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研究成果の概要（和文）：レトロウイルスに対して抗ウイルス作用をもつシチジン脱アミノ化酵素APOBEC3Hの抗
レトロウイルス作用と細胞内での制御機序を明らかにするために本研究を行った。二本鎖RNA領域に結合し二量
体を形成をするユニークな特徴を有するAPOBEC3Hの特徴が、抗ウイルス作用や細胞内での局在・分解の制御の要
となっていたことが明らかとなった。遺伝多型や変異によってRNAへの結合が欠失したAPOBEC3Hはユビキチン・
プロテアソーム系により分解されることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：APOBEC3H is a member of the polynucleotide cytidine deaminases with potent 
antiviral activity against retroviruses. In this project, we aimed to solve molecular mechanisms of 
antiretroviral activity and intracellular targeting/localization of APOBEC3H. We found that one of 
the unique APOBEC3H’s biochemical functions, i.e., dimerization/multimerization mediated by 
double-stranded RNA (dsRNA), is fundamentally involved in their mechanisms. In addition, our study 
revealed that APOBEC3H mutants deficient in the dsRNA binding (including natural human variants) are
 specifically degraded through a ubiquitination/proteasome degradation machinery.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 抗ウイルス作用　レトロウイルス　APOBEC3H　核酸　構造　遺伝多型　逆転写

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
APOBEC3HはHIVなどのレトロウイルス感染の抵抗性に関わる抗ウイルス因子であり、その効果には遺伝多型によ
る人種差があることが知られている。本研究成果は、遺伝多型がどのような機序で効果に差が生じるのかを理解
する知見となる。そのため、HIVなどのレトロウイルスの世界的な感染伝播の方向性などの理解につながる基盤
となる。さらに、本研究成果は、宿主ゲノムの損傷機序にも関連していたため、癌研究分野などにも波及する重
要な知見であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
シチジン脱アミノ化酵素 APOBEC3 ファミリー(Aから Hの７種)は、強力な抗レトロウイルス作用
をもつ。APOBEC3 の特性や機能、その分子機序は明らかになりつつあるが、唯一 APOBEC3H の解
明は大幅に遅れていた。APOBEC3H は他のメンバーとは異なり、哺乳類間にて配列保存性が高い。
分子疫学的に重要な点として、ヒトでは、通常、細胞内不安定型 APOBEC3H がコードされており
（限られた人種では、他の動物種と同じく安定型をもつ）、免疫不全ウイルス(HIV や SIV)の種間
伝播や人種間伝播の弱点要因であったいうことが知られ
ている。しかし、不安定型ヒト APOBEC3H（ハプロタイプと
して 4種）と安定型との違いを規定する分子特性や細胞内
制御機序について明らかになっていなかった。こうした解
析の立ち遅れの主因は、APOBEC3H タンパク質は易凝集性
で、生化学的あるいは構造生物学的な特性が不明であった
からである。しかし、近年、我々のグループなどは、X線
結晶構造解析法で APOBEC3H 分子の構造を決定し、二本鎖
RNA (dsRNA)を介した安定な二量体を形成することを明ら
かにした（図２）。一本鎖核酸(ssDNA や ssRNA)にしか結合
しない、他の APOBEC3 メンバーとは全く異なっていた。 
 
２．研究の目的 
我々が見出した、APOBEC3H のユニークな特性と分子構造の情報に基づき、これまで不明であっ
た APOBEC3H の抗レトロウイルス作用や細胞内制御に関する分子機序を解明することを目的に本
研究を行った。具体的には、以下３点について明らかにすることを目標とした。 
(1) APOBEC3H の核酸結合能などの詳細な特性を決定する。さらに、ヒト APOBEC3H の遺伝的多型

変異が及ぼす安定性・不安定性への影響とそのメカニズムを明らかにする。 
(2) 核酸結合能とウイルス粒子への取り込み効率あるいは抗ウイルス効果の関係性、さらにはそ

