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略語表 

 

本文中および図表中に用いた略語は以下の通りである。 

ADAR1  ：Adenosine deaminase acting on RNA 1 

ADAR2  ：Adenosine deaminase acting on RNA 2 

ADAR3  ：Adenosine deaminase acting on RNA 3 

ALS  ：Amyotrophic lateral sclerosis 

AMPA  ：α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate 

A-to-G  ：Adenosine to guanine 

A-to-I  ：Adenosine to inosine 

BoDV  ：Borna disease virus 

BPB  ：Bromophenol blue 

Ca  ：Calcium 

CRISPR  ：Clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

CXCL1  ：C-X-C motif chemokine ligand 1 

CXCL5  ：C-X-C motif chemokine ligand 5 

CXCL8  ：C-X-C motif chemokine ligand 8 

CXCL10 ：C-X-C motif chemokine ligand 10 

DAPI  ：4',6-diamidino-2-phenylindole 

DI RNA  ：Defective interfering RNA 

DMEM  ：Dulbecco's modified Eagle medium 

DNA  ：Deoxyribonucleic acid 

EGFP  ：Enhanced green fluorescent protein 

FCS  ：Fetal calf serum 

G  ：Glycoprotein 

GAPDH  ：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GluR2  ：Glutamate receptor 2 

Go  ：Gene ontology 

gRNA  ：guide RNA 

HCl  ：Hydrochloric acid 



4 

 

HDV  ：Hepatitis delta virus 

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

HIV  ：Human immune deficiency virus 

IAV  ：Influenza A virus 

IFA  ：Indirect immune fluorescence assay 

IgG  ：Immunoglobulin G 

IL-1β  ：Interleukin 1β 

IL-6  ：Interleukin 6 

L  ：RNA dependent RNA polymerase 

L-HDAg ：Large delta antigen 

M  ：Matrix protein 

MDA5  ：Melanoma differentiation-associated gene 5 

MDCK  ：Madin-Darby canine kidney 

MEM  ：Minimum Essential Medium 

MOI  ：Multiplicity of infection 

MgCl2  ：Magnesium chloride 

MeV  ：Measles virus 

miRNA  ：microRNA 

mRNA  ：Messenger RNA 

N  ：Nucleoprotein 

NF-κb1  ：Nuclear factor-kappa B1 

OAS  ：2'-5'-Oligoadenylate Synthetase 

OL  ：Oligodendroglioma 

P  ：Phosphoprotein 

PAMPs  ：Pathogen-associated molecular patterns 

PBS  ：Phosphate-buffered saline 

PCR  ：Polymerase chain reaction 

pH  ：Potential of hydrogen 

PKR  ：Protein kinase R 

PTX3  ：Pentraxin 3 

PVDF  ：Polyvinylidene difluoride 
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Rab27b  ：Ras-related protein Rab-27b 

RFP  ：Red fluorescent protein 

RIG-I  ：Retinoic acid-inducible gene-I 

RIP  ：RNA immunoprecipitation 

RNA  ：Ribonucleic acid 

RT-PCR  ：Reverse transcription polymerase chain reaction 

RT-qPCR ：Real-time quantative polymerase chain reaction 

SAFA  ：Scaffold-attachment factor A 

SDS  ：Sodium dodecyl sulfate 

S-HDAg ：Small delta antigen 

shRNA  ：Small hairpin RNA 

siRNA  ：Small interfering RNA 

SSPE  ：Subacute sclerosing panencephalitis 

TBS  ：Tris buffered saline 

Tris  ：2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol 

Triton X-100 ：Octylphenol ethoxylate 

Tween-20 ：Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 

vRNP  ：Viral ribonucleoprotein 

vSPOT  ：Viral speckle of transcripts 

WB  ：Western blotting 

X  ：X protein 

℃  ：Degree Celsius 

kb  ：Kilobase 

M  ：Mole 

µg  ：Microgram 

µL  ：Microliter 

µm  ：Micrometer 

mM  ：Millimoler 

nm  ：Nanometer 

%  ：Percent 

rpm  ：Rotations per minute   



6 

 

要旨 

宿主は二本鎖 RNA を非自己として認識し、自然免疫を誘導する。一方

で、宿主は自己の二本鎖 RNA による自然免疫の誘導を防ぐために、ADAR1

（Adenosine deaminase acting on RNA 1）の A-to-I編集活性を利用し、二本鎖 RNA

の構造変化を促し、RNA センサー分子による認識を回避している。ボルナ病ウ

イルス（Borna disease virus: BoDV）は非分節一本鎖マイナス鎖 RNAをゲノムに

もつウイルスで、核内で複製して細胞非傷害性に持続感染する。BoDVがウイル

ス由来二本鎖 RNAの非自己認識をどのように回避しているのか、その機構は明

らかでない。そこで私は、ADAR に着目し、BoDV 感染における ADAR の意義

およびその分子基盤の解明を目的として研究をおこなった。 

ADAR ファミリーのうち、A-to-I 編集活性をもつ ADAR1 と ADAR2 の

ノックダウン細胞を樹立し、BoDV感染初期に対するADARの関与を評価した。

その結果、両ノックダウン細胞は BoDV感染効率を減少させ、ADAR１と ADAR2

いずれもが BoDV感染に重要であることが明らかとなった。ADAR1 は宿主の非

自己認識の回避に関与しているが、ADAR2 については不明である。そこで、非

感染の ADAR2 ノックダウン細胞の遺伝子発現変動をマイクロアレイ解析によ

り評価した。その結果、ADAR2 ノックダウン細胞において免疫、炎症関連遺伝

子群の発現が有意に上昇したことから、ADAR2 も非感染状態における自然免疫

の抑制に寄与していることが示された。 

BoDV は主に細胞間接着と細胞分裂を介して感染を広げる。そこで

BoDV感染の広がりに対する ADAR の影響を評価したところ、ADAR2 のノック

ダウンは BoDV感染の広がりを抑制したが、ADAR1 のノックダウンは影響を与

えなかった。そこで ADAR2 に着目し、BoDV 持続感染の維持に対する影響を評

価した。BoDV持続感染細胞中の ADAR2 をノックダウンしたところ、ウイルス
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ゲノム RNA 量およびウイルス力価が減少した。これらの結果より、ADAR2 が

BoDVの生活環全体を通じて重要な役割を果たすことが示唆された。ADAR2 の

重要性をさらに検証するために、ADAR2 ノックアウト細胞株を樹立し、BoDV

感染初期への影響を評価しところ、ADAR2 ノックアウト細胞でも BoDV感染効

率は減少し、ADAR2 は BoDV感染に重要な因子であることが支持された。 

次に、ADAR2 ノックダウン細胞の A-to-I 編集活性を評価したところ、

A-to-I 編集活性が検出限界以下に減少していることが明らかとなった。そこで、

A-to-I 編集活性の重要性を評価するために、表現型回復実験をおこなった。

ADAR2ノックダウン細胞に野生型 ADAR2を発現させると BoDVの感染効率が

回復したが、ADAR2 編集活性欠損変異体では回復しなかった。このことから、

ADAR2のA-to-I編集活性がBoDV感染に重要であること示唆された。次にBoDV

ゲノム RNA が、ADAR2 による A-to-I 編集を受けているかを検討するために、

ADAR2 ノックダウン細胞と野生型細胞それぞれに感染している BoDV の配列

比較と、ADAR2-BoDV ゲノム RNA の相互作用解析を実施した。その結果、

ADAR2 が BoDV ゲノム RNA を基質として A-to-I 編集していることが示唆され

た。BoDVゲノム RNA に対する A-to-I編集の自然免疫に対する影響を評価する

ために、ADAR2ノックダウン細胞よりBoDVを回収し、感染実験をおこなった。

その結果、非編集のゲノム RNAをもつ BoDV は、編集を受けた BoDVよりも免

疫応答を強く誘導した。 

以上の結果から、BoDVが核内で持続感染を成立させるために、ADAR2

の A-to-I 編集を利用して非自己認識を回避し、自然免疫の誘導を抑制している

ことが示された。本研究により、ウイルスが宿主の機構を利用して免疫を回避す

る新しいメカニズムが明らかになった。 
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1-1. ボルナ病ウイルスの基本性状 

ボルナ病ウイルス（Borna disease virus: BoDV）は全長 8.9 kb の非分節一本

鎖マイナス鎖 RNAをゲノムに持つウイルスで、モノネガウイルス目、ボルナウ

イルス科、オルソボルナウイルス属に属する 1。BoDV の宿主域は広く、ヒト、

ウシ、ウマ、ヒツジ、ネコなど様々な哺乳動物への自然感染が報告されている。

BoDVは向神経性を示し、主にウマやヒツジなど感受性の高い動物に致死性の脳

脊髄炎を引き起こす 2, 3。しかし多くの哺乳動物において、BoDV は劇的な症状

を引き起こさず、中枢神経系に持続感染する 3, 4。 

ヒトへの BoDV感染については、散発的な報告はあるものの、精神疾患や

神経疾患との因果関係については明らかにされていなかった 5, 6。しかし 2018年、

ドイツで 1 人のドナーから臓器移植を受けた患者 3 人が BoDV 感染による急性

脳炎を発症し、うち 2 人が死亡した 7。また同年ドイツで、健康な 25 歳男性が

BoDV感染による急性脳炎で死亡した例が報告された 8。2019年には、原因不明

の脳炎で亡くなった患者 6 人の脳を in situ hybridization により検証したところ、

全ての患者から BoDV の RNA が検出された 9。これらの報告により、現在では

BoDVはヒトに致死性の脳炎を起こしうると考えられている。 

 BoDVはエンベロープに覆われた、直径 100～130 nm の球形の粒子を形

成する 10。8.9 kbのゲノムには 3’末端から順に、核タンパク質（N）、リン酸化タ

ンパク質（P）、Xタンパク質（X）、マトリックスタンパク質（M）、糖タンパク

質（G）、RNA依存性 RNAポリメラーゼ（L）の少なくとも 6つの遺伝子がコー

ドされている 11。また、ゲノムの両末端には転写と複製に必須のリーダー配列お

よびトレーラー配列をもつ 12。N、P、Lはゲノム RNAと共にウイルスリボ核タ

ンパク質（viral ribonucleoprotein: vRNP）を形成し、転写および複製を担う 13–15。

M と G 共にウイルス粒子を形成する 16。X は非構造タンパク質で、P との相互
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作用を介して BoDVの複製に抑制的に作用する 17, 18。 

