MgCl　2、0．01％ゼラチン）10μ1、200μMのdATP、　dCTP、　dGTPとdTrPをそ

れぞれ2μ1および1μMの正方向と逆方向のプライマーをそれぞれ2μ1ずつ加えて再蒸留水で総

量99．5μ1とした。蒸発を防ぐためにミネラルオイルを60μ1重記した後、94℃6分間加熱後

72℃に保ち、Taqポリメラーゼ0．5μ1（2．5単位、　Perkin－Elmer社、アメリカ合衆国）を加

えた。反応条件は、熱変性ステップ94℃1分、アニーリングステップ60℃1分と伸長ステップ

72℃3分を1サイクルとして、Thermal　Cyclic　Reactor（Model　TC－100、朋栄科学、東京）

を用いて35サイクル反応を行った。PCRを行なうときは常に陽性と陰性の対照をおいた。増幅

したDNA断片は2％アガロースゲルを用いて100　V　30分間、　TAE緩衝液中で電気泳動を行っ

て解析した。

9）ジゴキシゲニン標識オリゴヌクレオチドプローブ

　EHV－1とEHV－4に特異的な25　merのオリゴヌクレオチド配列を、すべてのプライマーペア

で共通に増幅されるgB遺伝子領域内の塩基配列から選択した。すなわち、　EH▽一1に特異的な

オリゴヌクレオチド（gB1）の塩基配列は5LCGAGCGCCATAGTCTCCGCAACCCT－3’（位

置：2，812～2，836）、また、EHVr4に特異的なオリゴヌクレオチド（gB4）の塩基配列は5L

CAAGCGCTATTGTTrCCGCCACTCT－3’（位置：2，116～2，140）であり、これらのオリゴヌ

クレオチドの3t端にジゴキシゲニンー11－dUTPをターミナルデオキシヌクレオチドトランスフ

ェラーゼを用いて標識し、プローブとした（Schmitzら，1991）。

10）サザンハイブリダイゼーション

　電気泳動後のアガロースゲル中のDNA断片はSouthernの方法（1975）に従ってニトロセル

ロースメンブラン（0．45μm、Schleicher＆Schue11社、ドイツ）に転写し、80℃2時間加

熱して固定した。メンブランはプレハイブリ液［5倍濃度のSSC（1倍濃度：150　rnM　NaCl、15

9
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mMクエン酸ナトリウムpH　7．0）、1％ブロッキング剤（Boehrirlger　Mannheim社、ドイ

ツ）、0．1％N・一ラウロイルサルコシン、0．02％SDS］に68℃1時間浸した。ハイブリダイゼー

ションはジゴキシゲニン標識オリゴヌクレオチドプローブをプレハイブリ液に10pmo1／mlの

濃度で加え、55℃で6時間行った。その後、このメンブランを0．1％SDSを含む2倍濃度の

SSCで室温5分の振盈洗浄を2回、次いで、0．2倍濃度のSSC－O．1％SDSで55℃5分の洗浄を2

回反復した。ハイブリダイズしたバンドはアルカリフォスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗

体を用いた免疫学的方法（DNA検出システム、　Boehringer　Mannheim社、ドイツ）でメン

ブラン上に発色させた。

成 績

1）PCR産物の特異性

　EHV－1とEHV－4のgB遺伝子を標的に設定した5種類のプライマーを組み合わせてPCRを行

った。鋳型DNAにはEHV　一一　！（2株）、EHV一一4（2株）、EHV－2（2株）、BHV－1とPrVなら

びにウマ由来のHK細胞とE．　Derm細胞の各DNAを用いた。　EHV－1とEHV－4に共通のプラ

イマーペア、FC2－RCを用いてPCRを行ったところ、　EHV－1とEHV－4のウイルスDNAがと

もに増幅し、その塩基数は約1，180　bpで予想した値と一致した（図1－A、表2）。他の鋳型

DNAでは増幅はみられなかった。これらの増幅DNAがgB遺伝子内の産物であるかどうかをみ

るために、増幅領域内の塩基配列をもとにして作製されたオリゴヌクレオチドプローブを用

い、サザンハイブリダイゼーションにより検討した（図1－B、C）。EHV－1に特異的なgB1プ

ローブはEHV－1の2株、また、　EHV－4に特異的なgB4プローブはEHV－4の2株とのみ反応した

ことから、本PCRによる増幅断片の特異性が確認された。

　EHV－！に特異的な2種類のプライマーペア、　FC2－RlとFC3－R1を用いてPCRを行ったとこ

ろ、EHV・一1のみが増幅され、しかも、その塩基数はそれぞれ約460　bpと約190　bpであって予

想した値と一致した（図2）。次に、EHV－4に特異的な2種類のプライマーペア、　FC2－R4と

FC3－R4でPCRを行ったところ、　EHV－4のみが増幅され、その塩基数もそれぞれ約940　bpと

約680bpで予想値と一致した（図3）。

EHV－1のHH　1株をBK細胞で高継代して作出されたBK343株にこれらのプライマーを応用し

たところ、EHV－1とEHV－4に共通のプライマーペアとEHV－1に特異的な2種類のプライマー

10
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ペアで増幅がみられ、しかも、それらの塩基数も予想した値と一致していた（図4）。しか

し、EHV－4に特異的な2種類のプライマーペアではBK343株のDNA増幅はみられなかった。

　1回のPCRだけでEHV－1とEHV－4を鑑弓1」する目的で、3種類のプライマー、すなわち、両ウ

イルスに共通のFC3、　EHV－1に特異的なR　1とEHV－4に特異的なR4を混合して（混合プラ

イマー）PCRを行った（図5）。その結果、これらのプライマーは互いに影響することなく作

用し、EHV－1では約190　bp、また、　EHV－4では約680　bpの特異的な断片が増幅された。ま

た、EHV－1とEHV－4の両方が存在する材料では、2種類の断片が増幅され、塩基数の差で両

ウイルスを型別することができた。

2）ネステッドPCR

　PCRによるウイルスDNAの検出感度を高めるためにネステッドPCRを試みた（図6）。

EHV－l　HH　1株のウイルス粒子から抽出したDNAをTE溶液で10倍階段希釈して10　pg／μ1～1

ag／μdに調整し、その1μ1を鋳型DNAとして用いた。共通プライマーペア、　FC2－RCで1回目

のPCRを行ったところ、1pgの鋳型DNAまで約1，180　bpの断片が検出された（図6－A）。続い

て、1回目のPCRの増幅遺伝子の内側に設定した混合プライマー・FC3－Rl－R4を用いて1回目

のPCR産物1μ1を鋳型として2回目のPCRを行った。その結果、約190　bpのEHV－1に特異的

なDNA断片を1　fgまで検出でき（図6－B）、感度が1，000倍上昇した。

3）野外例へのPCRの応用

　混合プライマー（FC3、　R1、　R4）を用いたPCRをウマの流産例に応用し、ウイルス分離の

成績と比較した（表3）。14例のウマ流産胎子の肺、脾臓、胸腺、肝臓と腎臓の計58検体の臓

器乳剤からウイルス分離を行ったところ、8例の流産馬の各種臓器からウイルスが分離され

た。分離ウイルスのDNAプロファイルを解析したところ、これらはすべてEHV－1と同定され

た（データ示さず）。同じ臓器乳剤から抽出したDNAのPCRによる増幅成績は、ウイルス分離

の成績と完全に一致した。

11
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図6．ネステッドPCRのEHV一・　1　DNA検出感度

　　（A）EHV－1のHH1株ウイルス粒子から抽出したDNAを10倍階段希釈し、それを鋳型に

　　プライマーペアFC2・一RCで増幅。（B）Aの増幅産物1μ1をネステッド混合プライマー（FC3、

　　R1、　R4）で再増幅。各レーンはAに対応。
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表3．PCRによるウマ流産胎子からのEHV－1　DNAの検出と

　　EHV－1分離

被検材料 PCR ウイルス分離

　
臓
腺
臓
臓
計

肺
脾
胸
肝
腎
合

8／14　i）

8／14

6／12

6／12

4／6

32／58

8／14

8／14

6／12

6／12

4／6

32／58

1）陽性数／検体数
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考 察

　今回の研究で、EHV－1とEHV－4に特異的なプライマーを混合してPCRを行うことによ

り、1回のPCRだけで両ウイルスを型別できることが判明した。両ウイルスのDNA相同性は

DNA－DNAハイブリッド形成法により約17％と報告されていたが（AllenとTurtinen，

1982）、今回のPCRの標的としたgB遺伝子の相同性は83％という著しく高い値を示したよう

に、これまでに報告されていたエンベロープ糖タンパクgC遺伝子やgH遺伝子などの塩基配列

の相同性も両ウイルス間で非常に高い（AllenとCoogle，1988；NicolsonとOniOns，1990；

Nicolsonら，1990a，　b；RobertsonとWhalley，1988；Robertsonら，1991）。そのため、両ウ

イルスの型特異的なプライマーを用いたPCRは報告されていなかった。　BεUlagi－P。rd　a　nyら

（1990）はEHV－1のgC遺伝子をDNA増幅の標的とし、増幅後にEHV・一1に特異的なDNAプロ

ーブを用いてサザンハイブリダイゼーションによりEHV－1感染症の診断を行った。　Sharma

ら（！992）は両ウイルスのgC遺伝子とgH遺伝子をDNA増幅の標的とし、増幅後に型特異的

DNAプローブによるサザンハイブリダイゼーションを併用して型別を行った。また、　O’Keefe

ら（1991）とWelchら（1992）は両ウイルスのgB遺伝子をDNA増幅の標的とし、増幅DNA

断片を制限酵素切断することで型別を試みた。すなわち、これらの方法ではDNA増幅後、型刑

するためにハイブリダイゼーションあるいは制限酵素切断を行うために時間と経費が嵩むのに

対して、今回確立した方法は、1回のPCRだけで十分に型別できることから、迅速で経済的に

優れた方法といえよう。

　今回設定した5種類のプライマーはEHV－2、　BHV－1とPrVのウイルスDNAならびにウマ由

来の培養細胞のDNAを増幅しなかったことから、これらのプライマーの特異性は高いものと思

われる。一方、EHV－1あるいはEHV－4の株で今回設定したプライマー領域の塩基に変異が生

じている場合、DNAを増幅しない可能性がある。しかし、今回のプライマーは日本で分離され

た株ではなく海外の分離株の塩基配列をもとに設定され、しかも、EHV－1のHH　1株をBK細胞

で長期継代して作出されたBK343株でもHH1株と同様のDNA増幅がみられたことから、今回

のプライマーの塩基配列はウイルスゲノム中で良く保存されていることが示唆された。これら

のことから、今回設定したプライマーを用いることによって世界中で両ウイルス感染症の確定

診断を迅速に行なうことができるものと考えられる。

　今回確立したPCRを野外のウマ流産例に応用したところ、これまでに報告された成績

（Ballagi－Pordanyら，1990；Sharmaら，1992）と同様にウイルス分離とPCRの成績は良く相
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関していた。さらに、PCRを2回行うネステッドPCRの検出感度が1回のPCRに比べ1　，OOO倍上

昇したことから、両ウイルスが惹起する潜伏感染の研究にも応用可能と考えられた。Kaneko

ら（1989）はB型肝炎ウイルス、また、Liuら（1991）は豚コレラウイルスのゲノム検出にネ

ステッドPCRを応用し、今回得た成績と同様にPCRの検出感度が1，000倍上昇すると報告して

いる。

　混合プライマーを用いてPCRを行った場合、　EHV－1とEHV－4の2つが同時に含まれている

材料であっても、両ウイルスDNAを増幅型別できたことから、ウマが両ウイルスに混合感染し

た場合でも正確な診断が可能と考えられる。以上の成績より、今回設定したPCRはEHV－1と

EHV－4感染症の迅速な確定診断法として優れていることが示唆された（Kirisawaら，

1993a）　，
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第2章　日本のウマ流産胎子から分離されたEHV－1株のウイルス

　　　　　　　　　　　　　　　　　DNA解析

要 旨

　日本のウマ流産胎子から1967年から1987年の間に分離された9株のEHV－1のウイルスDNA

について制限酵素Barn　HI切断法とサザンハイブリダイゼーション法によりDNAプロファイル

を解析した。1979年のEHV－1不活化ワクチンの実用化前に分離iされた3株と実用化後に分離さ

れた6株とのウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルを比較したところ、大きな変化は認め

られなかったが、9株の間ではいくつかの断片で分子量の違いが認められた。これらの断片の

ゲノム上の位置を特定するために、日本で初めて分離されたEHV－1　HH　1株のBam　HI断片を

プラスミドベクターpUC18にクローニングし、サザンハイブリダイ前口ションと制限酵素2重

切断法によりHH1株の制限酵素切断地図を作成した。次に、クローン化されたDNA断片をプ

ローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行ったところ、9株の間にはウイルスDNAの

Bam　HI消化で生じるA～Tの20断片のうち、　A、　D、　E、　N、　P、　QR、　SとTの8断片で分子量

の変化が認められた。A断片の分子量の変化はこれまでに報告がなく、今回の研究で初めて明

らかになった。これらの変化の認められた断片はウイルスゲノム上のUしの両端部と中央部の

領域、IRs、　UsとTRsに位置していることが判明した。
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　EHV－1のウイルスゲノムは、約150　kbの塩基からなる直鎖状2本鎖DNAで構造上しとSの2領

域に大別される（Henryら，！981；Whalleyら，1981）。L領域の両端には小さな倒置繰り返し

配列（TRLとIRL）が存在し、それらの間にユニークな塩基配列（UL）がある（Chowdhury

ら，1990；Yaユaman　chiliと○℃allaghan，1990；Telfordら，1992）。S領域の両端には大きな

倒置繰り返し配列（TRsとIRs）があり、それらの間にユニークな配列（Us）が存在する。こ

のようなS領域の構造はL領域に対して2種類の方向性をとるため、EHV－1ゲノムには2種類の

アイソマーがほぼ同量存在することになる。同様のゲノム構造は、EHV－4、　PrV、　VZVや

BHV－1などでも報告されている（Ben－Poratら，1979；Dumasら，1981；Mayfieldら，1983；

Cullinaneら，1988）。EHV－1のウイルスDNAを制限酵素で切断し、電気泳動プロファイルを

解析すると、株間で切断断片に分子量の変化あるいは制限酵素切断点の消失や増加などの生じ

ていることが諸外国で報告されている（Sabineら，1981；Studdertら，1981，1984；Turtinen

ら，1981；Allenら，1983b，1985；Studdert，1983；Chowdhuryら，1986）。しかし、これま

でこれらの変化を示した断片をウイルスゲノム上に正確に特定した報告はなく、さらに日本の

EHV－1分離株のDNAについての詳細な検討はまったくなされていない。

　わが国では、1967年にEHV－1による流産の初発例が報告されて以来（Kawakamiら，

1970）、各地のウマで本ウイルスによる流産が多発した。このため、1979年にウマの流産防

止を目的とし、日本で初めて分離されたEHV－1のHH1株をBK細胞に馴化して製造された不活

化ワクチンが実用化された（Kawakamiら，1970；Hashiguchiら，1980）。しかし、妊娠馬に

本ワクチンを投与したにもかかわらずEHV－1による流産の散発的あるいは流行的な発生がみ

られた。アメリカ合衆国においても流産防止の目的で不活化ワクチンが広く用いられている

が、その効果はわが国と同様で流産の防圧には至っていない（AllenとBryans，1986）。アメ

リカ合衆国ではウマ流産胎子から分離されたEHV－！を不活化ワクチンの実用化前の分離株と

実用化後の分離株とに分けて、それらのウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルを比較した

ところ、実用化前の分離株の多くはプロトタイプを示していたのに対し、実用化後の分離株は

変異型に変化していたことが報告されている（Allenら，1985；AIIenとBryans，1986）。

　本研究では、わが国で1967年から1987年の問にウマ流産煎子から分離された9株のEHV－1

を1979年の不活化ワクチンの実用化前の分離株と実用化後の分離株とに分け、それらのウイル

スDNAの制限酵素切断プロファイルを比較した。次いで、9株開のウイルスDNAプロファイル
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の比較を行い、分子量に変化の認められたDNA断片をクローン化したEHV－1ウイルスDNAの

Bam　HI切断断片をプローブとするサザンハイブリダイゼーションによりウイルスゲノム上に

特定した。

材　料　と　方　法

1）ウイルス

　EHV－1のHH　1株と酪農学園大学酪農学部獣医学科獣医微生物学教室でウマ流産胎嚢からHK

細胞を用いて分離されたF1～F　8までの8株、合計9株を用いた（表4）。これらの株はHK細

胞を用いて増殖させた。

2）ウイルス粒子からのDNA抽出

　第1章の材料と方法の項で述べた方法で行った。

3）DNAの制限酵素切断と電気泳動

　DNAは制限酵素Bam　HI、　Eco　RIとBg！　II（Boehringer　Mannheim社、ドイツ）を用い、

それぞれの酵素の至適条件下で処理して切断した。酵素切断されたDNAの電気泳動は、第1章

の材料と方法の項で述べた方法で行った。

4）エキソヌクレアーゼIIIとマングビーンヌクレアーゼ消化

　HH　1株ウイルスDNA　10μ1（4μg）に10倍濃度のエキソヌクレアーゼIII用反応液（500

mM　Tris－HCI　pH　8．0、50　mM　MgC12、100　mM　2一メルカプトエタノール）2μ1、再蒸留水

7μ1およびエキソヌクレアーゼIII　1μ1（100単位、宝酒造、滋賀）を加え、23℃で20分間反応

させて5’端よりDNAを消化・除去した。次いで、10倍濃度のマングビー一一・一ンヌクレアーゼ用反

応液（300mM酢酸ナトリウムpH　5．0、1MNaCI、10　mM酢酸亜鉛、50％グリセリン）

8μ1、再蒸留水51μ1、マングビーンヌクレアーゼ1μ1（20単位、宝酒造、滋賀）を加えて

23℃で15分反応させ、残りの1本鎖部分を消化した。等量のフェノール・クロロホルム（1：

1）を加えて混和後、12，000　rpm　5分間遠心し、上層を回収した（フェノー・一一・ル・クロロホルム

処理）。1／10量の3M酢酸ナトリウム（pH　5．2）と2倍最の！00％エタノールを加えて一80℃

　　　　　　t
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表4．供試ウイルス株

ウイルス株 分離年 HK細胞での継代数

HHI　（一）i）

Fl　（一一一）

F2　（一）

F3　（＋）2）

F4　（＋）

F5　（＋）

F6　（＋）

F7　（＋）

F8　（＋）

1967

1978

1978
1983

1983

1983

1983

1987

1987

1

1）一：EHV－1不活化ワクチンの実用化前に分離されたウイルス株

2）＋：EHV－1不活化ワクチンの実用化後に分離されたウイルス株
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に30分間静置後、12，000　rpm　15分間遠心した（エタノール沈殿）。沈殿したDNAを70％エ

