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研究成果の概要（和文）：P2領域のTp-THF構造の5位にNHR基を導入する事で、① CYP耐性、② 多剤耐性HIV-1株
への抗ウイルス活性が向上し、また、③ 細胞内TGD濃度への影響も小さい事が示された。P2’領域にCp-Abt構造
を導入する事で化合物のCYP耐性は更に向上し、RTVやCOBIに匹敵する値を示すが、同時に細胞内TG濃度の増大と
いう異常をもたらす事も示された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that multiple novel PIs, which contain the 
tetrahydropyrano-tetrahydrofuran moiety (Tp-THF) with a C5-alkylamino group as a P2-ligand, 
displayed increased resistance to the metabolic activity of CYP enzymes. In particular, GRL-079-13A 
and GRL-015-16A, which contain P2-C5-alkylamino-modified Tp-THF and P2’
-cyclopropyl-amino-benzothiazole (P2’-Cp-Abt), displayed increased CYP resistance as RTV and COBI 
did.  We also determined the relationship between the chemical structures of PIs containing Tp-THF 
and the increase of intracellular TG amount in HepG2 cells. We found that P2’-Cp-Abt and 
P1-di-meta-fluorine modification increases intracellular TG levels but amine and methylamino 
modifications at the C5-position of Tp-THF do not affect adversely TG levels in HepG2 cells. These 
data would be useful to design novel PIs, which simplify the drug regimen by removing RTV or COBI 
from cART, thereby decreasing adverse effects in lipid metabolisms and drug-drug interactions.

研究分野： 感染症内科学、レトロウイルス感染症、抗ウイルス治療薬開発
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ブースターを必要とせずQW又はQMでの投与で野生株及び多剤耐性HIV-1株の両方に高い阻害効果を発揮する抗 
HIV-1剤を同定・開発するという本研究の試みはドラッグデザインの領域でも極めて先進的・挑戦的である。本
研究で得られたCYP耐性と化合物の構造の相関関係はそのような新規抗HIV-1剤開発の基盤を成すものであり学術
的・社会的意義は計り知れない。また、本研究成果は、ART の投薬方法の変革と感染患者のQOLの向上に必須で
あり、新たなHIV-1治療法の開拓に資する重要な成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

HIV-1 に対する抗ウイルス療法  (antiretroviral 

therapy: ART) により、HIV-1 感染患者の生活の質 

(quality of life: QOL) は飛躍的に向上した。また、
ART によって血中のウイルス濃度をコントロー
ルする事で二次感染を予防できる事 (Treatment as 

Prevention) も明らかとなり、ART 及び ART に使
用される抗HIV剤の果たす役割はより重要なもの
となった。しかし、ART によって感染患者内の 

HIV-1 を完全に排除する事は未だ不可能であり、
一旦感染が成立すると患者は複数の抗 HIV 剤 (3

剤以上) を毎日、恐らく生涯にわたって服用し続
けなくてはならない。最新の抗 HIV-1 剤の副作用
は、軽微となったが、一生涯の服用は未だに患者
にとって又医療経済学的にも大きな負担である。
特に darunavir (DRV; 図 1) に代表される HIV-1

プロテアーゼ阻害剤 (PIs) は、強力な抗 HIV 効
果を発揮する一方、肝臓で CYP3A4 によって迅速に代謝される為、ritonavir (RTV) や cobicistat 

(COBI) 等のブースターと呼ばれる CYP3A4 阻害剤と併用しなくてはならず、 合併症を有する
患者に使用する際、抗 HIV 剤以外の治療薬との併用による副作用が重篤化し服薬中止になる
危険性や血中の脂質濃度の増加等が大きな問題となっている。 

他方、申請者がヤマサ醤油と共同で開発、メルク社に導出した HIV-1 の逆転写酵素阻害剤、 

4’-ethynyl-2-fluoro-2’-deoxyadenosine (EFdA/MK-8591) は、第 I 相臨床試験 (Phase Ia) の結果か
ら 1 週 1 回の投与 (QW) で十分な抗 HIV 効果を発揮する事が示された。長期間作用型化した
静注用 EFdA はラットで半年から 1 年にわたって十分な血中濃度を維持できるという予備デー
タもメルク社が報告している。EFdA/MK-8591は米英仏などで第2相臨床試験が進行しており、
第３相臨床試験が開始される予定である。 

今後、ART の投与法は 1日 1回 (QD) から QW 又は QM・Q6Mへ大きく方向転換し、患者
の負担軽減とより良いアドヒアランスが得られると期待される。しかし、上述の様に ART は
複数の抗 HIV 剤を組み合わせて使用する事から、EFdA/MK-8591 以外にも QW 又は QM で十
分なウイルス抑制効果を発揮する薬剤が必要とされる。 

これまで申請者のグループは、HIV-1 野生株及び多剤耐性株に対して高い抗ウイルス効果を
発揮する PIs の開発を行ってきており、その過程で合成された多種多様な構造を持つ 300 種以
上の化合物群を保有しているので長期間効果を発揮する新規化合物の同定を進めることとした。 

 

２．研究の目的 

  本研究ではこれまで申請者が開発してきたプロテアーゼ阻害剤の CYP 耐性やトリグリセリ
ド (TG) 濃度への影響を解析、化合物の構造との相関を検討し、ブースターを使用することな
く QW 又は QMの投与で強力な抗 HIV-効果を発揮する化合物の開発へ向けた基盤の構築を目
的とする。 

 

図 2 各 PIsの CYP酵素による分解に対する抵抗性  P2領域に alkylamino-Tp-THF (RHN-Tp-THF) 

構造を有する化合物群の CYP 抵抗性を示す。RHN-Tp-THF 構造に加え、 P2’領域に

cyclopropyl-amino-benzothiazole (Cp-Abt) 構 造 を 有 す る 化 合 物  (GRL-079-13A, -037-17A, 

-011-16A, -014-16A 及び-015-16A) はブースターとして使用される ritonavir (RTV) や cobicistat 

(COBI) と同等の CYP耐性を示した。 

図 1. Darunavir (DRV) の構造と各部分構

造の名称: HIV-1 のプロテアーゼ阻害剤は

P1, P1’, P2 及び P2’と呼ばれる領域に分け

られ, DRVは P2領域に bis-THFという特徴

的な構造を有する. 



