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A procedure for the construction of general complementary (c) DNA libraries and a cDNA selection 
method based on hybridization of cDNA fragments to virus-specific clones have been developed on the basis 
of the polymerase chain reaction (PCR) amplification method. The first cDNA strand was synthesized from 
the total RNA of infected cells by means of an oligo (CI)-containing primer. Then, the oligo (dG) tailing the 
total c DNA was amplified with the PCR and 2 primers complementary to oligo (dA) and the oligo (dA) end 
of the cDNA. The amplified cDNA was ''selected" by hybridization with 51 biotinylated human herpesvirus 
(HHV)-6 Pst I clones. Then, hybridized cDNA was conjugated with immobilized avidin, and the selected 
cDNAs were recovered with the PCR; these steps were repeated 5 times. We examined the cDNA from 
cycloheximide-treated infected peripheral blood lymphocytes and the cDNA from latently infected 
macrophages. The amplified cDNA from cycloheximide-treated, infected cells and latently infected 
macrophages were hybridized with 51 Pst I clones. The cDNA from cycloheximide-treated cells was 
hybridized with 5 Pst I clones (pSTY03, pSTY9, pSTY15, pSTY34, pSTY45), and the cDNA from latently 
infected macrophages was hybridized with 1 Pst I clone (pSTY07). The cDNA from uninfected cells 
hybridized with no Pst I clone, and the HHV-6 DNA that was amplified and selected by the same methods 
hybridized with no Pst I clone. A library containing 106 clones was established from the amplified and 
selected cDNA from the infected cells and sequenced. Five kinds of cDNA clones from cycloheximide-
treated cells were analyzed with Northern blot hybridization, and all of them immediately hybridized early 
viral RNA. In the case of the transcript on the latently infected cells, no virus-specific RNA was detected 
with Northern blot hybridization. The results of Southern blot hybridization suggested that the cDNA from 
latently infected macrophages was in the direct repeat sequence of this virus.

（Tokyo Jikeikai Medical Journal 2011;126:1-10）　
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改良型遺伝子濃縮法によるヒトヘルペスウイルス6の前初期遺伝子

および新規潜伏感染特異的遺伝子の同定
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Ⅰ．緒　　　　　言

ヒトのヘルペスウイルスは現在までに8種類が

発見されており，いずれのウイルスも初感染時に

ウイルスが増殖した後に増殖を停止し，ウイルス

遺伝子が生涯保持される潜伏感染状態となる．こ

の潜伏感染したウイルスは，何らかのきっかけで

再び活動を開始し宿主の体内で増殖する．この現

象を再活性化と呼び、ヘルペスウイルスの遺伝子

活動によって自律的に行なわれる現象である．潜
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伏感染状態をとるウイルスは，レトロウイルスや

