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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は感染初期に核内、感染後期に細胞質に局在する成
績から、核移行シグナル(NLS)と核外移行シグナル(NES)の存在を疑い、これらの同定を試みた。NESコンセンサ
ス配列に類似した配列がある109-126位の領域を欠失したNS1が核内に蓄積したので、109-126位にNESが存在する
と示唆された。また、NLSの候補の塩基性アミノ酸のクラスターがある36-46,87-90,167-171,189-196位の欠失変
異体を発現させたところ、167-171位と189-196位の欠失で核移行が阻害されたので、167-171位と189-196位に
NLSが存在すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Influenza C virus NS1 protein localized in the nucleus and cytoplasm in the 
early and late phase of infection, respectively, suggested that the NS1 protein may possess a 
nuclear localization signal (NLS) and a nuclear export signal (NES). We analyzed the deduced amino 
acid sequences of the NS1 and found that two overlapping leucine-rich NES-like sequences are present
 at residues 109-126, and that four basic amino acid stretches are present at residues 36-46, 87-90,
 167-171, and 189-196 as the candidates for NLSs. The nuclear export of the NS1 mutant which lost 
residues 109-126 was severely impaired, suggesting that NES is present at residues 109-126. The 
nuclear import of the NS1 mutant which lost residues 167-171 or 189-196 was severely impaired, 
suggesting that NLS is present at residues 167-171 and 189-196.

研究分野：医歯薬学
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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。 
A 型インフルエンザウイルスの NS1 は、多
機能蛋白であり、splicing 阻害活性(米国の
Krug ら,スペインの Ortin ら)、宿主蛋白 mRNA
の polyA 付加を阻害して核外移行を抑制
（Krugら）、ウイルス蛋白の翻訳促進(榎並)、
抗インターフェロン活性（米国 Palese, 
Garcia- Sastre, Krug ら）等が報告されてい
る。一方、Ｃ型ウイルスの NS1 の機能に関す
る報告はこれまでに国内外で全くなく、我々
が初めて報告した（J.Virol. 84, 1957,2010）。
本報告は、C型のNS1が、A型のNS1とは逆に、
ウイルス mRNA の splicing を促進するという
知見であり、A 型とは全く異なる現象[A 型の
M遺伝子 mRNA は一部(10%)が splicing される
のに対して、Ｃ型のM遺伝子mRNAは大半(90%)
が splicing されるという splicing 効率の大
きな違い(図１)]のメカニズムを説明するも
のである。 
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型ウイルスでは、NS1 が M
遺伝子 mRNA の splicing を亢進させることに
より、粒子形成に必須な M1 の合成を促進させ
る一方、unspliced mRNA 由来の CM2 イオンチ
ャネルの合成量を制限することにより、チャ
ネルが過剩発現した場合に細胞毒性によりウ
イルス増殖が阻害されることを回避している
という作業仮説を立てた。 
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、①splicing
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を同定する。 
 
3. 研究の方法 
(1) 核内の NS1 量を調節する核外移行シグナ
ル(NES)の同定： 
これまでに我々は、109 番目以降のアミノ
酸を欠失した FLAG-NS1(1-108)で細胞質優位
の局在が失われたので、109 番目以降の領域
に核外移行シグナルが含まれる可能性を示唆
していた (図 2、基盤 (C) 平 23-25) 。
117FDGNVWEATM126(下線は疎水性アミノ酸)は
NES コンセンサス配列を満たし、さらに
110LSPCIPNF117はNESコンセンサス配列に似
た配列であり、110-126 位に NES が存在する
可能性が示唆された。そこで同領域を欠失し
た NS1 を EGFP の下流に結合した NS1 変異体
(ΔNES)を 293T 細胞に発現させ、野生型 NS1
で見られた細胞質優位の局在が消失すれば
110-126 位に NES が存在すると示唆される。
変異体の局在は共焦点顕微鏡で解析する。 
更に、核外移行がCRM1依存性か否かをCRM1
阻害剤のレプトマイシン Bに感受性か否かで
解析する。 

(2) splicing が行われる核内に局在するため
の核移行シグナル(NLS)の同定： 
NLS の候補部位は、塩基性アミノ酸（下線）
のクラスターが見られる 36KMKTSTKARLK46, 
87KGKK90, 168RNTKK172, 190RKCFRCIK197 の
４か所である。ΔNES から各 NLS 候補部位を
欠失した変異体を作製し、核への移行が阻害
されるか否かを共焦点顕微鏡で解析する。 



 
図１．M遺伝子の coding strategy 
 

 
図２ NS1 欠失変異体の蛍光抗体法 
 
４．研究成果 
(1) 核外移行シグナル(NES)の同定： 
110-126 位に NES が存在する可能性が示唆
されたので、同領域を欠失した NS1 を EGFP
の下流に結合した NS1 変異体(ΔNES)を 293T
細胞に発現させたところ、野生型 NS1 で見ら
れた細胞質優位の局在が消失し、ΔNES は核
内に蓄積したので、109-126 位の領域が核外
移行に関与することが明らかになった。しか
し、NES コンセンサス配列である疎水性アミ
ノ酸をアラニンに置換しても核外移行は阻害
されなかったので、NES コンセンサス配列 に
類似した配列は核外移行に関与せず、コンセ
ンサス配列以外のアミノ酸が核外移行に関与
することが示唆された。 

また、CRM1 の阻害剤 Leptomycin B で核外
移行が阻害されなかったことから、CRM1 非依
存性であることが明らかになった。 
(2) 核移行シグナル(NLS)の同定： 

NLS の候補として、塩基性アミノ酸のクラ
スターが 36-46, 87-90, 167-171, 189-196
位の 4 か所認められた。これらの欠失変異体
を発現させたところ、 167-171 位と 189-196
位の欠失で核移行が阻害されたので、167-171
位と 189-196 位に NLS が存在することが明ら
かになった。 
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