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研究成果の概要（和文）：HIV-1感染者の治療において重要な抗ウイルス薬の内服状態の把握と、行政統計で最も問題
となる新規感染者の感染時期判定法の開発を目的とした。
まず、HIV感染者の血中と唾液中薬剤濃度測定法を開発した。そして血液中と唾液中の薬剤濃度を測定し、両者が相関
関係にあることを見出した。これにより、薬物動態を唾液を用いて評価できる可能性が示唆された。次に、唾液に感染
性がない原因が唾液中のウイルス粒子の中のRNAが損傷を受けることにあるという仮説を立て、それを検証するための
測定法を確立した。
これらの研究はHIV-1感染者にとってより簡便な検査や感染時期判定に役立つ。

研究成果の概要（英文）： The aim of our study is to evaluate the efficacy of a regimen or monitor the comp
liance of patients treated with antiretroviral therapy. Another aim is to develop a method for determinati
on of HIV-1 infection period of novel patients.
 First, we established a method to measure drug concentrations in plasma and saliva. Then, we measured dru
g concentrations in plasma and saliva and found significant correlations were evident between drug concent
rations in saliva and those in plasma, so the possibility of using saliva was suggested. Second, we genera
ted a hypothesis that HIV-1 infected patient's saliva have no infectivity because HIV-1 RNA in saliva were
 damaged. Then, we established a method for validate this hypothesis.
 These studies are valuable for HIV-1 infected patients with more convenient    clinical examination or de
termination for the period of HIV-1 infection.
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１．研究開始当初の背景 
 HIV 多剤併用療法での薬剤の飲み忘れは高
頻度で薬剤耐性ウイルスを誘導する。耐性ウ
イルスの発現は感染者個人における薬剤効果
の消失ばかりか、その耐性ウイルスが蔓延す
ることで有効な薬剤の減少を意味し、医療上
重大な課題の一つである。それゆえに、服薬
維持をささえるモニタリング技術および管理
体制の向上は重要な意義を有する。 
HIV 感染者の歯科医療では、唾液や切削時

の飛沫感染の可能性が問題とされている。歯
科診療所におけるHIV 感染者の診療受け入れ
については根拠のない治療拒否が繰り返され、
肝炎ウィルスなどとの間には対応に格差が存
在する。それに加えて、HIV 感染者の高齢化
が進む中、介護保健施設等では院内感染のリ
スク、職員の教育や経験の不足から、現時点
で7 割以上の施設がHIV 感染者の受け入れに
難色を示している。それらの理由の一つが、
体液としての唾液を介しての感染への懸念に
ある。したがって、唾液を介するHIV 感染リ
スクの科学的検証は歯科界のみならず社会的
にも重要な課題と言える。 
 
２．研究の目的 
HIV 感染者の唾液検査による治療効果およ

び感染性判定法の確立： 
本研究計画は唾液による非侵襲的検査を

開発し、採血により得られる血中ウイルス量
や血中薬剤濃度の動的把握を在宅でも可能
にすることを目指している。これは、血液検
査の弱点を補い、HIV 感染者に対する医療に
実質的改善をもたらす可能性がある。さらに、
唾液中のウィルス RNA と DNA の定量・定性デ
ータからHIV感染者の唾液の感染力について、
新たな科学的根拠を提示できる。この結果は
歯科医療のみならずHIV感染者を取り巻く社
会全般に有意義な情報をもたらすことが期
待できる。 
構想として、以下について検証する 
1) LC‐MS/MS を用いて唾液・血中薬剤濃度間
の相関を明らかにする。 

⇒唾液検査を用いた血中薬剤濃度判定法の実
用性を検証する。 

2) HIV 特異的な血中IgG と唾液中分泌型IgA 
の生成に時間的ずれがある可能性に着目し
HIV感染者の定期来院時における採血およ
び唾液採取により特異的血中IgG と唾液分
泌型IgAの抗体価の継時変化を測定する。 

⇒その結果から特異的血液IgG と唾液中分泌
型IgA の量的関係から感染時期を推定する 
方法を開発する。 
3) 唾液中のウイルス構造の断片化を、リアル
タイムPCR 法を応用し、定性する。 
⇒唾液の非感染性を証明する。 
 

