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研究成果の概要（和文）： 

 我々のグループは本研究期間でプロテアーゼ阻害剤 (PI) 耐性変異株の重感染と遺伝子相

同組み換えによって、耐性が起こりにくい darunavir (DRV)に対しても HIV-1 が高度の耐性を

獲得することを報告した。また DRV とは異なる基本骨格 cyclopentanyl-tetrahydrofuran を有

し、HIV-1 プロテアーゼ(PR)の活性中心部位に 2つの異なる結合様式で結合する GRL-02031 を

報告、更に macrocyclic 構造を有し、高い抗 HIV-1 活性を発揮する GRL-0216A, -0286A を同定

した。加えて tetrahydropyrano-tetrahydrofuran を有し、DRV 高度耐性株を含む多剤耐性株

に対して極めて強力な活性を発揮する GRL-1388A, -1398A を同定した。更に我々は

oxatricyclic-THF を有し、DRV 耐性株を含む高度多剤耐性株に対して高い抗ウイルス活性を維

持、また DRV よりも低濃度で PR 二量体化阻害 (PDI) 活性を発揮する新規化合物、GRL-0519A

を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 We reported in this study period that, through superinfection of cells with multiple 

HIV-1 strains and homologous recombination, HIV-1 can acquire high-level resistance 

against darunavir (DRV), to which HIV-1 hardly acquires resistance. We also identified 

cyclopentanyl-tetrahydrofuran-containing GRL-02031, which binds to HIV-1 protease in a 

bimodal way and exerts potent antiviral activity. Furthermore, we obtained GRL-0216A and 

-0286A with a macrocyclic ligand plus GRL-1388A and -1398A which contain a 

tetrahydropyrano-tetrahydrofuran moiety and exert potenta activity agaisnt multi-drug 

resistant varinats including DRV-resistant HIV-1 strains. We also ideintified GRL-0519A, 

which contains an oxatricyclic-tetrahydrofuran with potent anti-HIV activtiy agaisnt a 

wide spectrum of drug-resistant HIV-1s and potent activity to block the dimerization of 

HIV-1 portease monomers. 
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・感染症内科学 

キーワード：感染症、HIV、エイズ、HIV 酵素二量体化阻害剤、創薬 

 

１．研究開始当初の背景 

ヒト免疫不全ウイルス (HIV) 感染によっ

て起こる後天性免疫不全症候群 (AIDS) の

化学療法は長足の進歩を遂げ、かつて恐怖の

「死の病」とされた本感染性疾患は「コント

ロール可能な慢性感染症」と再定義し得る程

となった。しかし、HIV は薬剤耐性を獲得し

て治療に抵抗し、また耐性ウイルスによる初

感染症例が増多しており、野生株と多剤耐性

株の双方に強力な活性を発揮し、薬剤耐性を

誘導しにくく、副作用が少なく、服用しやす

い新規の薬剤の開発が急務である。申請者

(満屋)は後天性免疫不全症候群 (AIDS) に

対する治療薬の開発に 1984 年から関わり、

世界で最初の 3 種類の抗 HIV 薬 (AZT, ddI, 

ddC) の開発に成功し、2006 年 6 月には多剤

耐性 HIV に対して高い活性を発揮する

protease-inhibiting and protease 

dimerization-inhibiting drugs (PIPDIDs) 

の 一 員 で あ る darunavir (DRV 、

PrezistaTM)(Koh & Mitsuya et al, AAC. 47: 

3123, 2003; Ghosh & Mitsuya. Acc Chem Res, 

41: 78-86, 2008) の臨床開発にも成功した。

DRV は現在世界各国と日本で HIV-1 感染症と

AIDS に対する治療のファーストライン薬と

して用いられている。 

一方、申請者のこれまでの研究は HIV のラ

イフサイクルの異なるステップ(侵入・逆転

写・ウイルス粒子形成過程など)で HIV 増殖

に関わるウイルス・細胞の各因子に対する多

数の基礎的データの蓄積をもたらした。特に

ウイルス学的・遺伝子学的解析と結晶構造解

析手法を駆使した薬剤と標的分子の構造学

的解析研究は CCR5 阻害剤、逆転写酵素阻害

剤、PIPDIDs 等抗 HIV 剤の作用機序・薬剤耐

性機序の解明に大きく貢献した (Mitsuya et 

al, Nature 325:773-778,1987; Mitsuya et al, 

Science, 249:1533-1544,1990; Yoshimura & 

Mitsuya et al, PNAS. 96: 8675-80, 1999; 

