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研究成果の概要（和文）：抗HIV治療薬さらにはB型肝炎の治療薬として多くの核酸誘導体が服用されている。こ
れらの核酸誘導体が効かない薬剤耐性ウイルスの出現が問題となる。本研究では薬剤耐性を持つ逆転写阻害核酸
薬の設計に向けた新たな戦略の開発を目指した。具体的にはウイルスRNA鋳型鎖とプライマーDNA鎖間に共有結合
が形成させることで、薬剤耐性機構であるヌクレオチド除去反応が進行しても、従来の核酸誘導体とは異なり、
ウイルスRNA鋳型鎖状に修飾塩基が残り逆転写反応が完全に停止することを期待した。その結果、架橋反応２本
鎖DNAはHIV-1逆転写酵素を補足することによりHIV-1逆転写酵素を阻害できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：A number of nucleoside (or nucleotide) reverse transcriptase inhibitors 
(NRTIs) are used in the treatment of HIV and hepatitis B.  The long term administration of these 
medicines is required in this treatment, and leads the appearance of the drug-resistance virus. The 
major mechanism of resistance to NRTIs is a nucleotide excision, in which is removed of 
chain-terminating 3’-terminal NRTIs. In this study, we aim to develop the new strategy for the 
design of the reverse transcriptase inhibitor with drug resistance. We expected that the 
cross-linking reactions between RNA template and primer DNA would lead the inhibition for the 
reverse transcriptase reaction by forming covalent bond. We prepared the crosslink forming 
oligonucleotide (CFO) containing 2-amino-6-vinylpurine (AVP) at 3’ terminal position of the DNA 
primer. The CFO can react to the target thymine at the complementary site. The crosslinked duplex 
DNA can inhibit the HIV-1 reverse transcriptase by capturing this enzyme. 

研究分野： 核酸化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 

核酸誘導体は抗がん剤、抗ウイルス薬など

様々な薬剤として臨床応用されている。中で

も抗HIV治療薬さらにはB型肝炎の治療薬と

して多くの核酸誘導体が服用されている。こ

れらの核酸誘導体は逆転写酵素によりウイ

ルス RNA を鋳型として DNA に取り込まれ、

DNA プライマー鎖伸長反応を阻害すること

でウイルスの増殖を阻害する。しかし、HIV

及びB型肝炎の治療薬は長期投与が必要とな

るため、これらの核酸誘導体が効かない薬剤

耐性ウイルスの出現が問題となる。これらの

治療薬開発には薬剤耐性の克服が必要とさ

れるが、現在のところ薬剤耐性機構に抵抗性

を持たせる合理的な創薬指針はまだない。本

研究では、薬剤耐性を持つ逆転写阻害核酸薬

の開発に向けた新たな戦略の開発を目指し

た。 

 

２．研究の目的 

逆転写阻害核酸系薬剤の耐性機構は、特に

HIV 治療薬について研究が進んでおり、耐性

機構の主な一因として、ヌクレオチド除去反

応があることが明らかとなっている(図１)。 

 
変異した HIV-1 逆転写酵素は、プライマー3′

末端に導入され逆転写反応を停止させてい

る核酸誘導体を認識し、細胞内 ATP の求核

付加を介してこの核酸を除去し、逆転写反応

を再開させることが報告されている。本研究

では図１に示した薬剤耐性機構に着目し、薬

剤耐性を克服した逆転写阻害核酸系薬剤に

向けた新たな戦略の開発を目指した。 

３．研究の方法 

本研究では、ウイルス RNA 鋳型鎖とプライ

マーDNA 鎖間に不可逆的な共有結合を形成

する核酸誘導体を用いて耐性機構の克服を

目指した新規逆転写酵素阻害を提案した。下

記にその概念を示している。ウイルス RNA

鋳型鎖とプライマーDNA 鎖間に共有結合が

形成された後、薬剤耐性機構であるヌクレオ

チド除去反応が進行しても、従来の核酸誘導

体とは異なり、ウイルス RNA 鋳型鎖上に修

飾塩基が残ることで、逆転写反応が完全に停

止することを期待した。 

 

今まで報告されている逆転写酵素阻害核酸

系薬剤ではいずれも逆転写反応を止めるメ

カニズムによる DNA 合成阻害であることか

ら、ウイルス変異によりポリメラーゼが除去

修復機能を会得した場合には薬剤が効かな

くなる。本研究では、これらの耐性メカニズ

共有結
合形成
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架橋形成した２本鎖は従来の核酸誘導体
が取り込まれて形成した２本鎖と構造が
ほとんど変わらないため変異した逆転写
酵素により認識され除去反応が進行 

