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Abstract 

 ヒトの apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide–like 3（APOBEC3: A3）

は細胞内で発現するシチジン脱アミノ化酵素である．ヒト APOBEC3 ファミリーには 7 種

のメンバー（A と B，C，DE，F，G，H）が存在し，ヒト免疫不全ウイルス 1 型（human 

immunodeficiency virus type 1: HIV-1）などレトロウイルスの増殖を抑制する宿主防御因子で

ある．一方で，HIV-1 のコードするタンパク質 viral infectivity factor（Vif）は，宿主のユビ

キチン・プロテアソーム系を活用して APOBEC3 の分解を促進する．これらのことから，

APOBEC3-Vif の結合阻害が，APOBEC3 の分解を抑制し本来の抗ウイルス効果を発揮させ

る新規抗 HIV-1 薬の作用点になりうると考えられている。しかし，APOBEC3-Vif の相互

作用における機能的，かつ構造学的知見が乏しく，APOBEC3-Vif 結合阻害薬の開発が進ん

でいない． 

 本研究において，我々は Vif 結合性である APOBEC3C（A3C）タンパク質の結晶構造を

決定し，さらに，構造情報を基とした網羅的な変異解析により HIV-1 Vif 結合領域を同定

した．構造上，同定された結合インターフェイスは，分子内部に疎水性と芳香族アミノ酸

を配し，負電荷表面を呈する浅い溝を形成していた．また，同様の Vif 結合インターフェ

イスの構造学的特性は APOBEC3F（A3F）および APOBEC3DE（A3DE）でも高度に保存

され，APOBEC3G（A3G）では保存されていなかった．なお，A3C/F/DE に共通した Vif 結

合領域は，A3G において HIV-1 Vif 相互作用に関与するモチーフから三次元構造上に離れ

て位置し，ヒト APOBEC3 タンパク質分子に異なる複数種の HIV-1 Vif 結合インターフェ

イスが存在することが示された． 

 これらの研究結果は，APOBEC3-Vif 相互作用の詳細な理解に新たな知見を与え，新規抗 

HIV-1 薬開発にもつながる重要な情報であると考えられる． 
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1. Introduction 

1.1. HIV-1 感染症と治療薬の歴史 

 ヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus: HIV）は，後天性免疫不全症候群

（acquired immunodeficiency syndrome: AIDS，エイズ）を引き起こす主要原因ウイルスであ

る．HIV は二種類存在し，ヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1）は 1983年に 1，ヒト免疫不

全ウイルス 2型（HIV-2）は 1986年にそれぞれ初めて分離された 2．HIV-2 の病原性は HIV-1 

に比べ低いことが知られている．HIV-1 の発見以来，HIV/エイズ分野は世界的に精力的な

研究が行われ，二年後の 1985年には最初の抗 HIV-1 薬ジドブシン（別名 azidothymidine も

しくは AZT）が見出され 3，さらに翌二年後の 1987年には米国食品医薬品局（Food and Drug 

Administration: FDA）により承認された．その後も，研究者の不断の努力により，ウイルス

複製のさまざまな段階を標的とした抗 HIV-1 薬が開発され 4，2013 年 3 月現在では 21 種

の治療薬が日本国内で用いられている 5．また治療薬の選択肢が増えたことにより，三剤以

上の抗 HIV-1 薬を利用した多剤併用療法（complementary anti-retroviral therapy: cART）が可

能となった 6-8．この治療法により患者血液中のウイルス量を検出限界以下まで抑えること

に成功し，cART が始まった1995年以降，HIV-1 感染症による死亡者数は大幅に減少した 9．

しかし一方で，患者体内からウイルスを完全に排除する治療戦略はいまだ存在せず，HIV-1 

感染者は生涯にわたり服薬し続けなければならない．そのため，長期服薬による副作用の

問題に加え，既存薬剤の多くが易変異性である HIV-1 由来の酵素を標的としていることに

起因する薬剤耐性ウイルス出現などの問題に直面することが危惧されている．そこで，既

存の治療薬と異なる新たな作用機序を持つ抗 HIV-1 薬の研究開発が必要不可欠だと考えら

れている． 
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1.2. HIV-1 の遺伝子とコードされるタンパク質 

 HIV-1 はレトロウイルス科レンチウイルス亜科に分類され，約 9,000 base の 2 コピーの

一本鎖 (+) RNA がウイルスゲノムとしてウイルス粒子内に存在する．その遺伝子には，す

べてのレトロウイルスに共通した Gag と Pol，Env タンパク質に加え，遺伝子発現調節因

子（Tat と Rev）とウイルス増殖を補佐するアクセサリータンパク質群（Vif と Vpr，Vpu，

Nef）がコードされている 10．そのうち Pol タンパク質が，複製に必須の 3 種の酵素（逆

転写酵素（RT），インテグラーゼ（IN），プロテアーゼ（PR））を含んでいる．RT は自身の 

RNA ゲノムから cDAN を合成し 11，IN は合成された cDNA を宿主染色体に組み込む（イ

ンテグレーション）12．PR は前駆体として発現される Gag-Pol タンパク質の切断を行うこ

とで，出芽後の子孫ウイルスを感染性をもつ粒子へと成熟させる役目を担う 13．現在臨床で

使用される抗 HIV-1 薬の多くが，これら 3種のウイルス由来酵素を標的としている 4,14． 

Gag，Pol，Env，および Tat，Rev タンパク質はウイルスの増殖に必須である一方で，4 種

のアクセサリータンパク質は，細胞種によって必ずしも必須ではない．それに加えて，ア

クセサリータンパク質は HIV-1 と HIV-2 間において保存されていないものが存在するこ

とから，HIV/エイズ研究の初期には，その機能や必然性は断片的にしか明らかとなってい

なかった．しかし，2002年になって宿主防御因子である APOBEC3 タンパク質と，その解

除因子としての Vif の機能が新たに発見されて以来 15，本来ヒトの細胞には外来ウイルス

の増殖を阻止する細胞内システムが存在し，一方，ウイルスは抗ウイルスシステムを解除

するためにアクセサリータンパク質を獲得したのではないか，という知見が次々と出され

てきた 16．またそれと同時に，新たな作用機序の抗 HIV-1 薬の標的として Vif を始めとす

るアクセサリータンパク質が注目されることとなった．  
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1.3. APOBEC3G と HIV-1 Vif タンパク質 

 アクセサリータンパク質である HIV-1 Vif は約 190 アミノ酸からなり，分子量約 23 kDa 

のタンパク質である．HIV-1 の感染において，Vif はウイルス粒子が初代 CD4 陽性 T 細

胞やマクロファージなど（非許容細胞）から産生される場合には必須であるが，293T や SupT1，

CEM-SS など（許容細胞）においては非必須である 17-19．また，非許容細胞から産生される 

vif 欠損 HIV-1 の感染価は 1/100〜1/1,000 に低下することが見出されており 20-22，この表

現型は，Vif が標的細胞でなくウイルス産生細胞で発現されることが必須であった 17-19．ま

た，非許容細胞から産生された vif 欠損 HIV-1 では，複製における逆転写反応効率が低下

することが知られていた 19,23,24．これらの論拠を基に，2002年，cDNA subtraction 法により

その原因遺伝子として APOBEC3G（当時は CEM15 と呼ばれた）が同定され 15，非許容細

胞には A3G タンパク質が発現しており，許容細胞には発現していないことが明らかになっ

た．さらに，Vif は抗ウイルス因子である A3G をウイルス産生細胞内で分解誘導すること

が見出された 25-28． 

A3G は細胞質に局在するシチジン脱アミノ化酵素であり，一本鎖 DNA の CC 配列中の 3’ 

