
独立行政法人国立病院機構（名古屋医療センター臨床研究センター）・その他部局等・研究員（移行）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０４

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

HIV-1 Vifと宿主防御因子APOBEC3の複合体形成機構の解明

The mechanism of complex formation between HIV-1 Vif and host factor APOBEC3

６０６１７１４０研究者番号：

松岡　和弘（MATSUOKA, Kazuhiro）

研究期間：

２０Ｋ０７５３３

年 月 日現在  ５   ６ ２６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　ヒト免疫不全ウイルス1型（以下:HIV-1）がコードするタンパク質であるVifは、ヒ
トの宿主防御因子APOBEC3H（以下:A3H）に結合し、A3Hの抗HIV-1作用を無効化する。本研究では、Vif-A3H複合
体の立体構造を決定し、原子・分子レベルでVif-A3H複合体の複合体形成機構およびVif依存的なA3Hのユビキチ
ン化機構を明らかにすることを目的とした。本研究によって、以下の研究成果を得ることができた。
１）クライオ電子顕微鏡法によってVif-A3H複合体の粒子像が得られる初期条件を見出すことができた。
２）Vif依存的なA3Hのユビキチン化部位の決定に向けた解析法の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：HIV-1 Vif is an accessory protein, that antagonizes the antiviral effects of
 host restriction factor APOBEC3H (A3H) proteins for viral replication in the host. Vif hijacks a 
host cellular Cullin-5 (CUL5) E3 ubiquitin ligase complex (Vif/CBF-β/ELOB/ELOC/CUL5 complex) to 
target A3H proteins for ubiquitination and proteasomal degradation. This study aimed to determine 
the structure of the Vif-A3H complex and elucidate the mechanism of complex formation of the Vif-A3H
 complex and the Vif-dependent ubiquitination of A3H at the atomic and molecular levels. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： HIV-1　ウイルス　Vif　APOBEC3　ユビキチン化　構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果により、クライオ電子顕微鏡法によるVif-A3H複合体の構造解析に関して大きな進展があり、今
後、さらに解析を進めることで高分解能のVif-A3H複合体の構造学的な特徴が得られることが期待できる。その
ため、本研究課題は、Vif-A3H複合体の複合体形成機構の更なる理解およびVifとA3との結合阻害によって、ヒト
が本来有するA3の抗HIV活性の回復を目指す新たなHIV感染の治療戦略の創製にも波及する重要な知見に繋がるこ
とが考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 ヒトの宿主防御因子 APOBEC3（以下:A3）ファミリーは、ヒト免疫不全ウイルス 1

型（以下:HIV-1）などのレトロウイルスやレトロトランスポゾンに対して感染・増殖を

強く抑制する作用をもつ。A3 ファミリーはヒトでは 7 種存在し、特に A3F、A3G、

A3H （ハプロタイプ II 型）が抗 HIV-1 作用を示す。一方で、HIV-1 は自身がコードす

る Vif タンパク質により A3 の抗 HIV 作用を中和・分解する。Vif はアダプタータンパ

ク質として A3 に特異的に結合し、宿主 Cullin 5 E3 ユビキチンリガーゼにリクルート

することで、A3 をユビキチン・プロテアソーム系による分解へと誘導する。その結果、

HIV-1 は A3 の抗 HIV-1 作用から逃れ、感染細胞で A3 が機能していないかのように複

製、増殖ができる。 

 申請者のグループは、Vif が結合する A3C の立体構

造を 2012 年に世界で初めて決定した（Kitamura et al., 

Nat Struct Mol Biol, 2012）。さらに申請者らと他のグ

ループの研究により 2018 年までに Vif が結合する

A3F, A3G, A3H の 立 体 構 造 を 決 定 し て き た

【Nakashima et al., J Virol., 2015、Matsuoka et al., 

Nucleic Acids Res., 2018】。そして、得られた構造情

報をもとに変異導入解析を行ったところ、非常に興味

深いことに、A3 には 3 つの異なった Vif 結合領域があ

ることを明らかにしてきた（図１）。Vif においても各

A3 結合領域は異なった 3 つの領域であることがわか

ってきた。しかしながら、Vif-A3 複合体の立体構造は未決定であり、Vif-A3 複合体形成

時に結合するアミノ酸残基ペアなどの結合様式は不明のままである。これまで Vif-A3H

複合体の構造学的知見が皆無であった要因は、Vif-A3H 複合体が難溶性であり、沈殿・

凝集し易く Vif-A3H 複合体として精製することが困難だからである。申請者は、この技

術的な問題点をまず解決することが Vif-A3H 複合体構造を決定する上で最重要課題だ

と考えた。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究課題は、Vif-A3H 複合体の立体構造を決定し、構造情報に基づいて設計した変