タノールで洗浄して乾燥させた後、TE溶液に溶解した。

5）ウイルスDNAライブラリーの作製

　HH：1株ウイルスDNAのBam　HI切断断片を以下のようにプラスミドベクター一pUC18のBam

HIサイトにクローン化し、ウイルスDNAライブラリーを作製した。

　（1）pUC18の5’突出DNA末端の脱リン酸化

　pUC18　DNAをBam　HIで完全消化してDNAの両端に生じた5’突出末端が、連結反応時に自

己再結合しないよう子ウシ腸由来アルカリフォスファターゼ（CIP、宝酒造、滋賀）を用いて

DNAの5’末端の脱リン酸化を行った。すなわち、　pUC18　DNA（0，5μg／μ1）10μ1に、再蒸

留水33μ1、10倍濃度のCIP反応液（500　mM　Tris－HCI　pH　9．0、10　mM　MgC12）5μ【とCIP

　（1単位／μD2μ1を混合し、37℃1時間反応させた。次いで、これに反応停止液（10　mM

Tris－HCI　pH　8．0、100　mM　NaCl、0．5％SDS）を50μ1加え、68℃15分間加温した後、フ

ェノール・クロロホルム処理してエタノール沈殿させた。沈殿したDNAは70％エタノールで

洗浄して乾燥させ、TE溶液80μ1に溶解した。

　（2）HH1株ウイルスDNA断片のクローン化

　脱リン酸化したpUC18　DNA　2　pa　1（0．1μg）に10倍濃度のリガーゼ反応液（660　mM　Tris一一

HCI　pH　7．6、66　mM　MgC12、100　mMジチオスレイトール、10　mM　ATP）2μ1、　HH！株ウ

イルスDNAのBarn　HI切断断片2μ1（0．4μg）、再蒸留水13μ1とT4DNAリガーゼ（350単

位／μ1、宝酒造、滋賀）1μ1を加え、14℃で一晩連結反応を行った。大腸菌JM109株のコンピ

テントセル（後述）100μ1に反応液を10μ1加え、氷中で30分間と42℃で90秒間処理した後、

SOC培地（2％バクトトリプトン、0．5％バクトイーストエキストラクト、0．05％NaC1、2．5

mM　KC1、10　mM　MgC12、20　mMグルコース）を1　ml加え、37℃、90分間培養した。その

後・0・lmg／mlの5一プロモー4一クロロー3一インドリルーβ一D一ガラクトシド（X－gal）、0．5　mM

イソプロピルーβ一D一チオガラクトピラノシド（IPTG）と50μg／mlのアンピシリンを含むLB

寒天平板培地（1％バクトトリプトン、O．5％バクトイーストエキストラクト、1％NaC1、

1．5％バクトアガー）に塗布して37℃で一晩培養し、形質転換によって発育した大腸菌のコロ

ニーのうち白色のものを選択した。

　ウイルスDNAの両端に存在するBam　HI切断箇所を含むDNA断片のプラスミドベクターへの

組み込みは次のようにして行った。HH1株ウイルスDNA　10μ1（2μ9）に0．5　mMのdATP、

24

・灘・灘繍羅礫　灘、灘灘懇・囎．，撚灘



’

dCTP・dGTPとdTTPをそれぞれ1μ1、10倍濃度の反応液（330　mM　Tris一酢酸pH　7．9、660

mM酢酸カリウム・100　mM酢酸マグネシウム、5mMジチオスレイトール、1mg／mlウシ

血清アルブミン）5μk再蒸留水30μ1とKlenowフラグメント1μ1（5単位、宝酒造、滋

賀）を加え、37℃で30分間反応させた。これを70℃10分間加温してKlenowフラグメントを

不活化した後、T4　DNAポリメラーゼ1μ正（5単位、宝酒造、滋賀）を加えて37℃10分間の処

理を行い、ウイルスDNAの両端を平滑化した。このウイルスDNA液をフェノール・クロロホ

ルム処理した後、エタノール沈殿を行い、乾燥DNAを10μ1のTE溶液に溶解した。次に、

DNA溶液10μ1に5’末端がリン酸化されているBam　HIリンカー（pCGGATCCG）2μ1（2

μg）、10倍濃度のリガーゼ反応液2μ1、再蒸留水5μ1およびT4　DNAリが一命1μ1（350単

位）を加えて14℃で一晩連結反応を行った。この反応液を再びフェノール・クロロホルム処理

とエタノール沈殿の後、DNAをTE溶液に溶解してBam　HIで消化した。アが三川ス電気泳動で

このDNA断片を分画し、目的とする断片をアガロースゲルからガラス微粒子に吸着させて回収

した（Genecleanキット、　BIO　101社、アメリカ合衆国）。以後の操作は上述の方法に従っ

て、このDNA断片をpUC18のBarn　H：1サイトに連結させて大腸菌に導入し、形質転換を行っ

た。

6）コンピテントセル

　Scottの方法（Department　Of　Neurology，　University　of　Californ　ia；personal

communication）に従ってコンピテントセルを調整した。すなわち、大腸菌JM109株をLB寒

天平板培地で37℃一晩培養後、コロニーを10mlのTYM培地（2％バクトトリプトン、0．5％

バクトイーストエキストラクト、100mM　NaC1、10　mM　MgSO4）に植菌し、　OD600の吸光値

が0．2～O．8になるまで37℃180rpmで振盈培養した。これに37℃に加温した40　miのTYM培地

を加え、OD600が0。5～0．9になるまで同様に振盈培養した後、さらに、200　m1の加温済み

TYM培地を加え、　O　D　600の値が0．6になるまで函丈培養を続けた。最後にこの培養液を急速に

氷冷した後、4℃で5，000rpm　10分間遠心した。この上清を捨て、沈渣を50　mlの冷TFB　I液

（30mM酢酸カリウム、50　mM　MnC12、100　mM　KCI、10　mM　CaC12、15％グリセリン）

に静かに浮遊させた後、4℃で5，000rpm　5分間遠心した。この上清を捨てた後、沈渣を10　ml

の冷TFB　II液（10　mM　Na－MOPS　pH　7．0、75　mM　CaC12、10　mM　KCi、15％グリセリン）

に静かに浮遊させ、予め氷冷してあったマイクロチューブに100μ1ずつ分注し、液体窒素中

で急速凍結した後一80℃で保存した。実験時には、マイクロチューブのコンピテントセルを室
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温で溶解し、直ちに氷上に移して使用した。

7）プラスミドDNAの抽出と精製

　プラスミドDNAの抽出は、少量の場合にボイル法、また、大量の場合にはアルカリ・SDS法

を用いて行った（Sambrookら，1989）。アルカリ・SDS法で抽出したDNAは、さらに塩化セ

シウム・エチジウムブロマイド法を用いて精製した。

　（1）ボイル法

　組み換えプラスミドで形質転換した大腸菌のコロニーを50μg／mlのアンピシリンを加えた

LB液体培地2m1に移植し、37℃180　rpmで16時間振盈培養した後、菌液1m1を6，000　rpm　2

分間遠心した。この沈渣をSTET溶液（8％ショ糖、5％TritOn　X－100、50　mM　EDTA、50

mM　Tris－HCI　pH　8．0）50μ1に浮遊し、リゾチーム（10　mg／m1、25　mM　Tris－HCI　pH　8．0）

4μ1を混和してから、100℃で40秒間加熱処理した。次いで、室温で12，000　rpm　10分間遠心

し、沈渣を除去した後、冷イソプロピルアルコール50μ1を加えて酒中に5分間静置した。その

後、これを室温で12，000rpm　5分間遠心し、沈渣を70％エタノールで洗浄して乾燥させた

後、TE溶液50μ1に溶解し、4℃に保存した。

　（2）アルカリ・SDS法

　組み換えプラスミドで形質転換した大腸菌のコロニーを100mlのアンピシリン（50μg／

m1）加LB液体培地に移植し、上述と同様にして培養した。この菌液を室温で6，000　rpm　10分

間の遠心後、沈渣を4m1のTGE溶液（50　mMグルコース、25　mM　Tris－HCI　pH　8．0、10

mM　EDTA）に浮遊させた。これにアルカリ・SDS溶液（0．2　N　NaOH、1％SDS）を8　m1加

えて転倒混和しながら溶菌させ、氷中に10分間静置した。次いで、冷5M酢酸カリウム溶液

（pH　4．8）を6　ml加えて転倒混和して中和後、10分間血中に静置した。これを4℃で12，000

rpm　lO分間遠心し、上清を回収してイソプロピルアルコール12　m1を加えてから混和し、室温

に15分間静置した。その後、これを室温で12，000　rpm　10分間遠心し、沈渣を70％エタノール

で洗浄して乾燥させた後・TE溶液1m1に溶解した。続いて、これに冷5M塩化リチウム溶液

を1ml混和し・氷上に10分間静置した後、4℃で12，000　rpm　10分間遠心した。上清を回収

し・2倍量の100％エタノールを加えて氷上に20分間静置した後、4℃で12，000rpm　15分間遠

心した。沈渣を7096エタノールで洗浄して乾燥させた後、TE溶液200μ1に溶解した。

　（3）塩化セシウム・エチジウムブロマイド法

　アルカリ・SDS法で得られたプラスミドDNAをTE溶液で2．4　mlにした後、4．29の塩化セシ
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ウムを加えて37℃で加温溶解した後、400μ［のエチジウムブロマイド（10mg／m1）を混和

し・室温で8，000　rpm　10分間遠心した。次いで、この上清を予め3．78　M塩化セシウムーTE溶

液を入れた超遠心チューブ（13CN、日立工機、茨城）の下層に入れ、20℃で35，000　rpm　17

時間の遠心を行った（SCP85H、　RPS40Tローター、日立工機i、茨城）。プラスミドDNAの

バンドを紫外線照射下で回収し、5M　NaClで飽和したイソアミルアルコールを等量加えてエチ

ジウムブロマイドを抽出して除去した後、DNA溶液の2倍量の再蒸留水と6倍量の100％エタ

ノールを加え、一20℃で一晩静置した。その後、これを4℃で12，000rpm　30分間遠心し、沈殿

したDNAを70％エタノールで洗浄して乾燥させた後、　TE溶液100μ1に溶解して精製プラスミ

ドDNAとして4℃に保存した。

8）サザンハイブリダイゼーション

　第1章の材料と方法の項に準じてDNA断片を転写したメンブランをプレハイブリ液［50％脱

イオンホルムアミド、5倍濃度のSSPE（1倍濃度：150　mM　NaCl、10　mM　NaH　2　PO4、1mM

EDTA、　pH　7．4）、10倍濃度のデンハート溶液（0．2％ポリビニルピロリドン、0．2％ウシ血清

アルブミン、0．2％フィコール400）と熱変性サケDNA（150μg／ml）］に42℃2時間浸漬した。

ハイブリダイゼーションはランダムプライム法（FeinbergとVogelstein，1983）によりビオチ

ン11－dUTPを職したプローブと硫酸デキストランをそれぞれ10　ng／mlと50㎎／m1の灘

でプレハイブリ液に加え、42℃で14～16時間行った。ハイブリダイゼーション終了後、メン

ブランは0．2倍濃度のSSC－O．1％SDSで室温5分の振盟洗浄を3回、次いで55℃15分の洗浄を

2回行った。ハイブリダイズしたDNA断片はアルカリフォスファターゼ標識ストレプトアビジ

ンを用いた免疫学的方法（BlueGene　DNA検出システム、　Gibco　BRL社、アメリカ合衆国）に

よりメンブラン上に発色させた。

成 績

1）日本で初めてウマから分離されたEHV－1　HHI株のウイルスDNA制限酵素切断プロファイ

　ル

　HH1株のウイルスDNAを制限酵素Bam　HI、　Eco　RIならびにBgl　IIで切断し、0．7％アガロー

スゲル電気泳動で解析した（図7＞。Bam　HIで切断すると20種類の断片に分かれ、これらを

27



　鐸覇驚葦誠撫鑛

■L－　9ト

分子量順にA～T断片として配列した。Eco　RI切断では16種類の断片が検出され、これらを分

子量順にA～P断片とした。また、Bgl　II切断では15種類の断片が得られ、これらをA～○断片

とした・ウイルスゲノムの両端に位置する断片を調べる目的で、HH　1株のウイルスDNAの両

端をエキソヌクレアーゼIIIとマングビーンヌクレアーゼで消化し、　Bam　HIで切断して：解析し

たところ（図8）、この処理によって得られたSとT断片の分子量がヌクレアv・一一一ゼ未処理に比べ

て明らかに低下していたことから、これらの断片がウイルスゲノムの両端に位置していると推

定された。

2）HH　1株ウイルスDNAのBam　HI断片のクローン化

　Bam　HI消化で生じた20種類の断片のうち、19種類をプラスミドベクターpUC18にクローン

化し、その特異性をサザンハイブリダイゼーション法により確認した（データ示さず）。ここ

で得られた組み換えプラスミドクローンをBam　HIで消化し、各DNA断片を分子量順に電気泳

動した成績を図9に示した。Bam　HI消化で生じたDNA断片QとRはまったく同一であること

から（Whaneyら，1981）、今回得られた19種類の組み換えプラスミドを活用することにより

HH：1株のウイルスDNA全体をカバーするDNAライブラリーが完成した。

3）HH　1株のウイルスDNA制限酵素切断地図の作成

　HH　1株のウイルスDNAのBam　HI、　Eco　RIならびにBgl　IIの切断地図を作成するために、ま

ず、Bam：HI、　Eco　RIあるいはBgl　IIでHH1株のウイルスDNAを消化し、これらの断片につい

てビオチンー11－dUTPで標識した19種類のクローン化DNA断片をプローブとしてサザンハイ

ブリダイゼーションを行い、反応性を調べた。各プローブと制限酵素消化断片との反応成績を

表5に示した。次いで、正確な制限酵素切断地図を作成するために、組み換えプラスミドを

Bam　HIとEco　RIあるいはBgl　IIの2重切断で生じたDNA断片の大きさを調べ、その成績を表6

に示した。表5と表6の成績をもとに3種類の酵素を用いて得られたHH1株のウイルスDNAの

制限酵素切断地図を図10に示した。この切断地図は、EHV－1では最初の報告であったHVS－

25株のものと基本的に同じであったが（Whalleyら，1981，1989）、Eco　RIによる切断では、

Q、RとSの3断片、また、　Bg1　II切断ではP、　QとRの3断片の存在が新たに確認された。

4）EHV－1野外分離株のウイルスDNAの解析

EHV－1の8分離株とHH1株のウイルスDNAをBam　HIで切断し、これらの電気泳動ブロファ
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イルを比較した（図11）。HH　1株、　F1株とF2株は不活化ワクチンの実用化前に、残りの6株は

実用化後に分離されたもので、これらのBam　HI切断プロファイルはすべてプロトタイプと基

本的に類似していた。しかし、9株間でE、TおよびL～Sの各断片の中のいくつかで分子量が異

なっていた。そこで、これらの分子量の異なる断片を検出・同定するために、19種類のクロー

ン化したHH1株のBam　HI　DNA断片をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行っ

た。Bam　HI　N、　QRとSの各断片をプローブとしたときに様々な大きさの断片が検出された

　（図12）。N断片プローブを用いた場合、　N断片のほかにP断片でも分子量の多様性が同時に検

出された。これはN断片とP断片が、EHV－1ゲノムのIRsとTRsの両方に共通するDNA領域を

含むことによる。S断片プローブも同様の理由でE断片と反応し、その分子量の多様性も検出さ

れた。Bam　HI　E断片プローブの成績はS断片プローブの場合と同一であった（データ示さ

ず）。Bam　HI　T断片プローブの成績は、図11の電気泳動プロファイルでみられた各分離株のT

断片の泳動像と完全に一致していた（データ示さず）。しかし、他のプローブ、すなわち、

Bam　HI　A、　B、　C、　D、　F、　G、　H、1、　J、　K、　L、　Mと○断片のプローブではDNA断片の分子量

の多様性を検出しえなかった。

　Bam　HI　A、　B、　CとD断片は分子量（10　kb以上）が大きすぎて分子量の多様性を検出でき

なかった可能性がある。そこで、ウイルスDNAをBam　HIとEco　R工で2重切断してサザンハイ

ブリダイゼーションを行ったところ、A断片とD断片で分子量の多様性が新たに検出されたが

（図13）、BとCの断片では認められなかった（データ示さず）。A断片はEoo　RI切断により

分子量順にA1、　A2とA3の3種類の断片が生じたが、これらのうちA2断片でのみ分子量の多様

性が認められた（図13－A、C）。このA2断片の多様性は電気泳動プロファイルでも確認され

た（データ示さず）。D断片はEco　RI切断で分子量順にD1とD2の2断片が生じ、　D　1断片に多

様性が認められた（図13－B、D）。さらに、2重切断したウイルスDNAを用いた：解析によっ

て、Bam　HI　E断片上の多様性を示す領域が特定された（図14）。E断片はEco・RI切断でE1と

E2の2断片が生じ、分子量の大きいE1断片に多様性がみられた（図14－A），Bgl　IIで切断した

場合はB1とB2の2断片が生じ、両断片で多様性が認められた（図14－B）。Bl断片の分子量の

変化はE断片上のIRs部分と同一のDNAを共有するTRs領域のS断片の変化と連動していた。こ

れらのことから、E断片上のUL領域の右記端部の一部とIRs領域の2箇所で分子量に多様性を示

す領域のあることが示唆された（図14－C）。

　今回の研究で分子量に変化の認められた領域を図15にまとめた。
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図7．HHI株のウイルスDNAの制限酵素Bam　Hl、ε』co　RlとBg川切断による電気泳動プロフ

　　ァイル

　　　酵素切断で生じた断片を右側に分子量順にアルファベットで示した。ラムダファージ

　　DNAのHind川切断断片をマーカーとして使用し、その大きさ（kb）を左側に示した。
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図8．エキソヌクレアーゼ川とマングビーンヌクレアーゼで処理した

　　HHI株ウイルスDNAのBam　Hl切断プロファイル
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図9．HH1株ウイルスDNAのBam　Hl断片をクローン化した組み換えプラスミドのBam　HI切

　　断プロファイル

　　　レーン上部のA～Tは、それぞれHH1株ウイルスDNAのBam　Hl断片A～Tと対応する。

　　組み換えプラスミド名は表6に示した。
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表5．クローン化したHH1株ウイルスDNAの8am　Hl断片プローブと8am　Hi，　Eco　RI あるいは

βg川で切断されたHH1株のウイルスDNAとの反応性9

制限酵素切断断片

8a1ηHげローブ 8am　Hl εco　Rl β9川

A A A，1，P C，G，O，P2）

B B A B，H

C C E，L E，1，N

D D B，C，K A
E E，S B，C，D，F，L A，M
F F J，O，S2） F，K

G G A，E HJ
H H G，N D
匿 1 A B，G，Q2）

J J G，O，Q2） D，F

K K H，P，R2） C，」R2）

L L H，M J，L

M M M，N D，J

N N，P B，C，D，F’，K A
O O L E，M

P N，P B，C，D，F A
Q（R） Q（R） B，C，D，F A

E，S

s
B，C，D，F

i A
K1）サザンハイブリダイゼーションによる検索

2）これらの断片は図7では認められなかったが、 表6の成績からもその存在が確認された。
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表6．HH1株ウイルスDNAのβam　HI断片をクローン化した組み換えプラスミ ドDNAの
8am　HLεoo　Rlとβg川切断で生じたDNA断片の大きさ（kb）1）

βam　Hl断片 8am　HI 8amHl十Eco　R1 βamHl＋89111
（プラスミド番号）

A（pEh－A） 20．7 9．8，9．6，1。3 9．4，7．7， 1．8，1．8

B（pEh－B） 15．0 15．0 9．3，5．7

C（pEh－C） 11．3 10。8，0．5 7．1，3．0， 1．2

D（pEh－D） 10．9 6．1，4．8 10．9

E（pEh－E） 9．6 8．5，1．1 7．3，2．3

F（pEh－F） 8．4 6．7，1．5，0．2 7．0，1．4

G（pEh－G） 8．2 6．2，2．0 5．7，2．5

H（pEh－H） 7．5 5．7，1．8 7．5

1（pEh－1） 7．1 7．1 6．0，1．1

J（pEh－J） 6．7 4．O，2．0，0．7 3．6，3．1

K（pEh－K） 6．3 5．4，0．6，0．3 4．4，1．5， 0．4

L（pEh－L） 5．5 4．1，1．4 3．1，2．4

M（pEh－M） 4．9 3．0，1．9 2．8，2．1

N（pEh－N） 4．9 4．1，0．8 4．9

O（pEh－O） 4．6 4．6 3．2，1．4

P（pEh－P） 4．6 4．6 4．6

Q（R）（pEh－QR） 4．2 4．2 4．2

S（pEh－S） 4．2 4．2 4．2

T（pEh－T） 2．5 2．5 2．5

1）pUC18のDNA断片の成績は未掲載。
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図11t日本でウマ流産胎子から分離された9株のEHV一一・1のウイルスDNAのBam　Hl切断プロ

　　ファイル
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A．BamHl　N断片プローブ

垂正記
記記毘［flに［El

（kb）

C．Bam　Hl　S断片プローブ

se　E　ee

（kb）

り

騨
　
口N
P

E一　の噂e嫌’ 倉
一9．4

一　4．4

S一　鱒。鴨脚遭・噸就の魯　劇・弗 一一S．4

B．Bam　Hl　QR断片プローブ

Q，　R一

奎註 記Σ臣［2［i［R

（kb）

一　4．4

図12．EHV－1野外分離株のウイルスDNAのBam　Hl切断で分子量に多様性を示す断片のサザ

　　ンハイブリダイゼーションによる同定
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A．Bam　Hl　A断片プローブ

韮正記

A1
　　　　●■●ら導・
A2！

臣i臣E2ヒ［E
（kb）

一　9．4

一　4．4

B．BamHl　D断片プローブ

Dl　一

D2一

韮正記M　IE　12　c2［i臣

・＝t昂　，M戯㌦・壕

（kb）

一　6．6

一　4．4

一　2．0

A3一

Bam　HI　十　Eco　Rl Bam　Hl　十　Eco　Rl

c． D．

KB　Eco　Eco　B　l
A
Eco

D
Eco

A3　A2 Al D2 Dl

図1　3．EHV－1野外分離株のウイルスDNAのBam　HlAとD断片の多様性のサザンハイブリダ

　　イゼーションによる解析

　　　BamHIとEco　Rlの2酵素で消化したウイルスDNAをBamHIA断片プローブ（A）お

　　よびBavn　HI　D断片プローブ（B）と反応させた。　（C）A断片プローブを用いたサザンハ

　　イブリダイゼーションで分子量に変化の認められた領域を太線で示した。（D）D断片プロ

　　ーブを用いたサザンハイブリダイゼーションで分子量に変化の認められた領域を太線で示

　　した。B，　Bam　Hl；Eco，　Eco　RI
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図14．EHV－1野外分離株のウイルスDNAのBam・Hl・E断片の多様性のサザンハイブリダイゼ

