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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」、「施

策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。 

 施策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23年４月１日付で松岡佐織研究員、山本浩

之研究員が着任した。平成24年3月31日付で駒野淳主任研

究官が退職した。草川茂主任研究官と藤野真之研究員は

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。 
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業 績 
調査・研究 
I．HIV 感染免疫動態と予防エイズワクチンに関する研

究 

1．HIV 感染免疫動態に関する研究 

(1) HIV 感染免疫動態の解析に結びつくエイズモデルに

関する研究 

 HIV 複製抑制において細胞傷害性 T リンパ球（CTL）

反応は中心的役割を果たしている。これまで我々を含む

複数の研究グループが、特に Gag を標的抗原とする CTL

反応の有効性を指摘しているが、さらに最近、我々は Vif

を標的抗原とする CTL 反応の有効性を示唆する結果を

得ている。これら Gag および Vif 抗原特異的 CTL 反応を

誘導するワクチンの効果を知るためには、サルエイズモ

デルにおける検証が重要であるが、その際、もともとワ

クチン非接種の状況でウイルス曝露後、Gag・Vif 抗原特

異的 CTL 反応が誘導される個体群と誘導されない個体

群の両方での検討が必要となる。本研究では、これまで

確立を進めてきた各種 MHC-I ハプロタイプ共有アカゲ

サル群の解析を進展させ、SIV 感染急性期に Gag・Vif

抗原特異的 CTL 反応が優位に誘導される MHC-I ハプロ

タイプ W あるいは S 共有群、および SIV 感染急性期に

Gag・Vif 抗原特異的 CTL 反応が優位に誘導されない E

共有群を獲得した。これらの SIV 感染系は、エイズワク

チン開発における Gag・Vif 抗原特異的 CTL 反応を誘導

効果の検証に極めて有用なモデルとなる。 

[中村 碧、高原悠祐、石井 洋、阪脇廣美(京都大学)、堀

池麻里子(京都大学)、三浦智行(京都大学)、五十嵐樹彦

(京都大学)、明里宏文(京都大学)、保富康宏(医薬基盤研

究所)、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、松岡佐織] 

 

(2) 宿主細胞性免疫反応と HIV との相互作用に関する研

究 

 エイズワクチン開発においては、ワクチン誘導免疫がウ

イルス感染防御に結びつく機序を知ることが重要である。

本研究では、予防ワクチンによるCTLメモリー誘導がウイ

ルス曝露後のCTL反応の有効性に及ぼす影響をサルエイ

ズモデルにて検討した。MHC-IハプロタイプA共有サル群

において、Gag206-216特異的CTLメモリーを誘導すると、

SIV曝露後の感染急性期にメモリー由来のGag206-216特異

的CTL反応が優位となり、ナイーブ由来のGag241-249特異

的CTL反応誘導が遅延することが判明した。その結果、

Gag206-216特異的CTL反応からの逃避変異の選択が加速

し、場合によってはSIV複製制御に至らない個体が数頭み

られた。一方、Gag241-249特異的CTLメモリーを誘導する

と、SIV曝露後の感染急性期にメモリー由来のGag241-249

特異的CTL反応が優位となり、ナイーブ由来のGag206-216

特異的CTL反応誘導が遅延した。その結果、Gag241-249特

異的CTL反応からの逃避変異選択は認められず、

Gag206-216特異的CTL反応からの逃避変異選択も遅延し

て、安定なSIV複製制御が認められた。本研究結果は、CTL

メモリー誘導が、ウイルス曝露後のワクチン抗原特異的

CTL反応と非ワクチン抗原特異的CTL反応の協調作用に与

える影響を明らかにし、CTL誘導予防エイズワクチンの抗

原選択に極めて重要な論理基盤を与えるものである。 

[石井 洋、松岡佐織、山本浩之、関紗由里、椎野禎一郎、

武田明子、寺原和孝(免疫部)、三浦聡之(東京大学)、森

川裕子(北里大学)、成瀬妙子(東京医科歯科大学)、木村

彰方(東京医科歯科大学)、滝口雅文(熊本大学)、俣野哲朗] 

 

(3) 宿主液性免疫反応と HIV との相互作用に関する研究 

ア．SIV 中和抗体の感染個体レベルにおける防御機序の

解析 
 エイズウイルス中和抗体（NAb）は感染急性期の受動

免疫により著明な持続感染阻止効果を示し得、機序とし

て抗原提示修飾を介した特異的T細胞応答亢進が関わる

可能性を我々は近年見出している。本研究では、受動免

疫中和抗体およびそれに誘導される細胞性免疫による相

乗的なエイズウイルス防御機構の解明を目標とした。こ

れまでに NAb の抗原提示能に関わる DC 受容体を検索

中、NAb 存在下における抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞の

直接的な CCL4 産生亢進を認めた。平成 23 年度は、抗

体による CD8 直接誘導の知見に基づき抗体の中和能の

必要性を検証することを最重要視し、①非・中和抗体

（nNAb）の大量精製を行い、②不活化 SIV 全粒子を抗

原とする ELISA 法のスクリーニング系を立ち上げ、③

背景研究で使用した NAb と同じ粒子結合能を有する

nNAb を選抜し、④SIV 感染急性期のサル受動免疫実験

を開始した。結果、持続感染の阻止には至らない可能性

が示唆された。これは感染急性期における特異的 CD4
陽性 T 細胞保護が不十分な場合、抗エイズウイルス抗体

による個体レベルの防御効果が発揮され得ないことを示

唆しており、抗エイズウイルス抗体による感染成立阻止

にも中和能が必要と示す別報告と機序的に異なりうる。

本研究成果は、SIV 感染初期の受動免疫中和抗体による

ウイルス制御の必要十分条件の解明に結び付くもので、

中和抗体誘導型予防エイズワクチン開発への論理基盤に

寄与するものである。 
[山本浩之、中根 拓、野村拓志、岩本 南、高橋尚史、俣
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野哲朗] 
 

