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第1章　　序論

　マレック病（MD）は、自然発生の胸腺細胞性のリンパ腫である。1967年に

churchi11とBiggsは、マレック病腫瘍より細胞随伴性のヘルペスウイルス（MDv）

を分離し、このウイルスがレトロウイルスの混入のない条件で腫瘍を引き起こ

すことを示し、MDの原因であることを明らかにした：1）。分離されたウイルスは

培養細胞で継代可能で、継代中に弱毒化した22》、この弱毒ウイルスをワクチンと

して利用できることが示された23）。その後、七面鳥から、MDVと血清学的に関連

する無毒のウイルス（HVT）が分離され100｝、　HVTがワクチンとして広く利用され

るよう1となった67｝。Von　BulowとBiggsg8）は、　MDVを血清学的に関連する2種の

血清型として分類した。すなわち、血清型1には病原性株と弱毒株ならびに非

病原性株が、血清型2には自然例から分離された非病原性株が含まれる。加えて、

彼らはHVTはMDVに含まれるものとし、血清型3のMDVとした。　MDVのゲノムDNAの

構造と塩基配列はヒト単純ヘルペスウイルス（HSV）、帯状胞疹ウイルス（VZV）

が属するアルファヘルペスウイルス群に近く9’88》、ウイルスの増殖過程は

Epstein－Barrウイルス（EBV）が属するガンマヘルペスウイルス群1こ近い64’　92）．

そのため、現在では未分類のヘルペスウイルスとされている。

　一般に、ヘルペスウイルスは、感染した宿主体内において感染のステージと

宿主細胞に依存して、子孫ウイルスを産生するような感染（productive

infection）である崩壊感染と、ウイルス活性化を伴わない潜伏感染双方の感染

様式をとることが知られている76）。MDVは感染初期（3－6日）においてBリンパ

球に感染しこれを破壊する14’　69｝。Bリンパ球の崩壊感染によるネクローシスは、

感染鶏の免疫を抑制7e）する一方、Tリンパ球を免疫学的に活性化する14’41’42）。こ

の免疫学的な活性化は、Tリンパ球のMDV感染に対する受容性を高め、結果とし

て潜伏感染の成立を促進することが示唆されている1e）。一週間の潜伏期に続い

て、感染後2週目から二次的な崩壊感染が羽包上皮（FFE》、腎尿細管上皮等の上

皮と一部のリンパ系の器官で開始される83｝。特にFFEにおいては、崩壊感染が顕

著に進み、感染性のウイルス粒子が産生される。一方、マレック病による腫瘍
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形成は感染後3－4週目に認められる11）。腫瘍細胞はMDVが潜伏感染したTリンパ

球であるが87）、腫瘍化の時期は明らかにされていない。試験管内における腫瘍

化が成功していないことから、感染円内におけるMDV感染細胞の詳細な観察が求

められている。

　MDVによる腫瘍形成過程の解析のためには、　MDV感染細胞を細胞を高感度に検

出する方法の開発とともに、細胞内で発現するウイルス蛋白質の検索が必要と

なる。感染細胞は、従来抗体が用いられてきたが、この方法では、崩壊感染が

成立し十分な抗原が蓄積しなければ検出は不可能である69）。　また、潜伏感染細

胞には抗原の蓄積が起きないため、抗体による検出は難しいlo）。一方、ウイル

スゲノムを組織切片上で検出する方法として、in　situハイブリダイゼーション

法（ISH法）が報告されている78）。しかしながら、ウイルスゲノムのコピー数が少

ない潜伏感染細胞では、パラフィン切片にISH法を応用してもウイルスゲノムの

検出が難しい28．29｝。それに対し、ウイルス転写産物を検出する場合には、発現

頻度の高いmRNAを選択することによりウイルスゲノムの検出に比べ、顕著な感

度の向上が期待される104｝。また、細胞にウイルスが感染した当初から発現し、

ウイルス遺伝子活性化の最初のステップとなる転写産物を検出することにより、

ウイルス抗原が細胞内に蓄積するのを待たずに、MDV感染細胞が検出できる。こ

のような観察により、従来検出できなかった感染初期の細胞の検出が期待され

る。また、同時に腫瘍形成以前におけるMDV感染細胞の局在も解析できる。現在

のところ、MDVについて、ウイルス遺伝子の転写活性化を引き起こすことが確認

された遺伝子は報告されていない9）。有力な候補として、HSV感染において感染

直後に発現し、ウイルス遺伝子群の発現を誘導することが示されているICP4の

MDVにおけるホモローダ（MDV　ICP4遺伝子）があげられる2｝。

　　MDVは試験管内で培養された鶏胚線維芽細胞（CEF）に容易に感染し、感染細

胞を非感染細胞と共培養することにより感染の継続（継代）が可能である6’　86｝。

CEFにおける感染実験で蛋白質合成阻害剤や、ウイルス複製の阻害剤を共存させ

ることにより、ウイルス特異的な蛋白質群を感染後最初に発現される前初期蛋
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白質、前初期蛋白質の発現後ウイルスゲノムの複製前に合成される初期蛋白質

およびウイルスゲノム複製後に発現する後期蛋白質に分類することが可能であ

る85｝。HSVおよびヒトサイトメガロウイルス（HCMV）ではこれらの蛋白質について

機能解析が進んでおり、前初期蛋白質は主としてウイルス遺伝子群の調節因子、

初期蛋白質は主としてウイルスゲノムの複製因子、そして、後期遺伝子群は主

としてウイルス粒子を構築する構造蛋白質であることが報告されている90’　91）。

HSVについてはウイルスが細胞内に侵入後、前初期および初期蛋白質が崩壊感染

を決定づけると考えられる91）。なかでも、HSVの前初期蛋白質の一つであるICP4

は、多くの初期および後期遺伝子の発現開始を誘導し、また、ウイルス増殖に

必須であることから重要な蛋白質とされている55’　60’　75）。　また、この蛋白質の遺

伝子については、VZV、オーエスキー病ウイルス（ADV）、猫ヘルペスウイルス（FHV）

および馬ヘルペスウイルス1型（EHV　l）でそのホモローダ（VZVのORF62、　ADVの

IE180、　FHVのIEおよびEHV　1のIE1）の存在が報告されている20’　38’　40’　44’　51）。　MDVで

もICP4のホモロー・グが報告され、ウイルスの活性化への寄与が示唆されている2）。

その遺伝子の塩基配列より、MDV　ICP4は、アルファヘルペスウイルス群のICP4

ホモローダと類似する構造を取ることが予想されている。また、本遺伝子は、

潜伏感染細胞においてはほとんど発現せず、崩壊感染細胞において強く発現す

ることが観察されている18’57｝。これらの知見から、MDV　ICP4はMDVが細胞に感染

した当初より発現し、ウイルスの活性化を促す事が示唆される。さらに、ウイ

ルス遺伝子の転写を活性化することが示された場合には、MDV　ICP4遺伝子は感

染後それらの遺伝子に先んじて転写されることから、MDV　ICP4をプローーブとす

ることにより、他の遺伝子をプローブとするよりも高感度にMDV感染細胞を検出

できる可能性がある。本研究は、MDV　ICP4によるウイルス遺伝子活性化作用を

試験管内で明らかにするとともに、ISH法により感染鶏内でのその発現を観察し、

鶏体内でMDV感染細胞を高感度で検出する方法の確立を目的とする。

　第2章および第3章において、MDV　ICP4のウイルス遺伝子の転写活性化作用

をMDV潜伏感染細胞を用いて検討した成績を述べる。さらに、第4章においては

感染鶏内におけるMDV　ICP4遺伝子発現をISH法により検出した成績を述べる。

3
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第2章　潜伏感染細胞における前初期蛋白質MDV　ICP4によるウイルス遺伝子の

　　　　活性化

2－1　　小緒言

　MDVについては試験管内腫瘍化が成功していないため、腫瘍化とその状態の維

持機構に関しては、病鶏材料または腫瘍から樹立された細胞株を用いて研究が

行われてきた16’　84｝。　これらの細胞内には、複数コピーのウイルスゲノムが検出

されるが、MDV感染鶏血清と反応するウイルス抗原は検出されない。これらの性

質からMD腫瘍株化細胞には、　MDVが潜伏感染していると考えられている13｝。

　Schatら85）およびSugayaら92》は、　MD腫瘍株化細胞において、10種程度の遺伝子

が転写されており、それらは主として反復配列中に限局していることを報告し

た。一方、MD腫瘍株価細胞中のMDVは、　CEFとの共培養により活性化し、　CEFに崩

壊感染する。また、MD腫瘍株化細胞をiodo－deoxyuridine（IUdR）処理するこ

とにより、MDV1特異的燐酸化蛋白質（pp38）45》および7－8種の転写産物が誘導され

る45）。MD腫瘍細胞中のウイルスがIUdR処理やCEFとの共培養で活性化することは、

この細胞がウイルス遺伝子に対する活性化因子を研究するために利用しうるこ

とを示している。特に、MDCC－MSB1（MSB－Dについては、ウイルス活性化機序に

関する実験に数多く使われており1：’19’　43’62’　93’94●96）、MDV　ICP4によるウイルス活性

化を研究するための細胞として条件が整っている。

　Prattら73｝は、　MDV　ICP4遺伝子を導入されたMSB－1細胞でpp38の発現が増強され

たことを報告した。ただし、彼らは導入されたプラスミドからのMDV　ICP4の発

現は観察していない。また、彼らの観察がプラスミド導入後20日以上経過した

後であったことから、MDV　ICP4発現の直接の影響は明らかでない。直接の影響

を観察するためには効率の良いプラスミドの細胞内導入と発現が必要となる。

しかしながら、従来のトランスフェクション法では遺伝子の発現までに20時間

以上を要し、MDV　ICP4発現の直接の作用を観察するのは難しい。一方、細胞質

内に導入されたプラスミドの核内輸送のキャリアとして非ヒストン蛋白質の一

種であるハイモビリティグループ（HMG）蛋白質の結合したDNAは、短時間のう
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ちに核内へ移行し、発現するとの報告がある49’　50’　97）。このキャリアは、トラン

スフェクションから発現までの時間を短縮し、結果として多数の細胞での同時

発現を可能とする事が予想される。

　本章では、HMG蛋白質を利用したトランスフェクション法を使用し、また、検

出感度を高めるために逆転写酵素と遺伝子増幅法を組み合わせた検出法（RT。

PCR法）を用い、　MDV　ICP4発現の影響を検出した。トランスフェクションにより

導入されたMDV　ICP4遺伝子の発現は、潜伏感染中のMDVゲノム上のMDV　ICP4遺伝

子の発現を増加させたが、pp38およびMDVのDNAポリメラーゼ（MDV　pol）について

の有意な影響は観察されなかった。また、崩壊感染に伴うウイルスゲノムの自

律的複製は観察されなかった。この結果から、MDV　ICP4遺伝子の発現はウイル

ス活性化の初期段階を開始させるが初期遺伝子群の全面的な活性化には至らな

いことが示唆された。

2－2　　材料と方法

（1）ウイルスと細胞

　CEFは、発生開始10日目の鶏胚より調整した。すなわち、鶏胚を1％トリプシン

を含む燐酸緩衝液中で消化、金属メッシュろ過、遠心（1，200rpm、5分）後、抗

生物質（100U／mlペニシリン、100μg／mlストレプトマイシン）、抗真菌剤

（2，5μg／mlファンギソン）と10％牛胎児血清（FCS、GIBCOBRLLifeTechnqlogy

Inc，、Gaithersburg、米国）を含むダイゴT培地（日本製薬、東京）に懸濁するこ

とにより繊維芽細胞を調整した。続けて、繊維芽細胞を9cmシャーレに1枚当た

り1x107となるように分注し、一夜CO2インキュベーター（37℃、5％CO2）内に

て培養した。翌日、定着した細胞をトリプシン消化後、1枚当たり3x106となる

ように新たな9cmシャーレに分注し直した。分注時の培地には10％FCSを、維持

培地には5％FCSを添加した。　MD腫瘍株化細胞としては、悪性のMDV－BC　1株によ

って生じたりンパ腫に由来するMSB－1を本研究科実験動物学研究室より分与い
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ただいた。細胞培養用の培地としては、10％FCSを含むダイゴT培地を使用し、

CO2インキュベーター内にて培養した。

　ウイルスは、強毒株のMd5とワクチン株であるCVI－988株102）（共立商事（株））

を用いた。Md5株は、神経病変を起こした鶏のリンパ球を線維芽細胞（CEF）と

共培養し、CEFで2代継代したものを、本研究科感染症学研究室より分与いただ

いた。CEFによるウイルスの継代は、感染細胞を非感染のCEFと共培養し、変性

細胞が80％程度となった時点で細胞をトリプシン処理後懸濁し、非感染CEFと共

培養することによりおこなった。

（2》ICP4ホモローダの真核細胞発現用MDV　ICP4プラスミドの構築

Andersonら2｝によって、　MDVのICP4ホモローダがBamHI領域上にコードされてい

ることが示されたが、筆者はMSB－1においてこのICP4ホモローダを発現させるこ

とを目的としてICP4ホモローダのオープンリーディングフレーム（ORF）のフラ

グメントを作製し、真核細胞発現ベクター（pSVβ3’34））に導入した。そのため、

BamH　I　MDVゲノムライブラリーのA断片36）を鋳型として、　p　I　1およびp　I　2プライマー

（表2－1）を用いたPCR法により、　ORF全長を含むDNA断片を作出した（図2－

1）。プライマーはAndersonらz）およびMcKieら59）が報告した塩基配列に基づい

て設計された。PCR溶液は、各50　pmolのプライマー、2，5Uのpfuポリメラーゼ

（Promega　Bi6tec、　Madison、米国）、10μ1の添付緩衝液（10x緩衝液：200酬

トリス、pH8．75、100酬KCI、100醐（NH，｝SO4、1％Triton　X－100、1mg／ml牛

血清アルブミン》、50ngの鋳型DNA（BamHI　MDVゲノムライブラリーのA断片）、

2，5Uパーーフェクトマッチ　DNAポリメラー心仏ンハンサv・・・…（Stratagene、

LaJ。lla、米国）を3，5mM　MgC12、0，2酬の4種のデオキシヌクレオシド三燐酸

（dNTPs）溶液に加え、蒸留水で全量100μ1に合わせることにより作成した。　PCR

は、蒸発防止用のミネラルオイルを重層し、93℃で2分、58．1℃で2分、　72℃で10

分のインキュベーションを30サイクル繰り返すことにより実施した。反応終了

後、1％アガロースゲル中での電気泳動により目的のDNA断片を精製した。つい
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図2－1　MDV　ICP4遺伝子、発現用プラスミドおよびPCRプライマー・の構成。

