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研究成果の概要（和文）：本研究はexcisionによって耐性化した抗ウイルス剤の感受性を回復させる化合物を見出し、
逆転写酵素における生化学・薬理学・構造生物学の3分野へ波及・拡大を目指す一方で、出口を臨床応用に定めるもの
である。本研究期間でアッセイ系の構築、5000超のスクリーニングから、ヒットを見出し、現在リード化合物の生成・
取得を試みている。一方でこれらの知見からケミカルバイオロジーツールとしてレトロトランスポゾン活性の阻害効果
についても検討し、細胞分化の調整に用いることができることを明らかとし、他分野への応用を実証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to expand our findings of ATP-medicated nucleotide 
excision inhibition, to biochemical, pharmacological, and structural aspects of DNA polymerases, via HIV 
reverse transcriptase as a model enzyme. We have established a novel assay system and screened over 5000 
chemical compounds developed in the Tohoku University. Employing the identified several hits, 
structure-activity relation analysis is now in progress. In addition, we demonstrated that inhibitors for 
HIV reverse transcriptase appear to be experimentally suitable candidate to control differention process 
of mouse oocyte. Here we demonstrate that antiviral agents are useful for wide-range chemical biology 
tools as well as medical purpose.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
HIV 感染症に対してこれまでに 30 種類弱

の治療薬が臨床応用され、これらの併用によ
って多くの感染者において HIV 複製を検出
限界以下に抑えることが可能となってきて
いる。しかし、その一方で依然として薬剤耐
性ウイルスの出現はその治療効果を制限・減
弱させてしまう。また、新規患者における薬
剤耐性 HIV の伝搬も大きな問題となりつつ
ある。日本でも数％の新規感染者から分離さ
れる HIV において、治療前にも関わらず薬剤
耐性、耐性関連変異が見出されている。その
中でも治療において back-bone として使われ
る核酸系逆転写酵素阻害剤(NRTI)に対する耐
性 HIV は早急な対応が求められている。 

NRTI に対する耐性機序は大きく exclusion
と excision の 2 つに分類され、前者は生理的
核酸と NRTI の 構造的差異を区別・取り込み
を抑制する。一方で後者は一度 DNA 鎖に取
り込まれた NRTI を主に 細胞内 ATP を利用
し除去する機序で耐性を付与する（下図に概
略を示す）。実際の臨床分離株を調べていく
と耐性 HIV の多くは後者を利用し、広範な交
差耐性を示すことが複数の研究者から報告
されている。しかし、これまで細胞レベルで
あっても excision 阻害剤は見出されていない。 

 

 
２．研究の目的 
本研究は excision によって耐性化した薬剤

の感受性を回復させることを介して、逆転写
酵素における生化学・薬理学・構造生物学の
3 分野へ波及・拡大を目指す一方で、出口を
臨床応用に定める。新規薬剤 excision 阻害剤
を tool として excision 機構の詳細な解明の手
助けになるだけでなく、この解析結果を創薬
に応用する。さらに抗ガン剤などの標的でも
ある polymerase や DNA 修復酵素の機能解析
にも応用することも目指す。 

 
３．研究の方法 
ウイルスと細胞： ウイルスは標準株である
HIV-1LAI 株、分子クローンである HIV-1NL4-3

株を用いた。Excision による耐性を有する変
異体は HIV-1NL4-3 株をベースに excision の程
度に合わせて分子クローンを site directed 
mutagenesis 法で作製した。これらの分子クロ

ーンウイルスは 293T 細胞に遺伝子導入して
作製し、使用するまで-80℃で保存した。抗ウ
イルス効果は MAGI 細胞を用いた。 
アッセイ系の確立： HIV 感染をレポーター
遺伝子で検知する細胞 -ウイルス感染系
（MAGI 法）を用いて、excision で最も耐性
化する核酸系 RT 阻害剤、azidothymidine 
(AZT)の感受性回復を指標にした。同時に
AZT 非存在下で耐性クローンウイルスに対
する活性を確認し、テスト薬剤が非特異的に
RT を阻害しないことを確認した。 
ATP アッセイ： 細胞内 ATP 測定キットはプ
ロメガ社から購入し、その操作方法に準じて
行った。 
スクリーニング化合物： 東北大学化合物ラ
イブラリーとこれまで収集した研究室化合
物ライブラリーを用いた。 
  
４．研究成果 
（１）基礎アッセイ系の確立のためのウイル
ス調整： Excision で薬剤耐性を獲得する
HIV 株を 4 種類作製した。293T 細胞に遺伝子
導入し、ウイルスを回収し、その複製能を検
討したところ、アッセイに問題のないレベル
を維持していることを MAGI 細胞と MT-2 細
胞を用いて確認した。 
（２）スクリーニングにおける細胞株の確
立： さらなる簡略化 high through-put 酵素ア
ッセイ法を構築するために、当初計画ではレ
ポータープラ  スミドとして-galactosidase 
(Gal) と secretary alkaline phosphatase (SEAP)
を internal ribosomal entry site (IRES)でつなぎ、
HIV-LTR を detector promoter として構築する
予定であった。しかしプロメガ社より新しい
レポーターとしてnano-luciferaseが発売され、
そのレポーター効果を検討したところ、SEAP
よりも感度良く測れること、サイズが小さい
た め 取 り 扱 い が 簡 便 で あ る た め 、
LTR-Gal-IRES-Nano-luciferaseによるベクター
を構築した。 
（３）確立したアッセイ系での検討： 作製
した excision で薬剤耐性を獲得する HIV 変異
株を用いてアッセイ系の最適化を行った。
AZT の最適な濃度はウイルス複製を 20%程
度阻害する 1 µMがシグナル/ノイズ比で最適
であった。 
（４）スクリーニング：これまでに購入した
ATP類似化合物およびに東北大学化合物ライ
ブラリーの検討を行った。これまでに約 5000
化合物をスクリーニングした。現在も新規化
合物に関してはスクリーニングを継続して
いる。これまでに弱いながら目的の効果を有
する化合物を複数見出してきた。しかし細胞
毒性域と交差する濃度であったため、これら
の化合物の類縁化合物を購入し、2 次スクリ
ーニングを行い、現在も効果の向上を継続さ
せている。酵素構造学的には、活性中心を含
めて ATP 結合部位の検討を行い、ATP と競合
する化合物取得への足掛かりを得ている。ま
た、同様にレトロトランスポゾンに逆転写酵

 



素活性があることから、既存の NRTI を利用
してこの活性阻害を検討したところ、マウス
胚細胞において細胞分化能が変化すること
を見出して Proc Natl Acad Sci USA 誌に報告
した。既存および新規薬剤の効果から、これ
まで知られている主な逆転写酵素に関する
酵素学的な特徴を詳細に捉えることができ、
耐性を克服することが期待される今後の新
規化合物合成展開の方針決定に役立つ情報
を得たと同時に胚細胞分化という異分野の
研究にも貢献することができた。 
（５）細胞内 ATP 量の測定： Excision は ATP
存在下で起こるため、種々の細胞において細
胞内 ATP 濃度とその細胞における excision と
の関連を検討した。相関性はあまり高くない
ものの、ATP が多い細胞ほど excision の効率
が高い傾向があった。おそらくは細胞内 ATP
の局在の問題もあり、平均的な ATP 濃度だけ
では検討が困難ではないかと考えられた。今
後も検討細胞種を増やし、その相関を明らか
とすることを計画している。 
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