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は じ め に

　HIV感染症において治療薬剤に対する耐性ウイルスの出
現は患者の予後に大きな影響を与える1, 2）。とりわけ，バッ
クボーン薬剤となる逆転写酵素阻害剤は今もなお開発がす
すめられているため，逆転写酵素阻害剤に対する薬剤耐性
変異情報を集積し詳細な分子機序を明らかにすることは臨
床上重要な役割を果たす。単剤治療が行われていた時代か
らその基盤情報が蓄積されてきた一方で，新規逆転写酵素
阻害薬の導入とともに新たな耐性度予測システムが求めら
れてきた。そこで筆者は逆転写酵素に現れる変異解析に取
り組み，臨床的に重要な 5つの新規逆転写酵素阻害剤耐性
変異を見出した。さらにその分子機構を明らかにした3～7）。
　これまで，逆転写酵素の C末端側領域は活性中心から
離れていることから変異による耐性獲得には重要ではない
という認識がなされ，薬剤耐性検査の解析対象領域から除
外されていた。しかし，「逆転写酵素 C末端側領域の変異
が薬剤耐性に寄与する」という筆者らによる報告により，
現在では世界的な商業ベースで行われている耐性検査法が
改善され，解析領域が C末端側領域までに拡張された。
本稿では，C末端側領域の耐性変異と N末端側領域の耐性
変異や多型変異に分けて，それぞれの変異が薬剤耐性（感
受性）に及ぼす分子機構について概説する。

研 究 背 景

　本邦では逆転写酵素阻害剤を長期間使用していること        
から，逆転写酵素阻害剤に対する耐性変異を獲得あるいは
蓄積が疑われる臨床分離ウイルスが検出されることが非        

常に多い。現在，薬剤耐性遺伝子検査と感受性検査のそれ
ぞれの弱点を補うべく，膨大な数の検査結果をもとに耐        
性予測アルゴリズム（http : //hivdb.stanford.edu/, http : //www.
hivfrenchresistance.org/）が構築され，薬剤標的部位の遺伝
子配列から耐性度を予測することが可能となった。しかし
ながら，この方法にも問題が残されており，データの少な
い新規薬剤では精度が低く，また未知の耐性変異や解析領
域外に耐性変異が出現した場合，耐性度予測がまったく不
可能であった。
　そこでウイルス学的失敗と判断された症例からウイルス
を分離し，逆転写酵素阻害剤に対する未知の耐性変異の同
定を試みた。さらに，ウイルス学的解析および酵素学的手
法，X線結晶構造解析，生物物理学的手法による多角的解
析から新規耐性変異の薬剤耐性獲得の分子機構を明らかに
し，HIV-1逆転写酵素の機能に対する科学的知見をさらに
深めることとした。臨床学的意義として新規耐性変異を明
らかにし，耐性度予測システムの精度を高め，臨床現場で
適切な薬剤選択に有用な情報のひとつとして貢献すること
を目的とした。また基礎的意義として薬剤の標的酵素とな
る HIV-1逆転写酵素の機能を知り，新規薬剤の開発に役立
てることを目的とした。

臨床検体の薬剤感受性検査と薬剤耐性遺伝子検査か
ら得られる結果の不一致

　1998年から 2003年に分離された臨床分離ウイルス（n＝
339）を対象に，薬剤感受性ならびに薬剤耐性遺伝子検査
の結果を比較した。両検査法の結果に乖離が認められる症
例について，下記に示す詳細な解析を行った。

逆転写酵素 C末端側領域に存在する耐性変異の探索

1．　薬剤耐性遺伝子検査と薬剤感受性検査
　スタブジン（d4T）/ジダノジン（ddI）/インジナビル（IDV）
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治療中（図 1ポイント 1［CL1］）に分離されたウイルスは，
IAS-USAによる Update of the Drug Resistance Mutations in 
HIV-1：Fall 20068） に基づいた非核酸系逆転写酵素阻害剤に
対する耐性関連変異がまったく検出されなかった。しかし
薬剤感受性検査結果では，非核酸系逆転写酵素阻害剤のひ
とつであるネビラピン（NVP）に対し 25倍耐性を示してい
た（図 1）。また治療中断後（ポイント 2［CL2］）のウイル
スは，NVP 2.4倍と感受性を示していた。

