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は じ め に

　第 14回日本エイズ学会 ECC山口メモリアルエイズ研究
奨励賞の受賞内容である，HIVのプロテアーゼ阻害剤（PI）
耐性獲得機構の解析と新規 PI開発への応用について概説
する。

研究の背景

　逆転写酵素阻害剤やプロテアーゼ阻害剤などを組み合わ
せた多剤併用療法（cART）の導入によって，HIV感染症は
「制御可能な慢性感染性疾患」へと変貌した。しかし一方
で，HIVが抗 HIV治療薬に対して耐性を獲得，しかもそ
の多くが交叉耐性を示すことから治療に抵抗する症例が増
加，さらには初感染時すでに薬剤耐性 HIVに感染してい
る例が本邦でも増加しており，結果として不完全なウイル
ス抑制による治療失敗がしばしば経験される。HIVの薬
剤耐性発現機構の解析は，その薬剤のウイルス学的・薬理
学的な特性を明らかにするのみならず，次世代の治療薬の
デザインに資する可能性があることから，このような解析
を基に野生型 HIVだけではなく薬剤耐性 HIVにも強力な
活性を発揮し，かつ耐性発現を著しく遅延させるような薬
剤の開発が急務である。

プロテアーゼ阻害剤耐性獲得に伴う Gag領域変異の解析

　HIVのプロテアーゼ阻害剤（protease inhibitor : PI）耐性獲
得過程に蓄積する Gag領域のアミノ酸置換は，PI耐性 HIV
の減弱した複製を改善することが知られているが1～3），HIV
の PIに対する耐性獲得過程にどのように影響するかは必

ずしも明らかにされていない。我々はまず，試験管内で誘
導した amprenavir（APV）耐性 HIV-1変異体の Gagおよび
プロテアーゼ領域のアミノ酸配列を解析した。3継代目
（HIVAPVp3），プロテアーゼ領域にはアミノ酸変異は見られ
なかったが（図 1A），Gag領域に 75番のロイシンからアル
ギニンへの変異（L75R）が 10クローンのうち 5クローン
で認められた（図 1B）。12継代目（HIVAPVp12），2つの APV
耐性関連変異（L10FおよびM46L）がプロテアーゼ領域
に認められ，219番のヒスチジンからグルタミンへの変異
（H219Q）が Gag領域に認められた（図 1A, B）。さらに 5 µM
の APV存在下で複製可能となった HIV（HIVAPVp33）のプロ
テアーゼ領域に 6つのアミノ酸置換（L10F, V32I, M46I, 
I54M, A71V, I84V）（図 1A），Gag領域には p1-p6 cleavage site
変異（L449F）と 5つの non-cleavage site変異（E12K, L75R, 
H219Q, V390D, R409K）を認めた（図 1B）。次に同定した
Gag変異が APV耐性関連変異の獲得に優位に作用するか
を確認するために，野生株 HIV（HIVWT）と Gag変異を有
する 3つの感染性組換え HIV-1クローン（rHIVWTpro

75/219gag, 
rHIVWTpro

219/409gag, rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag）を用いて APV耐性を試

験管内で誘導した結果（図 2），5つの Gag変異を有するク
ローン（rHIVWTpro

12/75/219/390/409gag）は，HIVWTよりも早期に APV
耐性関連変異をプロテアーゼ領域に獲得し4），用いた 2つ
の CD4+T細胞株（MT-2, MT-4細胞）で早く増殖した（図
2）。さらに，この 5つの Gag変異が APV以外の PIsに対
する耐性獲得にも影響を与えるかどうかを確認すると，
saquinavir（SQV）もしくは indinavir（IDV）存在下での se-
lection profileに有意差は見られなかったが（図 3A, B），
ritonavir（RTV）もしくは nelfinavir（NFV）存在下での selec-
tion profileには有意差が見られた（図 3C, D）。以上の結果
より，APV高度耐性 HIV-1変異体で同定した Gag変異は
APV耐性の早期獲得に作用するが，他の PIsに対する耐
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性獲得には有利には作用せず，特に RTVおよび NFVにお
いては遅延させることが示唆された。ここで得られたデー
タは，PIの曝露によって起こる Gag領域の変異のあるも
のは PI耐性獲得に伴う増殖能の低下を改善するだけでは
なく，HIV-1の PIに対する耐性獲得に大きく関与するこ
とを示唆しており，PI選択の最適化など治療法の開発に
有用である可能性が考えられる4）。

