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研究成果の概要（和文）：ヒトポリオーマウイルスであるJCウイルス（JCV）の後期遺伝子からは、pre-mRNAとして機
能する長鎖のRNAが転写されており、新たに判明したスプライシング様式により転写後調節されて後期タンパク質を発
現する成熟mRNAが産生されることが明らかとなった。後期遺伝子pre-mRNAの特殊なスプライシングは、後期タンパク質
の発現やウイルス増殖に必要であることも判明した。本研究で判明した後期遺伝子の転写後調節機構は、JCVの細胞内
増殖機構の解明につながる新たな知見となった。

研究成果の概要（英文）：JC virus(JCV) late transcripts, which produce agnoprotein, VP1, VP2, and VP3, are 
polycistronic mRNAs and processed by alternative splicing. We found that JCV late transcripts are processe
d into mature mRNAs using a unique splicing mechanism. Analysis of virus infection using JCV genomes with 
splice site mutations indicated that the identified splicing mechanism is necessary for efficient producti
on of late proteins and viral infection.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
JC ウイルス（JCV）はヒト大脳に脱髄病

変を惹起する進行性多巣性白質脳症（PML）
の原因ウイルスである。PML は免疫不全状
態の患者において発症する致死性の疾患で
あり、基礎疾患は Human immunodeficiency 
virus (HIV)感染症である後天性免疫不全症
候群（AIDS）が多くを占める。近年では生
物学的製剤の副作用としての PML が発生し
ており、モノクローナル抗体製剤使用患者に
おける PML 発症が報告されている。PML の
有効な治療法は未だ確立されておらず、
AIDS に伴う PML の場合、highly active 
antiretroviral therapy (HAART)による免疫
賦活療法により症状の改善が見られる場合
があるものの、無効例や症状の憎悪例も存在
する。このため免疫賦活療法に加えた新たな
抗 JCV 薬の開発が早急に望まれる。 

JCVはポリオーマウイルス属に属する2本
鎖環状 DNA ウイルスで、種特異性、細胞特
異性が強く、ヒト脳内のオリゴデンドロサイ
トで選択的に増殖する。培養細胞系において
は、IMR-32 細胞、primary human fetal glial 
(PHFG)細胞等の一部の神経系細胞でのみ増
殖する。これらの細胞特異性を決める要因は
未だ明らかではなく、ウイルスの増殖規定因
子を解明することが JCV 感染細胞を標的と
した治療法の開発のために重要と考えられ
る。これまでの研究で、JCV の受容体(α-2,6-
シアル酸、セロトニン受容体)や、JCV の遺
伝子転写活性を亢進する細胞内因子に関し
ての報告はあるが、JCV 感染の細胞特異性を
決定付ける因子は未だ明らかとなっていな
い。感染規定因子は単一ではなく、ウイルス
が細胞内に侵入後、早期および後期遺伝子の
転写、翻訳、ウイルスゲノム複製過程に関与
する細胞内因子が増殖を規定していると考
えられている。本研究では、ウイルス後期遺
伝子の転写後調節機構に着目し、JCV の細胞
内増殖機構を明らかにすることを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 

 
本研究は、JCV 遺伝子の新たな転写後調節

機構を明らかにし、宿主細胞内におけるウイ
ルス増殖の制御機構を解明することを目的
とする。 
 
(1) JCV 後期遺伝子の転写産物である長鎖
RNA の機能を明らかにし、それらが宿主細
胞内にてウイルス遺伝子発現を制御するメ
カニズムを解明する。明らかとなった増殖制
御機構に関わる細胞内因子を標的にして、ウ
イルス増殖抑制効果を検討し、PML の治療
法を開発するための基盤を確立することを
目的とする。 
 
(2) ウイルス遺伝子の発現に関わる宿主細

胞内因子を網羅的に探索するため、ウイルス
増殖を容易に検出可能な GFP レポーターウ
イルスゲノムを作製し、siRNA ライブラリー
を用いた網羅的解析により JCV 増殖規定因
子の探索を行う。結果を基に増殖規定因子を
標的としたウイルス増殖抑制法を開発する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ウイルスゲノム由来長鎖 RNA の解析 
約 5 kb の 2 本鎖環状 DNA からなるポリオ

ーマウイルスゲノムは、両方向性のプロモー
ターである転写調節領域(TCR)をはさんで早
期方向に large T antigen(TAg), small t antigen 
(tAg)などの早期タンパク質をコードし、後期
方向には Agnoprotein、カプシドタンパク質で
ある VP1、VP2、VP3 をコードしている。早
期、後期遺伝子のコーディング領域は逆鎖上
にのっていることになり、それぞれの 3’端に
は polyA シグナルがみられる。これまでの研
究から、ウイルス感染細胞内ではこれらの
polyA シグナルで終結する mRNA 以外に、後
期遺伝子方向にゲノムを一周以上にわたり
転写される 5 kb 以上の長さを持つ RNA が存
在することを RT-PCR 法にて確認している。 
 
