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研究成果の概要（和文）：　APOBEC3はデアミナーゼ活性非依存的にレトロウイルス複製を阻害するが、その分
子機構は不明である。我々はマウスAPOBEC3がウイルス構造タンパク質切り出しと粒子成熟を阻害することを発
見した。その分子機構は次の通り：１）マウスAPOBEC3はレトロウイルスGag-Pol前駆体に結合し、プロテアーゼ
切り出しを阻害する。２）生理的発現量のマウスAPOBEC3が、プロテアーゼ切り出しを阻害出来る。３）この阻
害にデアミナーゼ活性中心は必要でない。４）阻害活性はAPOBEC3のC-末端側半分が担う。５）マウスAPOBEC3は
ウイルスプロテアーゼの65から105番アミノ酸残基の範囲に結合する。

研究成果の概要（英文）：Mouse APOBEC3 (mA3) inhibits murine leukemia virus (MuLV) replication 
through a deamination-independent mechanism in which the reverse transcription is considered the 
prime target process. However, other steps in virus replication can also be targeted by mA3. We have
 investigated the possible effect of mA3 on viral protease-mediated processes. We found that mA3 
directly bound both mature viral protease and Pr180gag-pol precursor. Furthermore, the 
autoprocessing of Pr180gag-pol was impeded by mA3, resulting in reduced production of mature viral 
protease. Exon 5-containing and -lacking isoforms of mA3 equally exhibited this antiviral activity, 
and physiologically expressed levels of mA3 impeded Pr180gag-pol autocatalysis and Pr65gag 
processing. This blockade was independent of the deaminase activity and required the C-terminal half
 of mA3. These results suggest that Pr180gag-pol autoprocessing can be a critical step for mA3 to 
exert its deaminase-independent antiretroviral activity.

