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研究成果の概要（和文）：本研究では、内在性ボルナウイルス様配列（EBLN）由来のpiRNAを介した新たなウイ
ルス防御機構機構を解明することを目的とした。先行研究より、EBLN由来piRNAが海馬の神経前駆細胞（hNPC）
においてBoDV-1をサイレンシングする可能性を着想したが、hNPCにおいてEBLN由来piRNAの発現は確認できなか
った。そこでEBLN由来piRNAを発現する生殖細胞に焦点を絞り、現在精子幹細胞や精巣器官培養系を用いた
BoDV-1の感染実験を進めている。今後、BoDV-1の精巣感染モデルを確立し、生殖細胞においてEBLN由来piRNAが
BoDV-1感染防御に果たす役割を詳細に解析する予定である。

研究成果の概要（英文）：The study aims to elucidate a novel antiviral mechanism mediated by piRNAs 
derived from endogenous bornavirus-like elements (EBLNs). We hypothesized that EBLN-derived piRNAs 
may silence Borna disease virus-1 (BoDV-1) in hippocampal neural progenitor cells (hNPCs), but we 
were unable to detect EBLN-derived piRNAs from hNPCs in our hands. Based on these results, we are 
now shifting our focus to testes, which expressed EBLN-derived piRNAs. Currently, we are conducting 
BoDV-1 infection experiments using spermatogonial stem cells and testicular organ culture systems. 
In the future, we plan to establish a BoDV-1 testicular infection model and further analyze the 
antiviral role of EBLN-derived piRNAs in germ cells.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 内在性RNAウイルス　抗ウイルス免疫　哺乳類　PIWI-interacting RNA　CRISPR-Cas
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、哺乳類では前例のない、piRNAを介した抗ウイルス免疫機構の解明を目指す初の試みである。生物ゲ
ノムにはEBLN以外にも多数のウイルス由来配列が存在するが、最近の研究でその一部がゲノム上のpiRNA産生領
域（piRNAクラスター）に存在し、近縁ウイルスに対して相補鎖のpiRNAを産生することがわかってきた。したが
って、本研究でpiRNAを介したウイルス制御機構を解明することは、BoDV-1のみならず、他の様々なウイルスの
防御策を開発する上でも重要であると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

真核生物のゲノムには、内在性ウイルス様配列（EVE）と呼ばれるウイルス由来の遺伝子配列が

多数存在する。内在性ボルナウイルス様配列（EBLN）は、RNA ウイルスの一種であるボルナ病

ウイルス 1（BoDV-1）に類似した遺伝子配列であり、初めて発見された非レトロウイルス型の

EVE である。先行研究より、EBLN が piRNA クラスターと呼ばれるゲノム上の piRNA 産生領域

に高頻度に存在し、BoDV-1 の mRNA に対してアンチセンス鎖の piRNA を産生することが示さ

れていた。piRNA は、PIWI タンパク質と結合し、標的 mRNA の発現を配列特異的に制御する小

分子RNAである。この機能から、piRNAクラスター内に挿入されたEBLNから産生される piRNA

が、RNA 干渉によって BoDV-1 の感染を抑制する可能性を着想した。このような EVE 由来 piRNA

による抗ウイルス機構は、原核生

物の CRISPR-Cas システムと類似

しており、節足動物であるカにお

いて既に報告されている。しかし、

同様のメカニズムが哺乳類の生体

内で機能するかどうかはわかって

いない。そこで本研究では、遺伝子

改変マウスモデルを用いた感染実

験により、哺乳類における piRNA

を介した新たな抗ウイルス機構

【図 1】を解析することにした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、BoDV-1 と、その EVE である EBLN をモデルに、哺乳類ゲノムに存在する RNA ウ

イルス由来配列が、CRISPR-Cas システムと類似した仕組みでウイルス抵抗性に関与する可能性

を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）遺伝子改変マウスモデルの作製 

EBLN 由来 piRNA の機能を探るため、研究代表者らは以前 piRNA を産生する 3 つの EBLN

（EBLN3, EBLN4, EBLN5）をマウスゲノムからノックアウトした EBLN KO マウスを作製した。

しかし、現存の BoDV-1 株は、EBLN 配列との配列相同性が 70%程度しかなく、EBLN 由来 piRNA

によって効率的にサイレンシングされない可能性があった。そこで本課題では、配列相同性がサ

イレンシング活性にどう影響するかを調べるためのコントロールとして、現存の BoDV-1 N 遺伝

子配列をアンチセンス方向に piRNA クラスターに挿入した BoDV-1 N (-) KI マウスを作製した。

また、Cre-loxP システムを用いて、ノックインした BoDV-1 N 配列の向きを反転させた BoDV-1 

N (+) KI マウスも作製した。 

 