2．　 逆転写酵素 N末端側，C末端側領域を患者ウイルス
由来の遺伝子配列と組換えた感染性ウイルスの解析

　NVP耐性の責任領域と特定するため，pNL101（WT）の
逆転写酵素の N末端側領域（RT 15～267 aa）と C末端側領
域（RT 267～560 aa）を臨床分離ウイルス由来の遺伝子配
列と置き換え，作製した感染性ウイルスの薬剤感受性を調
べた（表 1）。逆転写酵素 N末端側領域を耐性ウイルスと
組換えた場合（CL1-WT），NVPに対し 2倍と感受性を示
し，また C末端側領域を置換した場合（WT-CL1）では NVP
に 33倍と耐性を示した。この結果から NVP耐性を誘導し
た責任領域は C末端側領域にあると考えられた。C末端
側領域のアミノ酸配列をさらに詳しく検索したところ，治
療開始/中断に伴い，出現/消失した変異として N348Iと
I393Lが見出された。
　次に site-directed mutagenesis法を用い，pNL101に N348I, 
I393L変異を導入し，感染性クローンを作製した。薬剤感
受性検査の結果（表 1）から，N348Iがジドブジン（AZT），
ddI, NVPに対し 6.9倍，5.2倍，27倍と耐性に付与してい
ることが明らかとなった。一方，I393Lは 1.7倍，0.9倍，1.3
倍とこれらの薬剤に対しまったく耐性に関与していなかっ
た。さらに AZT耐性関連変異である Thymidine Analogue-
Associated Mutations（TAMs ; M41L/T215Y）に N348Iが伴っ
た場合，AZT耐性度が 39倍上昇した。これらの結果から，
N348Iは AZT, ddI（ともに核酸系逆転写酵素阻害剤），NVP
（非核酸系逆転写酵素阻害剤）に対する多剤耐性変異であ
り，また TAMsと共出現することで AZT耐性増強に関与
していることが示唆された。
3．　臨床検体における N348I出現頻度
　臨床検体における N348Iの出現頻度を明らかにするた
め，国立国際医療研究センターに来院した患者 231名を対
象にダイレクトシークエンスを用いて HIV-1の塩基配列を
決定した（表 2）。N348Iは AZT, ddIに対し耐性を示すこ

表 1　組換えウイルスによる薬剤感受性検査結果

RT-replaced region Fold increase in EC50

N terminus C terminus AZT ddI d4T 3TC NVP EFV

WT
CL1
WT
CL1

WT
WT
CL1
CL2

 1
33
 5
39

1
1.8
5.3
2.3

1
ND
ND
ND

1
ND
ND
ND

 1
 2
33
 2

1
0.7
2
0.7

─
─

TAMs
TAMs

N348I
I393L
─

N348I

 6.9
 1.7
 8
39

5.2
0.9
2
4.3

0.8
0.5
ND
ND

0.8
0.7
0.6
0.7

27
 1.3
 1.3
28

1.7
1
0.7
0.7

図 1　臨床経過と薬剤感受性，耐性遺伝子検査結果
（A）臨床経過。（B）薬剤感受性検査結果。（C）薬剤耐性遺
伝子検査結果。
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とから，臨床検体を①AZT, ddI使用群，②AZT, ddIの未
使用群（無治療者を含む）の 2群に分類した。①AZT, ddI
使用群をさらに細かく分類し，i）AZTのみ，ii）ddIのみ，
iii）AZT/ddI併用群とした。① AZT，ddI使用群から N348I
を有するウイルスが 6例検出され，さらに i），ii），iii）か
らはそれぞれ 2例ずつ検出された。これとは対照的に，②
AZT/ddI未使用群ではN348Iはまったく検出されなかった。
①群と②群を比較したところ，統計学的に有意な差が認め
られた（p＜0.0001）。
　本邦では NVPが第一選択薬剤ではなく代替治療薬剤で
あったため使用頻度が少ないこと，また現在の抗 HIV治
療の薬剤組合せが核酸系逆転写酵素阻害剤を主軸として行
われ AZT, ddIを除いた NVPだけの治療を受けている症例
が少ないことから，この NVPに対する解析は不可能で
あった。
4．　C末端側領域における薬剤耐性遺伝子検査について
　酵素活性中心から離れており，これまで耐性関連変異に
関する研究はほとんどなされていなかった逆転写酵素 C
末端側領域まで解析領域を広げることにより，核酸系，非
核酸系逆転写酵素阻害剤に対する多剤耐性変異 N348I4, 9, 10）