Tipranavirの HIVプロテアーゼ二量体阻害機構の解明

　我々は，darunavir（DRV）と tipranavir（TPV）が既存の PI
に耐性を獲得した HIVにも活性を発揮し，従来の PIが有
する酵素活性阻止能だけではなく，ウイルスプロテアーゼ
（PR）の二量体形成をも阻害することを報告してきた5, 6）。
この TPVによる PR二量体形成阻止機構を解明するため
に，まず 11種類の多剤耐性臨床分離 HIV-1株を混ぜて
（HIV11MIX）もしくは単一（HIVB, HIVC, HIVG, HIVTM）で用い
て試験管内で TPV耐性 HIV-1変異体を誘導した（図 4）。
HIV11MIX, HIVB, HIVCの 3種類の HIVは 15 µMの TPV存在
下でも複製可能となり，プロテアーゼ領域のアミノ酸配列
を確認すると HIV11MIXは 5継目（HIV11MIX

P5）には 20クロー

ンすべてが HIVB由来のプロテアーゼを有しており，さら
に 10継目（HIV11MIX

P10）には I54Vと V82Tの 2つのアミノ
酸置換の蓄積が認められた（図 5A）。また HIVBの 10継
目（HIVB

P10）では E34D, I54V, V82Tの 3つのアミノ酸置換
（図 5B），HIVCの 15継目（HIVC

P15）では L24M, E35D, V82T, 
I84Vの 4つのアミノ酸置換がそれぞれ確認された（図 5B）。
TPV耐性を誘導し得なかった HIVGの 15継目（HIVG

P15）で
は K45Rと V82T（図 5B），HIVTMの 15継目（HIVTM

P15）で
は V82Tがそれぞれ同定された（図 5B）。また HIVCと
HIVTMは耐性を誘導する前から I54Vを有していた（HIVC

P0, 
HIVTM

P0）（図 5B）。以上の結果より，I54Vと V82Tは TPVに
対する耐性関連変異として報告されているものの7），この
2つのアミノ酸置換だけでは TPVに対する高度耐性には
不十分であることが示唆された。
　TPV耐性 HIV-1変異体より同定されたアミノ酸置換が
TPVのプロテアーゼ二量体形成阻止能に対して影響する
かどうかを FRET HIV-1 expression assay system5） を用いて
確認した。まず野生型プロテアーゼを有する HIV-1に対し
てTPVは 0.1 µMでは二量体形成阻害は見られなかったが，
1 µMおよび 10 µM存在下では濃度依存的な二量体形成阻

図 1　APV耐性誘導中に認められたプロテアーゼおよび Gag領域のアミノ酸置換
試験管内での APV耐性誘導における 3（HIVAPVp3, 0.04 µM APV），12（HIVAPVp12, 0.18 µM APV），33継代目（HIVAPVp33, 10 µM APV）
のプロテアーゼ（A）および Gag領域（Gag領域は変異の蓄積が認められた部分のみを示した）（B）のアミノ酸配列を示す。野生
株 HIVNL4-3の配列と比較し相同のアミノ酸を点で示した。各継代のウイルス感染細胞より抽出した DNAを用いて gagとウイルス
プロテアーゼ遺伝子領域を PCRで増幅し，クローニング後，10クローンのアミノ酸配列を解析した。
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図 2　Gag変異 HIV-1クローンを用いた試験管内での
APV耐性変異株の誘導
野生株 HIV（HIVWT）（■）および Gag変異を有する 3つの
感染性 HIV-1クローン，rHIVWTpro

75/219gag（△），rHIVWTpro
219/409gag

（◇），rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag（○）を APVの存在下でMT-2細

胞（A）もしくはMT-4細胞（B）を用いて APV濃度を徐々
に上げながら 14から 29回継代した。
APV耐性誘導における各 selection profileの統計解析結果
は次のとおりである。
Panel A, HIVWT vs. rHIVWTpro

75/219gag,  p＝0.53 ; HIVWT vs. 

rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag, p＝0.0080 ; HIVWT vs. rHIVWTpro

219/409gag, p＝
0.22 ; rHIVWTpro

75/219gag vs. rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag, p＝0.0065 ; 

rHIVWTpro
75/219gag vs. rHIVWTpro

219/409gag, p＝0.15 ; rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag 

vs. rHIVWTpro
219/409gag, p＝0.0018.