れらの分子機序を解明する。 
(3) 細胞内制御に関する特徴と分子機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 核酸結合能の評価法：大腸菌や真核細胞から精製した APOBEC3H 複合体の dsRNA を、他の核
酸と置換することが困難であった。そのため、核酸結合特性を評価する上で、APOBEC3H タンパ
ク質翻訳時にオリゴ核酸を添加し、核酸を介して磁気ビーズにて回収した複合体量を定量する
方法をとった。タンパク質の発現には、コムギ胚芽無細胞タンパク質発現系を利用した。オリゴ
核酸は、5’あるいは 3’末端にビオチンを付加した様々な配列の合成オリゴヌクレオチドを用
いた。 
(2) 各哺乳類種由来のAPOBEC3Hと変異型APOBEC3Hの発現系作製：遺伝子配列が既知のAPOBEC3H 
cDNA は人工遺伝子合成により orf 領域の cDNA を作製した。配列が不明な動物種由来の APOBEC3H
については、分与いただいた血液由来 total RNA よりクローニングした。変異型 APOBEC3H の発
現プラスミドについては、PCR をベースにした site-directed mutagenesis 法により作製した。 
(3) APOBEC3H のウイルス粒子への取込み効率、および抗ウイルス効果の評価：各レトロウイル
ス由来の proviral DNA と APOBEC3H 発現プラスミドを HEK293T 細胞に共導入し、産生したウイ
ルスを解析した。ウイルスは超遠心法により濃縮し、免疫ブロット法により粒子内 APOBEC3H 量
を解析した。感染価については、VSV-G-pseudotyped ウイルスとしてレポーター遺伝子を組み込
んだ proviral DNA (HIV-1、HIV-2、 SIVagm および MuLV)あるいは
infectious DNA clone (HIV-1、HIV-2、SIVmac など：標的細胞 LuSIV
と TZMbl 細胞)を用いた。 
(4) 細胞内の局在解析：HEK293T あるいは HeLa 細胞に、N 末側に
FLAG タグを付与した APOBEC3H を発現し、固定後、免疫蛍光顕微鏡
法により解析した。 
(5) 変異による APOBEC3H 分子構造への影響に関する評価：既報の
結晶構造(ヒト APOBEC3H、PDB#6B0B; chimpanzee APOBEC3H、
PDB#5Z98)を基に、Amber や PyMOL を活用した分子動力学計算(MD 計
算)などにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1) APOBEC3H は A form らせん構造を有する二本鎖核酸に結合する 
コムギ胚芽無細胞タンパク質発現系を用いて、様々な二本鎖核酸の
APOBEC3H への結合性を比較した結果、5’突出末端形状をもち、か
つ palindrome-like な GC-rich (6 base 以上)の二本鎖領域をもつ RNA(dsRNA)に効率よく結合す



ることがわかった。さらに、dsRNA あるいは DNA/RNA duplex には APOBEC3H が強く結合した。
分子構造から想定された通り、A form らせん構造を有する二本鎖核酸に APOBEC3H が親和性が
高かった（図２）。結晶構造を基に、in silico において docking simulation を実施した結果、
dsRNA を DNA/RNA に置換することはできたが、B form を有する dsDNA は dsRNA の結合責任残基
と近位にならず、構造学的にも不合理が生じた。以上のことから、抗ウイルス作用や様々な分子
機序につながる APOBEC3H の重要な分子基盤として、dsRNA あるいは DNA/RNA duplex に結合する
という点にあると考えられた。 
 
(2) ヒト上科およびオナガザル 科の
APOBEC3H が dsRNA に高親和性をもつ 
哺乳類（32 種）由来の APOBEC3H タンパク質
について核酸結合特性を比較解析した。その
結果、ヒト上科およびオナガザル科の
APOBEC3H のみが（一部例外あり）dsRNA への
結合能を有していた（図３：一部抜粋）。これ
らの動物種は、進化の過程で、より多くのレ
トロウイルスやレトロトランスポゾンと競
存してきたと考えられており、APOBEC3H の
dsRNA の結合能が抗レトロウイルス作用機序に重要であることが裏付けられた。 
 
