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センター長  山 本 直 樹 

                              

概 要 

 2006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 6000万人にもおよぶ

と言われる。このうち、サハラ砂漠以南のアフリカ諸国

が、約半数を占め、圧倒的に多い。しかし新たな感染地

域として、エイズ/HIVの魔の手は次第にアジアにも及ん

できた。中国やインドの状況は空恐ろしささえ感じる。

我が国でも 2006年度は感染者の数が過去最高、しかも 3

年連続で 1,000 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憂慮すべき状況で

ある。  

 平成 11年 10月にいわゆるエイズ予防指針が策定され、

わが国のエイズ対策の抜本的見直しと新方針が打ち出さ

れた。爾来、当センターはわが国のエイズ対策研究のた

めの中核としての役割を果たしてきた。活動は大きく、

施策的なものとワクチン開発や HIV 感染症の特効薬開

発という研究要素の強いものに分けられるが、いずれも

わが国におけるHIV感染者やエイズ患者のQOLの向上、

新規感染拡大の防止を第一の、そしてその成果を国際誌

上で発信することで世界のエイズ、HIV問題に貢献する

ことを大きな目標に置いてきた。 

 HIV の感染予防研究に関しては、とくに BCG 及びワ

クシニア DIsウイルスを用いた prime/boostワクチン、こ

れらに加え、ユニークな糖鎖変異ウイルスによる生ワク

チンの臨床応用の可能性を強力に探っている。また HIV

の多様性に対応可能な中和抗体の誘導の研究さらには

種々のアジュバントを用いた粘膜免疫の誘導の研究に力

を傾注している。一方、治療の面からは、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、

感染予防のためのワクチン研究とともに、感染固体から

のその根絶に向けた研究も重要である。このため今まで

にないような作用機序、とくに宿主因子を標的とした新

たな抗 HIV 薬の開発が待望されている。一方、アジア、

とくに中国やインドが AIDS/HIV の感染拡大において中

心の場となりつつある現状で、すでに高い評価を受けて

いる当センターのアジアの分子疫学研究を推し進めてき

た。 

 HIV感染及び診断検査については、方法の標準化とそ

の精度管理において、これまでどおりわが国の中心的役

割を果たすことになる。また、感染者の治療については、

直接あるいは間接的に感染者に還元できるような研究を

推進している。その大きな柱の一つとして HAART を受

けている患者の薬剤耐性のモニターがあり、それととも

に耐性を出させない治療法についても研究を行っている。 

 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。 

 人事異動では、松田善衛第 3室長が辞職（平成 18年

10月 31日付）し、そのあとを受けて村上努主任研究官

が室長に昇任（平成 19年 2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、佐藤裕

徳病原性ゲノム解析研究センター第 2室長、寺尾恵治前

および保富康宏新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悲願のままいまだ達成されておら

ず、最重要課題のひとつとなっている。 

 

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) プライミング抗原としての組み換え BCG－修飾型
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HIV Envの構築と免疫誘導能 

 米国 NIH ワクチン開発センターベクターコア研究室

（Nabel 所長）との共同研究で分与された HIV-1HXBc2の

Env-V3領域を HIV-1BAL のと入れ替えたキメラウイルス

の Env-gp140∆MFI∆V1,2等の Env修飾型遺伝子を BCG－

Tokyo株に組み込み、組み換え BCG（rBCG）を作成した。

BALB/cマウスに 0.5mg単回皮内接種し 8－9週後の T細

胞反応を、同じ遺伝子を組み込んだプラスミッド DNA、

50µg 三回筋注マウスと比較した。新しく開発した

BAL-V3特異的テトラマーを用いて CD8陽性反応を比較

すると、rBCG免疫群は immunodominantな反応を示すテ

トラマーとは 0.3—0.5%の反応性を示すが、DNA群では

約 5－6％の CD8＋T細胞で陽性であった。従って BCG免

疫群のテトラマー活性は DNA 群と比較すると有意に弱

いが細胞内サイトカインの活性は広範に認められた。抗

体産生能は BCG 群では極めてわずかであった。更に、

同じ Env 遺伝子を組み込んだ組み換え Ad5 ウイルスを

1010PU接種すると、細胞性免疫のみならず液性免疫の強

い亢進が見られた。現在、BCG免疫の特異性の解明と発

現の改良を検討中である。 

[本多三男、Gary J. Nabel(米国 NIH)、松尾和浩、兼清優、

山本直樹] 

 

(2) V3改変型 HIV-1 Env抗原の BCGでの発現 

 組み換えBCGワクチンのHIV-1 Envに対する免疫原性

を改良するため、V3ループの S-S結合に近い位置のアミ

ノ酸を部分的に欠失した gp140 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

プチド遺伝子の下流に繋ぎ、BCG での発現を解析した。

Env 抗原の菌体外への分泌は認められなかったが、菌体

内での安定性が向上し、ほぼ全長の gp140抗原を発現さ

せることができた。Env分泌発現の検討を継続して行う。 

[松尾和浩、Gary. J. Nabel(米国 NIH)、山本直樹、本多三

男] 

 

(3) コドン改変型 Gag 抗原遺伝子を発現する組み換え

BCGの構築 

 コドンをヒト型化した HIV-1 subtype Bおよび SIVmac

由来 gag 遺伝子を米国 NIH より入手し、BCG での発現

を検討した。以前に構築した CRF01_AE由来 gag発現株

と同様に、BCGの hsp60プロモーターに繋いで菌体内で

の発現を試みたが、組み換えプラスミドが不安定で、発

現株は得られなかった。そこで Envの場合と同様にα抗

原遺伝子のプロモーターとシグナルペプチドの下流に繋

ぎ BCG に導入したところ、ほぼ全長の Gag 抗原の高発

現が認められた。ワクチン研究センターで免疫誘導能を

評価する。 

[松尾和浩、Gary. J. Nabel(米国 NIH)、山本直樹、本多三

男] 

 

(4) 低用量組換えBCGワクチンの免疫誘導能に関する研

究 

 これまでマウスあるいはサルを用いて BCG を担体と

した HIVワクチンの可能性について検討してきた。サル

モデルにおいては BCG 自体に対する既存免疫が及ぼす

影響についても検討し，組換え BCG 投与によって誘導

される特異的免疫誘導を妨げないことを確認した。サル

では低容量の組換え BCG 単独投与によって誘導される

特異的免疫応答は弱いものの，組換え BCG によるプラ

イミングは組換えワクシニアウイルス DIsの追加免疫に

よる免疫増強効果を著しく増幅することを明らかにした。

このことから組換え BCG は特異的免疫記憶細胞を効率

的に誘導し，長期にわたり維持された免疫記憶細胞は組

換え DIsの追加免疫によって活性化され，抗 HIV/SIV効

果を発揮することが期待される。 

[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)、岡村智崇、須崎百合子(動物管理室)、吉野直

人、山本直樹、本多三男] 

 

(5) 結核菌の噴霧感染実験によるBCGワクチン効果の有

効性、持続性の再評価 

 結核予防に用いられている現行の BCG ワクチンの加

齢にともなう有効性を検討するため、BCGを再接種した

壮年期、老年期モルモットに結核菌を噴霧感染し、BCG

の結核菌防御能を調べた。BCG-Tokyo 172株 0.5mgまた

はコントロールとして PBSを下腹部皮下に接種後、5年

間または 1年間飼育した（それぞれ老年期群または壮年

期群）。対照群として、新たに購入したモルモットを幼年

期群とした。BCG あるいは PBS を再接種（幼年期モル

モットでは初回接種）6週間後に、BCGを接種した群で、

ツベルクリン反応が陽性であることを確認した。その後、

モルモット 1匹当たり 10個程度の結核菌 H37Rv株の単

個菌を噴霧感染装置で経気道的にエアロゾール噴霧感染

した。感染 5週後に全ての群でツベルクリン反応が陽性

であることを確認後に剖検し、肺臓、脾臓、肝臓、気管

リンパ節を摘出した。それぞれの臓器をストマッカー

80T 型（オルガノ）を用いて均質化後、それらの滅菌精

製水希釈液を 1％小川培地に接種、37℃で培養し、生じ

たコロニー数から臓器中の結核菌数を算定し結核菌防御

能を検討した。また、ELISPOT法を用い、細胞性免疫能
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を検討した。解剖時の肉眼所見では、壮年期群は、BCG

の再接種の有無に関係なく結核菌抑制効果が見られた。

また、老年期群も BCG 再接種群で効果が認められた。

還元培養でも同様に、老年期に BCG を再接種した場合

に幼年期と同程度の結核菌の抑制傾向が見られた。

ELISPOT 法においても、BCG を接種した壮年期群、老

年期の細胞性免疫能が、幼年期群と同程度であることが

確認できた。 

[相澤志保子、服部真一朗、本多三男、山崎利雄(細菌 1

部)] 

 

(6) 改変型HIV Env抗原分泌型組換えBCGのマウスでの

免疫誘導能の解析 

 subtype B由来の改変型 HIV Env gp140あるいは gp145

を抗原とした抗原分泌型組換え BCG ワクチンを、皮下-

皮下もしくは皮下 -経口による同一ワクチンの

prime-boost投与法によって BALB/cマウスに免疫し、血

中の抗 HIV Env抗体産生能を調べた結果、どの群におい

ても boost による抗体価の上昇が確認された。本研究に

おいて、安全性の確立されている BCG をベクターとし

たワクチンによる prime-boostの有効性を示唆している。 

[服部真一朗、松尾和浩、Gary J. Nabel(米国 NIH)、山本

直樹、本多三男] 

