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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染と宿主のNMD機構の相互作用を解析するため、主要因子であるUPF・
SMG・G3BP1遺伝子など複数の遺伝子ノックダウン細胞をレンチウイルスベクターにて樹立し、RNAウイルスであ
るボルナ病ウイルス・コクサッキーウイルスB3（CVB3）を接種した結果、有意に上清および細胞中ウイルスRNA
量が増加した。同様に、NMD阻害剤であるNMDI-14を各感染細胞に投与した結果ノックダウン細胞と同じくウイル
スRNA上は有意に増加した。以上のことから、宿主のNMD機構または各主要因子はRNAウイルスの複製を抑制する
抗ウイルス作用を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To analyze the interaction between viral infection and host NMD mechanisms, 
several gene knockdown cells were established with lentiviral vectors, including the UPFs, SMGs, and
 G3BP1 genes, which are key factors of NMD pathway. Inoculation of these cells with the RNA viruses 
Borna disease virus and coxsackie virus B3 (CVB3) resulted in significantly increased viral RNA 
amounts in the supernatant and infected cells. Similarly, NMDI-14, an NMD inhibitor, significantly 
increased viral RNA levels in each infected cell as well as in the knockdown cells. These results 
suggest that the host NMD mechanism or each key factor has antiviral activity to inhibit RNA virus 
replication.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス学　ウイルス進化　RNAウイルス　RNA分解

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではNMD機構がRNAウイルスの複製を制御していることが明らかとなったことから、NMD機構、特にUPFや
SMG遺伝子を標的とした抗ウイルス薬の開発に貢献すると期待できる。またNMDとウイルス感染の相互作用の詳細
はいまだ未解明であるが、RNAウイルスが感染に利用する新たな宿主機構として知見を得た意義のある成果とい
える。本研究で用いたCVB3においては、ある特定の細胞種では細胞傷害性なしに長期間子孫粒子を産生する持続
感染を成立させることが明らかとなり、急性感染と持続感染を1つのウイルス種で並行して解析できる実験系を
確立させたことは本研究のみならず今後のウイルス学研究に活用されると予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

RNA ウイルスは真核生物や DNA ウイルスと比較し、変異率が非常に高く、ウイルス
ポリメラーゼの校正能力も欠如しているため急速に進化する。その結果、迅速に宿主へ適応し免
疫反応から逃れ最終的に宿主へ病原性を示す。ウイルス進化に影響を与える宿主因子として、シ
チジン脱アミノ化酵素 APOBEC3 や RNA 編集酵素 ADAR が研究されているが、これらは点変
異導入因子でありウイルスゲノム全体・配列多様性に影響を与える因子ではなく、ウイルス進化
を制御する宿主機構の知見はいまだ不十分である。 
 近年、突然変異や転写・スプライシング異常により生じた不良な mRNA を選択的に分
解する「NMD」の分子機構が明らかとなってきた。タンパク質をコードする領域に本来より上
流に誤って終止コドン（未成熟終止コドン）が生じると、細胞毒性が高い異常タンパク質が翻訳
されないようmRNAの段階でNMD因子UPF1が探知し、不良mRNAは選択的に分解される。
NMD は未成熟終止コドン、異常な立体構造、長鎖 2 本鎖構造を含む不良 mRNA を探知・除去
することで RNA 品質機構として機能し、細胞の生体恒常性に大きく貢献している。 
 そこで、これら NMD の RNA 品質管理機能は同じく RNA をゲノムにもつウイルスに
も作用し、かつ変異や立体構造を直接探知・分解するという観点から NMD はウイルス進化に影
響を与えると仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、RNA 品質機構である宿主の NMD 機構とウイルス感染の相互作用、およ
び NMD 機構が RNA ウイルスの進化に影響を与えるか解析する。また RNA ウイルスは種によ
って多様な生活環を持っていることから複数種のウイルスを実験に用いて一貫性のある知見を
得る。 
 
