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要旨 
内在性ボルナウイルス様配列（EBL）は、ボルナウイルスに由来するゲ

ノム配列の総称であり、多様な種の脊椎動物ゲノムにおいて同定されている。

これまでに、いくつかの EBL が機能的なタンパク質をコードすることが報告さ

れている。しかしながら、宿主細胞における EBL 機能の適応進化が、由来とな

ったボルナウイルス遺伝子の機能とどのように相関しているのかについては明

らかとなっていなかった。 
本研究では、ウイルスゲノム RNA に結合するヌクレオプロテイン（N）

をコードするボルナウイルスの N 遺伝子由来の EBL、ボルナウイルス様 N 配

列（EBLN）、に着目し、RNA 結合タンパク質として宿主に外適応している可

能性のある EBLN を探索するとともに、培養細胞におけるその機能について解

析を行った。 
RNA 結合タンパク質の配列予測ツールを用いた解析の結果、脊椎動物ゲ

ノムに存在する多くの EBLN が RNA 結合タンパク質をコードしている可能性

が明らかとなった。その中でも、ユビナガコウモリ (Miniopterus natalensis) ゲノ

ムから同定された miEBLN-1 は、負の自然選択圧のもとで進化しているタンパ

ク質 (miEBLN-1p) をコードしていることが示された。さらに、ユビナガコウモ

リの臓器を用いた発現解析の結果、miEBLN-1p が様々な臓器で発現しているこ

とが明らかとなり、miEBLN-1p が RNA 結合タンパク質として宿主機能を担っ

ている可能性が強く示唆された。 
そこで次に、miEBLN-1p の組換え精製タンパク質を用いた in vitro での

生化学的解析により、RNA 結合能の検証を行った。その結果、miEBLN-1p は、

宿主由来の RNA 分子と結合できるタンパク質であることが示され、その性状

は哺乳類由来のボルナウイルスであるボルナ病ウイルス 1 型（BoDV-1）の N

タンパク質と類似していることが明らかとなった。さらに、miEBLN-1p の機能

を予測するため、タンデムアフィニティー精製法およびプロテオーム解析によ
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って相互作用タンパク質の同定を試みた。その結果、 miEBLN-1p は、細胞内

で MOV10、IGF2BP3 といった RNA 結合タンパク質と相互作用することが確か

められた。一方、同定された相互作用タンパク質の多くは、レトロトランスポ

ゾンの一種である LINE-1 の抑制因子として報告されていたため、レポーター

アッセイにより miEBLN-1p の LINE-1 抑制作用を評価した。その結果、

miEBLN-1p も同様に LINE-1 活性を抑制することが確認された。 

miEBLN-1 の由来であるボルナウイルスの N 遺伝子は、ウイルス RNA

ゲノムに結合する RNA 結合タンパク質をコードしている。今回の解析により、

ユビナガコウモリは獲得したボルナウイルス遺伝子の本来の機能である RNA

結合能を、自らの生理的機能に転用したことが示唆された。EBL がウイルスタ

ンパク質に由来する機能を残したまま、宿主細胞に外適応している例は未だ報

告されておらず、今回の結果は内在化したウイルス遺伝子の適応進化の方向性

に関して新たな知見を提唱することができると考えられる。 
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略語表 
 

本文中および図表中で用いた略語を、以下に記す。 

aa  : Amino Acids 

BoDV  : Borna disease virus 

BSA  : Bovine Serum Albumin 

cDNA  : Complementary DNA 

CDS  : Coding Sequence 

CLIP-seq  : Cross-Linking Immunoprecipitation - seq 

DAPI  : 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM  : Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

EBL  : Endogenous bornavirus-like elements 

EMSA   : Electrophoresis mobility shift assay 

ERV  : Endogenous Retrovirus 

EVE  : Endogenous Viral Elements 

FCS  : Fetal Bovine Serum 

GFP  : Green Fluorescent Protein 

HEPES  : 4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid 

HIV  : Human immunodeficiency virus 

HRP  : Horseradish peroxidase 

IDR  : Intrinsically disordered region 

kDa  : Kilo dalton 

LINE-1  : Long interspersed element 1 

LLPS  : Liquid-liquid phase separation 

mRNA  : Messenger RNA 

ORF   : Open Reading Frame 

PBS  : P-binding site 

PBS  : Phosphate buffered salts 
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PCR  : Polymerase Chain Reaction 

RdRp  : RNA-Dependent RNA Polymerase 

RNP  : Ribonucleotide Protein 

RT-PCR  : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

SDS  : Sodium dodecyl sulfate 

TAP  : Tandem-affinity purification 

TBS  : Tris Buffered Saline 

TSD  : Target Site Duplication 

Tris  : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

vSPOT  : Viral speckle of transcripts 

WGS  : Whole genome shotgun 

WB  : Western Blotting 
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1-1. 内在性ウイルス様配列について 
ウイルスが宿主細胞に感染した際、様々な機構によってウイルスの遺伝

情報が宿主ゲノムに挿入されることが知られている 1。このウイルスゲノムの

挿入が生殖系列細胞に起こった場合、生じたウイルス由来の配列は以降の子孫

の体細胞ゲノムに遺伝的に引き継がれていく 2,3。この過程をウイルスゲノムの

内在化といい、生じた配列は内在性ウイルス様配列 (Endogenous Viral Elements; 

EVE) と呼ばれる。 

EVE の大部分は、感染の際にウイルスがコードする酵素によってウイル

スゲノムの逆転写および宿主ゲノムへの挿入を行うレトロウイルスに由来する

内在性レトロウイルス (Endogenous Retrovirus; ERV) に占められ、ヒトゲノムの

8 %を占めていることが明らかとなっている 4。これら ERV はただの分子化石

ではなく、新たな機能を獲得することで宿主の生存と適応に寄与しうることが

知られている。例えば、齧歯類のゲノムに内在し、レトロウイルスの env 遺伝

子に由来する Fv4 は、ドミナントネガティブ作用によりレトロウイルスの感染

を抑制するタンパク質をコードすることが報告されている 5,6。また、免疫以外

にも様々な生理学的機能の獲得が報告されており、env 遺伝子由来の Syncytin

は、哺乳類の胎盤形成の際に必須である膜融合タンパク質をコードすることが

知られている 7,8。さらに、ASPRV1 遺伝子がコードする SASPase というアスパ

ラギン酸特異的プロテアーゼは、レトロウイルスのプロテアーゼに由来するこ

とが知られており、マウスを用いた実験系においては皮膚の保湿に重要である

ことが明らかになっている 9,10。このように、宿主は ERV を介してウイルスが

元来持っていた性質を獲得し、別の生理的機能に転用することが明らかとなっ

ている。 
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1-2. 内在性ボルナウイルス様配列について 
ボルナウイルスは、ボルナウイルス科 (Family: Bornaviridae) を構成する

ウイルスの総称である。ボルナウイルスのゲノムは、約 9 kb の非分節の一本鎖

マイナス鎖の RNA であり、ヌクレオタンパク質 (N) 、X タンパク質 (X) 、リン

酸化タンパク質 (P) 、マトリックスタンパク質 (M) 、エンベロープ糖タンパク

質 (G) 、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ (L) コードする 6 つの遺伝子を持つ 11 

(図 1)。ボルナウイルスは、自身の感染サイクルにおいてウイルスゲノムの逆

転写および宿主ゲノムへの挿入は必要としないため、逆転写酵素やインテグラ

ーゼを持たない。しかし、これまでヒトから魚に至るまで様々な脊椎動物ゲノ

ムからボルナウイルス由来の EVE が同定されている 12–16。これらを内在性ボル

ナウイルス様エレメント (Endogenous bornavirus-like elements; EBL) といい、こ

れまでに N、M、G、L 遺伝子に由来する EBL が同定されてきており、各々

EBLN、EBLM、EBLG、EBLL と呼称される 12–14,17–23。 

 

 
  

(-)鎖ゲノムRNA

転写産物

3’
N P

X
M

G

5’

N

P
X

M
G

L

AAAAA

AAAAA

AAAAA
L

図1. ボルナウイルスのゲノムおよび転写産物の模式図
各色のボックスはそれぞれのウイルス遺伝子を示す。ボルナウイルスの転写は矢印で示さ
れる転写開始点から行われ、L遺伝子はスプライシングを受ける。
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これら EBL の一部は、内在化してから数千万年もの間、由来となったボ

ルナウイルスの遺伝子と同程度の長さの ORF を保持し、宿主細胞内において転

写されている。このことから、「一部の EBL は内在化以降、宿主にとって有用

な機能を獲得し、宿主の適応進化に寄与する」という仮説が提唱され、機能解

析が行われてきた 21,24–26。例えば、我々の研究室は以前、ジュウサンセンジリ

スのゲノムに内在する EBLN である itEBLN にコードされるタンパク質がドミ

ナントネガティブ作用によって BoDV-1 の感染を抑制することを報告している

25。また、ヒトゲノムに内在する hsEBLN-2 タンパク質がミトコンドリアに局

在しており、細胞の生存に関係していることが明らかになっている 26。 

 

1-3. これまでの研究の推移と本研究の目的 
これらのような先行研究によって、EBL が担う機能の一端が明らかにな

りつつある。しかしながら、EBL の機能解析の報告はほんの数例にとどまって

おり、その生物学的意義や脊椎動物の進化への影響は不明である。この点を解

消するためには、宿主に有益な機能を持ちうる EBL を同定し、その機能を解析

することによって知見を蓄える必要がある。 

 よって本研究では、「機能的な ERV の多くが元々のウイルスタンパ

ク質の性質を保持している」という点に着目し、機能的な EBL の同定を試みた。

ボルナウイルス N タンパク質は、ゲノム RNA をパッケージングする RNA 結合

タンパク質である。よって本研究ではまず、in silico 解析によって「RNA 結合

能を保持し、かつ自然選択圧下にある EBLN」を機能性 EBLN の候補として探

索した。その結果ユビナガコウモリのゲノムから同定された EBLN (miEBLN-1) 

が、1230万年前から負の自然選択圧下において進化していることが明らかにな

った。よって、miEBLN-1 タンパク質 (miEBLN-1p) に着目し、分子生物学的な

手法によって機能解析を行った。 
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2-1. miEBLN-1 は RNA結合タンパク質をコードしうる 

まず初めに、データベース解析によって RNA 結合タンパク質をコードし

うる EBLN の同定を試みた。我々のグループは以前、tBLASTn によって真核生

物ゲノムに存在する EBLN を網羅的に同定している 16。この EBLN から 300 コ

ドン以上の ORF を抽出して以降の解析に用いた。Deep-pred は、深層学習に基

づいた配列類似性に依存しない RNA 結合タンパク質予測ツールであり、イン

プットのアミノ酸配列が RNA 結合タンパク質である可能性を 0~1 の Probability 

score として算出する 27。Deep-pred による RNA 結合能の予測の結果を図 2 に示

す。統計解析の結果、ボルナウイルス N タンパク質は EBLN タンパク質と比し

て有意に高い予測スコア (p = 0.00043) を示した。しかしながら、いくつかの

EBLN タンパク質は高い予測スコアを示し、特に Miniopterus natalensis のゲノ

ム (アクセッション番号: LDJU01000053) から同定された EBLN (miEBLN-1) に

コードされる 376 aa のタンパク質は、Deep-pred による予測において 0.99 とい

う非常に高い予測値を示した (図 2)。 

 

ア
ミ
ノ
酸
残
基
長
(a
a)

予測スコア

ボルナウイルスNタンパク質
EBLNs
miEBLN-1

図2. EBLNsおよびボルナウイルスNタンパク質のRNA結合性予測
EBLNsタンパク質およびボルナウイルスNタンパク質のProbabilityの散布図。tBLASTnによ
り同定したEBLNから300aa以長のタンパク質をコードしうるORFを抽出し、Deep-RBPpredに
より予想アミノ酸配列がRNAタンパク質であるProbabilityをプロットした。
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よって次に、miEBLN-1 の予測アミノ酸配列とボルナ病ウイルス 1 型 

(Borna disease virus-1; BoDV-1) N タンパク質のアミノ酸配列を用いてペアワイ

ズアラインメントを行った。その結果、N 末端を除いた領域において高い配列

類似性を示し、全長では 45 %のアミノ酸残基一致率を示した(図 3)。BoDV-1 N

タンパク質の RNA 結合能は 4 つの正電荷残基 (以下、RNA 結合残基とする) に

依存する 28。BoDV-1 N タンパク質のアラインメントにおいて、miEBLN-1 タン

パク質 (以降、miEBLN-1p とする) は RNA 結合残基に対応する位置に正電荷ア

ミノ酸を有していた(図 3)。これらの結果から、miEBLN-1p が、BoDV-1 N タン

パク質と同様に RNA 結合タンパク質であることが示唆された。 

 

ボルナウイルスは逆転写酵素を持たない。そのため、EBL はレトロトラ

ンスポゾンなどの宿主機構によって逆転写されたボルナウイルスの転写産物が

宿主ゲノムに挿入されて発生すると考えられている 20。miEBLN-1 配列がウイ

ルス配列のコンタミネーションに由来する可能性を排除するため、miEBLN-1

近傍のゲノム DNA 配列から内在化機構の推定を試みた。ボルナウイルスの N

遺伝子は、N 遺伝子の ORF のみをコードする N mRNA か、5’末端から順に N、

X、P 遺伝子の ORF をコードする N/X/P mRNA として転写される (図 4) 11。転

BoDV N
minEBLN-1

図3. BoDV-1 NとmiEBLN-1のペアワイズアラインメント
miEBLN-1 ORFから予想されるアミノ酸配列と、BODV-1 Nタンパク質のアミノ酸配列のアラ
インメントを行った。BoDV-1 NのRNA結合残基を赤い矢印で示す。
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写はゲノム RNA 配列中の転写開始・転写終了シグナルに制御され、これらの

シグナル配列の一部はウイルス mRNA上にも残る (図 4) 11。miEBLN-1近傍の

ゲノム DNA 配列を確認すると、転写開始・終了シグナル配列 (S1、S2、T1、

T2) に類似する配列が存在していた。シグナル配列に類似する配列と miEBLN-

1 ORF の位置関係は、N/X/P mRNA上におけるシグナル配列と N ORF の位置関

係に酷似していた(図 4)。いくつかの EBLN は、レトロトランスポゾンの一種

である LINE-1 (Long interspersed element 1) の逆転写・ゲノム挿入機構によって

宿主ゲノムに挿入されることが示唆されている 20。LINE-1 の挿入領域の両末端

には、TSD (Target Site Duplication) と呼ばれる短い反復配列が存在する 29。

miEBLN-1近傍のゲノム配列を確認すると、S1 類似配列および T2 類似配列の

近傍に 12塩基長の TSD 様配列が見受けられた(図 4)。これらの結果から、

miEBLN-1 は LINE-1 転移機構により宿主ゲノムに挿入された外来性ボルナウイ

ルス N/X/P mRNA に由来することが示唆された。 

  

BoDV-1 
(-)鎖ゲノムRNA

BoDV-1
N-X-P mRNA

M. natalensis
ゲノムDNA

N P
X

M L
G

S1 S2 T1

N P
X

S1 S2 T1
AAAAA

T2

TSD TSD
miEBLN-1

1930 bp

1848 bp

TAATGCAAATATGTTGTGCTAGGAACCAACACAATGC ... GTAATATCGAACCAACATTTTCAAAAACAT ... TAAAATAAATATATACACCATTCTTGTAAATATTGCATATAT

GAATACACGCAATGC ... CTAGAAAACAATGAACAAACCAATAAAAAAC ... CATAAAAAAATC

miEBLN-1 ORFTSD TSD

N ORFS1 S2 T1 T2

A

B

図4. miEBLN-1近傍領域とBoDVの配列比較
ボルナウイルスゲノムRNA、N-X-P mRNA、miEBLN-1近傍領域の (A)模式図および
(B)配列の比較。転写開始および終了シグナル (S1, S2, T1, T2)、TSDを各色で示す。
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2-2. miEBLN-1 は負の自然選択下において進化している 