イ．SIV 感染細胞に対する抗体依存性細胞性ウイルス複

製抑制機構の解析 
 サル末梢血単核球（PBMC）をエフェクター細胞、サ

ル CD4 陽性 T 細胞株を標的細胞とする抗体依存性細胞

性ウイルス複製抑制（ADCVI）アッセイ系を確立した。

生理的濃度の中和抗体による高い ADCVI 能を確認し、

同程度の濃度の非・中和 SIV 特異抗体においては高い

ADCVI 能を認める群と認めない群に分かれた。非中和

抗体の 2 群では、ELISA 法で評価したウイルス粒子結合

性と照応の結果、結合性と ADCVI 能に比例傾向が認め

られた。粒子結合性及び ADCVI 能が高い SIV 特異的

非・中和抗体を誘導するサル個体は、初期に一定以上の

体内ウイルス量を示し、後に高度にウイルス量を抑制し

た個体に限られた。即ち T 細胞応答主体に有効な SIV 制

御に至る個体でも、中和能で検出し得ない充分な液性免

疫応答が認められる可能性が示唆された。抗 SIV・非中

和抗体の感染サル受動免疫モデルを解析した結果、急性

期血中ウイルス量の削減への受動免疫の寄与を認めず、

血漿中 SIV エンベロープ領域において ADCC エスケー

プに類する変異選択は認めなかった。即ち、選択圧がか

かる水準の ADCVI 能を発揮するには極めて高い力価が

求められることが分かった。以上から、中和抗体による

エイズウイルス持続感染成立阻止における ADCVI の寄

与は、有効な細胞性免疫応答の誘導に至るまでの補助作

用に留まる可能性が示唆された。 
[中根 拓、山本浩之] 
 

(4) 生ワクチンにより誘導される感染防御 

 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貢献することが期待さ

れる。∆5G 感染により誘導される宿主応答から SIV 感染

防御に関わる免疫応答を解析し、糖鎖変異 SIV 感染が誘

導する防御免疫に関し新たな知見が得られた。１）多様

な変異ウイルスに対する高い感染抑制効果が確認された。

２）慢性感染期の感染制御に働くエフェクター細胞につ

いて SIV 特異性に関する知見が得られた。３）HIV 感染

防御に最も重要と考えられる初期感染期の防御免疫につ

いて、感染標的細胞の供給抑制が感染抑制の機構として

働いている可能性を示唆する結果が得られた。これらの

研究を進展させることにより HIV ワクチン・治療法の開

発研究に新たな方向性・戦略を提案することが可能とな

る。 

[Nursarat Ahmed、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。モデルを作

製するにあたり、インド産と比べ中国産のアカゲザルが

SIV に対して感染抵抗性を示すことを考慮し評価した上

で、本年度は以下の知見を得た。 

1) ヒトの性周期と類似することやアカゲザルのように

限定的に発情期（11-2 月頃）があるわけではないた

め、性周期の観点から経膣感染モデル用霊長類とし

ては、カニクイザルが適していると思われた。 

2) Medroxyprogesterone acetate (15 mg)筋注を行うこ

とにより、個体の性周期を同調させ、さらに生理的

子宮口びらんを誘導した状態で攻撃接種を行うこと

で、系全体のバラツキを抑える事が可能となった。 

3) SIV の攻撃接種に関しては、ウイルス 10000 TCID50/ml

（1ml）を感染細胞及び精液とともに複数回接種する

モデルが妥当である。 

[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)、俣野哲朗] 

 

3．ワクチンデリバリーシステムに関する研究 

(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

23 年度には、前年度に得られた研究成果をさらに確認す

る方向で研究を進め、抗 SeV 抗体存在下での SeV ベクタ

ーワクチン経鼻接種による抗原特異的 CTL 誘導能を明

らかにした。 

[守屋智草(東京大学)、栗原京子、高原悠佑、井上 誠(デ
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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)）、俣野哲朗] 

 

(2) DNA ワクチンに関する研究 

 本研究では、我々が開発してきた DNA ワクチンによ

る CTL メモリー誘導が、ウイルス曝露後の宿主 CTL 反

応に及ぼす影響を、サルエイズモデルを用いて解析した。

ワクチン接種によっても SIV 複製制御に至らない系を用

いた解析を行い、曝露後急性期には、ワクチン抗原特異

的 CTL 反応が優位となり、非ワクチン接種個体で誘導さ

れるような非ワクチン抗原特異的 CTL 反応の誘導が遅

れることを確認した。本研究結果は、ワクチン抗原デザ

インにおいて考慮すべき重要なポイントである。 

[高原悠佑、松岡佐織、山本浩之、石井 洋、仲宗根正、

武田明子、阪脇廣美(京都大学)、堀池麻里子(京都大学)、

三浦智行(京都大学)、五十嵐樹彦(京都大学)、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．ワクチン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てきた。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(大日精化)、福島健司(大日精化)、

滝口泰之(千葉工大)] 

 