多くの RNAウイルスと異なり、BoDVは核内で転写、複製をおこない持

続感染を成立させる 19, 20。BoDV持続感染細胞から放出されるウイルス粒子量は

極めて少なく、主に細胞分裂、または細胞間接着を介して感染を広げていく 16, 

21。細胞分裂時には、vRNP が宿主のクロマチンに結合し、娘細胞へと分配され

ることで持続感染が維持されている 22, 23。また、持続感染細胞核内には vSPOT

（viral speckle of transcripts）と呼ばれるドット状の構造物が観察される。vSPOT

には vRNP を構成するウイルスタンパク質およびゲノム RNAに加えて、アンチ

ゲノム RNA も検出されることから、vSPOT は BoDV の複製の場であると考え

られている 22, 23。 

 

1-2. A-to-I 編集酵素 ADAR の機能 

ADAR により触媒される A-to-I 編集は、二本鎖 RNA 中のアデノシンが

加水分解による脱アミノ反応を経て、イノシンへと置換される反応である 24, 25。

生じたイノシンの構造はグアニンと類似しているため、シークエンス解析や翻

訳の際にはグアニンとして認識される 24, 25（図 1）。 

図 1. ADAR に A-to-I 編集の概略図 
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ADARは加水分解的脱アミノ化反応によりアデノシンをイノシンへと置換（A-to-I編集）す

る酵素である。A-to-I 編集の結果生じたイノシンは、グアニンと構造が類似しているため、

シークエンス解析や翻訳の際には、イノシンとして認識される。 

 

A-to-I編集は、1987年にアフリカツメガエルの初期胚抽出物内で、二本

鎖 RNA 構造を巻き戻す unwinding 活性として初めて報告された 26。後に、この

unwinding 活性が A-to-I 編集によって引き起こされた二本鎖 RNA の構造変化で

あることが証明され、続いて A-to-I 編集の責任遺伝子である ADAR（Adenosine 

deaminase acting on RNA）が同定された 24, 27。ADAR は線虫からヒトまで広く保

存されており、哺乳類では ADAR1、ADAR2 および ADAR3 が同定されている

28, 29。ADAR1-3はいずれも保存された二本鎖 RNA結合領域および、デアミナー

ゼ領域を有しているが、哺乳類においては ADAR1 と ADAR2 のみが A-to-I編集

活性を示す 29（図 2）。 

 

図 2. ADAR ファミリーの構造 

哺乳類ではADAR1-3が同定されており、共通して類似した構造をもつが、ADAR1とADAR2

のみが A-to-I編集活性を示す。 

 

ADAR1 は広範に発現しており、恒常発現型の p110とインターフェロン

誘導性の p150の 2 つのアイソフォームをもつ 30。p110は核内と細胞質の両方に
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局在する一方で、p150 は細胞質にのみ局在する 31, 32。また、ADAR1 は N末端側

に Z型 DNA 結合領域を 2 つ有しており、二本鎖 RNA との結合を維持する機能

があると示唆されている 33, 34。ADAR2 は中枢神経系に高く発現し、細胞核内に

局在する 35, 36。ADAR3 も同じく中枢神経系に高発現するが、その詳しい生理機

能は明らかにされていない。しかし ADAR1 および ADAR2 による A-to-I編集を

妨げるドミナントネガティブとして機能している可能性が示唆されている 29, 37。 

ADAR1と ADAR2の基質となる二本鎖 RNAに特徴的なモチーフは見つ

かっていない。しかし、RNA 編集を網羅的に解析するエディトーム解析から、

ADAR1 は繰り返し配列を、ADAR2 は非繰り返し配列の翻訳領域を主な基質と

することが示唆されている 37。また、編集を受けるアデノシンを中心としたトリ

プレットは、編集の頻度に応じてクラスⅠからⅢに分類されている 38。 

mRNA、miRNA、ノンコーディング RNAなど細胞中の様々な RNAで A-

to-I編集は生じており、生命活動に対する影響も多岐にわたる 39。イノシンの構

造はグアニンと類似しているため、タンパク質の翻訳やシークエンス解析の際

に、グアニンとして認識される（図 1）。そのため、翻訳領域への A-to-I編集は、

タンパク質の構造と機能を変化させる。このような現象は、脳内で発現している

神経伝達物質受容体でよく観察されている 40–42。例えば、AMPA型グルタミン酸

受容体（Glutamate receptor 2: GluR2）の mRNA には、Q/R 部位と呼ばれ、ADAR2

からほぼ 100％の効率で編集を受けるアデノシンがある 43。ADAR2 ノックアウ

トマウスは、その Q/R 部位への編集不全から Ca2+透過性の高い GluR2 のみが産

出され、最終的には Ca2+の過剰流入により細胞死が誘導され死に至る 44, 45。さら

に GluR2の編集不全は、孤発性筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis: 

ALS）や、統合失調症といった神経・精神疾患との因果関係が証明されている 46–

48。このように、A-to-I 編集により多様なバリアントを作り出すことは、正常な
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脳の発達と機能、生命活動に必須である。 

また、A-to-I 編集は、スプライシングドナーやアクセプターサイトの付

加、またはブランチポイントの除去を介してスプライシングパターンを変化さ

せ、遺伝子発現を制御にも関与している 49。さらに、A-to-I 編集により二本鎖

RNA が構造変化を起こすことで、RNA 結合タンパク質の RNA への到達性が変

わり、RNAの安定性や局在の制御、免疫応答誘導の回避にも寄与している 50–53。 

 

1-3．自然免疫における自己/非自己認識機構 

ヒトを含む高等生物には、自然免疫と獲得免疫の 2つの免疫系が備わっ

ており、両者の協働により病原体の排除が達成される。自然免疫は、病原体が感

染してすぐに機能する免疫系で、病原体由来のタンパク質や核酸の特徴的な分

子パターン（Pathogen-associated molecular patterns: PAMPs）を認識して非自己と

みなし、病原体排除のためのシグナルおよび、適応免疫を誘導する 54, 55。ウイル

ス RNA の PAMPs は、5’末端の三リン酸と二本鎖構造が同定されている。宿主

は、これら 2 つの特徴を認識する RNA センサー分子をそれぞれ発現しており、

自己と非自己の識別に用いる。5’末端に三リン酸をもつ RNAは RIG-I（Retinoic 

acid-inducible gene-I）に、二本鎖 RNAは、RIG-I、MDA5（Melanoma differentiation-

associated protein 5）、OAS（Oligoadenylate synthase）、PKR（Protein kinase double 

strand RNA dependent）などにより細胞質で認識される 52, 53, 56–58。また近年、核内

でも SAFA （Scaffold-attachment factor A）が二本鎖 RNAを認識することも報告

されている 59。PAMPs の認識後、下流のシグナル伝達が活性化され、インター

フェロンや炎症性サイトカインの発現が誘導され、抗ウイルス状態になる。 

病原体由来の分子を非自己として認識し、免疫応答を誘導するシステム

は生命体に必要不可欠であるが、自己免疫疾患に見られるように、宿主の非自己
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認識の厳密性には限界がある 60, 61。上述のように、二本鎖 RNAはウイルス RNA

の特徴であるが、宿主の Alu配列を含む RNAは二本鎖を形成し、免疫応答を誘

導する 62, 63。そのため、宿主は自己が“非自己”として認識されるのを回避する

機構を合わせ持っている。A-to-I 編集酵素である ADAR1 は、宿主 mRNA の 3’

非翻訳領域にある Alu配列により形成された二本鎖 RNAを編集し、長い二本鎖

RNA構造を消失させる。これにより、MDA5 からの認識を回避し、自己 RNAに

よる自然免疫の誘導を抑制している。ADAR1 ノックアウトマウスは、A-to-I 編

集活性の消失に伴い二本鎖 RNAが増加し、MDA5に始まる過剰な免疫応答が誘

導され、胎生致死となる 52。 

 

1-4. ウイルス感染における ADAR の役割 

ウイルスは宿主の様々な機構を自身の生活環に利用するが、ADAR による

A-to-I 編集も例外ではない。D 型肝炎ウイルス（Hepatitis delta virus: HDV）は、

その生活環に B 型肝炎ウイルスを必要とするウイルスで、約 1.7 kb の一本鎖マ

イナス鎖環状 RNA をゲノムにもつ 64。ゲノム RNA は分子内の相補性が高く、

約 74%が塩基対を形成するため、ロッド状の二本鎖構造をとる 65, 66。HDVのゲ

ノム RNA には、複製に必要な S-HDAg（Small delta antigen）のみがコードされ

ている。しかし感染後期になると、HDV は ADAR1 の A-to-I編集を利用して S-

HDAgのストップコドンを潰し、長いアイソフォームである L-HDAg（Large delta 

antigen）を発現させる 65, 67, 68。これにより、ウイルスの複製が抑えられ、ウイル

ス粒子の形成が始まる。また類似した例として、マウスポリオーマウイルスが挙

げられる。同ウイルスの転写産物上には、感染初期と後期の遺伝子が重複してい

る領域がある。そこには ADAR による A-to-I 編集が高頻度に生じる、ハイパー
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エディティングが観察されることから、A-to-I編集が感染初期と後期の遺伝子発

