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概 要  

1981年に最初のエイズ患者が報告されてから、20年以

上が経過した。2005 年末現在、ヒト免疫不全ウイルス

（HIV）感染者とエイズ患者の数は、全世界で累積 6000

万人におよぶ。このうち、サハラ砂漠以南のアフリカ諸

国が、2940 万人と圧倒的に多い。 また、2005 年の 1

年間で、あらたに HIV に感染した人の数は、全世界で

500万人になり、サハラ砂漠以南のアフリカ諸国が、350

万人を占める。しかし新たな感染地域として、アジアで

の感染が拡大している。アジアではその感染率はまだ低

いが、人口の絶対数が多いため、感染者の人数も増えて

いる。インドでは最近南アフリカ共和国を抜いて 400

万人を超え、世界最大の感染者を擁する国となった。中

国では、2000年なかばの感染者数は 100万人だが、2010

年には 1000 万人に達する可能性がある。我が国でも

2005年度は感染者の数が２年連続で 1000人を超えるな

ど、過去最高の新規感染者数を記録し、今後の感染拡大

は大いに警戒すべき状況である。  

 1995 年ごろから始まった HAART の効果には目覚し

いものがあり、感染者に大きな希望を与えている。しか

し、そのコスト、慢性毒性、さらには薬剤耐性の獲得に

よる治療困難症例の増加が大きな問題となっている。さ

らに HAARTをもってしても、体内からウイルスを完全

に駆遂することは今のところ不可能であり、共存ととも

にその根絶に向けた研究も重要である。このような状況

の下、当センターでは、多数の症例に対し、確認試験、

薬剤耐性遺伝子検査を行うとともに、新しい検査法の開

発と地方レベルへの技術の普及をはかってきた。また

HIVを分子生物学的手法によって解析し、その特性など

を解明することにより、エイズワクチン開発などの応用

に向けた多角的な基礎研究を展開している。中でも、

BCG-ワクシニアによるプライムーブーストの系、さら

に糖鎖変異を導入した弱毒化 SIV が優れた感染防御効

果を持つことを明らかにし、現在米国 NIH のワクチン

研究センターとの共同研究を発展させている。またアジ

アに流行する HIV-1 株に関する研究が進展し、流行の

広がりや多様で複雑な組換え型ウイルスが出現してい

ることを明らかにした。 

 このように我が国を含むアジアにおける HIV の危機

的な流行状況を考えた場合、疫学的、分子疫学的調査研

究、HIV-1ヴァリアントの構造とそのウイルス学的、免

疫学的性質の解明、またそれら基礎研究に基づく、ワク

チンを含む感染予防・発症阻止技術の開発、新しい細胞

側因子の探索による新規薬剤の開発、効率の良い感染性

分子クローンの分離法の開発など、その制圧に向けた重

要且つ緊急性の高い課題への取り組みをさらに強力に

押し進める必要があると考えられる。これらの業務の遂

行と、研究水準の一層の向上をはかっているところであ

る。 

 当センターはまた、国際協力機構(JICA)のアジアやア

フリカにおけるエイズプロジェクト等にも積極的に協

力してきた。また、JICA との協力によりアジア、アフ

リカ諸国等からの研修員を対象に HIV 診断技術講習を

実施しており、多数の研修員を指導してきた。このよう

に、当センターの活動は一層国際的な展開をみせている。

一方、厚生労働省、文部科学省、HS 財団等の研究費に

よる班研究等にも多数参加しており、我が国エイズ研究

の中核となっている。 

 人事では、駒野淳第 3 室研究員が主任研究官に昇任

（平成 17年 4月 1日付）、鈴木寿子第 2室研究員が第

2研究グループに併任（10月 1日付）した。 

 当センターの運営に当たっては宮村達男所長、渡邊治

雄副所長、佐多徹太郎感染病理部長、岡部信彦感染症情

報センター長、山口一成血液・安全性研究部長、寺尾恵

治医薬基盤研究所霊長類医科学研究センター長等多く

の方の協力を得た。 

 研究の場に関しては第３室の村山から戸山への移転

でなどで多少の改善がみられたものの、研究スペースの

確保と統合は依然として最重要課題のひとつとなって

いる。 
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業 績 
調査研究 
I．エイズワクチンの開発 

1．BCG/DIsプライムブーストワクチン 

(1) 液性免疫誘導型ワクチンの開発を目的とした、改変

型 HIV-1 Env抗原発現型組換え BCGの作製 

 米国 NIH で作製された subtype B HIV-1 由来改変型

gp140及び gp145遺伝子を、 Mycobacterium kansasii由来

α 抗原遺伝子のプロモーターとシグナルペプチド領域を

コードする遺伝子の下流に繋ぎ BCG に形質転換した。

得られた株を調べた所、gp140抗原の分泌が認められた。

gp145 も菌体内での発現が認められたが、菌体内では分

解産物が主であった。 

[松尾和浩、岡村智崇、服部真一朗、Gary J. Nabel(米国

NIH)、山本直樹、本多三男] 

 

(2) 改変型 HIV-1 Env抗原発現型組換え BCGのマウスで

の免疫誘導能の解析 

 HIV-1 subtype B由来改変型 gp140及び gp145遺伝子を

それぞれ発現するBCG株をBALB/cマウスの皮下に免疫

し、Env V3特異的抗体の産生を調べた所、いずれも免疫

後 4週以降で特異抗体の上昇が認められた。更に、その

組換えワクシニア DIs をブースター免疫すると、HIV-1 

MN株に対する中和能誘導した。その中和活性は、gp140

発現型 BCG 免疫マウス血清の方が、有意に高い値を示

した。Gp140遺伝子は V1V2 領域を欠失しており、その

中和抗体産生における重要性が示唆された。 

[松尾和浩、服部真一朗、岡村智崇、Gary J. Nabel(米国

NIH)、山本直樹、本多三男] 

 

(3) 組換えBCG-および組換えDIs-HIV/SIVワクチンのサ

ル評価 

 前年度までに、組換え BCG と組換え DIs による抗

HIV/SIV 免疫誘導は、カニクイサルにおいてヒト投与量

でも可能であること、更に、組換え BCG では、導入

HIV/SIV遺伝子のコドン使用頻度を BCG化することが、

抗原発現および免疫誘導に非常に有効であることを明ら

かにした。本年度は、組換え BCG の実用化で最も懸念

されている BCG 既往症反応の影響を検討した。サルモ

デルにおいて結核ワクチンとしての非組換え BCG の先

行免疫を行い、続いて組み替え BCG-HIV・DIs-HIVワク

チンを接種すると、組換え BCG 免疫後に重大な副反応

は見られず、組換え HIV/SIV抗原に対する免疫応答が誘

導され、組換え DIsの免疫増強にも影響を与えないこと

が明らかになった。これらの結果から本レジメンは、

BCG 接種歴のあるヒトに応用可能であることが明らか

になった。 

[兼清優、網康至(動物管理室)、松尾和浩、染谷健二(ウイ

ルス３部)、須崎百合子(動物管理室)、吉野直人、山本直

樹、本多三男] 

 

(4) HIV-1CRF01_A/Egagを発現する組換え BCG及び DIs

ワクチンの prime-boost接種による特異免疫誘導の評価 

 野生型ワクシニアウイルスを雌性マウスに接種すると、

一週間以内に接種ウイルスが卵巣に集積する。これを利

用し、組換えワクチンと同じ HIV遺伝子を発現する野生

型ワクシニアをワクチン接種後にチャレンジし、卵巣に

蓄積する接種ウイルス量の抑制レベルを指標としたワク

チン効果の解析がなされている。本研究では、

HIV-1CRF01_A/Egag を発現する組換え BCG 及び DIs ワ

クチン、rBCG/HIVgagA/E+rDIs/HIVgagA/Eの prime-boost

接種により、gag に対する免疫が効果的に誘導されてい

ることを確認するために、免疫マウスに、gag を発現す

る組換え野生型ワクシニア NYCBHをチャレンジし、卵

巣中の接種ウイルス量を対照群と比較検討する。以前に

行ったプレ実験では、prime-boost免疫群において卵巣中

ウイルス量が軽減される傾向にあったが、今後、組換え

NYCBH チャレンジ等の条件を考慮して再検討する。 

[泉泰之、山本直樹、本多三男] 

 

(5) 高発現型ワクシニア Promoter を用いたワクシニア

DIsの至適化 

 本研究は、高発現が期待されるワクシニア Promoter

（mH5、PSFJ、p7.5）を用いて、SIVGag抗原発現ワクシ

ニア DIsワクチンを構築し、最も効率の良い Promoterの

選択を検討した。抗原の発現量は、様々な哺乳類細胞株

において、mH5を利用した rDIsワクチン（rDIs/mH5/Gag）

で発現量が高いことが確認された。さらに、マウスを用

いた動物実験においても、rDIs/mH5/Gagが誘導した細胞

性免疫は、他の Promoter を利用した rDIs の免疫応答よ

りも有意に優れていることが確認された。本研究の結果、

ワクシニア DIsは、mH5 promoterを利用することが、一

番適切であることが分かった。 

[岡村智崇、松尾和浩、兼清優、堀端重男、泉泰之、染谷

健二(ウイルス３部)、志田壽利(北海道大学)、山本直樹、

本多三男] 

 

(6) HIV中和抗体誘導能を有する修飾型 HIV Env発現ワ
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クシニア DIsの開発 

 安全性が極めて高いワクシニア DIs株をワクチンベク

ターに用いて、Envの可変領域を至適化および gp41を一

部 truncate した修飾型 Env（gp140-mu）を発現する組換

え DIsワクチン（rDIs/gp140-mu）を構築した。更に、そ

の免疫誘導能を検討すると、BALB/c マウスに 5 回接種

し、血清 Env抗体価並びに中和能を測定すると、抗体価

は 1024～2048倍の上昇し、またヘテロのウイルスである

HIV MN株、および JRCSF株に対する中和反応が認めら

れた。現在、誘導された Env抗体のエピトープの解析を

行っている。 

[岡村智崇、松尾和浩、杉山高啓、兼清優、堀端重男、染

谷健二(ウイルス３部)、Gary J. Nabel(米国 NIH)、山本直

樹、本多三男] 

 

(7)  HIVマルチエピトープ DIsワクチンの開発 

 本研究は、ワクシニア DIsをワクチンベクターに用い

て、2つ以上の HIV抗原を同時に発現する HIVワクチン

の開発を行う。抗原は、サルエイズモデルでの SHIV 攻

撃接種を考慮して、SIVGag と HIVEnv を用いて構築し、

Western blotting法によって両抗原の発現を確認した。次

に、このワクチンの両抗原の発現力および複製能につい

て検討した。その結果、両抗原をそれぞれ単独で発現す

る rDIsとほぼ変わらず、安定したワクチンである事が確

認された。現在、小動物モデルを用いて免疫誘導能につ

いて検討している。 

[岡村智崇、服部真一朗、松尾和浩、染谷健二(ウイルス

３部)、兼清優、堀端重男、Gary J. Nabel(米国 NIH)、山

本直樹、本多三男] 

 

(8) rDIsSIVgag/pol の経鼻および皮内接種による脳への

非移行性 

 rDIsSIVgag/pol の経鼻免疫を行ったマウスでのワクシ

ニアウイルスベクターの脳への移行の有無を nested-PCR

法で確認した。接種後マウスの嗅球、大脳、小脳を解析

した結果、いずれも陰性でありワクシニアウイルスベク

ターの経鼻および皮内接種での脳への移行は確認されな

かった。 

[吉野直人、兼清優、岡村智崇、染谷健二(ウイルス３部)、

松尾和浩、山本直樹、本多三男] 