アデノ随伴ウイルスなど、ヘルペスウイルス以外

にもあるが，自律的に再活性化を生じるのはヘル

ペスウイルスのみである．

ヘルペスウイルスは進化的な観点や生物学的性

質から，神経節で潜伏感染を生じるα-ヘルペス

ウイルス，マクロファージ系細胞で潜伏感染する

β-ヘルペスウイルス，B細胞で潜伏感染し発癌

性を有するγ－ヘルペスウイルスの3つのグルー

プに大別される．ヘルペスウイルスは、同じ科に

属するとは思えないほど、遺伝子の大きさや構造

が多様である。また、潜伏感染・再活性化の機構

も，不明な点が多いものの，グループごとに別々

の機序を持つことが判っている．遺伝子構造や潜

伏感染の機序が異なるにもかかわらず、潜伏感染・

再活性化という共通点を持つことは，この性質が

ヘルペスウイルスの生存にとって非常に重要であ

ることを示している．

ヒトヘルペスウイルス（HHV-6）は，β-ヘル

ペスウイルスに属し，ほとんどの人で1歳半まで

に初感染を生じ突発性発疹の原因となる1）．マク

ロファージ2）と脳内において潜伏感染を生じ3），

小児期での再活性化は熱性痙攣の原因となる3）．

また，臓器移植などの免疫抑制状態で再活性化を

生じると重篤な合併症を起こすことがある4）．

HHV-6は，脳内で潜伏感染する唯一のヘルペス

ウイルスであり3）さまざまな中枢神経疾患5）-7）や

慢性疲労症候群8）9）との関係が指摘されている．

HHV-6には世界中に広く分布し、突発性発疹の原

因となるHHV-6 variant B（HHV-6B）と、最初の

HHV-6として分離されてはいるが、疾患との関わ

りがいまだ確定しておらず、感染者の数もHHV-

6Bより少数であるHHV-6 variant Aがある10）．本

研究では，HHV-6Bを取り扱っており，とくに断

らない限りHHV-6は、HHV-6Bのことを指す．

ヘルペスウイルスの潜伏感染の機構を明らかに

するために重要であるのが，潜伏感染時に特異的

に発現する遺伝子（潜伏感染遺伝子）を同定する

ことである．ヘルペスウイルスのなかで潜伏感染

研究がもっとも進んでいるのは，エプシュタイン・

バーウイルス（EBV）であるが，これは，EBV
が発癌性を持つため，EBVによって発癌や不死

化を起こした細胞から，容易に潜伏感染遺伝子を

同定することが可能であったためである．

この様な背景に基づき，HHV-6の潜伏感染・

再活性化機構の研究を押し進めるために，潜伏感

染遺伝子を同定することを計画した．このために，

遺伝子濃縮法の開発などを行ない，HHV-6潜伏

感染遺伝子の同定を行なった．

Ⅱ．対 象 と 方 法

HHV-6の新規の潜伏感染特異的遺伝子を同定

する目的で，ウイルス遺伝子濃縮法の開発と，

HHV-6潜伏感染細胞で発現しているウイルス

mRNAの同定を行なった．

ウイルス遺伝子濃縮法は，HHV-6のゲノム

DNAクローンをビオチン化した後，ストレプト

アビジン磁気ビーズに固定し，polymerase chain 
reaction（PCR）法とhybridization法に基づいた

cDNA選択法の開発を行なった．濃縮に使用した

HHV-6のゲノムDNAクローンは，HHV-6ゲノ

ムDNAを制限酵素Pst Iで消化後，pUC11ベク

ターに組み込んだもので，HHV－6ゲノムのほ

ぼ全域をカバーしていた． 具体的な方法は以下

の様である．

１．細胞とウイルス

HHV-6は，臨床分離株（HST株）をヒト臍帯

血細胞由来末梢血単核細胞（CBMC）で培養した

ものを使用した．ウイルスの力価は，focus 
forming unit (f. f. u)/mlで表される11）．

HHV-6の増殖性感染は，ヒト末梢血単核細胞

（PBMC） を 用 い て 行 な っ た．PBMCは，

RPMI1640培地に10%の胎児牛血清，および0.1 
Uの組み換えヒト・インターロイキン2に5 μg/
mlのphytohemagglutinin（PHA）を加えた培地で，

37 ℃ 5%CO2条件下で培養した．PBMCには，

multiplicity of infection (MOI)．0.05で，HHV-6を

感染させた．

前初期遺伝子発現用の細胞を得るためには，

PBMCを200 μg/mlのシクロヘキシミド（CH）

で12時間前処理した後に，HHV-6を感染させた．

潜伏感染遺伝子発現を検討するためには，すで

に報告した方法で得たHHV-6潜伏感染細胞を使

用した．方法を簡単に述べると，潜伏感染細胞を

成立させるヒトマクロファージを，PBMCからゼ
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ラチンコートシャーレを用いて分離し，RPMI1640
培地と25％馬血清を用いて37 ℃ 5%CO2条件下で

培養した．1週間後にHHV-6をMOI 0.05で感染さ

せた．その後，約1ヵ月の培養を行い，HHV-6潜

伏感染細胞を得た．潜伏感染が成立しているかど

うかは，polymerase chain reaction （PCR）法によっ

て細胞内にHHV-6遺伝子が存在していることを

確認し，抗HHV-6モノクローナル抗体でHHV-6

の増殖が見られないことを確認すること，

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate （TPA）に よ

る再活性化が誘導できるかを確認することによっ

て行なった．

２．RNA抽出とcDNA作成

細胞を滅菌したphosphate buffered saline（PBS）
で洗浄した後，RNA抽出バッファー（4 M gua-
nidium thiocyanate， 25 mM sodium citrate PH 7.0, 
100 mM 2-mercaptoethanol， 0.5% sodium lauroyl 
sarcosinate）12）に溶解した．つぎに，水飽和フェノー

