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研究成果の概要（和文）： マウス APOBEC3 遺伝子には機能的多型があり、レトロウイルス

感染に自然抵抗性の系統では造血系組織、特に B リンパ球で遺伝子発現が高く、その転写産物

は第 5 エキソンを欠くものが主体を占める。APOBEC3 遺伝子多型はそのタンパク質発現量に

も影響するが、これは第 5 エキソンの有無が翻訳効率を決定するためである。第 5 エキソン取

り込みの有無を決めるのは、第 4 イントロンの RNA 分岐部位多型と第 5 エキソン内の単一塩

基多型であることを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： Polymorphisms at the mouse APOBEC3 (mA3) gene locus have 
been associated with different susceptibilities to infection with mouse leukemia viruses.  
In virus-resistant C57BL/6 (B6) mice, mA3 transcripts and protein are more abundant 
than those in susceptible BALB/c mice, and these strains of mice also express mA3 
transcripts with different splicing patterns.  B6 mice express predominantly the exon 
5-deficient transcript, which confer more efficient translation than the full-length 
transcript.  By employing in vitro splicing assays using genomic DNA clones, we identified 
two critical determinants that regulate exon 5 inclusion into mA3 transcripts: the number 
of TCCT repeats upstream of exon 5 and the newly identified single nucleotide 
polymorphism within exon 5 located 12 bases upstream of the exon 5/intron 5 boundary. 
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１．研究開始当初の背景 
 レトロウイルスは、そのゲノム RNA の逆
転写産物がプロウイルスとして感染細胞染
色体に組込まれる。組込みによって生じた細
胞ゲノムの変化は娘細胞にそのまま伝えら
れるから、レトロウイルスはゲノム同一性維

持に対する最大の脅威である。 
 哺乳動物は、その進化の過程でレトロウイ
ルスゲノムの染色体組込に対抗する複数の
手段を獲得してきた。その一つが逆転写産物
を 標 的 と す る DNA 変 異 誘 導 酵 素
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catalytic polypeptide-like（APOBEC）3 タ
ンパク質群である。APOBEC3 はレトロウイ
ルスゲノムの逆転写過程で形成されるマイ
ナス鎖の一本鎖 DNA を標的として、そのシ
トシン塩基をウラシルに置換する。その結果、
プラス鎖にはグアニンからアデニンへの塩
基置換が生じ、変異が集積したプロウイルス
は、LTR の発現調節能力低下や、構造遺伝子
へのストップコドン挿入、タンパク質のアミ
ノ酸置換等により複製能力が低下する。また、
ウラシル含有 DNA はウラシル DNA グリコ
シラーゼによる脱塩基を受け、分解に繋がる。 
 ヒトゲノム上には第 22 染色体の狭い領域
に APOBEC3 遺伝子座が重複して存在し、う
ち APOBEC3G と 3F が特に強い抗レトロウ
イルス活性を示す。ところが、ヒト免疫不全
ウイルス 1 型（HIV-1）を含む霊長類レンチ
ウイルス群は、宿主細胞の APOBEC3 に対抗
する手段として virion infectivity factor
（Vif）を獲得している。Vif は APOBEC3 の
ユビキチン化による分解を促進するため、野
生型 HIV-1 は霊長類細胞でも複製出来る。一
方、Vif を欠く HIV-1 はヒトの APOBEC3G
及び 3F に感受性で、これらタンパク質を欠
く細胞でないと効率的に複製出来ない。霊長
類における APOBEC3 遺伝子の獲得はサル
免疫不全ウイルス（SIV）の出現以前に起こ
っており、レンチウイルスは霊長類に感染を
重ねる過程で vif を獲得して、APOBEC3 耐
性となったと考えられる。一方、マウス
APOBEC3 は野生型 HIV-1 の複製を抑制で
き、ヒト APOBEC3G はマウスレトロウイル
ス の 複 製 を 強 く 抑 制 す る こ と か ら 、
APOBEC3 は異種由来レトロウイルスに対
する防御因子として機能するが、同種由来レ
トロウイルスは自然宿主の APOBEC3 に対
抗できると考えられていた。 
 我々は、マウス白血病ウイルスの一種であ
るフレンドウイルスに対する宿主側抵抗性
遺伝子 Rfv3 を分子同定する過程で、感染抵
抗性を示す系統のマウスがAPOBEC3の第 5
エキソン欠損型転写産物（Δ5）を多量に発
現していること、これに対し感受性系統は全
長型 mRNA を少量だけ発現することを見出
し、抵抗性系統から APOBEC3 をノックアウ
トすることによって、APOBEC3 が生体内で
機能する生理的なレトロウイルス複製制限
因子であることを世界で初めて実証した。 
 さらに、Rfv3 遺伝子のホモログがマウス第
15 染色体とシンテニーのあるヒト第 22 染色
体上に存在するものと想定し、イタリアコホ
ートで HIV-1 曝露非感染者のマイクロサテ
ライト遺伝子型を HIV 感染パートナーと比
較した。その結果、マウスで Rfv3 遺伝子座
をマップしたのと相同の領域に、曝露非感染
者で特定のマーカー遺伝子型が有意に集積
することを見出した。上記染色体領域の中央