異体の機能解析を行うことで、原子・分子レベルで Vif-A3H 複合体の結合様式を解明す

ることが目的である。以下のように順次、研究計画を遂行する。 

① 結晶化に十分な質と量を調製することができるVif-A3H複合体の精製方法を構築す

る。 

② 研究計画①で得た手法を活用して、結晶化条件やタンパク質工学を利用した大腸菌

発現ベクターの最適化を進めて、X 線回折測定に適する大きさの単結晶が取得でき

る条件を決定し、X 線結晶構造解析により Vif-A3H 複合体の立体構造を決定する。 

③ 研究計画②で、Vif-A3H 複合体結晶の取得が困難な場合には、近年、高分解能で解



析が可能となってきたクライオ電子顕微鏡法による複合体構造の決定を行う。 

④ 研究計画②あるいは③で得た構造情報に基づいて設計した変異体を用いて、生化学

的かつウイルス学的な機能解析を行うことで、原子・分子レベルで Vif-A3H 複合体

の結合様式を解明する。また並行して、Vif によってユビキチン化される A3H のリ

ジン残基を同定し、構造的な観点でも解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 

① Vif-A3H 複合体の精製方法の構築 

 発現・精製の基本スキームは、複合体を大腸菌で共発現させたタンパク質試料を抽出・

回収し、液体クロマトグラフィーシステムにより精製する。精製には、アフィニティー

カラム、ゲルろ過カラム、陽イオン交換カラムを用いる。近年、アミノ酸やアミノ酸誘

導体などの添加剤が、タンパク質の凝集抑制や結晶化効率の向上に寄与することが報告

されてきた。そこで申請者は、Vif-A3H 複合体に対して沈殿・凝集を抑制できる添加剤

の探索を行った。具体的には、アフィニティーカラムで精製し、各種添加剤を加えたバ

ッファーを充填させたゲルろ過カラムを用いた液体クロマトグラフィーシステムで評

価した。 

 

②X 線結晶構造解析を用いた Vif-A3H 複合体の立体構造の決定 

 まずは全長タンパク質複合体で結晶化(i)を行い、順次(ii)、で最適化し単結晶を取得し、

(iii)で Vif-A3H 複合体の立体構造を決定する。 

(i) 良質の単結晶を得られる結晶化条件を決定する。①で精製した Vif-A3H 複合体を 10

〜20 mg/mL まで濃縮し、Hampton 社などの結晶化スクリーニングキットを利用し、結

晶化条件のスクリーニングを行う。結晶化には、ハンギングドロップ蒸気拡散法を用い

る。結晶が認められた場合、結晶化条件（沈殿剤濃度，pH，温度，添加剤など）を展開

する。 

(ii) タンパク質の構造が不安定な領域は、結晶化を妨げることが知られている。(i)で良

質な単結晶が得られない場合は、タンパク質工学を利用して各構成タンパク質の N 末

端領域や C末端領域などを削った大腸菌発現ベクターを作成し、結晶化効率を高める。 

(iii) (i) (ii)で単結晶が得られた場合は、X 線結晶構造解析により Vif-A3H 複合体の立体構

造を決定する。X 線回析データは、分担研究者の永江助教があいちシンクロトロン光セ

ンターあるいは大型放射光施設 Spring-8 で X 線回析データを取得・解析し、分子構造

を決定する。構造解析のための位相決定は分子置換法で行う。 

 

③クライオ電子顕微鏡を用いて Vif-A3H 複合体の立体構造の決定 

 Vif-A3H 複合体が安定的に形成できるためのバッファー条件および架橋剤の検討を行

い、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析を行った。 

 

④A3H のユビキチン化部位の同定 

 まず、293T 細胞に FLAG-A3H および Vif を共発現させ、細胞を回収する 4 時間前に

プロテアソーム阻害剤を加える。そして、プロテアソーム阻害剤、脱ユビキチン酵素阻

害剤、プロテアーゼ阻害剤を添加した Lysis buffer で細胞を回収し、可溶性画分を回収



する。そして、抗- FLAG M2 磁気ビーズと混合し、ユビキチン化された A3H タンパク

質を回収し、ウエスタンブロットで検出した。 

 

