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1）要旨

［目的1多剤併用療法がHIV－1感染症の治療に効果を挙げる一方で、薬剤耐性株の出現が

問題となっており、薬剤耐性株に有効でかつ耐性獲得に抵抗する新規の抗HIV剤の開発が

急務となっている。我々は、血偉THF構造を有する新規のHIV－1プロテアーゼ阻害剤（Pl）

であるGRL－98065（065）を同定し、その抗HIV活性を検討した。

［方法】薬剤の活性測定はMT2を用いたMTr assayとPBMC、 MT4を用いたp24 assay

で行った。併せて065とHIV－1プロテアーゼ（PR）の相互作用について結晶構造解析を行っ

た。

【結果1MTT assayにおいて、065は野生型HIV－1に対して強力な活性を発揮（IC50：一〇．5

nM）し、細胞毒性は軽度で（CC50：35，7μM）、 selectivity index（Si）は71，400と佳良であった。

2種類のHIV－2株に対しても良好な活性を示した（IC50：一5nM）。 p24 assayで、6種類の既

存Pls高度耐性株に対して強い活性を示した（IC50：1．5－5．7 nM）が、 APV高度耐性株に対し

ては、野生型と比べ107倍の活性低下を認めた（IC50：32 nM）。また複数の多剤耐性臨床分

離株に対し強力な活性を示し（IC50＝2．7－5．6 nM）、種々のHIV－1 subtypesに対しても高い活

性（1C50：0．2－0．5 nM）を示した。試験管内065耐性誘導では、対照薬と比較して065に対す

るHIV・1の耐性獲得は遅延した。065耐性株は複数の既存Plsに対して感受性を維持した。

結晶構造解析で血β丁HF構造がPR活性中心部位（Asp29， Asp30）の主鎖と強固に結合し、

対側のbenzodioxole構造がPR舶p部位のGly48層と水素結合を有することが判明した。

［考察1065は、試験管内で多剤耐性臨床分離株を含めたHIV－1およびHIV－2の複製を、

非常に低い濃度で阻害した。また複数の既存Pls耐性株に対し高い活性を維持していたが、

APV耐性株に対して活性低下を認めた。構造の類似性が交叉耐性に関与していると考え6

れた。試験管内065耐性誘導において、PR領域に10ケ所の変異を確認した。このうち065

のprototypeであるTMC126で出現報告のある特徴的なA28S変異を認め、この変異が同

様に065耐性にも関与する可能性が示唆された。結晶構造解析の結果、加5THF構造がPR

活性中心の主鎖と強固に結合することに加え、benzodioxole構造が可動性に富んだ胎pの

Gly48’と水素結合することにより、065のPRへの結合を安定化させ、高い抗Hlv活性に関

与していると考え6れた。

【結論】本研究結果により、新規のHIV－1 Plである065は多剤耐性株を含めた広いスペク

トラムの高い抗HIV活性を有し、薬剤耐性HIV感染症例の有望な治療薬となる可能性を持

つことが示唆された。
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4) waFn -X

HIV-1 : human immunodeficiency virus 1

AIDS : acquired immunodeficiency syndrome

HAART : highly active antiretroviral therapy

PIC : pre-integration complex

FCS : fetal calf serum

Pl : protease inhibitor

SQV : saquinavir

Rrv : ritonavir

APV : amprenavir

NFV : nelfinavir

IDV : indinavir

LPV : lopinavir

ATV : atazanavir

DRV : darunavir

dsTHF : btstetrahydrofuranylurethane

TCIDso : tissue culture infectious dose 50%

ICso : 50% inhibitory concentration

CCso : 50% cytotoxicity concentration

Sl : selectivity index

DMSO : dimethyl sulfoxide

PHA : phytohemagglutinin

PBMCs : peripheral blood mononuclear cells

PCR : polymerase chain reaction

LTR : long terminal repeat

MDR : multi-drug resistant

PDB : protein data bank



5）研究の背景と目的

1．HIV－1感染症とは

 HIV－1（human immunode摘ciency virus 1）は一本鎖RNAのゲノムを持つレトロウイルス

科に属するウイルスであり、そのゲノムはgag， pol， envといったレトロウイルスの基本と

なる構造遺伝子を含んだ10種類の遺伝子をコードする。HIV－1はヒトに感染することによ

って感染個体でのヘルパーT細胞であるCD4陽性T細胞の減少を特徴とする後天性免疫不

全症候群（acquired immunode価ciency syndrome；AIDS）を弓1き起こす。1981年に米国西海

岸において最初の後天性免疫不全患者の症例報告があり、その2年後に患者の組織より初

めてHIV－1ウイルスが分離培養されてか6すでに四半世紀が経とうとし（1）、この間HIV－1

に関する研究はウイルスの各蛋白（構成蛋白やウイルス酵素、調節蛋白など）の構造学的

および機能的解析・宿主細胞への感染か6ウイルス複製にいたる過程の解明・感染個体に

おいて免疫不全へ進展する過程や病態の把握・治療薬の開発など多方面において長足の進

歩を遂げてきたが、10kb弱のゲノムを持つ80－120 nm程度の非常に小さなこの病原体に

おいて、我々が解明すべき領域は未だ多々存在するであろう。

 HIV－1感染症では、本来宿主をウイルスなどの感染より守る免疫担当細胞の総括といえる

活性型CD 4陽性T細胞に主に感染が起こり、宿主ゲノムに組み込まれたプロウイルスDNA

より新規の感染性ウイルスが産生され新たな感染が繰り返されて感染細胞を破壊していく。



同時に休止期にあるメモリーCD4陽性T細胞やマクロファージのような長期間生存する細

胞にも感染する。宿主側の免疫機能が強く働く感染初期にはCD4陽性T細胞数は感染個体

