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概 要 

 エイズ研究センターは、HIVの属するレトロウイルス

に起因する感染症を対象とし、その疾病制圧に向けた研

究を推進している。特に、世界三大感染症の一つである

HIV感染症の克服に結びつく研究の推進を主目的とし、

わが国のエイズ対策研究において中核的役割を果たして

きた。 

 1981年、米国でエイズ症例の最初の報告がなされて以

来、既に30年の歳月が流れている。この間の科学の進歩

はめざましく、抗HIV薬開発も進展したが、未だに世界

のHIV感染者数は3000万人を超え、毎年200万人近くの方

がエイズにより亡くなっていると推定されている。この

ように世界のHIV感染拡大は極めて深刻な状況にあるが、

国内に目を向けても、HIV感染者数増大は加速する傾向

にあり、憂慮すべき事態である。当センターは、このHIV

感染症の克服に向けたエイズ対策研究拠点として、総合

的な戦略研究を推進している。 

 HIV感染症対策としては、衛生行政・国民への啓発等

の社会的予防活動に加え、ワクチン、抗HIV薬を含めた

総合戦略が重要である。症状の潜伏期間の長いHIV感染

症では社会的予防活動のみによる封じ込めが困難である

ことから、グローバルなHIV感染拡大阻止の切り札とし

て予防ワクチン開発は鍵となる戦略である。一方、国内

のHIV感染症対策としては、上記のグローバルな視点で

の取り組みおよび国外の疫学情報収集に基づく国内への

感染拡大の抑制に加え、国内の社会的予防活動の強化お

よびHIV感染者の治療法の向上を中心とする総合的かつ

持続的な戦略が求められる。そこで当センターでは、「グ

ローバルなHIV感染拡大阻止に必要な予防エイズワクチ

ン開発」、「HIV感染者に対する治療法の向上」、「国

内の施策の基盤となる情報獲得」の３点を主目的とする

研究を推進している。 

 予防エイズワクチン開発を目的とする研究としては、

優れたエイズモデルを構築し、この系を用いてHIV持続

感染成立阻止に結びつく免疫機序の解明研究を展開する

とともに、エイズワクチン開発を進めている。特に、世

界有数の優れた細胞傷害性Tリンパ球誘導能を有するセ

ンダイウイルスベクターを用いたワクチンについては、

国際エイズワクチン推進構想を中心とする国際共同臨床

試験プロジェクトが進展中である。 

 HIV感染者の治療に関しては、国内の抗HIV薬治療患

者検体の解析により、薬剤耐性株の出現・伝播について

の調査を進め、臨床へのフィードバックを含め成果を得

てきた。これらの解析を継続・発展させるとともに、新

規治療薬開発に向けて、HIV複製・感染病態の分子生物

学的解析を進め、治療標的となる機序・因子の同定を推

進中である。 

 国内施策の基盤情報獲得に向けては、まず国内の診

断・検査技術の向上および精度管理に関して中心的役割

を果たしてきており、今後も精度の高い診断体制の確立

に貢献していく予定である。さらに、国内外の疫学的調

査研究を推進し、これまで特にアジア諸地域の疫学情報

を得てきた。また、当センターで構築した感染性分子ク

ローン樹立系は、各HIV株の増殖能等の解析のための基

本技術として有用である。一方、HIV流行地域であるア

フリカ・アジア等を対象とし、その診断検査技術向上を

目的として、国際協力機構の協力によるHIV感染診断技

術に関する国際研修を年一回開催している。厚生労働省、

文部科学省等の研究費による班研究等にも多数参加して

いる。 

 以上のように、エイズ研究センターは、研究の推進な

らびにその成果の国内外への発信・導入により、わが国

における HIV 感染拡大防止および HIV 感染者・エイズ

患者の QOL の向上、さらには世界の HIV 感染症の克服

に貢献することを目標としている。 

 なお、平成 22 年 3 月 31 日に前センター長の山本直樹

が退職後、4 月 1 日より 10 月 31 日まで佐多徹太郎感染

病理部長がエイズ研究センター長を併任し、平成 22 年

11月 1日より俣野哲朗がエイズ研究センター長に着任し

た。これまでのセンターの実績に基づく研究の推進に加

え、新たな研究システムを導入した研究体制の構築・発

展を進めている。平成 22 年 4 月 1 日に石川晃一主任研究
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官が休職より復職し、草川茂主任研究官と藤野真之研究

員が休職中である（平成 21 年 4 月 1 日より平成 24 年 3

月 31 日まで）。当センターの運営においては、渡邉治雄

所長、倉根一郎副所長、岡部信彦感染症情報センター長、

保富康宏医薬基盤研究所霊長類医科学研究センター長等

の方々の協力を得た。 

 

業 績 

調査・研究 

I．予防エイズワクチン開発に関する研究 

1．HIV 感染免疫動態に関する研究 

(1) 抗原特異的細胞傷害性 T リンパ球(CTL)のウイルス

複製制御能の解析 

 HIV 複製抑制に結びつく免疫機序の同定は、予防エイ

ズワクチンを初めとする新規予防・治療法の開発に重要

である。本研究では、HIV 複製抑制に結びつく抗原特異

的 CTL の同定に向け、各種抗原特異的 CTL のウイルス

複製抑制能の解析を進めることとした。これまでのサル

エイズモデルでのワクチン実験で獲得したサル免疫不全

ウイルス（SIV）複製制御サル群における SIV 各種抗原

特異的 CTL レベルと CD8 陽性細胞の SIV 複製抑制能の

相関の有無を検討し、Vif 抗原特異的 CTL レベルが SIV

複製抑制能と相関することを明らかにした。この結果は、

有効な CTL の標的抗原として、これまで示唆されてきた

Gag 抗原に加え、新たに Vif 抗原も有力候補であること

を示唆するものとして極めて重要であり、エイズワクチ

ン至適抗原選択のための基盤確立に結びつくことが期待

される。 

[岩本 南、石井 洋、高橋尚史、俣野哲朗] 

 

(2) ウイルス複製制御個体における CTL 反応の動的変化

の解析 

 HIV 複製制御維持に関与する CTL 反応動態の解明に

向け、我々がこれまでに樹立した SIV 複製制御維持群（ワ

クチンにより SIV複製制御に至るMHC-IハプロタイプA

共有サル群）における CTL 反応を解析した。このワクチ

ン接種サル群では、Gag206-216 および Gag241-249 エピ

トープ特異的CTLが野生型SIVの複製制御に中心的役割

を担っており、上記 CTL からの逃避変異を有する変異

SIV チャレンジを制御することができない。しかし、ワ

クチン接種後の野生型 SIV チャレンジを制御できたサル

の慢性期に変異 SIV をスーパーチャレンジしたところ感

染が防御された。これらのサルではより多様な SIV 抗原

を認識しうる広汎な CTL 反応が誘導され、培養細胞系で

変異SIVの複製抑制能力を有するCTLが誘導されること

が判明した。この広汎化機序の解明により、広汎な CTL

誘導法の開発に結びつくことが期待される。 

[岩本 南、俣野哲朗] 

 

(3) CTL 逃避変異の経時的変化の解析 

 CTL 逃避変異の解析は、宿主 CTL 反応とウイルス複

製との相互作用の理解に重要である。平成 22 年度には、

サルエイズモデルの SIV 感染慢性期の解析から、ある

Gagエピトープ特異的CTL逃避変異の置換という現象を

見出した。この結果は、CTL が逃避変異選択の後も間接

的にウイルス複製抑制に貢献しうることを示すものとし

て注目される。なお、この変異は Gag カプシド（CA）

蛋白Nドメインのアミノ酸置換を生じウイルス複製能の

低下に結びつくが、その N ドメインのアミノ酸と分子間

相互作用する CA 蛋白 C ドメインのあるアミノ酸の置換

により、その複製能が回復することが判明した。 

[稲垣奈都子(東京大学)、武内寛明(東京大学)、野村拓志、

中根 拓、山本浩之、梁 明秀、横山 勝(病原体ゲノム解

析研究センター)、佐藤裕徳(病原体ゲノム解析研究セン

ター)、成瀬妙子(東京医科歯科大学)、木村彰方(東京医

科歯科大学)、俣野哲朗] 

 

