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研究成果の概要（和文）：質量分析や結晶構造解析を用いて、ヒト免疫不全ウィルス (HIV) 由
来のプロテアーゼ (PR) が二量体を形成する過程の詳細を明らかにしようと試みた。HIV のプ

ロテアーゼ阻害剤である darunavir (DRV) が PR の二量体形成をどのように阻害しているか

を解明し、更に HIV が DRV に対する耐性を獲得する機構を解明する重要な知見を得た。本成

果は、PR の二量体化を阻害し、薬剤耐性が出現し難い新規抗 HIV 薬開発を加速度的に進める

と強く期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Using mass spectrometry and X-ray crystal structure analysis, we attempted to 
elucidate the dimerization dynamics of HIV-1 protease (PR). Our data showed that darunavir (DRV), an 
FDA-approved PR inhibitor, binds to both monomers and dimers of PR and blocks HIV-1 replication. 
We also showed that the introduction of DRV-resistance-associated amino acids into PR prevented DRV 
from binding to PR monomers and decreased the amount of dimerized PR species. The data should be of 
utility in not only examining the PR dimerization dynamics but also designing more potent PR inhibitors 
that hardly permit the emergence of DRV-resistant HIV-1 variants. 
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１． 研究開始当初の背景 
多剤併用療法 (ART) は HIV 感染患者の臨

床症状を著明に改善、余命を飛躍的に延長し
た。一方で、ART に使用される抗 HIV 薬に対
し交差耐性を示す多剤耐性 HIVの出現が問題
視されており、より強力で、薬剤耐性に抵抗
性を示す新規抗 HIV 剤の開発が急務である。 
HIV プロテアーゼ (PR) はウィルスの増殖

に必要不可欠な酵素であり、二量体 (dimer) 
を形成する事でその酵素活性を発揮してい
る。従って、PR の二量体化阻害は新たな薬剤
の標的部位となり得る。 
これまで申請者のグループは、FRET 

(fluorescence resonance energy transfer) 
を用いた実験系を用いて、PR の二量体形成に
重要なアミノ酸部位を特定し、臨床で使用さ
れている抗 HIV 剤である darunavir (DRV) が
HIV プロテアーゼ (PR) の酵素活性だけでな
く、その二量体形成をも阻害する事を世界で
初 め て 明 ら か に し た 。 ま た 、 ESI-MS 
(electrospray ionization mass 
spectrometer) という質量分析装置を用い
て DRV が PRの単量体 (monomer) に結合する
事を確かめた。更に、試験管内で、DRV 耐性
HIV の導出に成功し、HIV が DRV 耐性を獲得
する為にはPR領域に4つの変異(V32I, L33F, 
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I54M及び I84V)が必要である事を明らかにし
た。 
 

２．研究の目的 
 本研究は、これまで得られたウィルス学
的・分子生物学的な新知見に加え、結晶構造
解析や ESI-MS による質量分析を用いること
により、(1) PRの二量体形成過程の詳細と(2) 
DRV の PR 二量体化阻害 (PDI: protease 
dimerization inhibition) 活性のメカニズ
ムを詳細に解析するとともに、(3) HIV が DRV
に対して耐性を獲得するメカニズムを明ら
かにする事を目的とする。また、得られた結
果を基に、DRVよりも強力なPDI活性を持ち、
薬剤耐性が発現し難い新規化合物の設計・同
定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) HIV プロテアーゼの発現・精製:  大腸
菌を用いたタンパク質発現系を用いて HIVプ
ロテアーゼ (PR) の発現を行った。大腸菌と
真核細胞間でのコドン使用頻度の違いによ
るタンパク質の発現量低下を防ぐために、菌
体は Rosetta(DR3)pLysS 株を使用した。発現
させた PR を不溶性画分として回収し、wash 
buffer (20 mM Tris, 1 mM EDTA, 2 M Urea) 
を用いて数回洗浄し、100 mM ギ酸で変性さ
せて溶解・回収した。 
(2) ESI-MS による解析:  100 mM ギ酸によ
り変性させた PRを refolding buffer (100 mM 
ammonium acetate (pH 5.0), 2 % me- thanol, 
with or without 120 µM inhibitors)を用い
てリフォールドさせ、ESI-MS を用いて相互作
用の解析を行った。 
(3)  結晶構造解析:  リフォールドさせた
PR を限外濾過により濃縮し、hanging drop 
vapor diffusion 法を用いて結晶化をはかっ
た。得られた結晶に、兵庫県播磨市にある高
輝度放射光施設 SPring-8 で X 線を照射し各
結晶の X 線回析画像を得た。得られた回析画
像から構造計算用プログラム CCP4 を用いて
三次元構造を導出した。 
(4)  FRET を用いたプロテアーゼの二量体形
成確認: Cos7 細胞に、CFP/YFP タグ付き PR
を有する感染性組み換え HIV-1クローンをコ
ードしたプラスミドをトランスフェクショ
ンした。Cos7 細胞内で PR を発現させた後、
共焦点顕微鏡を用いて FRET の有無を観測し
た。 
(5)  多剤耐性 HIV 変異体に対する抗 HIV 活
性の評価：初期スクリーニングとして野生株
の HIV-1 を用いて MTT、MAGI アッセイなどに
よる抗 HIV 活性の評価を行い、有望なものに
ついては耐性株を含む複数のウィルス株を
用いて、HIV 由来タンパク質である p24 を定
量することで阻害活性を測定する(p24 アッ
セイ)。p24 アッセイは全自動化学発光度測定