 

2．修飾型 HIV Env発現プラスミドによる抗 HIV抗体の

誘導 

 可変領域を至適化、および gp41の一部を truncateした

修飾型 HIV Env を発現する組換え DNA ワクチン

（1012CMV プロモーターを有する）を用いて、その免

疫誘導能についてマウスを用いて検討した。プラスミド

を細胞に導入し細胞内での Envタンパクの発現を確認し

た後、マウスに接種し血清中の抗体価と細胞性免疫の誘

導能を評価した。DNAワクチンによるマウスの免疫誘導

は、上記組換え BCGおよび DIs免疫のものに比較して、

抗体価、細胞性免疫ともに低いレベルであった。 

 現在は DNA/DIs プライムブーストワクチンでのマウ

スにおける免疫応答を解析中である。 

[高橋慎、岡村智崇、千葉丈(東京理科大学)、山本直樹、

本多三男] 

 

3．モノクロナール抗体 KD-247における中和効果 

 これまで免疫原性が低い中和エピトープに対する効果

的な能動免疫法の開発を試み、そのコア領域を高親和性

に認識する連続免疫法を確立した。その実用化のために、

マウスモノクロナール抗体の CDR 遺伝子を組み込んだ

人型化抗体 KD-247 を作成し、その中和能の交差反応性

を検討した。Ｅnv V3 領域の GPGRエピトープを認識す

るKD-247抗体は、T-tropic、M-tropic、TCLAおよびPrimary 

isolate にかかわらず、高い交差反応中和活性を示した。

また、他の V3 領域を認識するモノクロナール抗体であ

る 1006-15D、694/98D、gp41を認識するモノクロナール

抗体 1367-D, C5を認識するモノクロナール抗体 1331-160

の中和力価と比較検討しても交差反応性に優れていた。

しかし、GPGRエピトープを持つサブタイプ Bにおいて

20ウイルス中 8ウイルスが中和されず、GPGRエピトー

プを持つサブタイプ Eにおいては 5ウイルスすべて中和

されなかった。これらの事から、KD-247 抗体の中和活

性は、V3コア領域のリニアエピトープ結合能とは違いが

あり、活性発現にはさらにその周囲の構造が関与してい

ることが示唆された。今後、中和されたウイルスとされ

なかったものの V3 シークエンス配列の差のみならず

Env 蛋白構造における中和エピトープを比較することに

より、中和活性と蛋白構造相関についても検討する。 

[滝澤万里、山本直樹、本多三男] 

 

4．低病原性 SIV 感染、高病原性 SIV に対する感染後早

期治療等による誘導される高病原性 SIVに対する感染抑

制に関する解析 

 ウイルスベクター等を用いる prime-boost ワクチンは

高頻度の CTLを誘導し慢性感染の抑制、発症遅延効果が

確認されているが、その効果は特定 MHC I alleleをもつ

宿主に限定される。ところが弱毒ウイルス感染により誘

導される防御免疫は初期感染に対しても強い抑制効果が
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あり宿主 MHC の影響が少ないことからエイズワクチン

開発への応用が期待されている。その機序の解明を目的

に低病原性 SIV（糖鎖欠失変異 SIV, nef遺伝子欠損 SIV）

感染ザル 5 頭、病原性 SHIV-RT 感染後早期治療(PEP)ザ

ル 3 頭、病原性 SIV239 感染長期未発症ザル 3 頭に高用

量 SIV239 の静脈内接種チャレンジ感染を行った。10/11

頭ではチャレンジ感染による初期感染は検出されなかっ

た。しかし PEP の 1/3 頭では通常の SIV239 感染と同等

の初期感染が観察された。PEP全３頭では PEP後に明ら

かな細胞性免疫の誘導と維持が確認されたが、感染後７

年経過したチャレンジ感染７日前では、感染抑制があっ

た２頭と比べ感染抑制のなかった１頭では細胞性免疫は

わずかに検出される程度であった。またこのサルのみ

PEP 後の抗体誘導が一過性であった。この結果は感染防

御における細胞性免疫の重要性、さらに非常に低レベル

の SIV感染と感染抑制と関連する宿主応答のの重要性が

示唆された。  

[杉本智恵、森 一泰] 

 

5．感染制御ザルから分離された SIV 特異的 CD4 陽性 T

細胞の解析 

 エイズウイルスに対する防御免疫は弱毒ウイルス感染、

感染後早期治療(PEP)により誘導される。これらの感染制

御ザルではウイルス特異的CD4 T細胞が感染抑制された

慢性感染期においても検出されることから感染制御、感

染防御における役割が推測される。そこでワクチンによ

るウイルス特異的CD4 T細胞を誘導と感染防御効果の検

討を計画している。Nef 遺伝子欠損 SIV 感染ザル

(Mm9429)、PEPザル(Mm9703)から同一の MHCハプロタ

イプ（R90-120b）の MHC II alleleにより抗原提示される

Gag特異的 CD4+T細胞を分離し、それぞれのエピトープ

を決定した。エピトープは大部分が重なっていたが両端

の 1アミノ酸だけが異なっていた。今年度はこの２種の

細胞の性質(メモリー細胞、抗原刺激によるサイトカイン

発現、effector 機能、細胞表面 CCR5 発現、SIV 感染性)

を調べた。Mm9429細胞は、central memory, IFN-gamma

高発現、TNF-alpha高発現、IL-2中発現、granzyme B低

発現、CCR5高発現を示し、Mm9703は effector memory, 

IFN-gamma 高発現、TNF-alpha 高発現、IL-2 低発現、

granzyme B高発現、CCR5低発現を示した。まとめると

Mm9429 はより central memory 細胞,Mm9703 は effector 

memory細胞の性質を示した。エピトープ peptideに対す

る反応性は Mm9703 細胞は Mm9429 細胞の 1/10 の濃度

（10 nM）で活性化した。いずれの細胞も SIV239感染に

対する感受性を示した。これらの細胞の性質は、SIV 感

染に対する免疫誘導、感染制御における機能として理解

されるが、その機能を果たすためには SIV239 感染に対

する抵抗性の機序が必要であることが示唆された。  

[杉本智恵、森 一泰] 

 

6．粘膜免疫誘導型 HIVワクチンの開発 

 HIVワクチン開発において粘膜免疫誘導が可能であれ

ば、HIVの主な侵入門である生殖器粘膜での感染阻止が

期待される。そこで、昨年度に続き SIVgagDNA、

SHIVenvDNA と各種アジュバントを用いたマウス動物

実験を行った。接種経路は経鼻および経膣で行い、免疫

後の血清中および膣洗浄液中の特異的 IgGと IgAの検出

を行った。その結果、HVJenv ベクターキットやキトサ

ンに高いアジュバント活性を検出した。その結果を受け、

6 頭のカニクイサルを用いて感染防御試験を行った。す

なわち SHIVenvDNA とHVJenvベクターを用い 3回経鼻

投与を行った。しかしながら、抗 env抗体は認められず、

施設の使用期間の関係で SHIV を経直腸ルートで攻撃接

種を行ったがワクチン候補免疫群でもウイルス量の抑制

は認められなかった。理由に関しては、投与 DNA 量お

よび HVJ量が低かった事が考えられる。現在再度プロト

コールを検討中である。またキトサンに関しては分子量、

脱アセチル化度等を変化させたアジュバント候補を作成

し活性を検討している。 

[基盤研筑波霊長類センター、石川晃一、小林丘（協力研

究員）] 

 

II．HIV感染症の治療 

1．自然免疫による HIV 感染修飾の解析：マンノース結

合レクチン（MBL）の in vitro抗 HIV効果の同定 

 マンノース結合型レクチン（MBL）が in vitroで抗 HIV

効果を示すことを明らかにした。天然型 MBL は大量精

製が難しいので、MBLの特性を明らかにするために、組

換え MBL (Recombinant Mannose Binding Lectin：rMBL)

の作成を試みた。そこで、12種類の rMBLを作成し天然

型 MBLと比較検討した。さらに、他の高産生 rMBLを 3

株作成し、3種類の培地（IS CHO CD, IS CHO-CD4, IS 

CHO-V）で、それぞれ培養時間を検討した rMBLを作成

した。現在、どの細胞、培地、培養時間が in vitroにおい

て HIV-1中和活性の発現にベストであるかを明らかにし、

SOPを作成中である。 

[滝澤万里、若宮伸隆(旭川医大)、鈴木定彦(北海道大学)、

岸雄一郎(扶桑薬品)、堀端重男、山本直樹、本多三男] 

 

2．抗 HIV-1療法を受けている HIV/AIDS患者の薬剤耐性



エイズ研究センター 

 

モニタリング 

 我々は平成 8年度より適切な抗 HIV-1治療実現のため

の支援事業として、薬剤耐性 HIV-1検査を実施している。

薬剤耐性遺伝子検査の結果は約 3週間で主治医に報告さ

れ、治療薬剤選択の指標として活用されている。平成１7

年度末までに参加した施設は 92施設、解析を行った検体

は平成 17年 3月の時点で累積 7396検体、1659症例に達

している。我々の検査は治療支援としてだけでなく、わ

が国における薬剤耐性 HIV-１の動向を把握する上でも

貴重な疫学情報となっており、今までの検査結果の集計

より、わが国において薬剤耐性症例数は年々増加の傾向

を示しており、また耐性を獲得した症例の中では多剤耐

性化が進んでいることを明らかにしてきた。 

[松田昌和、三浦秀佳、千葉智子、西澤雅子、柿澤淳子、

藤野真之、山本直樹、杉浦 亙］ 

 

3．2003-2005年における新規 HIV/AIDS診断患者の動向

調査 

 HAART が普及した今日、HIV/AIDS に新たに感染し、

治療前にもかかわらず既に薬剤耐性を獲得している症例

が世界各国で報告されており、その頻度は 10-20％とも

いわれている。日本では、2年続けて新規 HIV感染者数

およびエイズ患者数の合計が 1000人を越えて HIV/AIDS

の感染拡大が進行しつつあるが、本邦においても新規

HIV/AIDS診断確定未治療患者への薬剤耐性 HIV の拡大

が大きな関心をもたれている。このような背景から、我々

は 2003年から 2005年にかけて全国の治療拠点病院、衛

生研究所等の協力のもとに新規 HIV/AIDS 診断患者を対

象に耐性検査を実施した。薬剤耐性検査ではプロテアー

ゼおよび逆転写酵素領域を、HIV サブタイプには env 

C2/V3 領域を RT-PCRにて増幅し、その配列解析を行っ

た。対象症例は 03年：267例、04年：308例、05年：454

例であった。症例は 30-40歳代の男性が中心で（>90％）

感染経路は同性間性的接触が 65-72%を占めていた。耐性

症例の頻度は 2003年：5.2％、2004年:4.9%年、2005年：

5.9%であった。クラス別に見るとヌクレオシド系逆転写

酵素阻害剤耐性の頻度は 4.1％；4.5％； 4.6%（03;04;05

年）で、M41L 、M62A、K65R 、D67N 、K70R 、L74V、

M184V 、L210W 、T215X、K219Qが見られた。非ヌク

レオシド系逆転写酵素阻害剤では 1.1％；1.3％；2.2%

（03;04;05年）で、V108I 、K103N 、L100I 、V106A 、

Y181C 、G190A が見られた。同プロテアーゼ阻害剤で

は 1.5％；0.3％；1.5%（03;04;05 年）で、耐性変異は、

M46I、D30N、V82Aが観察された。サブタイプは、いず

れの年も 70%以上が Bであり。次いで CRF_01AEであっ

た。また少数ながらサブタイプ A、Ｃ、AG、Gも観察さ

れた。感染経路とサブタイプの関連を見ると、B の半数

以上が同性間性的接触であり、これとは対象に他は異性

間性的接触であることが明らかになった。 

[武田 哲、藤野真之、松田昌和、三浦秀佳、西澤雅子、

山本直樹、杉浦 亙] 