側のシチジンを脱アミノ化する 29,30．一本鎖 DNA のシチジン脱アミノ化反応によりデオキ

シウリジン（dU）が生じるため，相補鎖に G から A への過変異（G-to-A Hypermutation）

が誘導される．また，一本鎖 RNA に対しても，酵素活性は示さないものの結合能は示す 29,30．

A3G を始めとする APOBEC3 ファミリータンパク質の抗 HIV-1 メカニズムを Fig. 1 に概

説する．なお，Fig. 1 および以下に記す知見は，おもに A3G の研究において得られたもの

であるが，他の APOBEC3 タンパク質においても多くが共通していると考えられている．

ウイルス産生細胞で発現した A3G は，ウイルスのゲノム RNA に結合して出芽するウイ

ルス粒子に取り込まれ，ウイルスの成熟とともに粒子内コアに集約される 31-33．そして次の

感染細胞において逆転写反応（あるいは，それ以降の過程も含む）を阻害する 16,34．その分

子機序として，酵素活性依存的なものと非依存的なものが混在し，1）脱アミノ化反応によ

り生じた dU がきっかけとなり，逆転写産物が不安定化・分解される 25,27,29,35，2）酵素活

性非依存的に逆転写伸長反応を抑制する 36-38，3）G-to-A Hypermutation によって error ca-

tastrophe
39

 に陥る 40，などが考えられている． 

 Vif による A3G の分解機構では，Vif と A3G の特異的な結合が重要である．次いで，

A3G は ElonginB/C-Cullin5-Rbx2 および細胞内補助因子 CBFβ
41,42

 からなる E3 ユビキチ

ンリガーゼ複合体へリクルートされる．その結果，A3G のポリユビキチン化，およびその

後のプロテアソームによる分解が促される 43,44（Fig. 1）．これにより，子孫ウイルス粒子に 

A3G が取り込まれなくなり，HIV-1 は増殖が可能となる．これらの知見から，Vif-APOBEC3 

の結合を阻害する低分子化合物が，APOBEC3 の分解を抑制しヒトが本来持つ抗 HIV-1 機

能を発揮させる新規治療薬になりうると考えられている．  
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1.4. ヒト APOBEC3 ファミリーと Vif 結合ドメイン 

 ヒトの22番染色体上には，APOBEC3G を含む 7 種（A と B，C，DE，F，G，H）の APOBEC3 

遺伝子群がタンデムにコードされている（Fig. 2a）．APOBEC3 タンパク質は，

H-x1-E-x25–31-C-x2–4-C モチーフにより特徴づけられる保存された Zn
2+

 配位ドメイン（Z ド

メイン）を一つもしくは二つ有している 45,46．さらに，このドメインは系統学的に Z1，Z2，

Z3 の 3 タイプに分類される 45,47．A3A と A3B のC末端ドメイン（C-terminal domain: CTD），

A3G CTD が Z1 に，A3B の N 末端ドメイン（N-terminal domain: NTD）と A3C，A3DE と 

A3F の両ドメイン，A3G NTD が Z2 に，A3H のみが Z3 に分類される．Z2 タイプに関

してさらに詳細に比較すると，サブグループ（1）A3F NTD（A3B NTD と A3DE NTD を

含む），（2）A3G NTD，（3）A3F CTD （A3C と A3DE CTD を含む），の 3 種に分類され

る 48（Fig. 2b）． 

これまでの研究により，それぞれのメンバーが，HIV-1 以外にも B型肝炎ウイル（hepatitis 

B virus: HBV）など様々なウイルスやレトロトランスポゾンに対して抑制効果を示すことが

知られている 49．その中でも，A3F と A3H haplotype II（A3H hapII）が A3G に次いで強

い抗 HIV-1 活性を示すことが知られている 50-54．一方で，HIV-1 Vif も A3G 以外の 

APOBEC3 タンパク質（A3C と A3DE，A3F，A3H）の分解を誘導する 48．ヒト APOBEC3 

ファミリーの Z ドメインのうち，Z3 タイプの A3H hapII と，Z2 タイプのサブグループ

（2）A3G NTD，（3）A3F CTD，が HIV-1 Vif と特異的に結合することが知られている

（Fig. 2b）55-57． 

A3G NTD に関して，A3G-Vif 結合のヒト-サル間の種特異性に関与するアミノ酸残基

（Asp128）が同定され 58-61，さらにこれを含む周辺のアミノ酸残基群，Asp128-Pro129-Asp130

（128
DPD

130）モチーフが HIV-1 Vif との相互作用に重要であることが報告されている 62．一

方で，A3F CTD に関しては，二個の異なるグルタミン酸残基（Glu289 と Glu324）が Vif 結

合に関与することが報告されている 56,63．興味深いことに，アミノ酸配列比較や二次構造予

測による考察から，A3G NTD において Vif との結合に重要な 
128

DPD
130

 モチーフと，A3F 

CTD における二つのグルタミン酸残基は，構造的に離れた位置に存在することが示唆され

ていた 48,56,63．しかしながら，分子構造が決定されている APOBEC3 のドメインは，Vif に

対して非結合性である A3G CTD（Z1 タイプ）のみであり 64-67，APOBEC3 タンパク質の Vif 

結合インターフェイスの三次元構造情報はほぼ得られていなかった．このことが，

APOBEC3-Vif 相互作用の詳細な理解および，その結合阻害を標的とした新規抗 HIV-1 薬

探索の大きな障壁になっていた． 
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1.5. 本研究の目的 

本研究の目的は，APOBEC3 と HIV-1 Vif の相互作用の構造学的特性を解明することであ

る．前述のとおり，Vif 結合インターフェイスを含む APOBEC3 全長もしくはドメインの

分子構造は決定されていない．このことは，核酸結合タンパク質特有の性質である APOBEC3 

の強い難溶性に起因する．そこで我々は，Vif に結合する APOBEC3 の中で，単純なシン

グルドメイン構造をとり，比較的可溶化が容易で構造解析に有利であると期待された“A3C”

をおもな研究対象とした．さらに，A3C の分子構造情報を手掛かりに培養細胞を用いた変

異解析を行うことで，A3C および相同性の高い A3F CTD と A3DE CTD 分子上の HIV-1 

Vif 結合インターフェイスの同定を目指した． 
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2. Material & Methods 

2.1. APOBEC3C タンパク質の結晶構造解析 

2.1.1. APOBEC3C タンパク質の発現と精製 

大腸菌での A3C 発現用プラスミドは， pET41a(+)（Novagen）に A3C の配列を組み込

んだもの（pET41 GST-A3C）を使用した．そのため，A3C は GST タグと His タグ，enterokinase 

認識配列を N 末端に有する融合タンパク質（GST-A3C）の形で発現された．  

GST-A3C の発現は，大腸菌 Rosetta2 (DE3) pLysS Cells（Novagen）を用いて行った．まず，10 

μL の Rosetta2 (DE3) pLysS Competent Cells に 50 ng の pET41 GST-A3C を加えヒートショ

ック法によりトランスフォーメーションした．トランスフォーメーションした菌体を，25 μg 

mL
-1

 Kanamycin sulfate および 34 μg mL
-1

 Chloramphenicol を含む Luria-Bertani（LB） 培地

に植菌し，37ºC で一晩振蘯培養した．その後，1 L の LB 培地（抗生物質濃度は同上）に

対し 10 mL の一晩培養した培養液を加え，OD600 の値を測定しながら 37ºC で培養を行っ

た．OD600 の値が 0.6 になった時点でいったん培養を止め，20ºC まで冷却した．冷却後，

GST-A3C を発現誘導するため，終濃度 1 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）

と 1 μM ZnSO4 を添加し，さらに 20ºC で 20 h 振蘯培養した． 

発現誘導した大腸菌を遠心分離によりペレットとして回収した．回収した大腸菌ペレッ

トに  Lysis buffer（1,000 mM NaCl，10 mM CaCl2，1 mM EDTA，10% glycerol，5 

mM 2-mercaptoethanol（2-ME）， 25 mM HEPES，pH 7.0）を加え懸濁した．懸濁した菌体を

超音波破砕とフレンチプレスにより完全に破砕した．破砕した菌体溶液を遠心分離し，上

清をMILLEX-HV 0.80 μmフィルター（Millipore）でろ過し，GST-A3C を含む可溶性画分と

して回収した． 

エコノカラム（BIO-RAD）に 25 mL の Glutathione Sepharose 4 Fast Flow（GE Healthcare）

を充填し，Lysis buffer でレジンの平衡化を行った．GST-A3C を結合させるため，可溶性画

分を流速約 0.5 mL min
-1

 でレジンに滴下した後に，Lysis buffer，GST wash buffer（500 mM 

NaCl，10 mM CaCl2，10% glycerol，5 mM 2-ME，50 mM Tris HCl，pH 8.0）の順でレジンを

洗浄した．その後，GST elution buffer（GST wash buffer に 40 mM reduced L-glutathione を含

む）で，レジンに結合した GST-A3C を溶出した． 

Recombinant Enterokinase（rEK）（Novagen）を用いて，溶出した GST-A3C から GST タ

グを切断除去した．切断反応は cleavage buffer（350 mM NaCl，12 mM CaCl2，2% glycerol，1 

mM 2-ME，1% Triton X-100，30 mM Tris HCl，pH 7.4）中で 20ºC で一晩行った． 

タグ切断後のサンプルを Hitrap SPXL 5 mL（GE Healthcare）を 3本用いた陽イオン交換ク

ロマトグラフィーにより精製した．精製前に，サンプル を IEX start buffer（10% glycerol，5 

mM 2-ME，50 mM Tris HCl，pH 8.0）で 3倍希釈し，MILLEX-HV 0.22 μmフィルター（Millipore）

でフィルタリングした．溶出は，ÄKTAprime （GE Healthcare）を用いた IEX start buffer と

IEX elution buffer（IEX start buffer に 1,000 mM NaCl と 200 mM L-arginine hydrochloride 