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 

 HIV-1 粒子の主要な構造タンパク質である Gag タンパ

ク質や、宿主細胞表面のレセプターに結合することでウ

イルスの侵入に関与する Envタンパク質のウイルス形成

部位への輸送や、その分解がどのような宿主因子によっ

て制御されているかについては不明な点が多い。そこで

本研究では、エンドサイトーシスやエキソサイトーシス

といった細胞内小胞輸送を担う Rab タンパク質に着目し

た。H23 年度は、主に Rab11a の HIV-1 粒子形成への関

与の可能性を想定し、検討した結果を報告する。Rab11a

の発現抑制や機能阻害における、HIV-1 粒子形成への影

響を検討した。293T 細胞において、shRNA 導入により

内在性Rab11aタンパク質のノックダウン、またはRab11a

の野生型（WT）およびドミナントネガティブ変異体（DN）

を一過的に過剰発現した細胞を作製した。引き続き細胞

に HIV-1 分子クローンを導入し、ウイルスタンパク質産

生やプロセッシング、ウイルス粒子への取り込みをウエ

スタンブロッティングによって解析した。また、ELISA

法によりウイルス放出量の測定、TZM－bl 細胞を用いた

感染価の測定も行った。内在性 Rab11a のノックダウン

および Rab11a DN 過剰発現の両方において、Gag のプロ

セッシングやウイルス放出量に影響は見られなかった。

一方で、Env のプロセッシングおよびウイルス粒子への

取り込みの低下が認められ、産生ウイルスの感染価が低

下した。低下した感染価は VSV-G pseudotype によって回

復が認められた。したがって、Rab11a が Env のプロセッ

シングまたは輸送に関与することによって Envのウイル

ス粒子への取り込み量を制御し、感染性 HIV-1 の粒子形

成において一定の役割を演じている可能性を示唆してい

る。 

[竹村太地郎、呉 鴻規、川又美弥子、村上 努] 

 

(2) HIV とサイクロフィリン A の相互作用に関する研究 

ア．HIV-1 複製におけるサイクロフィリン A（CypA）の

機能解析 

 宿主因子 CypA は HIV-1 複製をその前期過程において

サポートするが、その作用機序は未だ明らかにされてい

ない。本研究ではこの作用機序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、または 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い、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

基配列解析を行った。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。得られ

た変異の１つであるN121K 変異はCypAへの依存性を野

生型と大きく異にしており、現在 CypA 非依存的な HIV-1

複製機構について解析を行っている。さらに、CypA の

異性化酵素活性欠失変異体を用いた機能解析も行った。

異性化酵素活性を欠失した変異体発現プラスミドを４種

類作製し、shRNA を用いて内在性 CypA 発現を抑制した
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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した。その結果、全ての

異性化酵素活性欠失変異体は HIV-1 複製能を復帰させず、

HIV-1 複製に CypA の異性化酵素活性が必要であること

が示唆された。 

[竹村太地郎、川又美弥子、卜部美帆、村上 努] 

 

イ．HIV と SIV のサイクロスポリン A への感受性の相違

に関する研究 

 ヒト細胞における HIV 複製においてサイクロフィリ

ン（Cyp）A は促進的に働くことから、Cyp 阻害剤であ

るサイクロスポリン A は HIV 複製に阻害的に働く。本研

究で我々は、ヒト細胞における SIV 複製にはサイクロス

ポリン A が促進的に働くことを明らかにした。一方、サ

ル細胞における SIV 複製には、サイクロスポリン A は阻

害的に働くことが判明した。これらの結果は、ウイルス

と宿主因子の密接な相互作用を示すものとして重要であ

る。 

[武内寛明(東京医科歯科大学)、明里宏文(京都大学)、石

井 洋、俣野哲朗] 

 

(3) 宿主染色体への SIV プロウイルス組込み部位に関す

る研究 

 近年、次世代シークエンサーを用いた宿主染色体への

HIV プロウイルス組込み部位の網羅的解析法が開発され

た。そこで我々は、各感染細胞においてこれら組込み部

位の違いがどのように反映されるのかを、エイズモデル

を用いて個体レベルで明らかにすることを目標として、

まず、培養細胞レベルでの SIV プロウイルス組込み部位

の網羅的解析系の確立を進めた。SIV で得られた結果を、

HIV の報告と比較したところ、染色体ごとの組込み部位

指向性に類似性が認められた。本解析系は、組込み部位

決定に関与する宿主因子に関する研究に結びつくととも

に、エイズモデルへの応用が期待される。 

[竹村太地郎、村上 努、本村和嗣(病原体ゲノム解析研究

センター)、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)、俣野哲朗] 

 

2．HIV 感染病態に関する研究 

(1) 初期感染において感染病態を決定するウイルス糖鎖

の役割 

 HIV/SIV の糖鎖はウイルス-標的細胞の相互作用を調

節している。SIVmac239 の gp120 の N 型糖鎖の一部を欠

失した変異株∆5G は、生ワクチンの性質を示すが、初期

感染におけるウイルス増殖は SIVmac239 と同レベルで

ある。両ウイルスの病原性の違いは、感染免疫組織の違

いによる。SIVmac239 の主要感染組織は、2 次リンパ組

織（インダクティブ部位）であり、感染により

CXCR3+CCR5+ transitional memory CD4+T 細胞が消失し

た。∆5G の主要感染組織は、小腸粘膜組織で、感染細胞

は、小腸の粘膜固有層（エフェクター部位）に局在した。

SIVmac239 感染では、感染細胞は孤立リンパ小節（イン

ダクティブ部位）に局在していた。これらの結果から、

ウイルス糖鎖は、免疫組織に局在する CD4+T 細胞サブ

セットへのターゲッティングを調節し病原性を決定する。

2 次リンパ組織の Th1 細胞の感染は、病原性感染の原因

となる。一方、小腸粘膜組織 Th17 細胞の感染は、非病

原性であることが示唆された。 

[森 一泰] 

 

