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はじめに

　治療薬に対して抵抗性を示す変異ウイルスの出現（薬剤
耐性）は，ウイルス感染症治療における大きな問題のひと
つである．なかでも HIV-1感染症は，慢性感染症として
位置づけられ，治療が長期に渡ることから，薬剤耐性は予
後を左右する深刻な問題である．
　HIV-1感染症治療には，2010年末現在，核酸系逆転写
酵素阻害薬（Nucleoside-analogue Reverse Transcriptase 
Inhibitor, NRTI），非核酸系逆転写酵素阻害薬（Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor, NNRTI），プ
ロテアーゼ阻害薬（Protease Inhibitor, PI），インテグラー
ゼ阻害薬（Integrase Strand Transfer Inhibitor, INSTI），
CCケモカイン受容体 5（CCR5）阻害薬の 5クラス，計 20

以上の薬物の使用が認可されている．これらを組み合わせ
た多剤併用療法（Combination Anti-Retroviral Therapy，
cART）は AIDSによる死亡率を著しく低下させることに
成功してきた 1, 2）．しかしながら，HIV-1の易変異性 3）ゆ
えに，治療過程でウイルスタンパクに変異，特に薬剤耐性
関連変異が蓄積し，治療薬に対して耐性を獲得したウイル
スが出現してしまう 4-7）．一方で，抗 HIV-1薬による治療
を受けた経験のない感染者中のウイルスであっても，いず
れかの薬剤耐性関連変異が時折検出される 8-10）．さらに，
薬剤耐性 HIV-1に見られる薬剤耐性関連変異のパターン
はそれぞれの抗 HIV-1薬で異なり，薬剤耐性関連変異の
組合せも多種多様である 11, 12）．このため，それぞれの感
染者に対して適切な治療薬の選択をすることが困難とな
り，薬剤耐性の問題をより複雑化させている．
　これら薬剤耐性の問題を低減する一助として，これまで
にバイオインフォマティクスの手法を用い，ウイルス配列
情報から薬物感受性を予測し，各 HIV-1感染者への適切
な治療薬選択を補助する方法が考案されてきた．また，治
療薬選択だけでなく，より効果的な薬物の開発をめざし，
薬剤耐性の分子機序を深く理解するための試みも行われて
きた．実際に，これらの試みは，感染者の薬物治療効果の
向上に大きく貢献してきた．本稿では，これらバイオイン
フォマィクス技術を用いた HIV-1の薬剤耐性研究の進展
と現状について概説する．
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ように大量のウイルス配列や薬剤感受性の既知情報を必要
としない．そのため，十分な既知情報の集まらない新規薬
物に対しても予測可能というメリットもある．
　しかしながら，臨床的には抗 HIV-1薬のウイルスに対
する in vitro ではなく in vivo での効果を予測することが
理想的である．そのため，cARTの実施を念頭に，複数の
抗 HIV-1薬の投薬から一定期間後における，総合的な効
果の予測をめざした方法も開発され始めた 14, 31-38）．これ
らの方法は，上述の in vitro の感受性予測法とは異なり，
一般に，治療薬変更事例のウイルス配列，治療薬の組合せ，
治療効果などの情報に基づいている．これまでに，数学的
に HIV-1の血中ウイルス量の変化を予測する方法 31）や，
治療薬それぞれの効果をスコア（genotypic susceptibility 
score）で表しそれらを加算する方法 32-34），また，治療薬変更
事例の情報をもとに統計的学習法により予測する方法 14, 35-38）

が開発されている．なかでも，大量の臨床情報に基づいた
geno2pheno-THEO35）や EuResistシステム 37, 38）は，約
80%の精度で予測が可能と報告されており，Web上で自
由に利用できることから抗 HIV-1治療に大いに役立つこ
とが期待される．

ウイルス配列情報に基づく
CCR5阻害薬感受性予測法の開発

　抗 HIV-1薬として，ウイルスタンパクを標的とした薬
物のほかに，宿主タンパクである CCR5を標的とした薬
物も治療に用いられている．CCR5阻害薬は，ウイルスの
侵入時にコレセプターとして CXCケモカイン受容体 4
（CXCR4）を利用可能なウイルスに対しては，その侵入を
抑えることができない 7, 39, 40）．そのため，ケモカイン受
容体と相互作用するとされる HIV-1 gp120 V3領域の配列
情報からコレセプター指向性を予測することで CCR5阻
害薬の感受性予測を行う方法が考案されてきた 41-44）．予
測は経験則に基づいた 11/25ルール 41, 42）や，統計的学習
法に基づいた geno2pheno43），position-specific scoring 
matrix（PSSM）44）がよく知られている．これら方法に
よる CXCR4指向性ウイルスの検出感度は，おおよそ 60%
の精度で予測が可能と報告されている 45）．
　一方で，CCR5のコレセプター指向性を保持したまま，
gp120の変異により CCR5阻害薬に対して耐性を示した事
例も報告されている 39, 46）．しかし，これら変異による耐
性獲得に関しては前述の指向性予測法は適応できないた
め，今後の CCR5阻害薬感受性予測の課題と言えるだろう．