　　A：MDVゲノムの構造。　DNAはしとSの部分からなり、両部分とも中央にそ
　　　　れぞれUしとUsが倒置配列構造、　TRLと職およびIRsとTRsによって挟まれ

　　　　た構造を取る。

　　B：Bami｛1．A　MDVゲノムフラグメント上のMDV　ICP4のORF。矢印で翻訳
　　　　の方向を示す。ORFは発現用ベクターへ挿入するため、プライマーpI　1と

　　　　pI2により増幅された。

　　C：MDV　ICP4発現用プラスミドpSV－ICP4Sの構造。　MDV　ICP4はSV40の早期
　　　　エンハンサーおよびプロモーターの調節下で発現する。MDV　ICP4の転
　　　　写物（リコンビナントMDV　ICP4）はSVCOのポリ（A）付加シグナルによりポ

　　　　リ（A）が付加される。

　　D：リコンビナントMDV　ICP4と内在性MDV　ICP4を区別して増幅・検出する
　　　　ためのオリゴマー構成。白抜きの箱は、2種の転写物が持つ共通の塩基
　　　　配列を示す。リコンビナントMDV　ICP4転写物の5’末端には、　SV40をもと

　　　　に構築されたプラスミドpSVの配列が付加する。2種の転写物を増幅す
　　　　る上流のプライマーと検出用のプローブはそれぞれの転写物に特異的に

　　　　なるよう設計された。
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表2　一一1　プライマーおよびプローブ

遺伝子！転写物

　　　　　　b鶏Bアクチン

MDV　ICP4C

　　　（ORF）

pp3se

（RT）

（リコンビナント）

（内在性）

MDV　DNAポリメラーゼf

meqプロモーター9

名称a

　　UpAl

　　DpM
　　IpA3

PIIU

p12D

PBR

pSIU，d

p14D

pS21，d

PlsU

p14D

p161

　　UpPl

　　DpP2

　　1pP3

　　　UpPol　l

　　　DpPo2
　　　1pPo13

MplU

晦2D

塩基配列（5’to・3。》

TGTGATGG’MrGGTATGGGCC
AGGTAGTCCGTCAooTCACG
crTCAGGGTCAGGATACerC

GATGGTCGAGTTGGGG’rTCC

CAGATGGAGGGCGAAIrl’GA

AAGTGC’ITGTCGATGCCCAC

AAAA（K　TCCTCGAGGAACTG
TCCATAIrl’（K｝CGTI’GCAACGG

AGCTGCGGAArrrGTACCCGC

GATG（jAAGCACCAATCCCTG

TCCATA’ITGGCGTTGCAACGG
TCCAACAACTCGCTATCGCG

AAGGCGATAGAATGCCAGG
rlTGCArl’17crCTGAerCCACG

CAGTGCGAAGGAGGAACATATGC

CCTTACCTocGAGGAAGATC

G（！AAAGCATCTCTAGTACCC

GAATATGCG（｝CI’1’17CACAAAG

AArlTCGGTGATATAAAGACG

TCCCCGAACCAAAATAATAA

増幅産物（bp）

“3

4320

3“

478

378

619

248

魯肩字は以下の通り：U，上流プライマー；D，下流プライマー；1，内部プローブ；R，RT専用プライマー。

b塩基配列はKoStら53》の報告に従った。

c塩基配列はAndersonら2）の報告に従った。

d塩基配列はMacGregorとCaskey　SS）の報告に従った。

e塩基配列はEndohら31》の報告に従った。

f塩基配列はSuiら95）の報告に従った。

9塩基配列はJonesら48）の報告に従った。
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表2－2　PCRの条件

PCR産物

鶏Bアクチン
リコンビナントMDV　ICP4

内在性MDV　ICP4

meqプロモーター
pp38

MDV　DNAポリメラーゼ

｛Mg2＋］

（mM）

1．5

3．0

3．0

1．5

1．5

1．5

アニーリング温度

（oc）a

一
り
1
0
5
＝
」
5
躍
」

サイクル数b

5
0
7
Ω
り
7
R
U

a全遺伝子について、変性は94。C，2min、ポリメラーゼ反応は72。C，1minで実施した。ア

　ニーリングは表に示す温度で2min実施した。

bサイクル数は相対的な転写量に依存して決定した。
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で、DNA断片にNo　tlリンカー（5’一AGCGGCCGCT。3’）を接続し、　pSVβのNo　tl切断部

位に挿入した。そのDNAを宿主大腸菌（DH5α）にトランスフォームし、アンピ

シリンを含むLB寒天培地（1，0％Bacto－tripton（Difco、　Detroit、米国）、0．5％

Bacto－yeast　extract（Difco）．　LO％　NaCl．　L5％　Bacto－agar（Difco）．　pH7，　O）

でコロニーを形成させた。ついで、MDV　ICP4のORFを含む大腸菌をコロニー・ハイ

ブリダイゼーションにより選択した。コロニーハイブリダイゼーションは常法

に従い82｝、Whatmann541フィルター上で、標識されたpI3－pI4増幅産物をプローブ

として実施した。陽性クローンのうち、MDV　ICP4の翻訳方向とpSVβのDNA挿入

位置における翻訳方向が一致するクローンをpSV－ICP4Sと命名した。

（3）トランスフェクション

　本研究で著者は、pSV－ICP4Sを細胞内に導入するためのトランスフェクショ

ンに、HMG蛋白質およびリボソームを用いた。すなわち、トランスフェクション

に先立ち、20μgのプラスミドDNAを6，5μgのHMG蛋白質（和光純薬、大阪）と混

合し、1時間室温においてDNA一蛋白質複合体を形成させた。このDNA一蛋白質複

合体を1mlの生理食塩燐酸緩衝液（PBS）で希釈した後、陽イオンリポソーーム（ジー・・…一

ントランスファー、和光純薬、大阪）の乾燥フィルムと強く混合した。続けて、

その混合液50μ1を、2ml培地中に1x105個の細胞を含む3　cmシャーレに入れた。

24時間以内に細胞を実験に用いる場合にはそのまま用い、それ以後については

24時間目に培養液を10％FCS加T培地に置換した。

　トランスフェクションによって細胞内に導入されたDNAの発現一時間関係を

調べるため、ルシフェララーゼ遺伝子をSV40のプロモーターの下流に持つpGV－C

ベクター（東洋インキ、東京）をトランスフェクトした。対照群には、ルシフェ

ラーゼの代わりにベータガラクトシダーゼを持つpSVβベクターを用いた。プラ

スミドの細胞内導入と発現の効率を示す細胞溶解液中のルシフェラーゼの発現

量は、PicaGeneルシフェラーゼアッセイキット（東洋インキ、東京）を用いて定

量した。すなわち、プラスミドを導入された細胞を細胞溶解液（25mMトリス燐
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酸、pH　7，8、2mMジチオスレイトール（DTT）、2mM　l，2一ジアミノシクロヘキサ

ミンーN，N，N，N一四酢酸、10％グリセロールおよび1％TritonX－100）中で15分間溶

解後、ルシフェリンーATP一アセチル補酵素A混合液（20舳hトリシン・1・07剛

（MgCO3）4Mg（OH）2、2，67　mM　MgSO4、0．1mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA）、33．3

酬DTT、270μMアセチル補酵素A、470μMルシフェリンおよび530μMアデ

ノシン三燐酸）と混合した。混合10秒後から1分間に化学発光をLSC－700液体シン

チレーションカウンター（アロカ、東京）により測定した。

（4）RNAおよびDNAの抽出

　トランスフェクションを施したMSB。1中におけるMDV遺伝子の発現量の変化を、

RT－PCR法により検出するため、　RNAは以下の手順で抽出された。すなわち、トラ

ンスフェクションを施したMSB－1を遠心（1，200rpm、5分、室温）により洗浄

後、細胞を集め、ここに1mlのRNA分離試薬（TRIzol、　GIBCO　BRL　Life　Technology

Inc，）を加え、緩やかにピペッティングを繰り返すことによって細胞を溶解さ

せた。この溶解液をクロロホルム抽出後エタノール沈殿することによりRNAを沈

殿として得た。つづけて、このRNAからBioMagOligo（dT）ピ一一ズ上でpoly（A）＋RNA

を精製した。すなわち、沈殿を90μ1の純水に溶解し、5MNaClを10μ1加え

た後、BioMag　Oligo（dT）ビーズへpoly（A）＋RNAを結合し、続けて0．17　M　NaCl溶

液により洗浄した。洗浄されたpoly（A）＋RNAは、　BioMag　Oligo（dT）ビーズを純水

中に懸濁後60℃で5分間インキュベートすることにより、溶出した。

　MDV感染細胞よりRNAを抽出する場合は、　lxlO5個のCVI－988株感染CEFと共培養

した結果80％の細胞に変性像が認められる3x106個のCEFよりRNAを抽出した。

　MDVウイルスゲノムを含むMSB－1細胞のDNAは、　Genosis社のDNA　Isolator溶液

を用いて抽出した（Gen。sis　Biotechnologies、　The　Woodlonds、米国）。すなわ

ち、沈殿した細胞を1mlのDNA　Isolator溶液に懸濁後クロロホルムにて抽出し

た。抽出後の水層に溶出されたDNAはエタノールによって沈澱された。続いて、

高分子量DNAを定量するために抽出されたDNAの一部をアガロースゲル内で短時
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間泳動し、高分子量DNA野分をシリカマトリックスを用いて抽出した（Genomed

GmbH、　Oeynhausen、ドイツ）。このDNAを蒸留水に溶出した後・吸光度よりDNAの

全量を算出した。

（5）RT－PCR法

　逆転写反応は基本的にKramerとCoen55）の方法に基づいて行った。すなわち、

poly（A）＋RNAを95℃、10分間加熱後、12μ1の反応液中（3　pmolpA2、　pI3、　pP2

およびpPo12、250謝Kcl、10　rnM　Tris、　pH8．3および1酬EDTA）で65℃で5

分間保持することにより、プライマーをアニーリングした。続けて、アニーリ

ングが終わった溶液の半量を12μ1のRT反応液（1．5醐dNTPs、7．5　mM　DTT、15酬

MgC12、90酬KCI、10　mMTris、　pH8．3）および10　Uの逆転写酵素（Superscriptll、

GIBCO　BRL　Life　Technology　Inc．）と混合した。残りの半量は逆転写酵素を含ま

ないことを除いてはRT反応液とまったく同じ組成のRT（一）反応液と混合した。双

方の反応液は、逆転写反応のため、42，5℃で1時間保温された。合成されたcDNA

は、一80℃で保存された。

　cDNAのPCRは20μ1の容量で前述の方法に基づいて行われた。　MDV　ICP4につい

ては、プラスミド由来とウイルス由来の転写産物を区別して検出するため、上

流側のPCR用プライマーは、それぞれプラスミド（pSVl）またはMDV特異性の配列

（pI4）を用いた（表2－1、図2一一1）。

（6）標準RNAの作成

　各転写産物を定量するために、標準転写産物合成用プラスミドを作出した。

すなわち、pA1－pA2、　pSV1－pI3、　p14－p13、　pPl－pP2およびpPo11－pPo12を用

いて各々βアクチン、pSV－ICP4転写産物、　MDV　ICP4、　pp38およびMDV　polの遺伝

子断片を増幅し、常法に従い82）プラスミドpGEM－T（Promega、　LaJolla、米国。

βアクチン、pSV－ICP4転写産物およびMDV　polを挿入）またはpBluescript　SK＋
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（MDV　ICP4およびPP38を挿入）に挿入した。それぞれ、　pG－CbA・pG・一Siei・pBie2・

pB－PP1およびpG－polと標記する。転写産物の定量のためには・1μ9のプラスミ

ドを切断後、T7　RNAポリメラーゼ反応液中（1，5酬の4種のヌクレオシド三燐酸

（NTPs》、7，5mM　DTT、15耐Mgc12、90酬Kcl、10耐Tris、　pH8．3および

10UのT7　RNAポリメラーゼを含む）でcRNAを合成した。合成されたcRNAは、フ

ェノール：クロロホルム（1：1）抽出、エタノール沈澱後、100μ1の純水に溶解

された。このcRNA溶液のRNA濃度は、一部を希釈後吸光度によって決定した。　c　RNA

は、0．0166、0．166、1．66および16．6fMとなるように希釈後（10μ1あた

り10：、103、104および10s分子）、10μgのtRNAと混合された。

（7）PCR産物の定量

　PCR産物は、2％アガロースで泳動後、常法に従い82）ナイロン膜（BioDyne　B、

Pall　Process　Filtration　Ltd、　Portsmouth、英国）に転写された。ナイロン膜

上におけるPCR産物は、ポリヌクレオチドキナーゼ（New　England　BioLabs．、

Inc，、Beverly、米国）により末端標識されたオリゴマーまたは32P標識された

cRNAにより検出された。ハイブリダイゼーションは、50酬燐酸カリウム、50μ

g／mlサケ精子DNA、2％Boeringer社製ブロック用試薬、7％SDSおよび5x　SSCの

混合液中で65℃で24時間おこなった。ハイブリダイゼーション後、ナイロン膜

を1x　SSCにより洗浄し、バイオ・イメージングアナライザー一BAS1000（富士写真

フイルム、東京）によりバンドの検出・定量を行った。バイオ・イメージング

アナライザー上においてバンドの放射能強度はPSL単位で計測された。

2－3　結果

　MDV　ICP4の導入に先立ち、著者はルシフェラー・・・…ゼ発現ベクターpGV－Cを用いて

HMGおよびリボソームによるトランスフェクション後の遺伝子発現を調べたと

ころ、pGV－C導入4時間後にルシフェラbpt一｝ゼ活性が認められた（図2－2）。細胞
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図2－2　トランスフェクトされたプラスミドの遺伝子発現。

　　白丸はHMG蛋白質とリボソームを用いてルシフェラーーゼ発現ベクターpGV・C
　　をトランスフェクトされたMSB－1細胞のルシフェラーゼ活性を示す。黒丸で
　　示される対照群には、pSVbをトランスフェクトした。ルシフェラーゼ活性は・
　　MSB。1細胞溶解液をアセチル補酵素A，ルシフェリンおよびアデノシン三燐酸
　　を含む溶液と混合した溶液の、混合後1分間あたりの発光量（cpm）として示さ

