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研究成果の概要（和文）：口蹄疫ウイルス(FMDV)のIRES活性を測定できるジシストロニックベクター発現細胞株
を樹立し、FMDVの７血清型で保存したIRES配列に作用できるshRNA発現ベクターを構築して、２週間以上活性を
抑制できた。また、豚熱ウイルス(CSFV)-IRES標的shRNA発現ベクターも樹立し、IRES活性とCSFVの複製を抑制可
能にした。さらに、フランス松樹液ピクノジュノール(PYC)がこれらのIRES活性を抑制する事を見出し標的宿主
因子を網羅的に発現解析した結果、PKD1L3と USP31であった。そこで、PKD1L3, USP31のノックアウト(KO)マウ
スを作製して抵抗性動物の樹立を試みた。

研究成果の概要（英文）：The viruses that cause foot-and-mouth disease and swine fever (FMDV, CSFV) 
have positive-strand RNA in their genomes, and have a sequence (IRES) in the 5' untranslated region 
(5'UTR) that is internally recognized by ribosomes and initiates translation. We established cell 
lines with dicistronic vectors that can measure these IRES activities, and constructed lentiviral 
vectors loaded with siRNA and shRNA that can act on sequences conserved in the seven FMDV serotypes,
 and were able to suppress the activity for over two weeks. . We also established a CSFV-IRES target
 shRNA expression vector, which made it possible to suppress IRES activity and CSFV replication. 
Furthermore, we found that French pine sap pycnojunol (PYC) inhibits these IRES activities, and 
comprehensive expression analysis of target host factors revealed that they were PKD1L3 and USP31. 
Furthermore, we established KO mice for PKD1L3 and USP31 to obtain the knowledge necessary to 
establish FMDV and CSFV-resistant animals.

研究分野： ウイルス学

キーワード： FMDV　CSFV　IRES　shRNA　PYC　PKD1L3　USP31　KOマウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口蹄疫は、日本での流行はコントロールされ、現在清浄国となっているが、未だ近隣諸国での発生が報告され、
疾病の侵入防止には、予断を許さない。ワクチンは、口蹄疫の血清型間の交差有効性が低いという問題があり、
ワクチンの使用に伴い清浄国ではなくなる。一方で、豚熱は国内では26年ぶりに岐阜県で発生後流行が拡大し、
現在に至るまで制圧されていない。有効なワクチンは存在するがワクチン使用に伴って清浄国と認められなくな
り、抗ウイルス薬は開発されておらず、野生動物のイノシシも感染感受性がある事等が、豚熱の制御を困難にし
ている。以上の様に、侵襲が予測できない動物感染症に対し、抵抗性家畜の開発は有効と期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
口蹄疫は、2010 年に宮崎県で流行し、2,350 億円に上る大きな被害を与えた。その後日本での