には APOBEC3 群遺伝子座が存在するため、
末梢血単核球におけるAPOBEC3G発現を定
量したところ、曝露非感染者では I-型インタ
ーフェロン（IFN-α）刺激時に CD14 陽性単
球で発現する APOBEC3G が、mRNA 量で
もタンパク質量でも、HIV-1 感染者や健常人
に較べ有意に多いことが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 本研究で明らかにしようとしたことは、以
下の４点である： 
 （１）マウスレトロウイルス感染抵抗性の
B6/B10 系統で APOBEC3 が高発現となり、
感受性のBALB/c及びA/WySnマウスで発現
が低い理由を、プロモーター領域を含む上流
域及びイントロン領域のゲノム塩基配列多
型から明らかにする。 
 （２）同じく感染抵抗性の B6/B10 マウス
で APOBEC3 スプライスバリアントとして
Δ5 が主体となる理由を、ゲノムの塩基配列
多型から解析し、第 5 エキソンが除かれるし
くみを分子レベルで明らかにする。 
 （３）HIV-1 曝露非感染者で APOBEC3G
が高発現となる理由を遺伝子多型から説明
するため、ヒト APOBEC3G 遺伝子座の塩基
配列を、その上流域を含めて多数例で解析し、
曝露非感染者群と HIV-1 感染者群で遺伝子
型間の頻度差を検定する。 
 （４）レトロウイルス感染時に APOBEC3
の発現が誘導されるしくみを明らかにする
ため、APOBEC3 遺伝子発現の細胞特異的調
節機構を探り、特定の細胞種で APOBEC3
が発現することと、感性抵抗性を含む感染病
態との関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成するため、3 年間の実施
期間中に以下の各解析を実行した： 
 （１）マウス APOBEC3 の細胞特異的発現
とレトロウイルス感染抵抗性との関係 
 生体内で APOBEC3 が発現する細胞種と、
レトロウイルス感染の標的となる細胞との
関係を明らかにするため、マウス APOBEC3
の主要な発現組織である造血系について、そ
の構成細胞を表面マーカーに従って分画し、
各細胞種における APOBEC3 発現の差を、
Northern blot 法及び real-time PCR 法によ
り解析する。また、APOBEC3 ノックアウト
マウスと野生型マウスで、造血系の各種細胞
におけるレトロウイルス遺伝子産物発現を
比較し、APOBEC3 がどの細胞に発現してい
ることが感染防御に重要かを明らかにする。 
 （２）ゲノム塩基配列多型と APOBEC3
タンパク質発現との関係の解析 
 ヒトでは単球におけるAPOBEC3Gタンパ
ク質高発現が HIV-1 感染抵抗性の原因とな
っている可能性があるが、マウスの系では



 

 

