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研究成果の概要（和文）：広範囲な新規臨床分離株を用いた、in vitro 薬剤耐性誘導システム

を樹立し、解析を行った。4 種類の抗 HIV 剤に対する耐性誘導過程において、各抗 HIV 剤が作

用部位とは異なるエンベロープ領域の diversity（多様性）を減少させるのみならず、それぞ

れの薬剤によって選択するウイルスのエンベロープ領域に違いが見られることを明らかにした。

このことは、今後、抗 HIV-1 療法における侵入・融合阻害剤との組み合わせにおける薬剤選択

に重要な知見となると考えられる。  
 
研究成果の概要（英文）：In vitro selection with anti-HIV-1 drugs were used to obtain genetically 
heterogeneous primary HIV-1 isolates. Env diversities significantly decreased during in vitro 
selection. Furthermore, these drugs-selected variants had completely different Env sequences from 
that in the passage control. This study is the first to explore the influence of anti-HIV drugs on 
genetic bottlenecks in bulk HIV primary isolates containing highly diverse Env sequences using in 
vitro selection methods. In vitro selection may be a useful tool for investigating the compatibility of 
combined anti-retroviral therapy using entry inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 

現在の HIV 感染症に対する治療は数種類

の抗レトロウイルス薬の有効な組み合わせ

による多剤併用療法 (cART) が主体となっ

ており、臨床的に大きな効果を上げているが、

一方でウイルスが各抗ウイルス薬に対して

耐性を獲得し、その多くが交叉耐性であって

治療に抵抗するという問題は臨床・基礎医学

の分野で避けて通ることのできない最重要

課題となっている(Clavel F and Hance AJ, 

N.Engl.J.Med., 350:1023-35, 2004)。 

この耐性ウイルスの出現という課題を解
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決するために、現在までに各抗 HIV-1 剤に対

する in vitro 耐性誘導解析が進められて成

果を上げてきたが、これらの研究には実験室

株であるサブタイプ B の CXCR4 指向性 HIV-1 

(X4 ウイルス) を T 細胞株に感染させる方法

が主に採用されており、in vitro の知見と臨

床の知見で少なからず乖離が認められると

いう問題点が存在する。実際に患者体内で感

染の主体となっているウイルスは CCR5 指向

性 HIV-1 (R5 ウイルス) であり、さらに近年、

サブタイプ B以外の HIV-1 の感染の広がりが

世界的に問題となっている。 

 
２．研究の目的 

そこで本研究では、従来の X4 実験室株で

はなく、現在実際に感染者間で伝搬している

「リアルタイムウイルスライブラリー」（最

近 5年以内に臨床サンプルから分離されたウ

イルスライブラリー）を構築することを目的

に、約10名の患者から各種サブタイプのR5-、

X4-、および X4/R5 混在-臨床ウイルスを分離

する。 

次に、新規 HIV-1 治療薬ラルテグラビル

（RAL, インテグラーゼ阻害剤）に対する in 

vitro 耐性誘導を、本「リアルタイムウイル

ス」を用いて行うことで、より in vivo に近

い耐性変異のデータを得ることを目指して

いる。 

また、その他の新規薬剤についてもこの

個々の「リアルタイムウイルス」から同様な

データを得ることにより、治療前の有効な薬

剤の組み合わせの決定だけでなく、仮に治療

に失敗した場合でも、耐性変異後のウイルス

に有効な薬剤の組み合わせを先回りして予

測できる可能性があり、それぞれの感染者の

感染ウイルス毎に細かなオーダーメード治

療ができるようになることを目指している。 

それだけでなく、「リアルタイムウイルス」

の耐性変異の情報は、次世代の抗 HIV-1 剤の

開発にも有用な知見を提供できると考えて

いる。 

 
３．研究の方法 

(1) 各種サブタイプのR5-、X4-、およびX4/R5

混在-臨床ウイルスの分離・解析 

まず、約10名のHIV-1感染患者の末梢血単

核球を、抗CD3抗体で刺激した健常者由来末

梢血単核球と継代培養を行い、その培養上

清を0.22 μmのフィルターに通したあと、使

用するまで-150℃で保存した。 

次に、得られた各臨床分離株のpol領域

およびenv領域のシークエンスを行い、サブ

タイプの同定、および最初に耐性誘導に使用

する新規抗HIV-1剤（RAL）の作用部位である

インテグラーゼ領域のポリモルフィズムを

同定した。 

本研究目的に合致するように、サブタイ

プBだけでなくサブタイプB以外のR5-、X4-、

およびX4/R5混在-臨床ウイルスを得た後に、

ポリモルフィズムに対するRAL感受性の影響

を細胞傷害性試験の一つであるWST-8アッセ

イを用いてIC50を同定し、解析を行った。 

 