現を制御するスイッチとして機能していることが示唆されている 69, 70。 

ADAR による A-to-I 編集は、ウイルスの生活環を制御するだけではなく、

自然免疫からの回避にも寄与している。麻疹ウイルス（Measles virus: MeV）は、

麻疹の原因ウイルスで、一本鎖マイナス鎖 RNAをゲノムにもつ。MeV感染の多

くは急性感染となるが、稀に脳内で持続感染し、亜急性硬化性全脳炎（Subacute 

sclerosing panencephalitis: SSPE）を引き起こす 71。SSPEの患者の脳内で発現して

いる MeV のマトリックスタンパク質 mRNA からは、ADAR によるハイパーエ

ディティングが多く検出される 72。翻訳されたマトリックスタンパク質の抗原

性は変化しており、MeV が獲得免疫系から逃れ、持続感染するために A-to-I 編

集を利用していると考えられている 72。 

またMeVは、その複製過程で欠陥干渉 RNA（defective interfering RNA: DI 

RNA）を産生する。DI RNA は二本鎖構造をとるため、RNA センサー分子に認

識され、抗ウイルス応答を誘導する 73, 74。MeV は自身の感染によって発現が誘

導された ADAR1 p150 を利用し、DI RNA に A-to-I編集を加え PKR からの認識

を回避し、DI RNA による自然免疫応答の誘導の増幅を抑えている 75。 

他にもヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus: HIV）や 76–79、

A型インフルエンザウイルス（Influenza A virus: IAV）80, 81などの RNAウイルス

で、編集活性依存的または非依存的な ADAR の関与が報告されているが、上述

のような作用機序まで明らかにされている例は限られている。また、同じウイル

スに対しても実験系によって ADAR の異なる作用が報告されており、ウイルス

感染における ADAR の役割については解明すべき点が多く残されている 82。 
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1-5. ボルナ病ウイルス感染における自然免疫応答 

BoDV はインターフェロン感受性であるが、培養細胞、実験動物において

持続感染を成立させることから、BoDVは自然免疫を抑制する機構を有している

と考えられている 83–85。例えば、BoDV-Nは、インターフェロンや炎症性サイト

カインの転写因子として機能する NF-κB1 のプロセシングを阻害し、自然免疫応

答の抑制に寄与することが報告されている 86。また、RIG-Iによる 5’末端三リン

酸の認識を回避するために、BoDVのゲノム RNA末端は複製過程でその 5’末端

を一リン酸へと変化させている 87, 88。このように、BoDVの免疫の抑制、回避の

機構は解明されつつある。しかしながら、SAFA のような核内二本鎖 RNA セン

サー分子の存在が報告される一方で、核内で持続感染する BoDV が二本鎖 RNA

構造の認識を回避する戦略をもつのかは明らかにされていない。そこで私は宿

主の A-to-I 編集による非自己認識の回避機構に着目し、BoDV 感染における

ADAR の意義およびその分子基盤の解明を目的とし研究をおこなった。 
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2-1. BoDV の感染初期に ADAR は重要である。 

BoDV感染における ADAR の影響を調べるために、ヒトオリゴデンドロ

グリア細胞（OL 細胞）にレンチウイルスを用いて ADAR1 または ADAR2 に対

する shRNAを導入した。shRNAの設計は、共同研究者である小嶋将平博士（京

都大学）によりおこなわれた。shRNA導入細胞の ADAR1 と ADAR2 のタンパク

質発現量をウェスタンブロッティングにより解析したところ、ADAR1とADAR2

の発現量はそれぞれの shRNAを導入した細胞で有意に減少した。また、ADAR1

と ADAR2 のノックダウンは、互いに影響しなかった（図 3 AB）。  

図 3．ADAR ノックダウン細胞株の樹立 

（A）ADAR1 または ADAR2 に対する shRNA を発現するレンチウイルスを作製し、OL細

胞に接種した。細胞をクローニングした後、ウェスタンブロッティングにより細胞中の

ADAR1 および ADAR2 の発現量を解析した。GAPDH はローディングコントロールとして

使用した。（B）ウェスタンブロッティングにより検出されたバンドの強度を定量した。値

は GAPDH のバンド強度により補正した。独立した 3 回の実験の平均値であり、エラーバ

ーは標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により陰性対

照と比較して算出した。（*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; n.s., 有意差なし）  
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BoDV 感染初期において、ADAR が感染に関与しているかを評価するた

めに、BoDV を MOI（Multiplicity of infection）= 1 または 10 で ADAR1 または

ADAR2 ノックダウン細胞に接種した。4 日後、抗 BoDV-P 抗体および DAPI を

用いて間接免疫蛍光染色法（Indirect immune fluorescence assay: IFA）を実施した

（図 4A）。BoDV-P 陽性細胞をカウントし、感染細胞率を算出した結果、MOI=1

で BoDV を接種した時、野生型細胞では BoDV 感染細胞率が約 22%であった。

それに対して、ADAR1 ノックダウン細胞では約 6%、ADAR2 ノックダウン細胞

では約 8%と、両ノックダウン細胞において感染細胞率は有意に減少した（図 4B

左）。MOI = 10 で BoDVを接種した時も同様に、ADAR1または ADAR2 ノック

ダウン細胞で BoDV感染細胞率は有意に減少した（図 4B右）。 
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図 4. ADAR ノックダウン細胞における BoDV 感染初期の感染効率 

（A）ADAR1または ADAR2 ノックダウン細胞に BoDV をMOI = 1または 10で接種した。

4 日後、DAPI（青）および抗 BoDV-P 抗体（緑）を用いて IFA をおこなった。（B）BoDV-P

陽性細胞率をカウントし、感染細胞率を算出した。独立した 3回の実験の平均値であり、エ

ラーバーは標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により

陰性対照と比較して算出した。（*, p<0.05; **, p<0.01） 

 

さらに、同細胞における BoDVゲノム RNA 量を RT-qPCR により定量し

たところ、感染効率の結果と一致して、ADAR1 または ADAR2 ノックダウン細

胞では、BoDVゲノム RNA量は有意に減少した（図 5A）。また、BoDV-Nの発

現量をウェスタンブロッティングにより解析し、検出されたバンドの強度を定

量し比較した。その結果、BoDV-Nの発現量も ADAR1または ADAR2 ノックダ

ウン細胞で有意に減少した（図 5BC）。 
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図 5. ADAR ノックダウン細胞中の BoDV ゲノム RNA 量と N 発現量 

（A）BoDVをMOI = 1で ADAR1または ADAR2ノックダウン細胞に接種してから 4日後、

ADAR1または ADAR2ノックダウン細胞中の BoDV ゲノム RNA 量を RT-qPCRにより定量

した。値は GAPDH で補正した。（B）同細胞中の BoDV-N 発現量をウェスタンブロッティ

ングにより解析した。Tubulinはローディングコントロールとして使用した。（C）ウェスタ

ンブロッティングにより検出されたバンドの強度を定量し、Tubulin のバンド強度で補正し

た。独立した 3 回の実験の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。いずれも p 値は

one-way ANOVAの後、ダネットの検定により陰性対照と比較して算出した。（*, p<0.05; **, 

p<0.01; ***, p<0.001） 

 

 

2-2. ADAR2 ノックダウンは抗ウイルス応答を誘導する。 

A-to-I編集により RNAの二本鎖構造を変化させ、RNAへの RNA 結合タ

ンパク質の到達性を変えることは ADAR の重要な役割である 50, 51, 53。ADAR1 ノ

ックアウトマウスは、A-to-I編集の消失により二本鎖 RNAが増加し、MDA5に

より惹起される過剰な免疫応答により胎生致死となる 52。このようにADAR1は、

自己が“非自己”として認識され、免疫応答が誘導されるのを回避するのに寄与
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している。しかし一方で、ADAR1 と同じく A-to-I編集活性をもつ ADAR2 の自

然免疫に対する作用は明らかにされていない。そこで、ADAR2 ノックダウン細

胞の発現変動遺伝子をマイクロアレイ解析により評価した。その結果、野生型細

胞と比較して ADAR2 ノックダウン細胞で発現が 2 倍以上変動したものを 512

遺伝子同定した（図 6A）。さらに rank product 法により、特に発現変動量の大き

い 65遺伝子を抽出した。 

次に、抽出した発現変動遺伝子の遺伝子オントロジー解析を、DAVIDを

用いておこなった。その結果、65 の発現変動遺伝子には、免疫および炎症関連

遺伝子が有意に多く含まれていた（図 6B）。さらに、これらの遺伝子の発現は全

て上昇していた。感染もしくはリガンドによる刺激がなくても、ADAR2 ノック

ダウン細胞で免疫、炎症関連遺伝子の発現が上昇していたことから、ADAR2 も

ADAR1 と同様に非感染時の自然免疫の抑制に寄与していることが示唆された。 

 

図 6. マイクロアレイによる ADAR2 ノックダウン細胞の発現変動遺伝子解析 

（A）非感染の ADAR2 ノックダウン細胞（shADAR2#1-7）をマイクロアレイにより解析し、

発現変動遺伝子を同定した。ADAR2ノックダウン細胞で発現が 2倍以上変動した 512の遺

伝子を黒で示す。（B）rank product法により抽出された発現変動量の大きい 65遺伝子に対す

る遺伝子オントロジー解析。エンリッチされていた上位 5 つの Go term を示し、青色は免
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疫、炎症応答を、灰色はその他を示す。 

ADAR2のノックダウンにより誘導された免疫、炎症関連遺伝子が BoDV

感染初期の感染効率の低下（図 4）に寄与している可能性が考えられた。そこで、

ADAR2 ノックダウン細胞で BoDV 感染効率を減少させた責任遺伝子を明らか

にするために、免疫、炎症関連遺伝子を含む発現量が上昇した 50 遺伝子に対し

て siRNA スクリーニングをおこなった。ADAR2 ノックダウン細胞に siRNA を

トランスフェクション法により導入し、24 時間後に MOI= 1 で BoDV を接種し

た。さらに 72時間後、抗 BoDV-P 抗体を用いた IFAにより感染細胞率を算出し

た。その結果、Rab27bと CXCL1 をサイレンシングした ADAR2 ノックダウン細

胞で、BoDVの感染細胞率が野生型細胞と同程度にまで上昇した（図 7A）。さら

に、Rab27b と CXCL1 に対する異なる siRNA を用いて実験を実施したところ、

スクリーニングの結果と同様に、Rab27b と CXCL1 のサイレンシングにより

ADAR2 ノックダウン細胞における BoDV感染細胞率は回復した（図 7B）。この

ことから、ADAR2 ノックダウンによる Rab27b と CXCL1の発現上昇が、BoDV

感染初期の感染効率を減少させたことが示唆された。 
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図 7. ADAR2 ノックダウン細胞に対する siRNA スクリーニング 