 

(7) 改変型 HIV Env発現ワクシニア DIsによる抗 HIV免

疫誘導について 

 我々は、安全性が極めて高いワクシニア DIs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した改変型 Env（gp140∆V1V2∆CFI）

を発現する組換え DIs（rDIs/ gp140∆V1V2∆CFI）を構築

した。次に BALB/cマウスに 5回接種し、血清 Env抗体

価、中和能および細胞性免疫を解析した。抗体価は、1024

～2048倍の抗体価が確認され、また HIV MN株、JRCSF

株に対する中和反応が認められた。また Envペプチドを

用いた ELISPOT 法によって細胞性免疫が誘導されてい

ることを確認した。 

[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)、山本直樹、本多三男] 

 

(8) 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

の開発を行った。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 blottimg法によって両抗原の発現を確認した。次

にマウスを用いた免疫実験を行ったところ、SIVGag お

よび HIVEnvに対する抗体をそれぞれ確認された。また、

両抗原に対する ELISPOT法をそれぞれ行ったところ、細

胞性免疫が強く誘導されていることも確認した。 

[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、山本直樹、本多三男] 

 

2． 改良型 HIV envによる中和抗体誘導型エイズワクチ

ンの開発 

 HIV-1 に対する中和抗体の誘導を目的として、改良型

env抗原を DNAワクチン、DIsワクチンでマウスに接種

し、そのワクチン効果を評価した。本研究で使用した抗

原は、Gary J. Nabel氏より頂いた組換え env gp145dCFI

と gp140dV1V2dCFI で、行ったワクチン接種は DNA ワ

クチンの単独接種と DNA/DIs ワクチンによる組み合わ

せワクチン接種である。まず、各ワクチンの抗原発現を

in vitroで確認した後、精製した。実験は BALB/cマウス

を使用し、DNA ワクチンの単独接種では、DNA ワクチ

ンを１回あたり 50μg/mouse で３週おきに３回接種後４

週おきに２回の接種で計５回のワクチン接種を行った。

DNA/DIsワクチンでは DNAワクチンを１回あたり 50μ

g/mouseで３週おきに３回接種した後、DIsワクチンを 1

×106PFU/mouse で４週おきに２回の接種で計５回のワ

クチン接種を行った。毎回ワクチン接種１週後の血清中

の V3特異的抗体の誘導を ELISAにより評価した。ワク

チン接種によって V3 特異的な免疫応答が誘導されたこ

とを確認し、５回のワクチン接種終了後、抗原特異的な

IFN-γの誘導を IFN-γELISPOTで、hIV-1中和抗体の誘

導を GHOST細胞を用いたアッセイで評価した。 

[高橋慎、千葉丈(東京理科大学)、Gary J. Nabel(米国 NIH)、

本多三男] 

 

3.  糖鎖欠失 SIVの heterologous SIVチャレンジ感染に対

する生ワクチン効果 

 Env gp120に 5か所(aa79, 146, 171, 460, 479)の糖鎖欠失

変異を導入したΔ5Gはアカゲザルで感染制御され、さら

に親株 SIV239 のチャレンジ感染をほぼ完全に制御する

弱毒生ワクチンの性質を示すことをこれまでに報告した。

さらに、Δ5Gと 1か所の糖鎖欠失部位が異なる新たな 2

種の糖鎖欠失ウイルス、Δ5G-v1(aa71, 79, 146, 460, 479)、

Δ5G-v2(aa79, 146, 377, 460, 479)を作製し、これらのウイ

ルスはウイルス学的性質が異なるが、アカゲザルでの感

染はいずれもΔ5G と同等に制御されることを昨年度ま

でに明らかにした。これらの新規糖鎖欠失 SIV感染ザル

に強病原性 SIV株をチャレンジ感染することにより、生
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ワクチンとしての効果を検証した。先ず、糖鎖欠失 SIV

の親株である SIV239 のチャレンジ感染を試みた

（homologous challenge）。その結果、新規糖鎖欠失 SIV

感染ザルもΔ5G 感染ザルと同様に、ほぼ完全に SIV239

感染を制御した。そこで次に SIV239 とアミノ酸レベル

で 10～30%異なる SIVsm543-3 をチャレンジ感染するこ

とにより、heterologous virus に対する感染制御効果を検

討した。Δ5G、Δ5G-v1、Δ5G-v2 感染ザル各 2 頭に

SIVsm543-3を 1000TCID50で静脈内接種した。その結果

すべてのサルで peak viremiaが 1000分の 1以下に制御さ

れた。2 頭については検出限界以下に制御された。すべ

ての糖鎖欠失 SIV感染ザルはチャレンジ感染前に接種し

た糖鎖欠失 SIV に対する中和抗体が誘導されていたが、

これらの中和抗体は SIVsm543-3 を中和することはでき

ず、チャレンジ感染後の中和抗体の上昇も見られなかっ

た。このことから感染制御に中和抗体は関与しないと考

えられる。今後はサルにおいて弱毒生ワクチンによる感

染制御メカニズムを解明することにより、HIV感染を効

率よく制御できる方法を考えていきたい。 

[杉本智恵、森一泰] 

 

4.  糖鎖欠失ウイルスの初期感染の解析 

 サルにエイズを発症させるSIV239と初期感染期のウ

イルス増殖は同等であるにもかかわらずその後の感染が

きわめて低く制御される糖鎖欠失弱毒株∆5Gのアカゲザ

ルでの初期感染を病理学的に比較した。血中ウイルス量

が同程度であった感染後9日目 において、SIV239感染ザ

ルと∆5G 感染ザルにおける初期感染の標的組織は腸管

であると推定されたが、感染細胞の腸管組織内での局在

が異なっていた。すなわち、SIV239は免疫学的にinductive 

siteとして知られている孤立リンパ小節のCD4+T細胞に、

∆5Gはeffector siteとして知られる粘膜固有層のCD4+ T細

胞に感染が認められた。また全身性リンパ組織である脾

臓および表層ならびに深部リンパ節において、SIV239感

染ザルでは非常に多くの感染細胞が認められたのに対し、

∆5G感染ザルではほとんど検出されなかった。末梢血リ

ンパ球における感染細胞数も∆5G感染ザルではSIV239感

染ザルより顕著に低かった。以上の結果から、初期感染

は腸管のinductive siteにおける感染と全身リンパ節への

感染拡大が病原性と関連することが明らかになった。こ

のことから、免疫メモリー細胞が存在する腸管inductive 

siteがウイルス感染によって傷害されることが免疫系の

過剰な活性化や感染防御免疫の誘導の障害を引き起こす

のではないかと考えられた。 

[杉本智恵、森一泰] 

5.  生ワクチンが誘導するエイズウイルス感染制御と関

連する宿主応答の解析 

 弱毒ウイルス感染を制御した宿主には病原性ウイルス

に対する極めて強い感染防御能が誘導されている。さら

に感染防御能は MHC 等の宿主側因子の影響が少ないこ

とからエイズワクチンに求められる条件を満たしている。

我々は、弱毒 SIV（糖鎖欠失変異 SIV, nef遺伝子欠損 SIV）

感染ザル以外にも病原性ウイルス感染に対しても感染後

早期治療（感染後 8または 24時間後から４週間の抗エイ

ズ投与）により強い感染防御能が誘導されていることを

明らかにした。これらの感染制御ザルがウイルス感染を

防御する機序について解析を行った。中和抗体はワクチ

ンが誘導する免疫のひとつであるがチャレンジウイルス

に対する中和抗体は検出されなかった。細胞性免疫につ

いてチャレンジ感染前後の SIV 特異的 CD4+T 細胞、

CD8+T細胞の頻度を IFN-gamma ELISPOTにより調べた。

チャレンジ感染により SIV特異的 T細胞は誘導され、特

に Gag特異的 CD4+T細胞は多くの個体での誘導された。

チャレンジ前後において同一エピトープに対する特異的

CD4+T細胞の誘導も確認された。しかしこの細胞性免疫

の誘導と感染制御との関係については今後の解析が必要

である。 

[杉本智恵、森 一泰] 

 

6.  粘膜免疫誘導アジュバントに関する研究 

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。昨年度サルを用いた感染防御試験の検討で

十分なデータが得られなかったため、再度各種アジュバ

ント候補を OVA を抗原としてマウスでスクリーニング

を行った。接種経路はこれまでの解析でもっとも効果的

であった経鼻投与とした。その結果、低分子量キトサン

およびカチオン化キトサン等に高いアジュバント活性を

認めた。さらに抗原を組換え HIV-1envタンパクを用いて

同様にマウスで検討した結果、キトサン関連物質にアジ

ュバント効果を認めた。現在、抗体の中和活性能、キト

サン関連物質の微細形態等を解析中である。 

[石川晃一、小林丘(協力研究員)] 

 

Ⅱ．HIV感染症の治療と薬剤耐性に関する研究 

1.  HIV-RT薬剤感受性迅速試験法(半日)の開発 

 昨年度までに開発した HIV-RT 薬剤感受性迅速試験法

の充実を図る。HIV 感染者血漿中の HIV-RT 薬剤感受性

を測定し、薬剤耐性の新たな指標としての意義を明らか

にする。以上の 2点を目的として以下を検討した。まず、
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これまで確認できなかった d4T-TP 耐性について新たな