APOBEC3 タンパク質発現量の系統差と感
染抵抗性の関係は明かでない。そこで、同種
レトロウイルス感染に自然抵抗性を示す B6
マウスと感受性の BALB/c マウスとの間で、
APOBEC3 タンパク質発現量に差があるか
否かを、Western blot 法で解析する。また、
その場合転写産物発現量の差がそのままタ
ンパク質発現量の差に結び付くか否かを、試
験管内の転写翻訳系によって解析する。 
 （３）APOBEC3 発現調節領域の解析 
 APOBEC3 遺伝子転写開始点上流の塩基
配列多型が発現調節に関与する可能性を考
え、多型が認められる上流域のゲノム DNA
断片を PCR 法で増幅してルシフェラーゼ発
現ベクターに組み込み、dual luciferase 法に
より酵素活性の発現を定量する。その際、マ
ウス APOBEC3 は CD19 陽性 B リンパ球で
強く発現するとの我々自身の解析結果に基
づき、amaxa 法によるプラスミド導入を、ヒ
ト 293T 及びマウス NIH-3T3 細胞株の他、
BALB/c 由来ミエローマ細胞株でも試みる。 
 （４）マウス APOBEC3 スプライスバリア
ント発現調節機構の解析 
 B6 マウスでΔ5 が主要なスプライスバリ
アントとして発現し、BALB/c マウスでは全
長型が主体である理由を、ゲノム多型の機能
解析から解明するため、試験管内スプライシ
ング系を用い、B6 及び BALB/c マウス由来
APOBEC3第 4イントロンの配列を相互に置
換して、RT-PCR 法によりスプライシングパ
ターンを解析する。スプライシング制御が第
4 イントロンの多型に依存しないことがわか
った場合は、第 4 エキソンから第 6 エキソン
の範囲について、B6 及び BALB/c マウスゲ
ノムクローン間のキメラを作製し、調節部位
を絞り込む。絞り込んだ範囲について欠失変
異の導入及び多型間の相互置換を行い、スプ
ライシング制御部位を同定する。 
 
４．研究成果 
 （１）マウス APOBEC3 の B リンパ球特
異的発現と、その生理的効果の発見 

 B6 マウスの脾臓から、CD3 陽性 T リンパ
球と CD19 陽性 B リンパ球を分離し、それぞ
れのAPOBEC3発現量を比較した。Northern 
blot 法による解析でも、real-time PCR によ
る定量でも、APOBEC3 の発現は B リンパ球
でより高かった（図 1）。そこで、高機能型
APOBEC3 を高発現する野生型 B6 マウスと、
APOBEC3 遺伝子をノックアウトした B6 マ
ウスにフレンド白血病レトロウイルスを感
染させ、脾細胞中のウイルス抗原陽性細胞数
を定量した。APOBEC3 欠損マウスでは、野
生型に比べ脾細胞でのレトロウイルス感染
が著しく促進された（図 2）。APOBEC3 欠損
マウスにおける感染細胞の多くはCD19陽性
B リンパ球であり、感染した B リンパ球は活
性化して、CD69 を発現するようになった。 
 フレンドウイルス感染マウスの脾臓中に
おける B リンパ球サブポピュレーションを
詳細に解析したところ、APOBEC3 欠損マウ
スにレトロウイルスを感染させた場合のみ、
骨髄から流入後濾胞に到達する前の移行型 B
リンパ球（IgMhigh, IgDlow）が減少した。 
APOBEC3 欠損下でレトロウイルスに感染
した移行型 B リンパ球が減少するしくみを
探るため、細胞表面におけるナチュラルキラ
ー（NK）細胞受容体リガンドの発現を解析
した。その結果、感染した幼若赤芽球と B リ
ンパ球には、活性化型 NK 細胞受容体
NKG2DのリガンドであるRea-1の発現が誘
導されること、移行型 B リンパ球から成熟型
Bリンパ球への分化が阻害されるBAFF受容
体ノックアウトマウスでは、感染 B リンパ球
が著しく増え、その表面に Rea-1 発現が特に

図１． マウスAPOBEC3 (mA3)転写産物のB
リンパ球における発現 Northern blot 法
（左）及び real-time PCR（右）による定量 

図 2 ．  APOBEC3 或 い は BAFF 受 容 体
（BAFF-R）ノックアウトマウスにおけるレトロウ
イルス感染の拡がりと NK 受容体リガンドの発
現 レトロウイルス感染の有無は env 遺伝子
産物 gp70 の発現により検出している。矢印は
赤芽球における Rae-1 発現。BAFF-R 欠損マ
ウスでは感染 B リンパ球（ブルーのドット）が
Rae-1 を発現する。 



 

 