一般的に、ある遺伝子が実際に機能的であるかを議論する際には、オー

ソログとの配列比較に基づいてコードされるアミノ酸配列の自然選択圧を推測

する 30。miEBLN-1p が自然選択圧を推測するため、miEBLN-1 のオーソログの

同定を試みた。まず、miEBLN-1 を含む 6 kb の近傍領域ゲノム DNA 配列をク

エリーに用いて、コウモリの Whole genome shotgun (WGS) データベースを参照

とした BLASTn 検索を行った。その結果、M. natalensis の遠縁にあたる

Ptenorotus parnellii および Rousettus aegyptiacus のゲノムから miEBLN-1 が挿入

される以前のシンテニー領域が同定されたものの、miEBLN-1 近傍領域の全長

に配列類似性を示す配列は得られなかった(図 5)。 

よって次に、データベースにない M. natalensis の近縁種のゲノムにおけ

る miEBLN-1 オーソログの探索を行った。M. natalensis の同属の近縁種である

M. fuliginosus および M. schreibersii の各腎臓皮質に由来する YubFKT-1 細胞およ

び SubK12-08 細胞よりゲノム DNA を抽出し、PCR およびその PCR増幅産物の

シークエンシングを行った。その結果、M. fuliginosus、M. schreibersii のゲノム

より、miEBLN-1 およびその周辺領域に各々98.3 %、99.5 %の塩基配列一致率を

示す配列が同定された(図 5)。また、同定された M. fuliginosus、M. schreibersii

の配列には、miEBLN-1 と同じ長さの ORF が存在し、その ORF の配列はそれ

ぞれ miEBLN-1 と 99.3 %、99.9 %のアミノ酸配列一致率を示した(図 5、図 6)。

これらのことから、両種は miEBLN-1 のオーソログを持つと考えられ、この三

種の分岐した年代から、miEBLN-1 の内在化は少なくとも 12.3 Mya以前に起こ

ったものと推定された(図 7)。以下、M. natalensis、M. fuliginosus および M. 

schreibersii ゲノムに内在する miEBLN-1 オーソログを各々minEBLN-1、

mifEBLN-1 および misEBLN-1 とする。 
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M. fuliginosus

M. schreibersii

AWGZ01287711
P. parnellii

配列同一性

LDJU01000053
M. natalensis

LOCP02000172
R. aegyptiacus

図5. miEBLN-1シンテニー領域のゲノム配列比較
miEBLN-1オーソログ領域とmiEBLN-1-empty シンテニー領域のアラインメント。ゲノムDNA
の由来生物種、およびNCBI に登録されているアクセッション番号を各配列の左側に記す。
配列の黒色の濃淡が配列類似性を示し、灰色の線がギャップ領域を示している。miEBLN-
1のORFを赤色の矢印、Repeat Maskerにて同定された反復配列を各々の種類に伴った色
の矢印、同定したTSD配列をオレンジの線で示している。

BoDV N
M. natelensis
M. fuliginous
M. schreibersii

図6. BoDV-1 NとmiEBLN-1のマルチプルアラインメント
minEBLN-1, mifEBLN-1, misEBLN-1のORFから予想されるアミノ酸配列と、BODV-1 Nタン
パク質のアミノ酸配列を---によってアラインメントを行った。いずれの配列においても一致し
ているアミノ酸残基を黒で示す。BoDV-1 NのRNA結合残基を赤い矢印で示す。
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次に、同定された miEBLN-1 オーソログの配列を用いて miEBLN-1 の自

然選択圧を推定した。一般に、宿主の生存に寄与する機能的なタンパク質をコ

ードする遺伝子は、負の自然選択圧の下で進化する。その結果アミノ酸残基の

変化を伴わない同義置換に比べてアミノ酸残基の変化を伴う非同義置換の割合 

(dN/dS) が有意に低くなる 30。miEBLN-1 オーソログの塩基配列および予測アミ

ノ酸配列の比較に基づいて dN/dS 解析を行った結果、どの比較においても 1 を

大きく下回る dN/dSが算出され、minEBLN-1 と misEBLN-1 の比較においては統

計的に有意であることが示された(表 1、表 2)。このことから、miEBLN-1 は負

の自然選択圧のもと進化していることが明らかとなり、宿主コウモリに有益な

タンパク質をコードしていることが示唆された。 

 

図7. 翼手目の系統樹とオーソロジー解析による内在化年代の推定
miEBLN-1オーソログ領域が同定された種 (miEBLN-1) を青色で、miEBLN-1-empty シン
テニー領域が同定された種 (Empty) を灰色で示す。推測される分岐年代のスケールを翼
手目の系統樹下に示す 。Mya, million years ago

miEBLN-1

Empty

12.3 Mya
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表1. miEBLN-1オーソログの比較に基づくdN/dS解析による自然選択圧の検出
(mifEBLN-1 ORFの362塩基目に位置するSNPがCであると仮定)

比較 dS dN dN/dS Fisher’s p 

minEBLN-1 v.s. mifEBLN-1 0.0173 0.0037 0.2117 0.0415
minEBLN-1 v.s. misEBLN-1 0.0029 0 0.001 0.2193
mifEBLN-1 v.s. misEBLN-1 0.0147 0.0036 0.2596 0.3189

比較 dS dN dN/dS Fisher’s p 

minEBLN-1 v.s. mifEBLN-1 0.0179 0.0024 0.1342 0.0175
minEBLN-1 v.s. misEBLN-1 0.0029 0 0.001 0.3189
mifEBLN-1 v.s. misEBLN-1 0.0147 0.0024 0.1625 0.0443

表2. miEBLN-1オーソログの比較に基づくdN/dS解析による自然選択圧の検出
(mifEBLN-1 ORFの362塩基目に位置するSNPがTであると仮定)
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2-3. miEBLN-1 はユビナガコウモリ臓器においてタンパク質を発現する 

前項にて、miEBLN-1 が機能的なタンパク質をコードしていることが示

唆されたため、ユビナガコウモリ生体組織を用いて miEBLN-1 の発現様式を解

析した。M. fuliginosus雌成体の肝臓組織より RNA を抽出し、RT-PCR によって

miEBLN-1 の転写産物の検出を試みた。その結果、予想される配列の PCR 産物

が確認され、miEBLN-1 の転写が示された(図 8A)。この miEBLN-1 mRNA の構

造を明らかにするため、M. fuliginosus 雌成体の肝臓組織 RNA を用いて RACE

解析を行った。その結果、miEBLN-1 ORF 全長を含み、4 つのエキソンからな

る mRNA が同定された(図 8B)。また、転写開始点は miEBLN-1 より約 97 kb上

流であることが示唆された。この同定された mRNA 上には miEBLN-1 の ORF

以外に、100 アミノ酸残基以上をコードし得る ORF は存在しなかった。次に、

各臓器における miEBLN-1 mRNA の発現量を比較するため、M. fuliginosus雌成

体の各臓器より RNA を抽出して定量 RT-PCR を行った。その結果、miEBLN-1 

mRNA は様々な臓器で転写されていることが明らかとなった(図 8C)。 

  

図8. miEBLN-1 mRNAの同定および構造解析
(A) RT-PCRによるmiEBLN-1 mRNAの検出。ポジティブコントロールとしてHPRT1を用いた。
(B) M. fuliginosus肝臓組織RNAを用いたRACE解析により同定したmRNAの構造。
(C) M. fuliginosus生体組織を用いた定量PCR。
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よって、コウモリの各臓器内で発現する miEBLN-1p の検出を試みた。

はじめに、精製組換え miEBLN-1p を免疫したウサギ全血から、抗原アフィニ

ティークロマトグラフィーにより抗 miEBLN-1 抗体を精製した(図 9A)。この抗

miEBLN-1p 抗体を用いてウェスタンブロッティング (Western Blotting; WB) 解析

を行い、各臓器内の miEBLN-1p の発現を評価した。その結果、腎臓、肝臓、

脳および生殖組織など種々の臓器サンプルにおいて miEBLN-1p 予想分子量と

同位置にシグナルが確認された (図 9B)。この結果から、コウモリの生体組織内

における miEBLN-1p の発現が示唆された。 

 

  

抗GAPDH抗体

卵巣P.C. 肺臓 腸 心臓 筋肉脾臓腎臓脳 肝臓
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図9. コウモリ生体組織中で発現するmiEBLN-1pの検出
(A) 抗miEBLN-1p抗体の特異性の検証。miEBLN-1pに由来するシグナルを矢印で示す
(約43kDa)。mifEBLN-1, misEBLN-1; pCAG-mifEBLN1、pCAG-misEBLN-1をトランスフェ
クションしたHEK293T細胞、Empty; pCAG-EmptyをトランスフェクションしたHEK293T細胞。
(B) ウエスタンブロッティング解析によるM. fuliginosus生体組織中のmiEBLN-1pの検出。
P.C.; pCAG-mifEBLN1をトランスフェクションしたHEK293T細胞。

A B
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2-4. miEBLN-1pは BoDV-1 N に類似したRNA結合様式を示す 

Deep-pred を用いた解析により、miEBLN-1p は RNA 結合タンパク質であ

ることが示唆されている(図 2参照)。よって、miEBLN-1p の RNA 結合能および

結合様式について解析を行った。Electrophoresis mobility shift assay (EMSA) では、

別々に精製したタンパク質と RNA を混合したのちに電気泳動に供し、RNA の

移動度の変化からタンパク質との相互作用を評価する。精製した miEBLN-1p

と in vitro transcription によって合成した DIG ラベル化 GAPDH mRNA を用いて

EMSA を行った。その結果、miEBLN-1p とインキュベーションしたサンプルに

て GAPDH mRNA の移動度の減少が確認され、miEBLN-1p が RNA 結合タンパ

ク質であることが示唆された(図 10B)。miEBLN-1p は BoDV-1 N タンパク質の

RNA 結合残基に対応する位置に正電荷残基を持つ(図 10A)。miEBLN-1p の

RNA 結合におけるこの 4 つの正電荷残基の重要性を検証するため、これらを全

てアラニンに置換した変異体 (以降、miEBLN-1p def とする) を作成し、EMSA

によって野生型 miEBLN-1p (以降、miEBLN-1p WT とする) との比較を行った。

その結果、miEBLN-1p WT とは対照的に、miEBLN-1p def とインキュベーショ

ンしたサンプルでは移動度の減少が観察されなかった(図 10B)。これらの結果

より、miEBLN-1p は BoDV-1 N と同様に 4 つの正電荷残基に依存して RNA に

結合することが示唆された。 

図10. EMSAによるmiEBLN-1pのRNA結合能の評価
(A) BoDV-1 NとmiEBLN-1のアミノ酸配列の比較。miEBLN-1は、BoDV-1 NのRNA結合残
基に相当する位置に４つの正電荷アミノ酸残基を持つ。

(B) EMSAによるmiEBLN-1p WTおよびmiEBLN-1p defのRNA結合能の評価。 RNA-
miEBLN-1p複合体に由来すると考えられるシグナルを矢印で示す。
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細胞内においても miEBLN-1p が同じ様式で RNA に結合しているか確か

めるため、ヒト OL 細胞に用いた RNA免疫沈降を行った。具体的には、ヒト由

来オリゴデンドロサイト (human oligodendrocyte; OL) に miEBLN-1p WT または

miEBLN-1p def の発現を導入し、抗 miEBLN-1p 抗体を用いた免疫沈降によって

得られた溶出画分から RNA を精製した。その RNA を用いて RT-PCR を行った

結果、miEBLN-1p WT導入細胞の溶出画分からのみ GAPDH mRNA が検出され

た(図 11)。このことから、細胞内においても同様に、miEBLN-1p が正電荷残基

に依存して RNA に結合することが示唆された。 

 

 

BoDV-1 N タンパク質は、主に N末端および C末端領域に集中するア

ミノ酸残基の相互作用によってホモテトラマーを形成すると考えられている

28,31。miEBLN-1p のオリゴマー形成能を実験的に確かめるため、SubK12-08 細

胞に HA タグあるいは FLAG タグを付加した miEBLN-1p 発現プラスミドをトラ

ンスフェクションし、抗 HA 抗体を用いた免疫沈降を行った。結果、溶出画分

から FLAG タグ付加 miEBLN-1p が検出され、miEBLN-1 タンパク質がコウモリ

細胞内においてホモオリゴマーを形成していることが示唆された(図 12A)。 

図11. RIPによるmiEBLN-1pのRNA結合能の評価
miEBLN-1p WTおよびmiEBLN-1p defをトランスフェクションしたヒトOL細胞を用いて免疫
沈降を行い、溶出画分を用いてWBおよびRT-PCRを行った。
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次に、in vitro における miEBLN-1p のオリゴマー形成能を確かめた。

グルタルアルデヒドはタンパク質架橋剤であり、タンパク質を非可逆的に架橋

する 28,32。精製 miEBLN-1p をグルタルアルデヒド存在下で加熱し、SDS-PAGE

にて分離した。結果、グルタルアルデヒド存在下でのみ miEBLN-1p モノマー 

(約 43 kDa) より高い分子量のシグナルが検出され、miEBLN-1p が in vitro にお

いてもホモオリゴマーを形成していることが示唆された(図 12B)。 

上記の一連の結果から、オリゴマー形成能や RNA 結合様式に関して、

miEBLN-1p が BoDV-1 N タンパク質と近い性質を持つことが示唆された。 

 

2-5. miEBLN-1pは抗ウイルス作用を示さない 

一部の EVE タンパク質は、遺伝的に近しい配列を持つ外来性ウイルスの

感染をドミナントネガティブ作用によって抑制する 33。miEBLN-1p がどのボル

ナウイルスに対して遺伝的に近縁であり、抗ウイルス作用を示しうるかを推測

するため、miEBLN-1 を含むコウモリの EBLN とボルナウイルスの N 遺伝子の

アミノ酸配列のアラインメントに基づいた分子系統樹を作成した。コウモリゲ

図12. miEBLN-1pの多量体化の評価
(A) Co-IPによるmiEBLN-1pのオリゴマー形成の評価。SubK12-08細胞にHAタグ付加
miEBLN-1とFLAGタグ付加miEBLN-1をトランスフェクションし、co-IPによってHAタグ付加
miEBLN-1p複合体を精製した。
(B) 化学架橋を施した精製miEBLN-1pのSDS-PAGE解析によるオリゴマー形成の評価。
miEBLN-1pオリゴマー由来と考えられるシグナルを矢印で示す。miEBLN-1pモノマーは約
43 kDaの分子量を示す。
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ノムに内在する EBLN のうち、250 アミノ酸残基以上のものを抽出し、外来性

ボルナウイルス N 遺伝子と合わせて近隣接合法により分子系統樹を作成した

(図 13)。その結果、外来性ボルナウイルスの N 遺伝子は属ごとに 3 つのクレー

ドに分かれ、コウモリ EBLN がその 3 つのクレードに付随する形で分類された。

miEBLN-1 はオルソボルナウイルス属と同じクレードに存在していることから、

miEBLN-1 は現生のオルソボルナウイルス N 遺伝子に近いアミノ酸配列を持つ

ことが示唆された(図 13)。 

 

図 13 にて、miEBLN-1 がオルソボルナウイルス N 遺伝子に近いアミノ酸

配列を持つことが示唆されたため、オルソボルナウイルス属に属する BoDV-1

に対する miEBLN-1p の感染抑制作用を評価した。ボルナウイルスは、感染細

胞の核内に Viral speckle of transcripts (vSPOT) と呼ばれる特徴的なドット様構造

図13. ボルナウイルスNおよびEBLNのアミノ酸配列に基づく分子系統樹
miEBLN-1を赤色の円で、外来性ボルナウイルスNをボールドで示す。各外来性ボルナウイ
ルスのウイルス属を系統樹右側に示す。分子系統樹の各ノードにノードの信頼性の指標で

あるブートストラップ値を示す。スケールバーはアミノ酸の座位あたりの置換数を示す。
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を構築する 34。vSPOT は主にウイルスゲノム RNA とウイルス N、P、L タンパ

ク質によって構成され、ボルナウイルスの転写・複製の場として機能する 35–37。

ジュウサンセンジリスのゲノムに内在している EBLN (itEBLN) は、感染細胞内

において vSPOT と共局在し、ウイルスタンパク質と競合することで BoDV-1 の

感染を阻害することが報告されている 25。miEBLN-1p の vSPOT への局在を確

かめるため、BoDV-1 が持続感染したヒト OL 細胞に各 EBLN タンパク質の発

現を導入し、間接蛍光免疫染色 (Indirect immunofluorescence assay; IFA) によっ

て細胞内局在を観察した。その結果、itEBLN タンパク質が細胞核内の vSPOT

に共局在した一方で、miEBLN-1p は細胞質全体に分布しており、vSPOT に局在

しなかった(図 14A)。さらに、BoDV-1持続感染ヒト OL 細胞より各 EBLN タン

パク質複合体を免疫沈降により精製し、複合体中のウイルスタンパク質を WB

解析により検出した。結果、BoDV-1 N や itEBLN とは対照的に、miEBLN-1p

は BoDV-1 P タンパク質との相互作用を示さなかった(図 14B)。これらの結果か

ら、miEBLN-1p は BoDV-1 タンパク質とは相互作用しないことが示唆された。 

図14. miEBLN-1pとボルナウイルスタンパク質の相互作用の解析
(A) BoDV-1持続感染ヒトOL細胞内のBoDV-1 N、itEBLN、miEBLN-1タンパク質の局在。
vSPOTを白矢印で示す。スケールバーは10 µmを示す。
(B) 免疫沈降によるBoDV-1 Pタンパク質との相互作用の検出。BoDV-1持続感染ヒトOL細
胞にHAタグ付与BoDV-1、itEBLN、miEBLN-1発現プラスミドをトランスフェクションし、HA
の免疫沈降によって得た溶出画分内のBoDV-1 Pタンパク質をWBにより検出した。
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次に、HEK293T 細胞を用いたミニレプリコンアッセイによって各 EBLN