において保たれているが、宿主免疫より回避したウイルスが増殖する感染後期においては、

免疫中枢であるCD4陽性T細胞の著明な減少とともに、カリニ肺炎やサイトメガロ感染症、

真菌感染症などの日和見感染症をきたすようになる。また悪性リンパ腫に代表される悪性

腫瘍や中枢および末梢神経障害などの合併症もよく認め6れる。

2．抗HIV療法の進歩と問題点

 HIV－1感染症に対するHAART療法（highly active antiretroviral therapy）の出現は、先進

諸国でのAIDS流行に対して大きなインパクトを与え、当初は致死的であったHIV－1感染症

は、いまやコントロール可能な慢性感染症と位置づけ6れている（32）。しかし著しく早い

HIV－1の増殖速度に加え、複製の際に不断に突然変異を来たすという固有の特性

（error－prone）により、 HIV－1が容易に薬剤耐性変異を獲得すること、また感染細胞が

reservoirとしてリンパ節等の組織中に長期間留まることなどの理由により、依然として感

染個体よりHIV－1を完全に駆逐することは不可能である（8，38）。更に、感染者が長期間の

HAART療法を受けることによって、①長期投与に関連する薬剤の毒性②免疫再構築症候群

の発生③生存期間延長による悪性腫瘍合併例の増加④高騰する治療費、などの様々な問題

が発生している。また、薬剤耐性変異HIV－1の出現によりHAART療法に制限が必要となる

症例も増加している（3，10，15，16，23，24）。



 効果的な抗ウイルス薬としては、ウイルス受容体・ウイルス由来の酵素や構造蛋白・ウ

イルス遺伝子やその転写に特異的に作用し、宿主細胞側の代謝や機能に影響を及ぼさない

薬剤が望まれる。しかし抗HIV－1薬において、宿主側に対する毒性や副作用を持たずに、

完全にHIV－1特異的に作用を発揮する薬剤は、非常に長期間の投与が必要．となる現時点で

は存在しない。故に、特異的な機序により抗ウイルス活性を発揮し、副作用が最小限に抑

え6れる薬剤の開発はlHIV－1感染症の治療において依然重要な命題である。

3．HIV－1の生活環と薬剤標的

 HIV－1はウイルス自身および宿主細胞中の蛋白による調節を受けなが6以下に述べるス

テップを踏まえて宿主細胞に侵入し、新規の感染性ウイルス粒子を複製していく。①HIV－1

の宿主細胞への侵入はHiv－1の外套表面の糖蛋白であるgp120と宿主細胞膜表面レセプタ

ーであるCD4との結合より開始する②結合することでgp120の構造変化が起こり、セカンド

レセプターノコレセプターであるケモカイン受容体と結合③その結果ウイルス糖蛋白gp41

がその表面に直接暴露されて、gp41の先端が宿主細胞膜上に挿入され、 gp41中に存在する

2つのヘリカルループ部位（HR11HR2）が会合してヘアピンループを形成し、ウイルス外殻

と宿主細胞膜の脂質二重層間で膜融合反応が起こる④脱殻によってp24蛋白を失ったウイ

ルスRNAがp17蛋白とp9蛋白の一部・pol由来の酵素であるインテグラーゼ・逆転写酵素お

よびVprと高分子複合体を形成し細胞内へ送り込まれる⑤逆転写酵素によってウイルス



RNAより二本鎖ウイルスDNAが合成される⑥pre－integration complex（PIC）が宿主細胞の

核内へと輸送される⑦核内においてインチダラーゼによりウイルスDNAが宿主細胞のゲノ

ムへ組み込まれる⑥組み込まれたウイルスDNA（プロウイルス）を鋳型とし、種々な因子

（tat，rev等のウイルス側の調節蛋白および宿主細胞のNF－KB等）の刺激によってウイルス

mRNAが合成され（転写）細胞形質へ輸送される⑨粗面小胞体において糖鎖形成されたenv

糖蛋白が細胞形質膜表面下へ輸送される⑩Pr55 gagおよびPr160 gag－po1ポリプロテイン

が合成され（翻訳）細胞形質膜表面下へ輸送される⑪細胞形質膜表面下に集合したgagボ

リプロテインは細胞形質膜を湾曲させ、出芽過程へ進む⑫出芽過程において未熟な初期粒

子内にenv糖蛋白・ウイルスRNAが組み込まれる（アッセンブリ）⑫細胞形質膜よりウイル

ス粒子が放出されることで出芽過程が完了する⑬出芽過程もしくは出芽直後に、ウイルス

のプロテアーゼによってPr55 gagおよびPr160 gag－polポリプロテインは切断され、成熟し

たgagおよびpol蛋白となる（プロセッシング）⑭プロテアーゼによる切断はウイルス核を

濃縮させ、成熟した感染性ウイルス粒子の産生へと導く（4，9）。

 これ6HIV－1の生活環におけるウイルス由来の蛋白（酵素）に加え、 HIV－1の感染に必須

となる宿主因子が薬剤開発の標的と成り得るため、作用機序の異なる様々な薬剤がHIV－1感

染の治療薬として開発・臨床応用されている。まずウイルスDNAが宿主ゲノムに組み込み

まれるまでの前期過程に作用する薬剤として、コレセプター阻害剤であるCCR5阻害剤・

CXCR4阻害剤があげ6れるが、これ6は宿主細胞側であるコレセプター因子を標的とする



ため田V－1が耐性を獲得しにくく、既存の抗ウイルス療法が効かなくなった患者に対しても

治療効果を期待できるとされている（2，25，29）。融合阻害剤であるEnfuv醐de（Fuzeon，

T－20）は、HIV－1粒子の表面糖蛋白、 gp41の一部に結合し、ウイルスと細胞膜の融合に必須

であるgp41のヘアピンループ形成を阻害することで融合を阻止するペプチド系薬剤である

（6，20）。逆転写酵素阻害剤は細胞内で三リン酸化された後、逆転写酵素の基質として認識さ

れ逆転写酵素のdNTP結合部位でDNA鎖に取り込まれることで正常基質の取り込みを競合

的に阻害するとともに、五炭糖の3’一〇Hを欠如した構造を有するためDNA鎖の伸長反応を停

止させる作用機序を持つ（27）。インテグラーゼ阻害剤はウイルスDNAの宿主ゲノムへの組み

込みを阻害する（28）。後期過程において、HIV－1プロテアーゼ阻害剤（PI）は後述するように

HIV－1プロテアーゼの酵素活性を阻害し構成蛋白・機能性蛋白の成熟化を抑制することで新

規HIV－1の複製を阻害し、逆転写阻害剤とともにHAART療法における二本の柱としての重要

な役割を担っている。また、新規開発中の成熟阻害剤であるPA－457はHIV－1生活環における

後期過程のgagプロセッシング（p24蛋白のp25か6p24への変換）を阻害する特徴を持つ

（35）。

4．HIV－1プロテアーゼの機能とプロテアーゼ阻害剤の作用機序

 HIV－1プロテアーゼは酵素活性をほとんど有しないPr160 gag－polポリプロテインとして

産生される。出芽過程もしくは出芽直後に、HIV－1プロテアーゼは二量体化し活性化され、



Pr160 gag－polボリプロテインより自己を切り出し成熟蛋白となり、 Pr55 gagボリプロテ

