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研究成果の概要（和文）：本研究では、インフルエンザウイルスやボルナウイルスなどの細胞核で増殖するRNAウイル
スがどのように核内で認識され、細胞の背全免疫応答が引き起こされるかについて解析を行った。その結果、核内での
DNAウイルスセンサーであるIFI16が、RNAウイルスのリボ核酸タンパク質と核内分子であるHMGB1との複合体を認識して
、抗ウイルス応答を引き起こすことが明らかとなった。以上の結果より、IFI16は核内におけるRNAウイルスセンサーで
あることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Viral RNAs are recognized by nucleic acid sensors in the cytoplasm of host cells. 
However, it is still unclear whether or not the host cells sense RNA virus infection inside the nuclear 
membrane. Here we demonstrate that host cells harbor the sensing machinery of intranuclear viral 
ribonucleoproteins (RNPs) leading to antiviral responses. We found that RNPs of intranuclear replicating 
RNA viruses, Borna disease virus and influenza virus, are recognized by IFI16 in the nucleus. Knockdown 
of IFI16 enhanced the replication of these viruses in the nucleus. Our data may provide a novel host 
machinery to recognize intranuclear non-self RNAs in the nucleus.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 

ウイルス感染に対する自然免疫応答は、宿
主細胞に感染したウイルスを細胞内のセン
サー分子により認識することで開始される。
これまでの研究から、宿主細胞に侵入したウ
イルス由来核酸を感知するセンサー分子が
数多く同定され、その特異性も明らかにされ
てきた 1)。しかしながら、そのほとんどはエ
ンドゾームを含む細胞質に存在する分子で
あり、核内に存在するウイルス核酸に対して
は、機能しないことが示されている。一方で、
核内でのウイルス認識に関しては、唯一、
DNA ウイルスであるヘルペスウイルスを認
識し、免疫応答を誘導する因子が報告されて
いる 2)。しかしながら、インフルエンザウイ
ルスやボルナウイルスなど、細胞核で増殖す
るなどの RNA ウイルスがどのように核内で
認識され、細胞の防御反応が惹起されるのか
については全く明らかになっていない。 

 
本研究の研究代表者は、細胞核で持続感染

するボルナウイルスを中心に研究を行って
きた。これまでに、ボルナウイルスの内在化
や核内持続感染機構の解明をはじめ 3,4)、ボル
ナウイルスの核内動態に関して多くの知見
を明らかにしてきている。その中において、
哺乳類に感染するボルナウイルスであるボ
ルナ病ウイルス（Borna disease virus: BDV）
のリボ核酸複合体（RNP）の主要構成因子で
あるリン酸化（P）タンパク質が、核内にお
いて宿主のクロマチン結合因子である
HMGB1（High mobility group box protein 
1）と相互作用することを発見し報告してき
た 5,6)。HMGB1 は多機能性タンパク質であり、
核内で DNA の構造変換や p53 の転写活性化
因子として機能することが知られている。ま
た、細胞外にも放出され、RAGE と呼ばれる
細胞外レセプターを介することで、様々な細
胞内シグナルを誘導するサイトカイン様の
働きも報告されている。さらに最近の研究に
より、HMGB1 は細胞質においてウイルス核
酸をウイルスセンサーに誘導する機能分子
であることが示されている 7）。 
一方、同じく核内で転写・複製する RNA

ウイルスであるインフルエンザウイルスの
ヌクレオプロテイン（NP）が HMGB1 と結
合することが報告されており、HMGB1 との
結合がインフルエンザウイルスの複製を促
進する結果も得られている 8）。 
これらの背景は、HMGB1 が核内において