(2) リアルタイムウイルスを用いたラルテ

グラビルに対するin vitro耐性誘導 

これまでの各種抗 HIV-1 剤に対する in 

vitro 耐性誘導解析は、実験室株である HIV-1

サブタイプ B の X4 ウイルスを T 細胞株に感

染させる方法で主に行なわれてきたが、本研

究では、X4 ウイルスだけでなく、R5-臨床分

離株および X4/R5 混在-臨床分離株も用いる

ため、熊本大学感染防御学講座の前田洋助准

教授により樹立された CCR5 高発現 T 細胞株

である PM1/CCR5 細胞を用いた。 

この細胞株は、代表的な実験室 R5 ウイル

ス株 (JR-FL, Ba-L等)で合胞体形成がみられ、

顕微鏡下に感染の広がりが確認できるため、

培養上清中の p24 濃度測定等を行なわずに、

簡便にウイルス増殖の程度が推測できる

(Yoshimura K, et al., AIDS, 20:2065-73, 

2006, Yusa K, et al., J. Biol.Chem., 

280:30083-90, 2005)。 

具体的には、各 IC50濃度の RAL 存在下で、

50%組織培養感染濃度(TCID50)の200倍の濃度 

(200TCID50) の 各 臨 床 分 離 ウ イ ル ス を

PM1/CCR5 細胞に感染させて、培養した。ウイ

ル ス の 増 殖 に つ い て は 細 胞 傷 害 効 果

（cytopathic effect; CPE）で確認した。培

養して 5-8 日目で培養上清を回収し、次の継

代のウイルス液として使用し、これを 1 パッ

セージとした。CPE が早くみられる毎に RAL

の濃度を上昇させた。各パッセージにおける

RAL に対する耐性度は WST-8 アッセイにより

判定し、WST-8 アッセイにより逃避ウイルス

の誘導が確認できたところで、これらのウイ

ルスのインテグラーゼ領域のシークエンス

を行い、耐性能付与責任変異部位の特定を行

った。 



 

 

また、本研究では「リアルタイムウイルス」

（新規臨床分離株）で耐性誘導を行なうこと

が可能なので、RAL の作用部位であるインテ

グラーゼ領域以外のシークエンスも行ない、

ウイルス全体における包括的な経時変化も

解析した。最初は、ウイルスの遺伝子領域で

最も変化が激しくかつ多様性に富むエンベ

ロープ領域のシークエンスを行なった。 

 

４．研究成果 

(1) 国内 HIV-1 感染者から分離した「リアル

タイムウイルス」を用いた in vitro ラルテ

グラビル耐性ウイルス誘導 

複数の患者から分離した現在流行してい

る HIV-1臨床分離株（リアルタイムウイルス）

を用いて、新規 HIV-1 治療薬であるインテグ

ラーゼ阻害薬ラルテグラビル (RAL)に対す

る in vitro 耐性誘導を行い、primary 変異の

出現をはじめとする耐性機序の検討を行っ

た。 

最初に、各 baseline ウイルスのインテグ

ラーゼ領域のアミノ酸配列および RALに対す

る感受性を解析したところ、リアルタイムウ

イルス-3 (B, R5, RV-3)およびリアルタイム

ウイルス-2（CRF08_BC, R5, RV-2）は、RAL

に対し、各々16,および 32 nM と他のリアル

タイムウイルス（1.2 < IC50 < 6.9） に比べ

てわずかに感受性が低かったが、今回用いた

全ての baseline ウイルスが RAL 感受性であ

ることが示された。これら baseline ウイル

スのインテグラーゼ領域のアミノ酸配列を

解析したところ、これまでに報告されている

RAL 耐性変異および補償変異のいずれも検出

されなかったが、RV-2 においては、これまで

に報告されてない 5 塩基の挿入変異(NQDME) 