研究分野：ウイルス学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　抗レトロウイルス薬の多剤併用により、先進国ではHIV-1感染者の生命予後が非感染者のそれに近付いている
とされる。しかし、現在用いられている抗レトロウイルス薬では耐性株出現が不可避であり、若年感染者が短期
間に治療を必要とするようになる現状からも、新たな作用機序を持つ抗HIV薬開発が喫緊の課題である。プロテ
アーゼ阻害薬は、活性部位への結合や二量体化の抑制を指標に開発されて来た。我々の研究成果を基礎に、
Gag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出しを阻害する薬物のシーズを宿主因子の分子構造から探ることによ
り、有効でかつ副作用の少ない新規抗レトロウイルス薬の開発に貢献できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 抗レトロウイルス薬の多剤併用により、保険医療制度の充実した先進国では HIV-1感染者の
十年単位での生命予後が非感染者のそれに近付いているとされる。しかし、現在用いられてい
る抗レトロウイルス薬は HIVを体内から完全に排除出来るものではなく、耐性株出現が不可避
であり、若年感染者が短期間に治療を必要とするようになっている現状からも、新たな作用機
序を持つ抗 HIV薬の開発は喫緊の課題である。 
 Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3（Apolipoprotein B 
editing complex 3とも呼ぶ： APOBEC3）は、哺乳類が進化の過程で獲得した細胞内抗ウイ
ルス因子の一つであり、一本鎖 DNAを標的として、そのシトシン塩基をウラシルに変換する。
APOBEC3 の主要な標的はレトロウイルス複製過程で逆転写酵素活性により生じた一本鎖
DNA であり、霊長類の内在性レトロウイルスには、他の如何なる複製制限因子によるよりも
APOBEC3による複製抑制の証拠が多く残されている。一方、現存哺乳類に感染する外来性レ
トロウイルスは、自然宿主の APOBEC3に対抗する手段を獲得することで複製能を保っており、
霊長類レンチウイルスは、種特異的に APOBEC3の細胞内分解を促進する Vifタンパク質を獲
得している。このため、2006 年頃までは、APOBEC3 は現在感染性を示す同種由来レトロウ
イルスに対して無効化しているとの考え方が主流となっていた。 
 これに対し、Ross らは 2007 年に、一部の系統のマウスに分布するマウス乳癌ウイルス
（MMTV）を用いて、C57BL/6（B6）マウスから APOBEC3 を欠損させると MMTV の複製
能が著しく増し、病原性が高まることを証明した（Okeoma, C. M. et al. Nature 445: 927-930, 
2007）。また、我々と Greene らは、より多くの系統に高い頻度で分布するマウス白血病ウイ
ルス（MuLV）に対し最も強い抵抗性を賦与する宿主遺伝子 Rfv3を同定する過程で、互いに独
立に、マウス APOBEC3遺伝子の系統間多型を発見し、B6マウスから抵抗性対立遺伝子を欠
損させると生体内でMuLV複製が促進され、病原性が高まることを報告した（Santiago, M. L. 
et al. Science 321: 1343-1346, 2008; Takeda, E. et al. J. Virol. 82: 10998-11008, 2008）。 
 マウス APOBEC3 の作用機序について、我々はフレンド MuLV 複製抑制がデアミナーゼ活
性によるプロウイルス DNA の塩基置換を殆ど伴わないこと、デアミナーゼ活性中心にアミノ
酸置換を導入しても複製抑制活性が保たれることを証明し、マウス APOBEC3 による MuLV
複製抑制はデアミナーゼ活性に依存しない新規機能によるものと推測していた（Takeda, E. et 
al. J. Virol. 82: 10998-11008, 2008）。一方、Rossらは最近、我々の提供したマウス APOBEC3
各対立遺伝子の発現ベクターを用い、抵抗性と感受性の対立遺伝子産物間でデアミナーゼ修飾
標的部位の塩基配列パターンが異なること、MMTV 複製抑制過程におけるデアミナーゼ修飾
の程度は低いこと、抵抗性対立遺伝子産物は逆転写酵素活性を強く抑制することを示した
（McMillan A. L. et al. J. Virol. 87: 4808-4817, 2013）。従って、マウス APOBEC3によるデ
アミナーゼ非依存的複製抑制機構の一部は、逆転写酵素活性抑制によると示唆されるが、それ
以外の作用機序が存在する可能性も考えられる。 
本研究開始時点で我々は、マウス

APOBEC3 が前駆体タンパク質か
らのウイルスプロテアーゼ切り出
しと粒子成熟を強く阻害する可能
性を見出していた（図１）。また、
マウス APOBEC3 が HIV-1 の
Gag-Pro-Pol前駆体からのプロテア
ーゼ切り出しも阻害するらしいこ
とを観察していた。 
従来のレトロウイルスプロテア
ーゼ阻害薬は、プロテアーゼ活性部
位への結合や、プロテアーゼ自体の
二量体化の抑制を指標に開発されて来た。我々は、前駆体からのプロテアーゼ切り出しを阻害
する薬物のシーズを宿主因子の分子構造から見出せば、極めて有効でかつ副作用の少ない新規
抗レトロウイルス薬の開発に貢献できる可能性があると考え、本研究の着想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、マウス APOBEC3 がレトロウイルス Gag-Pol 前駆体タンパク質からのプロテア
ーゼ切り出しを阻害する可能性があるとの我々の観察を基礎に、APOBEC3部分断片や変異体
のプロテアーゼ切り出し阻害効果を比較解析して、Gag-Pol前駆体とマウス APOBEC3との相
互作用部位をアミノ酸残基レベルまで同定し、もって新規抗レトロウイル薬開発のシーズとす
ることを目標とした。 
具体的には、本研究の期間内に以下に記す未解明の疑問を解決することを目標とした： １）
マウス APOBEC3によるレトロウイルスGag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出し阻害は、
APOBEC3 N-末端ドメインの機能か、それとも C-末端ドメインの機能か、或いはこれには両
ドメインの存在が必要か？ ２）マウスレトロウイルス複製抑制活性の異なる APOBEC3 対立
遺伝子産物とアイソフォームは、プロテアーゼ切り出し抑制活性に差があるか？あるとすれば、
それはどのアミノ酸残基の多型に起因するか？ ３）マウス APOBEC3 によるレトロウイルス