（L-Arg HCl）を含む）のリニアグラジエントにより行った． 
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最後に，HiLoad 26/60 superdex75（GE Healthcare）と ÄKTAprime を用いたゲルろ過クロ

マトグラフィーを行った．まず，陽イオン交換クロマトグラフィー後のサンプルを

Centriprep 10kDa（Millipore）で約 10 mL まで濃縮し，MILLEX-HV 0.22 μmフィルターでフ

ィルタリングした． Running buffer として， GF buffer（ 400 mM NaCl， 1 mM 

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride（TCEP），10 mM Tris HCl，pH 8.0）もしくは Cr 

buffer（50 mM NaCl，300 mM L-Arg HCl，1 mM TCEP，10 mM HEPES，pH 8.0）を使用した．

ゲルろ過カラムの検量には，Gel Filtration Calibration Kit LMW（GE Healthcare）を分子量マ

ーカーとして使用し，検量線を作成した．検量データ（溶出体積（Ve），排除限界体積（Vo），

カラム体積（Vc））から溶液中の A3C の分子量を計算した． 

 

2.1.2. APOBEC3C タンパク質の結晶化 

 最初の結晶化実験では，GF buffer でゲルろ過精製した A3C に R buffer（800 mM L-Arg 

HCl，20 mM Tris HCl，pH 8.0）を等量加えた後に，Amicon Ultra-0.5 mL 10K（Millipore）を

用いて濃縮した 7 mg mL
-1

 A3C（200 mM NaCl，400 mM L-Arg HCl，0.5 mM TCEP，15 mM Tris 

HCl，pH 8.0）を結晶化用サンプルとして使用した．結晶化スクリーニングは，タンパク質：

リザーバー溶液＝1 μL: 1 μL のシッティングドロップ蒸気拡散法で 20ºC もしくは 4ºC で

行った．結晶化スクリーニングキットとして，Crystal Screen と Crystal Screen 2，Index，

PEG/ION（すべて Hampton Research），Wizard I&II（Rigaku），JCSG-plus Screen solution

（Molecular Dimensions）を 100 μL リザーバー溶液として使用した． 

 初期結晶を得ることが難航したため，結晶核発生を促すためのレーザー照射を用いた結

晶化実験も実施した．濃縮 A3C の調製は最初の結晶化実験と同様に行った．レーザー照射

および結晶化スクリーニングは株式会社創晶の結晶化受託サービスを利用した．結晶化ス

クリーニングは，タンパク質：リザーバー溶液＝0.5 μL: 0.5 μL のシッティングドロップ蒸

気拡散法で 20ºC で行った．スクリーニングキットとして，SaltRx（Hampton Research）を 100 

μL リザーバー溶液として使用した．結晶化プレートを仕込んだ 3 日後と 7 日後の 2 回

レーザーを照射した． 

 さらに，L-Arg HCl を用いた結晶化実験も行った．まず，Cr buffer でゲルろ過精製した A3C 

に終濃度 500 mM になるように L-Arg HCl を加え，4ºC で一晩静置した．その後，サンプ

ルを Cr buffer に再び透析し，Amicon Ultra-0.5 mL 10K を用いて 10 mg mL
-1

 まで濃縮した．

結晶化スクリーニングは，タンパク質：リザーバー溶液＝0.5 μL: 0.5 μL のハンギングドロ

ップ蒸気拡散法で 20ºC で行った．結晶化スクリーニングキットとして，300 mM L-Arg HCl 

を加えた 0.85x 濃度の JCSG-plus Screen solution を 300 μL リザーバー溶液として使用した．

初期結晶は，No. 1-15（17% PEG6000，300 mM L-Arg HCl，85 mM bicine，pH 9.0）の条件で

得られた．さらに結晶化条件の展開を行い，タンパク質：リザーバー溶液＝1 μL: 2 μL のハ

ンギングドロップ蒸気拡散法で 300 μL リザーバー溶液（14% PEG6000，300 mM L-Arg 

HCl，85 mM bicine，pH 9.0），20ºC の条件から，良質な結晶が得られた． 
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2.1.3. X線回折データ収集と構造決定 

得られた結晶を，抗凍結溶液（30% PEG6000，300 mM L-Arg HCl，85 mM bicine，pH 9.0）

にソーキングし，95 K の窒素ガスで瞬間凍結した．X線回折データセットは，高エネルギ

ー加速器研究機構 Photon factory（PF）のビームライン BL-17A でシンクロトロン放射光（0.98 

Å）を利用し収集した．データセットのデータ処理とスケーリングには，HKL2000 program 

package
68

 を使用した． 

分子構造決定には，結晶構造 A3G 191–384-2K3A（PDB 3IR2）67をサーチモデルとした，

CCP4 suite
69

 の MOLREP
70

 による分子置換法で行った．その後，COOT
71

 による手動精密

化と CCP4 suite の REFMAC5
72

 による自動精密化を交互に行い，構造を精密化した．原子

座標と構造因子は，accession ID 3VOW として Protein Data Bank に登録した．構造精密化

の統計値を Table 1 に示す．タンパク質構造の描画には，PyMOL
73

 を使用した．クリスタ

ルパッキングの解析には PDBePISA（PDB in Europe, protein interfaces, surfaces and assem-

blies）74を用いた．タンパク質表面電荷の解析には，PyMOL のプラグインとして APBS Tool
75

 

を用いた． 
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2.2. APOBEC3C の HIV-1 Vif 結合に関与するアミノ酸残基の探索 

2.2.1. HIV-1 Vif 依存的な分解に関する変異体解析 

 哺乳類細胞で A3C を発現するため，pcDNA A3G (Myc-His)
26

 の A3G 遺伝子部位を，国

立感染症研究所の徳永研三先生から分与いただいた pCAGGS APOBEC3
76

 由来の A3C 遺

伝子配列に置換することで A3C 発現プラスミドを作製した．各種 A3C 変異体の発現プラ

スミドは，PCR-base の部位特異的変異導入法により作製し，DNA Sequencing 法により変

異導入を確認した．Vif 発現プラスミド pcDNA-HVif
26,77

 は，米国 NIH の Dr. Klaus Strebel 

から分与頂いた． 

 継代したヒト胎児由来腎臓 293T 細胞を 12 well plate（Becton, Dickinson and Company）

に播種した．野生型もしくは変異型 A3C 発現プラスミド（2 μg）と pcDNA-HVif もしく

は pcDNA 3.1 (−) control（4 μg）を，FuGENE HD Transfection Reagent（Roche）を用いたリ

ポフェクション法により，293T 細胞にコトランスフェクションした．トランスフェクショ

ン 48 h 後に，細胞を PBS で懸濁し回収した．回収した細胞に 2-ME を含む Laemmli buffer

（BIO-RAD）を加えサンプル調製し，SDS PAGE で分離し，Western Blot 法により目的のタ

ンパク質を検出した．A3C と Vif，β-tublin の検出には，それぞれ抗 His タグ mAb（1/3,000）

（D291-3; Medical & Biological Laboratories Co.）と，抗 Vif mAb（1/500）（ab66643; Abcam），

抗 β-tubulin ウサギポリクローナル抗体（1/1,500）（ab6046; Abcam）を，検出用の二次抗体

には horseradish peroxidase–conjugated secondary antibodies（1/20,000）（Pierce）を使用した．

各タンパク質の可視化は，SuperSignal West Dura（Pierce）を用いた増強化学発光により行っ

た．検出したバンド強度を ImageQuant TL（GE Healthcare）により数値化し，Vif 非存在下

における A3C のバンド強度を 100% とし, Vif 存在下における A3C 発現量（バンドの強

度）の割合（A3C の残存率）を Vif 抵抗性レベルとして算出した 

 

