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研究成果の概要（和文）：DNAウイルスはウイルス固有のマイクロRNA(microRNA, miRNA)をコードしており、特
定のウイルス疾患で異常なほど多量に産生される。本研究では進行性多巣性白質脳症において、JCポリオーマウ
イルスがコードするウイルスmiRNAが大量に発現していること、また、その局在をin situ hybridizationで明ら
かにした。さらに、ヒトヘルペスウイルス8感染症の病変部で高発現しているmiR-K3遺伝子をレンチウイルスベ
クターにより、ヒトリンパ腫細胞株に強制発現させ、miRK3によって発現が変動する遺伝子のプロファイルを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Metabolism and function of virus-encoded miRNA was investigated in JC 
polyomavirus (JCV) and human herpesvirus 8 (HHV-8, Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus) 
infection. Highly expression of JCV-encoded miRNA was observed in progressive multifocal 
leukoencephalopathy. In situ hybridization showed the localization of JCV-encoded miRNA in the 
pathological samples. Lentivirus vector expressing miRK3, a miRNA encoded by human herpesvirus 8, 
was established and next generation sequencer revealed profiles of human mRNA expression in lymphoma
 cells expressing miRK3. 

研究分野：感染病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスmiRNAを進行性多巣性白質脳症の病理組織からin situ hybridizationで検出したのは世界初であり、意
義深い。ウイルスmiRNA発現系の開発、機能解析、発現解析で得られた成果は、ウイルス疾患成立におけるmiRNA
の役割の一端が解明されるとともに、miRNAのための新規drug delivery systemの開発に有用な知見である。

※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。



１． 研究開始当初の背景 

 

miRNAはすべての真核細胞に多量に発現し、特定の mRNAに結合し、その転写、翻訳を制御す

る働きを持つ。多くの DNA ウイルスはその遺伝子中に miRNA をコードしており、ウイルスの

miRNAを発現させる。近年では、ウイルス miRNAが細胞周期やサイトカインの発現、および、

NF-kBのシグナル伝達に関与するなど、発癌に関連することが示されている。エクソソームは細

胞から排出される 30-100nm程度の大きさの小胞体であり、長らく細胞の老廃物と考えられてい

た。近年、このエクソソーム中にも miRNA が含まれることが明らかになり、エクソソームは

miRNAの遠隔細胞への deliveryに使われている可能性がある。 

われわれはこれまでに 

1)  Epstein-Barr virus (EBV)やカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（KSHV、ヒトヘルペスウ

イルス８、HHV8)感染細胞、および、その病理検体において、ウイルス miRNAの発現は全 miRNA

の半分以上を占めるなど、その発現が異常に高く、疾患、組織型ごとに特異的な発現プロファイ

ルがあること(Hoshina et al. PLoS One 2016, Sakamoto et al. Cancer Med 2017)。 

2)  免疫不全患者ではウイルス miRNAの発現が高いこと(Sakamoto et al. Cancer Med 2017)。 

3)  KSHVの miRNAには特殊な塩基配列（モチーフ）があり、エクソソームに優先的に取

り込まれ、細胞外に排出されていること(Hoshina et al. PLoS One 2016, Nanbo et al. Cancers 2018) 

などを示してきた。これらの結果から、ウイルス miRNAは宿主免疫を逃れ、異常なほど多量に

産生され、疾患形成に重要な働きをしうること、一方で異常産生された miRNAが細胞外（エク

ソソーム）へ排除される仕組みも持っていることが示唆される。 

 

２． 研究の目的 

 

本研究ではウイルス miRNAの発現、作用を疾患ごとに明らかにし、異常高発現ウイルス miRNA

を標的とした新規診断治療法の開発と、そのエクソソームへ移行する代謝生理を応用すること

で miRNAの新しい DDSの開発を行うことを目的とする。 

ヘルペス、ポリオーマなどの DNAウイルスの疾患は重篤化する症例もあり、これまでとは異な

るアプローチによる新規治療法、診断法の開発が必要である。ウイルス miRNAを標的とした研

究は多いが、miRNA の代謝生理を捉え、利用する研究はこれまでにない。とくにエクソソーム

に排出されるための特異的モチーフについてはわれわれの発見であり、エクソソームを用いた

miRNAのための新規 DDSの開発に道を開く可能性を含む。 

 

  



３．研究の方法 

 