だけでなく，いくつかの新規耐性変異が相次いで報告され
た。核酸系逆転写酵素阻害剤に対する耐性変異として
E312Q, G335C/D, A360I/V, V365I, A376S11），非核酸系逆転写
酵素阻害剤に対する耐性変異として T369I/V12～14），A376S6, 15），
Q509L6） がウイルス学的解析，臨床研究から報告され，さら
には逆転写酵素 connectionサブドメインや RNase Hドメイ
ンの機能と耐性獲得機序が報告されるようになった16～19）。
これらの報告により，世界的に商業ベースで行われていた
耐性検査法が改善され，解析領域が C末端側領域まで広
げられ，より精度の高い耐性度予測システムの構築がなさ
れた。

逆転写酵素 N末端側領域に存在する耐性変異の探索

　テノフォビル（Tenofovir Disoproxil Fumarate；以下 TDF）

を含む治療中にウイルス学的失敗をした症例について，下
記の解析を行った。
1．　薬剤耐性遺伝子検査と薬剤感受性検査
　エファビレンツ（EFV），TDF, ロピナビル（LPV）投与
中に，時期を異なってウイルスを分離した（図 2）。この 2
つのウイルスの核酸系逆転写酵素阻害剤に対する薬剤耐性

表 2　N348Iの出現頻度

Treatment group Total in group No. of N348I (%) p-value

AZT and/or ddI  48 6 (12.5%) ＜0.0001
　AZT
　ddI
　AZT/ddI

 22
 16
 10

2 ( 9.1%)
2 (12.5%)
2 (20%)

0.011
0.006
0.002

Control 183 0
Antiretrovirals with neither
　AZT nor ddI
　No antiretrovirals

 55
128

0
0

図 2　臨床経過と薬剤感受性，耐性遺伝子検査結果
（A）臨床経過（* 期間中，LPVのアドヒアランス不良）。
（B）薬剤感受性検査結果。（C）薬剤耐性遺伝子検査結果。
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遺伝子検査結果はどちらも同じで Q151M complexを獲得
していた。ところが 2つの薬剤感受性検査結果が大きく異
なっていた。CL2のサンプルでは，ddI, d4T, ラミブジン
（3TC），アバカビル（ABC）に対する耐性度が大きく上昇
し，また TDF耐性（6倍）が新たに認められた。一般的に
Q151Mは多剤耐性変異であることが知られているが，唯
一 TDFに感受性を示すことが知られている20）。そのため
CL2の臨床分離ウイルスには TDFに対する新たな耐性変
異が存在すると示唆された。
2．　組換えウイルスを用いた解析
　新規 TDF耐性変異を同定するため，臨床分離ウイルス
の逆転写酵素領域におけるアミノ酸配列を比較した。異な
る変異箇所は K70Q, K102R, V108Iであった。プロテイン
データーベース（PDB）に登録されている逆転写酵素の立
体構造（1HYS）21） から，K102，V108（ともに p66）は非核酸
系逆転写酵素阻害剤の結合部位周辺に位置し，今回の TDF
耐性度合に影響を与える可能性は少ないとされた。一方，
K70（p66）はポリメラーゼ活性中心近傍に位置し，TDF
耐性度を上昇させた責任変異として最も疑わしいとされ
た。Stanford HIV Drug Resistance Database（http : //hivdb.
stanford.edu/）にて K70Qに対する薬剤耐性度を確認した
ところ，これまでに報告されていないアミノ酸変異型で
あった。
　そこで臨床検体で検出された K70Q，ならびに Q151M 
complexを含む変異を site-directed mutagenesis法により導
入し，組換えウイルスを作製後，核酸系逆転写酵素阻害剤
に対する薬剤感受性検査を行った（図 3）。K70Qは ddI, 
3TCに低度耐性を示し，また Q151M complexは TDFを除
くすべての核酸系逆転写酵素阻害剤に耐性を示した。とこ
ろが臨床分離ウイルスで認められた K70Q/Q151M complex
は AZT, ddI, d4T, 3TC, ABCに対する耐性度が上昇するだけ
でなく，TDFに対する耐性も新たに獲得していることが
明らかとなった。
3．　酵素学的手法を用いた耐性機構解析
　K70Qによる TDF耐性機構を明らかにするため，変異
を組み込んだ HIV-1逆転写酵素（HIV-1 RT）を大腸菌に発
現させ，精製し，酵素学的実験を試みた。前定常状態での
Tenofovir-diphosphate（TFV-DP）と dATPの取り込み速度
と結合親和力をそれぞれ測定した（表 3）。HIV-1 RTK70Qと
RTK70Q/Q151M complexは RTWTに比べ TFV-DPに対する結合親和力
が 4.5から 4.7倍低下しており，また RTQ151M complexに K70Q
の変異が加わることによって，TFV-DPの取り込み速度が
低下していることが明らかとなった。最終的に dATPと
TFV-DPの識別力（selectivity）を比較すると，RTWTが 1.6
に対し RTK70Q/Q151M complexが 26.3と高いことがわかった。つま
り K70Q/Q151M complexは TFV-DPに比べ dATPの取り込