(4) 多様なエイズウイルス株の感染を制御する宿主応答

の解析 

 糖鎖欠失変異によって弱毒化した SIV を生ワクチンと

して用い、その感染制御における防御免疫の解析を行っ

た。チャレンジウイルスとしてサブタイプの異なる高病

原性の SIVsmE543-3 を用いた。11 頭すべてのワクチン感

作サルは、MHC の遺伝子型の多様性にもかかわらず初

期感染を制御した。そのうち 7 頭では感染防御が 80 週以

上維持された。しかしながら、4 頭では N 型糖鎖付加部

位の増加が認められる変異ウイルスが出現した。７頭の

感染防御群と４頭の非感染防御群の解析から、感染防御

群では、ワクチン接種前から慢性感染期を通して抗原非

存在下で IL-15 に応答して IFN-γ産生や CD107a を発現

するCD8+T細胞とNK細胞数の頻度が高いという結果が

得られた。CD8+細胞をエフェクターとした ex vivo virus 

inhibition assay でのウイルス増殖抑制は、IL-15 の添加に

より増強された。この増強は個体差に影響されるが、

CD8+T 細胞に対してだけではなく、NK 細胞に対しても

認められる結果となった。従って、生ワクチンによる感

染防御免疫獲得とその維持には、IL-15 応答性 CD8+細胞

（CD8+T 細胞、NK 細胞）が関与しており、その背景に

は宿主免疫の遺伝的素因が影響していることが示唆され

た。 
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[齋藤陽平、森 一泰] 

 

2．HIV 粘膜感染に関する研究 

(1) 霊長類 in situ 器官組織培養（直腸・膣・回腸パイエ

ル板等）システムの構築と個体レベルにおける粘膜感染

の実態解明に関する研究 

 既存の霊長類を用いた経膣感染モデルのように cell 

free virusのみを用いた経膣感染モデルを構築するのでは

なく、より実際の HIV 感染実態を反映した霊長類経膣感

染モデルを本邦において構築し、真の HIV 粘膜感染の実

態を明らかにすることを目的としている。これまでにサ

ル膣-子宮組織の形態学的な観察によって、内子宮口組織

がウイルス感染に重要な領域であるという結果を得てい

たが、本年度は以下の知見を得た。 

1) 中国産旧世界サルの性周期に伴って、ヒトと同様に

生理的内子宮口ヘルニアがおこることを初めて明ら

かにできた。 

2) 精液を中国産旧世界サルの膣内に導入すると、粘膜

直下に SIVmac239の標的細胞であるCD4+CCR5+T細

胞が誘導されることを明らかにできた。 

3) 中国産旧世界サル由来の精子は、SIVmac239 と直接

結合できることを明らかにした。 

[仲宗根正、高橋義博(新日本科学)、高宗暢暁(熊本大学)、

庄司省三(熊本大学)、三隅省吾(熊本大学)] 

 

(2) 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

に得られたウイルス曝露非感染サルモデルと思われる２

頭について頻回のウイルス低量曝露と攻撃曝露を再々度

繰り返したが、２頭で CD4 細胞数が保持された。すなわ

ち感染防御免疫あるいは発症予防免疫等が誘導されてい

る可能性を再確認した。この２頭のうち１頭は感染成立

が確認されるも、残りの１頭では非感染が完全には証明

できていない。すなわちウイルス曝露非感染サルモデル

の確立には至っていない。しかしながら、同様にその重

要性が認識されているウイルス感染長期未発症サル・モ

デルを得たと考えている。 

[仲宗根正、山本直樹(国立シンガポール大学)] 

 

3．ウイルスベクターを用いたエイズワクチン開発 

(1) センダイウイルスベクターワクチンに関する研究 

 我々が開発してきたセンダイウイルス（SeV）ベクタ

ーを用いた CTL 誘導エイズワクチンは、SIV 感染サルエ

イズモデルで初めて有効性を示した点で注目され、接種

者全員への効果は期待できないものの集団レベルでの

HIV 感染拡大抑制効果の期待のもと、国際エイズワクチ

ン推進構想（IAVI）を中心とする国際共同臨床試験プロ

ジェクトが進展中である。本研究では、このデリバリー

システムの最適化を目的とした研究を進めている。平成

22 年度には、サルモデルにて、SeV ベクターの接種経路

として従来から行ってきた経鼻接種に加えて筋肉内注射

（筋注）の検討を行い、筋注の場合、CTL 誘導は可能で

はあるが、抗 SeV 抗体存在下では CTL 誘導が妨げられ

ることを示した。一方、経鼻接種では抗 SeV 抗体存在下

でも CTL 誘導を認め、SeV ベクターワクチンの接種経路

として経鼻接種が有利であることを確認した。この結果

から、臨床応用の障壁の一つとして留意すべき抗ベクタ

ー抗体の問題については克服できると考えられた。 

[守屋智草(東京大学)、栗原京子、井上 誠(ディナベック

(株))、飯田章博(ディナベック(株))、原 裕人(ディナベ

ック(株))、朱 亜峰(ディナベック(株))、長谷川護(ディ

ナベック(株))、保富康宏(医薬基盤研究所)、俣野哲朗] 

 

(2) BCG ベクターワクチンに関する研究 

ア．HIV Env および Gag 発現組換え BCG 株のマウスで

の免疫誘導能評価 

 組換え BCG エイズワクチンによる HIV 特異的 CD8 陽

性 T 細胞誘導能を簡便かつ定量的にモニターできるアッ

セイ法として、HIV-1 Env (V3 領域)および Gag (p24 領域)

特異的 MHC ペンタマーアッセイ法(マウス H2d)を確立

した。この系で HIV Gag を高発現する BCG 株を評価し

たところ、抗酸菌に対する自然抵抗性を持たない Balb/c

マウスでは組換え BCG の一回の投与では、Gag 特異的ペ

ンタマー陽性細胞は検出できなかったが、同じ MHC 

class I と抗酸菌自然抵抗性を持つ DBA/2 マウスでは、投

与後２週で有意なペンタマー反応性細胞が検出できるこ

とがわかった。組換え BCG の細胞性免疫誘導能評価を

短期間でできる点で有用である。 
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一方、種々の抗酸菌由来シグナル配列に HIV-1 env 遺

伝子を繋ぎ、BCG で安定に発現できる系を探索したとこ

ろ、BCG 由来βラクタマーゼ遺伝子のシグナルに gp120

遺伝子を繋いだ場合に、最も安定に発現できることがわ

かった。この組換え BCG の免疫誘導能を Balb/c マウス

での細胞内サイトカイン染色法で調べたところ、単独の

投与では有意な Env 特異的インターフェロンγ産生細胞

が検出できなかったが、Env gp140 発現ワクシニア DIs

でブーストすることにより、産生細胞が検出され、組換

え BCG によるプライミング効果が確認できた。 

[堀端重男、横溝香里、森 一泰、松尾和浩] 

 

イ．SIV env および rev-tat-nef 遺伝子発現組換え BCG 株

の構築と、ワクシニア LC16m8∆とのプライムブーストワ

クチンの免疫誘導能評価 

 前年度に報告した、コドン至適化 SIV Gag 発現株に加

え、さらに広範な CTL エピトープに対する細胞性免疫誘

導を目指して、SIV env gp120, pol RT, 及び Rev-Tat-Nef

融合蛋白質遺伝子をそれぞれ発現する BCG 株の構築を

試みた。RT は発現レベルが低く実用的ではなかったが、

gp120 および Rev-Tat-Nef については著量発現する BCG

株が取得できた。この２種に加え、既に報告したコドン

至適化 SIV Gag 発現株の３種をカクテルにして（0.5 mg

ずつ）アカゲザル２頭に皮下接種し、同じ遺伝子を発現

するワクシニア ∆株（107 pfu）を１回ブーストし、

Gag および Rev-Tat-Nef 特異的な CD4+および CD8+T 細

胞の誘導を確認した。特に免疫群の１頭の CD8+細胞に、

非常に強い in vitro SIV suppression 活性が認められた。再

度ワクシニアでブースト後、SIVmac 251 の経粘膜チャレ

ンジを行う。 

[松尾和浩、横溝香里、堀端重男、森 一泰、五十嵐樹彦(京

都大学ウイルス研究所)、志田壽利(北海道大学遺伝子病

制御研究所)] 

 

