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緒緒  言言  
 
自然界には様々な病原ウイルスが存在し、それぞれが特有の宿主をもつ。ウイルスはその進化の過程で変異を繰り返

しており、変異の蓄積により時に新たな宿主への感染性を獲得する。新型インフルエンザウイルスや新型コロナウイル

ス（SARS-CoV-2）は元来野生動物内で維持されていたにもかかわらず、変異獲得後ヒトへの感染性を獲得することで

出現した。このように我々は常に新興ウイルス感染症出現の脅威にある。ヒトの中で長期間流行することにより完全な

ヒト適応性を獲得している季節性ウイルスと異なり、新興ウイルスはまさにヒト宿主への適応過渡期にある。そのため

従来利用していた宿主のhost factorとは異なるヒトのhost factorを利用して複製する必要があり、ウイルスポリメラ

ーゼ蛋白質とヒトhost factor間の不適合性による複製のエラーが生じやすいと推測される。 
SARS-CoV-2が引き起こす新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は重症肺炎及び血栓症を伴うサイトカインスト

ームをその病態の特徴とする。本研究では新興ウイルスである SARS-CoV-2 ウイルスがゲノム複製過程のエラーによ

って生じうる不完全なウイルス RNA（短鎖 viral RNA）に着目し、このエラーRNA によるサイトカイン誘導性を検

証することを糸口としたCOVID-19の重症化機序を解明することを目的とした。 
  

方方法法おおよよびび結結果果 
 
11．．ヒヒトト細細胞胞内内ににおおけけるるSSAARRSS--CCooVV--22及及びび季季節節性性ココロロナナウウイイルルスス由由来来短短鎖鎖vviirraall  RRNNAA産産生生性性評評価価  
ヒト由来細胞（Calu-3及びHCT-8細胞）にそれぞれSARS-CoV-2 Wuhan株、季節性コロナウイルス（OC43）を

感染させ、感染力価ピーク時に感染細胞を回収して、RNAを抽出した。RNAは200 nt未満及び200 nt以上の分画に

分けて精製し、これらのうち 200 nt 未満のRNA を細胞由来miRNA 量の減少とウイルス由来RNA の三リン酸基の

モノリン酸化を目的として、XRN-I及びRPPH酵素で処理後に、small RNA sequence により解析した。興味深いこ

とに、SARS-CoV-2 は他の季節性コロナウイルスと比較して顕著に多量の短鎖 viral RNA を産生しており、その長さ

のピークは61～70 bに分布していた（図1）。 

 
図1．SARS-CoV-2は季節性コロナウイルスと比較して短鎖viral RNAを多く産生する 

左パネル）コロナウイルスが産生する短鎖 viral RNA の read map。リードはウイルスの

positive sense RNAにマップしている。  
右パネル）コロナウイルスが産生する短鎖viral RNA長の分布。  
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22．．SSAARRSS--CCooVV--22由由来来短短鎖鎖vviirraall  RRNNAAののササイイトトカカイインン誘誘導導能能評評価価  
Small-RNA-sequenceの結果をもとにSARS-CoV-2が産生する短鎖viral RNAの代表配列（5’ 末端領域の40 nt、

60 nt、80 nt 及び100 ntの配列）を選出し、これらの配列をもとに in vitro transcription（IVT）によりRNAを合成

した（IVT-RNA）。SARS-CoV-2 由来短鎖viral RNAによるサイトカイン誘導能を評価するため、これら IVT-RNAを

293T 及び THP-1 細胞にトランスフェクションし、細胞培養上清中に分泌される IFN-β及び IL-6 量を測定した。   
40 nt 長の IVT-RNA を除き、60 nt、80 nt 及び 100 nt 長の IVT-RNA は両サイトカインの産生を強く誘導した       
（図 2a）。これら IVT-RNA の CIP 処理及び CAP-1 付加は、IVT-RNA によるサイトカイン誘導性を消失させた。さ