(1) 次世代シークエンサーによる疾患特異的に発現する miRNAの同定 

JC ポリオーマウイルス(JCV)感染細胞およびヒト進行性多巣性白質脳症患者の病理組織から

small RNA を抽出し、次世代シークエンサーにより RNA ゲノム解析を行った。ウイルス由来

miRNAのみならず、ヒト miRNAについても解析を行った。同様に、KSHV 関連疾患(カポジ肉

腫、リンパ腫など）などの病理検体、および、KSHV感染細胞、レンチベクターで miRNAを導

入した細胞から RNAを抽出し、次世代シークエンサーを用いて、RNAおよび miRNAの網羅的

な解析を行った。 

(2) ウイルス miRNAを発現するレンチウイルスベクター系の開発 

ウイルス miRNAと相同性のある配列を持つオリゴマーを作成し、レンチウイルスベクターに組

み込み、発現ウイルスベクターを作成した。レンチウイルスベクターの導入効率はベクターに組

み込まれた GFPの発現により確認した。 

(3) ウイルス miRNAを検出する in situ hybridization 

ウイルス miRNAの組織における発現を確認するため、miRNAを検出する in situ hybridizationを

行った。両側末端に digoxygenineを標識した Locked Nucleic Acids probeを用い、miRCURY LNA 

probeのプロトコールに従い行った。 

 

４．研究成果 

 

JCVが原因である進行性多巣性白質脳症において、JCVがコードするウイルスmiRNA発現の詳

細な解析を行った。JCVはlarge T抗原遺伝子内にmiR-J1をコードしており、髄液などの患者検

体でその発現があることが報告されている。進行性多巣性白質脳症の病変部組織を用いた次世

代シークエンサーによるsmall RNAの解析では、多くのリード数のmiR-J1が検出された。さら

に、組織内のウイルス感染細胞の主に核内にmiR-J1が局在することをin situ hybridizationで明ら

かにした。進行性多巣性白質脳症の組織25例の解析の結果、ウイルスmiRNAのin situ 

hybridizationはJCVの免疫染色とほぼ同等の感度であり、診断にも有用と考えられる。さらに

miRNAが欠損する組み換えJCVを作成し、in vitroでの感染細胞での解析から、miR-J1がウイル

スの複製を抑制していることを明らかにした。ウイルスmiRNAの解析を感染細胞において効率

よく行うため、複製能の高いJCV株の遺伝子をCos7細胞に導入し、効率の高いウイルスの複

製、および、ウイルスmiRNAが高発現する系を立ち上げた。感染細胞からRNAを抽出し、long 

readの次世代シークエンサーによるゲノム解析を行ったところ、既報告にない新たなRNA転写

物が同定された。 

KSHVには12個のpre-miRNAがコードされており、pre-miRNAの5p, 3p側からひとつづつの



mature miRNAが産生されることから、KSHVからは合計24のmiRNAが産生されると考えられて

いる。これまでの研究から、カポジ肉腫やprimary effusion lymphomaなどのKSHV感染症の病変

部では、miR-K3の5pが最も多量に発現しているKSHV関連miRNAであることを明らかにしてき

た。また、KSHVが潜伏感染しているリンパ腫細胞株について、ヒストン脱アセチル化酵素阻

害剤の一つが、ウイルス由来のRNAをこれまでよりも飛躍的に高発現させることを見出し、ウ

イルスmiRNAの解析に有用な実験系を立ち上げた。miR-K3の機能を明らかにする目的で、レン

チウイルスベクターを用い、ヒトリンパ腫細胞株や293細胞などにmiRK3を強制発現させた。同

時にmiRK3の機能を抑制するsiRNAの発現系も作成し、ヒトヘルペスウイルス8感染細胞におけ

るmiRK3の機能抑制を試みた。これらの細胞からRNAを抽出し、RNAseqを行い、miRK3によっ

て発現が変動する遺伝子のプロファイル、および、KSHV感染細胞でmiR-K3の機能を抑制した

場合に変化する遺伝子群の同定を行った。結果、miR-K3は細胞増殖に係るシグナル伝達系の活

性化を誘導することが明らかにされた。 

JCV の実験結果に関してはウイルス miRNA が新たな診断マーカーとなる可能性を示しており、

今後、新たな診断法の開発につながる可能性がある。また、miRNA は治療薬の標的となる可能

性もあり、効率の良い miRNA の阻害法や DDS の開発が望まれる。また、既報告にない新たな

転写についてはウイルス感染において、どのような機能を持っているものか、今後の解析が必要

である。KSHVの miRNAの機能解析においても、これまでと矛盾のない結果が得られた。KSHV

のコードする miRK3が、KSHV感染、および、宿主細胞の腫瘍化に重要な働きをしている可能

性が示唆されたことから、本 miRNAを抑制する方法や、エクソソームへの移行を促進し、分解

を誘導するような新たな方法が見つかればウイルス発癌の新規阻害薬、治療薬に結び付く可能

性がある。miRNAをターゲットとした新しい薬剤の開発、特に miRNA を用いた DDSに関する

知見はまだ少なく、さらなる調査、研究が必要である。 
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