　　れる。

14



内のルシフェラーゼ活性は、5時間後に最大値を示した。この結果から導入プラ

スミドの核内移行と発現が4時間以内に開始されることが示された。

　続いて、RT－PCR法用の標準試料より標準曲線を求めた（図2－3）。βアクチ

ン、pSV－ICP4S上のMDV　ICP4（リコンビナントMDV　ICP4）・MSB－1に感染している

ウイルスゲノム上のMDV　ICP4遺伝子（内在性MDV　ICP4）、　PP38およびMDV　polの転

写産物について定量的検出条件を検討した。図2－3に示すように本法では102

分子の転写産物を検出することが可能で、104分子までプロット膜上の放射能と

直線的な関係が成立した。

　βアクチン量（図2－4）によって標準化した試料についてプラスミドからの

MDV　ICP4（リコンビナントMDV　ICP4》の転写を検討した（図2－5A｝。リコンビ

ナントMDV　ICP4の転写はトランスフェクション2時間後に検出された。3回の独

立したトランスフェクションの結果を平均し（図2－5B）、標準曲線を基に算

出すると転写頻度は細胞あたり2分子であった。MSB－1細胞においてトランスフ

ェクション16。96時間後においてはりコンビナントMDV　ICP4の発現は検出されな

かった。逆転写酵素を加えなかった試料についてはプローブがハイブリダイズ

しなかったことから、トランスフェクション2および5時間後に認められたシグ

ナルがpSV－ICP4Sの転写産物の存在を示すことが示唆された。このことは、βア

クチンのシグナルが全サンプルに認められたこと、およびハイブリダイズした

バンドがプライマーペアから予測されるサイズであったことからも支持された。

　リコンビナントMDV　ICP4の転写量は低かったのに対し、内在性MDV　ICP4の転

写産物はトランスフェクション後に強く検出された（図2－6A）。同一のプロ

ット膜上において、トランスフェクション後の内在性MDV　ICP4の転写はMDVに崩

壊感染したCEFよりも強く認められたが、βアクチンの発現量によって補正した

場合には同程度（細胞当たり約300RNA分子｝の転写産物が予想された。内在性の

MDV　ICP4転写産物は無処理のMSB－1細胞では検出されなかった。この結果は内在

性のMDV　ICP4の発現がトランスフェクション後に増強されたことを示している。

　pp38転写産物については、無処理のMSB－1でも発現が認められ、また、　pSV。ICP4
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図2－3　RT－PCR産物定量用の標準曲線。

　　　A：10a　10hO4および105分子の鶏βアクチンの標準RNAを逆転写後（＋）

　　　　　または逆転写なしに（一）、表2－2に示す条件で増幅し、ナイロンフ
　　　　　ィルターにプロット後、32P標識されたpA3をプローブとして増幅産
　　　　　物を検出した。各バンドの放射能は、バイオ・イメv．．．．ジングアナラ

　　　　　イザーBAS1000によりPSLとして定量した。　PSLの対数を標準RNA
　　　　　のコピー数の対数に対してプロットした標準曲線を、増幅産物検出
　　　　　像の右に示す。

　　　B：リコンビナントMDV　ICP4（R㏄．　MDV　ICP4）の標準RNAの増幅産物の

　　　　　検出像を左に、検出像をもとにプロットした標準曲線を右に示す。

　　　　　詳細はAに準じた。
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図2一一3　RT－PCR産物定量用の標準曲線（前ページの続き）。

　　　C：内在性MDV　ICP4（Endo9．　MDV　ICP4＞の標準RNAの増幡産物の検出像を左に・

　　　　検出像をもとにプロットした標準曲線を右に示す。詳細はAに準じた。

　　　D：pp38の標準RNAの増幅産物の検出像を左に、検出像をもとにプロットした

　　　　標準曲線を右に示す。詳細はAに準じた。

　　　E：MDV　DNA　POlymerase（MDV　po1）の標準RNAの増幅産物の検出像を左に・検
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図2－4　トランスフェクション試料中のβアクチン定量用RT－PCR。

　　細胞5個相当（CEF：鶏胚線維芽細胞およびINF：MDV感染CEF）または50個相当
　　（MSB：MSB一・1、　Mock：pSVβでトランスフェクトされたMSB－1およびpSV・

　　ICP4S－Trmsfected：pSV－ICP4SでトランスフェクトされたMSB－1）のRNAを図2
　　－3に準じて逆転写後、pA1とpA2を用いて増幅した。電気泳動・プロット後
　　pA3とのハイブリダイゼーション結果をAに示す。3回の独立した実験の結

　　果の平均および標準偏差をBに示す。
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図2－5　トランスフェクション試料中のリコンビナントMDV　ICP4定量用RT－PCR。

　　細胞500個相当（CEFおよびINF）または5，000個相当（MSB、　M㏄kおよびpSV・

　　ICP4S－Transfected）のRNAを図2－3に準じて逆転写後、　pS　1とp14を用いて増幅

　　した。電気泳動・プロット後pS2とのハイブリダイゼーション結果をAに示す。

　　3回の独立した実験の結果の平均および標準偏差をBに示す。
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図2－6　トランスフェクション試料中の内在性MDV　ICP4定量用RT・PCR。

　　各試料のRNA量およびRT－PCRは図2一・5に準じた。　PCRにはp15とp14を、増

　　幅産物の検出にはp16を用いた。ハイブリダイ西出ション結果をAに示す。3
　　回の独立した実験の結果の平均および標準偏差をBに示す。
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pSV－ICP4S－Transfected
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図2－7　トランスフェクション試料中のPP38定量用RT－PCRo

　　各試料のRNA量およびRT．PCRは図2－5に準じた。　PCRにはpP1とpP2を、
　　増幅産物の検出にはpP3を用いた。ハイブリダイ石山ション結果をAに示す。

　　3回の独立した実験の結果の平均および標準偏差をBに示す。
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トランスフェクションにより増加傾向が認められたが（図2－7A）、3回の繰り

返し実験の平均では、有意差はなかった（図2－7B）。一方、　MDV　DNAポリメラ

ーゼの発現は、MDV感染細胞では強く発現が認められたにもかかわらず、　MSB－1

細胞ではトランスンスフェクトの有無に関わらず、転写産物は検出されなかっ

た（図2－8）。

　ヘルペスウイルスでは、前初期遺伝子の発現増強はウイルスゲノムの複製増

強と崩壊感染を誘導する。トランスフェクションされた細胞ではMDV　ICP4の発

現の増強が、トランスフェクション後における細胞当たりのゲノムコピー数を

変化させなかった（図2－9C》ことから、ウイルスゲノム自律的複製は誘導さ

れなかったことが示唆された。

2－4　　考察

　著者は、本実験でMDV　ICP4を形質導入することによりMDV　ICP4発現を誘導し

た。本章に於ける新知見は以下の3点である。核内の非ヒストン蛋白質と陽イオ

ン性の脂質膜を利用することにより、プラスミドに組み込まれたMDV　ICP4遺伝

子の発現を誘導することが示された（図2－5）。また、MDV　ICP4の全ORFを挿入

したプラスミドを細胞内で転写することによる内在性MDV　ICP4遺伝子の転写増

強が観察された（図2－6）。しかしながら、MDV　ICP4転写の増強はMDVのDNAポ

リメラーゼ発現を誘導せず、また、ウイルスの自立的複製を増進しなかった（図

2－8、図2－9）。以下、これらの知見に関して考察する。

　従来のトランスフェクション法では発現用プラスミドは細胞質内へ導入され

ても核内への移行は受動的に細胞分裂等に伴う移行に依存している。その結果

として導入された遺伝子の発現は16－48時間後から検出される。Prattら73｝によ

るMDV　ICP4の導入実験に於いても同様に22時間後に発現が観察されている。一

方、非ヒストン蛋白質の一種であるHMG蛋白質と結合したプラスミドは短時間の
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図2－8　トランスフェクション試料中のMDV　DNA　polymetase定量用RT－PCR。

　　各試料のRNA量およびRT－P（・Rは図2一・5に準じた。　PCRにはpPo11とpPo12を、

　　増幅産物の検出にはpPo13を用いた。ハイブリダイゼーション結果をAに示す。

　　3回の独立した実験の結果の平均および標準偏差をBに示す。
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図2－9　MSB．1中のMDVゲノムDNA定量用PCR。
　　pM　1およびpM2による増幅の鋳型となるPr－meq－pBCプラスミドの102・103

　　および104分子のpM　1とpM　2で増M後、図2－3に準じて各バンドの放射
　　能をPSLとして定量した。ハイブリダイゼーションの結果をAにs　PSLの対数

　　を標準DNAのコピー数に対してプロットしBに示す。トランスフェクション
　　試料から抽出された500pgの高分子量DNAを鋳型とした増幅結果をCに示
　　す。
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うちに核内へ移行し、組み込まれた遺伝子を発現すること燃anedaら49）によっ

て報告されている。Kanedaら49）が用いた方法では、センダイウイルスによってコ

ートされた中性の脂質膜をもちいてプラスミドを細胞内に導入したが、本研究

では危険性を伴うセンダイウイルスを用いず、陽性に荷電した脂質膜を用いて

HMG蛋白質の効果を観察した。ルシフェラーゼ発現プラスミドpGV。Cを導入した

MSB－1細胞ではトランスフェクション後4時間でルシフェララー・ゼの発現が観察

された（図2－2）。これはルシフェラーゼ遺伝子の転写産物が翻訳された結果

であり、より早い時点に於けるプラスミド上の遺伝子の転写開始が示唆された。

MDV　ICP4遺伝子については、トランスフェクション2時間後においてRNAが検出

された（図2－5）。この結果はルシフェラーゼについての観察と矛盾しない。

　著者は、MDV　ICP4遺伝子の転写産物を定量するため、　RT－PCR法を用いたが、

その際PCR増幅の標準試料は、同一チューブではなく外部のチューブに置いた。

これは、外部標準法の利用により、一群の細胞から同時に多数の遺伝子につい

て発現量の定量を可能にするためである。本実験で採用したように、ハイブリ

ダイゼーションによる特定遺伝子の検出を併用することにより、非特異的増幅

産物の検出を防ぐとともに検出感度を高め、かつ、再現性もよい結果を得た。

KramerとCoen55）が用いた原法では、このプロt・・d…ブとしてオリゴヌクレオチドのみ

を用いたが、本研究においては全長の標識配列もプローブとして使用可能であ

ることが示された（図2－9）。転写産物の定量性はβアクチンmRNAのコピー一二

が報告例と近い1，300程度を示したことからも支持される（図2－4）。

　本研究において構築したプラスミドpSV－ICP4Sは、そのプロモーターとして、

宿主域の広いSV40ウイルスの初期遺伝子を制御するプロモーターを用いている

ため、MSB－1細胞においてもMDV　ICP4遺伝子の発現が期待された。本研究におい

ては、pGV－Cの導入実験においてルシフェラーゼ遺伝子の発現を確認するととも

に、MDV　ICP4遺伝子の転写も検出した。検出されたコピー数は、崩壊感染中に

見られるウイルス由来のMDV　ICP4遺伝子の転写産物量に比べ180分の1であった

が、トランスフェクションにより導入されたMDV　ICP4遺伝子の検出としては最
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初の報告である。ただし、導入されたプラスミドのMDV　ICP4遺伝子の転写産物

量は期待を下回った。検出量が少なかった原因としては、以下の3点があげられ

る。第一にプラスミドpSV－ICP4SがMSB－1細胞中で不安定である可能性、第二に

psv－IcP4sから転写されたMDv　IcP4転写産物はpoly（A）を有していない可能性、

第三にSV40ウイルスの初期プロモーターがMSB－1細胞ではあまり有効に働かな

い可能性である。第一の可能性は、形質導入96時間後においてもMSB－1細胞中に

おいてpSV－ICP4S　DNAが検出された（図2一一9）ことから否定される。第二および

第三の可能性については、現在、検討のための実験を行っている。

　MDV　ICP4のmRNAは全長10－14　kbであることがノーザンプロットによって示さ

れている18‘57）。著者が行った予備実験では、ORFの最上流域をプローブとしたノ

ーザンプロットでもっとも強く反応するバンドとして、約11kbのpoly（A）　＋RNA

が認められた（図4－2）。このことから、pI3とpI4による増幅産物はMDV　ICP4

のmRNAの存在を示唆するものと考えられる。著者は、遺伝子導入2－96時間後に

内在性MDV　ICP4遺伝子からの転写産物の増大を確認した（図2－6）。遺伝子導

入対照群でMDV　ICP4遺伝子の転写が認められなかったことから、　MDV　ICP4遺伝

子の転写は導入されたMDV　ICP4によって増強されたことが示唆される。

　本研究では、前初期遺伝子転写産物によるそれ自身の増強が観察された。類

似する報告がEBVのウイルス活性化因子の一つであるBZLF1についても示されて

いる。Prangら72》はBZLF1遺伝子を転写するよう構築したプラスミドを、　EBVが潜

伏感染するリンパ球細胞株に導入したところ、BZLF1遺伝子の転写増強を観察し

た。また、導入したBZLF1遺伝子は翻訳を欠損する様に構築されていたため、こ

の増強はBZLF1遺伝子転写産物に依ることが示されている。　Prangら72｝は、増強

の機序として二つの可能性をあげた。第一の可能性として導入されたプラスミ

ドから転写されたBZLF1遺伝子転写産物が内在性のBZLFI遺伝子発現の抑制機構

を飽和させたこと、第二の可能性として導入されたBZLF1遺伝子の転写産物が内

在性BZLF1を抑制している因子を減少させたことの2点が検討されている。第一

の可能性はアンチセンス転写産物とBZLF1転写産物の二重鎖の形成が念頭に置

かれているが、MDVICP4にもアンチセンス転写産物が存在することi8’　57）から現在
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著者も検討を進めている。第二の可能性は、BZLF1遺伝子のプロモーターと相互

