
【 別 紙 2 】

審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 貫 井 陽 子

本研究は 2 0 0 4 年度にミク ロ ネ シ ア ヤ ッ プ 島 - の 日本人旅行者にお ける集団

感染事例より分離 した 3
,

末端非 コ ー ド領域 P C R) 内に塩基欠失を有する新た な

デン グウイ ル ス P E N V) 1 型 の 生物学的特性を明らか にす るた め ､ 感染性ク ロ
ー

ン を用い て解析を試みた もの で ある o さ らに3
'

N C R 可変領域全体 の 生物学的意義

を検討するため レプリ コ ン シ ス テ ムや定量的p c R 法にて R N A 翻訳段階及び R N A

合成段 階 - の 関与 を検討 したも の で あり ､ 下記 の結果 を得て い る｡

1
.

2 0 0 4 年度に ミク ロ ネシ ア ヤ ッ プ島 - の 日本人旅行者 4 名 より分離された ウ

イ ル ス 株 をダイ レク トシ
ー ク エ ン ス 法により遺伝子解析を行 っ た と こ ろ ､

3
'

N C R

内の 終止 コ ドン 直下 に2 9 塩基欠失を有する新たなD E N V l 型 で ある こ とが判明 し

た ｡
こ れ らの 塩基欠失はす べ て の 分離株で認 め られ ､ また細胞培養を経ず に血清

か ら直接増幅 した ウイ ル ス に お い て も認 め られ た こ と より ､ 培養細胞内で 人為的

に挿入 されたも の で はな い と考えられ ､ 今回の ヤ ッ プ島で の D E N V l 型ア ウ トブ

レイク( W H O 報告 計 65 8 各) の 責任ウイ ル ス で ある こ とが示 され たo

2 . 感染性完全長ク ロ
ー

ン を構築 し､ 上記 の自然分離株と同様 の 部位 に 1 9 塩欠

失を有する変異体を作成 し生物学的意義を検討 した ｡ 野生型 (塩基欠失を伴わな

い) 及 び変異体で の 増殖特性 ､ プラ ー ク形態 の 比較 で はア フ リカ ミ ドリザル 腎細

胞､
ヒ ト肝癌 ､ 蚊由来の 細胞にお い て差異は 認 められ なか っ た o よ っ て 3

'

N C R

可変領域内 の 1 9 塩基とい う短 い欠失は ､ 本来の 生態環境で はな い 培養細胞で の

ウイ ル ス 複製に重要な役割を果た して い ない こ とが示唆された ｡

2
･
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3 . 上記 の解析より派生 し､
3

,

N C R 可変領域全体の 生物学的役割 を解明する こ と

を目的に新たな変異体を作成 した｡ プラ ー ク形成法を用 い た増殖特性やイ ム ノ ブ

ロ ッ テ イ ン グ法を用 い た抗原分泌 量 の 解析 で は噛乳動物細胞 にお い て 可変領域

内に終止 コ ドン より 4 5
,
8 1

,
1 0 9

,
4 5 - 8 1 番目 の 塩基欠失を伴う変異体及び 4 5 - 8 1 塩

基置換を伴う変異体で ､ 感染後早期に増殖や抗原分泌 量が有意 に低下する こ とが

示 された . しか し蚊由来の 細胞内で は野生型 と変異体の 差異は認 められな か っ た o

4 .
レプ リ コ ン シ ス テ ム及 び ル シ フ ェ ラ

ー ゼ ア ッ セ イ シ ス テ ム を用 い て 3
'

N C R 可

変領域 の R N A 翻訳段階に与える影響を検討 した と こ ろ可変領域内に4 5 塩基欠失

を伴う変異体で の み有意に翻訳効率の 低下が認 め られたが ､ 他の 変異体で は差異

は認 められ なか っ た｡

5 . 3
,

N C R 可変領域 の R N A 合成 - の 影響を検討するた め､ 定量的 p c R 法を用い

て評価 したと こ ろ ､
4 5

,
4 5 - 8 1 塩基欠失を伴う変異体及び 4 5 - $ 1 塩基置換を伴う変

異体で R N A 合成 は約5 0 % 低下 を認 め ､ 特に マ イ ナ ス 鎖合成で顕著で あ っ た｡

以上 ､ 本論文 は D E N V l 型 にお ける 3
'

N C R 可変領域 の 解析を行 い ､ 3
'

N C R 可

変領域は 終止 コ ドン直下 の 4 5 塩基 は塩基 の存在自体が ウイ ル ス の翻釈, R N A 合

成､ 複製に関与 し､ また 45 ･ 8 1 番目 の塩基 に関 して は塩基配列 が R N A 合成 ､ 複

製に と っ て 重要で ある こ と を明 らか に した｡ また可変領域は R N A 合成 ､ 複製過

程にお い て 宿主 細胞の 種類に より異なる メ カ ニ ズ ム で 調節 に 関与する こ と を明

らか に した｡ 本研究は これ まで未知に等 しか っ た ､ 可変領域 の 意義に 関 して 重要

な貢献をなすと考えられ ､ 学位 の授与 に催するも の と考えられ る ｡
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