陽性対照変異株(K65R)を用意した。この株の薬剤感受性

を本法で測定したところ、野生株と比較して 5.5 倍の耐

性を確認した。これは培養法を用いた耐性度ともほぼ同

等であることから、d4T-TP耐性についても本法で検出可

能であると判定した。次に昨年度までに測定した HIV感

染者血漿 8検体の 3TC感受性結果と臨床経過を照合した

ところ、約１ヶ月間隔で耐性度が 7.3→11.8→167.5 倍以

上と推移した１症例を確認した。本症例では薬剤履歴と

耐性度の相関が示唆されており、現在、詳細を解析中で

ある。また 3TC軽度耐性と判定された３症例は未治療で

あることが確認された。以上より、昨年度までに開発し

たHIV-RT薬剤感受性迅速試験法はAZTと 3TCに加えて

d4T についても測定可能となり、充実が図られた。また

薬剤履歴との相関も示唆される結果が得られたことから、

薬剤耐性の新たな指標としての可能性も示唆された。本

法では測定時間が半日(約 7 時間)で、培養を基本とした

既存の測定法に比べて迅速である。また、既存の方法が

血漿中ウイルスを選別してしまうのに対して、本法では

総体として把握する事が可能である。今後、薬剤耐性の

有用な指標と成り得るか、さらなる検討が必要である。 

[仲宗根正、西澤雅子、Walid Heneine (米国 CDC)、杉浦

亙] 

 

2.  Allele-specific RT-PCR法を用いた超高感度 HIV薬剤

耐性遺伝子定量法の開発 

 昨年度までに開発した HIV-RT 薬剤感受性迅速試験法

の課題のひとつに、遺伝子学的薬剤感受性（ゲノタイプ）

と生物学的薬剤感受性（フェノタイプ）との相関が挙げ

られる。特に軽度耐性例の遺伝子学的薬剤耐性は、既存

の方法は定性試験のため、詳しい相関について検討がで

きない。その弱点を補うべく、超高感度遺伝子学的薬剤

耐性検査法開発に着手した。そのために、まず既報の手

法の再現を試みるべく K103N 遺伝子を検出するための

系を、続いて M184V 遺伝子検出系を作成した。その結

果、予備実験において、既報と同等以上の back ground

を確認した（0.0015%）。さらに、血漿中全ウイルス中に

0.15%以上存在する耐性遺伝子（K103Nまたは M184V）

であれば検出される可能性が示唆された。以上より、薬

剤感受性のゲノタイプとフェノタイプとの相関解析のた

めの準備が整った。今後、HIV-RT薬剤感受性・耐性につ

いての詳細な解析が可能になれば、それぞれの感染者に

応じたきめの細かい治療法へとつながる事から、その意

義は大きい。そのためにも、今後は系の精度管理ととも

に測定数を増やして、酵素学的耐性と遺伝子学的耐性の

定量的相関を明らかにすることが必要である。 

[仲宗根正、西澤雅子、Sara Palmer (米国 NCI)、杉浦亙] 

 

3.  Recombinant-mannose binding lectin (r-MBL)の HIV抑

制効果の検討 

 HIV gp120はマンノースを含む糖鎖で修飾された糖タ

ンパクである。MBL 作用機序を考えると広範な HIV 株

の複製抑制に寄与すると予想される。これまでの実験で

MBLは多種類の HIVを in vitroの系で抑制した。しかし

native MBLの大量作成は困難である為 in vivoでの実用化

は難しい。そこで native MBLと同等かもしくはそれ以上

の抗 HIV-1 効果のあるリコンビナント MBL の同定を試

みた。そこで 3 種類の MBL 産生クローン（M01-7F1, 

M01W08, 2-12）をそれぞれ種々の条件で培養したリコン

ビナント MBL を作成した。その結果３種のリコンビナ

ント MBLはともに HIVに対する抑制活性が検出され、

適切な培養条件が同定された。 

[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、駒野淳、本多三男] 

 

4.  抗 HIV-1 療法を受けている HIV/AIDS 患者の薬剤耐

性モニタリング 

 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。平成 18年度からは薬剤耐性遺伝子検査が保険

収載されたため、検査は民間の検査会社にゆだねられる

ことになり、我々のところで実施する検体は、精査を目

的とするもの、経済的な理由により検査が困難なもの、

そして次項に述べる疫学調査を目的としたものに限られ

るようになった。このため平成 18年度の総検査数は 268

例と前年度の約 30％激減した。現在一番憂えていること

は薬剤耐性検査の保険収載により抗 HIV 療法を受けて

いる HIV/AIDS集団における薬剤耐性 HIVの動向が把握

できなくなったことであり、今後検査・調査体制の組み

なおしが急務である。 

[杉浦 亙、三浦秀佳、千葉智子、西澤雅子、柿澤淳子、

藤野真之、山本直樹、松田昌和（三菱化学メディエンス

株式会社）] 
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5.  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。日本では新規 HIV感染者数およびエイズ

患者数報告数が年々記録を更新する勢いで増加しており、

また治療を受けている患者数も増加を続けている。この

ことから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。我々は 2003年から 2006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：307 例、

05年：429例、06年 395例であった。いずれの年におい

ても調査対象となった症例は 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。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。薬剤耐性症例の頻度

は 2003 年：4.5％、2004 年:4.2%年、2005 年：4.5%、06

年 6.3%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 03 年:3.4％、04 年：3.6％、

05 年 2.6%、06 年 4.1％であった。非ヌクレオシド系逆

転写酵素阻害剤では 03年：0.4％、04年 1.0％、05年 0.9%、

06 年 0.8％、同プロテアーゼ阻害剤では 03 年：1.1％、

04年：0.3％、05年：1.6%、06年：1.5％であった。 

[藤野真之、鈴木寿子、松田昌和（三菱化学メディエンス

株式会社）、武田 哲、三浦秀佳、西澤雅子、山本直樹、

杉浦 亙] 

 

6.  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 

 薬剤感受性検査に用いられる HeLa 細胞のような非宿

主細胞を基に樹立されたレポーター細胞の薬剤代謝が本

来の宿主であるリンパ球と同等であるか明確ではない。

本研究では細胞内の薬物濃度を HPLC を用いて測定し、

細胞種による薬物動態の差について解析を行った。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 で培養液中に添

加して細胞を薬剤に曝露させた後、細胞を回収・破砕し

PIを抽出し HPLCで PIを定量した。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

100倍、HeLa細胞では約 200倍に濃縮された。SQVは T

細胞系で約 70倍、HeLa細胞では約 200倍であった。LPV

は T 細胞系で約 10 倍、HeLa 細胞で約 40 倍であった。

以上、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ことが示された。

PI の細胞内への取り込みにおける温度の影響を

HPB-M(a)と HeLa 細胞で解析した結果、HPB-M(a)では

NFVと RTVは細胞内の PI濃度は温度の影響を大きく受

けなかったが、SQVでは大きく阻害された。NFVの細胞

内への取り込みの速度は 4℃の条件下では 37℃と比して

有意に低下した。HeLa 細胞ではどの PI でも 4℃の細胞

内への取り込みは 37℃の条件下よりも低かった。このよ

うに低温下で細胞内取り込みが阻害される PI はエネル

ギー依存的に細胞内へ取り込まれ、従来考えられていた

拡散による細胞内取り込みとは異なる機序が関与する可

能性が示唆された。 

[西澤雅子、山本直樹、杉浦 亙、加藤真吾（慶応大）] 

 

7.  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 20000個以上の化合

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。抗 HIV-1活性の認められた化

合物のうち有望なものについては類縁化合物を多数合成

し、抗 HIV活性の増強よび毒性の軽減を試みた。その結

果 IC50の値を 100～1000 倍増強させることに成功した。

見出した阻害剤は既存の治療薬剤に対して耐性を獲得し

たウイルスに対しても有効であった。阻害機序について

はまだ明らかではなく、薬剤耐性ウイルスの誘導、定量

PCR、time of addition 実験などの解析手法を用いてその

解明に取り組んでいる。小動物を用いた抗ウイルス効果

の確認、毒性に評価等、実用化に向けた in vivo実験を実

施している。 

[武田 哲、三浦秀佳、厳 驊、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

化学工業株式会社綜合研究所）] 

 

8.  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。我々はいままでに CRF01_AE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



エイズ研究センター 

プ Bで主に観察される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てきた。

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、

現在結晶化に取り組んでいる。さらに、活性のあるプロ

テアーゼの作製・生成も行い、熱力学的解析に取り組ん

でいる。酵素学的な実験以外に,in silicoでの構造予測と

N88Sの役割についても解析を行っている。 

[柿澤淳子、松田昌和（三菱化学メディエンス株式会社）、

杉浦 亙、大出裕高、松山 翔、星野忠次（千葉大学大学

院薬学部）、セリア・シッファー（Univ. Massachusetts）] 

 

