
厚生労働科学研究費補助金 （エイズ対策研究事業） 
分担研究報告書 

 

マウス APOBEC3 機能性多型の分子基盤解析 
 

研究分担者 宮澤 正顯 （近畿大学医学部 教授） 
 

 
A. 研究目的 

 強力な生物学的変異原であるレトロウイルスの
染色体組込みを阻止するため、哺乳類は複数の
細胞内複製制限機構を獲得して来た。一本鎖
DNA を 標 的 と す る シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ
APOBEC3 はその一つであり、霊長類染色体上
の内在性レトロウイルスには、他の如何なる宿主
側抵抗性因子によるよりも、APOBEC3 による複
製制限の痕跡が数多く残されている。一方、哺乳
類による APOBEC3 獲得後に霊長類に感染する
ようになったレンチウイルス群は、Vif タンパク質を
獲得することにより APOBEC3 の細胞内分解を促
し、標的細胞での複製阻害を回避している。しか
し、自然宿主でないマウスの APOBEC3 は、Vif
の有無に関わらず HIV 複製を強く阻害出来る。 
 APOBEC3 によるレトロウイルス複製制限の機構
に、デアミナーゼ活性に依存しないものがあるこ
とは以前から報告されており、ヒト APOBEC3F や
APOBEC3G による Vif 欠損 HIV-1 の複製制限に
も、デアミナーゼ非依存性の機構があると言われ
てきた。我々はマウス APOBEC3 によるマウスレト
ロウイルス複製制限を最初に報告した論文にお
いて、抵抗性系統で発現する APOBEC3 による
マウスレトロウイルス複製阻害はデアミナーゼ活
性中心を破壊しても殆ど影響を受けないこと、マ
ウス APOBEC3 存在下で標的細胞に組込まれた
プロウイルスゲノムに、G から A への塩基置換が
有意に増加している事実はないことを報告した。
しかしながら、マウス APOBEC3 が示す、デアミナ
ーゼ活性に依存しないレトロウイルス複製制限機
構の分子実体は、未だに明らかでない。 
 我々は、マウスレトロウイルス分子クローンに偶
然見出したタンパク質アミノ酸置換を足掛かりに、

マウス APOBEC3 が示すデアミナーゼ活性非依存
的なレトロウイルス複製抑制機構の実体について
重要な発見を行ってきた。これに関連して、マウス
APOBEC3 とウイルスタンパク質間の相互作用に
ついても明確な証拠を得ているが、現時点で原著
論文が未公開であり、特許出願も予定しているの
で、以下タンパク質名などの詳細な記述は控えて
報告を行う。 
 

B. 研究方法 
１） マウス APOBEC3 との共発現によるマウスレ
トロウイルス分子クローン複製過程の解析 

 フレンドマウス白血病ウイルスの感染性分子クロ
ーン FB29 と 57、及びそれらの構造タンパク質に
site-directed mutagenesis によりアミノ酸置換を加え
た 変 異 体 を 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 抵 抗 性 の
C57BL/6 マウス及び感受性の BALB/c マウス由来
APOBEC3 cDNA の発現ベクターと共に 293T 細
胞に導入した。上清中に形成されたウイルス粒子
を精製し、構造タンパク質の発現量とプロセシング
を、gag 及び env タンパク質特異的モノクローナル
抗体により、Western blot 法で解析した。また、上
清中のウイルス粒子を電子顕微鏡で観察し、成熟
粒子の割合を算定した。同様の解析を、HIV-1 構
造タンパク質を発現するレンチウイルスベクターを
用いて行い、HIV-1 タンパク質に対して作製した
抗ペプチド抗体を利用して、マウス APOBEC3 の
共発現が HIV-1 タンパク質のプロセシングに与え
る影響も解析した。 
 

２） マウス APOBEC3 とレトロウイルスタンパク
質の相互作用の解析 

 マウス APOBEC3 とマウスレトロウイルス構造タン
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パク質の直接相互作用を解析するため、GST 標
識を加えたマウス APOBEC3 対立遺伝子産物を、
コムギ胚芽系で大量に発現させて精製、試験管
内転写翻訳系で発現させたレトロウイルスタンパ
ク質と反応させた後、グルタチオンセファロースを
用いた pull-down 法により両者の相互作用を直
接解析した。 
 

３ ）  ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 断 片 化 に よ る
APOBEC3 結合領域の解析 

 上記２）の実験系で、試験管内転写翻訳系によ
り発現するウイルス側タンパク質に C-末端側から
20 アミノ酸残基ずつの欠失を加え、pull-down 法
によるマウス APOBEC3 との相互作用解析により、
両タンパク質間の結合領域を探った。 
 