ルとクロロホルムで処理した後，溶解液の2.7倍
量のエタノールを加えて沈殿し，RNAを回収し

た． 回 収 し たRNAは，20 μg/mlのRNase-free 
DNase（Worthington社製）で処理し，DNAを分

解した．さらに，フェノールとクロロホルムで処

理を行い，DNaseの除去とRNAの純化を行なっ

た．

RNAは，15 μlの以下の組成のバッファー中で

逆転写を行なった（50 mM Tris-Hot PH 8. 3. 50 
mM KCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, lmM EDTA, 
dNTP mixture (2 mM の 各dNTP), 4mM sodium 
pyrophosphate)．プライマーは，以下の配列の

ologo (CI) -primer 5' AACTGGAAGAATTCGCGGC
CGCAGGAATTTTTTTTTTTTTTTTTT3' を，20 p 
mole加 え た． 逆 転 写 酵 素 は，20 unitのAMV 
reverse transcriptase（RAV-2，Takara）を加え，1

時間42 ℃で反応させた．

３．cDNAのPCR増幅

上記の方法で逆転写したcDNAは，まずoligo
（dG）の付加を行なった後，以下の条件でPCR反

応を行なった． バッファー条件は，50 μl の10 
mM Tris （PH 8.3），50 mM KCl，4 mM MgCl2，0.01%

（w/v） gelatin， dNTP mixture（0.5 mM of each 
dNTP，2.5unit Taq polymerase（Perkon-Elmer社））

に10 p moleの以下の配列の oligo（do）-contain-

ing primerを加えた．Primer 1： 5 ' - CGATTTAG-

GTGACACTATAGGAATTCCCCCCCCCC-3' ; and 
cDNA-PCR Primer 2: 5'- AACTGGAAGAATTC-

GCGGCCGCAGGAA-3’．PCR反 応 は，denatur-
ation 92 ℃ 1分，annealing 50 ℃ 2分， elongation 
72 ℃ 5 分 で20サ イ ク ル 行 い，Primer 3: 5' 
-CGATTTAGGTGACACTATAGGAATTC- 3' を 追

加後，denaturation 92 ℃ 1分，annealing 62 ℃ 2分， 
elongation 72 ℃ 5分の条件でさらに20サイクル

のPCR反応を行なった．

４．cDNAの選別

1）HHV-6 DNAクローンのビオチン標識

HHV-6のゲノムDNAクローンは，HHV-6ゲ

ノムDNAを制限酵素Pst Iで消化後，pUC11ベク

ターに組み込んだもので，HHV-6ゲノムのほぼ

全域をカバーする51種類のプラスミドクローン

を使用した．これらのプラスミドを，PHOTO-

PROBE Biotin（Vector Laboratoroes, Inc.,U.S.A）を

用いて供給元のプロトコールに従ってビオチン標

識した．

2）cDNAのアフィニティー濃縮

約100 ngの上記の方法でPCR増幅したcDNAと

1 μgのビオチン標識HHV-6プラスミドクローンを

熱変性し，1M NaCl, 0.1M Tris-HCl（pH 8.0）溶液

内で，65 ℃ 5時間ハイブリダイゼーションを行なっ

た．その後，0.1M Tris-HCl（pH 8.0）でNaClが0.15M
になるまで希釈，Streptavidin Dynabeads（Dynal）
を加え，37℃ 30分間反応させた． Streptavidin 
Dynabeadsは，磁気粒子コンセントレータ（MPC-E）
によって回収し，1 mlの洗浄溶液（0.05のM NaCl，
0.01MのTris-HCl pH 8.0）で10分間ずつ3回転倒