9.  プロテアーゼ阻害剤耐性 HIV-1 株に対するダルナビ

ルの有効性についての解析 

 薬剤耐性症例に有効な新規のプロテアーゼ阻害剤（PI）

ダルナビル（DRV）が大きな期待をもたれている。本研

究では HIV 薬剤耐性遺伝子検査において既存 PI に対し

て高度耐性を呈する HIV 株に対する DRV の有効性につ

いての評価を試みた。当施設において薬剤耐性遺伝子検

査を実施した症例より、多数の薬剤耐性変異の集積が認

められ薬剤耐性と判定された症例を選択し、健常人

PBMCとの共培養による HIVの分離を実施した。分離・

回収に成功したHIV株については我々が樹立した human 

CD4, CXCR4, CCR5, LTR-Luciferaseを発現するヒト T細

胞系細胞株である MaRBLE 細胞（Mizutani et al., 2007 

JCM）を用いた薬剤感受性検査を実施した。JR-CSF株を

標準として fold resistance を算出した。感受性検査では

DRV の他に薬剤耐性症例に有効であるとされるアタザ

ナビル(ATZ)とロピナビル(LPV)についても評価を行っ

た。合計 16株の薬剤耐性 HIVの分離に成功した。JR-CSF

株における ATZ、LPV、DRV其々の IC50は、0.0019μM、

0.006μM、0.0014μM であった。分離した 16 株のウイ

ルスで 5～10、10～50倍、50倍以上の耐性を示した株数

は ATZ で 1、5、7株、LPV で 1、7、3 株（75%）、そし

て DRVでは 3、0、０株であった。DRVで 5-10倍の耐性

を呈した 3株はいずれも ATZ、LPVに対して高度の耐性

を呈した。反対に ATZ、LPV に対して 10 倍以上の耐性

を示した臨床分離株の其々75％、70％が DRV に対して

感受性を呈した。以上、本邦における薬剤耐性症例を救

済する選択肢として DRVは有効であると考えられた。 

[藤野真之、三浦秀佳、西澤雅子、松田昌和、鈴木寿子、

杉浦 亙] 

 

10.  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。平

成 16年から 17年にかけてランパンコホートで回収され

た GPOvir脱落症例 64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、その結果両者の一致率が

95%であることを明らかにし、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・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）、

吉田レイミント・有吉紅也（長崎大学熱帯医学研究所）、

松田昌和（三菱化学メディエンス株式会社）、杉浦 亙] 

 

11.  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と

推察されている。本研究ではプロテアーゼと Gagの相互

干渉（共振化）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て定期的にサンプルを

採取し、Gag 全域とプロエアーゼ約 3.0Kb を Single 

genome sequencing 法によって増幅・クローニングし解析

を行った。得られた配列は共進化解析プログラム CoMap

を用いて解析し、同一分子内および分子間の干渉しあう

変異の同定を行った。GagP453Lとプロテアーゼの E35D

に強い関連が認められた。また E35D はネルフィナビル

耐性変異の D30N/N88D とも強い関連を示した。現在構

造学的な視点より P453Lと E35D干渉の機序を解析して

いる。 

[杉浦 亙、松田昌和（三菱化学メディエンス株式会社）、

千葉智子、柿澤淳子、田中 博・任 鳳蓉・柴田潤子（東

京医科歯科情報）] 
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12.  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・ポイン

ト、各ポイントで15個以上のクローンを解析した。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アミノ酸

置換が、RTでは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。平成17

年度は比較的治療の類似した3症例を選び出し、同様の解

析を行った。 

 [鈴木寿子、杉浦 亙、田中 博・任 鳳蓉・茂櫛 薫（東

京医科歯科大学生命情報学）] 

 

13.  HIV-1の逆転写酵素が持つRNase H活性に対する特

異的阻害剤の開発 

 逆転写酵素 (Reverse Transcriptase;RT)に内在する

RNaseH活性はレトロウイルス複製に必須である。次世代

抗エイズ薬として、RNaseH活性を阻害するエイズ治療薬

の開発を試みた。本スクリーニングにより、異なるHIV-1

流行株および薬剤耐性HIV-1由来のRTに内在するRNase 

H活性を特異的に阻害する小分子化合物を複数同定した。

これらの作用機序は、候補化合物がRNase Hの活性中心

に結合することによるRNAのhydrolysis阻害と推測され

た。電算機を利用した立体構造解析をもとに、これらを

リード化合物としてRNase Hを標的とした次世代抗エイ

ズ薬の開発が期待できる。 

[駒野 淳、浦野恵美子、二橋悠子、藤 秀義・星野忠次

（千葉大学）、武部 豊、山本直樹] 

 

14.  HIV-1逆転写酵素polymerase active siteへの薬剤耐性

変異が誘導するRNase H活性の低下と耐性亢進への寄与 

 我々は抗NRTI多剤耐性HIV-1(CRF01_AE) の11アミノ

酸の挿入変異による耐性増強メカニズムの解明を試みた。

精製酵素による酵素活性測定により、本変異がRNase H

活性の低下を来すことを証明した。耐性亢進は

polymerase活性低下に伴うnucleotide excision活性の相対

的上昇のためと推された。polymerase活性の減弱が逆転

写過程を完遂するためには、RNase H活性が協調して減

弱することが重要と考えられる。一方、nucleotide excision

活性増強はRTのfidelityを上昇させ、ウイルスの多様化を

妨げることが予想される。そのため、生体内でstrand 

transfer活性が高いウイルス、つまり多様化し免疫逃避能

力が高い多剤耐性ウイルスが生体内で選択された可能性

が示唆された。 

[駒野 淳、二橋悠子、磯貝まや、浜武牧子、松田善衛、

椎野禎一郎、武部 豊、山本直樹、佐藤裕徳（病原体ゲ

ノム解析研究センター）] 

 

15.  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・田中礼子・大隈 和（琉球大学）、

熊倉 成・枝松剛生・広瀬国孝・谷中幹郎（（株）クレハ）、

山本直樹] 

 

Ⅲ．HIVの分子疫学ならびにウイルス学的研究 

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 18年度の検体数は 52検体（hemophilia：

49・その他の感染：3）で、そのうち陽性検体は 8 検体

（hemophilia：5・その他：3）であった。2007 年 3 月時

点で 4,322検体（hemophilia：3,129・その他：1,193）、そ

のうち陽性検体は 898検体（hemophilia：631・その他：

267）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] 
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2.  HIV-1 CRF07_BC の東アジアにおける流行拡大の年

代推定 

 CRF07_BCは、1990年代中頃に中国北西部（新彊ウイ

グル自治区）の注射薬物乱用者 (IDU) の間に発生したア

ウトブレークの原因ウイルスとして最初に同定されたア

ジアに特有の組換え型流行株 (CRF) の一つである。さ

らに、近隣の台湾では 2002 年に入って IDU 間に爆発的

な流行が発生し、これが CRF07_BCの侵淫によるもので

あることが明らかにされた。東アジア地域での

CRF07_BC 流行の成り立ちに関するより深い理解を得る

ことを目的として、最新のデータ解析プログラム（系統

樹・Bayesian coalescent分析）を利用して、CRF07_BC播

種の時間スケールを推定した。その結果、中国雲南省で

新生したと推定される CRF07_BCは、1990年代初頭から

半ば (1992-1995) にかけて、新彊の IDU集団の流行を引

き起こし、ついで 1990 年代後半 (1998-2001)に入って、

おそらく中国沿海部地域を経由して、台湾南部の IDU集

団に播種、さらに、2000年代初頭 (2001-2003) には、台

湾中・北部に伝播し、台湾の IDU間に未曾有の爆発的流

行を引き起こしたと推定された。これらの知見は

CRF07_BC の国際的・地域的播種の歴史をはじめて解明

したものと考えられる。 

[Kok Keng Tee、廖華南、上西理恵、長谷彩希、武部 豊、 

Oliver G. Pybus (オックスフォード大学 ), Adeeba 

Kamarulzaman (マラヤ大学医学部)、 Xiao-Jie Li (上海交

通大学付属人民病院) ] 

 

3.  アジアおよびベトナムにおける CRF01_AE 流行拡

大の時間的・空間的経過の推定 

 HIV-1 CRF01_AEは東南アジア地域におけるエイズ流

行の最も主要なウイルス株である。中央アフリカ地域に

起源をもつ。1980年代後半に北部タイの売春婦の集団に

持ち込まれ、ついでタイ全域さらにカンボジア、ベトナ

ム、ミャンマーなどの周辺東南アジア諸国に急速にその

流行が拡大した。われわれは、CRF01_AE の東南アジア

地域での流行拡大の時間的・空間的経過を解明するため、

タイおよびベトナム各地域に分布するウイルス株の系統

関係の差異に注目し、最新のデータ解析技術（BEAST 

v1.4.2）を用いて、ウイルス伝播の年代とその経路の推

定を行った。その結果、 系統樹上、CRF01 AE株はクラ

スター 1［タイ］、クラスター 2［南部（カンボジア国境

地域およびホーチミン市）の性感染者］、クラスター3［南

部の IDU］とクラスタ－4［北部および隣接する中国

Guangxiの IDU (n=12)］の 4つに分類された。BEASTプ

ログラムを用いた分析によって、クラスタ－ 2, 3, 4の共

通祖先年代（Time to the most recent common ancestor 

(tMRCA) は、それぞれ 1986 年、1990 年、1993 年前後

と推定された。これらの結果は、タイに起源をもつ

CRF01 AE 株のベトナムへの伝播経路の少なくとも一つ

はカンボジア国境地域 (An Giang) を経るもので、ベト

ナム南部、ついで drug trafficking 経路を介して北部地域

さらに中越国境を越えて中国広西チワン族自治区へと拡

大したことを示唆する。この成果は CRF01 AEの東南ア

ジア地域における伝播経路とその年代を、確実な証拠を

もってはじめて解明したものと考えられる。 

[廖 華南、Kok Keng Tee、長谷彩希、 上西理恵、 Xiao-Jie 

Li、草川 茂、武部 豊、Nguen tran Hien（ベトナム国

立衛生疫学研究所）、Oliver Pybus (オックスフォード大

学) ] 

