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成果の概要 

神庭圭佑 (京都大大学エネルギー理工学研究所) 

[研究の背景と目的]  

 ヒトのAPOBEC3Gタンパク質 (A3G) はHIVの逆転写反応中間産物の cDNAに作用し、

シトシンを脱アミノ化してウラシルに変換する。その結果 HIVの遺伝情報は破壊され、A3G

は抗 HIV 活性を発揮する (図 1)。すなわち A3G は HIV に対する防御機構としての役割を

担う 1。HIV が有する Vif タンパク質 (Vif) は A3Gを無力化する。このため、Vif 存在下で

は A3G は抗 HIV 活性を発揮できない (図 1)。 

 Vif は抗 HIV 開発における創薬ターゲットであり、これまでに Vif を標的とする抗 HIV

薬は報告されていない。Vif は単独で構造を有しない天然変性タンパク質であり、HIV に感

染したヒト細胞内では、Vif はヒト CBFβ タンパク質、E3 ユビキチンリガーゼ関連タンパ

ク質 (EloB、EloC、Culin5) と 結合し、分子量 100 kDa 程度からなる五者複合体 (Vif 複

合体) を形成する。 

 従来は、Vif は 主として A3G の N 端ドメインと結合し、A3G をユビキチン化すること

でプロテアソームを介して分解すると考えられてきた (図 2)。これまでに Vif 単独での可溶

化、調整については成功例がないが、Vif 複合体の X 線結晶構造が決定され、構造を有する

Vif複合体の調製が可能となった 2。 一方で、Vif と A3Gの N 端ドメイン間の結合や、A3G

のユビキチン化を阻害しても、HIV 感 染細胞中で A3G が本来の機能を発揮できたという

報告はない 3,4 。 

 申請者は長年 A3G によるシトシンの脱アミノ化機構について研究を行ってきた 5,6,7。こ

の知見を活用し、Vif 複合体を調製し、その存在下で A3G の全長及び C 端ドメインの活性

を定量したところ、Vif 複合体は A3G の C 端ドメイン (CTD) の活性を直接阻害すること

を見出した (図 2) 。すなわち、Vif は複数の A3G無力化手段を有していることが示唆され

た。これらを同時に無力化できれば、A3G が本来の機能を発揮でき、これまでにない機構

を有する新規抗 HIV 薬開発の手がかりになると期待される (図 2)。 

 

 図 1. Vif は A3G を無力化するため、A3G は本来の機能を発揮できない. 
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 図 2. Vif の A3G 無力化機構、これまでの知見と申請者の仮説. 

 

[Vif 複合体の選択的安定同位体標識]  

 大腸菌を用いた連続発現系を用いて、Vif 複合体中の Vif および CBFβ の選択的標識を行

い、その NMR スペクトルを測定した。はじめに、Vif のみを標識した Vif 複合体を調整し、

1H-15N HSQC スペクトル、1H-15N TROSY スペクトル、1H-13C Methyl TROSY スペクトルを

測定した。いずれも標識自体には成功したが、Vif 複合体が高分子量であるため、解析可能

な良好な NMR スペクトルを得ることはできなかった。そこで、高分子量のタンパク質に用

いられる、1H-15N CRIPT-TROSY スペクトルを測定したところ、上記より分離の良い、Vif

の側鎖及び主鎖のアミドプロトンと思われる NMR シグナルを得ることができた。このスペ

クトルをさらに帰属するため、Culin5 等の重水素標識によりプロトン由来のシグナルを間

引き、アミノ酸選択的標識法等の手法を用いて帰属を試みる予定である。次に、CBFβ のみ

を標識した Vif 複合体を調整し、1H-15N HSQC スペクトルを測定したところ、CBFβ 単独の

場合と比べて、シグナル強度の減少と、一部のシグナルにシフトが見られた。このことは、

Vif 複合体中の CBFβ が、想定通り複合体中に含まれ、単独の場合とは異なる構造を有して

いることを示唆している。より解析に適した分離の良いスペクトルを得るため、Culin5 等

の重水素標識によりプロトン由来のシグナルを間引き、必要に応じてアミノ酸選択的標識

法等の手法を用いる予定である。Vif の阻害剤の候補として、申請者が調整した Vif 複合体

を提供した千葉工業大学の坂本研究室より、Vif に特異的に結合する RNA アプタマーを得

た。今後は、このアプタマーがVifとNTDの相互作用を阻害できるか検証する予定である。 

 

[Vif による A3G の脱アミノ化阻害]  

 Vif 複合体及びその構成タンパク質存在下で、A3G の脱アミノ化反応を、実時間 NMR 法

5,6,7及び、ゲルを用いた生化学的手法を用いて定量した。Vif複合体をCTDと等量加えると、

CTD の脱アミノ化活性は 1%以下に低下する。Vif 複合体から Culin5 を除いた Vif 四者複

合体 (Vif-CBFβ-EloB-EloC) で同様の実験を行うと、Culin5 を除くことにより、Vif 複合

体の CTD に対する阻害効果は全ての構成要素が揃った Vif 複合体の 20%程度に低下した。
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一方で、Vif、CBFβ、EloB-EloC 複合体、Culin5 は、CTD 対する阻害効果は、生化学的方

