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研究成果の概要（和文）：  

 ヒト免疫不全ウイルスの 4-kbおよび 9-kb RNA は、ウイルスタンパク質の Revを介して CRM1

経路で核外へ輸送される。ところが、それらの RNAはキャップ構造を持つため、一般的な mRNA

と同じ TAP経路でも輸送される可能性が考えられた。それらの RNA の核外輸送において TAP経

路が利用されるかを、ウイルス RNA を発現する培養細胞で調べた結果、Rev が TAP の RNA 上へ

のリクルートを阻害することが示唆された。さらに Rev が、TAP と RNA とのアダプターである

Alyとキャップに結合する CBCとの結合を阻害することを明らかにした。この活性により、TAP

経路の誘導を抑制することが考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) Rev protein induces export of the singly 

spliced and the unspliced HIV-1 transcripts. However, how these RNAs are exported is not 

well understood, since such transcripts should have both the transcription/export (TREX) 

complex and Rev on the same RNA, and therefore should have possibility of utilizing the 

TAP-dependent or CRM1-dependent export, or both. When HIV-1 transcripts were expressed 

in HEK293T cells, it was suggested that Rev suppresses the TAP recruitment to those 

transcripts. We also found that Rev interacts with the cap-binding complex (CBC) and 

inhibits the recruitment of Aly/REF, an adaptor for the TAP-dependent export.  
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１． 研究開始当初の背景 

 

RNA の核外輸送機構（輸送経路）は多種類

存在し、それぞれの輸送経路は RNA の細胞質

での機能に影響を与える。したがって、ある

RNA に複数の輸送経路が誘導されうる場合、

その適正な機能発現のためには、RNA は適切

な経路を選択しなければならない。しかしな

がら、そのような選択機構は全く不明である。

この機構の研究には、2 種類の輸送経路が誘

導されうるヒト免疫不全ウイルス HIV-1 の

4-kb RNA および 9-kb RNA の核外輸送の解析

が適している。 

 

HIV-1 ゲノムは 2箇所イントロンを持ち、2

番目のイントロン内に RRE（Rev response 

element）と呼ばれるウイルスタンパク質 Rev

の結合配列が存在する。HIV-1 プロウイルス

からはスプライシングパターンの違いによ

り 3 種類の RNA が発現する。それらは、2 箇

所のイントロンともスプライシングされた

2-kb RNA、最初のイントロンのみスプライシ

ングされた 4-kb RNA、全くスプライシングさ

れない 9-kb RNA である。2-kb RNA の核外輸

送は宿主の mRNA と同じ経路で行われると考

えられる。つまり、2-kb RNA 上にはその 5’

末端のキャップ構造に結合するキャップ結

合タンパク質複合体 CBC を介して、RNA 結合

タンパク質 Aly/REF（以下、Aly）がリクルー

トされ、次いで Aly が核外輸送因子 TAPをリ

クルートする（TAP経路）。一方、4-kb と 9-kb 

RNAの場合は RRE配列に Rev が結合する。Rev

は TAPとは異なる経路を誘導する因子、CRM1

をリクルートする（CRM1 経路）。ところが、

これらの RNAはキャップ構造を持ち、かつ RRE

配列を持つため TAP 経路と CRM1 経路が同時

に誘導されうる。 

 

これらの RNAは両経路で核外へ輸送される

のか、一方の経路が抑制されるのか、もし抑

制されるならばその分子機構はどのような

ものか？ 申請者らは、これらの問題を明ら

かにすることを大目的として研究を開始し

た。これまで、それらの RNA を模擬するモデ

ル RNAの核外輸送を、アフリカツメガエル卵

母細胞への顕微注入系を用いて解析を行っ

た。その結果、Rev が TAP 経路の利用を抑制

することがわかった。さらに Rev による TAP

経路抑制の分子機構を明らかにするため RNA

輸送複合体を調べた結果、Rev はモデル RNA

上への TAPおよび Alyのリクルートを阻害す

ることを突き止めた。つまり Rev は 4-kb お

よび 9-kb RNAの輸送複合体を TAP型からCRM1

型へとリモデリングすることが示唆された。 

 

