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研究成果の概要（和文）：　APOBEC3は自身の酵素活性を介する機構と介さない機構の両面からウイルス複製を
阻害するが、その分子機構の全容は解明されていない。本研究ではAPOBEC3がどのようにHIV-1とMuLVの増殖を阻
害するのか、機序解明に取り組んだ。その結果、APOBEC3はウイルス酵素群の前駆体に結合し、その多段階的な
切断を経て生じるウイルスプロテアーゼの産生を阻害することで、最終的にウイルス粒子の感染性を低下させる
と分かった。本活性はAPOBEC3のデアミナーゼ活性に非依存的であり、異常な前駆体切断を惹起するものであっ
た。また、ウイルス粒子形成阻害を介してウイルスの放出量を低下させることも判明した。　　　　

研究成果の概要（英文）： APOBEC3 is a cytidine deaminase and inhibits the replication of various 
types of viruses through the deaminase-dependent and -independent ways. Understanding the entire 
mechanisms that underlie the anti-viral function of APOBEC3 remains incomplete. Here, we 
investigated how APOBEC3 interferes with the replication of human immunodeficiency virus (HIV-1) and
 murine leukemia viruses (MuLVs). We found that APOBEC3 binds Gag-Pol precursor polyprotein and 
interferes with the production of mature viral protease (PR) autoprocessed from the Gag-Pol 
precursor, leading to an increase in immature virus particles, which can not infect with cells. Our 
results suggest that this inhibitory effect of APOBEC3 is independent on its deaminase activity and 
probably mediated through the promotion of aberrant digestion of Gag-Pol. We also found that APOBEC3
 may reduce virion production likely through the binding to Gag-Pol and subsequent inhibition of 
virion assembly.　　　　

研究分野： ウイルス学

キーワード： Retrovirus　MuLV　HIV-1　APOBEC3　感染抵抗性因子　Gag-Pol autoprocessing　Gag assembly

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　APOBEC3がこれまでに報告されている知見とは全く異なる働き方（分子機序）をすることでウイルス複製を抑
制していると明らかにした点、本研究の学術的意義がある。また、本研究により明らかになった分子機序が様々
な病原微生物にも働く可能性があり、感染症分野に広く影響を及ぼす成果である。長期にわたり感染症制圧を達
成するには薬剤耐性ウイルス等の脅威に備えなければならず、そのための新薬開発は社会的要求度が高い。本研
究成果は「HIV-1などのレトロウイルスに対して新たな作用機序を持つ新規抗ウイルス薬の開発」に結びつく社
会的意義がある。　　　　



