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目的：ヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染症では HIV薬剤耐性検査により効果的な抗 HIV薬剤を
選択することが重要となる。今回，プロテアーゼ­逆転写酵素（PR/RT）領域とインテグラーゼ（IN）
領域の薬剤耐性遺伝子検査を行う研究用検査試薬キットである HIV-1 genotyping kit with integraseが
発売されたため既存検体を用いた性能評価をおこなった。
方法：HIV陽性血漿 14検体および過去に実施した EQAパネル 11検体（うち転写 RNA 8検体，

血漿 3検体）の一部を用い増幅感度，併行精度，配列一致率，従来法（HIV薬剤耐性検査標準化
WG作製第 3版の推奨法）との比較を行った。
結果：保存血漿を用いた検討のため過小評価の可能性はあるが，増幅感度は subtypeや増幅領域

により異なり 500～5,000 copies/mLにあった。血漿 12検体における従来法との平均塩基一致率（標
準偏差）は PR/RTで 99.1%（0.50），INで 99.2%（0.49）であった。また 1検体の IN領域は一部配列
決定できなかった。EQAパネル 11検体における参照配列との塩基一致率は 99.0%以上であった。
血漿 9検体と EQAパネル 11検体のうち，従来法もしくは参照配列による薬剤耐性判定との不一致
が 2検体に認められた。
結論：本キットは日常検査法として導入する性能を有していると考えられ，キットの特徴を踏

まえた上で活用していくことが重要と考えられた。
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序　　　文

　HIV 1型は後天性免疫不全症候群（AIDS）の原因ウイ
ルスであり，2022年の推計では世界の感染者数は約 3,900
万人，年間約 130万人の新規感染者と約 63万人の関連死
者が報告されている1）。HIV/AIDSが発見された 1980年代
初頭では，本疾患は「不治の病」であったが，1985年に満
屋ら2） によって最初の抗 HIV 薬剤（antiretroviral drugs: 
ARVs）である azidothymidineが開発されて以降，核酸系ア
ナログ逆転写酵素阻害剤（NRTIs），プロテアーゼ阻害剤
（PIs），非核酸系アナログ逆転写酵素阻害剤（NNRTIs），イ
ンテグラーゼ阻害剤（INSTIs），侵入阻害薬，カプシド阻
害剤といった作用機序の異なる ARVsが開発され，2023

年 11月時点で合剤を含め 32種類が承認されている。そし
て，これら複数の ARVsを組み合わせた抗 HIV療法
（ART）によりウイルス量を検出限界以下にコントロール
することで HIV感染症の進行の抑制が可能となり，現在
では，コントロールされている HIV感染者と非感染者の平
均寿命の差は少なくなり慢性疾患と認識されるまでになっ
た3）。また，ARTによりウイルス量が検出限界以下となっ
た感染者からは，コンドームを使用せずに性行為を行って
もHIVが伝播しないことが報告されている4）。したがって，
効果的な ARTを実施することは HIV感染者の QOLの向
上のみならず，二次感染の防止においても重要である。
　レトロウイルスである HIV-1は逆転写の精度が低い（複
製エラー率 3×10－5）ため5），体内ではゲノム配列が異なる
複数の HIVが混在する状態（quasi-species）が形成されて
いる。そのため，服薬アドヒアランス不良により薬剤耐性
関連変異（drug resistance mutation: DRM）を獲得した HIV
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が容易に選択，増殖し治療の障害となる。また，2000年頃
よりDRMを有するHIV感染者から非感染者への感染を示
す伝播性薬剤耐性変異（transmitted drug resistance: TDR）が
検出されている。TDRの検出率は地域によって異なり，世
界的には数 %～24.1%6～12），わが国では約 8～9%と報告さ
れている13～15）。TDRの多くは過去に使用されていた ARVs
に関連するものであったが，近年の調査では，現在行われ
る ARTのキードラッグである INSTIsの耐性変異も検出さ
れている16）。したがって，治療開始前および治療効果が不
十分な場合，適切な ARVsを選択することが治療成績の向
上につながる17～19）。
　HIV薬剤耐性検査は RT-nested PCRとダイレクトシーケ
ンス（サンガー法）によりHIVゲノムのプロテアーゼ（PR），
逆転写酵素（RT），インテグラーゼ（IN）の塩基配列を決定
し，DRMの有無から薬剤感受性を推測する検査である。国
内では 1996年に国立感染症研究所で in-house検査法が確
立され，2006年に保険収載となった。藤崎らは本検査の
方法に関する調査を実施し，多くの施設が独自の方法を採
用していることを報告した20）。また，吉田らは国内施設を
対象とした外部精度評価（external quality assessment: EQA）
を実施し，mixtureとなった塩基（ミックス塩基）の判定
に施設間差があることを報告した21）。国外の EQAからも
同様の施設間差が報告21～27） されている。本検査は RNA抽
出から薬剤感受性の判定までに多くの過程があり，また，
施設により使用するプライマー，試薬，機器が異なるた
め，本検査の質の維持と向上のためには，EQAによる検
査方法の評価が必要である。
　今回，プロテアーゼ，逆転写酵素に加えてインテグラー
ゼ領域を対象とした HIV薬剤耐性検査試薬キットである
HIV-1 genotyping kit with integraseが発売されたことから，
日常検査での本キットの使用の可否を判断することを目的
として，HIV陽性血漿および EQAパネル検体を用いた本
検査キットの性能評価を行った。