（２）EBLN KO マウスを用いた BoDV-1 の感染実験 

EBLN 由来 piRNA が BoDV-1 感染を抑制するかを調べるため、EBLN KO マウス、野生型マウス、

その双方を掛け合わせた EBLN Hetero マウスを用いて BoDV-1 の感染実験を行った。コントロ



ールには、BoDV-1 の排除に重要な役割をもつインターフェロン γ（IFNγ）（Hausmann et al., J Virol, 

2005）のレセプターをノックアウトしたマウス（IFNgr1 KO マウス）を使用した。異なる遺伝型

の新生仔マウスに GFP 組換え BoDV-1 を脳内接種し、12 週間後に定量的 RT-PCR と脳組織観察

によって BoDV-1 の感染を評価した。 

 

（３）hNPC を用いた実験系の確立 

先行研究において piRNA とマウスの Piwi タンパク質である MILI が、海馬由来の神経前駆細胞

（hNPC）で高度に発現していることが示されていた（Gasperini et al., EMBO Rep 2022）。そこ

で、EBLN 由来の piRNA が脳全体に影響を与えるのではなく、hNPC において BoDV-1 をサイ

レンシングする可能性を着想した。hNPC において BoDV-1 感染を評価するため、本課題では

hNPC の ex vivo 培養法の最適化ならびに BoDV-1 感染実験系の確立を行った。 

 

（４）hNPC および精巣を用いた Small RNA-seq 解析 

hNPC が EBLN 由来の piRNA を発現するかを調べるため、hNPC およびコントロールの精巣か

ら Small RNA ライブラリーを作製し、次世代シーケンス解析を行った。得られたリードは、リ

ファレンスゲノムにマッピングし、EBLN 由来 piRNA の発現を確認した。 

 

４．研究成果 

（１）EBLN KO マウスを用いた BoDV-1 の感染実験 

EBLN 由来 piRNA の機能を調べるため、野生型マウス、EBLN KO マウス、EBLN Hetero マウス

および IFNgr1 KO マウスを用いて BoDV-1 の感染実験を行い、BoDV-1 に対する感受性を比較し

た【図 2】。その結果、ウイルス接種後 12 週目において、コントロールの IFNgr1 KO マウスで

は、野生型マウスと比べてウイルス

RNA 量の増加が認められた。一方、

EBLN KOマウスと野生型マウスでは、

脳全体のウイルス RNA 量の有意な差

は認められなかった。しかし脳切片の

蛍光観察の結果から、一部のEBLN KO

マウスでは、海馬における GFP 発現が

高いことがわかった。 

 

（２）hNPC を用いた実験系の確立 

先行研究および研究成果（１）から EBLN 由来 piRNA が hNPC において BoDV-1 をサイレンシ

ングする可能性を着想した。hNPC において BoDV-1 感染を評価するため、まず hNPC の ex 

vivo 培養法の最適化を行った。初期検討では、成体マウスの海馬歯状回からの直接単層接着培

養や海馬器官培養を試みたが、いずれの方法も成功率が低かった。そこで、マウス胎児の海馬

歯状回からニューロスフェアと呼ばれる細胞塊を形成し、単離したシングルセルから単層接着

培養を行う方法を検討した。この方法により、hNPC の安定した培養が可能となった。次い

で、hNPC を用いた BoDV-1 感染実験系の確立のため、hNPC に GFP 組換え BoDV-1 を接種し

た。その結果、3 日後から GFP の発現が確認されたことから、hNPC において BoDV-1 感染が

成立することがわかった。今後、異なる遺伝型のマウス由来の hNPC を用いた感染実験を行う

ことで、BoDV-1 感受性の違いを評価できると考えられた。 



 

（３）hNPC および精巣を用いた Small RNA-seq 解析 

hNPC およびコントロールの精巣における EBLN 由来 piRNA の発現を調べるため、Small RNA-

seq 解析を行った。その結果、近年 piRNA の存在が報告されていた海馬や hNPC から piRNA は

殆ど検出されず、EBLN 由来 piRNA の発現も確認できなかった。一方、精巣は EBLN 由来 piRNA

を発現しており、BoDV-1 N KI マウスの精巣では、ノックインされた BoDV-1 N 配列が piRNA

にプロセシングされていた。以上の結果を基に、今後は生殖細胞に焦点を絞り、EBLN 由来 piRNA

が BoDV-1 感染に与える影響を調べる予定である。現在、精子幹細胞や精巣器官培養系を用いた

BoDV-1 の感染実験を進めており、今後 BoDV-1 の精巣内接種も行う予定である。これらの実験

により、BoDV-1 の精巣感染モデルが確立できれば、生殖細胞において EBLN 由来 piRNA が

BoDV-1 に対する抵抗性因子として機能する可能性を検証できると考える。 
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