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研究成果の概要（和文）：HHV-6 のコードする U69 蛋白キナーゼと U38DNA ポリメラーゼに関し

て、ガンシクロビル(GCV)投与患者における変異を調べた結果、U38DNA ポリメラーゼに GCV 耐

性に関与する変異を持つウイルスを発見した。さらに GCV 耐性ウイルスの検出法の開発、GCV

耐性変異の検出法の開発とその改良を行い、マルチスクリーニングにも耐えられる迅速検出法

の開発を行ない、阻害剤の検索を開始した。U69 蛋白の核輸送機構の詳細を明らかにして、輸

送阻害剤を用いての抗ウイルス剤の開発を行なう一方で、マルチスクリーニングにも耐えられ

る迅速検出法の開発を開始した。 

 
研究成果の概要（英文）：Human herpesvirus 6 (HHV-6) ganciclovir-resistant strain was 
obtained with amino acid substitutions associated with the death of a recipient after 
an allogeneic stem cell transplant recipient. The substitutions on U38 DNA polymerase 
of HHV-6 were associated with the ganciclovir-resistance of HHV-6. The assays to detect 
antiviral drug-resistance mutations of HHV-6 were developed. The assay has been 
developing the powerful detection system which is rapid and multi-screening method. The 
nuclear transport mechanism of U69 protein was cleared, and it is started that the 
multi-screening assay system is been developing to detect the inhibitors for the nuclear 
transport. 
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１．研究開始当初の背景 
全てのヘルペスウイルスは蛋白キナーゼを
コードしており、ウイルス増殖には必要な酵

素である。また、これらの酵素は全て
serine/threonine のリン酸化に関与してお
り、HSV-1 UL13 の研究から、自己リン酸化以



外にもウイルスのコードする発現調節遺伝
子や糖蛋白のリン酸化に関与していること
が明らかとなった。更に、細胞の蛋白合成や
分裂に関与する EF-1・や CDC2 のリン酸化に
も関与している。HSV-1 で明らかとなった機
能は pseudorabievirus や HCMV や equine 
herpesvirus 2 等の他のヘルペスウイルスの
蛋白キナーゼによって置き換えることが可
能である。HHV-6 U69 は H2AX のリン酸化に関
与していた。しかし、ウイルス増殖における
蛋白キナーゼの必要性に関しては、十分な知
見が得られていないのが現状で、さらなる研
究成果を必要とし、個々のウイルスの特性と
の関連性に関しては全く着手されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) ヘルペスウイルスの感染には大きく分
けて急性感染と潜伏感染があり、急性感染で
は宿主細胞の分裂は停止し、ウイルスが大量
に複製される。それに対して、潜伏感染では
ウイルスはあたかも細胞に一となったかの
ように宿主細胞と同調的に行動する。また、
ウイルスの病原性は初感染時と再燃時に認
められる。さらに、ベータヘルペスウイルス
亜科のウイルスは移植医療に置ける術後感
染症の問題として注目を集めている。 
(2)総べのヘルペスウイルスは蛋白キナーゼ
を少なくとも１つコードしており、この蛋白
はウイルスの増殖にとって必須である。さら
に、ヒトヘルペスウイルス６(HHV-6)の U69
がコードする蛋白キナーゼは抗ウイルス剤
であるガンシクロビル(GCV)をリン酸化し、
そのリン酸化 GCV がウイルスの DNA 合成を阻
害すること、U69 蛋白キナーゼの変異により
GCV 抵抗性になることが知られている。 
(3)研究の全体構想は、ベータヘルペスウイ
ルス亜科の１つである HHV-6の急性感染ある
いは再燃により、初期蛋白である U69 蛋白キ
ナーゼが宿主細胞の分裂や蛋白合成の制御
にどのように関与し、ウイルス増殖にどのよ
うに貢献しているのかを網羅的に明らかに
し、U69 の核移行あるいは酵素活性を阻害す
る化合物を開発することである。まず、U69
蛋白キナーゼの機能部位とその局在機構を
明らかにした。 
(4)本研究の目的は、U69 の核移行と U69 によ
るリン酸化シグナル伝達系の詳細なメカニ
ズムを明らかとし、それらを阻害する化合物
を開発することである。 
 
