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研究成果の概要（和文）：Human herpesvirus 6 (HHV-6) は、2種類のspecies ( HHV-6A, HHV-6B) に分けられている
。HHV-6 Bの初感染像は突発性発疹 (突発疹) であるが、HHV-6 Aに関する感染形態は未だ明らかでない。そこで、HHV-
6 Aの初感染像、血清疫学解明を目的とし、HHV-6 species特異的抗体測定法確立を目指した。
我々はHHV-6 U11遺伝子領域から大腸菌発現系を構築した。さらに同領域から合成ペプチドを25種類作成し、2種類のHH
V-6B特異的ペプチドはELISA法で使用する抗原として有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：HHV-6 is divided into two species; HHV-6A and HHV-6B. Primary HHV-6B infection cau
ses exanthem subitum (ES) that is common infectious disease in childhood. In contrast to HHV-6B, epidemiol
ogy and clinical feature of HHV-6A infection remains unclear because of no species-specific serological as
say. To elucidate full-spectrum of HHV-6A infection, we sought to develop species-specific HHV-6 serologic
al assay. 
We have developed a new immunoblot assay that could discriminate between HHV-6A and B antibodies. However,
 this method is inappropriate for high-throughput analysis. Then, we tried to use synthesized peptides loc
ated within the target regions. Two peptide will be able to use ELISA for species-specific ELISA assays.  
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1．研究開始当初の背景 
 HHV-6は、遺伝子、蛋白レベルの解析結
果を基に、現在 2 種類の種 (HHV-6A と
HHV-6B) に分けられている。HHV-6Bの初
感染像は、我々を含めわが国の研究者によ
り突発疹であることが明らかにされ、血清
疫学をはじめとして様々な臨床ウイルス学
的成績が蓄積されてきた。一方、HHV-6 A
に関しては、polymerase chain reaction (PCR) 
法をはじめとした核酸診断法により、主に
中枢神経系疾患を中心とした難治性疾患へ
の関与が示唆されている。しかしながら初
感染臨床像、血清疫学はともに不明なまま
である。 
 潜伏感染するヘルペスウイルス群の特性
から、2 種類の種を区別する研究の最大の
問題は、潜伏感染部位である被験者末梢血
単核球や唾液を用いた PCR 法の解析結果
が、必ずしも血清疫学を反映しない点にあ
る。よって、HHV-6 A感染症の全貌を明ら
かにするためには、前述のように種特異的
血清学的検査法の確立が必須である。 
 
2．研究の目的 
 本研究では HHV-6 感染時に宿主免疫の
標的となり、且つ両種間で遺伝子ならびに
アミノ酸レベルで相同性の低い領域におい
てウイルスに特異的な抗原蛋白を作成し、
発現蛋白による特異抗体測定系を確立、最
終的に HHV-6Aの疫学解析、初感染臨床像
の解明を目指す。 
 
3．研究の方法 
 HHV-6 AとHHV-6 B間の遺伝子相同性は
95％以上で、アミノ酸レベルでの相同性も
高いことから、既存の感染細胞を抗原とし
て用いた間接蛍光抗体法では抗体の交差反
応性が問題となる。よって HHV-6感染時に
宿主免疫の標的となり、且つ両種間で遺伝
子ならびにアミノ酸レベルで相同性の低い
領域を選定した。 
 選択された候補遺伝子で糖鎖修飾されな
いものについて、大腸菌発現系で組み換え
蛋白を作製した。蛋白発現には、pET22b(+)
ベクター (Novagen 社) を使用し、候補遺
伝子をクローニングするため適切なプライ
マーを設計。テンプレートには、HHV-6 
A(U1102株)ならびに HHV-6 B（Z29株）感
染臍帯血リンパ球から抽出した DNA を使
用した。 
 精製した候補遺伝子の合成蛋白を用いて、
ウェスタンブロッティングにて HHV-6 B
既感染者血清、突発疹患児ペア血清、HHV-6 
A感染慢性疲労症候群患者血清（：Dr. Dan 
Petersonらより分与、HHV-6 Foundationと
の共同研究）、HHV-6 再活性化として造血
幹細胞移植（HSCT）患者ペア血清、Drug 
induced hypersensitivity syndrome（DIHS）患
者ペア血清との反応性を確認した。また
IFA法によるHHV-6の抗体価とも比較を行