流行はコントロールされ、現在清浄国となっているが、未だ近隣諸国（中国、北朝鮮、韓国、ロ

シア等）での発生が報告され、疾病の侵入防止には、予断を許さない状況である。ワクチンは、

口蹄疫の原因ウイルス Foot and Mouth Diseases Virus(FMDV)のＯ型をベースに不活化して作成さ

れているが、Ｏ型以外の血清型に効果が低いという問題がある。また、ワクチンの使用に伴い OIE

に清浄国と認められなくなり、畜産物の取引に制限が生じるため、抗ウイルス薬の開発や抵抗性

家畜の開発は重要である。これまでに RNA ポリメラーゼ阻害剤が開発されているが、豚以外の

動物での効果が弱い。さらに、口蹄疫流行地域には宗教的に牛の殺処分が難しい国も含まれ（イ

ンド等）、根絶が困難な状況にある。一方で、豚熱は国内では 26 年ぶりに平成 30 年に岐阜県で

発生後流行が拡大し、現在に至るまで制圧されていない。有効なワクチンは存在するがワクチン

使用に伴って清浄国と認められなくなり、抗ウイルス薬は開発されておらず、野生動物のイノシ

シも感染感受性がある事等が、豚熱の制御を困難にしている。 

 原因ウイルスである FMDV, 豚熱ウイルス(Classical Swine Fever Virus; CSFV)は、それぞれピコ

ルナウイルス科、フラビウイルス科に属する。いずれもプラス一本鎖 RNA をゲノムとして持ち、

ゲノムの 5’側には、Internal Ribosome Entry Site 
(IRES)と呼ばれる翻訳制御に重要な配列を持

つ[1]。IRES を介した翻訳は、細胞 mRNA と

は異なり 5’端キャップ構造に依存しない翻訳

を行っており、関与する宿主因子も独自のも

のが報告されている。また、翻訳活性を担う

事から IRES 領域の遺伝子配列はウイルス株

間で比較的保存されているという特徴をもつ

（図１）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、FMDV, CSFV が持つ IRES 活性の特徴を明らかにし、保存性の高い遺伝子配

列を標的とした活性抑制や共通に利用する宿主因子を標的とした活性抑制を可能とする事であ

る。これらの知見に基づいて、ウイルスの血清型で広く有効な抗ウイルス薬の開発や、FMDV, 
CSFV の感染に抵抗性の家畜の開発に繋げる。 
 
３．研究の方法 
1）IRES 活性測定系の確立 
①細胞 

IRES活性測定に使用する細胞株は、ヒト胎児腎繊維芽(HEK293)細胞、牛腎臓由来(MDBK)細胞に

ついては、ダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)（日水）に牛胎児血清(BOVOGEN)を 10%添加し

て使用した。イヌ腎臓由来細胞(MD	CK)はイーグル最少培地(EMEM)(Thermo	Fisher, Waltham, MA）

に 5%子牛血清(NCF)を添加して培養した。豚腎臓細胞(CPK)はMEM培地に FCSを 10%添加して

使用した。豚腎臓由来株化(SKL)細胞の培地にはイーグル MEM 培地(GIBCO BRL, Palo Alto, CA )

に馬血清(GIBCO BRL)、10％NaHCO3、L-グルタミン(Thermo Fisher Scientific)TPB(Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO )、BES(Sigma Aldrich )、Gentamycin(富士フイルム和光)を添加したものを用いた。全ての細

胞は 5%CO2存在下で 37°Cにて培養を行なった。	
②プラスミド	
FMDV-RNA ゲノムの 5'UTR 内には、約 450塩基
からなる II型の IRESエレメントが存在する（図 2）。
IRES 活性の測定には、海椎茸ルシフェラーゼ(R-
Luc.)遺伝子と蛍ルシフェラーゼ(F-Luc.) 遺伝子と

の間に FMDV-IRES 遺伝子を繋いだジシストロニッ

クベクターを構築し,IRES 活性は R-Luc.活性に対す

る F-Luc.活性の比で計算して算出した[2]。IRES 配

列により、F-Luc.遺伝子が翻訳できるようになり、

IRES 活性は F-Luc 活性を R-Luc 活性で割った比で

算出する事ができる。ジシストロニックベクターに

搭載された Neo遺伝子を利用して細胞株を樹立し、

FMDV-IRES 活性阻害剤のスクリーニングを可能に

した（図 2）[3]。	
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図1. FMDVとCSFVのゲノム構造⽐較

図2 FMDV-IRESのジシストロニックベクター
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CSFV-IRES 活性も同様にジシストロニックベクターを構築して細胞株を樹立し、同様にスク

リーニングを可能にした[4]。これらの細胞株におけるジシストロニック RNAの発現はノーザン

ブロット法で確認している[2]。	
2)	siRNA,	shRNAの作成 	
FMDV の ７ ⾎ 清

型で保存した領域
に siRNA をデザイ
ン し （ 図 3 ）、
FMDV-IRES-
siRNA の 配 列 は
BLOCK-iT RNAi 
Designer(Thermo Fisher Scientific)を⽤いて次のように
設計した。5ʼ-ACAGGCUAAGGAUGCCCUUCAGGUA-
3ʼ コ ン ト ロ ー ル の siRNA に は 、 ON target siRNA 
control(Horizon/Dharmacon, Lafayette, CO, USA)を使
⽤した。RNAiMax(Invitrogen 社）を⽤いて細胞に逆導⼊
し、IRES 活性への影響を検索した。さらに、この siRNA
配列に基づいて shRNA レンチウイルス発現ベクターを
構築した[3]。FMDV-IRES-shRNA 発現ベクターは、
pLL3.7 ベクター（cat. no. 11795; Addgene, Watertown, 
MA, USA）を⽤いて構築した。 shRNA 配列: 
‘5tACAGGCTAAGGATGCCCTTCAGGTAttaagagaTA 
CCTGAAGGGCATCCTTAGCCTGTttttttC-3’:(大文字
は標的配列を示し、小文字は繋ぎ配列を示す)は U6 プロ