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3（APOBEC3）は、免

疫グロブリン遺伝子の編集に働く activation-induced cytidine deaminase（AID）とともに脊

椎動物のAID/APOBECファミリーに属している。ヒトには7種類のAPOBEC3遺伝子産物（APOBEC3A、

B、C、DE、F、G、H）が存在する一方で、マウスには第 15 染色体から発現する 1種類の APOBEC3

（mA3）が存在する。mA3 には B6 系統など MuLV 感染抵抗性マウスが主に発現するエキソン 5を

欠損するタイプの d5 mA3、および Balb 系統など感染感受性マウスが主に発現する全長型の 5+ 

mA3 がある。全ての APOBEC3 はシチジン脱アミノ化酵素として共通のドメイン構造（Zドメイン）

を 1 分子内に 1 つないし 2 つ有しており、Z ドメインの存在・機能を介して様々な外来性ウイ

ルスやレトロトランスポゾンなど内在性転移因子の増殖を阻害している。APOBEC3 による抗ウ

イルス活性の分子メカニズムとして最初に報告された機序は、Z ドメインのシチジンデアミナ

ーゼ機能を介したウイルス DNA の変異導入である。APOBEC3 にはウイルス DNA のシトシンを脱

アミノ化してウラシルに変換する能力があり、その最終結果としてウイルス遺伝子上に停止コ

ドンを出現させウイルスタンパク質の産生を抑制したり、アミノ酸変異を誘発して増殖可能な

ウイルスの産生を阻害している。一方、デアミナーゼ活性に非依存的な抗ウイルス活性も現在

では多数報告されている。HIV-1 やマウス白血病ウイルス（MuLV）に対して発揮されるデアミ

ナーゼ活性非依存的なウイルス複製阻害については、逆転写反応時に生じるウイルス一本鎖

DNA に APOBEC3 が強固に結合し、反応の進行を阻害している機序が知られている。 

HIV-1 および MuLV の成熟ウイルスプロテアーゼ(PR)、逆転写酵素（RT）およびインテグラー

ゼ（IN）はウイルス複製に必須の酵素群である。これらはまず Gag-Pol タンパク質の一部とし

て翻訳され、その後前駆体中に埋め込まれている PRの活性により個々の成熟 PR、RT、IN に切

り出される。この Gag-Pol 中の PRによる前駆体切断には Gag-Pol 同士の 2量体が必須であると

知られ、また 2量体化には Gag-Pol 中の PR 部分および RT 部分が関与していると推察されてい

る。しかし、他の領域の関与など不明な点も多い。活性を持ったウイルス酵素群の正確な切り

出しには切り出される順番も重要であり、多段階に反応が進む Gag-Pol 切断過程は厳密に制御

されたものであると考えられている。切り出された成熟 PR はウイルス構造タンパク質である

Gag を切断することで、子孫ウイルスの粒子形成に必要となる Gag 由来産物を産生する。 

我々は MuLV 複製における mA3 の役割を解析する中で、mA3 存在下では Gag の切断に異常が認

められること、Gag-Pol からの成熟 PR の切り出しが阻害を受けていること、およびその阻害が

mA3 のデアミナーゼ活性に依存してないことを示す初期的なデータを得た。従って、デアミナ

ーゼ活性非依存的な抗ウイルス活性について既知である逆転写反応抑制の阻害様式とは違う阻

害機序の存在が推測される。我々は MuLV Gag-Pol、成熟 PR、および Gag-Pol 切断過程で産生さ

れる中間体の幾つかを同時に検出できる抗体を作成している。この抗体と Gag-Pol 切断過程を

追跡できる in vitro 転写翻訳系とを組み合わせることで、mA3 は MuLV Gag-Pol 切断過程のう

ち、最初の切断を阻害していることを示す初期的なデータも得ている。さらに、HIV-1 に関し

て同様の解析を行った結果、mA3 は HIV-1 の成熟 PRの産生を阻害していること、mA3 により HIV 

Gag-Pol 切断過程がある段階でとまっていることを示唆する結果を得ている。しかし、いずれ

のウイルスにおいてもmA3によるGag-Pol切断過程阻害の詳しい分子機序は不明のままである。 

 
２．研究の目的 

本申請研究では mA3 による MuLV および HIV-1 Gag-Pol 切断阻害機序を明らかにする。 

（1）MuLV についてこれまでの初期的なデータから下記 3つの機序が推定される。①Gag-Pol

内の 2 量体化に要する領域に mA3 が結合することで 2 量体化を阻害している。②Gag-Pol 中に



埋め込まれている PRによって切断される領域に mA3 が結合し、切断部位を立体障害的に保護し

ている。③mA3 が PR 領域に直接結合し、その活性を制御している。そこでまず、mA3 による MuLV 

Gag-Pol 切断阻害が最初の切断時に起こるのか更なる実験で確認し、mA3 が Gag-Pol 中のどこに

結合するのか調べることで上記①～③の可能性について評価、阻害機序を明らかにする。 

（2）HIV-1 の場合、mA3 存在下で特定の中間体まで検出できており Gag-Pol 切断の開始に必

要とされる 2量体化は阻害されていないと予想されるため、上記①の可能性は除外できる。そ

こで、mA3 が HIV-1 Gag-Pol 中のどこに結合するのか検討することで上記②および③について

評価し、阻害機序を明らかにする。中間体まで産生される Gag-Pol 切断過程中、RT や IN の切

り出しが完了しているのか明らかにし、さらにヒト APOBEC3 でも Gag-Pol 切断阻害が起こるの

か、薬剤耐性 HIV-1 でも APOBEC3 による Gag-Pol 切断阻害が認められるのか明らかにする。 

 

