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研究成果の概要（和文）：　翻訳後調節を担うmiRNAの一種であるmiR-199a-3pが様々なウイルスの増殖を抑制す
る報告があることから、miR-199a-3pが多くのウイルス感染に共通して重要となる宿主因子を標的にしている可
能性が示唆された。代表者はこの様なmiRNAがウイルス増殖をどのように抑制するかを調べるために、単純ヘル
ペスウイルス1型（HSV-1）をモデルに研究を行った。その結果、 miR-199a-5p、-3pがARHGAP21の発現を抑制し
ており、これによってゴルジ体の機能が制御されている可能性や、この制御がHSV-1の2次エンベロープ形成の場
の維持に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：miRNAs regulate gene expression post transcriptionally. MiR-199a-3p, a kind 
of miRNA, reportedly impairs replication of various viruses. These evidences suggested that 
miR-199a-3p targets host factors important for replication of various virus. We here aimed to 
identify such host factors targeted by miR-199a using Herpes simplex virus-1 (HSV-1) as a model 
system. We identified human ARHGAP21 as a target of both miR-199a-5p and miR-199a-3p. Our results 
suggested that this molecule regulate the function of the Golgi apparatus and secondary envelopment 
of HSV-1 at the trans cisternae of the Golgi apparatus.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルスは宿主細胞内で増殖するために
様々な宿主因子を利用する。一方、宿主細胞
はウイルスを排除するための防御機構を複
数備えている。したがって宿主細胞のウイル
ス感受性は、宿主遺伝子の発現様式に大きく
依存しているといえる。この発現調節を担う
宿主因子として代表者が注目しているのは、
転写後調節を担う miRNA である。miRNA
は 20 塩基程度の一本鎖 RNA で、3’UTR に
部分相補配列をもつ mRNA に結合し翻訳抑
制や mRNA 分解を引き起こす。一つの
miRNA は、100 前後の遺伝子を標的にする
と考えられている。既に細胞増殖、分化、発
癌などと密接に関わっていることが明らか
になっており、ウイルスへの感受性を制御す
る宿主miRNAが存在する可能性も十分に考
えられる。 
 これまでに、miRNA 過剰発現及び活性抑制
による網羅的スクリーニングによって、
miR-199a-3p が α、β、γ ヘルペスウイル
ス亜科に属するウイルスに対して強い阻害
効果を示すことが報告された。この他にも、
セムリキ森林ウイルス、B 型肝炎ウイルス
（HBV）および C型肝炎ウイルス（HCV）など、
DNA ウイルスから RNA ウイルスまで多岐にわ
たってmiR-199a-3pによる増殖抑制が報告さ
れている。このことから、miR-199a-3p が特
定のウイルスの RNA genome やウイルス由来 
mRNA を標的にしているのではなく、多くのウ
イルス感染に共通して重要となる宿主因子
を標的にしている可能性が示唆される。 
  代表者の研究室では、miR-199a-3p およ
び同一前駆体（pre-miRNA）から生じる 
miR-199a-5pが、上皮カガン細胞の遺伝子発
現様式を 2群に切り換える「分子スイッチ」
として機能することを明らかにしてきた
（Cancer Res.,71:1680-9,2010）。これは、両 
miRNA が転写因子やエピジェネティカルな
発現制御因子との間で強固な遺伝子制御ネ
ットワークを形成することに起因する。また、
このスイッチングが retrovirus の gene 
silencingと密接に関わっていることも、代表
者 の 研 究 室 で 明 ら か に し て い る
（ J.Virol.,83:11569-80,2009 & 
J.Bio.Chem.,277:15859-64,2002）。 
 
２．研究の目的 
 代表者は miR-199a-3p および miR-199a-5p
がウイルス増殖をどのように抑制するかを
調べるために、単純ヘルペスウイルス 1 型
（HSV-1）をモデルに研究を行う。  
 
３．研究の方法 
(1) Pre-miR-199a 過剰発現細胞内で HSV-1
の遺伝子発現動態や透過型電子顕微鏡によ
る形態観察など多角的な解析を通して HSV-1
増殖サイクルのどの段階が阻害されている
か調べる。 
 