インより構成蛋白であるp17， p24， p9， p617を切断、またPr55 gag－polポリプロゲインより

機能性蛋白（酵素）であるプロテアーゼ、逆転写酵素、インテグラ心置を切断し、成熟し

たウイルス蛋白へと変化させる。HIV－1のプロテアーゼは99アミノ酸かξ…なるサブユニット

同士がホモダイマーを形成したアスパラギン酸プロテアーゼである。成熟プロテアーゼニ

量体の内部に位置する活性部位にはDTG motifという触媒残基が存在し、 Pr55 gagやPr160

gag－polポリプロテイン等の基質が活性部位に結合したとき、 Phe－ProやPhe－Leu， Phe－Thr

といった開裂部位（cleavage sites）を切断する。活性部位は2つのβ一ヘアピン構造、および

基質や阻害剤結合時に蓋をするように大きく構造を変化させる可動性に富んだ‘¶ap”部位に

覆われている（5）。HIV－1プロテアーゼ阻害剤はプロテアーゼの基質と似た構造を有するが、

本来の基質とは異なりHIV－1プロテアーゼによる切断を受けないため、ウイルス蛋白の成熟

化が起こξず、結果として未熟な感染性を有しないウイルス粒子の産生へ誘導することで

その抗HIV作用を発揮する。 HIV－1プロテアーゼ阻害剤は逆転写酵素阻害剤とともにHIV－1

感染症の治療において重要であるが、不良なアドピアランスや薬剤相互作用、交差耐性の

出現、リポジストロフィーや心血管障害、耐糖能異常などの代謝異常に代表される長期毒

性などの問題も抱えており、これ6を克服しうる新規のプロテアーゼ阻害剤の開発が望ま

れている。



5．HIV－1の薬剤耐性獲得機序

 HIV－1は1日あたり108－109という著しく早い増殖速度に加え、他のレトロウイルスの数

10一数100倍という高い確率で遺伝情報の複製エラーをおこすという逆転写酵素の特性に

より、容易に薬剤耐性変異を獲得しうる（17，34）。薬剤の存在下において増殖に利点を有す

る変異ウイルスが生き残り増え続けることで、その薬剤に対する耐性が生じる。99アミノ

酸か6なるHIV－1プロテアーゼモノマーにおいて、およそ半数の位置でのアミノ酸の変異が

プロテアーゼ阻害剤の選択圧にさ6された状況下で薬剤耐性変異として出現しうるとされ

る。プロテアーゼ阻害剤と直接結合する活性部位のアミノ酸に生じる薬剤耐性変異に加え、

活性部位か6離れた位置のアミノ酸に生じた変異においても非間接的に活性部位の構造に

混乱を弓1き起こすことで、薬剤の結合を阻害する結果となりうる。また基質であるgagや

gag－polボリプロテインのcleavage siteやその近傍に変異が生じることで酵素活性の減弱

した変異プロテアーゼによる切断を受けやすくなり、ウイルスの複製能が代償される（7）。

臨床症例より分離された多剤耐性ウイルスにおいて、gag蛋白のcleavage site近傍に数アミ

ノ酸の挿入変異を認め、この変異の存在によりウイルスの複製が改善するとの報告もある

（39）。これ6の異なる部位での変異が組み合わさることでHIV－1は相加的・相乗的に薬剤に

対する耐性を獲得し、変異が入ることで損なわれた自身の複製能を回復していく。



6．本研究の目的

 現在開発中の多くの抗HIV－1剤はウイルス構成分子を標的にしているが、ウイルス蛋白の

結晶構造解析の結果を基に薬剤の設計が行われることが多くなっており、その開発・改良

の速度は格段に早くなっている。現在の抗Hiv治療薬に求め6れる特性として、既存の薬剤

より強力で、薬剤耐性を発現させないか遅延させ、服用法が簡単で、副作用が少なく、安

価であること等が挙げ6れる。我々は米国purdue大学のArun Ghosh博士のグループと共

同で、既存のPlsに耐性を有する変異HIV－1に対して有効な非ペプチド系PIの開発に重点を置

いて研究を行っており、その1つであるdarunavir（DRV）1TMC114はP2 siteに特徴的な

3㈹，3a（ξ），6a㈹冶侮tetrahydrofuranylurethane（∂みTHF）構造を有し（11，12，21）、多剤に耐

性となり既存のHAART療法に不応性となった症例に対する治垂直として既に認可され臨床

に供されている。今回我々はDRVと同様に∂侮THF構造を有する新規の非ペプチド系HIV－1

PlであるGRL－98065を同定、同化合物の抗HIV活性および細胞毒性を評価し、また

GRL－98065とHIV－1プロテアーゼの相互作用について結晶構造解析による評価を行った。



6）実験方法

1，細胞およびウイルス

 MT－2細胞とMT－4細胞は、10％のfetal calf serum（FCS；PAA Laboratories GmbH， Linz，

Austria）及び50 Ulmlのpenicillinと100 Fglmlのkanamycinを添加したRPMI－1640液体培

地を用いて培養を行った。薬剤の抗ウイルス活性評価には、HIV－1い1、 HIV－1NL牛3、2種類の

HIV－2株（HIV－2EHo， HIV－2RoD）、未治療患者由来の臨床分離HIV－1株（HIV－1ERslo4p，e）（37）及

び6種類の多剤耐性臨床分離HIV－1株、 subtypeの異なる5種類の臨床分離HIV－1株

（HIV－192uGo291subtype A；X4， HIV－192uGo37／Subtype A；R5， HIV－1Ba．L l subtype B；R5，

HIV－197zAoo3／subtype C；R5，及びHIV－192THolg！subtype E；R5）（National Institutes of

Health（NIH）AIDS Research and Reference Reagent Program， Division of AIDS， National

Institute of Allergy and Infectious Diseases， NIH）を使用した。

2．使用薬剤

 ∂忽THF構造を有する新規の非ペプチド系HIV－1 Pl， GRL－98065及びdarunavir

（DRVITMC114）（図1）の他に以下の薬剤を使用した。 Saquinavir（SQV）はRoche Products

Ltd．（Welwyn Garden City， United Kingdom）より供与， ritonavir（RTV）はAbbott

Laboratories（Abbo猛Park， lll．）より供与いただいた。 Amprenavir（APV）は

GlaxoSmithKline（Research Triangle Park， N．C．）より供与， nel莉navir（NFV）， indinavir（IDV），



