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研究成果の概要： 

HIV 薬剤感受性検査は遺伝子検査とは異なり耐性の程度を定量化できることや、既知の耐性変

異以外による耐性の検出ができることから、迅速かつ簡便な検査法の確立が望まれている。し

かし、日本では、HIV-1 の取扱が BSL-3 に限定される事から、BSL-2 施設しか持ち合わせていな

い機関においては、HIV-1 の薬剤感受性検査を行う事は非常に難しい。この研究では、薬剤耐

性 HIV-1 の薬剤感受性検査を BSL-2 施設にて簡便に効率良く行う事が出来る系の構築を目的と

した。現在主に遺伝子導入実験に用いられているHIV-1 vectorはBSL-2での使用が可能である。

本研究では HIV-1 vector の pol 領域に HIV-1 感染者由来の pol を In-Fusion クローニングシ

ステムにより簡便に組み換える事が出来る様に改変した。また HIV-1 vector 感染の指標として

Luciferase 遺伝子を組み込んだ。作製した HIV-1 vector を感染させた MT-2 細胞は、感染量依

存的な Luciferase 活性を示し、既存の抗 HIV 薬剤に対して薬剤濃度依存的な Luciferase 活性

低下を示した。プロテアーゼ阻害剤に耐性である 84V/90M の変異ウイルスにおいては、SQV で

は 2.0 倍、NFV に対しては 4.3 倍の耐性を示した。核酸系逆転写酵素阻害剤耐性の

41L/67L/70R/215Y 変異ウイルスにおいては AZT に対して 265 倍、184V 変異ウイルスにおいては

3TC に対して 100 倍以上の耐性を示した。非核酸系逆転写酵素阻害剤耐性の 103N 変異ウイルス

においては NVP に対して 10 倍以上、190S 変異ウイルスにおいては EFV に対して 92 倍の耐性を

示す事が確認された。これらの結果から、HIV-1 vector を用いた本薬剤感受性検査方法は、BSL-2

における HIV-1 薬剤感受性検査に利用可能であると考えられた。HIV-1 感染者血漿由来の薬剤

耐性 HIV-1 から pol 領域を RT-PCR にて増幅したのち、In-Fusion クローニングシステムにて

HIV-1 vector へのクローニングを行い、野生型の HIV-1 vector との薬剤感受性の比較を行っ

た。同時に感染者血漿由来の HIV-1 pol 領域の遺伝子配列に対して、HIV-1 の遺伝子検査を行

う際に最もよく用いられている Stanford 大学の HIV-1 genotyping システムを用い、薬剤耐性

の推定を行った。その結果、本 HIV 薬剤感受性検査法によって得られた感染者由来の HIV-1 の

薬剤耐性度は、Stanford大学のgenotypingシステムから推定された結果との相関が見られた。

これらの結果から本検査法は BSL-2 における簡便な HIV 薬剤感受性検査として有用であると考

えられた。効率よく運用できる様に今後システムに更なる改良を加えていきたい。 
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１．研究開始当初の背景 
1981 年に human immunodeficiency virus 
(HIV) 感染症が報告されてから、これまでに
全世界で約 6500 万人が感染し、うち 2500 万
人が既に死亡している。2005 年の 1年間の推
定感染者は 410 万人であり、280 万人が 1 年
間で死亡している。日本においても 2005 年
の新規感染者は 1000 人を越えて過去最高と
なり、累積感染者も 1万人を突破した。その
増加率は加速的であり、まだ診断されていな
い潜伏感染者がこの数倍は存在するであろ
うことから、感染爆発といっても良い状況で
ある。HIV 感染症は宿主の CD4 細胞数を減少
させ，進行性の免疫不全を引き起こす。日本
では現在 18 種類の抗 HIV 薬が承認されてお
り、多剤併用による強力な抗ウイルス療法：
highly active anti-retroviraltherapy 
(HAART) は、HIV の増殖を抑制し、免疫不全
の進行をくい止め、予後を劇的に改善させた。
しかし、抗 HIV 薬は最低 1日 1回忘れずに服
薬する事が必須であり、不適切な薬剤投与に
よる血中薬剤濃度の低下は、薬剤耐性 HIV の
出現を招く。また、抗 HIV 薬の広範囲な使用
に伴い、新規感染者における薬剤耐性 HIV の
伝播が危惧されている。過去欧米各国で行わ
れた調査では、その頻度は数～26％と報告さ
れている。我が国では 2004 年より全国規模
の調査が開始されており、2003-2004 年の頻
度は 5.0％と報告されている 
 
