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A. 研究目的 

 マウスはレトロウイルスに対する生理的抵抗因
子として APOBEC3 (mA3)を持っているが、その
遺伝子には多型が存在し、ウイルスに対する自
然抵抗性と密接に相関している。 

APOBEC3 ファミリーは Z1, Z2, Z3 の３種類のＺ
ドメインの組み合わせとして構成されているが、
mA3 は N 末端側の Z2 ドメインと C 末端側の Z3
ドメインからなる。このうち N 末端側 Z2 ドメイン
（mA3-N）がデアミナーゼ活性およびウイルス抵
抗性に関与していることが明らかになっている。こ
のドメインはヒトの APOBEC3G の N 末端側 Z2 ド
メインと相同であるため、mA3-N のウイルス抑制
機能に関する知見はヒト APOBEC3G と HIV-1 の
関係にも重要な知見を与えうると考えられる。 

一方、宮澤らは mA3 の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に関連して、
mA3 と相互作用する蛋白質因子Ｘを同定したが、
その相互作用の詳細は不明である。 

本研究では、mA3-N の立体構造をＸ線結晶解
析により決定し、多型が立体構造に与える影響を
明らかにすることを目指した。さらに、因子Ｘと
mA3 の相互作用を溶液中で定量的に解析する
系の確立にも着手した。 

なお、因子Ｘとその周辺実験については、原著
論文投稿および特許出願前であるので、詳細は
記載しない。 
 

B. 研究方法 
１） マウス APOBEC3 アミノ端側 Z ドメインの精
製と結晶化条件の探索 

 昨年度までに、アミノ末端に精製用の His-tag タ
グを持ち、かつこのタグをプロテアーゼで除去で

きる系を大腸菌で確立したが、発現量や非特異
的切断などの問題があった。そこで、発現条件や
精製条件の見直しを行った。 

また、mA3 は核酸に結合するため表面に正電
荷を多くと持つと考えられ（実際 mA3-N は陽イオ
ン交換樹脂に結合する）、これが結晶化に悪影響
を与えている可能性を考え、蛋白質の結晶化でし
ばしば行われるリジン残基のメチル化を試みた。
具体的にはジメチルアミンボランとホルムアルデヒ
ドを用いて選択的メチル化を行った。 

得られた野生型またはメチル化された mA3-N
試料を用いて結晶化条件の探索を行った。ハン
ギングドロップによる蒸気拡散法により、各種スクリ
ーニングキット等を利用した。また、低温での結晶
化や界面活性剤などの添加等も試みた。得られ
た結晶様物質は実際にＸ線を照射し、評価した。 
 

２） 因子 X の発現と精製 
 mA3 との相互作用の詳細かつ定量的な解析の
ためには、高純度の因子 X 試料が必要である。そ
こで、大腸菌による発現系を構築した。因子 X の
cDNA を各種ベクターに挿入し、発現タグ、温度、
誘導条件などを検討した。 

発現が確認された後は各種クロマトグラフィー
による精製を行い、精製タグの除去等の条件も検
討した。 
 

３） マウス APOBEC3 N-末端ドメインと因子 X
との相互作用解析 

 mA3-N と因子Ｘとの相互作用を定量的に解析
するために、Biacore T100 を用い、表面ブラズモ
ン共鳴（SPR）法による測定を行った。 
 

研究要旨 マウスのレトロウイルスに対する生理的抵抗因子である APOBEC3 分子には
多型が存在し、レトロウイルス抵抗性に差異を生じている。この多型がタンパク質の立体
構造に与える影響や、立体構造上の変化と抵抗性との関連など、この現象の分子構造
からの理解はなされていない。これらの点を解明するために、Ｘ線結晶解析によるマウス
APOBEC3 分子の構造解析をめざし、ウイルスの複製抑制活性に関与している N-末端
側ドメインの立体構造解析を目的に、結晶化条件の探索を行った。また、APOBEC3 の
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に関与する因子Ｘと
APOBEC3 との相互作用の解析を目指して、因子 X の発現・精製系の構築、表面プラズ
モン共鳴による相互作用の同定、大腸菌における共発現系の構築などに着手した。 



４） マウス APOBEC3 N-末端ドメインと因子 X
との共発現系の構築 
上記２）で得られた因子 X の発現系をもとに、

大腸菌による因子 X と mA3-N の共発現を試み
た。 

複合体の形成を検知するために、因子 X と
mA3 には異なる精製用タグを付加した。発現条
件は上流にある因子 X のものを用い、それぞれ
の精製タグで別個に精製し、精製試料に他方が
含まれるかをみることで、複合体の形成を検知す
ることにした。 
 

【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、東京医科歯科大学遺伝子
組換え生物等実験安全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 アミノ端側 Z ドメインの精
製と結晶化条件の探索 
発現および精製条件の再検討を行った結果、

