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研究成果の概要（和文）：全研究期間を通して新規化合物の設計・合成・開発を行い、結晶構造解析等を用いて
種々の化合物の相互作用様式や結合特性を明らかにした。高度ダルナビル (DRV) 耐性株HIVDRVRsを含む多剤耐
性株を阻害する為に化合物の必要条件と最適な部分構造を決定した。これらの成果を基にHIV野生株 (HIVWT) だ
けでなくHIVDRVRsにも効果を発揮する数十種類の化合物を同定した。In vitroでの耐性誘導試験の結果から、こ
れらの化合物がDRVに比して極めて高い抗HIV活性を有し、かつHIVの薬剤耐性獲得に対してDRV以上の抵抗性を示
す事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We identified newly generated novel protease inhibitors (GRL-058, -059, 
-077, -078, -079, -010 and -014), which were designed based on the structural, pharmaceutical and 
anti-HIV activity features of GRL-085 and KU-241 (Aoki & Mitsuya, J Virol. 90, 2180-2194, 2016). We 
also determined the anti-HIV activity and crystal structures of these derivatives. These compounds 
exerted potent activity with IC50 values of 10-11 to 10-8 molar concentrations against wild type 
HIV-1 (HIVWT) and darunavir (DRV)-resistant HIV-1 variants (HIVDRVRs). We also identified the 
chemical moieties, which confer the potent activity against HIVDRVRs on some compounds through 
forming strong halogen and hydrogen bonds with amino acids located at the flap region of protese. 
Additionally, we demonstrated that such compounds had higher genetic barrier than DRV using in vitro
 selection assay for inducing drug resistant HIV-1 strains.

研究分野： 血液内科学・免疫学・ウイルス学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト免疫不全ウイルス I 型 (HIV-1) は複

製の際に不断に突然変異をきたすという特
徴を有しており、容易に薬剤耐性が生じる。
近年、複数の抗 HIV 剤に耐性を示す多剤耐性
HIV-1の出現が問題視され、より強力でHIV-1
の薬剤耐性獲得に抵抗性を示す薬剤が必要
とされている。過去に申請者等は、in vitro
においてdarunavir (DRV) に対して耐性を示
すHIV-1変異株 (HIVDRV

Rs) の誘導に成功した。
更に、HIVDRV

Rs に対して高い阻害活性を有する
化合物 GRL-015, -085 の同定に成功、結晶構
造解析を用いてHIV-1野生株 (HIVWT) 由来の
PR (PRWT) 及び HIVDRV

Rs 由来の PR (PRDRV
Rs) と

の相互作用を解析した結果、これらの化合物
が PRの flap 領域と相互作用している事が明
らかとなった。 
過去に様々な研究グループが多剤耐性

HIV-1 変異株 (HIVMDRs) 由来の PR 変異体と
DRV の結晶構造解析を用いて、HIV-1 が DRV
に対して耐性を獲得するメカニズムの解明
を試みてきたが、未だに明確な耐性獲得メカ
ニズムは明らかとなっていない (Agniswamy 
& Weber, Biochemistry. 51: 2819, 2012; 
Wang & Kovari, BRC. 412: 737, 2011)。こ
の理由として、(i) 結晶化に用いる HIVMDRs
由来 PR変異体の DRVに対する耐性度が低い、
(ii) 結晶構造から得られる情報は、DRV と
PR の結合・解離における一側面、即ち結合解
離平衡における DRV と PR の複合体がとり得
る構造中で最も結晶化しやすい状態のみを
反映するといった事が考えられる。他方、コ
ンピュータを用いた分子動力学計算の分野
における発展は目覚ましく、結晶構造と組み
合わせる事でタンパク質の三次元構造のダ
イナミクスを短期間且つ高い精度で計算・予
測できるようになっている (Jensen & Shaw, 
PNAS. 107: 5833, 2010; Shan & Shaw, PNAS. 
106: 139, 2009)。 
 

２．研究の目的 
本研究は、薬剤耐性誘導試験と結晶構造解

析を組み合わせ、HIV-1 が薬剤耐性を獲得す
る過程を構造的に解析、更に結晶構造を基に
分子動力学計算を行う事で、HIV-1 に変異が
導入される過程で生じた構造変化が薬剤と
の相互作用に与える影響を検討、得られた結
果を基により強力でHIV-1の薬剤耐性獲得に
抵抗性を示す薬剤の設計・開発を行う事を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
抗 HIV 活性の測定： HIV-1 由来のタンパク質
p24 の量を測定する事に依り HIV-1 の増加を
検出する p24 アッセイ及び、MTT アッセイを
用いて各化合物の抗ウイルス効果を測定し
た。 
PR の発現・精製： HIV-1 由来の PRをコード
したプラスミドを形質転換した大腸菌株
Rosetta (DE3)pLysS を用いて PR の大量発現

