
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ６月１０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ヒト由来ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ、ＨＩＶ－１由来Ｖｉｆの各々について、

タンパク質のタグを付けて、大腸菌で発現させた。このＡＰＯＢＥＣ３Ｇは、細胞培養由来の

同酵素と変わらないデアミネーション活性を示した。Ｖｉｆは、in vitro の活性測定において、

ＡＰＯＢＥＣ３Ｇの活性を、濃度依存的に阻害した。それぞれ結晶化条件のスクリーニングを

行ったが、結晶は得られなかった。いずれも、結合に特異的なＲＮＡおよびＤＮＡの認識配列

は見つからなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein-tagged human APOBEC3G and HIV-1 Vif were prepared 
using an expression system of E. coli. The APOBEC3G had deamination activity and the 
Vif inhibited it in a dose-dependent manner in vitro. The proteins were purified and used 
for crystallization screening. 
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１．研究開始当初の背景 

代表的なレトロウィルスであるヒト免疫

不全ウィルス-1 (HIV-1)において、Vif 欠損株

(HIV-1 ∆Vif)は、（野生型 HIV-1 なら感染でき

る）宿主細胞の数種に対しては感染能力が失

われる一方、別の系統の細胞に対しては野生

型同様の感染・増殖能力を維持することが知

られていた。この２系統の細胞の細胞融合さ

せたものには、HIV-1 ∆Vif は感染することが

できず、前者の細胞から抗ウィルス性を示す

因子として、APOBEC3G が同定された。ま

た、HIV-1 のゲノム RNA には G→A の変異

が多いことも知られていた。これは、細胞へ

の感染時にゲノム RNA から逆転写された
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cDNAにAPOBEC3GがＣ→Ｕの置換を行う

ことによって、変異がプロウィルスに持ち込

まれ、増殖の際に転写された最終的なゲノム

RNA にも G→A の変異が保存されたもので

あることがわかってきた。変異箇所によって

は増殖に致命的なエラーとなり、次の細胞へ

の感染ができなくなる、という仮説である。

HIV-1 が Vif を持つ場合、Vif は APOBEC3G
やユビキチンリガーゼ複合体と相互作用し

て、APOBEC3G のユビキチン化を促進し、

ユビキチン-プロテアソーム系によって分解、

無効化する。また、ユビキチン-プロテアソー

ム系とは独立に、Vif がデアミナーゼ活性を

阻害するという報告もある。 
APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing 
catalytic polypeptide)ファミリーは、このシ
チジンデアミナーゼをモチーフとして持つ、
哺乳類に特徴的なタンパク質である。シチジ
ンデアミナーゼは、シチジンをウリジンに変
換する基本的な核酸代謝酵素として、広く生
物に存在しているが、APOBEC の場合には
単体のシチジンではなくポリ核酸中のシト
シン残基をウラシルへと変換するため、結果
的に DNA もしくは RNA に変異を導入する
点がユニークである。APOBEC ファミリー

の名前は APOBEC1 が apolipoprotein B の
mRNA の特定の位置にストップコドンを導
入し、翻訳後のアイソフォームを生じさせる
ことに由来するが、APOBEC ファミリーが
近年大きな注目を集めることになったのは、
生体防御機構へ貢献が取り上げられるよう
になったことによる。APOBEC ファミリー
は、AID、APOBEC1、2、3A-H、4 の 5 つ
に分類され（図１）、たとえば、AID は B 細
胞の抗体の体細胞超変異を起こして、抗体の
多様性を持たせることに重要な役割を果た
し て い る 。 ま た 、 本 研 究 で 注 目 す る
APOBEC3G は、前述のレトロウィルスに対
する防御機構のほか、レトロトランスポゾン
の抑制機構への関与が指摘されている。 
 
 

２．研究の目的 
APOBEC3G は、それぞれシチジンデアミ

ネースモチーフを含む、２つのドメインで構
成されると予想されている。いずれもシチジ
ンデアミネースとしての活性残基は保存さ
れているにも関わらず、デアミネース活性は
Ｃ末ドメインにしか見られない。一方、デア
ミネース活性が、抗ウィルス作用の中心であ
ると考えられているにも関わらず、ウィルス
増殖阻害アッセイにおいては、Ｎ末ドメイン
の有無が重要であることが確認されており、
この矛盾は大きな謎となっている。また、Vif
による影響の少ないホモログ、APOBEC3F
とのアミノ酸配列の比較から、D128 が Vif
の結合領域に存在すると予測され、D128K
変異体のウィルス増殖阻害アッセイや Vif と
の結合アッセイなどにおいて、一定のポジテ
ィブな結果を得ている。しかし一方で、Vif
はAPOBEC3Gの（すなわちＣ末ドメインの）
デアミナーゼ活性を直接阻害するという報
告もあり、D128 は N 末ドメインに有ること
から考えると、200 アミノ酸残基に満たない
Vif がどのような相互作用をしているのか、
興味深い。本研究では、抗ウィルス活性を持
つ APOBEC3G の結晶構造解析を行い、Ｎ末
ドメインの活性中心（相当）部位とＣ末ドメ
インの活性部位の差を解明する。加えて、Vif
による APOBEC3G の認識方法、デアミネー
ス活性に対する直接的阻害の有無に対して
考察し、さらに生化学的手法によりその裏づ
けをとることを目的とする。 

 
 