　　ーションによる解析

　　　Bam　HIとEco　Rl（A）あるいはBam　Hlと89川（B）で消化したウイルスDNAをBam

　　HlE断片プローブと反応させた。（C）AとBのサザンハイブリダイゼーションで分子量に

　　変化の認められた断片をもとに、E断片上の分子量に多様性を示す領域を決定して太線で示

　　した。B，　Bam　Hl；Eco，　Eco　Rl；Bgl，　Bg川
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考 察

　今回の研究では、日本で初めてウマから分離されたEHV－1　HH　1株のウイルスDNAについ

て、Bam　H：1で切断されたDNA断片をすべてプラスミドベクターにクローン化してHH　1株の正

確な制限酵素切断地図を作成した。次いで、これをもとに日本で分離されたEHV－1株の株間

でDNAの分子量に変化を示す領域の検出・同定を行った。　HH　1株の制限酵素切断プロファイ

ルと制限酵素切断地図はWhalleyら（1981，1989）によって報告されたEHV－1のHVS－25株の

ものとほぼ同様であったが、Henryら（1981）によって報告されたマウス細胞に馴化した

EHV－1のKyA株のものとは異なっていた。さらに、今回の切断地図作成により、　Whaneyら

（1989）によって修正されたH：VS－25株のBam　HI制限酵素切断地図が正確であったことも確

認された。Bgl　II切断の場合、　HVS－25株ではK、　しとM断片がほぼ同一の分子量：を持ち、電気

泳動のみでは区別できなかったのに対し、HH　1株のM断片は分子量が小さく電気泳動でKとし

断片とは明確に区別できた。さらに、HH1株のウイルスDNAのEco　RIとBg！　IIの切断地図で

は、HVS－25株にみられなかった新しい断片が確認されたことから、このような株間の相違を

認識することは、特に遺伝子のマッピングなどを行う際に重要と判断された。

　EHV－1野外株のウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルはすべてプロトタイプと同じで

あったが、株間でいくつかの断片に相違が認められた。これらは切断断片の分子量の増減によ

るもので、外国で報告されているような制限酵素の切断点の欠除あるいは出現によるものでは

なかった。今回用いたウイルス株で認められたDNA断片上の多様性を示す領域をサザンハイブ

リダイ画一ションで調べたところ、Uしの両端（Bam　HI　TとE断片）、Uしの中央部（Bam　HI

A断片）およびS領域に存在するすべての断片で分子量の変化がみられた。Bam　HIA断片の分

子量の多様性はこれまで、この断片の分子量が大きすぎたために報告されていなかった。日本

のEHV－1不活化ワクチンの実用化前にウマから分離されたウイルス株と実用化後の分離株と

の制限酵素切断プロファイルに大きな変化はみられず、アメリカ合衆国の報告（Allenら，

1985；AllenとBryans，1986）とは異なっていた。しかし、野外で流行しているわが国の

EHV－1の中にアメリカ合衆国で報告されているようなDNAプロファイルを異にするウイルス

（Allenら，1985；AilenとBryans，1986）が存在しているか否かを継続調査することは、今後

のワクチン開発および防疫対策上重要と思われる。

　近年、EHV－1ゲノム上に数多くの遺伝子が同定されてきた（AllenとYeargan，1987；Allen

とCoogle，1988；Whalleyら，1989；Audonnetら，1990；Robertsonら，1991；Whittakerら，
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1991，1992；Eltonら，1992）。Telfordら（1992）は、イギリスで分離された強毒EHV－1

Ab4株の全塩基配列を決定し、さらに、それまでに全塩基配列が明らかとなっていたHSV－1と

VZVのものと比較することにより76個の遺伝子の存在を示した。これらの報告をもとに、今回

の実験で明らかとなった分子量に多様性を示す断片を詳細に解析したところ、Bam　HIA断片

のA2サブフラグメントの中には、7種類の遺伝子（24番遺伝子の後半部分、25番、26番、27

番、28番、29番、30番遺伝子の前半部分）が存在していた。これらの遺伝子のうち、24番遺

伝子はHSV一　1のUL36遺伝子に対応することからテグメントタンパクをコードすると考えら

れ、コード領域内には塩基の繰り返し配列が存在している（Telfordら，1992）。28番遺伝子

はHSV一一　1のUL32の相同遺伝子でEHV－1の主要な糖タンパクの一つであるgp　2をコードする

と考えられている（Telfordら，1992；Whittakerら，1992）。Whittakerら（1990）はEHV－1

株間でgp　2の分子量に差を認め、特に弱毒生ワクチンのRinomune株で分子量の低化が顕著で

あることを報告している。従って、このA2サブフラグメントでみられる分子量の多様性が24

番遺伝子あるいは28番遺伝子に起因しているならば、これがウイルスの抗原性に影響を及ぼし

ている可能性が考えられる。

　Bam　HID断片のD1サブフラグメントの中には、4種類の遺伝子（69番遺伝子の一部、70

番、71番、72番遺伝子の一部）が存在していた（Telfordら，1992）。これらの遺伝子のう

ち、71番遺伝子はHSV－1のUs　5遺伝子と相同でエンベロープ糖タンパクをコードし、この遺

伝子内には2種類の繰り返し配列が存在する（Telfordら，1992；Sunら，1994）。D1サブフラ

グメントの多様性はこれらの繰り返し配列のコピー数の変化に依存すると思われ、このことが

抗原性に影響を及ぼしている可能性がある。

　ウイルスゲノムのUL両端、　IRsおよびTRsにみられる多様性はそれらのゲノム中に存在する

繰り返し配列のコピー数の変化によるものと考えられている（H：ammerschmidtら，1986；

Chowdhuryら，1990；YalamanchiliとO℃a11aghan，！990；Telfordら，1992）。今回調べた野

外分離株のウイルスDNAにおいてもそれらの領域で分子量に差が認められたが、この分子量の

多様性はEHv－1をウマ以外の動物に由来する培養細胞で継代した場合、容易に観察される

（Allenら，！983a；Studdertら，1986）。これらの領域の分子量の変化と抗原性あるいは病原

性との関連性は不明であるが、Chowdhuryら（1988）は反注冷から分離したいくつかの

EHV－1株のDNA制限酵素切断プロファイルがプロトタイプとは異なっていて、病原性および

交差中和試験による抗原性にも差が認められたことから、今後の詳細な検討が待たれている。、

　一般に、EI－W－1ゲノムはウマ由来の培養細胞でウイルス継代すると非常に安定であるが
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（AllenとBryans，1986）、EHV－1を実験感染させたウマの体内ではウイルスDNAに多様性

が認められたとの報告もある（Matsumuraら，1994）。このような多様性がどのようにして起

こるのかは現在のところ不明であるが、ウマ体内でのEHV－1の潜伏感染機構あるいはウイル

ス複製とウマに広く潜伏感染しているEHV－2（ウマサイトメガロウイルス）などとの関連性

を検討することが解明の糸口になるのかもしれない（BryansとAllen，！989；Edington，

1992）　e
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第3章　ウシ腎臓細胞継代EHV一一1ウイルス株のDNA解析

要 旨

　EHV－1の強毒HH1株とそれをウシ腎臓（BK）細胞で77代（BK77株）、161代（BK161

株）、271代（BK271株）および343代（BK343株）連続継代された株のウイルスDNAを

制限酵素Barn　HIで切断して解析した。　BK77株とBK161株は親株のHH1株と同一のDNA

プロファイルを示したが、BK271株とBK343株は明らかに親株と異なっていた。　DNAプロ

ファイルに変化のみられた株の継代数は子ウマに対する病原性の低下した株の継代数とほぼ一

致していた。そこで、分子量に変化のみられた断片を特定するためにプラスミドベクターにク

ローン化したHH1株のBam　HI　DNA断片をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを

行ったところ、Bam　HI　B、　E、　N、　P、　QR、　SとTの7種類の断片で変化が認められた。さら

に、ウイルスゲノム中の分子量の変化した領域を詳細に調べるために、BK343株ウイルス

DNAのBam　H：1切断断片をプラスミドベクター一pUC18にクローン化し、各断片の制限酵素切

断地図を原株HH1のそれと比較した。その結果、7種類の断片の他に、新たにAとDの2種

類の断片で相違が認められた。BK343株で変化のみられたDNA領域をTelfordら（1992）の

報告にもとづき特定した結果、T断片上の1番遺伝子、　A断片上の24番遺伝子とD断片上の

71番遺伝子の3遺伝子に変化が認められた。他の6断片の変化は非コード領域あるいは繰り返

し配列部位に認められた。変化の認められた3遺伝子について塩基配列を決定したところ、

1）1番遺伝子内には299塩基を単位とする繰り返し配列の挿入、2）24番遺伝子には繰り返し

配列のコピー数の変化、3）71番遺伝子では繰り返し配列のコピー数の変化とアミノ酸置換を

伴う2箇所の塩基置換が認められた。以上の成績より、BK細胞で長期間連続継代されて変化

したウイルスゲノム領域のうち、3種類の遺伝子に変化が認められたことから、これらが病原

性に関与している可能性が推察された。
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　EHV－1による妊娠馬の流産を防ぐ目的で、世界各地で不活化ワクチンあるいは生ワクチン

が広く応用されている（AIlenとBryans，1986）が、その有効性は低く（B　urkiら，1991）、安

全で効果的なワクチンの開発が切望されている。わが国においても、1967年のEHV－1による

流産の初発以来、本ウイルスによる流産が多発したことから（Kawakam　iら，1970）、1979年

に妊娠馬への不活化ワクチンの接種が実施されたが（Hashiguchiら，1980）、防圧するまでに

は至っていない。Kawa：kamiら（1978）は不活化ワクチンと弱毒生ワクチンとの併用を考

え、EHV－1のHHI株をBK細胞で連続継代して弱毒化を図ったところ、268代以上継代された

株では子ウマに経鼻接種してもほとんど呼吸器症状を示さず、病原性が著しく低下しているこ

とを報告した。しかし、320代継代された株を子ウマに経鼻接種した場合、強毒のHHI株に対

する中和抗体を産生したものの、強増株の攻撃接種に対してほとんど防御を示さず、ワクチン

としての有効性は認められなかった（Kawakamiら，未発表）。

　一般に、生ワクチンの開発は強毒のウイルス株を本来の宿主以外の動物や培養細胞で継代・

馴化して行なわれているが、この方法は弱毒株を選択するまで長期間を要し、しかも弱毒化を

調整することができないために有用なワクチン株を任意に得ることは困難である。しかし、近

年の遺伝子工学の発展により、ウイルスDNAを人工的に操作して弱毒化することが可能となっ

た。例えば、同じヘルペスウイルス属のPrVでは遺伝子組み換え生ワクチンが既にわが国を含

め多くの国々で使用されている（KitとKit，1991）。PrVの病原性に関与するタンパクとし

て、チミジンキナーゼ（TK）、gC、　gE、　gIとプロテインキナーゼなどが報告されており

（Tenserら，1983；Kitら，1985；Mettenleiterら，1988；Zuckermannら，1988；Kimmanら，

1992）、これらをコードする遺伝子を単独あるいは複数不活化することで安全で効果的なワク

チンを作出することが可能となっている（KitとKit，1991）。現在では、さらにウイルス複製

に必須の遺伝子をも不活化してより安全で免疫原性の高いワクチン株の開発が進められている

（Mettenleiterら，1994）。

　しかし、EHV－1ではTK遺伝子以外に病原性に関与する遺伝子はほとんど知られていないた

め、遺伝子操作による生ワクチン開発が困難であった。薬剤を用いて選択されたEHV－！のTK

遺：伝子変異株の病原性は親株に比べて明らかに低下していたものの、強毒株に対する防御能は

ほとんどなく生ワクチンとしての有効性は認められていない（Cornickら，1990：Slaterら，

1993）　o

45



三三羅響旧記騰回忌灘馨点点難灘鑛灘黙難灘轍　

tT’
b．．．一一一

　EHV－1には76種類の遺伝子が存在し、それらの配列順序はVZV（DavisonとScott，1986）

やHSV－1（McGeochら，1988）の場合と良く似ている（Telfordら，1992）。EHV－1の野外

分離株とウマ以外の培養細胞で継代されたEHV－1株のウイルスDNAには、制限酵素切断点の

増減の他に、切断断片の分子量に変化のあることが明らかとなっている（AllenとBryans，

1986；Chowdhuryら，1986；Kirisawaら，1993b）。しかし、このようなウイルスDNAの分子

量の多様性と抗原性あるいは病原性との関係についてはほとんど検討されていない。

　そこで、EHV－1の病原性に関与する遺伝子の：解明の一一eeとして、強豪HH1株とこの株をBK

細胞で連続継代して得られた弱毒株を用いて、これらのウイルスのDNA構造の比較検討を行っ

た。

材　料　と　方　法

1）ウイルス

　H：H1株ならびにこれをBK細胞で77代（BK77株）、161代（BK161株）、271代（BK271

株）と343代（BK343株）連続継代した株（Kawakamiら，1978）を用いた。さらに、　BK343

株をBK細胞を用いた通常のブラック形成法でウイルスクローニングし、得られた5種類のウ

イルスクローン、1E、1F、3F、3Gと3Hを実験に供試した。

2）ウイルス粒子からのDNAの抽出

　第1章の材料と方法で述べた方法に従った。

3）DNAの制限酵素切断と電気泳動

　DNAの切断は種々の制限酵素（宝酒造、滋賀；Boehringer　Mannheim社、ドイツ）を用

い、それぞれの酵素の至適条件下で行った。酵素で切断されたDNAの電気泳動は、第1章の材

料と方法の項で述べた方法で行った。

4）サザンハイブリダイゼーション

　ジゴキシゲニンー11－dUTPで標識したDNAプローブを用いて、第2章の材料と方法の項で述

べた方法でサザンハイブリダイゼーションを行った。DNAプローブはDNA標識システム
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（Boehringer　Mannheim社、ドイツ）を用いて調整した。ハイブリダイズしたDNA断片は

第1章の材料と方法の項で述べた方法で検出した。

5）クローン化したHH1株ウイルスDNAのBam　HI断片

　第2章でプラスミドベクターpUC18にクローン化したHH　I株のBam　HI　DNA断片を実験に

用いた。

6）BK343株ウイルスDNAのクローン化

　BK343株のウイルスクローン3Fと3HのウイルスDNAをBam　HIで切断し、それらのDNA

断片をプラスミドベクターpUC18のBam　HIサイトに挿入し、第2章の材料と方法の項で述べ

た方法でクローン化した。

7）DNAの3’突出末端および平滑末端の脱リン酸化

　3’突出末端あるいは平滑末端を生じる制限酵素で切断されたプラスミドDNA（0．5μg／

μ正）10μ1に、再蒸留水34μ1、10倍濃度のCIP反応液（500　mM　Tris－HCI　pH　9．0、10

mM　MgC12）5μ1とCIP（25単位／μ1）1μ1を混和し、50℃20分間反応させた。再度CIP

を1μ1加え、さらに50℃で20分間反応させた。以後の操作は、第2章の材料と方法の項

（pUCI8の5’突出DNA末端の脱リン酸化）で述べた方法に従った。

8）クローン化したウイルスDNA断片のサブクローニングとデリーションクローンの作製

　プラスミドpUC18にクローン化したHH1株あるいはBK343株3FクローンのDNAの

Bam　HI　T、　AとDの3種類の断片を種々の制限酵素で消化した後、アガロースゲル電気泳動

で分画し、目的とするDNA断片を抽出した。プラスミドベクターにはpBluescript　II　KS（＋）

（Stratagene社、アメリカ合衆国）を用い、組み込む断片に適合する制限酵素で消化して脱

リン酸化した後にそれらの断片をT4　DNAリガーゼで連結した。これを大腸菌XL－1　b1し1e株

のコンピテントセルに導入して組み換えプラスミドを得た（第2章の材料と方法の項を参照）。

　サプクローニングされた組み換えプラスミドのデリーションクローンはエキソヌクレアーゼ

IIIとマングビーンヌクレアーゼで消化して作製した。すなわち、組み換えプラスミドのマルチ

クローニングサイト領域に3’と5’突出末端が生じるように2種類の酵素で消化されたDNA

について、DNA　1μgあたり20単位のエキソヌクレアーゼIIIを加えて総量100μ1（反応
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液：50　mM　Tris－HCI　pH　8．0、5　mM　MgCl　2、10　mM　2一メルカプトエタノール）とした。こ

れを23℃で5、10、15および20分間反応させ、5’端よりDNAを消化した。各反応時間毎

に25μ1を回収し、予め10倍濃度のマングビーンヌクレアーゼ用反応液（300mM酢酸ナト

リウムpH　5．0、1MNaCl、10　mM酢酸亜鉛、50％グリセリン）20μ［と再蒸留水155μ1

を分注しておいたマイクロチューブに移し、68℃で15分間処理した。これを直ちに氷冷し、

マングビーンヌクレアーゼをDNA　1μgに対して0．6単位加えて30℃で30分間反応させ、

DNAの1本鎖部分を消化した。この溶液をフェノ・一・一・’ル・クロロホルム処理してエタノールで

DNAを沈殿させた後、　TE溶液に溶解し、　K［enowフラグメントによりDNAの両端を平滑化

し、T4DNAリガーゼで環状化させた（第2章の材料と方法の項参照）。この後、このDNA

を大腸菌XL－1　blue株に導入して増殖させ種々の分子量サイズの挿入断片を持つデリー・…ション

プラスミドを得た。

9）プラスミドDNAの抽出と精製

　プラスミドDNAの抽出は、少量の場合にボイル法また、大量の場合にはアルカリ・SDS

法を用いて第2章の材料と方法の項で述べた方法で行った。プラスミドDNAの精製は塩化セ

シウム・エチジウムブロマイド法（第2章の材料と方法の項参照）あるいはセファロースCL－

4Bクロマトグラフィーにより以下のようにして行った。すなわち、セファロースCL－4B

（Pharmacia社、スウェーデン）をミニカラム（容量250μi、Promega社、アメリカ合衆

国）にベッドボリュームが約90％になるように充填し、TE溶液を重層して2，000　rpm　3分間

遠心した。同様の操作を3回反復してTE溶液でカラムを平衡化した後、アルカリ・SDS法で

抽出したプラスミドDNAを20μ1重層し、2，000　rpm　3分間遠心して溶出液をマイクロチュ

ーブに回収した。カラムを替えて同様の操作を行い、回収された溶液を精製プラスミドとした。

10）塩基配列の決定

ジデオキシ法の原理にもとづいて、AutoRead　Sequenci㎎キット（Pharmacia社、スウ

ェーデン）を用いて反応を行った。塩基配列はA．LF．　DNA　Sequencer　II（Pharmacia社、ス

ウェーデン）を用いて決定した。得られた塩基配列の編集・解析はDNA解析ソフトDNASIS

を用いて行った。
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1）HH：1株とそのBK細胞継代株（BK77、　BK16！、　BK271、　BK343）のウイルスDNAプロフ

　ァイル

　H：H1株と4種類のBK細胞継代株のウイルスDNAをBam　HIで切断し、0．7％アガロースゲル

電気泳動で解析した（図16－A）。HH　1株のウイルスDNAをBam　HIで切断すると分子量順にA

～Tの20種類の断片が生じた（第2章・図7；図16－A）。BK77株とBK161株のBam　HI切断プ

ロファイルはHH1株のものと同一であったが、継代数の著しく高いBK271株とBK343株のプ

ロファイルは親株のHH1株と明らかに異なっていた。高継代株では、①A断片とB断片の間に

2本のサブフラグメントが出現し、②E断片の不明瞭化、③T断片の消失と④L～S断片の間

に存在するいくつかの断片で分子量の変化が認められた。

　これらの変化を示した断片を同定するために、HH：1株のウイルスDNAの全長をカバーする

19種類のクローン化したBain　HI　DNAの断片をプローブとしてサザンハイブリダイゼーショ

ンを行った。その結果、4種類の断片で分子量の変化が認められた。A断片とB断片の間に出現

した2本のサブフラグメントは、Bam　HI　B断片プローブと反応したことから、これらの断片

はB断片に由来することが明らかとなり、分子量の少ない方からB’断片（16．6kb）とB”断片

（18．2kb）とした（図16－B）。

　不明瞭であったE断片は、Bam　HI　E断片プローブとの反応性によりHH1株と同じ分子量の

9．6kbと分子量の低下した8．4　kbの2種類の断片からなっていることが明らかになった（図16－

C）。さらに、E断片はIRs領域の一部を含むため、この領域と相同性を持つS断片も反応した

（図16－C）。また、S断片プローブを用いても同様の成績が得られた（データ示さず）。

　BK271株とBK343株のQR断片の分子量は親株のHH1株より大きく、しかも、不均一で分子

量に幅のあることが明らかとなった（図16－D）。

　T断片は電気泳動プロファイルで認められなかったが（図16－A）、サザンハイブリダイゼー

ションの結果、約0．3kbの間隔で階段状に多数の断片が検出された（図16－E）。

　他の14種類のBam　HI　DNA断片をプローブとした場合、分子量の変化した断片は認められ

なかった。

　以上の成績より、BK271株とBK343株では．Bam　HI　B、　E、　QRとTの4種類のDNA断片で分

子量の変化とともに複数の断片が検出されたことから、これらの株にはいくつかのウイルス集

団の存在することが明らかとなった。そこで、BK271株とBK343株の成績がほぼ同一であっ
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たことから、最も継代の進んだBK343株からブラック形成法でクローニングされた5種類のク