タンパク質の BoDV-1 ポリメラーゼ活性の阻害作用を評価した。その結果、

itEBLN が BoDV-1 ポリメラーゼ活性を顕著に抑制したこととは対照的に、

miEBLN-1 は BoDV-1 ポリメラーゼの活性を阻害しなかった(図 15A)。これらの

ことから、miEBLN-1 タンパク質は外来性ボルナウイルスに対する感染抑制作

用を有していないことが示唆された。 

 これまでの研究から、ボルナウイルスは宿主細胞に持続的に感染する

ことが明らかとなっている 11。細胞を用いた実験系においても同様であり、ボ

ルナウイルスの持続感染は顕著な細胞死を引き起こさず、分裂した娘細胞にも

引き継がれる 34。BoDV-1 の持続感染に対する抑制作用を評価するため、レポ

ーター遺伝子としてホタルルシフェラーゼを発現する BoDV-1 (BoDV-1-fluc) 

38,39 に持続感染させた Vero 細胞を用いて解析を行った。BoDV-1-fluc 持続感染

Vero 細胞に itEBLN および miEBLN-1 のタンパク質を発現するプラスミドをト

ランスフェクションし、24 時間後に細胞中のルシフェラーゼ活性の測定を行っ

た。その結果、miEBLN-1 発現群ではルシフェラーゼ活性の低下は見られず、

miEBLN-1p が BoDV-1 の持続感染を阻害しないことが示唆された(図 15B)。 

 次に、BoDV-1 の持続感染の成立過程に対する抑制作用を評価するた

め、miEBLN-1p を恒常発現する YubFKT-1 細胞を用いて感染実験を行った。レ

トロウイルスベクターによって YubFKT-1 細胞に miEBLN-1p の恒常発現を導入

したのち、BoDV-1 を感染させ、1、4、7日後に RNA を回収し定量 PCR によっ

て BoDV-1 ゲノム RNA を定量した。その結果、いずれのタイムポイントにお

いても有意な差は見られず、miEBLN-1p が BoDV-1 の持続感染の成立を抑制し

ないことが示唆された(図 15C)。 
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これまでの結果から、miEBLN-1p はボルナウイルスの感染を抑制しない

ことが明らかとなった。しかし、miEBLN-1p が RNA 結合タンパク質であるこ

とから、ボルナウイルス以外の RNA ウイルスの感染に関与している可能性も

考えられる。この点について検証するため、miEBLN-1p恒常発現 YubFKT-1 細

胞に A 型インフルエンザウイルス (Influenza A virus; IAV) を感染させ、12､24､

48 時間後のウイルス力価をプラークアッセイによって定量した。その結果、い

ずれのタイムポイントにおいても有意な差は見られず、miEBLN-1p がインフル

エンザウイルスの感染を抑制しないことが明らかとなった(図 16)。 

図15. miEBLN-1pによるBoDV-1感染抑制作用の評価
(A) ミニレプリコンアッセイによるBoDV-1ポリメラーゼ阻害作用の評価。ネガティブコントロー
ルとしてポリメラーゼ活性を持たない変異型Lタンパク質を用いた。
(B) レポーターウイルスによるBoDV-1持続感染に対する抑制作用の評価。ホタルルシフェ
ラーゼをレポーター遺伝子として発現するBoDV-1をVero細胞に持続感染させたのちに、各
プラスミドを導入してルシフェラーゼ活性を測定した。

(C) miEBLN-1p恒常発現YubFKT-1細胞を用いたBoDV-1の感染動態に対する影響の評価。
統計検定にはOne-way ANOVAおよびDunnet testを使用した。

Empty
L m

ut

itE
BLN

miEBLN-1
0.0

0.5

1.0

1.5

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

ns

✱✱

野生型 L + + +

Em
pty
Em
pty
itE
BL
N

miE
BL
N-1

-
変異型 L +- - -

相
対
ル
シ
フ
ェ
ラ
ー
ゼ
活
性

(E
m
pt
y=
1)

1.5

1.0

0.5

0

Mock

Em
pty

itE
BLN

m
iE

BLN-1
0

2

4

6

8

Lu
ci

fe
ra

se
 li

gh
t

un
its

 (x
10

6 )
Mock

Em
pty

itE
BLN

m
iE

BLN-1
0

2

4

6

8

Lu
ci

fe
ra

se
 li

gh
t

un
its

 (x
10

6 )

ns

＊

Em
pty
itE
BL
N

miE
BL
N-1

ル
シ
フ
ェ
ラ
ー
ゼ
発
光
量

(x
10

6 )

8

6

4

2

0

4.0 7.0 14.0
0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

Days post infection

R
el

at
iv

e 
ab

un
du

nc
e

(B
oD

V
 g

R
N

A
 / 

G
A

P
D

H
)

GFP

miEBLN-1

4.0 7.0 14.0
0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

Days post infection

Re
la

tiv
e 

ab
un

du
nc

e
(B

oD
V 

gR
NA

 / 
G

AP
DH

)

GFP

miEBLN-1

4 7 14
感染後 (日)

0.0005

0

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

発
現
量
比

(B
oD
V
gR
NA
 / 
GA
PD
H) ns ns ns

A B C



 28 

  

2-6. miEBLN-1pは宿主のRNA結合タンパク質と相互作用する 

これまでの解析により、miEBLN-1 は抗ウイルス作用以外の機能を担っ

ていることが示唆された。miEBLN-1p の機能に関する手掛かりを得るため、

TAP 法 (Tandem Affinity Purification Assay) と質量分析により、miEBLN-1 と相互

作用するタンパク質の同定を試みた。SubK12-08 細胞に HA および FLAG タグ

をタンデムに付与した miEBLN-1p の発現を導入し、二度の免疫沈降により

miEBLN-1p 複合体を精製した。PAGE によって分離した後、銀染色より溶出画

分に含まれるタンパク質を検出した。その結果、miEBLN-1p 発現導入群に特異

的なバンドが複数確認された(図 17)。このゲルを複数領域に分けて切り出し、

質量分析解析を行った結果、IGF2BP3、TROVE2、MOV10 など多くの宿主タン

パク質が同定された(表 3)。興味深いことに、これらの同定された相互作用タ

ンパク質の多くは RNA 結合タンパク質であり 40–46、トランスポゾンの一種で

ある LINE-1 の抑制因子として報告されている遺伝子が多く見られた(表 3)47–50。

同様に、非膜オルガネラの一つであるストレス顆粒の構成因子として報告され

ている遺伝子も多く見られた(表 3)51–56。 

図16. miEBLN-1pによるIAV感染抑制作用の評価
miEBLN-1pまたはGFPを恒常発現するYubFKT-1細胞にIAVを感染させ、培養上清中のウ
イルス力価をプラークアッセイで測定した。
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 次に、質量分析解析により同定されたタンパク質と miEBLN-1 タンパク

質の相互作用を検証するため免疫沈降を行った。SubK12-08 細胞より得られた

cDNA を用いて、質量分析解析により同定された遺伝子を発現プラスミドにク

ローニングした。SubK12-08 細胞に FLAG タグを付加した miEBLN-1p および
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Em
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図17. TAP解析によるmiEBLN-1p複合体の精製
TAP (Tandem affinity purification) により精製したmiEBLN-1p複合体をSDS-PAGEに供し、
銀染色によって検出した。miEBLN-1pに由来するシグナルを矢印で示す。

遺伝子 スコアa) ペプチド数 RNA結合能 LINE-1抑制 ストレス顆粒

IGF2BP3 717 16 [40] [47-50] [51]
PGAM5 531 15 - - -
TROVE2 504 14 [41] [47-50] -
MOV10 274 7 [42] [47-50] [52, 53]
PABPC1 241 5 [43] [47-49] [51, 54, 55]
PABPC4 205 4 [44] [47-49] [54]
ACTA1 193 4 - - -
IGFBP2 192 5 - - -
SNRPG 140 2 [45] - -
SNRPD3 124 4 [45] - -
PURA 118 3 [46] [48-50] [56]
SNRPN 112 3 [45] -

表3. 質量分析により同定された宿主タンパク質とそれらの性質に関する報告

a) MASCOTにより算出したProtein Scoreを示す。
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Myc タグを付加した相互作用タンパク質の発現を導入し、抗 FLAG タグ抗体に

よって免疫沈降を行なった。その結果、溶出画分から MOV10、IGF2BP3 と予

想される分子量サイズのシグナルが検出され、これらシグナルの強度は RNase 

A 処理によって顕著に減弱していた(図 18A)。さらに、miEBLN-1p WT と

miEBLN-1p def を用いて宿主タンパク質との相互作用を比較したところ、

miEBLN-1p def は MOV10 と相互作用しなかった(図 18B)。これらのことから、

miEBLN-1p がこれらの宿主タンパク質と RNA を介して相互作用していること

が示唆された。 

 MOV10 は抗ウイルス因子として知られるが、ボルナウイルスとの関

連は未だに報告されていない。よって、免疫沈降により BoDV-1 N と MOV10

の相互作用を検証したところ、miEBLN-1p とは対照的に BoDV-1 N は MOV10

との相互作用を示さなかった(図 18C)。このことから、miEBLN-1 がその進化過

程で MOV10 との相互作用を新たな機能として獲得したことが示唆された。 

 

  

図18. miEBLN-1pと宿主タンパク質の相互作用の解析
(A) 免疫沈降による相互作用の検証。SubK12-08細胞にFLAGタグ付加miEBLN-1pおよび
Mycタグ付与宿主タンパク質をトランスフェクションした。
(B) 免疫沈降による相互作用のRNA結合残基依存性の検証。ヒトOL細胞にmiEBLN-1p
WTおよびdefとMycタグ付与MOV10をトランスフェクションした。
(C) 免疫沈降によるBoDV-1 NとMOV10の相互作用の検証。SubK12-08細胞にFLAGタグ
付与miEBLN-1pおよびBoDV-1 NとMycタグ付与MOV10をトランスフェクションした。
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2-7. miEBLN-1pはストレス顆粒に局在する 

ストレス顆粒は、RNA-タンパク質複合体に富む非膜オルガネラであり、

主に RNA 結合タンパク質の凝集に伴う可逆的な液-液相分離 (Liquid-liquid phase 

separation; LLPS) によって構築される 57。ストレス顆粒は、ウイルス感染・熱

ショック・高浸透圧などの環境ストレスに細胞が曝露した際に一時的に細胞質

に構築され、これらのストレスに対する耐性に関与していると考えられている

57。MOV10 や IGF2BP3 など、miEBLN-1p の相互作用タンパク質の多くは、ス

トレス顆粒の構成因子として報告されていた(表 3 参照)。このことから、

miEBLN-1p もまたストレス顆粒に局在することが示唆された。この点について

検証するため、miEBLN-1p恒常発現 YubFKT-1 細胞に様々なストレス処理を施

し、IFA によって miEBLN-1p の細胞内局在の変化を観察した。その結果、NaCl

含有培地による高浸透圧ストレス処理を施した際に、miEBLN-1p が細胞質内の

顆粒様構造に局在することが明らかとなった(図 19A)。また、この顆粒様構造

はストレス顆粒のマーカータンパク質として一般的に用いられる G3BP1 と共局

在していた 58。この結果について確証を得るため、miEBLN-1p 恒常発現

YubFKT-1 細胞を用いて免疫沈降を行い、内在の MOV10 および G3BP1 との相

互作用を検証した。その結果、高浸透圧ストレス処理の有無に関わらず

miEBLN-1p と MOV10、G3BP1 との相互作用が確認された(図 19B)。ストレス

顆粒は動的な構造体であり、環境ストレスの有無に応じて速やかに構築と消失

を繰り返すことが知られている 57。よって、miEBLN-1p の高浸透圧ストレスに

伴う細胞内動態を検証するため、高浸透圧ストレス処理後に通常の培地に戻し

て 30 分のリカバリーを置いた後に細胞を固定し IFA を行った。その結果、

miEBLN-1p は細胞質全体に分布しており、その細胞内局在の変化がストレスに

応答した可逆的なものであることが明らかとなった(図 19C)。これらの結果か

ら、miEBLN-1p がストレス顆粒の構成因子の一つであることが示唆された。 
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2-8. miEBLN-1pは RNA結合能依存的に LINE-1 RNPと相互作用する 

LINE-1 は、哺乳類のゲノムに内在するレトロトランスポゾンの一つであ

る 59。LINE-1 は RNA 結合タンパク質である ORF1 と逆転写酵素である ORF2

をコードするポリシストロニックな mRNA として転写され、細胞質内において

LINE-1 mRNA-ORF1-ORF2 という RNA-タンパク質複合体 (LINE-1 RNP) として

存在する 48,60。この LINE-1 RNP が細胞核内に輸送され、逆転写を受けた LINE-

図19. miEBLN-1pのストレス顆粒への局在の評価
(A) 高張液ストレス条件下におけるmiEBLN-1pとストレス顆粒の共局在。YubFKT-1細胞を
NaCl (0.2 M) 含有培地で１時間インキュベーションし、直後に細胞を固定しIFAに用いた。
スケールバーは20 µmを示す。
(B) miEBLN-1pの免疫沈降によるG3BP1、MOV10との相互作用の検出。 YubFKT-1細胞を
NaCl (0.2 M)含有培地で１時間インキュベーションし、直後に細胞を回収し免疫沈降を行っ
た。ネガティブコントロールとしてウサギ由来コントロールIgGを用いた。
(C)高張液ストレス条件下におけるmiEBLN-1pの細胞内動態。YubFKT-1細胞をNaCl (0.2
M) 含有培地で1時間、その後に通常の培地で30分インキュベーションした。各タイムポイン
トで細胞を固定し、IFAに用いた。スケールバーは50 µmを示す。

A B
高
張
液
ス
ト
レ
ス

全色 + DAPImiEBLN-1G3BP1-mCherry

ス
ト
レ
ス
非
処
理

m
iE
BL
N-
1 
+ 
DA
PI

30分 60分ストレス非処理
リカバリー
30分

高張液ストレス

抗MOV10抗体

抗miEBLN-1抗体

抗Histone H3抗体

ストレス非処理 高張液ストレス

抗G3BP1抗体

イ
ン
プ
ッ
ト

コ
ン
ト
ロ
ー
ルI
gG

抗
mi
EB
LN
-1p
抗
体

イ
ン
プ
ッ
ト

コ
ン
ト
ロ
ー
ル
IgG

抗
mi
EB
LN
-1p
抗
体

C



 33 

1 mRNA がゲノム DNA に新たに挿入されることでコピー数を増やしていく。

以前の研究によって、この LINE-1 RNP がストレス顆粒と共局在しうることが

報告されている 61,62。さらに、MOV10 をはじめとして、質量分析によって同定

した miEBLN-1p の相互作用タンパク質の多くが LINE-1 の転移抑制因子として

報告されていた(表 3 参照)。よって、miEBLN-1p が LINE-1 RNP と相互作用す

ることで転移を抑制する可能性について検証を行った。 

まず初めに、miEBLN-1p と LINE-1 RNP の相互作用について解析を行な

った。具体的には、ヒト OL 細胞に miEBLN-1p および Myc タグ付与 ORF1 タ

ンパク質の発現を導入し、IFA および免疫沈降を行った。プラスミドを用いた

過剰発現系において、ORF1 タンパク質は細胞質に顆粒状の構造体 (ORF1-foci) 

を構築する 62。IFA の結果、miEBLN-1p WT がこの ORF1-foci に局在する一方

で、miEBLN-1p def は ORF1-fociへの局在を示さなかった(図 20A)。さらに、免

疫沈降においても miEBLN-1p WT のみが ORF1 タンパク質との相互作用を示し

た(図 20B)。これらの結果から、miEBLN-1p が自らの RNA 結合能に依存する形

で LINE-1 RNP と相互作用することが示唆された。 
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図20. miEBLN-1pとLINE-1 ORF1タンパク質の相互作用
(A) miEBLN-1pとORF1タンパク質の細胞内局在。ヒトOL細胞にmiEBLN-1pおよびMycタグ
付与ORF1の発現を導入し、IFAを行った。スケールバーは10 µmを示す。
(B) miEBLN-1pの免疫沈降によるORF1タンパク質との相互作用の検出。ヒトOL細胞に
miEBLN-1pおよびMycタグ付与ORF1の発現を導入し、免疫沈降を行った。
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よって、miEBLN-1p の LINE-1 転移に対する抑制作用を評価するため、

