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研究成果の概要（和文）：大阪府内で流行が拡大し、分子疫学的に大きなクラスターを形成する

HIV-1 株に着目し、それらを特異的に増幅する PCR プライマーを用いることにより HIV-1 の

superinfection（初感染とは異なる HIV-1 株に再感染すること）もしくは重複感染を簡便に検

出する方法を開発した。3 種類の特異プライマーを作製し、HIV-1 感染者 63 名から得られたプ

ロウイルス DNA について検討した結果、2 症例においてサブタイプ B 株の重複感染が認められ

た。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to detect HIV-1 superinfection (or dual-infection), we 
constructed three sets of primers that were designed to specifically amplify HIV-1 strains 
forming large clusters in Osaka. Proviral DNA samples obtained from 63 HIV-1-infected 
patients were analysed by nested PCR using the cluster-specific primers, and two cases 
were found to be dually infected with two distinct HIV-1 subtype B. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまで、HIV-1 は一度感染すると免疫防
御機構が働くため異なる株に再感染
（superinfection）することはほとんどない、
と考えられてきた。しかしながら近年、HIV-1
感染にハイリスクなグループを対象とした
詳細な研究により、superinfection がこれま
で考えられていたよりも実際には高頻度に
起こっている可能性が指摘され始めている。
異なる HIV-1 株に再感染すると病態の進行が

早まることが報告されており、薬剤耐性ウイ
ルスによる superinfection の症例もいくつ
か報告が見られるなど、superinfection が感
染者の病態管理や治療に及ぼす影響は大き
く、その実状把握は重要な課題である。また、
superinfection は新たなリコンビナントウ
イルス発生の主要な原因であり、ワクチン戦
略の重要なポイントともなることから、その
解明に関心が集まっている。 
 我々は、1988 年以来 HIV 感染者の治療支援
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を目的として、大阪府内および近隣府県の医
療機関と連携し、ウイルス分離、薬剤耐性検
査等による感染者のフォローアップを行っ
ており、20 年以上に渡って収集した多数の臨
床検体および分離 HIV-1 株を保存している。
また、1992 年より大阪府内の性感染症関連診
療所との協同で HIV 感染にハイリスクな行動
を取っていると思われる人々を対象とした
HIV 感染疫学調査を実施しており、これまで
に多くの陽性を確認している。近年、それら
陽性例の中で、海外でのハイリスクな性行動
により感染したと考えられる 1 例について、
複数のプライマーペアを用いた薬剤耐性遺
伝子検査を実施したところ、異なるサブタイ
プおよび薬剤耐性変異が検出され、重複感染
である可能性が強く示唆された。さらに、当
所で実施している HIV 確認検査の陽性例 1例
において著しい塩基配列の混在が認められ
たため、クローニングにより詳細に調べたと
ころ、同一領域にサブタイプ B と CRF01_AE
のクローンが検出され、重複感染であること
が証明された。これらは HIV 検査のため採血
された血清検体で、遡り調査が不可能である
た め 、 superinfection （ 再 感 染 ） か
coinfection（同時感染）かの判別は困難で
あるが、いずれにしても異なる HIV 株の重複
感染と考えられるケースが我々の検体にお
いても確認されており、さらなる詳細な調査
が必要と思われた。 
 
２．研究の目的 
 これまでに国内外で報告されている
superinfection（あるいは重複感染）のケー
スは、異なるサブタイプの HIV-1 に感染する、
いわゆる inter-subtype であることが多く、
その場合には株間の塩基配列の違いが明ら
かであるため、比較的検出が容易であると考
えられる。一方、大阪府内の HIV-1 感染者は、
その大部分がMSM（Men who have Sex with Men）
であり、複数の HIV-1 株に感染するリスクは
高いと推測されるものの、MSM の間で流行し
ている株のほとんどが subtype B であるため
superinfection も同じサブタイプ間、すなわ
ち intra-subtype である可能性が高く、検出
が困難であることが予想される。 
 そこで本研究では、地域で広く感染が流行
している HIV-1 株が superinfection を起こ
す可能性が高いと仮定し、流行株に特異的な
配列の PCR プライマーを用いることにより
intra-subtype の superinfection（あるい
は重複感染）を簡便にスクリーニングする方
法を開発し、調査地域内（大阪府とその近郊）
の HIV-1 感染者における superinfection の
実状を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 大阪府内で流行している HIV-1 株の検索 

 当所において実施している HIV 確認検査お
よび性感染症関連診療所との協同で実施し
ている HIV 疫学調査で陽性が確認された検体
について、polおよび env領域のシークエン
スを行なった。得られた塩基配列について系
統樹解析を行ない、大きなクラスターを形成
するグループをピックアップし、大阪府にお
ける流行 HIV-1 株とすることとした。 
 