ローン（1E，　IF，3F，　3G，3H）を用いてさらにウイルスDNAプロファイルの解析を進めた。

2）BK343株の5種類のウイルスクローン（1E、1F、3F、3G、3H）のDNAプロファイル

　5種類のウイルスクローンのDNAをBam　HIで切断し、0．7％アガロースゲル電気泳動を行っ

たところ、各クローン間でいくつかの断片に分子量の相違が認められた（図17－A）。このよ

うな分子量に多様性を示す断片を同定するために19種類のHH1株のBam　HI　DNA断片をプロ

ーブとしてサザンハイブリダイゼーションを行った。B断片プローブを用いると、　B、　B’とB”断

片が検出されたが、B’断片あるいはB”断片のみを単独に持つウイルスクローンは得られなか

った（図17－B）。

　E断片プローブを用いた解析では1Eと1FのウイルスクローンのE断片が親株のHH1株のE断

片と同じ分子量を示したが、他の3クローンではDNAの一部の欠損が認められた。さらに、こ

のプローブの使用によりすべてのウイルスクローンのS断片の分子量に多様性のあることが認

められた（図17－C）。この成績はS断片プローブを用いた場合と同一であった（データ示さ

ず）。

　N断片プローブにより3H、3Fと3GクローンのNとP断片の間に不明瞭なバンドが検出され

た。このN断片はEHV－1ゲノムのIRs領域に存在するため、　TRs領域に存在するP断片と同一の

DNAを一部に含むため、　P断片とも反応し、その分子量の多様性も同時に観察された（図17－

D）。また、P断片プローブを用いてもN断片プローブの場合と同じ成績が得られた（データ

示さず）。

　5種類のウイルスクローンのQR断片はすべて親株のHH　1株のものより分子量が大きく、それ

らの反応パターンは均一なバンドを示すものから不均一で分子量に幅のあるものまで多様であ

った（図17－E）。

　T断片においては、5種類のクローンすべてでクローニング前の株と同様の階段状の断片が観

察された（図17－F）。

　他の12種類のDNA断片をそれぞれプローブとした場合、いずれの断片でも分子量の多様性

を検出できなかった。

　以上の成績：より、5種類のBK343株のウイルスクローンでは7断片（B，　E，　N，　P，　QR，　S，　T）

で分子量の大きさに多様性のあることが明らかとなり、また、5種類のウイルスクロー一一・・ンの中

では3FクローンのDNAが最も分子量に多様性を示した。
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3）BK343株のウイルスクローン3FのDNA解析

　BK343株のウイルスDNAの分子量の変化を示す領域をさらに詳細に調べる目的で、3Fクロ

ーンのBam　HI　DNA断片をすべてプラスミドベクターpUC18のBam　HIサイトにクローン化し

た。3FクローンとHH　1株の間でクローン化されたDNA断片の制限酵素切断地図を作成して比

較したところ、新たにAとDの2断片に差が認められた（図！8～24）。A断片上の差異は、5’端

から2番目のKpn　Iサブフラグメントに認められ、また、このサブフラグメント全体は2幡遺伝

子の一部を構成し2種類の繰り返し配列を含んでいた（図18）。さらに、24番遺伝子はHSV－1

のテグメントタンパクをコードするUL36遺伝子の相同遺伝子であった。

　B断片をクローン化したところ3種類の断片、すなわち、3F－B（15．1　kb）、3F－B’（16．6

kb）と3F－B”断片（18．2　kb）が得られた（図19）。3F－B断片内の変異は39番遺伝子（gH遺

伝子）と40番遺伝子（HSV－1のUL21遺伝子と相同）の間の繰り返し配列を含む非コード領域

内にみられ、HH1株のB断片よりO．1　kb大きかった。3F－B’と3F－B”断片では同じ非コード領

域内に、DNA複製開始点を含む1．6kbの繰り返し配列が、それぞれ2個ないし3個みられた。

　3FクローンのD断片はHH　1株のものと同じ分子量（10．9　kb）であったが、エンベロープ糖

タンパクをコードすると考えられているHSV－1のUs5遺伝子に対応する71番遺伝子の塩基配

列中に新たにKpn　Iの切断点が生じていた（図20）。

　Bam　HIのE，N，　P，　QRとSの各断片の分子量の大きさに関与する部位はすべて非コード領域

に存在することが判明した（図21～23）。E断片には2箇所でDNAの欠失が認められ、その一

つはEco　RI切断点と5t端から4番目のDra　1切断点の間の1．1　kb、また、次はIRsのDra　I切断点

の左側の繰り返し配列が存在する領域内でのO．1　kbの脱落であった（図21）。後者の脱落部位

は3Fクロs・・一一一・ンとHH　1株のS断片の制限酵素切断点地図の比較で明らかとなった（データ示さ

ず）。

　3FクローンのN断片からは分子量の異なる2種類の断片、3F－N8と3F－N36が得られた（図

22）。両断片で分子量の変化のみられた領域はいずれもN断片の5’端から2番目のSma　I切断点

と1番目のM3eI切断点の間に位置し、この領域には1種類の繰り返し配列の存在が認められ

た。3FクローンのP断片についても2種類の分子量の異なる断片がクローン化され、それらの

変化の認められた領域を調べたところ、いずれも3　F－N8と3F－N36断片で変化のみられた領域

と一致していた（データ示さず）。

　QR断片については3Fクローンから2種類の断片、3F－QRIO（4．6　kb）と3F－Qld6（4．7
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kb）が得られた（図23）。さらに詳細にこの断片の分子量の変化を調べるために、サザンハイ

ブリダイゼーションで分子量に幅のあるバンドとして観察された3HクローンのQR断片（図

17－E）をクローン化し、分子量の異なる6種類の断片、3H－QR55（4．5　kb）、3H－QR34

　（4・7kb）・3H－QR43　（4．8　kb）、3H一一QR26　（4．9　kb）、3H－QR54　（5．O　kb）と3H－QR31

　（5．5kb）を得た（図23）。これらの8断片の分子量はすべて親株のHH　1株のQR断片のもの

より大きく、しかも、これらの断片で分子量の変化した領域はすべて同じでQ断片の2番目の

Apa　I切断点からQ断片の3’端までの間に位置し、この領域には1種類の繰り返し配列が存在し

ていた。また、この分子量の変化した領域の約0．4kb上流にDNA複製開始点の存在が認められ

た。

　3FクローンのT断片からは6種類の断片、3F－T5（3．O　kb）、3F－T8（3．3　kb）、3F－T3

　（3．6kb）、3F－T7（4．2　kb）、3F－T2（5．1　kb）と3F－T9（7．2　kb）が得られた（図24）。

これらの制限酵素切断地図を比較したところ、各断片はHin　d　III切断で生じた0，3　kbの繰り返

し配列を2～16個含んでいることが明らかとなった。次に、これらの繰り返し配列部にオープ

ンリーディングフレームのコード領域が含まれているか否かをみるために予備的にノーザンハ

イブリダイゼーションによりmRNAの検出を行った。　HH　1株のT断片上には2種類の遺伝子（1

番と2番遺伝子）が存在し、これらの遺伝子が存在しない5’二二のHind　IIIサブフラグメント

（1．2kb）をプローブとするとBK271株とBK343株では階段状にmRNAが検出された。しか

し、HH　1，　BK77とBK16！の各株では反応がみられなかった（データ示さず）。さらに、0．3

kbの繰り返し配列をプローブとしてクローン化されたHH　1株のT断片のHllnd　III切断断片との

反応性をサザンハイブリダイゼーションで調べたところ、2種類の遺伝子配列を含む3’端側の

Hind・IIIサブフラグメントとプローブは強く反応した（データ示さず）。これらのことから、

0．3　kbの繰り返し配列にはHin　d・III切断点の下流に存在する1番遺伝子の塩基配列の一部を含む

ことが示唆された。

　以上の成績より、強毒HH1株をBK細胞で長期間連続継代した結果、9種類のBam　HI　DNA

断片に分子量の変化あるいは制限酵素切断点数の増加が生じ、それらの変異断片の中で、特に

3種類の遺：伝子（1番遺伝子、24番・遺伝子、71番遺伝子）の塩基配列に変化のあることが明ら

かとなった（図25）。次に、これらの3種類の遺伝子の変異をさらに詳細に知る目的でそれら

の塩基配列の決定を行った。
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図16．EHV－1　HH1株のBK細胞継代株（BK77、　BK161、　BK271、　BK343）のウイルスDNA

　　プロファイル

　　　　（A）ウイルスDNAのBam　Hl切断電気泳動プロファイル。　（B～E）分子量に変化のみ

　　られた断片のサザンハイブリダイゼーションによる同定。プローブにはHHI株のウイルス

　　DNAのBam　HI断片を用いた。
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図17．BK343株の5種類のウイルスクローン（IE、　IF、3H、3F、3G）のウイルスDNAプロ

　　ファイル

　　　　（A）ウイルスDNAのBam　Hl切断電気泳動プロファイル。　（B～F）分子量に変化のみ

　　られた断片のサザンハイブリダイゼーションによる同定。プローブにはHH1株のウイルス

　　DNAのBam　HI断片を用いた。
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図18．BK343株3FクローンのウイルスDNAのBam　Hl　A断片にみられた変異領域

　　変化のみられた領域を太線で示した。Bam　Hl　A断片内に存在する遺伝子および繰り返し配列

　（■）の位置はTelfordら（1992）の報告にもとづいてウイルスゲノムの上部に記した。
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図20．BK343株3FクローンとHHI株の各ウイルスDNAのBam　Hl　D断片の制限酵素切断地図

　　　付図説明は図18に準拠。↑＝BK343株で新たに認められたKpn　I切断点。　B，　Bam　H　l；K，

　　Kp／7　1；　D，　Ora　i；　H，　ノ7ノノ7（iS　l　l　l；　E，　Eco　Rl

BamH　l
　HHI：9．6　kb
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図21．BK343株3FクローンのウイルスDNAのBam　Hl　E断片にみられた変異領域

　　　付図説明は図18に準拠。B，　BamHl；D，　Ora　l；E，　EcoRl；S，　Sa／l；H，〃〃d　l目；

　　Bg，　∠79／　11；　X，　ノVho　l
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図22．BK343株3FクローンのウイルスDNAのBam　Hl　N断片にみられた変異領域

　　　付図説明は図18に準拠。B，　Bam　Hl；Ms，”sθ1；Sm，5ima　I

58

氏

罎
冨

－
薪
侮

脚

卒

響
較
．

有
羅

羅



匡、

置

十一
64番遺伝子

　　　　　　　　　　B

Bam　H　1　QR
　　HHI：4．2　kb

　　　　　　　　　　HHI

　　　　　　BK343－3F－QRIO

　　　　　　　　　3F－QR46

　　　　　　BK343－3H－QR55

　　　　　　　　3H一一QR34

　　　　　　　　3H－QR43

　　　　　　　　3H－QR26

　　　　　　　　　3H－QR54

　　　　　　　　　3H－QR31

HA Pv

ロ　　ロ　　■

HAB

6
コ

0

BA
■
　
ーコ

0

bk

　
　
　
5

A

A

A

A

A　　　　　　　　　　　　B

　O．　6　kb

B

　　O．　7　kb

B

　　O．　7　kb

　B

　　O．　8　kb

　B
　　　O．　9　kb

　　B

図23．BK343株の3Fと3Hクローンの各ウイルスDNAのBam　HI　QR断片にみられた変異領域

　　　付図説明は図18と19に準拠。B，　Bam田；H，　ff／／7d　lll；A，　Aρa　I；Pv，　IE）Vt！ll
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図24．BK343株3FクローンのウイルスDNAのβa〃Hl　T断片にみられた変異領域

付図説明は図18に準拠。B，β㎝Hl；H，〃！爪1川；X，肋ol

8ヨmHl
Q　N PR　S
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● 口

臼
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Map　Units

図25．HH1株ウイルスONAのβ一二制限酵素切断地図

図18～24で特定したBK343株3FクローンのDNA変異領域をウイルスゲノム上に太線で示した。

変異の認められた3種類の遺伝子をウイルスゲノムの下部に示した。ロ：DNA複製開始点
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4）1番遺伝子の塩基配列

　BK343株のウイルスクローン3Fのプラスミドベクターにクローン化した6種類のT断片に

は（図24）、0．3kbを単位とする繰り返し配列のコピー数に大きな差があるため、今回は、

これらのうち最もコピー数の少ない3F－T5断片を用いて1番遺伝子が存在するT断片の全塩基

配列の決定を行った（図26）。その結果、塩基数はHH1株で2，471個、　BK343株では2，961

個であった・これまでにウイルスゲノムの全塩基配列が明らかにされたEH▽一1のAb4株の塩

基数は2，559個であり、株間の塩基数の相違は17塩基、18塩基と299塩基を単位とする3種

類の繰り返し配列のコピー数の差によることが明らかとなった（表7）。塩基の置換をHH　1

株とBK343株で比較した場合、　BK343株では1，102番目、1，401番目と1，700番目の塩基が

それぞれアデニンからグアニンに変化しており、これらの変異部位は1番遺伝子内に存在して

いた（図26）。この変化はBK343株の299塩基を単位とする繰り返し配列中に存在していた。

さらに、Ab4株との比較では、　HH1株の2，299番目とBK343株の2，789番目の塩基がシトシ

ンからチミンに変化していた。この変異はT断片に一部存在する2番遺伝子（転写は逆方向）

上にあり、この点変異によりアミノ酸はグリシン（GGC）からアスパラギン酸（GAC）に変

化していた（図26）。

　次に、1番遺伝子の塩基配列をもとにアミノ酸に翻訳し配列を比較したところ、BK343株で

はHH1株とAb4株の開始コドンのATGがGTGに変化していたため、　BK343株においては

読み枠の一致する51塩基下流のATGを開始コドンとして翻訳された場合（1－1番遺伝子）、

最初の17残基が脱落し全体のアミノ酸数はHH　1株とAb4株で202個、　BK343株では185個

となった（図27）・さらに・BK343株では299塩基の繰り返し配列が挿入されたことにより、

59個のアミノ酸を転写しうる領域（1－2番遺伝子）が2個存在していたことが判明した（図

27）。これらの1番遺伝子の遺伝子構造の概要を図28に示した。

5）24番遺伝子の変異領域の塩基配列

　24番遺伝子で変異が確認されたBam　HI　A断片の2番目のKpn　Iサブフラグメント（図

18）の塩基配列を決定したところ、HH1株で1，512塩基、　BK343株では1，293塩基であった

（図29）。対照のAb4株では1，278塩基であった。これらの塩基数の相違は33回忌と工2塩

基を単位とする2種類の繰り返し配列のコピー数の差によるものであった（表8）。これらの

コピー数の変化はアミノ酸配列の読み枠に影響を与えず、1く加1サブフラグメントから翻訳さ

れるアミノ酸数はHH　1株で503個、　BK343株では430個、また、　Ab4株では425個であっ
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た（図30）。この領域では塩基の置換が認められなかった。図31に24番遺伝子の変異領域

の遺伝子構造の概要を示した。

6）71番遺伝子の塩基配列

　71番遺伝子の全長を含むBam　HI　D断片の2番目のDra　Iサブフラグメント（図20）の塩

基配列を決定したところ、各ウイルス株の塩基数はHH1株では3，170個、　BK343株では

3，173個、また、対照のAb4株では2，963個であった（図32）。塩基配列に変化が認められ

たのは71番遺伝子のコード領域であった。71番遺伝子の塩基数は、HH　1株で2，601個、

BK343株では2604個、　Ab4株では2，394個であり、これらの塩基数の差異はこの領域に存在

する3種類の繰り返し配列（それぞれの単位の塩基数：12、15、15）のコピー数の差による

ものであった（表9）。これらのコピー数の変化は71番遺伝子の読み枠に影響を与えず、翻訳

されるアミノ酸数はHH　1株で866個、　BK343株では867個、また、　Ab4株では797個であ

った（図33）。さらに、BK343株では2箇所で塩基置換が認められ、1，819番目のシトシン

がチミンに、また、1，853番目のグアニンがチミンに変化していた。これに伴い、71番遺伝子

のアミノ酸配列は568番目のヒスチジンがチロシンに、また、679番目のセリンがイソロイシ

ンに変化していた。図34に71番遺伝子の遺伝子構造の概要を示した。
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CCCAC丁GGGA　GGCCACGCCC　ACTGGGAGGC　CACGCCCACT　GGGAGGCCAC　GCCCACTGGG
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AGGCCACGCC　CAC丁GGGAGG　CCACGCCCAC　丁GGGAGGCCA　CGCCCACTGG　G一一一一一一一一一
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一一一一 `GGCC

CCACTGGGAG　GCCACGCCCA

　　　　．　　O　　o　　亭　　・

CTGGG．．，．．

GATTG丁CC丁C　TCAGCGCTAC

GGGC丁CACTG　C『「ATGCTGGG

AG丁GGGGCTC

ACGCCCACτC　CGG丁GATGCA　GCGGTTATGC

AC丁GCTATGC　丁GGGGCTCAC　丁GCTATGCTG
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GGGCTCACTG　CTATGCTGGG　GC丁CACTGC丁　AτGCTGGGGC　TCAC丁GCτAT　GCTGGGGC丁C
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図26．HH1株、　BK343株3FクローンとAb4株の各ウイルスDNAのBan・7　Hl　T断片の塩基配列（1）

　　　　　　　　　一＝配列をシフト、．：同一の塩基、二重下線部：繰り返し配列の基本単位、

　　　　　　　　　下線部：繰り返し配列領域
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D

・t一軸・轟轟　／」・占・・辮．

　　　r

　HH1　　　　　　　　　637　一一一一TGGGCC　CCTτGTT「「GT　TcAGcGcccA　AτACCTACCA　ACCCCCGGCA　AGAAGTT『「T丁

　BK343－3F　529　一一一一．，，．．．

　Ab4　　　　　　　　　721　A工fiQ．．．．．．

　HH1　　　　　　　　　693　GTGCCCCTTC　GCGCGTTCAA　CCCGCTCCGC　GACAτTAG’「T　GCCACGCTTC　丁G丁CCATCGT

　BK343－3F　585　．．．．．．．．．．

Ab4　791　．．．．．．．．．．

HH1　　　　　　　　　753　τCTGAAACAC　CCA丁TGCCTT　GGGCGT丁CGC　AC丁TGCATTC　CCCGGTT丁丁G　CTCCGCCCCT

BK343－3F　645　．．．．．．．．．．

Ab4　841　．，．．．．．．．，

HHI　813　CTAGGGAAGT　AATCTAACTT　TACTCAACCA　ACAACCCTGG　GCTCTTTACA　CACAGTCTTT
BK343－3F　705　，．．．．．．．．．

Ab4　901　．，．．．．．．．．

HH1　　　　　　　　　873　丁AACACCATG　GCAGGCC丁GT　TGTCCGCCAT　TCCTC丁GGGG　G丁AATTAA丁G　GCTGCCACTC

BK343－3F　765　．．．．．．．．．．

Ab4　961　．．．．．．．．．．

HH1　　　　　　　　　933　AAA『「CGGGTA　TCCCCACTCC　CC丁CTACGGT　TTT℃丁丁CGAG　GCCGTCGCGA　GGCCGAAAAA

BK343－3F　825　．．．，．．．．．．

Ab4　1021　．．．．．．．．．．

HH1　　　　　　　　　993　丁TTTTTTCAC　GGGCCCGCGC　CCGAGAGAGA　GCC丁GGCCCC　CAIgZQgQQsLs；sgAg1

BK343－3F　885　．．．．．．．．．．

Ab4　1081　．．．．，．．．．．

HH1　1053　SZGGgQ9．QgA－g999A．QI［Ag．A－U－1［pmAQILLCG．　C　TGGGTTT　C　C　C　A　A　G　C

BK343－3F　945　＝．一，一L，一，一＝，一，一一t一：一一t．．・・・・・・　・・・・・・・・・・　・・・・・・・・・・　・・・・・・…　　’　・一’’’’”！“’’’’’’’”

Ab4　1141　，＝．一，．，一，一，一L，一，一，．　m・…　・・・・・・・…　　　…　　…・…　　　…　　……　　L－pm’一’”’　一’’’’”