方　　　法

1．　対　　　象
　2015～2023年に北海道大学病院検査・輸血部に HIV薬
剤耐性検査を目的として提出され検査実施後－20℃で保管
されたHIV陽性血漿 14検体（subtype B 9検体，CRF01_AE 
2検体，CRF07_BC 3検体）を用いた。また，エイズ対策
実用化研究事業「国内流行 HIV及びその薬剤耐性株の長
期的動向把握に関する研究」班で 2012年，2016年，2020
年，2022年に実施された HIV-1薬剤耐性検査外部精度評
価で使用したパネル検体を用いた。2020年および 2022年
EQAパネル検体に含まれるHIV陽性血漿 3検体は 2015年
もしくは 2016年に採取された血漿である。なお，検討に

用いた血漿は採取された検体残量が限られていたため，各
検討において利用可能な検体を使用した。
2．　倫理的配慮
　本研究は北海道大学自主臨床研究「HIV薬剤耐性検査の
標準化に関する研究」（承認番号：自017-0285）の承認の上，
実施された。研究実施に関する同意については，倫理審査
委員会の承認に基づき研究参加者からインフォームドコン
セントを受けるか，公開・オプトアウトの措置を講じた。
3．　HIV-1 genotyping kit with integrase
　HIV-1 genotyping kit with integrase（Thermo Fisher Scientific）
（以下，genotyping kit）は RT­PCR, nested PCRおよびシー
ケンス反応の各プレミックス試薬，ポジティブコントロー
ル，ネガティブコントロールで構成されている。PR/RT領
域および IN領域の増幅反応試薬は RT­PCRが各 1反応，
nested PCRが各 1反応であり，シーケンス反応試薬は PR/
RT領域が 6反応（フォワード，リバースプライマー各 3反
応），IN領域が 4反応（フォワード，リバースプライマー
各 2反応）である。操作方法を簡単に示すと，RNA抽出に
は QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を用い，添付の
マニュアルに従って血漿 140 µLから RNA溶液 60 µLを得
た。RT­PCRに用いられる添付酵素は SuperScript III One-
Step RT­PCR with Platinum Taq High Fidelity Enzymeであり，
RNA溶液 10 µLと RT­PCR Master Mixを混合し総量 50 µL
の反応液とした。RT­PCRの反応温度条件は，50℃ 45分，
94℃ 2分の逆転写反応に続き 94℃ 15秒，50℃ 20秒，72℃
2分を40サイクルの後，72℃ 10分を行った。Nested PCRに
用いられる添付酵素は AmpliTaq Gold LD DNA Polymerase
であり，RT­PCR反応液 2.0 µLと Nested PCR Master Mix
を混合し総量 50 µLの反応液とした。Nested PCRの反応
温度条件は，94℃ 4分に続き，94℃ 15秒，53℃ 20秒，
72℃ 2分を 40サイクルの後，72℃ 10分を行った。1.5%
アガロースゲル電気泳動により PR/RTは約 1.1 kb, INは約
1.0 kbの特異的なアンプリコンの増幅を確認した。アンプ
リコンの精製には ExoSAP-IT PCR product cleanup（Applied 
Biosystems）を用いた。また，シーケンス反応後の未反応
ダイの除去には BigDye XTerminator purification kit（Applied 
Biosystems）を用いた。使用機器は RT­nested PCRおよび
シーケンス反応には Applied Biosystems Veriti thermal cycler
を用い 9600エミュレーションモードにて反応を行い，DNA