３．研究の方法 

研究開始当初からヒト細胞破砕液をベースに作成された in vitro 転写/翻訳系で MuLV 

Gag-Pol 前駆体を発現させると Gag-Pol の多段階的な切断が反応液中で再現され、当該反応液

中に生じる Gag-Pol、PR 部分を含む各種中間体、成熟 PR は独自作成した抗 MuLV PR 抗体による

ウェスタンブロット（WB）で検出できることを認めていた。HIV-1 Gag-Pol 前駆体を同 in vitro

転写/翻訳系で発現させた場合、Gag-Pol、PR 部分を含む各種中間体が独自作成の抗 HIV-1 PR

抗体による WBで検出された一方、成熟 PR は検出されなかった。ただし、同反応液中で Gag 切

断は実行されたことから成熟 PR は検出限界以下ながらも産生されていると考えられる。この

in vitro 転写/翻訳系で mA3 を共発現した際の各種中間体等の量変動を正確に検出することで、

多段階過程からなる Gag-Pol 切断のうちどの段階の切断に mA3 が干渉しているのか調査・確認

した。また、in vitro 転写/翻訳反応液に対して INや RT など PR以外のウイルスタンパク質に

対する特異的抗体を使用した WB を行うことで、それらの産生に mA3 が干渉するのか調べた。 

mA3 を含有したウイルス粒子と含有しないウイルス粒子を回収/破砕後に PR、RT、または IN

に特異的な抗体を使用したWBを行い中間体等を検出することでもmA3のGag-Pol前駆体切断干

渉効果の評価を試みた。ウイルス粒子はウイルスをコードするプラスミドを APOBEC3 プラスミ

ドまたは APOBEC3 を含まない親プラスミドとともに 293T 細胞に導入することで産生し、培養液

中に産生されたウイルス粒子は 20％ショ糖溶液を用いた超遠心法により回収した。回収後、サ

ンプルバッファーに溶解し各種抗体を使用した WBに供した。同様に、ヒト APOBEC3 を含有した

ウイルス粒子と含有しないウイルス粒子を回収/破砕し、抗 HIV-1 PR 抗体等を使用した WBに供

することでヒト APOBEC3 に HIV-1 Gag-Pol 前駆体切断干渉活性があるのか調べた。 

Gag-Pol 前駆体のどの領域に mA3 が結合するのか調べるために Pull-down 法および免疫沈降

法を行った。pull-down 法の際、ベイトにはコムギ胚芽系を利用し合成/精製した GST-mA3 を使

用し、結合候補となるウイルスタンパク質は in vitro 転写/翻訳系で調整した。グルタチオン

セファロースビーズに結合した GST-mA3 と結合候補タンパク質を混合/洗浄後、結合したウイル

スタンパク質は WB で検出した。免疫沈降法では Gag-Pol と Flag タグ融合 mA3（Flag-mA3）を

in vitro 転写/翻訳系で発現させた後、抗 Flag 抗体により Flag-mA3 を免疫沈降し、共沈する

ウイルスタンパク質を WBで検出した。別に、Flag-mA3 を含有したウイルス粒子を回収/破砕し

たものを免疫沈降法に用いた。 

 