 

4.  HIV-2感染後 36年にわたる長期未発症例の解析：我

が国における最古の HIV感染症例の同定 

 われわれは、2006年 6月に我が国はじめての HIV-2感

染日本人症例（77歳男性）を同定した。本症例から HIV-2

株を分離し、その全塩基配列の決定によって、本ウイル

ス株の起源、系統関係、感染経路の解明を行った。その

結果、本 HIV-2株は、HIV-2グループ Aに属し、特にセ

ネガル株(60415K株)等との近縁性が見い出された。本症

例は、病歴から 36 年前（1971 年）のセネガルでの輸血

で感染したと推定されるが、塩基配列情報に基づく系統

関係は、その結論を裏付けるものである。HIV-2 ではエ

イズ発症までの潜伏期が HIV-1に比べて長いと考えられ

ているが、本症例は実に 36年という極めて長期にわたっ

て無症候であるという点で極めて興味深い。現在ウイル

ス側、宿主側要因の双方に関する解析が進行中である。

また本症例は日本人症例として最古の HIV 感染者と推

定される点で注目される。 

[上西理恵、草川 茂、長谷彩希、廖 華南、小野木成美、

武部 豊、内海孝信・永川博康（聖隷横浜病院呼吸器科）] 

 

5.  我が国における CRF01_AE 感染クラスターの同定 

 我が国における HIV 感染者の約 75-80%は欧米型の

HIV-1サブタイプ Bで、これについで重要なウイルス株

が CRF01_AE で、全体の約 10-20%前後を占めると考え

られている。タイに起源をもつ CRF01_AE は 90 年代初

頭に我が国に侵淫し、以来異性間感染のルートによって、

次第に感染を拡げていると考えられるが、地域によって

は、感染者のほとんど（80%以上）が、このタイプのウ

イルスによることをはじめて明らかにした。また、

CRF01_AEが欧米起源のサブタイプ Bとおそらく我が国
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国内で組換えウイルスを新生したと考えられる症例が見

出された。我が国における HIV感染症の新しい動向を示

すものと考えられる。 

[長谷彩希、上西理恵、廖 華南、草川 茂、武部 豊、

長野県エイズ拠点病院ネットワーク（代表：須佐病院 斎

藤 博）]  

 

6.  CRF01_AE とサブタイプ B からなる新規組換えウイ

ルス株（URF）の同定とその公衆衛生上の意義に関する

解析 

 HIV-1 組換えウイルスは世界流行を駆動するウイルス

株の中で、重要性を増しつつある。我が国においては欧

米に起源をもつサブタイプ B とタイに起源をもつ

CRF01_AEとが 90年代はじめよりすでに 10数年にわた

って co-circulateしている。組換えが疑われる国内症例３

例（日本人症例 1; 外国人症例 2）に関してのほぼ完全

長のウイルスゲノム塩基配列を決定した結果、いずれも

CRF01_AE とサブタイプ B 間の新規組換えウイルス

（Unique recombinant form, URF） であることを明らかに

した。しかも、興味深いことには、日本人症例を含む２

種のウイルスは、同一の組換え構造をもつことが明らか

となった。ここに見る組換えウイルスの検出は、我が国

における HIV 感染症の動向変化の兆しの一つと考えら

れる。 

[上西理恵、長谷彩希、廖華南、小野木成美、草川茂、武

部豊、正兼亜季・上田幹夫（石川県立中央病院）、近藤真

規子・今井光信（神奈川衛研）、相良裕子（横浜市民病院）、

花房秀次（荻窪病院）、加藤真吾（慶應義塾大学医学部）] 

 

7.  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のゲノム間に生じる遺伝子組換えは、遺伝子座

間の連鎖を解消して新たな組み合わせを生じることで、

ウイルスの多様性の増大に寄与していると考えられてい

る。薬剤耐性変異の一部では複数遺伝子座の組み合わせ

によってfitnessが低下するエピスタシスが予想され、実

際に耐性変異の適応進化が組換えによって生じやすくな

っている例もある。遺伝子組換えがウイルスゲノムの多

様性の形成に果たす役割は明らかであるが、その寄与の

程度については情報が少ない。ウイルスの生存を左右す

る遺伝子型の多様性に対する組換えと突然変異の様々な

選択圧における寄与を集団遺伝学的な手法で推測し、in 

vivo, in vitroにおけるそれらの値を比較した。エピスタシ

スが観察される遺伝子型として、RT領域の41L, 69位挿入

変異、210W, 215Yの4つの遺伝子座に注目した。in vivo

の観察例として、AZT+ddIによる治療によってこれらの

耐性変異が生じた日本人の感染例（Sato et al 2001)を用い

た。また、組換え直前の遺伝子型を持つ患者由来ウイル

スの感染性クローンを作成し、薬剤耐性試験と種々の

NRTI濃度下におけるin vitro競合感染実験を行った。感染

者の各治療時期と競合感染実験の感染後のいくつかの時

期に、RT領域の配列クローン（590bp or 626bp)を多数採

集し、塩基配列を得た。組換えの存在は、bootscan解析・

subregion tree・phylogenetic network解析・IDL検定・およ

びin vitroにおいては人工的な中立変異の直接観察により

行った。In vtro実験では、近接変異座間の組換え価から

交叉率を推定した。連鎖の解消が観察される遺伝子座ペ

アの関係をcoalescentモデルに基づいて解析することで、

組換えによって生じた遺伝子型の集団中での生存時間を

推測することができる。突然変異の集団中での生存時間

も同様に推測可能であり、この2つの推測値の比を求める

ことで、多様性に関する組換えの寄与を知ることが可能

となる（Charpentier et al. 2006）。これらの推定には、LDHat

パッケージ中のpairwiseプログラムを用いた。様々な分子

進化学的解析は、in vitro, in vivo双方で耐性変異座間の組

換えの存在を示唆した。in vitro競合感染実験における遺

伝子頻度の経時変化から、耐性変異の組み合わせに対す

る選択圧が確認されたが、個々の耐性変異には強い選択

圧が観察されず、エピスタシスの状態にあることが示唆

された。多様性に関する組換えと突然変異の寄与は、in 

vitroでは薬剤環境にかかわらず一定であったが、in vivo

では時期によって組換えの寄与が大きく変化することが

わかった。 

[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。平成 16年度には 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を完成させたが、その後の解

析で同じ CMV制御下の renilla luciferaseの発現に影響を

及ぼすことが判明し、CMV とは異なる house-keeping プ
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ロモーター制御による CCR5の発現への切り替えに取り

組んでいる。現在臨床分離株に対する感受性検査の実用

化に取り組んでいる。 

[千葉智子、三浦秀佳、滝澤万里、松田昌和（三菱化学メ

ディエンス株式会社）、松田善衛、本多三男、杉浦 亙] 

 

2.  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 envを標的にした競合的 

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、広範囲の viral loadを検出できるよう競

合的 RT-PCR の系を改良した。まず標的遺伝子を Gag

に切り替えるとともにプライマも新たに設計し、非 Bサ

ブタイプにも対応した系を確立した。 

[濱武牧子、西澤雅子、柿澤淳子、杉浦 亙、加藤真吾（慶

應義塾大学）] 

 

3.  MDM に感染性を有する HIV-1 CRF08_BC 感染性

分子クローン 

 これまでに私たちは、アジアにおいて収集、分離した

HIV-1分離株から、地域特異的に流行しているサブタイ

プ・CRFの感染性分子クローンを樹立してきた。

CRF08_BCは中国南西部における主要な流行株である。

私たちが分離株HH040から樹立したCRF08_BC感染性分

子クローンは、いずれもCCR5をコレセプターとして使用

するR5ウイルスであったが、分離株が増殖する末梢血由

来マクロファージ(MDM)では増殖できなかった。 

 そこで、すでに樹立したクローン HH040_22eapx4 の

env 遺伝子を含む、制限酵素 PacI と XhoI で認識される

領域を、同じテンプレートから新たに PCRによって増幅

したフラグメントと置換したクローンを作製し、スクリ

ーニングを行った。その結果、感染性を有する３クロー

ンが得られた。それらはいずれもR5ウイルスであった。

MDM に対する感染性を検討したところ、そのうちのひ

とつが、MDM においてわずかに増殖した。その塩基配

列を決定し、HH040_22eapx4と比較したところ、envgp120

の V5 周辺に特徴的な４アミノ酸の変異と１アミノ酸の

欠失が見られた。これらの変異が、MDM へのトロピズ

ムに関係している可能性が示唆された。 

[草川 茂、武部 豊] 

4.  マレーシアで同定した新しいタイプの組換え型流行

株 CRF33_01Bの感染性分子クローンの樹立 

 われわれは、一昨年、マレーシア大学医学部（クアラ

ルンプール市）との共同研究によって新しいタイプの組

換え型流行株 (CRF33_01B)を見出した。CRF33_01Bは、

我が国研究機関から報告され、国際的データベースから

正式承認された始めての CRFとなった。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

であり、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％見出される。われわれは、PCR法

を用いた方法によって、感染性分子クローン（R5型）を

樹立した。現在、その性質を検討中である。 

[Kok Keng Tee、Xiaojie Li、納富香子、草川茂、武部豊、

Adeeba Kamarulzaman（マレーシア大学医学部）] 