モーター下にサブクローニングされた。レンチウイルスは、MISSION Lentiviral Packaging Mix
（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を用いてパッケージングを行なった。 
 CSFV-IRES 活性も同様にジシストロニックベクターを構築して同様に細胞株を作成し、測定

可能にした[5]。次に siRNA 予測解析ソフトで選択した CSFV-IRES 配列を認識する５つの siRNA
をデザインした（図 4）。これらの抑制活性を確認したのち、これらの配列に基づいて shRNA発

現ベクターを構築した[5]。細胞生存率は、WST アッセイ（同仁堂、熊本、日本）を用いて、製

造者のプロコトールに従い、450nm の波長（OD450）で測定した。	
3）IRES共通因子の探索 
 まず、FMDV-IRES と CSFV-IRES 活性を抑制できる阻害剤を探索したところ、フランス松樹

液の Pycnogenol®が容量依存性に両 IRES 活性を抑制する事が明らかとなった[6]。そこで、

Pycnogenol®の処理により発現が有意に変化する宿主因子をマイクロアレイで網羅的に解析し

た。その結果、発現が低下する 10 遺伝子が同定され、このうち、ポリシスト腎臓病 1 様 3
（polycystic kidney disease 1-like 3(PKD1L3）)蛋白質、ユビキチン特異的ペプチダーゼ 31
（ ubiquitin-specific peptidase 31(USP31) ）を標的とした siRNA(PKD1L3 siRNA, 5′ -
CAGUUCAUGGUUUGCAAGCUCUUAA-3 ′ ; USP31 siRNA, 5 ′ -
CAGCACAGCCGCGACUUCAAGACUA-3′)を処理すると、細胞毒性を伴わずに FMDV-IRES
の活性を有意に抑制することがわかった。次にこれらの siRNA(Invitrogen)を作成して CSFV-
IRES 発現細胞に作用させたところ、PKD1L3 と USP31 の siRNA が有意に IRES 活性を低下

させた[4]。コントロール siRNA には，ON-target plus siRNA control（Horizon/Dharmacon, 
Lafayette, CO, USA）を使用した。siRNA（5nM）のリバーストランスフェクションは，

Lipofectamine RNAiMAX試薬（Invitrogen）を用いて，メーカーのプロトコールに従って行っ

た。作成した siRNA の発現抑制効果はウェスタンブロット法等を用いて確認した。 
4）IRES共通因子ノックアウトマウスの樹立 
 PKD1L3 と USP31 をサイレンシグする事で FMDV-IRES, CSFV-IRES 活性が共に抑制される事か

ら、これら因子が IRESに共通に作用する因子の可能性が考えられた。そこで、これらの生体内

IRES 活性における制御機構を明らかにし、FMDV や CSFV に抵抗性の家畜を開発するための基礎

的知見を得るため、PKD１L3 ノックアウトマウス（PKD1L3-KO）（図 5A）と USP31ノックアウトマ

ウス（USP31-KO）（図 5B）を作成した。PKD1L3 は gRNA(guide RNA)配列で囲まれたエキソン 2 から

5 までのゲノムを、Cas9 酵素を用いて取り除いて遺伝子を欠損させた(図 5A)。USP31 ではエキソン 2 か

ら 9 までのゲノムを同様に Cas9 酵素により取り除き、遺伝子を欠損させた(図 5B)。作成したノックア

ウトマウスは CRISPR/Cas9 法により作成されたヘテロ PKD1L3-KO およびヘテロ USP31-KO を最初

図3 FMDV-IRES７⾎清型保存領域(312-339)

