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研究成果の概要（和文）：RBM15 はカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス (KSHV) の ORF57 蛋

白に結合し、ORF57 による ORF59 遺伝子発現増強に関与することが明らかになった。また

RBM15 は C 末端の SPOC 領域を介して mRNA 受容体 NXF1 に直接結合し、mRNA を NXF1
核外輸送経路へと導いていることが明らかになった。RBM15 は NXF1 核外輸送経路の構成蛋

白として重要な mRNA 核外輸送蛋白であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We report that RBM15 binds to ORF57 and participates in 
ORF57-enhanced expression of KSHV ORF59. RBM15 binds to NXF1 via its SPOC domain 
and promotes mRNA association to the NXF1 export pathway. Thus RBM15 is considered 
to be a crucial factor for mRNA export as a component of the NXF1 pathway.
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１．研究開始当初の背景

(1) 真核生物の遺伝子発現において、転写さ

れた mRNA 前駆体はスプライシング等のプ

ロセシングを受けた後、成熟 mRNA となり

核外へ輸送される。レトロウイルスやカポジ

肉腫関連ヘルペスウイルス (KSHV) では、

ウイルス独自の機構によりスプライシング

を受けない状態での mRNA 核外輸送を行っ

ている。

(2) 申請者らは mRNA 核外輸送に関与する

細 胞 蛋 白 とし て 新た に RBM15 (RNA 
Binding Motif Protein 15) を同定し、

RBM15 がマウス RNA 輸送配列 RTE (RNA 
Transport Element) に選択的に結合し、細

胞の mRNA 輸送受容体 NXF1 による核外輸

送経路へと導くことを報告した。
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２．研究の目的

本研究では、スプライシングを受けないウイ

ルスmRNAが宿主細胞のmRNA核外輸送機

構を利用して発現する分子機構を解明する。

新たに同定した mRNA 輸送蛋白 RBM15 に

着目し、RBM15 が mRNA 核外輸送受容体

NXF1 および mRNA アダプター蛋白と共に

mRNA を発現へと導いている分子機構を明

らかにする。このようなウイルス遺伝子によ

る独自の mRNA 発現機構を追求することに

より、ウイルス遺伝子のみでなく宿主細胞遺

伝子発現における mRNA 核外輸送および転

写後調節の分子機構を解明するための学問

的基盤を築くことを目的とする。

３．研究の方法

(1) カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス

(KSHV) のウイルス遺伝子発現における

RBM15 の役割の解析

① RBM15 を細胞に強発現させることによ

る KSHV ORF59 蛋白および ORF59mRNA
発現に対する作用を解析する。siRNA を用い

て RBM15 をノックダウンすることにより

ORF59 発現における内在性 RBM15 の役割

を解析する。RBM15 および KSHV ORF57
蛋白の細胞内局在を免疫組織化学的手法に

より確認する。RBM15 と ORF57 の蛋白間

相互作用を共免疫沈降法およびプルダウン

法により解析する。

② ORF57 蛋白の mRNA 核外輸送機能につ

いて、RNA tethering 法および gag レポータ

ー遺伝子を用いた解析を行う。

(2) RBM15によるRTE-RNA発現機構の解析

① RBM15の機能領域の解明

RBM15蛋白の C末端に存在する SPOC領域

に着目し、種々の SPOC 領域変異体を作成し、

その作用を解析することにより RBM15 によ

るRTE-RNA発現における機能領域を明らか

にする。

② RBM15相互作用蛋白の解析

RBM15 と mRNA 核外輸送受容体 NXF1 お

よび mRNA アダプター蛋白 RNA export 
factor (REF) との蛋白間相互作用を共免疫

沈降法およびプルダウン法により確認する。

４．研究成果

(1) カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス

(KSHV) のウイルス遺伝子発現における

RBM15 の役割の解析

① KSHVではウイルス蛋白ORF57がイント

ロンレス遺伝子ORF59の発現を転写後レベ

ルで制御しているが、この転写後調節機構に

おけるRBM15の役割を検討した。RBM15を
細胞に強発現させることによりORF59蛋白

およびmRNAの発現が増強した。またRBM15
をノックダウンすることによりORF59の発

現が抑制されたことから、ORF59発現におけ

る内在性RBM15の重要性が明らかになった。