HH1　　　　1113　GCCC　CCC　T丁GG　TCGGG　TTGC丁TCCCCC　　CCA　C　CAC　TCCC
BK343－3F　1005　＝．　＝L，一．一．，一一，m，．．．．・．．・　・・・・・・・…　　・・・・・・・…　　・・・・・・・…　　・・…　　一・一一…　　・・・・・・・…

Ab4　1201　＝，　一＝一．．，．，．．．　．．．”．．．．．　．．，，．．．．，．　．，．．，．．．，，一．，，．．．．．．．．　．，．，，．，．・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓1番遺伝子翻訳開始部位（HHI，

HH1　　　　　　　　1173　ACCTGCACC丁　T’「TCCA丁CTC　CTC丁CCAAC丁　CGCCGCCA　　　AGACCCGAGG　GAGTTTCGCG

BK343－3F　1065　＝．　，一，一，一，．一．＝，．．．．．．．．　．．．．．．．．．．　．．．．．，．．．．　．．．．，．．G・・　．…　　一・・…　　・・・・・・…

Ab4　1261　，一．，　L＝，一．，．一，一，．．・・・…　　・・・・・・・…　　・・・・・・・…　　・・…　　一H　1一・”・・・・・・…　　・’”‘’’’”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓　1・一2番遺伝子翻訳開始部位（BK343－3F）

HH　I　1233　GGQg9．Q9．GQgnyrcQpe－lg一1SN　QC－CA．　ATG　GGGCGCGCC
BK343－3F　1125　L，一．一，一，一t　±t一1！’’’　’’’’’’’”
Ab4　1321　LL’　Lt－pLLt－t’’’’’’”　’’’’’’’’”　”i’’’’’”　’’’’”・’”　”LL’　L！””一”’　’’’’’’’’”

HHI　1293　9g．Qt［［9．Q9．lgi　一
BK343・一3F　1185，一L，．．L．一，．，一，一＝一，一，一．．，一．．一L，一＝一，　一．．，．，．．一．．，　C　ATCTCCCC

Ab4　1381　，m，．＝一．，m＝一nL－t－L：一t．．．・・・・・　…　　‘・・・・・…　　　Lo・・・・・　・・…　　‘・・’一

HHl

BK343一一3F　1245　TGGGGCC
Ab4

図26．HHI株、 BK343株3FクローンとAb4株の各ウイルスDNAのBam　HI　T断片の塩基配列
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D
　　　　　　　　－v一”一

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　　　　1305　CTCCTCCC丁T

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1365　CCTGCACCTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1425　G．GCCGCGCCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1485　G（ATCGCTGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1545　一GGGGCCCAGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1605　TCCTCC

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1665

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHl

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1725　GccGCGcCTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHI　1332

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　 1785CCGC丁GGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4　1420

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHI　1355

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1845　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4　1443　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHI　1415

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1905　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4　1503　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHI　1475

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　1965　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4　1563　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　HHI　1535

　　　　　　　　　　　　　　　　　BK343－3F　2025　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ab4　1623　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　図26．HH1株、
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豆滋藤翻臨熱論・三．｝二輪聾鍵識i論議鐵wa’．菌灘’繭繭…ll’　1灘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓1－2番遺伝子翻訳終了部位

丁TGGCTCTGG　GTAT丁 C“「　丁CCCTCCCAC

　　　　　（BK343－3F）

CTC丁CA丁TCC　ACTTTCTCCA

TTCCA丁CTCC　τC丁CCAAC丁C　GCCGCCGTGA　GACCCGAGGG　AG丁丁丁CGCGG

CCTCTGTCTC

　　　　　　　↓1－2番遺伝子翻訳開始部位（BK343－3F）

QAI－Q1QQAI－G　G．G．　GGCGCGCC

GQ：［G1．　GCGCC　CCCGCTG GCCGGCCCA　TCTCCCC CAGCC

CC　C　　　A丁T　TCCCAA CTGG　TT　C T G

↓　1－2番遺伝子翻訳終了部位

GGC 丁

　　　　　　　　　　（BK343一・3F）

CCACC

TLIGQAQ．crlT　TCCATCTCC TCCAACTC G c

GTCTC

　　　　　↓　1－1番遺伝子翻訳開始部位（BK343－3F）

g．peQA：一SilQS；；S　AATGGG　GCGCGCCGC

GTGCG CCGCT
　　　一一一一一一TGT

TA　GCCGGCC．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　●　　　畢

　　　　　　　　TCTCTCTGAG　CTCATCATCC　TCGCGAAGGT　CCATGCCTTC

　　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　1　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　i　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　　　　　　一　　一　　一　　J　　i　　－　　i　　t　　一　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　一　　一　1・　一　　一　　i　　i　　一　　一　　一　一　　一　　一　　i　　一　　一　　一　　i　　一　　一

　　　　　　　　CGAGCCTGCC　TTC丁ACCGGC　TCCCTGAGA丁　CCATCACGCG

　　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　一　　　s　　　一　　　一　　　一　　　i　一　　　一　　　一　　　一　　　t　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　一　　　一　　　一　　　一　　　d　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　i　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　　　　　　i　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　t　　　一　一　　　i　　　－　　　i　　　i　　　i　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　　　　　CGAGGCCCCC　G丁CGTACACC　GCCATCAACC　CAGAGTGτTT

　　　　　　　　　一　　　　一　　　　｝　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　t　　　　一　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　d　　　　一　　　　一　一　　　　一　　　　i　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　1　　　　－　　　　i

　　　　　　　　　一　　　．　　　i　　　一　　　．　　　．　　　一　　　一　　　．　一　　　一　　　一　　　一　　1　　　一　　　．　　　一　　　i　　　i　一　　　一　　　．　　　一　　一　　　一　　　一　　　．　　　一　　　一　t　　　一　　　一　　　一　　　．　　　一　　　．　　　．　　　一　　　“

　　　　　　　　GGCCGCGGGC　GTGGACGGCG　AGCGTGATGA　CCGCCCCACC

　　　　　　　　一　　　一　，一　一　　　一　　　i　　　一　　　一　　　i　i　　　一　　　一　　　一　　　i　　　一　　　一　　　一　　　t　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　i　　　｝　　　一　　　一　　　一　　　一　i　　　一　　　一　　　一　　　v　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　i　　　一　　　一　一　　　一　　　一　　　e　　　一　　　一　　　一　　　一　　　1　　　－

　　　　　　BK343株3FクローンとAb4株の各ウイルスDNAのBam　HIT断片の塩基配列
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R．

’

HHl

BK343－3F
Ab4

1595　GCCAGGCGCC　ACCCGCGTAC　GAGCTCGT丁C　CTGAAC丁TTC　TTATCACCCC　ACCCAGGACC
2085　”．．．H”，　”．”．．．．．　”．”．．，．．　H．”．．．，，　”．．．．．”．　，，．，H．”．

1683　”．．．．．”．　o．”．．”．　”，．．．．一．　”．””．”　”．．．．．”．　”．．．．．．．．

1654

2144

1742

HHl

BK343－3F
Ab4

1655　CGCGCGGCGT　CTACTCG丁CG　CGCTCCGATC　CCCACCAGAC　C「「CTCGAAGG　AGACAGAACC
2145　”．．，．．”．　”．”．．”．　”．”．．”．　一．”．．”．　．．．H．．”．　”．．．．．．，．

1743　”．”．．”．　一．．．．．．．．　”．．．．””　H．”．”．．　H．”．．．．．　H．．．．．．．．

1714

2204

1802

HHl

BK343－3F
Ab4

HHl

BK343－3F
Ab4

1715　CGATATGTAT　TTTTA丁TAT丁　GTTG丁TGCAA　CCATGTTGTT　GATACTGGGA　CTG丁TGC丁CA　　1774
2205　．．．．．．．．．．

1803　．．．．．．．．，．

1775　CTATAACGC丁
2265　．．．，．，．．．．

1863　，，．．．，．．．．

一・一・・一・　…　　一・・一・　…　　一・・一・　一・・・…　　．．　．．．”．．．．．　2264

一・一・・一・　一・一・・一・　…　　一．・”．　”．”．．”．　．．．”．．”．　1862

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓1，1－1番遺伝子翻訳終了部位

CAG丁TCGTTA　ACAAACGGCA　AGAAGGAGAA　ATAAAACGAC　TGTAGTACCG　　1834

”．”．．．H　”．”．，”．　．．．”．．．．．　”．”．．”．　．．．．．．．．．．　2324

”．”．．”．　一．”．．”．　．．．”．．．．．　”．”．．．．．　．．．”．．．．．　1922

HHl

BK343－3F
Ab4

1835　CAAAGGTTAA　TCGCATTTAT　T丁丁丁ACATGC　ACTCC丁丁「「CC　AAACCCCCTG　TACACTATTC

2325　．．．．”．”．　”．”．．H．　H．”．．”．　”．”．．”．　”．．．．．H．　”．n．．．．，

1923　”．H．．”．　”．”．．H．　”．”．．”．　”．”．．”．　”．”．一…　　一・一・・…

1894

2384

1982

HHl

BK343－3F
Ab4

1895　CGATCAGCAC　CAGAATCTGG　AGCATAAGCA　GAATGATGTT　TATTGCGGCA　AACTTCCTGC
2385　”．”．．”，　””，．．H，　”．”，．”．　．．．．．一”．　”．．，．．”．　，．．H．．．．，

1983　”．”．．．．．　”．”．．”．　”．”””，　”．”．．”．　”．”．．”．　”．”．．，．．

1954

2444

2042

HHl

BK343一一3F

Ab4

1955　AAAAGGTT丁T　AC丁GTAGAGC　CGCC丁丁TTGA　TGGGTCCCA’「　ACGACCGCTC　GGGτCCT’「G丁

2445　．”．．．．．．．　”．”．．”．　”．．．，．”．　”．”．．”．　”．”．．”．　．．”．．．．．．

2043　”．“．．”．　”．”．．”．　H．”．．．．，　H．”．．”，　”．”．．”．　”．”．．．．．

2014

2504

2102

日目l

BK343－3F
Ab4

2015　GTTGA丁CGCA　GAAACCG丁CG　AGG丁AAACTT　CCGATGGTAG　TGCGGCCGCC　CCGCGGTGA丁
2505　．．．．．．．．．．　．．．”．．．．．　．．．．．．．．．．　．．．．．．，．．．　．．．．．”．．．　．，．．，，・…

2103　“，”．．”．　．．，”．．H．　”．””H．　”．H．．H．　．．．“．．．．．　n．．．．．．．．

2074

2564

2162

日目l

BK343－3F
Ab4

2075　T丁CτAGτAAC　GTCA’「CCAGA　丁GTAGCACAG　C丁GGACTT丁C　AGCGTATGCA　TCGGTACAGC
2565　”．H．．．．．　”．”．．．．．　．．，”．．”．　一．，．．．．．．　”．．．．．，．．　”．．．．．．．．

2163　”．．”．”．　”．”．．．．．　．．．．．．．．．．　”．”．，”．　”．”．．，，．　”．”．．．．．

2134

2624

2222

HHl

BK343－3F
Ab4

2135　GGCCAGτGGG　G丁CATCTTG丁　GTAGTAGTGG　G『「GAG丁CGGT　AAGCACATTG　CT丁GAGGTGG

2625　．．．”．，．，．　”．”．．”．　”．H．．”．　”．”””．　．．．”．．．，，　”，”．．．．．

2223　”．”．，”．　”．．一．”．　．．．H．”．．　．．．，，．．．．．　”，”．．，．．　n．，．．．．．．

2194

2684

2282

HHl

BK343－3F
Ab4

HHl

BK343－3F
Ab4

HHl

BK343－3F
Ab4

2195　CGGAACT丁AT　GCGGGTGTAC　TCCTCG丁丁CT　CGGAGτCGC丁　CTCATACCCG　TAGGGGCTGA
2685　．．．H．．”．　”，．．．．H．　”．．．．．”，　．，．”．．”．　”．．．，．，，．　．．，”．．．．．

2283　．．．．．．．．．．　．．．．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Asp

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

2255　CGCGGGCCGG　ACCCTGCCAG　GCCGACGGGG　GGAATGCGAC　TCTGTCGTAC
2745　．．．M．．H．　．，，，．．．”．　”．”．．．．．　”．”．．”．　””T”．”

2343　”．．．．．．．．　一．”．．．．．　”．”，，．．．　”．n，．”．　，．．“C　．．”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gly

2315　AGGGGCGCGT　CTGGCGCT丁C　丁TT‘「TAAACA　GCTG『「GACAT　T’「TC丁丁GAAA

2805　．．．”””．　．，．”．．”．　．．．”H”，　”．”．．”．　，．．，．．．．．．

2403　．．．．．．．．．．　．，．

CACACGGTGG

AACAACTGGG

2254

2744

2342

2314

2804

2402

2374

2864

2462

図26．HHI株、　BK343株3FクローンとAb4株の各ウイルスDNAのBam　Hl　T断片の塩基配列（4）
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HH1　　　　　　　　2375　AGAGCAGC丁G　丁CT丁CτCAGA　GAC丁CTCGTC　TGGGACGTGG　TTCAACGTTG　ATTG丁GGTAG　　2434

BK343－3F　2865　．．．．．．．．．．　．．．．．．．．，．　．．．．．．．，．．　．，．．，．．．，．　，．．．．．．，．．　．．．．．．．．．．　2924

Ab4　2463　．．．．．．．．．，　．．．．．．．．．．　．．．，．．．．．．　．．．，．．．．．．　．．．i．．．”．　．．．．．．，．．．　2522

HH1　　　　　　　　2435　GGτT丁GAGAC　GTGTATGCGC　CTCCTCCACG　CTGGATC　　　　2471

BK343－3F　2925　．．．．．．．．．．　．．．．．．．．，．　．．．．．．．．．．　，．．，．．．　2961

Ab4　2523　，．．．．．．．．．　．．．．，．．．．．　．．．．．．．．．．　．．．．．．，　2559

図26・HHI株・BK343株3FクローンとAb4株の各ウイルスDNAのBavn　Hl丁断片の塩基配列（5）
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▼

表7．EHV－1のウイルスDNAの8am　HI　T断片中の繰り返し配列

コピー数（位置）

塩基配列 塩基数 HHI BK343－3F Ab4

AGGCCACGCCCACTGGG

TGGGGCTCACTGCTATGC

CATCTCCCCC・vATAGCCGGCC

17

18

299

　　11

（1　05－291）

　　16

（349－636）

　　　1

（1，033－1，331）

　　11

（105－291）

　　10

（349－528）

　　　3・

（925－1，821）

　　　13

　（1　05－325）

　　　19

（383－724）

　　　1

（1，121－1，419）
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D．

Ji，．．一．．一．．．

HH11番遺伝子　　　　　　1

BK343－3F　1－1番遺伝子　1

BK343－3F　1－2番遺伝子　　1

HH11番遺伝子　　　　　61

BK343－3F　1－1番遺伝子44

BK343－3F　1一・2番遺伝子44

HH11番遺伝子　　　　　121

BK343－3F　1－1番遺伝子104

HH　11番遺伝子　　　　　181

BK343－3F　1－1番遺伝子164

MRPEGVSRGR　ASSVSISMCP　PPPNGARRAS　LGCAPPLNSR　PVCCAPSSVS　LSSSSSRRSM　60

　　　　　　一一一一一一一．．．　。．．．。。．．．．　．．．．．．．．．．　．．．．．．．．．．　．．．。．．．．．．　　43

　　　　　　一一一一一一一p一一．．．　．．．．．．．．．．　．．。．．．．．．．　．lSPRSORGA　QP丁RFPNSLG　　43

PSLGSSRSSS　しPSTGSLRSl　TRDPERLPSR　PPSYTAINPE　CLLERGAERP　RAWTASVMTA　120

”．”．．”．　”．”．．”．　．．．．．．．”．　”．”．．”．　．．．”．．．．．　”．n．．”．　103

FPSFFPLGSS　．　LAL　i　59

PPSYSEALCQ　APPAYELVPE　LSYHPTaDPR　GVYSSRSDPH　QTSRRRQNPI　CIFIIVVATM　180

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．．．．．．．．　163

LLILGLLLTI　丁LSSLTNGKK　EK　　　　　202

”．”．．．．，　”．”．．H．　．．　185

図27．　EHV－1の1番遺伝子からコードされるタンパクのアミノ酸配列

　　　　一：配列をシフト、．：同一のアミノ酸
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2，471塩基
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HHI
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G
　
T
－
A

GTG　ATG
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　　t80
　　　　　TAG
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　量

TAA
　　　609塩基

　1－2番遺伝子
　　　180ATG　　　　　　TAG

］相同性1・・％

ATG

1－1番遺伝子
　　558

B　K343　一　一
TAA

一5t一
一　299　一　299　一一一一一）
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8aノηH1 Hind　IH　Hind　III　Hind　lll♪ぐho　l
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図28．HHI株とBK343株3Fクローンの1番遺伝子の構造
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TTGACCATGG

TGAACGTAGA

AAAACCTCAC

TCAATGACCT

TCACAGTAGG

CGCATACA丁G

AGG丁ACT丁GA

A丁GCCGTCCG

AAACCGGCCC

CTAACAAACTCACGGCGCCCTCACCACCAAC丁GCCGAA丁AGCCACCCACC

τG丁CCACATGGA丁TAAAAACGACTACAACTTAACGTCGTCA丁CC丁CCAAA

CτA丁G丁GGTTGTCCGCGCGAACGCAATAGCCAACCAAATAGAGGTCTTAG

TG丁CCCCCACGCAGAAAACCCCCACCAAACCGAGGCCCACAAGGTAGCCC
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図29． EHV－1の24番遺伝子のKpn　Iサブフラグメントの塩基配列（1）

一＝配列をシフト、．：同一の塩基、二重下線部：繰り返し配列の基本単位、

下線部：繰り返し配列領域
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図29．EHV－1の24番遺伝子のKpn　lサブフラグメントの塩基配列（3）
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図30．EHV一　1の24番遺伝子のKpn　lサブフラグメントがコードするアミノ酸配列
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　　　　下線部＝繰り返し配列領域
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繰り返し配列囮二33mer（CCCCCGCCGCGGCCCCGGCCAAATCTGCGGCGG）xN
　　　　　　　一　：　12mer（GGCCAAGGACCA）　x　N

図31．HH1株とBK343株3Fクローンの24番遺伝子のKpn　lサブフラグメントの遺伝子構造
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一：配列をシフト、．：同一の塩基、二重下線部：繰り返し配列の基本単位、

下線部：繰り返し配列領域
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表9．EHV－1の71 番遺伝子中の繰り返し配列

－

コピー数（位置）

塩基配列 塩基数 HHI　　　　　　　BK343－3F Ab4

GCCGCGτCTACA

`CGACCACAGCAGCA

`CCACCGCGGCTACC

12

P5

P5

　2　　　　　　　　　1’

i532－555）　　　　　　（532－543）

@　10　　　　　　　　13

i679－828）　　　　　　　　（667－861）

@16　　　　　　　　14

i859－1，098）　　　　　　（892－1，101）

　　1

i532－543）

@　7
i667－771）

@　6
i802－891）
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図33．EHV－1の71番遺伝子からコードされるタンパクのアミノ酸配列（1）

　　　　一：配列をシフト、．：同一のアミノ酸、二重下線部：繰り返し配列の基本単位、

　　　　下線部：繰り返し配列領域、↓：アミノ酸置換部位
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HH1 586　　TPHPDRLTPS　PDDTYDDDTN　HPNGRNNSIE　lVPaLPPDRP　llELGVA丁LR　KNFMEASC丁V 645

BK343－3F　587　，．．．．．．．．．　． 646

Ab4 517　”．”．．”． 576

HH　1 646　ETNSGLAIFW　KIGNASVDAF　NRGTTHrRLM　RNGVPVYALV　STLRVPWLNV　I　PLTKITCAA 705

BK343－3F　647　，，．．．．．．．． 706

Ab4 577　．．．．．．．．．． 636

HH1 706　　CPTNLVAGDG　VDLNSCT’「KS　丁TIPCPGQQR　THIFFSAKGD　RAVCITSELV　SOPTITWSVG 765

BK343－3F　707　．．．．．．．．．． 766

Ab4 637　．．．．．．．．．． 696

HH1 766　SDRLRNDGFS　QTWYGIQPGV　CGILRSEVRI　HRTTWRFGST　SKDYLCEVSA　SDSKTSOYKV 825

BK343・一3F　767　．．．．．，．．．． 826

Ab4 697　．．．．．．．．．． 756

HH1 826　　LPNAHSTSNF　ALVAATTLTV　TILCLLCCLY　CMしTRPRASV　Y．．．．。．．．． 866

BK343－3F　827　．．．．．．．．，． 867

Ab4 757　．．．．．．．．，． 797

図33．EHV－1の71番遺伝子からコードされるタンパクのアミノ酸配列（2）
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Ab4