(2) プライマーの構築と PCR の条件設定 
 各流行株グループについて pol および env
領域の塩基配列を比較し、それぞれのクラス
ターに属する HIV-1 株を特異的に増幅できる
プライマーを構築した。 
 各グループに属する検体から代表例を選択
し、リアルタイム PCR 法により末梢血単核球
（PBMC）中のプロウイルス DNA コピー数を測
定した。そのコピー数をもとに、各グループ
の HIV-1 株とグループに属さない対照 HIV-1
株を組み合わせて 1:1、1:10、1:100 の割合で
混合し、重複感染を模したサンプルを作製し
た。作製した混合検体を用いて特異プライマ
ーの選別、PCR の最適条件及び検出感度を検
討した。 
 
(3) HIV-1 重複感染のスクリーニング 
 superinfection であることを証明するた
めには、2 回以上の経時的なサンプリングが
必要である。しかしながら、今回対象とする
検体の中には 1回のみの採取で遡り調査が不
可能なものも多い。そこで、まずはクラスタ
ー特異プライマーにより重複感染例をスク
リーニングし、重複感染が検出された検体に
ついて過去の保存検体がある場合には遡っ
て詳細に検討を行うこととした。 
 HIV 感染にハイリスクな行動を取っている
と思われる人々を対象とした疫学調査の陽性
検体について、重複感染の検出を行った。血
清サンプルからウイルス RNA を抽出し、通常
プライマー及びクラスター特異プライマーを
用いて、HIV-1 遺伝子を増幅した。得られた
増幅産物についてシークエンスおよび系統樹
解析を行ない、クラスター特異プライマーを
用いた場合と従来のプライマーを用いた場合
とで、塩基配列が異なる位置にクラスタリン
グされる検体を重複感染可能性例とした。 
 さらに、HIV 診療医療機関との協同で行な
っている感染者フォローアップの症例につ
いては、血漿中のウイルス RNA と PBMC 中の
プロウイルス DNA の両方を用いてスクリーニ
ングを行なった。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究に用いる HIV-1 感染者血液試料は、
医療機関において主治医が感染者本人の同
意を得た上で採血し、匿名化された ID 番号
を付けて当所に搬入される。また、HIV 抗体



確認検査検体は依頼元で採血の際に連結不
可能に匿名化されるため、同意を得ることが
出来ないので、当所の Web サイト上に研究内
容を広報し、社会に周知する。 
 なお、本研究は大阪府立公衆衛生研究所の
倫理審査委員会の承認を得ている（申請番号
0703-06）。 
 
４．研究成果 
(1) クラスター特異プライマーの構築 
 2007-2009 年に当所で実施された HIV 確認
検査の陽性検体について polおよび env領域
のシークエンスを行ない、系統樹解析により
大きなクラスターを形成する 2つのグループ
（a、b）を選択した（どちらもサブタイプ B）。
グループ a、b 間の塩基配列を比較したとこ
ろ、pol 領域は塩基配列の相同性が比較的高
く特異プライマーの構築が困難であったた
め、より多様性が高い env領域内に、それぞ
れのクラスターに属する HIV-1 株を特異的に
増幅できるプライマーを設定した。各クラス
ター特異プライマーの配列は以下の通りで
ある。 
 
1st PCR: 
envC1FoutA 
5’-GTTACCTTAAATTGCACTGATGC-3’ 
envC1FoutB 
5’-GTTACTTTAAATTGCACTGACTA-3’ 
envRoutAB（クラスターa,b 共通）  
5’-CATATCTCCTCCTCCAGGTCC-3’ 
 
nested PCR: 
envV1FinA  
5’-GTACAAATAAATGATGATGAGG-3’ 
envV1FinB 
5’-CCACAAGCATAAAAGATAAGGT-3’ 
envRinA 
5’-TGGGTCCCCTCCTGCAGAC-3’ 
envRinB-S 
5’-CTCCTGAGGAGCGATTAAA-3’ 
 
 また近年、これまで主に異性間の性交渉に
より感染が広がっていた CRF01_AE 株が、日
本人 MSM においてもしばしば検出されるよう
になったことから、サブタイプ Bと CRF01_AE
の重複感染が頻発している可能性を考え、
CRF01_AE を検出するための特異プライマー
を gag領域に構築した。AE 特異プライマーの
配列は以下の通りである。 
 