(2) 抗 HIV 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

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、HAART 中に

低下する HIV 特異的 CTL 反応の増強を目的として、

HAART 中の治療ワクチンとしての SIV 抗原発現センダ

イウイルス（SeV）ベクター接種による抗原特異的 CTL

反応誘導効果を、サルエイズモデルにて検証した。SIV

感染サルにおいて抗 HIV 薬投薬開始後 3 ヶ月目に、Gag・

Vif 発現 SeV ベクターを接種したところ、Gag・Vif 特異

的 CTL 反応の誘導・増強を認めた。この治療ワクチンシ

ステムは、HIV 感染症だけでなく HTLV 感染症への応用

も期待できる。 

[高原悠佑、中村 碧、松岡佐織、阪脇廣美(京都大学)、

三浦智行(京都大学)、五十嵐樹彦(京都大学)、長谷川秀

樹(感染病理部)、俣野哲朗] 

 

3．薬剤耐性に関する研究 

(1) 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 検査を実施してきた。

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きた。解析を

行った検体は平成 24 年 3 月の時点で累積 8951 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、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
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られるようになった。このため平成 18 年度以降は保険収

載前と比較して解析検体数は大幅に減少した。更に 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

が減少し、我々の調査では治療の約 1.5％程度、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 CCR

５阻害剤の使用に対応するために Env C2V3 領域の遺伝

子配列解析による指向性検査を開始した。平成 24 年３月

の時点で、626 検体の指向性検査を実施した。その結果

21.6％が X4 指向性と判定された。 

[杉浦 亙、服部純子(名古屋医療センター)、松田昌和(名

古屋医療センター)、岩谷靖雅(名古屋医療センター)、宮

崎菜穂子(東京大学)] 

 
(2) 高感度薬剤耐性検査法を用いた微少集族薬剤耐性

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

ける微少集族薬剤耐性 HIV 検出の試み 

 これまでに CDC で開発された定量 PCR を応用した

Subtype B の逆転写酵素阻害剤(RTI)に対する高感度薬剤

耐性検査法（高感度法）と CDC・感染研の共同研究で開

発されたCRF01_AE のRTI耐性変異を検出する高感度法

に加え、プロテアーゼ阻害剤(PI)に対する耐性変異の

M46I/L を検出する高感度法の確立を行った。臨床検体で

の検出限界を解析した結果、M46I で 0.54%、M46L で

4.01%を検出限界として微少集族薬剤耐性変異を検出可

能だった。CDC で既に開発されている PI 耐性変異の

L90M 検出法と合わせて、（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 149例に

ついて微少集族薬剤耐性変異を高感度法で解析した。そ

の結果、ダイレクトシーケンス法（従来法）では M46I

は 14 例から検出され検出率は 9.4%だったのに対し、高

感度法では 15 例が微少集族として検出され、全体として

29 例から M46I を検出した。全体での薬剤耐性検出率は

19.46%に上昇した。また M46L、L90M は従来法では検

出されなかったが高感度法では各々5 例、4 例から検出さ

れた。RTI 耐性変異は 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少集

族薬剤耐性変異として新たに検出されており、薬剤耐性

変異の検出率は高感度法によって従来法の 12.08％から

32.21％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、また M46I/L, L90M は複数の PI に

対して耐性を与える。従来法ではこれらの変異を正確に

検出できない可能性があり、高感度法による正確な薬剤

耐性検査は効果的な治療を行う上で重要と考えられる。 

[西澤雅子、服部純子(名古屋医療センター)、Jeffrey 

Johnson(米国 CDC)、Walid Heneine(米国 CDC)、杉浦 亙] 

 

イ．高感度薬剤耐性 HIV 検出法を用いた微少集族薬剤耐

性 HIV の動態と HAART 治療効果との相関についての研

究 

5 年以上に渡って抗 HIV 治療(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 6 症例(Case1~Case6)を選択し、患者血中に微少

集族として存在する逆転写酵素阻害剤(RTI)とプロテア

ーゼ阻害剤(PI)に対する耐性変異を高感度で検出可能な

高感度薬剤耐性検査法（高感度法）によって解析した。

その結果、6 症例全てから PI 耐性変異が微少集族として

検出された。これらの変異はダイレクトシーケンス法（従

来法）で検出されるよりも 3 カ月～数年前から存在して

いるものもあった。また従来法で検出されなくなった後

も数カ月に渡り患者血中に存在していた。Case2、Case4

では微少集族として検出された M46I に、やはり従来法

では検出されていない薬剤耐性変異が M46I とリンクす

る形で微少集族として存在していた(Case2: I54V、A71V, 

Case4: G48V)。Case 6 では RTI耐性変異の T215Iと K103N

が従来法で検出される 1 年～3 年前からすでに微少集族

として患者血中に存在していた事が高感度法によって示

された。従来法による薬剤耐性検査では、T215I と K103N

は HAART を Zidovudine, Lamivudine, Indinavir を含むレ

ジメから Efavirentz, Lamivudine, Tenofovir を含むレジメ

に変更した直後に検出された。微少集族として検出され

たT215IとK103Nについてそれぞれ系統樹解析を行った

結果、これらの T215I と K103N は治療変更後に主要な集

団として出現した HIV と近縁にあり、これらの変異は治

療変更前から既に患者血中に微少集族として潜在してい

て治療変更とともに主要な HIV 集団として顕在化した

事が明らかになった。これらの結果から、高感度法を用

いた薬剤耐性検査を行う事でより正確な耐性変異の把握

が可能になり、より効果的なレジメを選択できる可能性

を示した。 

[西澤雅子、Jeffrey Johnson(米国 CDC)、Walid Heneine(米

国 CDC)、杉浦 亙] 

 