 

３．研究の方法 

(1) 肝ミクロソームアッセイ: ヒト肝ミクロソーム (HLM: human liver microsome) を含む溶液
に PIsを添加、2 時間おきに溶液を回収すると共に HLM を添加した。回収した溶液に等量
のアセトニトリルを添加、遠心分離後上清を回収した。回収した上清に含まれる PIs とそ
の分解物を HPLC により解析した。 

(2) トリグリセリドアッセイ：  PIs 存在下で HepG2 細胞を培養した。培養した細胞内の
triglyceride (TG) 濃度を、Adipogenesis Assay Kit (BioVision 社製) を用いて解析した。 

(3) 薬剤アッセイ： 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。 

 

４．研究成果 

(1) CYP による代謝に対する PIs の抵抗性と構造の相関を解明:  DRV に代表される PIs は P1, 

P2, P1’及び P2’ 部分に特徴的な構造を有している (図 1) 。申請者等の過去の研究から P2

領域への化学修飾が化合物の特性を大きく変化させる事が明らかとなっている事から、P2

部位に特徴的な官能基を有する化合物を中心に肝ミクロソームアッセイを行った。この結果、
P2領域に Tp-THF と呼ばれる特徴的な構造を有する化合物の内、Tp-HTF 構造の 5 位の炭素
に alkylamino基 (-NHR) が修飾された構造を有する化合物が atazanavir (ATV) と同等のCYP

耐性を有していた。ATVはブースターを使用せず投与可能な唯一の PIs であり、本研究によ
り新たに同定された alkylamino-Tp-THF (RHN-TP-THF) 構造を有する化合物群も同じように
ブースターに依存しない投与が可能であると期待できる。また、P2領域に RNH-Tp-THF 構
造を有し、更に P2’領域に cyclopropyl-amino-benzothiazole (Cp-Abt) 構造を有する化合物群は
ritonavir (RTV) や cobicistat (COBI) と同等の CYP 抵抗性を示す事が明らかとなった (図 2)。
これらの化合物は、CYP に結合しないのではなく、CYP に結合してその活性を阻害してい
た。 

(2) 細胞内トリグリセリド (TG) 濃度の上昇と化合物の構造の相関を解明: PIsの副作用として
主に、ブースターを使用する事による細胞内のトリグリセロール濃度の上昇が問題となる。
肝ミクロソームアッセイで CYP による代謝に抵抗性を示した化合物群の細胞内 TG 濃度に
対する影響と構造の相関を検討した。P2 領域に RHN-Tp-THF 構造を有する化合物群の中で、
Cp-Abt 構造を有しない化合物 (GRL-093-11A, -120-11A 及び-105-11A) に関しては細胞内の
TG上昇が DRV と同等であり、RTVや COBI と比較すると有意に低い値を示した。一方で、
P2’領域に Cp-Abt 構造を有する化合物は、RTV 及び COBI よりも細胞内 TG に対する影響が
大きく、TG の上昇率が大きな値を示した (図 3)。 

(3) P2領域への alkylamino 基 (-NHR) 導入による薬効変化: 過去に申請者は Tp-THF 構造の 5

位の炭素にヒドロキシル基 (-OH) を導入した化合物群が多剤耐性 HIV-1 変異株に強力な抗
ウイルス活性を発揮する事について報告した。本研究で CYP 耐性を有する化合物群は、こ
の OH 基の部分が NHR 基に置換された構造を P2 領域に有している事から、同様に多剤耐
性 HIV-1 変異株に対する薬効が向上している可能性が考えられる事から、ウイルスアッセイ
を実施し各化合物の抗ウイルス活性を多剤有耐性化した DRV 耐性 HIV-1 変異株を用いて検
討した。結果、OH 基を導入した場合と同様に NHR 基を導入した場合も薬剤耐性株に対す
る抗ウイルス活性の増強が確認された。 

 

図 3  PIsの細胞内 TG濃度への影響  P2領域に NHR基を有する化合物 (GRL-093-11A、-120-11A、

-105-11A) の細胞内グリセロール濃度への影響は DRV及び ATVと同程度であった。一方で、NHR基

の他に P2’ 位に Cp-Abt構造を有する化合物群 (GRL-079-13A, -037-17A, -011-16A, -014-16A及び

-015-16A etc.) は、細胞内 TG濃度を大きく上昇させた。 



(4) まとめと今後の課題: P2 領域の Tp-THF構造の 5位に NHR基を導入する事で、① CYP 耐
性、② 多剤耐性 HIV-1 株への抗ウイルス活性が向上し、また、③ 細胞内 TG 濃度への影
響も小さい事が示された。P2’領域に Cp-Abt 構造を導入する事で化合物の CYP 耐性は更に
向上し、RTV や COBIに匹敵する値を示すが、同時に細胞内 TG濃度を大きく上昇させてし
まうという副作用が生じる事が示された。今後は、P2’領域へ導入する構造を改変する事で
CYP 耐性は維持したまま細胞内 TG 濃度への影響を下げる事を目指す。 
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