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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳動物ゲノムにおける内在性RNAウイルス配列の存在に関して網羅的
な検索を行うと同時に、その機能について解明を行った。まず、内在性RNAウイルスの配列的特徴を機械学習法
により判断させることで、未知の内在性RNAウイルス配列を予測するプログラムを構築した。これにより、ヒト
ゲノムにおいて未知なる内在性RNAウイルス様配列の同定に成功した。また、ヒトおよびコウモリゲノムに存在
する内在性ボルナウイルス様配列の機能解明を行い、これらが進化過程においてRNA結合タンパク質などの機能
的因子として宿主細胞に利用されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted a comprehensive detection for the existence of 
endogenous RNA virus sequences in mammalian genomes and elucidated their functions. First, we 
constructed a program that predicts unknown endogenous RNA virus sequences by using a machine 
learning method to determine the sequence characteristics of endogenous RNA viruses. We succeeded in
 identifying unknown endogenous RNA virus-like sequences in the human genome. We also elucidated the
 functions of endogenous bornavirus-like sequences in the human and bat genomes and revealed that 
these sequences have been co-opted by host cells as functional proteins, such as RNA-binding 
protein, during the evolutionary process.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 内在性ウイルス　ボルナウイルス　共進化　外適応　機械学習

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、哺乳動物ゲノムにはいまだ同定されていないウイルスに由来する遺伝子配列が存在する可
能性が示された。また、哺乳動物ゲノムに内在化しているRNAウイルス由来配列が機能を持つことが明らかにな
り、私たちは進化過程で感染したウイルスを自らのゲノムに取り込むことで共存・進化してきた可能性が示され
た。これらの結果は、生命進化においるウイルス感染の意義についても再構築を迫るものとなった。

※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 

私たち生物の遺伝情報であるゲノム DNA には、ウイルスに由来する遺伝配列が数多く存在
している。特に、宿主ゲノムへの挿入を介して複製するレトロウイルス由来の配列は、ヒトなら
びにマウスでは少なくともゲノム全体の 8～10％を占めることが明らかとなっている。ヒトゲノ
ムでは、蛋白質として翻訳される遺伝子領域は多くとも 2％程度であることを考えると、レトロ
ウイルス関連配列の多さは際立っている。すなわち、私たちは繰り返されたレトロウイルスの感
染により、ゲノムの多様性を獲得してきたと言える。言い換えると、レトロウイルス感染はゲノ
ム進化の大きな推進力である。 

近年の研究により、ゲノムに組み込まれたレトロウイルス（内在性レトロウイルス）由来遺
伝子が、宿主細胞で機能遺伝子として利用されていることが明らかとなってきた。哺乳動物では、
胎盤形成に内在性レトロウイルス由来遺伝子を利用していることが知られている。また、外来性
レトロウイルスの感染防御に関与する内在性レトロウイルスの存在も多くの動物で明らかとな
っている。さらに最近では、宿主遺伝子の発現調節や発癌の制御、そして胚性幹細胞の多能性維
持にも内在性レトロウイルスが関与している例が報告されている。このようなレトロウイルス
の外適応（ある外来性遺伝子が、進化過程で別の新しい機能をもつようになること）は、宿主と
ウイルスの共進化を明らかにする大きな手掛かりとなっている。 

一方で、2010 年、研究代表者らの研究グループは、ヒトをはじめとする多くの哺乳動物の
ゲノムに、レトロウイルスとは異なる RNA ウイルス、ボルナウイルス、に由来する配列を発見
し、内在性ボルナウイルス様配列と名づけた。これを契機に、多くの脊椎動物ゲノムで様々なウ
イルス由来の遺伝配列が次々と発見され、それまでの常識が根底から覆された。すなわち、私た
ちのゲノムには、これまで考えられてきた以上にウイルスに由来する遺伝配列が数多く蓄積し
ていることが明らかとなり、生物進化におけるウイルス感染の意義を再構築していく必要性が
でてきたのである。 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は、動物における内在性 RNA ウイルスの網羅的検索と機能解明を行ない、
生物進化におけるウイルス感染の真の意義を明らかにすることにある。研究領域内での役割は、
ウイルスと宿主の「共進化」の解明にある。研究期間内に、①動物ゲノムにおける未知のウイル
ス由来配列を新しいアルゴリズムを含む解析ツールの開発により明らかにする。また、②動物由
来内在性 RNA ウイルスの宿主細胞での発現と機能解明を行う。ヒトをはじめ様々な動物ゲノム
の内在性 RNA ウイルスの「感染記憶」としての存在意義を明らかにすることで、ネオウイルス
学創生に貢献することが目標である。 
 