4．粘膜免疫アジュバントに関する研究 

(1) キトサンデリバティブの粘膜免疫能に関する研究 

 これまでに各種キトサンおよびキチン関連物質のアジ

ュバント活性をマウスおよびカニクイサルの経鼻投与の

接種実験で解析してきた。その中でキトサン微粒子およ

びカチオンカキトサンの経鼻免疫アジュバントとしての

有効性結果を抗体産生能を指標に確認した。また、マウ

スおよびカニクイサルにおいて副作用等は認められてい

ない。ただし、その使用量は粘膜免疫アジュバントの陽

性コントロールに使用したコレラ毒素（CT）の 20 倍程

度が必要であることから、今後、アジュバントとしての

投与量の減量化が求められる。さらにキトサン関連物質

の細胞性免疫能の誘導能に関しても検討したい。 

[石川晃一、小林 丘、福島健司(大日精化工業(株))、滝

口泰之(千葉工業大学)] 

 

II．HIV 感染者の治療法に関する研究 

1．HIV 複製機序に関する研究 

(1) Rab蛋白質とそのエフェクター蛋白質のHIV-1複製に

おける機能解析 

 細胞内小胞輸送を担う蛋白質の一つであるRab蛋白質

に着目し、HIV-1複製における機能解析を進行中である。

今年度はRab11に焦点を絞り、HIV-1粒子形成における役

割について検討した。内在性Rab11恒常的ノックダウン

293T細胞にHIV-1分子クローンをトランスフェクトした

ところ、ウイルス蛋白質の発現やウイルス放出効率に大

きな影響は認められなかったが、産生されたウイルス粒

子の感染価の低下が認められた。一方、293T細胞とHeLa

細胞を用いてRab11のドミナントネガティブ変異体と恒

常活性型変異体を一過性に強制発現した場合においても、

ウイルス蛋白質の発現やウイルス放出効率に大きな影響

を与えることなしに発現させた変異体の用量依存的に産

生ウイルスの感染価の低下が観察された。以上の結果は、

Rab11が感染性HIV-1粒子形成に関与することが示唆し

ている。 

[竹村太地郎、呉 鴻規、川又美弥子、鶴岡幹大、村上 努] 

 

(2) HIV-1 複製におけるサイクロフィリン A の機能解析 

 HIV-1 複製における CypA の機能を解明することを目

的として、まず CypA 非依存的に増殖可能な変異 HIV-1

の分離と変異の同定を行った。NL4-3、CypA 非結合型

NL4-3 をサイクロスポリン A 存在／非存在下で Jurkat 細

胞に感染し継代培養を行った。ウイルス増殖が確認され

た感染細胞から抽出したウイルス DNA の Gag 領域の塩

基配列解析の結果、既報の CypA 結合部位と異なる領域

が CypA の機能に関与することが示唆された。現在、得

られた変異を NL4-3のバックボーンに戻して増殖能の解

析を行っている。さらに、異性化酵素活性欠失変異 CypA

を用いた機能解析も進行中である。異性化酵素活性を欠

失した変異体発現プラスミドを作製し、shRNA を用いて

内在性CypAをノックダウンした 293T細胞株にこれらの

変異体を強制発現させ、HIV-1 感染前期過程に及ぼす影

響を検討中である。 

[竹村太地郎、川又美弥子、村上 努] 

 

(3) T細胞におけるHIV-1抵抗性遺伝子のスクリーニング 
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 HIV-1 複製は多くの宿主—ウイルス相互作用のうえに

成立している。HIV-1 複製を制御する宿主因子の同定と

作用機序の解明はウイルス学・細胞生物学的観点からも

意義深い。我々はこれまでに T 細胞を用いた HIV-1 抵抗

性遺伝子の機能的スクリーニング系を樹立し、HIV-1 複

製制御メカニズムに関する解析を行ってきた。今回我々

はヒト末梢血由来単核球から得られた cDNA ライブラリ

ーの中からウイルス複製後期過程を標的とする新たな宿

主因子として ARHGDIB/LyGDI を同定した。複数のヒト

CD4陽性 T細胞株にARHGDIB/LyGDIを発現増強させる

と HIV-1 複 製 抵 抗 性 が 再 現 さ れ た 。 内 在 性 の

ARHGDIB/LyGDI 遺伝子発現を抑制すると HIV-1 複製の

効 率 が 増 大 し た 。 ウ イ ル ス 感 染 初 期 過 程 が

ARHGDIB/LyGDI により抑制され、そのメカニズムは

RhoA や Rac1 の機能が阻害されることによりウイルスレ

セプターの集合および膜融合の過程が障害されるためで

あることが示唆された。本遺伝子は過去に行われた大規

模な遺伝的スクリーニングで抗 HIV-1 活性を持つ遺伝子

として同定されていない。これは我々の T 細胞に根ざし

た実験系が他の実験系を補完できる優れた系である事を

示している。ARHGDIB/LyGDI による HIV-1 複製制御メ

カニズムの解明は宿主—ウイルス相互作用の理解を深め

るだけでなく新たな抗 HIV-1 戦略の開発にも役立つと期

待される。 

[駒野 淳、浦野恵美子、市川玲子、森川裕子(北里大学)、

山本直樹、渡部匡史(京都大学)、小柳義夫(京都大学)] 

 

２．HIV 感染病態に関する研究 

(1) 遺伝子発現プロファイル解析によるエイズウイルス

感染制御に関わる宿主遺伝子の探索 

 糖鎖修飾変異株∆5G は、野生株 SIVmac239 によるチャ

レンジ感染をほぼ完全に制御する防御免疫を誘導する。

そのワクチン効果は、ウイルスの多様性および変異性に

も対応することから、∆5G 感染モデルは HIV ワクチン開

発研究に必要な防御免疫の解明に重要な役割を果たすこ

とが期待される。本研究は、∆5G 感染により誘導される

宿主応答を解析し、SIV 感染防御に働く宿主応答を理解

することを目的とする。これまでの研究から、細胞性免

疫、液性免疫のいずれも感染防御との相関が見られなか

った。∆5G 感染により誘導される多様な SIV の感染を抑

制する宿主応答は、新たなウイルス感染制御の機序によ

る可能性が考えられる。そこでアカゲザル遺伝子発現プ

ロファイルの解析により、∆5G 感染ザル、チャレンジ感

染を制御したサルに特異的に発現が異なる遺伝子を同定

し、感染制御との関係を明らかにする。本年度は、末梢

単核球に発現する遺伝子発現の有用性、解析方法の検討

を行った。∆5G 感染、チャレンジ感染防御に伴って誘導

される遺伝子プロファイルの解析のために、未感染ザル、

ワクチン未接種ザルへの SIVmac239 感染を比較解析群

とした。HIV/SIV 感染の発症機構との関連が示唆される

感染による自然免疫系の活性化と関連して SIVmac239

感染に特異的な I 型インターフェロン誘導遺伝子群、ケ

モカイン遺伝子群、TLR 遺伝子群の発現の上昇、∆5G 感

染特異的な発現の相違が明らかとなった。∆5G 感染の慢

性期における非常に低レベルの感染と関連する免疫細胞

として Treg の役割が示唆された。さらにウイルス感染制

御に働く免疫細胞として NK 細胞の重要性が示唆する結

果が得られた。 

[佐藤洋隆、森 一泰] 

 

(2) エイズリンパ腫の病態解明と予防法開発に関する研

究 

 HIV-1 感染者やエイズ患者における死因の上位に位置

するエイズリンパ腫の約半数が EBV 陽性であるため、リ

ンパ腫の原因となるエプスタイン-バーウイルス(EBV)に

対して特異的な分子治療標的の同定は HIV 感染者の予

後を改善するために非常に重要である。潜伏感染細胞で

の EBV ゲノム維持にはウイルスタンパク質 EBNA1 が必

須である。我々は、EBV 陰性細胞への野生型 EBV 新規

感染における dominant-negative EBNA1(dnE1)の影響につ

いて解析した。dnE1 は新規野生型 EBV 感染に際し、悪

性形質に関与する主な EBV 遺伝子発現を阻害すること

が示唆された。一方、リンパ腫の病態形成には腫瘍細胞

が産生するサイトカインが大きな役割を持つ。EBV の感

染により、発現が誘導されるサイトカインの同定を試み

た。我々はＩ型感染様式で 5 つのサイトカイン IP-10、

IL-10、CCL3/4/22 が誘導されること、Ⅲ型潜伏感染様式

ではこれらに加えて IL-8/13、PDGF-AA、CCL5 が誘導さ

れることを明らかにした。これらは診断・予後マーカー

として利用価値が高いだけでなく、病態形成への寄与が

強く疑われ、治療標的としての潜在性も秘めている。

IP-10、CCL3/22 は EBV 感染が未知のメカニズムで発現

誘導する新しい学術的知見である。以上の研究はエイズ

リンパ腫の病態形成を理解し、その治療・予防法の基盤

を提供するものとして期待される。 

[駒野 淳、刈屋祐美、宮内浩典、浦野恵美子、浜武牧子、

吉山裕規(北海道大学)、清水則夫(東京医科歯科大学)] 

