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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染により生じる二本鎖RNAは、宿主の自然免疫応答を誘導する。本研究で
は、インフルエンザウイルスタンパク質NS1に着目し、その二本鎖RNAマスキング機構を解明することを目的とし
た。まず、NS1組換えタンパク質を用いたin vitroの実験から、二本鎖RNAのマスキングにはNS1と他のウイルス
タンパク質との相互作用が重要であることが示唆された。次に、NS1欠損ウイルスを用いた感染実験から、NS1が
感染細胞内で二本鎖RNAをマスクすることで自然免疫から回避している可能性が示唆された。さらに、変異ウイ
ルスを作製し、二本鎖RNAのマスキングに重要なNS1の領域はC末端側に存在することを示した。

研究成果の概要（英文）：It is widely known that dsRNAs produced by viral infection induce innate 
immune response in host cells. In this study, we focused on the influenza virus protein NS1 and 
tried to elucidate the mechanism for masking of dsRNA by NS1. First, we prepared the recombinant NS1
 protein and observed the masking of dsRNA which was produced by in vitro RNA synthesis. The results
 suggested the interaction between NS1 and other viral proteins (nucleoproteins or RNA polymerases) 
was important for the masking. Next, we produced the NS1-deletion virus and detected dsRNAs in its 
infected cells. It was suggested that NS1 masked dsRNA in the virus-infected cells. Furthermore, the
 dsRNA was thought to induce innate immune response since it was detected not only in the nucleus 
but also in the cytoplasm. Finally, we showed that amino acids in the C-terminal region of NS1 were 
important for the masking of dsRNA.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス感染により生じる二本鎖RNAは、宿主の自然免疫応答を引き起こすことが古くから知られている。しか
し、これまでインフルエンザウイルスに関してはその感染細胞内で二本鎖RNAを形成しないと考えられていたこ
とから、インフルエンザウイルスが自然免疫を誘導する仕組みや、どのように自然免疫を回避しているかは不明
な点も多く残されていた。今回の研究成果では、インフルエンザウイルスタンパク質NS1が二本鎖RNAを感染細胞
内でもマスクすることや、そのメカニズムについてもマスキングに必要なNS1の領域などの重要な学術的知見が
得られた。これは新たなタイプの治療薬の開発へとつながりその社会的意義も大きい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ウイルス感染の際に感染細胞内で生じる二本鎖 RNA は、細胞質に存在する RIG-I などの RNA セ
ンサーによって認識されてⅠ型インターフェロンを誘導し、宿主の自然免疫応答を引き起こす。
しかし過去の報告では、インフルエンザウイルス感染細胞においては二本鎖 RNA がほとんど検
出されないことから、二本鎖 RNA はインフルエンザウイルスからは産生されず、自然免疫応答に
も関与しないと考えられてきた。一方で我々は以前に、インフルエンザウイルスのリボヌクレオ
タンパク質（vRNP）を用いた in vitro RNA 合成実験により、vRNP がループ状の二本鎖 RNA を合
成することを発見した。つまりインフルエンザウイルスは感染細胞内でも二本鎖 RNA を合成し
うるが、二本鎖 RNA をマスクする機構を備えており、それにより宿主の自然免疫応答から逃れて
いると考えられる。インフルエンザウイルスタンパク質 NS1 は、二本鎖 RNA 結合能を持つことか
ら二本鎖 RNA のマスキングに関与しているのではないかと考えたが、実際に感染細胞でもその
ような作用を持つかどうかは研究開始当初まったくの不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本課題では高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）や免疫蛍光染色（IFA）などの手法を用いることで、
インフルエンザウイルス NS1 による二本鎖 RNA のマスキング機構を明らかにすることを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザウイルス vRNP の精製 
鶏卵で増殖させたインフルエンザウイルス（A/Puerto Rico/8/34）を溶解後、グリセロール密度
勾配超遠心法によりインフルエンザウイルス vRNP を精製した。vRNP を含むフラクションは電気
泳動により確認した。 
 
(2) in vitro での二本鎖 RNA マスキング 
上記の vRNP に対して基質（NTP）およびプライマー（ApG または globin mRNA）を加えてチュー
ブ内で RNA 合成反応を行い、二本鎖 RNA を合成した。これに大腸菌で発現した組換え NS1 タン
パク質を加えて反応させ、二本鎖 RNA が NS1 によりマスクされているかどうかを高速原子間力
顕微鏡観察により確認した。 
 