Iopinavir（LPV）はJapan Energy lnc， Tokyoより供与、 atazanavir（ATV）はBristol Myers

Squibb（New York， NY）より供与いただいた。

3．抗ウイルス活性および細胞毒性の評価

 薬剤の抗ウイルス活性の評価として、MTT assay法とp24 assay法を用いた。MTT assay

法では、96well plateに1wellあたりRPMI 1640（10％fetal calf serum、50 U／ml penicillin、

100ドglml kanamycin）に希釈した薬剤を10倍ずつ希釈して100μ1ずつ加えた。あ6かじ

めvirusのtitrationを行い、100 TCID50（tissue culture infectious dose 50％）の濃度となるよ

うに、各wellにvirusとMT－2細胞（2×103個月〃ell）をmediumに加え100μ1ずつ各wellに

まき、contro1としてMT－2細胞のみを加えたwellを作成し、37℃のCO2 incubatorで7日

間培養した。鏡検にて合胞体形成確認後、各wellより上清を100μ1ずつ除去し、 MTT試薬

（3一（4，5－dimetylthiazol－2－yl）一2，5－diphenyltetrazolium bromide）を10Flずつ加え、37℃のCO2

incubatorで4時間呈色反応を行なった。各wellにMTT可溶化溶液を100 Flずつ加え、ホ

ルマザンの結晶をpipe廿ingで溶かした。 Microplate reader（Vmax；Molecular Devices，

Sunnyvale， CA）にて570 nmでの各wdlの吸光度を測定、細胞のみを培養したcontrol well

での吸光度と比較することで、感染による細胞障害を50％阻害する濃度であるIC50値を算

定した。細胞毒性の評価では、96well plateに1wellあたりmediumに希釈した薬剤を10

倍ずつ希釈して100Flずつ加え、 mediumに希釈したMT－2細胞（2×103個ノwell）を各welI



にまき、同様に7日間の培養後MTT試薬による反応後にmicropiate readerで吸光度を測定

し、細胞のみを培養したcontrol wellでの吸光度と比較することで、薬剤による50％細胞障

害濃度であるCC50値を算定した。p24 assay法では、 H IV非感染健常者のbufry coatより、

ficoll重層法にてPBMCを採取し、10μglmlのPHAを加えて刺激し、37。CのCO2 incubator

で2日間培養し、活性化PBMCを回収した。96 weil plateに1wellあたりmediumに希釈

した薬剤を10倍ずつ希釈して100μ1ずつ加えた。各wellにvirusと活性化PBMC（2×105

個1well）を10ng／mlのIL2の添加してあるmediumに加え、各we11に100μ1ずつまき、control

としてvirusとPBMCのみを加えたwellを作成し、37。CのCO2 incubatorで7日間培養し

た。全自動化学発光酵素免疫測定システム（Lumipulse F；Fujirebio lnc．， Tokyo）を用いて各

wellのp24抗原量を測定し、薬剤の入っていないcontrol wellでのp24抗原量と比較するこ

とで、p24産生を50％阻害する濃度であるlC50値を算定した（26）。全てのassayはduplicate

もしくはtrlplicateで行い、PHA－PBMCはそれぞれ独立したassay毎に一人のdonor由来の

ものを使用した。

4．試験管内でのPl耐性誘導実験

 MT－4細胞（105／ml）をHIV－1NL4．3（500 TCID50s）とともにIC50濃度の薬剤存在下で培養し、

day7における上清中のp24抗原量を測定することでウイルスの増殖を確認し、濃度を上げた

薬剤の存在下で新たなMT－4細胞にウイルス上清のみを加えることで培養を継続した（cell



free manner）。耐性誘導中の任意のpassageにおける感染細胞のDNAを抽出し、組み込まれ

ているプロウイルスDNAの塩基配列を調べた。

5，プロテアーゼおよびgag領域の塩基配列の決定

 HIV－1感染MT－4細胞か6、 lnstaGene Matrix（Bio－Rad Laboratories， Hercules， CA）を用い

て抽出したDNAを鋳型とし、プロウイルスDNAのプロテアーゼおよびgag領域の塩基配列

の決定、クローニングを行った（21）。実験室株であるHIV－1NL4－3の塩基配列を基にgagおよび

プロテアーゼ領域を全て含むように、5’LTRおよび逆転写酵素領域にプライマー｛外側セン

ス鎖プライマー【5’一GAT GCT ACA TAT AAG CAG CTG C－3’（LTR F1）】，外側アンチセンス

鎖プライマー［5’一cTc GTG AcA AAT TTc TAc TAA TGc－3’（PR12）1，内側センス鎖プライ

マー【5’一GAG ACT CTG 6TA ACT AGA GAT C－3’（LTR F2）】，内側アンチセンス鎖プライマ

『5’一CCA TCC CGG GCT TTA ATT TTA CTG GTA C－3’（Ksma2．1）1｝を設定した。第1PCR

は20Fl中に1μ1の鋳型DNAと10回のPremix殆σ（Ex殆σVersion；Takara Bio INC．， Otsu），

10pmo1の各プライマーか6なる。第1PCRの条件は95℃・3分を1サイクル、95。C・40秒，

55℃・20秒，・72℃・2分を30サイクル、72℃・10分を1サイクル行った。第1PCR産物は直接

第2PCRの鋳型として用い、95℃・3分を1サイクル、95。C・30秒，55。C・20秒，72℃・2分を30

サイクル、72℃・10分を1サイクルで行い、第2PCR産物を1％アガロースゲルで電気泳動後、

臭化エチジウム染色し約2kbのバンドを確認した。第2PCR産物はspin columns（MicroSpin

S・400HRcolumns；Amersham Biosciences Corp．， Piscataway， N．J．）で精製後、直接クロー



ニングに使用もしくはmodel 3130 automated DNA sequencer（Applied Biosystems， Foster

City， CA）によって塩基配列を決定した。

6，GRL－98065耐性変異HIV－1NL牛3と野生型HIV－1コ口4。3の複製能評価

 6well plateにMT－4細胞（2。4×105）と30 ng p24抗原量のGRL－98065耐性変異

HIV－1NL牛3（40 passage：HiV－1GRLg8065p40）もしくは野生型HIV－1NL4．3を加えて3時間培養し、

MT－4細胞を回収後GRL－98065添加の有無で3ボトルに分けて9日間培養し（MT－4細胞の

最終濃度は1041mI、 GRL－98065の最終濃度は0，0．01，0．1 FM N上清中のp24抗原量を1

日おきに測定した。

7．結晶構造解析

 GRL－98065をdimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解し、精製した野生型HIV－1プロテアー