４．研究成果 

（1）MuLV： Gag-Pol 切断に mA3 が与える影響について、感染性 Friend MuLV (p57 および FB29 



strains)を使用し定量的にデータを解析した結果、以下のことが明らかとなった。①複製能を

有する Friend MuLV および PR 不活性型で複製能を有さない Friend MuLV はいずれも 5+ mA3 お

よび d5 mA3 をウイルス粒子内に取り込むことが分かった。②5+ mA3 はウイルス粒子内で PR に

より切断を受けていた。ただし、5+ mA3 の切断は p57 で効率よく検出される一方、FB29 では顕

著に効率が減少していた。③さらに、Moloney MuLV を使用し同様の解析をしたところ、ウイル

ス粒子内に取り込まれた 5+ mA3 は殆ど切断されないことが分かった。④ウイルス粒子中に認め

られる Gag-Pol からの成熟 PR 産生は mA3 により半分以下に低下し、成熟 PRによる Gag の切断

効率も同程度減少した。⑤野生型 B6マウスと mA3 ノックアウトマウスから調整されたマウス胎

児線維芽細胞に Friend MuLV（FB29 strain）を感染させたところ、産生されたウイルス粒子中

に認められる成熟 PR量および Gag 切断効率は生理的な mA3 発現量下でも低下していた。⑥mA3

は N末半分および C末半分にそれぞれ Zドメインをもっている。デアミナーゼ活性を失活させ

た mA3 変異体および C末半分の mA3(mA3 Ch)は mA3 と同程度に成熟 PR量を低下させ、Gag 切断

効率を低下させた。一方、N末半分の mA3(mA3 Nh)に効果はなかった。⑦mA3 存在下で形成され

たウイルス粒子を電子顕微鏡下で観察したところ形態的に未成熟なウイルス粒子が増えた。⑧

さらに、GST-mA3 リコンビナントタンパク質を精製して、それをベイトに使用した Pull Down

法を行ったところ mA3 と PR の結合を認め、PR 側の結合最小結合領域が PR 分子の 66-105 番目

のアミノ酸残基から構成される領域であると分かった。⑨次に、In vitro 転写/翻訳系で同時

に発現させた mA3 と Gag-Pol の免疫沈降を行ったところ、mA3 と mA3 Ch は Gag-Pol と結合し、

mA3 Nh は結合をほとんどしないことが分かった。⑩また、免疫沈降に供した反応液を解析した

ところ、mA3 または mA3 Ch を共発現させた場合に成熟 PR 産生は検出されず、mA3 非存在下また

は mA3 Nh を共発現させた反応液中には成熟 PR が検出された。これらの結果から mA3 は MuLV 

Gag-Polに結合してその切断を異常にすることで成熟PRの産生を低下させウイルス複製を阻害

していること、さらにそれがデアミナーゼ活性非依存的な mA3 の抗ウイルス活性を担う分子基

盤であることが考えられた。デアミナーゼ活性非依存的な抗ウイルス作用のメカニズムとして

現在国内外では mA3 が逆転写反応速度を低下させる機構が知られているが、本研究によりさら

に上流過程に位置する成熟 PR、RT、IN 産生段階で mA3 は抗ウイルス活性を発揮していることが

判明した。また、mA3 存在下で非効率的ではあるが切り出された成熟 PR は mA3 に結合し、それ

が 5+ mA3 の場合はエキソン 5領域を切断してしまうと考えられる。 

MuLV の PR に対する自作抗体と Gag-Pol 切断過程を追跡できる in vitro 転写翻訳系を利用し

た解析から、約 130kDa の中間体が成熟 PR および Gag-Pol とともに検出されており、その存在

量は mA3 または mA3 Ch の発現量と逆相関した。一方、mA3 Nh には影響を受けなかった。この

中間体は多段階からなる Gag-Pol 切断過程の初期に産生される中間体である。申請研究開始当

初、成熟 PRの産生阻害について mA3 は Gag-Pol 切断過程中のどこかの素過程を阻害していると

考えていた。しかし、mA3 による 130 kDa 中間体減少に Gag-Poｌや他の中間体の量的な上昇が

伴わないことが研究期間中の解析結果から明確に判明したことで、上記の阻害様式でなく、mA3

は Gag-Poｌに結合して本来切断サイトでないところの切断などの異常切断を促進している可

能性が強いと考えられる。また、これらの結果から mA3 は Gag-Pol の 2 量体化を阻害しないこ

と、および PRに直接結合してその活性異常を引き起こしている可能性が推察される。今後、抗

ウイルス活性に関与する mA3 Ch 領域の同定、当該領域の構造学的特徴の解析から新規の抗ウイ

ルス薬開発が期待できる。     

（2）HIV-1：MuLV と同様に mA3 と mA3 Ch はウイルス粒子中の成熟 PR量を低下させることが

分かった。一方、mA3 Nh に活性は認められなかった。さらに、mA3 Ch の Z ドメインを含む約



100 アミノ酸部分が切断異常を惹起する責任領域であると分かった。ヒト APOBEC3 のうち

APOBEC3G と APOBEC3F に Gag-Pol 前駆体切断干渉能があり、特に APOBEC3F はその能力が強く、

成熟 PR 量を最大で検出限界以下にまで低下させた。Gag-Pol 切断で生じる中間体について

APOBEC3 に依存した蓄積は認められなかった。従って、研究開始当初は APOBEC3 による Gag-Pol

切断干渉の機序として切断過程のブロックを想定していたが、MuLV と同様に実際は異常切断を

促進することで成熟 PRが減少する可能性が考えられた。ウイルス粒子を回収し免疫沈降に供し

たところ Gag-Pol、成熟 PR、RT、および INと mA3 または mA3 Ch が結合することが分かった。

In vitro 転写/翻訳で調整したタンパク質を使用した免疫沈降でも Gag－Pol と mA3 または mA3 

Ch との結合が認められた。mA3 は IN 量を低下するもののその影響は限定的であった。 

予期していなかった新たな知見として、mA3 は HIV-1 複製過程のうち集合または出芽過程に

干渉してウイルス粒子産生を減少させることが判明した。上記した HIV-1 成熟 PR量低下にはウ

イルス粒子産生低下の寄与も含まれているものと考えられる。その際、産生されたウイルス粒

子のカプシド安定性に mA3 は影響していなかった。今後、この機序を詳細に解析することによ

り APOBEC3 分子の新たな役割の発見が期待できる。     
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