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研究成果の概要（和文）：ウイルスは自身の複製に多くの宿主因子を巧みに利用する。RNAヘリケースはその多機能性
から様々な方法でウイルスの複製機構を制御している。nsp1タンパク質と特異的に結合するRNAヘリケースとの結合を
共免疫沈降法により解析した。結果、upf1とnsp1タンパク質が特異的に結合することが分かった。Upf1は、細胞内で異
常なRNAを認識するNMDに関わる重要な因子の一つである。SARSコロナウイルスのnsp1タンパク質はRNAを切断すること
が分かっている。これらのことから、nsp1タンパク質は、RNA分解経路の一つであるNMDに関与するUpf1との結合を介し
てRNA分解を引き起こしていると思われる。

研究成果の概要（英文）：Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) is the etiological agent 
of a newly emerged disease. Nsp1 binds to 40S ribosome subunits, which causes a translational shutoff in t
he cells expressing nsp1. The nsp1-40S complex further induces an endonucleolytic RNA cleavage near the 5'
UTR of host mRNA, resulting in the promotion of RNA decay. However, the mechanism by which nsp1-induced RN
A cleavage is unknown. We identified Upf1 as a binding partner of nsp1 by pulldown purification and mass s
pectrometry. Upf1 is a predominantly cytoplasmic RNA-binding protein that is essential for nonsense-mediat
ed RNA decay pathway. Coimmunoprecipitation analyses in transfected cells confirmed a specific interaction
 between nsp1 and Upf1. Small interfering RNA-mediated knockdown of Upf1 resulted in suppression of nsp1-m
ediated RNA cleavage. Our data indicate a novel mechanism of host mRNA cleavage by SARA-CoV nsp1 protein.
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１．研究開始当初の背景 
さまざまなウイルスは、感染細胞内での効
率的な複製のために多種の宿主因子を利用
している。ウイルスタンパク質と宿主因子の
相互作用を解析することは、ウイルス複製機
構の新規機序の発見のみならず、宿主因子と
の相互作用に基づく新規のウイルス複製の
制御方法の開発につながる可能性を秘めて
いる。 
重症急性呼吸器症候群の原因ウイルスで
ある SARS コロナウイルスは、2003 年度に
発生が報告され、世界中で約 8,000 人の感染
者と 800 人の発症者があったと報告されて
いる。その後、発生の報告はないが、ワクチ
ンなどを含めた有効な予防・治療法は開発さ
れていない。SARS コロナウイルスの病態発
症には、病原性に関わるウイルス因子と宿主
側の因子が絡み合い、サイトカインストーム
により病態が悪化する。申請者は、現在まで
に、SARS コロナウイルスの病原性タンパク
質の 1 つである nsp1 タンパク質に注目し
研究を行っており、下記の重要な機能を明ら
かにした。 

nsp1 タンパク質は、タンパク質合成に重
要な分子である 40S リボゾームを標的とし
て、非常に強く宿主タンパク質合成を抑制す
る。そして、RNA 分解促進を宿主細胞の
RNA 特異的に行う。RNA ウイルスで、この
ようにリボゾームと RNA 分解を標的とした
宿主遺伝子の発現調節を行うウイルスタン
パク質は、他に例を見ない。さらに、nsp1 タ
ンパク質は、ウイルスの複製にも関与してい
ることが示唆されており、宿主の遺伝子発現
抑制のみならず、効率の良いウイルス複製に
関係していることが予想される。 
また、nsp1 タンパク質と結合する宿主因
子を質量分析にて網羅的に解析したところ、
多種類の RNA ヘリケース群と RNA 分解経
路に関係する XRN2 分子を候補因子として
同定した。特に、宿主 RNA ヘリケースの機
能は、RNA の合成過程・修飾過程やタンパ
ク質の合成過程に深く関わっていることが
知られており、一方、nsp1 タンパク質は宿
主タンパク質合成の抑制や RNA 分解に深く
関わっていることから、これらの RNA ヘリ
ケース群との結合を介して、nsp1 タンパク
質は、その特有の機能（翻訳阻害や RNA 分
解）を発揮している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
ウイルスは自身の複製に多くの宿主由来
の因子を巧みに利用する。そのような宿主因
子の中でも RNA ヘリケースは、その多機能
性からさまざまな方法でウイルスの複製機
構を制御していると考えられる。 

SARS コロナウイルスの nsp1 タンパク
質は、宿主の翻訳阻害や RNA 分解の２つの
機序で宿主細胞の遺伝子発現を抑制してい
る。Nsp1 タンパク質と結合する宿主因子候
補である RNA ヘリケースに注目し、nsp1 
タンパク質と RNA ヘリケースの相互作用を
明らかにし、RNA ヘリケースと nsp1タンパ
ク質との結合を介した新規のウイルスタン
パク質発現調節機構を解明することで、コロ
ナウイルスの複製の制御方法に関する分子
基盤を構築することを目指す。 
 
