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研究成果の概要（和文）：我々は HIV Capsid (CA) 領域の挿入変異により CA 蛋白の変性による
と考えられる自壊産物が出現する事を発見し、挿入変異による HIV-1 の構造学的・ウイルス学
的特性の変容について詳細な検討を行った。当該年度は本知見を基盤とし、800 万個以上の低
分子化合物データを基にして virtual docking simulation により解析する事で HIV-1 の CA 蛋
白を標的とした新規治療法の開発につながる低分子化合物の検索を行い、実際に抗 HIV-1 活性
を有する 29 種類の化合物群を同定、その内半数は高度多剤耐性株に対しても有効であった。 
 
研究成果の概要（英文）：We previously reported that amino acid (AA) insertions at certain 
positions of Gag Capsid proteins (CA) caused significant CA degradation, and such AA 
insert-containing HIV-1 variants had significantly compromised infectivity and 
replication capacity. We attempted to identify small compounds capable of binding to CA 
based on our previous data.  We calculated binding scores of more than 8 million compounds 
with the putative target cavity on CA using virtual docking simulation and evaluating 
their anti-HIV-1 activity using the cell-based assay. We could find 29 compounds which 
can inhibit replication of HIV-1 by these methods. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒト免疫不全ウイルス(HIV-1)感染によっ

て起こる後天性免疫不全症候群(AIDS)に対

する化学療法は長足の進歩を遂げ、かつて

「死の病」とされた本疾患は「コントロール

可能な慢性感染症」と再定義し得る程となっ

た。この進歩は、逆転写酵素阻害剤(RTIs)と

プロテアーゼ阻害剤(PIs)を組み合わせた多

剤併用療法(HAART)に負うところが大である。

しかし、HIV-1がRTIsとPIsの両剤に対して耐

性を獲得し、またその多くが交差耐性である

故に治療抵抗性となった症例数の増大、また

耐性ウイルスによる初感染症例増多の報告

が続いており、これらに対応しうる新たな抗

ウイルス薬の開発研究に加えて、HIV-1の薬

剤耐性獲得機序の検討および薬剤耐性HIV-1
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感染細胞内におけるproviral DNAからの耐性

