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研究成果の概要（和文）：高病原性トリインフルエンザウイルス（A/H5N1）感染は急性呼吸窮迫症候群(ARDS)を誘発し
60％の高死亡率を示す。その発症にNS1タンパク質構造が関与することを明らかにした(Kato YS, Fukui K, Suzuki K, 
Prot Pep Lett, 23(4), 2016、372-8)。すなわち、二本鎖RNAに結合するSer42が、A/H5N1では、Pro42となり結合を示
さなかったことがH5N1の病原性に影響したと考えられる。一方、PLサイトにGSEVをもつNS1が肺上皮細胞のバリア機能
を低下させ、劇症肺炎を誘発する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Avian influenza H5N1 has shown high mortality rate in human with 60%. 
Non-structural protein 1 (NS1) is a virulence factor of H5N1. Mutation at the 42nd residue within the 
RNA-binding domain (RBD) of NS1 dramatically changes the degree of pathogenicity of H5N1 in mice. We here 
studied the impact of this mutation on the function of RBD, and found that RBD with S42 binds 
double-stranded RNA (dsRNA), whereas that with P42 does not. Analysis of structural models of the RBD 
proteins with S42 and P42 suggested remarkable difference in the structure of the dsRNA-binding 
interface, whereas structural analysis did not indicate difference between those RBD proteins. Our 
results suggest that the single amino acid replacement induces a minor, but global structural change 
leading to the loss of function of NS1 thereby the change in the degree of pathogenicity In addition, PL 
site of NS1 may associate with down-regulation of tight junction molecules on epithelial cells in lung.　

研究分野： 感染症と免疫
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１．研究開始当初の背景 
パンデミックインフルエンザでは致死的な重

症化が伴うサイトカインストームによる急性呼吸
窮迫症候群(acute respiratory distress syndrome: 
ARDS)を誘発し高死亡率を示す。高病原性トリ
インフルエンザウイルス（A/H5N1）感染による重
症化に関与するサイトカインストームの原因に上
皮細胞への感染（(Nguyen & Suzuki et al. Jpn. J. 
Infect. Dis., 2008; 61: 157-160）に続き、インフル
エンザ(IFV)の non-structure protein 1(NS1)タン
パク質が関与している可能性が指摘されている。
NS1 は多くの RNA やタンパク質に結合してイン
フルエンザの症状を悪化させる。NS1 によるサイ
トカインストーム誘導機構の詳細は明らかではな
かったが、われわれは H2O2-myeloperoidase 
(MPO)が NS1 と連動してサイトカインストームの
引き金になることを明らかにしてきている（Phung 
TTB, Suzuki K. et al. Microbiol Immunol. 2011; 
Dec; 55(12):874-84）。 
 
２．研究の目的  

本研究では、NS1 に結合する細胞内因子を
探索し、その因子の構造解析に基づいた分子
機構を明らかにする。本研究は、高病原性イン
フルエンザウイルス感染に伴うサイトカインストー
ムの発症の予防と治療の開発に必要なエビデン
スを提供する。 
 
３．研究の方法 
(1)NSl 蛋白質の発現系の構築および蛋白質精

製法の確立を行った。発現系の構築にはア
フィニティータグを利用し、精製効率を検討
した。大腸菌の大量発現系を構築した。 

(2)NSl 結合成分の複合体を結晶化およびナノ
スケールでの微量結晶化。 

  分子量の小さいものであればリコンビナント
サンプルを用いて NMR により相互作用解
析を行った。 

(3)得られた微結晶品をさらに成長させる 2 次ス
クリーニングを施行し、より良好な結晶を得、
放射光設備で良好な X 線屈折像を得、クラ
イオ条件での X 線データを得ることも検討し
た。 

(4)NMR での相互作用解析においては 、候補
となる生体高分子を用いて安定同位体標識
した NSl を滴定する。N1dR シグナル移動
が大きいところがあるかどうか確かめ、既知の
NSl 構造と見比べて相互作用面を決定した。
相互作用のパートナーが構造既知のもので
あれば、以上の情報だけからでもドッキング
計算により複合体構造モデルを構築。 

(5)立体構造情報を用いて総合的に判断するこ
とで、構造に基づいた分子機構を示した。そ
の分子機構に基づいて、あらたな薬剤のリー
ド化合物を提案することも検討した。 

 
４．研究成果 
 IFV の感染により劇症型となる重篤な肺炎を併
発することがある。近年では、高病原性トリインフ
ルエンザ（A/H5N1 型）がヒトでは 60％もの高死

亡率を示している。病態は ARDS を示し呼吸不
全に至る。その発症機構には不明な点が多く、
現在その1番の候補として考えられている要因と
して NS1 タンパク質がある。 

本研究では、インフルエンザ重症化因子に関
連する遺伝子 NS1 の機能について検討した。 

トリインフルエンザウイルス H5N1 の重症化因
子としての NS1 遺伝子の解析: 

H5N1 の遺伝子変異が及ぼす NS1 のタンパク
質構造変化についてシミュレーション解析により、
タンパク質の構造の関与を明らかにした。(Kato 
Ys, Fukuia K, Suzuki K, Mechcanism of a 
Mutation in Non-Structural Protein 1 inducing 
High Pathogenicity of Avian Influenza Virus 
H5N1. Protein & Peptide Letters, 
23(4),2016,372-8)。具体的には NS1 の RNA 結
合ドメインの 42 番目のアミノ酸の異変が、H5N1
の病原性に決定的な影響を与える。RNA 結合
ドメインに対する機能的な影響（図 1）を調べたと
ころ、42 番目の残基がセリンの場合には、二本
鎖 RNA 対する結合を示したにのに対し、プロリ
ンの場合には結合を示さなかった（図 2）。本解
析結果から、変異により RNA 結合インターフェ
イスの構造に違いが見られた。 

図 1. Model structures of the RBD proteins. 
(A) Model structures of the RBD-dsRNA 
complexes. Dimer models of the RBD(P) (left 
panel) and RBD(S) (right panel). (B) Comparison 
of models of the RBD proteins. The models of 
RBD(P) (left panel) and RBD(S) (right panel) are 
depicted as ribbons. 

図 2. Difference in local structures of the 
RBD-dsRNA complexes. (A) The guanidium group of 
R38 of the RBD(S), (B) R38 of the RBD(P) model, 
(C) The hydroxyl group of S42 of the RBD(S) model 
and P42 of the RBD(P) model lacks a hydroxyl group 
present in Ser.  
 

一方、インフルエンザウイルス遺伝子の NS1
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が、どのように劇症化に関与するかを解析した
結果、NS1 遺伝子の PL サイトに「GSEV」の構造
が関与している可能性が浮上した。具体的には、
インフルエンザウイルスが肺上皮細胞に感染す
るとタイトジャンクション分子の発現調節因子に
NS1 が結合しバリアー機能を低下させ、劇症化
肺炎を誘発する可能性が示唆された。 
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