シーケンサーは Applied Biosystems 3500 genetic analyzerを
用いた。RT­PCRから DNAシーケンサーによる電気泳動
までの操作はキット添付のマニュアルに従った。なお，精
度管理にはキット添付コントロールを使用した。DNAシー
ケンサーより得られた塩基配列リード（1検体あたり PR/
RTは 6リード，INは 4リード）のアライメントには，シー
ケンス解析WEBソフトウェア RECall（https://recall.bccfe.
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ca/）28） を用いてPR（282 bp, codon 6­99），RT（720 bp, codon 
1­240）および IN（864 bp, codon 1­288）の塩基配列を決
定した。すべての塩基配列リードが得られた場合は，PR/
RT領域および IN領域の解析対象領域において 2～4種類
の塩基配列リードにより塩基配列が決定される（カバレッ
ジ 2～4）。ミックス塩基のカットオフ値は RECallの推奨
設定値である 17.5%とし，波形のズレによる明らかな誤
判定を除き，目視による塩基配列の修正は行わなかった。
4．　増 幅 感 度
　HIV陽性血漿 12検体および希釈系列用 HIV陽性血漿 3
検体（重複 1検体を含む）を対象とし，PR/RTおよび INの
アンプリコン増幅の有無を確認した。希釈系列の作製は，
HIV陽性血漿3検体（subtype B, CRF01_AE, CRF07_BC）を
AcroMetrix EDTA血漿希釈用マトリックス（Thermo Fisher 
Scientific）にて希釈し，HIV RNAを5,000, 1,000, 500 copies/
mLの 3濃度に調整した。増幅反応はHIV陽性血漿が 1回，
希釈系列は同時 3回行い，アガロースゲル電気泳動にて
PR/RT, INの増幅の有無を確認した。
5．　併 行 精 度
　増幅感度の検討において，希釈検体（HIV RNA 5,000 
copies/mL）の同時 3回増幅により得られた各アンプリコ
ンの塩基配列を 1対 1で比較し一致率を算出した。なお，
一致率は解析領域の全塩基配列中で一致した塩基の割合で
あり，完全一致（e.g. “A vs A”, “R vs R”）を一致とし，部分
不一致（e.g. “R vs A”）と完全不一致（e.g. “C vs T”）はいず
れも不一致とした。評価基準は 3つの組合わせの一致率が
いずれも 98.0%以上とした。
6．　従来法との一致率の比較
　HIV陽性血漿 9検体および EQAパネル検体 3検体
（2020-01, 2022-01, -02）を対象とし，genotyping kitによる
塩基配列と研究班で設定した従来法（HIV薬剤耐性検査
標準化WG作製第 3版の推奨法 https://www.hiv-resistance.
jp/standardization.htm）による塩基配列との一致率を算出し
た。なお，従来法による塩基配列は RECallを用いて
genotyping kitと同じ条件にて作製した。評価基準は 90％
以上の検体（11検体）で一致率が 98.0%以上とした。
7．　EQAパネル検体による評価
　2012年，2016年，2020年，2022年 EQAパネル検体 11
検体（転写 RNA 8検体，凍結乾燥血漿 3検体）を用いて，
パネル検体の参照配列と genotyping kitによる塩基配列と
の一致率を算出した。なお，コントロールとして PR/RT
評価用の市販コントロールである AcroMetrix Genotyping 
HIV RT/PR Mutant Control（Thermo Fisher Scientific）を用い
た。転写 RNA検体の作製については吉田らの報告を参照
されたい21）。簡単に示すと，PR/RT領域と IN領域を含む
DNAフラグメント（nt1480-5264, accession: K03455）を組

