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研究成果の概要（和文）：	
 

	
 HIV	
 などレトロウイルスの増殖を阻害する細胞防御因子	
 APOBEC3 ファミリー（ヒトでは７種
ある）の抗ウイルス作用機序およびウイルスによる逃避機序を解明するために、研究を行った。
その結果、７種の	
 APOBEC3	
 の生化学的特性を決定し、作用機序の一端を明らかにした。さらに、
HIV による	
 APOBEC3 の分解メカニズム解明についても取り組み、分解における重要な部位（ユ
ビキチン化部位）を見出した。本研究成果は、細胞がもつ防御因子	
 APOBEC3	
 の抗ウイルス作用
メカニズムの理解とその応用（創薬など）につながる重要な情報であると考えられる。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
	
 The	
 human	
 APOBEC3	
 family	
 (A,	
 B,	
 C,	
 DE,	
 F,	
 G,	
 and	
 H)	
 proteins	
 are	
 cellular	
 defense	
 factors	
 
that	
 potently	
 inhibit	
 the	
 replication	
 of	
 retroviruses,	
 including	
 HIV.	
 In	
 order	
 to	
 clarify	
 
the	
 anti-viral	
 mechanism,	
 we	
 determined	
 the	
 biochemical	
 characteristics	
 of	
 the	
 enzymes.	
 
Furthermore,	
 we	
 identified	
 four	
 ubiquitination	
 sites	
 of	
 APOBEC3G	
 that	
 are	
 critical	
 for	
 
HIV	
 Vif-mediated	
 degradation.	
 Our	
 findings	
 will	
 provide	
 important	
 information	
 to	
 further	
 
understand	
 the	
 molecular	
 mechanisms	
 of	
 Anti-viral	
 activities	
 as	
 well	
 as	
 to	
 develop	
 
attractive	
 strategies	
 utilizing	
 potential	
 endogenous	
 inhibitors	
 against	
 HIV.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 APOBEC3G(A3G)	
 が、Vif	
 (HIV がコードする
遺伝子産物)を欠損した HIV-1 の複製を阻害
するという発見以来、欧米を中心に多くの研
究がなされており、レトロウイルスの研究分
野では最も注目されているトピックとして

競争が激しい。その理由は２つ。１）Vif	
 と	
 
A3G	
 の結合を阻害する新規なメカニズム（細
胞が本来もつ A3G 宿主防御機構を保持するし
くみ）をもつ抗 HIV 薬を開発することができ
る可能性が高いこと、２）RNA-editing	
 酵素
で あ り 	
 Cytidine	
 Deaminase	
 で も あ る	
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APOBEC3	
 (A3)ファミリーに関する研究が当初
全くなく、多くの研究者が生物学的な興味を
抱いたことである。国内外を問わず、精力的
な研究が行われているにも拘らず、細胞ベー
スの研究が先行しており、A3	
 ファミリータ
ンパクの生化学的および構造学的な研究が
ほとんど行われていないのが現状であった。
そのため、分子レベルで抗レトロエレメント
作用のメカニズムなどを解明するためにも、
A3	
 ファミリータンパクの生化学的かつ構造
学的な研究は極めて重要であると考えられ
る。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 HIV	
 が属するレトロウイルスやレトロト
ランスポゾン（以下、まとめてレトロエレメ
ント）の複製は、細胞内で発現している宿主
防御因子	
 A3ファミリー（ヒトでは	
 AとB、C、
DE、F、G、H の７種ある）によって抑制され
る。本研究は、A3	
 によるレトロエレメント
の複製の抑制メカニズムとその特異性を決
定する要因を解明することを目的とし、A3	
 