混和して洗浄した．回収したcDNAは，上記の

PCR）法によって増幅し，セファクリルS300を用

いて，比較的分子量の大きなPCR産物のみ回収し

た．このアフィニティー濃縮とPCR増幅を5回繰り

返し，HHV-6特異的なcDNAを濃縮した．アフィ

ニティー濃縮したcDNAは，以下のcDNAライブラ

リーの作成とコロニーハイブリダイゼーション用の

プローブとして用いた．

3）cDNAライブラリーの作成

上記の方法で濃縮したcDNAは，TA-cloning 
Kit（Invitrogen社）を用いて，製品のプロトコー

ルに従ってプラスミドライブラリーを作成した．
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５．HHV-6前初期遺伝子および潜伏感染遺伝子

ファージライブラリーの作成

前初期遺伝子および潜伏感染遺伝子のmRNA
を上記の方法で取得，ランダムプライマー cDNA
合成キット（Stratagene社）を用いて二重鎖DNA
を作成した後，Lambda gt10クローニングキット 

（Stratagene社）を用いてファージライブラリーを

作成した．方法は，供給元のプロトコールに従っ

て，cDNAの末端を平滑にした後，同キットに含

まれるEco RIアダプターを結合し，Lambda gt10
ベクターのEco RIサイトにcDNAを挿入した．ラ

イゲーション反応後にLambda gt10ベクターを，

Gigapack Gold Packaging Extract（Stratagene社）を

用いて，in vitroパッケージングを行なった． 
ファージプレートは，10 cmシャーレ1枚あたり，

約1,000プラークが出現する様に作成した．

６．各種ハイブリダイゼーション法

1）ドットブロットハイブリダイゼーション

HHV-6ゲノムのほぼ全域をカバーする51種類

のプラスミドクローンを，Filtration manifold（Bio-
Lad社）を用いて，約100 ngずつ Hybond-N＋

membrane（Amersham社）にアルカリブロット法

で結合させた．

プラスミドクローンを結合させたメンブレンは，

上記の方法でアフィニティー濃縮したcDNAをプ

ローブとしてハイブリダイゼーションを行なった．

プローブの標識とハイブリダイゼーション反応

は，α-32P標識dCTPを用い，rapid hybridizatoon 
system multiprime（Amersham社）のプロトコール

に従って2時間反応させて行なった． メンブレン

の洗浄は，2xSSPE，0.1% SDSを用いて10分ずつ

室温で2回，2xSSPE，0.1% SDSで65 ℃ 20分1回，

0.25xSSPE，0.1% SDSで65 ℃ 20分2回行なった．

洗浄後メンブレンを乾燥し，レントゲンフィルム

を-70℃にて約16時間感光させた．

2）ノーザンブロットハイブリダイゼーション

HHV-6の前初期遺伝子発現条件，潜伏感染条

件，コントロールで得られた細胞から得たRNA
を4.5 μlのdiethyl pyrocarbonate（DEPC）処理水

に5倍の formamide gel-running buffer［100 mM 3-
（N-morpholino） propanesulfonio acid（MOPS），40 

mM sodium acetate 5mM EDTA（pH 8.0）］3.5 μl
と10 μlホルムアルデヒドを混合した溶液で溶解

した．このサンプルを65 ℃で15分間変成し，

RNA泳動用のアガロースゲル（1.2% agarose，lx 
formamide gel- running buffer，2.2 M formaldehyde）
と1x formaldehyde gel- running bufferを用いて3V/
cmで45分間泳動した．分子量マーカーは，0.24-
9.5 Kb Ladder（GIBC0 BRL社 ） を用いた．泳動し