 

5.  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 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。HIV-1 全長ゲノム増幅に

用いる PCR 酵素及び Primer 設計をさらに考慮したとこ

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。この方法論を本邦新規感染者の多く

を占める同性間感染で増加傾向が認められる subtype B

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

剤耐性ウイルス及び西アフリカ・ガーナ国感染者由来ウ

イルスに応用し総計 639個に及ぶ多数の感染性分子クロ

ーンを樹立し、その内 51個のクローンについて全ゲノム

塩基配列を決定した。 

 

(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 PfuUltra 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] 
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(2) 邦人感染者由来 subtype B 感染性分子クローンの樹

立と解析 

 昨年度は本邦での異性間性感染において流行している

主要なウイルスであるCRF01_AE組換体の感染性分子ク

ローンとしてタイ国流行初期のプロトタイプウイルスと

邦人感染者から分離した臨床株から感染性分子クローン

を構築整備した。一方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

ーンについては一部昨年度に報告したが、いまだ充分な

クローン数には至っていない。そこで本年度は本センタ

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検体各株と、

治療中で典型的な各種薬剤耐性プロフィールを呈するウ

イルス 6株から総計 275の感染性分子クローンを樹立し

た。そのうちから各株 2クローンを選別し総計 20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 subtype B にクラスターされた。これら

のクローンは今後同性間感染者で流行する subtype B 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、佐藤才恵、西澤雅子、杉浦 亙、

巽 正志] 

 

(3) 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。昨年度 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おり、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事

を報告した。今年度は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

MAGIC-5/SEAP 細胞株を用いた Phenotypic Assay を行い

Genotyping との相関を解析したところ、Genotyping では

捉えられない耐性を Phenotypic Assay が捉え、さらに

Genotyping と乖離した耐性度を示すクローンの組合わせ

を明らかにすることが出来た。今後その耐性機序をこれ

らクローン間の組換えで責任領域を絞込んで解析してい

く予定である。 

[坂本優子、竹川奈穂、橋本 修、石子博昭（三菱化学メ

ディエンス）松田昌和、西澤雅子、杉浦 亙、巽 正志] 

 

(4) 本邦感染者ウイルスから世界に先駆けた subtype F 

及び BF組換体感染性分子クローンの樹立 

 本センター第 2 研究グループに全国各地から薬剤耐性

試験を依頼された検体から、env C2/V3領域の RT-PCRに

よる subtypingにより subtype Fと判定された臨床分離ウ

イルス 3株より感染性分子クローン計 45クローンを樹立

し各ウイルス 2 クローンの全ゲノム塩基配列を決定した

ところ 2臨床株は subtype Fであり、１臨床株は subtype B

と subtype Fの新たな構造を持つ組換体である事が判明し

た。これらのウイルスは南米ブラジルで流行しているウ

イルスであり、BF組換体は San Paulo市において近年特

に流行が指摘されている組換体であることが知られてい

る。これら subtype Fの構成を持つ HIV-1としては世界に

先駆けての感染性分子クローンを樹立できた。これらの

クローンは今後南米で流行するウイルスの浸淫をサーベ

イするに当たって有用であるものと期待される。 

[坂本優子、竹川奈穂、西澤雅子、杉浦 亙、巽 正志] 

 

(5) Ghanaで流行する HIV-1の感染性クローンの樹立と解

析：世界に先駆けての CRF06_cpx 感染性分子クローンの

樹立 

 Ghana に多剤併用療法を導入するにあたり、現地で流

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の分子基盤として

感染性分子クローンの樹立を試みている。昨年度に引き

続き今迄感染性分子クローンが得られなかった 9 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。これで部売りできたウイルス全ての感染性分

子クローンが得られた。各ウイルス株 2クローン計 18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 4クロ

ーンは CRF02_AG組換体であることから HMAは解析す

る領域を選別することが必要なことが改めて確認された。

本年度は新たに臨床分離株 03ＧＨ173 ウイルスから世界

で初めての CRF06_cpxの感染性分子クローンを樹立した。
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またCRF02_AG組換体と上記CRF06_cpxの組換体が見つ

かり、又 CRF02_AGの RT領域前半に新たに subtype Cが

組込まれた組換体が得られたことから、ガーナでは第 2

次、あるいは第 3 次の組換体が流行し, その流行ウイル

スの構造は複雑であり、既に CRF02_AG組換体を主体に

様々な subtype/CRF 間の同時流行により複雑な組換体が

発生する坩堝に成りつつあることが推測された。 

[竹川奈穂、坂本優子、徳永研三（感染病理部）、N. Nii-Trebi

（野口記念医学研究所、ガーナ）、佐多徹太郎（感染病理

部）、巽 正志] 

 

(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用標準パネルの作成 

 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が由来する 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、その感度測定を行な

ったところ、各種診断キットにより subtype/CRF により

検出感度が大きく異なることが判明した。今後更に未だ

樹立されていない subtype/CRF の感染性分子クローンを

構築し、抗原検出の標準パネルとして整備に努める。 

[坂本優子、竹川奈穂、巽 正志、水落利明（血液・安全

性研究部）] 

 

Ⅴ．HIVライフサイクルと宿主因子の研究 

1.  TNF/TNF レセプターファミリー分子、OX40L/OX40

の HIV-1感染に与える影響 

 HIV-1は宿主細胞上の CD4およびケモカインレセプタ

ー(CXCR4, CCR5)を主なレセプターとして感染し、また

増殖したウイルスは多くの宿主由来タンパク質をウイル

ス粒子に取り込み、宿主細胞から放出されることが知ら

れている。その結果、取り込まれたそれぞれの宿主タン

パク質がその後のウイルスの感染性に大きな影響を与え

ているということはこれまで数多く報告されている。

我々は、HIV-1 の主な宿主細胞であり、感染や病態に大

きく関わる CD4 陽性Ｔ細胞が OX40 や OX40 リガンド 

(OX40L)を発現していることや樹状細胞や単球が OX40L

を発現していることから、これらの分子が HIV-1感染に

何かしら影響を与えているものと考え、研究を開始した。

まず、感染効率への影響を Single round の系を用いて調

べるため、gag、pol、 env 遺伝子欠損 Luciferase レポー

ター遺伝子導入型 pseudotype HIV-1を 293T細胞で作製し

た。このとき、OX40 や OX40L 遺伝子も 293T 細胞に

co-transfectionし、産生されてくるウイルスにこれらの分

子が取り込まれてくるかを magnetic beads を用いた

Immunocapture assay で調べた。その結果これらの

Pseudotype HIV-1 は OX40、OX40L をエンベロープ上に

取り込むことがわかった。またこれらの取り込まれた分

子が機能的に働くかを調べるため、標的細胞として T細

胞株の Molt-4/CCR5を用いて感染実験を行った。あらか

じめ Molt-4/CCR5 に OX40 や OX40L を強制発現させ、

OX40や OX40Lを取り込んだ Pseudotype HIV-1を感染さ

せた。3-4日後 Luc assayを行ったところ、OX40または

OX40Lを取り込んだHIV-1は取り込んでいないものに比

べて明らかに感染を促進した。現在この感染が促進され

るメカニズムについて調べている。 

[高橋良明、田中勇悦（琉球大学）、村上努、駒野淳、田

中礼子（琉球大学）、山本直樹] 

 

2.  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 サンプルを見出した。解析の結果、このマウスモノク

ローナル抗体は一つの核膜タンパクを特異的に認識して

いることが明らかになった。このマウスモノクローナル

抗体がこの核膜タンパクと Vprの両方を認識できる事か

ら、これら 2つのタンパク間には共通な構造があること

が示唆された。この核膜タンパクと Vprの機能の類似性

についてはこれまでに報告がなく、Vpr の機能解明の糸

口として今後の解析が期待される。また Vprに対して特

異性を持つ抗体･抗血清については、これらを用いて患者
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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、岩谷靖雅、永田志保、杉浦 亙、

矢野竹男（オリエンタル酵母工業株式会社）] 

 

3.  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を用いた

プ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。今年度はさらに、HIV-1 Envタンパクのウイルス粒

子への取込みに関与すると報告のあったTIP47と相互作

用する宿主因子を同様の方法論で探索中である。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。 

[駒野 淳、篠田知宏、宮川 敬、吉川治孝・高橋信弘（東

京農工大学）、村上 努] 

 

4.  ミリストイル化非依存的なHIV-1 Gagのassemblyおよ

びvirus-like particle産生 

 Gagのミリストイル化がGagの細胞膜targetingそれに続

くGag集合・細胞表面への輸送・buddingに必須であると

考えられてきたが、その実験的検証は間接的であった。

我々はGagのミリストイル化シグナルを欠失させ、N末端

にいくつかの異なる膜タンパク質を融合させた。これら

を細胞に発現させ、共焦点顕微鏡による細胞内局在、電

顕による形態観察、培養上清中のVLPの有無、産生効率、

物理的性質を解析した。その結果、ミリストイル化はGag

の集合・細胞表面への輸送・VLP産生に関しては膜タン

パク質と交換可能であるが、VLP産生効率が低下するこ

とが判明した。ウイルスが進化の過程でミリストイル化

を選択した理由が単にVLP産生効率を上げるためなのか

今後の検討が必要と考えられた。 

[青木 徹、二橋悠子、清水佐紀、松田善衛、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（ウイルス曝露非感染モデル） 