機：Lumipulse F を用いる。 
 
４．研究成果 
本研究では、HIV の耐性獲得メカニズムや

ウィルス増殖に不可欠である PR の二量体化
及びその阻害機構に関して、ESI-MS や結晶構
造解析といった手法を用いて分子・原子レベ
ルでの解析を行った。 
(1)  ESI-MSを用いたDRVの PR二量体化阻害
メカニズムの解析: HIV 由来の protease 
(PR) は複数のウィルス蛋白質が連なった
poly-protein (Gag-Pol) として発現される。
PRはこのGag-Polから切り出される又は自己
切断される事 (auto-proteolysis) により
本来の活性を獲得する。PR の二量体形成は、
この PRの auto-proteolysis 及び活性の獲得
に重要な役割を果たす。我々は、過去に FRET
を利用した実験から DRV が PR の二量体化を
阻害する一方で、SQV や NFV といった他の抗
HIV 剤は二量体化を阻害しない事を報告した。
また、ESI-MS を用いた解析により、DRV が PR 
monomer に結合する事を明らかにした。本研
究では、新たに SQV と NFV が PR monomer に
結合しない事及び、DRV 耐性 PR 変異体に DRV
が結合しない事を確かめ、DRV の PDI 活性が
DRV と PR monomer の結合に由来する事を証明
した (Fig. 1)。更に、DRV が Gag-Pol のモデ
ル蛋白質として用いた TFR-PRD25N の monomer
と結合する事を明らかにし、DRV の PDI 活性
が PR の auto-proteolysis の阻害にも関与し
ている事を示した。 

(2)  PR の二量体形成過程におけるダイナミ
クスの解析: PR dimer は各 monomer subunit
が活性中心近傍と N及び C末端領域で相互作
用する事で形成される。PR の dimer 形成に重

Fig 1. PR 野生株(PRWT)に対する抗 HIV 剤の結合特性及び

DRV 耐性 PR (PR32/33/54/84)に対する DRV の結合: DRV は

PRWT の monomer 及び dimer の両方に結合するが、SQV、

NFV は dimer にしか結合していなかった。また、DRV は DRV
耐性 PR である PRV32I/L33F/I54M/I84Vに対して結合しなかった。

以上の結果から、DRV は PR monomer に結合する事で、PR
の二量体化を阻害する事が示された。 
 



要なアミノ酸は既に報告されており、活性中
心近傍のアミノ酸では、T26, D29 及び R87 が
重要とされる。また、末端領域 (1～4 番及び
94～99 番目のアミノ酸) での相互作用は
dimer の安定化エネルギーの 75%を占めると
報告されている。本研究で我々は、これらの
アミノ酸が PR dimer の形成にどのような役
割を果たしているかを、ESI-MS を用いて解析
した。Dimer 形成に重要とされる各アミノ酸
に変異を導入した変異体 PRT26A, PRD29N, PRR87K

及びPRのC末端領域を削除した変異体PR1-C95A

を作製し、これら変異体の二量体形成を確認
した。ESI-MS を用いた解析の結果、活性中心
近傍のアミノ酸 T26 及び R87 に変異を加えた
変異体 PRT26A及び PRR87Kは PR dimer の形成が
完全に阻害されていたにもかかわらず、C 末
端領域を削除した変異体 PR1-C95A は僅かに
dimer を形成する事が明らかとなった。これ
らの結果から、PR の二量体化は、まず初めに
活性中心近傍での相互作用形成による不安
定な dimer 形成と、次に末端領域での相互作
用形成による dimer の安定化という 2段階を
経る必要がある事が示唆された。 
(3)  HIV の DRV 耐性獲得メカニズムの解析: 
過去に我々は試験管内で DRV 耐性 HIV を導出
する事に成功し、PR の DRV 耐性獲得に関与す
る変異 V32I, L33F, I54M 及び I84V の特定に
成功した。さらにこれらの変異が 臨床から
分離された DRV 耐性 HIV にも含まれる事を明
らかにした。本研究では、我々が試験管内で
誘導した DRV 耐性 HIV 由来の PR 変異体 
(PRDRV-R