ウイルス複製・伝播に至る過程においての詳

細な基礎的研究の重要性は増している。 

 
２．研究の目的 
長期間の HAART 療法後に治療不応性となっ

た患者由来の多剤耐性臨床分離 HIV-1株を用

いて、Gag 領域の開裂部位周辺に挿入変異が

入る事により、薬剤耐性関連変異によって減

衰した HIV PR の Gag 前駆蛋白に対する酵素

活性が改善する事を以前報告したが(Tamiya 

& Mitsuya et al, J Virol. 2004)、このよ

うな挿入変異による代償は完全ではなく、薬

剤耐性株の複製能は野生株と比し依然劣っ

たままである事が多い。このため申請者は

Gag挿入変異がGag前駆蛋白のprocessingや

変異株の感染性および複製能に対し影響を

及ぼし得ると仮定、詳細な解析を行うために、

Gag 領域の様々な位置にアミノ酸配列(AA)を

挿入した変異株を多数作成し、挿入変異によ

る HIV-1 の構造学的・ウイルス学的特性の変

容について検討した。まず複数の多剤耐性臨

床分離 HIV-1 株由来の Gag 挿入変異および変

異 PR を有する変異株、および transposase

を用いた transposon 法で Gag 蛋白をコード

する遺伝子領域のランダムな位置に 19AA を

導入した変異株を後述する方法で多数作成

し、各変異株を細胞に transfection (TF)し

た後、得られた cell/ virion lysates を用

いて HIV-1 Gag p24 抗体による western 

blotting (WB)を行ったところ、特定の Gag 

Capsid 蛋白（CA）領域に挿入変異を有する変

異株において、CA の変性によると考えられる

degradation（自壊）産物が出現する事を確

認した。この結果より挿入変異を有する CA

を分解の方向に進ませる何らかの機序の存

在が示唆された。 CA 挿入変異株での

degradation の原因解析、degradation と Gag

挿入変異部位との関連、各 Gag 挿入変異株の

感染性や複製能に degradationが及ぼす影響

など検討を重ねていくことにより、将来的に

Gag 構造蛋白の成熟化を阻害し分解方向へ進

めることによる新しい HIV-1 複製阻害物質の

同定、治療法の開発へとつながる可能性があ

り、当該年度において in silico docking 

simulation の手法を用いることで HIV-1 CA

の成熟化を阻害し分解方向へ進める、もしく

はCAの多量体化を阻害する事でHIV-1の RNA

を内包する成熟 HIV CA 殻の合成を抑制する

新しい HIV-1 複製阻害物質の同定・開発を目

指した。 

 
３．研究の方法 
（１） HIV-1 Gag CA に挿入変異が入ること

により起こる CA 自壊の原因解析や CA 自壊と

挿入変異部位との関連、各 Gag 挿入変異株の

感染性や複製能に自壊が及ぼす影響、挿入変

異 Gag 蛋白の形態学的変化など検討する為に、

以下の研究方法を用いる。①複数の多剤耐性

臨床分離HIV-1株由来のGag挿入変異および

変異 PR を有する変異株、および transposon

法で Gag蛋白をコードする遺伝子領域のラン

ダムな位置に 19AA を導入した変異株を多数

作成し、各変異株を細胞にtransfection (TF)

した後、得られた cell/ virion lysates を

用いて HIV-1 Gag Capsid 抗体による western 

blotting (WB)を行った。②挿入変異株によ

る野生 HIV-1 の発現および複製能への影響：

野性株と Gag 挿入変異株を細胞に共発現させ、

各上清中の HIV-1 p24 抗原濃度を測定、一定

量の p24 抗原を含む各上清と新しい MT-4 細

胞を混和し over night で培養、液体培地で

洗浄した感染 MT-4 細胞のみを新しい液体培

地中で培養し、経時的に培養上清の p24 抗原

量を測定することで複製能に及ぼす影響を

解析する。また同量の p24 抗原を含む共発現



 

 

後上清を Magi 細胞に感染させる事で

single-round infectivity の検討を行ない、

挿入変異株による野生株の感染性や複製能

への影響を検討する。CA 自壊の責任領域を N

末端アミノ酸配列解析法や、CA 領域上の異な

ったエピトープを認識する複数の抗HIV-1 CA

モノクローナル抗体を用いた WB により検討

する。③各種阻害剤や蛍光蛋白融合 Gag 蛋白

等を用いて、細胞/ウイルスの蛋白分解経路

や HIV-1複製に関与する宿主因子の関与の有

無、挿入変異 Gag の感染細胞内局在等を調べ

る。挿入変異を有する CA 単独発現プラスミ

ドを作成し細胞に TF したた後得られた cell 

lysates を使い、WB において完全長 HIV-1 と

同様の CA 自壊が起こり得るか評価する。④

結晶構造解析や電子顕微鏡により、挿入変異

により自壊を来し得る CA や変異株の詳細な

構造学・形態学的解析を行う。 

（２） HIV-1 CA の成熟化を阻害し分解方向

へ進める新しい HIV-1 複製阻害物質の同定・

開発：In silico docking simulation 法を用

いて 800万個以上の化合物データより候補化

合物を選定し、実際に試験管内での抗 HIV-1

活性を評価する。具体的には、結晶構造解析

より得られた野生型 CA 単量体の表面構造を

探索する事で、挿入変異により著しい CA の

自壊をもたらすアミノ酸部位の近傍に低分

子化合物が結合し得る充分な空間を有する

疎水性 cavity を同定、実際に購入可能な

8,555,483 個の化合物の構造データを商用も

しくはアカデミックな化合物 database より

入手し、各化合物が実際に生体に投与された

場合に化合物の生体内での ADME に影響を及

ぼす要素（各化合物における H-bond donor

や acceptor の数、分子量、cLogP 値、回転可

能軸の数等）を考慮した上で druggable な化

合物 6,842,684 個を抽出、各化合物データに

ついてエネルギー極小化計算を行い、溶媒中

における各化合物の構造を最適化した上で、

in silico flexible docking simulation の

手法を用いる事により各化合物における CA

上の標的cavityとのbinding scoreを算定、

binding score の良い化合物に関しては実際

に購入し、MT2 細胞を用いた MTT assay に

より実験室内野生株である HIV-1LAI に対す

る抗ウイルス活性を評価した。明らかな活性

を示した化合物（hit 化合物）について、MT4 

細胞や PHA-PBM を用いた p24 assay により

臨床分離株及び高度多剤耐性株に対する活

性を評価した。In silico flexible docking 

simulation に使用した計算アルゴリズムに

おいて、binding score は水素結合等の直接

的相互作用、疎水性接触、蛋白―リガンド間

の接触によるペナルティ、リガンド内の会展

可能軸数の総和として算定した。 

 