（A）ADAR2 ノックダウン細胞に siRNAを導入してから 24時間後、BoDVをMOI= 1で接

種した。さらに 72時間後、抗 BoDV-P 抗体を用いた IFA により BoDV感染細胞率を算出し

た。siRNA#26= Rab27b、siRNA#49= CXCXL1、それ以外の遺伝子については表 3 に示す。

（B）Rab27b と CXCL1 に対する異なる配列をもつ siRNA を用いて、（A）と同じ手順で実

験をおこなった。独立した 3回の実験の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。いず

れも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により陰性対照と比較して算出した。（*, 

p<0.05; **, p<0.01; n.s., 有意差なし） 

 

 

2-3. ADAR2 は BoDV 感染の広がりに関与する。 

BoDV持続感染細胞では、細胞分裂の際、vRNP がクロマチンと結合し、染

色体と共に娘細胞へと分配されることで感染が維持されている 22。また BoDV持
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続感染細胞から放出されるウイルス粒子量は極めて少なく、細胞-細胞間接着や、

細胞分裂を介して感染を広げていく 22。そこで、ADAR が BoDV 感染の広がり

に関与しているかを検討した。ADAR１または ADAR2 ノックダウン細胞に

BoDV を MOI= 1 で接種し、4 日ごとに細胞の継代を行い、抗 BoDV-P 抗体を用

いた IFAにより BoDV 感染細胞率の推移を観察した。その結果、ADAR1 ノック

ダウン細胞の BoDV 感染細胞率は、陰性対照と同様の動態を示した（p>0.05）

（図 8）。一方 ADAR2 ノックダウン細胞では、陰性対照と比較して BoDV 感染

細胞の広がりが有意に遅延した（p<0.05）（図 8）。 

 

図 8. ADAR ノックダウン細胞における BoDV 感染の広がり 

ADARノックダウン細胞に BoDVをMOI= 1で接種した後、4日ごとに抗 BoDV-P 抗体を用

いて IFA をおこない、BoDV 感染細胞率を算出した。独立した 3 回の実験の平均値であり、

エラーバーは標準偏差を示す。p 値は文中に示し、two-way ANOVA の後、ダネットの検定

により陰性対照と比較して算出した。 
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ADAR2 ノックダウン細胞（shADAR2#1-7）で、BoDV感染細胞率が 100％

に達した、感染 48 日目の BoDV ゲノム RNA を RT-qPCR により定量したとこ

ろ、いずれの ADAR2 ノックダウン細胞でも、BoDV ゲノム RNA 量は陰性対照

と比較して有意に減少した（図 9A）。一方、ADAR1 ノックダウン細胞中の BoDV

ゲノム RNA 量は陰性対照と比較して有意に増加した（図 9A）。次に、BoDV-N

の発現量をウェスタンブロッティングにより解析し、検出されたバンドの強度

を定量した。その結果、ADAR2 ノックダウン細胞では、陰性対照と比較して

BoDV-Nの発現量が有意に減少した（図 9BC）。これらの結果より、ADAR1 が感

染初期にのみ関与する一方で、ADAR2 は BoDV感染初期に加え、BoDV感染の

広がりにも重要であることが示唆された。 

図 9. BoDV 感染 48 日目における、ADAR ノックダウン細胞中の BoDV ゲノ

ム RNA、BoDV-N の発現量 

 

（A）感染 48日目の ADAR ノックダウン細胞中の BoDV ゲノム RNA 量を RT-qPCRにより

定量した。値は GAPDH で補正した。（B）同細胞中の BoDV-N の発現量をウェスタンブロ

ッティングにより解析した。Tubulinはローディングコントロールとして使用した。（C）ウ

ェスタンブロッティングにより検出されたバンドの強度を定量した。値は Tubulinのバンド

強度により補正した。独立した 3回の実験の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。

いずれも p値は one-way ANOVAの後、ダネットの検定により陰性対照と比較して算出した。

（*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; n.s., 有意差なし） 
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2-4. ADAR2 は BoDV 持続感染の維持に働く。 

 ADAR2 が BoDV の持続感染の維持に関与するかを調べるために、

ADAR2 に対する 2 種類の shRNA（shADAR2#1、shADAR2#2）を発現するレン

チウイルスをそれぞれ BoDV持続感染細胞に導入した。導入後 10 日の細胞にお

ける ADAR2 のタンパク質発現量をウェスタンブロッティングにより評価した

ところ、陰性対照と比較して、shRNA を導入した細胞では ADAR2 の発現量が

有意に減少した（図 10AB）。IFA により shRNA 導入 30 日後の BoDV 感染細胞

率を算出したところ、ADAR2 をノックダウンした BoDV持続感染細胞の感染細

胞率は 100%を示し、ADAR2 ノックダウンによる変化はなかった。（図 10C）。 

 

図 10. BoDV 持続感染細胞に対する ADAR2 ノックダウンの感染細胞率におけ

る影響 

（A）ADAR2に対する異なる配列の shRNA（shADAR2#1、shADAR2#2）を発現するレンチ

ウイルスをそれぞれ BoDV 持続感染細胞に接種した。10日後、ADAR2 の発現量をウェスタ

ンブロッティングにより解析した。GAPDH はローディングコントロールとして使用した。

（B）ウェスタンブロッティングにより検出されたバンドの強度を定量した。値は GPDHの

バンド強度により補正した。（C）レンチウイルス導入から 30日後、同細胞の感染細胞率を、

抗 BoDV-P 抗体を用いた IFA により算出した。独立した 3回の実験の平均値であり、エラー

バーは標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により陰性

対照と比較して算出した。（**, p<0.01; ***, p<0.001; n.s., 有意差なし） 
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次に、同細胞中の BoDV ゲノム RNA 量を RT-qPCR 法により定量した。

その結果、BoDV ゲノム RNA 量は、陰性対照と比較して ADAR2 ノックダウン

細胞で有意に減少した（図 11A）。さらに、同細胞より BoDVを回収して力価を

測定したところ、ADAR2 をノックダウンした時、陰性対照と比較して BoDVの

力価は有意に減少した（図 11B）。これらのことより、ADAR2 は BoDV の持続

感染の維持にも働くことが示唆された。 

 

図 11. BoDV 持続感染 ADAR2 ノックダウン細胞中の BoDV ゲノム RNA 量

と BoDV-N 発現量 

 

（A）BoDV持続感染 ADAR2 ノックダウン細胞中の BoDVゲノム RNA 量を RT-qPCR 法に

より定量した。値は GPADH で補正した。（B）同細胞から回収した BoDVを OL細胞に接種

し、ウイルス力価を算出した。独立した 3回の実験の平均値であり、エラーバーは標準偏差

を示す。いずれも p値は one-way ANOVAの後、ダネットの検定により陰性対照と比較して

算出した。（*, p <0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001） 

 

IAV は 8 本に分節化された一本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムにもつウイ

ルスで、BoDV と同じく核内を複製の場とする。しかしながら、持続感染する

BoDV とは異なり、IAV は細胞障害性に急性感染する。ADAR2 が核内に局在す

ることから、IAV 感染にも ADAR2 が関与する可能性が考えられた。そこで、

ADAR2 ノックダウン細胞に IAVをMOI= 1 で接種し、48時間後に細胞上清を回
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収し、MDCK 細胞を用いたプラークアッセイにより IAV の力価を測定した。そ

の結果、ADAR2 ノックダウン細胞より回収した IAVのウイルス力価は、陰性対

照と比較して有意な差がなかった（図 12）。このことから、ADAR2 は BoDV感

染環においては重要な役割を果たすが、同じく核内で複製する IAV の感染には

影響しないことが示唆された。 

 

図 12. IAV に対する ADAR2 ノックダウンの影響 

ADAR2 ノックダウン細胞に IAV を MOI= 1 で接種して 48 時間後、細胞培養上清から IAV

を回収し、プラークアッセイにより IAV 力価を測定した。独立した 3 回の実験の平均値で

あり、エラーバーは標準偏差を示す。p値は t検定により算出した。（n.s., 有意差なし） 

 

2-5. ADAR2 ノックアウトは BoDV の感染効率を減少 

させる。 
 

 ADAR2 の重要性をさらに検証するために、CRISPR Cas9 システムを用

いて ADAR2 ノックアウト OL 細胞を作製し、BoDV 感染実験をおこなった。

Cas9 と ADAR2 をターゲットとした gRNA（guide RNA）の複合体をエレクトロ
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ポレーション法により OL細胞へ導入した。細胞をクローニングした後、ウェス

タンブロッティングにより ADAR2 の発現量を解析した（図 13A）。続いて、BoDV

を MOI= 1 で ADAR2 ノックアウト細胞に接種し、4 日後に抗 BoDV-P 抗体を用

いた IFAにより感染細胞率を算出した。その結果、ADAR2 ノックダウン細胞を

用いた実験の結果と同様に、ADAR2 ノックアウト細胞において、BoDVの感染

細胞率は有意に減少した。（図 13B）。また同細胞中の BoDV ゲノム RNA を RT-

qPCR により定量したところ、ADAR2 ノックアウト細胞中の BoDV ゲノム RNA

量は陰性対照と比較して、有意に減少した（図 13C）。これらの結果は、BoDV感

染における ADAR2 の重要性を支持するものと考えられた。 

 

