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研究成果の概要（和文）：核酸系逆転写酵素阻害剤4'-ethynyl-2-fluoro-deoxyadenosine (EFdA)はtranslocation活性
を阻害する。作用機序解明のためEFdA耐性HIVを誘導し、耐性責任変異M184I/V、2次変異A158T、T165M/Rを同定した。M
184I/Vは複製能を低下させたが、2次変異の一部は複製能を回復させた。逆転写酵素アッセイの結果はウイルスアッセ
イのそれに一致した。複数作製した多剤耐性HIVに対してEFdAは非常に強い活性を有していた。本研究ではtranslocati
on阻害に必要な逆転写酵素アミノ酸の同定、分子レベルでの薬剤のデザインのための基盤を形成した。

研究成果の概要（英文）：A novel nucleoside reverse transcriptase (RT) inhibitor, 4'-ethynyl-2-fluoro-deoxy
adenosine (EFdA) inhibits translocation activity of RT. To elucidate mechanism of the action in detail, re
sistant HIV-1 and -2 variants to EFdA were induced in vitro. M184I/V in the RT was identified as the prima
ry mutation, while A158T and T165M/R were considered as the secondary mutations. M184I/V much reduced repl
ication kinetics of HIV, but some of the secondary mutations improved the reduced replication. Data obtain
ed from enzymatic assays with recombinant RT well supported those from viral assays. In this study, we pro
vide crucial information of key amino aicds for tranlocation activity and of drug design for novel inhibit
ors. 
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１．研究開始当初の背景 
HIV 感染症に対する多剤併用療法により、
コントロールが良好であれば感染後 30 年程
度は効果を持続させることが可能ではない
かとまで試算されている。しかしながら、
backbone として使用される核酸系逆転写酵
素阻害剤（NRTI）はテノフォビル、ラミブ
ジン(3TC)の誘導体の FTCの発売以降、新し
い薬剤は出てきていない。そのためゆっくり
ではあっても HIV は耐性を獲得し、最終的
には backbone として選択できる薬剤は限ら
れてしまう。しかし key drug として使用で
きるプロテアーゼ阻害剤やインテグラーゼ
阻害剤の開発は続いているが、backbone と
しての NRTIの機序は滞っている。理由のひ
とつとして新しい作用機序を持つ薬剤が少
ないことがあげられる。 
 共同研究者の児玉らによって新規NRTIの
4'-ethynyl-2-fluoro-deoxyadenosine (EFdA)
がこれまでにない新しい作用機序によって
効果を示すことが明らかにされた(J. Biol. 
Chem., 2009)。これまでのすべての NRTIは
3'-OH基が改変または欠落しており、伸長し
ている DNA の取り込まれると次に取り込ま
れる dNTP がリン酸ジエステル結合できな
い（chain terminator）。一方で EFdA は
3'-OH基を有しており、EFdAは取り込まれ
たあと、強固に逆転写酵素活性中心の
Ala-114, Tyr-115, Phe-160, Met-184, 
Asp-185と結合し、伸長している RNA/DNA
ハイブリッド鎖上の酵素移動  (transloca-
tion)を阻害する。これはこれまでのリン酸ジ
エステル結合阻害から起こる chain termi-
nationと全く異なる作用機序である。そのた
めEFdAはこれまで報告されて来ているすべ
ての耐性ウイルスに対して野生株と同等の
活性を保持している。児玉らは EFdAの母核
となる 4'-ethynyl-deoxyadenosine (EdA)の
耐性ウイルスを分離し、逆転写酵素領域に
I142V, T165R, M184V という新しい変異を
同定しているが、この耐性導入後であっても
EFdA は AZT の野生型に対する効果と同等
の効果を依然有している (Intl J Biochem 
Cell Biol, 2009）。 
 
２．研究の目的 
本邦で開発された核酸系逆転写酵素阻害剤
4'-ethynyl-2-fluoro-deoxyadenosine (EFdA)
はこれまでにない逆転写酵素阻害機序、
translocation阻害を有する。この機序の詳細
な解明のために EFdA に対する耐性 HIV を
試験管内で誘導し、そのウイルス学的、酵素
学的解析を行う。これらの結果から
translocation 阻害に必要な逆転写酵素アミ
ノ酸を同定し、分子レベルでの interaction
を利用した薬剤のデザインを可能とする。分
子標的を明確とすることで開発費用を削減
させ、「よい薬をより安く」を感染症治療薬
のみならず他の薬剤開発に発展させたい。 
 

３．研究の方法 
(1)  EFdA耐性ウイルスの誘導 

EFdA耐性ウイルス誘導にはHIV-1IIIB株を
使用した dose escalating 法を用いる。細胞は
MT-2 を宿主細胞として薬剤濃度はEC50値か
ら開始する。出現してきた変異を有する感染
性ウイルスを順次作製する。感染性ウイルス
は pNL101-RTを改変したベクターを用いる。
このベクターは RT の前半部分のみだけでな
く個別に後半部分を組替えることができ、こ
の vectorを鋳型として耐性 molecular cloneを
作製する。変異は、RT 領域に site directed 
mutagenesisで導入、その遺伝子断片を組み替
えることで作製する。Molecular cloneは 293T
細胞に pNL プラスミドを遺伝子導入するこ
とで感染性ウイルスを回収し、同様に MAGI
細胞で感染性を確認する。 
 耐性誘導は耐性変異の確定のため 2回行う。
また、HIV-2EHO を使用した耐性誘導も行い、
backgroundの異なるウイルスからの耐性変異
の出現に違いがあるかを検討する。 
 
(2) 薬剤耐性度と複製速度の解析 
 上記で作製した感染性ウイルスを用いて
まず 4-5 種類の細胞でその耐性度と複製能の
変化を観察する。コントロールとして薬剤取
り込み抑制を耐性機序とする Q151M、M184V
単一変異を有するウイルスおよび薬剤除去
機能を有する finger subdomain insertion 変異
体ウイルスでも同様な検討を行う。薬剤感受
性は MTT色素法および MAGI細胞によって
決定する (Kodama et al, Antimicrob Agents 
Chemother, 2001)。複製速度は培養上清中に含
まれる p24抗原量の測定（市販キットを使用）
と我々が確立した competitive HIV replication 
assayを用いる。 
 
(3) 細胞内 dNTP、ATP量測定 
 まず、細胞内 dNTP量は研究代表者が以前
に確立した細胞からメタノール抽出によっ
て dNTP を溶出し、それを DNA polymerase
を用いた測定法にて有効 dNTP量を４種類に
分けて測定する（Kodama et al, Biochem 
Pharmacol, 2000)。ATP測定には市販されてい
る ATP測定キットを用いて行う。これらが耐
性に及ぼす影響を検討する。 
 
(4) 耐性変異を有する RTの作製 
平成 23年度内に作製した pNL4-3を改変し
たカセットベクターをPCRの templateとして
用いて RT 領域すべてを含むリコンビナント
タンパクを大腸菌で発現するベクターを構
築する。耐性変異を有するフラグメントをこ
のベクターに組換え、同様にリコンビナント
酵素を作製・精製する。これらの精製酵素を
用いて RT 反応を行い、その活性の変化を検
討する。さらにこれら変異の性格を調べたの
ち、この変異の逆転写酵素に対する影響を逆
転写酵素レベルで生化学的に検討を行う。こ
こでは変異を有する逆転写酵素を分離・精製
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