作用する蛋白質を調べる必要があるが、現在、MDV　ICP4遺伝子のプロモーター一

は同定されていないのでこの点についての検討は難しいのが現状である。

　MDV1特異的燐酸化蛋白質pp38は、未処理のMSB－1においても低頻度で発現する

ことが知られている。本研究で用いたMSB－1では、1，5％の細胞で蛋白質が検出さ

れた（4－3参照）。Prattら73）も、トランスフェクション2－3日後までの期間につ

いては、pp38の発現量の増加は報告していない。本実験では3回の繰り返しのう

ち、2回について増加を示したが、1回は増加が認められず、結果としては有意

差は認められなかった。これは、本研究で用いた定量的RT－PCRにより算出され

る転写量の分散が大きく、2倍程度の増加では有意な変化とならないことによる

と考えられる。

　通常、ヘルペスウイルスの前初期遺伝子は、ウイルスゲノムの複製を伴う崩

壊感染を誘導し、結果として細胞あたりのウイルスゲノムのコピー数が増大す

る76’　91）。　Prattら73｝は、　MDV　ICP4遺伝子導入により、　pp38抗原が安定して発現

する細胞株が樹立されることを報告したが、彼らはウイルスゲノムのコピー数

の変動は観察していない。本実験において、MDV　ICP4発現細胞におけるウイル

スゲノムコピー数の増大は観察されなかった（図2－9）。MDV　pol遺伝子産物は

ポリメラーゼ活性を確i認されていないが、HSVのDNAポリメラーゼとのホモロジ

t…utﾌ高さとその遺伝子のMDVゲノム上の位置からMDVのDNAポリメラーゼである

事が予想される95》。本実験において、MDV　pol遺伝子の転写がMDV　ICP4の発現

によって誘導されなかったこと（図2－8）は、MDVゲノムコピー一数が増加しなか

った結果と一致する。これらの結果から、MSB。1細胞において、　MDV　ICP4の転写

はウイルス遺伝子の発現を部分的に増強するが、ウイルスゲノムの自律的複製

に至らないことが示唆された。
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2－5　　小括

　MDV　ICP4は、ウイルス増殖に必須なMDVの初期遺伝子群の転写増強を促す可能

性が提示されてきた。著者は、陽イオン性リボソームを用いてMDV　ICP4の蛋白

質コーード領域を含むプラスミドをリンパ芽球様細胞MSB－1に導入した。リボソー

ム形成に先立ち、導入プラスミドの核内移行のためのキャリアーとして、HMG蛋

白質をDNAに結合させた。プラスミド導入2時間後に、定量的RT－PCR法によって

MDV　ICP4プラスミドの転写産物を検出した。　MSB－1細胞内には、潜伏感染中のMDV

ゲノム上にMDV　ICP4遺伝子（内在性MDV　ICP4）が存在するが、この転写産物はプ

ラスミド導入後2－96時間後において検出された。これらの結果は、MDV　ICP4プ

ラスミドの転写が内在性MDV　ICP4遺伝子の発現を促進することを示唆している。

一方、pp38遺伝子の転写物については有意差が認められず、　MDV　pol遺伝子に

ついて発現の活性化は認められなかった。また、MDVゲノムのコピー数に変化が

認められなかった。これらの結果は、MDV　ICP4遺伝子の発現が潜伏感染MDV遺伝

子を部分的に活性化することを示唆している。
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第3章　　MDV血清型1特異的燐酸化蛋白質PP38のプロモーター／エンハンサー一

　　　　　領域の同定とMDV　ICP4による発現促進

3－1　　小緒言

　第2章において、MDV　ICP4の発現は、それ自身の転写を促進したが、自律的

複製を誘導しなかった。この結果から、MDV　ICP4が部分的なウイルス活性化を

誘導する可能性が示された。部分的にウイルスを活性化する処理として、IUdR

処理が知られているが、この場合は、pp38の抗原誘導が特徴的な反応として報

告されている45）。　しかしながら、本論文第2章においてMDV　ICP4プラスミドを

をトランスフェクトされたMSB－1では、　pp38転写量は増加する傾向が観察された

が、有意差は認められなかった（図2－6）。

　pp38は、当初、　MDV腫瘍で発現する唯一のMDV抗原として報告された63）。また、

腫瘍から樹立された細胞株においても、一部の細胞が常時発現しているt’　30）。そ

の蛋白質に対するモノクローナル抗体M2163》は、現在樹立されている抗MDV抗体の

中では、もっとも特異的な反応性を組織切片上で示す抗体であり、病理切片上

でのMDV感染の重要な指標と考えられる。　MDV　ICP4のウイルス活性化に関する効

果を検討する上では、このpp38遺伝子への効果は、重要な作用として検討され

るべきである。

PP38の遺伝子は、1991－1992年にMDvゲノム上のORFとして報告された19’　16）．　Cui

ら26｝は、遺伝子周辺領域の塩基配列も報告し、Bradleyら8）により報告されてい

た132bpのリピート周辺の塩基配列との連結が明らかになった（図3－1》。これ

らのゲノムDNA解析により、　pp38のORF上流におけるTATA配列、　CAAT配列および

転写因子結合配列の存在が示された26｝。一方、ゲノムDNAのORFから予想されて

いる蛋白質の分子量は31，169であるのに対し、M21抗体と反応する物質の分子量

は38－39kD　aであり63）分子量の相違は17％以上になる。このORFからの予想分子量

とSDS－PAGEで測定された分子量との差は、分子量80以下である燐酸基の結合と

いう修飾のみでは考えられない。分子量の大きな遺伝子産物ができる理由とし

て、感染細胞におけるスプライシングによりゲノムDNA解析からは予想されなか

29

灘灘灘鍵羅灘騨懸雛騰1欝鍵灘難灘総欝辮難購離　鑛 り幾



つたmRNAが合成され、そのrnRNA上に現在の予想よりも大きなORFが存在する可能

性があげられる。pp38のプロモーター／エンハンサー領域はmRNAの転写開始領域

に存在することが予想されるため、ゲノムの塩基配列に加えて、mRNA上のORF全

長を含んだcDNAの解析が必要と考えられる。

　本章では、ゲノム配列で報告されたORFの確認のため、　pp38のcDNAを解析し、

ORFから作出された組み換え蛋白質と感染細胞中のpp38の比較を行った。さらに、

cDNA配列を基にプライマー伸長解析による転写開始点の解析をおこない、　pp38

のプロモーター領域を同定した。さらに、そのエレメントを指示遺伝子（ルシフ

ェラーゼ）の上流に挿入し、pSV一一ICP4Sと同時にトランスフェクトすることによ

り、MDV　ICP4遺伝子産物の直接の効果を示した。

3－2　　材料と方法

　ウイルスと細胞の維持、RNA抽出、　poly（A）＋RNAの精製およびルシフェラーゼ

アッセイの方法に関しては、第2章に準じた。

（1》cDNAライブラリーの作出

　cDNAの合成はcvl－988感染cEFより抽出・精製されたpoly（A）＋RNAを鋳型として、

Amersham社のcDNA合成キットおよびクローニングキットを用いて行った

（Amersham　International　plc、　AmershamPlace、英国）。すなわち、二重鎖cDNA

は一本目の合成によって生じたDNA－RNAヘテ手織重鎖のRNAをRNaseHで消化後、

大腸菌のDNAポリメラ一周ゼによって合成された。二重鎖になったcDNAの末端をT4

DNAポリメラーゼにより平滑化した後、　EeoRIリンカーを結合した。　EcoRIリンカ

ーが付加したcDNAは、　EcoRIで切断後λgtllファージに挿入され、パッケージン

グによりcDNAライブラリーを作出した。プローブにはBamH　Iゲノムフラグメント

の1，0kbp　EcoRIサブフラグメントを用いた。プラークハイブリダイゼー・…M・・ション

は、大腸菌Y1090株を用いて行った。　pp38をコードするcDNAを選択するため、

BamHI－H　MDVゲノムフラグメントのEcoRI・・cサブフラグメント（図3一一1》を標識
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し、ハイブリダイズするプラーークを選択した。陽性のλgt11クローーンのうち最

長のインサート2本については、常法に従い79）・ブルースクリプトKSおよびSKヘ

サブクローニングされた（pBP1およびpBP2）。

（2）塩基配列の決定

　cDNA全長の塩基配列を決定するためpBP1およびpBP2についてexonuclease皿

およびmung　bean　nuclease（東洋紡績、大阪）を用いてデリー・一一ションクローンを

作成した。続いて、各デリーションクローンの塩基配列をジデオキシヌクレオ

チド法82）により決定後、重複する塩基配列を接続することによりcDNA全長の塩基

配列を決定した。

（3）プライマー伸長解析による転写開始点の決定

　転写開始点を決定するため、オリゴヌクレオチドPex1（表3－1）をRNAとハイ

ブリダイズ後、32P－dCTP存在下で逆転写酵素によるcDNAの合成を行った82）。合

成されたcDNAの塩基数は、アクリルアミドゲル上での電気泳動により決定した。

アクリルアミドゲル上での電気泳動用の分子量標準試料としては、BamH　I－H　MDV

ゲノムフラグメントを鋳型とし、Pex1をプライマーとしてジデオキシヌクレオ

チド存在下で合成された標識DNAが用いられた。

（4）リコンビナントpp38の発現と精製

　cDNA上のORFを発現するため、　pBP1の0，9kbpのEcoRI－EcoRIフラグメントを

pBluescriptSK＋に挿入した（pBP3）。続いて、　pBP3のBamHI－HindIIIフラグメン

トを発現用ベクターpQE9（Qiagen　Inc，、Chatworth、米国）に挿入した。作出

されたPQp1プラスミドを発現用大腸菌M15／REP4株に導入後・2mM　isopropyl一β

一D－thiogalactopyranosideによってリコンビナントpp38の発現を誘導した。

pQPIから誘導されたりコンビナントpp38は、　pp38のN末端に6残基のhistidineが
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　　　　pBPI／pBP2　cDNA　　pp38　promoterlenhancer

D　　　客
　　　　　　　　P嘩R晋　　　　　　 ．暫F

TRL UL IRL　　IRs
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S

8amH　I・H

b a Hlhd　m

a b 5mal
b C i　a εcoR　l

TATA Od CCAAT　CCAAT 1 1T 盟 132－b　13－bp

PP380R

図3－1　pp38遺伝子およびそのプロモーター／エンハンサー領域。

　　A：MDVゲノムの構造を示す。名称は図2－1に準じた。

　　B：BaMHI－H　MDVゲノムフラグメントの切断地図を示す。　PP38のORFは、
　　　　EcoRI－Cサブフラグメント上に報告されている。

　　C：PP38のORF上流のMDVゲノムを模式的に示す・TATAとCCAATの転写
　　　　開始シグナル、Ocq　Sp1およびICP4結合配列および132－t）pリピート配列

　　　　の位置を示す。加えて、過去に報告された転写開始点と翻訳開始点を矢

　　　　印で示す。

　　D：pBP　1およびpBP2　cDNAおよびプライマーPex1，　ppEP－R，　ppP－FとppEP－Fの

　　　　位置および方向を矢印で示す。
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表3　一一1　プライマー

用途！産物

プライマー伸長解析

PP38プロモー“ター

PP38プロモーター1

エンハンサー

名称a

PexlD，b

PPP－FU，c

PpEP．RD・c

ppEp－FU・d・e

塩基配列（51　to　31）　　　　　　　　　　　　　　増幅産物（bp）

GCTerCGTCGGACGGGAGGCGGCGGTATAGGATAA

AGGTACCGGTACCGCCCACCCGTATAAG　93
AGGATCCTTATCCTATACCGCCGCCTC

AGGTACCGCCCATCC’ITTerACAITGC　743

a肩字は以下の通り：U，上流プライマー；D，下流プライマー・・一一。

b塩基配列はpBPIを参照した。

c塩基配列はCUiら26）の報告に従った。

d塩基配列はBradleyら8）の報告に従った。

e下流プライマーには、ppEP－Rを用いた。
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存在するため、ニッケルとの親和性を保有する設計となっている。菌内で発現

したリコンビナントpp38は、　pH　8，0の塩酸グアニジンによる溶菌後、　Ni－

nitrilotriacetate固定化アガロース（Qiagen　Inc，）に吸着し、8Murea、　0．1

MNaH2PO4、20　mM　2－mercaptoethanol、0．01　M　Tris、　pH　5．9によって溶出・

精製された（Niアフィニティークロマトグラフィー）。

（5）免疫プロット解析

　リコンビナント蛋白質の分子量を解析するため、常法に従って免疫プロット

解析を行った24）。すなわち、感染細胞、リコンビナントpp38を発現した大腸菌お

よび精製リコンビナントpp38をサンプル緩衝液（50蝋Tris、　pH　6．8、2％2－

mercaptoethanol、10％glycerol、1％SDS）中に懸濁後、100℃、5分間加熱・溶

解した。サンプル緩衝液中の蛋白質は12％ポリアクリルアミドゲル中で泳動後、

セミドライブロット装置（ATTO　AE－6675ホライズブロット、アトー株式会社、東

京）を用い、プロット用緩衝門中で、polyvinylidene　difluoride（PVDF）膜にプ

ロットされた。PVDF膜上のpp38は、ブロッキング、モノクローナル抗体M2　163｝、

horse　radish　peroxidaseコンジュゲート抗マウス抗体との反応後、化学発光反

応（ECLシステム、　Amersham　International　plc．）をエックス線フィルム上に感

光することにより検出された。

（6）p38プロモーーター／エンハンサーのルシフェラーーゼ遺伝子との連結

MDV　ICP4発現のpp38プロモーター一／エンハンサー領域への作用を検討するため、

pp38の転写開始点より上流743bpの断片をルシフェラーゼ遺伝子と連結した。す

なわち、MDVゲノムDNAを鋳型としてプライマーppEP－FおよびppEP－R（表3－1）

により増幅されたDNA断片を、　pGV－BのKpnl－BgllI切断部位に挿入しpGV－ppEPを

作出した（図3－1》。エンハンサー領域を含まない対照として、ppP－Fおよび

ppEP－Rにより増幅されたDNA断片をpGV－BのKpfiI－BglII切断部位に挿入するこ

とによりpGV－ppPを作出した（図3－1）。これらのプラスミドは、2－2（3）
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の方法に従い、pSV－ICP4Sプラスミドと同時にMSB－1に導入された。

3－3　　結果

MDV感染CEFより作出されたcDNAライブラリーのプラークハイブリダイゼーシ

ョンにより、12個の陽性プラークを選択した。最長の2クローンについて塩基配

列を決定したところ、19塩基のpoly（A）を持つ1，739塩基長からなり、その配列

は2クローン間で完全に一致していた（図3－2）。cDNAの塩基配列はCuiらの報

告26）と一致しており、ORFから予測されるアミノ酸残基数も報告と同一であった。

cDNA上には、　Cuiらが報告した翻訳開始点よりも上流には翻訳開始点が予測され

なかった。

　pBP1およびpBP2のcDNAサイズは、過去に報告されたpp38転写産物のサイズと

一致した。MDVゲノムDNAの塩基配列と比較したとき、その5’末端のゲノム上の

位置は、報告されている転写開始シグナルの42塩基下流であった。通常転写開

始シグナルの15－19塩基下流で転写が開始されることから、pBP1およびpBP2の

cDNAの5’末端よりも上流から転写が開始されている可能性が示唆された。転写開

始点の確認のためプライマー伸長解析を行ったところ、mRNAの5’末端はcDNAの

それよりも15－19塩基上流に存在することが示唆された（図3－3）。これらの結

果から、pp38をコードするORFの翻訳開始点はcDNAでの予測と一一致する事が示唆

された。従って、ORFは870塩基からなり、予測されるアミノ酸残基の分子量の

合計は32，000を越えないことが示唆された。

　さらに、cDNA上の870塩基ORFがpp38をコードすることを確認するために、組

み換え蛋白質を作出した。組み換えpp38蛋白質は、　cDNA上の第一アミノ酸と第

ニアミノ酸の間にRGSHHHHHHGSPGLQCの15アミノ酸残基が付加し、予想分子量は

ORFによりコードされる蛋白質に比べ930増加する。このリコンビナント蛋白質

を、電気泳動後、PVDF膜上に転写し、　M21抗体と反応させたところ39、38、36、
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e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一40　　　　　　　口30　　　　　　　　－20　　　！ノ！1！一10　　　　　　　　－1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TATAA　Csc，LATOG，［｝AAT　TTemerGGC　C　VCGAGTGGC　G（　lrGC（1”LCMr