 

4．hPBMC を用いた感受性検査による逆転写酵素 K65R

変異の Tenofovir耐性に与える影響の解析 

 本研究では LAI株に Tenofovir（TDF）耐性変異として

知られる K65R変異を導入した LAI/K65Rを作製し TDF

に対する耐性を hPBMC を用いた感受性検査によって評

価した。また K65Rに加えて M184Vを持つ臨床分離株の

TDF耐性も評価した。K65R変異を持つ CRF01_AE株の

TDF耐性も評価しサブタイプ Bの結果と比較検討した。

その結果 LAI/K65Rはリファレンス株の LAIと比較して

約 1.7 倍の TDF 耐性を示し、3TC と AZT に対しては感

受性だった。サブタイプ Bで K65R/M184Vを持つ臨床分

離株は AZTに対しては 1.1倍とほぼ感受性だったが 3TC

に対しては 300 倍以上の耐性を獲得し TDF に対しては

0.8 倍で感受性を回復した。これらの結果はこれまでに

報告されている知見と合致した。CRF01_AE/K65R の臨

床分離株は TDFに対する耐性を獲得し、また CRF01_AE 

で TAMを持つ分離株も TDFに対する耐性を獲得してい

た。上記の結果から本研究で用いた感受性検査により高

感度でこれらの薬剤耐性プロファイルを検出可能である

事が示された。 

[西澤雅子、藤野真之、松田昌和、三浦秀佳、加藤真吾（慶

応大）、山本直樹、杉浦 亙、ウルビ パリカ（ピッツバ

ーグ大学）] 

 

5．細胞内におけるプロテアーゼ阻害剤の薬剤濃度のモニ

タリング 

 現在薬剤感受性検査には、末梢血単核球、あるいは T

細胞系細胞株や HeLa 細胞を基にしたレポーター細胞が

使用されているが HeLa 細胞のような非宿主細胞から構

築されたレポーター細胞での薬剤の取り込み・代謝が

HIV-1 本来の宿主であるリンパ球系細胞と同等であるか

明確ではない。本研究では細胞内への抗 HIV-1薬の取り

込みやその細胞内の濃度に着目し、T 細胞系細胞株の

HPB-M(a)、CEM及び上皮細胞系細胞株の HeLa細胞にお

けるPIの各々の細胞内濃度をHPLCを用いて測定し比較

検討した。4 種類のプロテアーゼ阻害剤（PI）、ネルフ

ィナビル（NFV）、サキナビル（SQV）、ロピナビル（LPV）

そしてリトナビル（RTV）を各々1、2.5、5及び 10µMの
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濃度で培地中に添加し各々の細胞に 10 分間取り込ませ

た後、細胞から PI を抽出し HPLCで細胞内 PI 濃度を測

定した。10µM の PI 濃度で比較した結果、NFV は

HPB-M(a)と CEMの細胞内で約 120～150倍、HeLa細胞

では約 200倍に濃縮された。SQVは HPB-M(a)及び CEM

細胞で約 70 倍、HeLa細胞では約 200 倍であった。LPV

では HPB-M(a)と CEM細胞で約 10倍、HeLa細胞で約 45

倍であった。RTVは HPB-M(a)と CEM細胞で約 10倍、

HeLa細胞で約 15倍に濃縮された。NFV、SQV、LPV及

び RTV はどれも培地中の薬剤濃度依存的に細胞内濃度

が上昇した。細胞内 PI 濃度は NFV、SQV、LPV におい

て HeLa 細胞の方が T 細胞系の細胞よりも高い傾向が見

られた。細胞種によって細胞内の PI濃度が異なることか

ら、これらの細胞における細胞内への PIの取り込みのメ

カニズムが異なる可能性が示唆された。 

[西澤雅子、三浦秀佳、山本直樹、杉浦 亙、加藤真吾（慶

応大）] 

 

6．新規抗 HIV薬の開発に関する研究 

 この研究では遺伝子組み込み酵素を標的にした増殖阻

害物質の開発を目指し、低分子化合物ライブラリーのス

クリーニングを行なった。今までに 12000個の化合物の

スクリーニングを行い、従来とは異なる化合物を複数見

出すことに成功した。さらに、抗 HIV-1活性の認められ

た化合物のうち幾つかについて、M8166 細胞および

SupT1 細胞を用い薬剤耐性誘導を行った。最終的に

M8166 細胞では IC50の 40～128000 倍の耐性ウイルスが

誘導され、SupT1細胞でも 40～5000倍の耐性ウイルスが

誘導された。次に、耐性誘導ウイルスの薬剤感受性試験

を行ったところ、MaRBLE cell assayを用いた薬剤感受性

試験でそれぞれの薬剤に対して耐性を示した。また

SupT1細胞に野生株 HXB2を感染させ、候補薬剤存在下

で培養し、透過型電子顕微鏡で粒子形態等を観察したと

ころ、薬剤存在下では、粒子のサイズが不均一で、また

内部の核構造が明瞭でない未熟な粒子が観察された。こ

の形態はプロテアーゼを欠損したウイルスに見る厚い外

皮に囲まれ、内部に核のない像とは異なっており、従来

とは異なる阻害機序が強く示唆された。今後、引き続き

機序解析を行っていく予定である。 

[武田 哲、三浦秀佳、厳 ・、西澤雅子、藤野真之、村

田大悟、杉浦 亙、田中晴雄（北里大学）、野村伸彦（富

山化学研究所）] 

 

7．CRF01_AE（サブタイプ E）HIV-1 ウイルスのプロテ

アーゼの結晶構造解析と数理モデル解析 

従来の薬剤耐性研究はサブタイプＢを中心に行われてき

が、これにより得られてきた薬剤耐性に関する知見がそ

のまま non-Bサブタイプにも当てはめることができるの

か明確ではない。我々は昨年、サブタイプＥではネルフ

ィナビルに対する耐性変異が異なっており、サブタイプ

ＥではＤ30Ｎを取る確率は低く、代わりに N88S が獲得

されることを明らかにした。CRF01_AE では D30N が獲

得されないのかそのメカニズムを構造科学的に明らかに

するために HXB2-D２５N, NH1-D25N, NH1-D25N/L10F, 

NH1-D25N/N88S, NH1-D25N/L10F/N88S各々のプロテア

ーゼの精製を行い、現在結晶化に入っている。本年度は

結晶化に加えて、熱力学的解析を行うために、活性のあ

るプロテアーゼの作製・生成に取り組んでいる、 

[柿澤淳子、松田昌和、千葉智子、杉浦 亙、セリア・シ

ッファー（Univ. Massachusetts）] 

 

8．タイ流行株 HIV-1（CRF01_AE）の薬剤耐性スクリー

ニングとしての MS-PCRの有用性に関する研究 

タイ政府が生産開始したジェネリック薬 GPOvir 

(d4T/3TC/nevirapine合剤)の普及に伴い、耐性 HIV-1株の

流行が憂慮されるが、途上国で薬剤耐性株のモニターを

行うことは難しい。そこで我々は、タイ流行株の GPOvir

耐性変異頻度に関するデータをもとに、変異分離型 PCR

（MS-PCR）の原理を応用した GPOvir 耐性ウイルス簡

便・敏速検出法を開発した。この方法は、従来のシーケ

ンス法と比べ安価で、高度な機材を要しないが、高い検

出感度を有することから、今後発展途上国における耐性

株の流行モニタリングに寄与することが期待される。本

年度はランパンコホートで回収された GPOvir 脱落症例

について通常の塩基配列解析とMS-PCRによる検査を行

い、MS-PCR がスクリーニング手法として活用できるこ

とを実証した。 

[シリパン・センアローン（タイ国立衛生研究所）、ワタ

ナ・オウワニット（タイ国立衛生研究所）、パニータ・

パチバニッチ（ランパン病院）、レイミント吉田、有吉

紅也、松田昌和、杉浦 亙] 

 

9．Single genome sequencingを用いた薬剤耐性ＨＩＶ-１

の分子進化解析 

 薬剤耐性変異が生体内でどのように選択進化していく

か解明することは薬剤耐性の病態を理解するうえで重要

である。中でもプロテアーゼとその基質である Gagタン

パク間には相互に干渉しながら進化選択を受けているこ

とが推察されている。本研究ではこれを明らかにするた

めにプロテアーゼ阻害剤耐性変異を獲得した症例につい
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て定期的にサンプルを採取し、Gag 全域とプロエアーゼ

約 2.5Kbを Single genome sequencing 法によって増幅・ク

ローニングし解析を進めている。 

[杉浦 亙、松田昌和、千葉智子、柿澤淳子、田中 博（東

京医科歯科大学情報）、任 鳳蓉（東京医科歯科大学情

報）、柴田潤子（東京医科歯科大学情報）] 

 

10．HIVクローンを用いた決定木の作成 

 薬剤治療下における HIVの進化・選択を理解するため

に決定木(Decision Tree)の作成を試みた。薬剤治療中の３

症例について血漿中の HIVをクローニングし、系統樹解

析を行い、治療薬剤の組み合わせ及びアミノ酸置換をも

とに逆転写酵素(RT)とプロテアーゼ(PR)領域について決

定木の作成を行った。１症例あたり６～７サンプル、約

120 クローンについて決定木を作成した。作成した決定

木を見ると、PRは 35,74など薬剤耐性とは関係のないな

アミノ酸置換が、RTではは 181,184,190など重要な耐性

変異がツリーの分岐部に位置していることが明らかにな

った。今回の３症例は使用薬剤の組み合わせが異なるた

め共通分類ルールを見出せなかったので、今後共通な薬

剤の組み合わせのサンプルにより共通する分類ルールを

得たいと考えている。 

[鈴木寿子、杉浦 亙、田中 博（東京医科歯科大学情報）、

茂櫛 薫（東京医科歯科大学情報）] 

 

11．薬剤耐性とRNase H活性の関与に関する研究 

 大腸菌由来の精製酵素を用いて逆転写酵素活性の酵素

学的特性を解析する実験系を樹立し、患者由来の薬剤耐

性ウイルスを対象とした研究により、NRTI耐性を誘導す

る非RNase Hドメインへの挿入変異・点変異によってRT

活性だけでなくRNaseH活性も減少することが明らかと

なった。両酵素活性低下は並行して変化することから、

NRTI耐性獲得とin vivoにおける選択には逆転写酵素活

性の変化が同調する必要があるという可能性が示唆され

た。薬剤耐性変異ウイルスを発生させる過程における

RNase H活性の関与が明らかとなった。p66 homodimerと

p51/p66 heterodimer で は RNase H 活 性 が 異 な る が

polymerase活性は影響しないことが示された。各酵素活

性の独立性の評価と薬剤耐性能との比較により、新たな

治療strategyを提示することが出来るかもしれない。 

[二橋悠子、浦野恵美子、宮内浩典、磯貝まや、武部 豊、

松田善衛、駒野 淳、佐藤裕徳（遺伝子ゲノム解析セン

ター）] 

 