(3) ラルテグラビル耐性遺伝子143C及び140S+148Hに対す

る耐性クローンの薬剤感受性試験 

 HIV 多剤耐性患者の治療にはインテグラーゼ阻害剤、

ラルテグラビル（RAL）が使用されるようになった。こ

れまでRALの主な耐性変異は 148H及び 155Hであった。
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最近、新たに 143C が加わった。また 148H には２次変異

（140S）が出現することがわかった。今回は 143C 及び

140S+148H を HIV 多剤耐性患者 3 症例、HXB2 のインテ

グラーゼに導入し８種類の耐性クローンを作成した。前

年度に引き続き、MAGIC5 細胞で薬剤感受性試験を行な

った結果、143C、140S+148H は野生株（WT）に比べて

薬剤感受性が低下した。特に 140S+148H では、WY の 25

～308 倍の IC50 値を示し、前回の 148K/R/H 及び 155H を

含む全クローン中、最も高い耐性レベルであった。 

[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構造タンパク質Gagを標的とした抗レトロウイ

ルス薬の開発 

 現在 HIV-1 感染症に対する治療には多剤併用療法

(Highly Active Anti-retroviral Therapy、HAART)が用いられ

ている。しかし、薬剤耐性ウイルスの出現等の問題点が

指摘されている。多剤耐性ウイルスに対抗するためには、

既存の治療薬と作用機序の異なる新規抗エイズ薬の開発

が求められる。HIV-1 の構造タンパク質 Gag を標的にし

た抗レトロウイルス薬は未だ実用化されておらず、研究

開発の余地がある。そこで我々は Gag 機能を阻害する抗

レトロウイルス薬のリード化合物の同定を試みた。yeast 

membran-associated two-hybrid assay を利用した Gag-Gag

相互作用測定系を構築し、Gag 多量体化を阻害する活性

を有する化合物のスクリーニングを行った。結果、多様

な化学構造を有する 20000 種類の chemical library から、

６種類の候補化合物を同定した。これらの候補化合物に

よるHIV-1複製抑制をヒト T細胞株及び PBMCで検証し

たところ、2-(benzothiazol-2-ylmethylthio)- 

4-methylpyrimidine(BMMP)が 25uM にて細胞障害性を示

さず HIV-1 複製阻害効果を示した(TD50≧50)。HeLa 細胞

にて BMMP の作用機序を解析したところ、Gag の発現量、

細胞内局在および形質膜輸送に影響を与えなかったが、

HIV-1 粒子産生の抑制が観察された。In vitro viral core 

disassembly assay にて BMMP が成熟ウイルスコアの不安

定化を誘導することが示唆された。本化合物は次世代

HIV-1 感染症治療薬の候補として有用かもしれない。 

[浦野恵美子、市川玲子、宮内浩典、武部 豊、駒野 淳、

供田 浩(北里大学)、倉持紀子(北里大学)、村山山縣琮明

(北里大学)、森川裕子(北里大学)] 

 

(2) 経口投与可能な CXCR4 阻害剤の研究・開発 

 本研究の最終目的は、新規 CXCR4 阻害剤 KRH-3955

を材料として試験管内で薬剤耐性誘導を行い、耐性変異

のパターンや耐性機構を解析することにより、より耐性

の出にくい薬剤を設計し、耐性変異パターンを予測する

ことである。H22 年度は KRH-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抽出した DNA

について 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。その結果、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、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ることが判明した。今

年度は、得られた CXCR4 阻害剤耐性 HIV-1 株の HIV-1

コレセプター利用能の変化の有無について検討した。今

回得られた変異を有する CXCR4 阻害剤耐性 HIV-1 につ

いてはコレセプター利用能の変化は認められなかった。 

[竹村太地郎、川又美弥子、熊倉 成(クレハ)、山崎 徹(ク

レハ)、前田洋助(熊本大学)、山本直樹(国立シシンガポ

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 

 ペプチド化学的手法による HIV-1 CA 部分ペプチドの

細胞内導入による HIV 複製制御の可能性を検証する準

備段階として行ってきた MA 部分ペプチドの細胞内導

入実験において Octa-Arg を付加した細胞内導入可能な

MA 部分ペプチドの一部は、EC50=数 uM で X4、R5 の両

方のタイプのHIV-1の複製を阻害することを明らかにし

た。さらに蛍光標識した MA 部分ペプチドを用いて

Octa-Arg 付加によって実際に細胞内に取込まれている

ことも示すことができた。しかしながら、導入したペプ

チドの細胞内エンドソームからの脱出効率が悪いため、

細部毒性と抗HIV-1活性の濃度に十分な差異を出すこと

ができないという問題が残っていた。この課題に対して

は、細胞にエンドソーム酸性化阻害剤クロロキンを 5 uM

添加することによって細胞毒性に影響を与えずに抗

HIV-1 活性のみ数倍増強することに成功した。 

[川又美弥子、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との共同研究の延長上の研究
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として、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。H22年度には、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少する

ことを見出した。今年度は、さらに種類の異なる陰電荷

リガンドを固定化した中空糸を用いて同様の実験を行っ

た。その結果、陰電荷リガンドがHIV-1 Envに作用し、そ

の膜融合能を低下させることが処理したウイルスの感染

能の低下をもたらしている可能性が示唆された。 

[江原 岳((株)DIC)、川又美弥子、三浦 博((株)DIC)、

村上 努] 

 