み込んだプラスミドから RNAを in vitro転写後，RNA濃
度を 100,000 copies/mLに調整した（2012-07，2016-03）。ま
た，2012-05, 2016-05, -07, -08, -09, 2022-03は DRMを有さ
ない転写 RNAと DRMを有する転写 RNAの 2種類をコ
ピー数相当で 7 : 3に調整した検体（30%転写 RNA検体）
である。なお，参照配列とは EQAにおける比較基準とな
る配列であり，血漿検体の場合，参照配列は TREAT Asia 
Quality Assessment Scheme（TAQAS）により提案された定
義29） である参加施設中 2施設以上で判定された塩基を採
用した配列とし，転写 RNA検体の場合，in vitro転写に用
いたプラスミドの塩基配列を参照配列とし，2種類の転写
RNAを混合した検体の場合ではおのおののプラスミドの
塩基配列から 1つの参照配列とした。評価基準は参照配列
との一致率が 98.0%以上とした。
8．　Drug resistance mutation（DRM）levelの比較
　HIV陽性血漿 9検体および EQAパネル検体 11検体（転
写 RNA 8検体，凍結乾燥血漿 3検体）を対象とし，DRM 
levelの比較を行った。なお，HIV陽性血漿は従来法によ
る DRM levelとの比較，EQAパネル検体は参照配列によ
る DRM levelと比較した。DRM levelは Stanford HIV drug 
resistance database の HIVdb Program: Mutations Analysis
（https://hivdb.stanford.edu/）を用いて判定した。比較対象と
した抗 HIV薬剤は PIsがアタザナビル（ATV/r），ダルナビ
ル（DRV/r），ロピナビル（LPV/r），NRTIsがアバカビル
（ABC），エムトリシタビン（FTC），ラミブジン（3TC），
テノホビルジソプロキシルフマル酸塩（TDF），NNRTIsが
ドラビリン（DOR），エトラビリン（ETR），リルピビリン
（RPV），INSTIsがビクテグラビル（BIC），ドルテグラビル
（DTG），ラルテグラビル（RAL）とした。DRM levelのカ
テゴリは 1が susceptible, 2が potential low-level resistance, 
3が low-level resistance, 4が intermediate resistance, 5が
high-level resistanceの判定である。

結　　　果

1．　増 幅 感 度
　HIV陽性血漿 12検体（HIV RNA 1,900～551,000 copies/
mL）を対象とし，PR/RTおよび INの増幅の有無を確認し
た（表 1）。Subtype B（ID 01～10）では HIV RNAが 1,900 
copies/mL以上，CRF01_AE（ID 11, 12）では2,697 copies/mL
以上，CRF07_BC（ID 13, 14）では 4,520 copies/mL以上の
検体で検討し，すべての検体において，PR/RTおよび IN
の増幅が確認された。低濃度 HIV RNAでの増幅感度を確
認するために 3濃度（5,000, 1,000, 500 copies/mL）の希釈
系列を同時 3回増幅しアンプリコンの有無を確認した（表
2）。3回中 2回以上で増幅が確認された最低濃度は，ID 
15（subtype B）の PR/RT と IN が 1,000 copies/mL, ID 11
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（CRF01_AE）の PR/RTが 500 copies/mL, INが 5,000 copies/
mL, ID 16（CRF07_BC）の PR/RTが 5,000 copies/mL, INが
1,000 copies/mLであった。