P30, PRDRV-R
P51) を DRV存在下又は非存在

下で結晶化させ、その結晶内に含まれる分子
の三次元構造を導出する目的で、X 線結晶構
造解析を行った。結晶への X 線照射は、創薬
等支援技術基盤プラットフォームの協力の
下、兵庫県播磨市にある高輝度放射光施設
SPring-8 で行った。結晶構造解析の結果、
DRV に結合していない PRDRV-R

P30, PRDRV-R
P51 は

flap領域と呼ばれるPRの部分構造がPR野生
株 (PRWT) とは大きく異なっていた (Fig. 
2A)。この構造変化は、flap 領域の安定化に
寄与するとされる E35 及び R57 間での相互作
用の部分的又は完全な喪失に起因している
と考えられる (Fig. 2B-D)。現在、この変化
が DRV 耐性関連変異 V32I, L33F, I54M 及び
I84V とどのように関連しているかを解析し
ている。また、DRV 存在下における PRDRV-R

P30, 
PRDRV-R

P51の 3 次元構造は DRV に結合した PRWT

の構造と類似していた。しかし、DRV に結合
した PRDRV-R

P30, PRDRV-R
P51 は、非結合時と同様、

E35 及び R57 間での相互作用の喪失が確認さ
れた。この事から、HIV は DRV との相互作用
形式を直接変化させて耐性を獲得している
のではなく、flap 領域を不安定化させる事に
より、DRV と結合した状態での複合体全体の
安定性を低下させることにより、DRV との親

和性を低下させている事が示唆された。 
(4)  DRV耐性HIVに対して阻害活性を示す新 
規化合物の結合様式の解明:  これまで我々
は米国の共同研究者等とともに新規抗 HIV剤
の候補化合物の同定・開発を行ってきた。近
年我々は、新たに DRV 耐性 HIV に対して強力
な阻害活性を示す新規化合物の特定に成功
した。本研究では、これら新規化合物と
PRDRV-R

P30, PRDRV-R
P51 の複合体を結晶化し、3 次

元構造を導出することで新規化合物と
PRDRV-R

P30, PRDRV-R
P51の結合様式を明らかにした。

DRV の誘導体である新規化合物は、DRV の PR
に対する相互作用形式を維持しつつ、新たに
付加された部分構造が PRの flap 領域と水素
結合及び疎水性結合を形成している事が明
らかとなった。今後は、核磁気共鳴 (NMR) 法
など、蛋白質の部分的な揺らぎや動きを測定
できる手法を利用して、薬剤結合時又は非結
合時における flap 領域のダイナミクスやよ
り詳細な薬剤耐性メカニズムを解析する予
定である。 
(5)  総括:  ESI-MS を用いた解析により、
我々は新たに DRV の PDI 活性が DRV の PR 
monomer に対する結合によるものである事を
明らかにした。また、PR の二量体形成は、① 
活性中心近傍での相互作用形成による不安
定な dimer の形成と、② 末端領域での相互
作用形成による dimer の安定化という 2段階
を経る必要がある事が示唆された。結晶構造
解析を用いた解析結果から、HIV は PRの flap
領域を不安定化させることで DRV に対する耐
性を獲得する事が示唆された。同様に、DRV

R57 
R57 R57 

E35 E35 
E35 

A 

B C D 

Fig. 2  PR 野生株と DRV 耐性 PR の 3 次元構造の比較: A. 
DRV 耐性 PR は PR 野生株と比較して flap 領域が大きく開い

た構造を示した。B-D. PR 野生株と比較して、DRV 耐性 PR
は E35 と R57 間の水素結合の数が減少していた。E35 及び

R57 間の水素結合は flap 領域の安定化に寄与する事から、こ

の部位での水素結合の減少が flap 領域に構造変化をもたらし

ている事が示唆される。緑色: PRWT、桃色: PRDRV-RP30、水色: 
PRDRV-RP51、黄色破線: 水素結合 



耐性 HIV を阻害する新規 DRV 誘導体は DRV の
相互作用形式を維持しつつ、新たにPRのflap
領域との相互作用を形成する事で、結合を維
持している事が示唆された。本研究結果は、
より強力な PR 二量体化阻害剤の開発だけで
なく、DRV に耐性を示す多剤耐性 HIV を強力
に阻害する新規抗 HIV剤の開発を加速度的に
促進する重要な知見であるといえる。 
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