12．新たな抗 HIV-1薬剤の開発 

 現存する化学療法（HAART 療法）の重大な問題点で

ある薬剤耐性ウイルスの発生を回避するためには、多様

な作用機序を持つ薬剤を速やかに同定し、実用化するこ

とが求められる。これらは、薬剤耐性ウイルスによる難

治症例の治療をも可能にする。現在市場に流通している

抗エイズ薬の標的は逆転写酵素、プロテアーゼ、エンベ

ロープタンパク質などである。未だにインテグラーゼは

実用化されていない。我々は新たに integrase阻害剤とし

てのリード化合物を発見することに着手し、約千種類の

ペプチドライブラリーから２種類同定した。これらは塩

野義製薬が副作用のため開発を断念した diketo構造を持

つ integrase 阻害剤とほぼ同じ IC50 を有する非常に強い

integrase 阻害活性を持つ。細胞培養レベルでウイルス複

製抑制効果を評価するため、非ペプチド化を推進すべく

酵素の立体構造をもとに電算機的解析を駆使した

integrase—ペプチド相互作用ドメインの解析を行ってい

る。 

[駒野 淳、浦野恵美子、二橋悠子、宮内浩典、松田善衛、

杉浦 亙] 

 

13．経口投与可能な CXCR4阻害剤の研究・開発 

 CXCR4は HIV-1の主要なコレセプターの一つであり、

そのアンタゴニストは新しい作用機序を有する抗 HIV-1

剤の候補として期待されている。私達は、新規 CXCR4

アンタゴニスト KRH-3166が経口投与可能で、in vitro、

hu-PBL-SCIDマウスモデルの両方で高い抗 HIV-1活性を

示すことを見出した。KRH-3153は活性化 PBMCに対す

る X4 HIV-1の増殖を低濃度（EC50: 4 nM）で阻害し、R5

ウイルスとの共感染も R5 阻害剤との併用で完全に抑制

した。KRH-3153 と相互作用する CXCR4 のアミノ酸は、

Asp171、Asp262、His281、Trp283と推定された。KRH-3166

をラットに10 mg/kgで経口投与したときのbioavailability

は 17%に達した。hu-PBL-SCIDマウスを用いた HIV-1感

染モデルにおいても自由飲水投与によって X4 HIV-1 感

染を顕著に阻害した。以上の結果は、KRH-3166 はエイ

ズに対する臨床応用に向けて有望な、経口投与可能な新

規 CXCR4アンタゴニストであることを示している。 

[村上 努、田中勇悦（琉球大学）、大隈 和（琉球大学）、

熊倉 成（(株)クレハ)、広瀬国孝（(株)クレハ)、谷中幹

郎（(株)クレハ）、山本直樹） 

 

III．HIVの分子疫学研究 

1．マレーシアに流布する新しいタイプの組換え型流行株

CRF33_01Bの発見 

 我々はマレーシア大学医学部（クアラルンプール市）
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との共同研究によって新しいタイプの組換え型流行株

（CRF）を見出した。このウイルス株は CRF01_AEを骨

格とし、プロテアーゼ RT 遺伝子部分が短い２つのサブ

タイプ B断片からなる組換えウイルスであった。注射薬

物乱用者（IDU）の 40%に分布し、また性感染者の中に

も数％見出され、またマレー、インド、中国系のいずれ

にも均しく分布している。昨年１月に国際的 HIVデータ

ベースより新型の組換型流行株 CRF33_01B として正式

承認された。わが国研究機関から発信される最初の CRF

となった。 

[Kok Keng Tee、Xiaojie Li、納富香子、K.P.Ng、Adeeba 

Karulzamen.（マレーシア大医学部）、武部豊] 

 

2．中国東北部（遼寧省）における HIV-1 感染症の分子

疫学 

 中国雲南省や新彊ウイグル自治区、広西チワン族自治

区のような中国における HIV 流行のエピセンターの辺

縁部の低浸淫地域における HIV 感染症の様相を明らか

にするために、そのモデル地域として中国東北部（遼寧

省）を選び、分子疫学研究を行った。その結果、多様な

HIV-1 サブタイプと同定した。サブタイプ B’(49)、

CRF01_AE (15), CRF07_BC (8), CRF08_BC, A1, B (5), C, 

Gの他に C, G, CRF05_AB, CRF06_cpx (各 1)を見出した。

サブタイプ B’は過去の売血経験者（Former plasma donor, 

FPD）と輸血による感染者のすべてにおいて見出され、

このタイプのウイルスの強いファウンダ−効果が示され

た。IDUには CRF07_BC, CRF08_BCの 2種の組換型流行

株が見い出された。最も多様なウイルスサブタイプが見

い出されたのは異性間性接触による感染者で CRF01_AE, 

B’, B, A1, CRF07_BC, CRF08_BC, C, Gとさらに新しいタ

イプの組換えウイルスが見出され、この集団には中国お

よびアジアの他地域に由来する様々なウイルス群が流入

していることが明らかになった。 

[X Han、Hong Shang（中国医科大学第一病院エイズ研究

センター）、Kok Keng Tee、武部 豊] 

 

3．HIV-1スーパー感染後にみられる組換えウイルスの急

速な出現 

 昨年、HIV-1 スーパー感染の国内最初の症例を見出し

たが、経時的検体の組織的解析の結果、スーパー感染が

疑われる時点の約２ヵ月後にもとのウイルス（resident 

virus）とスーパー感染したウイルス（superinfecting virus）

間の組換えウイルスが急速に出現し、時間と共にその割

合が増加していくことを明らかにした。その様相は領域

毎に異なり、nef 領域では最も急速に組換えウイルスに

置換されるのに対し、gag, pol領域ではその置換速度はよ

りゆるやかであった。領域ごとの違いの原因は現時点で

は明らかでない。これらの知見は組換えウイルスの何ら

かの生物学的優位性を示すものである。 

[武部 豊、横田侑子、Xiao-Jie Li、小泉寛和（熊大エイ

ズ学研究センター）、滝口雅文（熊大エイズ学研究セン

ター）、岡 慎一（国立国際医療センターエイズ治療開

発センター）] 

 

4．中国雲南省の HIV-1/HCV共感染注射薬物乱用者にお

ける HCV遺伝子型に関する分子疫学 

 中国雲南省の HIV感染注射者注射薬物乱用者（IDU）

においては HCV共感染が著しく高く、ほぼ 100%の共感

染率を示す。そこで我々は HIV-1の伝播経路を解析する

補完的な手段で、共感染した HCV の遺伝子型に関する

分子疫学研究を開始した。その結果、雲南省においては

極めて多様な HCV遺伝子型（1b, 3a, 3b, 6aに加え経路不

明のウイルスサブタイプが検出される）が存在し、中国

の他地域と著しく異なる分布パターンを示すこと、特に

西部地域は雲南省内の他地域とも異なる HCV 遺伝子型

分布を示すことが明らかになった。HIV-1 サブタイプ分

布との関連性に関して解析が進行中である。 

[Xueshan Xia（昆明理工大）、Kok Keng Tee、武部豊] 

 

5．家族内感染例 NH3に見出された高度薬剤耐性の発

達機構への組換えの関与 

 HIV-1 の治療に用いられている抗ウイルス剤への耐性

ウイルス株は、実際の患者では複数のアミノ酸置換が組

み合わせで耐性が獲得されている場合が多い。耐性変異

の塩基置換から完成された耐性株へ至る進化過程につい

ては必ずしも明確ではない。我々は、RT 領域の様々な

変異株に中立遺伝マーカーとして多数の制限酵素切断部

位の変異を加えた感染性クローンを作成し、これらのウ

イルスを用いた in vitro 共感染実験を行うことでどのよ

うな薬剤濃度環境・ウイルス負荷条件で高度耐性変異へ

の進化が生じるかを検証している。制限酵素切断部位欠

失クローン（NH1-dRS,210W,215Y）と、M41L, D67N, 挿

入配列, T69I を持つ感染性クローン(NH1－41L,Ins69)を

NP2-CD4-CCR5細胞に共感染したところ、抗ウイルス剤

非存在下では Ins69 と 210W の間の連鎖は感染６日～８

日で平衡に達し、組換えウイルスは in vitroでは速やかに

生成されることが示唆された。感染後１２日以降では薬

剤感受性遺伝子型の組換えウイルスが選択的に増加し、

野生型ウイルスが高い適応度を持つことがわかった。一

方、薬剤存在下では逆に、濃度依存的に多くの耐性変異
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を持つ組換えウイルスが選択される様子が観察された。

組換え体の遺伝マーカーを解析した結果、RT のこの領

域（約 400bp）では組換えの乗換え点の分布は塩基長と

ほぼ比例関係にあり、組換えが極端に生じにくい領域は

存在しなかった。 

[椎野禎一郎・保科佳美・武部豊] 

 

IV．HIV-1感染性クローン樹立法ならびに各種研究技術

の確立 

1．HIV-1 感染力価を迅速に測定する X4 および R5 に感

受性を示す T 細胞系のレポーター細胞株 X4R5MaRBLE 

cellの樹立と実用化 

 ヒト T細胞由来の細胞株 HPB-M(a)に LTR制御のレポ

ーター遺伝子（EGFP、ＲＦＰ、firefly ｌuciferase）およ

び CMV 制御の reniｌla luciferase を組み込み、HIV-1 の

力価を定量する新たな細胞株 X4MaRBLE cell を樹立し

薬剤感受性検査および新規薬剤スクリーニングなどに活

用してきた。本年度はさらに R5嗜好性 HIVに対しても

感受性を付与するために CMV制御の CCR５発現遺伝子

を組み込み X4R5MaRBLE cellを完成させた。これにより

臨床分離株に対しても精度の高い感受性の評価が可能と

なった。 

[千葉智子、三浦秀佳、滝澤万里、松田昌和、松田善衛、

本多三男、杉浦 亙] 

 

2．pseudotype HIV-1を用いた簡便な薬剤感受性検査法の

開発 

 HIV-1感染者血液サンプルより HIV-1を直接回収する

のは、時間と費用を要するだけでなく、不可能な場合も

多い。特に薬剤耐性を多数集積した増殖能力の低下した

ウイルスでは回収に失敗することが多いが、実はこのよ

うなウイルスこそ薬剤耐性レベルの評価のため回収が求

められているものである。このような背景から、我々は

薬剤耐性に関与する遺伝子領域を、組み換えることによ

り、pseudotype HIVを作製し、簡便に薬剤耐性検査を行

う技術の開発を行った。HXB2を基本骨格に polを ccdB、

env を GFP、nef を luciferase で置換したベクターを作製

した。感染者由来のHIVから protaseとRT領域をRT-PCR

によって増幅し、In-Fusion PCR kitにより簡便かつ迅速

に患者由来の pol遺伝子をもつ HIVクローンの作製方法

樹立に成功した。VSVGを用いて pseudotype HIVを作製

した。MT-2および 293T細胞への感染は、pseudotype HIV

の感染量依存的な luciferaseおよびGFPの発現を示した。

また、抗 HIV薬剤の存在下では、薬剤濃度依存的に発現

が低下した。既知の抗 HIV薬剤に対する耐性変異を持つ

pol遺伝子を組み換えた psedotype HIVは、野生型の pol

遺伝子より薬剤感受性が低下していた。Pseudotype HIV

による簡便かつ高感度な薬剤感受性検査を完成させた。 

[藤野真之、松田昌和、西澤雅子、武田 哲、山本直樹、

杉浦 亙] 

 

