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研究成果の概要（和文）：5剤のインテグラーゼ阻害剤(INSTI)が本邦で承認されておりHIV感染症とAIDSの治療
に広く用いられている。しかしHIVが1つのINSTIに耐性を獲得すると、他のINSTIsに対する耐性発現を促進、結
果的に既存の全てのINSTIsにも広く交差耐性を発現する。一方、HIVのINSTIs耐性発現機序は未だ不明な部分が
多く残されていることから、ウイルス学的、酵素学的、構造学的な手法を用いてINSTIsに対する耐性発現の機序
を解明し、同時に既存の複数のINSTIsに耐性を有するHIV変異株にも高い活性を発揮し、耐性が発現しないか、
もしくは著しく遅延する新規阻害剤の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：Five integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) have been used for 
treatment of HIV-1 infection/AIDS. Dolutegravir (DTG), a second-generation INSTI, has more potent 
antiviral activity with a high genetic barrier to development of drug resistance compared to 
first-generation INSTIs including raltegravir. Indeed, wild-type HIV-1 fails to develop highly 
DTG-resistant nature in vitro. However, Q148H/R/K mutations, which do not alter the susceptibility 
to DTG, facilitate HIV-1 to develop high-level resistance to DTG in patients who receive with 
DTG-containing regimens. The precise mechanisms by which HIV-1 acquires resistance to 
second-generation INSTIs such as DTG remain poorly understood. In this study, we attempted to 
clarify the mechanism of HIV-1’s acquisition of resistance to second-generation INSTIs and to 
develop anti-HIV-1 drugs, which are highly effective to INSTI-resistant HIV-1 variants with a high 
genetic barrier to development of drug resistance.

研究分野： 感染症内科学、血液内科学

キーワード： HIV-1　インテグラーゼ阻害剤　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HIVの高度INSTI耐性の発現にはインテグラーゼ（IN）の酵素活性部位を構成する3つのアミノ酸と直接、間接的
に相互作用する複数のアミノ酸置換の蓄積が必要である。本研究で明らかにしたINSTI耐性機序は耐性株にも効
果のある新規INSTI開発に繋がると思われる。更に、開発中のHIVプロテアーゼ阻害剤GRL-142がINにも直接結合
し、ウイルスcDNAの核移行を阻害する新規のHIV複製阻害メカニズムを明らかにした。GRL-142はINSTI耐性HIVに
対しても高い活性を発揮することから、世界的な懸念材料となっているINSTI耐性HIVを有する感染者に対する治
療薬開発に大きく資すると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

HIV-1感染症に対する抗レトロウイルス療法（antiretroviral therapy; ART）は近年長足の進歩を
遂げ、HIV-1感染者の臨床症状と生命予後は大きく改善、死亡者・新規感染者数が激減、かつて
の「死に至る感染症」は「コントロール可能な慢性感染症」となり、更には治療を受けた感染者
からの二次感染をも完全に予防できるとする『Undetectable=Untransmittable』 が通念となった。
しかし、現在の ARTでは、感染患者体内から HIV-1を排除する事は現実的に不可能とされ、一
旦感染すると複数の抗 HIV-1 剤を毎日、1日 1 回 (QD) 又は 1日 2 回 (BID) 服用しなくては
ならない。抗 HIV-1剤の副作用は抗癌剤等に比して比較的軽度ではあるが、長期内服に伴う副作
用や、薬剤耐性 HIV-1の出現は「治療の失敗」に結果し、予後不良となることが多い。インテグ
ラーゼ阻害剤（INSTIs）は、「大部分の HIV感染者に対して推奨される組合せ」として広く治療
に用いられているが、第一世代 INSTIである raltegravir（RAL）と elvitegravirは、INSTIs 耐性に
関連するアミノ酸変異が 1 つでも生じると著しく抗 HIV-1 活性が損なわれ、またインテグラー
ゼ（IN）が野生型の HIV-1株から比較的早期に試験管内で高度 RAL耐性株が誘導される。一方、
第二世代 INSTIである dolutegravir（DTG）は、1アミノ酸置換の耐性 HIV-1株に対して活性を維
持し、且つ HIV-1 の耐性発現に対して比較的高い抵抗性を有するが、RAL 耐性株を「出発株」
として耐性を誘導すると早期に高度 DTG 耐性株が出現する。また第二世代 INSTI である
bictegravir と cabotegravir でも高度 DTG 耐性株に対して高い交差耐性が観察され、著しく治療
効果が損なわれる。そうしたことから、高度 INSTIs耐性 HIV-1に対しても高い活性を示し、且
つ薬剤耐性が発現しない、もしくは著しく遅延する新規の INSTIsの開発が喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 