らに、IVT-RNAをトランスフェクションした細胞をdouble-stranded RNA（dsRNA）検出抗体（J2抗体）を用いて

免疫染色すると、60 nt、80 nt及び100 nt 長のRNA をトランスフェクションした細胞において、蛍光が観察された

（図2b）。これらの解析結果より、5’末端における三リン酸基及びRNAの二次構造がSARS-CoV-2由来短鎖viral RNA
によるサイトカイン誘導に重要であることが示唆された。 

 

 
 

図2．SARS-Cov-2由来短鎖viral RNAはサイトカイン産生を誘導する 
a) 293T細胞及びTHP-1細胞におけるSARS-CoV-2由来短鎖viral RNAの IFN-β及び IL-6の  

産生誘導性。**P＜0.01（Tukey’s multiple comparison test）。 
b) SARS-CoV-2由来短鎖viral RNAをトランスフェクションした293T細胞におけるdsRNAの

検出（スケールバー：20μm）。 
  
33．．SSAARRSS--CCooVV--22由由来来短短鎖鎖vviirraall  RRNNAAののRRIIGG--IIにによよるる認認識識評評価価 

SARS-CoV-2ウイルスゲノムは細胞質内で転写・複製することから、ウイルスゲノム複製過程で産生される短鎖viral 
RNA は細胞質内に蓄積されると推察される。そこで細胞質に存在する RNA 認識機構である RIG-I 及び MDA-5 を

siRNAによりそれぞれknock downし、当該機構による短鎖viral RNAの認識とサイトカイン誘導性の関連を評価し
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た。MDA-5 knock down 細胞におけるサイトカイン産生量と比較し、RIG-I knock down 細胞においては短鎖 viral 
RNA を模した IVT-RNA によるサイトカイン産生量が優位に減少した。このことから、SARS-CoV-2 由来短鎖 viral 
RNA は主に RIG-I 機構によって認識され、サイトカイン産生を誘導していることが示唆された（図 3a）。また、     
SARS-CoV-2 Wuhan 株感染細胞を溶解後、RIG-I 抗体により免疫沈降し、当該共沈産物より抽出した 200 nt 未満の

RNAを図1同様に small RNA-sequenceにより解析した。その結果、図1で検出された短鎖viral RNAと同様の配列

及び長さのRNA が本解析においても検出された（図 3b）ことから感染細胞中においても短鎖 viral RNA は特異的に

RIG-Iに認識されていることが確認された。 
 

  
  

図3．SARS-CoV-2由来短鎖viral RNAはRIG-Iを介してサイトカイン産生を誘導する 
a） RIG-I又はMDA-5ノックダウン293T細胞におけるSARS-CoV-2由来短鎖viral RNAの

サイトカイン誘導性 。**P＜0.01（Tukey’s multiple comparison test）。 
b） 左パネル：RIG-Iに結合したSARS-CoV-2由来短鎖viral RNAの read map。 

右パネル：RIG-Iに結合したSARS-CoV-2由来短鎖viral RNA長の分布。 
  
44．．ヒヒトト細細胞胞内内及及びびハハムムススタターー肺肺中中ににおおけけるるSSAARRSS--CCooVV--22  DDeellttaa株株及及びびOOmmiiccrroonn株株のの短短鎖鎖vviirraall  RRNNAA産産生生性性評評価価  

SARS-CoV-2 はその出現以降、変異を蓄積することで、様々な variant に進化している。ウイルスの進化に伴い、

SARS-CoV-2の短鎖viral RNA産生性がどのように変化するのかについて評価するべく、Wuhan株に加えて変異株で

あるDelta株及びOmicron株がヒト細胞内（Calu-3 細胞）で産生する短鎖viral RNA量を real time PCR 法により

測定した。本解析では、短鎖viral RNAの代表配列を特異的に検出するためのstem-loop RT primerを構築している。

Wuhan株及びDelta株感染細胞においては感染後120時間まで同程度短鎖viral RNA産生量が増加し、その発現レベ

ルは両株で同等だった。一方で、Omicron株感染細胞においては、Wuhan株及びDelta株感染細胞にみられた感染経

過時間に伴う短鎖viral RNAの細胞内への蓄積は検出されなかった（図4a）。さらに、ハムスターにウイルスを経鼻感

染させ、感染後5日目において肺を採取し、肺中のおける短鎖viral RNA量を同様に real time PCR法により測定し

た。Wuhan株及びDelta株感染ハムスターの肺中においては同程度の短鎖viral RNAが検出されたのに対し、Omicron
株感染ハムスターの肺中における短鎖viral RNA量は検出限界以下であった（図4b）。 
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図4．SARS-CoV-2変異株による短鎖viral RNA産生性の違い 