　　　　　　10　20　30　40　50　60　70　BO　90figzqsGmaGISGGGISGGg－SXiS　G｛meuaGbuaGAT　CAcAJwuAG　cGitGAoc　tnc　AncGiuccac　AAmm　cmm

　　　　　100　110　120　130　140　150　160　170　180NeLTCCMVIrGG　AA（n1　rorTOG　OCTGAma　amAACCG　1！OlrA（1；GTAfT，lr　trmAmm　AIPGrACCAT，lr　TCGmm　fBltT，rATArMM

　　　　　190　200　210　220　230　240　250　260　270cccAcccALTc　mm　ATMclvTA（nr　T’rGAccorrcr　cG（　cATcAc）L　（y，Lmoocc　！！）cocTccAcr　cA［［KsAcoc　Ac　AAcoG（　GiNrr

　　　　　280　290　300　310　320　330　340　350　360
1｝am1rrcAT　mxcccA　cAGccAnccrr　mmG　cccocAccGc　Accerr　rGcr　cGnccoc　Gc（　irocAAGATcG　ocAGGGanG

　　　　　370　380　390　400　410　420　430　440　450
嬰脚皿・触㏄・蹴α㏄触㎜GA㏄㏄㎜㏄㎝C㏄㏄CC甑㏄αG鯉㏄A㎜G㏄㏄㏄AG㏄㏄‘㎜G㏄
MEiikiuebeGin－ln．aG］．uHi．s．．G］．pGlyLeu　Thr　AlaSerTrp　valA）apro　AlaproGln　GiyGlyLysGly　Alua

　　　　　460　470　480　490　500　510　520　530　540GTCGa　GACG　AGGCAGGGCA，　frGGGAAAACA　（WtGCGGAAT　GC）GCCGAGGA　CGGC　GAGAAA　CD（　OG（　GGAOG　ocGAGAtl？GAG　osCI！rrGGAT

　　　　　　　　　　　　　　　　Ls　GlvtkmuSer7　IU．aLeuAsp
　　　　　550　560　570　580　590　600　610　620　630CGGGTCCハG《（K瓶Oα㍑G（AGtaLrmGr　TCrC℃GCCCC（コ℃Aα鯉GG　AGTCACGGGGハAGGGGG（茨△TTC（＝AATAAA　GGGT《；ATGGG

afOValGltutrq　AspArσTrp　argPheSer　SerPr。tr・er。　HisSerGly・Vai血rGly　LysG1叫a■1e　Pτ。lleLyS　G1鵬pGly
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gln

　　　　　640　650　660　670　A　690　700　710　720AAGG（　GATAG　AArrcC　CAG（UL　G（rrrAACOG（Ut　（Y！LGGGAGAGT　GGCr（strCACG　crGGGAGGAG　erACCGCCrl）G　AGCCCCGGAG　GT｝CAGGGAAT

LysAlalleGlu（lysGユnGlu　LeuThrGly　GluGlyGluTrp　LeuSerl“　q　TrpGluGlu　LeuPr・Pr・Glu　Pr。胸脚Se「GlyAsn

　　　　　730　740　750　760　770　7BO　790　BOO　810GIULcrt［D（MrG　ACGAAA（　rO（　GlrATGCGAAA　CiUeLACCGAAA　wwAGCIrC　TA（）SGGGAAA　GAAGA，GGGAG　ATGQrATGAA　（sc　AGATGGGG

GIuHislieuAsp　GluSerArq　TyrAlaLys　GlnThrGluArq　GlySerSer　1im　GlyLys　GluGluGlyAsp　GlyMetLys　GlnMetGiy

　　　　　620　S30　840　850　860　870　880　890　900
GAGor！VGCoc　AG（　Amm　AGGAQGAA（A　trutTGeGGAer　me　AocAGAGCM　mmAC　AmmG　OGCiNIMMrrG
Glu】：，euAユaG1口　GlnCysGlu　G：L】FGユy血【　TyrハユaAspLeu　LeuValGlu　AlaG：LuGIn　AIaVa1VaユHig　SerVa1Arqみ1aLeu晩t

　　　　　　910　920　930　940　950　960　970　980　990CTGGCCGAAA　GACAAAACoc　AAA［rrATAC［YDC3　G（　（1；GAGCA［EM　TGAATmm　ACGG（MrCMr　（surncAACGAC　ocCQIrACIrAT　T（　［rAncemG

LeuAlaGluArg　GinAsnPro　Asnllel創　GlyGluHisLeu　AsnLysLys配gValLeu　VaユGlnAr　gPro　ArqThr工1e　LeuSerVal

　　　　　1000　1010　1020　1030　1040　1050　1060　1070　1080
舩G㏄《GAGみA「rG（：A，iebl（：AAT　GC《摺（コΨAτATG（撒A　CATTG孔「紐G　TTCTGα憤AA　T（ンtfr’lrAmaAc　TAG（議TCGTG　（＝AT（rmTTT

GIuSerGluAsn　AlatmrMet　ArqSerTyr　“一etLeuValThr　LeurleCys　SerrAlaLys　Ser1，euLeuLeu　GlySerCys　MetSerPhe

　　　　　1090　1100　1110　1120　1130　1140　1150　1160　1170
mmA　TG！rrA（　1？CG（　！　：A（WtCGG（　A　GACCrAAAAA　CACCATrllAT（　GGATxuGlrA　T（Mlr（MrAA　mm　tDGCAGGCi　［rrr1

PheAlaGlyt（et　LeuValGly　ArqThrAla　AspValLysThr　Pr（mettrrrp　AspThrVal　CysteuLeuMet　AlaPheeys　AiaGlyZle

　　　　　1180　1190　1200　A　1220　1230　1240　1250　T（ncGIMrGGG（　GltQI｝GGAfr1！C　TocGGAGG　IrG　GAATerGcr（　AAACAAAATC　［DGAAT（AAAT　mxf11r，1！AAT　ACA（lnX　TAGC　CQIrAOC　OGAC

Va■ValGlyGly　VaユAspSer　GlyGluval　GluSerGlゾGlu　ThrLysSeご　GluSerAsn轡★☆

　　　　　1270　12BO　1290　1300　1310　1320　1330　1340　1350
en］G（UtGGCG　〈YtGArmoc　GA‘e［ZCI］CAC　anACGAAT　A［IMGQrGCAG　ACAAAGACCA　mmTGGAA　AATGGACAGC　TGCAGCACGA

　　　　　1360　1370　1380　1390　1400　1410　1420　1430　1440
AAσr（コ℃（；ALT　TTGG轟TGCAG　ATGCX　G冊【℃　TATACCC）GAG　A（コrAT（コ℃CC　CACCAA「rCG乱　GGA《GAACCT　G螂でTACAG　ATAfrrGAITGA

　　　　　1450　1460　1470　1480　1490　1500　1510　1520　1530
ACAATCAGAA　TAfl　ltmUfr1r　TACAA［！r・　rA（YeL　A㏄GG皿ACC　A（凱「VA（：AAITA　AT，TC（）GCAcr　G－r肌　TACGAT（創面G　（込（皿G蝋

　　　　　1540　1550　1560　1570　1580　1590　1600　1610　1620
ACCrm　TAOGALTIrCoc　TAncCCOGAT　AC　AfZAATG，Mr　AACAAI11relrG　AAA‘〈MrGCGC　AGAAGSI！rGAC　［1！lrGCGrmA　TCAI！1！（　（M，C15L

　　　　　1630　1640　1650　1660　1670　1680　1690　1700　1710
TGAT｝GGATorr　GCGATam　CACMrAf11rAAT　ArmG　A（wwA（rmr　CrGCAAecCr　TG，I　AAerAfMr　ATCACAGAAA　CALTAAmuC

　　　　　1720　1730　1740　1750　1760
erA［D（IMGATA　omTAAATAT　GCACGTACr（　IL　AAAAAAAAAA，　IWeLAAAAA

図3－2pBP1のcDNA塩基配列。
　　　　　番号はcDNAの5’末端を1として記載する。プライマー伸長解析の対象となった

　　　　　MDVゲノムの塩基配列上の位置は、　cDNAの51末端を0として、マイナスの数値

　　　　　で示す。プライマー伸長反応の停止が認められた位置は塩基の上に／のマーク

　　　　　を示す。cDNA上のORFから予測されるアミノ酸配列を塩基配列の下に示す。

　　　　　PAGE緩衝血中で荷電するアミノ酸のクラスターをアミノ酸配列の下線部に示

　　　　　す。cDNAライブラリーを作成したCVI－988とChenら19）またはCuiら26）の報告が

　　　　　一致しない塩基配列はcDNA配列の上に、　Cheitら19）またはCuiらas）が報告した

　　　　　塩基配列を記載し、アミノ酸が異なる場合はその上にChenら19）が予測したアミ

　　　　　　ノ酸を記す。
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図3－3　プライマー伸長解析によるPP38　mRNA転写開始点の決定。

　　MDV感染CEF（INF）またはCEFから抽出されたRNAにPex1をアニー・・…bルし、逆転

　　写した産物の電気泳動結果を示す。A－Tのレt…dbンは、逆転写産物用の分子量

　　マーカーとして、MDVゲノム断片を鋳型、　Pex　1をプライマーとして塩基配列

　　決定を行った結果を示す。
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34および24kDaにバンドを生じた（図3－4）。感染細胞をプロットした結果M21

抗体と反応する蛋白質は38kDaに認められた。さらに、リコンビナント蛋白質

をNiアフィニティーカラムで精製後、電気泳動し、上記と同様にプロット膜上

でM21抗体と反応したところ、39　kDaにバンドが認められた（図3－4）。　pQP1に

存在するリコンビナント蛋白質のORFの5’末端にはHHHHHHをコーードする配列が存

在し、HHHHHH配列はN　iアフィニティーカラムクロマトグラフィーへの親和性を

有することから、Niアフィニティーカラムで精製後認められた39　kDaの蛋白質

は、pQP1上のリコンビナント蛋白質ORF全長が翻訳された産物であることが示

唆された。また、Niアフィニティーカラムクロマトグラフィーの結果は・免疫

プロットの結果みられた蛋白質のうち、38、36、34および24kDaの蛋白質はそ

のN末端にHHHHHHを持たず、　ORF内部のATGコドンより翻訳が開始された産物であ

ることが示された。これらの結果からpBP1において予測されたORFがpp38をコー

ドしていること、さらに、cDNAの15－19塩基上流に転写開始点が存在することが

確認された。

　プライマー伸長解析から決定された転写開始点の上流743bpをルシフェラー

ゼの上流に挿入したプラスミドpGV－ppEPを単独でMSB－1に導入したところ、陰性

対照のpGV－Bの導入結果に比べルシフェラーゼ活性は2倍となった（図3－5）。

pGV－ppEPと同時にpSV－ICP4Sをトランスフェクトした場合には、ルシフェラーゼ

活性はpGV－Bの4倍の値を示した。一方、　pGV－ppPとpSV－ICP4Sを同時にトランス

フェクトした場合は、pGV－ppP単独でのトランスフェクションの結果とほぼ同じ

ルシフェラーゼ活性を示した。この結果から、pSV－ICP4SがpGV－ppEPのエンハン

サー活性を増強するがプロモーター活性を増強しないことが示唆された。

3一一4　　考察

　pp38は、腫瘍細胞における発現が報告されていることから、腫瘍化またはそ

の維持のために作用していることが示唆されてきた45’　63）。　また、ウイルス活性
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図3一一4　リコンビナント蛋白質（pQP1）の、免疫プロット。

　　pBP1上のORFが挿入された大腸菌発現用プラスミドpQP1をもつ大腸菌の溶解
　　液（Lysate》およびNiカラムにより精製されたリコンビナント蛋白質（Purif・）を・

　　MDV感染CEF（INF）の溶解液と同時に泳動し、　PVDF膜ヘブロット後抗体と反
　　応させた結果を示す。pQE9のレーンには、　pQE9をもつ大腸菌の溶解液を泳
　　動した。各バンドはモノクロー．．ナル抗体M21と反応する蛋白質に対応する。

　　分子量マーカーの泳動位置を左に、感染細胞中のPP38およびM21が反応する
　　抗原であるpp24の泳動位置を右に示す。
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図3－5　PP38のプロモ■・・・…ター1エンハンサーに対するMDV　ICP4の効果。

　　指示プラスミド（Mock：プラスミドなし、　pGV－B：ルシフェラーゼ遺伝子上流

　　にプロモーターもエンハンサーも持たない基本ベクター、pGV。ppP：ルシフエ
　　ラーゼ遺伝子上流にpp38のプロモーターを挿入したプラスミド、　pGV－ppEP：
　　ルシフエラ■・・・・…ゼ遺伝子上流にPP38のプロモーターおよびエンハンサーを挿入

　　したプラスミド）をトランスフェクション後ルシフェラーゼの活性を測定した。

　　一部の細胞は、各指示プラスミドと同時にpSV－ICP4Sをトランスフェクショ
　　ンした（＋pSV－ICP4S）。pGV－ppEPとpSV－ICP4Sの同時トランスフェクション16
　　時間後のカラム上の星印は、pGV－ppEP単独トランスフェクション16時間後の
　　ルシフェラーゼ活性との有意差（0．05）を示す。
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化に伴って発現量を著しく増加させることから、ウイルス活性化の指標として