Gag-Pol 前駆体タンパク質からのプロテアーゼ切り出し阻害は、前駆体の二量体化阻害がその
機構か？それとも、マウス APOBEC3 は二量体化後のプロテアーゼの機能を抑制するのか？ 
４）マウス APOBEC3 によるプロテアーゼ切り出し阻害は、APOBEC3 と Gag-Pol 前駆体と
の直接結合によるか？直接結合があるとすれば、結合部位はそれぞれの分子のどこにあるか？ 
５）既に報告されている逆転写酵素（RT）活性の阻害と、プロテアーゼ切り出し阻害とは互い
に関係するか？Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し阻害と同様、RT の切り出し阻害
が逆転写活性抑制の原因か？ 
 
３．研究の方法 
 研究開始時点でマウス APOBEC3各対立遺伝子の発現ベクターを保有しており、それらの部
分断片発現系やキメラ作成・変異導入法を確立していた。また、MuLV及び HIV-1の Gag-Pol
前駆体及びプロテアーゼ単体と、それらの活性欠損変異体の発現ベクターも保有していた。こ
れらと、自製の抗プロテアーゼ抗体を含む特異抗体を用い、Western blot法で Gag-Pol前駆体
からのプロテアーゼ切り出しに対する APOBEC3各多型発現産物、部分断片、及び変異体の阻
害効果を比較解析した。また、コムギ胚芽系による GST標識 APOBEC3発現・精製と試験管
内転写翻訳系による Gag-Pol前駆体発現により、pull-downによる直接相互作用の検討を行い、
Gag-Pol前駆体とAPOBEC3の結合に関与するアミノ酸残基はどこにあるのかを解明しようと
試みた。具体的には、 
 １）マウスレトロウイルスの Gag-Pol前駆体を、我々の保有する in vitro転写翻訳系（Li, J. 
et al. PLOS Pathogens 8: e1002478, 2012）で発現させ、プロテアーゼ切り出しが生じること
を確認した上で、これと標識マウス APOBEC3発現プラスミドを用いて、Gag-Pol前駆体から
のプロテアーゼ切り出しがマウス APOBEC によって定量的に阻害されるかを解析した。さら
に、マウス APOBEC3 の全長、N-末端側ドメイン、C-末端側ドメインをそれぞれ単独で発現
させ、定量的に Gag-Pol前駆体の試験管内転写翻訳系に加え、Western blot法でプロテアーゼ
切り出しの程度を比較した。 
 ２）マウス APOBEC3遺伝子には多型があり、B6マウスで発現する対立遺伝子の産物はマ
ウスレトロウイルス複製抑制活性が高く、一方 BALB/cマウスで発現する対立遺伝子の産物は
マウスレトロウイルス複製抑制活性が低い。そこで、これら対立遺伝子間の機能差が、Gag-Pol
前駆体からのプロテアーゼ切り出し阻害活性の差によるか、また対立遺伝子間の機能差は
HIV-1プロテアーゼ切り出しに対しても認められるか否かを、上記１）と同様にWestern blot
法を用いて検定した。 
 ３）マウス APOBEC3 による MuLV プロテアーゼ活性抑制は、両者の直接結合によりプロ
テアーゼ前駆体の二量体化が抑制されるためか、それともプロテアーゼとそのリガンド分子と
の結合が阻害されることによるのかを直接検証するため、GST 標識したマウス APOBEC3 の
各対立遺伝子産物を、コムギ胚芽系を用いて試験管内で発現させる一方、タグ標識したMuLV
プロテアーゼを in vitro転写翻訳系で発現させた。両者を混合してグルタチオン-セファロース
カラムによるプルダウンを行い、共沈降したプロテアーゼを抗体により検出した。この際、プ
ロテアーゼが予め自己二量体化しているとマウス APOBEC3 と結合出来ない可能性があるの
で、我々が見出したプロテアーゼ機能欠損型変異体（G2509C）を用い、野生型と比較した。 
 ４）レトロウイルスプロテアーゼとマウス APOBEC3 の結合部位を絞り込むため、上記の
pull-down系においてプロテアーゼ分子の C-末端側欠損変異体を複数用い、APOBEC3との結
合に必要なアミノ酸残基の存在範囲を限定することを試みた。 
 ５）レトロウイルス複製過程では、Gag 及び Gag-Pol 前駆体はその N-末端がミリストイル
化され、宿主細胞膜の裏打ちに局在する。この過程は粒子形成に必須であり、Gag-Pol 前駆体
の粒子への取り込みもこの過程を介する。そこで、我々が新たに樹立したタグ標識 APOBEC3
発現マウス系統の細胞を用い、APOBEC3と Gag-Pol前駆体の細胞内共局在を解析した。 
 