(2) miR-199a によって阻害されるステップ
と細胞機能との関連を推測し、miR-199a の標
的遺伝子を同定することにより、HSV-1 粒子
成熟効率に関わる宿主因子を同定すること
を目的として以下の実験を行う。実験は大ま
かに以下の 3点に分けられる。   
 ① 標的候補分子のリストアップ: 
miR-199a の標的候補分子を複数のアルゴリ
ズムを利用して予測し、その中から HSV-1 
粒子成熟に関連しそうなものを選択する。  
 ② 機能面からの絞り込み:標的候補分子
が実際に miR-199a の標的であるか確認する
と同時に、標的候補分子が HSV-1 増殖効率と
関連するか、shRNA によるノックダウンで確
認する。 
 ③ HSV-1 粒子成熟に関与する宿主因子の
同定・解析: これまでの解析から絞り込ん
だ宿主因子や、そのシグナル経路が HSV-1 粒
子形成にどのように寄与しているか明らか
にする。 
 
４．研究成果 
（１） miR-199a 存在下での HSV-1 遺伝子発
現の経時的解析から、前初期、初期、および
後期遺伝子群の発現抑制をウエスタンブロ
ッティングおよび mRNA の定量 PCR 法によっ
て調べたところ、miR-199a による抑制は認め
られないことから、増殖サイクルの後期が
miR-199a の標的であることが示唆された。透
過型電子顕微鏡解析によってウイルスカプ
シドの観察を行ったところ、細胞質内膜区画
における２次エンベロープ形成が miR-199a
によって阻害されていることが示唆された。 
 
（２） 超解像顕微鏡 N-SIM を用いて、ウイ
ルスカプシド（VP5）およびエンベロープタ
ンパク質（gD）の染色標本を観察することで、
1 粒子レベルの観察が可能であることを利用
して、各種細胞内小器官のマーカーと同時に
染色することで２次エンベロープ形成部位
の特定を試みたところ、ゴルジ体のトランス
槽がその部位であることが示唆された。 
 
（３） miR-199a-5p, miR-199a-3p の標的候
補遺伝子を TargetScan や PicTar などのアル
ゴリズムを利用してリスト化し、その中から
ゴルジ体と関連する遺伝子をジーンオント
ロジーなどの情報を利用して 21 遺伝子まで
候補を絞り込んだ。 
 
（４） 候補分子の shRNA によるスクリーニ
ングから、HSV-1 の増殖や２次エンベロープ
形成に関わる分子として ARHGAP21 に着目し
た 。 ARHGAP21 が miR-199a-5p お よ び
miR-199a-3p 両者の標的分子であることが、
3’非翻訳領域を用いたルシフェラーゼレポ
ーター実験から明らかになった。 
 
 
（５） miR-199a の発現量が高い細胞株３種



類と低い細胞株３種類における ARHGAP21 発
現量をウエスタンブロッティングによって
測定すると、miR-199a が高い細胞株では
ARHGAP21 発現量が低く、miR-199a が低い細
胞株では ARHGAP21 の発現量が高いことが分
かった。また、これらの細胞株における HSV-1
の２次エンベロープ形成効率を透過型電子
顕微鏡で調べると、miR-199a が高い細胞株で
はエンベロープ形成効率が低く、miR-199a が
低い細胞株ではエンベロープ形成効率が高
いことが明らかになった。 
 
（６） miR-199a 過剰発現や ARHGAP21 に対
する shRNA の導入によって、ゴルジ体の細胞
内分布が変化し、安定性が失われることが、
N-SIM による解析から明らかになった。 
 
 
（７） miR-199a 過剰発現や ARHGAP21 に対
する shRNA の導入によって、HSV-1 感染時に
ゴルジ体のトランス槽に存在する分子の量
が減少することが明らかになった。 
 
以上の結果から、miR-199a が ARHGAP21 を介
してゴルジ体の機能を制御している可能性
や、この制御が HSV-1 の 2次エンベロープ形
成の場の維持に寄与している可能性が示唆
された。 
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