も考えられている73｝。本論文第2章において、PP38遺伝子の発現はMDV　ICP4遺

伝子のトランスフェクションにより増加傾向は示したが、有意な差は認められ

なかった（図2－6）。第2章において示された可能性を検討するため、本章に

おいては、pp38遺伝子のプロモーター／エンハンサー領域を同定し、それに対す

るMDV　ICP4の作用を検出した。

　pp38のcDNAについての報告は短い断片についてのみ発表されており、産生さ

れる蛋白質についての情報は限られている：7）。　特に、感染細胞中のpp38と遺伝

子から予想される分子量との相違は17％以上であり、高度な燐酸化を仮定した場

合でもこの分子量の相違は説明されない。pp38のプロモーーター領域の同定のた

めには、塩基配列および転写開始位置の決定からなるcDNA解析によるORFの予測

と、リコンビナント蛋白質のpp38蛋白質との比較によるORFの検討が必要と考え

られる。本研究においては、全長に近いcDNAが得られ、その配列の解析と5’末

端の塩基配列を用いて行われたプライマー伸長解析から転写開始位置が確認さ

れた。この結果は、Cu　iらがクローン化されたMDVゲノム断片を用い、　s　1ヌク

レアーゼ法を用いて行った転写開始点の予測とほぼ一致した26）。　さらに、cDNA

上で同定されたORFを基にリコンビナント蛋白質を作出したところ、　MDV感染細

胞中のpp38とほぼ同じ泳動度を示した（図3一一4）。大腸菌中においては、翻訳

後の修飾が少ないため、リコンビナントpp38の分子量は、　ORFの塩基配列からの

予測に近い値をとることが示唆される。SDS－PAGE電気泳動においてリコンビナ

ントpp38の泳動が標準蛋白質からの予測よりも遅くなった理由としては、電荷

を持つアミノ酸のクラスターが考えられる。pp38のORFから予測されるアミノ酸

配列上では、グルタミン酸およびアスパラギン畠山の電荷を持つアミノ酸が1ア

ミノ心おきにならぶ電荷をもつアミノ酸のクラスターが2箇所存在する。これら

の電荷をもつアミノ酸クラスターにはSDSが結合せず、陽極への移動力が減少す

ることが示唆される。この電荷をもつアミノ酸クラスターは感染細胞中のpp38

にも存在することから、PP38の電気泳動を遅らせる原因として示唆される。さ

らに、これらのことから、ゲノムDNA解析により予想されていたORFがPP38の全
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長をコードしていることが示唆された。また、プライマー伸長解析の結果から

も、ゲノムDNA解析から予測された転写調節領域がpp38のmRNAの転写を調節して

ることが示唆された。

　cDNA解析およびリコンビナント蛋白質解析の結果は、いずれもpp38転写に関

わるTATA配列が、　pp38翻訳開始点の一400　bpの位置に存在することを示唆した。

これは、cuiらの結果と一致する。このTATA配列の上流には、不完全なlcP4結合

配列、Sp1結合配列、　CAAT配列およびOct。1結合配列が報告されている26｝。　これ

らの転写因子結合配列は直列に連続することにより転写因子の結合による転写

誘導の際、さらに転写を増強することが知られている75》。　プロモーターなし

（pGV－B》およびプロモーターのみ（pGV－ppP）のプラスミドに比べ、エンハンサー

領域を含むプラスミド（pGV－pEP）は2倍のルシフェラーゼ活性を示した。この結

果からpp38エンハンサー領域がMSB－1細胞中で転写誘導能を持つことが示唆さ

れた。これは、未処理のMSB－1中においてもpp38が発現する知見と一致する。

また、pp38エンハンサー一領域と同じDNA領域をエンハンサー領域として利用する

14kDa　IE遺伝子が他のウイルス因子を必要とせず発現することとからも支持

される8》。

　pp38エンハンサー領域のトランスフェクションにおいて、　MDV　ICP4を同時に

導入した場合、ルシフェラーゼ発現量がpGV－ppEP単独のトランスフェクション

に比べ1。5倍の発光量であった（図3一一5》。このpGV－ppEPでルシフェラー・ゼ遺伝

子上流に接続した断片には、不完全なHSVのICP4結合配列5’　・一CTCGTCCCCGCGTGC－

3’が含まれている8｝。MDV　ICP4については、結合配列は報告されていないが、

哺乳動物ヘルペスウイルスのICP4ホモローダがいずれも類似する配列に結合す

ることから103）、MDV　ICP4の結合配列も類似することが予想されている2｝。　pp38

上流に存在する上記の不完全なICP4結合配列は、強い結合を生じるコンセンサ

ス配列である5’　一ATCGTCNNNNYCGRC一一3’32｝に比べ3塩基の相違がある。完全なICP4

結合配列は、ICP4の結合により転写を抑制するのに対し、不完全なICP4結合配

列は単独ではICP4の結合により弱い転写促進作用が報告されている39）。本研究
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で見られた、ICP4結合による効果としては、低い値にとどまったことはGuら39）

の実験結果と一致する。不完全なICP4結合配列の解析では、結合配列を直列に

重複させることによりその効果を著しく増強したが、本研究においても今後そ

の様なDNA構築を試験することによりMDV　ICP4の弱い結合による転写増強を明ら

かにできる事が示唆される。また、pGV。ppEP単独トランスフェクションに比し

て、pSV－ICP4S同時トランスフェクションによるルシフェラーゼ発光量の増加は

導入後16時間ではみとめられず48時間後に観察されていることから、MDV　ICP4

プラスミド導入により二次的に発現が促進された因子による影響の可能性も否

定できない。それらの二次的な因子も含めたMDV　ICP4トランスフェクションの

効果としては、第2章で観察されたpp38の転写促進の傾向について、本章の実

験結果は有意差をもって証明したといえる。

　以上の結果から、MDV　ICP4の発現は、　pp38の発現を促進する事が示唆された。

ただし、その作用は、必ずしも強いとはいえず、また、MDV　ICP4の発現からpp38

の発現促進まで時間を要することから、感染駅内においては、MDV　ICP4転写陽

性でpp38陰性という細胞が存在することが予想される。　ICP4が前初期蛋白質で

あること91｝を勘案すると、MDV　ICP4発現は感染直後から開始され、　pp38等一部の

初期蛋白質が弱く発現するまではウイルスの活性化が進行する事が示唆される。

ただし、第2章で見られたように、この活性化は必ずしも崩壊感染に結びつか

ない。すなわち、MDV　ICP4の転写は崩壊感染成立の成否と関わりなく、感染初

期の細胞の指標となる可能性が示唆された。これらの知見は、感染鶏内におけ

る感染が進行する機序を検討する上で重要な知見といえる。
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3－5　　小括

　燐酸化蛋白質pp38は、　MD腫瘍における発現が報告されている数少ない抗原で

あり、また、パラフィン切片上で反応するモノクローナル抗体が病理観察上利

用されてきたことから、MDVによる発癌機序の解析と病理所見による分析におい

て重要な指標となっている。MDV　ICP4によるMSB－1細胞のトランスフェクション

によりpp38遺伝子の転写産物は増加傾向は示したが有意差は認められなかった。

MDV　ICP4によるMDV遺伝子の活性化を検討する上において、　pp38発現促進作用の

有無は重要な事項である。　著者はcDNA解析、組み換え蛋白質の作出およびプ

ライマー伸長解析によりプロモーター領域を同定した。続けて、プロモーター／

エンハンサー領域をルシフェラーゼ遺伝子と接続したプラスミド（pGV－ppEP）を

作出し、MDV　ICP4発現プラスミドと同時にトランスフェクトした。その結果、

ルシフェラーゼ遺伝子の発現量は、pGV－ppEP単独のトランスフェクションに比

べ2倍増加した。この結果から、MDV　ICP4がpp38のプロモーター／エンハンサー

に対して発現促進に作用することが示唆された。
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第4章　　In　situハイブリダイ半円ション法によるMDV　ICP4　mRNAの検出

4－1　　小緒言

　著者は、第2章および第3章においてMDV　ICP4がMDVウイルスを部分的に活

性化する可能性を示唆した。MDV　ICP4が前初期蛋白質であるとの報告をあわせ

て検討すると、感染細胞内においてもMDV　ICP4は細胞の感染当初から発現し、

MDV遺伝子群の活性化に関与することが示唆される。従って、　MDV　ICP4遺伝子は

初期および後期蛋白質遺伝子等に比べ多くの感染細胞で転写される可能性が示

唆された。本章では、感染鶏内におけるMDV　ICP4発現細胞をin　situハイブリダ

イゼーション（ISH）法を用いて検出することを目的とする。観察の対象としては

MDV接種後4週目の感染鶏を用いた。この時期に感染鶏の一部が神経症状を示す

ことが報告されいてるが腫瘍は形成されておらず、腫瘍形成の上では潜伏期と

考えられている。MDV感染細胞としては、典型的な崩壊感染細胞がFFEに、肝臓・

腎臓等に形成されたリンパ球浸潤には、潜伏感染細胞と二次的な崩壊感染細胞

が報告されている17・83）。また、神経中にも感染細胞を含む形質細胞・リンパ球

等の細胞の存在が報告されており17，　83）、多様な感染細胞が同一点中で観察される

ことが予想される。

　従来、崩壊感染細胞の検出にはマレック病感染鶏血清33’　99）が用いられてきた。

マレック病感染鶏血清との反応により、MDV崩壊感染細胞内にはウイルス内部抗

原（Virus　internal　antigen；VIA）が観察される。潜伏感染細胞は、血清による

直接の検出が困難で、VIA陰性の細胞をCEFと共培養した際の細胞変性像により

検出される15｝。パラフィン切片では抗体の反応が十分に起きないため、VIAの検

出は凍結切片で行われてきた。また、MDVに対する単クローン抗体も数多く作成

されてきたが、それらのほとんどはパラフィン切片上では良好な反応は見られ

ていない。さらに、凍結切片では形態観察の可能な範囲が限られる事からもウ

イルス遺伝子発現の新しい検出法が求められている。遺伝子に注目した場合、

MDVはそのゲノムサイズから遺伝子は約70あると予想されており9｝、すでに28種

の遺伝子の塩基配列が報告されている5’　7’　17’19，　25－27，　43，　46，　48，　54’　56，　57’　66，　7！’74’　77’　SO’　81’S8’　89’

os

f3　　灘　　鍮騰餐購牒職難鞭鍵灘糧。．黙顯蝋灘畷犠馨灘懇



105’　le6）

Bこれらの遺伝子はいずれも容易に入手できることから、現在ではこれら

を基にした観察が有利と考えられる。すなわち、各遺伝子を基にリコンビナン

ト蛋白質を作出し、その蛋白質での免疫によりパラフィン切片上でも反応する

抗血清を入手することも可能である26’　31’65’　66’　79）。　しかしながら、過去の報告で

は、パラフィン切片上で良好な反応を示す抗体が少なかったことからも63）、抗血

清作出に於いてパラフィン切片上でも反応する抗血清が得られる可能性は低い

と予想される24｝。

　近年、パラフィン切片上における遺伝子発現の検出法として、ISH法が注目

されている3？｝。　これは、切片上の細胞内のmRNAを標識されたプローブとのハイ

ブリダイゼーションによって検出する方法で、クローニングされた遺伝子があ

れば、抗体作出の必要がなく遺伝子発現を検出できるという長所を持つ。著者

はマウスのレニン遺伝子について、digoxigenin（DIG＞標識されたRNAプローブを

用いたISH法による検出を報告した（RNA　ISH法）52）。本章では、この技術をMDV

ICP4に応用することにより、感染後4週目の感染鶏中においてMDV　ICP4のmRNAの

発現がFFEおよび腎臓の上皮細胞ならびに肝臓、腎臓、腰仙骨神経叢および坐骨

神経に浸潤したリンパ様細胞に検出された。

4－2　　材料と方法

　ウイルスと細胞の維持、PCR法、　RNAの抽出、　poly（A）＋RNAの精製およびcRNA

プロ■・・一ブの作出法は第2章に従った。ノーザンプロット用ナイロン膜の作出は、

第3章に従った。

（1）鶏へのMDV接種

鶏はShaver　288系の白色レグホンの有精卵（ホクレン、札幌）をふ化させた雛

を用いた。ふ化5日後に、鶏で継代後CEFで増殖された7，200　pfuのウイルス（MDV
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Md　5株）を筋肉内投与した。接種4週後翼麻痺および脚弱等の神経症状を呈した

鶏を放八高、組織の採材を行った

（2）ICP4ホモローダのプローブ作出用プラスミドへの組み込み

　プローブに用いたDNA断片は、　p17－p18（表4－1｝およびp14－p15（表2－1）

のプライマー・…ペアを用いたPCR法により増幅し、　pI7とpI8の増幅産物はpGEM－T

プラスミドへ、p14とp15の増幅産物はpBluescriptプラスミドへそれぞれ挿入し

た（それぞれpGie1およびpBie2、図4－1＞。プライマーの塩基配列はAnderson

ら2）およびMcKieら59｝の報告に基づいて決定した。

（3》cRNAプローブの合成

　cRNAプローブは、　pGie1またはpBie2を鋳型とし、　MDV　ICP4転写産物検出用

のプローブをT7、　T3またはSP6　RNAポリメラーゼを用いて、試験管内転写反応に

よって合成された821。ISH法のためのプローブを合成する場合には、　DIG－dUTP存

在下で、転写反応を行うことにより、DIG標識されたcRNAプローブを作出した。

（4）ノーザンプロット解析

　MSB－1より抽出したmRNAの発現量の変化は、ノーザンプロットによって解析し

た82）。すなわち、300ngのpoly（A）÷RNAを1x　MOPS緩衝液（20　mM　3一（N－

morpholino）propanesulfonic　acid（MOPS》、5mh酢酸ナトリウム、0．1mM　EDTA、

pH　8．0）、50％フォルムアミド、6％フォルムアルデヒド中で、65℃、5分間加

熱後氷上で急冷して変性させ、ここに0，5μ1のエチジウムプロミド（5mg／ml）

と2，5μ1のゲルローディングバッファー（50％グリセロール、0．1mg／mlプロ

モフェノールブルー）を加えたものを1x　MOPS緩衝液中で1％アガロースゲルに

アプライし電気泳動を行った。泳動終了後、ゲルを長波長紫外線（304nm）トラ

ンスイルミネーター上で写真に撮り、poly（A）＋RNAをアガロー・d・一スゲルからナイロ
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　　P110　P19

図4－1　MDV　ICP4遺伝子と検出用断片の構成。

　　　A：MDVゲノムの構造。名称は図2－1に準じた。

　　　B：Ba加HI－A　MDVゲノムフラグメントの切断地図。各制限酵素表示の括
　　　　　弧内に予想される翻訳開始点を1とした切断位置を示す。

　　　C：MDV　ICP4について予想されているORF（白抜きの箱）およびmRNA（矢印）。

　　　　　MDV　ICP4のmRNAについては転写開始点が同定されていないため5。末
　　　　　端は点線で示す。pGielおよびpBie2を構成するDNA断片の位置および
　　　　　サイズを太線で示す。DNA断片の下にプライマーpI4、　pS、　p17、　p18、　p19

　　　　　およびp110の位置および方向を矢印で示す。
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表4－1　プライマー