精製用 His-tag を除去した mA3-N をミリグラム単
位で安定に精製することが可能になった（図１）。
発現量や精製における挙動などに関して、抵抗
性型 B6 マウスと感受性型 BALB/c マウスの

mA3-N 間に大きな差は見られなかった。 
リジン残基のメチル化では、多くの沈殿を生じ

たものの、精製可能な程度の可溶蛋白質を回収
できた。メチル化後の mA3-N は、予想通り陽イオ
ン交換クロマトグラフィーにおいて野生型とは異な
るイオン強度で溶出された。 

結晶化は数多くの条件で検討したが、一部で
塩結晶の析出が見られた以外、結晶様のものを
得ることはできなかった。メチル化した試料は野生
型のものより溶解度が低くなり、沈殿が多くみられ
る傾向はあったものの、結晶化には至らなかった。
また、結晶化においても、抵抗性型と感受性型の
mA3-N のあいだに大きな差異は見られなかった。 

 
２）因子 X の発現と精製 
因子Ｘは、大腸菌で融合蛋白質として可溶な形

で発現することができた。その後、アフィニティクロ
マトグラフィー、精製タグの切断、イオン交換クロ
マトグラフィーなどを経て、高純度の試料を得るこ
とができた（図２）。 

 
３） マウス APOBEC3 N-末端ドメインと因子 X
との相互作用解析 
現状では暫定的な結果ではあるが、SPR により、

mA3-N と因子Ｘの間に結合が見られた。結合に
関する定量的な解析はできなかったが、解離に関
しては早い解離と遅い解離の２つが混在すると仮
定した場合、妥当なフィッティングが得られた。 

 

図２． 因子Ｘの発現と精製 Lane 1: 精製タ
グとの融合蛋白質 Lane 2: プロテアーゼに
よる精製タグの切断 Lane 3-8: 切断後のイ
オン交換クロマトグラフィーによる精製画分
（Lane 3 が因子Ｘに、Lane 6 が除去されたタ
グに相当） 

 

図１ ．  マ ウス APOBEC3 N-末端ド メイン
（mA3-N）の精製 M: 分子量マーカー Lane 
1: His-tag がついた状態 Lane 2: His-tag 切断
後のイオン交換クロマトグラフィーにより精製さ
れた mA3-N. 



４） マウス APOBEC3 N-末端ドメインと因子 X
との共発現系の構築 
共発現した大腸菌を破砕し、遠心後の上清を

mA3-N と因子Ｘ、それぞれの精製タグによりアフ
ィニティー精製したものを SDS-PAGE で調べたと
ころ、通常の CBB 染色では、明確にもう一方のタ
ンパク質の結合を示すバンドは見られなかった。
そこで、抗体によるブロッティングを行った結果、
mA3-N と因子Ｘが共精製されてきたことを示唆す
るバンドが見られた。 

 
D. 考察 
昨年度まで、我々は精製用の His-tag を持った

ままの mA3-N 試料を用いて結晶化条件の検討
を行ってきた。比較的分子量の低い mA3-N にお
いて、His-tag の負の影響は大きいと考え、その
除去を行ったが結晶を得ることができなかった。
mA3-N の中にしっかりした立体構造を持たない
部分がある可能性が考えられるほか、mA3 が核
酸結合蛋白質であることから、表面電荷の分布
特性などが結晶化の障害となっている可能性が
ある。今後、変異の導入や特異的抗体フラグメン
トなどとの共結晶化などの検討が必要となろう。そ
の意味では、mA3 と相互作用する他の蛋白質と
の共結晶化も重要となろう。 

因子Ｘと mA3-N の相互作用については、SRP
法と共発現の両方で両者の結合を示唆するデー
タが得られた。特に、SRP 法で両者の解離が２段
階で進む可能性が示されたのは興味深い。静電
相互作用のような静的な結合だけでなく、構造変
化を含むような複合体の形成がなされているのか
もしれない。ただし、二つの実験結果はまだ暫定
的なものであり、明確な結論を得るためには、実
験系の改善と、そこから得られるであろうデータの
詳細な解析を待つ必要がある。 

 
E. 結論 
本研究では、マウスの APOBEC3 の多型とウイ

ルスに対する感受性との関係を分子構造の点か
ら調べるために、Ｘ線結晶解析による立体構造解
析をめざした。その結果、高純度の試料を得る精
製方法の確立には成功したものの、結晶は得ら
れなかった。 

マウスの APOBEC3 の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に関与すると
思われる因子Ｘとの直接的な相互作用を暫定的
ながら示すことができた。マウスの APOBEC3 と因
子Ｘとの複合体が安定なものなのかなどの問題
点も考えられるが、最終的には複合体の構造を
結晶解析で明らかにしたい。 
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