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研究成果の概要（和文）：Vif複合体を構成する蛋白質のうち、Vif、または、CBFβのみを安定同位体標識化す
るVif複合体調製法を開発した。Vif複合体の標的、抗HIV蛋白質（A3FやA3G等）や、開発が期待されるVif阻害剤
について、Vif複合体上の結合部位を直接的に同定することが可能となった。また、Vif複合体に対するRNAアプ
タマーの取得に成功した。他方、A3Fの酵素活性について、 DNAの配列、長さの依存性、pHの影響、各アミノ酸
残基の役割について明らかにした。新たに、Vif複合体はA3GのC端ドメインの酵素活性を阻害することも見出し
た。本研究成果は、Vif阻害剤の開発に広く活用されることが期待出来る。

研究成果の概要（英文）：We have developed a stable-isotope labeling method of the Vif complex, which
 contains five proteins. Our method is capable of labeling either Vif or CBFβ, while the rest of 
the components are unlabeled. Obtained labeled Vif complex can be used to identify the binding sites
 of the anti-HIV proteins (A3F, A3G, etc.) and anti-Vif compounds on the Vif complex. We also 
obtained the RNA aptamers that bind to the Vif complex with high affinity. On the other hand, we 
investigated the influence of the DNA sequence/length and pH on deaminase activity, as well as the 
roles of the amino acid residues around the catalytic center of APOBEC3F. We newly found that the 
Vif complex inhibits the catalytic activity of the C-terminal domain of A3G. Our efforts will 
provide the tools for anti-Vif drug development.

研究分野：構造生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 HIVは感染後、ゲノム情報をヒト染色体に
組み込むために、(＋)鎖ゲノム RNAから二本
鎖 DNAを合成する。その過程で、(－)鎖 DNA
が生成する。ヒト APOBEC3G (A3G)は、この
(－)鎖 DNA に含まれるシトシン塩基を脱ア
ミノ化し、ウラシル塩基へ改変することで、
HIVゲノム情報を破壊する（抗 HIV活性）。
一方、HIVは Vifで応戦する。Vifは、ヒトの
ユビキチンリガーゼ複合体と転写因子 CBFβ
を二重ハイジャックし、A3Gを捕捉する。そ
して、ユビキチン化を介してプロテアソーム
による分解へと導く（抗 HIV活性の阻止）。 
 Vif のはたらきを阻害することで、A3G の
活性がレスキューされれば、HIVを無毒化出
来ると考えられるようになった。 
 当初、Vif とユビキチンリガーゼ複合体及
び転写因子 CBFβ が形成する Vif 複合体の立
体構造や、Vif複合体が A3Gを補足しユビキ
チン化する機構については、明らかになって
いなかった。我々は、これらを明らかにでき
れば、創薬開発に向けた道筋をつけることが
出来ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 Vifとユビキチンリガーゼ複合体及びCBFβ
の結合様式を明らかにすること、また、Vif
複合体が A3G を阻害する機構を明らかにす
ることを目的とした。さらに、進化分子工学
的手法によりアプタマー分子を創製し、機能
解析に向けたツールを開発することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Vif 複合体を構成する Vif, CBFβ, EloB, 
EloC及びCul5のうち、Vifのみ、または、CBFβ
のみを安定同位体標識化し、それ以外は標識
化しない、E. coliの共発現系を構築した。最
初に安定同位体標識化するタンパク質を
araBAD オペロンのもとで発現誘導し、標識
化しないその他のタンパク質は lac オペロン
で発現誘導した。得られたタンパク質はニッ
ケル親和性、グルタチオン、イオン交換、ゲ
ル濾過カラムクロマトグラフィーにより精
製した。 
 
(2) Vif複合体に結合する RNAアプタマー候
補を、SELEX法により取得した。ニッケル樹
脂に固定化したVif複合体にRNAプールを加
え、Vif複合体に強く結合する RNAを回収し
た。8ラウンドの選別後に、得られた RNAア
プタマー候補の配列を解析した。RNAアプタ
マー候補と Vif 複合体との結合については、
ゲルシフト法により検証し、SPR法により結
合定数を求めた。 
 