RNA ウイルスの RNP と結合することで、未
同定の RNA ウイルスセンサーにシグナルを
誘導する役割を果たしている可能性を示し
ている。 

 
研究開始当初、研究代表者は核内において

HMGB1とBDV RNPとの複合体に結合する
いくつかの候補分子を同定していた。それら
の中には、核内でヘルペスウイルスの DNA

を認識すると考えられている interferon 
γ-inducible protein 16（IFI16）が存在して
いた。本研究課題は、HMGB1 と IFI16 を中
心分子として、核内における RNA ウイルス
認識に関する宿主機構の解析を行った。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、細胞核において RNA ウ
イルスの増殖を感知するセンサー分子を同
定し、その認識メカニズムとウイルス制御機
構を明らかにすることにある。 
これまでの研究は、細胞質におけるウイル

スセンサーの解明が中心であった。一方で、
細胞核においては、DNA ウイルスであるヘ
ルペスウイルスを認識する分子が、唯一同定
されているだけである。インフルエンザウイ
ルスやボルナウイルスなど、細胞核で増殖す
る RNA ウイルスがどのように核内で認識さ
れ、細胞の防御反応が惹起されるのかを明ら
かにすることで、RNA ウイルスに対する新
しい抗ウイルス戦略の構築に貢献できると
考えられた。2 年間の研究期間で、IFI16 の
作用機構の解明と核内 RNA ウイルスの増殖
制御技術を構築することを目的とした。 

 
 

３．研究の方法 

本研究では、BDV ならびにインフルエン
ザウイルス感染細胞における IFI16とウイル
ス RNP との相互作用を明らかにするととも
に、IFI16 の欠損によるウイルス増殖への影
響を明らかにすることを目的に行われた。本
研究に用いられた主な方法を以下に簡潔に
列記する。 

（１）使用した細胞 
ヒト由来オリゴデンドログリア（OL）細胞、

ヒト肺胞基底上皮腺癌（A549）細胞、ならび
に BDV 持続感染 OL (OL/BDV) 細胞をダル
ベッコメディウムを用いて培養し、実験に使
用した。  

（２）siRNA 解析 
IFI16, RIG-I そして  PARP-1 に対する

siRNA (siIFI16, RIG-I and PARP-1)を購入
し、それぞれの分子のノックダウンに用いた。
siRNA を導入した細胞はそのノックダウン
効率を、リアルタイム RT-PCR 法で定量した。 

（３）HMGB1/BDV RNP 複合体の単離  
OL/BDV 細胞に GFP と融合させた組換え

HMGB1 を導入した 48 時間後に、細胞核画
分を抽出した。そしてこの抽出画分を用いて、
抗 GFP 抗 体 に て 免 疫 沈 降 を 行 い 、
SDS-PAGEでHMGB1複合体の分離をした。
分離されたタンパク質バンドは、質量分析解
析で同定を行なった。 

（４）免疫沈降法 



 
 

 OL/BDV 細胞の核画分を用いて、抗 IFI16
抗体で免疫沈降を行った。免疫沈降物はウェ
スタンブロット法に供したほか、BDV の
RNA ゲノムの量を測るために、RT-PCR を
行った。  

（５）ウェスタンブロット法 
細胞溶解液はSDS-PAGEで分画した後に、 

PVDF 膜に転写した。その後、膜を抗 BDV N
抗体、抗 GFP 抗体、抗 IFI16 抗体などと反
応させた。メンブランは洗浄後、 HRP 標識
二次抗体と反応させた。反応は ECL Plus 
Western Blot Detection Reagents を用いて
検出した。 

（６）間接免疫蛍光法 
ガラスプレートに播種した細胞を 4%パラ

ホルムアルデヒドで固定した後に、0.25% 
Triton X-100 を含む PBS で 10 分間、透過処
理を行った。その後、適切な一次、二次抗体
との反応を行なった。核染色には DAPI を用
いた。染色細胞は、コンフォーカルレーザー
顕微鏡を用いて観察を行った。 

（７）近接ライゲーション解析法 
Duolink Detection kit を用いて近接ライ

ゲーション解析を行った。 細胞は固定後、
抗 HMGB1 抗体、抗 BDV N あるいは抗 BDV 
P 抗体と抗 IFI16 抗体の混合液を反応させた。
その後、PLA Plus と PLA Minus プローブと
混ぜた抗マウス IgG 抗体と反応させ、顕微鏡
観察を行った。  