またRBM15はORF57と細胞核内で共在し、

共にnuclear speckle様の染色形態を示した。

さらにORF57はRBM15のSPOC領域を含む

C末端領域に直接結合することが共免疫沈降

法およびプルダウン法により確認された。

ORF57はKSHVの主に複製後期でその発現

量が増加するが、この時ORF57はRBM15と
相互作用することにより細胞質内の

ORF59-mRNAを増加させ、ORF59蛋白の発

現を増強することが明らかになった (J. 
Virology 2011)。
② ORF57蛋白のmRNA核外輸送機能につい

て解析を行った。RNA tethering法によるレ

ポーター遺伝子解析では、ORF57とファージ

N peptideの融合蛋白N-ORF57発現による

CAT活性の増強はみられなかった。また

KSHV ORF59遺伝子を組み込んだgagレポー

ター遺伝子解析ではORF57はgag遺伝子の発

現を増強しなかった。これらの結果から、



ORF57はORF59、ORF47、ORF56など多く

のKSHV遺伝子の発現に転写後レベルで関与

しているが、核外輸送機能は有していないこ

とが示唆された (J. Virology 2012)。
(2) RBM15によるRTE-RNA発現機構の解析

① RBM15の機能領域の解明

RBM15によるmRNA発現調節機構を解明す

るために、RBM15の機能領域の解析を行った

。RBM15蛋白のC末端に存在するSPOC領域

に着目し、その構造をin silicoにて解析した。

その結果に基づいて、分子表面に存在すると

予想されるアミノ酸をアラニンに変換した2
種類のRBM15変異体（SPOC1, SPOC2）を

作成した。レポーター遺伝子解析では、野生

型RBM15はRTE-mRNA依存性のレポーター

遺伝子発現を増強したが、SPOC1および

SPOC2ともにレポーター遺伝子発現の増強

作用は認められなかった。SPOC1については

野生型RBM15と比べて著しく蛋白発現量が

低く、このためにレポーター遺伝子発現活性

が見られなかった可能性があると考えられた

。一方、SPOC2については発現ベクター量を

調節することにより野生型とほぼ同レベルの

RBM15蛋白発現量が確認され、変異させた

SPOC領域内のアミノ酸がRBM15のmRNA
発現機能に関与していると考えられた。また

、免疫組織化学的解析ではSPOC1および

SPOC2ともに細胞核内に局在し、野生型

RBM15と同様の細胞内局在を示した。

RBM15の機能領域をさらに詳細に解明する

ため、種々のRBM15欠損変異体を作成した。

レポーター遺伝子を用いて各RBM15変異体

によるRTE-mRNA発現作用を解析した。これ

まで報告したように野生型RBM15は強い

RTE-mRNA発現増強作用を示したが、SPOC
領域を欠損させた変異体RBM15ΔSPOCは

野生型に比較してレポーター遺伝子発現活性

が著しく低下した。このことからSPOC領域

はRBM15によるmRNA発現機能に重要な役

割を果たしていることが明らかになった。一

方、RBM15のN末端にあるRNA結合領域

(RRM) を欠損させた変異体 RBM15 
530-977ではmRNA発現作用は見られなかっ

たことから、RNA結合領域はRBM15による

mRNA発現活性に必須であることが示唆され

た。さらにRBM15によるmRNA核外輸送機能

におけるSPOC領域の役割をRNA tethering
法を用いて解析した。これまで報告したよう

にRBM15とファージN peptideの融合蛋白

N-RBM15はレポーター遺伝子活性を増強し

た。SPOC領域とN peptideの融合蛋白

N-RBM15 750-977については、わずかにレポ

ーター遺伝子活性を増強したが、その蛋白発

現量はN-RBM15野生型に比較して著しく低

いため、レポーター遺伝子活性を比較するこ

とは困難であった。

② RBM15相互作用蛋白の解析

これまでRBM15のC末端領域 (530-977)は
mRNA受容体NXF1と結合することを報告し

てきたが、今回NXF1と結合するさらに詳細

なRBM15の領域を生化学的に解析した。In 
vitroで合成したNXF1蛋白はプルダウン法に

おいて大腸菌で精製したGST-RBM15
777-977 (SPOC) に結合した。このことから

NXF1はSPOC領域を介してRBM15と結合す

ることが明らかになった。またRBM15は
mRNAアダプター蛋白であるREFと結合す

ることを以前報告したが、今回REFと結合す

るさらに詳細なRBM15の領域を検討した。免

疫沈降法による解析では、REFはRBM15のN
末端領域 (1-530) とC末端領域 (530-977)
の双方に結合することが確認された。この結

果から、RBM15のN末端領域 (1-530) は

mRNA結合機能だけでなく、REFとの蛋白間

相互作用にも関与することが示唆された。

以上の結果より、RBM15のSPOC領域は



mRNA発現において重要な役割を果たしてい

ることが明らかになった。特にRBM15はC末
端のSPOC領域を介してmRNA受容体NXF1
と直接結合することにより、mRNAをNXF1
核外輸送経路へと導いていることが示唆され

た。以上によりRBM15によるmRNA核外輸送

機構の一部が明らかになった。
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