2．　併 行 精 度
　HIV RNA 5,000 copies/mLの検体を対象とし，同時 3回
検査で得られた塩基配列（No. 1～3）間の一致率を算出した
（表 3）。ID 15（subtype B）での塩基配列平均一致率は PR/
RTで 99.5%, INで 98.1%, ID 11（CRF01_AE）では PR/RT
で 98.5%, INで 98.4%, ID 16（CRF07_BC）では INで 99.6%
となり，PR/RTでは No. 1が増幅しなかったため解析対象
外としたが，No. 2と No. 3間の一致率は 99.4%であった。
3．　従来法との塩基配列一致率の比較
　Genotyping kitと従来法による塩基配列の一致率を確認
した（表 4）。ID 09の INは，genotyping kitにより決定でき
た塩基配列が 804/864塩基であったため解析対象外とし，
これを除き塩基配列平均一致率（標準偏差）は PR/RTで

表 1　増幅感度

ID Subtype HIV RNA
(copies/mL） PR/RT IN

01 B 551,000 ＋ ＋
02 B 207,000 ＋ ＋
05 B   5,200 ＋ ＋
06 B   2,460 ＋ ＋
07 B   2,377 ＋ ＋
08 B   2,093 ＋ ＋
09 B   1,940 ＋ ＋
10 B   1,900 ＋ ＋
11 CRF01_AE 501,000 ＋ ＋
12 CRF01_AE   2,697 ＋ ＋
13 CRF07_BC   5,210 ＋ ＋
14 CRF07_BC   4,520 ＋ ＋

＋：増幅有り。

表 2　希釈系列を用いた増幅感度

ID Subtype HIV RNA
（copies/mL）

Number of amplification

PR/RT IN

15 B 5,000 3/3 3/3
1,000 3/3 2/3
  500 1/3 1/3

11 CRF01_AE 5,000 3/3 3/3
1,000 3/3 0/3
  500 2/3 1/3

16 CRF07_BC 5,000 2/3 3/3
1,000 0/3 2/3
  500 0/3 0/3

表 3　併行精度

ID Subtype Gene
% Concordance

No. 1 vs No. 2 No. 1 vs No. 3 No. 2 vs No. 3 Average（SD）

15 B PR/RT 99.2 99.5 99.7 99.5（0.21）
IN 98.0 98.4 98.0 98.1（0.19）

11 CRF01_AE PR/RT 98.5 98.1 98.8 98.5（0.29）
IN 98.8 98.0 98.5 98.4（0.33）

16 CRF07_BC PR/RT ─ ─ 99.4 ─
IN 99.8 99.4 99.7 99.6（0.17）

No. 1，1回目の塩基配列；No. 2，2回目の塩基配列；No. 3，3回目の塩基配列。

表 4　従来法との塩基配列一致率

ID Subtype
% Concordance

PR/RT IN

01 B 98.3 98.7
02 B 99.5 99.5
05 B 99.5 99.5
06 B 98.6 98.7
09 B 98.3 98.4*
10 B 98.6 99.4

2020-01 B 99.2 98.4
2022-01 B 99.6 99.2

11 CRF01_AE 99.5 99.7
13 CRF07_BC 99.4 99.5
14 CRF07_BC 99.2 98.5

2022-02 CRF07_BC 99.7 99.9

Average 99.1 99.2
SD 0.50 0.49

*  HIV genotyping kitで決定できた 806塩基（塩基番号
59～864）を対象とした一致率。
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99.1%（0.50），INで 99.2%（0.49）であった。また，subtype
によらずすべての検体において PR/RT, INいずれも一致率
は 98.0%以上であった。なお，解析対象外とした ID 09の
INについて配列が決定できた 804塩基を対象とした一致
率は 98.4%であった。
4．　EQAパネル検体での参照配列との一致率
　EQAパネル検体を対象とし，参照配列との一致率を確
認した（表 5）。すべてのパネル検体において PR/RTおよ
び INの一致率は 98.0%以上であった。また，2016-03 INを
除き，転写RNA検体（2012-05, -07, 2016-03, -05, -07, -08, -09, 
2022-03）およびの市販コントロール検体の一致率は 100%
であった。
5．　DRM levelの比較
　従来法もしくは参照配列と DRM levelを比較した。HIV
陽性血漿 9検体（ID 01, 02, 05, 06, 09, 10, 11,13, 14）中 1検

