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研究成果の概要（和文）：細胞内酵素APOBEC3ファミリー（ヒトでは７種）はHIVなどのレトロウイルスに対して
強力な増殖抑制効果を示す。しかし、HIVの場合には、ウイルスがもつVifタンパク質によってこれらの酵素が破
壊される。APOBEC3の抗ウイルス作用機序やVifがAPOBEC3に結合するしくみを理解する上で、APOBEC3タンパク質
の分子構造を明らかにする必要がある。本研究では、その分子構造（うち２種）を決定し、さらに上述の分子機
序を明らかにした。特に、APOBEC3Hの分子構造決定と二本鎖RNAが介在する新機能の発見は予想外の展開とな
り、今後、癌あるいは遺伝子変異の研究分野においても重要な知見につながる。

研究成果の概要（英文）：Cellular enzymes of the APOBEC3 family (7 members encoded in human) exhibit 
potent antiviral activity against retroviruses including HIV. However, HIV expresses viral factor, 
Vif protein, in its infected cells and abrogates the APOBEC3-mediated defense system. Structural 
determinations of APOBEC3 family proteins are required to understand their antiviral functions and 
Vif-mediated antagonisms. In this study, we determined high-resolution crystal structures of APOBEC3
 family proteins (2 of them) and clarified their structural/biochemical features underlying their 
molecular mechanisms. Especially, our determination of APOBEC3H crystal structure and unexpected 
findings of its biochemical properties provide important insights into the APOBEC3-mediated 
antiviral mechanisms as well as cancer and genetic mutations.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 APOBEC3ファミリーは、細胞内に発現す
るポリヌクレオチドシチジン脱アミノ化酵
素である。逆転写反応を介するレトロウイル
スやレトロトランスポゾン、B型肝炎ウイル
スの感染・増殖を強く抑制する作用をもつ。
ヒトでは 7種コードされており、各々異なっ
た抗ウイルス作用スペクトルを呈すること
が知られている。これまで、申請者は、生化
学的な研究アプローチにより, その抗ウイル
ス作用機序の解明に取り組み, APOBEC3の
核酸結合能、酵素活性能、多量体形成能が深
く関与していることを明らかにしてきた。し
かし、その抗ウイルス作用スペクトルの違い
を規定する分子機序は明らかになっておら
ず、これまでの生化学的データだけでは説明
できない事象が多々ある。 
 
２．研究の目的 
 構造生物学的な解析を踏まえ APOBEC3
による抗ウイルス作用の分子機序の根底と
なる分子特性を明らかにすることを目的と
し、各ファミリータンパク質を比較解析する。
そして, APOBEC3による生体防御機構の更
なる理解、および APOBEC3を活用した新た
な治療戦略の創製につながる基礎を築くこ
ととする。 
３．研究の方法 
 タンパク質の発現には大腸菌の系を用い
て、酵素活性をもつタンパク質として高純度
に精製した。精製では、GST-Glutathioneア
フィニティークロマト精製法（バッチ法）、
タグ切断後にゲル濾過法に利用した。沈殿・
凝集抑制には適宜アルギニンを添加した。 
 立体構造解析にはX線結晶構造解析法で行
なった。結晶化は、ハンギングドロップ蒸気
拡散法により行なった。精密化・モデリング
では、A3C (PDB #3VOW) を鋳型にした。
また、立体構造予測および分子動力学的計算、
docking simulation などの in silico 解析に
は、Amber や PyMOL2.0 などを活用した。 
 生化学的特性の解析に関して、まず、酵素
活性（シチジン脱アミノ化活性）と基質特異
性については ウラシル DNA グリコシダー
ゼ/アルカリ分解法と ddNTP終止法を用いた。
核酸結合特性の解析には、蛍光ラベルした合
成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や  in vitro 
transcription により作成する RNA をプロ
ーブに用いた、ゲルシフトアッセイと蛍光偏
光異方性分析(Fluorescence Anisotorpy 分
析)を行った。 
 抗ウイルス効果、Vif に対する感受性試験、
ウイルス粒子への取り込み効率については、
培養細胞 (293T、TZM-bl、HeLa、CEM、
MT-2 細胞)など用いて、解析した。 
 
４．研究成果 
 本研究課題では、APOBEC3 ファミリータ
ンパク質の分子構造決定に成功し、これまで
の不明であった生物学的な現象を分子・構造

学的レベルで解釈するための基盤情報を排
出することができた。特に、抗ウイルス作用
発揮に重要な RNA の結合親和性は各ドメイ
ンの遺伝型(Z1〜Z3)によって大きく異なり、
酵素活性非依存的な分子機序（逆転写酵素伸
長反応の物理的障害: RT Road-blocking 機
序（図１））と密接に相関していた。さらに、
Z1〜Z3 の遺伝型で分子構造の類似性も相関
しており、核酸結合領域の局所構造 (Loop1、
Loop7および alpha6領域)が異なる機能の決
定要因となっていた。詳細な研究成果のうち、
当該分野において重要な研究成果について、
以下３項目について概説する。いずれの研究
成果も当該分野における貴重な学術的な基
盤情報として利用されると考えられる。 

