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研究成果の概要（和文）：HIVプロテアーゼ（PR）の二量体形成阻止（PDI）活性を有するプロテアーゼ阻害剤Tipranav
ir（TPV）に対する耐性HIVより同定したL24MとL33IはPDI活性を喪失させることを確認、またそのようなアミノ酸置換
はPR の folding に重要とされる部位とオーバーラップする 3 領域に集簇した。一方、ESI-MS によるPR前駆体モデル
タンパク質とTPVとの結合解析より、TPVはその単量体と二量体に結合することを確認した。更に PDI活性を喪失させる
領域と同じアミノ酸配列を持つトリペプチドの一部はPDI活性 を有しており今後の薬剤開発のデザイン等に資するもの
と思われる。

研究成果の概要（英文）：Tipranavir(TPV), a protease inhibitor, has protease dimerization 
inhibition(PDI)activity. 31 TPV-related resistance mutations were examined to determine whether those 
mutations affect TPV’s PDI activity. 17 of those mutations reduced TPV’s PDI activity and located in 
three PR regions critical for PR monomer folding. Furthermore, tests were conducted to determine if TPV 
binds to monomer PR subunits by using ESI-MS. The tests suggest that TPV binds to both monomer and dimer 
PR, indicating that TPV likely inhibits PR dimerization through binding to monomer PR subunits. 14 
tripeptides carrying identical amino acid sequences as the aforementioned three regions affecting TPV’s 
PDI activity were synthesized and examined for their influence on PDI activity. Some of the tripeptides 
were shown to inhibit PR dimerization. Further studies on the mechanisms of dimerization inhibition by 
compounds should provide better insights required for developing more potent protease dimerization 
inhibitors.
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１．研究開始当初の背景 
（1）逆転写酵素阻害剤（RTI）とプロテアーゼ