みを効率よく行うことにより，TDFに対して耐性を獲得
していることが明らかとなった5）。

逆転写酵素 N末端側領域に存在する多型変異の探索

1．　ウイルス学的解析
　薬剤感受性に影響を及ぼす遺伝子多型についても解析を
行った。逆転写酵素活性中心近傍に位置する多型変異 172K
は，臨床分離株だけでなく標準株として知られている BH10
にも付随する。172Kに核酸系あるいは非核酸系逆転写酵
素阻害剤に対する既存の耐性変異が伴った場合，薬剤感受
性にどのような影響を及ぼすかを調べるため，site-directed 
mutagenesis法を用い，さまざまな組合せの耐性変異ウイル
スを作製し，薬剤感受性を測定した（図 4）。その結果，172K
は既存の耐性変異がもたらす薬剤耐性を感受性に引き戻し
ていた。とくに 172Kは核酸アナログ製剤と核酸の識別を
高めることによって耐性を獲得する変異（K65R, Q151M
など）ではなく，核酸アナログ製剤の切除（excision）機
序により耐性を獲得する耐性変異（TAMsなど）を伴った
場合のみ，耐性度を減弱することが分かった。また核酸系
逆転写酵素阻害剤だけでなく，非核酸系逆転写酵素阻害剤
に対しても耐性度を弱めていた。
2．　酵素学的と立体構造解析による分子機構の解明
　耐性度を脆弱させる分子機構を明らかにするため，172K/ 
Rを伴った HIV-1逆転写酵素（HIV-1 RT）を精製し，酵素
化学的性質を比較した。各酵素の processivityを測定した
ところ RT172Kでは低く，特にその傾向は excisionを機序と
した耐性変異（TAMs）を伴った場合に，よりいっそう顕
著に観察された。この結果から DNAへの結合力が弱いこ
とが示唆されたため，Biacoreを用いた生物物理学相互作
用解析を行った（図 5）。HIV-1RT172Kは 2本鎖 DNAに対し
乖離定数（koff）が 31倍高く，最終的に Template/primerと
なる DNAへの結合力が HIV-1RT172Rに比べ弱くなることが
分かった。立体構造解析（図 6）では，172Kを介して活
性中心と非核酸系逆転写酵素阻害剤の結合部位を形成する
β-sheet 9と α-helixに位置するアミノ酸側鎖の相互作用が
変わり，YMDD（酵素活性中心）を構成するループの可
動性に制限が生じた。そのため 172Kを有する逆転写酵素
はリガンド非結合型に遷移しやすく，逆転写反応がそこで
停止することがわかった。その結果，172Kは既存の耐性
変異がもたらす耐性度を脆弱させるということが考えら
れ，新しい感受性分子機構を提唱することとなった7）。

お わ り に

　筆者が薬剤耐性研究を始めた頃から状況が変わり，現在
では初回治療から多剤併用療法が導入されるため薬剤耐性
変異を獲得するリスクが下がったこと，抗ウイルス効果が
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図 3　組換えウイルスによる薬剤感受性検査結果
（A）WTと比較した耐性度。（B）Q151M complex（Q151Mc）と比較した耐性度（* Q151Mc