４．研究成果 

TF に用いる細胞の由来に関わらず CA の自

壊は起こり、また cell lysates のみならず、

TF 後の上清を遠心分離することで作成した

virion lysates においても CA の自壊を認め

ることが判明した（図１）。 

図1．野生株(WT)およびGag挿入変異株におけるGag 

processingの相違 

各変異株を細胞に transfection (TF)した後、得られ

た cell/ virion lysates (A: cell lysates, B: virion 

lysates)を用いて HIV-1 Gag p24 (Capsid) 抗体による

western blotting (WB)を行ったところ、黒枠で示すよ

うに野生株では認めない異常なGag蛋白自壊産物が出現

する事を確認した。 

 

また、作成した各変異株を細胞に TF 後の

cell/ virion lysates を任意の時間 37℃で



 

 

定温静置し、ELISA 法にて lysates 中の CA 抗

原量を測定、また抗 CA 抗体を用いた WB を行

い、野生型及び変異 CA の経時的変化を調べ

た結果、CA 領域に挿入変異を有する変異株に

おいて顕著に CA 自壊の経時的な進行を認め

た（図２）。挿入変異を有する CA における異

常な自壊現象が、サンプルを定温静置する事

により著しく進行する（野生株ではほとんど

Capsid 抗原量に変化は無い）という結果は、

斬新な発見であると言える。また、このよう

に Gag 自壊現象を起こす挿入変異株は、感染

性や複製能が著しく損なわれる事が各種細

胞を用いた感染実験により判明した。 

図 2．Gag 挿入変異株における Gag 自壊の経時的進行 

野生 HIV-1NL4-3および各変異株を細胞に transfection 

(TF)した後、得られた cell lysates を任意の時間 37℃

で培養し、HIV-1 Gag p24 抗体による ELISA および WB を

行ったところ、Capsid 領域に挿入変異を有する変異株に

おいて顕著に自壊現象の経時的な進行を認めた（横軸は

培養時間、縦軸は各サンプルにおける p24 値の変化を示

す）。Virion lysates を用いた場合も同様の結果が得ら

れた。 

 

更に、挿入変異 CA を単独発現させた場合

も同様に CA の著しい自壊を認める事が判

明した（図３）。CA 領域上の異なったエピト

ープを認識する複数の抗 HIV-1 CA モノクロ

ーナル抗体を用いた WB により CA自壊産物は

CA の C末端側由来である事が考えられた。 

これらの結果より、挿入変異 CA 自身が構造

学的変化により不安定化し自壊へと進む機

序が推測され、本現象が薬剤耐性変異株にお

ける低複製能に関連していると考えられた。 

 

 

図３．単独発現させた挿入変異Capsidにおける自壊の経

時的進行 

野生型および挿入変異Capsid単独発現plasmidを細胞

にtransfection (TF)した後、得られたcell lysatesを

任意の時間37℃で定温静置し、HIV-1 Gag Capsid抗体に

よるELISAおよびWBを行ったところ、特に青枠で示すN末

端領域に挿入変異を有するCapsidにおいて顕著な自壊

現象および著しい経時的進行を認めた（37℃で定温静置

24時間後に挿入変異Capsid蛋白は自壊し完全に消失し

ていた）。 

 

これまでに報告の無い、CA 阻害作用を有す

る化合物検索のための In silico および in 

vitro スクリーニングは現在進行中である

が、現時点までに 29 種類の抗 HIV 活性を

有する化合物を新たに同定し、そのうち約半

数の化合物は DRV を含む既存の抗 HIV-1 

剤高度耐性株に対しても有効であった（図

４）。本研究は CA 阻害という新しい機序に

よる HIV-1 感染症治療法の開発に発展し得

るものと考えられた。 

 

図 4．実際に購入し、試験管内薬剤感受性試験で同定し

た抗 HIV-1 活性を有する化合物の 1例。左は図 4で示し

たCapsid上の標的cavityと同化合物の結合simulation

の結果を示す。 
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