2.2.2. 共免疫沈降実験 

 293T 細胞内で発現した A3C-Vif 複合体の共免疫沈降実験に際し，ElonginC との結合能

を欠損した Vif SLQ→AAA 変異体発現プラスミド（pcDNA-HVif SLQ→AAA）を，PCR-base 

の部位特異的変異導入法により pcDNA-HVif から作製し，DNA Sequencing 法により変異導

入を確認した． 

 野生型もしくは変異型  A3C 発現プラスミドを  pcDNA-HVif SLQ→AAA もしくは 

pcDNA 3.1 (−) control とともに，FuGENE HD Transfection Reagent を用いたリポフェクショ

ン法により 293T 細胞にコトランスフェクションした．トランスフェクション 48 h 後に細

胞を回収し，lysis buffer（150 mM NaCl，1 mM EDTA，1% Triton X-100，10 μg mL
−1

 of RNase 

A in PBS）に protease-inhibitor cocktail（Sigma）を加えたもので細胞を溶解した．A3C-Vif 複

合体を 抗 His タグ ウサギ血清（1/100）（PM032; Medical & Biological Laboratories Co.）に

4ºC で 2 h 結合させ，さらに Protein G-Dynabeads（磁気ビーズ）（Invitrogen）を加え 4ºC，30 

min で免疫複合体を回収した．免疫沈降ビーズを lysis buffer で洗浄した後，結合したビー



10 

 

ズ-複合体を 2-ME を含む Laemmli buffer で溶出した．溶出したサンプルを，前述と同様の

方法で Western blot 法により解析した． 

 

2.2.3. ウイルス粒子への取り込みの解析 

 野生型および変異型 A3C について，ウイルス粒子への取り込み効率を比較するため，vif 

欠損型 HIV-1 の分子クローンである pNL4-3 vif(−) を使用した．まずウイルス粒子を回収

するために，4 μg の pNL4-3vif(−) と 2 μg の A3C 発現プラスミドもしくは pcDNA 3.1 

(-)control を，FuGENE HD Transfection Reagent を用いたリポフェクション法により，HeLa 細

胞にコトランスフェクションした．トランスフェクション後 48 h で細胞上清を回収した．

細胞上清は遠心（1,000 g，5 min，25ºC）により debris を除去し，MILLEX-HV 0.45 μm フ

ィルターでフィルタリングした. さらに上清を 20% sucrose cushion を用い超遠心（15,000g，75 

min，4ºC）を行い，ウイルス粒子をペレットとして濃縮精製した．濃縮されたペレットを 2-ME 

を含む Laemmli buffer で溶解した．溶解したサンプルを，前述と同様の方法で Western blot 

法により解析した．ウイルス粒子を形成する p24（CA）の検出には，米国 NIH の the AIDS 

Research and Reference Reagent Program から分与された 抗 p24（CA）ウサギ血清（1/10,000）

（Cat# 4250）を用いて検出した． 
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2.3. 他の APOBEC3 ファミリータンパク質の HIV-1 Vif 結合領域に関する解析 

2.3.1. HIV-1 Vif 依存的な分解に関する変異体解析 

 A3C と同様の手法で，A3F と A3DE，A3G の解析を行った． 

 

2.3.2. 共免疫沈降実験 

A3C と同様の手法で，A3F と A3DE，A3G の解析を行った． 

 

2.3.3. ウイルス粒子への取り込みの解析 

 A3C と同様の手法で，A3F の解析を行った． 

 

2.3.4. HIV-1 感染価に対する影響についての解析 

 LuSIV 細胞 78
 を用いた single-round infectivity assay 法により，ウイルスの感染価を測定

した．まず，HIV-1 分子クローン pNL4-3WT もしくは pNL4-3 vif(−) と A3F 発現プラス

ミドもしくは pcDNA 3.1 (-)control を HeLa 細胞にコトランスフェクションし，ウイルスを

回収した. 方法は，粒子への取り込み（3.2.3.章）と同様の手法を用い，上清のウイルスを

フィルタリングし回収した．回収したウイルスを，米国 NIH の the AIDS Research and 

Reference Reagent Program から入手した LuSIV 細胞 に感染させた．ウイルス感染価は，感

染 24 h 後に Luciferase 活性を指標に測定した．レポーター遺伝子産物である firefly lu-

ciferase の基質として，Bright-Glo（Promega）を加え，細胞が溶解した後に firefly luciferase 

による化学発光を測定した．ウイルス感染価は，感染したウイルス量あたりの相対的 Luciferase 

活性値（RLU）として算出した．ウイルス量は，HIV-1 p24 antigen ELISA（ZeptoMetrix）に

より定量した． 

 

2.3.5. ホモロジーモデル構造の構築 

 A3F および A3DE の CTD と A3G NTD に関するホモロジーモデル構造は，決定した 

A3C の結晶構造を鋳型に Discovery Studio 3.1
79（Accelrys）により構築した．タンパク質構

造の描画には，PyMOL
73

 を使用した． 
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3. Results 

3.1. APOBEC3C タンパク質の結晶構造解析 

3.1.1. APOBEC3C タンパク質の発現と精製，結晶化，構造決定 

 APOBEC3 は核酸結合タンパク質であり，凝集・難溶性を示すことが知られている．野生

型全長の A3C タンパク質（アミノ酸残基 1-190）は，大腸菌発現系を用い GST 融合タン

パク質として低温（20ºC）で発現誘導することで，可溶性画分に大量に発現することができ

た．次いで，NaCl や界面活性剤 TritonX-100，タンパク質凝集抑制剤として L-Arg HCl
80,81

 な

どを用い pH や濃度条件を検討しながらタグ切断・精製を行うことで，高純度・高濃度の A3C 

タンパク質を得ることに成功した（Fig. 3a,b）．特に，A3C 可溶化に対する L-Arg HCl の効

果は大きく，L-Arg HCl を含まないバッファー条件では A3C 濃度が 0.6 mg mL
-1

 程度まで

しか上昇しなかったのに対し，400 mM L-Arg HCl を含む条件では，A3C タンパク質は 45 mg 

mL
-1

 以上まで濃縮された．次に，濃縮 A3C を用い通常の結晶化スクリーニングを 1,800

以上の条件で行ったが，結晶は得られなかった．そこで我々は，タンパク質結晶化溶液に

対してレーザーを照射して強制的な結晶核発生を行う手法 82 を試みた．しかしながら，こ

の手法でも結晶を得ることはできなかった．次に，結晶化ドロップ中での A3C タンパク質

の安定化を図り，L-Arg HCl をリザーバー溶液にも添加したところ初期結晶が得られた（Fig. 3c, 

左）．さらに，この手法で結晶化条件を展開することにより良質の結晶が得られた（Fig. 3c, 

右）．この結晶の X線回折データを収集することにより，分解能 2.15 Å で A3C の分子構

造を決定することに世界ではじめて成功した（Fig. 4a と Table 1）． 

 

3.1.2. APOBEC3G CTD との構造比較 

 A3C の分子構造は，6 本の α へリックス（α1-α6）と 5 本の β ストランド（β1-β5）か

らなるコア構造を有し，酵素活性中心にはシチジン脱アミノ化酵素ファミリーでよく保存

されている Zn
2+

 イオンを配位していた 83（Fig. 4a）．非対称単位中に二分子の A3C が存

在したが（A 鎖と B 鎖），両者ともよく類似したコア構造を有していた．A3C の構造を既

報の A3G CTD（PDB 3IR2）67の構造に重ね合わせたところ，全体の 86% にあたるコア構

造を形成するアミノ酸残基の Cα RMSD は 1.36 Å であった．このことから，APOBEC3 タ

ンパク質の基本構造は非常によく保存されていることが示唆された．一方で，両者におけ

る生化学的特性の差異（酵素活性や核酸結合能，Vif 結合能など）は，コア構造以外の部分

に起因することが示唆された．実際，両者のループ領域の構造は大きく異なっており，と

くに酵素活性中心付近の loop 1 と 3，7，において違いが顕著であった（Fig. 4b-e）．それ

にもかかわらず，酵素活性中心の底に位置するアミノ酸残基（Fig. 4b, A3C; Arg30 と Asn57，

His66，Trp94，Arg122，Tyr124，Fig. 4c, A3G CTD; Arg215 と Asn244，His257，Trp285，Arg313，

Tyr315）は構造的にもよく保存されていた．これらの残基は，酵素活性や核酸結合に関与す

ると報告されているものもあり 64,65,84，APOBEC3 ファミリー間で保存された重要な機能を

担っていると考えられる．他方で，A3C と A3G CTD の Vif 結合能の違いは，コンホメー
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ションの異なるループ領域や表面に露出したアミノ酸側鎖の特性の違いに起因すると考え