HHI

BK343－3F

一一一一�ｨ脂一一一一一一→2，394塩基

　　1，813　GGGCACCACAGAGGTCGCGCAGGGGGTCGTCGGGGTAGCCCT

　　1，816　，＊＊＊T＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊T＊＊＊＊

2，601

ATG

1，854

1，857

1　13　14

繰り返し配列

　　　　　　　　　　　　　　　　　　TAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2，604塩基

一　：12　mer　（GCCGCGTCTACA）　×N

［ZZI　：15　mer　（AGCAGCAACGACcAc）　×　N

a　：15mer　（CACCGCGGCTACCAC）xN

図34．HHI株とBK343株3Fクローンの71番遺伝子の構造
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考 察

　今回の研究では、EHV－1　HH！株の4種類のBK細胞継代株のウイルスDNAについてBam　HI

切断DNA断片のプロファイルを解析したところ、161代までのプロファイルは親株のHHI株

と同じであったが、271代以後の高継代株では変化が認められた。Allenら（1983a）と

Studdertら（1986）はEHV－1をハムスターや株化サル腎臓（Vero）細胞、株化ハムスター腎

臓（BHK－21）細胞あるいは二化ウサギ腎臓（RK－13）細胞などの実験動物やウマ以外の動物

由来の培養細胞では低い継代数でも容易にウイルスDNAの制限酵素切断プロファイルが変化す

るのに対し、ウマ由来の培養細胞では100回忌連続継代後：でもウイルスDNAのプロファイルは

安定であると報告している。AIIenとBryans（1986）は、種々の弱毒ワクチン株でみられる固

有のDNA制限酵素切断プロファイルは、強毒気を異種動物の培養細胞で長期間連続継代した結

果であろうと推察している。EHV－1のRac－H株を用いたMeyerら（1987）の実験では、ブタ

二子腎臓（PK）細胞で連続継代して弱毒化させた場合、182代目でDNA構造に変化がみら

れ、この変化は421代まで継代しても安定していた。このことから、EHV－1を異種細胞のBK

細胞で連続継代した場合は、PK細胞と同様に、比較的ウイルスDNAの構造に変化は起きにく

いものと思われた。

　Kawakamiら（1978）はHH　1株のBK細胞継代株を子ウマに実験感染させると、268代以後

の継代株では顕著な病原性の低下を示したと報告している。さらに、著者らはBK継代株をマ

ウスに経鼻接種すると、継代数が増えるに従って肺でのウイルス増殖性が低下し、BK271株と

BK343株ではほとんど増殖しないことを明らかにした（lnazuら，1993；Kirisawaら，

1995）。BK継代株のDNA構造に変化のみられた継代数と子ウマやマウスに対する病原性の低

下を示した継代数とがほぼ一致していたことから、今回みられたDNA構造の変化と病原性低下

との間には深い関連があるものと考えられる。

　BK343株の3FクローンのDNA構造を親株のHH1株のものと詳細に比較検討したところ、

BK343株では9種類のBam　HI断片（A、　B、　D、　E、　N、　P、　QR、　S、　T）に分子：量の変化あ

るいは制限酵素切断点数の増加が認められ、そしてこれらの断片に存在する遺伝子のうち、1

番、24番と71番の3種類の遺伝子に変異の生じていることを明らかにした。1番遺伝子を含

むT断片がサザンハイブリダイゼーションによって階段状に多数検出されたが、これは、

BK343株のT断片の塩基配列を決定した成績から、299塩基を基本とする繰り返し配列のコピ

ー一狽翌ﾌ相違によることが明らかとなった。この繰り返し配列は1番遺伝子内に存在することか
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ら、これがBK271株あるいはBK343株の感染した培養細胞でみられた1番遺伝子のmRNA

が階段状に観察された原因である。さらに、BK343株では塩基置換により1番遺伝子の推定開

始コドンのATGがGTGに変化していたため、読み枠の一致する51塩基下流のATGを開始コ

ドンとしていると考えられる。この塩基置換はBK343株の3個の299塩基の繰り返し配列中

に存在するため・1番目と2番目の繰り返し配列からは同一の59個のアミノ酸がコードされ、

また、3番目の繰り返し配列以後からはHH　1株より17残基少ないタンパクがコードされるも

のと思われる。これらのことは、コピー数の多いものについても同様と考えられる。

　T断片が階段状に検出されたもう一つの原因として、ウイルス継代中に生じた不完全（DI）

粒子の混入が考えられる。HSV－1を高濃度で連続継代するとクラス1とクラスIIと呼ばれる2

種類のDI粒子が生じる（Frenke1，1981）。これら2種類のDI粒子のゲノム構造はお互いに

異なっているが、両クラスともhead－to－tailの繰り返し配列からなるため、適当な制限酵素で

消化すると構成基本単位が切り出されてくる。Barnettら（1983）は適当な制限酵素消化で生

じた構成基本単位をプラスミドベクターにリンカーの付加なしにクローニングした。しかし、

BK343株のウイルスDNAのBam　HI　T断片のプラスミドベクターへのクローニングはリンカ

ーを付加しない場合不可能であったことから（データ示さず）、この断片は構成基本単位の一

部ではなく、ウイルスゲノムの末端に存在することが確認された。さらに、種々の制限酵素で

BK343株のウイルスDNAを消化したが、構成基本単位を見い出すことはできなかった。これ

らのことから、BK343株にはクラス1あるいはクラスIIのDI粒子は存在しないことが明らか

となり、これらのT断片の階段状化への関与を否定しえるものと思われる。EHV－1では、こ

れまでのところ5，95kbを構成基本単位とするクラスIIのDI粒子しか報告されていない

（Baumannら，1986；Yalamanchiliら，1990）。

　1番遺伝子の機能はHSV－1とVZVがともに相同遺伝子を保有しないこともあって不明であ

るが、1番遺伝子を欠くEHV－1　KyA株のマウス細胞継代株は培養細胞で良く増殖できること

から、この遺伝子は培養細胞での増殖には不必要であることが知られている（Yalamanchiliと

○℃allaghan，1990）。しかし、培養細胞での増殖に不必要とされた遺伝子であっても、生体

内ではウイルスの体内伝播などに重要な役割をはたしている例が報告されていることから

（Meignierら，1988；RoizmanとSears，1990；Nishiyamaら，1993）、1番遺伝子のBK343

株感染細胞内での翻訳状況を含め、その機能を明らかにすることが今後の課題である。

　24番遺伝子はHSV－1のICP1／2（infected　cell　protein　l　and　2）をコードするUL36遺伝

子（McNabbとCourtney，1992a）と相同で、この塩基配列の中に繰り返し配列が存在してい
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る。今回の成績によって、HH1株とBK343株とで塩基数に差が認められたが、この塩基数の

差は繰り返し配列のコピー数の差によることが明らかとなった。ICPI／2はテグメントタンパ

クでその機能は完全に解明されていない。しかし、HSV－！が細胞に感染した後、　ICI）1／2は

ヌクレオカプシドからウイルスDNAを放出する過程や子ウイルスのヌクレオカプシドにウイ

ルスDNAをパッケージする過程に関与していると考えられている（Battersonら，1983；

ChouとRoizman，1989）。COurtney（1991）はgBとgCとがエンベロープでクラスターを

形成し、ある種のテグメントタンパクと結合している可能性を示唆している。また、McNabb

とCourtney（1992b）はICP1／2が主要なカプシドタンパクであるICP5と結合していること

を報告している。これらの報告と今回の成績をあわせて考えると、24番遺伝子内の変化が

EHV－1の複製過程あるいは構造に影響を及ぼしている可能性がある。特に、13attersonら

　（1983）はICP1／2に変異をもつ温度感受性変異株では、非許容温度でウイルスDNAがカプ

シドから放出されなくなることを報告した。BK343株も30℃で良く増殖するが40℃ではほと

んど増殖しない温度感受性変異株であることから（Kawakamiら，1978）、この増殖性の低下

は繰り返し配列のコピー数の変化にもとづいてタンパクの構造あるいは機能に変化が生じ、カ

プシドからのウイルスDNAの放出を阻害している可能性も考えられた。

　71番遺伝子の塩基配列が決定されたことにより、BK343株では、繰り返し配列のコピー一’数に

変化があることと2箇所の塩基置換（図32の1，819番目と1，853番目の塩基）によってアミノ酸

置換を起こすことが明らかとなった。最初の塩基置換により制限酵素Kpn　lの切断点が生じて

いた。71番遺伝子はUs領域に位置し、近年、エンベロープの糖タンパクをコー一一一一ドすることが

明らかにされ、ウイルス複製に必須でないとされている（Sunら，！994）。HSV－1のUs領域

に存在する遺伝子のうちウイルス複製に必須のものはgD遺伝子だけであるが（Longneckerと

Roizman，1987；Weberら，1987）、他の遺伝子を機能的に不活化したり欠損させると実験動

物に対する病原性が著しく低下することが報告されている（Meignierら，1988；Nishiyamaら，

1992）。PrVでは、培養細胞などを用いて弱毒化されたワクチン株の多くはUs領域の遺伝子

に変異を起こしているが、培養細胞でのウイルス複製には影響を及ぼさず、病原性と強く関連

していることが示唆されている（Bernsら，1985；Gielkensら，1985；IDmnicziら，1987b）。

従って、BK343株でみられた71番遺伝子の変異がウイルスの病原性低下と関係している可能性

が考えられる。

　．Bam　HIN，　P，　QRとSの各断片でみられた分子量の変化は、これらの断片に含まれる繰り返

し配列のコピー数の変化によるものと考えられた。EHV－1をウマ以外の培養細胞で継代する
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と短期間でこれらの断片の分子量に変化の起こることが報告されている（AIIenら，1983　a；

Studdertら，1986）。BK343株のQR断片内の多様性は、ブラック形成法によりクローニング

されたウイルスクローンでもみられたが、同様の成績はHSV－1でも得られている（Umeneら，

！984）・Maotaniら（1986）は、マレック病ウイルスの非腫瘍原性株ではウイルスDNAのIRs

領域内の繰り返し配列のコピー数が腫瘍原性株に比べ増えていることを見い出し、コピー数と

腫瘍原性との間に深い関連性があると推察している。しかし、EHV－1でみられたこれらの分

子量の多様性と病原性との関連性については今後の検討が待たれている。

　BK343株のE断片のUL部にみられた1．1　kbの脱落したDNA領域内にはタンパクをコードす

る遺伝子は含まれていなかった。しかし、ヘルペスウイルスDNAの非コード領域の機能はほと

んどわかっていないことから、このDNA脱落と病原性低下との関連性を否定することはできな

い。

　BK343株のウイルスクローニングを行ったのにもかかわらず、ウイルスクローン毎にB断片

とQR断片にDNA分子量の多様性がみられた。これらの断片にはウイルスのDNA複製開始点が

含まれており、B断片においては複製開始点を含む1．6　kbの断片が1ないし2個挿入されてい

た。QR断片の分子量の多様性は複製開始点の近くにある繰り返し配列のコピー数の変化によ

るものと考えられる。ヘルペスウイルスのDNA複製機構はいまだ完全には明らかとなっていな

いが、一般にDNA複製は1箇所あるいはそれ以上の複製開始点から始まりDNA複製に関与する

種々のタンパクの働きで行われる（HammerschmidtとS㎎den，1990；RoizmanとSears，

1990）。HSV－1の複製開始点に隣接する領域には複製開始を促進する転写制御領域が存在す

ることから．（PrestOnら，1984；WongとSchaffer，1991）、H：H1株とBK343株の転写制御領

域の塩基配列を比較することで、B断片とQR断片の分子量に多様性を示した原因が解明される

かもしれない。

　今回の研究により、HH　1株をBK細胞で長期間連続継代を行うことによって弱毒化された

BK343株のウイルスDNAには1番、24番と71番の3種類の遺伝子ならびに8箇所のタンパク非

コード領域で分子量に変化の起きていることが明らかとなった。特に、これら3種類の遺伝子

はEHV－1の病原性と関係することが推察され、今後、さらに詳細な検討が必要と思われる。
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第4章　71番遺伝子組み換えEHV－1のマウス肺に

　　　　　　　　　　　　おける増殖性

要 旨

　EHV－1　HH1株をウシ腎臓（BK）細胞で長期間連続的に継代して弱毒化されたBK343株で

71番遺伝子に変異が認められたことから、この変異と病原性との関連を調べるために3種類の

71番遺伝子の組み換えウイルスを作出して、その病原性をマウスモデルを用いて解析した。組

み換えウイルスは相同組み換えにより、HH　1株の71番遺伝子内にβ一ガラクトシダーゼ（β一

ga1）遺伝子を挿入したもの（β一71株）とβ一71株の71番・β一ga1結合遺伝子をBK343株

の71番遺伝子あるいはHH　1株の71番遺伝子に置き換えたもの（それぞれ、3F－71株、　Res－

71株）を作出した。これらのウイルスの生物性状を培養細胞を用いて検討したところ、ウイル

ス複製に大きな差はみられないものの、β一71株の細胞外へのウイルス放出量の減少傾向がみ

られた。また、組み換えウイルスのブラック形成能は、株化ウマ皮膚（E，Derm）細胞を用い

るとすべてH：H1株と同様であったが、　BK343株ではブラックサイズは小さかった。開化ウシ

腎臓（MDBK）および株虹ウサギ腎臓（RK－13）細胞を用いた場合、供試ウイルス株間に差は

認められなかった。これらのウイルスをマウスに経鼻接種し、マウス肺でのウイルス感染価を

測定したところ、β　一71株とBK343株の感染価はHH：1株の約1／ユ00であったが、3F－71株

とRes－71株の感染価はHH1株とほぼ等しかった。

　以上の成績より、EHV－1のウマに対する病原性とマウス肺での増殖性は良く相関すること

から・71番遺伝子産物は病原性に関与することが示唆された。しかし、HH1株の71番遺伝子

をBK343株の71番遺伝子に置き換えた3F－71株では増殖能の低下が認められなかったこと

から、BK343株の病原性低下には71番遺伝子の変異以外の要因も関与していることが示唆さ

れた。
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　EHV－1の病原性状ならびに生体内での免疫応答などの研究にウマを使用することは、経費

や飼育管理上の問題から困難となっている。このため、EHV－1に感受性を示す実験動物とし

てハムスターが用いられてきたが、ハムスターでは肝臓がウイルス複製の主要臓器であるなど、

病態はウマと大きく異なっている（DoUら，1953，1956；WilksとCO99ins，1977；Rollinson

とWhite・1983；Stokesら，1989，ユ991）。近年、　Awanら（1990，1991）は、　BALB／cマウ

スにEHV－1を経鼻接種すると、主に肺でウイルスが増殖し、妊娠マウスに流産を起こすなど、

ウマと非常に良く似た所見を示すことを報告した。その後、著者らによってマウスでもEHV＿

1の感染防御免疫が成立することが報告されて以来（lnazuら，1993）、マウスを用いた

EHV－1の病原性あるいは免疫原性に関する研究が増えているGへzmiとField，1993a，　b；

Slaterら，1993；Osterriederら，1995；Tewariら，1995）。さらに、著者らは、　EHV一一1を

BK細胞で継代した場合、継代数が増加するに従ってマウス肺における増殖性が低下し、271

代以後ではほとんど増殖しないこと、ならびにBK継代株でも弱いながらEHV－1に対する免

疫が誘導されることを報告した（Kirisawaら，1995）。これらの成績はウマを用いた場合とほ

ぼ同様であったことから、マウスモデルがEHV－1の病原性あるいは免疫原性の評価に有用で

あることが強く示された。

　PrVの病原性に関する遺伝子の多くは、これまで強毒株と弱毒株の遺伝子構造の比較により

同定された（KitとKit，1991）。前章では、　PrVの場合と同様の解析をEHV－1について行い、

弱毒株では3種類の遺伝子（1番、24番、71番）に変異が起きていることを明らかにした

（Kirisawaら，1994）。1番遺伝子の機能はいまだ不明であるが、24番遺伝子はテグメント

タンパクを・また・71番遺伝子はエンベロープ糖タンパクをコードする（Telfordら，1992；

Sunら，1994）。PrVの病原性に関与するタンパクの多くがエンベロープ糖タンパクであるこ

とから（Kl　tとKi亡，1991）・今回の研究では、　EHV－1弱毒株で変異のみられた3種類の遺伝

子のうち・エンベロー一一プ糖タンパクをコードする71番遺伝子について病原性との関連を調べ

た・すなわち・強毒心の71番遺伝子を弱毒株のものと置き換えた組み換えウイルス、あるい

は71番遺伝子産物の発現を抑えるためにβ一ガラクトシダーゼ（t3　一ga1）遺伝子を71番遺伝

子内に挿入した組み換えウイルスを相同組み換えにより作出し、これらのウイルスの生物性状

ならびに病原性を培養細胞とマウスを用いて検討した。
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材　料　と　方　法

1）ウイルス

HH　1株とBK343株の3Fクローン（第3章の材料と方法の項参照）を用いた。

2）培養細胞

　E・Derm細胞・MDBK細胞およびRK－13細胞を用いた。　E．　Derm細胞およびMDBK細胞

の増殖愚ならびに維持用培養液は第1章の材料と方法の項で述べたものを用いた。RK－13細胞

にはMDBK細胞用の培養液を用いた。

3）ウイルス価の測定

　E．Derm細胞あるいはRK－13細胞を96ウエルマイクロプレートで単層培養し、検体を

DME（E。　Derm細胞用）あるいはMEM（RK－13細胞用）で10倍階段希釈した後、1希釈あ

たり3ウエル、各ウエルに25μ1ずつ接種して37℃で1時間吸着させた。その後、5％FCS加

DME（E．　Derm細胞用）あるいは1％FCS加MEM（RK－13細胞用）をウエルあたり100μ1

加え、37℃、5％CO2存在下で5日間培養した。　CPEの有無を判定し、ベーレンス・ケルバー

法によりTCID50（50％tissue　culture　infectious　dose）を算出した。

4）ウイルスの精製

　E．Derm単層培養細胞にウイルスを接種し、第1章の材料と方法で述べた方法に従って部分

精製ウイルスを得た。次に、PBSにショ糖を20、30、40、50、60％濃度（w／v）に加えた各

液を用いて作出した不連続密度勾配にこのウイルス液を重層し、4℃で30，000rpm　90分間遠

心後（RPS40Tローター）、40％と50％ショ糖の境界部に形成されたウイルスバンドを回収

した・PBSで4℃30，000　rpm　1時間の遠心洗浄後、ウイルス沈渣を初めのウイルス液量の

ユ／500量のPBSに浮遊して精製ウイルスとし、小分けして一80℃に保存した。

5）ウイルス感染細胞からのDNA抽出

　第1章の材料と方法の項で述べた方法で行った。

6）DNAの制限酵素切断と電気泳動
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第1章および第3章の材料と方法の項で述べた方法で行った。

7）プラスミドDNAの抽出と精製

　第2章の材料と方法の項で述べた方法で行った。

8）組み換えプラスミド

　pUC18にクローン化されたHH1株のBam　HI　D断片（pEh－D、第2章参照）とBK343株

3FウイルスクローンのBam　HI　D断片（pEb－3F－D、第3章参照）ならびにβ一gal遺伝子が

組み込まれたプラスミドpCH110（Pharmacia社、スウェーデン）とプラスミドベクター

pBluescript　II（KS＋）を用いて、71番遺伝子組み換え用の種々のプラスミド（図35）を以下

のとおり構築した。

　（1）β一gal遺伝子導入用プラスミド

　正常な遺伝子産物の産生阻害と組み換えウイルスの検出を容易にするためにβ一gal遺伝子を

pEh－Dの71番遺伝子内に挿入し、マーカープラスミドpBanβ13を作出した。すなわち、

pEh－Dを制限酵素Ban　IIで切断して71番遺伝子を含む4．5　kbの断片を回収し、　T　4　DNAポ

リメラーゼで両端を平滑化した後、脱リン酸化したpBluescript　IIのSma　Iサイトに挿入した

（第2章および第3章の材料と方法を参照）。このプラスミドを制限酵素Mα1で切断して71

番遺伝子を開零し、両端を平滑化した後、脱リン酸化した。この部位に、pCH110中のSV40

（sirnian　virus　40）初期プロモーター・一一・を上流に持つβ一gal遺伝子を制限酵素丁醐II　1とBam

HIで消化して4・2　kbの断片として切り出し（Sakaguchiら，1993）、両端を平滑化した後、

この断片を挿入して導入用プラスミドpBanβ13を得た。

　（2）BK343株3Fクローンの71番遺伝子導入用プラスミド

　BK343株71番遺伝子の変異領域を含むDNAをpEh－D内の対応するものと置き換えて導入

用プラスミドP3F－D－ESを構築した。すなわち、　pEh－Dを制限酵素Cla　IとXho　Iで切断して

得た71番遺伝子の全長を含む7．O　kbの断片をpBluescript　IIにサブクローニングした後、71

番遺伝子の変異部分が存在する領域と相同の2．O　kbの断片を制限酵素EagIとSma　Iで切断し

て除去した。次いで・この部位に・pEb－3F－DからEag　lとSma　Iで切り出して得られた相同

断片を連結し、BK343株3Fクローンの71番遺伝子に置き換えた導入用プラスミドP3F＿D＿

ESを得た。
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T　F　J　H　M　L　K

　　EHVI　Bam　Hl

A　1　B　G　coE　，Q　，N　D　P，R　，S

HHI

71番遺伝子

　　　　MK c

B－71
Ba　Xb Mrr　K B／M　　　　Ba
L．i＝一．．一一．一一一．nyJ

　　　　　　千
SV40初期プロモーター＋β　・gal

pBan　B　13

　8．7　Kb

3F－71

　　　　　　　71番遺伝子

Xh　BaXb　E　KMKS　 Ba　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c

Res－71 BKM　Ba　E　MKS　Ba c

Xh　Xb

pEh－D

lO．9　Kb

図35・EHV－1の71番遺伝子組み換えウイルス、β　一一71株、3F－71株とRes－71株の構築に用い

たプラスミドDNA

　B，　Bam　Hl；　Ba，　Ban　l

T，　Tth　llll；　Xb，　Xba　1

；　C，　Cla　1；

；　Xh，Xhe

E，　Eag　1●K，KρnI；M，ル伽1；S，SmaI；
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9）組み換えウイルスの作出