HEK293T 細胞を用いて LINE-1 retrotransposition assay を行なった 63,64。LINE-1

レポータープラスミドには、ヒト LINE-1 全長に加えて、その下流に EGFP 

ORF および CMV 由来プロモーターがアンチセンス方向に挿入されている 64。

EGFP ORF はイントロンにより分断されているため、プラスミドから転写した

mRNA がスプライシングを受けたのち、LINE-1 の機構によってゲノム DNA に

挿入された場合においてのみ EGFP を発現する。この LINE-1 レポータープラ

スミドを、miEBLN-1p 発現プラスミドと共に HEK293T 細胞にトランスフェク

ションし、14 日後における GFP 陽性細胞率を測定した。その結果、BoDV-1 N

タンパク質発現導入群がコントロール群と同程度の GFP陽性細胞率を示したこ

ととは対照的に、miEBLN-1p 発現導入群は顕著に低い GFP 陽性細胞率を示し

た (図 21A)。このことから、miEBLN-1p が LINE-1 の転移を抑制することが示

唆された。 

さらに、同様の LINE-1 レポーターアッセイによって miEBLN-1p WT お

よび miEBLN-1p def の LINE-1 転移抑制作用を比較した。その結果、miEBLN-

1p def は miEBLN-1p WT と遜色ない LINE-1 転移抑制作用を示した(図 21B)。こ

のことから、miEBLN-1p が RNA 結合残基以外に LINE-1 抑制の責任領域を有し

ていることが示唆された。 
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2-9. miEBLN-1pは IDR依存的に LINE-1 RNPと相互作用する 

天然変性領域 (Intrinsically disordered region; IDR) とは、様々な生化学的

な要因からタイトな三次元構造を持たないタンパク質領域の総称である 65。

IDR は細胞内において柔軟な直鎖ペプチドとして存在し、非特異的かつ動的な

タンパク質間相互作用のハブとなることで LLPS を促すと考えられている 65。

これらのことから、miEBLN-1p による LINE-1 転移抑制に miEBLN-1p 自身の

IDR が関係している可能性を検証した。 

まず初めに、miEBLN-1 のアミノ酸配列を予測によって IDR の同定を試

みた。foldindex はタンパク質のアミノ酸配列から三次元構造の堅牢性を計算す

るアルゴリズムであり、IDR の予測ツールとして一般的に用いられる 66。

miEBLN-1 および BoDV-1 N タンパク質のアミノ酸配列を foldindex による予測

に供した。その結果、BoDV-1 N タンパク質が全長にわたってタイトな三次元

図21. LINE-1レポーターアッセイによるLINE-1転移抑制作用の評価
HEK293T細胞にLINE-1レポータープラスミドおよび各タンパク質発現プラスミドをトランス
フェクションし、14日後に測定したGFP細胞陽性率をLINE-1転移活性とした。統計検定には
One-way ANOVAおよびDunnet testを使用した。
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構造を持つと予測された一方で、miEBLN-1p の N 末端領域 (1-75 aa) は非常に

ルーズな三次元構造を持ち、細胞内において IDR として存在していることが予

測された(図 22A)。 

LINE-1 RNP との相互作用における miEBLN-1p の N末端領域の重要性を

検証するために、アラニン置換変異体解析を行った。具体的には、IDR と予測

された 19 から 68 番目のアミノ酸残基をカバーするように、7 アミノ酸残基ず

つアラニン置換を施した(図 22B)。以降、これらの変異体を miEBLN-1p AS1-7

とする。これらのアラニン置換変異体および ORF1 タンパク質の発現をヒト

OL 細胞に導入し、ORF1 との相互作用を検証した。その結果、AS4-7 は IFA に

おいて ORF1-foci との共局在を示さず、免疫沈降において ORF1 との相互作用

を示さなかった(図 22C, D)。これらのことから、miEBLN-1p の N 末端領域が

LINE-1 RNP との相互作用において重要であることが示唆された。 

これまでの結果から、miEBLN-1p は自身の RNA 結合残基および IDR に

依存して LINE-1 RNP に相互作用していることが示唆された。miEBLN-1p の

LINE-1 転位抑制作用におけるこれらの領域の重要性を検証するため、IDR と予

測された N末端領域 1-68 アミノ酸残基の欠失変異体 (miEBLN-1p Δ-WT) および

それに加えて RNA 結合残基をアラニンに置換した変異体 (miEBLN-1p Δ-def) を

作成した。これらの変異体を用いて LINE-1 レポーターアッセイを行った結果、

miEBLN-1p Δ-WT、miEBLN-1p Δ-def どちらも miEBLN-1p WT と遜色ない

LINE-1 転移抑制作用を示したことから、IDR は LINE-1 転移抑制には寄与して

いないことが示唆された(図 23)。 
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図22. miEBLN-1p N末端領域のORF1タンパク質との相互作用における重要性
(A) foldindexによる三次元構造の堅牢性の予測。y軸はfoldindexによる予測値であり、x軸
は各タンパク質のアミノ酸残基の位置を示す。
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ン置換変異を施した変異体を作成し、それぞれAS1-7とした。
(C) AS変異体とORF1タンパク質の相互作用の検出。ヒトOL細胞にmiEBLN-1p WT、ASお
よびMycタグ付与ORF1タンパク質の発現を導入し、miEBLN-1pの免疫沈降を行った。
(D) AS変異体とORF1タンパク質の細胞内局在。ヒトOL細胞にmiEBLN-1pおよびMycタグ
付与ORF1の発現を導入し、IFAを行った。スケールバーは10 µmを示す。
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図23. LINE-1レポーターアッセイによるLINE-1転移抑制作用の評価
HEK293T細胞にLINE-1レポータープラスミドおよび各タンパク質発現プラスミドをトランス
フェクションし、14日後に測定したGFP細胞陽性率をLINE-1転移活性とした。統計検定には
One-way ANOVAおよびDunnet testを使用した。
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3-1. miEBLN-1pの生化学的な性状 

BoDV-1 N タンパク質は、ホモオリゴマーを形成する 28,31。BoDV-1 N タ

ンパク質 – RNA複合体の構造解析は未だなされていないものの、BoDV-1 N モ

ノマーの X 線結晶構造解析に基づく表面電荷の計算から、BoDV-1 N テトラホ

モオリゴマー表面に豊富に分布する正電荷残基と RNA が相互作用することで

RNA に結合すると考えられている 31。今回行った免疫沈降解析及び精製タンパ

ク質を用いた解析の結果、miEBLN-1p モノマー同士の相互作用が明らかとなり、

miEBLN-1p がホモオリゴマーを形成していることが示唆された。miEBLN-1 は

BoDV-1 N のアミノ酸配列モチーフをほとんど保持していないが(図 3)、このア

ミノ酸配列モチーフはボルナウイルス科全体で見ればほとんど保存されていな

い 23。その上、BoDV-1 N タンパク質のオリゴメライゼーションは広範な領域

に分布するアミノ酸残基の相互作用によって生じると考えられているため 31、

miEBLN-1 タンパク質が BoDV-1 N タンパク質と同様の様式でオリゴマーを形

成し RNA に結合している可能性は大いに考えられる。 

今回の解析で、miEBLN-1p の RNA 結合能が 4 つの正電荷アミノ酸残基

に依存していることが明らかとなった。これら正電荷アミノ酸残基はアライン

メントにおいて BoDV-1 N タンパク質の RNA 結合残基と一致するため、両者

が類似した分子機構によって RNA に結合していることが示唆される。しかし

一方で、miEBLN-1p が vSPOT へ局在しないことや、BoDV-1 N タンパク質が

LINE-1 転移抑制能を示さないことなどを鑑みると、両者が異なる RNA 結合選

択性を持つ可能性も考えられる。これまで行われた BoDV-1 N タンパク質の

RNA 結合選択性に関する解析は、古典的なゲルシフトアッセイのみであり、次

世代シークエンサーを用いた網羅的な解析は行われていない 28。CLIP-seq 

(Cross-Linking Immunoprecipitation - seq)67,68 などによって両者の RNA 結合選択

性を比較し、miEBLN-1p の生化学的性質の変遷をより詳細に解析することが今

後の課題の一つである。 
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3-2. miEBLN-1pの抗ウイルス機能について 

一部の EVE タンパク質は、ウイルスタンパク質のドミナントネガティブ

変異体として働き、その感染を阻害することが報告されている 5,6,69,70。実際、

我々のグループは以前、リスのゲノムから同定した itEBLN が BoDV-1 の感染

を抑制することを報告している。しかしながら、今回の解析では、miEBLN-1p

は BoDV-1 の感染を抑制しなかった。このことに対する説明として、BoDV-1 N

タンパク質と配列相同性の差がある。itEBLN タンパク質と BoDV-1 N タンパク

質のアミノ酸配列一致率が 77 %25 であるのに対し、miEBLN-1 タンパク質と 

BoDV-1 N タンパク質のアミノ酸配列一致率は 45 %である。さらに、itEBLN タ

ンパク質は BoDV-1 N タンパク質の BoDV-1 P タンパク質結合サイト (P-binding 

site、N 末端から順に PBS-1、PBS-2) を保持している一方で、miEBLN-1p のア

ミノ酸配列中に PBS-1、2 に類似する領域は見られない。このために miEBLN-

1p は BoDV-1 タンパク質と相互作用せず、感染を阻害しなかったと考えられる。 

本研究ではさらに、他の RNA ウイルスに対する感染抑制作用を評価す

るため、miEBLN-1p を恒常発現するコウモリ細胞を用いて IAV の感染実験を

行った。その結果、miEBLN-1p が IAV の感染を抑制しないことを明らかとし

た(図 16)。このことから、miEBLN-1 がボルナウイルスに限らず他のウイルス

に対しても感染抑制作用を示さないことが示唆される。しかしながらその一方

で、miEBLN-1p の相互作用タンパク質である MOV10 が抗ウイルス因子として

報告されていること 71 に加え、ストレス顆粒はウイルス感染下において抗ウイ

ルス因子をリクルートすることで細胞内免疫を制御することが報告されている

72–74。よって、miEBLN-1p が MOV10 やストレス顆粒を介して BoDV-1 や IAV

以外のウイルスの感染を抑制する可能性は否定できないため、以降解析を行う

必要があると考えられる。 
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3-3. miEBLN-1pとストレス顆粒との関連 

細胞内外の浸透圧差は、細胞質内の水分量やイオン強度を左右するため、

細胞の生存において非常に重要なファクターである 75。そのため、細胞は様々

な機構によって外部浸透圧の変動に対応することが知られている 75,76。例えば、

哺乳類の腎髄質細胞は尿濃縮の過程で高浸透圧ストレスに頻繁に暴露する 77。

その際、転写因子である TonEBP によって浸透圧調節物質 (オスモライト) の産

生とトランスポータータンパク質の翻訳を促進し、細胞死を未然に防ぐことが

知られている 77–79。高浸透圧下におけるストレス顆粒の明確な役割は明らかと

なっていない。しかしながら、高浸透圧ストレス下におけるストレス顆粒の形

成とオスモライトの細胞内濃度が互いに制御していることから、ストレス顆粒

もまたオスモライトと同様に高浸透圧への適応機構の一つであると考えられて

いる 80。本研究において、miEBLN-1p は高浸透圧ストレスに応じてストレス顆

粒へと局在していた(図 19)。さらに、コウモリ臓器を用いた解析では miEBLN-

1p が腎臓で発現していることが確認されている(図 9)。これらのことから、

miEBLN-1 がストレス顆粒を介した高浸透圧ストレスへの適応に寄与している

可能性が示唆される。 

ストレス顆粒は、前述したような環境ストレスへの応答のみならず、細

胞内免疫など様々な生理学的機能に関与することが明らかとなっている 57,81,82。

本研究では、コウモリ生体内の様々な臓器において miEBLN-1 のタンパク質発

現が確認された。このことから、miEBLN-1p がストレス顆粒を介して各臓器で

様々な機能に寄与している可能性も考えられる。その一例として、ニューロン

恒常性への寄与が挙げられる。ストレス顆粒の構築やクリアランスに影響を及

ぼす変異が、ALS などの神経疾患と関連しているという報告が近年なされてい

る 83,84。また、ニューロン細胞内に観察される特徴的な RNP 構造体 (Neuronal 

RNP granules; ニューロン性 RNP 顆粒) は構成因子の多くをストレス顆粒と共有

しており、ストレス顆粒と相同な構造体であると考えられている 85,86。本研究
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においても miEBLN-1p が脳組織で発現していることが明らかとなっているた

め、ニューロンにおける発現様式の解明も今後の課題の一つである。 

 

3-4. miEBLN-1pによる LINE-1 抑制機構 
LINE-1 は、レトロトランスポゾンの一種であり、哺乳類のゲノムに広汎

に存在する 87。LINE-1 の転移はゲノムの損傷につながる有害な現象であるため、

宿主は様々な抑制因子によってその転移を制御している 50,61,88。一般に、体細

胞ゲノム中の LINE-1 はエピジェネティックに制御されているため、LINE-1 は

胚や脳、生殖組織などにおいてのみ高い転写活性および転移活性を示す 47,89。

今回の研究において miEBLN-1 は脳や生殖器官において高いタンパク質発現量

を示し、LINE-1 レポーターアッセイにおいて顕著な LINE-1 転移活性抑制作用

を示した。これらのことから、miEBLN-1 が LINE-1 の転移活性を抑制すること

によって、宿主であるユビナガコウモリの生存に寄与していると考えられる。 

LINE-1 の転移は、LINE-1 RNP が細胞核内へと移動した後、逆転写を受

けて宿主ゲノム DNA に挿入されることによって行われる。本研究では、

miEBLN-1p def および AS 変異体を用いた解析の結果、miEBLN-1p が自らの

RNA 結合残基と IDR に依存して LINE-1 ORF1 タンパク質と相互作用している

ことも明らかとなった。miEBLN-1p と BoDV-1 N タンパク質とのペアワイズア

ラインメントにおいて、N末端領域のアミノ酸配列一致率は低い(図 3、図 6)。

さらに、foldindex を用いた IDR 予測の結果、BoDV-1 N の N 末端領域には

miEBLN-1p のような IDR が見られていなかった(図 22)。これらのことから、

miEBLN-1 は BoDV-1 N に由来する RNA 結合残基を維持しつつ、他の領域に変

異を蓄積することで新たなタンパク質間相互作用と機能を獲得したと示唆され

る。 

本研究において、miEBLN-1p が自らの RNA 結合能と IDR に依存して

ORF1 タンパク質と相互作用していることが明らかとなった。しかしその一方

で、LINE-1 レポーターアッセイではこれらの領域を欠く miEBLN-1p 変異体で
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あっても顕著な LINE-1 転移抑制作用を示していた。このことから、miEBLN-

1p による LINE-1 転移抑制機構は LINE-1 RNP との直接的な相互作用に依存し

ないものであることが示唆された。SAMHD1 タンパク質は細胞核内に局在する

ため LINE-1 RNP との相互作用は示さないが、LINE-1 RNP とストレス顆粒の共

局在を促進することで LINE-1 転移を抑制することが報告されている 61。

miEBLN-1p もまたストレス顆粒の構成因子であることから、miEBLN-1p による

LINE-1 転移抑制の分子機構にストレス顆粒が介在している可能性も考えられる。 

トランスポゾンは、絶えず宿主ゲノムの中で宿主と共進化しているため、

たとえ同種のトランスポゾンであってもその配列や性状は宿主によって異なる

87,90,91。LINE-1 に関しても例外ではなく、ヒトゲノム内においては高い転移活

性をもつ LINE-1 のコピーが多く同定されている一方で、いくつかの種のゲノ

ム内においては全ての LINE-1 のコピーが転移活性を失った「絶滅」状態にあ

ると考えられている 87,90–92。興味深いことに、先行研究では、M. natalensis ゲノ

ム内の全ての LINE-1 ORF1 には Premature stop codon が生じており、これによ

って LINE-1 の転移活性は既に失われていると推測されている 93。さらに、

miEBLN-1 近傍配列に LINE-1 による挿入の痕跡配列が見られることから、

miEBLN-1 の発生時点では LINE-1 はまだ転移活性を有していたことが示唆され

ていた(図 4)。これらのことを加味すると、ユビナガコウモリ属 LINE-1 の絶滅

に miEBLN-1 が寄与している可能性も考えられる。この点について検証を行う

ためにも、ユビナガコウモリ属 LINE-1 の配列を用いて miEBLN-1p の LINE-1

転移抑制作用をより詳細に解析することは今後の重要な課題の一つと考えられ

る。 

 

3-5. miEBLN-1 および EBLNが宿主進化に及ぼした可能性 

 進化学の分野において、ある形質が本来持つ機能や性質とは異なる方

面に転用されることを外適応という。生物はその進化の過程において、トラン

スポゾンやウイルスなどの非自己遺伝エレメントを積極的に外適応により取り
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込み、新たな機能性を獲得してきた 94–96。特に ERV は胎盤形成や免疫など、重