 

(3) 抗 HIV-1 療法中の CTL 反応の解析 

 抗 HIV 薬多剤併用療法（HAART）により HIV 感染者
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の体内ウイルス量は低下するが、CTL 反応もこのウイル

ス複製抑制に関与している。本研究では、体内抗原量の

低下を伴うHAARTのHIV特異的CTL反応への影響を、

サルエイズモデルにて解析した。SIV 感染サルにおいて

抗 HIV 薬投薬システムを導入し、3 ヶ月間の HAART を

行って HAART 開始後の体内ウイルス量の低下および

HAART 終了後の体内ウイルス量の上昇（ウイルス血症

再出現）を確認した。また、SIV 特異的 CTL レベルにつ

いても、HAART 開始後の低下ならびに HAART 終了後の

上昇を確認した。各抗原特異的 CTL 反応の解析では、

HAART 前後で CTL 反応の優位性のパターンに特に変化

を認めなかった。 

[高原悠佑、中村 碧、松岡佐織、三浦智行(京都大学)、

五十嵐樹彦(京都大学)、俣野哲朗] 

 

3．薬剤耐性に関する研究 

(1) 抗 HIV-1 療法中の 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。

解析を行った検体は平成 23 年 3 月の時点で累積 8624 検

体に達している。尚、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、我々のところで実施する検

体は、精査目的、経済的理由、そして疫学調査を目的と

したものに限られるようになった。このため平成 18 年度

以降の解析検体数は保険収載前と比較して大幅に減尐し

た。cART の進歩により薬剤耐性獲得の為に治療に失敗

する症例数が減尐し、送付される検体の多くは初診時も

しくは治療開始時のものが多くなった。また本年度から

は薬剤耐性検査に加えて HIV のケモカインレセプター

指向性を評価するために gp120 C2V3 領域の配列解析を

開始した。 

[杉浦 亙、宮崎菜穂子、鈴木寿子、西澤雅子、服部純子(名

古屋医療センター)、岩谷靖雅(名古屋医療センター)、正

岡崇志(名古屋医療センター)] 

 

(2) 高感度薬剤耐性検査法を用いた微尐集族薬剤耐性

HIV 検出の試み 

ア．高感度薬剤耐性検査法を用いた新規未治療患者にお

ける微尐集族薬剤耐性 HIV 検出の試み 

定量 PCR を応用した高感度薬剤耐性検査法(高感度法)

で新規未治療 HIV/AIDS 症例中の微尐集族薬剤耐性変異

の検出を試みた。逆転写酵素阻害剤耐性変異の M41L、

K65R、K70R、K103N、Y181C、M184V、T215Y/F の 8

変異（CRF01_AE では K65R を除く 7 変異）を解析対象

とした。（独）名古屋医療センターで 2008 年～2009 年に

かけて薬剤耐性検査を行った 184 例（サブタイプ B：174

例、CRF01_AE：10 例）について高感度法による微尐集

族薬剤耐性変異の検出を試みた。2008 年の新規未治療サ

ブタイプ B 患者検体 82 例からは通常法で T215Y 2 個、

K219R 1 個、K219Q 1 個が検出され、薬剤耐性変異の検

出率は 4.9%だった。この検体を高感度法で検査した結果、

M41L が 1 個、K65R が 2 個、K70R が 1 個、M184V が 1

個の計 5 つの薬剤耐性変異が微尐集族薬剤耐性変異とし

て新たに検出された。2009 年新規未治療サブタイプ B 患

者検体 92 例からは通常法で K103N が 1 個、T215S が 2

個、T215Lが 3個検出され、薬剤耐性変異の検出率は 6.5%

だった。同じ検体を高感度法で解析した結果 K65R が 1

個、K70R が 1 個新たに検出された。2008 年新規未治療

CRF01_AE 患者検体 5 例から 3 個の M41L が微尐集族薬

剤耐性変異として検出された。2009 年の新規未治療

CRF01_AE 患者検体からは通常法でも高感度法でも薬剤

耐性変異は検出されなかった。薬剤耐性変異の検出頻度

は通常法の結果に高感度法を合わせると、2008 年サブタ

イプ B では 4.9%から 11.0%に、2009 年サブタイプ B で

は 6.5%から 8.7%に上昇した。K103N や K65R は、抗 HIV

治療に多く用いられる Efavirenz や Tenofovir に対して高

い耐性を与える変異であり、効果的な治療を行う上で抗

HIV治療開始前に微尐集族薬剤耐性HIVを解析する事は

重要と思われる。 

[西澤雅子、服部純子(名古屋医療センター)、Jeffrey 

Johnson(米国疾病対策局)、Walid Heneine(米国疾病対策

局)、杉浦 亙] 

 

イ．高感度薬剤耐性 HIV 検出法を用いた微尐集族薬剤耐

性 HIV の動態と HAART 治療効果との相関についての研

究 

長期間に渡って薬剤治療を受け、多剤耐性に陥った

HIV/AIDS 症例のサンプル中に微尐集族として存在する

薬剤耐性変異を高感度法によって解析した。長期間（5

年以上）に渡って HAART を受け、治療途中で薬剤変更

と薬剤耐性変異のパターンに変化が見られた症例を検査

対象として 10 症例選択し、その中から１.採血ポイント

が 20 点以上、２.各採血ポイントの間隔が半年以内、３.

治療途中で薬剤の変更が 1 回以上ある。の条件を満たし

た 3 症例を選択し、微尐集族薬剤耐性変異の検出・経時

的変化について解析した。その結果 3 症例中 2 症例から

微尐集族として存在する薬剤耐性変異を高感度法によっ

て検出した。1 例は抗 HIV 治療途中で Efavirenz を含む

HAART が失敗した症例で、Efavirenz 投与開始後すみや
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かに K103N が従来法で検出されるようになった。高感度

法による解析の結果、Efavirenz の投与を開始する約 1 年

前に K103N が微尐集族として既に患者血中に存在して

いた事が明らかになった。別の 1例ではHAARTの抗HIV

薬変更後速やかに T215I が従来法で検出されるようにな

ったが、高感度法による解析から従来法で検出されるよ

り約 1 年前から T215I が微尐集族として患者血中に既に

存在していた事が示された。高感度法によって得られた

T215I amplicon のシーケンス解析によって、従来法で検

出されるよりも 1 年前から微尐集族として存在していた

T215I は、その時点の従来法で検出された T215I の無い

シーケンス配列よりも、1 年後に従来法で検出された

T215I をもつシーケンス配列と近縁であることが明らか

になった。これは患者血中には従来法では検出できない

微尐集族薬剤耐性変異が既に存在し、薬剤変更によって

その微尐な耐性変異が主要な集族として増加して薬剤耐

性を示す可能性を示している。これらの結果から、高感

度法による微尐集族薬剤耐性変異解析を行う事でより効

果的な ART を選択できる可能性があると考えられる。 

[西澤雅子、 Jeffrey Johnson(米国疾病対策局)、Walid 

Heneine(米国疾病対策局)、杉浦 亙] 

 