　組み換えウイルスの作出は2段階で行った。まず、E．　Derm単層培養細胞にIlm株を

m・⊂，・i・（rnultiplicity　of　infection）10で接種し、37℃で1時間吸着後、維持培地を加えて

37℃で2時間培養した。TV液［0」％トリプシン（1：250、　Difco社、アメリカ合衆国）、

0・02％EDTA・PBS　pH　7・2］で単層培養細胞を消化して細胞浮遊液を作り、これをDMEで3

回洗浄後・細胞数が1x107個／mlになるようDMEに浮遊した。β一gal遺伝子導入用プラス

ミドpBanβ13をXlllo　1とNot　Iで切断して得た8．7　kbのDNA断片6μ9をDNA導入用緩

衝液（10mM　Tris一｝ICI　pH　8．0、1mM　EDTA、0．85％NaCI、0．02箔CaC12、0．02％

MgSO4）20μ1に溶解して細胞浮遊液380μ1に全量加えた。これを室温．で10分間静置後、

細胞｝DNA混合液400μ1を遺伝子導入用キュベット（620P／N・ギャップサイズ2mrn、　BTX

社・アメリカ合衆国）に移し・遺伝子導入装置（モデルECM600、　BTx社、アメリカ合衆

国）を用いて500Vモード、電気容量1，700μF、電気抵抗72オーム（R4モード）、設定電圧

130Vの条件でDNAを細胞にエレクトロポレーションで導入した。この細胞を室温で20分間

放置後、15％FCS加DMEを増殖用培養液として直径100　mmのシャーレで37℃、5％CO2

存在下で培養した。翌日、新鮮なE．Derm細胞を4x106個加えて培養を続け、2日後の約

100％の細胞がCPEを呈した時期に培養上清を回収した。

　相同組み換えによりβ一gal遺伝子が導入されたウイルスのスクリーニングにはブラック形成

法を用いた。すなわち、直径100mmシャーレに培養したRK－13単層細胞に、約2，000個の

ブラックを形成するよう調整された被検ウイルス液を接種し、37℃で1時間吸着させた後、こ

れにβ一ga1の基質であるX－galを0．1　mg／m1の濃度になるように添加された0．9％ノーブル

アガv一一一一（Difco社、アメリカ合衆国）・1％FCS加DMEを重層して37℃、5％CO　2存在下で

3～4日培養した。青色に染まるブラックを顕微鏡下で観察しながらウイルスを回収し、1mlの

5％FCS加DMEに浮遊させた・回収されたウイルス液をDMEで10倍階段希釈し、直径60

mmシャーレに単層培養されたRK－13細胞に接種し、上述のブラック形成法によるウイルス

クローニング操作を2回反復して得られたウイルスをβ一71株とした。

　HHI株の71番遺伝子をBK343株3Fクローンのものと置き換えた組み換えウイルスは以下

のように作出した・すなわち・E・Derm単層培養細胞にβ一71株をrn．⊂）．i。10で接種し、上記

の如く吸着・感染させて培養した後、細胞浮遊液を作製した。これに71番遺伝子導入用プラ

スミドP3F－D－ESをX？？o　1とCla　lで切断して得た7，0　kbのDNA断片10μ9を20μ1の

DNA導入用緩衝液に溶解し、上記の条件でエレクトロポレーションした。相同組み換えで
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BK343株3Fクローンの71番遺伝子に置き換わったウイルスは、　X－galを添加した寒天培地

下に形成された無色のブラックから回収され、さらに、2回ブラッククローニングを反復して

組み換えウイルス3F－71株を得た。対照として、　HH1株のBamHI　D断片を同様に導入して

リバー一・LタントウイルスRes－71株を得た。

10）サザンハイブリダイゼーション

　第2章と第3章の材料と方法で述べた方法で行った。プローブにはジゴキシゲニンー11－

dUTPで標識したHH1株ウイルスDNAのクローン化Bam　HI　D断片とpCH110のβ一ga1遺

伝子を含むTthlll　1－Bam　HI　DNA断片を用いた。

11）免疫血清

　日本白色ウサギ（♀、体重2．5kg）を用いて、　HH　1株に対する免疫血清を作製した。109

TCID50の精製ウイルスを10日間隔で4回、耳静脈から接種して免疫した。4回目の免疫から

1週間後にセラクタール麻酔下で心臓穿刺により血液を採取し、血清を得た。血清は56℃30

分間加熱して非働化後、一20℃に保存した。

12）SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）

　被検サンプルに等量のサンプル処理液（2倍濃度：125mM　Tris－HCI　pH　6．8、4％SDS、

20％グリセリン、10％2一メルカプトエタノール、0．01％プロモフェノールブルー）を混合し、

100℃5分間加熱した。サンプルはLaemmliの方法（1970）に従って10％SDS一ポリアクリル

アミドゲルを用いて100Vの電圧下で泳動した。

13）ウエスタンプロッティング

　SDS－PAGE終了後のゲルを転写用緩衝液（25　mM　Tris、192　mMグリシン、20％メタノー

ル）で15分間振盈して平衡化した後、Towbinらの方法（1979）に従ってタンパクをニトロ

セルロースメンブランに転写した。すなわち、60Vで5時間転写後、メンブランをTBS溶液

（50　mM　Tris－HCI　pH　7．5、150　mM　NaCl）で10分間振盈して洗浄した後、ブロッキング液

［0・5％ブロッキング剤（Boehringer　Mannheim社、ドイツ）、TBS溶液］に浸して4℃で一

晩静置した。メンブランは0．05％ツイン20を加えたTBS（T－TBS）溶液で室温5分洗浄後、

｝次抗体としてウサギ抗HH1免疫血清を、また、二次抗体としてペルオキシダーゼ標識ヒツ
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ジ抗ウサギIgG（CapPel社、アメリカ合衆国）をそれぞれ37℃で1時間反応させた。次に、

これをT－TBS溶液で十分に振盈洗浄してから、　ECLシステム（．4tmers　ham社、イギリス）を

用いて反応タンパクをX線フィルム上に検出した。

14）感染性ウイルス産生量の推移

　直径60mmシャーレのE・Derm単層培養細胞に、ウイルスをm．o．i．0．1で接種し、37℃で

1時間吸着させた・未吸着のウイルスをDMEで4回洗浄して除去した後、5％FCS加DMEを

5m1加えて37℃・5％CO　2存在下で培養した。ウイルス吸着を始めて、2、4、8、12、24、

48と72時間後に培養上清と細胞を別々に回収した。すなわち、培養上清は2，000rpm　5分間

遠心後一80℃に保存し・その細胞沈渣はDMEで2回遠心洗浄後、0．2　mlの5％FCS加DME

に浮遊させた。シャーレの細胞は培養液除去後、DMEで細胞表面を2回洗浄、ラバーポリス

マンで剥離して0．8mlの5％FCS加DMEに浮遊させ、先の細胞浮遊液を加えて一80℃に保存

した。その後、細胞中のウイルスを3回凍結融解して細胞から遊離させ、8，000rpm　10分間

の遠心上清を感染価測定に用いた。ウイルスのTCID50は96ウエルマイクロプレートの単層培

養E。Derm細胞を用いて前述の方法に従って測定した。

15）マウスへのウイルス接種

　4週齢のBALB／cA　Jcl♀（日本クレア、東京）を用い、エーテル麻酔下で約105　TC　ID50／

25μ1のウイルス液を経鼻接種した。これらのマウスは酪農学園大学動物実験施設のマウス飼

育装置（P2レベル）で飼育した。ウイルス接種後1日目と3日目に、エーテル麻酔下でマウス

の頚静脈を切断して放血殺後、肺を採取した。肺に9倍量のMEMを加えてガラスホモジナイ

ザーで乳剤を作製し、4℃で8，000　rpm　20分間の遠心上清を感染価の測定に用いた。ウイルス

感染価の測定は96ウエルマイクロプレートのRK－13単層培養細胞を用いて前述の方法に従っ

て行い、肺25㎎あたりのTCID50を求めた。

　ウサギとマウスを用いた実験は、酪農学園大学・北海道文理科短期大学・動物実験に関する

指針に従って行った。
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成　　績

1）組み換えウイルスの作出

　強弓HH1株のウイルスゲノムを基本に、相同組み換えによりIIH1株の71番遺伝子内にβ一

gal遺伝子を挿入したウイルスβ　一71株を作出した。次いで、この株のウイルスゲノムを基本

に・このウイルスの71番・・β一gal結合遺伝子領域を相同組み換えにより弱毒BK343株3Fク

ローンの71番遺伝子に置き換えた組み換えウイルス3F－71株とHH　1株の71番遺伝子に置き

換えたりバータントウイルスRes－71株を得た。これら3種類の組み換えウイルスの71番遺伝

子領域の組み換え状態をサザンハイブリダイゼーションで調べた（図36）。各ウイルスの71

番遺伝子が存在するウイルスDNAのUs領域の推定制限酵素切断地図を図37に示した。各ウ

イルスのBam　HI切断断片を、　HH1株のBam　HI　D断片のプローブと反応させたところ、

HH1株、　Res－71株、3F－71株とBK343株3Fクローンの各ウイルスでは10．9　kbのBam　HI

D断片のみが反応したのに対し、β一71株では8．9kbと6．2　kbの2本の断片と反応した（図

36－B）。これはβ一galをコードするDNA断片（pCH110の42　kbの7γh　III　1－Bam　HI切断

断片）を平滑化した後、71番遺伝子をMlu　Iで開裂して平滑化した部位に挿入した結果、平滑

化したBam　HI（5’一・・GGATC－3’）とMlu　I（5’一CGCGT・・一3’）の結合部（5L・・GGA一

TCCGCGT・・一3’）にBam　HIサイト（GGATCC）が生じたことによる。β一galプロv一一一ブで

は、β一71株の8．9kbの断片とのみ反応した（図36－C）。次に、　BK343株の71番遺伝子で

は親株の｝IHI株よりもKpn　l切断点が1個多いこと（第3章）を利用して、各ウイルスの

Kpn　I切断断片を上記と同様に反応させ、　BK343株の変異71番遺伝子の検出を試みた。　HH　1

株とRes－71株をD断片プローブと反応させた場合、いずれも9．O　kbと4．0　kbの断片と強い

反応がみられたが、3F－71株とBK343株3Fクローンでは9．Okbの断片と4。Okbの断片が

Kpn　l三三で生じた3．7　kbの断片と反応した（図36－E）。残りの開裂断片との反応は、塩基

数が0・3kbと少なすぎたため認められなかった。β一71株では9．O　kbと4．7　kbの断片が強く

反応した。β一galプローブでは、β一71株の4．7　kbと3．6　kbのKPn　I断片とのみ反応がみら

れた（図36－F）。

　β　一71株を作出する際に用いた遺伝子導入用プラスミドは、まず、71番遺伝子の全長を含む

HH1株のBan　II断片（4．5　kb）の両端を平滑化した後プラスミドベクターに組み込み、次い

で・β　一gal遺伝子を挿入して構築したため、遺伝子導入用DNA断片はベクターのクローニン

グサイトに存在するX：ho　IとNo亡1サイトを利用して切り出した。従って、この断片の両端に

98

三二灘i灘灘灘難灘雛難1灘難灘懸1憎憎i灘倣 藩
懇

｝、

E
灘
騨

灘
，
騰

愈
　

蘇

照
灘
購

織
剛
．

懇
，
襲

　
　
ぼ

騰
灘
、
職

雛
烈
叩
　
　
　
櫛

ゆ
　
　

　
が

綴
翻
．

繭
誌



を♪　　ac

、噌 S叫一　　　　・

　　　レ

　　し　ノもう　ぜ　ごノ　　　ら　　　　　アま　ド　リへ

轟i｛篇・趨臨彌師
糠揮課　膵稽選鑛構磯麟蚕灘撫榔鏡

はプラスミドベクタ…一一一の塩基が一部存在し、組み換えウイルスにもプラスミドの塩基が導入さ

れている可能性があったためサザンハイブリダイゼー・一一一ションでプラスミドの塩基の有無を検討

した（図38）・遺伝子導入用DNA断片の両末端部にはBan　IIサイトがないことから、β一71

株にこのサイトが消失している場合、プラスミドベクターの塩基の導入があったと判定し、保

持されている場合・塩基の導入はなかったものと判定した。各ウイルスのBan　II切断断片を

Bam　HI　D断片ブロー一一一・ブと反応させたところ、すべてのウイルスで3．6　kb、3．4　kbと2．5　kb

の3種類の断片が共通かつ明瞭に検出され、発色直後では0．5kbの断片も検出された（図38－

B）・さらに・β　一71株を除く4種類のウイルスでは遺伝子導入用に選択された4．5kbの断片

も共通に検出された。β一71株では4．5kbの断片の代わりに5．5　kbと2．2　kbの断片が検出さ

れた。相同組み換えの際、β一71株にプラスミドの塩基が導入された場合、5．5kbと2．2　kb

の断片は、それぞれ、隣接する0．5kbと2．5　kbのBan　II断片と結合した6．O　kbと4．7　kbの

大きさとなって検出されうる。β　一galプローブではβ　一71株のみが反応し、5．5　kb、2．2　kbと

1．0　kbの断片が検出された（図38－C）。これらのことから、β一71株のDNAにはプラスミド

の塩基が導入されていないことが確認された。

　以上のサザンハイブリダイゼーションの成績は、図37に示した制限酵素切断地図のDNA断

片の反応性と完全に一致していた。これらのことから、今回得られた3種類の組み換えウイル

スは相同組み換えにより期待どおりのDNA断片に置き換わっていることが確認された。

2）ウイルスタンパク

　組み換えウイルスのタンパクを、ウエスタンプロッティングで解析した（図39）。ウイルス

感染E．Derm細胞を可溶化し、10％SDS－PAGEで分画後、　HHI株に対するウサギの免疫血

清を反応させた。β　一71株では200キロダルトン（kD）を超えるタンパクとの反応性のみが

他の4株に比べて明らかに低下していたが、他のウイルスタンパクに対する反応性はHH1株

と同様であった。これらのことから、71番遺伝子は200　kDを超える巨大なタンパクをコード

し・しかも・この遺伝子領域にβ一ga1遺伝子が挿入されたβ一71株ではこのタンパクが正常に

産生されていないことが示唆された。

3）組み換えウイルスの培養細胞における増殖性

　71番遺伝子の変異と培養細胞におけるウイルス増殖との関連性を検討した。HH1株、β一

71株・3F－71株、　Res－71株とBK343株3Fクローンの5種類のウイルスについて、それぞれ
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m・o・iO・1でE・Derm単層培養細胞に接種し、接種後2、4、8、12、24、48、72時聞後に上

清と感染細胞を回収してウイルス感染価を調べた（図40、41）．その結果、培養上清でウイ

ルスは接種後12時間目から検出され、その感染価はβ一71株を除く4種類のウイルスで48時

間目に・β一71株では72時題目に最高値に達した（図40）。さらに、48時間目のウイルス感

染価はRes－71株と3F－71株が最も高く、次いで、　BK343株3Fクローン、　HH1株の順であ

ってβ一71株が最も低かった・細胞内のウイルスは接種後12時間目から検出され、その感染

価は48時間目にピークに達してVlた（図41）．ウイルス感染価はRes－7琳と3F－71株が最

も高く、次いで、β一71株、BK343株3FクローンとHH1株の順となり、各ウイルスの感染

価の差は最高と最低でほぼ10倍であった。次に、各ウイルスについて総感染性ウイルス（細

胞内の感染性ウイルスと培養上清中の感染性ウイルスの合計）に占める培養上清中の感染性ウ

ィルスの割合を求めたところ、接種後48時間以降で、β　一71株を除く4種類のウイルスで

80％以上を占めていた。一方、β一71株では培養上清中の感染性ウイルスは、48時間目で総感

染性ウイルスの約20％、72時間目で約50％であった。これらの成績より、3種類の組み換え

ウイルス、HH1株とBK343株3Fクローンの培養細胞での増殖性に大きな差は認められなか

ったが、β一71株は細胞でのウイルス複製の後、他の4種類のウイルスに比べて細胞外へのウ

イルス放出量が減少する傾向にあることが示唆された。

4）組み換えウイルスの細胞接触を介した感染性

　5種類のウイルスの細胞接触を介した感染性をE．Derm、　RK－13とMDBKの3種類の細胞

を用いて、ブラック形成法により調べた（表10）。ウイルス接種後5日目のブラックサイズを

比較したところ、RK－13細胞とMDBK細胞においては5種類のウイルス間で差は認められな

かったが、E．　Derm細胞では、　BK343株3Fクローンのブラックサイズが他の4種類のウイル

スに比べて約30％小さかった。これらのことから、71番遺伝子の変異は細胞接触を介した感

染性に影響を及ぼさないことが示唆された。

5）組み換えウイルスのマウス肺における増殖性

　組み換えウイルスの病原性をマウスモデルを用いて解析した。約1　05　・1℃ID50のウイルスを

10匹の4週齢マウスに経鼻接種し・1日目と3日目にそれぞれ5匹のマウスから肺を採材し、

肺のウイルス感染価を測定した（図43）。HH1株、　Res－71株と3F－71株接種マウスにおい

て・肺（25mg）のウイルス感染価はいずれもほぼ等しく、1日目では103・9－47　TCID　so、3日
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目では1033『3・6　TCIDs・であった・これに対し、β・一71株とBK343株3Fク・一ンでは感染価

が低く・1HEiで102’3’2’7　TCIDs・・3日目では・01・・一1・8　TCID5・となり、感染価は先の3種類の

ウイルスの場合の約1／100に低下していた。これらのことから、β一ga1遺伝子の挿入により

71番遺伝子産物の発現を抑えたウイルスのマウス肺における増殖性は低く、感染価は弱毒

BK343株3Fクローンと同酸の樺1こまで低下したが、　BK343株3Fク・一ンの変異71番

遺伝子では感染価が高く増殖性に影響を与えていないことが示唆された。
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図36．71番遺伝子組み換えウイルスDNAの組み換え部位のサザンハイブリダイゼーションに

　　よる解析

　　　　（A）ウイルスDNAの8am　HI切断電気泳動プロファイル。　（B、　E）Bam　HI　D断片プ

　　ローブ。　（D）ウイルスDNAのKpn　l切断電気泳動プロファイル。　（C、　F）SV40初期プ

　　ロモーターを含むβ一gal遺伝子プローブ。
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図37・HH1株・β一71株・Res－71株・BK343株3Fクローンと3F－71株の各ウイルスDNAのUs領域

　　のBam　Hl、　Kpn　1ならびにBan　11の制限酵素切断地図

　　　制限酵素切断地図の上部にはBam　Hl　DNA断片名を記した。

　　　SV40初期プロモーターを含むβ一gal遺伝子を太線でウイルスゲノム上に示した。

　　　B，　Bam　Hl；　Ba，　Ban　ll；　K，　Kpn　l
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図38．β一71株ウイルスDNAのサザンハイブリダイゼーションによる解析

　　（A）ウイルスDNAのBan　1i切断電気泳動プロファイル。　（B）Bam　Hl　D断片プローブ。

　　（C）SV40初期プロモーターを含むβ一gal遺伝子プローブ。
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図39．71番遺伝子組み換えウイルスタンパクのウエスタンプロット解析

　　　　ウサギの抗EHV－1　HH1株免疫血清を一次抗体として使用。
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図40．71番遺伝子組み換えウイルスの培養上清中の感染価の経時変化
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図41．71番遺伝子組み換えウイルスの細胞内ウイルスの感染価の経時変化
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図42・71番遺伝子組み換えウイルスの培養上清中の感染性ウイルスの