図 13. ADR2 ノックアウト細胞を用いた感染実験 

（A）CRISPR Cas9 システムを用いて ADAR2 ノックアウト OL細胞を作製し、ウェスタン

ブロッティングにより ADAR2 の発現量を解析した。GAPDHはローディングコントロール

として使用した。（B）ADAR2 ノックアウト細胞に BoDV をMOI= 1で接種し、4日後、抗

BoDV-P 抗体を用いた IFA により感染細胞率を算出した。（C）同細胞中の BoDV ゲノム RNA

量を RT-qPCR 法により定量した。値は GAPDH で補正した。独立した 3 回の実験の平均値

であり、エラーバーは標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの

検定により陰性対照と比較して算出した。（**, p<0.01; ***, p<0.001） 
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2-6. ADAR2 の A-to-I 編集活性は BoDV の感染に重要で 

ある。 

 これまでの結果より、ADAR2 は BoDV の感染環に重要な因子であると

考えられるが、ADAR2 の A-to-I編集活性が寄与しているかは不明である。そこ

で、A-to-I 編集活性の関与を調べるために、ADAR2 ノックダウン細胞の A-to-I

編集活性を評価した。宿主の AMPA 型グルタミン酸受容体の一つである GluR2

の mRNAの翻訳領域には Q/R 部位と呼称され、ADAR2 により 100%に近い効率

で編集されるアデノシンが存在する 89。シークエンス解析において、イノシンは

グアニンとして認識されるため、A-to-I 編集が生じると同部位には A-to-G の置

換が検出される。Q/R 部位の配列を調べることで、細胞の A-to-I編集活性を評価

することができる（図 14A）。ADAR2 ノックダウン細胞から RNAを抽出し、RT-

PCR 法により Q/R 部位を含む GluR2 遺伝子断片を増幅し、ダイレクトシークエ

ンス法により同部位の配列を解析した。その結果、野生型細胞では G のシグナ

ルのみが検出された。一方、ADAR2 ノックダウン細胞では、Aのシグナルのみ

が検出された（図 14B）。この結果より、本研究で作出した ADAR2 ノックダウ

ン細胞において A-to-I 編集活性が検出限界以下に減少していることが明らかと

なった。 

  



32 

 

図 14. ADAR2 ノックダウン細胞の A-to-I 編集活性解析  

（A）A-to-I編集活性解析の概略図。宿主の GluR2 mRNAには Q/R 部位と呼ばれるアデノシ

ンがあり、ADAR2 によりほぼ 100%の効率で編集される。イノシンはシークエンス解析に

おいてグアニンとして認識されるため、同サイトの A-to-G 置換を調べることで、ADAR2の

A-to-I編集活性が評価できる。（B）ADAR2 ノックダウン細胞の GluR2 mRNAの Q/R 部位の

配列をダイレクトシークエンス法により解析した。 

 

次に、BoDV 感染初期における ADAR2 の A-to-I 編集活性の必要性を明

らかにするために、表現型回復実験をおこなった。ADAR2 ノックダウン細胞に

ADAR2 野生型（ADAR2 WT）、ADAR2 編集活性欠損変異体（ADAR2 E/A）また

は、陰性対照として赤色蛍光タンパク質（Red fluorescent protein: RFP）を発現す

るプラスミドをトランスフェクション法により導入した。48 時間後、BoDV を

MOI= 1 で接種し、さらに 72 時間後に抗 BoDV-P 抗体を用いた IFA により感染

細胞率を算出した。その結果、ADAR2 WT を過剰発現させた細胞では、陰性対

照と比較して BoDV の感染細胞率が有意に上昇した（図 15）。一方で、ADAR2 

E/Aを過剰発現させても感染細胞率は上昇しなかった（図 15）。これらのことか

ら、ADAR2 の A-to-I編集活性が BoDV感染に重要であることが示唆された。 
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図 15. ADAR2 編集活性欠損変異体を用いた表現型回復実験  

ADAR2ノックダウン細胞に ADAR2 WT、ADAR2 E/A または RFP を発現するプラスミドを

導入した。48時間後に BoDV をMOI= 1で接種し、さらに 72時間後、抗 BoDV-P 抗体を用

いた IFA により感染細胞率を算出した。独立した 3 回の実験の平均値であり、エラーバー

は標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により陰性対照

と比較して算出した。（**, p<0.01; ***, p<0.001; n.s., 有意差なし） 
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2-7. ADAR2 は BoDV ゲノム RNA を編集する。 

BoDVゲノム RNAが、ADAR2 による A-to-I編集を受けているかを調べ

るために、ウイルスが持続感染している ADAR2 ノックダウン細胞、または野生

型細胞に含まれる BoDVゲノム RNAの配列を比較した。同細胞より BoDV粒子

を回収し、RNAを抽出後、RT-PCR 法により全長を 9断片に分けて増幅させた。

TOPOベクターへクローニングした後、大腸菌を用いて形質転換をおこない、各

断片につき 10コロニーの配列を解析した。その結果、野生型細胞では A-to-Gの

変異をもつ部位が 6箇所同定され、うち 3 つは非同義置換で、BoDV ゲノム RNA

の P、M、L 遺伝子上に位置していた（図 16AB）。その他の 3 つは同義置換で、

すべて L遺伝子上に位置していた（図 16AB）。 

野生型細胞から回収した BoDV に検出された A-to-G 置換の割合はいず

れも 10％であった（図 16B）。一方 ADAR2 ノックダウン細胞から回収された

BoDVゲノム RNAにおいては、同部位には Gは検出されず、Aのみが検出され

た（図 16B）。ADAR2 が A-to-I 編集のターゲットとするアデノシンの周辺に特

定のモチーフは同定されていないが、アデノシンを中心としたトリプレットに

は偏りがあり、A-to-I編集が起こりやすい順にタイプⅠ～Ⅲに分類されている 90。

今回同定された 6 箇所は、いずれも A-to-I 編集の頻度が高いタイプⅠとⅡに分

類された（図 16B）。これらの結果より、BoDV のゲノム RNAが少なくとも 6箇

所において ADAR2 による A-to-I編集を受けている可能性が示唆された。 
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図 16. BoDV ゲノム RNA 上の A-to-I 編集部位  

（A）同定された A-to-I編集部位の位置を BoDVゲノム RNA上に示す。（B）検出された A-

to-G 置換の位置、鎖、アミノ酸置換、トリプレットの種類、A-to-G 変異の頻度を示す。ADAR2

により A-to-I 編集を受ける頻度は、アデノシンを中心としたトリプレットにおいて偏りが

ある。編集を受けやすいほうから順に、タイプⅠ～タイプⅢの三段階に分類されている。 

 

 ADAR2は二本鎖 RNA結合領域を介して基質 RNAに結合することで A-

to-I 編集をおこなう 91, 92。そこで次に、ADAR2 と BoDV ゲノム RNA 間の相互

作用を RNA免疫沈降法により評価した。FLAGタグが付加された ADAR2 WT、

ADAR2 二本鎖 RNA結合能欠損変異体（ADAR2 EAA）を発現するプラスミドを

トランスフェクション法により BoDV 持続感染細胞に導入した。また、陰性対

照として、蛍光強度を増強させる変異を導入した緑色蛍光タンパク質（Enhanced 

green fluorescent protein: EGFP）を、陽性対照として、BoDVゲノム RNAと結合

して vRNP を構成する BoDV-N を発現したプラスミドも使用した。トランスフ

ェクションから 48 時間後、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降をおこない、沈降物



36 

 

をウェスタンブロッティングおよび RT-PCR 法により解析した。その結果、

ADAR2 WT は BoDV ゲノム RNAと共沈したのに対して、ADAR2 EAAは RNA

と共沈しなかった（図 17A）。RT-qPCR 法により沈降物中の BoDV ゲノム RNA

量を定量した。その結果、ADAR2 EAAと共沈した BoDVゲノム RNA量は陰性

対照の EGFP と比較して有意な差はなかった（図 17B）。一方、ADAR2 WT と共

沈した BoDVゲノム RNA量は、ADAR2 EAA および陰性対照と比較して約 710

倍と有意に増加した（図 17B）。以上の結果より、ADAR2 は BoDV ゲノム RNA

と、二本鎖 RNA 結合領域を介して相互作用していることが明らかとなり、

ADAR2 が BoDV ゲノム RNA を基質として A-to-I 編集していることが示唆され

た。 

 

図 17. ADAR2 と BoDV ゲノム RNA 相互作用  

（A）FLAG タグが付加された ADAR2 WT、ADAR2 EAA（二本鎖 RNA結合能欠損変異体）、

EGFP（陰性対照）、BoDV-N（陽性対照）を発現するプラスミドをトランスフェクション法

により BoDV持続感染細胞に導入した。48時間後、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降をおこ

ない、沈降物をウェスタンブロッティングおよび RT-PCRにより解析した。（B）沈降物中の

BoDV ゲノム RNA 量を RT-qPCRにより定量した。独立した 3回の実験の平均値であり、エ

ラーバーは標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVA の後、ダネットの検定により
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陰性対照と比較して算出した。（*, p<0.05;  n.s., 有意差なし） 
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2-8. BoDV ゲノムへの ADAR2 による A-to-I 編集は自然 