ゼをとともに結晶化を始めた。25mM sodium acetate（pH 4．8）、10％塩化ナトリウム、6％

dioxane、10％DMSOの溶液とともにhanging－drop蒸気拡散法により結晶化された。シ

ンクロトロン光源施設のbeamline X－26CによるX線型析結果を記録し、ソフトウエア

SHELX－97を用いる事でプロテアーゼ阻害剤と野生型HIV－1プロテアーゼ複合体の結晶構

造解析を行った（30，31，36，40）。



7）実験結果

1．HIV－1凶および2種類のHIV－2に対するGRL－98065の抗ウイルス活性および細胞毒性

の評価

 MT－2細胞を標的細胞としたM下r assayの結果、野生型実験室株であるHIV－1い1に対し、

既存のPiと比較して、 GRL－98065はIC50値が0．5 nMと非常に強力な抗ウイルス活性を示

し、細胞毒性の指標であるCC50値は35．7μMとMT－2細胞に対する毒性は軽微で、 CC50

値とIC50値の比であるselectivity indexは71，400だった。2種類のHIV－2株であるEHO、

RODに対する抗ウイルス活性を測定した。野生型HIV－1園と比較して6－9倍の活性低下

を認めたが、既存のPls比較してそのIC50値は数nMと、いずれのstrainに対しても良好な

抗ウイルス活性を示した（表1）。

2．試験管内で既存のPlsに高度耐性を獲得した変異HIV－1NL牛3に対するGRL－98065の抗

ウイルス活性の評価

試験管内誘導で既存のPlsに高度耐性を獲得した変異HIV－1NL牛3に対する活性を測定した。

これ6の耐性変異HIV－1NL牛3は、最初に野生型HIV－1NL4．3とMT－4細胞をIC50濃度の薬剤存

在下で培養を開始し、継代時にはウイルス上清に新規のMT－4細胞を加え、培養液中の薬剤

濃度を徐々に上昇させる条件下で培養を続けた結果、SQV，RTV，IDV，NFV，APV，LPVそれぞ



れ5μM、またATV 1μM存在下で増殖可能となっており、それぞれのプロテアーゼ領域に

複数の各薬剤耐性関連変異を有している。MT－4細胞を標的細胞としたp24 assayの結果、

既存のPlsはATV耐性変異HIV－1NL紹に対するATVのIC50値が0．33μMである以外、

SQV，RTV，IDV，NFV，APV，LPVは各薬剤関連高度耐性変異HIV－1NL牛3に対していずれも1μ

Mを超えるIC50値を示し、野生型HIV－1NL牛3と比較して著明な活性低下を示したるまた非

関連高度耐性変異HIV－1NL43に対しても各薬剤間で交叉耐性を認めた。 GRL－98065はAPV

高度耐性変異HIV－1NL4－3以外に対しては数nMの強い抗ウイルス活性を示したが、類似構造

を有するAPV高度耐性変異HIV－1NL牛3に対しては、野生型HIV－1NL4．3と比べ107倍の活性

低下を認めた。しかし、そのIC50値は0．032μMと依然十分な抗ウイルス活性を維持して

いた（表2）。

3，種々のHIV－1 subtypeに対するGRL－98065の抗ウイルス活性の評価

PHAで刺激したPBMCを標的細胞としたp24 assayを用いて、種々の臨床分離HIV－1

subtype（subtypes A， B， C， E）に対する抗ウイルス活性を測定した。 GRL－98065はいず

れのHIV－1 subtypeに対しても、 subnanomolarの高い活性を示した（表3）。

4．複数の多剤耐性臨床分離HIV－1に対するGRL－98065の抗ウイルス活性の評価

32－83ケ月の長期間に渡って9－11種類の薬剤を含む多剤併用療法を施行された後、治



療不応性となった臨床患者より分離された、6種類の多剤耐性臨床分離HIV－1（41）に対する

GRL－98065の抗ウイルス活性を測定した。これ6の多剤耐性臨床分離HiV－1はプロテアー

ゼ領域に9－14箇所の耐性関連変異を有している。PHAで刺激したPBMCを標的細胞とし

たp24 assayの結果、 RTV， IDV， NFVの多剤耐性臨床分離HIV－1に対するIC50値はほぼ全

て1μMを超える値を示し、他の既存Plsの抗ウイルス活性も野生型HIV－1臨床分離

HiV－1104p，eと比較して著明に低下していた。その一方、 GRL－98065はこれ66種類の多剤

耐性臨床分離HIV－1に対してIC50値が2．7－5．6 nMと強力な抗ウイルス活性を維持してい

た（表4）。

5．試験管内におけるGRL－98065耐性変異HIV－1の誘導

lC50濃度（0．0005μM）のGRL－98065存在下で野生型HIV－1NL4．3とMT－4細胞の培養を開

始し、継代時にはウイルス上清に新しくMT－4細胞を加え、 GRL－98065の濃度を徐々に上

昇させる条件下で培養を続けることによりGRL－98065耐性変異HIV－1NL牛3を誘導した（41）。

この耐性変異HIV－1NL牛3はpassage 40において0．5ドMのGRL－98065存在下で増殖可能で

あった。同時に耐性誘導実験を行った対照薬剤であるAPV， LPV， ATVと比較して、

GRL－98065に対するHIV－1NL牛3の耐性獲得は遅延することが判った（図2）。 GRL－98065耐

性誘導実験の経過においてpassages 5，10，15，20，25，30，33，40での感染MT－4細胞より

DNAを抽出し、プロウイルスDNAにおけるHIV－1プロテアーゼおよびgag領域の変異を



調べた。プロテアーゼ領域では、passage 15よりK431，185V変異が出現、 passage 20か

6はA28S， V821， L89M変異、passage 25か6はM461，A71V変異、passage 30かξiはE21K

変異の蓄積を認めた。Passage 40において150V， D60N変異が出現し、プロテアーゼ領域

において10ケ所の変異の蓄積を認めることとなった。150V変異はA28S変異を有しないク

ローンに認め6れた（図3）。Gag領域において、 passage 25よりR275K変異、 passage 33

よりG412D変異の蓄積を認めた。またpassage 40においてp71pl cleavage siteに1437T

変異を認めた（図4）。

6．GRL－98065耐性変異HIV－1の複製能評価

耐性誘導実験におけるpassage 40のGRL－98065耐性変異HIV－1NL牛3（HIWGRLg8065p40）と

野生型HIV－1NL43の複製能を比較した。 HIV－1GRLg8065脚は培養液中のGRL－98065の有無に

関わらず増殖可能であり、GRL－98065非存在下では野生型HIV－1NL牛3との間に複製能の顕

著な違いは認められなかった（図5）。

7．GRL－98065耐性変異HIV－1に対する既存Plsの活性評価

8種類の既存PlsのGRL－98065耐性変異HIV－1に対する活性を、MT－4細胞を標的細胞と

したp24 assayを用いて評価した。HIV－1GRLg8065p40に対するGRL－98065のIC50値は0．18μM

であり、野生型HIV－1 NL4．3と比較して600倍の活性低下を認めた。またGRL－98065と類似

構造を有するAPV， DRVも同様にIC50値がそれぞれ＞1μM，0．21μMと活性の低下を認め



た。しかし、SQVとATVはそれぞれ℃50値が0．032μM，0．011FMであり、野生型HIV－1NL牛3

に対してのIC50値と比較してそれぞれ5倍，3倍と活性低下は軽度であった。またIDV， LPV

もそれぞれ8倍，6倍と活性低下は顕著ではなく、複数のPlsがGRL－98065耐性変異HIV－1

に対して感受性を維持していた（表5）。

8．GRL－98065とHIV－1プロテアーゼ問の結晶構造解析

GRL－98065およびDRVと野生型HIV－1プロテアーゼ間の結合様式について評価するた

め結晶構造解析を1．6Aの解像度（Rfactorが0．147、 R freeが0．208）で行った。GRL－98065

はAsp29， Asp30， Gly27， Asp30’の主鎖およびAsp25， Asp25膠の側鎖と水素結合を有し、両者

ともか悟THF構造がプロテアーゼ活性中心部位（Asp29， Asp30）の手鎖と強固に結合する

ことが判明した。両者は似たプロテアーゼへの結合様式を示したが、相違点が以下の通り

認め6れた。いずれもAsp30’との水素結合を有しているものの、 GRL－98065がAsp30’のア

ミド基と水素結合を有するのに対し、DRVはカルボニル基と水素結合を有していた。また

GRL－98065において、 P2’siteのbenzodioxole構造がプロテアーゼflap部位のGly48’と水

分子を介した水素結合を有することが判明したが、このGly481との水素結合はDRVでは認

められなかった（図6）。

GRL－98065およびDRVと既存のPlsにおいて、野生型プロテアーゼ活性中心のAsp29，

Asp30， Asp30’の主鎖との水素結合の数を結晶構造解析で評価した。既存のプロテアーゼ阻

害剤の水素結合数は2個未満であるのに対し、GRL－98065およびDRVは4個の水素結合



を有しており、この2剤が既存のプロテアーゼ阻害剤と比較してより強固に野生型プロテ

アーゼ活性中心部位に作用することが判明した（表6）。次に、2－11ケ所の薬剤耐性変異を

有する6種類の変異プロテアーゼとGRL－98065間における水素結合を結晶構造解析で評価

した。野生型プロテアーゼでみ6れた主鎖との4個の結合は変異プロテアーゼに対しても

ほぼ保たれていた。



表および図



表1．HlV－1凶および2種類のHIV－2株に対するGRL－98065の抗ウイルス活性および細胞毒性の評価

IC50（μM）

Drug HIV」1L岨 Hrv」2EHO HIV」2ROD CC50（μM） Selectivity index

GRL－98065

  SQV

  RTV

  IDV

  NFV

  APV

  LPV

  ATV

  DRV

0．0005土0．0001

0．008±0．001

0．054土0．001

0．048ま：0．007

0。032±0．004

0．036土0．002

0．007±0．001

0．0048±0．0001

0．0039±0．0009

0．0032土0．0007

0．0030士0．0004

 0．21±0．05

0．024土0．005

0．030土0．006

 0．25±0．08

0．0026±0．0008

0．005±0．002

0．0080土0．0009

0．0045±0．0004

0．0043土0．0002

 0．26土0．Ol

O．054土0．003

0．240±0．009

 0．57士0．01

0．0049土0．0008

0．O13±0．006

0．0068±0．0004

35．7

16．4

3L1

69．8

8．1

＞100

＞100

27．6

83．1

71400

2050

 580

1450

 250

＞2780

＞14300

5750

21310

MT・2 ce皿s（2×103）were exposed to l OO TC皿）50s of HIV－lLAI or each HIV－2 isolate and cultured in the presence of various concentrations of each PI， and the IC50