1st PCR: 
gagAE-Fout 
5’‒GAACAGTTACAGTCAACTCTCA-3’ 
gagAE-Rout  
5’-CTCTTCCCCCATCCCCCAGT-3’ 
 

nested PCR:  
gagAE-FinM  
5’-AATTACCCTATAGTGCAAAATGCA-3’ 
gagAE-RinM  
5’-CATCATTAYWTTTACMTGTTGTG-3’ 
 
(2) クラスター特異プライマーの検出感度 
 グループ a、b および CRF01_AE に属する
検体とそれら以外の HIV-1 株を混合して重複
感染を模したサンプルを作製し、PCR の最適
条件及び検出感度を検討したところ、a、b お
よび CRF01_AE の特異プライマーは各々1~
2 コピーの混在まで検出できることが確認さ
れた。また、これらは 3種混合プライマーと
しても、同等の検出感度を示した。 
 
(3) クラスター特異プライマーを用いた重
複感染の検出 
 確認検査検体およびフォローアップ患者
検体のウイルス RNA サンプル 59 例について、
クラスター特異プライマーを用いて重複感
染の検出を試みた結果、通常のプライマーで
グループ a（2 例）あるいは b（4 例）にクラ
スタリングされることが明らかなサンプル
は、それぞれの特異プライマーでも同じ塩基
配列が増幅されたが、それ以外は全例ともグ
ループaおよび bの重複感染は認められなか
った。 
 次に、フォローアップ患者検体のプロウイ
ルス DNA サンプル 63 例を用いて、クラスタ
ー特異プライマーによる重複感染の検出を
行った。その結果、通常プライマーでは塩基
の混在が著しくダイレクトシークエンスで
は解読が困難であった 1例（31-4）において、
グループ aにクラスタリングされる遺伝子が
増幅された。本症例について、通常プライマ
ーによる増幅産物をクローニングし、グルー
プ aに属する HIV 株と a クラスターから少し
離れたところに位置する株の重複感染であ
ることを確認した。その他のサンプルについ
ては、通常プライマーでグループ a（2 例）
あるいは b（4 例）にクラスタリングされる
ことが明らかなサンプル以外は特異プライ
マーによる遺伝子の増幅は認められなかっ
た。 
 重複感染の検出に用いるサンプルとして
は、fitness の優れたウイルスがメジャーと
なる血漿中のウイルス RNA よりも過去の感染
履歴が残っているプロウイルス DNA の方が適
当であると考えられる。しかし、検体のプロ
ウイルス量を測定し、1 回の PCR にかかるコ
ピー数を計算したところ、比較的プロウイル
ス量が多いと考えられる未治療患者でも 10
~30 コピー、治療経過が良好な患者ではせい
ぜい数コピー程度しか検討していないこと
がわかり、重複感染を検出するには 1検体あ
たり 1回の PCR では不十分であることが示唆



された。 
 そこで、フォローアップ患者のプロウイル
ス 63 検体の中から、より重複感染のリスク
が高いと思われる、他の性感染症（B 型肝炎
や梅毒など）の既往歴がある症例を中心に 30
検体を選択し、1 検体あたり少なくともプロ
ウイルス 100 コピー以上を検討できるよう複
数回の PCR を実施した。 
 その結果、1 例（31-19）においてクラスタ
ー特異プライマーにより HIV 遺伝子の増幅が
認められた。しかしながら、シークエンスを
解析したところ、それは通常プライマーで検
出される 31-19 の塩基配列とは異なるものの、
予想に反してグループ aにも bにも属さない
HIV 株（サブタイプは B）であった。このこ
とから、今回構築した特異プライマーは、グ
ループ a、b 以外にも検出可能な HIV 株があ
ることが示唆された（図）。 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 図 グループ特異プライマーにより検出された 

     HIV-1 サブタイプ Bの重複感染例 

 
 なお、今回重複感染が検出された 2例（31-4
および 31-19）は、共に過去の保存検体がな
いため superinfection か coinfection かの
判別はできなかった。 
 
 最近の研究の中には、superinfection は初
感染と同じ頻度でおこる、との報告もあり、
本研究における重複感染の検出率（2/63 例、
3.2%）は、日本人 MSM における HIV 感染率が
4%程度と推定されていることから考えると、
妥当な数値であるかもしれない。 
 また、今回特異プライマーを用いて検討し
た中にサブタイプ B と CRF01_AE の重複感染
は認められなかったが、近年東南アジアを中
心に CRF01_AE と B の新たなリコンビナント
タイプの HIV-1 が相次いで報告されており、
また日本人 MSM のコミュニティに中国からの
CRF01_AE が流入してきているという報告も
あることから、今後も日本の MSM コミュニテ
ィにおける CRF01_AE の動向に注意が必要で
あろう。 
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