体（ID 11）および EQAパネル検体 11検体中 9検体（2012-
05, -07, 2016-03, -05, -08, -09, 2020-01, 2022-01, -02）で DRM
が検出され，そのうち 2検体（2016-03, 2022-01）で DRM 
levelの乖離が確認された（表 6）。2016-03は転写 RNA検
体，2022-01は血漿検体であり，2016-03では genotyping 
kitで in R263Kの検出により BIC, DTG, RALの DRM level
が増加，2022-01では genotyping kitで pro L90Mの未検出
により ATV/r, LPV/rの DRM levelが低下した。

考　　　察

　効果的な ARTを実施するために HIV薬剤耐性検査の性
能評価は重要である。今回，検討した HIV-1 genotyping kit 
with integraseは subtypeによる増幅感度や再現性の違いが
みられたものの，従来法との塩基配列平均一致率，EQA
パネル検体での塩基配列一致率は 99%以上と良好であっ

表 5　EQAパネル検体での参照配列との一致率

ID Type HIV RNA
(copies/mL) Subtype % Minor variant

% Concordance

PR/RT IN

2012-05 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
2012-07 転写 RNA 100,000 B  0 100 100
2016-03 転写 RNA 100,000 B  0 100  99.9
2016-05 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
2016-07 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
2016-08 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
2016-09 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
2020-01 凍結乾燥血漿  10,000 B Unknown  99.7  98.0
2022-01 凍結乾燥血漿  10,000 B Unknown  99.5  99.3
2022-02 凍結乾燥血漿  10,000 07_BC Unknown  99.7  99.8
2022-03 転写 RNA 100,000 B 30 100 100
Control  0 100 na