たRNAは，Gene Screen Plus membrane（NEN 
Research Products社）に転写した． 転写用のバッ

ファーは，10xSSPE（1.8 M-NaCl, 0.1 M-sodium 
phosphate，0.01 M-EDTA PH 7.0）を用いて16時

間行なった．転写後，メンブレンを2xSSPEで洗

浄した後，80℃のバキュームオーブンで2時間焼

き付けを行なった．ハイブリダイゼーションは，

ドットブロットハイブリダイゼーションによって

同定されたHHV-6プラスミドクローンをドット

ブロットハイブリダイゼーションと同様の方法を

用いて，標識，ハイブリダイゼーション，洗浄，

検出を行なった．

3）サザンプロットハイブリダイゼーション

ドットブロットハイブリダイゼーションにて陽

性となったプラスミドを，制限酵素Bam HIで消

化してアガロース電気泳動し，Hybond-N＋ 
membrane（Amersham社）に0.4N NaOHによるア

ルカリブロッティング法を用いてトランスファー

を行なった．ハイブリダイゼーションは，アフィ

ニティー濃縮したcDNAをプローブとして使用

し，ドットブロットハイブリダイゼーションと同

様の方法で行なった．

4）プラークハイブリダイゼーション

プラークは，Hybond-N＋ membrane（Amersham
社）に写し取った後，0.4N NaOHによるアルカリ

固定を1時間行なった．転写後，メンブレンを

6xSSPEで中和した後，2xSSPEで洗浄し，80 ℃
のバキュームオーブンで2時間焼き付けを行なっ

た．ハイブリダイゼーションは，上記の方法で陽

性であることが確認されたプラスミドクローンを

プローブとして，ドットブロットハイブリダイ

ゼーションと同様の方法で行なった． 
７．塩基配列解析

上記の方法で得たLambda gt10クローンは，

Lambda gt10特異的プライマーでインサートを

PCR増幅した後，同じプライマーを用いて塩基配

列を解析した．塩基配列は，SequenaseTM DNA 



HHV-6潜伏感染遺伝子の同定 5

Sequencing Kit（USB社）を用いて行なった．反

応後の産物は，ポリアクリルアミド電気泳動し，

乾燥後，レントゲンフィルムに感光した後，塩基

配列解析を行なった．

Ⅲ．結　　　　　果

１．HHV-6前初期遺伝子発現部位の同定

新規潜伏感染遺伝子の同定を行なうための選択

システムの動作確認を兼ねて，まずHHV-6前初

期遺伝子発現部位の同定を行なった．前初期遺伝

子mRNAは，CH処理によって前初期遺伝子のみ

を発現するようにした，HHV-6感染細胞から得た．

cDNAを対象と方法の項で述べた方法で濃縮し，

HHV-6ゲノムのほぼ全域をカバーするプラスミド

クローン（pSTY clones）（Fig. 1, 2）とハイブリダ

イゼーションしたところ，Fig. 2(a)に示すように，

pSTY03，pSTY09，pSTY15，pSTY34，pSTY45

の5つのクローンが陽性となった．これらのクロー

ンのHHV-6ゲノム上の位置は，Fig. 1に示す通り

である．

２．ノーザンブロットハイブリダイゼーション法

による確認

陽性クローンが前初期遺伝子発現部位を含むこ

とを，ノーザンブロットハイブリダイゼーション

法によって確認した．ノーザンブロットハイブリ

ダイゼーションに使用したRNAは，CH処理した

PBMCから精製したので，HHV-6感染細胞では

前初期遺伝子のみが発現していると考えられる． 
ノーザンブロットハイブリダイゼーションの結

果，pSTY03は 約4.0Kb，pSTY09は 約1.5Kb，
pSTY15は約4.5 Kb，5.0 Kb，3.0 Kbのバンドが

Fig. 1 Mapping of HHV-6 open reading frames and plasmid clones
Gene structure of HHV-6, open reading frames that are related to this study, and HHV-6 
genomic plasmid clones are shown.

Fig. 2 Dot-blot hybridization using affinity purified cDNA
Position of HHV-6 genomic plasmid clones and 
results of dot-blot hybridization are shown.  Cells 
were obtained from cyclohexomide (CH) treated 
infected peripheral blood lymphocytes (a), latently 
infected macrophages (b), or uninfected peripheral 
blood lymphocytes.