用途1産物 名称a 塩基配列（51to3。） 増幅産物（bp）

pGie1プラスミドの

フラグメント

p17U，b

plsD，c

TACTCGAGCITCTCCCCTCTCCTCTTCT　432　bp

GooTATCrGocAGTGITAGG

　　　dRT－PCR
plgU，c

plloD，c

tlTrATocGAerGGCGTGCTG

TCGTGGAGATGAcaTTGTGT

285　bp

a肩字は以下の通り：U，上流プライマー；D，下流プライマー

b塩基配列はMcKieら59）の報告に従った。

c塩基配列はAndersonら2）の報告に従った。

d変性は94。C，1min、アニーリングは56。Cで1min、ポリメラーゼ反応は72。C，1minと

　した。PCRはこの反応を35サイクル反復することにより実施した。
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ン膜（BIoDYNE　B、　PALL社）にプロットした。　poly（A）＋RNAが吸着したナイロン膜

に紫外線を照射することによ’ってpoly（A）＋RNAをナイロン膜に固定した。このナ

イロン膜をハイブリダイゼーション液（50％ホルムアミド、5x　SSC、50　mM燐

酸ナトリウム、pH7，0、7％SDS、2％Blocking　reagent（Boeringer－Manheim　GmbH）、

0，1％lauroylsarcosin、100μg／ml変性サケ精子DNA）に浸し、42℃で12～24時

間インキュベー・トした後に、放射能ラベルしたDNAプロt・・一・・ブを加えて42℃で一晩

ハイブリダイゼーションを行った。反応後、フィルター一を0，1x　SSC、0．1％SDS

溶液で65℃、10分間の洗浄を2回行った。得られた結果は、バイオ・イメージン

グアナライザーBAS1000（富士写真フイルム）で解析された。

（5）ISH法

　切片の作成とその他の手技は、Konら52｝の方法に従った。すなわち、採材され

た組織は4％パラホルムアルデヒドで固定され、パラフィンに包埋された後、常

法に従い3μm厚の切片を作成した。細胞については0．5％のアガロースに封入後、

組織と同様に固定・包埋および薄切を行った。プローブとしては、pGie1を切断

後DIG存在下でT7　RNAポリメラーーゼにより転写することにより作出したDIG標識

cRNAプローブを用いた。ハイブリダイゼーションは、50％ホルムアミド、10酬

Tris・一HCl（pH　7，6）、200μg／ml　tRNA、1xデンハルト溶液、10％硫酸デキスト

ラン、600剛NaCl、0，25％SDS、1酬EDTA、　pH8．0および0．1－1μg／ml　DIG標

識cRNA溶液中で50℃、24時間保温することにより行った。洗浄と発色はKonら52）

の方法に従った。

（6）　RT－PCR

細胞および組織のmRNAについてRT－PCRを実施する際には、2－2（4）の方法

にしたがってRNAを抽出した。　RT反応は、各試料0．5μgのRNAを鋳型とし、　p　I　3（表

2－1）をプライマーとして、2－2（5）に準じて実施した。　PCRは、　pI9と
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pI10（表4－1》をプライマーとして、2－2（5）に準じて実施した。　PCR産物は、

32P標識されたpBie2プラスミドの478bpフラグメントをプローブとしたサザンプ

ロット（2一一2（7）参照）により検出された。

4－3　　結果

　ISH法の実施に先立ち、　MDV　ICP4　mRNAを検出するためのプローーブを選択する

ため、pGie1およびpBie2を鋳型としてcRNAプローブを作出し、感染CEFの

poly（A）＋RNAについてノーザンプロット解析を行った（図4－2）。その結果pGie1

を用いたプロット像で、より明瞭に11kbのバンドが認められた。このプローブ

はIRs。Us方向の転写産物のみとハイブリダイズすることと、対象とした遺伝子

領域ではIRs－Us方向の10　kb以上の転写産物としては、　MDV　ICP4のみが報告され

ていることから、pGie1から合成されたcRNAプローブは特異的にMDV　ICP4　mRNA

とハイブリダイズする事が示唆された。

　続いて、pGie1を鋳型として合成されたcRNAプローブを用いて、　ISH法をおこ

なったところ、陰性対照であるCEFには陽性反応が見られなかったのに対し、崩

壊感染中のCEFでは92％の細胞に陽性反応が認められた（図4一一3）。また、　MSB－1

細胞においては0．35％の細胞に陽性反応が認められた。一方、感染CEF標本につ

いてISH法をおこなったのと同一のパラフィンブロックから切片を作出し、　M21

抗体により染色したところ1，5％の細胞で弱い陽性反応が認められた（結果は示

さず）。

　観察に供した5例の鶏すべてについて腰仙骨神経叢および坐骨神経の腫大が

認められ、神経病変は藤本らの分類に基づき35’　61）、R1型に分類された。　pGie1か

ら合成されたcRNAプローブを用いたISH法によりMDV　ICP4転写産物はFFE、肝臓、

腎臓、腰仙骨神経叢および坐骨神経に浸潤したリンパ様細胞に認められた（図4

－4）。検出されたシグナルは、FFEでは核および細胞質の両方に存在が認めら

れた（図4－4A｝のに対し、腰仙骨神経叢および坐骨神経のリンパ様細胞にお
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図4－2　1SH法に用いるプローブ選択のためのノーザンプロット解析。

　　CEF，　MDv感染CEF（INF）またはMSB－1より抽出した0．5μ9のpoly（A）＋R：NAを

　　アガロースゲルで泳動、ナイロンフィルターヘブロット後、pGie　1または
　　pBie2から合成されたcRNAプローブとハイブリダイズした。図の左側に標準

　　試料の泳動位置を示す。
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図4一一3　培養細胞のISH像。

　　A：アガロース封入、固定、パラフィン包埋後、薄切されたMDV感染CEFの
　　　　ISH像を示す（132倍）。プローブにはpGielから合成されたDIG標識cRNAプ

　　　　ローブを用いた。ハイブリダイゼーションの条件は本文4－2（4）に従っ

　　　　た。

　　B：Aの細胞の高倍率像を示す（792倍）。

　　C：Aに準じて処理されたMSB－1細胞（132倍）。

　　D：Cの細胞の高倍率像を示す（792倍》。
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図4－4　感染鶏組織のISH像。

　　A：固定、パラフィン包埋後、薄切されたMDV感染鶏のFFEのISH像を示す
　　　　（132倍》。プローブおよびハイブリダイゼーションの条件は　図4－3に

　　　　従った。

　　B：AのISH像の強拡大結果を示す（792倍）。

　　C：Aに準じて処理された肝臓のリンパ様細胞の浸潤のISH像を示す（132倍》。

　　D：CのISH像の強拡大結果を示す（792倍》。
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図4－4　感染鶏組織のISH像（前ページの続き）。

　　E：Aに準じて処理された腎臓のリンパ様細胞の浸潤のISH像を示す（132倍）。

　　　F：EのISH像の強拡大結果を示す（792倍）。

　　G：Aに準じて処理されたMDV感染鶏の坐骨神経のISH像を示す（132倍）。

　　H：GのISH像の強拡大結果を示す（792倍）。
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いては主として細胞質に局在していることが認められた（図4－4H）。MDV　ICP4

転写産物は、FFEを含む皮膚、肝および腎臓のリンパ球小結節ならびに腰仙骨神

経叢および坐骨神経から抽出されたRNAを用いたRT－PCRにおいても確認された

（図4－5）。

4－4　　考察

　MDV感染二二におけるMDV　ICP4発現細胞の同定は、過去に報告がない。本研究

において、著者はMDV感染CEFとMSB－1細胞ならびにMDV感染鶏組織のホルマリン

固定・パラフィン包埋された切片について、DIG標識された0，55　kbのcRNAプロ

ーブを用いて、感染細胞の検出とMDV　ICP4のmRNAの細胞内局在を観察した。

　本研究に用いたプローブは、全長11kbのMDV　ICP4　mRNAを検出することがノ

ーザンプロットによって示された（図4－2）。観察に供したノーザンプロット

でMDV　ICP4のmRNAが検出されなかったMSB－1細胞の一画面、　I　SH法でMDV　ICP4　mRNA

が検出されたが、これは、MSB－1細胞中におけるMDV　ICP4陽性細胞の頻度の低さ

によると考えられる（図4－3）。増幅回数が限られたRT－PCRによってはMDV　ICP4

mRNAが検出されず（図2－6）、増幅回数を増加させノーザンプロットよりも高

感度となったRT－PCRによってMDV　ICP4転写産物が検出されたことはこの事を支

持している（図4－5）。MSB－1細胞については、0．5－2％の細胞でMDVが偶発的に

活性化し、MDV抗原陽性となることが知られているi’　30）。本研究でも1．5％の細胞

がpp38陽性であった（結果は示さず）。AkiyamaとKato1）およびDunnとNazerian3e｝

の報告と本研究でのMDV　ICP4陽性MSB－1細胞の比率の一致から、　MDV　ICP4のmRNA

陽性細胞はMDV抗原陽性細胞であることが示唆される。　MSB－1細胞のISH法のシグ

ナルが、ウイルスゲノムDNAとのハイブリダイゼーションの結果である可能性は

以下の二点で否定的といえる。第一に、本研究ではDNA検出のための変性操作を

行わなかった事、第二に、感染CEFとMSB－1細胞ではウイルスゲノムのコピー一数

は大きく異なるが、ISH法のシグナルは両細胞で同程度であった事である。
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CEF　INF　MSB　FFE　Lym　Nerve
十　一　十　一　十　一　十　一　十　＝±＝

一　603

一　310

図4－5　1SH解析に用いた細胞・組織のRT－PCR。

　　CEF，　MDV感染CEF（INF），　MSB－1（MSB），　FFE，肝臓および腎臓のリンパ球

　　小結節（Lym）ならびに腰仙骨神経叢および坐骨神経（Nerve）から袖出された0．5

　　μgのRNAを図2－3に記述した方法に準じて逆転写後、　pI9とpI10を用いて
　　増幅した。電気泳動、プロット後、pBie2の478bpのDNA断片とのハイブリダ
　　イゼーション結果を示す。
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　今回使用したプローブについて培養細胞で確立した実験条件は、組織切片に

おいても応用可能であった（図4－4＞。観察に供した鶏はすべてに腰仙骨神経

叢および坐骨神経の腫大が見られたが、ファブリキウス嚢と脾臓等のリンパ系

臓器と他の内臓について顕著な変化は認められなかった。本研究に用いたMd5株

は、リンパ系臓器における高度な壊死と、リンパ腫および神経の腫大を伴わな

い早期の個体死を引き起こすことが分離当初報告されている101）。しかしながら、

本研究で観察された鶏は、いずれも早期死を免れており、また、神経の腫大も

観察されている。MDVに対しては、鶏の系統による感受性の差が知られているこ

とから16）、今回使用した鶏群のMd5に対する感受性が低かった可能性が示唆され

る。

　MDV感染2週目以降においては、　FFEにおいてウイルス抗原、細胞変性像、封入

体および感染性のウイルスの存在が報告されている10・　68）。本研究においても一

部の細胞に封入体が観察され、FFE全体においても崩壊感染に伴う細胞変性像が

認められた。これらの知見から、FFE細胞におけるMDV　ICP4のmRNAの強いシグナ

ルは、崩壊感染に由来することが示唆される。一方、肝臓および腎臓のリンパ

様細胞の浸潤については、細胞形態の保存が悪く、細かい形態分類はできなか

った（図4－4D、　F）。典型的なリンパ腫が認められなかったことから、肝お

よび腎臓のリンパ様細胞の浸潤がMDV感染によるリンパ球増加と関連する証拠

は得られていない。しかしながら、腎臓においては上皮の変性像が認められた

ことと（図4－4F）、予備的に行ったM21による染色で上皮が反応したこと（結

果は示さず）から、MDVの感染があることが示唆される。また、非感染鶏と感染

鶏におけるリンパ球小結節周辺の組織でISHによるシグナルが認められなかっ

たこと（図4－4D、　F）から、感染鶏のリンパ様細胞で検出されたシグナルは

MDV　ICP4のmRNAに由来する事が示唆される。腰仙骨神経叢および坐骨神経につ

いては、神経の腫大、脱髄および小リンパ球と形質細胞の浸潤から、MD神経病

変であることが示唆された68）。　これらの神経で、浸潤したリンパ様細胞にMDV

ICP4のmRNAのシグナルが認められた知見は、Rossら78）が神経病変中の浸潤リンパ

球中にISH法によりMDVゲノムを検出したことと一致する。本研究では、腫瘍性

58

議．．灘灘灘欝灘灘灘灘難難！購灘灘難灘雛鰯i難鑛一灘．



の病変が認められていないのに対し、Rossら78｝は腫瘍性の病変を持つ鶏でリンパ

就中のMDVゲノムを検出した。神経中のリンパ様細胞におけるMDV遺伝子の発現

については、腫瘍性の病変を持つ鶏についても、検討されるべきである。さら

に、本研究で観察されたリンパ様細胞におけるISH法のシグナルについては、同

一鶏の切片でMDV　ICP4のmRNAと同一の塩基配列を持つプローブ（本研究のプロー

ブの反対鎖）でシグナルが検出されなかったこと（結果は示さず〉からも、MDV

ICP4の転写を示すことが示唆される。

　本研究でISH法のシグナルが陽性となった細胞のうち、　FFEは崩壊感染が報告

されている。それに対し、感染後の腫瘍の潜伏期において、肝臓、腎臓および

末梢神経に浸潤するリンパ様細胞については、崩壊感染の頻度が低いことが報

告されている16）。このことから、本研究においてISH法のシグナル陽性であった

リンパ様細胞は、ウイルスの活性化程度が崩壊感染のレベルに達していない可

能性が示唆される。すなわち、第2章および第3章で予測されたMDVが部分的に

活性化している細胞をISH法により検出した可能性が示された。

　一般的には、転写産物の局在はその翻訳能と関係すると考えられている4’　104）。

感染CEFにおいては、　MDV　ICP4のmRNAは核内および細胞質内に検出された（図4

－3》。また、FFE細胞においても感染CEFと同様にMDV　ICP4のmRNAは核および細

胞質に認められた（図4－4B）。核および細胞質における翻訳活性のあるmRNA

の存在はHCMVの主要初期抗原転写産物で報告されているIo4）。核内へのmRNAの蓄

積は、プロセシングの障害等により翻訳が進まない状況を示す場合があるが47）、

HCMVの主要初期抗原転写産物についての報告104｝を勘案すると、　MDV感染CEFで認

められた核でのシグナルは、必ずしもMDV　ICP4の翻訳を否定する知見ではない。

また、神経内のりンパ様細胞ではMDV　ICP4のmRNAは主として細胞質に認められ

たが、これらの細胞においてMDV　ICP4の翻訳が効率よく進行しているとの証拠

も得られていない。今後、これらのリンパ様細胞についてMDV　ICP4遺伝子産物

の局在が検討されるべきである。さらに、MDVの初期および後期蛋白質遺伝子の

発現について、本研究で用いたISH法を用いて検討することにより、リンパ邸中

59

、懇



のMDVの活性化の機序についての重要な知見を得ることができると考えられる。

4－5　　　　小括

　著者は、DIG標識cRNAプローブによるISH法を用いて感染鶏においてリンパ様

細胞とその他の組織におけるMDV　ICP4の発現を検出した。プローブのための遺

伝子領域はMDV　ICP4のORFの1　kb上流の0．55　kbを用いた。方法の確立に当たっ

ては、試験管内感染細胞およびリンパ芽球様細胞株を用い、ウイルスが活性化

している細胞でMDV　ICP4のmRNAが検出される事を確認した。リンパ芽球様株化

細胞MSB－1では、0．35％の細胞においてMDV　ICP4のmRNAが検出された。この方法

を用いて感染鶏の各組織中のMDV　ICP4遺伝子の発現を調べたところ、細胞変性

像が認められたFFEにおいてMDV　ICP4のmRNAが検出された。また、肝臓、腎臓、

腰仙骨神経叢および坐骨神経に浸潤したリンパ様細胞においてプローブとの反

応が検出された。FFE、肝および腎臓のリンパ球帯結節ならびに腰仙骨神経叢お

よび坐骨神経におけるMDV　ICP4遺伝子の転写はRT－PCR法を用いても確認された。

感染後の腫瘍の潜伏期において、リンパ様細胞の崩壊感染の頻度が低いことか

ら、本研究においてISH法のシグナル陽性であったリンパ様細胞は、ウイルスが

部分的に活性化した細胞であることが示唆される。
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第5章　　総括