要な生命現象に寄与することで宿主進化に大きな影響を及ぼしてきたことが知

られている 5–8。一方で、非レトロウイルスに由来する EVE が宿主進化にどの

ような影響を及ぼすのかは明らかではなかった。本研究では、EBL の宿主進化

に及ぼす影響を明らかにするため、RNA 結合タンパク質として外適応している

EBLN の探索を試みた。その結果同定された miEBLN-1 は、少なくとも 12 Mya

以前に遡る内在化以降、負の自然選択圧の下で進化していることが明らかとな

った。さらに、miEBLN-1p は BoDV-1 N タンパク質と似た様式で RNA に結合

するタンパク質であり、レポーターアッセイにおいては LINE-1 転移抑制作用

を示した。よって、ユビナガコウモリが内在化を介してボルナウイルス N 遺伝

子の RNA 結合能を獲得し、トランスポゾン制御に転用したことが強く示唆さ

れた。本研究によって得た知見により、外適応によるウイルス由来遺伝子の性

質の獲得が ERV に限定されない一般的な現象である可能性が示された。 

本研究では EBLN に対象を絞って機能性 EBL を探索したが、脊椎動物

ゲノム中には N 遺伝子に由来する EBLN に限らず、M、G、L 遺伝子に由来す

る EBL が膨大に存在している 16。また、機能性 ERV が envや gag 遺伝子など

様々な遺伝子に由来している 95。このことから、宿主による EBL を介したボル

ナウイルス遺伝子の性質の獲得は N以外のボルナウイルス遺伝子においても起

こりうると示唆される。実際、我々のグループは RNA 依存性 RNA ポリメラー

ゼ (RNA-dependent RNA polymerase; RdRp) 活性に必要なアミノ酸残基を保持し

た EBLL コピーをコウモリゲノムから同定している 21。ヒトから魚類に至るま

で、あらゆる脊椎動物に内在化してきたボルナウイルスが、宿主の進化にどれ

ほどの影響を及ぼしてきたのか明らかにするため、今後も引き続き機能性 EBL

の探索および解析を行なっていきたい。 
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細胞培養 
M. fuliginosus腎臓上皮細胞 (YubFKT-1 細胞) 、および M. schreibersii腎

臓上皮細胞 (SubK12-08 細胞) は山口大学の前田健教授よりご供与いただいた 

[41, 42]。 

ヒト由来オリゴデンドログリオーマ細胞 (ヒト OL 細胞) 、ヒト由来腎

臓上皮細胞 (HEK293T 細胞) 、Vero 細胞、YubFKT-1 細胞および SubK12-08 細

胞は、10 % FCS CELLect (MP biomedicals、Santa Ana、USA) を含む DMEM 

(Gibco BRL Life Technologies、Gaitherburg、USA) を用いて、37°C、5 % CO2、

飽和水蒸気温槽中で培養した。 

 

BoDV-1 含有細胞破砕液の回収 
BoDV-1持続感染 OL 細胞をトリプシン処理によって回収し、PBS (-) 

に懸濁した。細胞を BIORUPTORII (ソニック・バイオ、神奈川、日本) による

超音波破砕に供した後、4°C、1200 × g、25 分間の遠心分離を行った。上清を回

収し、ウイルス溶液として-80°C に保存した。 

 
プラスミド 

Gaucia luciferase 遺伝子をレポーター遺伝子に持つ BoDV-1ミニゲノム

発現プラスミド (pCAG-HR-Gluc97,98) 、HA タグ付加 itEBLN 発現プラスミド 

(pcDNA3-HA-itEBLN25) 、HA タグ付加 BoDV-1 N 発現プラスミド (pcDNA3-HA-

N99) 、BoDV-1 P 発現プラスミド (pCXN2-P100) 、および変異体 BoDV-1 L 発現プ

ラスミド (pCAG-mutL98) は、当研究室で作製したものを使用した。 BoDV-1 N

発現プラスミド (pcDNA3-N100) および BoDV-1 L 発現プラスミド (pCAG-L100) は、

Dr. de la Tore からご供与していただいた 101。Cypridyna luciferase 発現プラスミ

ドは、pCMV-Cluc2 (New England BioLabs、Ipswitch、USA) を用いた。Myc タグ

付加β-ガラクトシダーゼ発現プラスミド (pEF4-lacZ) は、pEF4/Myc-His/lacZ 

(Invitrogen、Carlsbad、USA) を用いた。pCAG-HR-Gluc は、5’末端より順に、ハ

ンマーヘッドリボザイム (HamRz) 、BoDV-1 Trailer 配列、アンチセンス方向の

Gaussia luciferase 遺伝子、BoDV-1 Leader 配列、D 型肝炎ウイルス由来リボザイ

ム (HdRz) をコードしている。その転写産物は、リボザイムの切断を経て 3’方

向に BoDV-1 Leader 配列、アンチセンス方向の Gaussia luciferase 遺伝子、

BoDV-1 Trailer 配列となる。 
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本研究で作製したプラスミドの作製方法を以下に示す。なお、特に記

載が無い場合、DNA ライゲーションには DNA Ligation Kit < Mighty Mix > 

(Takara、Tokyo、Japan) を、制限酵素処理後の DNA 精製には QIAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN、Hilden、Germany) を、PCR 増幅産物の精製には

innuPREP PCRpure kit (Analytik Jena AG、Jena、Germany) を、5’末端のリン酸化

処理には T4 Polynucleotide Kinase (Takara) を、5’末端の脱リン酸化処理には

Alkaline Phophate (Calf intestine) (CIAP) (Takara) を用いた。PCR の各反応条件は、

この項の最後にまとめて詳述する。 

miEBLN-1 発現プラスミド (pCAG-miEBLN1) は、以下のように作製し

た。まず、SubK12-08 細胞由来ゲノム DNA を用いた PCR によって miEBLN-1 

ORF全長の配列を増幅した。この PCR増幅産物および CAG プロモーターをも

つ pCAGGS プラスミド (pCAG-Empty) を ClaI / NheI 制限酵素処理によって線状

化し、互いにライゲーションすることによって pCAG-miEBLN1 を作製した。 

FLAG タグおよび Myc タグ配列を持つエンプティープラスミド 

(pCAG-FLAG、pCAG-Myc) は、以下のように作製した。超純水によって

FLAG-tag F / R、あるいは Myc-tag F / R を各 10 µM に希釈し、95°C で 2 分間、

37°C で 10 分間、4°C で 30 分間インキュベーションすることによってハイブリ

ダイゼーションした。次に、5’末端のリン酸化処理を行なったのち、innuPREP 

PCRpure kit (Analytik Jena AG) によって精製した。一方で、pCAG-Empty を

EcoRI / SacI 制限酵素処理によって線状化し、5’末端の脱リン酸化処理を行った

のちに innuPREP PCRpure kit (Analytik Jena AG) によって精製した。FLAG ある

いは Myc タグオリゴ DNA と線状化 pCAG-Empty をライゲーションし、pCAG-

FLAG および pCAG-Myc を作製した 

FLAG タグ付加 miEBLN-1 発現プラスミド (pCAG-FLAG-miEBLN1) は、

以下のように作製した。SubK12-08 細胞由来ゲノム DNA を用いた PCR によっ

て miEBLN-1 ORF 全長の配列を増幅した。この PCR 増幅産物および pCAG-

FLAG を NheI / ClaI 制限酵素処理によって線状化し、互いにライゲーションす

ることで pCAG-FLAG-miEBLN1 を作製した。 

HA タグ付加 miEBLN-1 発現プラスミド (pCAG-HA-miEBLN1) は、以

下のように作製した。超純水によって各 10 µM に希釈した HA-tag F / R を 95°C

で 2 分間、37°C で 10 分間、4°C で 30 分間インキュベーションすることによっ

てハイブリダイゼーションし、5’末端のリン酸化処理を行なったのち、
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innuPREP PCRpure kit (Analytik Jena AG) によって精製した。一方で、pCAG-

FLAG-miEBLN1 を EcoRI / ClaI 制限酵素処理によって線状化し、5’末端の脱リ

ン酸化処理を行ったのちに innuPREP PCRpure kit (Analytik Jena AG) によって精

製した。これらをライゲーションし、pCAG-HA-miEBLN1 を作製した。 

TAP タグ (5’末端より順に、HA タグ、TEV (Tobbaco Etch Virus) 由来プ

ロテアーゼの切断配列、FLAG タグをタンデムに連結したもの) 付加 miEBLN-1

発現プラスミド (pCAG-TAP-miEBLN1) は、以下のように作製した。まず、

SubK12-08 細胞由来ゲノム DNA を用いた PCR によって miEBLN-1 ORF全長の

配列を増幅した。この PCR 増幅産物と、当研究室が過去に作製した TAP タグ

配列をもつエンプティープラスミド 102を EcoRI / XhoI 制限酵素処理によって線

状化し、互いにライゲーションすることで pcDNA3-TAP-miEBLN1 を作製した。

次に、pcDNA3-TAP-miEBLN1 を鋳型に用いた PCR によって、TAP タグを含む

ORF全長を増幅した。この PCR増幅産物および pCAG-Empty に XhoI / ClaI 制

限酵素処理を施し、互いをライゲーションすることで pCAG-TAP-miEBLN1 を

作製した。 

RNA 結合変異体 miEBLN-1 発現プラスミド(pCAG-miEBLN1-def)、お

よびアラニン置換変異体 miEBLN-1 発現プラスミド(pCAG-miEBLN1-AS1~7)は、

以下の様にして作成した。pCAG-miEBLN1 を鋳型として用いた PCR によって

フラグメント配列を増幅し、これらを In-Fusion® HD Cloning Kit (Takara) によ

って pCAG-Empty に組み入れることによって作製した。 

 IDR 欠損変異体 miEBLN-1 発現プラスミド (pCAG-miEBLN1-ΔWT、

pCAG-miEBLN1-Δdef) は、以下の様にして作成した。pCAG-miEBLN1 または

pCAG-miEBLN1-def を鋳型として用いた PCR によって、N 末端領域を除く

miEBLN-1 ORF全長を増幅した。この PCR産物と pCAG-Empty にフラグメント

配列を増幅し EcoRI / KpnI 制限酵素処理を施し、互いをライゲーションするこ

とで pCAG-miEBLN1-ΔWT および pCAG-miEBLN1-Δdef を作製した。 

Myc タグ付加 IGF2BP3、MOV10 発現プラスミド (pEF4-IGF2BP3、

pEF4-MOV10、pCAG-IGF2BP3、pCAG-MOV10) は、以下の様に作製した。

SubK12-08 細胞由来 cDNA を用いた PCR によって、IGF2BP3、MOV10 の ORF

全長の配列を増幅した。この PCR 増幅産物と pEF4/myc-His B プラスミド 

(Invitrogen) に KpnI / BstBI 制限酵素処理を施し、互いにライゲーションするこ

とで pEF4-IGF2BP3 および pEF4-MOV10 を作製した。次に、pEF4-IGF2BP3 お
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よび pEF4-MOV10 を鋳型に用いた PCR によって IGF2BP3、MOV10 の ORF全

長の配列を増幅した。この PCR増幅産物と pCAG-Myc に KpnI / NheI 制限酵素

処理を施し、互いにライゲーションすることで pCAG-IGF2BP3、pCAG-MOV10

を作製した。 

Myc タグ付加 LINE-1 ORF1 発現プラスミド (pCAG-ORF1-Myc) は、以

下の様に作成した。後述の LINE-1 レポータープラスミド (EF06R) を鋳型とし

て用いた PCR によって、ORF1 タンパク質の ORF 全長を増幅した。この PCR

産物と pCAG-Myc に EcoRI / NheI 制限酵素処理を施し、互いにライゲーション

することで pCAG-ORF1-Myc を作製した。 

GAPDH mRNA 発現プラスミド (pSPT18-GAPDH) は、以下の様に作製

した。まず、SubK12-08 細胞由来 cDNA を用いた PCR によって GAPDH mRNA

全長を増幅した。この PCR増幅産物と、DIG RNA Labeling Kit (Roche) 付属の

pSPT18 プラスミドに EcorI / XbaI 制限酵素処理を施し、互いにライゲーション

することで pSPT18-GAPDH を作製した。 

miEBLN-1 タンパク質精製に用いたプラスミド (以下、pET15b-coYub

とする) は、以下の様に作製した。M. fuliginosus の miEBLN-1 ORF全長の塩基

配列を、GeneArt Strings DNA Fragments (Thermo Fisher Scientific、Waltham、

USA) によって大腸菌のコドン使用率に基づいてコドンの最適化した塩基配列

に変換した。同 GeneArt Strings DNA Fragments (Thermo Fisher Scientific) によっ

て、そのオリゴ DNA の合成を行った。このオリゴ DNA と pET-15b プラスミド 

(Novagen、Madison、USA) に NdeI / BamHI 制限酵素処理を施し、互いにライゲ

ーションすることで pET15b-coYub を作製した。 

変異型 miEBLN-1 タンパク質精製に用いたプラスミド (以下、pET15b-

coYub-mut とする) は、以下の様に作製した。変異型 miEBLN-1 タンパク質の

ORF を、pET15b-coYub を鋳型とした PCR によって 4 つのフラグメントに分け

て合成した。pET15-b プラスミドを NdeI / BamHI 制限酵素処理によって線状化

した。線状化した pET15-b プラスミドおよび 4 つの PCR増幅産物を NEBuilder 

HiFi DNA Assembly Master Mix (New England BioLabs) によってライゲーション

し、pET15b-coYub-mut とした。 

LINE-1 レポータープラスミド (EF06R) およびコントロール用プラスミ

ド (EF05J) [49]は、Dr. Eline T. Luning Prak から供与いただいたものを使用した。

EF06R は、5’末端から順にヒト由来 LINE-1 (L1RP) の 5’UTR、ORF1、ORF2、
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3’UTR、アンチセンス方向のイントロンに分断された EGFP ORF、アンチセン

ス方向の CMV プロモーターをコードしている。EF05J は EF06R コンストラク

トの ORF1 に転移活性を失う変異を導入したものである。 

mCherry融合ヒト G3BP1 タンパク質発現プラスミド (pmCherry-CI-

G3BP1) は、大阪歯科大学歯学部歯学科の平井悠哉助教授にご供与いただいた

ものを使用した。 

 

< miEBLN-1 ORF の PCR反応条件 > 

PCR酵素： Phusion Green Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase 

(Thermo Fisher Scientific) 

鋳型：  SubK12-08 細胞由来ゲノム DNA (100 ng) 

プライマー： miEBLN-1 cloning F / R 

温度条件： 98°C、30秒 

([98°C、10秒] – [70°C、30秒] – [72°C、30秒]) × 30サイクル 

72°C、5 分 

 

< TAP タグ付加 miEBLN-1 ORF の PCR反応条件 > 

PCR酵素： GoTaq DNA Polymerase (Promega、Madison、USA) 

鋳型：  pcDNA3-TAP-miEBLN1 (400 ng) 

プライマー： TAP-miEBLN-1 ORF F / R 

温度条件： 94°C、2 分 

([94°C、30秒] – [60°C、30秒] – [72°C、80秒]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

< MOV10 の PCR反応条件 > 

PCR酵素： GoTaq DNA Polymerase (Promega) 

鋳型：  SubK12-08 細胞由来 cDNA 

(total RNA 1 µg を用いて 20 µL スケールで合成し、1 / 20量を

使用、詳細は後述の「RT-PCR による miEBLN-1 の発現確認」

の項を参照) 

プライマー： MOV10 F / MOV10 R1 (pEF4-MOV10) 

  MOV10 F / MOV10 R2 (pCAG-MOV10) 



 52 

温度条件： 94°C、5 分 

([94°C、30秒] – [57°C、30秒] – [72°C、3 分]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

< IGF2BP3 の PCR反応条件 > 

PCR酵素： GoTaq DNA Polymerase (Promega) 

鋳型：  SubK12-08 細胞由来 cDNA 

(total RNA 1 µg を用いて 20 µL スケールで合成し、1 / 20量を

使用、詳細は後述の「RT-PCR による miEBLN-1 の発現確認」

の項を参照) 

プライマー： IGF2BP3 F / IGF2BP3 R1 (pEF4-IGF2BP3) 

  IGF2BP3 F / IGF2BP3 R2 (pCAG-IGF2BP3) 

温度条件： 94°C、5 分 

([94°C、30秒] - [57°C、30秒] – [72°C、2 分]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

< GAPDH mRNA の PCR反応条件 > 

PCR酵素： GoTaq DNA Polymerase (Promega) 

鋳型：  SubK12-08 細胞由来 cDNA 

(total RNA 1 µg を用いて 20 µL スケールで合成し、1 / 20量を

使用、詳細は後述の「RT-PCR による miEBLN-1 の発現確認」

の項を参照) 

プライマー： GAPDH mRNA F / R 

温度条件： 94°C、5 分 

([94°C、30秒] – [60°C、30秒] – [72°C、1 分]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