(3) ラルテグラビル耐性クローンに対するMAGIC５細胞

を用いた薬剤感受性試験 

 HIV 多剤耐性患者症例, HXB2 野生株のインテグラー

ゼ遺伝子に、インテグラーゼ阻害剤ラルテグラビル

(RAL) に対する耐性変異（148K,148R,148H,155H）を導

入し、耐性クローンを作成した。これらの耐性クローン

を用いて RAL に対する薬剤感受性試験を MAGIC5 細胞

による X-gal 染色により行なった。逆転写酵素阻害剤(Ａ

ＺＴ、ＥＦＶ)に対する薬剤感受性試験も行ない比較検討

した。その結果、ＡＺＴ、ＥＦＶでは多剤耐性患者症例, 

HXB2 の野生株と耐性クローン間では薬剤感受性に差が

認められなかった。しかし RAL では耐性クローンの薬剤

感受性が低下し野生株に比べて耐性レベルが上がってい

ることが認められた。 

[鈴木寿子、西澤雅子、杉浦 亙] 

 

4．新規治療法開発に関する研究 

(1) HIV-1 感染症治療薬の開発に関する研究 

 HIV-1 感染症の治療薬は薬剤耐性ウイルスの発生や長

期服薬毒性等の問題があるため、新たな薬剤の開発が望

まれている。HIV-1 が持つ酵素の中で阻害剤が開発され

ていない唯一の酵素活性として、逆転写酵素に内在する

RNaseH 活性がある。我々は HIV-1 の逆転写酵素が持つ

RNase H 活性を特異的に阻害する小分子化合物の開発を

試み 5-Nitro-furan-2-carboxylic acid carbamoylmethyl ester 

(NACME) 誘導体を同定した。我々は NACME 誘導体を

系統的に合成し酵素と化合物の相互作用に関する理解を

深めるとともに、より RNase H 活性を強く阻害する誘導

体の合成を進めている。一方、HIV-1 が持つ非酵素の中

でGagを標的とする阻害剤は未だに実用化されていない。

我々はGagの重合を阻害する活性を持つ小分子化合物を

スクリーニングし、 (2-(benzothiazol-2-ylmethylthio)-4- 

methylpyrimidine, BMMP が CA を分子標的とする抗ウイ

ルス活性を有することを明らかにした。BMMP は HIV-1

の細胞内侵入を特異的に阻害し逆転写過程を阻害するこ

とから、この化合物は premature disassembly を誘導する

事により抗ウイルス効果を発揮する事が示唆された。

RNase H 阻害剤や Gag 阻害剤は既存の抗レトロウイルス

薬が標的としないため、これらは次世代抗エイズ薬とし

て貢献することが期待される。また、既に臨床応用され

ているインテグラーゼ阻害剤ラルテグラビルは大きな成

果を上げているが、薬剤耐性ウイルスが出現しているこ

とから、ラルテグラビル耐性ウイルスにも効果を持つイ

ンテグラーゼ阻害剤の開発が求められている。我々はペ

プチドライブラリーからこのような活性を持つ誘導体を

２種類同定した。これらを非ペプチド化すれば、薬剤耐

性ウイルスにも有効な新たなインテグラーゼ阻害剤を開

発する事が可能と期待される。 

[駒野 淳、浦野恵美子、市川玲子、柳田浩志(千葉大学)、

松元輝礁(千葉大学)、星野忠次(千葉大学)、森川裕子(北

里大学)、玉村宏和(東京医科歯科大学)] 

 

(2) 経口投与可能な CXCR4 阻害剤の研究・開発 

 私達は、新規 CXCR4 アンタゴニスト KRH-3955 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。平成 22

年度は、RH-3955 と KRH-3148（対照薬剤として、

AMD3100 と AMD070）を用いた PM1/CCR5-NL4-3 の感

染系による薬剤耐性誘導実験（耐性誘導約２年）で得ら

れた感染細胞から DNA を抽出し、HIV-1Env 領域全体を

PCR 法にて増幅し、この領域に蓄積された変異を解析し

た。得られた耐性 HIV-1 株の Env 領域中の V3, V4 領域

に共通した変異が認められた。また、いずれの CXCR4

阻害剤から誘導された耐性 HIV-1 由来 Env 組換え株もす

べての CXCR4 阻害剤に対して同時に耐性を獲得してい

た。 

[竹村太地郎、川又美弥子、熊倉 成((株)クレハ)、山崎 徹

((株)クレハ)、前田洋助(熊本大学)、山本直樹(国立シン
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ガポール大学)、村上 努] 

 

(3) HIV-1 マトリックスタンパク質（MA）部分ペプチド

細胞内導入によるウイルス複製制御に関する研究 

 HIV-1Gag 蛋白質の構成成分である MA の部分ペプチ

ドに細胞膜透過性を付与して細胞内に導入することによ

り、ウイルス蛋白質同士やウイルス蛋白質と宿主因子の

相互作用に影響を与え、その結果 HIV-1 の複製を阻害で

きるか否かを検討中である。HIV-1NL4-3 の MA 全長の

132 アミノ酸について、５残基ずつオーバーラップさせ

ながら 15 残基の部分ペプチドライブラリーを設計し、細

胞膜透過性を付与するため、膜透過性配列であるオクタ

アルギニン配列を各ペプチドの C 末端に付加した。計 26

種の部分ペプチドライブラリーについて細胞毒性試験と

抗 HIV-1（X4HIV-1 と R5HIV-1 の両方）活性試験を行っ

た結果、micro M のオーダーで HIV-1 複製を顕著に阻害

する部分ペプチドを見出した。興味深いことにこれらの

部分ペプチドは MA の多量体化に関与する領域と推定さ

れている。現在、ウイルス複製阻害の詳細な作用機序を

解析中である。 

[川又美弥子、小森谷真央(東京医科歯科大学)、野村 渉

(東京医科歯科大学)、鳴海哲夫(東京医科歯科大学)、玉

村啓和(東京医科歯科大学)、村上 努] 

 

(4) 糖鎖修飾中空糸による HIV 除去に関する研究 

 NEDO「糖鎖機能活用技術開発」プロジェクトのテー

マの一つである「糖鎖機能分子利用病原体・毒素除去装

置の開発」において(株)DICとの共同研究で糖鎖を固定化

した中空糸によるHIV-1の除去方法の可否を検討した。

その結果、弱いながらHIV-1との相互作用が報告されて

いるGM3、Gb3を固定化した中空糸ではHIV-1をほとんど

除去できないことが明らかになった。しかしながら、糖

鎖固定化の基盤として使用したアクリル酸グラフト中空

糸や硫酸多糖を固定化した中空糸を使用するとウイルス

はあまり除去されないが、処理したウイルスの感染能が

顕著に減尐することを見出した。今後はその作用機序に

ついて検討を予定している 

[江原 岳((株)DIC)、川又美弥子、三浦 博((株)DIC)、

村上 努] 

 

(5) レンチウイルスベクターの改良に関する研究 

 レトロウイルスGagタンパク質のN末端ミリストイル

化は Gag の細胞膜 targeting・Gag 集合・細胞表面への輸

送・budding・感染初期過程に重要な機能を持つ。我々は

Gag 本来のミリストイル化シグナルを異種のタンパク質

の細胞膜輸送シグナルに改変しても Gag機能が維持され

ることを明らかにした。これをもとに産生効率が従来よ

り約１０倍に増大した改良型レンチウイルスベクターを

開発した。また、N 末端に外来タンパク質を融合させて、

偽ウイルス粒子内に取り込ませ、標的細胞に外来タンパ

ク質を送達する新規タンパク質輸送システムを開発した。

レンチウイルスベクターはヒト遺伝子治療に今後広く使

用されることが期待される。ウイルスベクターの工業的

産生に際し、ウイルスベクターの産生量を増大させる本

技術は、治療にかかる費用と時間を大幅に減らすために

大きく役立つと期待される。また、偽ウイルス粒子によ

るタンパク質送達は細胞のゲノムを障害することがない

ため、安全な iPS 細胞の導出や細胞分化誘導への応用が

期待される。 

[駒野 淳、青木 徹、宮内浩典、浦野恵美子、市川玲子、

二橋悠子、濱武牧子、清水佐紀、村上 努、山本直樹] 

 

