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研究成果の概要： 

(1) HIV 宿主内進化過程を推定するための計算アルゴリズム vSPA を開発した。AIDS 患者２症例

から経時的に得られた 1000 個近い HIV-1 サンプルへ適用した結果、薬剤耐性獲得に関連する突

然変異などを検出することができた。 

(2) バイオインフォマティクス手法を用いて、抗 HIV 剤治療を受けた１症例より経時的に採取

した HIV-1 サンプルから、Gag と PR 遺伝子間の共進化突然変異を推定した。さらに in vitro 実

験を行い、これらの同時変異が機能的に有意であることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 

HIVの発見から20年以上を経ったが、感染者

の数は依然として世界規模で年々増加し、エ

イズは未だに人類を脅かしている脅威の１

つである。90年代から始まった多剤併用抗

HIV 治 療 法 ― HAART (Highly Active 

Antiretroviral Therapy) が大きな成果を挙げた

が、薬剤耐性ウイルスの出現は新しいチャレ

ンジになっている。バイオインフォマティク

スの手法を活用し、急速に蓄積されてきた多

様なHIVデータ、特に同一患者からの連続サ

ンプルを迅速に解析し、多剤併用治療下の
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HIV宿主内進化過程及び薬剤耐性獲得機構の

解明に有用な情報を提供する研究が必要と

された。 

 

２．研究の目的 

 (1) 連続サンプルによるHIV宿主内進化解

析法の開発 

HIV の進化速度は非常に速いため、同一患者

から連続サンプルを採取することが可能で

あり、連続サンプルの解析により実時間でそ

の進化過程を観測することができる。しかし、

いままでの伝統的な分子進化系統樹作成法、

例えば最尤法や近隣法は、同時点の分子デー

タの系統関係を推定するために開発された

ものであるため、分子データの時間的な前後

順序を考慮していない。また、HAART を受け

るエイズ患者体内での HIV進化は多種類の抗

HIV 剤の攻撃により非常に複雑な過程であり、

進化の途中で絶滅したウイルスもあれば一

旦消えてから（頻度が非常に低くなる場合）

再び現れるものもある。さらに、多剤組み合

わせで投与することにより、異なる耐性変異

を保有する複数のウイルス準種集団（類似性

が非常に高いが完全に同じではないウイル

ス集団）が異なる頻度で同時に存在すること

が予測される。このようなダイナミックな進

化過程を時系列的に解析するために、我々は

計算 プログラ ム vSPA （ virus Sequential 
Pathway Analysis）を開発することを試みた。

宿主内における HIVの進化過程を推定するこ

とにより、様々な抗 HIV 剤組合せに対する薬

剤耐性変異獲得の情報を迅速に検出するこ

とがこの研究の目的であった。 

 

(2) PR と Gag の共進化に関する解析 

抗 HIV薬剤耐性研究においてもう１つのチャ

レンジは異なる HIV遺伝子間の共進化である。

プロテアーゼ（PR）阻害剤耐性を獲得した HIV

ではしばしば Gag 遺伝子にも、耐性を獲得し

た PR との結合を回復させる変異が獲得され

ることが知られている。この現象は Gag と PR

が互いに干渉しながら進化をしている（共進

化）ためであると考えられるが、その詳細は

未だ明らかとなっていない。今までこの共進

化の解析に２つの難題があった：①遺伝子間

の繋結が保障される形での遺伝子増幅と配

列解析を行うことが必要であるが、従来の実

験法では遺伝子増幅時に人為的組み換えが

10％～20％の頻度で生じてしまい解析誤差

となってしまう。②共進化に関する計算法も

従来の手法では擬陽性の検出が多く解析の

大きな障害となる。そこで、我々は最新のシ

ーケンシング技術と共進化解析法をこの研

究に適用し、異なる HIV 遺伝子（Gag、PR と

RT）の間で起こる薬剤耐性獲得に関連する共

進化変異を探索する研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) vSPAアルゴリズムの開発 

vSPAアルゴリズムは大きく二つのステップ

に分かれる。まず、各サンプリング時点で採

取したウイルスデータをその類似性からク

ラスタリングを行う（図１）。そして、進化

距離に基づき、クラスターのレベルで時点間

のウイルス進化パスウェイを推定する(図

２)。このアルゴリズムは以下のような特色

がある：①サンプルの採集時間や前後順序の

情報を取り入れたウイルス進化パスウェイ

を構築することができる。②伝統的な系統樹

と比べ、ウイルス準種の系統関係を推定する

だけでなく、多様なウイルス準種の出現から

消滅までの動的な進化過程を表現すること

もできる。③ウイルスの進化過程をグラフィ

クツールで可視化した。④経時的に変化する

アミノ酸頻度も推定されるため、投与した薬

剤や臨床情報と照合すれば、薬剤耐性獲得に

関連する突然変異を検出することができる。 

 

 
 