られた． 

 また興味深いことに，A3C の β2 ストランドは，A3G CTD（PDB 3IR2）と異なり，一本

で真っ直ぐなシートを形成していた（Fig. 4d,e）．これは APOBEC2（A2）の結晶構造

（PBD 2NYT）85と同様のものであった．さらに A2 の構造においては，おそらく N 末側

領域を欠失したタンパク質を用いたため，結晶構造内の隣接する二分子間でお互いの β2 ス

トランドを介した相互作用が観察されていた．一方で A3C の結晶構造においては，二分子

間の β2-β2 相互作用を介した分子間接触は，少なくとも主要な 20 の接触表面に関しては

観察されなかった（Fig. 5）．さらに A3C のゲルろ過においては，ほとんどの A3C タンパ

ク質が単量体のフラクションとして回収された（Fig. 3b）．今回 A3C における β2 を介し

たホモ多量体化は確認されなかったが，A3G の高次多量体化が広く知られていることから 86-88，

A3C もタンパク質濃度依存的または核酸結合依存的な多量体を形成する可能性はあると考

えられる． 
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3.2. APOBEC3C の HIV-1 Vif 結合領域に関する解析 

3.2.1. Structure-guided mutagenesis による HIV-1 Vif 結合領域の探索 

 Vif に依存的な A3C の細胞内プロテアソーム分解は，A3C と Vif との結合が前提にな

る．そこで，A3C 分子上で Vif 結合に重要なアミノ酸残基を同定するため変異解析を行っ

た．その際，アミノ酸の一次配列情報だけでなく，三次元構造情報を利用した変異解析法

（structure-guided mutagenesis）を用いた．A3C は一個のグルタミン酸残基（Glu106）のリ

シンへの変異（E106K）により Vif による分解に抵抗性になることがすでに報告されてい

た 56．このことから我々は，Glu106 の近傍が A3C-Vif 結合責任領域であると考え，決定し

た分子構造上で Glu106 の周辺にある分子表面に露出したアミノ酸残基を網羅的に抽出し

た．これら残基に点変異を導入し，293T 細胞で A3C 変異体と Vif タンパク質を共発現さ

せることにより，Vif 依存的な分解の表現型の変化を Western Blot 法で解析した（Fig. 6a）．

野生型 A3C の場合，Vif 存在下において細胞内 A3C 量は低下した（Vif 感受性）．一方で 

E106K 変異体では，既に報告されたとおり，Vif 存在下においても A3C 量は低下せず，

Vif 依存的な分解に抵抗性となっていることが分かった（Vif 抵抗性）．これらの実験を，

分子表面上で Vif 抵抗性を示す変異残基が Vif 感受性を示すものに囲われるまで繰り返し

行った．また，Western Blot 法によりバンドの強度を定量した. Vif 存在下での A3C の残存

率を“Vif 抵抗性レベル（Vif-resistance level）”として数値化し，各残基における変異導入に

よる影響を定量的に評価した（Fig. 6b）．まず，各アミノ酸残基に対する変異は，アラニン

置換もしくは Z2 タイプで Vif 非感受性である APOBEC3（A3F NTD など）の配列へ置換

した．最終的に 99 個の A3C 変異体を作製し解析した．その結果，9 個のアミノ酸残基

（Leu72，Phe75，Cys76，Ile79，Leu80，Ser81，Tyr86，Glu106，Phe107）に対する点変異体

が 50% 以上の Vif 抵抗性レベルを，His111 に対する変異体が 45% の Vif 抵抗性レベル

を示し，これら 10 残基が Vif 依存的な分解に関与することが示された．また興味深いこ

とに，A3G において Vif との結合に重要である 
128

DPD
130

 モチーフの Pro129 に相当する 

A3C の Pro129 への変異導入は，A3C の Vif 依存的な分解に影響しないことが明らかとな

った． 

さらに，これら 10 残基が実際に Vif の結合に関与するのかを調べるため，野生型もし

くは Vif 抵抗性変異型 A3C (+MycHis tag) と Vif との共免疫沈降法による結合実験を行っ

た．この際，A3C とは結合するが E3 リガーゼ複合体の構成成分である ElonginB/C とは

結合せず，APOBEC3 の分解を誘導しない Vif SLQ→AAA 変異体 44,89,90を利用し実験を行

った（Fig. 7）．その結果，野生型 A3C においては Vif との結合が確認された一方，すべ

ての Vif 抵抗性変異体において Vif との結合能が低下することが確認された．これらの結

果より，Leu72 と Phe75，Cys76，Ile79，Leu80，Ser81，Tyr86，Glu106，Phe107，His111 の 10 

残基は Vif との結合に関与することが示された．  

 

3.2.2. Vif 抵抗性 APOBEC3C 変異体のウイルス粒子への取り込みの解析 
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 A3C を含む APOBEC3 タンパク質は，ウイルスの RNA ゲノムに結合することで HIV-1 

ウイルス粒子内に取り込まれることが知られている 32,91,92（Fig. 1）．また，A3G において Vif 

結合に関与するアミノ酸残基は，ウイルス粒子への取り込みに重要な領域とアミノ酸配列

レベルで隣接していることが知られている 62．そこで我々は，A3C に Vif 抵抗性を付与す

るアミノ酸変異がウイルス粒子への取り込みに影響するかどうかを解析した．野生型もし

くは Vif 抵抗性変異型 A3C 発現プラスミドを vif 欠損型 HIV-1 の分子クローン pNL4-3 

vif(-) とコトランスフェクションし，産生したウイルス粒子内の A3C 量を Western Blot 法

により解析した（Fig. 8）．その結果，すべての A3C 変異体は，野生型と同様に，細胞内発

現量（Fig. 8, Cell）に依存して正常にウイルス粒子へ取り込まれることが明らかとなった（Fig. 8, 

Virion）．このことから，A3C に Vif 抵抗性を付与するアミノ酸変異がウイルス粒子への取

り込み能，ひいては RNA 結合能に影響しないことが考えられた． 

 

3.2.3. APOBEC3C の HIV-1 Vif 結合インターフェイスの構造特性 

 同定した 10 残基から形成される A3C の Vif 結合領域の構造学的特性を解明するため，

変異体解析の結果から見出された残基を結晶構造上にマッピングし，Vif 抵抗性レベルによ

り色分けした（Fig. 9a,b）．その結果，重要な 10 残基は α2 と α3 へリックスの周辺一ヶ

所に集中し，Vif 結合インターフェイスを形成していた．また，この領域は A3G において 

Vif 結合に重要な Pro129 から離れた位置にあり，A3C と A3G の Vif 結合領域は三次元

構造上異なることが明らかとなった． 

さらに詳細に構造特性を解析したところ，結合インターフェイスは，分子内部の疎水性

（Leu72，Ile79，Leu80）および芳香族アミノ酸（Phe75，Tyr86，Phe107，His111）を底部に，

分子表面の親水性アミノ酸（Cys76，Ser81，Glu106）を縁に配置した“浅い溝”を呈していた

（Fig. 9a-c）．この溝の内部には，Phe75-Tyr86 と Phe107-His111 の 2 対で形成される弱い 

π-π 相互作用 93が確認され（Fig. 9d），これがインターフェイスの構造維持に関わっている

ことが示唆された．さらに，疎水性や芳香族残基に対する変異が Vif の結合を阻害したこ

とから，π-π 相互作用に加え，適切なサイズの疎水性側鎖もインターフェイスの構造維持と 

A3C-Vif 相互作用に重要であると考えられる．また Cys76 や Ile79，Leu80，Ser81 を含む 

α2-β3 間のループ領域（loop 4）は，分子間接触が見られない A 鎖において高い温度因子

を示しており（Fig. 9e），溶液中の単量体状態においてフレキシブルな領域であることが示

唆された．一方で，分子間接触表面に含まれている B鎖の loop 4 領域は低い温度因子を示

していた（Fig. 5 Interface 1 と 9e）．このことから，インターフェイスは部分的に構造の揺

らいだ領域を含み，Vif との結合により構造が安定する可能性が示された．さらに分子表面

の静電ポテンシャルを解析したところ，Vif 結合インターフェイスはおもに負に帯電してい

ることが明らかとなった（Fig. 9c）．これと一致して，分子表面に露呈したアミノ酸残基の

正電荷アミノ酸への置換（C76K と E106K）が Vif 抵抗性を付与することから（Fig. 6），

A3C の負電荷表面が Vif 結合に重要な特徴の一つであることが示唆された．  
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3.3. 他の APOBEC3 ファミリータンパク質の HIV-1 Vif 結合領域に関する解析 

