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研究成果の概要（和文）：　エイズは、HIVによるウイルス感染症であり、免疫不全による日和見感染や悪性腫瘍など
を発症してくる症候群である。また、HIVは突然変異を起こしやすいため、薬剤耐性ウイルスの出現が問題となってお
り、別の観点からの治療薬（阻害剤）開発が求められている。
　そこで本研究では、HIVプロテアーゼと特異的に結合する核酸アプタマーを開発し、これを抗HIV治療薬として適応す
ることを目的とした。
　本研究において、野生型および2種類の変異型HIVプロテアーゼが作製でき、また、これらを用いたSELEX法によってH
IVプロテアーゼに親和性を有するアプタマーの開発の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) is infectious disease caused by HIV (hu
man immunodeficiency virus). AIDS is the syndrome that developed the opportunistic infection or malignant 
tumor by immunodeficiency. Because HIV is easy to cause mutations, the appearance of the drug-resistant vi
rus is the serious problem. Thus, the development of the new anti HIV drug from a different point of view 
is demanded.
 In this research, I tried to develop a nucleic acid aptamer, which specifically binds to HIV protease, an
d apply it to an anti HIV drug.
 I could construct a wild type and 2 kinds of mutant HIV proteases in this research. And the possibility o
f the development of aptamer, which has affinity to HIV proteases, was suggested by using purified enzymes
 and SELEX method.
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１．研究開始当初の背景 
 エ イズ（ acquired immuno deficiency 
syndrome）は、HIV（human immunodeficiency 
virus）によるウイルス感染症で、免疫不全
を起こし、日和見感染や悪性腫瘍などを発症
してくる症候群である。エイズは、結核、マ
ラリアとともに三大感染症に数えられてお
り、感染者数は世界中で 4000-5000 万人と推
定されている。また、日本でも HIV 感染者数
は、横ばい傾向のまま高止まりしている状態
であり社会問題化している。 
 HIV は、ウイルス粒子内に 2 本の RNA とプ
ロテアーゼ、逆転写酵素、リボヌクレアーゼ
H、インテグラーゼなどのウイルス酵素群を
含んでおり、これらの酵素は HIV の増殖に必
須である。そのためHIV感染症治療薬として、
これら酵素の立体構造や反応機構を基に、基
質アナログや酵素阻害剤が開発され、臨床の
現場で使用されている。現在、HIV 感染症の
治療は、HIV プロテアーゼ、逆転写酵素、イ
ンテグラーゼの阻害剤を複数組み合わせた
多剤併用療法によって行なわれているが、
HIV 感染を完治するまでには至っていない。
そのため、HIV 感染では治療薬の使用歴が一
般的に長く、さらに、HIV は突然変異を起こ
しやすいため、薬剤耐性ウイルスの出現や副
作用などが問題となっており、別の観点から
の治療薬（阻害剤）開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 これまでに代表者は、特定の塩基配列と特
異的に結合する転写因子の研究など、タンパ
ク質-核酸間の結合に関連した研究を行って
きた。また最近では、HIV プロテアーゼの新
規活性測定法や、これをさらに発展させた変
異型HIVプロテアーゼの識別法の開発を行な
っている。この過程において、申請者は、分
子認識能を持つ核酸（アプタマー）に興味を
持ち、本研究のアプタマーを HIV 感染症治療
薬に適用する着想に至った。アプタマーは、
一本鎖 RNA や DNA がとる 3 次元構造により、
特異的に標的分子と結合する能力を持った
核酸分子であり、標的分子としては、タンパ
ク質複合体のような高分子から金属イオン
のような低分子まで、様々な物質を対象とす
る。これまでにも、多くのタンパク質に対す
るアプタマーが報告されており、この中のい
くつかは医薬品への応用も試みられている。 
 現在までに、HIV の逆転写酵素と結合し、
酵素活性を阻害するアプタマーが報告され
ている。そのため、HIV プロテアーゼと特異
的に結合するアプタマーは、HIV プロテアー
ゼ活性を阻害する可能性が高いが、HIV プロ
テアーゼに対するアプタマーは、現在のとこ
ろ報告されていない。そこで本研究では、HIV
プロテアーゼと特異的に結合するアプタマ
ーを見出し、これを抗 HIV 治療薬として適応
することを目的とした。 
 
 

３．研究の方法 
 HIV プロテアーゼ遺伝子をクローニングし、
大腸菌で発現させた。このとき、検出および
精製を容易にするために、HIV プロテアーゼ
は、マルトース結合タンパク質（MBP）との
融合タンパク質として大腸菌中で発現させ
た。発現した融合タンパク質は、アミロース
カラムを用いたアフィニティークロマトグ
ラフィーによって精製した。また、融合タン
パク質からの MBP タグの除去は、Factor Xa
による酵素分解によって行った。 
 変異型 HIV プロテアーゼの作製は、HIV プ
ロテアーゼ遺伝子を鋳型に、MnCl2存在下での
PCR（error-prone PCR）および site-directed 
mutagenesis によって行った。これら野生型
および変異型 HIV プロテアーゼの確認は、酵
素活性の測定および抗HIVプロテアーゼ抗体
による免疫検出によって行った。 
 HIV プロテアーゼを認識するアプタマーの
作製は、SELEX（Systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment）法に
よって行った。 
 
４．研究成果 
 アプタマーを作製するためには、標的分子
であるHIVプロテアーゼが大量に必要である。
そこでまず、HIV プロテアーゼの大量調製を
試みた。HIV プロテアーゼと MBP の融合タン
パク質を大腸菌中で発現させ、アミロースカ
ラムを用いたアフィニティークロマトグラ
フィーによって精製した。その後、Factor Xa
による酵素分解によって mg 単位の HIV プロ
テアーゼを精製できた。このとき、HIV プロ
テアーゼとMBPの連結部分のアミノ酸配列を
EFGS にした場合、酵素活性が検出できなかっ
たが、HIV 遺伝子本来の SFSF に変更したとこ
ろ、酵素活性が検出できた。このことから、
HIV プロテアーゼの酵素活性には、HIV プロ
テアーゼだけでなく、その直前の領域も重要
であると考えられた。 
 次に、変異型 HIV プロテアーゼの作製を試
みた。error-prone PCR を行い、塩基配列を
調べたところ、多数の変異型 HIV プロテアー
ゼが得られた。しかし、これら変異型の酵素
活性を調べたところ、活性を検出することは
できなかった。そこで、データベースをもと
に、48Gly→Val（変異型 Ma）および 32Val→
Ile（変異型 Mb）の 2 種類の変異型 HIV プロ
テアーゼを、site-directed mutagenesis に
よって作製し、大腸菌中で発現させた。大腸
菌抽出液を用いて、これらの酵素活性および
阻害剤に対する抵抗性（薬剤耐性）を調べた
ところ、既報と同様に、Ma は、HIV プロテア
ーゼ阻害剤（HIV 治療薬）であるサキナビル
に対して抵抗性を示し、Mbは、インジナビル
に対して抵抗性を示すことを確認した。また、
変異型 Ma および Mb は、野生型同様、抗 HIV
プロテアーゼ抗体によって検出されること
を確認した（図 1）。 
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