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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来は未解明であった核内増殖型ウイルスの検知・制御機構の解明を試
みた。その結果、核内増殖型ウイルスを検知するDNA損傷修復系分子による共通機構がある可能性が示された
が、その下流のウイルス制御方法は個々のウイルスで特異的であることが示された。宿主が検知するウイルス感
染の特徴は、ウイルス核酸そのものに加え、感染によって生じるDNA損傷（様）構造であることが示唆された。
さらに、外来性DNAに対する新しい免疫応答カスケードを見出した。これらの知見は、従来の理解では説明がつ
かなかった免疫応答現象の解明につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to elucidate the detection and control mechanism
 of intranuclear-replicating viruses, which had not been elucidated. We demonstrated that there may 
be a common mechanism by DNA damage response (DDR) molecules that detect intranuclear-replicating 
viruses, but that downstream pathways that control viral replication are specific for individual 
viruses. It was also suggested that the signature of viral infection detected by the host is not 
only the viral nucleic acid itself, but also the DNA damage (or DNA damage-like) structure caused by
 the infection. Furthermore, we identified a novel immune response cascade against exogenous DNA. 
Our findings will open the way to understand immune response phenomena that have not been elucidated
 yet. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： ボルナウイルス　カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス　ヒトヘルペスウイルス6型　B型肝炎ウイルス　免
疫応答　細胞核

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、これまで全く未解明であった核内増殖型ウイルスの検知・制御機構の概要が解明できたことで
ある。ウイルス検知についてはDNA損傷修復系分子による共通機構が存在する可能性が示唆されたが、ウイルス
制御については個々のウイルスに特異的であり、さらなる検討が必要であると考えられた。一方、本研究の過程
で、新しい免疫応答カスケードを見出した。本研究の成果により、免疫応答についての従来の理解では説明でき
なかった事象の理解に繋がることが期待される。

※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 
 ウイルス侵入時には、宿主細胞は抗ウイルス防御システムによりウイルスを排除しようとす
る。この抗ウイルス防御システムは、まずウイルス検知センサーによるウイルス検知から始まる。
ウイルス検知センサーは、ほとんどが細胞質に局在する。そのため、宿主のウイルス防御システ
ムの従来研究は、細胞質で起こる現象について進められてきた。一方で、ウイルスの中には、
RNA ウイルスの BDV や DNA ウイルスの KSHV のように核内で増殖するものも存在する。こ
れら核内増殖型ウイルスに対する抗ウイルス防御システムについては、DNA ウイルスについて
散発的な研究が報告され始めたが未だ知見が少なく、RNA ウイルスに至っては全く理解が進ん
でいない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、宿主細胞が細胞核で RNA ウイルスと DNA ウイルスを検知する機構をそれぞ
れ同定し、そこから両者に共通する核内異物認識の普遍的な原理を見出すことである。これまで
細胞質で起こる抗ウイルス防御システムについては知見が蓄積されてきている。一方で、核内で
起こる現象については未だ詳細は解明されていない。そこで、本研究では、核に持続感染する唯
一の RNA ウイルスであるボルナ病ウイルス(BoDV)と、核内で潜伏感染を成立させる DNA ウ
イルスであるカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)やヒトヘルペスウイルス 6 型(HHV-6)、
B 型肝炎ウイルス(HBV)などのウイルスをモデルに、宿主細胞がこれらのウイルスを検知し、対
抗しようとする機構を同定することを計画した。さらに、宿主細胞がこれらのウイルスのどのよ
うな特性を異物として認識しているかを解明することも副次目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) BoDV 検知・制御システムの解明 
BoDV 感染細胞と非感染細胞から総 RNA を抽出し、RNA-seq 解析を行った。得られた変動遺伝
子について Gene ontology 解析を行った。これまでに見出していた BoDV 複製制御因子である
HMGB1 や HBP-1、その他 DNA 損傷修復系(DDR)分子についてノックダウンを行い、ウイルス
タンパク質やウイルス RNA の局在変化および細胞内構造物（ストレス顆粒を含む）の形態変化
を検討した。 
 
(2) HBV 検知・制御システムの解明 
(1)で BoDV 制御に関わることを確認した分子群について、HBV 持続発現細胞でノックダウンし、
産生される HBV 量を指標に HBV 複製に関わる分子のスクリーニングを行なった。成果で示す
BBG については、HBV 持続発現細胞ならびに HBV 受容体発現細胞を用いてノックダウン細胞
を作成した。得られた細胞で、HBV 発現を誘導したり、HBV を感染させたりして、pgRNA、
cccDNA、core-associated DNA、HBeAg 発現などを定量した。また、ノックダウン細胞の遺伝子
発現については、細胞から総 RNA を抽出し、RNA-seq 解析を行なった。HBV 複製を阻害する新
規化合物のスクリーニングには、富山大学和漢医薬総合研究所から分与いただいた生薬ライブ
ラリーを用いた。HBV 発現プラスミドからの HBV 発現を指標に影響する化合物スクリーニン
グを行ない、その作用点は HBV 受容体発現細胞への HBV 感染系を用いて検討した。 
 
(3) KSHV 検知・制御システムの解明 
KSHV 感染細胞あるいは vFLIP 発現細胞に、LINE-1 レポーターコンストラクトをトランスフェ
クションし、LINE-1 の活性を測定した。LINE-1 阻害剤存在下で vFLIP 感染細胞を軟寒天上で培
養し、コニー形成能を評価した。また、KSHV 潜伏感染細胞に TPA と sodium butyrate を添加し
ウイルスを再活性化させ、産生されるウイルス量を測定した。 
 
