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研究成果の概要（和文）：APOBEC3G はヒトの持つ抗ウイルス性因子であり、HIV-1 が感染す

るとウイルスの持つ蛋白質 Vif が APOBEC3G の分解を引き起こす。研究代表者らは人工化合

物 MF1、MF2、MF3 を設計、合成し、それらが細胞内で APOBEC3G の分解を阻害するか検討

した。その結果、化合物 MF2 およびそれに還元剤 DTT を加えて生成させた MF1 が APOBEC3G
の発現量を顕著に上昇させることがわかった。さらに、化合物 MF2、MF3 およびそれらに DTT
を加えて生成した MF1 は APOBEC3G を発現させた細胞内で HIV-1 の感染価を低下させた。

本研究は新規抗 HIV-1 薬創製の基礎になると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：APOBEC3G is a human antiviral protein that blocks HIV-1 
replication. However, the antiviral activity of A3G is overcome by the HIV-1 protein Vif that 
degrades APOBEC3G. We designed and synthesized artificial compounds MF1, MF2, and 
MF3 to examine the Vif-inhibitory activity. We found that MF2 and MF1 (generated by 
adding DTT to MF2) increase the expression of APOBEC3G to a level much higher than 
that observed in the absence of Vif, without affecting the level of Vif expression. 
Furthermore, MF2, MF3, and MF1 (generated by adding DTT to MF2 or MF3) significantly 
inhibited the MAGI cell infectivity of wild-type HIV-1. These findings may contribute to the 
development of a novel anti-HIV-1 drug. 
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１．研究開始当初の背景 

 
APOBEC3G はヒトのもつ抗ウイルス性蛋

白質で、ウイルスの複製を阻害する機能をも
つ。ところが HIV-1 は Vif 蛋白質を持ち、ヒ
ト細胞に感染すると、Vif が宿主のもつ Cul5 
などの蛋白質とユビキチンリガーゼ複合体
を形成し、APOBEC3G をユビキチン化して
プロテアソーム分解してしまう。こうして

HIV-1 は APOBEC3G の抗ウイルス性から免
れる。Vif を介する APOBEC3G の分解を阻
止する化合物を得ることができれば、新しい
メカニズムによる抗エイズ薬となると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
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白質の阻害活性をもつ亜鉛結合性化合物
MF1 およびその関連化合物 MF2、MF3 を合
成開発した。Vif は亜鉛蛋白質であるので、
化合物 MF1、MF2、MF3 により有効な阻害
が可能と考え、本研究に着手した。MF1 は
MF2 または MF3 に還元剤 DTT で処理するこ
とにより生成させることができる。 
本研究は化合物 MF1、MF2、MF3 の Vif お

よび APOBEC3G に対する作用を明らかにし、
HIV-1 の感染価に対する影響を検討すること
を目的とした。 

 

 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) APOBEC3G 分解阻害実験 
 HIV-1 の感染性クローン pNL4-3 の Vif 欠
損体 pNL-Nd を、Vif-FLAG を発現させるベ
クターとして pNL-ASCF-fWT を用いた。こ
れらの mock として pUC または pNL-A1 
Vif(-) (NIH, USA, Strebel Klaus 博士から供
与) を用いた。APOBEC3G-myc を発現させ
るベクターとして pcDNA-APO3G (NIH, 
USA, Strebel Klaus 博士から供与) を、その
mock として pcDNA 3.1(-)を用いた。 
 遺伝子導入はリン酸カルシウム法で行い、
定法に従った。まず、遺伝子発現用プラスミ
ド計 10 g を用い、超純水で全量を 220 l
とした。この混合液に CaCl2水溶液 (2.5 M) 
25 l を加え、2×Hebs (42 mM HEPES, 290 
mM NaCl, pH 7.1) 250 l と Na2HPO4 (70 
mM) 5 l との混合溶液に滴下した。30 min
室温でインキュベートした後、細胞培養用シ
ャーレ (6.0 cm) でサブコンフルエント状態
にある 293T 細胞に添加した。37℃にて 6 hr
培養後、D-MEM で置換した。遺伝子導入開