　マレック病の発病機構の解明のためには、感染ウイルスの活性化機構を明ら

かにするとともにそれらの知見に基づいて組織内のウイルス転写産物の検出が

もとめられる。マレック病ウイルス（MDV）については、ほとんどの遺伝子発現が

抑制される潜伏感染から、ウイルス粒子形成を伴う崩壊感染まで、多様な感染

形式が知られている。現在までに28のMDV遺伝子が報告されたにもかかわらず、

それらの感染を決定づけるウイルス側の因子は報告されていない。著者は、ア

ルファヘルペスウイルス群でウイルス活性化の初期因子として知られているヒ

ト単純ヘルペスウイルスICP4のMDVのホモローダ（MDV　ICP4）に注目した。本研究

は、MDV　ICP4の感染初期過程におけるMDV遺伝子の活性化作用を明らかにすると

ともに、感染鶏内での検出を目的とする。

　第一に、MDV　ICP4のオープンリーデングフレーム（ORF＞を含んだプラスミド

（pSV－ICP4S）を作出し、ハイモビリティグループ（HMG＞蛋白質とリボソームを用

いた方法でマレック病腫瘍株化細胞にトランスフェクトすることにより、短時

間のうちにMDV　ICP4を発現させた。その結果、腫瘍株化細胞に潜伏感染してい

るMDVゲノム上のMDV　ICP4遺伝子の転写が促進された。一方、このMDV　ICP4の発

現にもかかわらず、MDVのDNAポリメラーゼ遺伝子については発現量の変化は認

められず、pp38遺伝子の転写についてはわずかな増加が認められたが、有意で

はなかった。また、MDVゲノムの細胞あたりのコピー数については、変化が認め

られなかった。これらの結果から、MDV　ICP4の発現は、それ自身のDNAポリメラ

ーゼによるゲノムの自律的複製を伴う全面的なウイルスの活性化にはいたらな

いことが示唆された。

　燐酸化蛋白質pp38は、　MD腫瘍において発現が認められている数少ないウイル

ス抗原で、腫瘍化への関与が議論されてきた。また、そのORFの上流にはICP4結

合配列と2種の転写因子結合配列を含むプロモーター／エンハンサー領域が報告

されており、MDV　ICP4によって活性化される可能性が指摘されてきた。しかし
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ながら、MDV　ICP4をトランスフェクトした細胞において、　pp38の発現量は、わ

ずかな増加にとどまった。著者は、pp38のcDNA解析とプライマー伸長解析によ

り、pp38のプロモーター／エンハンサー領域を同定し、さらに、　cDNA上の翻訳領

域からリコンビナント蛋白質を作出することにより、転写開始点の妥当性を確

認した。これらの結果により確認された転写調節領域をルシフェラーゼ発現ベ

クターに挿入し、pSV－ICP4Sと同時にMD腫瘍細胞に導入することにより、　MDV

ICP4のpp38プロモータ領域への直接の効果を検出した。これらの結果から、ト

ランスフェクトされたMDV　ICP4は、　pp38プロモーター／エンハンサ領域を活性化

することが示された。

　上記の結果から、MDV　ICP4は、少なくとも一部のウイルス遺伝子を活性化す

るが、最終的な活性化までには進行しないことが示唆された。このMDV　ICP4遺

伝子の転写を感染年中で検出するため、ノーザンプロット解析により、MDV　ICP4

のORFの1　kb上流の0，55　kbのDNA断片から転写されたcRNAをプローブとして選択

した。この領域のdigoxigenin（DIG）標識したcRNAプローブを用いてin　situハイ

ブリダイゼーーション（ISH）法を行ったところ、92％のMDV感染CEFと0，35％のMSB－1

において陽性シグナルを検出した。同時にISH法を行った非感染CEFがISH陰性で

あったことと、MSB－1細胞における陽性シグナルの頻度が報告されている抗原陽

性比率と一致することから、ISH陽性シグナルがMDV　ICP4遺伝子の転写を示すこ

とが示唆された。続けて上記のDIG標識cRNAプローブを用いて感染鶏のパラフィ

ン切片においてISH法を行ったところ、　FFEならびに腎臓、肝臓、腰仙骨神経叢

および坐骨神経中に浸潤したリンパ様細胞においてMDV　ICP4　mRNAの発現を検出

した。これらの組織におけるMDV　ICP4　mRNAの発現は、　RT－PCR法によって確認さ

れた。

　MDV　ICP4トランスフェクション実験の結果から、　MDV　ICP4遺伝子の転写産物

を検出するプローブを用いたISH法により崩壊感染細胞に加えて、崩壊感染の前

段階と崩壊感染をおこさない細胞の一部が検出される可能性が示唆された。本

研究では、崩壊感染が報告されているFFEに加えて、感染後の腫瘍の潜伏期にお
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いては崩壊感染の頻度が低いことが予想されるリンパ様細胞においてもMDV

ICP4のmRNAの陽性細胞の存在が認められた。これらのリンパ様細胞中において

はMDV遺伝子群が部分的に活性化している可能性も示唆される。本研究で確立さ

れたISH法を用いて、　MDV遺伝子を活性化するMDV　ICP4遺伝子および活性化され

る遺伝子群の発現を感染鶏内で観察することにより、MD発病に関する重要な知

見を得る事が可能となる。
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第8章 英文抄録

Enhancement　of　gene　expression　by　Marek’s　disease　virus　homologue　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　the　he叩es　Simplex　Virus－1　ICP4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Daiji　Endoh

　　　　Marek’s　disease　（MD）　is　a　disease　of　domestic　chickens　caused　by　cell－

associated　herpes　Virus（M■》V）and　characte血ed　prindpa皿y　by　T　ceU

lymphoma　and　demyelinating　peripheral　neurop　athy．　Three　general　types　of

vimS－Ce皿interaCtiOnS　are　reCOgniZed：1ytiC，　latent　and　tranSfOrming．

Activation　of　virus　genes　is　an　imp　ortant　step　for　determining　virus－cell

interactions．　’1！he　MDV　homologue　of　the　herp　es　simplex　virus－1－ICP4　aNa　DV

ICP4）　may　be　an　important　activator　of　vi　rus　genes．　The　aim　of　this　study　is

to　show　the　evidence　for　activation　of　virus　genes　by　MDV　ICP4　an　d　the

existence　of　the　cells　expressin　g　MDV　ICP4　in　the　tissues　of　MDV－infected

chickens．

　　　　Although　MD　tumor　cell　line，　MD　C　C－MSB－1　aN（［SB－1）　contains　multiple

copies　of　MDV　genomes，　the　transcrip　tion　of　MDV　DNA　occurs　along　－mited

portions　of　the　viral　genome．　To　observe　the　effect　of　MDV　ICP4　on　the

exp　ression　of　viral　genes，　1　transfected　MSB－1　tumor　cells　with　plasmid

including　a　codmg　region　of　MDV　ICP4　using　a　cationic　liposome．　As　caniers

for　intranuClear　transport，　high　mob丑ity　group－1　and　一2　proteins　were　bound

to　the　plasmid　DNA　before　forming　liposomes．　1　detected　transcripts　from　the

plasmid　2　hr　after　transfection　by　quantitative　reverse－transcriptase

polymerase　chain　reaction　（RT－PCR）　analysis．　1　also　detected　abundant

transcrip　ts　of　MDV　ICP4　from　MDV　genomes　in　MSB－1　cells　（endogeneus

ICP4）2－96　hr　after　transfection．　Although　there　was　no　signi丘cant

difi7erence，　transcripts　of　phosphorylated　protein　pp38　were　also　increased．

11iese　findings　suggested　that　expression　of　the　introduced　MDV　ICP4　gene

enhanced　the　expression　of　endogenous　MDV　ICP4　and　pp38．　On　the　other

han　d，　transcripts　of　MDV　DNA　p　olymerase　were　not　detecte　d　in　transfected

MSB－1　cells　an　d　quantitative　PCR　analysis　for　virus　genome　DNA　indicated
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no　signi丘cant　alteration　of　copy　number　of　the　Virus　genome　in　transfected

MSB－1　cells，　suggesting　that　viral　replication　requires　more　th　an　turnin　g　on

the　MDV　ICP4　gene．

　　　　pp38　is　one　of　few　proteins　that　is　detected　in　the　MD　1ymphom　a　and

lymphoblastoid　cell　lines　and　is　also　known　as　one　of　few　proteins　that　could

be　detected　on　p　araffin－embedded　sections．　’llius　pp38　is　an　imp　ortant

in　dicator　of　MD－infected　cells　in　MDV－infected　tissues．　ln　this　stu　dy，　the

promoter／enhancer　element　of　pp38　was　identified　by　cDNA　analysis　and　by

open　reading　frame　（ORF）　analysis　with　recombinant　protein．　Namely，　the

cDNA　coding　fu皿length　pp　38　was　Cloned　and　analyzed　to　ensure　that　the

predicted　OR：F　was　the　actual　OR：F　in　v70vo．　A　fu皿length　recombinant　protein

coded　by　the　entire　open　reading　frame　of　the　MDV　pp38　cDNA　was

synthesized　in　E．　colf　and　puri丘ed　by　a伽ty　chromatography．　Immunoblot

analysis　indicated　that　the　expressed　recombinant　protein　had　the　same

mobility　as　the　pp38　in　infected　cells．　These　findings　and　the　result　of　p血er

extension　analysis　showed　that　the　promoter　of　pp38　exists　15－19　bases

up　stream　from　the　5’一end　of　the　cDNA　and　that　the　enhancer　sequences

include　ICP4，　Sp－1　and　Oct－1　binding　elements．　The　promoterlenhancer

fragrnent　was　ligated　into　plasmid　p　GV－B　on　just　upstream　of　the　lueiferase

gene　as　a　rep　orter　gene．　The　luciferase　gene　of　the　constructed　plasmid　was

expressed　in　MSB－1　cells．　Expression　of　the　luciferase　under　the　control　of

the　promoter／enhancer　of　pP38　gene　was　enhanced　when　the　cens　were　co－

transfected　with　the　MDV　ICP4－expressing　plasmid．　These　fin（lings　suggest

that　MDV　ICP4　upregulates　the　enhancer　of　pp38．

　　　　Transfection　experiments　using　MDV　ICP4－expressing　plasmid　suggest

that　the　expression　of　MDV　ICP4　preceded　the　expression　of　early　or　late

genes．　11ius　a　variety　stage　of　MDV　infection　may　be　detected　using　MDV

ICP4　as　an　indicator．　To　observe　the　moV　ICP4－expressing　cells　in　v7’vo，　I

showed　transcripts　of　the　MDV　ICP4　on　p　araformaldehyde－fixed　and

parafiin　embedded　cells　by　in　situ　hybridization　aSH）．　A　cRNA－probe

synthesized　from　O．55　kb　DNA　fragrnent　clones　from　1　kb　up　stream　of　OR［F　of

74

－
　
「

　
　
　
．
「
　
」
罪
」

　ド』

，1

’1．kt

い

1
乏ﾌダ

磯
　」



M］）V　ICP4　was　selected　as　the　probe　for　M　DV　ICP4　transcripts，　as　it

hybridized　to　full　lengh　transcrip　ts　on　Northern　blot．　Usin　g　the　（ligoxigenin－

labeled　O．55　kb　cRNA　probe，　M　DV　ICP4　transcripts　were　detected　in　920／o　of

lytically－infected　chicken　embryo　fibroblasts　（CEF）　an　d　in　O．350／o　of　MSB－1．

No　signal　was　observed　on　uninfected　CEF．　By　this　ISH　method，　1　detected

MDV　I　CP4　transcripts　in　the　feather　follicle　epithelium　（FFE），　lymphoid

cells　in　the　liver，　kidneys　an　d　nerve　of　infected　chickens．　The　MDV　ICP4

transcrip　ts　were　also　detected　in　the　FFE，　n　erve　an　d　1ymphocytic　fOci　of　liver

and　kidney　by　RT－PCR．

　　　　In　conclusion，　MDV　ICP4　is　suggested　to　activate　some　MDV　genes，

while　infection　does　not　p　roceed　to　the　lytic　stage　with　MDV　ICP4　alone．　And

I　detected　the　MDV　ICP4　transcripts　in　the　lymphoid　cells　of　MDV－infecte　d

chickens　by　the　ISH　method．　As　the　significant　p　rop　onion　of　lymphoid　cells

are　reported　to　be　non－lytic　on　the　pre－tumorigenic　stage，　ISH　sigrials　in　the

lymphoid　cells　may　indicate　the　panial　activation　of　MDV　genes　by　MDV

ICP4．　’Nie　application　of　the　ISH　method　on　the　observation　of　the　expression

of　viral　transactivators　may　resulted　in　signjficant　advances　in

understanding　the　mechanisms　for　tumorigenesis　by　MDV．
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