 ウイルス曝露非感染サルモデルの重要性は次のように

まとめられる。人類の中には HIVに濃厚に曝露されるも

感染しないヒトが存在する。いわゆるウイルス曝露非感

染者である。彼らは理想的な抗 HIV免疫を獲得している

と考えられているため、特にその粘膜免疫の解析はワク

チン開発の重要課題となっている。しかしながら、症例

の発掘が困難であり、なおかつ粘膜面の解析にはサンプ

リング量・回数ともに制限が大きい。また、チャレンジ

実験が不可能なことから、その症例が真に抗 HIV免疫を

獲得しているのかという確認も不可能である。ウイルス

曝露非感染サルモデルはそれらの問題を解決し、HIV防

御免疫本態の詳細情報を提供すると考えられる。昨年度

確立したCell-associated virus経粘膜感染によるサル/エイ

ズモデルを用いてウイルス曝露非感染サルモデル開発に

着手した。まず、カニクイサル 9 頭について、50%感染

成立量(AID50)の 1/10 という低力価でのウイルス感染細

胞による頻回曝露実験を行った。これらのサルについて

10 倍の AID50 を有するウイルス感染細胞を攻撃接種す

ることにより、防御免疫が誘導されているかを現在確認

中である。 

[仲宗根正、兼清  優、吉野直人、山本直樹、網 康至(動

物管理室)] 

 

2.  ヒト PBMC 移植 NOD/SCID マウスを用いた in vivo

におけるマンノースバインディングレクチンの抗 HIV

活性の評価 

 現在、HIV/AIDSの感染及び病態進行においてケモカイ

ンやウイルス感染レセプターの解明により、HIV感染症

が自然免疫の強さと深く関わっていることが明らかとな

っており、それらの発現は血中のウイルス量のコントロ

ールと相関していることが示唆され、その重要性が明ら

かになりつつある。自然免疫における液性因子としてケ

モカインの他に動物レクチンがあり、血清中に認められ

る動物血清レクチンは、その性状や産生機構などの解析

が進められており、生物学的に感染症のコントロールに

寄与していることが示唆されている。その一つであるマ

ンノースバインディングレクチン（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感染防御能が確認できている。今回、生

体内でのMBLの作用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、動物レ
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クチンとして開発された組換えMBLの抗HIV活性を評価

した。各組換えMBLを用いて各々をマウスに単回投与し

た後、コピー数を測定することでウイルス感染時におけ

る防御反応を検討した。結果として、MBLはHIVの中和

抗体の受動免疫に比べて、感染を完全に阻止しないが、

明らかにウイルス増殖を抑制することを認めた。従って、

in vitroの中和実験の結果を加味すると、広範囲にin vivo

でも機能することが示唆された。 

[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・岸雄一郎・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.  ヒト胎児胸腺・肝臓移植マウスを用いた T リンパ球

のサブセットの解析と HIV-1感染 

 小動物を用いた HIV/AIDS モデル動物の開発において、

我々のグループではNOD/SCIDマウスにヒトPBMCや胎

児組織を移植することによりヒトでの HIV 感染を想定

したマウス HIV感染モデル系を作成し利用してきた。ヒ

ト PBMC 感染モデルで見られたこの動物モデルの特徴

は X4 野生型ウイルスの感染を再現できることであった

が、移植後ナイーブ細胞が消失していくため、初期免疫

反応を誘導するのが困難であった。しかし、今回行った

ヒト胎児胸腺・肝臓組織を移植した NOD/SCID-hu 

Thy/Liv マウスは、ヒト PBMC 移植モデルでは消失して

いく末梢ナイーブ T細胞の長期にわたる産生能が確認さ

れた。さらに、静注による X4ウイルス接種で HIV感染

が成立し、CD4+CD8+ DP胸腺細胞の減少や、ヒト PBMC

移植モデルマウスで見られた末梢 CD4+ T リンパ球の減

少と末梢ウイルスコピー数の増加といった HIV 感染時

に特徴的に起こる反応が見られ、特に移植胸腺細胞から

感染力価の高いウイルスが得られた。一方、R5ウイルス

接種でも感染が成立し、移植組織より末梢に産生された

ヒト細胞が生着したマウス脾臓細胞から感染力価の高い

ウイルスが分離された。この結果は X4 がナイーブ、R5

がメモリー細胞を標的とするトロピズムの異なる HIV

感染における病原性を再現していおり、HIV感染モデル

としての有用性が示唆された。 

[堀端重男、網 康至(動物管理室)、玉岡有告(済生会中央

病院)、山本直樹、本多三男] 

 

4.  マウスHIV感染モデルを用いた新規HIV感染症治療

薬剤の開発 

 RAG2 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、

我々が取り組んでいる新規抗 HIV 薬剤の in vivo におけ

る HIV増殖抑制効果について評価を行った。感染成立後

に開発中の薬剤で最も有望な化合物を投与した群、非ヌ

クレオシド系逆転写酵素阻害剤ネヴィラピンを投与した

群、そして薬の投与を行わなかった対象群の 3群につい

て 7 日、14 日の時点で血中ウイルス量の測定と CD4 陽

性細胞数の測定を行った。その結果我々の開発している

新薬はネヴィラピンと同等もしくはそれ以上の阻害活性

を呈することが確認された。 

[西澤雅子、武田 哲、三浦秀佳、厳 驊、藤野真之、村田

大悟、杉浦 亙、野村伸彦（富山化学工業株式会社綜合研

究所）] 

 

5.  NOGマウスを用いた HIV-1持続感染モデルの開発 

 最近開発された 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、ヒト

T 細胞を含めた各種リンパ球の発生も起こることから、

新しい HIV-1感染モデルとして期待される。本研究では、

移植後出現するヒト細胞の詳細な解析および HIV-1感染

後のウイルス動態の解析を行い、このマウスの HIV-1感

染モデルとしての有用性を検討した。6～10週齢の NOG

マウスに、1 x 104～1.2 x 105個の CD34陽性細胞を静注

した。移植後 2～7ヶ月のマウスから各臓器を回収し、発

生したヒト細胞の解析を行った。移植後 3ヶ月以降のマ

ウスについて、R5 HIV-1JRCSFおよび X4 SHIV-C2/1を 8

匹ずつ尾静脈より投与し、感染後 2ヶ月までのプラズマ

中のウイルスコピー数を測定した。造血幹細胞移植後、

ヒト B細胞の発生がまず見られ、4ヶ月以降にヒト T細

胞の顕著な増加がみとめられた。脾臓中には、ヒトリン

パ球に加えて、ヒト単球／マクロファージや樹状細胞が

観察された。HIV-1を投与した結果、R5および X4 HIV-1

両方に感染し、プラズマ中には高いウイルスコピー数が

検出された。この viremiaは投与後 40日以降も安定して

みられた。本研究により、ヒト造血幹細胞移植 NOG マ

ウスは、長期かつ安定に HIV-1に感染し、さらに一部の

マウスでは、特異的な抗 HIV抗体賛成が見られたことか

ら、有用な HIV-1の感染モデルになることが明らかとな

った。 

[渡辺 哲（東京医科歯科大学難治研）、寺嶋一夫（東京

医科歯科大学大学院）、太田信頼、堀端重男、伊藤 守（実

中研）、清水則夫（東京医科歯科大学難治研）、本多三男、

山本直樹] 
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6.  CCR5 tropic subtype C HIV-1の遺伝子を持つ新規

SHIVの作製 

 HIV-1に対する候補ワクチンを評価するためのマカク

ザルの感染実験には、SIV、或いはSIVとHIV-1のキメラ

ウイルス（SHIV）が広く用いられている。現在用いられ

ているSHIVはsubtype B HIV-1由来の遺伝子を持つもの

が殆どであり、他のsubtypeのHIV-1遺伝子を持つSHIVの

実用化が望まれている。そこで本実験では、アフリカの

ザンビア共和国に由来するCCR5 tropic subtype C HIV-1

の遺伝子を持つ新規SHIVを作製し、その性状をサルのリ

ンパ球を含む種々の培養細胞を用いて解析、マカクザル

の動物実験に有用と思われるものを選抜することを計画

した。まず、ウイルス10株より得られた17種のHIV-1分

子クローンをもとに、22種の組換えSHIVクローンを作製

した。これらの感染性を、R5、及びX4 HIVが感染・増殖

できるように改変したHeLa細胞（MAGIC-5A細胞）を用

いて調べた結果、13クローンが明瞭な感染性を示した。

現在、カニクイザルPBMCを用いて、ウイルスクローン

の増殖性の確認試験を行っている。 

[阪井弘治、巽 正志、山本直樹] 

 

Ⅶ．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 19年 3月末現在、DDBJの HIV遺伝

子 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、血漿ウイルス量、血漿ウイルス逆転

写酵素活性、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.  HIV-1 の宿主である CD4 陽性 T 細胞のアポトーシ