小川　ほか6

検 出 さ れ た．pSTY34は 約1.5 Kbと 1.0 Kb， 
pSTY45では特異的なバンドは検出されなかった．

非感染細胞からは，陽性のバンドは検出されな

かった（Fig. 3）．このことは，少なくとも，陽性

のバンドが得られたpSTY03，pSTY09，pSTY15，

pSTY34の各クローンは，前初期遺伝子と相同な

遺伝子部位を含むプラスミドであると考えられ

た．

３．cDNAクローンの塩基配列確認

HHV-6ゲノムに対するアフィニティー濃縮し

たcDNAから作成したLambda gt10ライブラリー

を，同じくアフィニティー濃縮したcDNAに対し

てドットブロットハイブリダイゼーション陽性と

なったプラスミドクローンをプローブとしてプ

ラークハイブリダイゼーションを行なった． そ
れぞれ，約1,000個のプラークを選別した結果，

Table. 1に示す数の陽性プラークを得た．陽性プ

ラークから得たDNAを，Lambda gt10特異的プラ

イマーを用いてPCR増幅し，代表的な大きさの

インサートを確認した．代表的なインサート解析

結果を，Fig. 4に示す．

これらのLambda gt10ファージクローンの塩基

配列を決定したところ，pSTY03とのハイブリダ

イゼーションが，陽性となったクローンからは，

HHV-6ゲノムのopen reading frame （ORF）U86と

U89に 相 同 な 配 列 が 検 出 さ れ た． 同 じ く，

pSTY09とハイブリダイゼーションするクローン

からは，ORF U79と相同な配列が，pSTY15では，

ORF U73と，pSTY34ではORF U3，pSTY45では

ORF U95と，それぞれ相同な配列が検出された

（Fig. 1）．これらは，後述する様に，前初期遺伝

子と考えられるORFであった．

４．潜伏感染遺伝子発現部位の同定

これまでの研究で，今回用いた方法が，

HHV-6特異的なmRNAの同定に有用であること

が判明したため，新規の潜伏感染遺伝子の同定へ

の利用を試みた．HHV-6潜伏感染遺伝子を含む

mRNAは，対象と方法に述べた方法で，潜伏感染

Fig. 3 Northern blot hybridization of CH treated HHV-6 
infected cells
RNA was purified from CH treated HHV-6 infected 
peripheral blood lymphocytes, and Northern blot 
hybridization was performed using each HHV-6 
genomic plasmid clones as probes.  Lanes 1, 3, 5, 7, 
9, and 11 represent infected cells, and lanes 2, 4, 6, 
8, 10, 12 represent uninfected cells.  Hybridization 
probes; lanes 1 and 2: pSTY03, 3 and 4: pSTY09, 5 
and 6: pSTY15, 7 and 8: pSTY34, 9 and 10: 
pSTY45, 11 and 12: pUC11 plasmid.

Fig. 4 PCR amplification of Lambda gt10 phage clones 
inserts
Inserted fragments of Lambda gt10 phage clones 
selected by plaque hybridization were amplified by 
PCR using phage specific primers. Representative 
cases were shown. Lanes 1 and 2: pSTY03, 3: 
pSTY09, 4: pSTY15, 5: pSTY34, 6: pSTY45, 7: 
pSTY07 (latency-associated transcript).
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マクロファージから精製した．精製したmRNA
は，前初期遺伝子の際と同じ方法でcDNAに逆転

写し，同様の方法でHHV-6ゲノムに対するアフィ

ニティー濃縮を行なった．

この結果，Fig. 2（b）に示す様に，pSTY07にドッ

トブロットハイブリダイゼーションで陽性のシグ

ナルが得られた．この潜伏感染遺伝子候補の位置

を検討するために，pSTY07プラスミドクローン

を制限酵素でさらに消化し，どの断片がアフィニ

ティー濃縮したcDNAとハイブリダイゼーション

を成立させるかを検討した．その結果，pSTY07

プラスミドクローンを制限酵素Bam HIで消化し

た時に生じる約1.5 Kbpの断片が候補となること

が判った（Fig. 5）．この遺伝子断片のHHV-6ゲ

ノム上の位置は，Fig. 6に示す位置であることが

判った．つぎに，HHV-6潜伏感染細胞mRNAか

ら得られたアフィニティー濃縮cDNAから

Lambda gt10ファージライブラリーを作成し，プ

ラークハイブリダイゼーションによって陽性ク

ローンを得た（Fig. 4，第7レーン）．このクロー

ンの塩基配列解析を行なったところ，十分な大き

さのORFは存在していなかった．また，通常の

スプライシングのアクセプター・ドナー配列も見

出せなかった．その大きさは，インサート部分の

みでは，100 bp程度であった．

Ⅳ．考　　　　　察

HHV-6の潜伏感染遺伝子を同定するために，

改良型の遺伝子アフィニティー濃縮法を開発する

ことに成功した．この方法は，試行錯誤の結果，

cDNAライブラリーより，ウイルス特異的なク

ロ ー ン をpolymerase chain reaction（PCR） 法 と

hybridization法に基づいたcDNA選択法となった． 
1st strand cDNAは，HHV-6感染細胞全RNAから 
oligo（dT）-containing primerを用いて作成した．