【倫理面への配慮】 
本研究計画にはヒト検体を用いた解析を含ま

ないが、遺伝子組換え実験を含む。遺伝子組換
え実験については、近畿大学遺伝子組換え実験
安全管理員委員会による承認を得て、必要な拡
散防止措置の下で実施した。 
 

C. 研究結果 
１） マウス APOBEC3 との共発現によるマウス
レトロウイルス分子クローン複製過程の阻害 
マウス APOBEC3 対立遺伝子産物とフレンド白

血病ウイルス分子クローン FB29 または 57 を共発
現させることで、上清中に形成されるウイルス粒
子構造タンパク質のプロセシング阻害が起こるこ
とが観察された。同様のプロセシング阻害は、
HIV-1 構造タンパク質を発現するレンチウイルス
ベクターとマウス APOBEC3 との共発現によって
も観察された。ウイルスタンパク質への変異導入
によりプロセシング阻害を起こしたマウスレトロウイ
ルス、或いはレンチウイルスベクター系で同時発
現させた VSV-G タンパク質を内部標準とすること
で、マウス APOBEC3 発現によるウイルスタンパク
質プロセシング阻害の程度を定量的に把握する
ことが可能であった。 

 
２）マウスAPOBEC3とレトロウイルスタンパク質
の相互作用の解析 
コ ム ギ 胚 芽 系 で 発 現 さ せ た GST 標 識

APOBEC3 タンパク質と、試験管内転写翻訳系で
発現させたマウスレトロウイルスタンパク質とを用
いた pull-down 法により、両者の相互作用を直接
証明することに成功した。APOBEC3 の部分発現
により、相互作用部位はマウス APOBEC3 分子の
N-末端側にあると考えられた。 

 

３ ）  ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 断 片 化 に よ る
APOBEC3 結合領域の解析 
上記２）の pull-down アッセイ系に加えるマウス

レトロウイルスタンパク質に、C-末端側から 20 アミ
ノ酸残基ずつの欠失を加えた。その結果、マウス
APOBEC3 との結合は､C-末端側の 40 アミノ酸残
基を除いても保たれるが、それ以上の欠失を加え
ると観察されなくなった。 

 
D. 考察 
マウス APOBEC3 によるレトロウイルス複製抑制

は主にデアミナーゼ活性非依存性機構によるもの
と考えられ、ヒト APOBEC3G による HIV-1 複製阻
害にもデアミナーゼ活性に依存しない機構がある
とされてきた。デアミナーゼ非依存性複製抑制機
構として逆転写酵素の阻害が報告されているが、
詳細な分子機構は不明のままである。 

我々は昨年度までに、マウス APOBEC3 対立遺
伝子間で多型の認められる N-末端側のアミノ酸
配列について、その機能的意味を解析し、デアミ
ナーゼ共通配列より N-末端側に位置する、G/R34, 
K/I37, G/D38 の３つの多型残基が、ウイルス複製
抑制活性に重大な影響を及ぼすことが明らかにし
た 。 立 体 構 造 解 析 の 結 果 、 こ れ ら ３ 残 基 は
APOBEC3 分子 N-末端側ドメインの同一面に露
出していると考えられ、それらの側鎖の位置は、
デアミナーゼ活性中心から離れていた。この結果
は、マウス APOBEC3 によるレトロウイルス複製阻
害にデアミナーゼ活性は必要でないとする、我々
の以前の観察と符合する。 

今年度は、デアミナーゼ非依存的なレトロウイ
ルス複製阻害の機構について分子レベルで解析
を行い、マウス APOBEC3 によるウイルスタンパク
質プロセシング阻害という、予想外の新機構を発
見した。マウス APOBEC3は HIV-1 タンパク質のプ
ロセシングも阻害することから、今後両タンパク質
間の結合部位を詳細に解析することにより、マウス
APOBEC3 による HIV-1 複製阻害機構を治療薬
へと発展させる研究の出発点が確立できると考え
る。 

 
E. 結論 
マウス APOBEC3 のデアミナーゼ非依存的なレ

トロウイルス複製抑制活性の分子実体として、ウイ
ルスタンパク質との直接結合によるプロセシング
阻害を明らかにした。今後マウス APOBEC3 とウイ
ルスタンパク質の結合部位を解明することで、新
たなウイルス複製阻害薬設計の基礎となる分子情
報を提供することが出来ると期待される。 
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