２．研究の目的 
HIV-1 感染症の治療薬剤を選択する上で、薬
剤感受性検査は必須の検査である。薬剤感受
性検査は遺伝子検査とは異なり、耐性の程度
を定量化できることや、既知の耐性変異以外
による耐性の検出ができる等の多くの利点
を持つことから、迅速かつ簡便な検査法の確
立が望まれている。しかし、時間、費用、労
力などの問題から、薬剤感受性検査は現在の
ところ、臨床研究に位置づけられ、臨床検査
としては行われていない。特にこの検査は、
BSL-3 の施設が必要であり、BSL-3 を持たな
い多くの施設での実施を困難なものにして
いる。 従って、この研究では、BSL-2 施設に
おいても、in vitro の細胞培養系を用いた
HIV-1 の薬剤感受性検査を簡便に行える系を
確立する事を目的とする。本目的を達成する
ために、下記の 2つの点に重点をおいて検査
法の確立を行う。 

(1) HIV-1感染者由来のHIV-1遺伝子のHIV-1 
vector への簡便な遺伝子組み換え技術の構
築 
(2) 必要最低限の HIV-1遺伝子を用いた安全
な HIV-1 vector による薬剤感受性検査シス
テムの構築 
 
３．研究の方法 
(1).BSL-2 施設で利用可能な HIV-1 vector の
薬剤感受性検査用途への改良 
現在遺伝子導入に用いられている BSL-2にて
使用可能な HIV-1 vector の作製に必要な 3
つの plasmid、I: packaging plasmid、II: 
envelope & rev expression plasmid、III: 
self-inacitvating (SIN) vector plasmid、
を薬剤感受性検査へ適した遺伝子配列に改
変する。 
本研究では、packaging plasmid の pol 領域
に HIV-1 感染者由来の薬剤耐性 HIV-1 の pol
を In-Fusion クローニングシステムにより
簡便に組み換える事が出来るようするため、
組み換えた後のフレームの一致を考慮しな
がら、pol 領域にユニークな制限酵素配列を
両端に持たせた致死遺伝子 ccdBを組み込む。
また、近年 gag 領域がプロテアーゼ阻害剤に
対する薬剤耐性に関与している事が指摘さ
せている事から、gag および pol 領域の全て
を In-Fusionにより簡便に組み換えることが
できる packaging plasmid も構築する。次い
で、SIN vector plasmid に最も発現効率の高
い改良型 Luciferase遺伝子 (Luc2)  と改良
型 YFP である venus を組み込み、検出感度の
向上を試みる。 
 
(2). 野生型の HIV-1 から増幅した pol およ
び gag/pol 領域を組み込んだ packaging 
plasmid とその他 2 種類の作製した plasmid
を用いて HIV-1 vector を作製し、既存の抗
HIV-1 薬剤に対する感受性について検討を行
う。 
 
(3). 既存の薬剤に耐性を示す事が知られて
いる遺伝子変異を持つ vector を作製し、既
存の抗 HIV-1薬剤に対する感受性について野
生型の HIV-1 との比較を行う。 
 
(4). HIV-1 感染者の血漿由来の薬剤耐性
HIV-1 から pol および gag/pol 領域を RT-PCR
にて増幅したのち、In-Fusion クローニング



システムにて HIV-1 vector への効率的なク
ローニング条件を検討する。 
 
(5). HIV-1 感染者血漿由来の HIV-1 遺伝子を
クローニングした HIV-1 vector を用いて感
受性検査を行い、遺伝子検査によって得られ
た耐性度との相関を比較検討する。 
 
(6). 一般的な微生物学検査を行う研究室に
おいても、効率よく検査を行うことができる
ように、plasmid の遺伝子導入、ウイルスの
感染、ウイルスを感染させる細胞数、細胞の
種類等の詳細な条件を検討する。 
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Luciferase assayもしくは蛍光強度測定
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（薬剤感受性測定）

RNA抽出漿血

HIV-1

RT-PCR + nested PCR
（HIV遺伝子増幅）

In-Fusionクローニング
（HIV遺伝子サブクローニング）
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４．研究成果 
(1).-[I]: packaging plasmid 改変 
packaging plasmid の pol 領域に HIV-1 感染
者由来の薬剤耐性 HIV-1 の pol を In-Fusion 
クローニングシステムにより組み換えを可
能にし、かつ HIV-1 感染者由来の遺伝子を持
たないクローンの増殖を阻止するため、pol
領域に組み換え後にフレームが一致する様
設計されたユニークな制限酵素配列を両端
に持つ致死遺伝子 ccdB を組み込んだ。 
(1)-[II]: envelope & rev expression 
plasmid 
発現効率の良い CAG promoter の下流に
envelope および beta-globin polyA signal
を配置した。同じ plasmid 上に rev を組み込
む事により、envelope および rev 発現
plamisd を作製した。  
(1)-[III]: self-inactivating (SIN) vector 
plasmid 改変 
Luciferase による高感度な薬剤感受性検出
系だけでなく、検出コスト削減を目的とし、