DTG は RAL と異なり野生 HIV-1 株の DTG に対する耐性発現に高い抵抗性を有するものの、
一旦 RAL耐性を獲得した HIV-1株は容易に DTGに対する高度耐性を獲得する。しかし、HIV-1
の INSTIs 、特に DTG に対する耐性発現メカニズムの理解と対応は一向に進んでいない。本研
究では、HIV-1の INSTIs耐性発現メカニズムの解析を細胞生物学的、ウイルス学的、酵素学的、
構造学的な研究領域での知識・技術・経験を駆使しながら進める。また高度 INSTIs 耐性 HIV-1
変異株にも高い活性を有し、且つ耐性発現が起こらない、もしくは著しく遅延する新規薬剤の開
発を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) 試験官内における薬剤耐性 HIV-1変異体の誘導 
「出発株」となる HIV-1を感染させたMT-4 細胞を、化合物を添加した培養液中で継代培養を
することで薬剤耐性 HIV-1 を誘導した。化合物濃度はウイルス複製を 50%阻止する濃度（IC50）
から開始し、ウイルス複製に応じて濃度を徐々に上げ、終濃度が 2 µMになるまで継代培養を繰
り返し行なった。ウイルス複製は培養上清中に産生される HIV-1 p24 タンパク質を測定すること
により評価した。また適宜プロウイルスの塩基配列を確認した。 
 
(2) 化合物の抗 HIV-1活性の評価 

96-well plateで化合物を 1 µMから 10 倍ずつ連続的に希釈を行ない、次にMT-4 細胞と HIV-1
を混ぜた混合液を添加、7日間培養を行なった。培養後、上清中の HIV-1 p24 タンパク質を測定
し、薬剤存在下と非存在下での p24 量を比較することで IC50値を算出した。 
 
(3) 結晶構造解析 
精製後の INKGD溶液 (5 mg/mL (約 300 μM)) に対し、GRL-142gが 600 μMとなるように添加
し、4℃で 1 時間インキュベート後、析出物が生じたので 12,000 rpmで 30分間遠心し上清を回
収した。48 well plate with raised cover (ハンプトン社; Cat#. HR3-275) の wellに結晶化溶液 300 μL
を添加する。結晶化には、ハンギングドロップ蒸気拡散法を使用した。タンパク溶液と結晶化溶
液を混合したドロップが乗っているスライドを well にセットする。結晶化条件の特定にスクリ
ーニングキットとして、Crystal screen、Crystal screen 2、Index、PEG/Ion screen、PEG/Ion 2 screen、
Wizard Classic 1～4を使用した。0.1 M Tris-HCl pH 8.5, 2% polyethylene glycol (PEG) 400, and 2 M 
Li2SO4 の条件で X 線回折に使用できる結晶が生成した。GRL-142 を確実に結合させるために、
結晶をピックアップする前日に結晶が生じている液滴に 0.2 μLの 20 mM GRL-142を添加した。
添加後に液滴内に析出物が生じたが、そのまま一昼夜、室温でインキュベートした。インキュベ
ート後の結晶をピックアップし、クライオ溶液に浸した後、液体窒素下で保存し SPring-8 に輸
送、X 線回折実験を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) HIVの DTG耐性獲得に重要な 3つのアミノ酸置換 L74I、T97A、F121Vを同定した。 



RAL耐性 HIV（HIVRALR）を出発株として試験管内で誘導した高度 DTG耐性 HIV変異体は
未報告のアミノ酸置換 F121Vを有していたため、更に DTG耐性を 6回繰返し F121Vの出現頻
度を確認した。6HIVRALRs は高濃度の DTG 存在下でも増殖可能となり、4DTG 耐性 HIVs が
F121Vを獲得、一方で F121Vを含まない 2つの変異体（V72I/L74M/V79Iの 3つのアミノ酸置換
を獲得した）も見られた。INSTIsに対する感受性試験の結果、F121Vに L74I/Mが加わると耐性
度が高く、一方 F121Vを含まない HIVは耐性度が低いことから、F121Vが DTG耐性に大きく
関与していると解された。 
更にRALに高度耐性を示す3つの異なるHIVクローンを作製し同様にDTG耐性を誘導した。