3.3.1. APOBEC3F と APOBEC3DE の HIV-1 Vif 結合インターフェイスの保存性 

 A3F と A3DE の CTD は A3C との配列相同性が高く，それぞれ 77.4% と 76.3% であ

る（Fig. 10a）．また，多くの研究グループによる Vif 分子の変異解析結果から，A3C と F，

DE の Vif 結合様式は類似していることが予測されていた 48,94,95．そこで我々は，A3C で同

定した 10 残基が A3F および A3DE においても Vif 結合に関与するかを検討するため，

A3F CTD および A3DE CTD の相当する 10 残基について同様の変異解析を行った（Fig. 11 

と 12）．まず，10 残基に対する A3F 変異体はすべて Vif 依存的な分解に抵抗性を示した

（Fig. 11a,b）．さらに共免疫沈降実験により，Vif 抵抗性 A3F 変異体はすべて，野生型や

酵素活性欠損変異体 E251Q に比べ，Vif との結合能が低下していることも確認された

（Fig. 11c）．これらのことから，A3F の相当する 10 残基，Leu255 と Phe258，Cys259，

Ile262，Leu263，Ser264，Tyr269，Glu289，Phe290，His294 は，Vif との相互作用に重要で

あることが示された．また，変異解析結果を A3F CTD のモデル構造にマッピングしたと

ころ，重要な 10 残基は A3C 同様に構造上一か所に集中し Vif 結合インターフェイスを形

成することが明らかとなった（Fig. 11d）．また，A3F に関して，Glu289 と Glu324 が Vif 相

互作用に関与することがすでに報告されており 56,63，E289K と E324K 変異体も高い Vif 抵

抗性レベル（84% と 87%）を示した（Fig. 11a,b）．そのうち Glu324 は，重要な 10 残基

により形成される Vif 結合インターフェイスの端に隣接していた（Fig. 11d）．一方で，こ

れに相当する A3C E141K 変異体は 27% という低い Vif 抵抗性レベルしか示さなかった

（Fig. 6）．この差異の理由は明らかとなってはいないが，A3C Glu141 と A3F E324 周辺の

アミノ酸残基の違いによる影響が起因している可能性が考えられる． 

 A3DE の 10 残基（Leu268，Phe271，Cys272，Ile275，Leu276，Ser277，Tyr282，Glu302，

Phe303，His307）に対する変異体も，Vif 抵抗性と結合能の低下を示した（Fig. 12a,b）．し

かしながら，S277D や E302K 変異体は A3F S264D，E289K に比べそれぞれ低い Vif 抵

抗性レベルを示した．また，変異解析結果を A3DE CTD のモデル構造にマッピングしたと

ころ，10 残基は構造上一か所に集中し，Vif 抵抗性に若干の差はあるが，同様の Vif 結合

インターフェイスを形成した（Fig. 12d）．以上の結果から，微細な差異はあるものの，A3C 

と A3F，A3DE において HIV-1 Vif 結合インターフェイスが保存されていることが示され

た． 

 

3.3.2. APOBEC3G における HIV-1 Vif 結合インターフェイスの違い 

 次に我々は，A3C と A3F CTD，A3DE CTD と同じ Z2 タイプであり Vif 結合能をもつ 

A3G NTD（Fig. 2）において，同様の Vif 結合インターフェイスを有するかどうかを解析し

た．まず A3C と A3G NTD のアミノ酸配列を比較したところ，A3C で同定した 10 残基

のうち 4 残基のみが A3G NTD において保存されていることが明らかとなった（Fig. 10b, 

A3C; Phe75，Leu80，Tyr86，Phe107，A3G; Phe74，Leu80，Tyr86，Phe107）．そこで我々は，
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これら 4 残基に対する A3G の点変異体を作製し，Vif に対する抵抗性を解析した（Fig. 13）．

その結果，4 種の A3G 変異体は，野生型と同様に Vif 感受性を示し，Vif との結合能も示

した（Fig. 13a-c）．一方で，A3G D128K 変異体は既存の報告と一致して 62，Vif 抵抗性の表

現型を示した．さらに，変異体解析により見出した残基をモデル構造へマッピングしたと

ころ，解析した 4 残基は Vif 結合に重要な Asp128 から三次元的に離れた領域に位置する

ことが明らかとなった（Fig. 13d）．以上のことより，A3C/F/DE で保存された Vif 結合イ

ンターフェイスは，アミノ酸配列でも三次元構造的にも A3G のものとは異なることが確認

された． 

 

3.3.3. Vif 抵抗性 APOBEC3F の抗 HIV-1 活性 

 A3C/F/DE の中で，A3F が vif 欠損型 HIV-1 に対して強い抗ウイルス活性を示すことが

知られている 50-52．そこで我々は，各 Vif 抵抗性 A3F 変異体について HIV-1 に対する抗

ウイルス効果を解析した．APOBEC3 タンパク質が抗 HIV-1 機能を発揮するためには，ウ

イルス粒子へ取り込まれることが必須である 31-33（Fig. 1）．そこで我々はまず，A3F 変異体

のウイルス粒子への取り込み能を，A3C と同様の手法で解析した（Fig. 14a）．その結果，

H294D を除くすべての A3F 変異体は，細胞内発現量（Fig. 14a, Cell）に依存して正常にウ

イルス粒子へ取り込まれることが明らかとなった（Fig. 14a, Virion）．H294D 変異体がウイ

ルス粒子への取り込み能の低下を示した原因は不明だが，少なくともその他の Vif 結合に

重要なアミノ酸残基はウイルス粒子への取り込みに影響しないことが示された． 

 次に，A3F 変異体存在下での HIV-1 の感染価を測定した（Fig. 13b）．実験には，HIV-1 の

分子クローンである pNL4-3 と LuSIV 細胞 78
 を用いた．LuSIV 細胞 は Simian Immu-

nodeficiency virus（SIV）mac239 LTR プロモーターの下流にレポーター遺伝子として firefly 

luciferase を有しており，HIV-1 や HIV-2，SIV の感染が成立することで firefly luciferase に

よる化学発光を呈する．この化学発光量は感染価に依存する. この実験系を用いて感染価を

測定した結果，野生型（WT）および酵素活性欠損型変異体（E251Q）A3F は，Vif 非存在

下でのみ HIV-1 の感染を抑制した．一方，すべての Vif 抵抗性 A3F 変異体は，Vif の存

在の有無に関わらず，ウイルス粒子への取り込み量に依存して，HIV-1 の感染を抑制した．

これらの結果より，A3F-Vif の結合阻害が A3F の分解抑制につながり，最終的には HIV-1 

の感染阻害につながることが示された． 
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4. Discussion 