Control, AcroMetrix genotyping HIV RT/PR mutant control；na, 解析対象外。

表 6　DRM levelが乖離した検体

ID Protocol

PIs INSTIs

DRM DRM level DRM DRM level

Major Accessory ATV/r DRV/r LPV/r Major Accessory BIC DTG RAL

2016-03
Kit None None 1 1 1 R263RK None 4 4 3

Ref seq None None 1 1 1 None None 1 1 1

2022-01
Kit M46MI None 2 1 2 None None 1 1 1

Conv M46MI 
L90LM

None 4 1 3 None None 1 1 1

DRM levelのカテゴリは，1が susceptible, 2が potential low-level resistance, 3が low-level resistance, 4が intermediate resistance, 5が high-
level resistanceの判定となる。Kit, genotyping kit；Ref seq, 参照配列；Conv, 従来法；Major, メジャー変異；Accessory, アクセサリー変異。
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たことから従来法や国内で実施されている方法に近い性能
を有していると考えられた。
　HIV-1の subtypeと組換え型流行株（CRF）の流行には
地域差が報告されている30）。日本では subtype Bが 87.9%，
ついで CRF01_AEが 8.4%と報告されており14），近年では
CRF01_AEやCRF07_BCの割合が増加している。Genotyping 
kitは subtype B, CRF01_AE, CRF07_BCで検査が可能で
あったことから，少なくとも日本国内の 90%以上の感染
者での検査が可能と考えられた。
　WHO HIVResNet HIV durg resistance Laboratory operational 
framework（以下，WHO HIVResNet）31） では本検査の増幅
感度の評価として HIV RNA 5,000 copies/mL以上の検体の
95.0%以上が増幅すること，HIV RNA 1,000～5,000 copies/
mLでは 90.0％以上が増幅することがあげられている。今
回，HIV RNA陽性血漿を用いた検討では，HIV RNA 5,000 
copies/mL以上の 5検体および 1,000～5,000 copies/mLの 7
検体それぞれで PR/RT, INともに 100%が増幅した。また，
DHHSガイドライン32） では ART下で HIV RNAが 1,000 
copies/mL以上となった場合の薬剤耐性検査の推奨を AI
（推奨の強さ A, エビデンスの質 Iで最も高い推奨度）とし
ている。希釈系列による検討では，ID 15（subtype B）の
PR/RTと IN, ID 11（CRF01_AE）の PR/RT, ID 16（CRF07_
BC）の INで 1,000 copies/mLでの増幅（3回中 2回以上）
が確認された。しかしながら，ID 11の INおよび ID 16の
PR/RTでは 5,000 copies/mLでの増幅であり，臨床上求め
られる性能よりもやや低い感度となった。ただし，希釈系
列に用いた血漿検体である ID 15と 16は 2016年から約 7
年間，ID 11は 2022年から約 1年間－20℃で保管され，そ
の間に数回の凍結融解があった点を考慮する必要があるた
め，系統を増やした検討の余地が残されている。今回の結
果からは 1,000～5,000 copies/mLの検体が増幅されない場
合，従来法など他方法による検査を行える体制を構築して
おくことが必要であると考えられた。
　WHO HIVResNetでは併行精度の評価として，少なくと
も 5回同時測定しペアワイズで 10組中 9組以上の塩基配
列一致率が 98.0%以上であることがあげられている。今
回，3回測定 3組での検討となったが評価対象外を除き，
すべて 98.0%以上の一致率であった。ID 16の PR/RTは 1
組であったため評価対象外となったが，その一致率は
99.4%であったことを考慮するとおおむね良好な成績で
あったと考えられた。なお，今回の検討では試薬と検体残
量の不足から日差再現性を実施することができなかったた
め，今後の検討課題としてあげられた。
　Genotyping kitと従来法との塩基配列結果の比較では，ID 
09（subtype B）は INの一部配列が解析できなかったため
対象外としたが，それを除き，全検体で 98.0%以上の塩