 

 

２． 研究の目的 

 

（１）アフリカツメガエル卵母細胞への顕微

注入実験を用いて、HIV-1 の RNA を模擬する

モデル RNA の核外輸送を調べた結果、Rev が

それらの RNA上への TAPのリクルートを阻害

することがわかった。本研究課題においては、

HIV-1 の 4-kb および 9-kb RNA への TAP のリ

クルートが Rev によって阻害されるかを、

HIV-1 の RNA を発現するヒト培養細胞を用い

て検証することを目的とする。 

 

（２）さらに、Rev によるリモデリングの詳

細な分子機構を、レコンビナントタンパク質

を精製して、生化学的手法を用いて明らかに

する。 

 



３． 研究の方法 

 

（１）申請者らはアフリカツメガエル卵母細

胞への顕微注入系を用いた解析から、HIV-1

の RNAを模擬するモデル RNAの核外輸送にお

いて、Revは CRM1経路を誘導し、TAP経路の

利用を抑制することを示す結果を得た。さら

に Revは TAPのモデル RNA上へのリクルート

を阻害した。つまり、HIV-1 感染細胞におい

ても Rev は 4-kbおよび 9-kb RNA 上への TAP

のリクルートを阻害すると考えられた。この

現象がウイルス RNAを発現するヒト培養細胞

でも観察されるかを以下の方法によって調

べた。 

 

ヒト培養細胞として HEK293T細胞を用いた。

HIV-1 RNA の発現は NL4-3株由来のプラスミ

ドを利用した。Rev の活性を検証するために

は、Rev存在下と非存在下での RNA 輸送複合

体を比較する必要がある。そのため、Rev非

存在下の条件では NL4-3株の Revの開始コド

ンに変異を導入したプラスミド pNL4-3Rev

を用いた（京都大学ウイルス研究所 松岡教

授より分与していただいた）。一方、Rev 存在

下の条件では pNL4-3Revとともに CMVプロ

モーターで発現するプラスミド pCMV-Revを

用いた。これらのプラスミドを HEK293T 細胞

にトランスフェクションし、ウイルス RNAと

Revを発現させた。TAP の 4kb-RNA上へのリ

クルートを調べるため、細胞から界面活性剤

処理によって核画分を調製し、その核画分を

用いて TAPに対する抗体で免疫沈降実験を行

った。 

 

 

（２）Revによる 4-kb および 9-kb RNA 上へ

の TAPのリクルートの阻害が、ヒト培養細胞

において確認できれば、その阻害の詳細な分

子機構に迫る。TAPと RNA とのアダプターで

ある Alyの RNA上へのリクルートには RNAの

キャップ構造に結合する CBCとの相互作用が

重要であることが知られている。そこで、Rev

が Alyと CBCとの結合を阻害するかを調べる

ため、精製したレコンビナントタンパク質同

士の結合実験を行った。 

 

 

 

４． 研究成果 

 

（１）HEK293T細胞にHIV-1のRNAを発現させる

と、Revの発現に関わらず、TAPのウイルスRNA

との結合は検出できなかった。したがってこ

の段階では、期待通りの結果が得られなかっ

た。しかし、TAPを過剰発現させると、4-kb

および9-kb RNAの量が低下することを見出し

た。この結果は、TAPがそれらのRNAに結合す

ると、何らかの機構によってウイルスRNAが分

解されると考えられる。次に、TAPとともにRev

を過剰発現させると、それらのRNA量が元に戻

った。この結果は、HIV-1のRNAを発現する細

胞においても、RevはTAPの、4-kbおよび9-kb 

RNA上へのリクルートを阻害していることを

示唆しており、当初の予測を支持する結果が

得られた。 

 

（２）精製したレコンビナントタンパク質を

用いたGSTプルダウン実験を行った結果、Rev

がAlyとCBCとの結合を阻害することを見出し

た。さらに、RevはCBCと結合することもわか

った。したがって、RevがCBCと結合すること

により、AlyとCBCとの結合を競合阻害するこ

とが考えられた。 

 

 以上の結果を現在、論文投稿準備中である。 
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