 
３．研究の方法 

本研究は、以下の 2 つの課題に取り組む。それぞれの研究方法について簡潔に記載する。 
（1）動物ゲノムにおける RNA ウイルス由来配列の網羅的同定 

ウイルスゲノム配列に依存しない内在性ウイルス様配列（EVE）検出手法として、まず多く
の RNA ウイルス由来 EVE はゲノム挿入位置にポリ A 配列と Target site duplication (TSD)を持つ
ことを利用し、ヒトゲノムからポリ A と TSD を検出し、検出された配列に関して種間ゲノム比
較を行うことで、何らかの配列の挿入だと考えられるゲノム領域を同定した。次に、k-mer（k 個
の連続塩基の並び）を特徴量とした機械学習手法により EVE の特徴を有する配列を抽出した。
さらに、これらの候補から BLASTx による既知のウイルスタンパク質との相同性ならびにホモ
ログ検索と系統解析を用いて既知のウイルスとは検出可能な相同性がない EVE を同定した。 

 
（2）宿主ゲノムにおける内在性 RNA ウイルスの機能解明 

ヒトならびにコウモリゲノムにおいて既に確認されている内在性ボルナウイルス様配列
(EBLN)の培養細胞における発現解析を行った。細胞や組織で発現が確認された EBLN は、その
機能を明らかにするために、抗体作成やノックダウンの手法を用いるとともに、プラスミドへの
クローニングにより組換え体を作成し、培養細胞において分子生物学的手法を用いて機能解明
を進めた。 
 
 



４．研究成果 

（1）動物ゲノムにおける RNA ウイルス由来配列の網羅的同定 
従来の相同性検索では検出できない EVE を動物ゲノムから発見するために、まず、EVE が

ヒトゲノム中の「非ウイルス」配列とは異なるヌクレオチド配列組成を持っているのではないか
という仮説を立てた。そこで、EVE の k-mer の出現率に着目し、教師付き機械学習法の一つであ
るサポートベクターマシン（SVM）で、EVE とヒトの配列を区別できるかどうかを評価した。
SVM の学習には、脊椎動物のゲノムから哺乳類の EVE として報告されている内在性ボルナウイ
ルスとフィロウイルス由来のエレメントの配列を用いた。学習データセットには、ヒトゲノムの
6 つの異なるグループを採用した。その結果、EVE の k-mer 組成は他のヒトの配列とは異なり、
3 以上の k-mer を用いた時に十分区別できることが分かった。 

未知の RNA ウイルスに由来する EVE を検出するために、SVM によって構築された方法を
ヒトゲノムに適用した。SVM は、かなりの精度で EVE を識別することができるが精度を上げる
ために、次の 3 つのステップを用いて、nrEVE 候補として配列を抽出した。1）ポリ A トラクト
（pA）と標的部位重複（TSD）（pA-TSD）の検索、2）統合前空部位（PES）の検出、3）細胞性
偽遺伝子の除去である（下図）。まず、ヒトゲノム上の pA-TSD を検索したところ、800 万個以
上の pA-TSD が検出された。次に、pA-TSD 検索で検出された配列が、挿入によって獲得された
ものかどうかを評価した。他の種で挿入のない（PES）オルソログのゲノム遺伝子座が存在する
ことは、進化的に挿入された証拠である。解析の結果、少なくとも 1 つの PES が存在する 5,578
個の pA-TSD を抽出することができた。また、この 5,578 個の pA-TSD のうち 43%が既知の偽遺
伝子と重なっており、レトロトランスポゾンによって生成された挿入物が濃縮されていること
が示された。そこで、偽遺伝子を除去するために、偽遺伝子データベースと BLASTn を用いて
解析した結果、5,578 個の pA-TSD のうち 80％以上が細胞性偽遺伝子である可能性が高いことが
判明した。次に、残りの配列（582 配列）を SVM 分類器で分類し、EVE の特徴を持つかどうか
を予測したところ、EVE に典型
的な k-mer 出現を持つ 100 個の
EVE 様配列が得られた。 

100 個の EVE 様配列の中で
2 つ配列は、これまでに検出さ
れていない内在性ボルナウイル
ス様配列（EBLN）であった。一
方、それ以外の配列は、既存の
他のウイルスと対になって類似
した配列は検出されなかった。
残った候補配列を手作業で判断
したところ、感染体の挿入配列
と考えられる配列が確認され、
PVI（predicted viral insertion）と
名付けた。PVI の挿入年代の解
析や多様な動物種での相同性配
列の解析を行い、未知のウイル
スであるかどうかの詳細な検討を行い、PVI がこれまで見つかっていないウイルス様の感染性配
列であった可能性が高いと結論づけた（Kojima S., PNAS 2021）。 

 
 

（2）宿主ゲノムにおける内在性 RNA ウイルスの機能解明 
①コウモリゲノムに由来する miEBLN-1 の機能解析 
内在性ボルナウイルス様 N（EBLN）は、多様な脊椎動物に存在するボルナウイルスのヌクレ