values were detem血ed by the MTT assay All assays were conducted in duplicate， and the data shown represent mean values（±lstandard deviations）derived

丘om the results ofthree hldependent experiments．＊Each selectivity index denotes a ratio of 50％cytotoxicity（CC50）to ICso agahlst mV． l LAI．



表2． 試験管内で既存のPlsに高度耐性を獲得した変異HIV－1株に対するGRL－98065の抗ウイルス活性の評価

V㎞1s

 Am血。 acid subsdtudons

血the protease－encoding region

EC50（μM）

SQV ㎜ H）V NFV APV LPV Arv DRV GRL－98065

騨1M湘

膿」19QV5PM

HIV」lmv脳

mv」lmv卑M

HIV」1㎜v5醐

HW」1A四5酬

畔1四v魎

H罪恥VI叫1

Wildt四e

1」0！κ∋48Vπ54V価3P〃㌧71WG73S～B2T

頂46㎜乃34V

UOF几24レM46m54V価3P／A71WG73S認2T

L10FIK20T／D3｛闘団月く45照A71Vハη7匡

L10FIM46m50WA7IVπ84V几90M

UOFIM4㎝54wV82A

123Mく43レM46皿50L／G51Aノ八71V

0，007士0．002

＞1←且43）

0．010土0．008（1）

0．059±0．004（8）

0ρ24士α008（3）

0．031±0．004（4）

0．028士0．006（4）

0．037土0．004（5）

0．033土0，002

〉且←30）

 〉且（｝30）

 〉且C》30）

0，051±0．005（2）

0．29±0．02（9）

＞1C・30）

0．12士0．06（4）

0．034±0．脳

〉且←29》

0．25土0．Ol（7）

＞1G＞29｝

0．27士0．05（8》

0．200士OgOO7（6）

＞10・29）

0．388士0．001（1り

0．033土0．007

0．48土0．04（15）

0．21±0．05（6）

0．47士0，07σ4）

＞10・30）

0．27土0，05（8）

0．48±0．26（15）

0．22土0．04（7）

0．026±0．007

033土α03（13）

0，28土0．02（11）

0．17土0．01（7）

0．060士0．004（2｝

＞1伊38｝

0．26±0．07（且0）

0．20土0．07（8）

0，031士0．009

0．27士0，09（9）

0．16±0．02（5）

0．26土0．Oi（8）

α024」・0．00且（D

O．23土0．02（7）

〉且←32）

0．033士0．006（且）

0．0042士0．0004

0．326±0．001（78｝

0．O18±0，008④

0．06土0．02（14）

0．021土0．006（5）

0．003±0．001ω

0．036士0．001（9）

0．33土0．06（79）

0．0030士0．㎜1

0．0058士0．0003（2）

0．O18±0．004（6）

0．O15土0．007（5）

0．0033士0．㎜1ω

033±α03（110｝

0．025士0．007（8）

0．003牡0．㎜1（1）

0．㎜3±0．㎜2

0，0057土0．0027（19）

0．0025土α㎜3（8）

0．0037出0．㎜7（12）

0．0024土α0008（8）

0．032土0．004（且07）

0，0034±0．0009（11）

0，0015±0．0009（5）

MT・4 cells（104）were exposed to l OO TC皿）50s of each田V・1， and the il血bition ofp24 gag Protein production by each drug was used as an endpoint． The numbers

in parentheses represent the fbld changes of IC50 values fbr each isolate compared to the IC50 vaIues fbr wild－type HIV－1N砕3． All assays were conducted㎞

duplicate or triplicate， and the data shown represent mean values（土lstandard deviations）derived fbm the results of three independent expe血lents． n．d．：not

determ㎞ed．



表3． 種々のHIV－1 subtypesに対するGRL－98065の抗ウイルス活性の評価

IC50（FM）

Vi田s SQV RTV． 皿）V NFV APV LPV Arv GRL－98065

HIV－192uGo2g（sub呼pe A：X4）

HIV・1兜uGo37（subtype A：R5）

H『V－IB旺（subtypo B：R5）

HIV－1卯ZAoo3（subtype C＝R5）

HIV・1弛THOI9（sub加e E：R5）

0．0048＝七〇．0005

0．0032＝と0．0003

0．0083±0．0005

0．0067±0．0008

0．0030±0．0001

0．071±0．011

0．041土0．008

0．023土0，006

0．039土0，004

0．030士0，009

0．044±0．009

0．034士0．003

0．022士0．005

0．037±0．006

0．021士0．001

0．043±0．006

0．056土0．O14

0ρ18±0．004

0．037±0．007

α029±0．004

α046士0．006

0，027±0．005

0．025±0．006

0．033土0．005

0．021±0．006

0，007±0．001

0．005±0．001

0．0053土0．0004

0．0073土0．0006

0．0033土0，0005

0．006±0．002

0．0025±0．0002

0．0013±0．0004

0．0034土0．0001

0．0027土0．0001

0．0005士0．0002

0．0004＝七〇．0001

0．0002±0．000豆

0，0005±0．0001

0．0003士0．0001

The IC50 values were dete㎜ined by us血g PHA－PBMCs as target cells and the inhibition of p24 gag Prote㎞production by each（㎞g was used as an endpoint． AIl

assays were conducted hl duplicate or tdplicate， and the data shown represent mean values（土lstandard deviations）derived倉om the results of three independent

exper㎞ents． PHA－PBMCs were derived丘om a single donor in each independent experiment



