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研究成果の概要： 
 fcwf-4 細胞の FIPV 感染実験においてウイルス複製に影響を与える ncRNA の分離・同定を

試みた．マイクロ DNA アレイによる miRNA の解析を行い，hsa-miR-494 がウイルス感染時

に 2.1 倍上昇することが明らかとなったが，hsa-miR-593，hsa-miR-193a-3p，hsa-miR-17 は

それぞれ 0.11 倍，0.34 倍，0.44 倍と発現が減少した．現在，生理学的機能を解析中である． 
  
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学，基礎獣医学・基礎畜産学 
キーワード：ウイルス，感染症，ネコ，ncRNA 
 
１．研究開始当初の背景 
 ネコ伝染性腹膜炎 (FIP)はワクチン開発が
未だ成功しておらず，効果的な治療法も確立
されていない疾患で，一度発症すると致死的
な経過をたどる．また，同じウイルス株をネ
コに実験感染させても，個体によって病原性
が発現するものと発現しないものがあり，同
じ培養細胞を用いてもウイルス株によって
感染複製効率が異なるということから，ウイ
ルス複製を制御している細胞側およびウイ
ルス側因子の存在が考えられる． 
 このウイルス病は，複雑な免疫機構を介し
て発症することが報告されている．FIP は高
ガンマグロブリン血症を特徴とし，抗体がウ
イルス複製を増強させることもわかってい
る．免疫に関わる各サイトカインの応答も感
染ネコによって異なり，一概に免疫系だけが
発症に関与しているとも考えがたい．一方，

本ウイルスに対する宿主感受性の違いや異
なる細胞株間におけるウイルス複製効率の
違いに関する報告は，国内外問わず，極めて
少ない．このため，ウイルス複製制御因子を
解析し，病原性発現機構を明らかにすること
が切望されている． 
 近年，網羅的トランスクリプトーム解析の
結果，約 53％もの転写 RNA が蛋白質をコー
ドしないノンコーディング RNA（ncRNA）
であることが明らかとなった．この中には
RNA 干渉に関わる siRNA，miRNA も存在
する. 
 siRNA および miRNA は発生，分化，細胞
増殖制御に重要な役割を担っていることが
明らかとなっており，線虫の細胞内在性
RNAi によってウイルス（霊長類泡沫状ウイ
ルス・猫鼻気管炎ウイルス・水疱性口炎ウイ
ルス）の複製が抑制されることが示されてい
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る．このシステムは免疫系・インターフェロ
ン系を介さない新たな生体防御系と位置づ
けられる．さらにウイルスがコードしている
miRNA も発見され，ウイルス miRNA がウ
イルスの転写を直接制御，あるいは宿主の遺
伝子を制御することにより，ウイルス自身の
遺伝子複製を調節していることも報告され
ている．このようにある種のウイルス因子は，
細胞の RNA 干渉作用を巧みに阻害し，ウイ
ルスを効率的に増殖あるいは持続感染状態
に維持できるよう調節しているものと考え
られる． 
 
２．研究の目的 
 ウイルス複製制御に影響を与える細胞内
在性あるいはウイルス由来の因子（siRNA お
よび miRNA あるいはそれらを不活性化する
因子）を分離・同定し，ウイルス複製制御機
構を解析することで病原性発現機構を明ら
かにする．具体的には以下のことを行う． 
（１） 細 胞 お よ び ウ イ ル ス 由 来 の

miRNA・siRNA ライブラリーの作成と
発現細胞のクローニングをおこなう． 

（２） ウイルス複製を制御する miRNA・
siRNA のスクリーニングと同定および
ウイルス複製制御における生理学的な
役割を解析する. 

 
３．研究の方法 
(1) fcwf-4 細胞に FIPV を感染させ，24 時間
後に総 RNA を抽出した．同時に非感染細胞
からもスモール RNA を抽出して，cDNA 合
成後，ＤＮＡマイクロアレイを行った． 
 
(2) fcwf-4 細胞に FIPV を感染させ，24 時間
後に総 RNA を抽出した．その後,市販の
miRNA 分離キットを用いて感染細胞由来の
miRNA ライブラリーを構築した．これを大
腸菌にトランスフォーメーションし，ランダ
ムにシーケンスを行った． 
 
上述のシーケンスされたクローンに関し，
Sanger Institute miRBase Targets による解
析を行った． 
 
４．研究成果 
 ウイルス複製に影響を与える細胞内在性
あるいはウイルス由来の ncRNA の分離・同
定を行った．ネコの ncRNA データバンクは
未だ確立されていないため，すでに報告され
ているヒトのデータバンクを利用し，
miRNA マイクロDNA アレイによるmiRNA
の解析を行った．ネコ胎児由来細胞株 fcwf-4
細胞による FIPV 感染実験の結果，
hsa-miR-494 がウイルス感染時に 2.1 倍上昇
することが明らかとなった．また，
hsa-miR-593，hsa-miR-193a-3p，

hsa-miR-17 が 0.11 倍，0.34 倍，0.44 倍と発
現が減少した．現在，Sanger Institute 
miRBase Targets を用いて生理学的意義を
解析中である．さらに fcwf-4 を用いた FIPV
感染細胞由来の ncRNA ライブラリーを構築
した．この遺伝子プールからランダムに遺伝
子シーケンスを行い，現在までに 1 種類の新
規の ncRNA を得ている．この ncRNA はデ
ータベースに存在しないものなので，ネコ特
異的，あるいは FIPV 特異的なものである可
能性が高い．今後，本遺伝子の生理学的意義
を解析していく必要性がある． 
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