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研究成果の概要（和文）：　後天性免疫不全症候群（AIDS）はHIV感染によって発症し、最も深刻な感染症の１つであ
る。さらに、薬剤耐性を示す変異HIVの出現と拡散は、深刻な問題となっている。そのため、新たな薬剤耐性HIVの治療
法や識別法が求められている。
　これまでに、代表者は、ペプチドに特異的な蛍光誘導体化反応をもとに、新規のHIVプロテアーゼ活性測定法を開発
している。本研究では、この活性測定法を、さらに発展させた薬剤耐性HIVプロテアーゼ識別法への応用を試みた。
　その結果、本識別法によって、薬剤耐性を示す変異型HIVプロテアーゼを直接識別することができた。

研究成果の概要（英文）： Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is caused by HIV infection, and one of 
the most serious infectious diseases. Moreover, the emergence and transmission of drug resistance strains 
of HIV are the most serious problem in the world. Thus, new treatments and discrimination methods for drug
 resistance HIV are still in great need.
 A noble assay method for HIV protease activity was developed, basing on a specific fluorescence derivatiz
ation reaction for peptides, previously. In this research, I tried to apply this HIV protease assay to dis
crimination for drug-resistant HIV proteases.
 Consequently, mutant HIV proteases with drug-resistant could be directly discriminated by the present dis
crimination method.
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１．研究開始当初の背景 
 エイズは、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)感
染により発症し、結核やマラリアとともに三
大感染症に数えられている。HIV は、HIV プ
ロテアーゼや逆転写酵素など、ウイルス特有
の酵素群を持ち、このなかでも HIV プロテア
ーゼは、宿主細胞内で、ウイルス RNA より転
写、翻訳されたウイルス由来の未成熟な前駆
体タンパク質を切断し、HIV の増殖に必要な
様々な酵素や構造タンパク質を成熟化させ
るという、HIV のライフサイクルにおいて極
めて重要な役割を担っている。そのため、HIV
プロテアーゼは、HIV 治療における重要な標
的分子となっている。 
 これまでに、様々な HIV プロテアーゼ阻害
剤が開発され、その中のいくつかは実際にエ
イズ治療薬として臨床現場で使用されてい
る。しかしながら、現在のところ、HIV 感染
を根治する治療法はないため、HIV 感染の治
療には、長期間の薬の服用が必要であり、さ
らに、HIV ゲノムは容易に変異するため、薬
剤耐性をもつ変異ウイルスの出現が問題と
なっている。 
 特に、HIV プロテアーゼ遺伝子における変
異は、薬剤耐性と密接に関係しており、した
がって、薬剤耐性を獲得した変異ウイルスを
識別する検査法は、HIV 感染の診断や治療だ
けでなく、新規治療薬の開発においても重要
である。 
 
２．研究の目的 
 現在、変異ウイルスの識別法として、ウイ
ルスゲノムの塩基配列を調べる方法が用い
られている。しかし、塩基配列決定法では、
配列決定用のプライマーが、変異によって
HIV ゲノムにハイブリダイズできない可能性
があり、また、新規の変異の場合、どのよう
な薬剤耐性を示すか判定できない。 
 そこで本研究では、代表者が見出したペプ
チドに特異的な蛍光誘導体化反応と HPLC を
組み合わせた、変異ウイルス識別法の開発を
目的とした。 
 この蛍光誘導体化反応は、N 末端が修飾さ
れたペプチドやペプチド結合を有しない他
の生体物質に対しては蛍光を与えず、極めて
選択性が高い。したがって、N 末端が保護さ
れたペプチドをHIVプロテアーゼの基質とし
て用いた場合、酵素反応によって切断された
ペプチド断片のみが蛍光を発するため、蛍光
強度を測定することでHIVプロテアーゼの活
性を測定することができる。また、この活性
測定法は、HPLC と組み合わせることによって、
様々な種類のペプチドを基質として使用で
きるという特徴を有している。 
 変異によって薬剤耐性を獲得したHIVプロ
テアーゼは、野生型と比較して、基質特異性
が変化していると考えられる。そこで、本研
究で開発する変異ウイルス識別法は、複数の
ペプチドを基質として用い、HPLC によって基
質分解パターンを解析することで、薬剤耐性

と関連する変異を識別するものである。 
 
３．研究の方法 
 HIV プロテアーゼの基質として、3 種類の
アセチル化ペプチド（[AC]SGIFLETSLE、
[AC]ARVLFEAM、[AC]KSGVFVQNGL）を合成した。
また、HIV プロテアーゼ遺伝子を組込んだプ
ラスミドをもとに、変異型 HIV プロテアーゼ
Ma および Mb（表 1）を作製した。これら野生
型および 2種類の変異型 HIVプロテアーゼを
発現している大腸菌抽出液を酵素試料とし
て使用した。 
 
表 1 作製した変異型 HIV プロテアーゼ 

 
変異アミノ酸 薬剤耐性 

野生型    −   − 
変異型 Ma  48Gly→Val サキナビル 
変異型 Mb  32Val→Ile インジナビル 
 
 本測定法の原理を図 1に示す。それぞれの
酵素試料と 3種類の基質を、阻害剤存在下ま
たは非存在下で 37℃、4 時間、酵素反応し、
生成したペプチド（LETSLE、FEAM、VQNGL）
を酸化剤存在下、カテコールと反応させ蛍光
誘導体化した後、HPLC によって分離・蛍光検
出（励起波長 400 nm/蛍光波長 490 nm）した。
蛍光ピークをもとに、HIV プロテアーゼの活
性を算出し、さらに阻害剤による野生型およ
び変異型HIVプロテアーゼの活性に及ぼす影
響について調べた。 
 