オプロテイン（N）遺伝子に由来している。我々は、Miniopterus 属のコウモリの EBLN（miEBLN-
1）が、負の選択が長い ORF を保持していることを発見した。さらに、miEBLN-1 タンパク質が、
MOV10 などの宿主の RNA 結合タンパク質（RBP）と相互作用することが明らかにした。MOV10
は、長鎖核内エレメント 1（LINE-1）のレトロトランスポジションの制限に関与する多機能な
RBP で、ストレス顆粒（SG）に局在することが知られている。そこでさらに、MOV10 が RBP と
して関与しているこれらの細胞機能に、miEBLN-1 が寄与している可能性を検討した。その結果、
miEBLN-1 が細胞内の RNA と結合していることが確認された。また、miEBLN-1 タンパク質が
LINE-1 のレトロトランスポジションを阻害することを明らかにした。 

最後に、ストレス下では、miEBLN-1 タンパク質が SG に局在することが確認された。これら
の結果から、miEBLN-1 は、コウモリ細胞における MOV-10 関連機能に寄与する多機能 RBP を



コードしていることが示唆された。ボルナウイルス N タンパク質は、ウイルス RNA と結合して
ヌクレオカプシドを形成する。このことから、Miniopterus 属のコウモリは、N 遺伝子を獲得し、
その RNA 結合性を適応遺伝子として利用していた可能性が考えられた（Mukai Y et al., 投稿準
備中）。 

 
②ヒトゲノムにコードされる hsEBLN-3 の機能解析 
ヒトゲノム上の EBLN である hsEBLN-3 が長鎖非コード RNA（lncRNA）としてユビキタス

に発現していることを明らかにした。そこで、hsEBLN-3 の機能解析を行った。まず、hsEBLN-
3 由来 lncRNA（E3RNA）の発現が外来性ボルナウイルスであるボルナ病ウイルス（BoDV）の感
染に与える影響について検討を行った。E3RNA の発現制御による解析の結果、E3RNA が BoDV
の感染を抑制していることが示された。次に、E3RNA の作用機序を明らかにするために、E3RNA
ノックダウンによる宿主遺伝子の発現変動を網羅的に解析した。その結果、E3RNA 欠損細胞で
は、ポリ A が付加された異常なヒストン mRNA が蓄積することが明らかとなった。そこで、ヒ
ストンmRNAの 3’末端プロセッシングに必須である宿主因子 SLBP の発現抑制を行ったところ、
異常なヒストン mRNA の蓄積に伴い、BoDV 感染が促進された。このことから、E3RNA がヒス
トン mRNA の正常なヒストン mRNA のプロセッシングを制御することで BoDV の感染を抑制
していることが示唆された。E3RNA の作用機序をさらに詳細に検討するため、E3RNA のプルダ
ウンを行い、結合タンパク質を質量分析により解析した。その結果、複数の RNA 結合タンパク
質が E3RNA 特異的に検出された。現在は、E3RNA に結合し BoDV 感染を抑制するタンパク質
の同定と詳細な分子機序の解明を試みている（Kojima S et al., 投稿準備中）。 

 
③ヒトゲノムにコードされる hsEBLN-2 の機能解析 
ヒトゲノムにコードされ、BoDV の N タンパク質とほぼ同じ長さタンパク質を作ることがで

きる hsEBLN-2 の機能の解明を試みた。まず、hsEBLN-2 の発現特異性組織を調べるため、各種
ヒト臓器組織由来 Total RNA を用いて qRT-PCR により mRNA 量を相対定量ところ、hsEBLN-2
はヒト組織に各臓器に広く発現していることが明らかとなった。次に、大腸菌発現系により組換
え hsEBLN-2 蛋白タンパク質を作成し、ウサギ由来ポリクローナル抗 hsEBLN-2 抗体を作成した。
培養細胞での強制発現系により hsEBLN-2 の細胞内局在の解析を行った結果、hsEBLN-2 はミト
コンドリア局在を示すことが判明した（図）。また、hsEBLN-2 の N 末端配列を付加した GFP も
ミトコンドリアに局在することが明らかとなり、hsEBLN-2 の N 末端にミトコンドリア局在シグ
ナルがあることが予測されたした。そこで、次に Tandem Affinity Purification：タンデムアフィニ
ティー精製法と MS 解析を用いて、hsEBLN-2 と相互作用を示す宿主タンパク質の探索を行った。
その結果、hsEBLN-2 由来のタンパク質である E2 が、HAX-1 などのアポトーシスに関連するミ
トコンドリア因子と相互作用することが
示された。また、hsEBLN-2 由来の RNA を
ノックダウンすると、PARP およびカスパ
ーゼ-3 の切断レベルが上昇し、細胞の生存
率が著しく低下することを実証した。一
方、E2 を過剰に発現させると、ストレス
条件下で細胞の生存率が高まり、HAX-1
の細胞内安定性も向上した。この結果か
ら、hsEBLN-2 は宿主遺伝子として利用さ
れており、その産物はミトコンドリアタン
パク質と相互作用することで細胞生存率
に関与していることが示された（Fujino et 
al., J Virol. 2021）。 
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