図4 CSFV-IRESを標的とするsiRNA
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に得た。これらのヘテロノックア

ウト(KO)マウスの雌雄のペアを

それぞれ交配させ、各遺伝子のホ

モ KOマウス、ヘテロ KOマウスと

野生型（WT）マウスを得た（図5C）。

各遺伝子型はそれぞれの遺伝子

のノックアウト領域をターゲッ

トとした genotyping PCRによっ

て決定した。 

 

４.研究成果 

1) 細胞種による IRES 活性の違

い 

FMDV-IRESの活性をヒト由来細胞

(HEK293)、イヌ由来細胞(MDCK)、

ウシ由来細胞（BVDV), 

豚由来細胞(CPK)で比較した[1]。

口蹄疫の感受性動物であるウ
シやブタ、特にウイルスの増幅
動物であるブタでは IRES 依存

性翻訳が高効率で行われてい
ることが予想されたが、ブタで
の IRES 依存性翻訳の活性は口
蹄疫の非感受性動物であるイ
ヌのそれよりも低いことが分
かり、IRES 活性と宿主特異性に

は関連が見られなかった[2]。 

2)FMDV血清型で保存するIRES配

列を標的とした siRNA(shRNA)の

確立 

FMD virus(FMDV)には、7 つの血清型(O,A,C,SAT-1,SAT-2,SAT-3,ASIA-1)が存在すると同時

に、それぞれにサブタイプが存在するため、抗原性に差異があり、現行の O 型に由来するワク

チンでは O 型以外の FMDV の感染予防や制御が困難となっている。 
FMDV-ゲノム RNA の 5’非翻訳領域(untranslated region; UTR)内に存在する内部リボソーム侵

入部位(Internal ribosomal entry site; IRES)は、FMDV 内で相同性の高い領域である。そのた

め、この IRES 活性を抑制することでより広い血清型の FMDV を制御する可能性を見出す事が

期待される。そこで、FMDV の IRES 配列を比較し、７つの血清型間においても特に相同性の

高い領域を同定した（図 3）。次に、その領域を標的とする short interfering RNA (siRNA) を
作成し、この siRNA の IRES 活性阻害効果を検証した。IRES 活性の評価には、ファイアフラ

イルシフェラーゼ(F-luc)遺伝子とレニラルシフェラーゼ(R-luc)遺伝子の間に IRES 配列をもつ

プラスミドを内包する細胞株を用いた（図 2）。 
次に、この IRES 活性抑制効果を持続させるために、siRNA 配列を元に Short hairpin RNA 