った。 
 
4．研究成果 
 (1) 遺伝子領域の選択 

HHV-6 感染時に宿主免疫の標的となり、
且つ両種間で遺伝子ならびにアミノ酸レベ
ルで相同性の低い領域として、U11、U47、
U54 の 3 つを選定した。3 つの遺伝子領域
から組み換え蛋白を大腸菌発現系で作製し、
それぞれの組み換え蛋白について、既存の
モノクローナル抗体および突発疹ペア血清
での反応性を考慮した結果、U11 遺伝子領
域で、HHV-6A、HHV-6Bの型判別が可能で
ある結果が得られた。 

(2) ウエスタンブロッティング法による
発現蛋白の確認 

HHV-6 U11 遺伝子領域は、HHV-6A が
p100、HHV-6Bが 101Kをコードしている。
発現蛋白の末端に付加されている His-tag
と 101K に対するモノクローナル抗体
(MAB8535)を使用して発現蛋白の確認を
行った(図 1)。101Kに対するモノクローナ
ル抗体との反応性から、HHV-6B特異的組
み換え蛋白 101Kを作製することができた。 
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図 1:ウエスタンブロッティング法を用いた
U11遺伝子領域の組み換え蛋白と anti His 
Tag (左)、anti 101K (右)に対する反応性) 
 

(3)ウエスタンブロッティング法による
臨床検体との反応性 

HHV-6A既感染者(HHV-6 foundationよ
り供与)3 検体のうち、2 検体は p100 およ
び 101Kに反応した。HHV-6A感染患者血
清は、HHV-6B 感染情報がないことから、
HHV-6A、HHV-6B の重感染、もしくは
HHV-6Bとの交差反応性が考えられた。こ
の問題を解決するには HHV-6A 初感染血
清が必要不可欠であるが、世界的にも報告
が少なく困難な問題である。 

HHV-6B 初感染である突発疹患児 12 ペ
ア 24 検体において、全ての急性期血清は
101K とは反応しなかったが、回復期血清
10検体(83.3％)は 101Kと反応した。反応
しなかった 2検体は、回復期の採血時期が
10 日、11 日と短く、IFA 法の抗体価も低
かった。 

HHV-6 再活性である DIHS 患者 6 ペア
12 検体において、急性期血清 3 検体で
101K と反応した。また回復期血清は 6 検



体全てで 101Kと反応し、そのうち 2検体
は p100、101K の両方に反応した。DIHS
の回復期に HHV-6A とも交差反応しうる
抗体を産生した可能性が考えられた。一方
で同じHHV-6再活性化であるHSCT患者
5ペア 10検体において、全ての急性期、回
復期で 101Kと反応した。日本における結
成疫学調査でも多くの移植患者は HHV-6 
seropositive であることから、過去の報告
とも一致する結果となった。 

HHV-6B 既感染である健常成人血清 38
検体では、31検体(81.6％)で 101Kと反応
した。反応しなかった 7 検体は、HHV-6
抗体価が低かったことから、検出限界であ
ることが考えられた。さらに 4検体(10.5％)
においては、p100および 101Kの両方と反
応した。4 検体について、唾液および末梢
血単核球から PCR 解析をおこなったが、
HHV-6A についての情報は得られなかっ
た。 
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図 2: ウエスタンブロッティング法による
組み換え蛋白 p100、101Kと HHV-6患者
血清との反応性 
A、B :HHV-6A患者血清、C:突発疹患者血
清(レーン 1,2は急性期、レーン 3,4は回復
期)、D:101Kのみに反応する健常成人血清、
E:p100にも反応する健常成人血清 

(4)結果のまとめ 
 HHV-6A 初感染患者から集めた検体で
さらなる血清疫学調査が必要である。また
同時に多検体を効率よく調査するためには、
イムノブロット法ではなく、ELISA法を用
いた新たな方法を構築することが重要であ
る。 
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