(6) iPS 細胞を用いた新規治療法開発の試み 

ア．ヒト腎上皮細胞からの iPS 細胞の作製とその解析 

 エイズの遺伝子治療において、患者より採取した HIV

標的細胞の前駆幹細胞に HIV 抵抗性を付与し患者体内

に戻す方法は、HIV 非感染幹細胞の量的確保等の技術的

な困難に直面している。ところが、2007 年に京都大学の

山中らによってヒト体細胞からの人工多能性幹細胞

(Induced Pluripotent Stem Cells, iPS 細胞)の作製法が開発

されたことにより、患者の HIV 非感染体細胞を初期化し、

遺伝子操作した幹細胞を大量調製できる可能性が開けて

きた。 

 本研究では、iPS 細胞作製技術の確立と併せてその遺

伝子操作法を開発するために、まず、ヒト腎上皮初代培

養細胞からの iPS 細胞樹立を試みた。その結果、形態的

にヒト皮膚線維芽細胞由来の iPS 細胞に酷似した複数の

細胞株の樹立に成功した。それらの細胞株はアルカリホ

スファターゼ染色陽性であること、免疫蛍光染色により

未分化細胞特異的抗原が検出できること、免疫不全マウ

スを用いたテラトーマ形成実験により in vivoでの３胚葉

への分化能が、培養細胞で in vitro での分化能が確認され、

多能性を有する iPS 細胞であることが証明できた。更に、

RT-PCR による未分化細胞特異的遺伝子の発現解析によ

り、皮膚線維芽細胞由来の iPS 細胞とは異なる発現パタ

ーンが確認された。 

[阪井弘治、武田 哲、網 康至(動物管理室)、須﨑百合子

(動物管理室)、山本直樹(国立シンガポール大学)、梁 明

秀(横浜市立大学)、松村隆紀(首都大学東京)、宮本寛治

(首都大学東京)] 
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イ．HIV-1 抵抗性遺伝子を導入した iPS 細胞の樹立 

 iPS 細胞はその名の通り、多能性を持っており免疫系

の細胞へも分化が可能である。HIV 感染の治療には免疫

系の再構築が重要であるが、現行の HAART ではこれを

期待することは難しい。そのため、HIV 感染者・エイズ

患者の HIV 非感染の自己組織より iPS 細胞を樹立する。

つぎに、iPS 細胞の遺伝子を改変、あるいは新規遺伝子

を導入することで HIV に対する抵抗性を付与し、感染

者・患者に自家移植することを最終目的として実験を開

始した。今回は変異型 APOBEC3G 遺伝子の導入をウイ

ルスベクターを用いて行った。薬剤選択の後、RNA およ

びタンパクを回収し、RT-PCR およびシークエンス、

Western blot により実際に APOBEC3G の変異型を発現す

る iPS 細胞を樹立することができた。今後、HIV-1 が感

染する細胞へと in vitro で分化させ感染実験を行う予定

である。 

[武田 哲、山本直樹(国立シンガポール大学)] 

 

III．国内のエイズ対策等の施策基盤構築に関する研究 

1．国内外の HIV-1 流行の疫学的研究 

(1) わが国およびアジア地域における同性愛者  (MSM)

間の HIV-1 流行の分子疫学に関する調査分析とその国際

比較 

 わが国のHIV新規感染者の約 70%が同性間性接触によ

る。世界および近隣のアジア諸国における MSM 新興・

再興流行の急速な拡大の大きな流れの中にあると考えら

れる。わが国では、80 年代はじめ、欧米の MSM 流行が

波及し、その結果、流入した欧米型パンデミック B 株に

よる強力なファウンダー効果により、現在なお欧米型サ

ブタイプ B の圧倒的な優位(>95%)が維持されている。こ

のような特徴は、アジアの先進工業国である韓国にも典

型的に見られる。一方、アジアの開発途上国の多くでは、

地域の流行に大きな影響を受けている。タイでは

CRF01_AE が 75%以上を占める。また、台湾、シンガポ

ールなどでは、サブタイプ B が依然優位を占めるが

CRF01_AE の割合が 20%あるいはそれ以上に達している。

特に中国では、サブタイプ B に換わって CRF01_AE の拡

大が急速に進行しつつある（地域によっては、その割合

が 50%以上に達している）。 

[武部 豊] 

 

(2) 中国における HIV-1 流行株の遺伝子型分布 

 2010 年の UNGASS (国連総会) カントリー・リポート 

(2008-2009 年) においても指摘されているように、中国

においては、地域毎に流行拡大の速度、感染経路に関し

て極めて大きな多様性がある。それを反映し、流行株の

遺伝子型分布に関しても顕著な地域差が見られる。中国

全体では、CRF07_BC, CRF08_BC, B', CRF01_AE の 4 種

が主要な流行株である。大まかにみて、前２者が注射薬

物乱用者  (IDU), B'がプラズマ供血経験者  (Former 

plasma donors, FPDs) 、 CRF01_AE が異性間感染者 

(heterosexuals)に分布する主要なウイルスで、地域的には、

それぞれ中国北西部  (Xinjiang), 南東部  (Yunnan, 

Guangxi, Guangdong), 内陸部 (Henan, Hubei など), 中国

沿海部に分布する。しかしこのような傾向は、流行の経

過と共に急速に変化しつつある。 

[武部 豊、He Xiang(中国 CDC)、Shao Yinming(中国

CDC)] 

 

(3) 中国におけるHIV-1サブタイプB' 株によるプラズマ

供血経験者 (FPD)間の流行とその一般集団への播種に

関する分子疫学研究 

 90 年代初めから中頃にかけて、河南省を中心とする中

国内陸部において、不法買血 illegal plasma collection によ

りプラズマ供血経験者 (Former plasma donors, FPDs) の

間に、数 10 万人に及ぶ大規模な感染爆発が起った。これ

は、HIV-1 サブタイプ B'（サブタイプ B のタイ型ヴァリ

アント）によるものであるが、われわれの分子疫学的解

析により、FPD 間のウイルスが、先行する東南アジア地

域の注射薬物乱用者 (IDU)に由来し、強力なファウンダ

ー効果を示す特別なサブクラスター（B'FPD と命名）を

形成することが明らかとなった。さらに、この地域でみ

られる異性間性接触による感染者の多くに見出されるサ

ブタイプ B'株も同一のクラスターに属することから、流

行が一般集団に急速に移行しつつあることが強く示唆さ

れる。 

[武部 豊、Li Yue(武漢ウイルス学研究所)、Yang Rongge 

(武漢ウイルス学研究所)、Han Xiaoxu(中国医科大学エイ

ズ研究センター)、Shang Hong(中国医科大学エイズ研究

センター)、He Xiang(中国 CDC)、Shao Yinming(中国

CDC)] 

 

(4) アフリカ地域における HIV/AIDS の疫学的、臨床学

的解析 

 ガーナにおける HIV 感染者の ART(抗ウイルス療法）

治療効果と薬剤耐性、蔓延 HIV 株と病態との関連、HIV

サブタイプの解析および他の感染症の蔓延状況の調査結

果等を解析している。ガーナ中央部に位置するコフォル

ディアおよび北部に位置するタマレにある州立病院を拠
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点に採血を行い、述べ 1000 人以上より血液材料を採取し、

血清ウイルス量、CD4 値、遺伝子解析による薬剤耐性遺

伝子変異および HIV サブタイプの同定を行っている。こ

れまで得られている結果としてはART治療者の 8割以上

はウイルス量が制御されており良好な治療効果がみられ

る。しかしながら一部の患者感染者には薬剤耐性変異が

見られると供にウイルス量が高値を示すものも検出され

ている。また HIV 感染者の中に 10 数パーセントの B 型

肝炎ウイルス感染者が存在することも明らかになり、さ

らに梅毒の感染者も多数検出された。今後ガーナにおい

ても第 2 世代の ART(プロテアーゼインヒビター等)の導

入も予定されているが、薬剤耐性遺伝子解析はまだ十分

に行われておらず、さらには他の感染症との混合感染の

問題もあり治療指針等の見直しも必要になると思おわれ

る。今後さらに詳細にデータを検討し、ガーナにおける

HIV 感染者およびエイズ患者の QOL 向上にサポートを

していきたいと考えている。 

[石川晃一、杉浦 亙、伊部史朗(名古屋医療センター)、

感染症研究国際ネットワーク推進プログラム、ガーナ野

口記念医学研究所] 

 