図1 クラスタリングの模式図。隣接２時点

（サンプリング時点）のウイルス配列を用い

て進化距離行列を計算し、その距離行列から

相関係数行列を作成する。コドンレベルでpe

rmutationテストを行い、各時点におけるウ

イルス配列の相関係数閾値を推定する。その

閾値を用いてクラスタリングを行う。2つの

クラスター間で共通の配列と全体の配列の

比が0.5以上である場合、２つのクラスター

を統合する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 進化パスウェイを推定する模式図。過
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去と現在のウイルスクラスター間における

進化距離の平均値を計算し、この値が最小と

なる過去のクラスターを祖先クラスターと

する。 

 

(2) PR と Gag の共進化解析 

まず、米国の研究グループに最近開発された

遺伝子間のリンケージが保障された SGS 法

(Single Genome Sequencing)を再現することに

成 功 し 、 異 な る 遺 伝 子 領 域 に 亘 っ て

（Gag-PR-RT）遺伝子の増幅を行った（2573bp）。

計算法について、分子データの系統関係に基

づいて共進化サイトを探索するプログラム

Spidermonkey BGM を用いた。そして、既知の

ウイルス学知識に基づいて推定された結果か

ら耐性関連の共進化候補を絞り、さらに in 
vitro実験を行った。具体的に、野生型のGag-PR

に点変異で共進化変異を導入するウイルスを

作製し、複数の抗 HIV 薬剤に対する感受性テ

ストを行って、組換え体ウイルスがもつ PR の

Gag の切断効率も測定した。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

図３ Construction of recombinant viruses. Six 
different types of recombinants were constructed : 
(i) P, NL4-3 backbone with patient-derived Gag 
and PR; (ii) Pminus453, NL4-3 backbone with 
patient-derived Gag and PR but P453LGag was 
converted to wild-type; (iii) Pminus35, NL4-3 
backbone with patient-derived Gag and PR but 
E35DPR was converted to wild-type; (iv) 
N+453/30/35/88, NL4-3 backbone including the 
substitutions of P453LGag, D30NPR ,E35DPR and 
N88DPR; (v) N+453/30/88, NL4-3 backbone including 
the substitutions of P453LGag, D30NPR , and 
N88DPR (vi) N+30/88, NL4-3 backbone including 
the substitutions of D30NPR and N88DPR. 
 

 

４．研究成果 

(1) vSPAアルゴリズムの開発 

国立感染研エイズ研究センターのご協力を

得て、vSPA を AIDS 患者２症例（Patient1、
Patient2）から経時的に採取した 1000 個近い

HIV-1 PR と RT 遺伝子のサンプルへ適用し、

経時的なウイルス進化パスウェイを構築し

た。そのパスウェイに沿ってアミノ酸頻度変

化を計算することにより、既知の薬剤耐性変

異を多数検出しただけでなく、今まで報告さ

れていない２つの耐性変異間の共進化関係

も見出した。これらの結果は、薬剤耐性変異

獲得メカニズムの解明や抗 HIV治療の予後予

測などに対して、重要な情報を提供できると

考えられる。 

この研究の成果は以下の論文にまとめ、す

でに国際誌に投稿した。掲載が決まり次第、

vSPAプログラムもWeb上で公開する予定であ

る。 
Inferring within-patient HIV-1 evolutionary 
dynamics under anti-HIV therapy using serial 
virus samples with vSPA 
Hasegawa N, Sugiura W, Shibata J, Matsuda M, 
Ren F*, Tanaka H 
 

 
図４ vSPA により推定した Patient1 の PR 遺

伝子（273 配列）の進化パスウェイ。赤の点

線で囲ったウイルス準種集団と、青の点線で

囲った準種集団が、H 時点を境にメイン集団

として入れ替わったことが分かった。前者は

PR 阻害剤 NFV の耐性変異 D30N を獲得し、NFV

が投与された時期（C 時点から F 時点まで）

に高頻度（黄色のクラスターで示す）で存在

した。A-O: サンプリング時点。 

 

(2) PR と Gag の共進化 

52 ヶ月間抗 HIV 剤治療を受けた１症例（38 歳

の日本人男性）より経時的にウイルスサンプ

ルを採取し、HIV-1 RNA を抽出後、SGS 法 に

より合計 129 クローンの Gag-PR-RT 領域のク

ローニングを行った。得られたウイルスサン

プルについて Spidermonkey BGM を用いて解

析したところ、8 つの共進化ペアが推定され

た。その中でも、Gag の切断点近傍に位置す

る P453L が PR 阻害剤 NFV 耐性変異である PR

の D30N および N88D と共進化していることに

注目した。共進化の有意性について in vitro の

実験系にて確認したところ、NFV の存在下に

おいて P453L, D30N, N88D をもつウイルスク

ローンはD30N, N88Dのみをもつクローンに比

べ明らかに高い増殖能力を示したことから、

これらの変異の組合せが機能的に有意である
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ことが確認された。さらに興味深いことに、

今まで認識されていない Gag-RT 両遺伝子間

にも共進化変異が存在することが明らかとな

った。  

 

 
図５ Spidermonkey 法で推定された共進化

変異を近隣法で作成した系統樹にマッピン

グした結果である。共進化変異が起きた枝を

点線で示した。 

 この研究成果について、すでに英文論文を

作成し、近いうちにウイルス系国際誌に投稿

する予定である。 
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