免疫の誘導を抑制する。 
 

宿主は ADAR1 の A-to-I 編集を利用して、宿主由来の二本鎖 RNA の非

自己認識を回避する 52。またMeVは ADAR1 p150を利用して、DI RNA の二本

鎖 RNA構造を変化させ、過剰な自然免疫の誘導を抑制している 75。これまでの

結果から、BoDVは持続感染するために、ADAR2 による A-to-I編集を利用して、

宿主による非自己認識を回避している可能性が考えられた。そこで BoDV ゲノ

ム RNAに対する ADAR2 による A-to-I編集の自然免疫への影響を明らかにする

ために、ウイルスが感染する ADAR2 ノックダウン細胞から“編集を受けていな

い BoDV”を回収し、ウイルスによる自然免疫誘導を評価した。自然免疫の評価

には、BoDV 感染により発現が上昇することが報告されている IL-6 と CXCL10

に着目した 93。 

ADAR2 ノックダウン細胞から回収した BoDVを OL細胞へ接種して、8

時間後に IL-6 と CXCL10 の発現量を RT-qPCR 法により解析した。その結果、

ADAR2 ノックダウン細胞より回収した BoDV は、陰性対照と比較して IL-6 は

約 4.2倍、CXCL10 は約 5.6倍と、発現量を有意に増加させた（図 18A）。この結

果が、BoDVに起因するかを確認するために、非感染の ADAR2 ノックダウン細

胞に、ウイルス回収時と同じ処理を行い、回収した溶液を OL 細胞に接種し、8

時間後に IL-6と CXCL10 の発現量を RT-qPCR 法により定量した。その結果、非

感染 ADAR2 ノックダウン細胞から回収した溶液を接種した OL 細胞における

IL-6と CXCL10の発現量は、陰性対照と比較して、有意な差はなかった（図 18B）。

これらの結果より、ADAR2 ノックダウン細胞から回収した BoDVがより強い免

疫応答を誘導することが示唆された。 
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図 18. 非編集の BoDV ゲノム RNA の自然免疫誘導 

（A）BoDV持続感染 ADAR2 ノックダウン細胞より回収した BoDV粒子を OL細胞に接種

し、8時間後、IL-6と CXCL10 の発現量を RT-qPCR 法により定量した。（B）非感染の

ADAR2ノックダウン細胞を用いて、（A）と同様の手順で実験をおこなった。独立した 3

回の実験の平均値であり、エラーバーは標準偏差を示す。いずれも p値は t検定により陰

性対照と比較して算出した。（*, p<0.05; n.s., 有意差なし） 

 

次に、ADAR2 の A-to-I 編集が自然免疫誘導抑制に重要であるかを明ら

かにするために、表現型回復実験をおこなった。BoDV感染 ADAR2ノックダウ

ン細胞に ADAR2 WT、ADAR2 E/A、陰性対照として EGFP を発現するプラスミ

ドを導入し、選択培地を用いて安定発現細胞を樹立した。各細胞より BoDV 粒

子を回収し、OL 細胞に接種してから 8 時間後、IL-6、CXCL10 の発現量を RT-

qPCR により定量した。その結果、ADAR2 WT 発現細胞より回収した A-to-I 編

集を受けた BoDV は、陰性対照と比較して、IL-6 および CXCL10 の発現量を有

意に減少させた（図 19）。一方 ADAR2 E/A 発現細胞より回収した BoDVは IL-6

の発現を有意に減少させたが、CXCL10 の発現量は有意に上昇させた（図 19）。

これらのことより、BoDVは ADAR2 による A-to-I編集を受けることで、新規感

染時の細胞における自然免疫の誘導を抑制していることが示唆された。 
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図 19. BoDV ゲノム RNA への A-to-I 編集による自然免疫応答の抑制  

BoDV 感染 ADAR2 ノックダウン細胞に ADAR2 WT、ADAR2 E/A、陰性対照として EGFP

を発現させた。同細胞より回収したBoDV粒子をOL細胞に接種し、8時間後、IL-6とCXCL10

の発現量を RT-qPCR により定量した。独立した 3 回の実験の平均値であり、エラーバーは

標準偏差を示す。いずれも p値は one-way ANOVAの後、ダネットの検定により陰性対照と

比較して算出した。（**, p<0.01; ***, p<0.001） 

 

持続感染においても ADAR2 が免疫誘導の抑制に寄与しているかを調べ

るために、BoDV が持続感染している ADAR2 ノックダウン細胞の CXCL10 発

現量を評価した。非感染 ADAR2 ノックダウン細胞中の CXCL10 発現量を RT-

qPCR 法により定量したところ、陰性対照と比較して有意な差はなかった（図 20）。

また、ADAR2 ノックダウン細胞を用いたマイクロアレイでも、CXCL10 は発現

変動遺伝子に含まれていなかった。一方 BoDV が持続感染した ADAR2 ノック

ダウン細胞については、陰性対照よりも CXCL10 の発現量が約 3.9 倍と、有意に

増加した（図 20）。このことより、BoDVは持続感染においても自然免疫の誘導

の抑制に ADAR2 を利用していることが示唆された。 
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図 20. BoDV 持続感染細胞中の CXCL10 発現量の評価  

非感染または BoDV が持続感染している ADAR2 ノックダウン細胞中の CXCL10 の発現量

を RT-qPCR により定量し、各陰性対照と比較した。独立した 3 回の実験の平均値であり、

エラーバーは標準偏差を示す。いずれも p 値は t 検定陰性対照と比較して算出した。（*, 

p<0.05; n.s., 有意差なし） 
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3-1. 本研究の意義 

 宿主とウイルスは、自身の生存をかけて攻防を繰り広げてきた。宿主は、

PAMPs を非自己として認識し、免疫応答を誘導する。一方でウイルスは、宿主

の細胞機構や、自身が発現するタンパク質を利用して免疫から逃れている 94。し

かし、これまで核内で持続感染する RNA ウイルスがどのように宿主の二本鎖

RNA 認識による免疫誘導を回避しているかは不明であった。本研究は、以下の

実験結果より、BoDV が自然免疫誘導を抑制するために、核内で ADAR2 の A-

to-I 編集活性を利用していることを明らかにした。1. ADAR2 ノックダウンおよ

び、ノックアウト細胞中で BoDVの感染効率が減少するが、野生型 ADAR2 の発

現により、感染効率は回復する（図 4、13、15）。2. ADAR2 は核内で持続感染し

ている BoDVのゲノム RNAに A-to-I編集する（図 16）。3. ADAR2 は二本鎖 RNA

結合領域で BoDV のゲノム RNA と結合する（図 17）。4. ADAR2 ノックダウン

細胞から回収した BoDV は、野生型細胞から回収したウイルスよりも、強く免

疫応答を誘導した（図 18）。野生型 ADAR2 を同細胞に発現させることで、BoDV

による免疫誘導は減弱した（図 19）。これらの結果は、BoDV ゲノム RNA が

ADAR2による編集を利用して“自己 RNA”を模倣し、自然免疫が誘導されるの

を回避していることを強く支持するものと考えられた。本研究は、核内で持続感

染するウイルスが二本鎖 RNAの認識を回避するために核内でA-to-I編集を利用

している可能性を示す初めての報告であり、ウイルスによる精巧な免疫回避機

構に新たな知見をもたらすものと考えられた。 

 

3-2. ADAR2 と BoDV における相互作用の特異性 

BoDV は感染初期、感染の広がり、持続感染の維持と、その感染環を通
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して ADAR2 を利用していることが本研究により明らかとなった。ADAR1 の恒

常発現アイソフォームである p110は細胞質と核内に、ADAR2は核内に局在し、

いずれも核内の BoDV ゲノム RNAへの到達が可能である 32, 35。宿主においても

ADAR1 と ADAR2 がどのように基質を選択しているのか、その作用機序は明ら

かではない。しかし、エディトーム解析より ADAR1 は Alu配列様の繰り返し配

列を、ADAR2 は翻訳領域の非繰り返し配列を好んで基質とする傾向にあること

が知られており、繰り返し配列をもたない BoDV ゲノム RNA への編集には、

ADAR2 の方が適していたと推察された。また、BoDV の組織特異性と ADAR2

の発現分布が一致していることは、BoDVが ADAR2 を利用するに至る進化的一

因となった可能性も考えられた。 

 ADAR2 が、BoDV 以外の核内複製ウイルスの感染にも関与するのかを

調べるために、IAV を用いた感染実験を実施した。その結果、ADAR2 ノックダ

ウン細胞より回収した IAV の力価は、野生型細胞から回収したものと比較して

有意な差はなく、ADAR2 が IAV 感染に関与しないことが示唆された（図 12）。

これまでに、IAV ゲノム RNA に対する ADAR1 による A-to-I編集は報告されて

おり、同じ核内に局在する ADAR2 が IAVのゲノム RNAを編集する可能性はあ

ると考えられる 81。しかし IAVは、BoDVと異なり RIG-Iなどの RNAセンサー

分子により認識され、強い免疫応答を誘導するため、ADAR2 による免疫誘導の

抑制があったとしても、IAV 感染動態を変える程の影響は及ぼさないと考えら

れた 95。 

 

3-3. 宿主における ADAR2 の自然免疫抑制作用 

 ADAR2 ノックダウン細胞のマイクロアレイ解析から、感染や刺激がな
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くても、ADAR2 ノックダウン細胞中で免疫および炎症関連遺伝子の発現が上昇

することが明らかとなった（図 6）。このことにより、ADAR1 だけではなく、

ADAR2 も宿主の RNA による自然免疫誘導の回避に寄与している可能性が示唆

された。ADAR2 の A-to-I編集活性不全は、ALS や統合失調症など神経、精神疾

患との関連が証明されている一方で、自然免疫への作用はこれまで明らかにさ

れていなかった 47, 48。本研究は、BoDV感染における ADAR2 の意義に加え、宿

主における ADAR2 の新たな機能の解明にも寄与した。ADAR2 のノックダウン

により発現が上昇し、遺伝子オントロジー解析で免疫、炎症応答関連遺伝子とし

て分類されたものには、CXCL1、CXCL5、CXCL8、IL-1β、PTX3 をはじめとす

るケモカインやインターロイキンが多く含まれていた。一方で、ADAR1 ノック

ダウン、ノックアウトで見られるインターフェロンの発現上昇は検出されなか

った。このことから、宿主が形成する二本鎖 RNAをMDA5からの認識を回避さ

せ、自然免疫の誘導を回避する ADAR1 とは異なる機序で、ADAR2 は自己の

RNAによる自然免疫の誘導を回避していると推察された。 

 