　総感染性ウイルス（細胞内の感染性ウイルスと培養上清中の感染

　性ウイルスの合計）に占める割合
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表10．71番遺伝子組み換えウイルスのブラックサイズ

培養細胞

ウイルス E．　Derm RK－13 MDBK

HHI

B　一一71

3F－71

Res一一71

BK343－3F

1　．02　±　O．Ogi）

1　．02　±　O．08

1　．03　±　O．09

0．99　±　O．08

0．70　±　O．062）

1．51　±　O．12

1　．50　±　O．13

1　．62　±　O．15

1　．59　±　O．12

1　．58　±　O．12

O．91　±　O．06

0．89　±　O．07

0．88　±　O．05

0．92　±　O．07

0．90土0．08

1）ウイルス接種5日目のブラックの平均直径±標準偏差（mm）（n＝20）

2）他の4株に対して、P＜0．005で有意差有り
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図43．71番遺伝子組み換えウイルスのマウス肺における増殖性
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考　　察

　EHv－1のエンベロープ糖タンパクの一つをコードする71番遺：伝子と病原性との関連を明ら

かにするため・組み換えウイルスを作出して検討した。組み換えウイルスは、強毒HH1株の

71番遺伝子のコード領域内にSV40の初期遺伝子プロモーターで発現するβ　一gal遺伝子を挿

入したもの（β一71株）・β一71株の71番・・β一gal結合遺伝子をそれぞれBK3∠13株の71番

遺伝子に置き換えたもの（3F－71株）と再度強毒HH1株の71番遺伝子に置き換えたもの

　（Res－71株）の3種類を相同組み換えにより構築した。β一71株が得られたことにより、71

番遺伝子はウイルス複製に必須でないことが確認された（SunとBrown，1994）。β　一gal遺

伝子をウイルスゲノム内に挿入し、本遺伝子を発現させた場合、ウイルス複製に悪影響を生じ

る可能性が考えられるが・HSVでは培養細胞と生体内のいずれでもウイルス増殖にまったく

影響を及ぼさないことが報告されている（MacLeanら，1991；Balanら，1994）。このことか

ら、今回の研究では、71番遺伝子産物の発現の阻害ならびに組み換えウイルスの選択を容易に

するためにβ一gal遺伝子を使用した。

　BK343株の71番遺伝子は、　HH1株と比べて2箇所のアミノ酸置換と3種類の繰り返し配列

のコピー数に相違が認められており（第3章）、この変化が病原性にどのような影響を及ぼす

かが興味の対象となっていたが、この遺伝子に置き換えた3F－71株はマウス肺で強毒株と同様

に増殖した。ポリオウイルスのワクチン株Sabin　3型の神経毒性の欠除はウイルス構造タンパ

クVP3の1個のアミノ酸置換で生じ（Westropら，1989）、また、狂犬病ウイルスでも神経

毒性の欠除が糖タンパクgGの1個のアミノ酸置換で起きることが（Tu　ffe　reauら，1989；

Lafayら・1991）報告されている・PrVでは・糖タンパクgIの主要な抗原決定領域の2個のア

ミノ酸の除去で神経指向性が低下し（Jacobsら，1993a）、TK　V舌性は1個のアミノ酸置換で低

下することが（Prie亡。ら，1991）報告されている。これらのことから、　BK343株でみられた

71番遺伝子の変化は・病原性を規定する程の強いものでないことが示唆された。しかし、細胞

継代あるいは動物継代で作出されたPrV弱毒株の病原性の低下は単一の遺伝子の変異ではなく

複数の変異によって起きていることが報告されている（Lomnicziら，1984，1987a，　b）。PrV

の病原性に関与するタンパクのうちgC・gEとgIの発現を単独で抑えた場合、病原性がほと

んど低下しないのに対し・gCとgEあるいはglの両方を除去すると相乗効果によって病原性

が低下する（Mettenleite・ら・1988）・．Kimmanら（1994）は互いに関連のないgEとTKあ

るいはプロテインキナーゼの両方の発現を抑えると病原性が低下すると述べている。また、
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HSV－1において・単独ではウイルス複製や病原性に影響を及ぼさない変異が入っているDNA

ポリメラーゼ遺伝子とTK遺伝子の両方を持つウイルスでは、病原性が顕著に低下したとの報

告がなされている（Jacobsonら，1995）。このようなことから、　BK343株においても、病原

性に関与する遺伝子が複数存在することが考えられ、71番遺伝子の変異も他の遺伝子と相乗的

に関与して病原性を低下させているのかもしれない。

　71番遺伝子産物の発現を抑えたβ一71株のマウス肺における増殖性は弱毒BK343株の場合

と同程度にまで低下していた・この組み換えウイルスのタンパクを解析した結果、71番遺伝子

は200kDを超す巨大なタンパクをコードすることが示され、　Sunらの報告（1994）と一致し

ていた・その他のウイルスタンパクの産生については、71番遺伝子に変異があっても大きな影

響はみられなかった・しかし・β　一71株のウイルス精製を密度勾配遠心で試みたところ、単＿

のバンド形成はほとんどみられなかったことから（データ示さず）、ウイルス粒子の比重ある

いはウイルス粒子自体が71番遺伝子産物の欠除によって不安定になっている可能性が示唆さ

れた。また、71番遺伝子産物の発現を抑えたβ一71株では細胞外へのウイルス放出量が対照の

ウイルスに比べて減少する傾向にあった。71番遺伝子産物は○一グリコシド結合で糖鎖が大量

に付加した糖タンパクであることが報告されている（Sunら，1994）。0一グリコシド結合し

たウイルスタンパクとして、HSV－1のgC（JohnsonとSpear，1983；Da11’Olic）ら，1985）、

HSV－2のgG（Serafini－Cessiら，1985）、ヒトサイトメガロウイルスの149　kDのテグメン

トタンパク（Benkoら，1988）、アデノウイルス2型と5型のファイバータンパク（Mullisら，

1990）、ロタウイルスの非構造タンパクNS26（GonzalezとBurrone，199！）およびバキュ

ロウイルスの構造糖タンパク9P41（WhitfordとFaulkner，1992）などが報告されている。

O一グリコシド結合した糖鎖の機能はいまだほとんど不明であるが、タンパク機能の調節、複合

タンパクの構造決定や安定化・細胞内でのタンパク変性の防止ならびに核膜あるいは細胞膜へ

の輸送などに関与すると推定されていることから（Hartら，1989）、今回のβ一71株でみられ

た成績は・71番遺伝子産物がO一グリコシド結合したタンパクであることに起因することが推

察された。また・Wagenaarら（1995）は・Us3遺伝子からコードされるプロテインキナ＿ゼ

の発現が抑えられたPrVでは核からのウイルス放出量が低下していると報告し、これにはプロ

テインキナーゼでリン酸化をうけるタンパクが関与すると考察している。71番遺伝子のコv一一・一ド

領域内には・DNA解析の結果・リン酸化されうる部位が多数存在することから（データ示さ

ず）・71番遺伝子産物が細胞からのウイルス放出に直接関与する可能性も考えられる。

　ブラックサイズの比較では・弱毒BK343株のブラックだけが、71番遺伝子産物の発現を抑
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えたβ『71株を含む他のウイルスと比べて小さくなっていた。このことは、供試した5種類の

ウイルス株の培養細胞での増殖性はほぼ同様であったことから、BK343株の細胞接触を介し

た感染性が低下していることを示唆し、β一71株では強毒株と同程度の感染性であることを示

唆している・PrVのglを変異させると、培養細胞で形成されるブラックサイズが小さくなり

病原性も低下することが報告されている（Jacobs，1993b）。さらに、　PrVのgD、　gE、　gGと

gIの4種類の遺伝子をすべて欠損させたウイルスでは、これらの遺伝子を単独で除去したとき

よりもはるかにブラックサイズが小さく、病原性も低下したとの報告もあることから

（Mettenleiterら，1994）・BK343株のブラックサイズの減少にも複数の遺伝子が関与すると

ともに病原性とブラックの大きさにも何らかの関連があると推測された。この成績から、

BK343株とβ一71株でマウス肺におけるそれらの増殖性の低下機構は異なることが推察される。

今回のBK343株のブラックサイズの減少が、　E．　Derm細胞でのみみられ、　MDBK細胞や

RK－13細胞でみられなかったことから、尉朋包接触を介するウイルス感染にはウイルスタンパク

のみならず、細胞側の因子も深く関与することが推定される。

　以上の成績より、71番遺伝子産物は病原性に関与し、この遺：伝子産物の発現を抑えることで

病原性を低下させうることが示唆された。しかし、弱毒株の変異71番遺伝子は単独では病原

性を低下させることができず、他の変異遺伝子との協調作用が弱毒株の病原性低下の一因とな

っている可能性が考えられた。今後は弱毒株で変異のみられた残りの2種類の遺伝子（1番遺

伝子と24番遺伝子）について、病原性との関係を調べるとともに71番遺伝子産物の機能の：解

明が待たれている。
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総　　括

　ウマヘルペスウイルス1型（EHV－1）は、アルファヘルペスウイルス弛科に属し、妊娠馬

の死流産や子ウマの鼻肺炎・また、ときには神経疾患を引き起こす。同じ亜科に属するウマヘ

ルペスウイルス4型（EHV－4）は主として子ウマに呼吸器疾患、また、まれに妊娠馬に死流

産を起こすウイルスでEHV－1と抗原的に近縁である。　E卜r▽一1による流産は毎年発生し、軽種

馬革産業界に多大の経済損失を与えていることから、ウマのウイルス性疾病の中で最も重要視

されている・流産防止用に不活化ワクチンが応用されているが、その効果が不充分であるた

め、有効なワクチンの開発が切望されている。

　本研究では・EHV－1による流産の防止対策の一環として、　EHV－1感染症の迅速な確定診断

法の確立、日本で分離されたEHV－1のDNA解析ならびに遺伝子組み換えによるワクチン開発

に必要な基礎的検討を行い、以下の成績を得た。

1．EHV－1とEHV－4感染症を迅速に診断する目的でポリメラーゼ連鎖反応（PCR）の応用を

試みた。両ウイルスのエンベロープ糖タンパクgB遺伝子の塩基配列をもとにプライマー・一一一を設

定し、それぞれのウイルスに特異的なプライマーを混合してPCRを行なうことによって、容

易に両ウイルスを型制することが可能となった。野外のウマ流産例に本法を応用したとこ

　ろ、PCRによる成績はウイルス分離の成績と完全に一致した。このことから、本PCR法は両

ウイルス感染症の優れた迅速診断法であることが示唆された。

2・日本で分離された9株のEHV－1のウイルスDNAを制限酵素Bam　HIで切断して電気泳動プ

　ロファイルを比較したところ・EHV－1不活化ワクチンの実用化前に分離された3株と実用化

後の6株との間に大きな変化はみられなかったが、9株の問ではいくつかの断片で分子量の違

いが認められた・そこで・これらの断片をサザンハイブリダイゼーションで調べたところ、

B∂m　HI消化で得られるA～Tまでの20断片のうち・A、　D、　E、　N、　P、　QR、　SとTの8断片に

変化を認めた・特に・A断片の分子量の変化はこれまでに報告がなく、今回の研究で初めて明

らかになった。

3・日本で初めて分離されたEHV－1の強毒HH　1株とこれをウシ腎臓（BK）細胞で77代

　（BK77株）・161代（BK161株）・271代（BK271株）と343代（BK343株）連続継代して

作出された株のウイルスDNAをB∂m　HIで切断して電気泳動プロファイルを比較したとこ

ろ・BK77株とBK161株は親株のHH1株と同一のプロファイルを示したが、　BK27ユ株と

BK343株では明らかに親株と異なっていた。この変化を認めた株の継代数はウマに対する病
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原性低下を示した株の継代数と一致していた。BK343株で変化を認めた断片は、　Bam　HI

　A・B・D・E・N・P・QR・Sおよびrと同定された。各断片の変化領域を特定したところ、

　T断片上の1番遺伝子・A断片上の24番遺伝子とD断片上の71番遺伝子に変化を認めた。他の

　6断片には非コード領域あるいは繰り返し配列部位に変化を認めた。変化を認めた3遺伝子の

塩基配列を決定したところ、1）1番遺伝子内には299塩基を単位とする繰り返し配列の挿

入・2）24・番遺伝子には繰り返し配列のコピー数の変化、3）71番遺伝子では繰り返し配列の

コピー数の変化とアミノ酸置換を伴う2箇所の塩基置換が認められた。以上の成績より、BK

細胞で長期間の連続継代で変化したウイルスゲノム領域のうち、これら3種類の遺伝子が病

原性に関与している可能性が推察された。

4・BK343株でみられた71番遺伝子の変異と病原性との関連を調べるために、相同組み換え

により・親株であるHH1株の71番遺伝子内にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を挿入したもの

　（β一71株）、β一71株の71番目β一ガラクトシダーゼ結合遺伝子をBK343株の71番遺伝

子あるいはHH1株の71番遺伝子に置き換えたもの（それぞれ、3F－71株、　Res－71株）を

作出した。これらのウイルスの生物性状を培養細胞を用いて検討したところ、ウイルス複製

に大きな差はみられなかったが、β　一71株の細胞外へのウイルス放出量が他の株に比べて減

少する傾向にあった。これらのウイルスをマウスに経鼻接種し、マウス肺のウイルス感染価

を調べたところ、β一71株とBK343株の感染価はHH1株の約1／100であったが、3F－71株

とRes－71株ではHH　1株と同様であった。以上の成績より、71番遺伝子産物は病原性に関与

することが示唆された。しかし、BK343株の71番遺伝子で置き換えられた3F－71株の増殖

性は低下しなかったことから・BK343株の病原性低下が71番遺伝子の変異だけによるもの

ではないことが示唆された。
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　Genetic　diagnosis　for　equine　herpesvirus－1　（EHV－1）　infection　and　viral

genomic　analysis　ofEHV－1　isolates　in　Japan　and　attenuated　EHV－1　strains

RIKIO　KIRISAWA

助α〃〃1伽ゾVeteri〃α’卿’c・・わ1・1・gy，　Sch・・1　q伽繍α’アM・d’。1“e，！～α伽。

　　　　　　　　　　　　Gαん〃α1伽v・・5砂，Ebetsu，　H・細4・069，ゆαη

　　　　　　　Equine　herpesvirus－1　（EHV－1），　a　member　of　the　subfamily

Aiphaherpesvirinae，　has　long　been　causally　implicated　in　the　occurrence　of　abortion

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

respiratory　disease，　neonatal　deaths　and　neurological　disorders　in　horses．　Antigenically

related　equine　herpesvirus－4　（EHV－4），　a　member　of　the　same　subfamily，　is　primarily　a

causative　agent　of　respiratory　disease　and，　occasionally，　abonion．　Outbreaks　of　abortion

due　to　EHV－1　have　been　observed　almost　every　year　and　causes　severe　economic　losses

in　the　horse　breeding　industry．　ln　attempts　to　prevent　EHV－1　infection，　inactivated

vaccine　was　applied　to　pregnant　mares　but　with　little　efficacy，　A　safe　and　effective

vaccine　is　necessary　to　protect　horses　from　diseases　associated　with　EHV－1，　particularly

aborti　on．

　　　　　　　The　purpose　of　the　present　study　was　to　establish　polymerase　chain　reaction

（PCR）　technique　as　rapidand　sensitive　method　to　the　detection　and　identification　of

EHV－1　and　EHV－4　to　control　the　spread　of　the　infections，　and　to　investigate　the

electropherotype　of　Japanese　field　isolates　of　EHV－1　before　and　after　vaccine　use　and

to　determine　the　variable　regions　of　the　viral　genome　among　the　viruses．　ln　addition，　the

genomes　of　virulent　and　attenuated　EHV－1　strains　were　compared　to　delineate　the

architectural　differences　as　a　step　toward　elucidating　the　potential　relationship　between

pathogenicity　and　passage－induced　alterations　incurred　at　the　genomic　level　and　an

estimated　virulence　factor　was　investigated　by　constructions　of　recombinant　EHV－1
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viruses　for　a　live　vaccine　development．

　　　　　　　The　results　of　the　experiments　were　summarized　as　follows：

1．　Detection　and　identification　of　EHV－1　and　EHV－4　by　PCR，

　　　　　　　A　rapid　method　for　detection　and　identification　of　EHV－1　and　EHV－4　was

developed　using　PCR．　Primers　for　PCR　were　designed　from　aligned　nucleotide

sequences　of　glycoprotein　B　genes　of　both　viruses　to　amplify　specific　regions　for　EHV－

1　or　EHV－4．　By　using　type　specific　primer　mixture，　amplified　fragments　were　identified

as　EHV－1　or　EHV－4　in　a　one－step　reaction，　This　technique　was　applied　on　specimens

from　aborted　fetuses．　There　was　complete　accordance　between　the　results　of　PCR　and

virus　isolation．　The　PCR　system　could　differentiate　the　two　virus　types　rapidly　in　a　one－

step　reaction．

2．　The　genomic　diversity　among　EHV－1　strains　isolated　in　Japan．

　　　　　　　The　DNAs　from　nine　field　isolates　of　EHV－1　in　Japan　were　analyzed　by

digestion　with　the　restriction　endonuclease　Bam　HI　and　Southern　hybridization．　EHV－1

DNA　was　cleaved　to　20　fragments　（fragments　A　一　T）　by　Bam　HI　digestion．　Comparing

restriction　profiles　among　the　EHV－1　strains，　there　was　no　considerable　difference

between　isolates　before　and　after　vaccine　application，　but　some　minor　variations　in　the

mobility　of　Bam　HI　fragments　were　observed．　Eight　fragments　（Bam　HI　A，　D，　E，　N，　P，

QR，　S　and　T）　were　identified　as　variable　fragments　in　molecular　weight　among　the　nine

isolates　by　Southern　blot　analysis．　The　variability　of　the　A　fragment　has　not　been

reported　yet．

3．　Comparison　of　the　genomes　of　attenuated　EHV・一1　strains　with　their　parent　virulent

　　strain．

　　　　　　　To　elucidate　the　virulence　factor　of　EHV－1，　the　genomic　architecture　of　the

HHI　strain，　the　first　Japanese　isolate　of　EHV－1，　was　compared　with　that　of　its　four
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descendant　strains　obtained　by　serial　passage　in　bovine　kidney　（BK）　cells，　i．e．，　BK77，

BKI61，BK271　and　BK343．　ln　preliminary　studies　high－passaged　BK271　and　BK343

10st　virulence　in　colts，　and　in　the　present　study　digestion　with　restriction　endonuclease

Bam　HI　showed　that　the　DNAs　of　BK271　and　BK343　differed　markedly　from　the　DNA

profiles　of　HHI，　BK77　and　BKI61．　BK343　involved　nine　variable　fragments，　i．e．，　Bam

HI　A，　B，　D，　E，　N，　P，　QR，　S　and　T．　Among　the　genes　located　in　the　variable　fragments，

three　genes　（1，　24　and　71）　were　found　to　have　changed　via　serial　passage　in　the　BK

cells．　Nucleotide　sequence　analysis　revealed　that　the　three　genes　contained　a　different

number　of　copies　of　repeat　sequences　compared　to　those　of　the　genes　of　HHI，　ln

addition，　the　gene　71　had　two　point　mutations　which　affected　the　amino　acid　sequences．

Thus　these　three　genes　are　thought　to　play　an　important　role　on　the　pathogenicity　of

EHV一一　1　．

4，　Characterization　of　gene　71　mutants　of　EHV－1　in　cell　cultures　and　the　lungs　of　mice．

　　　　　　　The　direct　relationship　of　the　gene　71　of　EHV－1　with　virulence　was　analyzed

by　constructing　three　recombinant　EHV－1　viruses　by　homologous　recombination．　The

gene　71　of　EHV－1　HHI　strain　was　replaced　by　the　mutant　gene　71　of　BK343，　and

designated　3F－71．　The　6－galactosidase　（　6　一gal）　gene　of　Escherichia　co／i　was　inserted

within　the　gene　71　coding　sequences　of　HHI　and　designated　6－71，　Revertant　virus

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

Res－71，　was　constructed　by　replacing　the　fusion　gene　71　of　B　一71　with　the　gene　71　of

HHI，　Virus　replications　of　these　recombinant　viruses　in　cell　cultures　were　not　affected

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

but　release　of　P　一71　from　infected　cells　was　partially　affected　compared　to　the　other

viruses．　After　intranasal　infection　of　mice　with　the　viruses，　lung　virus　titers　were

determined．　The　growth　abilities　of　B　一71　were　reduced　to　the　level　of　BK343　and　the

titers　were　about　100　times　lower　than　those　of　3F－71，　Res－71　and　HHI．　These　results

indicated　that　inactivation　of　the　gene　71　affected　the　virulence　of　EHV－1．　However

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

the　mutant　gene　71　of　BK343　alone　did　not　confer　the　attenuated　nature　to　EHV－1．
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