(3) ヒト APOBEC3H の遺伝的多型による不安定化機序は２つある 
ヒトではハプロタイプ Iから VII の遺伝子型（7 種）が存在し、安定型を有する個体は HIV 感染
に対して抵抗性を示すことが報告されている。一方、不安定型を発現する個体や細胞では
APOBEC3H 発現量が低いためレトロウイルス感染に感受性を示す。本研究により、日本人や欧米
人に多い I型 APOBEC3H(主要変異 R105G)は分子内の特定領域（２次構造）が不安定化し、分子自
体が不安定であることがわかった。MD 計算によっても、R105G 変異により、顕著な局所構造の変
化が観察された。R105D や R105C 変異によっても APOBEC3H が不安定化されることから、分子の
責任残基近傍の表面電荷も構造の安定化に寄与していると考えられた。一方、核酸結合能の評価
法の実験から、∆N15 に起因する不安定型 APOBEC3H (ハプロタイプ III や IV)では、dsRNA の結
合能が極度に低下することが判明した。細胞内では、発現量が低下するが、26S プロテアソーム
阻害剤の添加により低下が阻止されること
が判明した（図４）。これらことから、
APOBEC3H は dsRNA と結合することにより細
胞内で安定化し、結合し二量体形成をしな
い場合にはユビキチン・プロテアソーム系
により積極的に分解されることがわかっ
た。ヒト APOBEC3H の遺伝的多型による不安
定化の分子機序には、上述２つが混在して
いるといえる。なお、なぜ、ヒトにおいて、
このような遺伝的多型が形成されたのかは
現時点では不明である。 
 
(4) APOBEC3H による dsRNA 結合能は粒子内へのパッケージングに相関する 
dsRNA 結合の責任残基に変異を導入したヒト APOBEC3H(R17D/R18D や R175DR176D など)では、vif
欠失型 HIV-1 粒子への取込み効率が減少し、抗ウイルス効果も減少していた。さらに、32 種の
哺乳類由来の APOBEC3H の抗ウイルス作用と粒子への取込み効率についても比較した結果、抗ウ
イルス作用と取込み効率との間、および dsRNA 結合能と両効果との間で相関性が認められた（図
３）。 
(5) APOBEC3H は dsRNA と結合することにより安定型複合体として細胞質に局在する 
免疫蛍光抗体法により、野生型 APOBEC3H は主に細胞質内に局在するが、dsRNA 結合の責任残基
の変異型(W115A や R175D/R176D など)は核質に局在する。免疫ブロット法から、これらの変異型
は MG132 の添加により発現量が上昇した。同様に、局在の解析においても蛍光強度が増加した
（図４）。また、過剰発現した場合には、P body にも局在 (DCP1a と共局在)する傾向があった。
以上のことから、APOBEC3H の細胞内局在と安定性は dsRNA 結合により制御されていることが明
らかになった。 
 
総じて、抗ウイルス因子としての APOBEC3H の特徴と制御ついて、図５に模式図としてまとめた。
まず、APOBEC3H は RNA(dsRNA)を介した二量体（および更なる多量体）を形成し、安定した複合
体として細胞質で常在している。こうしたレトロウイルスに対する抗ウイルス複合体を



restrictome と呼ばれつつある。レトロウイルスが感染した場合、粒子形成の際に二本鎖領域に
富むレトロウイルスゲノム(RNA)に結合し、ウイルス粒子に取り込まれる。APOBEC3H は新たな感
染細胞で複製を開始した際に強力に複製過程を阻害する。APOBEC3H が細胞質に常在するしくみ
は、1) レトロウイルスの粒子形成の場に即座にア
クセスし、ウイルスへの取込み効率が高まるため、
2) APOBEC3H の酵素活性による宿主（核内）ゲノ
ムが損傷を防ぐためと考えられる。dsRNA を介し
た二量体形成により、APOBEC3H の酵素活性中心は
マスクされ、宿主ゲノムへの影響を避けることが
できる。一方、レトロウイルスの逆転写反応複製
過程では、逆転写酵素(RNaseH 含)によりウイルス
RNA が断片化され、APOBEC3H の酵素活性が発揮さ
れると考えられる。一方、変異や多型によって
dsRNA に結合しない場合には、細胞内において宿
主因子（未同定）によりユビキチン・プロテアソ
ーム系を介した分解に導きかれ、宿主ゲノムの損傷を防ぐシステムが働いているのではないか
と考えられた。 
 
本研究により、こうした「dsRNA を介した APOBEC3H の細胞内制御機序」が明らかとなったとい
える。 
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