図 1. APOBEC3-mediated RT elongation 
 
(1) APOBEC3F の分子構造とVif結合領域 
 Ｘ線結晶構造解析法によりAPOBEC3Fの
Ｃ末側ドメイン (CTD)の分子構造  (PDB 
#3WUS として登録)を高解像度で決定した
（図２）。さらに、HIV-1 Vif 結合領域および
基質結合領域を同定し（図１の紫と緑色領
域）、その空間的な結合様式と特徴について
明らかにした（発表論文⑫と総説⑳）。
APOBEC3C（図２の緑色領域）とは異なり
広い結合面が重要である。 
 

図 2. APOBEC3F CTD & Vif biding 
 
(2) APOBEC3のHIV-1 Vif 結合領域 
 霊長類の APOBEC3Hの比較解析から、不
明であったAPOBEC3H のVif結合領域を同
定した（発表論文⑤）。この結果、APOBEC3H
の Vif結合領域は、C/F型や G型の Vif結合
領域と隣接しているが異なる部位に位置し
ていた（図３）。ファミリー（Z1〜Z3型間）
間ではインターフェイスの構造は全く異な
っており、霊長類の Vif は１種類の分子で適
応し、適応進化における高度な選択圧と適応
が繰り広げられてきたことが考えられた。興
味深いことに、全く異なるインターフェイス
ではあるが、いずれも Vif 結合領域は負電荷



で囲われた疎水性の浅いくぼみを形成し、類
似した構造学的特徴を有していたことが明
らかになった。 
 

図 3. Vif-binding Regions in APOBEC3s 
 
(3) APOBEC3H分子構造と dsRNAの結合 
 X線結晶構造解析により、APOBEC3Hの
分子構造を高分解能（2.0 Å）で決定すること
に成功した (PDB #5Z98として登録)。予想
に反して、GC リッチな 7 塩基対の dsRNA
を介した二量体であった（図４）。dsRNA結
合領域の特徴として、A formである dsRNA
の二重らせんが収納されるように塩基性ア
ミノ酸が整列していた。また、APOBEC3H
ループ領域 1は dsRNAの主構の塩基を認識
し、核酸配列の選択性に関与することも判明
した。さらに、dsRNA との相互作用部位の
変異型 APOBEC3H は細胞内で不安定であ
ることが明らかになった。以上の結果から、
1) APOBEC3Hの細胞内安定性は dsRNAを
介した二量体化によって制御されているこ
と、2) dsRNAの結合が APOBEC3Hのウイ
ルス粒子への取込みおよび抗ウイルスメカ
ニズムにも深く関与することが考えられる。
本研究成果は、これまで未知であった霊長類
APOBEC3Hの立体構造の決定に加え、核酸
との相互作用ならびに細胞内の挙動に関す
る分子機序の全容解明にもつながると考え
られる。さらに、抗ウイルス作用機序および
ウイルス粒子への取り込み（HIV ゲノム
RNA への結合）とも深く関与していること
が示唆された（投稿中）。さらに、dsRNA結
合に重要な APOBEC3Hの残基は Z3間で高
度に保存されているため、dsRNA を介した
二量体形成およびその分子機序から派生す
る抗ウイルス学作用機序や細胞内動態は、Z3 
型 APOBEC3 ファミリータンパク質の共通
した特徴であり、他の APOBEC3タンパク質
とは異なると考えられる。 
 

図 4. APOBEC3H Structure & Stability 
 
 では、なぜ APOBEC3Hだけが dsRNAを
介して二量体を形成するのか？それは大き

な疑問である。現時点で考えられることとし
て、細胞内における未同定の制御システムに
よって APOBEC3H の細胞内局在を制限し
ている可能性がある。APOBEC3Hは強力な
シチジン脱アミノ化酵素活性を有しており、
最近、遺伝学的に、乳がん、膀胱癌や頭頸部
癌との関連性が報告されている。一仮説とし
て、APOBEC3H が単量体(20kDa)として細
胞内に存在する場合には、核内への移行も容
易になり、ゲノム DNA の変異導入が促進さ
れる可能性がある。さらに、dsRNA 結合領
域は ssDNA結合領域と重なるため、dsRNA
を介した二量体化により酵素活性が抑制（蓋
をする）しているというシナリオである。つ
まり、細胞は APOBEC3Hの強力な抗ウイル
スシステムを細胞質で待機させ、他方で核内
における不要なゲノム変異誘導を防ぐため
に、dsRNA による二量体化の制御機構を使
っている可能性がある。今後、結合している
dsRNA の特定を進めることにより、詳細な
制御機構の解明とその意義が明らかになる
可能性があり、新たな研究分野の展開が期待
されるといえる。 
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