DTG耐性 HIV変異体は、INの酵素活性部位周辺に同定された 3つのアミノ酸置換 L74I、T97A、
F121Vのうち、 1つもしくは 2つを獲得していた。 
 
(2) 分子シミュレーションを用いた構造学的解析により、DTG耐性 HIVsで同定したアミノ
酸置換が INの酵素活性に重要なアミノ酸と直接/間接的に相互作用することが分かった。 
Cryo-EMによるHIV-1及びSIVのインタソーム (HIV-

1インテグラーゼ、ウイルスDNA及び宿主DNAから
成る複合体）構造を元にして、活性部位近傍の構造
を分子シミュレーションにより解析した（右図）。
L74 と F121 は、酵素活性に重要な 3 つのアミノ酸
D64, D116, E152のうち D64 および/もしくは D116と
直接相互作用し、T97は F121を介して D116と接し
ていた。Q148（DTG耐性誘導に用いた全ての RAL耐
性HIV変異体がQ148H/Rを有していた）もまたD116
および E152と直接相互作用していることから、HIV-
1の DTGに対する耐性獲得には、酵素活性部位のア
ミノ酸と直接もしくは間接的に相互作用する複数個
のアミノ酸置換の蓄積が必要であることが示唆され
た。 
 
 
(3) INSTI耐性を含む多剤耐性 HIV変異体に高い活性を発揮する GRL-142を同定した。 
我々は INSTIを含む臨床で主に使用されている 4 クラスの薬剤全てに高度耐性を示す HIVKGD

を試験官内での耐性誘導実験で得る一方、我々のグループが開発した HIV プロテアーゼ（PR）
阻害剤 GRL-142（Aoki & Mitsuya, eLife, 2017, e28020）が、HIVKGDに対して極めて高い抗 HIV活
性（IC50=130 fM）を発揮することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) GRL-142は INKGDに結合、IN NLSと直接相互作用する。またウイルス cDNAの核移行を阻
害することが分かった。 

GRL-142 は HIVKGDのインテグ
ラーゼ（IN）領域のみを導入した
感染性組換え HIV クローンに対
しても高い活性を維持した。また
HIVKGD の IN の catalytic core 
domain（INKGD）との X 線結晶構
造解析において、GRL-142 は
INKGD のダイマーインターフェー
スに結合しており、その一部が結
合部位近傍の核移行シグナル
（NLS）と直接結合、相互作用す
ることを確認した。 

図 2.GRL-142と INKGD 
(catalytic core 
domain）とのX線結晶
構造解析 
GRL-142（矢印、ステ
ィックで示した）はダイ
マー（それぞれ緑と青
のリボンで示した）を形
成した INKGD のダイマ
ーインターフェースに
結合する。INの 3つの
catalytic residues 
（D64, D116, E152）を
赤で示した。 

 

GRL-142 exerts extremely potent        
antiviral activity against HIVKGD 
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表 1. HIVKGDに対する 4 クラスの薬剤の抗 HIV-1活性の評価 
米国 FDA に認可されている 4 クラスの薬剤（治療によく用いられている薬剤を試験に用いた）の野生株 HIV-1（HIVNL4-3WT）
および HIVKGDに対する IC50（ウイルスの増殖を 50%抑制する薬剤濃度）を示した。HIVKGDは 4 クラス全ての薬剤に高度耐
性を示したが、GRL-142の HIVKGDに対する抗 HIV-1活性は HIVNL4-3WTに対してよりも 100倍高かった。 
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図 1. IN 活性部位近傍の分子シミュレーション
による構造解析 
DTG 耐性 HIV 変異体に同定されたアミノ酸置
換 L74I, T97A, F121Vはインテグラーゼの酵素
活性に重要な 3つのアミノ酸 D64, D116, E152
と直接、間接的に結合する。 



(5) GRL-142はウイルス cDNAの核移行を阻害することが分かった。 
GRL-142の存在下で産生した感染性組換え HIVKGDクローン（rHIVPR-KGD/RT-KGD/IN-KGD/142+）を細

胞に感染させると、細胞内で逆転写反応により生成するウイルス cDNA が核移行した際に形成

される 2-LTR circular cDNAが著しく減少することが分かった。GRL-142 は PR だけではなく、

特に INSTIに耐性を獲得した INにも結合し、ウイルス cDNAの核移行を阻害することで HIVKGD

に対して極めて高い抗 HIV活性を示すことが分かった (Aoki & Mitsuya. Science Advances in press 
2023)。 
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