(5) 新規 HIV/AIDS 診断患者における変異の解析 

 多剤併用療法（combination antiretroviral therapy: cART）

が普及した今日、HIV に新たに感染し、未治療にもかか

わらず既に薬剤耐性変異を獲得している症例が世界各国

で報告されており、その頻度は先進諸国で 10-15％とい

われている。我々は日本における薬剤耐性 HIV の伝播の

動向を明らかにするために 2003 年より全国の治療拠点

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ている。薬剤耐性検査で

はプロテアーゼ、逆転写酵素、インテグラーゼ領域を、

サブタイピングでは 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：273 例、

04 年：306 例、05 年：429 例、06 年：457 例、07 年：482

例、08 年：626 例、09 年：635 例、10 年：622 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。薬

剤耐性症例の頻度は 03 年：5.9％、04 年：5.4%、05 年：

8.0%、06 年：7.0%、07 年：9.9％、08 年：8.3％、09 年：

8.5%、10 年：12.5%であった。このように検出される耐

性変異保有症例の頻度は年々増加している。また、逆転

写酵素阻害剤耐性変異 T215X、K103N、プロテアーゼ阻

害剤耐性変異 M46I/L は毎年必ず一定の頻度で検出され

ており、これらの変異を有する HIV 株は既に流行株とな

っていることが危惧される。 

[杉浦 亙、鈴木寿子、西澤雅子、服部純子(名古屋医療セ

ンター)、岩谷靖雅(名古屋医療センター)、松田昌和(三

菱化学メディエンス(株))] 

 

2．検査・研究技術の開発・確立に関する研究 

(1) 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 

 著しい多様性を示す HIV-1/2 において分離ウイルスか

ら迅速に感染性分子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-1/2 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分子クローンを

樹立することが可能になった。本年度はこの方法論を本

邦で分離された HIV-2 ウイルスに応用して感染性分子ク

ローンを樹立した。 

[巽 正志] 

ア．In-Fusion 酵素による One-Step HIV-1 Cloning Strategy 

の樹立 

 当室では現在まで HIV-1 ゲノムを上流、下流に区分し

One Cut 制限酵素サイトを含む Primer で増幅した後繋ぎ

合わせる Half & Half 戦略による「HIV Trapping System」

を用いて感染性分子クローンを樹立していたが、この戦

略は One –Cut 制限酵素を見出す過程で難儀する検体も

希ながら存在する。汎用性のある樹立法を確立するため

制限酵素による繋ぎ合わせを必要としない方法論として

Vaccinia Virus 由来の相同組換え酵素を用いた In-Fusion 

Cloning 系の感染性分子クローン作成への応用を一昨年

度から試みている。この酵素は Vector と組込む Insert に

15 塩基の相同性を認識して末端同士を結合する。

HIV-1/2 の PBS 領域と 3’LTR の PolyA Signal 下流領域の

塩基配列は多くの HIV-1 Group M 及び HIV-2 Group A/B

で保存されている。これらの特徴を利用して作成したい

HIV-1/2 の subtype/CRF が判明すれば、現在まで作成した

感染性分子クローンから同じ subtype/CRF のクローンを

選別し、Vector 側を pMT1/pMT4 の Not I サイト側を含む

Primer と PBS 側で 5’LTR を含む Vector 片を用意し、標

的の HIV-1/2プロウイルスを 15塩基配列が重複した PBS

領域配列と PolyA 下流領域と Vector Not I サイト領域を

含んだ Primer Set で増幅し、両者を相同組換え酵素存在

下で反応させる事で全長 HIV-1/2 クローンを樹立する方

法論である。一昨年度はその樹立効率は実用にはまだ低

かったが、昨年度は Primer 設計の改善と組換え酵素の安

定性が向上したことにより樹立効率が向上した。本年度
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はさらに HIV-1 での Primer 設計などの実験条件を精査し、

ほぼ高効率に HIV-1 では感染性分子クローンを迅速に樹

立することが可能になった。今後は HIV-2/SIV にも応用

を目指す。 

[巽 正志] 

 

イ．邦人感染者由来薬剤耐性ウイルス subtype B 感染性

分子クローンの樹立と解析 

 当室ではこれまで本邦で流行している主要なウイルス

株である HIV-1 subtype B と CRF01_AE 組換体の Naïve ウ

イルス由来感染性分子クローンの標準株を整備した。本

年度は様々な薬剤耐性プロファイルを呈する耐性ウイル

スの感染性分子クローンを整備する目的で、治療中の患

者由来で典型的な各種薬剤耐性プロフィールを呈する薬

剤耐性ウイルスから引続き標準株クローン樹立を継続し

ている。特に新しいプロテアーゼ阻害剤として治療に用

いられつつある Darnavir に対する耐性ウイルス株由来の

感染性分子クローンが樹立された。これらのクローンは

薬剤耐性 subtype B の解析と耐性試験標準化に有用であ

ると期待される。 

[平野利恵、西澤雅子、杉浦 亙、巽 正志] 

 

ウ．本邦で分離された HIV-2 ウイルスの感染性分子クロ

ーンの樹立と解析 

 これまで第２室では国内で流通する HIV 感染診断キ

ットの性能試験に資するため、著しい多様性を呈する

HIV-1 グループ M の様々な subtype/CRF ウイルスの感染

性分子クローンを整備してきた。昨今、東海地方で２日

本人女性から HIV-2 感染が報告され、感染者数は希であ

るとしても HIV-2 感染診断のレファレンスとして HIV-2

感染者検体とウイルスの整備が必要となる情勢である。

本年度は名古屋医療センターで西アフリカ出身者から分

離された HIV-2 ウイルス由来の感染性分子クローンを、

上記に述べた In-Fusion 酵素による One-Step HIV-２ 

Cloning Strategy を試みつつ樹立した。本感染性分子クロ

ーンは HIV-2 Group A に属しており、現在全ゲノム配列

と、その性状を解析の途上である。 

[平野利恵、梅木優子、杉浦 亙、巽 正志] 

 

(2) HIV-RT薬剤感受性迅速試験法の開発 

 未治療 HIV 感染者の中にも存在が予想されている薬

剤耐性 HIV、すなわち潜在的薬剤耐性 HIV 発掘調査を目

的として、これまでに耐性遺伝子超高感度定量法を開発

した。しかしながら次世代シークエンサーを用いた絶対

的定量法の低コスト化が進み、実用的なレベルに達した

ため、解析データ量で务る本法の開発は中止した。今年

度は、もうひとつの重要課題である HIV-RT 薬剤感受性

迅速試験法の開発について酵素学的な試験法の確立に取

り組み、以下の知見を得た。 

1) HIV 治療薬 3TC と Nevirapine(NVP)に対する酵素学

的 HIV-RT 薬剤感受性迅速試験法を開発するため、

Real-Time-Amp-RT 法を用いた。 

2) 本法では、3TC に対する M184I/V、NVP に対する

K103N, Y181C/I, G190A/Q といった変異 HIV-RT の

抵抗性をそれぞれ迅速に測定可能であった。 

3) 本法の感度と特異度は M184I/V でそれぞれ 97.0%と

96.0%であった。 

4) K103N らでは、それぞれ 97.4%と 96.2%であった。 

以上のように精度の高い酵素学的 HIV-RT 薬剤感受性

迅速試験法が確立された。 

[仲宗根正、Walid Heneine(米国 CDC)、杉浦 亙] 

 

品質管理に関する業務 

I．行政検査 

1．体外診断薬承認前試験 

 本年度は２件の体外診断薬の承認前試験を行った。 

[巽 正志] 

 