始 48 hr 後に細胞を回収した。遺伝子発現用
プラスミドの組成を下表に示した。 
 

 
  

293T 細胞に各種プラスミドベクターを用
いてトランスフェクションを行った。この際、
遺伝子導入より 6 hr 後上清を D-MEM で置
換した時に、DTTは 15 M、MG132は 10 M、
化合物 MF2、MF3 および TPEN は最終濃度
が 5 M となるように各種化合物を添加した。
遺伝子導入より 48 hr 後、スクレーパーによ
り細胞を剥離して 15 ml チューブに移し、
PBS (-) で洗浄した。細胞に PBS (-) 150 l
と 2×sample buffer 150 l を加え、ヒート
ブロックにより加熱 (100℃, 1 hr)した後、遠
心 (14,000 rpm, 1 min, r.t.) して上清をウエ
スタンブロッティング用のサンプルとした。
ウエスタンブロッティング法は常法に従っ
た。 
 
(2) MAGI アッセイ 
 ヒト子宮頸癌由来細胞である HeLa 細胞に
CD4, CXCR4, LTR- -gal 遺伝子を導入した
MAGI-CXCR4 細胞を 10%FCS, 0.2 mg/ml 
G418, 0.1 mg/ml Hygromycin B, 1 g/ml 
Puromycin 含有 D-MEM (以下 MAGI- 
CXCR4 用 D-MEM) に懸濁し、細胞培養用
シャーレに播種して CO2インキュベーター
中 37℃、5% CO2下で静置培養した。コンフ
ルエントに達した細胞をトリプシン-EDTA
法によりディッシュから剥離し、MAGI- 
CXCR4 用 D-MEM を加えてピペッティング
した。計算板で細胞数を計測し必要量だけ 15 
ml チューブに移し、遠心後上清をすて細胞数
が 2×104個/300 lとなるように 10%FCS含
有 D-MEM を加えてピペッティングした。96
穴プレートに細胞懸濁液を 300 l ずつ播種
し 48 hr静置培養した細胞をMAGIアッセイ
に用いた。 
 HIV-1 の感染性クローン pNL4-3 を、その
Vif 欠損体 pNL-Nd を用いた。これらの mock
として pUC を用いた。APOBEC3G の発現
ベクターとして pcDNA-APO3G (NIH, USA, 
Strebel Klaus 博士から供与) を用いた。 
 遺伝子導入はリン酸カルシウム法で行い、
定法に従った。まず、遺伝子発現用プラスミ
ド計 3.3 g を用い、精製水で全量を 73.3 l
とした。この混合液に CaCl2水溶液 (2.5 M) 
8.3 l を加え、2×Hebs (42 mM HEPES, 290 
mM NaCl, pH 7.1) 83.3 l と Na2HPO4 (70 
mM) 1.7 l との混合溶液に滴下した。30 min
室温でインキュベートした後、細胞培養用シ
ャーレ (3.5 cm) でサブコンフルエント状態
にある 293T 細胞に添加した。37℃にて 6 hr



 

 

培養後、D-MEM で置換した。遺伝子導入開
始 48 hr 後に細胞を回収した。遺伝子発現用
プラスミドの組成を下表に示した。  

 