< 変異体 miEBLN-1 ORF フラグメントの PCR反応条件 > 

PCR酵素： GoTaq DNA Polymerase (Promega) 

鋳型：  pET15b-coYub (40 ng) 

プライマー： miEBLN1 mutORF F1 / R1 

miEBLN1 mutORF F2 / R2 

miEBLN1 mutORF F3 / R3 
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miEBLN1 mutORF F4 / R4 

温度条件： 94°C、5 分 

([94°C、30秒] – [60°C、30秒] – [72°C、30秒]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

RNA結合タンパク質をコードしうる EBLNの同定 
RNA 結合タンパク質をコードしうる EBLN の同定は、以下のステップ

に従って行った。我々のグループは以前、真核生物ゲノムに対する tBLASTn に

よって EBLN を網羅的に同定している 16。その結果を元に、EBLN候補のゲノ

ム DNA 配列を取得し、各々の配列がコードしうる ORF を orfipy103によって同

定した。次に、既知のボルナウイルス N および EBLN に類似しない配列を取り

除くため、ボルナウイルス N のアミノ酸配列をリファレンス、各々の EBLN候

補の予測アミノ酸配列をクエリーとして BLASTp を行った。この BLASTp にお

いて E値が 10-10を下回り、かつ 300 コドン以上持つ EBLN のアミノ酸配列をイ

ンプットとして Deep-RBPpred27による RNA 結合タンパク質予測を行った。 

 

コウモリゲノムDNAのシークエンシング 
YubFKT-1 細胞および SubK12-08 細胞より、QIAmp DNA blood mini kit 

(QIAGEN、Tokyo、Japan) を用い、付属の手順に従って DNA を抽出した。ゲノ

ム DNA 100 ng を鋳型とした 20 µL の反応系において、Phusion Green Hot Start II 

High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) によって PCR を行った

（PCR条件は下記参照）。1.5 % アガロースゲル (組成は下記参照) を用いた電

気泳動により PCR増幅産物を確認した。BioDoc-It Imaging system (UVP、

Upland、USA) により泳動後のゲルを撮像し、画像データを取得した。得られ

た PCR増幅産物を innuPREP PCRpure kit (Analytik Jena AG) によって精製し、株

式会社 FASMAC (Atsugi、Japan) に受託することによってシークエンシングを

行った。 

 

< PCR の反応条件 > 

プライマー： miEBLN-1 locus F / R 

温度条件： 94°C、30秒 

([94°C、10秒] – [66°C、30秒] – [72°C、3 分]) 35サイクル 
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72°C、5 分 

 

< アガロースゲルの組成 > 

Agarose S (Nippon Gene、Tokyo、Japan)    1.5 % (w/v) 

Tris-Acetate-EDTA Buffer Powder, pH 8.3 (Takara)   1× 

 

PCRによるmiEBLN-1 オーソログの同定 
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) を用いて M. natalensis ゲノ

ムの miEBLN-1 とその周辺領域 (miEBLN-1 とその上流および下流 2.5 kb を含む

計約 6 kb のゲノム領域) および M. schreibersii、M. fuliginosus ゲノム DNA のシ

ークエンシング (前項参照) によって得られた配列に存在する反復配列を検出し

た。反復配列のアノテーション情報とこれらの塩基配列を Geneious にインポー

トし、E-INS-i アルゴリズムを用いた MAFFT 104によるマルチプルアラインメン

トを行った。このアラインメントの結果と、アラインメント上での反復配列の

パターンからオーソロジーを判断した。 

 

BLASTn によるmiEBLN-1 シンテニー領域の同定 
M. natalensis ゲノムの miEBLN-1 とその周辺領域 (miEBLN-1 とその上

流および下流 2.5 kb を含む計約 6 kb のゲノム領域) の塩基配列をクエリーとし

て、翼手目の WGS および RefSeq データベースに対して BLASTn 解析を行った。

BLASTヒットのうち、miBELN-1 に類似する配列を持たず、miEBLN-1 の周辺

領域に類似する配列をもつ BLASTヒットの配列を以降の解析に用いた。 

RepeatMasker を用いて、miEBLN-1周辺領域 (miEBLN-1 とその上流お

よび下流 2.5 kb を含む計約 6 kb のゲノム領域) および上記のヒット配列に存在

する反復配列を検索した。得られた反復配列のアノテーション情報とこれらの

配列を Geneious にインポートし、E-INS-i アルゴリズムを用いた MAFFT 104に

よるアラインメントを行った。このアラインメントの結果と、アラインメント

上での反復配列のパターンから miEBLN-1-empty シンテニー領域を決定した。 

 

内在化年代の推定 
miEBLN-1 オーソログを持つ M. natalensis、M. schreibersii、M. 

fuliginosus の分岐年代から miEBLN-1 が内在化した最小年代を推定した。一方
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で miEBLN-1 が内在化した最大年代は、miEBLN-1-epmtyシンテニー領域を持

つ P. parnellii とユビナガコウモリ属の共通先祖が分岐した年代から推定した。

それぞれの分岐年代は TimeTree105を参照した。 

 

dN/dS解析 
dN / dS解析は、共同研究者である日本大学生物資源科学部獣医学科の

鈴木由紀専任講師に行なって頂いた。以下にその詳細を記載する。 

非同義置換率 (dN) および同義置換率 (dS) は misEBLN-1、minEBLN-1、

mifEBLN-1 の ORF の配列を対象に、MEGA7ソフトウェアの Nei-Gojobori モデ

ルで算出した 106。統計的有意性は、各配列を比較した際の置換数から Fisher’s 

extact test によって検定した。 

 

分子系統樹の推定 
NCBI に登録されている翼手目の WGS データベース (taxid: 9397、2018

年 5月 10日時点) を用いて、外来性ボルナウイルス (表 4参照) の各 N 遺伝子の

アミノ酸配列をクエリーとした tBLASTn 検索を行った。その結果得られた

BLAST ヒット配列を Geneious にインポートしてアミノ酸配列へと変換した。

BLAST ヒット配列が複数のストップコドンを含み ORF が断片化している場合

は、個々の ORF 同士が重複する領域を除去したのちに、これらを連結して 1 つ

の ORF とした。これらのうちから、250 アミノ酸残基以上の長さを持つものを

選抜し、tBLASTn 解析にクエリーとして用いた外来性ボルナウイルス N タンパ

ク質の配列 (表 4参照) を含めて E-INS-i アルゴリズムを用いた MAFFT によっ

てマルチプルアラインメントを行った。この結果を MEGA7 107 にインポートし、

p-distance に基づいた近隣結合法によって分子系統樹を推定した。分子系統樹の

各ノードの信頼性は、ブートストラップ解析を 1000 回反復することによって

評価した。 

 

RNAの抽出 
コウモリの採取・解剖後、液体窒素により瞬間凍結されたコウモリ組

織を少量の PBS によって懸濁し、バイオマッシャーII (Nippi) によってホモジナ

イズした。その後、TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific) を加えさらに懸濁

したものを -80°C で冷凍保存した。上記の試料を解凍し、Direct-zol RNA 
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MiniPrep Plus Kit (Zymo research、Irvine、USA) を用いて、付属の手順に従い

RNA を抽出した。 

YubFKT-1 細胞および SubK12-08 細胞からの RNA 抽出に関しては、

Nucleospin RNA Plus (Macherey Nagel、Düren、Germany) を用い、付属の手順に

従って抽出した。 

RT-PCR による miEBLN-1 の発現確認実験 (次項参照) に用いた RNA に

ついては、ゲノム DNA の混入を避けるため、DNase I (Roche、Basel、

Switzerland) によって 37°C、1時間の反応により DNA を消化した後、RNAclean 

XP (Beckman Coulter Life Sciences、Blair、USA) によって精製している。 

 

RT-PCRによるmiEBLN-1 の発現確認 
肝臓組織および SubK12-08 細胞から抽出した RNA を各々1 µg 用いて、

20 µL のスケールで Verso cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) によって

以下の条件で逆転写を行った。この cDNA を鋳型に用いて、Takara Ex Taq 

(Takara) によって以下の条件で RT-PCR を行った。 

 

< 逆転写の反応条件 > 

プライマー： 付属の Anchored oligo dT プライマー 

([70°C、5 分] - [4°C、1 分] - [50°C、1時間] - [95°C、5 分]) × 1サイクル 

 

< PCR の反応条件 > 

プライマー： miEBLN-1 Pair 1 F / R 

  miEBLN-1 Pair 2 F / R 

  HPRT1 F / R 

温度条件： 94°C、2 分 

([94°C、30秒] - [60°C、30秒] - [72°C、20秒]) × 30サイクル 

72°C、3 分 

 

RT-PCR後、1.2 % アガロースゲルを用いて 150 V の定電圧で PCR増

幅産物の電気泳動を行なった。BioDoc-It Imaging system (UVP) を用いてゲルを

撮像し、画像データを取得した。 
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RACE解析 
肝臓および脳組織から抽出した RNA と GeneRacer Kit (Invitrogen) およ

び SuperScript Ⅲ RT (Invitrogen) を用いて、付属の手順に従い RACE 解析を行っ

た。Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて得られ

た PCR増幅産物を付属の pCR-Blunt Ⅱ-TOPO プラスミドにクローニングし、付

属の M13 プライマーによってシークエンシングを行った。 

 

定量RT-PCRによるmiEBLN-1 発現量の評価 
上述の「RT-PCR による miEBLN-1 の発現確認」の項にて得られたコ

ウモリ組織由来 cDNA を鋳型として、miEBLN-1 mRNA の ORF に特異的なプラ

イマーを用いたリアルタイム PCR を行った。試薬および調製は Luna Universal 

qPCR Master Mix (New England Biolabs、Ipswich、USA) に準じ、測定機器とし

て CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio–Rad、Hercules、USA) を用

いた。コピー数は制限酵素処理によって線状化した pCAG-miEBLN1 をテンプ

レートとして作成した検量線に基づいて算出した。 

 

< PCR の反応条件 > 

プライマー： miEBLN-1 qPCR F / R 

([95°C、10 分]) × 1 - ( [95°C、15秒] – [60°C、30秒] ) × 45サイクル 

 

miEBLN-1 組換えタンパク質の精製 
pET15b-coYub あ る い は pET15b-coYub-mut を 用 い て 、大腸菌

BL21(DE3) (Novagen) 株の形質転換を行った。組み換えタンパク質の誘導は、

終濃度 0.4 mM のイソプロピル-β-チオガラクトピラノシドによって行った。回

収した細胞ペレットを、1×プロテアーゼ阻害剤カクテル (EDTA フリー) (nacalai 

tesque、Kyoto、Japan) 、1 µL/mL Benzonase Nuclease (Merck Millipor、Burlington、

USA) および 1 kU/mL rLysozyme (Merck Millipore) を含む BugBuster Protein 

Extraction Reagent (Merck Millipore) によって懸濁し、室温下で 40 分振盪するこ

とによって溶解した。得られた細胞溶解液を遠心分離 (12,000 × g、4°C、10 分) 

に供し、上清を回収し、0.2 µm Polyethersulfone フィルター (Merck Millipore) に

通したものを可溶性画分とした。この可溶性画分を用いて、TALON Metal 

Affinity Resin (Clonetech Laboratories、Mountain View、USA) により付属の手順
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に従って miEBLN-1 タンパク質を精製した。溶出液は、1 mLごとのフラクショ

ンごとに分けて回収した。各フラクションを、e-PAGEL (Atto Cooperation、

Tokyo、Japan) を用いた SDS-PAGE に供し、One Step CBB (Bio Craft、Tokyo、

Japan) によって CBB染色を行った。miEBLN-1 タンパク質の予想分子量 (約 43 

kDa) のシグナルを比較し、miEBLN-1 タンパク質を多く含むことが予想された

画分のみ以降の操作に用いた。 

抗体のアフィニティー精製に用いた野生型 miEBLN-1 タンパク質、な

らびに EMSA に用いた野生型及び変異型 miEBLN-1 タンパク質については、さ

らにゲルからの抽出による精製も行った。以下に詳細を記す。TALON Metal 

Affinity Resin (Clonetech Laboratories) によって得られた溶出液の全量に対して 4

倍量の氷冷したアセトン (nacalai tesque) を加え、激しく撹拌したのち-30°C 下に

て 8時間インキュベーションした。その後、12,000 × g, 20 分, 4°C によってペレ

ットを回収し、4 M 尿素/ 1× SDS Sample Buffer (組成は下記参照) に懸濁した。

miEBLN-1 タンパク質溶解液の全量を SDS-PAGE に供し、One Step CBB (Bio 

Craft) によってタンパク質の染色を行った。このゲルから目的の分子量 (約 43 

kDa) 付近に見られるバンドを切り出し、バイオマッシャーⅤ (Nippi、Tokyo、

Japan) を用いて Gel Extraction Buffer (組成は下記参照) 中でホモジナイズした後、

室温で 8 時間振盪し、ゲルからタンパク質を溶出した。溶出液の全量に対して

4倍量の氷冷したアセトン (nacalai tesque) を加え、激しく撹拌したのち-30°C に

て 8 時間インキュベーションした。12,000 × g 、20 分、4°C の遠心分離によっ

て回収したペレットを 8 M 尿素により懸濁し、Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 

(Thermo Fisher Scientific) によって透析を行い、溶媒を PBS (-) 又は Gel Shift 

Assay Buffer (組成は下記参照) へと置換した。 

 

< 2× SDS Sample Buffer の組成 > 

Tris - HCl pH 6.8   125 mM 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) 4 % (w/v) 

Glycerol    10 % (w/v) 

2 – Mercaptoethanol  10 % (w/v) 

Glycerol    5 % (v/v) 

Bromophenol blue   微量 
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< Gel Extraction Buffer の組成 > 

Tris - HCl pH 8.0   20 mM 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) 1 % (w/v) 

 

< Gel Shift Assay Buffer の組成 > 

HEPES pH 7.9   50 mM 

NaCl    150 mM 

MgCl2    1 mM 

1,4-Dithiothreitol   1 mM 

Glycerol    5 % (v/v) 

 

抗miEBLN-1p 抗体の作製及び精製 
前項によって得られた精製 miEBLN-1p 溶液を、Slide-A-Lyzer Dialysis 

Cassette (Thermo Fisher Scientific) によって透析を行い、溶媒を PBS (-) へと置換

した。このタンパク質溶液をウサギに免疫し、全血清を回収した。なお、ウサ

ギへの免疫および全血清の回収はユーロフィンジェノミクス (Tokyo、Japan) に

委託した。 

さらに全血清中の抗 miEBLN-1p 抗体を精製するため、High-Affinity 

Antibody Purification Kit (GenScript Biotech、New Jersey、USA) を用いて抗原ア

フィニティー精製を行った。その際、ゲル抽出によって精製した miEBLN-1p

を抗原として用い、操作は付属の手順に従って行った。 

 

コウモリ生体組織中のタンパク質抽出 
凍結試料を 0°C に冷却した金属板の上で少量切り取り、バイオマッシ

ャーII (Nippi) を用いて少量の PBS (-) 中でホモジナイズした。RIPA Buffer (組成

は下記参照) を加え、さらにホモジナイズした後、4°C 下で 30 分間インキュベ

ートした。得られた臓器乳剤中の細胞膜を破砕するため、Biorupter (Cosmo Bio、

Tokyo、Japan) を用いて High voltage、90秒間の条件で超音波処理を行った。そ

の後、10,000 × g、10 分間、4°C の遠心分離を行い、回収した上清を可溶性タン

パク質画分とした。 

 

< RIPA Buffer の組成 > 

Tris HCl pH 8.0    50 mM 
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NaCl     150 mM 

NP-40     1 % (v/v) 

Sodium dodecyl sulfate   0.1 % (w/v) 

Sodium Deoxycholate   0.5 % (w/v) 

cOmplete Protease Inhibitor (Roche)   2× 

 

コウモリ組織由来可溶性タンパク質画分の総タンパク質定量 
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて、付属の

手順に従ってコウモリ組織由来可溶性タンパク質画分の総タンパク質量を定量

した。なお、検量線は上記のキットに付属している Albumin Standard を段階希

釈することで作成した。 

 

ウエスタンブロッティング解析 
各サンプルを e-PaGEL (Atto Cooperation) にアプライし、300 V の定電

圧で 45 分間の電気泳動を行った。泳動後のゲルを Trans-Blot Turbo PVDF 

Transfer Pack (BIO-RAD、Hercules、USA) によって Mini Format, 0.2 µm PVDF 

Single Application (BIO-RAD) に転写した。転写後のメンブレンを Blocking 

Buffer (組成は下記参照) で 1 時間ブロッキングし、Blocking Buffer で希釈した

一次抗体によって室温、1 時間のインキュべーションを行った。その後、1× 

TBS-T にて室温、5 分間のメンブレンの洗浄を 3 回行った。Blocking Buffer で

5000倍に希釈した HRP標識抗ウサギ IgG 抗体 (Merck Millipore) または HRP標

識抗マウス IgG 抗体 (Merck Millipore)によって室温、1時間でインキュべーショ

ンして二次反応を行ない、同様に 1× TBS-T を用いて洗浄した。最後に ECL 

Prime Western Blotting Detection Reagent (GE healthcare、Little Chalfont、UK) を添

加し化学発光反応を行い、ImageQuant LAS 4000 mini system (FujiFilm、Tokyo、

Japan) によって撮影した。 

 