3．競合的 RT-PCR を用いた HIV-1 感染患者血漿中のウ

イルスコピー数の定量 

 発展途上国でのモニタリングシステムとして安価な患

者血漿中ウイルスの定量の開発・実用化に取り組んだ。

共同研究者の加藤等が開発した競合的 RT－PCR による

測定法を用いてアンプリコア HIV－1 モニターver1.5 で

ウイルスコピー数を定量した患者検体を測定した結果、

アンプリコアの定量値と良好な相関性を示した。しかし、

一部の検体で定量結果の乖離も認められたことから、今

後より広範囲の viral load を検出できるよう競合的 

RT-PCRの系を改良し、また非 Bサブタイプにも対応し

たプライマの開発についても検討を行っている。 

[濱武牧子、西澤雅子、柿澤淳子、杉浦 亙、加藤真吾（慶

応大）] 

 

4．HIV-1 CRF08_BC 感染性分子クローンの構築とその

ウイルス学的性質の解析 

 地域特異的に流行している HIV-1 サブタイプの感染

性分子クローンを樹立することは、そのウイルス学的特

性や予防・治療法の研究にとって有用である。既に樹立

し た ２ つ の  CRF08_BC 感 染 性 分 子 ク ロ ー ン 

HH040NX4、NX22 のうち、前者は NP2/CD4/CCR5 細

胞（以下 NP2/R5）でよく増殖し、後者は PHA で刺激

した PBMC でよく増殖した。その特性を決定している

領域を同定し、これらの組換えにより、分離株同様いず

れの細胞でも高い増殖能を有する、研究のツールとして

有用な CRF08_BC 感染性分子クローン樹立を試みた。 

 ２つのクローンに共通な４種類の制限酵素認識部位で

組換体を作製し、得られたウイルスの増殖能を検討した

ところ、いずれの細胞でも pol 遺伝子のインテグラーゼ

領域以前（-4351 HXB2）が NX22 由来のクローンが高

い増殖能を示した。vpu 遺伝子以降（6189- HXB2）が 

NX4 由来のクローンで NP2/R5 での増殖が高まったが、

PBMC では影響が無かった。pol 遺伝子のインテグラー

ゼから vpu 遺伝子の間（4352 - 6188 HXB2）が NX4 由

来のクローンは NP2/R5 でよく増殖するが、PBMC では

逆にこの領域が NX22 由来であるクローンがよく増殖

した。さらに３種類の制限酵素を用いてインテグラーゼ

から vpu 遺伝子の間の領域の組換体を作製し同様に検
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討した。NP2/R5 での増殖能はインテグラーゼの１アミ

ノ酸が NX4 由来であることで高まった。PBMC では、

vif 遺伝子の一部（5221 - 5554 HXB）が NX22 由来のク

ローンがよく増殖した。これらを併せ持つ組換えクロー

ンは、いずれの細胞においても他のクローンより最も高

い増殖能を有していた。 

 本研究により、分離株同様、いずれの標的細胞におい

てもよく増殖する、研究のツールとして有用な 

CRF08_BC 感染性分子クローンが樹立できた。 

[草川 茂、武部 豊] 

 

5．HIV-1サブタイプ B'感染性分子クローンの樹立とその

性状の解析 

 サブタイプ B' とサブタイプ B' を含むサブタイプ間

組換体は、東南アジア諸国や中国における主要な流行株

である。さらに近年、中国河南省や湖北省における 

HIV-1 流行が、サブタイプ B' によるものであることが

報告されるなど、アジアにおける HIV-1 流行において、

非常に重要なサブタイプである。本年度、サブタイプ B' 

分離株 B106 から感染性分子クローンを樹立し、そのウ

イルス学的性状の解析を行った。 

 最初に作製した感染性分子クローン  B106_22 は、

PBMC や CD4 と CXCR4 あるいは CCR5 を発現させ

た付着性細胞ではよく増殖するものの、分離株が感染で

きる T cell line やマクロファージでは増殖できなかっ

た。T cell tropic ウイルスである NL432、マクロファー

ジ tropic ウイルスである AD8 との組換えウイルスの

解析により、この原因となる領域は、env V1 から V3 ま

での領域であることを特定した。新たにこの領域を増幅

して得た PCR 産物と置換して得た 12 クローンのうち 

PBMC に感染性を有するものが９クローンあり、そのう

ち CCR5 のみをコレセプターとして使用する３クロー

ンだけがマクロファージへの感染性を有していた。残り

６クローンは CXCR4 と CCR5 の両方を使用し、PBMC 

でよく増殖したが、T cell line では３クローンのみが増

殖した。T cell line、マクロファージ でよく増殖するク

ローンの間で組換えたウイルスの解析から、その指向性

は V3 領域によって決定されていた。 

 一つのサブタイプ B' 分離株から、性質の異なる複数

の感染性分子クローンが得られた。これらは、ウイルス

学的研究や、予防・治療法開発のための道具として有用

であると考えられる。 

[草川 茂、武部 豊] 

 

6．感染性クローンの樹立と方法論の改良 

 著しい多様性を呈する臨床株 HIV-1をその特性を保持

したまま迅速に感染性クローンを樹立することを目的に

方法論の改良を引き続き試みている。本年度は HIV-1全

長ゲノム増幅に用いる PCR 酵素及び Primer 設計を考慮

したところ従来よりも迅速に多数の感染性クローンを樹

立することが可能になった。この方法論を本邦異性間感

染で増加傾向が認められるCRF01_AEウイルスとセンタ

ー第２研究グループで収集している薬剤耐性ウイルスに

応用し総計 317個に及ぶ多数の感染性分子クローンを樹

立し、その内 87個のクローンについて全ゲノム塩基配列

を決定することが出来た。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志] 

 

(1)  PCR酵素選別による感染性クローン樹立の効率化 

 既に「HIV Trapping System」により感染性分子クロー

ンが樹立できるようになったが、より効率的にするため

市販されている High Fidelity, High Proccessivity, High 

Yield の PCR 酵素数種類を比較検討したところ、Roche

社の Pwo Master が最も高効率な感染性クローン樹立に

適していた。しかしながら Pwo Materによって増幅でき

ない鋳型でも Stratagene 社の Herculase II Fusion DNA 

polymeraseにより効率的にAmpliconが得られるケースが

あることが判明した。今後とも PCR酵素の改良は進むも

のと期待されることから、Long PCR による「HIV 

Trapping System」はより有効になりうるものと考えられ

る。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志] 

 

(2)  CRF01_AE組換体感染性分子クローンの樹立と解析 

 本邦では米国由来の subtype B が主に同性間性感染で

感染拡大しているが、異性間性感染では CRF01_AE組換

体が最も多数を占める。しかしながら CRF01_AE組換体

の感染性分子クローンは限られている。今後も感染拡大

の抑制が困難な現情勢から、その解析の基本となる数多

くのクローン樹立が望まれる。1993年にタイ国で分離さ

れた５臨床株と邦人感染者から分離した１臨床株から総

計 66 個の感染性クローンを構築した。各株から 1～2 ク

ローンを選別し総計 6 クローンの全塩基配列を決定し、

近隣結合法によって分子系統樹を作成しその帰属を決定

したところ、全てのクローンは全長にわたり CRF01_AE

にクラスターされた。これらのクローンは今後この組換

体の解析に有用であることが期待される。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志、西澤雅子、杉浦 亙] 

 

(3) 本邦感染者由来 subtype B感染性分子クローンの樹立
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と解析 

 本邦で主に同性間性感染により感染が拡大している

subtype Bウイルスの感染性分子クローンは昨年度報告し

たが、いまだ充分なクローン数には至っていない。そこ

で本センター第２研究グループに薬剤耐性試験を依頼さ

れた検体から、未治療で Japan Consensusと考えられる４

検体を選別し Japan Reference Cloneとするべく感染性ク

ローンの樹立を引き続き試みている。「HIV Trapping 

System」により 4 検体より総計 89 クローンを樹立した。

そのうち 8 クローンを選別してその全塩基配列を決定し、

近隣結合法によって分子系統樹を作成しその帰属を決定

したところ、全てのクローンは全長にわたり subtype Bに

クラスターされた。これらのクローンは今後の本邦にお

ける subtype B 解析に有用であることが期待される。[坂

本優子、竹川奈穂、巽 正志、西澤雅子、杉浦 亙] 

 

(4) 本邦感染者における感染性分子クローンによる薬剤

耐性獲得機序の解析 

 薬剤耐性ウイルスの出現は HIV感染症治療において避

けられない問題であるが、その耐性獲得の機序について

は不明な点が依然数多く残されている。高効率な感染性

分子クローン樹立法を応用し、同一患者からの継時的な

ウイルス分離株から全長ゲノムを含んだ感染性分子クロ

ーンを複数個解析することにより新たな視野を広げる目

的で解析を開始した。本年度は 2 名の患者から各々3 ポ

イント総計 201 の感染性クローンを樹立し、そのうち各

ポイント 10～12 クローンを選別し総計 71 クローンの全

塩基配列を決定した。両ウイルスとも CRF01_AE組換体

であり、その pol 領域の薬剤耐性プロフィールは、予め

Genotyping 法で予測した耐性変異の様々な組合せの多様

性を示すクローンが含まれていた。耐性変異は治療経過

に伴って蓄積する傾向が認められ、系統樹解析により各

ポイントの一部の耐性ウイルスが生延びて次の Major な

グループを形成することがクローンレベルで判明した。

今後これらの感染性クローンによる各種薬剤耐性プロフ

ァイルを、薬剤治療歴と併せて解析しその耐性機序を解

明していく予定である。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志、松田昌和、西澤雅子、

杉浦 亙] 

 

(5)  Ghanaで流行する HIV-1の感染性クローンの樹立と

解析 

 Ghana に多剤併用療法を導入するにあたり、現地で現

在流行している HIV-1 の特性を把握し、より現地のウイ

ルスに則した薬剤感受性試験法開発のために分子基盤と

しての感染性分子クローンの樹立を試みている。昨年度

に引き続き感染性分子クローンが得られなかった３臨床

株について新たな Primer Set あるいは増幅酵素を試した

ところ、効率良く Ampliconが得られ感染性分子クローン

が得られた。各株 2 クローン計 8 クローンの全塩基配列

を決定し、近隣結合法によって分子系統樹を作成しその

帰 属 を 決 定 し た と こ ろ 、 Heteroduplex Mobility 

Analysis(HMA)で subtype A に分類された２クローンは

CRF02_AG組換体であり、HMAは解析する領域を選別す

ることが必要なことが判明した。また今回も昨年度に引

き続き CRF02_AG組換体の RT領域前半に新たに subtype 

Aが組み合わさったクローンと、さらに env gp120中間部

位に新たに subtype D の領域が組込まれた組換体が得ら

れたことから、ガーナでは既に第２次、あるいは第３次

の組換体が流行していることが明らかになった。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志、徳永研三、N. Nii-Trebi

（野口記念医学研究所、ガーナ）、佐多徹太郎（感染病

理）] 

 

(6) 各種 subtype/CRF 感染性分子クローンを用いた抗

原・抗体同時測定系の感度試験標準パネルの作成 

 現在、本邦では HIV-1/-2感染診断の１次スクリーニン

グ検査は、各保健所などで導入されている即日検査に用

いられるイムノクロマト法を除いて、ウィンドウ期をよ

り短縮するため抗原・抗体同時測定系が導入されている。

各社より各種の検査キットが市販されているが、抗体出

現前の抗原陽性期を如何に感度良く検出できるかは多く

の場合 Seroconversion Panel を購入して対応しているが、

この Panelの由来する HIV-1 subtypeは限られており、そ

の数量もまた限度があるなど、その標準抗原が国内外で

依然として整備されていな状況である。今回、我々がこ

れまで樹立してきた各種 subtype/CRF 感染性分子クロー

ンが、これら抗原・抗体同時測定系の感度試験標準パネ

ルとなりうるか、国内で市販されている検査キットを販

売している検査会社の協力を得て、その感度測定の標準

化を試みている。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志、水落利明（血液・安全

性研究部）] 