 293T 細胞に各種プラスミドベクターを用
いてトランスフェクションを行った。遺伝子
導入より 6 hr 後上清を D-MEM で置換した
時に、DTT は 15 M、化合物 MF2、MF3 お
よび TPEN は最終濃度が 5 Mとなるように
各種化合物を添加した。遺伝子導入より 48 
hr 後、上清を回収し、遠心 (3,000 rpm, 10 
min, r.t.) した後、上清をウイルス液として
得た。この溶液 5 l に RT カクテル (50 mM  
Tris-HCl, pH7.8, 75 mM KCl, 2.0 mM DTT, 
5.0 mM MgCl2, 0.5 g/ml Poly A, 6.3 g/ml 
Oligod(T)12-18, 0.05% NP40 25 l, [ 32P]- 
TTPを適量(1日目: 0.025 l)加え37℃で3 hr
静置培養した。これを 10 l ずつクロマトグ
ラフィーペー パーにしみ込ませ、2×SSC 
(300 mM NaCl,  30.0 mM Sodium citrate) 
で洗浄した後乾燥させ、シンチレーションカ
ウンターで 線を検出した。得られた値を
HIV-1 の放出量とした。 
 ウイルス液を D-MEM で 10 分の 1、100
分の 1、1000分の 1に希釈し、DEAE-dextran
を最終濃度 20 g/ml となるように加えた。
96 穴プレートにて培養した MAGI 細胞の上
清を除き、調整したウイルス液を 100 l ずつ
加えていった。37℃で 12 hr インキュベーシ
ョンした後、D-MEM を 100 l ずつ加えた。
さらに 36 hr 静置培養した後、上清を除去し、
固定液を加え 5 min インキュベートし、PBS 
(-) で洗浄した後、染色液 (4.0 mM K3 
[Fe(CN)6], 4.0 mM K4 [Fe(CN)6], 2.0 mM 
MgCl2, 0.4 mg/ml X-Gal) を加え 37℃で 50 
min インキュベートした。PBS (-) で洗浄後、
青く染色された細胞数を計測し、得られた値
を HIV-1 の感染価とした。 
 
４．研究成果 
 
合成した化合物が細胞内でAPOBEC3Gの

分解を抑制するか検討した。 
その結果、予想通り Vif 非存在下では

APOBEC3G の発現が見られたが、Vif 存在
下で発現量は低下した。そこに DTT、MF3、
MF3+DTT を添加しても、発現量の回復は見
られなかった。意外なことに MF2 および
MF2+DTT を加えたものの存在下では、
APOBEC3G の発現量が顕著に上昇した。そ
の発現量は Vif 非存在下よりも高いことから、
APOBEC3G がこの実験系では Vif 以外の因
子により分解を受けており、それが MF2 お
よび MF2+DTT を加えたものにより分解阻

害されることが示唆された。 

 
 
次に、この分解がプロテアソーム分解であ

るかどうか調べるために、プロテアソーム阻
害剤である MG132 および Lactacystin と活
性を比較した。また、同時に Bis(2-nitro- 
phenyl)disulfide についても同様の実験を行
った。 

 
その結果、MG132 および Lactacystin で

も MF2 と同様 APOBEC3G の発現量上昇が
見られ、この分解がプロテアソーム分解であ
ること、MF2 や MG132 または Lactacystin
によりプロテアソーム分解が阻害されるこ
とが示された。また、Bis(2-nitrophenyl)- 
disulfide は APOBEC3G の発現量を上昇さ
せなかった。実際、化合物の in vitro におけ
るプロテアソーム阻害活性を調べた結果、
MF2、MF3、MF3+DTT はプロテアソーム
分解阻害活性を示し、その中でも MF2 の活
性が最も高いことがわかった。 
次に、実際に化合物群が APOBEC3G を発

現した細胞内で HIV-1 の感染を抑制するか
検討するため MAGI アッセイを行った。 
ウイルス液をあらかじめ培養した MAGI- 

CXCR4 に添加し感染させた。MAGI-CXCR4
には CD4、CXCR4、LTR- gal が導入され
ている。HIV-1 が感染すると HIV-1 の転写活
性化タンパク質 Tat が発現し、これが LTR
領域にある TAR に結合し、その下流にある

-gal 遺伝子の転写を促進する。生じた -ガラ
クトシダーゼに基質である X-Gal を加え、青
く染まった細胞を数えることで HIV-1 感染
価を測定した。 



 

 

 

 
結果 (RT 活性で補正) を下に示す。これよ

り、各化合物により HIV-1 の感染価が低下す
ることが示された。 
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