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研究成果の概要（和文）：アシクロビル（ACV）耐性単純ヘルペスウイルス1型（HSV-1）によるヘルペス脳炎
（Kakiuchi S, et al. JCM, 2013）の脳脊髄液中に認められたHSV-1のチミジンリン酸化酵素（vTK）遺伝子中の
Q125H変異を有する組換えHSV-1を作出した．この変異は実際にACVに耐性を誘導することを証明した．そのACV耐
性HSV-1のマウス脳内接種による神経病原性を調べたところ，比較的高い病原性が維持されていることが明らか
になった．また，ACVへの感受性とマウスにおける神経病原性には，負の相関があることが証明された．ウイル
ス学的検査と適切な治療法の選択の重要性が確認された．

研究成果の概要（英文）：In our previous study, the amino acid substitution of H from Q at the 125th 
position of viral thymidine kinase (vTK) gene amplified from the central spinal fluid (CSF) of 
neonatal HSV-1 infection was confirmed to confer acyclovir (ACV)-resistance. In this study, 
recombinant HSV-1 with the mutation in vTK gene was generated artificially by using BAC system. The 
recombinant HSV-1 showed ACV-resistance in vitro, but maintained neurovirulence in mouse infection 
model. The sensitivity of ACV-resistant HSV-1 to ACV was confirmed to be associated significantly 
with the neurovirulence in mouse infection model, being that the higher the resistance, lower the 
neurovirulence in mice. The present study indicates that virological test of and selection of proper
 treatment for the patients, who showed intractable HSV-1 disease against ACV-therapy, are required,

研究分野： ウイルス学，小児科学，感染症学
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１． 研究開始当初の背景 
申請者らは脳炎を合併した新生児ヘル
ペスの患者に対する ACV 治療中に脳脊
髄液（CSF）中 HSV-1 ゲノム量が治療
開始後に低下したものの第4週目から増
加に転じ，CSF中にアシクロビル（ACV）
耐性 HSV-1 が出現していることをウイ
ルス学的に証明し，世界で初めて ACV
耐性 HSV-1 による脳炎患者の経過を報
告した（Kakiuchi S, JCM, 2013）．ACV
耐性 HSV-1 による新生児ヘルペス（脳
炎を合併することが多い）のウイルス学
的検査の整備と治療法の選択のあり方
を検討することが必要であった．  
 

２． 研究の目的 
この患者の CSF から増幅された HSV-1
のウイルス性チミジンリン酸化酵素
（vTK）遺伝子の塩基配列で ACV 耐性
を誘導すると考えら得る Q125H 変異が
真に ACV 耐性を誘導するか否かをウイ
ルス学的に証明すること，また，ACV
耐性HSV-1のACVへの感受性と神経病
原性の関連を調べることを本研究の目
的とした． 
 

３． 研究の方法 
1) vTK遺伝子に目的のアミノ酸変異を導

入させた組換え HSV-1 の作製 
BAC システムを用いて，ウイルス学的
に証明された新生児ヘルペス脳炎患者
の CSF 中から増幅された vTK 遺伝子
に認められた変異（Q125H，1245 番
目のアミノ酸が Q から H に変異）を挿
入させた bacHSV-1 Q125H を作製し
た．親株 bacHSV-1 および vTK 欠損高
度 ACV 耐性組換え HSV-1 を作出し，
これらのウイルスのそのウイルスの
ACV を含む各種薬剤に対する感受性
を調べるとともに，マウスにおける神
経病原性を評価した．  

2) ACV耐性HSV-1のACVに対する感受
性と神経病原性の関連の評価 
既に作製済みのアミノ酸変異による
vTK 関連 ACV 耐性 HSV-1 株（5 株）
のマウスにおける神経病原性を，親株
を陽性コントロールとして，また，フ
レームシフトによる vTK 活性欠損高
度 ACV 耐性 HSV-1 を 1 株の神経病原
性を評価した．それぞれのウイルス株
をマウスの脳内に直接接種する経路お
よび角膜接種経路で感染させた場合の
神経病原性（50% lethal dose）を決定
し，それとHSV-1の vTK活性の程度，
ACV に対する感受性との関連を解析
した． 

3) HSV-1 の vTK 遺伝子を削除し，水痘・
帯状疱疹ウイルス（VZV）の vTK を挿
入させた組換えウイルスの作製 
HSV-1 の vTK 遺伝子を削除し，水痘・

帯状疱疹ウイルス（VZV）の vTK を挿
入 さ せ た 組 換 え ウ イ ル ス
（recHSV-1-VZV-vTK）を，相同組み
換え技術を用いて作出した． 

4) ACV 耐性 recHSV-1-VZV-vTK の作出
と耐性誘導遺伝子変異の解析 
ACV 存在下で recHSV-1-VZV-vTK を
培養することにより，ACV 耐性
recHSV-1-VZV-vTK を独立して 38 株
以上作出した．DNA 合成酵素遺伝子と
vTK 遺伝子の塩基配列を決定した．  
 

４． 研究成果 
1) vTK遺伝子に目的のアミノ酸変異を導

入させた組換え HSV-1 の作製 
vTK 遺伝子における変異（Q125H）を
挿入させた bacHSV-1 Q125H を作製
した．このウイルスの vTK を親株のそ
れと同じアミノ酸配列を有する組換え
ウイルスも作出した．vTK の Q125H
は ACV 耐性を誘導することが証明さ
れた． 

2) bacHSV-1 Q125H のマウスにおける
神経病原性 
bacHSV-1 Q125H のマウスにおける
神経病原性は，親株のそれと比較して
約 6 倍程度低下しているだけ（vTK 活
性欠損 ACV 高度耐性株は約 300 倍の
低下）で，神経病原性が維持されてい
たウイルスであったことが確認された． 

3) ACV耐性HSV-1のACVに対する感受
性と神経病原性の関連の評価 
vTK におけるアミノ酸変異に基づく
ACV 耐性 HSV-1 の神経病原性（脳内
接種による病原性）と末梢病原性（鼻
腔内接種による病原性）は，ともに
ACV への感受性と負の相関が認めら
れた． 

4) HSV-1 の vTK）遺伝子を欠損させ，
HSV-1 UL50-UL51 領域に水痘・帯
状疱疹ウイルス（VZV）の TK 遺伝
子 を 挿 入 さ た キ メ ラ ウ イ ル ス
recHSV-1-VZV-vTK と ACV 耐性
recHSV-1-VZV-vTK の作製 
recHSV-1-VZV-vTK を作製した．目
的のキメラウイルスであることが確
認された．ACV に感受性を示した．
その感受性は VZV の ACV に対する
感受性と同等であった．38 株の ACV
耐性 recHSV-1-VZV-vTKが得られた．
DNA 合成酵素遺伝子と vTK 遺伝子
の塩基配列を決定したところ，すべ
ての株で DNA 合成酵素遺伝子にの
みアミノ酸変異が確認され，vTK 遺
伝子には認められなかった．VZV の
vTK 遺伝子には ACV 耐性を誘導す
る変異が生じにくいことが明らかと
なった． 
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