 

7．HIV-1感染価迅速測定細胞MAGIC-5とMAGIC-5/SEAP 

を用いた薬剤耐性試験法の実用化 

 HIV 感 染 価 測 定 細 胞 株 MAGIC-5A 細 胞 と

MAGIC-5/SEAP細胞を応用した各種坑HIV薬に対する薬

剤耐性試験法は患者耐性ウイルスの薬剤耐性度を迅速簡

便高感度にて測定できる。数年に亙りこの試験法の標準
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化を行い、JST委託事業により薬剤耐性 Phenotype試験法

の実用化にむけ体制を整え取り組んできた。この程 JST

評価委員会にて成功認定を受け、今年から実際の臨床応

用へ向けて上市する段階になった。今後さらに

HIV-1Full-Genome感染性クローンの効率的な樹立法と併

せて、より進化した GenoPhenotyping 法への道筋を開拓

し、今後の薬剤耐性試験の臨床検査実用化がより有効と

なるよう期待される。 

[橋本 修（三菱化学 BCL）、石子博昭（三菱化学 BCL）、

蜂谷敦子（国立国際医療センター）、岡 慎一（国立国

際医療センター）、巽 正志] 

 

8．エンベロープ膜融合能評価系の構築 

 新たな抗HIV-1薬剤として膜融合阻害剤が開発され臨

床使用が開始されているが、他の阻害剤同様耐性株が報

告されている。これらの変異体の表現型評価のため、Env

による膜融合の定量的評価系の構築を進めている。昨年

T7RNA ポリメラーゼによるレポーター遺伝子の活性化

による定量評価系を作成した。この方法は定量性には優

れるが膜融合イベントからレポーター遺伝子の活性化

までの間に十数時間を要することから膜融合の初期過

程の評価には不適当である。この欠点を補うべくマーカ

ー酵素の reconstitution を利用した初期過程解析系を構

築中である。 

[宮内浩典、松田善衛] 

 

V．HIVライフサイクルと宿主因子の研究 

1．抗 Vpr抗体の評価と臨床応用に向けた研究開発 

 新たに作成した抗 Vprマウスモノクローナル抗体 4サ

ンプルと抗 Vprウサギ抗血清 2サンプルの評価を行った。

Vpr 発現ベクターを HeLa 細胞と COS7 細胞に導入して

Vpr タンパクを発現させ、開発中のこれらの抗体・抗血

清の反応性について共焦点レーザー顕微鏡による Vprタ

ンパクの細胞内局在の染色パターンの観察と SDS-PAGE

による解析を行った。その結果抗 Vprマウスモノクロー

ナル抗体 1サンプルと抗 Vprウサギ抗血清 2サンプルが

Vpr に特異的に反応する事が明らかになった。また Vpr

への特異性は低いが細胞内で Vprと同じ局在を示す未知

のタンパクと結合する抗 Vprマウスモノクローナル抗体

1サンプルを見出し、現在このタンパクを同定中である。

このタンパ同定することによって、これまで知られてい

ない Vpr の機能を明らかに出来る可能性が期待される。

また Vpr して特異性を持つ抗体･抗血清については、こ

れらを用いて患者由来の血漿サンプル中の Vprを測定し

臨床応用への可能性を検討している。 

[西澤雅子、山本直樹、杉浦 亙、矢野竹男（オリエンタ

ル酵母工業株式会社）] 

 

2．ウイルスの増殖活性が低下したプロテアーゼ阻害剤耐

性ＨＩＶ-１の病態解析 

 プロテアーゼ阻害剤耐性を獲得した HIV-１の増殖能

力の低下機序について解析を行った。その結果、プロテ

アーゼの基質であるGagの切断部位変異とそれ以外の部

位に集積してくる変異が共同して増殖能力の回復に作用

することを明らかにした。さらに、増殖能力の低下が粒

子形成に及ぼす影響を形態学的に解析した。その結果、

共焦点顕微鏡での観察からは増殖能力の低下した HIV-1

では細胞内における Gagの輸送が障害され、Gagが長く

細胞内に貯留することを明らかにした。この事実は RI

標識した Gagの動態によっても確認された。また電子顕

微鏡による観察からは出芽したウイルス粒子の多くが未

成熟なことを明らかにした。本年度はさらに機序を解明

するためGagの一部を欠損させたクローンを幾つか作成

し、細胞内における Gagの動きについて解析を行った。 

[レイミント吉田、杉浦 亙、富田康浩、佐藤裕徳（遺伝

子ゲノム解析センター）] 

 

3．エンベロープタンパク質サブユニット gp41の構造・

機能関連 

 HIV-1 ウイルス感染の初期必須過の一つであるウイル

スエンベロープタンパク質による膜融合は主として

gp41 部分によって担われている。われわれは gp41 の膜

貫通部分(MSD)のエンベロープタンパク質機能への寄与

を明らかにするために MSD 全長にわたってアラニン挿

入変異体を作成し膜融合を指標に評価を行った。その結

果へリックス相互作用に関与すると想定される GXXXG

モチーフとその下流にある非常によく保存されたアルギ

ニン残基周辺への挿入変異により膜融合が顕著に低下す

ることを明らかにした。エンベロープタンパク質の細胞

内分布の解析によりこれらの変異体では Envの細胞内運

搬に変化が見られることがわかった。この結果から MSD

は Envの細胞内動態および生合成にも寄与することが示

唆された。 

[宮内浩典、駒野 淳、村上 努、山本直樹、D.M. Engelman 

（Yale 大学）、松田善衛] 

 

4．LC-MS/MSによるHIV-1複製に関与する宿主因子の解

析 

 HIV-1感染、AIDS発症への抵抗因子の形で宿主因子の

関与が注目されている。われわれは質量分析法用いたプ
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ロテオミクスの手法を用いてHIV-1複製に影響を与える

宿主タンパク質の同定を試みている。我々はFLAGタグ

を付加したHIV-1ウイルスタンパクMatrixを発現させ、こ

れと相互作用をする宿主因子を免疫共沈降後の質量分析

によって同定し、現在HIV-1複製への影響を探索中であ

る。これらはHIV-1遺伝子産物の機能解明に寄与するだ

けでなく、新たなウイルス増殖阻害手段の開発に役立つ

と考えられる。 

[村上 努、篠田知宏、宮内浩典、駒野 淳、高橋信弘（東

京農工大）、松田善衛] 

 

5．CXCR4の空間的発現制御に関する研究 

 HIV-1はCXCR4をレセプターとして細胞に感染する。

レセプターの発現動態を制御すれば、ウイルス感染を抑

止することが可能となる。我々はCXCR4がどのようなメ

カニズムで細胞内を輸送され、細胞表面に達するのかを

解析した。その結果CXCR4のcytoplasmic domainには、リ

ガンド非依存的に細胞表面から効率的に細胞内へと輸送

されるために必要なシグナル配列Ser-Asp/Glu-Serが存在

すること、これがリガンド依存的な輸送シグナルと異な

ることを発見した。本研究はエイズウイルス感染制御法

開発に資するだけでなく、CXCR4によるがん細胞の転移

メカニズムの解明とその抑止法の開発、CXCR4の遺伝的

変異をもつWHIM症候群の病体解明にも大きく貢献する

ことが期待される。 

[駒野 淳、貝の瀬由成、青木 徹、浦野恵美子、二橋悠

子、宮内浩典、磯貝まや、松田善衛] 

 

6．P-TEFb(CyclinT/CDK9複合体)の活性化を抑制する宿主

因子HEXIM1によるHIV-1複製制御 

 HIV-1の増殖においてTatによるLTRの転写活性化は重

要な鍵となる。Tatによる転写開始と転写伸長にはCDK9

とcyclinT1からなるP-TEFbが必要であり、Tat依存的な転

写はHIV-1の複製を制御する治療の標的のひとつになる

と考えられている。HEXIM1はP-TEFbと7SKsnRNAの結

合させることによってP-TEFbのinhibitorとなることが明

らかとなった。そこで我々はP-TEFbの宿主由来の阻害因

子であるHEXIM１が培養細胞においてHIV-1の複製にど

のような影響を与えるのかを検討した。その結果、

HEXIM１の一過性発現系においてHEXIM1はLTRからの

Tat依存的な転写を阻害した。HEXIM1の発現は細胞増殖

に影響を与えなかった。また、HEXIM1を恒常的に発現

したCEM, SUP-T1, MOLT-4, Jurkat細胞はGFPのみを発現

しているコントロール細胞と比較してウイルス複製を強

く抑制した。この抑制はHIV-1に特異的で、HSV-1, 

Adenovirus, vaccinia virusの複製には影響を及ぼさなかっ

た。HEXIM1はHIV-1の複製を負に制御する宿主因子であ

り、エイズ治療において新規の標的となるかもしれない。 

[清水佐紀、浦野恵美子、二橋悠子、宮内浩典、磯貝まや、

松田善衛、納富香子、小野木利成、武部 豊、山本直樹、

駒野 淳] 

 

VI．HIV感染動物モデルの開発に関する研究 

1．Cell-associated virus経粘膜感染によるサル・エイズモ

デル開発 

 HIV 感染症における感染源として Cell-associated virus

の重要性はいくつか報告されているにも係らず、既存の

サル/エイズモデルを始め、全ての動物モデルは Cell free 

virus のみを用いている。感染源としての Cell-associated 

virusの重要性を確認すると共に、Cell-associated virus経

粘膜感染によるサル・エイズモデルを確立し、ワクチン

評価や HIV 粘膜感染機序解明に資することを目的とし

て今年度は次の実験を行った。一昨年までに、2 頭のサ

ルにおいて SHIV 感染細胞の経直腸的接種により感染が

成立し、感染後の血中ウイルス動態と CD4細胞数動態は、

Cell Free SHIV経直腸感染後の動態と同様であることを

確認している。今回も同じ HIV 感染症の動物モデル・

SHIV/カニクイサルエイズモデルを用いた。血液そのも

のに SHIV 感染細胞を浮遊させ、より精液環境に近い感

染源を作成し、それを経直腸的にカニクイサルに接種し

た。接種後、ウイルスの感染を血中ウイルス量でモニタ

ーし、病原性について血中 CD4細胞数の推移で判定した。

その結果、一昨年の 2 頭と併せると、4x106 個の感染細

胞を接種した 4 頭全てと 4x105個の感染細胞を接種した

2 頭全てが感染した。感染が成立した殆どのサルで、典

型的なウイルス血症動態と重篤な CD4 細胞消失が確認

されたが、4x105 個の感染細胞を接種した 1 頭は一過性

のウイルス血症と一過性の CD4 細胞減少が見られたの

みであった。4x104 個の感染細胞を接種した 2 頭では感

染が成立しなかった。全血に浮遊させる直前の細胞洗浄

液中ウイルス量検査の結果から、接種源中に残存する

Cell free virusの感染力価は 0.1MID50(50%サル感染量)以

下と推定された。以上の結果からこの SHIV 感染細胞の

サルへの感染力価、1MID50は 4x105個と暫定的に評価し

た。今回確立された Cell-associated virus経粘膜感染によ

るサル/エイズモデルは、既存のモデルに比べてよりヒト

に近い動物モデルであると考えられることから、感染機

序や病態の解明が進み効果的なワクチン開発に貢献する

と考えられる。 

[仲宗根正、兼清優、吉野直人、山本直樹、網康至(動物
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管理室)] 

 