3-4. ADAR2 ノックダウンによる宿主因子を介した BoDV

感染抑制機構 

 ADAR2 ノックダウン細胞のマイクロアレイ解析と siRNA スクリーニン

グより、Rab27b と CXCL1 の発現上昇が BoDV 感染初期における感染効率の減

少に寄与することを明らかにした（図 7）。Rab27b と CXCL1 の抗 BoDV 作用は

これまで知られておらず、本研究は、BoDVと宿主因子の新しい相互作用も明ら

かにした。Rab27b はエキソソームの分泌過程に関与するタンパク質である 96。

エキソソームは脂質二重膜に覆われた小胞で、内部に細胞中の RNAやタンパク



46 

 

質を含み、細胞間のコミュニケーションを担う 97。エキソソームとウイルス感染

との関連も報告されており、C 型肝炎ウイルス感染細胞からはウイルス由来

RNA を含むエキソソームが分泌されており、周辺の細胞がその RNA を受け取

ることで、自然免疫が惹起され感染の広がりを防いでいる。BoDV 感染における

エキソソームの役割は明らかにされていないが、エキソソーム中に含まれた何

らかの因子によって抗ウイルス作用がもたらされた可能性が考えられる。また、

CXCL1 は分泌タンパク質で、好中球の遊走を誘導するが、培養細胞中での BoDV

感染への影響は不明である 98。CXCL1 のレセプターである CXCR2 の mRNAが

RT-qPCR で検出限界以下だったこと、リコンビナントの CXCL1を培養上清中に

添加しても BoDV 感染に変化がなかった（データは割愛する）ことから、細胞

内に局在している CXCL1 またはその RNA が未知の機序で作用していることが

考えられた。 

 

3-5. BoDV のゲノム RNA への編集を介した自然免疫抑制

機構 

本研究では、ADAR2 ノックダウン細胞と野生型細胞それぞれに感染し

ている BoDV の配列比較と、ADAR2-BoDV ゲノム RNA の相互作用解析から、

BoDV ゲノム RNA が ADAR2 により A-to-I 編集を受けている可能性を示した

（図 16、17）。さらに、ADAR2 ノックダウン細胞より回収したウイルスは自然

免疫の誘導を強めたことから（図 18）、BoDV ゲノム RNA への A-to-I 編集が自

然免疫の誘導を抑制していると考えられる。しかし、その作用機序は未だ明らか

でない。本研究で同定した A-to-I編集箇所のうち 3つは P、M、L遺伝子上に位

置する非同義置換であった。アミノ酸置換後の変異体の自然免疫抑制への影響
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を調べることで、メカニズム解明の一助になると考えられる。 

また一方で、本研究の配列解析では検出されなかった、低頻度の A-to-I

編集が BoDVゲノム RNAで広く起こっている可能性も考えられる。ポリオウイ

ルス感染では、少数派として存在するウイルスの配列が生体内での感染動態、病

原性を変えることが報告されている 99。あるいは、宿主の ADAR1 による非自己

認識の回避にみられるように、ADAR2 による A-to-I編集が、BoDV ゲノムの分

子内、または分子間の二本鎖RNA形成をゲノムRNA上の様々な位置で阻害し、

SAFA のような核内に局在する二本鎖 RNA センサー分子からの認識を回避して

いる可能性もある。これらの仮説を検証するためには、BoDVゲノム RNA上で

A-to-I編集を受けている部位を網羅的に検出する必要があり、コピー数が極めて

低い BoDV のゲノム RNA の配列を次世代シークエンスで深く解読する手法の

開発と、A-to-I編集を直接検出する手法の応用は今後の課題の一つである。 
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細胞培養 

ヒトオリゴデンドログリア細胞（OL細胞）および BoDV持続感染 OL細

胞は 5%ウシ胎児血清（Fetal calf serum: FCS）（MP Biomedicals、CA、USA）を含

む DMEM（Thermo Fisher Scientific、MS、USA）で培養した。ADAR1 ノックダ

ウン OL細胞および ADAR2 ノックダウン OL細胞は同培養液に 2 µg/mLピュー

ロマイシン（Merck、Darmstadt、Germany）を添加したものを使用した。293LTV

細胞は、10% FCS、1% MEM Non-Essential Amino Acid Solution（Thermo Fisher 

Scientific）を含む DMEM で培養した。MDCK 細胞は 5% FCS、7.5% NaHCO3

（Thermo Fisher Scientific）、1% MEM Non-Essential Amino Acid Solution（Thermo 

Fisher Scientific）、1% MEM Vitamin Solution（Thermo Fisher Scientific）、1% L-

glutamine（Merck）および 1% Penicillin-Streptomycin Solution （富士フィルム和

光純薬、大阪、日本）を含むMEM（Thermo Fisher Scientific）で培養した。 

 

 

プラスミドの作製 

ADAR2 発現プラスミド（pcDNA3-ADAR2 および  pcDNA3-3xFLAG-

ADAR2）は、OL細胞より抽出した全RNAを鋳型としてRT-PCR法によりADAR2

遺伝子を増幅し、pcDNA3 ベクターまたは 3×FLAGのタグ配列がマルチクロー

ニングサイトに付加された pcDNA3 ベクター（Thermo Fisher Scientific）にクロ

ーニングして作製した。逆転写反応には SuperScript Ⅲ（Thermo Fisher Scientific）

を、PCR には PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TaKaRa、滋賀、日本）を付属の

手順に従い使用した。ADAR2 編集活性欠損変異体発現プラスミド（pcDNA3-

ADAR2 E/A および pcDNA3-3xFLAG-ADAR2 E/A）は、PCR により 396 番目の
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グルタミン酸（GAA）をアラニン（GCA）に置換する変異を導入して作製した。

ADAR2 二本鎖 RNA 結合能欠損変異体発現プラスミド（pcDNA3-3xFLAG-

ADAR2 EAA）は、Wistar Instituteの西倉和子教授より提供を受けた。EGFP 発現

プラスミド（pcDNA3-3xFLAG-EGFP）は、pEGFP-N1（Addgene、MA、USA）を

鋳型として EGFP 配列を PCR により増幅して作製した。ライゲーション反応に

は DNA Ligation Kit ＜Mighty Mix＞（TaKaRa）を用い、形質転換には XL10- Gold

（Agilent、CA、USA）を使用した。大腸菌からプラスミドを回収するために

PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit（Thermo Fisher Scientific）を使用した。 

 

 

細胞へのプラスミドの導入 

プラスミドは、Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）を用いたト

ランスフェクション法により細胞に導入した。操作は付属の手順に従った。 

 

 

ノックダウン細胞株の樹立 

shRNA発現プラスミドを作製するために、ADAR1、ADAR2 またはコン

トロールの shRNA配列を pRSI-U6-(sh)-UbiC-RFP-2A-Puro（Cellecta、CA、USA）

へクローニングした。本実験に使用した shRNA の配列は以下の通りである。

shADAR1 5’-CCAGCACAGCGGAGUGGUA-3’; shADAR2#1 5’- 

TACATGAGTGATCGTGGCC-3’; ADAR2#2 5’-GATAGACACCCAAATCGTA-3’。同

プラスミド 0.35µgは、1.4µg psPAX2（Addgene）と、0.35µg pMD2.G（Addgene）

と共にトランスフェクション法により 6 well plate へ播種された 293LTV 細胞へ
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と導入された。72 時間後、レンチウイルスベクターを含む培養細胞上清を回収

し、0.45µm のフィルター（Merck）でろ過した。精製したレンチウイルスを OL

細胞に接種し、2 µg/mLのピューロマイシンでウイルス感染細胞のセレクション

をおこない、ペニシリンカップ（SANSYO、東京、日本）を用いてクローニング

した。 

 

 

BoDV を含む細胞破砕液の回収 

BoDV 感染 OL 細胞をトリプシン処理により回収し、りん酸緩衝生理食

塩水（Phosphate buffered saline: PBS）に懸濁した。BIORUPTORⅡ（ソニック・バ

イオ、神奈川、日本）を用いて同細胞を超音波破砕し、4℃、1200 x gで 25分間

遠心した。上清を回収し、ウイルス溶液として-80℃に保存した。 

 

 

BoDV 粒子の回収 

 BoDV持続感染細胞に 250mM MgCl2（富士フィルム和光純薬）および 1% 

FCS を含む 20 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）（Sigma-Aldrich、MO、USA）を添加

し、37℃で 90 分間反応させた。上清を回収し、0.22 µm のフィルター（Merck）

でろ過した後に、-80℃で保存した。 
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BoDV の感染 

BoDV を含む溶液を細胞に添加し、37℃で反応させた。1 時間後、細胞

を PBS で洗浄し、2% FCS を含む DMEM で培養した。 

 

 

免疫蛍光染色 

細胞を PBS で洗浄し、4% パラホルムアルデヒド（富士フィルム和光純

薬）を添加して室温で 15分間反応させた。PBS で洗浄した後に、0.1% Triton X-

100（ナカライテスク、京都、日本）および 2% FCS を含む PBS で透過処理をお

こなった。抗 BoDV-P 抗体を 2% FCS を含む PBS で 2000倍希釈し、細胞に添加

して室温で 1時間反応させた。PBS で洗浄した後に、Alexa Fluor 488 標識抗ウサ

ギ IgG 抗体（Thermo Fisher Scientific）を 1000 倍希釈、 DAPI（Merck）を 2.5 

µg/mL になるように 2% FCS を含む PBS で希釈し、細胞に添加した。室温で 1

時間反応させた後に、PBS で洗浄し、観察に用いた。観察には BZ-X710 All-in-

One Fluorescence Microscope（KEYENCE、大阪、日本）を使用し、感染細胞率は

BoDV-P 陽性細胞数を総細胞数で割ることで算出した。 

 

 