４．研究成果 
 １）マウス APOBEC3 によるレトロウイルス Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し
阻害 
 マウスレトロウイルス分子クローン発現プラスミドと APOBEC3 発現プラスミドの一過性
発現系から上清中のウイルス粒子を精製し、Gag-Pol 前駆体と成熟プロテアーゼの両方に反応
する自家製抗体を用いて、プロテアーゼ切り出し効率の変化を解析した。この際、細胞内での
ウイルスタンパク質発現量を Gag前駆体 Pr65を検出することにより確認し、ウイルス粒子形
成量を gp70検出により確認した。 
 全長型及び第 5 エキソン欠損型マウス APOBEC3 の共発現により、マウスレトロウイルス
Gag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出しがおよそ 70％阻害され、全長型と第 5エキソン欠
損型で阻害活性に有意差はなかった。また、マウス APOBEC3は HIV-1の Gag-Pro-Pol前駆
体からの成熟プロテアーゼ切り出しも有意に阻害することが明らかとなった。 
 
 ２）マウス APOBEC3 によるレトロウイルス Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し
阻害のデアミナーゼ活性非依存性 
 上記のウイルス粒子産生系を用いて、発現させるマウス APOBEC3に点突然変異（E73A）



を加え、デアミナーゼ活性を持たない変異体とした。デアミナーゼ活性欠損変異体は、野生型
と同じく､Gag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出しを阻害することを確認した。 
 
 ３）マウス APOBEC3 によるレトロウイルス Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し
の定量的阻害 
 試験管内転写翻訳系を用いてマウスレトロウイルスGag-Pol前駆体と第 5エキソン欠損型マ
ウス APOBEC3 を共発現させ、Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出しに対する
APOBEC3共存の影響を定量的に評価した。 
 まず、試験管内転写翻訳系で時間経過を追うことにより、4 時間、20 時間、48 時間と発現
開始からの時間が増すに従って、Gag-Pol 前駆体が減少し、成熟プロテアーゼの量が増えるこ
と、即ち Gag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出し過程が試験管内で再現出来ることを確認
した。この系にマウス APOBEC3 発現プラスミドを共存させると、APOBEC3 発現量が増加
するに従って Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し量が減少した。従って、マウス
APOBEC3はGag-Pol前駆体からのプロテアーゼ切り出しを定量的に阻害することが示された。 
 