が 288 残基に認められた。 

次に、これら RAL 感受性の baseline ウイ

ルスを用いて、RAL 耐性ウイルスを誘導し、

インテグラーゼ領域のアミノ酸配列および

RAL に対する薬剤感受性を比較検討した。

Hazuda らにより、治療失敗例の患者群で認め

られる RAL耐性変異として、L74M, E92Q, T97A, 

E138A/K, G140S, Y143C/H/R, Q148H/K/R, 

V151I, N155H, および G163K/R が報告されて

いる (Hazuda DJ, et. al., International 

Drug Resistance Workshop, 2007)。 

今回の耐性誘導の結果、G163R および

Y143C 変異が、リアルタイムウイルス-4（B, 

Mix, RV-4）（21 パッセージ目）および RV-2m

（8 パッセージ目）で各々検出された。他方、

これまでに報告がされていない新たな置換

である G189R および T210I 変異が、RV-2 (30

パッセージ目)およびリアルタイムウイルス

-5（X4, CRF01_AE, RV-5）（29 パッセージ目）

で認められた。また、V31I/R263S 変異が研究

室株 89.6（B, dual）（8パッセージ目）で検

出された。これら以外のウイルスでは、12-25

パッセージ目においてもこれまでに報告さ

れている RAL 耐性変異および補償変異のいず

れも検出されていない。 

しかしながら興味深いことに、インテグラ

ーゼおよびエンベロープ (Env) 領域におい

て、耐性誘導前のクワシスピーシスから、耐

性誘導群と継代コントロール群で明らかに

異なった配列を有するウイルスが選択され

ることが明らかになった。例えば、今回用い

た臨床分離株のひとつリアルタイムウイル

ス-1（B, Mix, RV-1）では、インテグラーゼ

領域において 4残基でアミノ酸の明白な選択

が確認され、さらに、Env 領域においても、

V2挿入をはじめC1からV5までにわたり顕著

な配列の違いが 2群間で認められた。 

このように、(i) これまで臨床データのみ

で認められて in vitro では報告されていな

い RAL primary 変異の Y143C/R 変異や、現在

までに一度も報告がされていない新たな関

連変異（G189R など）が in vitro で誘導され

たこと、および(ii) 薬剤選択圧によるクワ

シスピーシスの動きを解析できるなど、本シ

ステムを用いることで、臨床データ（in vivo）

により近い耐性機序のデータを得ることが

可能なことが示された。 

 

(2) 各種抗 HIV 剤が Env 多様性に与える影響 

上述したラルテグラビルに対する in 

vitro 耐性誘導過程において、今回用いたリ

アルタイムウイルスのひとつ RV-1 では、RAL

継代群とコントロール群の双方で、Env 領域

において有意な diversity（多様性）の減少

が認められた（継代開始前群=0.056 に対して、

各々0.007 と 0.010）。ところが、RAL 継代群

とコントロール群は、明らかに異なる Env を

選択し、特に、gp120 全長、V1/V2、と V4 の

長さ、および N型糖鎖付加部位 (PNGs) の数

で有意な違いが認められた。 

同様の傾向が、今回用いた全てのリアルタ

イムウイルス株でも認められた。さらに、

RV-1ではRAL以外の抗HIV剤として逆転写酵



 

 

素阻害剤ラミブジン（3TC）、プロテアーゼ

阻害剤サキナビル（SQV）、および CCR5 阻害

剤マラビロック（MVC）存在下においても、

同様に Env diversity の低下が認められた

（継代開始前群=0.056 に対して、各々0.020, 

0.0040, および 0.0080）。しかも、これら

各薬剤で選択された Env は、コントロール群

に対してだけでなく、各薬剤間でも異なるク

ラスタリングを示すことが系統樹解析から

明らかになった。 

以上、各抗 HIV 剤が作用部位とは異なる

Env 領域の diversity を減少させるのみなら

ず、それぞれの薬剤によって選択するウイル

スの Env領域に違いが見られることが明らか

になった。このことは、今後 cART における

侵入・融合阻害剤との組み合わせにおいて薬

剤選択に重要な知見となると考えられ、論文

にまとめ、投稿準備中である。 

 

(3) V3 領域の CCR5 阻害剤マラビロック感受

性に対する影響 

上述の研究成果(1)および(2)の解析にお

いて、RAL 選択圧が作用部位とは異なる Env

領域に影響することが明らかになった。そこ

で、リアルタイムウイルスを用いて CCR5 阻

害剤マラビロック（MVC）に対する in vitro

耐性誘導で得られた各種 MVC 耐性株を用いて、

RAL に対する in vitro 耐性誘導を行ったとこ

ろ、Env V3 tip 領域（P313L 変異）及び近傍

に変異が生じ、MVC に対する感受性を高度耐

性から高度感受性に大きく変化させる結果

が得られた。V3 変異が MVC 高度感受性をもた

らす知見は過去に報告されておらず、現在、

組換えウイルスを中心に更なる解析を進め

ている。この成果は、昨年度開催された国際

学会「IAS 2011」で報告し（Abstract number: 

TUPE089）、数ヶ月中に、学術雑誌に投稿する

予定である。 
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