
武蔵野大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８０

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

宿主細胞トランスフォーメーションにおけるウイルス・マイクロRNAの役割の解明

A study of functional roles of SV40 microRNA in cell transformation.

７０１８９７８６研究者番号：

土方　貴雄（Hijikata, Takao）

研究期間：

１６Ｋ０８２５０

年 月 日現在  ２   ５ ２１

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：ウイルス感染により細胞が腫瘍化し不死化することは知られているが、そのメカニズ
ムについては未だ不明な点が多い。本研究では、ウイルスが発現している小さなRNA（マイクロRNA）の細胞不死
化への関与とその作用機序を明らかにした。ヒト細胞では、テロメアの短縮あるいは短縮を抑制するテロメラー
ゼの減少が最終的には細胞死につながる。本研究で、テロメラーゼの減少はヒト細胞がもつマイクロRNAの
miR-1266により生じること、さらにこのmiR-1266 によるテロメラーゼ減少はSV40ウイルスのマイクロRNA であ
るmiR-S1がmiR-1266に相補的に結合することで抑えられることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：It is well known that SV40 viral infection transforms and immortalizes human
 cells, but the underlying mechanism of cell immortalization by the virus remains fully elucidated. 
The present study showed that SV40 microRNA, miR-S1 complementarily bound to an intracellular 
microRNA, hsa-miR-1266 and antagonized the effect of hsa-miR-1266 which decreased telomerase 
proteins. Besides, forced miR-S1 expression reduced cell apoptosis which occurred naturally or was 
induced by doxorubicin. These findings suggest that viral microRNA also contribute to cell 
transformation and immortalization via its interaction with host intracellular microRNAs.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス感染による腫瘍化について、これまでウイルス・タンパク質が腫瘍化要因として詳細な研究が行われて
きた。例えばSV40のlarge T抗原やパピローマウイルスのE6,　E7はがん抑制に働くP53やpRbへの結合を介して細
胞を腫瘍化するとされている。本研究ではウイルス感染による腫瘍化にはマイクロRNAも関与すること、さらに
細胞がもつマイクロRNAと結合することで細胞内の標的タンパク質発現量に影響を与えることを示したことに学
術的な意義がある。本研究に基づきウイルスが誘導する癌に対し、将来的にウイルスマイクロRNAのアンチセン
スRNAを用いた治療につながれば社会的意義にもなりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
SV40 の T 抗原は、感染細胞の形質転換を引き起こす分子として広く知られている。また、こ

の感染細胞では T 抗原のコード領域から逆行性に SV40-miR-S1 も発現している事が明らかにな
っている。miR-S1 は感染細胞内の T 抗原発現調節機能と免疫回避機能が見出されているが、宿
主形質転換に与える機能に関しては不明のままである。そこで、申請者は細胞の形質転換、すな
わち不死化や増殖促進にも機能しているのではないかという仮説を立て、事前検討を行った。そ
の結果、miR-S1 と相同性が高い配列を持つヒト miRNA を見出し、その中でも hsa-miR-1266-3p
が miR-S1-3p と非常に高い相同性（80%）を示していた（図１）。miR-1266-5p はテロメラ－ゼ
（TERT）の発現を抑制する miRNA である事が報告されている点から、恐らく miR-1266-3p と相
同性の高い miR-S1-3p が miR-1266-5p と相補的に結合し二本鎖 RNA を形成し、RNA-induced 
silencing complex (RISC)へ
リクルートされ分解される事
で、結果として miR-1266-5p
の機能抑制（TERT 発現抑制の
解除による不死化や細胞増
殖）をもたらすのではないか
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ポリオーマウイルスの T 抗原遺伝子に逆行性にコードされている miRNA

（SV40-miR-S1 または MCV-miR-M1）の役割を明らかにする事である。具体的には、これらの miRNA
が不死化を含む形質転換に関与する分子機序の解明を行い、ウイルスによる感染細胞の腫瘍化
におけるウイルス miRNA の役割、ウイルスによる腫瘍化の予防法・治療法の確立に資する情報の
提示を目指す。 
 
３．研究の方法 
まずは作業仮説の「SV40-miR-S1 は TERT 発現を抑制する has-miR-1266 を吸着隔離し RISC で

分解する事により TERT タンパクの発現量や TERT 活性を上げる」を実証するため、使用する細
胞種の選定と、miR-S1、miR-1266、TERT コード領域、 TERT 3’UTR 配列等を挿入したレポータ
ーベクターや発現ベクターを利用したレポーターアッセイ、定量 RT-PCR、ウエスタンブロッテ
ィング、抗 Ago2 抗体を用いた免疫沈降、TERT 活性測定等の実験を駆使し、仮説の実証を試み
る。 
 