Fig. 6 Mapping of HHV-6 latency-associated transcript coding region
Fine mapping of the HHV-6 DNA fragment that hybridized with cDNA 
from latently infected macrophages is shown.  (GGGTTA)n represents the 
telomeric region in HHV-6 genome.

Fig. 5 Southern blot analysis of pSTY07 plasmid clone
pSTY07 plasmid clone was digested with restriction enzyme Bam HI, and 
Southern blot hybridization was performed using affinity purified cDNA.

Table. 1. Plaque hybridization of Lambda gt10 library established from affinity purified cDNA
Lambda gt10 library was established from affinity purified cDNA.  Plaque hybridization was performed using 
each pSTY clones shown in the table.  The number of the hybridization positive plaques in the dish that contained 
approximately 1,000 plaques was counted.

DNA probe pSTY03 pSTY09 pSTY15 pSTY34 pSTY45

positive plaques (/1,000 plaques) 32 120 78 38 99
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作成した1st strand cDNAは，oligo（dC）を付加

したのち，ビオチン化したHHV-6遺伝子の51種

類のPst Iクローンとhybridizationを行なった．こ

のhybridization物を，固相化したビオチンによっ

て選別し，oligo（dA）-containing primerとoligo（dG）

-containing primerを用いてPCR法によって増幅し

た．このステップを5回繰り返すことにより，

HHV-6特異的なcDNA遺伝子クローンを選択的

に得ることができた（Fig. 2）．
この方法を用いて，HHV-6の感染調節遺伝子

である前初期遺伝子（IE）と，潜伏感染特異的遺

伝子の同定を試みた．IE遺伝子の同定には，IE遺

伝子のみを発現すると考えられるcyc1ohexomide
存在化におけるHHV-6培養を，潜伏感染特異的

遺伝子の同定には，HHV-6が潜伏感染している

マクロファージを，それぞれ用いた．

IE遺 伝 子 の 同 定 で は，Fig. 1に 示 さ れ る

pSTY03，pSTY09，pSTY15，pSTY34，pSTY45の

クローンの部位に，前初期遺伝子を発現する部位

が重なっていることが示された（Fig. 2）10）13）14）．

ノーザンブロットハイブリダイゼーションの結果，

Psty45のクローン以外の4クローンをプローブと

して用いた際に，前初期遺伝子として発現する

RNAが検出されることが判った（Fig．3）． また，

これらのプラスミドがハイブリダイゼーションを

生じるcDNAをLambda gt10ファージライブラ

リーを作成し，ハイブリダイゼーションを生じる

クローンの塩基配列を決定したところ，pSTY03

とのハイブリダイゼーションが，陽性となったク

ローンからは，HHV-6ゲノムのopen reading frame 
（ORF）U86とU89に相同な配列が，pSTY09とハ

イブリダイゼーションするクローンからは，ORF 
U79と相同な配列が，pSTY15では，ORF U73と，

pSTY34で はORF U3，pSTY45で はORF U95と，

それぞれ相同な配列が検出された（Fig. 1, 4）．
この実験を行なった当時は，HHV-6の前初期

遺伝子に関する情報は，HHV-6 variant Aに関し

て，U86とU89が IEであるという情報しかなかっ

た．現在でも，実は，HHV-6の前初期遺伝子に

関する情報は完全には整理されていない．しかし，

幸いなことに，本実験で前初期遺伝子であると同

定した，U3，U73，U79，U95は，その後の研究