３．研究の方法 
(1) HHV-6 U69 の NLS は bipartite-type で、
核膜腔の輸送を classical pathway により運
ばれることが明らかとなった。また、それに
関与する importin-・で親和性の最も高いも
のは importin-・7/N2 であった。決定され
た U69-NLS の内、重要なアミノ酸を決定する

ために、CR を用いて U69-NLS のアミノ酸の
点変異遺伝子を作製する。これまでの研究と
同様に pEF-BOS-HA3-EGF と pGEX6-3 に挿入
して、HeLa 細胞を用いたマイクロインジェク
ション法で確認する。溶液結合アッセイによ
り、精製 GST 融合蛋白と N2 との親和性を
測定し、U69-NLS のキーとなるアミノ酸を決
定する。 
(2) 臨床検体から GCV耐性ウイルスを単離し、
変異部位を塩基配列と変異と GCV耐性との関
係を生物学的アッセイ法から決定する。 
(3) GCV 耐性ウイルスの簡易検出法。GCV 耐
性変異の迅速簡易検出法。 
 
４．研究成果 
(1) 臓器移植における HHV-6が引き起こす問
題 点 の 一 つ を 明 ら か に す る た め に 、
Allogeneic stem cell 移植(SCT)患児の症例
について検討した。SCT 患児は、先制の抗ヘ
ルペス剤である GCV 治療を行ったが、移植後
2, 3 ヶ月で HHV-6 の増殖が起こり、HHV-6 に
よる症状（熱、下痢、網膜症、肝炎、腎炎等）
が現れ、遂にはカビによる敗血症ショックで
亡くなった(Fig.1)。この患児から得られた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Time course of treatment, clinical 
findings, and viral detection. 
 
HHV-6 M2 は HST 株に比べ 100 倍以上 GCV に対
して耐性になっていた。このウイルス遺伝子
から見つかった変異はこれまでに報告のな
かったもので、U38 (462S と A565V)と U69 
(L202 と L213)であった。これらの変異が
GCV 耐性に関与しているかどうかを U69 は
baculovirus を用いて行った結果、U69 の変
異は直接には GCV耐性に関与していない可能
性が示された。ホモロガスな遺伝子の検索結
果から U38 の変異 462S が GCV 耐性に関与し
ている可能性が示された(Fig.2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 



Fig.2. GCV-resistant mutation in U38 DNA 
polymerase of HHV-6. 
 
これらの変異は SCT 後、直ちに行われた GCV
治療により誘導されたものと考えられたの
で、ウイルス学会と JCV に報告した。 
(2) HHV-6 における塩基配列のバリエーショ
ンがどの程度存在するのかを明らかにする
ために、まずは 36 株の U83 と U69 遺伝子に
ついて検討した。その結果、HHV-6B の U83 遺
伝子では基本的な違いは認められなかった
が、移植患者と突発性発疹患児においてわず
かな違いが認められたので、ウイルス学会と
AV に報告した。 
(3) 一方、HHV-6B の U69 遺伝子には全くバリ
エーションが認められず、同一の配列を有し
ていた。以上のことから、本研究の目的でも
ある GCVに代わるうる抗ウイルス剤の開発と
早期診断法の確立が急務であることが明ら
かとなった。HCMV の GCV 耐性株の変異から予
測される U69 変異株を作成し、baculovirus
を用いて GCV 耐性試験を行った結果、6 種類
の U69 変異が GCV 耐性に関与している可能性
が示された。そこで、dHLC を用いて single 
nucleotide polymorphism (SN)の診断を行
う方法を確立し、ウイルス学会と JVM に報告
した。 
(4) 続いて、U69 変異株のクエンチングプロ
ーブ-CR(Q-CR)(Fig.3)を用いての High 
Through-put Screening が可能な迅速診断法
の確立を行い、細菌学会と MC に報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3.  Q 法による SN タイピング 
 
(5) さらに、U69NLS と N2 の結合に関与す
るアミノ酸を明らかにするため、U69NLS の変

異株と N2 の結合定数をビアコアを用いて
測定すると同時に核輸送されるかどうかと
核輸送効率を検討して、U69NLS における機能
的に重要なアミノ酸についてウイルス学会
に報告し、JV への投稿論文を準備中である。 
(6) U69 と N2 の結合をそれぞれに結合させ
た DsRed と EGF 間における FLET により解析
することが可能となり、 High Through-put 
Screening が可能な迅速診断法の確立が可能
となった。 
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