(3) Vif 複合体が A3G の酵素活性に及ぼす影
響を調べた。一本鎖 DNA 上のシトシン脱ア
ミノ化反応は、NMR実時間計測法を用いた。
Vif複合体、または、その構成タンパク質各々

と一本鎖 DNA との相互作用、または、それ
らと A3Gとの相互作用については、蛍光偏向
解消法により検証した。 
 
(4) ヒト APOBEC3F (A3F)について、野生型
及び種々の点変異体のE. coli発現系を構築し、
精製した。A3Fのシトシン脱アミノ化活性を
ウラシル DNA グリコシラーゼアッセイによ
り解析した。配列、長さの異なる DNA を用
いた。また、種々の pH条件で反応を行った。
A3F と DNA との結合は、蛍光偏向解消法に
より解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Vif 複合体を構成する Vif, CBFβ, EloB, 
EloC及びCul5のうち、Vifのみ、または、CBFβ
のみを安定同位体標識化し、それ以外は標識
化しない方法を開発するとともに、高い精製
度で Vif複合体を調製することに成功した。 
 研究開始当初、Vif複合体の構造情報は存在
しなかったが、2014年に Vif複合体の結晶構
造が海外グループにより報告された。しかし、
それから 2018 年現在に到るまでの間に、Vif
複合体と A3G、もしくは Vif複合体とその阻
害剤（我々の知る限りでは阻害剤の開発は発
展途上）の複合体に関する直接的な構造情報
は解明されていない。 
今回我々が開発した方法を利用すれば、A3G、
または、Vif阻害剤について、Vif複合体上の
結合部位を直接的に同定することが出来る。
構造解析を行わずとも、結合部位を知ること
が出来る点が優れている。後述するように、
我々はVif複合体に高い親和性をもつRNAア
プタマーを得ることに成功している。今後は、
我々を含め、多くの研究者により、Vif 複合
体のエピトープホットスポットの同定に活
用されることが強く期待される。 
 
(2) Vif複合体に対して阻害活性をもつ化合物
は開発途上であり、世界中で開発が望まれて
いる。 
本研究では、千葉工業大学・坂本泰一教授
との共同研究により、配列の異なる 7 種類
の RNA アプタマー候補を得ることに成功し
た。ゲルシフト法により、いずれの RNA ア
プタマー候補も Vif 複合体と結合することが
確認された。さらに、SPR法により，配列が
最も収束した候補は、解離定数が約 50 nMで
あり、最も結合が強い候補は、解離定数がお
よそ 10 nM であることを示された。 
Vif 複合体に対する RNA アプタマーの開発
は、我々の知る限りでは報告がなく、大変オ
リジナリティが高い。目下、得られた RNA
アプタマー候補の抗 Vif 複合体活性について、
アッセイする細胞実験の開発を行っている。
また、上記した安定同位体化 Vif 複合体を用
いて、結合部位の同定を行うための準備を進
めているところである。 
 
(3) Vif複合体は、A3Gの N端ドメインに結合



し、A3Gの C端ドメインをユビキチン化する
ことで、A3Gをプロテアソーム分解へと導く。
A3Gの C端ドメインは、一本鎖 DNA特異的
にシトシンを脱アミノ化する酵素活性を有
する。Vif複合体が A3G C端ドメインに作用
することが示唆されていたが、研究は進んで
いなかった。 
我々は今回、Vif複合体の A3G C端ドメイン
に対する効果を調べた。そして、Vif 複合体
は、C端ドメインの酵素活性を阻害すること
を明らかにした。種々の結合実験により、Vif
複合体は、一本鎖 DNA に非特異的に強く結
合することが示された。また、Vif 複合体は
A3G C 端ドメインと直接的もしくは間接的
に結合することが示唆された。これらの知見
については、現在論文作成に向けて検証を進
めているところである。 
 