(5) iPS 細胞を用いた新規治療法開発の試み 

ア．iPS 細胞に HIV 抵抗性を付与 

 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。 

 昨年度、我々はヒト腎上皮細胞からの iPS 細胞の作製

とその解析結果について報告した。今年度は、この iPS

細胞に遺伝子操作を施して HIV 抵抗性を付与する試み

を開始した。第１歩として、HIV のコレセプターである

ヒト CCR5 遺伝子に着目して、HIV 感染抵抗性遺伝子で

ある CCR5Δ32 変異遺伝子を iPS 細胞の正常遺伝子と交

換して、安定細胞株を樹立することを計画した。両遺伝

子座共 CCR5Δ32 の iPS 細胞株を得ることを目標として

遺伝子導入の技術的改良を進めている。 

[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)] 

 

イ．再生医療に根ざした HIV/AIDS 治療法開発にむけた

技術基盤の構築 

 HIV 感染は宿主免疫を機能不全に陥らせるため、HIV

感染症の治療において免疫系の再構築は重要な要素を占

める。しかし、現行の HAART では免疫再構築を達成す

ることが困難であることが知られている。iPS 細胞は多

能性を持っており免疫系の細胞へも分化が可能である。

我々は、HIV 感染者・エイズ患者の HIV 非感染の組織よ

り iPS 細胞を樹立し、iPS 細胞に HIV 抵抗性を付与し、

感染者・患者に自家移植する治療法の開発にむけた基盤

研究を開始した。昨年度は、HIV 抵抗性因子として知ら

れる変異型 APOBEC3G を恒常的に発現する iPS 細胞の

樹立に成功した。さらに、HIV 複製実験を行うため、iPS

細胞を HIV 複製許容細胞であるマクロファージへ分化

させる技術の確立を試みた。ES 細胞で構築された分化プ

ロトコールを適応したところ、iPS 細胞からマクロファ

ージの表面マーカーの一つである CD14 や HIV-1 の

co-receptor でもある CCR5 陽性細胞への誘導が確認でき

た。今後、マクロファージ分化プロトコールを系統的に

試験し、HIV 複製実験を可能にする技術基盤を確立し、

新たな HIV/AIDS 治療戦略の概念検証を進めたい。 

[武田 哲、駒野 淳] 

 

(6) プロウイルスゲノム破壊による革新的 HTLV-1 関連

疾患発症遅延法の開発 

 本研究では Zinc Finger Nuclease (ZFN)を応用して

HTLV-1 プロウイルスを破壊する治療分子を開発し、

HTLV-1 感染症に対する根本的な治療法の開発に対する

可能性を示す。Double Strand Break は宿主細胞の修復系

により再結合されるが、修復後の核酸配列は元の配列か

ら変化する。この特性を生かして HTLV-1 プロウイルス

の機能を不可逆的に破壊するような治療分子を開発する。

標的配列にはウイルス遺伝子発現を担う唯一のウイルス

プロモーターである LTR が理想的である。今年度はこの

治療分子の一次機能評価を行うため、LTR 標的配列内の

最小配列を利用してヒト細胞に一過性発現させた治療分

子によって導入される核酸改変の効率と改変配列決定に

かかる評価系のデザインと構築を試みた。今後、一次評

価系の構築を進め、治療分子による活性を実際に評価す

る予定である。 

[武田 哲、田中 淳(群馬大学)、駒野 淳] 

 

III．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 流行の疫学的研究 

(1) 中国を中心とする東アジア地域における HIV 流行に

関する研究 

ア．中国における男性同性愛者 (MSM)間の HIV-1 流行

の分子疫学と我が国への波及に関する新知見 

 MSM 間の HIV-1 流行の拡大は、全世界的傾向であり、

我が国を含むアジア諸国も例外ではない。中でも中国に

おいては、新規感染者報告に占める MSM の割合は 2.5% 

(2006 年)から 13.0% (2011 年前期)と 5 倍以上に急昇して
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いる。解析の結果、中国における MSM 間の HIV-1 流行

に関与する最も主要なウイルス株は CRF01_AE であり、

全体の~60%を占める。しかも、CRF01_AE 株の 95%以上

は、明確な 2 種のクラスター  (CN.MSM.01-1 と

CN.MSM.01-2)に分類された。この２種の variants は、そ

の他の地域には見出されない中国の MSM 流行に固有の

ものと考えられる。一方、我が国（首都圏）の MSM お

よびリスク因子不明の集団に流布する HIV-1 株の 97%以

上は欧米型サブタイプ B であるが、ごく少数 (~2-3%) の

CRF01_AE 株が検出され、さらに興味深いことに、この

稀な CRF01_AE 株の約 1/4 は、中国 MSM 間の流行に特

徴的な CRF01_AE variant の一つである CN.MSM.01-1 に

属することを明らかになった。本研究の成果は、中国に

おける MSM 間流行の動因となっているウイルス variant

が、既に世界播種を開始している可能性を示すはじめて

の知見と考えられる。 

[Minghui A(中国医科大学)、Han X(中国医科大学)、Shang 

H(中国医科大学)、Feng Y(中国 CDC)、He X(中国 CDC)、

Shao Y(中国 CDC)、近藤真規子(神奈川衛研)、武部 豊] 

 