① この長鎖 RNA の発現を確認するため、
早期遺伝子および後期遺伝子の転写産物に
対するアンチセンスおよびセンス RNA プロ
ーブを作成し、JCV を感染させた IMR-32 細
胞より抽出した RNA を用いてノーザンブロ
ッティング法により長鎖 RNA を含むウイル
ス由来 RNA の検出を試みた。 
また、長鎖 RNA の配列構造を明らかにす

るため、感染細胞由来の RNA を用いて、
PT-PCR により遺伝子増幅後シークエンス解
析を行った。また、5'-または 3'-RACE 法に
より長鎖 RNA の末端配列を増幅しシークエ
ンスにより解析を試みた。 
 
② JCV 感染細胞由来の RNA を用いて、後
期 mRNA のスプライシングパターンをシー
クエンスにより詳細に解析し、長鎖 RNA が
後期遺伝子の pre-mRNA として機能する可
能性を検討した。 
 
③ 新たに判明したスプライシングパター
ンがウイルス後期 mRNA の産生、後期タン
パク質の発現、ウイルス増殖に与える影響を
検討するため、JCV Mad1 株の 2 か所のアク
セプター配列に PCR により変異を導入した
ウイルスゲノムを作製した。野生株および変
異体 JCV ゲノムを IMR-32 細胞に導入し、
経時的に RNA、タンパク質を回収し、定量
PCR にてウイルス mRNA 発現量の解析、イ
ムノブロット法によりタンパク質発現量を
解析した。 
 
(2) GFP レポーターウイルスゲノムの作製 



ウイルス遺伝子の発現に関わる細胞内因
子を探索するため、siRNA ライブラリーを用
いた網羅的解析を行う予定である。JCV の細
胞内増殖を容易に検出するため、後期遺伝子
の VP1、VP2 領域をそれぞれ GFP 遺伝子に
置換したウイルスゲノム、もしくは後期遺伝
子領域に GFP 遺伝子を挿入したウイルスゲ
ノムを作成した。これらのレポーターウイル
スゲノムを細胞に導入し、各ウイルスゲノム
導入細胞おける GFP 発現量、ウイルスゲノ
ム複製量、ウイルスタンパク質発現量を解析
した。 

 
本研究に用いた遺伝子組換え実験は、「組

換え JC virus の作製」という名称にて第二種
使用等拡散防止措置承認を北海道大学遺伝
子組換え実験等安全委員会から得て行った。 

 
４．研究成果 

 
(1) JCV 後期遺伝子の新たな転写後調節機構 
 
① JCV ゲノムの早期方向および後期方向
の転写産物を検出するため、それぞれの鎖に
対する RNA プローブを作成し、ウイルス由
来 RNA に対するノーザンブロット法を行っ
た。その結果、スプライシングされた早期お
よび後期遺伝子 mRNA 以外に、10 kb 前後の
長さの後期方向の RNA を数本検出した。こ
のことから、JCV ゲノムからは、後期方向に
ゲノムを一周以上にわたって長鎖の RNA が
転写されていることが判明した。 
この長鎖 RNA をクローニングするために、

5'-または3'-RACE法により長鎖RNAの末端
配列を増幅しシークエンスにより解析を試
みた。その結果、3'端は後期遺伝子 mRNA と
同様の polyA site であると考えられた。5'端
に関しては、転写調節領域内の数か所の遺伝
子部位が検出されたものの同定は困難であ
った。 
 
② 後期遺伝子方向の長鎖 RNA が、スプラ
イシング機構により後期遺伝子 mRNA とな
る前の pre-mRNA である可能性を検討する
ため、後期転写産物の RNA のスプライシン
グパターンを詳細にシークエンス解析した。
その結果、これまでに知られている後期タン
パク質 Agnoprotein、VP1、VP2/3 を産生す
るmRNAのスプライシングパターン以外に、 
5’側のエクソン内で約 120bpの繰り返し配列
が様々な数で生じている mRNA が産生され
ていることが判明した。このことから、後期
方向の長鎖 RNA は pre-mRNA であり、ほぼ
ウイルスゲノム全長にわたる RNA がスプラ
イシングにより除かれ、その結果一部の領域
が繰り返し配列として残ると考えられた。こ
のスプライシングにより出来た mRNA は最
終的に 3’側に VP1 もしくは VP2/3 のコーデ
ィング領域および polyA 配列を持ち、mRNA
として機能していることが示唆された。 