< Blocking Buffer の組成 > 

スキムミルク (nacalai tesque)   4 % (w/v) 

TBS-T (組成は以下参照)     1× 

 

< 1× TBS-T の組成 > 

Tris buffered saline (TBS) Tablets, pH 7.6 (Takara) ×1 



 61 

Tween 20 (Wako、Kyoto、Japan)   0.1 % (v/v) 

 

哺乳動物細胞へのプラスミドトランスフェクション 
培養細胞へのトランスフェクションは、LINE-1 レポーターアッセイに

おいては TransIT-293 Transfection Reagent を、それ以外の全ての実験においては

Lipofectamine2000 (Invitrogen) を用いた。なお、どちらの試薬を用いる場合にお

いても付属の手順に従ってトランスフェクションを行っている。 

SubK12-08 細胞および YubFKT-1 細胞へのプラスミドトランスフェク

ションには、1.0 µg のプラスミドに対して 3.0 µL の Lipofectamine2000 を用いた。

一方で、ヒト OL 細胞および HEK293T 細胞へのプラスミドトランスフェクショ

ンには、1.0 µg のプラスミドに対して 2.5 µL の Lipofectamine2000 を用いた。 

 

DIG ラベル化RNAの合成 
NdeⅠ/ NheⅠ 制限酵素処理によって線状化した pSPT18 GAPDH をテンプ

レートとして用い、T7 ポリメラーゼによる in vitro 転写反応を行った。その際

用いた試薬や詳細な操作は DIG RNA Labeling Kit (Roche) に準じた。得られた

合成 RNA を Nucleospin RNA (Macherey Nagel) によって精製し、Tape Station HS 

RNA kit (Agilent Biosystems、Santa Clara、USA) を用いて塩基長および分解度の

チェックを行った。 

 

EMSAによるRNA結合能の評価 
75°C、3 分間の加熱と 5 分間の氷冷により、DIG ラベル化 RNA の変性

を行った。精製した野生型および変異型 miEBLN-1 タンパク質と変性 DIG ラベ

ル化 RNA を Gel Shift Assay Buffer (組成は上述の「miEBLN-1 組み換えタンパク

質の精製」の項を参照) に混合し、4°C、1時間インキュベーションした。その

後、変性アガロースゲル (組成は下記参照) を用い、TBE を泳動溶液として、

4°C 下、50 V の定電圧で 1時間電気泳動を行った。泳動後のアガロースゲルを、

10× SSC Buffer (組成は下記参照) を用いた Downward method により Nylon 

membrane, positively charged (Sigma - Aldrich) に 8時間転写した。転写後のメン

ブレンを、CX-2000 UV Crosslinker (UVP) を用いた UV照射 (12,000 µJ/cm2) によ

ってクロスリンクした。その後、メンブレンを Wash Buffer (組成は下記参照) 

により 10 分間洗浄し、Blocking Buffer (組成は下記参照) によって 1時間ブロッ
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キングした。Anti-DIG AP (Roche) を Blocking Buffer によって 250倍に希釈し、

4°C 下で一晩インキュベーションした。反応後、メンブレンを Wash Buffer によ

って 3 回洗浄したのち、Tripex CDP-Star Ready-to-use (Thermo Fisher Scientific) 

をメンブレン上に滴下して 1 分以上反応させ、ImageQuant LAS 4000 mini system 

(FujiFilm、Tokyo、Japan) にて検出した。 

 

< 変性アガロースゲル > 

Agarose S (Nippon Gene)  1.2 % (w/v) 

TBE (組成は下記参照)  0.5× 

Formaldehyde   0.66 M 

 

< 5× TBE Buffer の組成 > 

Tris    0.445 M 

Boric Acid   0.445 M 

EDTA    0.01 M 

これらを超純水で溶解したものを 5× 濃度とし、以降これを希釈して用いた。 

 

< 10× SSC Buffer の組成 > 

NaCl    1.5 M 

Trisodium citrate dihydrate  0.15 M 

 

< Wash Buffer の組成 > 

PBS (-)     1× 

Tween20    0.05 % (v/v) 

 

< Blocking Buffer の組成 > 

PBS (-)     1× 

Tween20    0.05 % (v/v) 

Skim Milk (nacalai tesque)  5 % (w/v) 

 

免疫沈降溶出画分を用いたRT-PCR 
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1.2 × 106 個の OL 細胞を 6 ウェルプレートに播種した。24 時間後、

pCAG-Empty、pCAG-miEBLN1、pCAG-miEBLN1-def のうちいずれか 2 µg をト

ランスフェクションした。トランスフェクションから 48 時間後、トリプシン

処理によって細胞を回収し、氷冷 PBS (-) にて二回洗浄した。その後、TNE 

Buffer – 1 (組成は下記参照) を 1 mL加え、4°C 下で 1時間インキュベーション

した。その後、細胞溶解液を 12,000 × g、4°C、20 分間の遠心分離に供し、上清

を可溶性画分とした。2 µL の抗 miEBLN-1p 抗体を担持させた 50 µL slurry の

Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific) を可溶性画分で懸濁し、室温で 15

分間ローテーターにより撹拌した。これによって可溶性画分の免疫沈降を行な

った。反応後のビーズを 1× SDS Sample Buffer に懸濁し、85℃にて 15 分間イン

キュベーションすることで得た溶出液を以降の WB 解析に用いた。また、反応

後のビーズを 500 µL の Trizol Reagent に懸濁し、55℃にて 15 分間インキュベー

ションすることで得た溶出液を以降の RT-PCR に用いた。溶出液として得られ

た Trizol reagent から RNA を精製し、Verso RT cDNA Synthesis Kit (Thermo 

Fisher Scientific) によって逆転写反応を行なった。これにより得られた cDNA を

用いて、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara) によって下記の条件で PCR

を行い、1.5 % アガロースゲルを用いた電気泳動に供した。 

 

< TNE Buffer - 1 の組成 > 

Tris-HCl pH 8.0    10 mM 

NaCl     150 mM 

EDTA     1 mM 

NP-40     0.1 % (v/v) 

cOmplete Protease Inhibitor (Roche)  1× 

RNase OUT (Thermo Fisher Scientific)  0.1 U/µL 

1,4-Dithiothreitol    0.5 mM 

 

< 逆転写の反応条件 > 

プライマー： 付属の Anchored oligo dT プライマー 

([70°C、5 分] - [4°C、1 分] - [50°C、1時間] - [95°C、5 分]) × 1サイクル 

 

< PCR の反応条件 > 
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プライマー： GAPDH  F / R 

([98°C、10秒]-[55°C、15秒]-[68°C、30秒]) × 30サイクル 

   

 

免疫沈降によるmiEBLN-1 タンパク質のオリゴマー形成評価 
1.2 × 106 個の SubK12-08 細胞を 6 ウェルプレートに播種した。24時間

後、2 µg の pCAG-FLAG-miEBLN1 に加え、2 µg の pCAG-Empty 2 µg あるいは

pCAG-HA-miEBLN1 をトランスフェクションした。トランスフェクションから

48 時間後、トリプシン処理によって細胞を回収し、氷冷 PBS (-) にて二回洗浄

した。その後、TNE Buffer – 1 (組成は上記参照) を 200 µL加え、4°C 下で 1時

間インキュベーションした。その後、細胞溶解液を 12,000 × g、4°C、20 分間の

遠心分離に供し、上清を可溶性画分とした。4 µg の抗 FLAG mouse M2 抗体 

(Sigma-Aldrich) を担持させた 15 µL slurry の Dynabeads Protein G (Thermo Fisher 

Scientific) を可溶性画分で懸濁し、室温で 15 分間ローテーターにより撹拌した。

これによって可溶性画分の免疫沈降を行なった。反応後のビーズを 1 µg/µL 3× 

FLAGペプチド (Sigma-Aldrich) PBS (-) 溶液に懸濁し、4℃にて 3時間インキュ

ベーションすることで miEBLN-1 タンパク質複合体を溶出した。得られた溶出

液に等量の 2× SDS Sample Buffer を加え、95°C、5 分間の加熱によって変性さ

せたものを以降の解析に用いた。 

 

化学的架橋法によるmiEBLN-1p のオリゴマー形成評価 
PBS (-) を溶媒とする精製 miEBLN-1p溶液に、Glutaraldehyde 25 % in 

Water (nacalai tesque) を終濃度 0.1、0.2、0.5、1、2、5 mM となるように添加し、

37°C、5 分間インキュベーションした。反応後、直ちに等量の 2× SDS Sample 

Buffer と混合し、95°C、5 分間の加熱によって変性した。e-PAGEL (Atto 

Cooperation) を用いて各サンプルの電気泳動を行い、One Step CBB (Bio Craft) に

よってゲルを染色し、ImageQuant LAS 4000 mini system (FujiFilm) にて撮影した。 

 

ミニレプリコンアッセイ (BoDV-1 ポリメラーゼ阻害作用の評価) 
2 × 105 個の HEK293T 細胞を 24 ウェルプレートに播種した。24時間

後、0.125 µg の pCAG-HR-Gluc、pCAG-L、pcDNA3-N プラスミド、0.0125 µg の

pCXN2-P プラスミド、0.05 µg の pCMV-Cluc2 を調製し、0.25 µg の pCAG-
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Empty、pcDNA3-HA-itEBLN、pCAG-miEBLN1 を各々加えて、トランスフェク

ションした。トランスフェクションから 36時間後に Dual luciferase assay kit 

(Promega) を用いて培地中のルシフェラーゼ活性を測定し、Cypridina luciferase

活性の測定値に対する相対値からポリメラーゼ活性を評価した。ネガティブコ

ントロールには、pCAG-L の代わりに pCAG-Lmut プラスミドをトランスフェク

ションした細胞を用いた。 

 

BoDV-1 持続感染ヒトOL細胞を用いた IFA 
2 × 104 個の BoDV-1 (He/80株) 持続感染ヒト OL 細胞を 8 ウェルチャン

バーに播種した。24 時間後、pCAGGS FLAG-mi1、pcDNA3 HA-itEBLN、

pCAGGS HA-BoDV N を各々0.2 µg ずつトランスフェクションした。トランス

フェクションから 48 時間後、培地を吸引除去し 200 µL の 4 % ‐ 

Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (nacalai tesque) を加え、室温にて 15

分間静置して細胞を固定した。その後、1 % (w/v) Triton X-100 (nacalai tesque) / 

PBS (-) 溶液を加え、室温にて 10 分間静置し透過処理を行なった。PBS (-) によ

って 3 回洗浄したのち、Blocking Buffer (組成は下記参照) を加え 30 分間静置す

ることでブロッキングした。一次抗体反応として、上述の Blocking Buffer で希

釈した抗 BoDV-1 P ポリクローナル抗体 (HB03、10000倍希釈) および抗 FLAG 

mouse M2 抗体 (Sigma-Aldrich、2000 倍希釈) あるいは抗 HA mouse HA7 抗体 

(Sigma-Aldrich、2000倍希釈) を加え室温で 1時間静置した。PBS(-) で 3 回洗浄

した後、二次抗体反応として上述の Blocking Buffer で希釈した Alexa Flour 488

標識抗マウス IgG 抗体 (Thermo Fisher Scientific、2000 倍希釈) あるいは Alexa 

Flour 555標識抗ラビット IgG 抗体 (Thermo Fisher Scientific、2000倍希釈) およ

び DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Merck Millipore、500倍希釈) を加え、暗

所で室温にて 1時間静置した。その後、PBS (-) で 3 回洗浄し、共焦点レーザー

顕微鏡 ECRIPSE Ti (Nikon、Tokyo、Japan) にて観察した。 

 

< Blocking Buffer の組成 > 

Bovine Serum Abumin (Sigma-Aldrich)  1 % (w/v)  

Triton X-100 (nacalai tesque)   0.1 % (w/v) 

PBS (-)      1× 
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BoDV-1 持続感染ヒトOL細胞を用いた免疫沈降 
1.2 × 106 個の BoDV-1 (He/80株) 持続感染ヒト OL 細胞を 6 ウェルプレ

ートに播種した。24時間後、pCAG HA- mi1、pCAG HA- BoDV N を各ウェルに

1.5 µg、pcDNA3-HA- itEBLN各ウェルに 3.0 µg ずつトランスフェクションした。

トランスフェクションから 48 時間後、トリプシン処理によって細胞を回収し、

氷冷 PBS (-) にて二回洗浄した。TNE Buffer - 1 (組成は上記参照) を 200 µL加え、

4°C 下で 2 時間、ローテーターを用いて撹拌した。細胞溶解液を 12,000 × g、

4°C、10 分間の遠心分離に供し、上清を回収したものを可溶性画分とした。4 

µg の抗 HA mouse HA7 抗体  (Sigma-Aldrich) を担持させた 15 µL slurry の

Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific) を可溶性画分で懸濁し、室温で 15

分間、ローテーターを用いて撹拌した。これによって可溶性画分の免疫沈降を

行なった。反応後のビーズを 2 度 PBS(-) によって洗浄した後、1 µg/µL HA ペ

プチド PBS (-) 溶液に懸濁し、冷温下で 3 時間インキュベーションすることで

溶出した。溶出画分を等量の 2× SDS Sample Buffer と混合し、95°C、5 分間加

熱することによって変性させたものを以降の解析に用いた。 

 

ルシフェラーゼ発現BoDV-1 を用いた抗ウイルス作用評価 
0.08 × 106 個の BoDV-1-fluc (He/80株) 持続感染 Vero 細胞を 48 ウェル

プレートに播種した。24 時間後、pCAG-Empty、pcDNA-HA-itEBLN、pCAG-

miEBLN1 を各ウェルに 0.4 µg ずつトランスフェクションした。トランスフェク

ションから 48 時間後、細胞を PBS (-) にて二回洗浄し、Dual-Luciferase® 

Reporter Assay System (Promega) および GloMax® Discover Microplate Reader 

(Promega) によってルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

コウモリ細胞を用いたBoDV-1 感染実験 
0.1 × 106 個の YubFKT-1 細胞を 96 ウェルプレートに播種した。24時

間後、20 µL の BoDV-1含有細胞破砕液を各ウェルに加え、15 分毎に浸透しつ

つ 37°C で 1 時間インキュベーションした。その後、10 % FCS を含む DMEM に

て培養および継代を続け、各タイムポイントにて細胞を回収した。細胞内の

total RNA を Nucleospin RNA Plus (Macherey-Nagel, Allentown, USA) を用いて回

収し、さらに Verso cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて逆転写

を行った。Luna Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs) および CFX 
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Connect Real-Time PCR Detection System (Bio–Rad) を用いて定量 PCR を行ない、

比較 Ct 法によって BoDV-1 ゲノム RNA量を評価した。 

 

< 逆転写の反応条件 > 

プライマー： 付属の Anchored oligo dT プライマー 

  BoDV-1 gRNA RT 

([70°C、5 分] - [4°C、1 分] - [50°C、1時間] - [95°C、5 分]) × 1サイクル 

 

< PCR の反応条件 > 

プライマー： GAPDH qPCR F / R 

  BoDV-1 gRNA  F / R 

([95°C、10 分]) × 1 - ( [95°C、15秒] – [60°C、30秒] ) × 45サイクル 

 

コウモリ細胞を用いた IAV感染実験 
Influenza A/WSN/33 (H1N1) (WSN株) は東京大学の河岡義裕教授より

ご供与いただいた。miEBLN-1p恒常発現 YubFKT-1 細胞および GFP恒常発現

YubFKT-1 細胞に IAV を MOI= 1 となるように接種し、37°C で 1 時間反応させ

た。PBS (-)で洗浄したのち、0.2 % BSA を含むMEM を加え 37°C で培養した。

各タイムポイントで培地を回収し、4°C、3000 rpm、10 分間遠心した上清をウ

イルス溶液として以下のプラークアッセイに供した。MDCK 細胞に 0.2 % BSA

を含むMEM によって段階希釈したウイルス溶液を接種し、37°C で 1 時間反応

させた。アガロース溶液 (組成は以下参照) を加え、室温で 15 分静置しアガロ

ースが固まったのちにインキュベーターに移し 37°C で 36時間培養した。アガ

ロースの上から 20 % (v/v) ホルマリン (富士フィルム和光純薬) を加え、室温で

30 分静置し細胞を固定した。アガロースとホルマリン溶液を除き、アミドブラ

ック溶液 (組成は以下参照) を加え室温で 1 時間静置した。水道水で洗浄し、プ

ラークの数からウイルス力価を算出した。 

 