Panel B, HIVWT vs. rHIVWTpro
75/219gag, p＝0.65 ; HIVWT vs. 

rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag, p＜0.0001 ; HIVWT vs. rHIVWTpro

219/409gag, p＜
0.0001 ; rHIVWTpro

75/219gag vs. rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag, p＜0.0001 ; 

rHIVWTpro
75/219gag vs. rHIVWTpro

219/409gag, p＜0.0001 ; rHIVWTpro
12/75/219/390/409gag 

vs. rHIVWTpro
219/409gag, p＝0.088.

図 3　Gag変異 HIV-1クローンを用いた試験管内での各
PI耐性変異株の誘導
HIVWT（■，◆）および rHIVWTpro

12/75/219/390/409gag（○，△）を SQV

（A），IDV（B），RTV（C），NFV（D）の存在下でMT-4細
胞を用いて 13から 32回継代した。NFVによる耐性誘導
は 2回行い，1回目を実線，2回目を点線で示した。2回
目の耐性誘導は 1回目の耐性誘導の 10継代目（0.7 µM）
より開始した。
各 PIs耐性誘導における各 selection profileの統計解析結果
は次のとおりである。
Panel A, p＝0.80 ; panel B, p＝0.22 ; panel C, p＝0.0001 ; and 

panel D, 1回目，p＜0.0001, and 2回目，p＝0.0016.

図 4　多剤耐性臨床分離株を用いた試験管内での TPV耐
性変異株の誘導
11種類の多剤耐性臨床分離株を混ぜて（HIV11MIX），もし
くは単一で（HIVB, HIVC, HIVG, HIVTM）用いて試験管内で
TPV耐性 HIV変異体を誘導した。HIV11MIX, HIVB, HIVCの 3

種のHIVは 15 µMのTPV存在下でも増殖可能になったが，
HIVGは 3 µM, HIVTMは 2 µMまでしか到達しなかった。
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図 5　TPV耐性誘導後に認められたプロテアーゼ領域のアミノ酸置換
HIVMIX（A）および HIVB, HIVC, HIVG, HIVTM（B）の試験管内での耐性誘導前（HIVMIX

P0, HIVB
P0, HIVC

P0, HIVG
P0, HIVTM

P0）および後
（HIVMIX

P10, HIVB
P10, HIVC

P15, HIVG
P15, HIVTM

P15）のプロテアーゼ領域のアミノ酸配列を示す。感染細胞より抽出した DNAを用い，
PCRでウイルスプロテアーゼ領域を増幅，クローニング後にアミノ酸配列を同定した。野生株 HIVNL4-3の配列と比較し相同の
アミノ酸を点で示した。
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図 6　TPV耐性変異体より同定したアミノ酸置換の TPV二量体形成阻害に与える影響
FRET-HIV-1 expression assay system5） を用いて TPVの HIVプロテアーゼ二量体形成阻害に関与するアミノ酸置換を同定した。細
胞内で発現させた CFPもしくは YFP付き HIV-1プロテアーゼについて，YFPのフォトブリーチング前後の CFPの蛍光強度の比
（CFP A/B ratio）が 1以下であれば二量体形成が阻害されていることを示す5）。複数個の細胞を測定した結果の平均値を横線で示す。
（A）薬剤の非存在下では CFP A/B ratioは 1.06を示し，二量体が形成されていることが確認された。TPVは野生型プロテアーゼに
対して 0.1 µMでは二量体形成阻害を示さないが（CFP A/B ratioは 1.10を示した），1 µMでは二量体形成を阻害する（CFP A/B ratioは
0.85を示した）。また DRVは 0.1 µMで二量体形成を阻害するが，APVは 1 µMでも二量体形成阻害が見られなかった。（B, C）
TPV耐性 HIV変異体より同定したアミノ酸置換を HIVNL4-3のプロテアーゼもしくは HIVB由来のプロテアーゼに導入し TPVの二
量体形成阻止能を検討した。
* not significant ; ** p＜0.05.
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害が確認された（図 6A）。次に同定したアミノ酸置換をプ
ロテアーゼ領域に導入したクローンを作製し同様に確認す
ると，HIVCが初めから有していた L24Iでは 0.1 µMで二
量体形成阻止が見られたが，TPV耐性獲得後に見られた
L24Mでは TPVの 10 µM存在下でも二量体形成阻止が見
られなかった（図 6C）。また HIVBは TPV耐性関連変異と
して報告されている L33Iを初めから有しており7, 8），この
変異を導入したクローンでは TPVの 10 µM存在下におい
て二量体形成阻止がみられず，さらに TPV耐性関連変異と
して報告されている L33Fを導入しても同様にプロテアー
ゼの二量体形成が阻止されなかった（図 6C）。一方，I54V
と V82Tを単一でもしくは併せて導入したクローンでは
TPVの 1 µM存在下でプロテアーゼ二量体形成阻止が確認
された（図 6B）。これらの結果より，L24M, L33I, L33Fが
TPVによる二量体形成阻止能の損失に，I54Vと V82Tは
酵素活性阻止能の喪失に関連するアミノ酸置換であること
が示唆された。
　次に L33Fもしくは I54Vと V82Tを HIV-1NL4-3に導入し
たクローン（cHIV-1NL4-3