(shRNA)を発現するレンチウイルスベクターを構築した。この shRNA 発現レンチウイルスベク

ターを IRES 発現細胞株に導入したところ、２週後に細胞毒性無く FMDV-IRES の活性を有意

に抑制することが示された[3]。 
4)CSFV-IRES の siRNA, shRNA による抑制 

CSF ウイルス(CSFV)はフラビウイルス科ペスチウイルス属に属し、プラス鎖一本鎖 RNA ゲノムを持ち、

その５’-UTR に IRES を持っている。cap 依存性翻訳とは異なる、IRES 介在性翻訳でウイルス蛋白質を

合成することが特徴である。そこで、CSFV-IRES を標的とする siRNA をデザインし、CSFV-IRES 発現細

胞を用いて抑制活性を検討した。さらに、short hairpin (shRNA)発現ベクターによる、CSFV-IRES の長

期活性抑制を目指した。IRES 活性を測定するジシストロニックベクターは、ウミシイタケのルシフェラーゼ

(RL)とホタルのルシフェラーゼ(FL)の各遺伝子の間に CSFV-IRES エレメントを有するジシストロニックレ

ポーター遺伝子を pCAGGS-Neo ベクターに挿入して作成した[5]。作成したプラスミドを SKL 細胞(豚腎

尿細管上皮細胞由来の株化細胞)にトランスフェクションしてネオマイシンで選択後 CSFV-IRES 発現細

胞(pSKCI)を作成した。CSFV-IRES 配列を認識する si42、si56、si107、si142、si198 の siRNA を作成し

て（図 4）IRES 活性が抑制できる事を確認した[5]。siRNA の配列にもとづき、より長期の効果が期待でき

る shRNA を設計し、shRNA 発現レンチウイルスを作成して pSKCI 細胞に遺伝子導入し、IRES 抑制効

図5 PKD1L3, USP31-KOマウスの樹⽴ (A) PKD1L3のノックアウトマウス作製には
gRNA(guide RNA)配列で囲まれたエキソン2から5までのゲノムを、Cas9酵素を用いて
取り除いて遺伝子を欠損させた。(B) USP31ノックアウトマウスはエキソン2から
9までのゲノムをCas9酵素により取り除き、遺伝子を欠損させた。
（C)ヘテロ、ホモ、KOマウスのPCRによるジェノタイピング（左）No.1,2,5,6はホモKOマウス、
No.3,4,7；ヘテロKOマウス （右）No.8,9,10はWTマウス、No.7はホモKOマウス、
No.1,2,3,4,5,6はヘテロKOマウス

(A)

(B)

 
 

(C )

PKD1L3-KOマウス USP31-KOマウス
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果を確認した。CSFV レプリコン[6]や CSFV 感染に抑制効果のある shRNA を検討したところ、sh198 に

有意な CSFV感染抑制効果がある事が明らかとなった[5]。 

5）IRES共通因子の探索	
口蹄疫ウイルス（FMDV）と豚熱ウイルス（CSFV）は、共にプラス鎖 RNA ゲノムを持ち、その

５‘-非翻訳領域に IRES 配列を持っている。これらの IRES を介した翻訳機構に関与する共通の

宿主因子の解析は進んでいない。そこで、FMDV-IRES 発現細胞および CSFV-IRES 発現細胞を用

いて解析したところ、フランス松樹液抽出物であるピクノジェノール®PYC は用量依存性に双方

の IRES 活性を抑制する事が明らかとなった。次に、マイクロアレイ解析によって PYC 処理で

発現が大きく変化する因子を特定した。それら数種の因子に対して siRNA を作成し、FMDV-IRES
発現細胞に対して処理し特定の因子をサイレンシングしたところ、PKD1L3 と USP31、SIRPG を

標的とした siRNA で細胞毒性無く FMDV-IRES 活性を有意に抑制した。また、これらを CSFV-
IRES 発現細胞に処理したところ、PKD1L3 と USP31 の siRNA が CSFV-IRES 活性も有意に抑制

することが明らかになった[4]。 
 さらに、Pycnogenol®の処理により CSFV-の感染も容量依存的に有意に抑制される事が明ら

かとなった[4]。 
6）IRES共通因子 KOマウスの樹立 

FMDV-IRES と CSFV-IRES はそれぞれ II 型 IRES,C 型肝炎ウイルス(HCV)様-IRES[1]に分類

される。FMDV-IRES と CSFV-IRES に共通に作用する宿主因子である PKD1L3, USP31、を

欠損するノックアウトマウスを樹立して CSFV, FMDV 抵抗性動物の開発に必要な知見を得る

事を試みた（図５）。 
樹立したホモ KOマウスは、まず RT-PCRによって mRNAを解析し、PKD1L3,USP31 遺伝子の発現の

消失を確認した。現在これらの遺伝子を共に欠損した double-KOマウスも樹立しており[8]、こ

れらのマウスの形質を調べると共に、体内において FMDV-IRES, CSFV-IRESの活性や、CSFV レプ

リコンの複製活性、ピコルナウイルスの感染複製効率等が野生型マウスに比べ抑制されている

かを詳細に検討している[9]。 

 PKD1L3 はカルシウムチャネルの構成成分の１つであり、味蕾細胞で酸味受容体を構成してい

る。USP31はユビキチン特異的ペプチダーゼであり、NF-kBの活性調節に関与するとされ、がん

化との関連も報告されている。いずれもこれまでに IRES 機能との関連は報告されておらず、今

後 PKD1L3, USP31による IRES活性の制御機序を解明する予定である。 

また、PKD1L3, USP31ノックアウトマウスを用い、FMDVや CSFVの IRES活性や複製活性が抑制

され、FMDV, CSFV感染抵抗性動物となりうるかについても解析を続けている。 
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