 
③ 新たに判明した後期遺伝子 pre-mRNA
の特殊なスプライシングが、ウイルス後期タ
ンパク質の発現、ウイルス増殖に与える影響
を検討するため、JCV Mad1 株の 2 か所のア
クセプター配列に変異を導入したウイルス
ゲノムを作製した。 
また、IMR-32 細胞で継代された JCV 株で

は、Mad1 株に比べてより多くの繰り返し配
列を持つmRNAが産生されていることから、
ウイルスゲノムの配列を解析した結果、スプ
ライシング領域に 15 塩基の欠失があり、2
か所の内一方のアクセプター配列が機能し
ないことが予想された。このため、Mad1 株
に 15 塩基の欠失変異を導入したウイルスゲ
ノムも作成した。 
これらの変異体ウイルスゲノムを IMR-32

細胞に導入し、ウイルス mRNA、タンパク質
発現量を継時的に解析した。その結果、2 か
所のアクセプター配列の内どちらか一方の
み機能する変異ウイルス (Am1、Am2、
Amdel)では野生型 Mad1 株に比べて繰り返
し配列の数が増加し、スプライシング効率が
上昇した（図 1）。同時に後期タンパク質発現
量も増加し（図 2）、感染後 16 日目の細胞で
の各ウイルスタンパク質発現も野生型に比
べ増加した。また、2 か所のアクセプター配
列両方が機能しない変異ウイルス(Am1/2、
Amdel/1)では、後期ウイルスタンパク質発現
が顕著に減少することから、今回判明したス
プライシングは後期タンパク質の発現に必
要であることが明らかとなった。これらの結
果から、本研究で判明した後期遺伝子の特殊
なスプライシングは、後期タンパク質の発現
に必要であり、ウイルス増殖を亢進させるこ
とが明らかとなった。 

 
 

図 1 後期 mRNA のスプライシング効率 
アクセプター配列変異ウイルスにお
けるスプライシングされた後期遺伝
子 VP1 および VP2 の mRNA 量とイ
ントロンを含む pre-mRNA 量の比を
グラフに示した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 後期タンパク質発現のイムノブロッ
ト解析結果 
アクセプター配列変異ウイルス感染
後 4 日目の細胞の各後期タンパク質
発現。ローディングコントロールと
して Actin の発現量を示した。 

 
 
本研究で得られた後期遺伝子のスプライ

シングによる転写後調節機構は、JCV の細胞
内増殖を規定する新たな因子であることが
明らかとなった。 
今後、JCV の特殊なスプライシング機構に

関わる細胞内因子の探索を行うことで、増殖
規定因子を標的とした JCV 増殖抑制法の開
発を試みる。 
 
(2) GFP レポーターウイルスゲノムの作製 

 
ウイルス遺伝子の発現に関わる細胞内因

子を、siRNA ライブラリー等を用いた網羅的
解析により探索するために、GFP レポーター
ウイルスゲノムを作製した。 
後期遺伝子の VP1、VP2 領域をそれぞれ

GFP 遺伝子に置換したウイルスゲノム（Δ
VP1-AcGFP、ΔVP2-AcGFP）を作成し、
IMR-32 細胞に導入した。その結果、これら
2種類のレポーターウイルスはいずれもGFP
を発現していることを蛍光顕微鏡下で確認
した（図 3、上段）。また、これらのレポータ
ーゲノムにおいて、早期タンパク質 TAg が発
現しないように遺伝子領域を一部欠損させ
たものでは（Sph I TAg-）、GFP 発現が顕著
に低下した（図 3、下段）。さらに、2 種類の
レポーターウイルスゲノムが細胞内で複製
することを確認するため、複製した DNA 量
を定量した結果、いずれのレポーターウイル
スゲノムにおいても JCV Mad1 ゲノムと同
等の複製効率であることを確認した。 
これらの結果から、本研究で作製したレポ

ーターウイルスは、早期タンパク質発現、ゲ
ノム複製、後期遺伝子転写活性を反映するも
のと考えられた。 
  

今後、作成した GFP レポーターウイルス
を用いて、JCV 増殖に必要な細胞内因子を
siRNA ライブラリーにより網羅的に解析す
る。解析結果を基に、同定した細胞内因子を
標的とする JCV 増殖抑制法の開発を試みる。
また、作成したGFPレポーターウイルスは、
化合物ライブラリーを用いたスクリーニン
グ等のハイスルー・プット解析にも応用可能
であり、抗ウイルス薬開発研究への応用が期
待できる。 
 

 
図 3 GFP レポーターウイルスゲノムの 

作成 
VP1、VP2 領域をそれぞれ GFP 遺伝
子に置換したレポーターゲノム（Δ
VP1-AcGFP、ΔVP2-AcGFP）、およ
び TAg を発現しない各レポーターゲ
ノム（下段、TAg-）を導入後 4 日目
の細胞の GFP 発現（緑色）。 
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