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研究成果の概要（和文）：内在性ボルナウイルス様L（EBLL）は、生物ゲノムに存在する、ボルナウイルスのRNA依存性
RNAポリメラーゼ（RdRp）遺伝子に由来する配列である。本研究において、Eptesicus属コウモリに存在するEBLL（eEBL
L-1）が1180万年以上にわたって、5000塩基以上からなるオープンリーディングフレームを保持していることが明らか
となった。さらに進化学的解析や転写産物の解析により、eEBLL-1が機能的なタンパク質をコードしていることが強く
示唆された。本研究は、ウイルス由来RdRpが哺乳動物細胞において機能し得ることを世界で初めて示した研究である。

研究成果の概要（英文）：Endogenous bornavirus-like L (EBLL) elements are heritable sequences derived from 
bornavirus L genes that encode a viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) in eukaryotic genomes. Here, 
we showed that bats of the genus Eptesicus have preserved for more than 11.8 million years an EBLL 
element named eEBLL-1, which has an intact open reading frame of more than 5,000 nucleotides. Sequence 
analysis revealed that functional motifs essential for mononegaviral RdRp activity are well conserved in 
the EBLL-1 genes. Genetic analyses showed that natural selection operated on eEBLL-1 during the evolution 
of Eptesicus. We detected efficient transcription of eEBLL-1 in tissues from Eptesicus bats and in cell 
culture from E. nilssonii that we established. To our knowledge, this study is the first report showing 
that the eukaryotic genome has gained a riboviral polymerase gene from an ancient virus that has the 
potential to encode a functional RdRp.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 内在性ウイルス様エレメント　共進化　RNA依存性RNAポリメラーゼ　ボルナウイルス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳動物のゲノムにはウイルスに由来す

る遺伝子配列が多数存在し、これらを内在性
ウイルス様エレメント（EVE）とよぶ
（Katzourakis et al., 2010）。EVE 由来遺伝
子の一部は、哺乳動物の生理機能に必須の役
割を果たすことが知られており、哺乳動物と
ウイルスの共進化の観点から非常に興味深
い研究対象である。また、EVE は過去のウイ
ルス感染の分子化石であるため、体化石を残
さない太古のウイルスに関する知見が得ら
れる貴重な研究材料である（Jern et al., 
2008）。 
ボルナウイルスは様々な脊椎動物に感染

する RNA ウイルスであり、モノネガウイルス
目に属する。これまでにヒトを含む様々な哺
乳動物のゲノムに、ボルナウイルスに由来す
る遺伝子配列（内在性ボルナウイルス様エレ
メント：EBL エレメント）が存在することが
報告されている（Horie et al., 2010）。し
かしEBLエレメントの生物学的意義はほとん
どわかっていない。 
ボルナウイルスの L 遺伝子は RNA 依存性

RNA ポリメラーゼ（RdRp）をコードする。哺
乳動物ゲノムにはボルナウイルスのL遺伝子
に由来する EBLL が多数存在するが、それら
に関する詳細な解析は全く行われていない。
EBLL に関する知見を得るため、哺乳動物の
EBLL エレメントについてスクリーニングを
行い、Eptesicus fuscusというコウモリのゲ
ノムに、ボルナウイルスの L遺伝子とほぼ同
じ長さの 5000 塩基以上からなる巨大なオー
プンリーディングフレーム（ORF）を持つ EBLL
が存在することを発見した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳動物とウイルスの共進化の

解明を目的とし、上記の E. fuscusゲノムに
存在する EBLL の生物学的意義に関する知見
を得ることを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 進化学的解析 
BLAST を用いたデータベース検索により、

コウモリの EBLL を網羅的に検出した。さら
に各種コウモリのゲノム DNA を鋳型とした
PCR とシークエンスにより、各種 EBLL の塩基
配列を決定した。 
得られた配列を用いて、内在化機構および

内在化年代を推定するとともに、自然選択圧
の検出を行った。さらに、推定されるアミノ
酸配列を解析した。 
また、EBLL とボルナウイルスの L遺伝子の

進化に関する知見を得るために系統樹解析
を行った。 
 

(2) Eptesicus 属コウモリにおける EBLL の
発現解析 

RT-PCR法によりEBLLのmRNAの発現を解析
した。コウモリ cDNA はロベルトコッホ研究

所より分与を受けた。 
 

(3) E. nilssonii由来細胞株の樹立 
北海道帯広市にて E. nilssoniiを捕獲し、

各種臓器より培養細胞を作成し、EBLL に関す
る解析を行った。 
 

(4) ボルナウイルスの検出と分離 
様々な動物の検体から RT-PCR 法によりボ

ルナウイルスの検出を行うとともに、データ
ベースからボルナウイルス様配列の検索を
試みた。 
 

４．研究成果 
(1) 内在化機構に関する解析 
はじめに上記の巨大な ORF を持つ E. 

