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研究成果の概要（和文）：APOBEC3 ファミリーは、HIV やレトロトランスポゾンを含むレトロウイルスに対して強い増
殖抑制効果を示す細胞内防御因子である。一方、HIV などはVif を発現することにより、APOBEC3 を分解し増殖する。
本研究では、１）一本鎖核酸に対する高い親和性（解離定数）と相関する多量体形成能の有無が重要な役割を果たして
いることを見出した。２）Vif による APOBEC3C/F/Dの認識領域は、疎水性を示す浅いくぼみ構造と辺縁の負電荷領域
が重要な特徴であることが分かった。これらの研究成果は、APOBEC3 の抗ウイルス作用の分子メカニズムに関する新た
な知見につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Human APOBEC3 family proteins are powerful cellular defense factors that potently 
inhibit replication of retroviruses, including HIV and retrotransposons. However, some retroviruses such 
as HIV replicate by expressing Vif protein, which specifically eliminates the APOBEC3s' antiviral 
functions. In this research project, we obtained two major findings: 1) the antiviral molecular 
mechanisms are fundamentally linked to their homo-oligomerization capacity, which is directly correlated 
with affinity (dissociation constants) to single-stranded nucleic acids; 2) the Vif-binding conformations 
on APOBEC3C/F/D are characterized as shallow hydrophobic cavities surrounded with negatively-charged 
area. These data provide important and novel information to further understand the molecular mechanisms 
of APOBEC3s' antiviral functions.

研究分野： 医歯薬学
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  １版



１．研究開始当初の背景 
 
宿主防御因子 APOBEC3（以下、A3) ファミ
リー（ヒトでは、A、B、C、D、F、G、Hの
７種）は細胞内に発現するシチジンデアミナ
ーゼである。レトロウイルスの複製を強力に
抑制し、７種は各々異なった抗ウイルス作用
スペクトルを呈することが知られている。一
方、HIV のようなレンチウイルスは Vif を
発現し、AC3 を分解することにより抗ウイ
ルス機能を消失させる。これまで、我々は、
A3 には特徴ある核酸結合能があり、これが
抗ウイルス作用機序の一助であることを明
らかにしてきた。さらに、酵素活性をもつ
A3 ファミリータンパク質の精製に初めて成
功した経験があり、A3 分子上の Vif 結合領
域を決定するために構造学的アプローチが
可能である。しかし、未だ、抗ウイルス作用
機序の全容は明らかになっておらず、A3 の
酵素活性と核酸結合能だけでは説明できな
い事象が多々あり、全容解明が必要であった。
さらに、Vif による不活化機序については、
Cullin5 をベースとしたポリユビキチン化プ
ロテアソーム分解系を介する機序であるこ
とが分かっていたが、ひとつの Vif タンパク
質がどのように特異的に A3 ファミリータン
パク質を分解するのかその分子機序は明ら
かになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
A3 によるウイルス複製の抑制機序とその特
異性を決定する新たな要因を見出すこと、さ
らに、Vif が特異的に分解する要因とその機
序などを解明することを目的とし、本研究課
題に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 
特に、繰り返しドメイン構造を有する A3は、
大腸菌を用いた発現系では酵素活性を有す
るタンパク質として発現・精製が困難なため、
バキュロウイルス発現システムを利用した。
野生型 A3（７種）、および酵素活性欠損型(酵
素活性中心 Glu の Gln への置換型)タンパ
ク(17種)、さらに、多量体形成能欠損型 A3G 
(F126A/W127A変異型）タンパクを作製した。
構造解析のための単ドメイン型 A3C は大腸
菌を用いて、発現・精製を行った。 
酵素活性（シチジンデアミナーゼ活性）と基
質特異性については ウラシル DNA グリコ
シダーゼ/アルカリ分解法を用いた。多量体形
成能に関する解析では、動的光散乱法による
分子径・分子量測定方法を、補助的に、ゲル
濾過による分子量推定法を用いた。多量体形
成によって核酸への結合特性（結合の強さと
速度）がどのように変化するのかについて、
一分子の核酸を用いた結合解析技術（Single 
Molecule DNA Stretching 法）（米国の共同
研究先に依頼）により調べた。 

 
４．研究成果 
まず、生化学的な解析により、A3 ファミリ
ーの一本鎖核酸に対する高い親和性（解離定
数）は A3 タンパク質自身のホモ多量体形成
能の有無と相関していたことが分かった。さ
らに、その核酸核酸結合強度は、vif 欠失型 
HIV-1 ウイルス粒子への取込みの効率とも
相関しており、多量体形成（おそらく二量体
形成）が重要であるという新たな知見を見出
した。さらに、抗  HIV-1 作用が最も強い 
A3G に関して、一分子の核酸を用いた結合
解析技術 (Single Molecule DNA Stretching 
法) により、タンパク質の結合状態を計測（計
測は、米国の研究者との共同研究により行わ
れた）した。その結果、A3G には２つのス
テップ、核酸結合モード、早く弱い結合・解
離と強く遅い解離モードが存在し、後者のモ
ードでは核酸上における A3G の多量体形
成（F126/W127 残基が重要）が寄与してい
る（図１）ことが見出された。このことは、
我々が以前報告した「A3G による逆転写伸
長反応抑制効果には、A3G の未解明な核酸
結合特性が関与する」(RT 伸長)現象は A3G 
の多量体形成能が深く関与していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
一方、A3F の場合、その酵素活性は２つ目の
ドメインのみに起因し、抗 HIV-1作用が最も
強い A3G よりも高い酵素活性を保持してい
た。つまり、酵素活性の強さと抗ウイルス効
果の強さは相関していないことが明らかに
なった。さらに、抗ウイルス活性が、必ずし
も A3 の抗ウイルス作用と相関していない
証拠を見出した。A3H (II型）は多量体形成
能をもち、強い抗 HIV 作用を示す。米国の
研究者との共同研究により行われた研究に
よって、その分子機序として、酵素活性非依
存的な逆転写伸長反応阻害が重要であるこ
とを見出した。酵素活性不活型 (E56A) でも
野生型と同等の抗ウイルス効果を示すこと
を報告した (Retrovirology12:3, 2015)。 
以上のことから、核酸結合および結合に誘導
される多量体形成能というA3 タンパク質の
特異的な生化学的特性が強力な抗ウイルス
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図１	 伸長反応の Roadblock モデル 
 

核酸（黒線）上での多量体形成した A3G (水色）が
逆転写酵素のスライディングを阻止する 

 
A3G の RT 



作用機序に深く関与することが明らかにな
った。 
 
次に、A3C/D/F タンパク質上の Vif 結合領
域を構造学的に解析した。その結果、Vif に
よる A3C/F/D の認識領域は、疎水性を示す
浅いくぼみ構造と辺縁の負電荷領域が重要
な特徴であることが分かった。多量体形成能
に関する解析では、A3C は多量体形成能が
低く（検出限界以下）、長年議論されていた
疑問に終止符を打った。 
 
これらの研究成果は、A3 の抗ウイルス作用
の分子メカニズムに関する新たな知見とな
り、A3C/F/D を活用した抗 HIV化合物の開
発にもつながると考えられる。今後、A3 を
活用した抗ウイルス剤を開発する上で、多量
体形成能を損なわない候補薬剤のスクリー
ニングが必要となるといえる。 
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