（１）酵素反応 
 [AC]SGIFLETSLE 
 [AC]ARVLFEAM   + HIV プロテアーゼ 
 [AC]KSGVFVQNGL 
 
     [AC]SGIF   NH2-LETSLE 
     [AC]ARVL ＋ NH2-FEAM 
     [AC]KSGVF   NH2-VQNGL 
  
（２）蛍光誘導体化反応 
 
 
 
 
 
（３）蛍光誘導体の解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 変異型 HIV プロテアーゼ識別法の原理 
 
  
 
 



４．研究成果 
 野生型 HIVプロテアーゼと各アセチル化ペ
プチドをそれぞれ反応させ、蛍光誘導体化反
応を行ったのち、蛍光スペクトロメーターに
よって測定したところ、蛍光が測定できた。
また、蛍光誘導体化後のペプチドを HPLC に
よって分離検出したところ、予想される分解
ペプチドが検出され、これらの分解ペプチド
はHPLCによって分離できることが分かった。
これらの結果は、使用した 3種類のアセチル
化ペプチドは、HIV プロテアーゼによって予
想される位置で分解され、さらに、分解され
たペプチドは蛍光誘導体化したのち、HPLC に
よって分離・蛍光検出可能であることを示し
ている。 
 そこで、これら 3種類のアセチル化ペプチ
ドを基質として、HIV プロテアーゼと同時に
酵素反応を行い、蛍光誘導体化したのち、
HPLC によって分離・蛍光検出した。その結果、
本測定法では、複数の基質を同時に使用でき、
それぞれの分解ペプチドを一度の測定で検
出できることが確認できた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2 3 種類の基質に対する(A)HIV プロテ 
 アーゼ活性の用量依存性、(B)酵素反応時 
 間の影響 
 
 
 次に、薬剤耐性 HIV の情報を収載したデー
タベースに登録されている変異型HIVプロテ
アーゼ Ma および Mb を、HIV プロテアーゼ遺
伝子をもとに作製し、それぞれ大腸菌で発現
させた。発現の確認は、抗 HIV プロテアーゼ
抗体を用いた免疫検出により行った。その結
果、変異型HIVプロテアーゼMaおよびMbは、
野生型と同様に大腸菌中で発現しているの
を確認した（図 3）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3 野生型（Wt）および変異型（Ma, Mb） 
 HIV プロテアーゼの免疫検出 
 
 次に、3 種類の基質を同時に酵素反応に使
用し、野生型および変異型 HIV プロテアーゼ
による基質分解パターンを HPLC によって調
べた。その結果、[AC]SGIFLETSLE に対する活
性が、野生型と比べて、変異型 Ma では低く、
変異型 Mbでは高くなっていた (図 5、表 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5 各基質に対する野生型（Wt）および 
 変異型（Ma, Mb）の酵素活性 
 
表 2 各基質に対する野生型および変異型の
Km 値の比較 

 
  Apparent Km (μM-1) 
   Sub1    Sub2    Sub3 

野生型    131  146   488 
変異型 Ma   858  145   1908 
変異型 Mb   170  477   7591 
Sub1:[AC]SGIFLETSLE, Sub2:[AC]ARVLFEAM, 
Sub3:[AC]KSGVFVQNGL. 
 
 また、抗 HIV 薬として臨床使用されている
HIV プロテアーゼ阻害剤（サキナビルおよび
インジナビル）の野生型および変異型に対す
る 50％阻害濃度（IC50）を調べた(表 3)。 
 
表 3 野生型および変異型に対する IC50 

Sub1:[AC]SGIFLETSLE, Sub2:[AC]ARVLFEAM, 
Sub3:[AC]KSGVFVQNGL. 
 
その結果、サキナビルの IC50は、野生型と変
異型 Mb において、ほぼ同じであったが、変

 
 
 
野生型 
変異型Ma 
変異型Mb 

              IC50 (nM) 
 サキナビル    インジナビル 
Sub1 Sub2 Sub3    Sub1 Sub2 Sub3 

 62   61   55       3.5  4.6  3.5 
128  115  179       1.1  4.7  2.9 
 53   44   65        25   25   12 

M     55.6  22.8   Wt   Ma Mb
Standards (pmol)

22kDa

HIV protease (pmol) 



異型 Ma では、野生型と比較して約 2 倍高く
なっていた。一方、インジナビルの IC50は、
野生型と比較して、変異型 Ma はほぼ同じで
あったのに対して、変異型 Mb では 3-7 倍高
い値を示した。 
 これらの結果は、変異型 Ma は、インジナ
ビルによって阻害されるが、サキナビルに対
して阻害を受け難い耐性を持ち、一方、変異
型 Mb は、インジナビルによって阻害を受け
難く、サキナビルで阻害され易いという、こ
れまでの報告と一致していた。 
 これらの結果は、今回開発した 3種類の基
質を同時に使用する方法は、変異に関する塩
基配列の情報がなくとも、薬剤（阻害剤）耐
性を持つ変異型を直接識別できることを示
している。また、基質ペプチドを変更するこ
とで、他のウイルスプロテアーゼ識別にも適
応できることから、薬剤耐性 HIV を含めたウ
イルス性疾患の治療・診断や治療薬開発に有
用と考える。  
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