Gatanaga & Mitsuya et al, JBC. 281: 1241-50, 

2006; Maeda & Mitsuya et al, JBC. 281: 

12688-98, 2006; Nakata & Mitsuya et al, AAC. 

51: 2701-8, 2007; Amano & Mitsuya et al, 

AAC. 51: 2143-55, 2007; Koh & Mitsuya et 

al, JBC. 282: 28709-20, 2007)。 

プロテアーゼ (PR) 阻害能と PR 二量体化

阻害能の二つの活性を有する DRV は既存の通

常型プロテアーゼ阻害剤に比して極めて高

い臨床効果をもたらしており、薬剤耐性 HIV

変異株が出現して、瀕死の状態にあった AIDS

患者が社会に復帰できる様になった。しかし、

既に長期に亘る抗 HIV薬で治療を受けて来た

一部の患者で DRV に対する耐性 HIV 変異株の

出現が報じられる様になった。 

 

２．研究の目的 

本研究では PIPDIDs の一員である DRV と、

我々が最近になって同定した主要な PIPDIDs

に対する耐性変異出現の分子機構を解明し、

DRV よりも更に強力で、HIV の耐性発現に抵

抗する新規の PIPDIDs のデザイン・合成・同

定・開発およびその基礎となるウイルス学・

酵素学・細胞生物学・薬理学・結晶解析学的

研究を、米国Purdue大学のArun Ghosh教授、

米国 Rutgers 大学の Eddy Arnold 教授、米国

Wayne 州立大学の Ladislau Kovari 教授との

共同研究で進めている。ウイルス学的・酵素

学的・構造解析学的な多角的解析を行うこと

で、HIV プロテアーゼの二量体化過程での

dynamics に対する新たな知見が得られると

強く期待される。そのような知見は HIV 増殖

の際のプロテアーゼの挙動についての詳細

な分子機構を明らかにする可能性が高い。 

 

３．研究の方法 

1) 抗HIV活性評価：新規に合成した化合物の

スクリーニングにはMT-2細胞を用いたMTT法

などを用い、有望な新規化合物については

MT-4細胞やPBMCを標的細胞としたp24アッセ

イにより多剤耐性株を含む複数のウイルス株

に対する活性評価を進める。 

2) 抗 HIV 作用発現のメカニズム解析： 新規

の化合物のウイルスと細胞への作用と抗 HIV

効果の機序解析を進める。多数の HIV クロー

ンの作成・検討が必要とされるが、high 

throughput DNA sequencer ABI-3130 を用い

るため迅速な実験データの解析が可能であ

る。 

3) PR モノマーの結晶解析: 申請者は既に野

生型及び種々の変異 PR を精製しているが、

更に PRモノマーの不安定な部分を truncate

し た も の 、 ま た 種 々 の  stabilizing 

mutations を導入した PR を作成し、尿素で

de-dimerize して、高濃度の DRV（e.g., プ

ロテアーゼ１に対して DRV 分子 20 など）を

加えた状態で尿素を dialyze して PR モノマ
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ーが一定のconformationを獲得した所でDRV