< アガロース溶液の組成 > 

Sea plaque agarose (Lonza、Basel、Switzerland) 0.5 % (w/v) 

Sea Kem GTG agarose (Lonza)   0.5 % (w/v) 

10 × MEM (Gibco BRL Life Technologies)  10 % (v/v) 

FCS (MP biomedicals)    4 % (v/v) 
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NaHCO3 (Sigma-Aldrich)    3 % (w/v) 

MEM NEAA × 100  (Gibco BRL Life Technologies) 1 % (v/v) 

MEM Vitamin (Gibco BRL Life Technologies)  1 % (v/v) 

L-Glutamine (Sigma-Aldrich)   2 % (v/v) 

Pen. & Strep. (Wako)    1 % (v/v) 

TPCK Trypsin (Merck Millipore)   0.1 % (v/v) 

MilliQ      to 100 mL 

 

< アミドブラック溶液の組成 > 

Amidoblack  (富士フィルム和光純薬)  0.05 % (w/v) 

Methanol      50 % (v/v) 

Acetic acid     10 % (v/v) 

蒸留水      to 50 mL 

 

TAP法によるmiEBLN-1 タンパク質複合体の精製 
1.0 × 106 個の SubK12-08 細胞を 10 cm ディッシュに播種した。24時間

後、pCAG-TAP-miEBLN1 または pCAG-Empty プラスミドを各々10 µg トランス

フェクションした。トランスフェクションから 48 時間後、トリプシン処理に

よって細胞を回収し、氷冷 PBS (-) にて二回洗浄した。その後、TNE Buffer - 2 

(組成は下記参照) を 500 µL加え、4 ℃下で 1時間、ローテーターにより撹拌し

た。その後、細胞溶解液を 12,000 × g、4 ℃、10 分間遠心分離に供し、回収し

た上清を可溶性画分とした。4 µg の抗 HA mouse HA7 抗体 (Sigma-Aldrich) を担

持させた 15 µL slurry の Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific) を可溶性

画分で懸濁し、室温で 15 分間、ローテーターを用いて撹拌した。これによっ

て可溶性画分の免疫沈降を行なった。反応後、磁気ビーズに結合したタンパク

質を 0.067 U/µL AcTEV プロテアーゼ (Thermo Fisher Scientific) によって 16 ℃、

3時間消化した。4 µg の抗 FLAG mouse M2 抗体 (Sigma-Aldrich) を担持させた

15 µL slurry の Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific) をプロテアーゼ反応

溶液で懸濁し、室温で 15 分間、ローテーターを用いて撹拌した。反応後のビ

ーズを 1 µg/µL 3× FLAGペプチド (Sigma-Aldrich) PBS (-) 溶液に懸濁し、4 ℃に

て 2.5 時間インキュベーションすることで miEBLN-1 タンパク質複合体を溶出



 69 

した。得られた溶出液に等量の 2× SDS-Sample Buffer を加え、95 ℃、5 分間の

加熱によって変性させたものを以降の解析に用いた。 

 

< TNE Buffer - 2 の組成 > 

Tris-HCl pH 8.0    10 mM 

NaCl     150 mM 

EDTA     1 mM 

NP-40     0.1 % (v/v) 

cOmplete Protease Inhibitor (Roche)  1× 

 

TAP法溶出画分中の相互作用タンパク質の同定 
前項によって得られた溶出画分を e-PaGEL (Atto Cooperation) を用いた

SDS-PAGE によって分離し、Silver Quest (Thermo Fisher Scientific) を用いて銀染

色を行なった。pCAG-TAP-miEBLN1 をトランスフェクションしたサンプルの

レーンを 16 の領域に分けて切り出し、質量分析解析に供した。 M. schreibersii

のアノテーション付きペプチド配列 (GEO : GSE50699108) に miEBLN-1 ORF の

予想アミノ酸配列を加えた配列ファイルをデータベースとして、得られたペプ

チド配列のアノテーション情報を検索することで、相互作用タンパク質を同定

した。 

 

免疫沈降によるmiEBLN-1p - 宿主タンパク質間相互作用の検証 
RNase 存在下における免疫沈降による相互作用の検証は、以下の様に

行った。3.6 × 105 個の SubK12-08 細胞を 12 ウェルプレートに播種した。24時

間後、pEF4-lacZ、pCAG-MOV10、pCAG-IGF2BP3 プラスミドを各々0.5 µg に加

え、pCAG-FLAG-mi1 を 0.5 µg トランスフェクションした。トランスフェクシ

ョンから 48時間後、トリプシン処理によって細胞を回収し、氷冷 PBS (-) にて

二回洗浄した。その後、TNE Buffer - 1 (組成は上記参照) を 200 µL加え、4 ℃

下で 1.5時間、ローテーターにより撹拌した。その後、細胞溶解液を 12,000 × g、

4 ℃、3 分間の遠心分離に供し、上清を可溶性画分とした。4 µg の抗 FLAG 

mouse M2 抗体 (Sigma-Aldrich) を担持させた 15 µL slurry の Dynabeads Protein G 

(Thermo Fisher Scientific) を可溶性画分によって懸濁し、室温で 15 分間、ローテ

ーターを用いて撹拌した。これによって可溶性画分の免疫沈降を行なった。反
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応後、ビーズを 0.1 mg/mL RNase A (Invitrogen) PBS (-) 溶液に懸濁し室温で 15

分間インキュベーションした。反応後のビーズを 2 度 PBS (-) によって洗浄し

た後、1 µg/µL 3× FLAGペプチド (Sigma-Aldrich) PBS (-) 溶液に懸濁し、冷温下

で一晩インキュベーションすることで miEBLN-1 タンパク質複合体を溶出した。

得られた溶出液に 2×SDS Sample Buffer を加え、95 ℃、5 分の加熱によって変

性させたものを以降の解析に用いた。 

miEBLN-1p WT と miEBLN-1p def を用いた免疫沈降による相互作用の

比較は、前項「免疫沈降溶出画分を用いた RT-PCR」と同じサンプルを用いた。 

miEBLN-1p と BoDV-1 N を用いた免疫沈降による相互作用の比較は、

以下の様にして行なった。1.2 × 106 個の SubK12-08 細胞を 6 ウェルプレートに

播種した。24時間後、2 µg の pCAG-MO10-Myc に加え、pCAG-Empty、pCAG-

FLAG-miEBLN1、pCAG-FLAG-BoDV-N のうちいずれか 2 µg をトランスフェク

ションした。トランスフェクションから 48 時間後、スクレーピングによって

細胞を回収し、免疫沈降を行った。詳細な条件は前項「免疫沈降溶出画分を用

いた RT-PCR」に準ずる。 

 

IFA によるmiEBLN-1p のストレス顆粒局在評価 
4 × 104 個の miEBLN-1p恒常発現 YubFKT-1 細胞を 8 ウェルチャンバ

ーに播種した。24 時間後、0.25 µg の pmCherry-C1-G3BP1 をトランスフェクシ

ョンした。トランスフェクションから 24時間後、培地を吸引除去し 0.2M NaCl 

(nacalai tesque) および 10% FCS を含む DMEM を加えて 37°C、1 時間インキュ

ベーションした。その後直ちに 4 % ‐ Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution 

(nacalai tesque) によって細胞を固定し、抗 miEBLN-1p 抗体を用いて IFA を行っ

た。詳細な反応条件は前項「BoDV-1持続感染ヒト OL 細胞を用いた IFA」に準

ずる。 

 

ストレス処理下での免疫沈降によるmiEBLN-1p の相互作用評価 
2.0 × 106 個の miEBLN-1p恒常発現 YubFKT-1 細胞を 6 ウェルプレート

に播種した。24 時間後、スクレーピングによって細胞を回収し、抗 miEBLN-

1p 抗体および normal rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) を用いて

免疫沈降を行った。詳細な実験条件は前項「免疫沈降溶出画分を用いた RT-

PCR」に準ずる。 
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IFA によるmiEBLN-1p と ORF1の共局在評価 
4.0 × 104 個の OL 細胞を 8 ウェルチャンバーに播種した。24時間後、

pCAG-ORF1-Myc と pCAG-miEBLN1 を共に 0.1 µg ずつトランスフェクションし

た。トランスフェクションから 24 時間後、4 % ‐ Paraformaldehyde Phosphate 

Buffer Solution (nacalai tesque) によって細胞を固定し、抗 miEBLN-1p 抗体およ

び抗 Myc 抗体を用いて IFA を行った。詳細な反応条件は前項「BoDV-1持続感

染ヒト OL 細胞を用いた IFA」に準ずる。 

 

免疫沈降によるmiEBLN-1 と ORF1の相互作用評価 
2.0 × 106 個の OL 細胞を 6 ウェルプレートに播種した。24 時間後、2 

µg の pCAG-ORF1-Myc に加えて、pCAG-miEBLN1、pCAG-miEBLN1-AS1~7 の

いずれか 2 µg を各々のウェルにトランスフェクションした。トランスフェクシ

ョンから 24 時間後、トリプシン処理によって細胞を回収し、抗 miEBLN-1p 抗

体を用いて免疫沈降を行った。詳細な実験条件は前項「免疫沈降溶出画分を用

いた RT-PCR」に準ずる。 

 

LINE-1 レポーターアッセイ (LINE-1 転移活性抑制作用の評価) 
HEK293T 細胞を 0.4 × 106 個、12 ウェルプレートに播種した。24時間

後、EF06R 0.65 µg に加え pCAG-Empty、pEF-lacZ、pCAG-miEBLN1、pCAG-

miEBLN1-def、pCAG-MOV10、pCAG-miEBLN1-ΔWT、pCAG-miEBLN1-Δdef 

のいずれか 0.25 µg を TransIT®-293 Transfection Reagent (Mirus Bio, Madison, WI, 

USA) によって各々のウェルにトランスフェクションした。トランスフェクシ

ョンから 24時間後、培養液を 2.5 µg/mL puromycin含有 DMEM に換えて 48時

間インキュベーションすることでセレクションを行なった。セレクション以降

は 3日おきに継代し、15日目に 4 % ‐ Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution 

(nacalai tesque) にて固定し、BD LSRFortessa Cell Analyzer (Becton, Dickinson and 

Company、Franklin Lakes、USA) によって GFP陽性細胞数を計測した。 
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抗体 製造社 ID 希釈倍率

Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in 
mouse Sigma-Aldrich F1804-1MG 2000

Monoclonal Anti-HA antibody produced in mouse 
clone HA-7, purified from hybridoma cell culture Sigma-Aldrich H3663-

200UL 2000

Myc-Tag (9B11) Mouse mAb Cell Signaling 2276S 2000

Anti-Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
Antibody, clone 6C5 EMD Millipore MAB374 2000

Monoclonal Anti-α-Tubulin Clone B-5-1-2 Sigma-Aldrich T5168 2000

Anti-Mov10 antibody Abcam ab80613 1000

Anti-G3BP1 antibody (H-10) Santa Cruz 
Biotechnology sc365338 250

Anti-Histone H3 Antibody, CT, pan Millipore cloneA3S 1000

表4. 本研究において用いた抗体一覧
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用途 名称 配列 (5' - 3')
ゲノムPCR miEBLN-1 locus F AGCCCTTTCTCTCTTCAYTTTRCC
ゲノムPCR miEBLN-1 locus R TAATATTTRTTAAATGCTTACTATRABCCAAGTAC
RT-PCR miEBLN-1 Pair1 F GTTTCTGGAACAGTGCACAGATGG
RT-PCR miEBLN-1 Pair1 R CAAGCATGGCTGGGTGTCTTATAG
RT-PCR miEBLN-1 Pair2 F GGATCAACTCTAAGCCTTGGGTG
RT-PCR miEBLN-1 Pair2 R GACCTGATCAAGCATCTCTTTCCC
RT-PCR HPRT1 F AGGCCATCACATTGTAGCCC
RT-PCR HPRT1 R GATGTCCCCAGTTGATTGGTC
qRT-PCR miEBLN-1 ORF F CTTTCTCTCCGATCCCAGGC
qRT-PCR miEBLN-1 ORF R AAACTGACCAAGCTCCAGGC
RT-PCR GAPDH F CAGGTTGTCTCCTGCGACTT
RT-PCR GAPDH R AGCTGAGGGCCTATCTTCCT
クローニング miEBLN-1 ORF F ATAATCGATATGCCTCAAACTGACCAAGCTCC
クローニング miEBLN-1 ORF R ATAGCTAGCTTACTGGAACCCTGTTACTCCATATTTCTTC
クローニング miEBLN-1p def 1F TTTTGGCAAAGAATTCATGCCTCAAACTGACCAAG
クローニング miEBLN-1p def 1R CATAGTCTTGAATGCTGCTTGAATCTGAAAACTGTT
クローニング miEBLN-1p def 2F GCATTCAAGACTATGATGGT
クローニング miEBLN-1p def 2R CTGTTCCAGAAACATTGCTATAATATAGTATGTAGTC
クローニング miEBLN-1p def 3F ATGTTTCTGGAACAGTGCAC
クローニング miEBLN-1p def 3R TAAATTTGGGAACATTGCAGGTGATAGCTCAAGC
クローニング miEBLN-1p def 4F ATGTTCCCAAATTTATCCACC
クローニング miEBLN-1p def 4R GATCTGCTAGCTCGAGTTACTGGAACCCTGTTACTC
クローニング AS Frag.1 F ATCATTTTGGCAAAGAATTCATGCCTCAAACTGACCAAG
クローニング AS Frag.2 R GCATCGATGAGCTCGAATTCTTACTGGAACCCTGTTACTC
クローニング AS1 Frag.1 R GCTGTGTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTATATCCTGATCATAGGGGTG
クローニング AS1 Frag.2 F GCAGCAGCACACAGCCACTATAAGCCAAAC
クローニング AS2 Frag.1 R CTCCATTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCCTCCTCCTCCTCAGGCTCTTC
クローニング AS2 Frag.2 F GCAGCAGCAATGGAGTTTAACTTAACTGGC
クローニング AS3 Frag.1 R AAACTTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCGTTTGGCTTATAGTGGCTGTG
クローニング AS3 Frag.2 F GCAGCAGCAAAGTTTCGTCAGTACCCTACA
クローニング AS4 Frag.1 R ATCATCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCGCCAGTTAAGTTAAACTCCAT
クローニング AS4 Frag.2 F GCAGCAGCAGATGATGAGGAACCACAGCCT
クローニング AS5 Frag.1 R GATCCCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTAGGGTACTGACGAAACTT
クローニング AS5 Frag.2 F GCAGCAGCAGGGATCGGAGAGAAAGAAGAT
クローニング AS6 Frag.1 R CTCAATTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCAGGCTGTGGTTCCTCATCATC
クローニング AS6 Frag.2 F GCAGCAGCAATTGAGAGGGCTGCAAAGTCA
クローニング AS7 Frag.1 R AAACATTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCATCTTCTTTCTCTCCGATCCC
クローニング AS7 Frag.2 F GCAGCAGCAATGTTTGATCCTGAACATAGA
クローニング miEBLN-1pΔ F ATTGAATTCGCCACCATGTTTGATCCTGAA
クローニング MOV10 F ATTGGTACCGCCACCATGCCCAGTAAGTTC
クローニング MOV10 R ATTTTCGAAGAGCTCATTTCTCCACTCTGGCTC
クローニング IGF2BP3 F ATTGGTACCGCCACCATGAACAAACTGTATATC
クローニング IGF2BP3 R ATTTTCGAACTTCCGTCTTGACTGAAGTG
クローニング LINE-1 ORF1 F ATTGAATTCGCCACCATGGGGAAAAAAC
クローニング LINE-1 ORF1 R ATTGCTAGCCATTTTGGCATGATTTTGCAGC

Y; Mixed bases of C and T、R; Mixed bases of A and G、B; Mixed bases of G, C, and T.

表5. 本研究において用いたプライマーの一覧
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注釈 

本論文では、趣旨を明快にするため、共同研究者の方々のご協力によ

り得られたデータも示した。本研究で行った EBLN 探索は、当研究室の博士課

程学生である川崎純菜氏により得られた結果に基づいて行われた。また、表１

および表２は、当時日本大学生物資源科学部動物医科学研究センターに所属さ

れていた故 鈴木由紀准教授と共同で行った解析により得られた結果である。 

 

本学位論文は以下の学術論文に基づいて作成したものである。 

Yahiro Mukai, Masayuki Horie, Shohei Kojima, Junna Kawasaki, and Keizo Tomonaga. 

An endogenous bornavirus-like nucleoprotein in miniopterid bats retains the 

RNA-binding properties of the original viral protein. 

FEBS Letters, Volume 596, Issue 3, 2022. DOI: 10.1002/1873-3468.14290 
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