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研究成果の概要（和文）：C型インフルエンザウイルスのNS1がsplicingを促進する機序を解明するために、NS1がsplic
ingの行われる核内に局在するための核移行シグナルの同定を試みた。1-246番目のアミノ酸からなる野生型のNS1のＣ
末端側から種々の欠失変異を導入したものをCOS-1細胞に発現させ、その局在を蛍光抗体法で解析した。1-154番目は、
野生型と同様に主に細胞質に局在したが、1-108番目では細胞質優位の局在が失われ、核と細胞質に局在したので、NS1
の109から154番目の領域に核から細胞質に移行するための配列（核外移行シグナル）が存在すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism by which influenza C virus NS1 protein can up-regulat
e splicing, we tried to find the nuclear localization signal of NS1. The C-terminal deletion mutants of NS
1 were expressed in COS-1 cells and the intracellular localization of the expressed mutants was analyzed b
y immunofluorescence. The wild type NS1 composed of residues 1-246 and C-terminal deletion mutant of resid
ues 1-154 were localized in the cytoplasm predominantly. However, C-terminal deletion mutant of residues 1
-108 was localized in the nucleus and cytoplasm. These results suggest that nuclear export signal of NS1 m
ay be present between residues 109 and 154.
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１．研究開始当初の背景 
 上気道感染症を引き起こす病原体の中で、C
型インフルエンザウイルス(以下 C型ウイル
ス)はあまり重要視されてこなかったが、当教
室の研究から、２歳未満に感染すると重症化
し、主に肺炎，気管支炎及び細気管支炎によ
る入院例の多いことが明らかになった 
(J.Infect.Dis.193,1229- 1235, 2006)。その
ため C型インフルエンザの治療薬とワクチン
の開発は重要な課題であり、その達成が我々
の最終目標である。抗インフルエンザ薬のノ
イラミニダーゼ阻害剤やアマンタジンは、C
型ウイルスがその標的分子を持たないため無
効であり、C型ウイルスの治療薬開発のため
にはその標的分子の候補を捜す必要がある。
その分子基盤として C型ウイルスの増殖機構
の解明は必須である。これまで我々は C型ウ
イルスの増殖機構に迫るため、M遺伝子と NS
遺伝子に焦点を絞り、その coding strategy
の解明、遺伝子産物の同定、性状解析、機能
解析を国内外でリードしてきた。 
本研究では、C型の M遺伝子の mRNA の

splicing を NS 遺伝子産物である NS1 が促進
することにより、M遺伝子産物であるM1とCM2
の発現量を調節してウイルス増殖に寄与して
いるという作業仮説を検証し、C型ウイルス
の増殖機構の解明に迫る。 
 
２．研究の目的 
 最近我々は、C 型インフルエンザウイルス
の mRNA の splicing が亢進している現象が、
A 型の NS1 とは異なり、C 型の NS1 がウイル
ス mRNA の splicing を促進するためであるこ
とを明らかにした（J.Virol. 84,1957,2010）。
そこで我々は、C型の NS1 は splicing 促進能
により、M遺伝子の spliced mRNA がコードす
るマトリックス蛋白 M1(粒子形成に必須)の
発現を促進し、unspliced mRNA がコードする
CM2 蛋白(塩素イオンチャネル)の発現を抑え
ることにより、ウイルス増殖を調節している
という作業仮説を提唱した。 
第一の目的は、この作業仮説を検証するこ

とにより、C 型ウイルスの増殖機構の解明に
迫ることである。具体的には、NS1の splicing
促進を担う領域を決定し、その領域がウイル
ス増殖と病原性に関与することを明らかに
する。 
第二の目的は splicing を促進する機序を

解明することである。具体的には、①
splicing の起こっている核内に局在するた
めの核移行シグナルの同定、②NS1 と相互作
用するsplicingに関係する宿主因子の同定、
③RNA 結合活性を証明し、それを担う NS1 の
領域を同定する。 
 

３．研究の方法 
splicing が行われる核内に局在するための
核移行シグナルの同定： 
FLAGを N末端にもつNS1に種々の欠失変異を
導入し(図１)、これらを一過性発現ベクター
pME18S に subcloning し、COS-1 細胞に
transfection する。発現した各 NS1 変異体の
局在を抗 FLAG 抗体を一次抗体に用いた蛍光
抗体法で解析する。核内の局在が消失した
NS1 変異体の持つ欠失変異領域に核移行シグ
ナルが存在する。 

 
図１ Ｎ末端に FLAG を持つ NS1 欠失変異体 

 
４．研究成果 
splicingを促進する機序を解明することを

目標に、NS1 が splicing の行われる核内に局
在するための核移行シグナルの同定を以下の
方法で試みた。 
246 個のアミノ酸からなる野生型の NS1 蛋

白の N 末端に FLAG tag をもつ FLAG-NS1 
(1-246)および FLAG-NS1 (1-246)のＣ末端側
から種々の欠失変異を導入したもの（図１）
を COS-1 細胞に発現させ、その局在を抗 FLAG
抗体を一次抗体に用いた蛍光抗体法で解析し
た。 
FLAG-NS1 (1-154) は、野生型 FLAG-NS1 

(1-246)と同様に細胞質に局在したが、
FLAG-NS1 (1-108)では細胞質優位の局在が失
われ、核と細胞質に局在したので、NS1 の 109
から 154 番目の領域に核から細胞質に移行す
るための配列（核外移行シグナル）が存在す
ると示唆された。117FDGNVWEATM126(下線は疎
水性アミノ酸)は核外移行シグナルのコンセ
ンサス配列を満たすので、今後は、この候補
部位の疎水性アミノ酸に置換変異を導入し、
NS1 の細胞質優位の局在が消失するか否か検
討し、核外移行シグナルを同定する。更に、
核外移行が CRM1 依存性かを阻害剤レプトマ
イシン Bに感受性か否かで解析する。 候補部
位の置換で局在が変化しない場合： 候補部位
以外にも核外移行シグナルがある可能性が示
唆される。110LSPCIPNF117 はコンセンサス配
列に似た配列であり、同様に変異を導入しNS1
変異体の局在を解析する。 
 FLAG-NS1 (1-62)は、主に核に局在する成績



(図２の右端)から、1-62 番目の領域に核移行
シグナルが含まれる可能性が示唆された。塩
基性アミノ酸（下線）のクラスターが見られ
る 36KMKTSTKARLK46 の配列が核移行シグナル
の候補である。今後は、これらの塩基性アミ
ノ酸をアラニンに置換した変異体で核の局在
が消失するかで、核移行シグナルを同定する。 
また、候補部位の置換で局在が変化しない場
合： 候補部位以外にも核移行シグナルがある
可能性が示唆される。87KGKK90, 168RNTKK172, 
190RKCFRCIK197 が第二候補であり、塩基性ア
ミノ酸に置換変異を導入し、変異体の局在を
共焦点顕微鏡で解析する。また、FLAG-NS1 
(1-62)が核に局在するのは、サイズが小さく
なったために、拡散で細胞質から核内に移行
した可能性もあり、今後、核移行シグナルが
同定されることでその可能性の真否は明らか
になる。 
 

 
 図２ NS1 欠失変異体の蛍光抗体法 
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