fuscus の EBLL（efEBLL-1）がどのようにコ
ウモリゲノムに組み込まれたのか、すなわち
efEBLL-1 の内在化機構に関する解析を行っ
た。 
efEBLL-1 の周辺の塩基配列を詳細に観察

すると、efEBLL-1 の下流にはボルナウイルス
の転写終止シグナル様配列とそれに続く短
いポリ A配列が確認された。さらに efEBLL-1
のポリ A 配列の直下および efEBLL-1 の上流
に重複配列（target site duplication: TSD）
が観察された。ポリ A配列および TSD は、レ
トロトランスポゾンである LINE-1 の逆転写
酵素を介した内在化の痕跡である。そのため、
efEBLL-1 も LINE-1 の 活 性 を 介 し て
Eptesicus 属コウモリのゲノムに内在化した
と考えられた。 
 

(2) 内在化年代の推定 
次に efEBLL-1 の内在化年代の推定を行っ

た。内在化年代の推定には、相同な EBLL の
検出が必要である。はじめに相同な EBLL を
検出するため、データベース検索によるコウ
モリ EBLL の検索と相同性解析を行った。
BLAST によるデータベース検索により、E. 
fuscus に比較的近縁な Myotis 属コウモリゲ
ノムより EBLL を検出した。検出した EBLL に
ついて、efEBLL-1 との相同性解析を行ったが、
トランスポゾンの挿入などにより、相同か否
かは判断できなかった。 
データベース解析では有用な知見が得ら

れなかったため、Eptesicus 属コウモリのゲ
ノム DNA を用い、PCR とシークエンス解析に
より、EBLL の検出を行った。その結果、E. 
nilssonii と E. serotinus のゲノムに
efEBLL-1 に極めて類似した EBLL が存在する
ことが明らかになった。さらに各 EBLL-1 の
全長配列とその周辺配列の塩基配列を確認
したところ、3 種の Eptesicus 属コウモリ間
では EBLL の全長のみならず、その周辺配列
も高度に保存されていることが明らかとな
った。上記のデータは、3種の EBLL が相同な
遺伝子配列であることを意味する。この相同
な EBLL を eEBLL-1 と名付けた。 
eEBLL-1 は相同であることから、少なくと



も 3種のコウモリの共通祖先において L遺伝
子の内在化が起こったと考えられる。これら
のコウモリの分岐年代は約 1180 年前と推定
されていることから、eEBLL-1 は少なくとも
1180 年前に内在化したことが示唆された（図
1）。 
 

 
図 1 .eEBLL-1 の内在化年代の推定 
 
(3) 自然選択圧の検出 
E. nilssonii と E. serotinus の 2 種の

eEBLL-1も E. fuscusと同じ長さの巨大なORF
を持つことから、eEBLL-1 は何らかの機能的
なタンパク質をコードしている可能性が強
く示唆された。eEBLL-1 のタンパク質として
の機能の有無を推定するため、eEBLL-1 にお
ける自然選択圧について2通りの解析を行っ
た。 
はじめにORFの維持に関する選択圧を解析

した。eEBLL-1 が中立に進化した場合に 1180
万年の間に獲得するストップコドンの数を
シミュレートしたところ、ストップコドンが
0 である確立、すなわち ORF を維持する確率
は極めて低いことが明らかとなった（図 2a）。
つまり、進化の過程において ORF を維持する
選択圧が働いていたと考えられる。 
次に eEBLL-1 の非同義置換/同義置換比

（dN/dS）の計算により自然選択圧の解析を
行ったところ、負の自然選択圧が検出された。
これは eEBLL-1 がタンパク質をコードし、機
能的制約があることを意味する（図 2b）。 
上記の解析より、eEBLL-1 が機能的なタン

パク質をコードすることが強く示唆された。 
 

 

 

 
図 2．eEBLL-1 における自然選択圧の検出 
 
(4) アミノ酸配列の解析 
これまでの解析によってeEBLL-1が機能的

なタンパク質をコードすることが強く示唆
された。タンパク質の機能に関する知見を得
るために、eEBLL-1 のアミノ酸配列の解析を
行った。 
eEBLL-1のアミノ酸配列を用いてPfam検索

を行ったところ、ボルナウイルスの Lタンパ
ク 質 と 同 様 に 、 Mononegavirales 
RNA-dependent RNA polymerase domain と
Mononegavirales mRNA-capping region V 
domain が存在することが明らかとなった。 
次にこれまでに同定されているモチーフ

配列の検索を行った。RdRp 活性に必須の GDN
モチーフや、mRNA のキャッピングに必要な
PRNTase モチーフが存在し、ボルナウイルス
のLタンパク質に存在する既知のモチーフ配
列がすべてのeEBLL-1に保存されていること
が明らかとなった（図 3）。これらのことから、
eEBLL-1 もボルナウイルスの L タンパク質と
同様に、RdRp 活性を持つことが示唆された。 
哺乳動物は RdRp を持っていない。植物等