 抗 HIV-1 防御因子 APOBEC3 タンパク質の発見以来，約 10 年の間に，その抗ウイルス

機序や Vif によるユビキチン・プロテアソーム系を利用した分解機構など，さまざまな分

子メカニズムが明らかとなってきた 16,34．しかしながら構造学的な研究はあまり進んでおら

ず，このことが APOBEC3-Vif を標的とした抗 HIV-1 薬の開発を妨げる一因となっていた．

本研究においては，比較的可溶性であり，かつ HIV-1 Vif 結合性である A3C を構造解析の

標的とし，タンパク質凝集抑制剤として L-Arg HCl を用いたタンパク質調製法を結晶化ま

で応用することで，世界で初めて Vif 結合インターフェイスを含む APOBEC3 の結晶構造

を決定することに成功した．また，構造情報を手掛かりに網羅的な変異解析を行うことで，

A3C 分子上の α2 と α3 へリックス周辺に位置する Vif 結合領域を同定した．さらに，A3C 

と相同性の高い A3F と A3DE において同様の Vif 結合インターフェイスが保存されてい

る一方で，A3G では保存されていないことを明らかとした． 

APOBEC3 タンパク質は非常に強い難溶性を示す．比較的可溶性であった A3C において

も，その精製・結晶化は難度の高いものであった．通常，タンパク質結晶化には高濃度（10 

mg mL
-1

 程度）のサンプルが必要であるが，初期濃縮条件においては，A3C 濃度が 0.6 mg 

mL
-1

 程度までしか上昇しなかった．その後，pH 条件や金属イオン，アミノ酸類の添加な

どを検討した結果，最終的に L-Arg HCl が A3C の可溶性を大幅に改善することを見出し

た．これにより，A3C タンパク質を 45 mg mL
-1

 以上まで濃縮することが可能となった．

その後の濃縮 A3C を用いた結晶化では，通常の結晶化実験に加えレーザー照射を用いた実

験など，1,800 以上の条件を探索したが，結晶は得られなかった．また，基質である ssDNA 

の添加やタンパク質工学的な A3C コンストラクトの改変なども試みたが，すべて精製段階

で頓挫し，結晶化実験まで至らなかった． 

A3C の精製・結晶化実験から，A3C の溶解度は L-Arg HCl 濃度に強く依存することが

観察されていた．また偶然にも，A3C の L-Arg HCl による可溶化は可逆的であることが観

察された．つまり，L-Arg HCl 存在下で濃縮した A3C サンプルを L-Arg HCl を含まないバ

ッファーで希釈すると A3C の沈殿が生じ，この A3C 溶液に再び L-Arg HCl を高濃度で

添加すると生じた沈殿が溶解する，という現象が観察された．これらのことから，これま

でに行った結晶化実験では，濃縮 A3C サンプルと結晶化溶液を 1: 1 の割合で混合してい

たために，系内の L-Arg HCl 濃度が 1/2 になり A3C の溶解度も急激に減少し沈殿してし

まったものと考えられた．そこで，系内の L-Arg HCl 濃度を維持するために，一般的な結

晶化スクリーニングキットに濃縮 A3C サンプルと同濃度の L-Arg HCl を加えたオリジナ

ルのスクリーニングキットを作製し結晶化実験を行った．これにより，L-Arg HCl 濃度の減

少による A3C の沈殿が抑えられ，結晶化溶液による純粋な A3C の析出力を評価すること

が可能となった．この手法により A3C の初期結晶化条件を見出すことに成功した．さらに，

この手法で引き続き結晶化条件を展開することで良質な結晶が得られ，世界で初めて Vif 結

合性である APOBEC3 の構造解析に成功した． 
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 A3C の Vif 結合インターフェイスは，底部には疎水性/芳香族アミノ酸を，表面には負に

帯電したアミノ酸残基を配した浅いくぼみを形成していた．一方で，Vif においては A3C/F/DE 

との特異的な相互作用に正電荷アミノ酸を含む Asp14-Arg15-Met16-Arg17（14
DRMR

17）モ

チーフが必須であることが報告されており 89,96，これらのことは，A3C-Vif 結合に静電相互

作が重要であることを示唆している．さらに Vif は，A3C/F/DE および A3G との相互作

用に共通して，疎水性（Leu64，Ile66，Leu72）や芳香族アミノ酸（Trp5，Tyr69，Trp70，Trp89）

も必要としている 95,97,98．このことから，これら疎水性/芳香族アミノ酸残基は APOBEC3 と

の相互作用に必要な Vif 自身の構造/コンホメーション維持に関与する可能性が考えられる

が，一方でいくつかの残基（Trp11，Leu24，Val25，Trp79）は A3C/F/DE との相互作用で

のみ重要であることが報告されており 89,97,99，A3C-Vif 結合における疎水性相互作用や π-π 相

互作用の寄与も存在すると考えられる．さらに，A3C の Vif 結合インターフェイスは部分

的にフレキシブルな領域を含んでいた．このことから，Vif との結合により A3C の局所的

な構造が変化・固定化することで，その相互作用が強固になる可能性も考えられる． 

 A3C は A3F CTD と A3DE CTD に対してそれぞれ 77.4% と 76.3% という高いアミノ

酸配列相同性を示す一方で，同様の Z2 タイプに分類されるA3G NTD との相同性は 42.8% 

であった（Fig. 10）．特に A3C/F/DE と A3G NTD では，α2-α3 周辺の配列が大きく異なり，

このことは周辺領域の局所的な構造が異なることを示唆している．また，我々が変異解析

により同定した A3C において Vif 結合に重要であった α2-α3 領域は，A3G NTD で重要

な位置に相当する loop 7 周辺領域から三次元構造的に離れていた．対照的に，A3G NTD の 

α2-α3 周辺領域は Vif との結合に関与しないことも変異解析により示された．注目すべき

ことに，APOBEC3 タンパク質において異なる二か所の Vif 結合インターフェイス（A3C/F/DE 

の α2-α3，A3G の loop 7）が存在することは，HIV-1 Vif において A3C/F/DE と A3G の

分解に対する責任領域が異なることと一致している．Vif は，A3G と A3C/F/DE との相互

作用にそれぞれ異なった Tyr40-Arg41-His42-His43-Tyr44（40
YRHHY

44）モチーフと 
14

DRMR
17

 

モチーフを用いる 89,95-98．このように，異なる二種の APOBEC3-Vif 結合様式が存在するに

も関わらず，両種の結合様式には，静電相互作用や疎水性相互作用，可変的なループ領域

などの共通の構造特性が含まれると考えられた． 

 本研究において我々が決定した，A3C の高分解能分子構造と A3C/F/DE に共通した Vif 

結合インターフェイスの構造特性は，APOBEC3-Vif 相互作用を標的とした抗 HIV-1 薬開

発を前進させると考えられる．これまでの研究から，APOBEC3 タンパク質の核酸との結合

はウイルス粒子への取り込みに関与し，その抗 HIV-1 作用に必須であることが報告されて

いる 31-33．APOBEC3 分子上の核酸が結合する溝は，Zn
2+

 イオン周辺の loop 1 や 3，5，7 

により形成される．A3G においてウイルス粒子への取り込みに重要であると報告されてい

る Tyr124-Tyr125-Phe126-Trp127（124
YYFW

127）モチーフは，Vif との結合に重要な 
128

DPD
130

 

モチーフに loop 7 上で隣接しており 62，A3G-Vif 結合を阻害する低分子化合物をデザイン

する際には 
124

YYFW
127

 モチーフの担うウイルス粒子への取り込み能を干渉しないよう注意
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を払う必要がある．一方で A3C/F/DE では，Vif 結合領域（α2-α3）は核酸結合の溝を形成

すると考えられる loop 1 や 3，5，7 から離れている．よって，A3F-Vif を標的とした阻害

剤は，A3G の場合と比べ核酸結合能へ干渉する可能性は低く，このことは A3F を治療薬

の標的とする利点になると考えられる． 

 以上のように，APBEC3-Vif 相互作用の構造特性に関する我々の発見は，宿主本来の防御

機構を利用した新規メカニズムの抗 HIV-1 薬開発に重要な情報を与えた．またそれだけで

なく，宿主とウイルスの攻防の分子メカニズムを構造生物学的に紐解く新たな知見を与え

たと考えられる． 
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Table 1  Data collection and refinement statistics  

 APOBEC3C 

Data collection  

Space group P61 

Cell dimensions  

a, b, c (Å) 105.04, 105.04, 70.05 

, β, γ ()  90, 90, 120 

Wavelength (Å) 0.9800 

Resolution (Å) 105-2.15 (2.19-2.15) 

Rmerge 5.4 (33.8) 

I / I 94.5 (13.3) 

Completeness (%) 99.9 (100) 

Redundancy 22.3 (22.6) 

  

Refinement  

Resolution (Å) 91-2.15 

No. reflections 22,783 

Rwork / Rfree 21.4 / 26.3 

No. atoms 3,281 

  Protein 3,188 

  Zn
2+

 2 

  Cl
-
 1 

  Water 90 

B-factors 45.56 

  Protein 45.69 

Zn
2+

 46.08 

Cl
-
 44.32 

Water 40.90 

R.m.s. deviations  

  Bond lengths (Å) 0.012 

  Bond angles () 1.390 

A single crystal was used for solving the structure. Values in parentheses are for high-

est-resolution shell. 
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Figure 1 APOBEC3 の抗ウイルスメカニズムと Vif による解除メカニズムの概説．APOBEC3 

はウイルス産生細胞内で発現し，ウイルス RNA（vRNA）依存的に子孫ウイルス粒子へ取

り込まれる．新たな標的細胞もしくはウイルスコア内で行われる逆転写・インテグレーシ

ョン過程を酵素活性依存的/非依存的に抑制する．Vif はウイルス産生細胞内で APOBEC3 を 

ElonginB/C（EloB，EloC）や Cullin5，Rbx2，CBFβ からなる E3 リガーゼ複合体にリクル

ートし，ポリユビキチン化を促進する．ユビキチン化された APOBEC3 は選択的にプロテ

アソームにより分解される． 
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Figure 2 ヒト APOBEC3 ファミリー．（a）ヒトの 22番染色体には A3A から H までの 7 