(4) Vif複合体は、ヒト A3Fも標的とし、ユビ
キチン化を介したプロテアソーム分解へと
導く。A3Fは、A3Gと同様に一本鎖 DNA特
異的なシトシン脱アミノ化酵素であり、HIV
の(−)鎖 DNAに変異を導入する。A3Gは CCC
配列を CCUに変換するが、A3Fは TCを TU
に変換する。 
研究開始当初、A3F の酵素活性に関する知
見は少なかった。そこで、我々は、A3Fの酵
素活性について、DNAの配列、長さの依存性、
pH の影響、さらには各アミノ酸残基の役割
（DNA結合、酵素活性）について明らかにし
た。この成果は、論文として報告した[項目５．
〔雑誌論文〕⑥]。 
 
(5) 進化分子工学を用いた分子の創製、構造
機能相関解析及び高機能化に関連する研究
も行った。 
① 癌を促進させるMDM2タンパク質と、そ
れに強く結合する MDM2 阻害ペプチド MIP
との NMR 構造を決定した[項目５．〔雑誌論
文〕⑰]。MIPは、共同研究者の慶應大学・柳
川弘志教授により、mRNAディスプレイ法で
創製された。我々の NMR構造はMIPの強い
結合の原理を説明するとともに、抗 MDM2
活性をもつ低分子化合物創製への指針を与
えた。 
 
② カリウム濃度に応答して酵素活性をブー
スト出来る RNA酵素を創製した[項目５．〔雑
誌論文〕⑭、⑮]。RNA 酵素に、カリウム濃
度が高くなると四重鎖を形成する RNA 配列
を融合した。これにより、RNA酵素はカリウ
ム濃度依存的に活性を ON、OFF することが
出来る。 
また、上記四重鎖 RNAを RNAアプタマー
に応用した。カリウム濃度に応答して標的ペ
プチドと結合し、さらに蛍光を発する RNA
アプタマーを創製した[項目５．〔雑誌論文〕
⑧]。 
将来的には、Vif 複合体に対する RNA アプ
タマーに上記四重鎖RNAを融合することで、

細胞内でのみ活性を発揮する抗 Vif 複合体
RNA アプタマーの創製に結びつけたいと考
えている。 
 
③ Vif複合体の構成タンパク質のうち、CBFβ
は、急性白血病原因因子である AML1と複合
体を形成する。この AML1 に強く結合する
RNAアプタマーを千葉工業大学・坂本泰一教
授が創製した。我々は、AML1 と RNA アプ
タマーの結合解析をともに行った。[項目５．
〔雑誌論文〕②、⑪] 
 
④ 我々は以前、抗プリオン RNAアプタマー
を取得し、これとプリオンに含まれるペプチ
ドとの NMR 構造を決定していた。今回は、
京都大学・木下正弘教授との共同研究により、
抗プリオン RNA アプタマーとプリオンペプ
チドの結合機構について、詳細に熱力学的パ
ラメーターを算出して、結合の原動力を明ら
かにした。ここでの解析では、木下教授が開
発した、統計力学と水分子のモデルを組み合
わせた方法を用いた。雑誌 Nucleic Acids Res.
として報告した結果、優れた論文として
Faculty of F1000に選定された[項目５．〔雑誌
論文〕⑲] 
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（島根）2015年 5月 29日(招待講演) 
 
 
〔その他〕 
①ホームページ：京都大学エネルギー理工学
研究所ホームページで「APOBEC3B活性のリ
アル時間 NMR観測」が紹介された(2017年 9
月 27日) 。 
http://www.iae.kyoto-u.ac.jp/new-iae/NewsRelea
se/JP/researchAct/ 
②プレスリリース：マイナビニュース、日本
の研究.com、製薬業界の転職支援アンサーズ
等に「NMR 法を用いた実時間追跡で抗エイ
ズウイルス酵素反応の定量解析に成功」の記
事が掲載された(2014年 1月 29日)。 
https://news.mynavi.jp/article/20140131-a274/ 
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