は RdRp をコードしており、抗ウイルス機構
や遺伝子発現調節機構に重要な役割を果た
すことが知られている。eEBLL-1 も哺乳動物
において同様の機能を持つかもしれない。 
 

 
図 3．efEBLL-1 に保存されたモチーフ配列の
一例 
 
(5) eEBLL-1 の転写産物の検出 
Eptesicus 属コウモリの細胞内における

eEBLL-1 の転写産物を確認するため、E. 
nilssoniiおよび E. serotinusの各組織より
RNA を抽出し RT-PCR を行った。その結果、特
異的なバンドが観察され、eEBLL-1 が
Eptesicus 属コウモリの細胞において RNA と
して発現していることを明らかにした（図 4）。 
 

 



図 4. eEBLL-1 転写産物の検出 
(6) E. nilssonii由来培養細胞の樹立と解析 
Eptesicus 属コウモリを実験動物として使

用するのは困難であるため、eEBLL-1 の機能
解析には培養細胞が必須である。しかし、こ
れまでに Eptesicus属コウモリ由来の細胞株
の樹立はほとんど報告されていないため、E. 
nilssoniiを捕獲し、細胞株の樹立を試みた。 
E. nilssoniiの腎臓、肝臓、脾臓、肺より

初代培養細胞の作成を試み、腎臓および脾臓
より初代培養細胞が得られた。両細胞を長期
継代したところ、腎臓由来細胞は少なくとも
9ヶ月にわたって継代が可能であった（図5a）。
一方、脾臓由来細胞は2ヶ月で増殖能を失い、
それ以上の継代ができなかった。樹立した腎
臓由来細胞を HAMOI-EnK と名付けた。
HAMOI-EnK 細胞について、cytochrome b 遺伝
子配列を解析し、確かに E. nilssonii であ
ることを確認した。 

次に、HAMOI-EnK 細胞のゲノムにおける
eEBLL-1 の配列を解析したところ、これまで
の解析と同様に ORF が保存されていた。さら
に同細胞よりRNAを抽出し、strand-specific 
RT-PCR を行ったところ、eEBLL-1 よりセンス
鎖 mRNA が転写されていることが明らかとな
った（図 5b, c）。HAMOI-EnK 細胞は今後の
eEBLL-1 の機能解析に極めて有用なツールで
ある。 

 
図 5. E. nilssonii 由来細胞株の樹立と
eEBLL-1 の発現解析 
 

(7) eEBLL-1 とボルナウイルスの相互作用 
EBL の一部はボルナウイルスのポリメラー

ゼ活性を阻害し、抗ボルナウイルス作用を持
つことが報告されている。哺乳動物のボルナ
ウイルスの一種であるボルナ病ウイルス

（BDV）のミニレプリコンを用いて、eEBLL-1
が BDVのポリメラーゼ活性に与える影響を検
討した。その結果、eEBLL-1 の有無にかかわ
らず、BDV のポリメラーゼ活性に変化はなか
った。抗ウイルス作用を持つ EVE の多くは、
近縁のウイルスにのみに対して抗ウイルス
作用を持つことが知られていることから、
eEBLL-1 とボルナウイルスの系統樹解析を行
う必要があると考えられた。 
 

 
図 6．eEBLL-1 存在下における BDV ミニレプ
リコンアッセイ 
 
(8) コウモリ EBLL に関する系統樹解析 
コウモリ EBLL とボルナウイルスの L 遺伝

子を用いて、系統樹解析を行った。その結果、
eEBLL-1 やその他のコウモリ EBLL は、既知の
ボルナウイルスとは遺伝的に遠縁なクラス
ターを形成することが明らかとなった。これ
らのことから、既知のボルナウイルスとは遺
伝的に遠縁なコウモリボルナウイルスの存
在が示唆された。 
 

 
図 7．系統樹解析． 
 
(9) 新規ボルナウイルスの分離 
上記の解析から、遺伝的に eEBLL-1 により

近縁なボルナウイルスが存在することが示
唆された。また、eEBLL-1 がそれらのウイル
スの複製を制御する可能性も考えられた。そ
こで新規ボルナウイルスの探索を行った。 
様々な動物の糞便等を材料として、

RT-PCR によりスクリーニングを行ったとこ
ろ、数検体において鳥ボルナウイルスの核酸
を検出した。RT-PCR 陽性の個体よりウイル
ス分離を試みたところ、2 株のオウムボルナ



ウイルス 2（PaBV-2）、2 株の PaBV-4、さら
に新規ボルナウイルスであるジュウシマツ
のボルナウイルス 1 株、計 5 株の鳥ボルナウ
イルスの分離に成功した。また、PaBV-5 の
全長配列を決定した。 
これまでに日本国内での鳥ボルナウイル

スの分離の報告はなく、我が国における初の
鳥ボルナウイルス分離例となった。また、ジ
ュウシマツのボルナウイルスは世界で初め
ての分離例であり、今後の各種研究において
有用なツールである。 
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