 
３．研究の方法 
 
検証する RNA ウイルスとして、ボルナ病ウイルス（BoDV-1）・コクサッキーウイルス B3（CVB3）・
新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）を用いた。 
 
① NMD によるウイルス感染の抑制評価  

主要な NMD 因子（UPFs, SMGs, STAU1/2, G3BP1）を shRNA によりノックダウンした細
胞（NMD-shRNA）に各ウイルスを接種後、感染細胞率・上清中の感染性ウイルス量・細胞内ウイ
ルス RNA 量・ウイルスタンパク質発現量を経時的にコントロールと比較し、NMD の抗ウイルス効
果を評価する。同様に、NMD 阻害剤である NMDI-14 を細胞へ投与し、濃度依存的に上記項目を評
価する。 
 
② ウイルスタンパク質発現による NMD 阻害効果 

ウイルスタンパク質単独の発現が宿主の NMD 作用に影響を与えるか検討する。各ウイ
ルス遺伝子をコードした発現プラスミドを細胞へ導入後、免疫蛍光染色法により NMD 因子の細
胞内局在を解析する。また細胞内局在に変化が認められた場合、免疫沈降法を用いてウイルスタ
ンパク質と NMD 因子の結合性を評価する。またウイルス感染もしくはウイルスタンパク質発現
による NMD 因子の発現量変動を RT-qPCR およびウェスタンブロッティングにより定量する。 
 
③ NMD 因子ノックダウン細胞内におけるウイルスゲノムの多様性解析 

NMD-shRNA 細胞に各ウイルスを接種後、経時的に細胞 RNA ならびに上清中のウイルス
RNA を回収し、RNA-seq によりウイルスゲノム内の変異蓄積と配列多様性を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
① NMD 因子の遺伝子ノックダウンによりウイルス RNA 量は増加する 
 shRNA を発現するレンチウイルスベクターと HEK293T 細胞を用いて UPF, SMG など NMD
機構の主要因子のノックダウン細胞を樹立し、SARS-CoV-2 を MOI 0.2 にて接種したのち、上清
中のウイルス RNA 量を qRT-PCR にて測定した（図１）。その結果、UPF1 および UPF2 ノックダウ
ン細胞において有意に上清中ウイルス RNA 量が増加した。 
 



 
図１：NMD ノックダウン細胞における SARS-CoV-2 のウイルス RNA 量の変動 

（上図）shRNA による NMD 因子ノックダウン細胞の樹立とウェスタンブロッティング法による発

現解析。（下図）NMD ノックダウン細胞への SARS-CoV-2 感染。MOI 0.2 にて接種したのち 72 時間

後、細胞上清から RNA 抽出し qRT-PCR 法にてウイルス RNA 量を比較定量した。コントロール細

胞（スクランブル配列を挿入した shRNA レンチウイルスベクター）におけるウイルス RNA 量を

1.0 とし、各細胞における RNA 量を相対値にて示した。Emp は shRNA 配列を挿入していないベク

ターを用いている。 

 

次に、SARS-CoV-2 と同様に NMD 因子ノックダウン細胞において同じく RNA ウイルスで

あるボルナ病ウイルス（BoDV-1）およびコクサッキーウイルス B3（CVB3）でもウイルス RNA が

増加するか検討した。また、NMD 阻害剤である NMDI-14 の投与も検討した。NMDI-14 は NMD 主要

因子である UPF1 と SMG7 の結合を阻害する低分子化合物である。その結果、SARS-CoV-2 と同様

に NMD 因子ノックダウンにより BoDV-1（細胞内ウイルス RNA 量）および CVB3（上清中ウイルス

RNA 量）でも有意に RNA 量が増加した（図２）。 

 

図２：RNA ウイルス感染に NMD 機構の影響 

（上図）BoDV-1 を NMD ノックダウン細胞に MOI 0.4 で接種し、total RNA を細胞から回収後 qRT-

PCR にてウイルス RNA を定量した。また BoDV-1 が持続感染した HEK293T 細胞に NMDI-14 を投与

後、48 時間後ウイルス RNA 量を定量した。（下図）CVB3 を Moi 0.05 にて NMD ノックダウン細胞

に接種し、72 時間後に細胞上清を回収しウイルス RNA 量を定量した。また CVB3 を MOI 0.05 で



接種し NMDI-14 を各濃度で投与後、48 時間後上清中ウイルス RNA 量を測定した。 

 

