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研究成果の概要（和文）： HIV 内での多様な変異を効率的に検出するパイロシークエンスを基

盤とした一分子解析手法の確立とHIVのquasispecies形成の機構解明をシークエンスによって

検討した。結果、１０コピー以下の cDNA 分子の個別増幅が可能なシステム構築が達成でき、か

つ quasispecies 形成を解析する基礎となるプロウイルス DNA のサブタイプ分類や Gag、PR が共

進化を辿っていることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop a single-cell analytical technique based

on pyrosequencing to accurately identify diverse mutations within HIV and to conduct sequence-based

elucidation of the mechanisms related to HIV quasispecies formation. As a result, we were successful in

the establishment of a system for measuring cDNA molecules to as low as 10 copies. Furthermore, we

were also successful in tracing the coevolution between the subtypes of HIV quasispecies-related

proviral DNA, Gag and PR.
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１．研究開始当初の背景

ヒト免疫不全ウイルス（HIV）は後天性免

疫不全症候群（AIDS）の病原ウイルスである。

現在の抗 HIV 治療には現在多剤併用療法が

導入されているが薬剤耐性の出現が治療効

果を軽減することから、耐性検査が臨床研究
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として実施され、HIV 感染者/AIDS 患者が適

切な治療薬を選択し効果的な治療を進める

うえで、薬剤耐性検査は欠かせない検査であ

る。同一 HIV 内での多様な変異だけでなく、

変異の蓄積様式が異なる多様な HIV が、同一

患者に存在し、それらの割合が薬剤投与の状

況に合わせて変化する。現在は、その優占種

となる HIV をシークエンスで同定している

が、非優占種の同定も次の薬剤耐性の予測に

は非常に重要となっている。このような状況

を踏まえ、未だに様々なジェノタイプ薬剤耐

性検査法が開発され続けている。

また、HIV急性感染期には自然免疫、ウイ

ルス中和抗体（液性免疫）、そして細胞傷害性

T細胞, CTL（細胞性免疫）などの獲得性免疫

応答が複合的に感染阻止に働くにも関わらず、

HIVの慢性持続感染は成立する。これは、HIV

が 感 染 成 立 後 に 多 様 な ウ イ ル ス 準 種

(quasispecies) を生み出して宿主の免疫応答

を凌駕して免疫機構から逃避するためである。

感染成立後のHIVのquasispecies成立の動向を

網羅的に解析した研究は行われていない

HIV では、ターゲットとなる逆転写酵素や

プロテアーゼにおいて少なくとも多様性解

析が必要な変異部位が 30 箇所程度存在し、

どのような変異を持つ HIV が優占種で、非優

占種ではどのような変異があり、それらがど

のような割合で共存しているかなどを同時

に網羅的に解析することが望まれているこ

とより、シークエンスを基本とした新しい手

法の開発が必要とされている。パイロシーク

エンスベースの大規模遺伝子解析は、サンガ

ー法をベースとしたキャピラリーシークエ

ンスを遙かにしのぐ解析パフォーマンスを

有するものとして実用化している。しかしな

がら、調整した遺伝子断片それぞれの配列決

定という面では歩留まりは非常に低い。一方、

最近細胞解析を１細胞レベルで行う技術開

発が進みつつある。特に、DNA（mRNA）の

一分子解析手法が次世代シークエンス解析

とともに進みつつある。HIV の様に多様な遺

伝子変異や quasispecies の解析へは、これら

の技術は非常に有効である。

２．研究の目的

本申請ではこのようなパイロシークエン

ス、ビーズテクノロジーを利用した精密デジ

タル解析手法をより精度を高め、HIV-ジェノ

タイプ判別に適用可能な迅速なプロトコル

を開発すること、さらには、HIV 感染者にお

いて 、免疫応答や抗 HIV 薬剤による選択、、