基配列一致率であったことから genotyping kitと従来法は
近い性能を有していると考えられた。解析対象外となった
ID 09は INの 4つの塩基配列リードのうち，1つの quality 
scoreが低くアライメントされなかった。アライメントさ
れた 3つの塩基配列リードには塩基の挿入や欠失は確認さ
れなかったことからシーケンスプライマーのミスマッチの
可能性が考えられたものの，プライマー情報が非開示のた
め原因解明には至らなかった。
　HIVは quasi-speciesを形成するため minor variantの検出
力を評価する必要がある。しかしながら血漿検体では混在
割合が不明であるため，われわれが実施してきた EQAで
は 30%転写 RNA検体により評価を行ってきた。今回の検
討では，30%転写 RNA検体の参照配列と genotyping kitに
よる塩基配列の一致率は PR/RT, INともに 100%であった
ことから混在割合が 30%の minor variantの検出力は良好
であると考えられた。EQAパネルの血漿 3検体では参照配
列と比較し 0.2～2.0%の不一致が認められ，いずれも部分
不一致であった。塩基配列の決定がなされた血漿検体およ
び EQAパネル検体を用いた DRM levelの比較では，2016-
03および 2022-01の 2検体で結果の乖離がみられた。2016-
03はgenotyping kitで INに R263RK（AGA→ARA）がミッ
クスとして検出され INSTIsの DRM levelが 4（intermediate 
resistance）となった。クロマトグラムを確認すると，quality 
scoreが低い塩基配列リードのため，263番のコドン塩基は
1リードでの判定であったものの，Aの割合が 22%であ
り，目視によっても低い Aの波高が確認された。しかしな
がら本検体は転写 RNAクローンであるため基線の動揺が
考えられ，加えて，本来であれば 2リードによる塩基配列
の判定が 1リード（カバレッジ 1）であったことで誤判定
された可能性が高いと考えられた。2022-01は genotyping 
kitでpro L90LM（TTG→WTG）が未検出でありPIsのDRM 
levelが 2（potential low-level resistance）となった。本検体
についてもクロマトグラムを確認したが，カバレッジが 3
での判定で L90Mとなるミックス塩基は確認できなかっ
た。この pro L90MLについては EQA参加 9施設中 4施設
が報告していたことから L90Mが minor variantとして存在
する可能性は大きいものの，その混在割合がサンガーシー
ケンスの検出限界である 20～25%付近もしくはそれ以下
であったことが推測される33）。また，試薬や反応条件，
データ解析条件の違いによりミックス塩基の判定に違いが
生じた可能性も考えられる。Genotyping kitのデータ解析
ソフトウェア Exatypeではミックス塩基のカットオフ値は
15.0%であり，RECallで今回設定した 17.5%より低値で
ある。RECallと Exatypeの比較研究では，塩基配列の一致
率は 99.8%であり不一致となった 0.2%のうち 99.7%は
ミックス塩基に関係することが報告されているため34），解
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析ソフトウェアやミックス塩基のカットオフ値の違いによ
り判定結果に違いが生じたことを考え，Exatypeでの解析
も行ったが結果は変わらなかった。したがって，増幅過程
またはシーケンス過程での原因も考えられた。
　HIV薬剤耐性検査による適切な ARVsの選択は効果的な
ARTを実施するために必要であり，検査結果の質の担保
は患者の QOLを維持するためにも重要である。そのため，
われわれは従来法の設定や EQAを実施してきた。今回検
討した genotyping kitは EQAによる成績から，従来法や国
内で実施されている方法に近い性能を持ち，またキット化
により試薬の管理が容易となることから日常検査法として
実施可能であると考えられた。しかしながら，genotyping 
kitを導入したとしても，増幅やシーケンス反応の不良，部
分不一致，DRM levelの乖離は他の検査系同様に起こりう
ること，また，仕様上の課題としてプライマー配列情報が
不明であること，doravirineの DRMである rt Y318Fは解析
範囲外であり，カプシド阻害剤など新たな ARVの登場に
よる解析領域の追加などに柔軟に対応できないことがあげ
られる。これらの genotyping kitの特徴を理解し，施設ごと
の現状に応じた検査体制の構築が望ましいと考えられた。
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  Objective : In HIV infection, it is important to select effective anti-HIV drugs by HIV drug 
resistance testing.  Since this test is performed in different ways at different laboratories, external 
quality assessment (EQA) has been conducted periodically.  We evaluated the performance of a 
new HIV-1 genotyping kit with integrase, a reagent kit for drug resistance mutation testing in the 
protease-reverse transcriptase (PR/RT) and integrase (IN) regions.
  Methods : Amplification sensitivity, concordance accuracy, sequence concordance rate, and 
comparison with the conventional method (the Japanese external quality assessment program to 
standardize HIV genotyping, 3rd Edition) were performed using 14 HIV-positive plasma samples 
and a portion of 11 samples from a previous EQA panel (including 8 transcribed RNA samples 
and 3 plasma samples).
  Results : Amplification sensitivity ranged from 500 to 5,000 copies/mL, depending on the 
subtype and amplified region, although there is a possibility of underestimation due to the use of 
stored plasma.  The mean (standard deviation) of nucleotide concordance with the conventional 
method for 12 plasma samples was 99.1% (0.50) for PR/RT and 99.2% (0.49) for IN.  One of 12 
samples, IN region could not be partially sequenced.  Eleven EQA panel samples showed ＞99.0% 
sequence concordance with the reference sequence.  Of the 9 plasma samples and 11 EQA panel 
samples, 2 EQA samples had discrepancies in drug resistance results.
    Conclusion : Although the kit was considered to have the performance to be carried out as a 
routine testing method, it was considered important to utilize the kit based on its characteristics.

Key words : HIV drug resistance testing, commercial kit, drug resistance mutation (DRM) 
concordance, DRM level
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