３．研究の方法 
1) LC‐MS/MS を用いた唾液・血中薬剤濃度間
の相関。 

唾液中の薬剤濃度の測定 
・HAART 療法中の患者より血液と唾液を採取
する（新潟大）。 

・新潟大学から慶應大学への血液と唾液サン
プルの運搬の際はポータブル保管用冷凍庫
を用いる。 

・唾液中薬剤濃度の定量は慶應大学にて行う。 
・唾液は安静時唾液を吐唾法により採取し、
シリコナイズドスナップキャップ付マイクロ
チューブに注入し、即時-80℃で保存する。 
①唾液50 μL に50 μL のエタノールを加え、
混合する。 
②エタノール希釈した唾液を14000 rpm で1 
分間遠心分離する。 
③上清液40μLを減圧遠心乾燥器にて乾燥す
る。 
④乾燥物を20μL のLC 初期移動相で溶解す
る。 
⑤ 液体クロマトグラフ-タンデム質量分析装
置（LC-MS/MS）で薬剤成分を定量する。 
血液中の薬剤濃度の測定 
・静脈血5ml を採血し、密封し-80℃で保存す
る。 
・新潟大学検査部にて、血液を遠心分離にか
け血清成分を用い、シリコナイズドスナップ
キャップ付マイクロチューブに注入し、即時
-80℃で保存する。 
①血清50 μL に50 μL のメタノールを加え、
混合する。 
②エタノール希釈した血清を14000 rpm で1 
分間遠心分離する。 
③以下、唾液測定と同じ。 
◆計測対象薬剤は、HARRT 療法において一般
的なKey drug: DRV、RAL およびBackbone 
drug:ABC、TDF を対象とする。 
 
2) HIV感染者の定期来院時における採血およ
び唾液採取により特異的血中 IgG と唾液分
泌型 IgA の抗体価の継時変化を測定する。 
唾液中分泌型IIｇA および血中IgG の測
定 
・新規HIV 感染者の定期受診時に唾液およ
び血液を採取する（新潟大、および慶應大
学病院関連施設）。 
・採取した唾液は即時-80℃で凍結し、測定
まで保存する。 
・新潟大学検査部で遠心分離にかけ血清成
分を用い、マイクロチューブに注入し測定
まで-20℃で保存する。 
・血液サンプルの新潟大学から慶應大学へ
の運搬の際は、ポータブル保管用冷蔵庫を
用いる。 



・唾液分泌型IgA はEIA法によるEIA s-IgA 
テストキット（MBL社）を用いて定量する。 
同様に血中IgG の測定を行い、分泌型IgA 
および血中IgG の抗体価の推移を検証する。 
まず室温で解凍した検体を遠心分離（4℃，
12000rpm×15分間）し，反応用緩衝液で40
倍に希釈する。 
①反応用緩衝液を0.4ml入れ，希釈した唾液
検体を10μl加えてよく混和 
し、抗原抗体反応(一次反応)を促す。37℃
で1時間静置し、洗浄する。 
②酵素標識抗体を0.3ml 添加して抗体・抗
原・酵素標識抗体の複合体を形成(二次反
応)させ、室温（20℃前後）で1時間静置し、
洗浄。 
③酵素基質液を0.5ml 入れ、室温（20℃前
後）で30分静置後、反応停止液を各試験管
に2ml 添加し，反応を停止する。 
④分光光度計の対照として492nm における
吸光度を測定し、検体中の抗体量を測定す
る。 
 
3)唾液中のウイルス構造の断片化を、リアル
タイムPCR 法を応用し、定性する。 
唾液中の環境(ウイルス阻害因子や低張圧な
ど）におけるHIV-RNA の分解レベルの評価。 
① HIV 感染者から血液を採取し、同日中に安
静時唾液を吐唾法により採取する。 
② 血液および唾液に遠心分離を行い、液性成
分と非液性成分に分ける。 
③ 液相にRNA 抽出キット(QIAGEN)を用いて
HIV-RNA を抽出する。 
④ HIV-RNA からcDNA を合成する。 
⑤ gag 領域に任意の5 点を設定し、独自に開
発した各プライマーを用いてリアルタイム
PCR を行う。 
増幅されたプロダクトDNA 量を唾液と血清の
HIV・RNA 間で比較する。 
 
４．研究成果 
我々は、唾液と血中の薬剤濃度の相関関

係・唾液中のウイルス構造の断片化の定性に
ついての研究を行った。HIV 感染者の抗体価
の継時変化の研究は期間内に結果は得られ
なかった。前記２項目について得られた成果
を報告する。 
 
・唾液と血中の薬剤濃度の相関関係 
まず LC-MS/MS にて血中と唾液中の薬剤濃

度を測定する系を作成した。これにより、従
来発表されているものより低い濃度である
1ng/mL まで測定可能となった。 
次に、同意の取得された患者のべ 30 名か