表4． 複数の多剤耐性臨床分離HIV－1株に対するGRL－98065の抗ウイルス活性の評価

IC50（μM）

Virusa SQV Rrv 皿）V w APV 正PV 酬 DRV GRL－98065

H田Nみ1ERSIo4μ魯（wild－type：X4）

HIV」1MD朗M（X4）

HIVLIMD㎜（R5）

H匿V・1MDRμSL（R5）

照IMD㎜（X4）

Hl㍉し1MDRlc（X4）

㎜」lMD即G（X4）

0．008士0．003

0．18土0．05（23）

0．14士0．04（18）

0．29士0．05（36）

0．27土0．06（34）

0．035±0．004（4）

0ρ33土0．005（4）

0．025＝』0．005

 ＞1（＞40）

 ＞1（＞40）

 ＞1（＞40）

 ＞1（＞40）

 ＞1（＞40）

 ＞1（＞40）

0．024士0．008

 ＞1（＞42）

 ＞1（＞42）

 ＞1（＞42）

 ＞1（＞42）

 ＞1（＞42）

0．64：ヒ0．11（27）

0．O15±0．004

 ＞1（＞67）

 ＞1（＞67）

 ＞1（＞67）

 ＞1（＞67）

0．42±0．06（28）

0．37土0．05（25）

0．029±0．005

0，30±0．04（10）

0．48土0．09（17）

0．43±0．05（15）

036±0．09（12）

0．25士0．05（9）

0．32土0．02（11）

0．007±0，001

036±0，09（51）

038土0．08（54）

0．70±0．19（100）

0．30±0．03（43）

031士0．05（44）

0．！6土0．04（23）

0．0038±0．0004

0．038±0．009（10）

0．045±0．0001（12）

0．54」＝0．20（142）

0．25±0．003（66）

0．021ヨヒ0．006（6）

0．032土0．002（8）

0．0038士0．0007

0，0043土0．0007（1）

0．016±0．007（4）

0，027土0．009（7）

 0．04土0．01（11）

α009」＝0．005（2）

0．007±0．005（2）

 0．0005土0，0002

0．0032土0．0006（6）

0，0038±0．0006（8）

0．0055±0．0020（11）

0．0039土0．0005（8）

0．0027」ヒ0．0003（5）

0．0034士0．0003（7）

aThe amino acid substitutions ident量fied in the protease－encoding region compared to the consensus lype B sequcnce cited丘om the Los Alamos、dataゆase include L63P in

HIV－1皿s1㏄pre；LlOI， K14瓦R41K M46L，154V L63驚A71W82氏L90M，193L in田V－1㎜㎜；LlOI， K4狐M46L，15覗L63R A71W82A， L90M， Q92K in HW－1 m㎜；

L101， L241，133E E35D， M361， N37S， M46L，154V；R57K，162V；L632 A71V；G73S， V82A in HIV4 MDMsL；L101，．K14R， L331， M361， M461， F531， K55R，162V；L63R A71V；G73 S，

V82A， L90M，193L in HIV－l MD】田；LlOI， I15V K20R， L241， M36L M46L，154V；162V L63R K70Q，V82A， L89M in HIV－1 MDwc；Imd L101， VllI， T12E， I15V；LlgI， R41K， M46L，

L63R A71冗V82A， L90M in HrV：一l MDwG． HrV：一1ERs1（叫p㎎served as a source of wild一鯉pe HIV－1， The IC50 values were determined by using PHA，PBMCs as t｛江get cells and the

inhibition of p24 gag protein production by each drug was used as an endpohlt． The numbers in paτentheses represent the fbld changes of IC50 values fbr each isolate compared to the

IC50 values fbr wild－type HIV－1ERs1（Mpr，． All assays were conducted in duplicate or triplicate， and thc data sho㎜represent mean values（士lstandard deviat量ons）derived f｝om the

results ofthree independent expe直mcnts． PHA－PBMCs were derived fヒom a single donor in each i皿dependent exper㎞cnt．



表5． GRL－98065耐性変異HIV－1株に対する既存Plsの活性評価

V㎞s

 Amino acid substitutions

in the protease－encodi皿g region

IC50（FM）

SQV 照 DV NFV APV LPV Arv DRV GI礼一98065

HlV』1鵬3

H四」1α脚o

HW」16蹴30

田」lo購o

Wild膿

A28田K43レC67Y（ぞ82班85V／L89M

T12∬E21KIA28田E34K／K43∬M㎜5V几89M

E21K航28田K43VM461贋OV㎜N’A71Vハ硯m5V几89M

0．007出0，002

0，012土0．005（2）

0．022±α009（3）

0．032±0．002（5）

0．033出0．002

0．13出0．05（4｝

030士0．03（9）

0．38±0．09（12》

0．034士0．004

0．04土0．02（1）

0．059士0．009（2｝

0．28土0．02（8）

0．033士0，007

0．08土0，02（2）

0，27±0．07（8）

034±0．01（且0）

0ρ26±0．007

0．058土0．009（2）

0．33士0．09（13）

＞1（＞38）

0，03且土0．009

0，034士0．007（1）

0．06土0．003（2）

0．19士0．07（6）

0．0042±0．0004

0．006土0．002（2）

0．008土0，00R（2）

0．Oll土0．007（3）

0．0030±0．㎜且

0．021±0．009⑦

0ρ36土0．001（12）

0．21土0．03（70》

0．㎜3±0．〔瓶〕2

0．0038土0．0006（13）

0．008±0．004（27）

0．18士0．03（60D）

MT・4 cells（104）were exposed to l OO TCID50s of each HIV－1， and the hlhibition of p24 gag Protein production by each dmg was used as an endpoint The numbers

㎞parentheses represent the fbld changes of IC50 values fbr each isolate compared to the ICso values fbr wild－type H卑INL4．3． All assays were conducted㎞

duplicate o面phcate， and the data sho㎜represent mean values（±1s伽dard de“ations）derived丘om the results ofthree血dependent expe血ents．．



表6．種々のHIV－1プロテアーゼ阻害剤と野生型プロテアーゼ活性中心のAsp29， Asp30， Asp30’の主鎖との水素結合

Hydrogen bond distance（s）（A）

Drug PDB ID

Asp29 Asp30 Asp30’

GR』ン98065

 DRV

 SQV

 RTV

 皿）V

 NFV

 APV

 LPV

 Arv

lS6G

lHXB

lHXW

lSDT

10HR

lHPV

lMUI

2AQU

1．9／2．4

2．3／2．4

 1．9

 2．1

 2．1

NP

 2．8

 1．7

 1．9

2．4

2．4

2．2

NP

NP

NP

2．6

NP

NP

2．5

2．5

NP

2．2

NP

NP

NP

NP

NP

Hydrogen atoms were added and optimized with constraints on heavy atoms using OPLS2005 fbrce field（MacroModel version 9．1， Schr6dingeちH，C）．

Hydrogen bond tolerances used were：3．OA fbr H－A distance；D－H－A angle greater than 90。；and H－A－B angle greater than 60。 where H is the hydrogen， A

is the acceptor， D is the donor， and B is a neighbor atom bonded to the acceptoエNP（not present）denotes that hydrogen bond is not present between the

inhibitor and the particular residue．



図1．GRL98065とda㎜avir， amprenavirの化学構造
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図2．HIV－1M．牛3を用いた試験管内でのPI耐性誘導

5

竃

吾

醤

§

聾

。

4

3

2

1

0

一CトAPV

一●一：LPV

一△一ATV

十GRL 98065

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Passage number

MT－4細胞（105／ml）をHIV－1N糾．3（500 TCID50s）とともにICso濃度の薬剤存在下で培養し、 day 7における上清中のP24抗原量を測定することでウイルス