ス：OX40/OX40Lシステムの関与 

 TNFレセプターファミリー分子、OX40 (CD134)は主に

活性化 T 細胞上に発現し、そのリガンドである OX40L

の結合により、TRAF2 と TRAF5 を介して転写因子 NF-

κB を活性化し、細胞増殖や分化に働くことが知られて

いる。我々もまた、HIV-1 感染 T 細胞において OX40 か

らのシグナルが NF-κB を活性化し、その結果ウイルス

産生を促進させること、また OX40 からのシグナルによ

り HIV-1 感染 T 細胞が細胞死(アポトーシス)も引き起こ

すことをすでに報告している。一般に HIV-1 感染では、

宿主細胞内で産生されるウイルス由来タンパク質が細胞

死を誘導したり、ウイルスが細胞から放出される際に物

理的に細胞を破壊したり、また Fas/FasLや DR/TRAILや

TNF-RI/TNF が感染細胞に発現誘導され細胞死を引き起

こすといったことが報告されている。しかし、全 CD4

陽性 T細胞のうち HIV-1感染している T細胞は数パーセ

ント程度とも言われており、その T細胞数激減のメカニ

ズムについてはまだはっきりしていない。そこで、

OX40/OX40Lシステムによる細胞死がこれまでに報告さ

れているような HIV-1感染によるものか、それとも感染

していない細胞でも起こりうるものか調べることにした。

まず、ヒト OX40 発現ベクターを、エレクトロポレーシ

ョン法により様々な T細胞株、単球系細胞株、B細胞株

に導入し、安定に OX40 を発現する細胞株を樹立した。

続いてこれらの細胞株にパラフォルムアルデヒド固定し

たヒト OX40L発現マウス細胞株を加え、刺激培養した。

細胞の生存率はエオシン染色法と一部 Annexin 

V-FITC/PI 染色法により調べた。その結果、樹立したほ

とんどの T 細胞株で OX40 刺激により 24 時間以内に細

胞死が引き起こされた。このことから OX40 刺激による

T 細胞死は HIV-1 に感染していなくても起こりうること

がわかった。しかし OX40 は細胞死シグナルに重要な

Death Domainを細胞内領域に持たないことから、これま

で細胞死に関与するという報告はない。現在このアポト

ーシスのメカニズムについて調査中である。 

[高橋良明、田中勇悦・田中礼子（琉球大学）、山本直樹] 

 

3.  HIV-1 におけるヒト遺伝子転移  (human sequence 

transduction) 

 われわれは、HIV-1 CRF01_AE感染日本人症例に、逆
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転写酵素遺伝子のフィンガー領域への 33-ヌクレオチド

からなる遺伝子挿入による極めて特殊な高度多剤耐性株

を見出したが、この挿入変異がどのような機構で発生し

たか、またその起源は不明であった。この挿入配列の由

来を解明するために、全ヒトゲノム配列に対して相同性

（BLAST）検索を行った結果、ヒト 17 番染色体にほぼ

完全な相同配列が存在することを明らかにした。HIV-1

を含むレトロウイルスでは、染色体にプロウイルスとし

て組み込まれた場合、約 10%のプロウイルス転写産物は、

read-throughを起こし、HIV-1RNAとヒト遺伝子に由来す

るキメラの転写産物が生成する。このキメラの RNA ゲ

ノムと正常な HIV-1ゲノムが対合し、逆転写反応が起こ

った場合、両ゲノムの間で微小な相同配列を利用して鋳

型乗り換え（いわゆる microhomology-guided template 

switch）が起こり、HIV-1ゲノムにヒトゲノムに由来する

遺伝子配列が取り込まれたと考えられる。このような現

象の古典的な例は、宿主の増殖・細胞周期関連遺伝子の

取り込みによる腫瘍原性レトロウイルス（例：ラウス肉

腫ウイルス）の発生である。HIV-1 は、他のレトロウイ

ルスに比しても、より高い変異性 (mutagenicity)と組換え

能力 (recombinogenicity)をもち、さらに一日当り 109-10

に及ぶ高い増殖能力に加え、長期にわたる持続感染を引

き起こすことから、そのゲノム多様性は極めて高いレベ

ルにまで達し、薬剤耐性や免疫学的エスケープが容易に

起こりやすいなどなどの際立った性質のウイルス学的基

盤となっている。その可塑性が宿主遺伝子の取り込みに

まで及ぶことを示した始めての報告であると考えられる。 

[Alice Telesnitsky（ミシガン大学微生物）、武部 豊] 

 

4.  ポスト HAART 時代のエイズおよびエイズ関連感染

症克服のための創薬シーズ探索：HCVクローン JFH-1を

用いた感染・増殖アッセイに基づくスクリーニング法の

樹立とそれによる新規 HCV阻害剤の同定 

 多剤併用療法 (HAART)が導入されて以来、我が国を

含む先進工業国においては、エイズ死亡率が激減し、エ

イズ患者の予後の画期的な改善を見ている。しかし、

HAART によりエイズ患者の予後が大幅に改善された結

果、エイズに関連する HCVや EBVなどのウイルス感染

症による重篤な肝疾患や悪性リンパ腫による死亡率が高

まってきており、「ポスト HAART時代」の重要な医療課

題の一つとなりつつある。HCVや悪性リンパ腫に対する

治療の選択肢は限られており、安全で且つ有効性の高い

治療薬の開発が待ち望まれている。われわれは、中でも

重要性の高い HCV に注目し、脇田らによって樹立され

た感染性 HCV クローン (JFH-1)を用いた HCVの感染・

増殖アッセイ系を樹立・最適化した。HCVサブゲノムを

用いるレプリコン・アッセイでは不可能であったエント

リー、脱殻などの感染初期過程や、ウイルス粒子放出な

どの感染最後期過程に対する阻害剤の総合的探索が可能

となった。この系を用いて、低分子化合物ライブラリー

（分子量 300-500）をスクリーニングした結果、数種の

ヒット化合物を同定した。各化合物の抗 HCV 増殖阻害

効果の IC50は約 0.1-3 uM、CC50は数 10 uMであった。

興味深いことに、うち 2種の化合物は、replicon assayで

は抗ウイルス活性を示さず、また HCV E1/E2をエンベロ

ープにもつ peudovirionの感染を阻害することから、作用

点が感染初期段階にあることが推定された。化合物のい

くつかは、subgenomic replicon assay および psudovirio 

assayの結果から、エントリーあるいは感染最後期過程の

阻害剤である可能性が示唆される。現在、これら新規阻

害剤の作用機構の詳細とその構造活性相関に関する解析

が進行中である。 

[上西理恵、磯貝まや、納富香子、長谷彩希、廖 華南、

加藤佳代子、武部 豊、鈴木亮介・鈴木哲朗・脇田隆字

（ウイルス第二部）] 

 

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 18

年 6月 12日～7月 14日 第 4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） 

 現在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、HIV-1の蔓延状況の正確な把握が欠

かせない。このためには確固とした診断技術に基づいた

HIV-1感染診断が必須である。近年HIV-1の感染診断は従

来の感染の有無のみを判断する血清学的診断に加えて、

感染ウイルスの質、量を知ることができるPCR法に基づ

いた診断法が重視されるようになってきている。しかし、

現在感染の中心となっている第三世界では必ずしもこれ

らの診断技術が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、近年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含めた研修を行っている。平成18

年度にはケニア、モザンビーク、フィリピン、セーシェ

ル、ジンバブエ、パプア・ニューギニア、マラウィー、

エチオピア、ミヤンマー、フィジーの各国1名（計10名）
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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3つの小グループ制で行った。特に近い

将来核酸技術に基づいた診断方法の導入予定の国が多い

ことからも研修に対して研修生から高い評価を得た。 

[村上 努、仲宗根正、杉浦 亙、鈴木寿子、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、松田善衛、石川晃一、森 一泰、

駒野 淳、山本直樹、杉山和良(バイオセーフティ管理室)、

木村幹男(感染症情報センター)、菊池 嘉(国立国際医療

センター)、若杉なおみ(早稲田大学)、畢 秀瓊(国立国際

医療センター)、増田道明(獨協医科大学)、俣野哲朗（東

京大学医科学研究所）、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.  JICA ジェンダーの視点を取り入れた社会福祉政策

の視察研修 講師（平成 18年 8月 30日）[山本直樹] 

 

2.  JICA ナイジェリア HIV 感染予防対策研修コース

（北海道大学）講師（平成 18年 9月 1日）[杉浦 亙] 

 

3.  JICA ナイジェリア HIV 感染予防対策研修コース 

講師「日本の HIV/AIDS の現状と対策について」（平成

18年 9月 7日）[村上 努] 

 

4.  日本学術振興会 論博研究者受入（平成 18 年 9 月

25日～11月 18日）[杉浦 亙] 

 

5.  結核予防会 アジア地域エイズ専門家研修 講師

（平成 18年 10月 13日）[松田善衛] 

 

6.  JICA ミャンマー主要感染症対策プロジェクト、カ

ウンターパート研修、HIV/AIDS対策 講師（平成 18年

12月 7日）[巽 正志] 

 

7.  JICA カメルーン国社会問題省調査団視察 講師

（平成 19年 3月 15日）[山本直樹] 

 

研修業務 
Ⅰ．第 17回 HIV-1, HIV-2検査法（PCR法等）技術研修

会（平成 18年 10月 18日－20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、椎野禎一郎、草川 茂、石川晃一、

駒野 淳、鈴木寿子、西澤雅子、藤野真之、武田 哲、

山本直樹、今井光信(神奈川県衛生研究所)、嶋 貴子(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)、有吉紅也(長崎大学熱帯医学研

究所)] 

 

Ⅱ．その他 

1.  医師卒後臨床研修プログラム 講師「エイズの現状

と問題点」（平成 18年 12月 15日）[村上 努] 
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