ウイルス RNA 鋳型鎖 
に固定（絶対に外れない） 

ヌクレオチド除去反応が進行しても鎖伸長が再開されない 

 図２ 本申請研究で提案した薬剤耐性機構
に着目した新規逆転写酵素阻害剤の開発 
 

 

従来の
NRTI

ウイルスRNA
鋳型鎖

DNA 
プライマー

 

ATP ヌクレオチド
除去反応 

変性した HIV 逆転写酵素触
媒による ATP の求核攻撃に
より核酸誘導体が脱離し、
DNA 伸長が再開される。 

 

図１核酸系逆転写酵素阻害剤に対する耐性
メカニズム 

 



ムを逆手にとり、ウイルス RNA 鋳型鎖に共有

結合を形成する架橋反応性核酸を用いるこ

とでその耐性機構の完全抑制を試みている

点が非常に斬新であると考えられる。現在、

B 型肝炎治療薬に関する薬剤耐性機構はまだ

詳細には不明であるが、HIV 治療薬に対する

のと同様にヌクレオチド除去反応がその機

構の一つであることが提案されている。今回

の申請研究により確立される方法論は B 型

肝炎治療薬に関する薬剤耐性機構解明に寄

与するのみならず、新たな治療薬創製の創薬

指針を提案できるものと考えている。 

 

４．研究成果 

まずプライマーの３‘末端に AVP の前駆体を

持つオリゴヌクレオチドを合成し、テンプレ

ート DNA に対する反応性を検討した。その

結果、中性条件下で相補的な位置のチミンと

反応することがわかった。 

 

次に、アルキル化された２本鎖をゲルで単離

し、HIV 逆転写酵素によるプライマー伸長反

応を行った。その結果を図４に示している。 

天然型のプライマーでは、dNTP を４種類入

れたときに、全長の DNA が伸長しているこ

とがわかる。一方、プライマーをテンプレー

トと架橋させた場合には dNTP を４種類加え

たときに、一番短い生成物が主生成物として

得られている。 

 

 

この主生成物は dATP のみを加えて伸長反応

を行った時よりもさらに短い瀬生物が得ら

れており、架橋によりプライマー伸長反応が

阻害されていることを示す結果である。どこ

で伸長が止まっているのかは明らかではな

いが、dNTP を４種類加えたときに、一番伸

長が阻害されていることは非常に興味深い。

次に、架橋反応した２本鎖 DNA がデコイと
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図 4 デコイ CL-DNA による HIV-1 逆転写酵素阻害 

Sequence of AVP-Primer and Template 

TTGTAGCACCATCCAAAGGTCT-AVP 

TCGAACATCGTGGTAGGTTTCCAGA-Y- TTTTTCAGAC-FAM 

5’ 3’ 
5’ 

AVP= 

Template

Y = C

Yield (%) 1 4 6 11 22

0     1 3 5 10    24  
Time in hours

Y = T

4 11 18 32 60

0     1 3 5 10    24  
Time in hours

Adduct

3’ 

図３ AVP を持つオリゴと標的に対する反応性 

Conditions: 2 uM AVP-Primer, 1 uM Template, 50 mM MES 
buffer (pH 7.0), 100 mM NaCl, 37 ˚

o

C 
 

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5

Unmodified (3’-dA) CL-duplex (3’-AVP) 

Conditions:250 nM duplex, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM 
KCl, 100 uM dNTP, 6 mM MgCl2

2
, 10 uM dNTPs, 500 nM HIV-1 

RT,  37˚C, 20 % Acrylamide gel for unmodified primer, 15 % 
Acrylamide gel for CL-duplex 

図３ HIV-1 逆転写酵素を用いたプライマー伸長反応 

TCGAACATCGTGGTAGGTTTCCAGA-T- TTTTTCAGAC-FAM 

TTGTAGCACCATCCAAAGGTCT-AVP 
Primer extension 
 



して働き、HIV-1 逆転写酵素を阻害する可能

性について検討した。すなわち、通常のプラ

イマーとテンプレートを含む反応系に、架橋

反応した２本鎖 DNA を加え、HIV-1 逆転写酵

素が阻害されるかどうかについて調べた。 

その結果、架橋した２本鎖は濃度依存的に

HIV-1 逆転写酵素を阻害することがわかった。

これらの結果は、架橋反応性核酸が HIV-1 逆

転写酵素を阻害できることを示している。当

初の目的であった除去修復反応の阻害に関

しては、用いた HIV-1 逆転写酵素には除去修

復反応を起こす活性がなく、現在のところ、

検討できてはいない。今後、酵素の活性につ

いても検討する必要があると考えている。 
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