また NMDI-14 において、A549-ACE2、Huh7、Caco-2 細胞における SARS-CoV-2 感染への影響も検

討した結果同様の結果が得られた（図３）。 

 

（図３）NMD 阻害剤による SARS-CoV-2 感染への影響 

各細胞に MOI 0.25 で SARS-CoV-2 を接種し 72 時間後、上清中のウイルス RNA を定量した。コン

トロールとして DMSO を投与し、相対値で示した。 

 

 

② ウイルスタンパク質発現による NMD 阻害効果 

既報の研究（Gordon D et al., Nature, 2020）より SARS-CoV-2 の NP は UPF1 と結合

することが質量分析により示唆されている。そこで、NP 発現により UPF1 の細胞内局在が変化す

るか検討した。レンチウイルスベクターにより SARS-CoV-2 NP 遺伝子を恒常発現する A549 細胞

（A549-NP）を樹立し、間接免疫染色法により NP および UPF1 の細胞内局在を解析した（図４）。

その結果、NP 発現の有無に関わらず UPF1 タンパク質は細胞質に局在していた。 

 

（図４）NP 発現細胞における UPF1 タンパク質の細胞内局在。NP 発現 A549 細胞における UPF1

の細胞内局在を抗 UPF1 抗体および抗 FLAG 抗体（NP）により解析した。また細胞質マーカーと

して beta-actin を用いた。 

 

 またウイルス感染によりNMD因子の発現レベルが変動するかRNA-seqにより解析した。

A549 および A549-ACE2 細胞に SARS-CoV-2 を MOI 2.0 で接種し 24 時間後、poly A tailed mRNA

を濃縮した公共トランスクリプトーム解析データを利用した（図５）。その結果、すべてのサン

プルにおいて NMD 因子である UPF1/2/3A/3B および SMG1/5/6/7 の発現レベルの変動は認められ

なかった。またウェスタンブロッティング法により各因子のタンパク質発現を検討した結果、同

様に顕著な差は認められなかった。 



 

（図５）SARS-CoV-2 感染による NMD 因子の発現変動。赤ドットは NMD 因子を示す。 

 

 

③ NMD 因子ノックダウン細胞内におけるウイルスゲノムの多様性解析 

 NMD 機構が RNA ウイルスの進化に影響を与えるか解析するには長期的なウイルス継代

が必要であり、急性感染性ウイルスでは感染後 24 時間以内に細胞死を誘導するため配列解析が

困難であった。そのため、実験で扱いやすい CVB3 が持続感染を成立させる細胞株を探索した。

ヒト神経系細胞である HMC3、HOG、KINGS-1、KS-1、U251MG 細胞に CVB3 を接種し、細胞傷害性と

上清中のウイルス産生量を検討した（図６）。その結果、KINGS-1 および KS-1 細胞では細胞傷害

性をほとんど示さず、また子孫ウイルス粒子は少なくとも 24 日間産生されていた。以上の結果

より、1種のウイルスにより急性感染および持続感染両方の感染様式を並行して解析する実験系

を確立し、NMD 機構の長期的なウイルス進化への影響を検討できることが予想された。 

 

（図６）各細胞株への CVB3 の感染と子孫ウイルス粒子の産生。 

 

上記の結果より、NMD 機構が RNA ウイルスの複製を制御していることが明らかとなったことか

ら、NMD 因子、特に UPF や SMG 遺伝子を標的とした抗ウイルス薬の開発に貢献すると期待でき

る。また NMD とウイルス感染の相互作用の詳細はいまだ未解明であるが、RNA ウイルスが感染に

利用する新たな宿主機構として知見を得た意義のある成果といえる。 
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