を行った。発現させた PR を、液体クロマト
グラフィーを用いて精製後、一旦ギ酸 
(pH2.8) で変性させた状態で-80℃に保存し
た。 
結晶構造解析： 精製後の PR を Refold させ
た後、限外濾過法を用いて buffer を 10 mM 酢
酸アンモニウム (pH5.0 ) へと置換、更に PR
濃度が 1 mg/mL 以上になるように濃縮した。
濃縮後の PR に化合物を添加し、hanging drop 
vapor diffusion法を用いて結晶化を行った。
得られた結晶の X線回析を行い、回折データ
を基に三次元構造の同定を行った。X 線回析
操作は、創薬等支援技術基盤プラットフォー
ムの支援の下、兵庫県にある大型放射光施設
SPring8 で行った。 
熱安定性試験： 精製後の PR を Refold させ
た後、PR 阻害活性を有する新規化合物及び
SYPRO Orange を添加し、7500 Fast Real-Time 
PCR system (Applied Biosystems 社) を用い
て温度変化に伴う蛍光強度の増減を測定し
た (differential scanning fluorimetly; 
DSF)。基質が結合する事により PR が安定化
されるため、Tm値は化合物添加前よりも増加
する。化合物添加時と非添加時の Tm 値の差 
(ΔTm 値) を比較する事でタンパク質に対す
る各化合物の親和性の強弱を推察する事が
可能となる。 
分子動力学計算: 化合物と PR との複合体の
結晶構造解析から得られた三次元構造を分
子動力学計算用ソフトウェア (Desmond) と
NIH のスーパーコンピュータを用いて解析
する。動的な解析を行う為に、水分子を含む
空 間 内 で 複 合 体 の 構 造 を 最 適 化 
(minimization) した後、ダイナミクス計算
を行った。 
 
４．研究成果 
《全研究期間における成果概要》 全研究期
間を通して 50 種以上の化合物の設計・合成・
開発を行い、結晶構造解析等の分子生物学的
な手法を用いて種々の化合物の相互作用様
式や結合特性を明らかにした。得られたデー
タの構造活性相関を基に、HIVDRV

Rs を含む多剤
耐性HIV-1変異株を効果的に阻害する為に化
合物が満たすべき条件と最適な部分構造を
決定した。これらの成果を基に HIVWT だけで
なく HIVDRV

Rs にも効果を発揮する複数の化合
物(GRL-058, -059, -077, -078, -079, -010, 
-014 etc.) を同定する事に成功した。In 
vitro での耐性誘導試験の結果から、これら
の化合物が HIV-1 の薬剤耐性獲得に対して
DRV 以上の抵抗性を示す事が明らかとなった。 
《平成 26 年度の研究成果》Desmond と NIH
のスーパーコンピュータを用いて分子動力
学計算を行った。平成 25 年度に行った予備
的実験でDRVとPRWT及びPRDRV

Rsの結合に関し
て計算を行い、HIV が DRV 耐性を獲得する事
で PR から解離し易くなる傾向がある当デー
タが得られていた。しかし、平成 26 年度に
ダイナミクス計算に用いる各パラメータを 



 
種々に変化させ詳細な検討を行った結果、パ
ラメータを変化させる事で得られる結果に
統一性が無くなり信用に足るデータを得る
事が出来なかった。この為、分子動力学計算
を用いた解析を中断した。一方、新たに合成
された化合物、GRL-084-13 と GRL-085-13 の
結晶構造解析からこれらの化合物が PRWT の
flap領域に存在するアミノ酸Gly49と相互作
用を形成する事が明らかとなった。平成 25
年度に行った GRL-015, -085 の構造解析によ
り化合物と PR の flap 領域との結合が HIVDRV

R

に対する抗HIV活性の発揮に重要である事が
示唆されていた (Aoki & Mitsuya, JVI, 90, 
2180-94, 2015) 為、GRL-085-13 と GRL-015
の両方の特徴を有する新規化合物の設計を
行い、化合物の合成は米国Purdue大学のArun 
K. Ghosh 教授が担当した。 
《平成 27 年度の研究成果》  新たに合成さ
れた 3種類の化合物 (GRL-057, GRL-058 及び
KU-241) の抗 HIV-1 活性の測定を行った。
GRL-057及びGRL-058は平成26年度研究成果
を基に設計された化合物であり、KU-241 はこ
れら 2 つの新規化合物とは P2 領域の部分構
造が異なる化合物である。一方、新たに合成
された 3 種類の化合物は P1 領域に 2 つのフ
ッ素原子を有しているという共通点を持つ。
抗 HIV-1 活性の測定結果から、これらの化合
物は HIVWTに対して非常に強力な抗 HIV 効果 
(IC50=10