によって，前初期遺伝子であるという証拠が挙げ

られている15）-17）．このことからも，本研究で開

発した遺伝子同定法が非常に能力の高い方法であ

ることが示されていると考えられる．

遺伝子同定法が確立できたので，この方法を用

いてHHV-6潜伏感染遺伝子の同定を試みた． 方
法は，前初期遺伝子の際と同じく，潜伏感染遺伝

子が発現している細胞から，HHV-6の遺伝子

mRNAのみを濃縮した． 潜伏感染遺伝子を発現

する細胞は，我々が確立した in vitroの潜伏感染

系である潜伏感染マクロファージを用いた．潜伏

感染が成立しているかどうかは，PCR法によって

細胞が高頻度にHHV-6DNAを持つことと，RT-
PCR法によってHHV-6増殖感染の指標となる，

前初期遺伝子 IE1/IE2のmRNAが検出されないこ

とによって判断した．

濃縮の結果，pSTY07と相同性を持つ遺伝子が

濃縮された（Fig. 2）．濃縮した潜伏感染遺伝子

cDNAからLambda gt10ファージライブラリーを

作成し，pSTY07プラスミドをプローブとしてプ

ラークハイブリダイゼーションによってcDNA断

片をクローニングすることが出来た（Fig. 4）．し

かし，このクローンの塩基配列解析を行なったと

ころ，十分な大きさのORFは存在しておらず，

通常のスプライシングのアクセプター・ドナー配

列も見出せなかった．また，その大きさは，イン

サート部分のみでは，100 bp程度であった（Fig. 
4）．このため，この実験で見出された潜伏感染遺

伝子は，タンパクをコードしない低分子量の

RNAであると考えられたが，それ以上の機能解

析は行なわなかった．この実験を行なった当時は，

まだ small interference RNA （siRNA）やmicro RNA 
（miRNA）などの干渉RNAは発見されておらず，

低分子量RNAに関する周辺情報が非常に乏し

かった．このため，この実験で見出された100 bp
程度のRNAと比較できる性質のRNAに関する情

報も見出せなかった．

最近，HHV-6と同じヘルペスウイルスに属す

る単純ヘルペスウイルス1型（HSV-1）の潜伏感

染遺伝子である latency-associated transcript（LAT）
が，干渉RNAであるmiRNAとして機能すること

が報告された18）19）．このことから，この実験で発

見した潜伏感染遺伝子候補も，miRNAであった

可能性が考えられる．
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その後我々は，HHV-6の潜伏感染遺伝子HHV-

6 latency-associated transcripts（H6LTs）を発見し

た20）．このH6LTは，HHV-6前初期遺伝子 IE1/
IE2のORFをコードし，その5' -非翻訳領域に潜

伏感染特異的な翻訳調節領域を持つ．この遺伝子

は，HHV-6と近縁のサイトメガロウイルスで，

我々が同定した潜伏感染遺伝子と類似の構造を持

つため，HHV-6の属するβ-ヘルペスウイルス亜

科のヘルペスウイルスの潜伏感染において本質的

な役割を演じると考えられる21）．また，この潜伏

感染遺伝子は，再活性化の際にmRNAが増加し

て，HHV-6の再活性化に関与する22）．この実験

によってH6LTが発見できなかった原因として

は，この実験で用いた潜伏感染細胞を IE1/IE2の
発現がないことで選択したために，潜伏感染の状

態が非常に深い状態であった可能性が考えられ

る．また，前初期遺伝子を発現していないことを

潜伏感染の条件としたために，H6LT発現細胞を

除いてしまった可能性もある．このことは，本実

験では，あえて発現量の比較的多いH6LTではな

く，同定が困難な潜伏感染遺伝子を最初から探し

に行ったとも言える．今後は，この実験で詳細に

マッピングした潜伏感染遺伝子発現部位を利用し

て，miRNAなどの潜伏感染遺伝子を同定するこ

とが可能になると考えられる（Fig. 6）．
なお，この研究におけるデータは，近藤が大阪

大学微生物病研究所において行なった実験で得た

ものを含む．

Ⅴ．結　　　　　語

ウイルス特異的なmRNAを濃縮，クローニン

グする方法を開発することにより，HHV-6の前

初期遺伝子と潜伏感染遺伝子を同定することに成

功した．潜伏感染遺伝子は，ヘルペスウイルスの

病原性の解明に非常に重要な因子となる．今回同

定した潜伏感染遺伝子は，これまでに同定された

ものとは異なるものであり，HHV-6によって生

じる疾患の病態の解明への貢献が期待される．
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