種類の APOBEC3 遺伝子がコードされている．APOBEC3 ファミリーは，Z1 あるいは Z2，

Z3 の 3 種の Z ドメインをそれぞれ一つもしくは二つ有する．（b）APOBEC3 の各 Z ド

メイン配列の分子系統樹解析により，Z2 ドメインは 3 タイプに分類できる．HIV-1 Vif に

結合するドメインを矢印で示した． 
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Figure 3 A3C タンパク質の精製と結晶化．（a）精製した GST-A3C と A3C タンパク質を 

SDS PAGE により分離し，CBB 染色により検出した．Lane 1; GST アフィニティー精製後

の GST-A3C．Lane 2; ゲルろ過精製後の A3C．（b）ゲルろ過クロマトグラフィーフィーの

タンパク質分離チャート（左）とマーカータンパク質（赤）の分配係数から比較測定した A3C

（青）の分子量（右）．マーカータンパク質は，conalbumin（75kDa）, carbonic anhydrase（Carb. 

anh，29 kDa），ribonuclease A（RNaseA，13.7 kDa），aprotinin（6.5 kDa）からなる．（c）L-Arg 

HCl を用いた初期スクリーニングにより得られた A3C の結晶（左）と結晶化条件展開後

に得られた結晶（右）．偏光顕微鏡を用いて観察した．  
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Figure 4 A3C の X線結晶構造．（a）90º 回転した二つの視点からの A3C のリボン表示構

造．6 本の α へリックス（α1–α6）を赤で，5 本の β シート（β1–β5）を黄で，Zn
2+

 イオ

ンを青い球で示した．（b,c）A3C（b）と A3G CTD（c）の酵素活性中心付近の比較．Loop 1，3，5，7 

を，それぞれマゼンタ，黄，オレンジ，シアンで色分け，保存されている残基は側鎖を表

示した．（d,e）A3C（d）と A3G CTD（e）の酵素活性中心と反対側に位置するループ領域

の比較．Loop 2，3，4，6 を，それぞれマゼンタ，黄，シアン，オレンジで色分けた．A3G 

CTD における β2 と β’2 間の非連続領域もマゼンタで示した． 
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Figure 5 結晶格子内の A3C のパッキング．PDBePISA により検出された 20 の接触表面

のうち，面積の大きなものから 5 部位を示した．A3C は非対称単位内に 2 分子が含まれ

ており（A 鎖と B 鎖），接触に関与する A鎖の残基を緑で，B鎖の残基をシアンで示した． 
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Figure 6  A3C の Vif 依存的な分解に重要なアミノ酸残基の探索．（a）HIV-1 Vif 存在下

もしくは非存在下（空ベクター）で，A3C の 293T 細胞内発現量を Western Blot 法により

解析した．DDILSPNTK/GNQLPAYKC 変異体は，D77G と D78N，I79Q，S81P，P82A，N83Y，

T84K，K85C の 8 個の変異を含む．同様の変異体はこのシリーズの変異をいくつか含む．

YYFYY/AAAAA 変異体は，Tyr124 と Tyr125，Phe126，Tyr128，Tyr131 に対する 5 個の

アラニン変異を含む．（b）Vif 非存在下における各変異型 A3C の発現比率を 100% とし，

Vif 存在下における A3C の発現量比を計算し，グラフ化した．各変異体に対して，独立し

た三回以上の実験を行い，標準偏差を計算した． 
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Figure 7 A3C と Vif の共免疫沈降実験．293T 細胞において，野生型もしくは Vif 抵抗性

変異型 A3C-Myc-His を Vif SLQ→AAA と共発現させた．細胞全体（Lysate）と抗 His タ

グポリクローナル抗体で免疫沈降した複合体（IP）を Western Blot 法により，各タンパク

質量を解析した．A3C と Vif は，それぞれ抗 His タグと抗 Vif モノクローナル抗体で検

出した．ローディングコントロールとして抗 β-tublin 抗体を用いた． 
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Figure 8 A3C のウイルス粒子への取り込み．野生型もしくは変異型 A3C-Myc-His 発現プ

ラスミドと pNL4-3 vif(-) を 293T 細胞にコトランスフェクションした．細胞内（Cell）あ

るいは上清ウイルス粒子内（Virion）の A3C 量を Western Blot 法により解析した．ウイル

ス粒子の量は，抗 p24 抗体を用いて HIV-1 キャプシド（CA）タンパク質の量で解析した． 
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Figure 9 A3C の HIV-1 Vif 結合インターフェイス．（a,b）リボン表示（a）と表面表示（b）

により，A3C 分子構造上に変異解析を行った残基をマッピングした．下方に示したカラー

バーに従い Vif 感受性レベルで色分けした．各残基において複数異なるアミノ酸に置換し

た場合には，最も高い Vif 抵抗性を示した変異体の残存率を取り上げた．50% 以上の Vif 抵

抗性レベルを示す残基を，表面表示上で黒破線で囲んだ．（c）A3C 分子表面の静電ポテン

シャル．計算された静電ポテンシャルを −3 kT/e（赤）から 3 kT/e（青）で示した．分子構

造の向きと破線の範囲は（b）と同様である．（d）Vif 結合インターフェイス内の潜在的な

π-π 相互作用部位．4 個の芳香族アミノ酸（Phe75，Tyr86，Phe107，His111）間の距離が示

されている．（e）結晶構造中の loop 4 周辺の温度因子．B鎖ではこの位置が結晶構造内で

分子間接触表面となっている． 
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Figure 10 APOBEC3 ファミリーの配列比較．（a,b）A3C と A3F CTD，A3DE CTD（a）

と A3C と A3G NTD（b）の配列を比較した．一致した残基は影かけにした．A3C で同定

した Vif 結合に重要な 10 残基は緑アスタリスク（*）で，Glu141 は緑シャープ（#）で示

した．配列上部には A3C の二次構造を，α へリックスを赤四角で，β シートを黄矢印で示

した． 
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Figure 11 A3F の HIV-1 Vif 結合に関する変異解析．（a）293T 細胞において，HIV-1 Vif 存

在下もしくは非存在下（空ベクター）での A3F の細胞内量を Western Blot 法により解析

した．各残基の変異は A3C と同様とした．（b）Vif 存在下での A3F の残存率（%）を計

算しグラフ化した．（c）野生型もしくは変異型 A3F-Myc-His と Vif SLQ→AAA との複合

体の共免疫沈降実験．（d）A3F CTD モデル構造上に，Vif 抵抗性を示す変異箇所をマッピ

ングし，カラーバーに従い Vif 抵抗性レベルで色分けした． 
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Figure 12 A3DE の HIV-1 Vif 結合に関する変異解析．（a）HIV-1 Vif 存在下もしくは非存

在下（空ベクター）における，A3DE の細胞内量を Western Blot 法により解析した．各残

基の変異は A3C と同様とした．（b）Vif 存在下での A3DE の残存率（%）を計算しグラ

フ化した．（c）野生型もしくは変異型 A3DE-Myc-His と Vif SLQ→AAA との複合体の共免

疫沈降実験．（d）A3DE CTD モデル構造上に変異を導入し抵抗性となる残基をマッピング

した．カラーバーに従い Vif 感受性レベルで色分けした． 
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Figure 13 A3G の HIV-1 Vif 結合に関する変異解析．（a）HIV-1 Vif 存在下もしくは非存

在下（空ベクター）における A3G の細胞内量を Western Blot 法により解析した．A3C と 

A3G NTD 間で保存された 4 残基について各変異体を作製した．既報の Vif 抵抗性変異型 

A3G D128K をポジティブコントロールとし解析した．（b）Vif 存在下における A3G の残

存率（%）を計算しグラフ化した．（c）野生型もしくは変異型 A3G-Myc-His と Vif SLQ→AAA 

との複合体複合体を共免疫沈降した．（d）A3G NTD モデル構造上に変異解析を行った残基

をマッピングし，Vif 感受性レベルで色分けした． 
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Figure 14 Vif 抵抗性 A3F 変異体の抗 HIV-1 活性の測定．（a）野生型もしくは変異型 

A3F-Myc-His 発現プラスミドと pNL4-3 vif(-) を 293T 細胞にコトランスフェクションした. 

細胞内（Cell）と上清ウイルス粒子内（Virion）の A3F 量を Western Blot 法により解析し

た．（b）LuSIV cells を用いた HIV-1 野生型（WT）と vif 欠損型（ΔVif）に対する A3F の

抗ウイルス効果の測定．A3F 非存在下（空ベクター）における HIV-1 WT の感染価を 100% 

とし，野生型もしくは変異型 A3F 存在下での HIV-1 の感染価を測定した．各変異体に対

して，独立した三回の実験を行い，標準偏差を計算した． 

 

 