ファミリータンパクの生化学的特性および	
 
HIV-1	
 Vif	
 による A3 タンパクの分解機構を
明らかにする研究を行った。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 A3 ファミリータンパクは、大腸菌の発現系
では酵素活性をもつタンパクとして発現・精
製することが非常に困難であることが知ら
れている。バキュロウイルス発現系を用いて
酵素活性をもつ A3	
 の発現を行わなければな
らない。そこで、A3G の発現・精製と同じバ
キュロウイルス発現系を用いて、A3A と B、C、
DE、F、G、H タンパクを大量発現／精製を行
った。	
 
	
 
	
 生化学的特性の解析に関して、まず、酵素
活性（シチジン脱アミノ化活性）と基質特異
性については	
 ウラシル	
 DNA	
 グリコシダー
ゼ/アルカリ分解法と ddNTP 終止法を用いた。
核酸結合特性の解析には、蛍光ラベルした合
成オリゴヌクレオチドや	
 in	
 vitro	
 
transcription	
 により作成する RNA をプロー
ブに用いた、ゲルシフトアッセイと蛍光偏光
異方性分析(Fluorescence	
 Anisotorpy	
 分析)
を行った。	
 
	
 
	
 タンパクの立体構造予測は、A3G	
 CTD	
 (PDB	
 
#	
 3IR2)	
 と	
 A2	
 (PDB	
 #2NYT)	
 を鋳型にホモロ
ジーモデル構造を構築した。これらの情報を
基に、Structure-guided	
 mutagenesis	
 を網
羅的に行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 バキュロウイルス発現系を利用して７種
の	
 A3	
 タンパクを発現・精製した。これらの

生化学的特性について解析した。まず、酵素
反応における基質特異性として、１）A3G と
Aは、塩基配列	
 CCC	
 を、それ以外は	
 T(or	
 C)TC	
 
をモチーフにし、２）脱アミノ化される塩基
は	
 dC	
 のみで、５位にメチル化された	
 C	
 は
基質にならない、などが明らかになった。核
酸結合は、７種共通して一本鎖核酸に特異性
があるが、その結合力（解離定数）に大きな
違いがあることが明らかになった。これらの
得られた生化学的結果を基に考察すると、抗
レトロエレメント効果は核酸結合能力と大
きく相関していることが示唆された。	
 
	
 
	
 さらに、A3	
 の Vif	
 による分解機序に関す
る研究については、「HIV-1	
 がウイルスタン
パク	
 Vif	
 を介して、どのような仕組みで	
 
A3G	
 の生体防御機構を解除するのか？」とい
う答えの一端を、構造生物学的な解析によっ
て明らかにした。Vif	
 タンパクが	
 A3G	
 に結
合すると、ある構造学的な制約下で、一定の
領域にユビキチン分子が付加される。そのた
め、A3G	
 が細胞内からユビキチン・プロテア
ソーム系を介して分解・除去されてしまうこ
とを見出した。さらに、Vif	
 に結合するが、
ユビキチン化されない人工的な	
 A3G	
 変異体	
 
(Super	
 A3G)	
 が、野生型の HIV-1	
 に対し強い
感染抑制効果を示すことを見出した。A3G	
 の	
 
Vif	
 依存的なユビキチン化部位は、ユビキチ
ン化複合体における構造学的配位（図）に規

定されることが考えられた。これらの成果は、
他の	
 A3	
 タンパクの抗レトロエレメント作
用解除機構の解明に向けて重要な基礎的デ
ータを見出したと考えられる。細胞内におい
て	
 Vif	
 と	
 A3G	
 の同時発現は、ユビキチン
化・プロテアソーム分解系によって即座に分
解されてしまうため、細胞内における	
 Vif	
 
と	
 A3G	
 の結合の詳細な解析は困難であった。
しかし、今回我々が見出した	
 Super	
 A3G	
 を
用いれば細胞内における	
 Vif-A3G	
 の結合様
式が解析できるだけでなく、結合を阻害する
化合物の探索にも応用できる。今後、これら
の成果を、新規の抗 HIV 薬剤開発などにつな
げて行きたいと考えている	
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