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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスのウイルスRNAの複製、転写は感染細胞の核内で起われ、ウイルスR
NAの核外輸送はウイルスの増殖の鍵を握っている。宿主のmRNAはRNA核外輸送因子NXF1のN-末側のRNA結合ドメインに結
合することがわかっていたが、本研究では、インフルエンザウイルスのウイルスRNAは、NXF1のC-末側のドメインに結
合することを見出した。そして、このウイルスRNAとNXF1のC-末側のドメインの結合を標的とした化合物のスクリーニ
ング系を確立した。これは、宿主RNAの核外輸送に影響を及ぼさない、ウイルスRNAの核外輸送を特異的に阻害するイン
フルエンザ薬の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：NXF1 is previously known as a transporter of host mRNA. Using n vitro RNA 
gel-shift assay, we found that influenza virus mRNA directly binds to NXF1. In addition, we found that 
influenza virus mRNA can bind to MC domain of NXF1, although host mRNA binds to RBD, suggesting that 
binding patterns of influenza virus RNA and host RNA to NXF1 are different. Also, we developed a 
experimental system that can screen the compounds that can inhibit the interaction of viral mRNA and NXF1 
MC domain. This may lead to develop the drugs that can inhibit influenza virus mRNA specific nuclear 
export.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　RNA核外輸送
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルス感染症に対して
広くワクチン接種が行われ、一定の効果が示
されている一方で、糖尿病、喘息などのハイ
リスク者はインフルエンザに感染すると重
症化し易いことが知られている。インフルエ
ンザが一旦重症化すると今までのところ有
力な治療法がなく救命は困難を極める。 
インフルエンザウイルスはマイナス鎖の
一本鎖 RNA をゲノムに持つ RNA ウイルスで、
ウイルスゲノム vRNA (-) の複製、転写が感
染細胞の核内で起われるという特徴がある。
すなわち、vRNA (-) に宿主細胞から切り取
られたキャップ構造と poly-A 構造が結合し
て核内でウイルスmRNAの転写が行われ、mRNA
は細胞質内へ核外輸送されウイルスタンパ
ク質に翻訳される。また核内で vRNA (-) を
鋳型に cRNA (+) が合成され、それを鋳型に
多数のコピー数の vRNA (-)が複製される。複
製された vRNA (-) はリボ核酸タンパク質複
合体 (vRNP) を形成して核外へ輸送される。
このような核内で複製、転写されたウイルス
RNA が核外輸送されるプロセスはインフルエ
ンザウイルスの増殖に不可欠である。 
宿主 mRNA の核外輸送には、RNA 核外輸送因
子 NXF1 が特異的な輸送受容体として機能し
ていることが知られている。また核膜は核膜
孔複合体で構成され、ヌクレオポリンがその
主要な構成因子である。約 30 種類からなる
ヌクレオポリンのなかで、FG リピート配列を
もつヌクレオポリンは NXF1 と結合し RNA の
核外輸送を促進していることが知られてい
る。研究代表者らは、NXF1-ヌクレオポリン
経路がインフルエンザウイルスのRNAの核外
輸送に関わっていることを見出した。しかし
ながら、ウイルス RNA に特異的な RNA の核外
輸送機構、さらにこれを標的とした創薬の可
能性に関しては不明の点が多い。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザウイルスをモデルとして、
ウイルス RNA と結合する NXF1 タンパク質の
ドメインを同定し、インフルエンザウイルス
の増殖や感染症の病態における役割を明ら
かにする。そして、ウイルス RNA と NXF1 タ
ンパク質の結合を指標に、ウイルス RNA の核
外輸送を抑制する化合物をスクリーニング
する系を確立し、ウイルス RNA の核外輸送を
標的とした抗インフルエンザ薬開発の可能
性を探る。 
 
３．研究の方法 
NXF1 タンパク質の全長、RBD ドメイン、MC
ドメイン、ならびに各ドメインに変異を入れ
た組換えタンパク質を大腸菌を使って発現、
精製する。またインフルエンザウイルスのウ
イルス RNA を in vitro 転写で合成する。こ
れらを用いて、in vitro ゲルシフトアッセ
イを行って、ウイルス RNA と NXF1 タンパク
質の結合を解析する。ウイルス RNA と結合す

る NXF1 のドメインが同定されたら、それら
の RNA とタンパク質を用いて、その結合を阻
害する化合物のミニスクリーニングの系を
樹立する。またNXF1の欠損細胞ならびにNXF1
欠損マウスをCRISPR/Cas9システムを使って
樹立する。また、NXF1 全長、RBD ドメイン、
MC ドメインの発現プラスミドを作製し、A549
細胞に遺伝子導入する。その細胞にインフル
エンザウイルスを感染させ、ウイルス RNA 核
外輸送を RNA-FISH 法で解析し、ウイルスの
増殖をウイルスタンパク質の mRNA の発現な
らびに培養上清中のウイルス価を指標に解
析する。 
 
４．研究成果 
 インフルエンザウイルスのウイルスRNAの
複製、転写は感染細胞の核内で起われ、ウイ
ルスRNAの核外輸送はウイルスの増殖の鍵を
握っている。宿主の mRNA は RNA 核外輸送因
子 NXF1 の N-末側の RNA 結合ドメインに結合
することがわかっていたが、本研究では、RNA
ゲルシフトアッセイからインフルエンザウ
イルスのウイルス RNA は、NXF1 の MC ドメイ
ンに結合することを見出した。そして、MC ド
メインに変異を入れるとウイルスRNAとの結
合が阻害された。また、MCドメインを欠損さ
せるとインフルエンザウイルスRNAの核外輸
送が阻害され、ウイルスの増殖が抑えられる
ことがわかった。また、CRISPR/Cas9 システ
ムを使って、NXF1 の欠損細胞を樹立し、現在
同遺伝子の欠損マウスを作製中である。また
ウイルス RNAと NXF1 の MCドメインの結合を
標的とした化合物のスクリーニング系を確
立した。これは、宿主 RNA の核外輸送に影響
を及ぼさない、ウイルス RNA の核外輸送を特
異的に阻害するインフルエンザ薬の開発に
繋がることが期待される。 
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