３．研究の方法 
本研究では、ヒトＡＰＯＢＥＣ３ＧのＸ線

結晶構造解析とその結果に基づく生化学的
実験を行う。そのためにＡＰＯＢＥＣ３Ｇの
大腸菌を使用した効率の良い発現系の構築、
精製、結晶化条件のスクリーニング、構造解
析を行う。同様にＨＩＶ－１由来Ｖｉｆにつ
いても、発現系の構築、精製、結晶化のスク
リーニング、構造解析を行う。また、ＡＰＯ
ＢＥＣ３ＧとＶｉｆのＲＮＡに対する親和
性に、配列特異性があるか、ＳＥＬＥＸ法を
用いて試験する。 
 
 
４．研究成果 
N 末端にタンパク質の tag をつけた

APOBEC3G を作製し、in vitro でのデアミナ
ーゼ活性を測定したところ、十分な活性が確
認された。それまでの文献では、大腸菌での
発現系で調製した APOBEC3G では、デアミナ
ーゼ活性が無いとされていたが、NIH AIDS 
Reserch & Reference Reagent Program から
取り寄せた、培養細胞による発現・精製され
た APOBEC3G と比べて、活性に差は見られな



 

 

かった。しかしながら、このコンストラクト
を発現、精製、市販の結晶化キットを用いて
結晶化のスクリーニングを試みても、結晶は
得られなかった。このコンストラクトは精製
中にも、アグリゲイションしやすい性質が見
られ、ゲルろ過では大分子量領域での溶出が
観察されたので、こういった性質のために結
晶化しにくいと想像された。過去の文献では
「APOBEC3G は、培養細胞によっては、アグリ
ゲイションしやすいが、RNaseA の添加により
解消し、特定の RNA の存在により集合する」
という報告があったが、今回の実験では、
RNaseA の添加によるモノマー化は確認でき
なかった。また、吸光度やゲルろ過では顕著
な核酸の混入も確認できなかった。 
ＡＰＯＢＥＣ３Ｇのデアミナーゼ活性を阻
害すると報告されている、HIV-1 由来の Vif
の発現系も後述のように作製したので、ＡＰ
ＯＢＥＣ３ＧとＶｉｆの複合体を作成する
ことによる性質の改善を試みたが、Vif を
APOBEC3G に混ぜても、溶解度の改善やゲルろ
過での見かけの分子量の移動は見られなか
った。 
同様にタグのついた、ＡＰＯＢＥＣ３Ｇの
Ｎ末端ドメインのみ、Ｃ末端ドメインのみの
発現系を構築した。Ｎ末端ドメインのみの場
合、アグリゲイションのしやすさに改善は見
られなかった。Ｃ末端ドメインのみの場合、
アグリゲイションは著しく改善したが、in 
vitro のデアミネーション活性の測定におい
て、既に報告があったとおり、全く活性が見
られなかった。 

ＨＩＶ－１由来Ｖｉｆとマルトースバイ
ンディングプロテイン（ＭＢＰ）との融合タ
ンパク質の発現系を作製して、精製した。こ
の融合タンパク質は、９５％以上の純度まで
精製できたが、結晶は得られなかった。 
Ｖｉｆは、プロテアソーム依存的にヒトＡＰ
ＯＢＥＣ３Ｇを分解するのみならず、大腸菌
内での共発現の実験でも、（プロテアソーム
非依存的に）ヒトＡＰＯＢＥＣ３Ｇのデアミ
ネーション活性を阻害することが知られて
いる。本実験で得られたＶｉｆが後者の阻害
活性をもつことを確認するため、放射線同位
体を使用したｉｎ ｖｉｖｏでのＡＰＯＢ
ＥＣ３Ｇによるデアミネーション活性の測
定を行った。その結果、このＭＢＰ－Ｖｉｆ
融合タンパク質が濃度依存的に活性を阻害
することを確認した。 

このような阻害は、少なくとも大腸菌での
測定系においては、ＶｉｆとＡＰＯＢＥＧ３
Ｇの結合を反映していると報告されており、
ｉｎ ｖｉｖｏでこれを再現できたことに
より、ＶｉｆとＡＰＯＢＥＣ３Ｇの結合を阻
害する薬剤、すなわち抗ウィルス薬のスクリ
ーニングに転用できる可能性を示している。
そこで大量に得られるこれら組み換えＡＰ

ＯＢＥＣ３Ｇと組み換えＶｉｆを利用した、
Ｖｉｆの阻害活性の測定系を構築した。 
また、ＶｉｆおよびＡＰＯＢＥＣ３Ｇに特

異的に結合するＲＮＡ配列を特定するため、
ＳＥＬＥＸ法による特定を試みた。１６ｍｅ
ｒのランダム配列を含むＲＮＡを合成し、各
タンパク質と複合体を作り、複合体に含まれ
るＲＮＡを抽出した。このＲＮＡからｃＤＮ
Ａを作製し、ＰＣＲで増幅後、これを鋳型に
ＲＮＡを転写した。この繰り返しを５サイク
ル行い、得られたｃＤＮＡの配列を読んだが、
特異的と思われる配列は検出できなかった。
認識されるＲＮＡ側に、長いＲＮＡで構成さ
れる特定の構造が必要なためにランダム配
列が１６ｍｅｒでは短すぎるか、もしくは期
待されていたような特異性が無いのかのい
ずれかであると考えられる。 
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