-11～10-9 M) を発揮するだけでなく、
HIVDRV

Rs に対しても高い抗 HIV-1 効果 (IC50=
～10-9 M) を維持する事が明らかとなった 
(表 1)。KU-241 の構造解析の結果から、
GRL-057, GRL-058 及び KU-241 に共通する 2
つのフッ素原子が PRの flap 領域とハロゲン
結合を形成している事が明らかとなった。ハ
ロゲン結合は、フッ素や塩素といったハロゲ
ン元素に特徴的な結合であり、水素結合と同
様に双極子間相互作用に分類される。また、
熱安定性試験の結果から、KU-241 は過去に例
を見ない程強力に PR と結合している事が明

らかとなった (図 1)。これらの成果を受け、
新たに GRL-057, -058 及び KU-241 の誘導体
を設計、Arun K. Ghosh 教授が合成を担当し
た。 
 
《平成 28 年度の研究成果》 平成 27年度の
成果を基に設計された GRL-057, GRL-058 及
び KU-241 の誘導体 (GRL-010, GRL-014, 
GRL-121, GRL-001 & GRL-003 etc.) の抗
HIV-1 活性の測定及び結晶構造解析、熱安定
性試験等を行った。GRL-010, GRL-014 は、
GRL-057, GRL-058 の誘導体であり、抗 HIV 活
性の測定結果から、HIVWT及び HIVDRV

Rs に対し
て IC50値が 10-11～10-8 M の範囲でウイルス阻
害効果を発揮、特にHIVWTに対してはGRL-057, 
GRL-058 に匹敵する活性を有する事が明らか
となった。更に、GRL-121, GRL-001, GRL-002, 
GRL-003 及び GRL-004 は、KU-241 の誘導体と
して設計した化合物であり、抗 HIV 活性測定
の結果、GRL-121, GRL-001 と GRL-003 は、
HIVWTに対して KU-241 に匹敵する化合物であ
る事が明らかとなった (Ghosh & Mitsuya, J 
Med Chem. in press)。一方で、HIVDRV

Rs に対
しては IC50 値が 2×10-8 M～4×10-8 M で阻害
活性を示す (表 1) ものの、HIVWTに対する活
性に比して著しく活性が低下した (fold 
change; 約 1000 倍) (表 1)。既に、GRL-121, 
GRL-001 及び GRL-003 に関しては結晶構造解
析を終えており、HIVDRV

Rs に対する活性低下の
原因が、フッ素の位置及び数を変化させた事
によるハロゲン結合及びファンデルワール
ス相互作用の減少に起因する事を明らかに
し た 。 GRL-057, GRL-058, GRL-010 及 び
GRL-014に関しては、PRとの複合体を作成し、
現在結晶化を行っているところである。 

図 1 熱安定性試験
による各化合物の結
合強度比較： 温度上
昇に伴う PRWTの構造
の崩壊を ,  蛍光強度
変化として測定する. 
化合物が結合する 

事により, PRWT の熱安定性 (Tm 値; 最大蛍光強度値の
2 分の 1 の強度になるときの温度) が増加する。Tm値
の上昇値 (ΔTm 値) が大きな値を示すほど化合物の親
和性が高い事を示す. KU-241 と PRWTから成る複合体
の安定性は, 装置の検出限界 (95℃) を越えており, 
非常に強力な相互作用により結合している事が解る. 
DRV; darunavir, SQV; saquinavir. 

表 1. GRL-057, -058 及び KU-241 の HIVWT 及び
HIVDRVRs に対する抗 HIV-1 活性 



《まとめ》 全研究期間を通して新規化合物
の設計・開発を行い、抗 HIV 活性の測定及び
結晶構造解析により各化合物の特性を明ら
かにした。平成 26 年度から異なる置換基を
有する種々の誘導体を作成、HIVDRV

Rs を含む多
剤耐性HIV-1変異株を効果的に阻害する為に
化合物が満たすべき条件の検討を行い、
HIVDRV

Rs を効果的に阻害する複数の化合物を
開発する事に成功した。また、これらの化合
物が HIV-1 の薬剤耐性獲得に対して DRV以上
の抵抗性を示す事を明らかにした。 
 本研究成果により、HIVDRV

Rs を含む多剤耐性
HIV-1 変異株を効果的に阻害し、DRV 以上の
ジェネティックバリアを有する化合物を合
理的に設計する事が可能となった。これらの
結果は、新たな抗 HIV 剤の発展に資する成果
であり、本研究課題の研究目標を 100%達成で
きたと考えられる。一方で、これらの化合物
は、比較的細胞毒性が高くなる傾向が確認さ
れており、今後この細胞毒性の軽減が新たな
課題となる事が予想される。 
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