阻害剤（PI）を組み合わせた多剤併用療法の

導入によって、HIV 感染症は「制御可能な慢

性感染性疾患」へと変貌した。しかし一方で、

HIVがそれらの薬剤に対して耐性を獲得、し

かもその多くが交叉耐性を示すことから治療

に抵抗する症例が増加、結果として不完全な

ウイルス制御による治療失敗の重要な原因と

なっている。このことから従来の薬剤とは異

なる作用機序を有する薬剤の開発や従来のク

ラスで野生HIV株だけではなく多剤耐性HIV

株にも強力な活性を発揮し、且つ耐性発現を

著しく遅延させるような薬剤の開発が求めら

れている。 

（2）HIV-1のプロテアーゼ（PR）は99個のア

ミノ酸から成り、ホモ二量体を形成し活性を

発揮する。PRはGag-pol前駆体の一部に含まれ

転写・翻訳後にautoprocessingにより前駆体か

ら切断、成熟することが知られている。HIV-1

のPIsはホモ二量体を形成したPRの酵素活性

部位に結合し抗HIV活性を発揮する。2005年、

米国FDAに認可された非ペプチド系PIである

チプラナビル（TPV）は、野生HIV株だけでは

なく多剤耐性HIV株にも強力な活性を発揮す

ることが知られており、また既存のPIsが有す

る酵素活性阻止能だけではなく、PRの二量体

形成をも阻止することが報告されているがそ

の阻害機構は未だ不明である。  
 
２．研究の目的 
（1）TPVのPR二量体形成阻止機構は未だ不明

であることから、本研究ではTPVの二量体形

成阻害機構を解明すると共にその知見を基盤

に未だ開発されていないPR二量体の形成を

特異的且つ強力に阻害する薬剤の開発を進め

る。本研究の応用により、二量体や多量体

で活性を発揮するHIVの逆転写酵素やイン

テグラーゼなどPR以外の酵素や更には他の

病原体を標的にした薬剤の開発も可能にな

ると思われる。またHIV PRの二量体形成機

構は未だ充分には解明されておらず、HIV 

PRの翻訳からfolding、二量体形成までの一

連のダイナミズムにおける知見の集積によ

り基礎生物学の進歩に貢献でき且つ抗HIV

剤として新たに標的可能となるステップを

露にすると思われる。  

３．研究の方法 
（1）試験管内でのTPV耐性誘導実験 

11種類の多剤耐性臨床分離HIV-1株（HIVA, 

HIVB, HIVC, HIVG, HIVTM, HIVMM, HIVJSL, HIVSS, 

HIVES, HIVEV, HIV13-52）を混ぜたウイルス

（HIV11MIX）をPHAで刺激した末梢血単核球

に加えてIL-2の存在下で1週間培養した。そ

の後、ヒトT細胞株であるMT-4細胞を添加

して培養を継続、その上清を用いて耐性誘

導を開始した。細胞はMT-4細胞のみを用い

た。1継代目のTPV濃度は0.1〜0.4 M、最終

濃度は15 Mとした。またHIV11MIX 以外に4

種類の多剤耐性臨床分離HIV-1株（HIVB, 

HIVC, HIVG, HIVTM）について単一で用いて耐

性を誘導した。継代培養中は上清中の

HIV-1 p24抗原量を全自動化学発光酵素免

疫測定システム（ルミパルスf）で測定しウ

イルス複製の有無と程度を確認した。200 

ng/ml以上の抗原量を得た後、培養上清と非

感染の MT-4細胞を混ぜてインキュベーシ

ョンを行い、薬剤濃度を上げた培養液中で

細胞のみ培養を継続した。上記操作を繰返

すことにより耐性HIV-1を誘導した。  

（2）TPV による HIV-1 プロテアーゼ二量

体形成阻止能の確認実験 

Cyan fluorescent protein（CFP）もしくは

yellow fluorescent protein（YFP）と HIV-1 プ

ロテアーゼをリンカーアミノ酸で繋いだ感

染性組換え HIV-1 プラスミド（pHIV-PRCFP

および pHIV-PRYFP）を作成し実験に用いた。

COS7 細胞を培養プレートに撒き、24 時間

後、野生型プロテアーゼもしくは種々のア

ミノ酸置換を導入した pHIV-PRCFP および

pHIV-PRYFP を TPV の 存 在 下 で



co-transfection を行った。72 時間培養後、

Fluoview FV500 confocal laser scanning 

microscope（OLYMPUS Optical Corp, Tokyo）

にて細胞内で起こる FRET（fluorescence 

resonance energy transfer）を観察、解析を行

った。  

（3）TPV と HIV-1 プロテアーゼ（PR）と

の結合実験 

E.coli を用いて HIV-1 プロテアーゼ（PR）

を発現・精製した。精製した PR はギ酸を

用いて一旦変性した後、TPV の存在下もし

くは非存在下でリフォールディングするこ

とによりサンプルを調整、 electrospray 

ionization mass spectrometry（ESI-MS）を用

いて TPV の PR に対する結合特性を解析し

た。 
 
４．研究成果 

（1）HIV-1 プロテアーゼ（PR）のどの部分

が TPV の結合に重要かを解明するために、既

存の薬剤に耐性となった 11 種類の多剤耐性

臨床分離株の混合株を出発株とし、試験管内

で TPV 耐性 HIV を誘導した。高度 TPV 耐性

HIV変異体（15 MのTPV存在下で増殖可能）

の PR領域のアミノ酸配列の解析の結果、TPV

耐性に関与すると思われる 4 つのアミノ酸置

換（L24M、L33I、I54V、V82T）を同定した。 

次にこれらのアミノ酸置換が TPV の二量体

形成阻止活性（PDI）に影響するかどうか

FRET を用いた評価系により解析したところ、

L24M と L33I は単一で TPV の PDI 活性を喪

失させるが、I54V と V82T は影響しないこと

を確認した（図 1）。この結果は酵素活性阻止

と PDI の両方が TPV の抗 HIV 活性に重要で

あるが、PDI 活性は 1 アミノ酸置換で喪失す

ることから酵素活性阻止に比し脆弱である

ことが示唆された（ Aoki et al. J Virol. 

86:13384-96, 2012）。 

 

 

（2）PR のどの部位が TPV の PDI 活性に重

要かを確認するために、これまでに報告され

ている TPV 耐性関連変異（24 部位、31 アミノ

酸置換）について同様に解析を行った。結果、

複数のアミノ酸置換が PDI 活性の喪失に関与

することが分かった。またそれらのアミノ酸

置換は PR の 3 領域に集簇することが分かっ

た（図 2）。この 3 領域は PR 単量体のフォー

ルディングに重要とされる部位と大部分がオ

ーバーラップする事から、TPV は PR が成熟す

る前のフォールディングの段階で PR の二量

体形成を阻止している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）PR は Gag-Pol 前駆体タンパク質の一部

図 1. TPV 耐性 HIV 変異体より同定したアミノ酸置換の
TPV の PDI 活性に与える影響 
FRET による測定の結果 CFPA/B 比が 1 以下であれば二量
体形成が阻害されていると判断した。L24M および L33I
を導入したプロテアーゼは 10M の TPV 存在下でも二量
体形成が阻害されなかったが、I54V や V82T では 1M で
阻害された。 

 

図 2. TPV の PDI 活性の喪失に関与する PR の 3 領域 
TPV の PDI 活性の喪失に関与する 3 領域①19-24, ②
33-36, ③83-89 を PR に示した。3 領域は互いに近接し
ていることが分かった。 



として翻訳後、autoprocessing により前駆体か

ら切断され成熟することが知られているこ

とから、PR の N および C 末端に前駆体タン

パク質の一部を結合させたタンパク質

（TFR-PR）を作成、ESI-MS で TPV との結合

解析を行った。結果、TPV はこの TFR-PR の

単量体と二量体の両方に結合することが確

認されたが、同じ PI である SQV は二量体へ

の結合しか見られなかった（図 3）。（2）（3）

の結果より、TPV は PR が二量体を形成する

前の PR 前駆体単量体に結合し、folding を阻

害することで二量体形成を阻止している可

能性が示唆された。 

 

 

（4）タンパク質のフォールディングの際に

はタンパク質の一部が核（folding nucleus）と

して作用する部位が存在し、その核と同じア

ミノ酸配列を持つペプチドがフォールディ

ングを阻害するとの報告があることから

（Broglia RA et al. Curr Opin Struct Biol. 

18:60-66. 2008）、TPV の PDI 活性の喪失に関

与する領域と同じアミノ酸配列のトリペプ

チドを合成し、PDI 活性を検討した。その結

果、一部に弱い PDI 活性が見られた。この結

果から、今後更に配列や構造を検討すること

で、より強力な PDI 活性を有する化合物の開

発に繋がるものと期待された。 
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と TPV と の 結 合 解 析 の 結 果 、 TPV は
TFR-PRD29Nのmonomerとdimerの両方に結合
したが、別の PI である SQV は dimer にしか結合
しなかった。 
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