の EC50と比較し，統計学的に優位差が認められた［ p＜0.05, t-test］）。

表 3　Pre-steady stateでの dATP と TFV-DPの取り込み

HIV-1 RT
dATP TFV-DP

Selectivity Resistance
kpol (s－1) Kd (µM) kpol /Kd

(µM－1・s－1） kpol (s－1) Kd (µM) kpol /Kd

(µM－1・s－1）

WT
K70Q
Q151Mc
K70Q/Q151Mc

 6.3
 8.4
17.9
14.6

2.6
3.8
5.4
5.0

2.4
2.2
3.3
2.9

2.8
3.1
1.3
1

1.9
8.6
4.3
8.9

1.47
0.36
0.3
0.11

 1.6
 6.1
11
26.3

─
 3.8
 6.9
16.4

図 4　組換えウイルスによる薬剤感受性検査結果
* EC50を比較し，統計学的に優位差が認められた（ p＜0.05, 

t-test）。
（A）AZTに対する感受性。（B）NVPに対する感受性。
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高く，耐性変異の獲得しにくい（genetic barrier）抗ウイル
ス薬の開発が進められたこと，そして服薬アドヒアランス
を良好に維持できる抗ウイルス薬の導入などの複合的な要
因によって，薬剤耐性変異ウイルスの出現率が大幅に減少
した。しかし，今もなお耐性ウイルスの出現により治療薬
の選択肢が制限される難治性症例が存在することは確かで
ある。一般的に耐性ウイルスの蔓延阻止の対策として，適
切な治療と耐性ウイルスに効果のある新規薬剤の開発，そ
して耐性ウイルスの監視と動向把握があげられる。これら
の対策に対し，今後も既存の薬剤耐性データーベースの正
確性を高めることを目指し，最適な薬剤選択の実現化を図

ること，また薬剤の標的酵素の分子機構を明らかにしてい
くことで耐性変異の獲得しにくい新規薬剤の開発に取り組
みたいと考えている。そして現職場の名古屋医療センター
において，3つ目の対策法である「国内で流行する耐性ウ
イルスの動向把握に関する研究班」に携わることになり，
これまで培った基礎，臨床学的研究に加え，疫学研究と
いった多角的視野で薬剤耐性ウイルスの根絶に，若輩なが
ら貢献できるよう努力していきたいと考える。

謝辞
　第 14回 ECC山口メモリアルエイズ研究奨励賞の受賞に

図 5　Surface Plasmon Resonanceによる DNA結合速度定数
（A）172R。（B）172K。（C）DNA結合速度定数。

図 6　HIV-1 RT 172Kと 172Rの比較
（A）HIV-1 RT172Rもしくは 172Kに NVP（NVP analog U05）が結合した状態。
（B）HIV-1 RT172Rもしくは 172Kに EFVが結合した状態。
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あたり，国立国際医療研究センター エイズ治療・研究開
発センターで 10年以上にわたりご指導とご鞭撻を賜わり，
また本賞にご推薦いただいた岡慎一先生に厚く御礼申し上
げます。本研究を推進するうえで，臨床研究において国立
国際医療研究センター エイズ治療・研究開発センターの
潟永博之先生，ウイルス学的解析では東北大学大学院医学
系研究科の児玉栄一先生，酵素学的，立体構造学的解析で
は University of Missouri School of Medicine の Stefan G. 
Sarafianos先生，そして現職場の名古屋医療センター 臨床
研究センター 感染・免疫研究部の杉浦亙先生，岩谷靖雅
先生，横幕能行先生の多大なるご指導，ご尽力を賜りまし
たことを心より御礼申し上げます。また大学院生時代，ご
懇篤なるご指導とご鞭撻を賜りました熊本大学 エイズ学
研究センター ウイルス制御分野，滝口雅文教授に深謝致
します。
　本研究では多方面にわたり，たくさんの方々のご協力と
ご指導のもと，支えていただきました。国立国際医療セン
ター エイズ治療・研究開発センターの皆様，University of 
Missouri School of Medicine，SGSラボの皆様，そして名古
屋医療センター 臨床研究センター 感染・免疫研究部の皆
様に心より深く感謝致します。そして臨床検体を管理して
くださった国立国際医療研究センター，エイズ治療・研究
開発センター 高橋由紀子さん，根岸ふじ江さんに合わせ
て御礼申し上げます。
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