を結合させ、その状態で結晶化を図る。我々

はコンプレックスの結晶作成に既に着手し

ており、結晶解析が進めば DRV を始めとした

PIPDIDsのPRモノマーへの結合の態様が理解

されると同時に、PR 二量体化の dynamics が

世界で初めて解明されると期待される。 

4) 薬剤耐性のメカニズム解析： X 線結晶解

析をはじめとした蛋白の微細構造研究の方

法論を用いて，多剤耐性 HIV 株の発現機序の

分子・原子レベルでの解析を行う。更に構造

を基礎とした薬剤のデザイン・再デザインを

行う。新規の PI に対して試験管内で耐性 HIV

変異株を誘導し、更にそのようにして誘導さ

れた HIV についてウイルス学・生化学・遺伝

子学的・X 線結晶学的解析を行い耐性発現機

序の解明を図る。 

5) PR の二量体化の定量評価： 我々は FRET 

(fluorescence resonance emission 

transfer) の系を用いて、二量体化を評価す

る系を確立しており、dimerization に重要と

されるアミノ酸置換を有する種々の CFP/YFP

タグ付き変異体を多数作成して、FRET の系を

用いてそれぞれのアミノ酸が dimerization

にどのような役割を果たしているかを明ら

かにする。 

 

４．研究成果 

我々のグループは試験管内における DRV の

研究を続けており、複数の多剤耐性臨床分離

HIV-1 混合株を開始株とした耐性誘導実験に

おいて、複数のプロテアーゼ阻害剤 (PI) 耐

性変異株の重感染と遺伝子相同組み換えが

起こることで、HIV-1 が DRV に対する高度耐

性を比較的早期に獲得する可能性があるこ

とを報告した (Koh, & Mitsuya et al, J 

Virol. 84: 11961–11969, 2010)。また我々

は米国 Ghosh グループと共同で、構造解析学

的データに基づき DRV と同様に P2 部位に

bis-THF 構造を有し、更に P2’部位の

benzodioxole構造がHIV-PRの flap領域と水

素結合を持つ新規 PDI、GRL-98065 (Amano & 

Mitsuya, AAC. 51:2143-55, 2007) や、DRV

と は 異 な る 基 本 骨 格 で あ る

cyclopentanyl-tetrahydrofuran (Cp-THF) 

を有し、HIV-1 PR の活性中心部位に 2つの異

なる結合様式 (bimodal binding mode) で結

合する新規 PI, GRL-02031 を報告(Koh & 

Mitsuya et al, AAC. 53: 997-1006, 2009)、

また macrocyclic 構造を有し、薬剤耐性 HIV

に対して高い活性を発揮する一連の低分子

化合物、GRL-0216A, -0286A 等の PDIs を同定、

詳細な結晶構造解析により同構造が HIV-PR 

flap 領域に広範に結合する事で強力な活性

を発揮する事を報告した (Tojo & Mitsuya et 

al, AAC. 54: 3460-3470, 2010)。加えて

tetrahydropyrano-tetrahydrofuran 

(Tp-THF) といった bis-THF とは異なる基本

骨格を有する PIs である 2 つの異性体、

GRL-1388A, -1398A を同定、DRV 高度耐性株

を含む多剤耐性株に対して極めて強力な活

性を発揮する事を確認、同化合物群に対する

HIV-1 の耐性獲得の機序について詳細に検討

し、また結晶構造解析によりGRL-1398AはDRV

と 比 較 し て HIV PR と の 水 素 結 合 や 

hydrophobic contacts 等の相互作用をより

多く有しうる事などを報告した (Ide & 

Mitsuya et al, AAC. 55:1717-1787, 2011)。

更に我々は oxatricyclic-THF (tris-THF)と

いう全く新しい構造を有し、DRV 高度耐性株

を含む複数の高度多剤耐性株に対し広いス

ペクトラムでの極めて高い抗ウイルス活性

を維持、また DRV よりも低濃度で PR 二量体

化阻害 (PDI) 活性を発揮する新規化合物、

GRL-0519A を開発・同定し (Ghosh, Amano & 

Mitsuya et al, Chem Med Chem, 5 :1850-1854, 

2010)、結晶構造解析を含む同化合物の詳細

な検討を行い、tris-THF 構造において

bis-THF構造がDRV等と同様にPR活性中心部

位のアミノ酸主鎖と強固に結合することに

加え、3番目の THF 基が更に HIV-1 PR の複数

領域の主要アミノ酸群と相互作用を有しう

る事を確認、この事が GRL-0519A の強力な PR

酵素活性阻害能および PR 二量体形成阻害能

に寄与するものと解された。これら複数の新

規化合物は臨床試験移行を前提に更なる検

討中である。 
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