（８）IFI16 ノックアウト OL 細胞の樹立 
hCas9 と sgRNA をコードしている pX330

プラスミドは Addgene から購入した。IFI16
遺伝子を標的にするガイド RNA は Bbs I 酵
素 を 用 い て pX330 に 挿 入 し た
（pX330-IFI16）。 OL 細胞に Lipofectamine 
2000 を用いて pX330-IFI16 を導入した。 そ
の後、目的遺伝子の欠損と目的タンパク質の
発現をシークエンス解析ならびにウェスタ
ンブロット法で確認を行い、IFI16 ノックア
ウト OL 細胞を樹立した。 

（９）ウイルス感染 
組換え BDV を OL と OL-IFI16KO 細胞に

multiplicity of infection (MOI) 0.01で37˚C、
1 時間吸着させた。その後、細胞を PBS で洗
浄し 3 日毎に継代を行った。ウイルスの細胞
での増殖は間接免疫蛍光法により観察した。
siIFI16 で処理を行った OL もしくは A549
細胞にインフルエンザウイルの A/Puerto 
Rico/8/1934 (PR8) 株 と NS2- 欠 損
A/WSN/1933 (dNS2)株をMOI 0.1 と 0.01 で
感染させた。 

（１０）RT-PCR 解析 
BDV もしくはインフルエンザウイルスが

感染した細胞より TRIzol 試薬を用いてトー
タル RNA を抽出した。その後、オリゴ dT

もしくはウイルス特異的プライマーを用い
て Verso cDNA Synthesis Kit にて cDNA を
合成した。リアルタイム RT-PCR は、 
Thunderbird SYBR qPCR Mix もしくは
Probe qPCR Mixを用いた LightCyclerシス
テムにて行った。 

 
                   
４．研究成果 

ウイルスに対する自然免疫応答は、宿主細
胞に感染したウイルスを細胞内のセンサー
分子により認識することで開始される。これ
までに、宿主細胞に侵入したウイルス由来核
酸を感知するセンサー分子が数多く同定さ
れ、その特異性も明らかにされてきた。しか
しながら、そのほとんどはエンドゾームを含
む細胞質に存在する分子であり、核内に存在
するウイルス核酸に対しては機能しないこ
とが示されている。一方で、インフルエンザ
ウイルスやボルナウイルスなど、細胞核で増
殖する RNA ウイルスがどのように核内で認
識され、宿主細胞の防御反応が惹起されるの
かについては全く明らかになっていない。こ
れまでに私たちは、BDV の P タンパク質が
宿主因子である HMGB1 と直接結合するこ
とを報告するとともに、BDV RNP と
HMGB1 の複合体に、ヘルペスウイルスに対
する核内ウイルスセンサーである IFI16が相
互作用していることを明らかにしている。 

そこで本研究課題では、IFI16 が核内で増
殖する RNA ウイルスであるボルナウイルス
ならびにインフルエンザウイルスの感染を
認識できるのかについて検討を行った。
IFI16 は PYHIN ファミリーに属する自然免
疫応答性のAIM2-like receptorである 9）。 解
析の結果、IFI16 は BDV が持続感染した OL
細胞核内で発現が確認された。また、免疫沈
降法により、HMGB1-BDV RNP 複合体へ結
合も検出された。さらに BDV の N タンパク
質とゲノム RNA も抗 IFI16 抗体により免疫
沈降され、IFI16 が BDV 感染細胞内でウイ
ルス RNP と相互作用していることが証明さ
れた。さらに私たちは、間接免疫蛍光法や近
接ライゲーション解析法を用いて、OL/BDV
細胞において、IFI16 が HMGB1 と共局在す
るとともに、IFI16 と BDV の N タンパク質
の核内での共局在も明らかにした。 