2．ヒト PBMC移植 NOD/SCIDマウスを用いたマンノー

ス結合レクチン（MBL）の抗 HIV効果 

 自然免疫に影響する液性因子としてケモカインと動物

レクチンが知られている。血清中に認められる動物レク

チンは、その性状や産生機構の解析が進められ、生物学

的に感染症のコントロールにも寄与していることが示唆

されてきた。その一つである MBL は、HIV に対するそ

の糖結合特異性から考えて広範な HIV ウイルスのコン

トロールに寄与する可能性を有している。昨年までの

我々の研究により、MBLや種々の組換え MBLの抗 HIV

活性を in vitroの PBMCを用いた中和アッセイでの検討

を行った結果、各 MBL産生クローンで HIV感染抑制活

性に差はあるが HIV感染防御能を確認した。今年度、生

体内でのMBLの効果を明らかにするために、ヒト PBMC

を移植した hu-PBL-NOD/SCID マウスに HIV-1 臨床分離

株を腹腔接種する HIV/AIDS 小動物評価系を用いて、

MBLの抗 HIV活性を評価した。組換えMBLは 2-12株、

MO1P05株の 2種類を用いて各々をマウスに単回投与し

た後、血中ウイルス量を測定しウイルス感染に対する防

御反応を検討した。その結果、MBL は HIV の中和抗体

の受動免疫に比べて、感染を完全に阻止することはでき

なかったが、明らかにウイルスの増殖を抑制した。従っ

て、in vitro の中和実験の結果を加味すると、広範囲の

HIVに対し in vivoでも機能することが示唆された。今後、

さらに HIV 感染モデル動物を用いて抗 HIV 活性の高い

組換え MBL 新規株を選別し、組換え MBL の HIV 治療

薬としての可能性を探索する。 

[堀端重男、網康至(動物管理室)、大谷克城(旭川医科大

学)、坂本隆志(扶桑薬品)、岸雄一郎(扶桑薬品)、木佐木

博(扶桑薬品)、鈴木定彦(北海道大学)、駒野淳、山本直樹、

若宮伸隆(旭川医科大学)、本多三男] 

 

3．ヒト造血幹細胞移植 NOGマウスを用いた HIV-1感染

モデルの開発 

 NOD/SCID/gamma(c)(null)マウス（NOG マウス）は、

ヒト造血幹細胞の生着に優れ、従来の SCID マウスでは

困難であったヒト T細胞を含めた各種ヒトリンパ球の発

生が再現できる。このヒト型マウスを用い、HIV-1感染・

エイズ発症の詳細な研究、そして新規抗エイズ薬やワク

チン開発に使用可能な新しいモデルマウスの開発に取り

組んでいる。HIV-1感染実験により、R5および X4 HIV-1

に効率よく感染し、感染後 3ヶ月以上にわたって血中に

高いウイルスコピー数が持続する慢性感染系が確立した。

末梢血、脾臓中の CD4陽性 T細胞の減少、胸腺細胞の破

壊がみられ、なかには HIV-1特異抗体を産生する個体が

あった。以上の結果から、ヒト造血幹細胞移植マウスは、

エイズ発症機序の研究や新規治療法の開発に応用可能と

考えられる。 

[渡辺哲、寺嶋一夫、太田信頼、堀端重男、山本直樹、本

多三男] 

 

4．疾患解析モデルとしてのモルモット有用性の確立 

 感染症研究所では、J 系の確立などモルモットの疾患

モデルとしての有用性に着目し、ワクチン効果判定に応

用してきた。しかし、解析方法の不備により研究は限ら

れたものになっている。本研究では、免疫反応の解析を

可能にするために、フローサイトメーターを用いたはく

血球分画の同定法、リンパ球亜型の特性、さらにモルモ

ット特有の細胞室内封入対を有するクーロフ細胞の解析

をおこない、モルモット NK細胞の同定法とその細胞の

特性を細胞表面マーカーと生物活性から明らかにした。 

[滝澤万里、千葉丈(東京理科大学)、山本直樹、本多三男] 

 

5．モルモット BCG接種モデルを用いた糖脂質抗原に対

する免疫応答の解析 

 BCG免疫モルモットの PBMCを in vitroで BCGまた

は結核菌由来の trehalose 6,6’-dimycolate (TDM)と

lipoarabinomannan (LAM)で刺激し、IFN-gamma SFCs を

ELISPOT で測定した。BCG 免疫後 1 年のモルモットで

は、TDMで刺激した場合、PPDと同様に IFN-gamma SFCs

の増加が見られた。しかし、LAM で刺激した場合には

IFN-gamma SFCs の明らかな増加は見られなかった。こ

れらの事から、BCG 免疫のコートファクターとしての

TDM は、モルモット BCG 免疫において、T 細胞レベル

で IFN-gamma を誘導する能力を持っている事を明らか

にした。現在 BCG 接種直後より、ELISPOT やリンパ球

増殖反応を行い、経時的に TDMと LAMに対する細胞性

免疫を観察している。また、結核菌の噴霧感染実験を用

いた感染防御能についても検討中である。 

[相澤志保子、山本直樹、本多三男] 

 

6．マウス HIV感染モデルを用いた HIV感染症治療法の

開発 

 NOD-SCID commonγ鎖欠損 SCID マウスの脾臓にヒ

ト末梢血リンパ球を移植した hu-PBL-SCID マウス/HIV

感染モデルを構築し、HIV抗原曝露樹状細胞による特異

的免疫能の賦与と感染症免疫療法としての可能性につい

て検討を加えたヒト PBMC のＣＤ14 陽性細胞分画より
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高い純度の樹状細胞を誘導し、HIV抗原に曝露の後、マ

ウス脾臓内に注入した。数週間の間隔で感作を行った後、

誘導された特異的細胞性免疫および液性免疫について in 

vitroでの評価を行っている。 

[濱武牧子、西澤雅子、松田昌和、厳 ・、武田 哲、杉

浦 亙] 

 

7．マカクザルに異なった病態を惹起する病原性SHIVの

比較解析 

 同一系統の高病原性ウイルス材料より、病原性の異な

る２種類の分子クローンSHIV-89.6P clone64（Cl64）と

SHIV-C2/1 KS661（C2/1）が得られている。両者共にマ

カクザルに接種後、強度のウイルス血症を引き起こすが、

後者がエイズ様症状を惹起するのに対して、前者は3年以

上経過観察してもエイズ様症状は見られない。両ウイル

ス間に見られる病原性の差を規定するゲノム領域を同定

するため、両ウイルス間で種々の組換えウイルスを作製

し、それらの性状を培養細胞感染試験、及びマカクザル

接種試験にて詳細に調べた。 

 その結果、pol遺伝子内の変異とenv gp41遺伝子内の変

異が病原性に関わっていることが示唆された。両方の変

異を持つC2/1は強い病原性を示すが、どちらか一方が

Cl64型になると病原性が弱くなることが明らかになった。

また、Cl64は安定な低病原性を示すが、ここにC2/1型pol

遺伝子を導入すると、ウイルス接種ザル中でenv gp41の

Cl64→C2/1型変換が起こり、高病原性を獲得したウイル

スが出現することが観察された。C2/1型env gp41は病原

性発現に必須と考えられる。なお、親ウイルスの

SIVmac239の tRNAプライマー結合部位にはその tRNA

（リジンtRNA）と相補的でない部分が一ヶ所あるが、本

研究において、種々の組換えSHIVのin vivo及びin vitro感

染時の遺伝子変化を追うと、何れウイルスもリジンtRNA

と相補的な塩基に収斂することが明らかになった。 

[阪井弘治、篠原克明(バイオセーフティ管理室)、三浦智

行(京都大学ウイルス研究所)] 

 

8．糖鎖欠失 SIV（∆5G）感染ザルにおける抗体誘導の解

析 

 HIV/SIV の Env(スパイクタンパク)は多数の糖鎖に覆

われている。また HIV/SIV感染では有効な中和抗体が誘

導されないが糖鎖の一部を欠失させた変異ウイルスは中

和されやすくなる。さらに複数の糖鎖を欠失した糖鎖欠

失変異ウイルスは宿主により感染が制御されることから、

その原因として有効な中和抗体の誘導が報告された。

我々は SIV239 を元に新たに５糖鎖欠失変異ウイルス

（∆5G）を作成しアカゲザル感染において感染制御され

ることを見いだした。そこで∆5G感染制御における液性

免疫の役割について解析した。中和抗体誘導の解析の結

果、5頭中 4頭に IC50（50%感染阻害）で 65～2550倍の

中和抗体価が認められたが、感染制御に有効だと考えら

れる IC90（90%感染阻害）では 2 頭のみが 100～500 倍

の中和抗体価を示しただけであった。さらに中和抗体が

検出されたのは血中ウイルス RNA 量がピーク時の 1000

～10000 分の 1（100～1000 コピー/ml）に低下した感染

後 8～12週であった。これら結果は∆5G感染の初期感染

後の抑制における中和抗体の役割を支持しなかった。し

かし ELISA抗体誘導の解析からは、∆5G感染ザル特異的

に糖鎖欠失部位の近傍のリニアエピトープ（V1/V2領域）

を認識する抗体がすべてのサルに感染後 3～4 週をピー

クに検出された。この抗体は∆5G ウイルス粒子に結合す

ることが可能であったが、中和抗体ではなかった。しか

し∆5G ウイルス粒子結合能が高かったサルはその後に

中和抗体誘導がサルであった。以上の結果から、これま

でに報告されている知見と同様に、糖鎖は Envの抗体エ

ピトープを遮蔽しており、それを欠失することにより

∆5G感染において∆5G特異的抗体が誘導された。しかし

中和抗体誘導は個体差が大きく半数以下の個体でのみ誘

導されたことから宿主因子等のウイルスの性質以外の因

子が関与することが示唆された。糖鎖欠失ウイルスの感

染制御には中和抗体誘導以外の機序が推測された。 

[杉本智恵、森 一泰] 

 

9．糖鎖欠失ウイルス（∆5G）の初期感染の解析 

 糖鎖欠失 SIV（∆5G）の弱毒化のメカニズムを解明す

るため、アカゲザルにおける∆5Gとその親株であり高病

原性の SIV239 の初期感染を比較解析した。免疫染色法

による感染組織における感染細胞の同定と各組織から分

離したリンパ球中の SIV proviral DNAの定量により、感

染後 9日目において、SIV239感染ザルでは腸管粘膜組織、

全身性リンパ器官において高い感染が認められた。しか

し∆5G感染ザルでは腸管以外の組織での感染は低かった。

12-14日後、SIV239 感染ザルでは引き続きすべてのリン

パ組織で感染が認められたが、∆5G感染ザルでは腸管で

の感染は低下し、全身性リンパ組織での感染も低かった。

各組織から分離したリンパ球を用い、flowcytometryによ

り CD4 T細胞の memory細胞分化について解析した。初

期感染による CCR5+ memory CD4 T 細胞の減少は

SIV239感染で顕著であった。∆5G感染でも程度は低いが

減少が確認された。しかし central memory (CD28+CD95+) 

CD4 T 細胞の減少は SIV239 感染のみで観察され、∆5G
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感染では維持されていた。以上の結果から、SIV239感染

と比較して、∆5G感染では全身性リンパ組織への感染の

拡大が低いこと、感染組織である腸管において central 

memory CD4 T細胞が維持されていることが示された。

central memory CD4 T細胞はエイズウイルスに対する防

御免疫誘導に重要であることから、∆5Gの弱毒化との関

連が示唆された。また、これらの原因として∆5Gの感染

標的 CD4 T細胞が SIV239と異なる性質を持つ CD4 T細

胞である可能性が推測された。 

[杉本智恵、森 一泰] 