(3) 高速原子間力顕微鏡（HS-AFM） 
上記の in vitro 合成 RNA と組換え NS1 タンパク質の反応溶液をマイカに滴下し、溶液中にて
HS-AFM 観察を行った。カンチレバーは金沢大学古寺教授の協力のもと、市販のカンチレバー探
針の先端に Electron beam deposition 法により炭素を堆積させ、さらに先鋭化を行ったものを
用いた。 
 
(4) インフルエンザウイルスの調製 
野生型インフルエンザウイルス（A/WSN/33）、およびその NS1 欠損ウイルス・NS1 変異ウイルス
の作出は、リバースジェネティクス法により行った。必要なプラスミドを 293T 細胞にトランス
フェクションし、48時間後にウイルスを回収した。NS1 欠損および変異ウイルスは、インターフ
ェロンを産生しない Vero 細胞にて増殖させた。 
 
(5) 免疫蛍光染色法（IFA） 
各種インフルエンザウイルスを A549 や Vero 細胞などに感染させ、10-24 時間後に細胞を固定、
膜透過処理を行った。二本鎖 RNA の検出は、抗二本鎖 RNA 抗体（J2）を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) インフルエンザウイルス NS1 タンパク質による二本鎖 RNA マスキング 
大腸菌を用いて組換え NS1 タンパク質を作製し、in vitro での二本鎖 RNA のマスキングを解
析した。vRNP により合成された二本鎖 RNA およびウイルス配列を有する人工合成二本鎖 RNA に
対する NS1 の結合を高速原子間力顕微鏡により解析した結果、vRNP に結合した状態の二本鎖 RNA
に対しては NS1 が RNA 全体を覆うように結合していたのに対し（図１左）、人工合成二本鎖 RNA
に対しては。まばらにしか結合していなかった（図１右）。この結果から、NS1 の二本鎖 RNA の
マスキングには RNA が vRNP に結合していることが必要条件であり、NS1 と vRNP の構成タンパク
質（ポリメラーゼまたはウイルス核タンパク質）との相互作用が重要であることが示唆された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) インフルエンザウイルス感染細胞における二本鎖 RNA の検出 
感染細胞内での NS1 の二本鎖 RNA マスキングへの関与を明らかにすることを目的とし、NS1 欠損
ウイルスを細胞に感染させ、二本鎖 RNA が検出されるかどうかを検討した。免疫蛍光染色の結
果、野生型ウイルス感染細胞では二本鎖 RNA はほとんど検出されなかったのに対し、多くの NS1
欠損ウイルス感染細胞で二本鎖 RNA のシグナルが検出された。さらに興味深いことに、野生型ウ
イルス感染細胞では二本鎖 RNA は核にしか検出されないが、NS1 欠損ウイルス感染細胞では細胞
質でも検出されることが分かった（図２）。以上の結果から、NS1 が感染細胞内でも二本鎖 RNA の
マスキングに関与していることが示唆された。さらに、核で産生された二本鎖 RNA が細胞質へ輸
送されうることから、細胞質に存在する RIG-I などの RNA センサーにより認識されて自然免疫
を誘導する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 二本鎖 RNA のマスキングに重要な NS1 のアミノ酸の同定 
二本鎖 RNA のマスキングに重要な NS1 のアミノ酸を同定することを目的として、種々の NS1 変
異ウイルスを作成し、その感染細胞内での二本鎖 RNA 産生について検討した。その結果、既に報
告されている二本鎖 RNA 結合に重要な役割を果たす N末端側のアミノ酸は、RNA のマスキングに
は重要ではないことが明らかとなった。一方で、C 末端側のアミノ酸の変異ウイルスについて、
上記（2）の NS1 欠損ウイルスと似たような挙動を示すものを発見した。NS1 の C 末端側の領域
は様々な機能を有するが、その 1つに NS1-NS1 間の会合体形成がある。これらの結果から、NS1
による二本鎖 RNA のマスキングは、NS1 の二本鎖 RNA への直接的な結合ではなく、二本鎖 RNA 上
での NS1-NS1 どうしの相互作用が重要なのではないかと考えられた。 
 
 
 

図 1 組換え NS1タンパク質による二本鎖 RNAのマスキング 
(左：vRNPより in vitro合成した RNA、右：poly(I:C)への NS1結合) 

図 2 インフルエンザウイルス感染細胞での二本鎖 RNAの検出 
(左：野生型ウイルス感染細胞、右：NS1欠損ウイルス感染細胞) 
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