４．研究成果 

 

① Vif-A3H 複合体の精製条件の確立 

 これまで Vif-A3H 複合体の構造学的知見が

皆無であった要因は、Vif-A3H 複合体が難溶性

であり、沈殿・凝集し易く Vif-A3H 複合体と

して精製することが困難だったからである。

この技術的な問題点を解決するため、まず本

研究では沈殿・凝集を抑制できる添加剤を加

えた Vif-A3H 複合体の精製法の構築に取り組

んだ。近年、アミノ酸やアミノ酸誘導体など

の添加剤が、タンパク質の凝集抑制や結晶化

効率の向上に寄与することが報告されてき

た。そこで、Vif-A3H 複合体に対して沈殿・凝

集を抑制できる添加剤の探索を行った。その結果、300 mM の

アルギニンを添加剤として精製時に加えることで Vif-A3H複合

体の沈殿・凝集が劇的に抑制され（図 2）、結晶化に適する十分

な質と量(十数 mg オーダー)の Vif-A3H 複合体（5 者複合体：

Vif/CBF-ß/ELOB/ELOC/A3H）を調整することができた（図 3）。

  

②Vif-A3H 複合体の結晶化 

 研究開始当初、構造解析を行うための十分な質と量の Vif-

A3H 複合体（5 者複合体：Vif/CBF-b/ELOB/ELOC/A3H）を取得

するための発現・精製系に技術的な課題があった。本研究課題

で、沈殿・凝集を抑制できる添加剤を見出すことに成功し、発

現・精製系を確立することで、研究開始当初の課題を解決する

ことができた。この課題の克服により、発現コンストラクトと

結晶化条件を検討することで回折測定に適する大きさの結晶

を取得することが期待されたが、残念ながら回折測定に適する

大きさの単結晶を得ることができなかった。 

 

③Vif-A3H 複合体のクライオ電子顕微鏡による単粒子解析 

 2021 年度から Vif-A3H 複合体構造を決定するために、NIH/NCI のグループと共同研

究を実施し、クライオ電子顕微鏡を用いた立体構造の解析も同時並行で進めた。Vif-A3H

複合体の解析のためのバッファー条件、架橋剤などの条件検討を行った。架橋剤を複数

組み合わせることにより、分解能は低いものの Vif-A3H 複合体に由来する粒子像を検出

することができた。現在さらに条件の最適化を進めており、高分解能の Vif-A3H 複合体

の立体構造の決定を引き続き行う。 

 



④Vif 依存的にユビキチン化される A3H のリジン残基の決定 

 プロテアソーム分解において基質タンパク

質がユビキチン化される場合、通常、基質タン

パク質表面にある 1 つまたは複数のリジン残

基のε-アミノ基にユビキチンの C 末端カルボ

キシル基との間のイソペプチド結合を介して

ユビキチン分子が結合する。そこで、ユビキチ

ン分子が結合する A3H の表面のリジン残基を

探索するために、293T 細胞を用いて、Vif 依存

的にユビキチン化された A3H の精製系の構築

を行った。その結果、ウエスタンブロットによ

って、Vif 依存的にユビキチン化された A3H を

検出することができた。現在、この検出された

ユビキチン化 A3H をトリプシンによって消化

した後に、抗 GG-K 抗体（抗 DiGly 抗体）を

用いたユビキチン化ペプチドの濃縮法と質量

分析法を組み合わせることで A3H のユビキチ

ン化部位の決定を引き続き進めている。 

 

 本研究課題によって、クライオ電子顕微鏡法による Vif-A3H 複合体の構造解析に関し

て大きな進展があった。今後、さらに解析を進めることで高分解能の Vif-A3H 複合体の

構造学的な特徴が得られることが十分に期待できる。そのため、引き続き、Vif-A3H 複

合体の立体構造の決定を目指す。そして、構造情報に基づいて設計した変異体の機能解

析を行うことで、原子・分子レベルで Vif-A3H 複合体の結合様式の解明を目指す。さら

に、Vif 依存的な A3H のユビキチン化されるリジン残基を決定することで、構造学的な

観点からも Vif 依存的な A3H のユビキチン化機構についても引き続き解析を進めてい

く。 
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