４．研究成果 
 細胞の選定として、数種類の癌細胞株ならびに正常細胞について TERT と miR-1266 の発現解
析を行い、TERT と miR-1266 の発現が共に高い、もしくは片方のみが突出して高い細胞として
HEK293（ヒト胎児腎由来）、A549（ヒト肺癌由来）、BxPC3（ヒト膵臓癌由来）、HDF（ヒト皮膚由
来繊維芽細胞）を見出し、これらの細胞を以後の解析に使用した。 
 まず、miR-1266 発現ベクターと TERT-3’UTR レポーターベクターを HEK293 にコトランス
フェクションし、レポーター活性を測定したところ、miR-1266 導入細胞でレポーター活性が
有意に減少した。この結果に対応して、3’UTR を含む TERT 発現ベクターと miR-1266 発現ベ



クターをコトランスフェクションすると、タンパクレベルでも TERT 発現の抑制が確認され
た（図 2）。これより、miR-1266 は確かに TERT ｍRNA に作用してその発現を抑制する事が示
された。続いて、HEK293 に TERT-3’UTR レポーターベクターおよび miR-1266 発現ベクター、
miR-S1 発現ベクターをコトランスフェクションし、レポーター活性を測定したところ、miR-
S1 導入群では miR-1266 によるレポーター活性の減少は有意に抑制され、この抑制は導入し
たベクター量に依存していた（図 3）。また、BxPC3（TERT、miR-1266 共に高レベルに発現）
に miR-S1 発現ベクターを導入すると、TERT タンパクレベルが上昇していた。A549（TERT に
比して、miR-1266 発現レベルが低い）においては、miR-1266 発現ベクターの単独導入で TERT
タンパクレベルは減少したが、この減少は miR-1266 発現ベクターと miR-S1 発現ベクター
をコトランスフェクションすると、miR-1266 によるタンパクレベル減少は抑制された（図
4）。この結果は、miR-S1 が miR-1266 の機能を競合的に抑制し、TERT 発現に影響を与える事
を示唆するものと考えられた。 

 
 
 次に、miR-S1 による TERT 活性への影響と、細胞増殖能、抗癌剤に対する感受性へ与える
影響を検討した。BxPC3 と A549 へ miR-S1 単独導入、または miR-S1 と miR-S1 を同時に導入
した後、Telomeric repeat amplification protocol 法により、細胞内 TERT 活性を比較し
た。その結果、いずれの細胞においても TERT 活性化によるテロメアリピートの増加が若干
見られたが、明らかな活性上昇とは言い難い程度であった（図 5）。HDF へレトロウイルスベ
クターを用いて miR-S1 を恒常的に発現させ、この細胞を利用して細胞増殖能と抗癌剤（ド
キソルビシン）に対する感受性へ miR-S1 がどういう影響をもたらすか検証した。HDF は正
常細胞なので、事前検討として継代培養（5日に一回）が可能な期間が変化しているのか確
かめたところ、少なくとも 15回分の継代培養期間（passage 15; p15）はコントロール細胞
と同様に増殖しする事が認められたので、p10 のコントロール細胞と miR-S1 発現細胞を用
いて検討を行った。WST-8 法により細胞増殖速度の比較をしたところ、コントロール細胞で
は測定開始後48時間で吸光度がピークに達し、その後の上昇は見られなかった。対してmiR-
S1 発現細胞では、吸光度上昇のペースはコントロール細胞より遅かったものの、上昇の頭



打ちは見られず、最終的な吸光度の最大値はコン
トロール細胞よりも高くなった（図 6A）。この測定
法は吸光度と細胞数が対応するため、この結果は
コントロール細胞で見られる接触阻害による増殖
停止が miR-S1 導入によって解除される、すなわち
形質転換がもたらされる可能性を示唆するものと
考えられた。続いて、Annexin V と propidium 
iodide（PI）を用いたフローサイトメトリー解析
で、ドキソルビシン処理により誘発されるアポト
ーシス細胞数の上昇を測定した。コントロール細
胞では、ドキソルビシン処理によって Annexin V 陽
性細胞数が約 40％上昇した。一方、miR-S1 発現細
胞では Annexin V 陽性細胞数の上昇は約 16％にと
どまった（図 6B）。この結果より、miR-S1 導入はド
キソルビシンに対する薬剤耐性の獲得を促す事が
示された。また、ドキソルビシン未処理のエタノー
ル固定細胞を用いた PI染色によりアポトーシス細
胞数を計測すると、コントロール細胞に比べ、miR-
S1 導入細胞では僅かながらアポトーシス細胞の減
少が認められた（7.5% → 5%）。以上より、miR-S1
の機能として細胞内のアポトーシス誘導シグナル
経路のどこかに抑制的に干渉する点が示唆され
た。 
 