 ４）Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出し阻害活性は、マウス APOBEC3 の C-末端
ドメインが担う 
 上記の試験管内転写翻訳系を用いて、マウス APOBEC3の N-末端側及び C-末端側ドメイン
を単独で発現させ、Gag-Pol 前駆体からのプロテアーゼ切り出しに対する影響を検定した。そ
の結果、全長型に較べてやや劣るものの、C-末端側ドメイン単独でもプロテアーゼ切り出しが
強く阻害された。また、この際に免疫沈降を行ったところ、全長型 APOBEC3 及びその C-末
端側ドメインが Gag-Pol 前駆体と直接結合することが示されたが、N-末端側ドメインと
Gag-Pol前駆体との有意な結合は認められなかった。 
 さらに、１）と同じ粒子形成系を用いてウイルス粒子内にマウス APOBEC3の全長型または
C-末端側ドメインを取り込ませたところ（N-末端側ドメインは粒子内に取り込まれないことが
わかっている）、C-末端側ドメイン単独でも、粒子内での Gag-Pol 前駆体プロセシングを有意
に阻害することが確認された。 
 
 ５）マウス APOBEC3とウイルスプロテアーゼの
直接結合及び結合部位の解析 
 試験管内転写翻訳系で発現させたマウスレトロウ
イルスプロテアーゼ及びその断片と、コムギ胚芽系
で作成した GST 標識 APOBEC3 を用いて、
APOBEC3とプロテアーゼの直接結合の証明と、結
合部位の絞り込みを試みた。 
 プロテアーゼの自己消化機能による成熟過程を模
すため、プロテアーゼ配列の両端に Gag-Pol前駆体
中の前後配列（N-末端側はヌクレオカプシドタンパ
ク質の一部、C-末端側は逆位転写酵素の一部）を 20
アミノ酸残基ずつ加えたポリペプチドを設計した。
また、プロテアーゼの活性中心に点変異（2509 G/C）
を導入した。野生型のプロテアーゼ配列を含む発現
産物は自己消化により両端の 20 アミノ酸残基部分
が取り除かれたが、G/C変異を含む場合（20G/C20）
は自己消化が起こらなかった。 
 Pull-down解析の結果、第 5エキソンコード部分
を欠損する APOBEC3 は野生型プロテアーゼも
20G/C20も結合することが示されたが、成熟プロテア
ーゼの結合は 20G/C20よりも弱かった。 
 20G/C20への結合部分が前後 20 残基部分でないこ
とを証明し、また APOBEC3との結合部分を絞り込むため、20G/C20の C-末端側欠損変異体を
発現させた。その結果、全長型及び第 5エキソン欠損型の APOBEC3は、何れも 20G/C20を結
合すること、プロテアーゼ分子の 106番残基から C-末端側を欠損させても結合能は保たれるが、
66番残基から C-末端側を欠損させるとこれが失われることが明らかとなった（図 2）。従って、
ウイルスプロテアーゼとAPOBEC3の結合には第 5エキソンコード部分は関係がなく、20G/C20

の N-末端側に付加したヌクレオカプシド由来残基も結合に関与しないこと、一方 C-末端側に
付加した逆転写酵素由来残基がなくても結合は起こり、APOBEC3 との結合に関与するのは、
プロテアーゼそのものの恐らく 66番から 105番残基の部分であることが明らかとなった。 
 以上の解析結果は、英文原著論文として投稿済み（改訂版審査中）である。 
 
 ６）マウス APOBEC3の細胞内局在 
 APOBEC3分子の生理的な細胞内局在を解析するため、ゲノム編集により FLAGタグを付加
した APOBEC3 を発現するマウス系統を確立した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて B リンパ

図２．GST標識 APOBEC3によるレ
トロウイルスプロテアーゼ断片の
pull-down  



球について解析を行った結果、APOBEC3分子は細胞膜の内側、核膜に近い部分と、核膜のす
ぐ内側とに局在する可能性が考えられた。今後ウイルス感染細胞を用いて、APOBEC3 と
Gag-Pol前駆体及びGag前駆体タンパク質との膜の裏打ちでの相互作用の可能性を解析してい
く。 
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