a） Calu-3細胞に異なるウイルス変異株を感染させ、感染後経過時間におけるSARS-
CoV-2由来短鎖viral RNA量を測定。 

b） ハムスターに異なるウイルス変異株を感染させ、感染後５日目における肺中の

SARS-CoV-2由来短鎖viral RNAを測定。 
 

考考  察察  

 
本研究では、SARS-CoV-2が季節性コロナウイルスと比較して、不完全なウイルスゲノムRNAである短鎖viral RNA

を感染細胞内に多量に産生していることを見出した。また、SARS-CoV-2 が産生する短鎖 viral RNA は、5’ 末端に三

リン酸基及びRNA二次構造を保有する特徴から、細胞質内RNA認識機構であるRIG-Iに選択的に結合し、IFN-β及

び IL-6サイトカインの産生を誘導していると推察された。さらに興味深いことに、これらの短鎖viral RNAはWuhan
株及び Delta 株感染細胞、同ウイルス感染ハムスターの肺中において同程度に検出されるにも関わらず、Omicron 株

感染細胞及びハムスターにおいては著しく低い傾向にあった。このような短鎖 viral RNA は通常は鳥類を自然宿主と

する鳥インフルエンザウイルスが哺乳類細胞においてウイルス複製する際にも検出されており、サイトカイン産生誘導

の一因子であると報告されている［1］。通常と異なる宿主でウイルスゲノムを複製する際は、複製エラーや複製調節不

全が生じることによりこのような不完全なウイルスRNAが細胞内に蓄積されると推察されている。野生動物を自然宿

主としている SARS-CoV-2 においても、当該ウイルスが病原性をもってヒトに検知された時点ではウイルスは完全な

ヒトでの適応性を獲得していない［2］。そのため本研究で検出された短鎖 viral RNA もウイルスの宿主適応過渡期に

生じるウイルスゲノム複製エラーに起因して産生されている可能性が高いと推察される。実際に Omicron 株では短鎖

viral RNA の産生量がOmicron 株出現以前の流行株と比較して著しく減少したことを示す本研究の結果は、ウイルス

の宿主適応進化と短鎖viral RNAの産生量の関連性を部分的に裏付けるものである。今後は、Wuhan株をヒト細胞で

継続的に passage すると共に、継代ウイルスが産生する短鎖 viral RNA 量を解析することにより、ウイルス宿主適応

メカニズムをより詳細に把握できると考える。 
SARS-CoV-2は重症肺炎及び血栓症を伴うサイトカインストームを特徴とする重篤な病態を引き起こす［3］。しかし

ながら、これらサイトカインストームを引き起こすウイルス学的要因は明らかになっていない。本研究で新たに検出し

たSARS-CoV-2由来短鎖viral RNAはウイルスの複製に伴って細胞内に蓄積されてサイトカイン産生を強く誘導する
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ため、SARS-CoV-2による過剰サイトカイン産生に起因する病態に関与している可能性がある。さらに興味深いことに、

当該RNAが感染細胞培養上清中のエクソソーム中にも含有されていることが確認済みであり、このことからウイルス

感染の広がりに加えて、エクソソームに含まれる短鎖 viral RNA が全身の免疫応答を惹起して過剰な免疫誘導を引き

起こす重症化病態も想定できる。 
以上の本研究で得られたSARS-CoV-2が産生する短鎖viral RNAの知見と当該RNAによる病態関連性への理解は、

SARS-CoV-2によって引き起こされる重症化病態解明に貢献すると考えられる。 
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