の増殖を確認し、濃度を上げた薬剤の存在下で新たなMT－4細胞にウイルス上清のみを加えることで培養を継続した（cell丘ee manner）。



図3 試験管内でのGRL－98065耐性誘導中に認め6れたHIV－1鼎3のプロテアーゼ領域における変異
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図4 試験管内でのGRL－98065耐性誘導中に認め6れたHrV－1M48のgag領域における変異
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図5．GR：L－98065耐性変異HIV．1株の複製能評価
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MT－4細胞（2・4×105）と30 ng P24抗原量のGRL－98065耐性変異HIV－1Nい3（40 passage：HIV－1G砒98065P40）もしくは野生型HIV－INI46を加えて3時間培養、

MT4細胞を回収した後にGRL－98065添加の有無で分けて9日間培養を行い（MT－4細胞の最終濃度は104／ml、 GR：L－98065の最終濃度は0，0．01，0．1

μM）、上清中のp24抗原量を1日おきに測定した。



図6．GRL－98065と野生型HIV－1プロテアーゼ間の結晶構造解析

A． B．

AではGRL－98065、 BではDRVと野生型HIV－1プロテアーゼ間における水素結合を黄色の点線で示す。番号は薬剤と水素

結合を有するアミノ酸のプロテアーゼ領域における位置を示す。窒素原子、酸素原子はそれぞれ青色と赤色で示す。



8）考察

特徴的な∂炬十HF構造を有する新規のHIV－1 PlであるGRL－98065は、多剤耐性変異株を

含めた広いスペクトラムでのHIV－1およびHIV－2の複製を、非常に低い濃度で阻害した（表

1－4）。

GRL－98065は試験管内で誘導された各種既存Pl耐性変異HIV－1に対してIC50値が数nM

と高い活性を維持していたが、APV耐性変異HIV－1に対して活性の低下を認めた（表2）。こ

の理由として両者ともにsulfonamide構造を有しており、構造の類似性が交叉耐性に関与し

ていると考え6れた。既存のPlsのうち、 SQVは我々および他の研究グループの以前の報

告と一致するようにSQV耐性変異HIV－1以外の既存Pl耐性変異HIV－1に対して強い活性

を維持していたが（14，41，42）、その一方多剤耐性臨床分離HIV－1に対して、著明な活性の

低下を認めた。これに比較してGRL－98065は本実験で使用した6種類の多剤耐性臨床分離

HIV－1に対し、 IC50値が数nMと高い活性を維持することが判った（表4）。

 試験管内でのGRL－98065耐性誘導実験において、PR領域に10ケ所のアミノ酸変異を確

認した（図3）。このうちpassage 20以降、50％前後のクローンにおいて特徴的なA28S変

異の出現を認めた。HIV－1プロテアーゼにA28S変異が入ることにより、プロデアーゼの

酵素活性は1，500倍に低下するという報告がある（18）。GRL－98065のprototype Plである

TMC126において、同様に50％前後のクローンでA28S変異を認め、野生型A28と変異



A28S protease subunit同士がheterodimerを形成することにより野生型のプロテアーゼ活

性を維持しつつ、A28S変異によるstericlelectrostatic expulsionを起こすことで薬剤のプロ

テアーゼへの結合を阻害し耐性を獲得すると報告されたが（41）、同様の機序がGRL－98065

耐性に関与する可能性が示唆された。また、passage 40においてA28Sを有しないクロー

ンに150V変異を認めた。結晶構造解析において、 GRL－98065はlle50と水素結合を有して

おり（図6）、この変異によりGRL－98065のプロテアーゼ刊ap部位への結合が減弱すること

で、耐性化へ関与する可能性が推測された。結晶構造解析の結果、GRL－98065はDRVと

同様に∂侮THF構造の酸素原子がプロテアーゼ活性中心部位（Asp29， Asp30）の主脚と強

固に結合することが判明した（図6）。HIV－1プロテアーゼ活性部位のアミノ酸変異によって

Plが結合するアミノ酸の側鎖が変化することにより、 PIのプロテアーゼへの結合が減弱し

HIV－1はPl耐性を獲得するが、この変異により主鎖が変化することはほとんど無く（13，19，

22，41）、この2剤においてプロテアーゼ活性中心の主調と結合することが薬剤耐性HIV－1

に対する強い活性の維持に重要であると考え6れる。例としてプロテアーゼ活性中心部位

のAsp30の側鎖と水素結合をもつNFVに曝露されたHIV－1のプロテアーゼにおける主要な

耐性変異としてD30Nがあるが、これは30番のアスパラギン酸がアスパラギンに変化する

ことで側鎖が変化してNFVとの水素結合が損なわれ、結果としてNFVへの耐性を獲得’す

る（33）。しかしこのアミノ酸変異によって主脚はほとんど変化しない。このことは今回実験

に使用したプロテアーゼ領域にD30N変異を有するNFV耐性変異HIV－1に対し、Asp30ア



ミノ酸の側鎖には直接結合しないGRL－98065が強い活性を維持していた結果への説明とな

りうる。またGRL－98065では、プロテアーゼflap部位のlle50およびIle50’との水素結合

に加え、P2 siteのbenzodbxole構造が側ap部位のGly48’と水素結合を有するのに対して、

DRVではGly48’との水素結合を認めなかった。この可動性に富んだflap部位のGly48嘗との

水素結合がGRL－98065のプロテアーゼへの結合をDRVより更に安定化させ、本来のHIV－1

Gag前駆蛋白（基質）とプロテアーゼの相互作用に近づけることで、 GRL－98065の強力な

抗HIV活性に関与していると考え6れた。本研究におけるGRL－98065の耐性誘導において

Gly48への変異出現は認めなかった。

HIV－1のPIへの耐性獲得は耐性関連アミノ酸変異出現によるPl一プロテアーゼ間での水素

結合の消失もしくはvan der Waals力の消失による。またアミノ酸変異出現による主鎖の変

化は軽微なものである。もし、あるPIが野生型プロテアーゼにおける保存されたアミノ酸

の主鎖と複数の水素結合を有する場合、耐性変異出現によるvan der Waalsカの減弱はPl一

プロテアーゼ間における結合にほとんど影響しないと考え6れる。GRL－98065およびDRV

と既存のPlsにおいて、野生型プロテアーゼ活性中心のAsp29， Asp30， Asp30’の測鎖との

水素結合の数を結晶構造解析で評価したところ、既存Plsより多くの水素結合をGRL－98065

とDRVは有しており（表6）、この結果か62剤が既存Plsと比べてより変異プロテアーゼ

との水素結合を維持可能で、より強固に変異プロテアーゼへ結合しその酵素活性を阻害可

能であることが示唆された



9）結語

本研究により新規のHIV－1 PlであるGRL－98065において、①HIV－1プロテアーゼ活性中

心の主鎖に強固に結合し、更にプロテアーゼ刊ap部位との結合によって薬剤の結合が安定

化することで多剤耐性HIV－1を含む広いスペクトラムの抗HIV活性を発揮する②他の既存

Plsと異なるHIV－1プロテアーゼへの結合様式を有する③GRL－98065に対するHIV－1の耐

性獲得は遅延する④試験管内誘導によって得られたGRL－98065耐性変異HIV－1は複数の既

存Pisに対する感受性を維持する、などの特性が明6かとなった。これ6の結果より

GRL－98065は薬剤耐性HIV感染症例の有望な治療薬となる可能性が示唆された。
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