 

10．新規糖鎖欠失ウイルスの性質とアカゲザルでの感染 

 糖鎖欠失 SIV（∆5G）は in vitroにおけるウイルス学的

性質として、マクロファージ指向性、CD4非依存性、中

和抗体感受性を示す。これらの性質とアカゲザル感染に

おける弱毒化との関連性を調べるため、新たな糖鎖欠失

SIVを作成した。新規の糖鎖欠失 SIVを以下に示す。(1) 

∆5G-v1:∆5Gの 5箇所の糖鎖欠失のうち 1箇所（171番目

のアミノ酸残基の糖鎖欠失を 71 番目のアミノ酸残基の

糖鎖欠失に変換）が異なる 5箇所の糖鎖欠失を持つ。マ

クロファージ指向性を示さず、∆5G中和抗体に対する感

受性を示さない。(2) ∆5G-v2:∆5Gの 5箇所の糖鎖欠失の

うち 1 箇所（171 番目のアミノ酸残基の糖鎖欠失を 377

番目のアミノ酸残基の糖鎖欠失に変換）が異なる 5箇所

の糖鎖欠失を持つ。マクロファージ指向性は示さないが、

∆5G 中和抗体に対する感受性を示す。(3) ∆3G-234:∆5G

の5箇所の糖鎖欠失のうち 3箇所の糖鎖欠失のみを持つ。

∆5Gと同等のマクロファージ指向性、CD4非依存性、中

和抗体感受性を示す。新たな糖鎖欠失変異 SIVをそれぞ

れ 3頭のアカゲザルに静脈内接種した。plasma viral load

では、いずれのウイルス感染も感染ピークは感染後 2週

目で、106～107コピー/ml であった。その後の viral load

の低下に若干の差があり、∆5G の低下が最も早く、

∆3G-234 の低下が最も緩やかであった。しかし、少なく

とも感染後 20 週までにはどのウイルス感染でもすべて

のサルで viral loadが 1000コピー/ml以下に制御された。

この結果から、糖鎖欠失 SIVの感染制御について、糖鎖

数は若干の関与が認められたが、ウイルスの性質（マク

ロファージ指向性、CD4非依存性、∆5G中和抗体に対す

る感受性）の関与は確認されなかった。 

[杉本智恵、森一泰] 

 

VII．日本および他の諸国における臨床ウイルス株の分

離とその病態解析 

1．わが国における HIV 抗体陽性者からのウイルス分離

とその特性解析 

 1988 年より HIV 抗体陽性者からのウイルス分離を行

っており、平成 17年度の検体数は 136検体（hemophilia：

105・その他の感染：31）で、そのうち陽性検体は 23検

体（hemophilia：14・その他：9）であった。2006年 7月

時点で 4,258検体（hemophilia：3,037・その他：1,221）、

そのうち陽性検体は 894検体（hemophilia：629・その他：

265）に達した。これらのサンプルは血漿成分、細胞成分、

それら DNA/RNAおよび分離臨床株として、レトロスペ

クテイブな解析のためにセットで保管されており、国内

の研究者の要望に応じて分与されている。その結果は抗

エイズワクチンの開発および感染者の治療指針の確立の

ための資料として役立てられている。 

[仲宗根正、堀端重男、服部真一朗、本多三男] 

 

2．エイズ長期未発症患者の HIVの遺伝子学的解析 

 日本の血友病 HIV 感染者の中に十数年もの間 HIV 感

染をコントロールし、AIDSを発症しないという超 AIDS

長期未発症患者（Long-Term non-progressors: LTNPs）が

知られている。しかしながら、その機序は解明されてい

ない。本研究ではそのような症候を示す要因、特にウイ

ルス遺伝子に着目し、その要因を特定し HIV/AIDS ワク

チンへの応用を検討した。はじめに、HIV感染時におい

て重要であると考えられる HIV Env V3領域の遺伝子解

析を行った結果、LTNP 群と非 LTNP 群との間には有意

差は見られなかった。更に、構造蛋白遺伝子や調節蛋白

遺伝子にも広げて遺伝子と生体細胞を用いた免疫応答能

の相関を検討する。 

[服部真一朗、照沼 裕(日本バイオセラピー研究所)、三

間屋純一(静岡県立子ども病院)、山本直樹、本多三男] 

 

VIII．その他 

1． HIV感染症統合データベースの運用 

 エイズワクチン開発に重要な情報をデータベース

(DB)化して公開（一部制限）し、HIV関連研究者に活用

してもらうことを目的として HIV 感染症統合データベ

ース（略名：HIV-DB、URL：https://aids.nih.go.jp）を構

築し、運用している。 

 本 DB では、国立感染症研究所・エイズ研究センター

において 1989 年から解析中の日本およびタイ国 HIV 感

染者からのウイルス分離結果、遺伝子配列、蛋白構造情

報などのウイルス遺伝子生物学的情報に加えて、臨床デ

ータを時系列に管理・検索可能となる統合 DB を構築し

WEB上で提供する。 

DB内容は、平成 18年 3月末現在、DDBJの HIV遺伝子
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DB（135,338件）に加えて、提供 HIV感染者 572、ウイ

ルス分離解析数 3,669、C2V3遺伝子解析数 361、V3部蛋

白構造解析数 361(PDB 形式)、対応臨床データ（生年、

性別、CD4細胞数、ウイルス量、薬剤履歴、その他）か

らなる。主機能は、DDBJの HIV遺伝子データに対する

遺伝子相同性検索、遺伝子系統樹解析、genosubtyping、

独自の division作成機能、V3部蛋白 3次元構造の閲覧機

能、臨床データ検索機能である。 

 本 DBは、 研究情報データベース化事業の 1つとして

国立感染症研究所と科学技術振興事業団と共同で開発さ

れ、平成 14年 10月にWEB公開された。 

[仲宗根正、科学技術振興機構] 

 

2．高度のゲノム多様性をもつ RNAウイルスに対する至

適 siRNA設計アルゴリズムの開発 

 HIV、HCV に代表される RNA ウイルスでは高いゲノ

ム多様性のため、siRNA配列の選択が容易でない。そこ

で我々はデータベースに登録されたウイルスゲノムをも

とに、ウイルス配列に高度に保存され、かつ siRNAとし

て高い活性が期待され、ヒト遺伝子に対してオフ・ター

ゲット効果が特に少ないと予想される配列を、網羅的に

検索するプログラム（siVirus）を開発した。 

[内藤雄樹（東大理）、納富香子、磯貝まや、小野木利成、

程久美子（東大理）、西郷 薫（東大理）、武部 豊] 

 

3．ガーナにおける B型肝炎に関する研究 

 ガーナとの HIV研究の過程で、アフリカにおける肝炎

ウイルスの存在も明らかになり、G 型肝炎およびＴＴＶ

の遺伝子解析を行い報告するとともに健常者でのB型肝

炎罹患率も判明してきた。そこでこれまでに得られてい

る血清検体より B型肝炎の分子疫学的解析を行った。そ

の結果５検体の全遺伝子配列と７検体の S領域の遺伝子

配列を同定した。その結果すべての株はゲノタイプ Eで

在る事が判明した。 

[石川晃一、ガーナ野口研究所] 

 

国際協力関係業務 
I．JICA との共催による HIV-1 診断技術講習（平成 17

年 6月 20日−7月 29日 第 3回 HIV感染者のケアとマ

ネジメントのための高度診断技術コース） 

 世界的に拡大を続けている HIV-1 感染、AIDS 発症の

予防のためには、確固とした診断技術に基づいた HIV-1

の蔓延状況の正確な把握が必須である。従来 HIV-1の感

染診断は 感染の有無を問う血清学的診断が中心であっ

たが、HIV感染が長期にわたることやウイルスの変異原

性が高い事から、感染ウイルスの質、量を含めた診断法

の重要性が高まりつつある。感染の中心となっている第

三世界でも近年では抗ウイルス化学療法が可能となって

おり、PCR法に基づいた質的診断が重視されるようにな

ってきている。しかしこれらの国の多くではこれらの診

断技術がよく確立されていないのが現状である。これら

の状況に対応するため当センターでは JICA との共催に

より第三世界の研修員を対象に HIV-1の感染診断のため

の技術講習コースを毎年 1回開催している。過去 2フェ

ーズ（各フェーズ 5年）に渡って血清診断を中心とした

研修を行ってきたが、上記の核酸に基づいた診断技術へ

の需要に答えて、平成 15 年度からは「HIV 感染者のケ

アとマネジメントのための高度診断技術」と名称を改め

PCR や塩基配列解析などを重視した研修を行っている。

平成 17年度にはエチオピア、フィジー、ケニア、ラオス、

マレーシア、ミャンマー、パプアニューギニア、セーシ

ェル、タンザニア、ヴェトナム、ザンビアの各国１名（計

11名）の研修員を対象に 6週間にわたって村山分室研修

棟を中心として技術研修を行った。研修内容は診断に必

要な関連分野の講義、診断技術実習、施設訪問等を組み

合わせたもので、実習は小グループ制で行った。また研

修時期を神戸で開催された ICAAP に合わせることで研

修員達が世界の HIV 感染、AIDS 動向の知見も学べるよ

う配慮した。研修後の評価では研修員から研修の有用性

について高い評価を得た。 

[松田善衛、本多三男、仲宗根正、杉浦 亙、西澤雅子、

藤野真之、武田 哲、武部 豊、椎野禎一郎、草川 茂、

巽 正志、阪井弘治、鈴木寿子、石川晃一、森 一泰、

村上 努、駒野 淳、山本直樹、杉山和良(バイオセーフ

ティ管理室)、佐多徹太郎(感染病理部)、木村幹男(感染症

情報センター)、大山卓昭(感染症情報センター)、岡 慎

一(国立国際医療センター)、若杉なおみ(国立国際医療セ

ンター)、畢 秀瓊(国立国際医療センター)、増田道明(獨

協医科大学)、加藤真吾(慶應義塾大学)、小柳義夫(京都大

学)、前村大成(東京都西赤十字血液センター)、吉野直人

(岩手医科大学)] 

 

II．その他 

1．創薬等ヒューマンサイエンス総合研究事業外国人研究

者招へい(平成 17年 4月 23日-5月 2日) [杉浦 亙] 

 

2．JICA「熱帯医学研究コース」（長崎熱帯医学研究所）

講師（平成 17年 5月 23日）[武部 豊] 

 

3．結核予防会「アジア地域エイズ専門家研修」講師（平



エイズ研究センター 

 

成 17年 6月 3日）[山本直樹] 

 

4．「第４回アジア・太平洋薬学生会議スタディーツアー」

講師（平成 17年 8月 25日）[武部 豊] 

 

5．JICA「ナイジェリアワークショップ」講師(平成 17

年 8月 30日-9月 1日) [杉浦 亙] 

 

 
研修業務 
I．第 16 回 HIV 検査法（PCR 法等）技術研修会（平成

17年 10月 5日−7日） 

 都道府県・政令市・特別区の地方衛生研究所及びエイ

ズ治療の地方ブロック拠点病院等の検査従事者を対象と

した HIV 検査法（PCR 法等）を用いた HIV 感染症の診

断技術研修会を行った。全国の地方衛生研究所等への普

及と標準化を図り、わが国における検査体制の充実を図

ることを目的とする。 

[杉浦 亙、武部 豊、松田善衛、草川 茂、石川晃一、

西澤雅子、藤野真之、武田 哲、松田昌和、山本直樹、

今井光信(神奈川県衛生研究所)、加藤真吾(慶應義塾大学)、

潟永博之(国立国際医療センター)] 
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