引き続いて、IFI16 がインフルエンザウイ
ルスの RNP も感染細胞の核内で認識できる
のかについて解析を行った。先にも述べたが、
これまでの解析でインフルエンザウイルス
のNPタンパク質がHMGB1と相互作用して
いることが以前の研究で示されていた。そこ
で、まず近接ライゲーション解析法を用いて
IFI16 とインフルエンザウイルスの NP タン
パク質の共局在について検討を行った。感染
4 時間後の OL 細胞ならびに A549 細胞を観



 
 

察した結果、インフルエンザウイルスの NP
タンパク質と IFI16が核内において共局在し
ていることが示された。この結果は、IFI16
が細胞核内において、インフルエンザウイル
スの RNP を認識している可能性を強く示唆
していた。 

次に、IFI16 が RNA ウイルスの RNP を感
染細胞核内で認識する意義を明らかにする
ために、siRNA を用いて IFI16 のノックダウ
ンを行った。その結果、IFI16 のノックダウ
ンにより、BDV の複製効率が顕著に増加す
ることが確認された。一方、陰性コントロー
ルとして用いたRIG-IもしくはPARP-1に対
する siRNA は、BDV 複製に影響は見られな
かった。さらに私たちは、CRISPR/Cas シス
テムを用いて IFI16 のノックアウト OL 細胞
の作製を行った。3 株のノックアウト OL 細
胞を用いて BDV の感染実験を行った結果、 
ノックアウト細胞においては親株の OL 細胞
と比較して、顕著に BDV の増殖能が上昇し
ていることが明らかとなった。 

次に、IFI16 のインフルエンザウイルス感
染に関する役割の検討を行った。野生型のイ
ンフルエンザウイルスを用いた解析におい
て、IFI16 のノックダウンにより、若干のウ
イルス増殖効率の上昇が確認された。これま
での研究から、インフルエンザウイルスの
RNP は核内での複製後、迅速にウイルスの
NS2 タンパク質によって細胞質へと運ばれ
ることが知られている。細胞質に運ばれたウ
イルス RNP は細胞質の RNA ウイルスセン
サーであるRIG-Iによって認識されると考え
られる。よって、インフルエンザウイルス感
染に対する IFI16の核内での機能を正確に把
握するためには、細胞質での RIG-I による認
識の影響を除外する必要がある。そこで、私
たちは、NS2 が欠損した組み換えインフルエ
ンザウイルス、ΔNS2 IAV、を用いて実験を
行った。ΔNS2 IAV はウイルス RNP の核外
輸送能力が欠損しているため、核内のみでの
宿主のウイルス認識について検討を行うこ
とができる。解析の結果、ΔNS2 ウイルスの
複製は、siRNA により IFI16 をノックダウン
させた A549 細胞において、顕著に上昇する
ことが示された。これらの結果は、IFI16 が
細胞核内で RNA ウイルスの RNP を認識し
て抗ウイルス応答を誘導していることを強
く示すものである。 

 

以上のように、本研究課題において、IFI16
が BDV ならびにインフルエンザウイルスの
RNP を核内で認識して、宿主に免疫応答を引
き起こしている可能性が明らかになった。当
初の研究計画では、核内における IFI16 以外
の RNA ウイルス認識経路の解析や IFI16 を
利用したウイルス抑制技術の構築も研究期

間内に進める予定であった。IFI16 以外の認
識分子に関しては、現在、すでに候補分子を
同定しており、解析を行っている最中である
が、その詳細に関しては本研究成果報告書で
は記載を控える。一方、IFI16 を利用したウ
イルス増殖抑制技術は、現在構築を進めてい
る。具体的には、IFI16 により誘導される抗
ウイルス応答の分子機序を応用することで、
核内の RNA ウイルス複製の抑制を試みてい
る。 

本研究課題の遂行により、核内における
RNA ウイルスの認識機構の一端が明らかに
なるとともに、IFI16 を利用した新しい抗ウ
イルス戦略の構築に貢献できたと考えられ
る。 
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