II．HIV 感染診断のための標準品整備 

1．日赤献血由来陽性検体からなる国内感染者 HIV 感染

研パネル整備 

 国内で市販される HIV 感染診断キットの公的性能試験

を第２室は担っている。現在診断キットの性能試験に用

いている陽性検体の多くは HIV-1 流行初期の米国血液銀

行より入手した血漿を供試している。HIV 感染診断キッ

トの性能も技術革新により年々改良され、現在では第 1

次スクリーニング試験として抗原・抗体同時測定系が推

奨され、ウインドウ期を短縮するため HIV-1 p24 gag 抗原

検出感度が更に改良された診断キットが欧米先進国にお

いて既に市場に導入されている。感染者増加が続く本邦

においては、感度と特異性に優れた HIV 感染診断キット

の早期導入は感染者の早期発見と適切な治療の開始のみ

ならず、感染者の増加に歯止めをかけるため第１義的に

重要であるが、これまで国内感染者検体入手が個人情報

保護の側面から困難であったため承認前試験申請に遅延

をきたす例が多かった。この現状を改善するため日赤よ

り 2004 年度から 2006 年度に亙る HIV 陽性 84 検体と陰

性 50 検体の譲渡を受けた。これらの検体は全て当室で分

子遺伝学的特性付けを行い、また現在 HIV 感染診断キッ

トを販売している主要な数社の協力を得て全検体の特性



エイズ研究センター 

を検討した上で選別し、陽性 80 検体及び陰性 20 検体か

らなる感染研公的 HIV-1 パネルとして整備した。またパ

ネル運営委員会規程など公正な運営に必要なシステムを

構築した。診断キットメーカからなる臨床診断薬協会を

通じた説明会などを開催し平成 23 年度内の運営実用化

に向けて努めている。 

[巽 正志、水落利明(血液・安全性研究部)、百瀬俊也(日

赤血液事業本部中央研究所)、柚木久雄(日赤血液事業本

部中央研究所)、日野 学(日赤血液事業本部中央研究所)、

田所憲治(日赤血液事業本部中央研究所)] 

 

2．国内感染者由来感染研 HIV 標準パネルの特性付け 

 HIV感染診断キット及び HIV-1 RNA定量測定キットの

性能も技術革新により多様性に富む様々な HIV-1/-2 株に

対応すべく年々改良されている。特に HIV-1 RNA 定量測

定キットはキットにより HIV-1 ゲノムの標的領域が異な

ることから、国内感染者由来感染研 HIV 標準パネルの全

ゲノムの配列決定を試みている。今年度はパネル構成全

検体の p24 gag 領域の塩基配列を決定し系統樹解析をし

たところ、既にパネル整備時に行った p17 gag 及び env 

C2/V3 領域の系統樹解析と相同な成績が得られた。解析

した p24 gag 領域は国内で広く用いられている HIV-1 

RNA 定量測定キットの標的領域であることから感染研

HIV 標準パネルの標準品としての価値を高めるものと考

えられる。今後は更に他のゲノム領域についても配列決

定を進める予定である。 

[梅木優子、永井美智、巽 正志] 

 

3．コバス TaqMan HIV-1 「オート」ｖ１による低定量

検体への対応 

 これまで HIV-1 治療効果判定に頻用されているウイル

ス量の定量測定は、ロシュ・ダイアグノスティックス社

のコバス アンプリコア モニター v1.5 が標準として

用いられてきたが、一昨年度から、より検出範囲が広く

なった Real-Time RT-PCR 法を測定原理とするコバス 

TaqMan HIV-1 「オート」ｖ１が市場に導入され、きわ

めて希であるがコバス アンプリコア モニター v1.5

で定量計測出来ていた患者検体が著しく低く計測される、

いわゆる「低定量検体問題」が指摘され、ロシュ・ダイ

アグノスティックス社は、この「低定量検体問題」に対

応してコバス TaqMan HIV-1 「オート」ｖ２．０を申請

した。改良点を明瞭に判別する性能試験で用いる「低定

量検体」の収集が困難なため、国内感染者由来感染研 HIV

標準パネルでは既にパネル構成全検体でロシュ・ダイア

グノスティックス社の定量測定キットの標的領域である

p24 gag 領域の塩基配列を決定し系統樹解析をしていた

ため、両バージョンの定量計測値の統計処理にて対応し

た。そののち「低定量検体」１検体の入手ができ改良点

を確認できた。このことから国内感染者由来感染研 HIV

標準パネルの更なる特性付け、全ゲノムの配列決定が必

要となることが示された。なお該当「低定量検体」ウイ

ルスからも今後のレファレンスとすべく既に感染性分子

クローンを樹立した。 

[永井美智、近藤真規子(神奈川県衛生研究所)、巽 正志] 

 

4．各種 subtype/CRF 感染性分子クローン由来大腸菌発現

p24 gag 抗原発現の試み 

 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可能性の目処

は立ちつつあるが、これらの抗原濃度はある抗原測定系

で計測した濃度であることから検出感度はあくまでも相

対的な評価になる。また感染性分子クローンの発現によ

り得られたウイルスを溶解処理してその感染性を除去し

ても配布に当たっての取扱いは安全上配慮を要する。そ

こで大腸菌における HIV-1 p24 gag タンパク抗原の発現

と精製を試みている。複数の感染性分子クローンを鋳型

に HisTag を付加した p24 gag を発現精製して複数の p24 

gag 検出 ELISA 測定系で解析検討をしている。今後は主

要な subtype/CRF の p24 gag 精製抗原パネルを整備し、第

四世代抗原・抗体同時測定系の抗原感度比較試験におけ

る標準とすべく進めていく。 

[平野利恵、梅木優子、巽 正志] 

 

5．WHO 主催 3rd HIV-1 RNA 国際標準品作製への参加 

 本年度 WHO 主催の 3rd HIV-1 RNA 定量測定用国際標

準品作製のため１１カ国１５機関の研究室が３標準品候

補品を測定することになり、日本では当室が参加し

In-House Nested RT-PCR法と Real-Time RT-PCR法で測定

報告した。各国からの測定値がまとめられ次回に開催さ

れる Expert Committee on Biological Standard で討議され

国際標準単位を取り決めることとなった。 

[巽 正志、水澤佐衛子(血液・安全性研究部)] 

 

国際協力関係業務 

I．平成 22 年度 JICE／JICA とエイズ研究センター共催

による JICE 研修員受入事業「診断とモニタリングのた

めの HIV 感染検査マネジメント」（平成 22 年 6 月 14 日

-7 月 16 日） 

 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
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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３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。第３フェーズでは、近年の核酸に

基づいた診断技術への需要に答えて「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た。そして

平成20年度から（各フェーズ３年）は、途上国のナショ

ナルレファレンスラボ（またはそれに準ずる組織）にHIV

感染・エイズの診断とモニタリングに必要な理論的背景

知識およびそれらの検査技術の普及を図るため、「診断と

モニタリングのためのHIV感染検査マネジメント」とい

うコース名で研修を開始した。平成21年度は新型インフ

ルエンザ発生の影響で例年より規模を縮小しての実施で

あったが、平成22年度は規模を戻し、ボツワナ、中国、

ケニア、マラウィ、ミャンマー、ナイジェリア、スワジ

ランド、タンザニア、ジンバブエの９カ国１１名の研修

員を対象に、５週間にわたって村山庁舎を中心として技

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３〜４名ずつ３班に分けて行った。今フェーズの

第１回目で試験的に導入した「PCRワークショップ」も

３日間実施した。研修員が主体となり希望するPCR関係

の実験や塩基配列解析を行い、学習した実験技術・解析

方法の確実な習得を目指した。研修員の積極的な参加を

得て高い成果をあげることが出来た。 

[村上 努、仲宗根正、杉浦 亙、鈴木寿子、西澤雅子、武

部 豊、椎野禎一郎、巽 正志、阪井弘治、武田 哲、森 一

泰、石川晃一、駒野 淳、竹村太地郎、佐多徹太郎、杉山

和良(バイオセーフティ管理室)、伊木繁雄(バイオセーフ

ティ管理室)、横田恭子(免疫部)、岡部信彦(感染症情報

センター)、水澤左衛子(血液・安全性研究部)、梁 明秀

(横浜市立大学)、俣野哲朗(東京大学医科学研究所)、

Jintana Ngamvithayapong-Yanai(財団法人結核予防会結核

研究所)、本多美和子(独立行政法人国立国際医療研究セ

ンター)、小柳義夫(京都大学ウイルス研究所)、若杉なお

み(筑波大学大学院生命環境科学研究科)、増田道明(獨協

医科大学)、内田茂治(日本赤十字社中央血液研究所)] 

 

II．その他 

1．平成 22 年度 JICE／JICA と熊本医療センター共催に

よる「AIDS の予防及び対策」コース 講師(平成 23 年 3

月 8 日) [駒野 淳] 

 

2．平成 22 年度 JICE／JICA と熊本医療センター共催に
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研修業務 
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マラリア」エイズ担当(平成 22 年 6 月 30 日)[石川晃一] 

 

2．早稲田大学公開講座「知の市場」感染症総合管理 1a
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4．高校生対象のシンポジウム「世界の感染症 2010」ア
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