法では検出できなかった。APOBEC ファミリーに属し、A3G と同様の構造と機能を持つ、

A3F、A3B についても、その活性を Vif 複合体が阻害できるか検証したところ、Vif 結合部

位を有する A3F、Vif 結合部位を有さない A3B の両方に対して、Vif 複合体は阻害効果を示

した。 

 

[Vif 複合体とその関連タンパク質と、DNA との相互作用]  

 タンパク質 (CTD、Vif 複合体、CBFβ、EloB-EloC 複合体、Culin5)と DNA の相互作用

を分析用超遠心、サイズ排除クロマトグラフィー、蛍光異方性測定、ゲルシフトアッセイ

を用いて検証した。主として分析用超遠心で、Vif 複合体は高濃度では自己会合する傾向が

あり、1 分子の A3G の基質 DNA に対して、3 分子程度の Vif 複合体が結合することが示唆

された。CTDと DNA の結合の強さは Vif 複合体と DNA 間の結合の 1%以下であった。そ

の他のヒトタンパク質と DNA 間の相互作用は検出できなかった。また、Vif と DNA の相

互作用を蛍光異方性測定で検出したところ、Vif 複合体と同程度強さの結合が観測された。

以上より、Vif 複合体と DNA 間の結合は、Vif が担っており、それ以外のタンパク質は関与

しないことが示唆される。 

 

[CTD と、Vif 複合体とその関連タンパク質との相互作用]  

 タンパク質間相互作用、すなわち、CTDとVif複合体、Culin5を除いたVif複合体、CBFβ、

EloB-EloC 複合体、Culin5 の相互作用を比較した。CTD を Vif 複合体で滴定し、CTD の

NMR スペクトルを観測すると、Vif 五者複合体を加えるほど CTDのアミドプロトン由来の

シグナルが減少した。CTD と Vif 五者複合体の混合比がおよそ 1:1 の時点では、ほとんど

全ての CTDのアミノ酸のアミドプロトン由来のシグナルが消失したが、一方で側鎖のアス

パラギン、グルタミンや末端のアミノ酸残基のシグナル強度は Vif 複合体添加前と変わらな

かった。Culin5 を除いた Vif 複合体、Cul5 についても同様の測定を行うと、これらの添加

に伴い CTDのアミドプロトン由来のシグナルは減少したが、その減少の程度は Vif 複合体

のおよそ半分程度であった。更に、CBFβ、EloB-EloC 複合体についても、CTD の一部の

アミノ酸残基由来のシグナル強度が減少した。これらの変化は溶液の塩濃度が増加すると

消失した。以上のことから、CTD と Vif 複合体とその構成タンパク質との相互作用が静電

相互作用に起因することが示唆された。次にこの結果を裏付けるため、分析用超遠心で分

子間相互作用を評価したところ、CTD と Vif 複合体の相互作用は観測され、両者は高分子

量の複合体を形成する可能性が示唆された。加えて、CBFβ、EloB-EloC 複合体、Culin5

についても、CTD との相互作用が観測され、分子量から、いずれも 1:1 の結合比で相互作

用することが示唆された。 

 以上の知見から、Vif複合体によるCTDの阻害は、Vif複合体中のヒトタンパク質 (CBFβ、

EloB-EloC 複合体、Culin5) が担っている可能性が示唆された。今後、Vif の変異体を調整
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し、Vif 部分が CTD の阻害に影響を及ぼすか評価した後、論文としてまとめる予定である。 

 

[まとめ]  

Vif が A3G を無力化する手段について、包括的に解析するために、それぞれのアッセイ系

の確立に着手した。A3G の N 端ドメインと、Vif 複合体の相互作用については、構成分子

を選択的に安定同位体標識した、Vif 複合体の NMR スペクトルがプローブとなるか検証し

た。その結果、1H-15N CRIPT-TROSY を用いた場合に、Vif のアミノ酸残機由来のシグナ

ルを示唆する有望な結果が得られた。今後は、非標識分子の重水化等を駆使して、より精

度の良い NMR スペクトルを得ることを目指す。加えて、Vif 複合体が CTD 活性を直接阻

害するメカニズムについて検証した。阻害実験と、網羅的な分子間相互作用実験から、予

想に反して、Vif による CTD の阻害は、Vif 複合体中のヒトタンパク質 (CBFβ、EloB-EloC

複合体、Culin5) が担っている可能性が示唆された。今後、Vif の変異体を調整し、Vif 部

分が CTD の阻害に影響を及ぼすか評価した後、論文としてまとめる予定である。 
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