(4) HHV-6 検知・制御システムの解明 
HHV-6 テグメントタンパク質発現プラスミドを作成し、293T 細胞に発現させ、その局在を検討
した。核に局在したテグメントタンパク質について、major immediate early promoter を活性化す
るかプロモーターアッセイを行なった。外来性 DNA に対する免疫応答にテグメントタンパク質
が与える影響を明らかにするために、poly dAdT 刺激後の IFN 誘導活性を測定した。これらの検
討で候補となったテグメントタンパク質について、免疫沈降と質量分析を行ない、網羅的な相互
作用分子の探索を行なった。得られた相互作用分子をノックダウンし、免疫応答などに与える影
響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) BoDV 検知・制御システムの解明 
①BDV 感染による宿主応答を俯瞰する目的で、BDV 感染・非感染細胞において発現が変化する
遺伝子を RNA-seq を用いて探索した。その結果、細胞外に分泌される遺伝子群に変動を認め、



細胞外環境を変化させることが BoDV 制御システムの一端であることが明らかとなった。 
②これまでに同定した BDV リボタンパク質複合体(vRNP)と相互作用する宿主分子 HBP-1 や
BDV に関与する DDR 分子の HMGB1 をノックダウンし、その下流の BoDV 制御システムを探
索した。その結果、ストレス顆粒様の構造物が BoDV 制御に関わることが明らかとなった。 
③BoDV のウイルスタンパク質、ゲノム RNA を単独もしくは複数同時に細胞に発現させ、免疫
誘導に必要な特性を探索した。その結果、ウイルスゲノム RNA やウイルスタンパク質ではなく、
複製活性を持つ vRNP が、宿主防御機構のトリガーになっていることを見出した。 
 
(2) HBV 検知・制御システムの解明 
① (1)で BoDV 検知・制御に関わることを見出した宿主遺伝子の HBV 感染における役割を明ら
かにするために、HBV 持続発現細胞でノックダウンスクリーニングを行なった。その結果、BoDV
と HBV の両方に関与する DDR 分子（BoDV-/HBV-common gene; BBG）を見出した。この BBG
は、核内増殖型ウイルスの共通ウイルスセンサーである可能性が考えられた。 
②(2)①で得られた BBG について、HBV 持続発現細胞および HBV 受容体発現細胞でノックダ
ウン細胞を作成し、その作用点を探索した。その結果、BBG は HBV 粒子形成の過程に作用する
ことが明らかとなった。 
③RNA-seq を用いて、BBG ノックダウンにより変動する下流遺伝子を探索した。その結果、い
くつかの下流遺伝子が同定でき、現在 HBV 粒子形成に関与するものを探索中である。 
④新しい DDR 関連分子を見出すことを期待し、HBV の複製を阻害する新規化合物をスクリー
ニングした。HBV の複製阻害活性を認める化合物は複数見出したが、その中に DDR に作用する
ものはなかった。 
 
(3) KSHV 検知・制御システムの解明 
KSHV がウイルス因子 vFLIP を介してレトロエレメントの転移活性を促進していることを見出
した。このレトロエレメント制御の破綻は、感染細胞で DNA 損傷を誘導し、KSHV による発が
んに関与すると考えられた。一方で、レトロエレメント活性化は KSHV の再活性化には影響し
なかった。 
 
(4) HHV-6 検知・制御システムの解明 
①HHV-6 を検知するには、ウイルス粒子の構成タンパク質が有力な候補である。そこで、HHV-
6 テグメントタンパク質に着目し、ウイルス複製もしくは宿主免疫に作用するテグメントタンパ
ク質を探索した。HHV-6 が持つテグメントタンパク質のうち 7 個が、ウイルスが複製する場で
ある細胞核に局在することが明らかとなった。さらに、そのうち 3 個が HHV-6 の major immediate 
early promoter を制御することを見出し、宿主防衛機構と相互作用する可能性が示唆された。 
②(4)①で得られた核局在テグメントタンパク質のうち１個が、外来性 DNA に対する免疫応答
の誘導に関わることを見出した。そのテグメントタンパク質と相互作用する宿主分子を網羅的
に探索し、免疫応答制御に関わる新規分子を同定した。その分子カスケードは、IFN の誘導に関
わる代表分子である IRF ファミリーによるものとは異なる分子カスケードであった。 
 
(5) 総括 
以上の成果より、核内増殖型 RNA ウイルスと DNA ウイルスはいずれも DDR 関連分子により検
知されることが明らかとなった。特に、BB G が核内増殖型ウイルスに共通のウイルスセンサー
である可能性が考えられた。その下流のウイルス制御機構はウイルスによって多岐にわたり、核
内ウイルス検知までは共通機構が存在するがそれ以降は個々のウイルスに対して特異的である
可能性が示唆された。また、ウイルス検知には、ウイルス感染自体が生み出す DNA 損傷かウイ
ルス複製に伴う DNA 損傷様構造物が関与すると考えられた。さらに、研究の過程で、外来性
DNA に対する新しい免疫誘導カスケードの同定に至り、今後このカスケードの作用機構の解明
により、従来の免疫カスケードでは説明できなかった事象についての理解が進む可能性がある
と考えられた。 
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