イ．中国における HIV-1 流行に関する包括的な分子疫学

解析 

 中国における HIV 感染者数は約 78 万人、年間感染者

数は約 4.8 万人と推定され (2011 年末)、HIV 流行は依然

拡大傾向にある。中国における HIV 流行の動因となる

HIV-1 流行株の遺伝子型分布に関して、中国全土（海南

省を除く 30 省）にわたり世界でも例を見ない大規模解析

を行った。解析結果の概要は次のようである。1) 中国の

分 布 す る 主 要 な HIV-1 genotype は 、 CRF07_BC, 

CRF01_AE, CRF08_BC, B’であり、この 4 種の遺伝子型が

全体の 80%近くを占める。2) 遺伝子型分布にはリスク集

団および地理的に著しい特徴が見られる。CRF07_BC, 

CRF08_BC は注射薬物乱用者 (IDU), B'はプラズマ供血

経 験 者  (FPD), CRF01_AE は 異 性 間 性 感 染 者 

(Heterosexual), IDU により多く分布しているという一般

傾向が見られる。しかし、3) 今後、大きなしかも急速な

変化の兆候が見られる。そのような急速且つ顕著な変化

が、FPD 間のサブタイプ B'による流行の一般集団 

(Heterosexuals) への波及であり、また都市部を中心とす

る MSM 間の流行の急速な拡大に対応して欧米起源のサ

ブタイプ B に代わって、CRF01_AE が急速に感染を拡大

しているなどの新知見が得られつつある。 

[He X(中国 CDC)、Shao Y(中国 CDC)、武部 豊] 

 

(2) 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）

における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] 

 

(3) HIV ゲノムの HLA 関連変異の解析 

ア．インドにおける感染者 HIV ゲノムの HLA 関連変異

の解析 

 多種多様な宿主遺伝子の中で、最も HIV 複製への影響

が大きい因子として HLA 遺伝子型が知られている。こ

れまで数多くの研究で、HLA 遺伝子型と HIV 病態進行

との相関が報告され、いくつかの protective HLA class I

アレル（病態進行遅延と相関する HLA class I アレル）で

は、その HLA 拘束性エピトープ特異的 CTL 反応が HIV

複製抑制、病態進行遅延に中心的役割を担っていると考

えられている。HIV 感染症では、CTL の HIV 複製抑制圧

を反映して、CTL エピトープ領域のアミノ酸置換を引き

起こす CTL 逃避変異の選択が認められることも知られ

ている。これら逃避変異の有無が各々の HIV 感染者の

HIV 感染動態に及ぼす影響をしることは重要である。ま

た、集団全体として、HIV ゲノムに CTL 逃避変異が選択

されてくる可能性も継続的に追求する必要がある。近年、

これら CTL 逃避変異をある程度反映するものとして、
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HLA 関連変異の同定の重要性が指摘されつつある。HIV

感染者数百人の HLA 情報とその体内 HIV ゲノム情報を

収集して、統計的手法により各 HLA アリルに相関する

ウイルスアミノ酸変化を検出する方法である。各 HLA

アリルの頻度は人種間で大きく異なっているため、世界

の各地域において流行 HIV 株の HLA 関連変異を同定す

ることは重要である。そこで我々は、アジア・アフリカ

のいくつかの地域における HIV ゲノムの HLA 関連変異

の解析を進めることとした。平成 23 年度はまず、アジア

の HIV 流行地域の一つであるインドを対象とした研究

を推進することとし、国立コレラ下痢症研究所（NICED）

との共同研究を開始した。インド人の HLA タイピング

系を確立し 10 数名について結果を得た。本研究の進展は、

HIV と宿主 CTL 反応の相互作用の理解に結びつくこと

に加え、世界の HIV の HLA 関連変異動向把握への貢献

が期待される。なお、HIV の HLA 関連変異解析研究の

拡大に向け、西アフリカのガーナ共和国の野口記念医学

研究所等との共同研究を検討中である。 

[石川晃一、Sekhar Chakrabarti(National Institute of Cholera 

& Enteric Diseases)、William Ampofo(Noguchi Memorial 

Institute for Medical Research)、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) 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 2009 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、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、08 年：626

例、09 年：617 例、10 年：656、11 年：672 検体であっ

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 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：

8.6%、10 年：11.9％、11 年：9.1％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：4.0％、04 年：4.0％、05 年：5.0%、06 年：5.2％、

07 年：5.7％、08 年：3.7%、09 年：3.5%、10 年：5.5%、

11 年：5.3%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：0.7％、05 年：0.5%、06 年：

0.7％、07 年：0.8％、08 年：1.3%、09 年：0.7%、10 年：

2.8%、11 年：1.2%であった。同プロテアーゼ阻害剤では

03 年：1.5％、04 年：0.7％、05 年：2.6%、06 年：1.6％、

07 年：3.3％、08 年：3.8%、09 年：4.3%、10 年：4.6%、

11 年：3.0%であった。インテグラーゼ阻害剤耐性変異に

関しては 2007 年の登場から 5 年が経っているが、現在の

ところ新規 HIV/AIDS 診断患者からは見いだされていな

い。 

[杉浦 亙、鈴木寿子、西澤雅子、服部純子(名古屋医療セ

ンター)、松田昌和(名古屋医療センター)、岩谷靖雅(名

古屋医療センター)] 

 
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 設計をさらに検討し

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

邦で検出された複数の 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 

 これまで 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。この戦略は

HIV-1/2 ゲノムに特異的な 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。より汎用性のあ

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

ン作成への応用を試みてきた。この酵素は Vector と組込

む Insert 両末端に 15 塩基の相同性を認識して末端同士
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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 でそれぞれ保存されている。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ほど遠く低かったが、昨年

度はPrimer設計の改良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。本年度はさらに HIV-1/2

での Primer 設計などの実験条件を精査し、さらに増幅酵

素の検討を行い、ほぼ高効率に HIV-1 のみならず HIV-2

でも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。 

[梅木優子、永井美智、巽 正志] 

 