ら血液と唾液検体を得た。薬剤別の内訳は以
下のとおりである。 

薬剤名 DRV RAL ABC TDF 
n 8 8 16 13 

表 1：薬剤別患者人数 
 
また、血液検体は遠心し血漿としたのち、

うち半分は centrifree®(メルクミリポア社)
にてタンパク質結合型薬剤を除去した血漿
を得た。 
次に血漿中、除タンパク質血漿中、唾液中

の薬剤濃度を測定した。血漿と除タンパク質
血漿中薬剤濃度より、各薬剤の血漿タンパク
結合率が得られた。またピアソンの相関係数
にて計算し、DRV、RAL、ABC において血漿中
ならびに除タンパク質血漿中と唾液中の薬
剤濃度に相関関係がみられた。さらに、この
相関は血漿と唾液よりも、徐タンパク質血漿
と唾液の方が強いことがわかった。一方で
TDF は血漿、除タンパク質血漿と唾液の間に
薬剤の相関はみられなかった。 
 除タンパク質

血漿/ 
血漿 

唾液/ 
血漿 

唾液/ 
除タンパク質
血漿 

血漿タンパ
ク 
結合率 

DRV 29.0±13.1% 
 

6.5±3.4% 
 

27.3±15.5% 
 

74.5±6.0% 
 

RAL 55.6±20.1% 
 

13.5±5.7% 
 

26.0±11.7% 
 

44.4±20.1% 
 

ABC 41.7±15.2% 
 

62.3±19.2% 
 

164.5±60.7% 
 

58.3±15.2% 
 

TDF 113.6±24.5% 
 

2.4±1.8% 
 

2.2±1.7% 
 

10.9%以下 
 

表 2：薬剤濃度の割合と血漿タンパク結合率 
 

 血漿- 
除タンパク質血漿
間 

血漿- 
唾液間 

除タンパク質血漿- 
唾液間 

DRV 0.9364 
P=0.0023 

0.8847 
P=0.0079 

0.9222 
P=0.0035 

RAL 0.9175 
P=0.00049 

0.9210 
P=0.00042 

0.9473 
P=0.00010 

ABC 0.9780 
P=6.4×10－11 

0.9375 
P=8.4×10－8 

0.9759 
P=1.2×10－10 

TDF 0.9819 
P=2.6×10－9 

0.3175 
P=0.29 

0.3317 
P=0.27 

表 3：ピアソンの相関係数(P＜0.05 で相関あり) 
 
以上より DRV、RAL、ABC に関しては、薬物

動態を唾液を用いて評価できる可能性が示
唆された。さらに ABC の唾液中濃度が高かっ
た こ と か ら 、 Pre-Exposure Prophylaxis
（PrEP）すなわち予防内服薬として、今回検
討した 4剤の中では ABC を含む抗 HIV 薬の
投与が口腔に関連した HIV 感染の予防に有
効であると考えられた。 
 

・唾液中のウイルス構造の断片化を、リアル
タイム PCR 法を応用し、定性する 



私たちがこれまでに行った実験結果から、
唾液中ウイルス量の定量が可能であること
が認められている。そこで、唾液の感染性が
「低い」あるいは「ない」原因が唾液中のウ
イルス粒子の中のRNAが損傷を受けることに
あるという仮説を立て、それを検証するため
の測定法を確立した。まず RNA の精製操作に
おいてどの程度損傷するかを調べた。精製す
る前の RNA と精製後の RNA はどちらも CT 値
の傾きが0に近く有意差がなかった(P=0.48)。
これは精製操作においてRNA鎖の切断は起こ
っていないことを示している(図 1)。

次に、RNA を損傷することが明らかな紫外線
照射による損傷度を本法で実際に評価でき
ることを確かめた。まず HIV-1 RNA に紫外線
を 0、1、2、4、8分間照射し、RT-リアルタ
イム PCR で定量した結果、照射時間が長くな
るにしたがってCT値の傾きが増加した（図2）。
すなわち HIV-1 RNA の損傷を定量的に評価で
きることがわかった。 

 
唾液検体は 70℃で 20 分間の熱処理を行った
ものと、熱処理を行っていないものに分け、
それぞれの唾液に HIV-1 RNA と、感染性がな
いことが確認されているHIV-1株 8E5(以
下 8E5)を添加し、37℃で 0、2.5、5、10 分
間静置した後に精製を行った。その結果、熱
処理をしない場合の 8E5 は、CT値の傾き
は処理時間とともに次第に増大した。熱
処理をした場合では、8E5 は CT値の傾き
は時間経過によらず 0 に近かった。
HIV-1RNA は熱処理を行ったものと、行ってい
ないもののどちらも5分以降で全く検出され

なくなった。すなわち唾液の中には、遊離
ウイルス RNA を急速に切断する熱に安定
な活性と、ウイルス粒子の中の RNA の切
断に関与する熱不安定な活性が含まれる
ことが示唆された。 
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