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研究成果の概要（和文）：　宿主ゲノムDNAは、生命活動の中枢であり、遺伝情報の基盤である。ゲノムDNAは、DNAウ
イルス感染により損傷を受けることが報告されている。しかし、RNAウイルス感染におけるDNA損傷については、ほとん
ど研究が進んでいなかった。本研究では、核に持続感染するRNAウイルス、ボルナ病ウイルス(BDV)とDNA損傷およびそ
の修復機構(DDR)との関連を検討した。BDVの転写・複製の場には、DNA損傷マーカーやDDR関連分子が集積した。DDR関
連分子の阻害剤により、BDVの転写・複製バランスが変化した。これらのことから、BDVはDDRと相互作用し、自身の転
写・複製を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Many environmental and physiological factors, such as infection of DNA viruses, 
can directly induce genome DNA damages and activate DNA damage response (DDR) pathways. Unlike DNA 
viruses, infection in the nucleus is uncommon for RNA viruses. Therefore, interaction between RNA virus 
and DDR pathways has been largely unknown.
Borna disease virus (BDV), a non-segmented, negative strand RNA virus, can establish persistent infection 
in the nucleus. BDV generates viral speckles of transcripts (vSPOTs) in the nucleus as the viral 
replication compartment. In this study, we found that γH2AX co-localizes with vSPOTs. On the other hand, 
neither acute nor persistent infection of BDV could activate DDR in infected cells. Furthermore, the 
inhibition of DDR altered the balance between BDV transcription and replication in the infected cells. 
These observations suggested that BDV may locate preferably at the DDR focus to regulate its balance 
between replication and transcritption.
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１．研究開始当初の背景 
 宿主ゲノム DNA は、生命活動の中枢であ
り、遺伝情報の基盤である。ゲノム DNA は、
常に様々な要因により損傷を受けている。そ
の要因の一つに、ウイルス感染がある。ウイ
ルス感染と DNA 損傷については、がんウイ
ルスを中心に DNA ウイルスで活発に行われ
てきた。DNA ウイルスの中には宿主の DNA
損傷修機構(DDR、図１)を利用し、自身の増
殖を促進するものも見出されている。例えば、
ヒトサイトメガロウイルス(HCMV)のタンパ
ク質 IE1/IE2 は DDR 経路の一つである ATM
経路を活性化し、自身の複製を促進している。
さらに、HCMV 感染時、HCMV Replication 
compartments (RCs)に DDR 関連因子が集積す
ることも報告されている。一方、RNA ウイル
ス感染における DNA 損傷については、ほと
んど研究が進んでいなかった。 

 
２．研究の目的 
 ボルナ病ウイルス(BDV)は、マイナス鎖１
本鎖 RNA ウイルスである。多くの RNA ウイ
ルスは細胞質で増殖する。一方、BDV は、細
胞核に持続感染するというユニークな特徴
を持つ。我々は、これまでに、BDV が宿主ク
ロマチンと結合し、核内に持続感染している
ことを明らかにしている。本研究では、核内
RNA ウイルス感染における DNA 損傷および
DDR について、BDV をモデルウイルスとし
て検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) BDV 特異的核内構造物(viral speckles of 
transcripts; vSPOTs)に集積する DDR 関連分子
の探索 
 BDV は、持続感染細胞核内に、BDV リボタン
パク質複合体(RNP)で構成される vSPOTs を形
成する。この構造物は、BDV の転写・複製と関
連があると考えられている。BDV と宿主 DDR 分
子に相互作用があるとするならば、その分子は
vSPOTs に局在する可能性が高い。そこで、免
疫染色法を用いて、vSPOTs に局在する DDR 関
連分子を探索した。 
 
(2) BDV による DNA 損傷の評価 
BDV 急性感染細胞、持続感染細胞について、
DNA 損傷のマーカー分子であるγH2AX の量
や染色像を解析した。また損傷された DNA 量を
コメットアッセイにて検証した。さらに、その下流
分子群についてもウエスタンブロット方にて検討

を行った。 
 
(3) DDR 関連分子が BDV に与える影響の評価 
①X 線照射細胞における BDV 感染 
事前に X 線照射にて DNA 損傷および DDR 経
路を誘導した上で、BDV の急性感染を行なった。
X 線照射の有無で、BDV 感染拡大に影響が出
るか評価した。 
②DDR 関連分子の阻害剤を用いた解析 
BDV 持続感染細胞に各種 DDR 関連分子阻害
剤を作用させ、BDV と DDR 関連分子の相互作
用に与える影響および BDV 転写・複製に与える
影響について、免疫染色法やリアルタイム
RT-PCR 法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究により、以下の通りの成果を得た。
これらの成果により、BDV が DDR 関連分子
のうち DNA-PK と相互作用すること、
DNA-PK との相互作用により BDV の転写・
複製バランスが変化することなど、RNA ウイ
ルスとDDR関連分子との相互作用について新
知見を見出すことが出来た。これらは、今後
インフルエンザウイルスなど核に感染する
他の RNAウイルスと DDR関連分子との相互作
用を解析する上で、基盤的な知見であり、本
研究の目的は十分に達せられたと考えられ
る。 
 
(1) BDV 特異的核内構造物(viral speckles of 
transcripts; vSPOTs)に集積する DDR 関連分子
の探索 
下記の結果から、vSPOTsにDDR関連分子が集
積していることが明らかとなった。 
①DDR 関連分子のうち、γH2AX やリン酸化
ATM、リン酸化 DNA-PK などが、vSPOTs と共局
在することを見出した（図２）。 
②他の核内宿主構造物である Cajal body や
PML body については、DDR 関連分子との共局
在は認めなかった。 

 
(2) BDV による DNA 損傷の評価 
下記の結果から、BDV は DNA 損傷および DDR
経路を誘導しないことが明らかとなった。 
①BDV を感染させて 3 日後、感染細胞における
DNA 損傷をγH2AX にて評価した。その結果、
BDV 急性感染では、DNA 損傷を誘導しないこと
が明らかとなった。 
②BDV 持続感染においても、非感染細胞と比
較して DNA 損傷の増加は認めなかった。 
③BDV 持続感染細胞については、コメットアッセ



イによる DNA 損傷の評価も行なった。しかし、上
記の結果同様、BDV 感染による DNA 損傷の誘
導を検出することは出来なかった。 
④DDR 経路下流の分子のリン酸化レベルを、
BDV 持続感染細胞と非感染細胞で比較した。し
かし、両者の間で、DDR 下流分子のリン酸化に
変化を認めなかった。 
 
(3) DDR 関連分子が BDV に与える影響の評価 
下記の結果から、DNA-PK が少なくとも BDV の
転写・複製バランスを変化させることが明らかと
なった。 
①X 線照射された細胞では、BDV の感染効率
が増加していることが明らかとなった（図３）。 

 
②BDV 持続感染細胞に X 線照射したところ、
BDV の転写・複製バランスが変化した。 
③BDV 持続感染細胞に DDR 関連分子（ATM、
ATR、DNA-PK）の各種阻害剤を作用させた。そ
の結果、DNA-PK 阻害剤を添加した時のみ、
BDV の転写・複製バランスに変化が出た。この
時、vSPOTsとリン酸化DNA-PK との核内での共
局在は減少していた。 
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