蛍光蛋白 venusによる検出も可能にするため、
SIN vector plasmid に最も発現効率の高い改
良型 Luciferase 遺伝子 (Luc2)  と改良型
YFP である venus を組み込みこんだ。 
 
 
 
 
 
 
 
 

HIV gag+ccdB+ integrase BGH pApEF1�

pCAG VSV‐G ß‐globin pA pRSV Rev LTR pA

pCMV Luc2 IRES EGFP BGH pA
�

RRE

RRE

Gag/pol expression plasmid (ウイルス粒子に取り込まれない)

VSV‐G & Rev expression plasimd (ウイルス粒子に取り込まれない)

Reporter gene expression vector (ウイルス粒子に取り込まれる)  
(3). 野生型の HIV-1 から増幅した pol およ
び gag/pol 領域を組み込んだ packaging 
plasmid とその他 2種類の作製した plasmid
を用いて HIV-1 vector を作製し、既存の抗
HIV-1 薬剤に対する感受性について検討を行
った。HIV-1 vector は既存の抗 HIV 薬に対し
て濃度依存的な Luciferase 活性（感染効率）
の低下を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IC50(uM)
Drug AVE SD
AZT 0.818 1.269

C 5.925 2.075
I 5.255 4.263
T 12.547 14.168
C 5.704 9.828

dd
dd
d4
3T
ABC 1.739 2.237

F 6.941 5.648
P 0.121 0.278
V 0.058 0.135
V 0.033 0.033
V 0.031 0.022
V 0.031 0.026

TD
NV
EF
ID
SQ
NF
APV 0.006 0.005
LPV 0.093 0.023  
 
(4). 既存の薬剤に耐性を示す事が知られて
いる遺伝子変異を持つ vector を作製し、既
存の抗 HIV-1薬剤に対する感受性について野
生型の HIV-1 との比較を行った。これからの
結果は、既存の薬剤感受性検査から得られた
結果報告とよく一致しており、本検査方法は
薬剤耐性ウイルスを用いた薬剤感受性検査
に用いることが可能だと考えられた。 
 
 
 M
 
 
 
 
 
 

IC50(uM)
utations Drug AVE SD
L/67L/70R/215Y41 AZT 59.311 35.087

184V 3TC >100 -
3N NV10 P >10 -

190S EFV 0.970 0.747
84V/90M SQV 0.039 0.030
84V/90M NFV 0.089 0.033  
 
 
 Mu
 
 
 
 
 
 

Fold Resistance
tations Drug AVE SD

L/67L/70R/215Y41 AZT 264.9 99.4
4V 3T18 C >100 -
3N NV10 P >10 -

190S EFV 91.5 73.0
84V/90M SQV 2.0 1.4
84V/90M NFV 4.3 3.3  
 
(5). 遺伝子検査で薬剤耐性を示す臨床検体
から遺伝子を増幅し、In-Fusionにて gag-pol
発現 vector との組み換えを行った後、抗
HIV-1 薬剤に対する感受性について野生型の
HIV-1との比較を行った。感染者由来の HIV-1
の薬剤耐性度は、Stanford大学の genotyping
システムから推定された結果との相関が見

られた。これらの結果から本検査法は臨床検
体を用いた BSL-2 における簡便な HIV 薬剤感
受性検査として有用であると考えられた。 
 
NRTI Resistance Mutations: M41L, T69i, 
T215Y 
NNRTI Resistance Mutations:  K238S 
 
Interpretation of genotypic assay 
NRTI resistance: AZT, ddc, ddI, d4T, ABC, 
TDF, High-level; 3TC, Intermediate. 
NNRTI resistance: NVP, Intermediate; EFV 
Low-level. 
 
Results of phenotypic assay (Fold 
resistance ) 
AZT >50, ddC 2.7, ddI 3.1, d4T 3.5, 3TC 7.4, 
ABC 7.6, TDF 5.8, NVP 2.4, EFV 1.0 
 
上述の結果から本検査法は BSL-2における簡

便な HIV薬剤感受性検査として有用であると

考えられた。本システムを用いることにより、

日本国内においても BSL-3施設を利用するこ

となく、安価かつ簡便な薬剤感受性検査を行

うことが可能になる。現在薬剤感受性検査は

主として国外の検査会社に外注して行われ

ているが、本システムを使用することにより

海外企業に依存することなく、検査を行うこ

とが可能である。今後、更に効率よく運用で

きる様にシステムを改良する事により、地方

衛生研究所または臨床検査会社での運用が

可能であると考えられる。 
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