イ．HIV-2 標準品整備：本邦で検出された HIV-2 ウイル

ス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。一方で昨今、東海地方におい

て２名の日本人女性を含む５例の HIV-2 感染症例が報告

され、現在感染者数は希であるとしても確実な HIV-2 感

染診断のためレファレンスとして HIV-2 国内感染者検体

とウイルスの整備が必要となる情勢である。遺伝子構造

上 HIV-2 は HIV-1 より多様性を示すが、Los Alamos HIV 

Database によれば Near Full-genome 配列情報はこれまで

25 例ほどのウイルスで得られているのみで、感染性分子

クローンに至っては Group A では ROD, GH1 など

Prototype HIV-2 の５例、Group B では UC1 などしか報告

されておらず、確定的な遺伝子診断のための標準品整備

がなされていない状況である。これらの現況に鑑み、本

年度は名古屋医療センターで近年検出された５例の

HIV-2 感染者血漿検体から MAGIC-5A 細胞と磁気パーテ

ィクルを用いてウイルス分離を試み、ウイルス血症を示

した４例の感染者血漿検体からウイルスが分離できた。

これらのウイルス感染 MAGIC-5 細胞ゲノムを鋳型に

HIV-2 provirus 増幅を試み In-Fusion 酵素による One-Step 

HIV Cloning Strategy により全例から感染性分子クロー

ンを樹立した。２名のナイジェリア出身感染者

（NMC307:2004 年保存血漿、NMC716:2007 年保存血漿）

と１名の邦人女性感染者（NMC842:2008 年保存血漿）か

ら樹立した感染性分子クローンの塩基配列解析により全

例 Group B を Backbone に env 領域に同じ Breakpoint で

Group A の配列が組換わっている HIV-2 で初めて報告さ

れた組換体 HIV-2 CRF01_AB であり、Nigeria を含む西ア

フリカでは少なくとも１０数年前既に、この組換体が流

行し始めていたことが判明した。予備実験ではウイルス

増殖能も一般的な HIV-2 よりも高い傾向があり、今後国

内での流行の危険性があり、西アフリカでの浸淫状況を

究める必要性があることを示している。この組換体ウイ

ルスに感染した邦人女性の同意を得て 10mL の血漿が得

られ、HIV 感染体外診断薬承認前試験パネルに追加する

ことが出来た。また１名のガーナ人感染者（NMC786:2008

年保存血漿）から樹立した感染性分子クローンは HIV-2 

Group A に属していた。これらのウイルスの性状を解析

の途上である。 

[伊部史朗(名古屋医療センター)、杉浦 亙、梅木優子、

永井美智、巽 正志] 

 

(2) HIV-RT薬剤感受性迅速試験法の開発と技術移転 

 昨年度までにCDCと共同開発したHIV-RT薬剤感受性

迅速試験法の実用化を目指して海外技術移転を開始した。

具体的には、厚生科学研究・地球規模保健課題推進研究

事業「サハラ以南のアフリカにおけるエイズ・結核研究

ネットワーク構築に関する研究」の分担課題として、サ

ハラ以南のアフリカ諸国（ガーナ、ケニア、ザンビア、

南アフリカ）への技術移転の可能性について検討した。

これらの国から感染者血液検体を日本国内に輸送し、感

染研で HIV-RT 薬剤感受性迅速試験を実施するにはいく

つかの障壁がある。最大の障壁は、倫理面を含めた研究

ルールの確立、特にヒト試料の有効活用のための国際的

な標準ルールの確立である。これらの確立を模索すると

ともに、これによらない方法、すなわち現地で測定実施

するべく技術移転の可能性について南アフリカ・ダーバ

ンにおいて各国研究者と検討した。初年度は問題点の洗

い出しを行いつつ、研究交流を開始した。 

 アフリカ諸国においては標準的多剤併用療法が導入さ

れつつあり、早晩、先進国同様の薬剤耐性問題が顕在化

すると予想されている。問題克服のための優先課題とし

て本研究を推進していく。 

[仲宗根正、Walid Heneine(米国 CDC)、服部俊夫(東北大

学)、俣野哲朗] 
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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４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

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 24 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、

柚木久雄、日野 学、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 PR, RT, IN 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 IN 領域は 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．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。本年度は

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。 

[梅木優子、永井美智、巽 正志] 

 

4．WHO 主催 2nd HIV-1 subtype Panel 国際標準品作製へ

の参加 

 本年度 WHO 主催の 2nd HIV-1 subtype Panel 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

HIV-1 subtype 10 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 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。 

[梅木優子、巽 正志] 

 

国際協力関係業務 
I．平成 23 年度 JICA とエイズ研究センター共催による

JICA 研修員受入事業「HIV 感染診断とモニタリングのた

めの実験室検査技術」（平成 23 年 6 月 13 日-7 月 15 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

かせない。このためには確固とした診断技術に基づいた
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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4フェ

ーズ（各フェーズ5年間、前フェーズから3年間）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3年間実施した。本年度からは3年計

画で前回のコースとほぼ同じ目的や到達目標を設定した

「HIV感染診断とモニタリングのための実験室検査技

術」の第1回を実施した。平成23年度は、中国、ガーナ、

インドネシア、ケニア、ミャンマー、スリランカ、タン

ザニア、ジンバブエの8カ国12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4名ずつ3班に

分けて行った。前回のコースで導入し研修員に好評を博

した「PCRワークショップ」も2日半実施した。これまで

と同様に、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、鈴木寿子、西澤雅子、武部 豊、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、松岡佐織、山本浩之、俣野哲朗、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)、椎野禎一郎(感染症情報セン

ター )、岡部信彦 (感染症情報センター )、 Jintana 

Ngamvithayapong-Yanai(財団法人結核予防会結核研究

所)、渡辺恒二(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)、若杉なおみ(筑波大学)、吉田レイ
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中濃度に関する検討．第 85 回日本感染症学会総会，

2011 年 4 月 21-22 日，東京． 
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