RNA 抽出 

全 RNAの抽出は、NucleoSpin RNA Kit （Macherey-Nagel、Düren、Germany）

または Trizol LS（Thermo Fisher Scientific）を用いておこなった。操作は付属の

手順に従った。 
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RT-qPCR 

cDNAの作製には Verso cDNA Synthesis Kit（Thermo Fisher Scientific）を

付属の手順に従い使用した。逆転写用のプライマーは、BoDVゲノム RNA特異

的プライマーおよび oligodT を使用した。BoDV ゲノム RNA に対する RT-qPCR

は Thunderbird Probe qPCR Mix（東洋紡、大阪、日本）を、それ以外の配列に対

する qPCR は Thunderbird SYBR qPCR Mix（東洋紡）、または、Luna Universal qPCR 

Master Mix（New England Biolabs、MA、USA）を使用した。いずれも操作は付属

の手順に従った。使用したプライマー、プローブは表 1に記載した。 
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表 1．使用したプライマー、プローブ一覧 
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ウェスタンブロッティング 

細胞懸濁液に等量の 2×SDS-Sample緩衝液［10%メルカプトエタノール

（富士フィルム和光純薬）、4% SDS（富士フィルム和光純薬）、0.3 M スクロース

（富士フィルム和光純薬）、0.01% BPB（富士フィルム和光純薬）を含む 125 mM 

Tris-HCl 緩衝液（Tris、ナカライテスク）（HCl、富士フィルム和光純薬 ）］を添

加し、95℃で 10分間加熱してタンパク質を変性させ、SDS-PAGE に供した。電

気泳動は e-PAGEL minigel 5-20%ポリアクリルアミドゲル（ATTO、東京、日本）

を、泳動用緩衝液は Tris-glycine-SDS buffer powder（TaKaRa）を用いて、400V定

電圧で実施した。泳動後、Trans-Blot Turbo PVDF Transfer Pack（Bio-Rad、CA、

USA）を用いてゲル中のタンパク質を PVDF 膜へとセミドライ式ブロッティン

グ法により転写した。膜への転写後、Blocking One（ナカライテスク）を用いて

ブロッキングをおこない、0.1% Tween-20（富士フィルム和光純薬）を含む TBS-

Tで洗浄した。TBS は Tris buffered saline tablets pH 7.6（TaKaRa）を用いて付属

の手順に従い作製した。 

Can Get Signal Immuonreaction Enhancer Solution 1（東洋紡）を用いて 1次

抗体を希釈し、室温で 1時間または、4℃で 16時間反応させた。本研究で使用し

た 1 次抗体および希釈倍率は表 2 に記載した。TBS-T で 3 回洗浄した後、Can 

Get Signal Immuonreaction Enhancer Solution 2（東洋紡）を用いて 2 次抗体を希釈

し、室温で 1 時間反応させた。2 次抗体には西洋ワサビペルオキシダーゼ

（Horseradish peroxidase: HRP）で標識された抗マウス IgG 抗体および抗ラビッ

ト IgG抗体を 2000 倍希釈で使用した。TBS-Tで洗浄した後、付属の手順に従い

Amersham ECL Prime（GE Healthcare、IL、USA）を用いて化学発光反応をおこな

った。発光の検出および画像の取得には ImageQuant LAS 4000mini（GE Healthcare）

を用いた。検出されたバンドの強度は Multi Gauge V3.2 software（富士フィルム
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和光純薬）を用いて定量した。 

 

表 2．使用した抗体一覧 

 

 

マイクロアレイ解析 

ADAR2 ノックダウン細胞（shADAR2#1-7）と野生型細胞から全 RNAを

抽出し、Human Clariom S Array（Thermo Fisher Scientific）を用いて、付属の手順

に従い解析をおこなった。Transcriptome Analysis Console software（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて取得したデータを解析し、発現が 2倍以上変動する遺伝子を

抽出した。さらに、これらの遺伝子に対して統計解析ソフト R を用いて rank 

product 解析をおこない、発現変動量の大きい遺伝子を抽出した 68。また、遺伝

子オントロジー解析には Database for Annotated Visualization, Integration and 

Discovery software（DAVID）を使用した 100。 
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siRNA 導入による感染効率回復実験 

1 遺伝子に対して 4 種類の siRNA を含む siRNA プールは（Dharmacon、

CO、USA）より購入した。ターゲットとした遺伝子と siRNAの番号は表 3に記

載した。siRNAのトランスフェクションには HiPerfect（QIAGEN、Hilden、Germany）

を用い、操作は付属の手順に従った。トランスフェクションから 24 時間後、

BoDV を MOI= 1 で接種し、37℃で 1 時間反応させた。PBS で洗浄した後、2% 

FCS を含む DMEM で培養した。3日後、IFAにより感染細胞率を算出した。 

 

表 3．使用した siRNA 一覧 

 

 

インフルエンザウイルスの感染実験 

Influenza A/WSN/33（H1N1）（WSN 株） は東京大学の河岡義裕教授より

提供を受けた。ADAR2 ノックダウン細胞および野生型細胞に WSN を MOI= 1

で接種し、37℃で 1 時間反応させた。PBS で洗浄した後、37℃で 48 時間培養し、



58 

 

上清を回収した。4℃、3000 rpmで、10分間遠心し、回収した上清をウイルス溶

液としてプラークアッセイに供した。MDCK細胞に 10倍ずつ段階希釈したWSN

を接種し、37℃で 1時間反応させた。0.2%のTosylsulfonyl phenylalanyl chloromethyl 

ketone-treated trypsin（Merck）を含むアガロース（Lonza、Basel、Switzerland）を

上から添加し、そのまま室温で 15 分、次いで 37℃で 36 時間反応させた。20%

ホルマリン（富士フィルム和光純薬）をアガロースの上から添加し、室温で 30

分間反応させた。20%ホルマリンとアガロースを除去し、0.005%のアミドブラッ

ク（富士フィルム和光純薬）を添加し、室温で 1時間反応させた。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。 

 

 

ADAR2 ノックアウト細胞株の樹立 

 ADAR2 ノックアウト細胞の作製には、Alt-R® CRISPR-Cas9 System 

（Integrated Device Technology、CA、USA）を付属の手順に従い使用した。ター

ゲット配列には 5’-GCCATGCAGAAATAATATCTCGG-3’を採用した。crRNA

（Integrated Device Technology）と tracrRNA（Integrated Device Technology）を

100µM ずつ混合し、95℃で 5分間加熱した。gRNAと Alt-R S.p. HiFi Cas9 Nuclease 

V3（Integrated Device Technology）を混合し、室温で 20 分間反応させた。Cas9-

gRNA複合体は 4D-Nucleofector（Lonza）と SF Cell Line 4D-Nucleofector X Kit L 

（Lonza）を用いてエレクトロポレーション法により OL細胞へ導入した。 
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A-to-I 編集活性解析 

宿主の AMPA 型グルタミン酸受容体 GluR2 の mRNA には、ほぼ 100％

の効率で ADAR2 から A-to-I 編集される Q/R 部位と呼ばれるアデノシンが存在

する。Q/R 部位の配列を調べることで、細胞内の A-to-I 編集活性を評価する。

Q/R 部位を含む GluR2 断片を PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TaKaRa）を用

いて Semi-nested PCRにより増幅した。PCR産物はサンガーシークエンス法によ

り配列を決定した（Fasmac、神奈川、日本）。 シークエンス解析には、BigDye™ 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit が、付属の手順に従い使用されている。 

 

 

ADAR2 発現による感染効率回復実験 

ADAR2 ノックダウン細胞に pcDNA3-ADAR2、pcDNA3-ADAR2 E/A ま

たは、pcDNA3-RFP をトランスフェクション法により導入した。48 時間後、同

細胞に BoDVをMOI= 1 で接種し、37℃で 1時間反応させた。3日後に抗 BoDV-

P 抗体を用いた IFA により感染細胞率を算出した。 

 

 

BoDV ゲノム RNA の配列解析 

BoDV が持続感染している ADAR2 ノックダウン細胞および野生型細胞

からウイルス粒子を回収し、Trizol LS を用いて全 RNAを抽出した。同 RNAを

鋳型として Verso cDNA Synthesis Kit を用いて、BoDVゲノム RNA 特異的プライ

マーにより逆転写をおこなった。プライマーの配列は表 1 に記載した。操作は

付属の手順に従った。KOD One PCR Master Mix–Blue（東洋紡）を用いて BoDV
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ゲノムを 9 つの断片に分けて増幅し、アガロース電気泳動に供した。目的のバ

ンドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて精製した。精

製した PCR 産物を pCR4Blunt-TOPO vector （Thermo Fisher Scientific）へクロー

ニングした。形質転換には XL10-Gold ウルトラコンピテントセル（Agilent）を

使用し、一断片につき 10コロニーを採取し、GenElute Plasmid Miniprep Kit（Sigma-

Aldrich）を用いてプラスミドを回収し、サンガーシークエンス法により配列を決

定した（Fasmac）。配列解析には Geneious software（Biomatters、 Auckland、New 

Zealand）を用いた。 

 

 

RNA 免疫沈降 

BoDV持続感染細胞に pcDNA3-3xFLAG-ADAR2 WT、 pcDNA3-3xFLAG-

ADAR2 EAA、 pcDNA3-3xFLAG-EGFP、または pcDNA3-3xFLAG-BoDV-Nをト

ランスフェクション法により導入した。 48 時間後、RiboCluster Profiler RIP-Assay 

Kit（MBL、愛知、日本）を用いて抗 FLAG 抗体で免疫沈降をおこなった。ただ

し、付属のアガロースビーズではなく、Dynabeads Protein G（Thermo Fisher 

Scientific）を使用した。沈降物は、ウェスタンブロッティング、RT-PCR 法およ

び RT-qPCR 法で解析した。 
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注釈 

本学位論文は以下の学術論文の内容に基づいて書かれたものである。 

Mako Yanai, Shohei Kojima, Madoka Sakai, Ryo Komorizono, Keizo Tomonaga and 

Akiko Makino. 

ADAR2 is involved in self and nonself recognition of Borna disease virus genomic 

RNA in the nucleus 
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