L33F, cHIV-1NL4-3 
I54V/V82T）を用いて試験

管内で TPV耐性を誘導すると，野生株 HIV-1NL4-3は 20継
代でも 1.5 µMまでしか到達しなかったが，cHIV-1NL4-3

I54V/V82T

は 10継代で 5 µMに達した（図 7）。一方，cHIV-1NL4-3
L33Fは

20継代でも 3 µMまでしか到達しなかった（図 7）。また
cHIV-1NL4-3

I54V/V82Tの 10継代目のプロテアーゼ領域のアミノ
酸配列を解析すると，E34D, L63P, A71Vの 3つのアミノ
酸変異の蓄積が見られた（図 7）。これら 3つのアミノ酸
置換をそれぞれ導入したクローンについて，TPVの二量
体形成阻止能に影響するかを確認すると，L63Pと A71V
は二量体形成が阻害されたが，E34Dは二量体形成が阻害
されなかった9）。以上の結果より，TPVは HIVプロテアー
ゼの二量体形成阻止能と酵素活性阻止能を有するが，二量
体形成阻止能に比し酵素活性能が TPVの抗 HIV活性によ
り重要であることが示唆された。また DRVと TPVはとも
に高い genetic barrierを有するものの，TPVは 1つのアミ
ノ酸置換で二量体形成阻止能の損失が生じるが DRVには
少なくとも 4つのアミノ酸置換が必要であることから6），
総合的に判断すると DRVの genetic barrierは TPVよりも
高いことが示唆された。

HIVプロテアーゼ二量体阻止能を有する新規プロテ
アーゼ阻害剤の開発

　われわれは米国 Purdue大学の Ghosh博士のグループと
共同で新規 HIVプロテアーゼ阻害剤の開発を行っており，
野生株 HIV-1に対して良好な抗 HIV-1活性を示す化合物に
ついては，多剤耐性 HIV-1変異体に対する活性を評価する
などさらに詳細な検討を行い，これまでに複数個の有望な
新規 PIsを同定している10, 11）。そのなかで我々は，oxatricyclic
構造という 3連の tetrahydrofuran構造を持つ新規低分子化
合物，GRL-0519を同定した12）。
　この化合物は野生株 HIV-1LAIに対して強力な抗 HIV-1活
性を発揮（in vitroの測定において DRVよりも約 5倍高い
活性を示す），さらに多剤耐性臨床分離株に対してもその
活性を維持し，かつ試験管内での耐性誘導実験においても
著しく耐性の発現が遅延することを報告している13）。また
GRL-0519は DRVよりも低濃度で HIV-1プロテアーゼの
二量体形成を阻害することから12），GRL-0519の高い酵素
活性阻止能と二量体阻止能が多剤耐性臨床分離 HIV-1株に
対する抗 HIV-1活性と HIV-1の耐性発現に対する高い
genetic barrierを説明するものと思われる。
　HIVのプロテアーゼ阻害剤に対する耐性発現機構の解明
は，さらに強力でかつ特異的な二量体阻害剤の開発に繋が
るだけではなく，HIVの逆転写酵素やインテグラーゼなど
二量体や多量体で機能するタンパク質に対する新しい作用
機序を有する新規の薬剤の開発への応用，さらにはいまだ
十分ではない HIV PR二量体形成のダイナミクスの解明に
も資すると思われる。加えて，DRVに対する耐性 HIVの出
現が臨床的にもすでに報告されていることから，これらの
耐性株の複製を強力に阻害する薬剤の開発も急務である。

図 7　L33Fもしくは I54V/V82Tを導入した HIVの TPV
耐性獲得への影響
L33Fもしくは I54V/V82Tを HIV-1NL4-3に導入した HIVク
ローンを用いて試験管内で TPV耐性を誘導した。矢印で
示した継代で各クローンのウイルスプロテアーゼ領域に
認められたアミノ酸置換を示した。
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