３．研究の方法 
SARS コロナウイルス nsp1 タンパク質と
相互作用する宿主 RNA ヘリケースについて、
特に、これらの結合と結合領域の同定、そし
て、結合意義に関して解明する。 
 
①-1. nsp1 タンパク質と特異的に結合す
る RNA ヘリケースの同定：nsp1 タンパク質
と各種 RNA ヘリケースを発現するプラスミ
ドを作製し、培養細胞に共発現後、免疫沈降
法にて、その結合を解析する。次に、結合 
領域を同定するために、nsp1 と RNA ヘリケ
ースの各種欠損変異体を作製し、培養細胞導
入し、それぞれの分子における結合領域を同
定する。 
 
①-2.nsp1 タンパク質と RNA ヘリケース
の結合実験:大腸菌発現系あるいはバキュロ
ウイルスによる昆虫細胞発現系によるタン
パク質発現系を用いて、nsp1 タンパク質と
RNA ヘリケースを作製する。定法に従い GST 
プルダウン法を用いて、これらのタンパク質
が直接結合するか否かを検討する。 
上記の二つの方法により nsp1 タンパク質と
RNA ヘリケース群との特異的な結合を証明
する。 
 
②-1. RNA ヘリケースが nsp1 タンパク質
の翻訳阻害機能と RNA 分解機能に及ぼす影
響の解析:申請者は、すでに、nsp1 タンパク
質による翻訳阻害と RNA 分解促進を検証で
きる系を構築している。Luciferase 遺伝子
を持つplasmid とnsp1 発現plasmid を共発
現させると、nsp1 タンパク質存在下では、
luciferase 活性低下（翻訳阻害）、RNA 量減 
少（RNA 分解）が認められる。そこで、RNA ヘ
リケースを siRNA を用いて特異的にノック
ダウンすることで、nsp1 タンパク質の二つ
の機能（翻訳阻害と RNA 分解）にどのような
影響を与えるか解析する（次のページの図参
照）。上記①-1、①-2 で明らかとなった結合
領域を欠損した変異体を作製、同様の実験を
行い結合意義を明らかにする。 



 
４．研究成果 
本研究課題では、SARS コロナウイルスの
nsp1 タンパク質と特異的に結合する宿主側
の蛋白質としてUpf1タンパク質を同定した。
哺乳動物細胞を用いた過剰発現系による共
免疫沈降法を用いて、nsp1 タンパク質と Upf
タンパク質が特異的に結合することを明ら
かにした。 
 siRNA を用いて Upf1 タンパク質ならびに
SMG6 タンパク質のノックダウンを行ったと
ころ、ノックダウン細胞において、nsp1 タン
パク質が引き起こすRNA分解の程度が減弱す
ることを確認できた。 

 
 

 
図の説明： 
左の上段の図： 
siRNA を用いた Upf1 のノックダウン効果。
siRNA処理後のサンプルを抗Upf1抗体にて検
出した。二種類の siRNA (#1, #2 ともに Upf1
蛋白質の発現量が低下した。 
左の中段目の図の説明： 
siRNAによるUpf1ノックダウン下における
nsp1 による RNA 分解の影響。コントロール
siNC において、nsp1 タンパク質発現サンプ
ルにおいて顕著な actin RNA の分解が認めら
れる。一方、Upf1 をノックダウンしたサンプ
ル（siUpf1）においては、nsp1 タンパク質発
現細胞において、actin RNA の分解が抑制さ
れることが観察できた。 
 左の下段段目の図の説明： 
siRNA を用いた SMG6 のノックダウン効果。
siRNA処理後のサンプルを抗SMG6抗体にて検
出した。二種類の siRNA (#1, #2 ともに Upf1
蛋白質の発現量が低下した。 
右の上段目の図の説明： 
siRNAによるSMG6ノックダウン下における
nsp1 による RNA 分解の影響。コントロール
siNC において、nsp1 タンパク質発現細胞に
おいて顕著な actin RNA の分解が認められる。
一方、SMG6 をノックダウンしたサンプル
（siSMG6）においては、nsp1 タンパク質発現
細胞において、actin RNA の分解が抑制され
ることが観察できた。 
 
Upf1 タンパク質における nsp1 タンパク質
との結合領域の同定を試みたところ、N 末端
側がその結合に重要であるとの結果が得ら
れた。今後、さらに詳細に結合領域の同定を
行う必要性がある。 
今後、ウイルス複製における Upf1、SMG6
の役割を明らかにする必要があると思われ
る。 
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