 
 続いて、miR-S1 と miR-1266 が直接的に結合して RISC に移行するのかという点を実験的
に証明する事を試みた。結合能の解析には、レポーターアッセイとアビジン-ビオチン結合
を利用したプルダウン/ｑPCR を用いた。HEK293 に miR-S1 と miR-1266-5p レポーターベク
ターをコトランスフェクションし、レポーター活性を測定したところ、miR-S1 導入細胞でレ
ポーター活性が有意に減少した（図 7A）。これは、miR-S1 がレポーター遺伝子の miR-1266-
5p 配列に結合した事を示唆するものである。次に、ビオチン化 miR-S1-3p を BxPC3 と HDF
に導入し、その後、細胞溶解物をアビジン化磁気ビーズでプルダウンした。得られた沈降物
から RNA を回収し、miR-1266-5p を qPCR で検出した。その結果、両細胞においてビオチン
化 miR-S1-3p 導入群でのみ miR-1266-5p が検出された（図 7B）。この結果は、miR-S1-3ｐが
miR-1266-5ｐと直接結合する事のみならず、その結合が内因性 miR-1266-5p に対しても認
められる、すなわちこれまでの結果がアーティファクトな結果ではない事を強く示唆する
ものと考えられた。最後に、結合した miR-S1-3p/miR-1266-5p 複合体が RISC 内へ移行して
いるかを検討した。BxPC3 に miR-S1 発現ベクターを導入し、4-thiouracil 処理と UV クロ
スリンク処理を行った後、細胞溶解物を抗 Ago2 抗体で免疫沈降した。得られた沈降物から
RNA を回収し、miR-1266-5p を qPCR で検出した。その結果、コントロール細胞と miR-S1 導
入細胞間で miR-1266-5p レベルに差は見られなかった（図 7C）。この結果は、miR-S1-3p/miR-
1266-5p 複合体は RISC へは移行していない点を示すものである。以上の結果より、 



 
miR-S1 は miR-1266 と直接的に結合するが、miR-1266 の機能抑制作用は、複合体が RISC 内
へ移行して分解されるのではない事が示された。 
 
 これまで記した研究計画に沿った検討に加え、実際に形質転換が起こる際に miR-S1 がどのよ
うな機能をするのかを、すでに確立されている形質転換モデルにおいて検討を行った。モデルと
しては、マウス繊維芽細胞(MEF)にSV40を感染させ、形質転換を誘導するモデルを使用した。
C57BL/6J 胎児（妊娠 14日）より MEF に、野生型 SV40 (wSV)および miR-S1 発現ができない
よう遺伝子改変した変異型 SV40 (wSV/TAD)を感染させ、HEMA コーティング容器を使用した
浮遊培養（48 時間）を施した。その後、通常の培養条件で再培養して増殖可能なクローン
を選別・回収し、これらをウイルス感染によって形質転換 (anchorage independency 獲得)
を起こした株として以後の検討に使用した。wSV、wSV/TAD を感染させたいずれの MEF（MEF-
wSV、MEF-wSV/TAD）においても形質転換株が得られたため、SV40 による形質転換誘導に関
する miR-S1 の寄与は無い、あるいは非常に小さいと考えられた。ゲノム DNA および培養上
清から抽出した DNA を鋳型にした qPCR により、いずれも large T antigen (LTag)が検出さ
れた事から、どちらの株においても感染が持続し、ウイルス粒子を細胞外に放出している点
が示唆された。また、MEF-wSV、MEF-wSV/TAD の miR-S1-3p 発現量を qPCR により検出したと
ころ、想定通り MEF-wSV/TAD では miR-S1-3p 発現量が顕著に低下していた。続いて、MEF-
wSV、MEF-wSV/TAD の培養上清でアフリカミドリザル腎由来 CV-1 細胞を 2週間培養し、ゲノ
ム DNA を鋳型にした qPCR を行ったところ、いずれの培養群でも LTag が検出された。これ
は、MEF-wSV、MEF-wSV/TAD から放出されたウイルス粒子がいずれも感染能を保持している
事、すなわち miR-S1 は SV40 の宿主への感染には影響を及ぼさない事を示すと考えられた。 
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