そして HIV 遺伝子間の共進化、という３つの

因子が個体内における HIV の quasispecies 形

成にどのように関与しているか、シークエン

スベースに解析することを目的とした。

３．研究の方法

（１）パイロシークエンスのための効率的一

分子増幅を目的として、微量コピー数でも効

率よく検出でき、シークエンスサンプルに供

与できるシステムを構築した。キャピラリー

プレート（CP : 3.6 x 105ポア、各ポアの直

径が25 m（容積：約490 pL）を用い た

cDNA一分子レベルで増幅、さらにはそれらの

定量解析可能なデジタルカウント手法の開発

を行った。さらに、パイロシークエンスの条

件検討も行った。

（２）免疫応答による選択として、HIVの

envelope、その中でもCTLと中和抗体のエピト

ープが存在するC2V3領域を、治療による選択

として抗HIV薬剤の標的であるプロテアーゼ、

逆転写酵素そしてインテグラーゼをコードす

るpol遺伝子の配列解析を次世代シーケンサ

ーを用いて行なった。さらに、遺伝子間の相

互干渉•共進化の解析にはproteaseとその基質

であるGag間における相互干渉について連鎖

不平衡解析を行った。



４．研究成果

（１）一分子解析のための一分子ＰＣＲ：

フォスファチジルコリンでコートしたCP

を用い、PCR溶液の導入後ミネラルオイル内

でPCRを行うことで、遺伝子増幅が可能であ

ることを確認した。検出限界を検証するため

に、HIV env遺伝子をターゲットとして、

CP-PCRを行い、増幅されたPCR産物はリアル

タイムPCRを用いて定量した。その結果、プ

ラスミドDNA分子数とCPのポア数の相関性

が示され、5コピーまでのDNA検出が可能出る

ことが示された。

更に、上記と同時に、HIV-1モデルウイルス

としてEGFPを組み込んだレンチウイルスを

コードするプラスミドCS-CDF-EG-PREおよ

びDsRedを組み込んだレンチウイルスをコー

ドするプラスミドCSII-EF-MCS(-DsRed)をそ

れぞれ293T細胞にトランスフェクションする

ことでEGFPレンチウイルスとDsRedレンチウ

イ ル ス を 作 成 し 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、

CS-CDF-EG-PREおよびCSII-EF-MCS(-DsRed)、

それぞれをテンプレートとし、10コピーまで

の検出・判別が可能であることを示した。

一方、本申請にて購入した小型パイロシー

クエンス装置を用いて遺伝子変異を含むシー

クエンス解析の条件検討を行い、プライマー

塩基数、ターゲットの遺伝子サイズ、テンプ

レート量の最適化が可能であった。

（２）免疫応答による選択解析では、459例中、

RNAから393例、プロウイルスDNAから329例

の解析に成功した。このうちサブタイプBと判

定されたのは381例(RNA:326、DNA:268)で、

未治療269例(同252、200)、既治療71例(同43、

37)だった。X4型の割合はRNAでは未治療:既

治 療 が 6.3%:18.6%(FPR5%) 、

14.3%:27.9%(FPR10%)、26.2%:37.2%(FPR20%)

だった。プロウイルスDNAではそれぞれ

11.0%:16.2%、18.0%:27.0%、28.5%:35.1%だっ

た。既治療症例の方がX4型の割合が高いこと

から、MVCは未治療症例の方がより有効性が

期待できると示唆された。

次に、治療４症例について次世代シーケンシ

ングによる配列情報の収集を行った。配列情

報を得ることには成功したものの、HIVは多

様性に富み、通常の解析ソフトウェアでは人

工的なエラーと実際の置換の識別が困難なこ

とから、解析を継続している。遺伝子間の連

鎖不平衡解析では、合計163症例について解析

を行った。その結果、132例と一番多かった

Subtype Bについて連鎖不平衡解析を行った結

果、新たな連鎖がいくつか確認された。その

中でも、ウイルスのフィットネスが低下する

ような耐性変異を獲得した症例では、関連が

あると評価されたGag変異が多数観察された。

さらに、遺伝子間の相互干渉として、薬剤耐

性変異の獲得と投与薬剤との関連を詳細に解

析するために、Gag、PR、およびRTの分子内、

分子間の共進化解析を行った。129クローンの

遺伝子配列解析より、8組の共進化ペアが見い

だされた。このうち4組はGagとPol間の共進化

であり残り4組はprotease内共進化であった

Gag、PRは独立して変異を獲得するのではな

く、相互に干渉しながら共進化を辿っている

ことを指示する重要な知見を得た。
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