高まることが明らかとなった（図２）。 
 （２）ゲノム塩基配列多型と APOBEC3
タンパク質発現との関係の解明 
 遺伝子多型がタンパク質発現量に影響を
与えるか否かを解析するため、マウスレトロ
ウイルスに感染抵抗性の B6 マウスと感受性
の BALB/c マウスの脾細胞を用い、Western 
blot 法で内在性 APOBEC3 タンパク質発現
量を比較した。その結果、B6 マウスの脾臓
から大量のΔ5 型タンパク質が検出されたの
に対し、BALB/c マウスにおける APOBEC3
タンパク質発現量は微量であった。 
 そこで、多型に伴う転写産物発現量の差が、
そのままタンパク質発現量の差に結び付く
か否かを解明するため、試験管内転写翻訳系
による実験を行った。同じ APOBEC3 対立遺
伝子の産物である全長型と第 5エキソン欠損
型の cDNA をそれぞれトランスフェクショ
ンし、ほぼ等量の mRNA 発現を得た場合で
も、全長型のマウス APOBEC3 mRNA は翻
訳効率が低いのに対し、Δ5 型の mRNA はよ
り効率的に翻訳され、より大量のタンパク質
が発現すること、両アイソフォームでタンパ
ク質の安定性に差はないことが明らかにな
った（図３）。 
 （３）APOBEC3 発現調節領域の解析 
 マウス APOBEC3 対立遺伝子間で塩基配
列多型の認められた、転写開始部位上流部の
機能について、ルシフェラーゼ法で解析を行

ったが、有意な機能差は認めなかった。従っ
て、マウス APOBEC3 対立遺伝子間で転写効
率が異なる理由は、イントロンエンハンサー
などの存在によるものと考えられた。 
 一つの候補として、第 2 イントロンに於け
る塩基配列多型の存在を把握していたが、本
研究遂行の最中に、米国 NIH の Kozak らが、
B6 マウスでは APOBEC3 遺伝子第 2 イント
ロンに内在性異種指向性レトロウイルスの
LTR が組込まれており、BALB/c マウスでは
それがないことを論文発表した。我々も
Kozak らと共同して多数種の野生マウスで
APOBEC3 mRNA 発現とゲノム塩基配列多
型の相関を解析し、第 2 イントロンに LTR
の組込みがあると、APOBEC3 が転写レベル
で高発現となることを確認した。 
 （４）マウス APOBEC3 スプライスバリア
ント発現調節機構の解明 
 マウス APOBEC3 の高発現型対立遺伝子
産物がΔ5 主体となる理由を明らかにするた
め、第４エキソンから第７エキソンのゲノム
DNA を発現ベクターに挿入、RT-PCR 法で
トランスクリプトを解析して、断片化と対立
遺伝子相互のキメラ作製及び塩基置換によ
り、機能部位を絞り込んだ。その結果、以前
から指摘されていた第 4 イントロン RNA 分
岐部位多型の影響は小さいこと、これに代わ
り、従来全く知られていなかった第 5 エキソ
ン内部から第 5イントロン上流部の塩基配列
多型がスプライシング制御に重要なことが
明らかになった。絞り込まれた最小範囲に存
在する 4 つの単一塩基多型（SNPs）につい
て相互置換を行った結果、驚くべきことに第
5 エキソン内の G/C SNP が、このエキソン
の mRNA への取り込みを決定的に制御して
いることが明らかとなった。実際、B6 由来
ゲノムの発現プラスミドで、第 5 エキソン中
の上記 SNP を B6 型の G から BALB/c 型の
C に置換すると、mRNA に第 5 エキソンが取
り込まれた。さらに、第 4 エキソンから第 7
エキソンを含むゲノムクローンで、上記第 5
エキソンのSNPをBALB/c型のCに置換し、
同時に第 4イントロン末端部に投げ縄配列の
TCCT 反復を追加すると、BALB/c 由来ゲノ
ムクローンの場合と全く同じ効率で mRNA
への第 5エキソン取り込みが起こった。逆に、
BALB/c 型ゲノムクローンで第 5 エキソンの
上記 SNP を C から G に置換すると、スプラ
イシングが起こらなくなった。 
 従って、レトロウイルス感染抵抗性の B6
マウスで APOBEC3 が高発現であるのは、第
4 イントロンと第５エキソンにΔ5 型転写産
物をもたらすゲノム多型を有し、Δ5 型
mRNA が高い翻訳効率を示すためである。 
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図３． 試験管内転写翻訳系におけるマウス
APOBEC3の発現 cDNAの転写効率がほぼ
同一の条件下で、Δ5 タンパク質は全長型
（5+）よりもはるかに効率的に翻訳される。 
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