新型シークエンサーによる
微少な準種（quasi-spices）の検出

　バイオインフォマティクスの技術は，薬剤感受性の予測
ばかりでなく，薬剤耐性の分子機序を理解する際にも大き
く貢献してきた．

ウイルス配列情報に基づく
抗 HIV-1薬感受性予測法の開発

　HIV-1の配列は，HIV-1の易変異性ゆえに感染者ごとに
異なる．さらに，NRTI，NNRTI，PI，INSTIについて，
それぞれが標的とするウイルスタンパク中に多くの薬剤耐
性関連変異が報告されており，それらの組合せも多種多様
である 7, 11, 12）．そのため，患者ごとにそれらの抗 HIV-1
薬を適切に選択することは 容易ではないといえる．
　そこで，NRTI，NNRTI，PI，INSTIを対象に，医師に
よる抗 HIV-1薬の適切な選択を補助するため，ウイルス
配列情報からこれら抗 HIV-1薬それぞれに対する感受性
を予測する方法が考案されてきた 13-15）．これらの方法は，
これまでに蓄積された，ウイルスの配列とそのウイルスに
対する各薬物の in vitro での感受性データの組となる情報
に基づき，ウイルスの薬物感受性を，例えば，感受性，低
度耐性，中度耐性，高度耐性のように定性的に予測する．
　代表的な予測法のひとつに，抗 HIV-1薬の標的タンパ
ク中に存在する既知の薬剤耐性関連変異の種類を基に評価
する“ルールベースアルゴリズム（rule-based algorithm）”
が挙げられる．例えば，Rega16, 17），ANRS17, 18），Stanford 
HIVdb17, 19）がこの方法に分類される．Rega16, 17），ANRS17, 18）

では，既報の論文の記述をもとに選別した薬剤耐性関連変
異やそれらの組合せの出現如何によって薬物感受性を評価
する．また，Stanford HIVdb17, 19）では，出現した薬剤耐
性関連変異それぞれに経験的に決められたスコアを合計
し，その合計値から薬物感受性の評価を行う．もうひとつ
の代表的は方法に，“統計的学習法（statistical learning 
method）”が挙げられる．統計的学習法では，大量のウイ
ルス配列と薬物感受性の組となる既知情報から，ニューラ
ルネットワーク（neural network），サポートベクターマシーン
（support vector machine），決定木（decision tree）などの手
法を駆使してウイルス配列と薬物感受性の間に内在する
ルールを導きだし，その導きだしたルールを用いて，ある
配列を持つウイルスの未知の薬物感受性を推定する方法で
ある．ルールベースアルゴリズムに比べ客観的なルールに
基づいているのが特徴であり，Virco社のVirtualPhenotype
（Virco, Belgium）や，geno2pheno20），PIRSpred21）がよ
く知られている．これらの方法によって，ウイルス配列情
報さえ取得すれば，非常に短時間で，おおよそ 70%から
90%の精度で予測が可能と報告されている 15, 22）．また，
一部の方法はWeb上で簡便に抗 HIV薬に対する感受性予
測ができるようになっている．
　その他，ウイルス配列からウイルスタンパク質 -薬物複合体
の立体構造，さらにタンパク質 -薬物間親和性を予測すること
で薬剤耐性を評価する方法も開発され始めている 15, 23-30）．立
体構造をもとにした方法は解析に大量の時間はかかるが，
ルールベースアルゴリズムや統計的学習法に基づく方法の
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や労力をかけずに微少な準種の配列の決定ができ，allele-
specific hybridization法よりも網羅的な解析ができる 49, 50）．
　例えば，GS-FLXシステムを利用して，感染者の NRTI
による治療におけるウイルス中の薬剤耐性関連変異のダイ
ナミクスを観察した例が報告されている 51）．治療前には
検出されなかった薬剤耐性関連変異が治療中に出現する，
あるいは治療中に見られた薬剤耐性関連変異が治療中止に
伴い減少するダイナミクスが見られた．また，INSTIで
あるラルテグラビルや CCR5阻害薬による治療で失敗し
た症例において，投薬前のウイルス配列を観察したところ，
ラルテグラビル耐性関連変異ウイルスや CXCR4指向性の
ウイルスが 1%前後で存在し，投薬後にそれら薬剤耐性ウ
イルスが増殖していたことが報告された 52-54）．
　しかしながら，GS FLXの pyro-sequencingのエラーは，
0.005-0.010置換 /塩基であり 48, 57, 58），このエラー率は一
般的なDNAポリメラーゼのエラー率よりもはるかに高い．
Taq，Pfu，KOD DNAポリメラーゼは，それぞれ 2.0x10-5，
1.6x10-6，1.1x10-6置換 /塩基と報告されている 59, 60）．特
に pyro-sequencingでは，同じ塩基が並ぶホモポリマー配
列の決定において塩基の挿入・欠失エラーが生じやすく，

　近年の新型シークエンサーの出現によって，膨大なゲノ
ム配列を一度に得られるようになった 47, 48）．例えば，新
型シークエンサーのひとつである Roche-454社の最新の
Genome Sequencer FLX（GS FLX）システムでは，1回の
シークエンスランで，平均 400bpの配列を最大 1,000,000
本程度得ることが可能である（http://www.454.com参照）．
バイオインフォマティクス技術は，ひとつひとつ手動で解
析していくことは現実的に不可能なこれら膨大なゲノム配
列情報を，コンピュータ上で半自動的に解析することで大
きく貢献している（図 1）48）．
　新型シークエンサーの中でも，特に長い配列が得られる
GS FLXシステムを利用し，HIV感染者体内に微少に存在
する薬剤耐性ウイルスの検出が試みられ始めている 47-56）．
新型シークエンサーは，従来の Sanger法での direct PCR 
sequencingに比べると短い配列しか得られないため，
HIV-1プロテーゼと Gagの共進化解析など離れた座位の
変異間の相互作用を解析することは困難であるものの，
direct PCR sequencingで検出が難しいとされる 20%以下
の準種の配列も検出が可能である 49）．また，これまで準種解
析に用いられてきた clonal sequencingに比べても，時間

図 1  GS FLXによる準種解析のフローチャート．Pyro-sequencingで得られた膨大な read情報は，ポスト処理（post processing）で
補正，抽出され，準種の検出とその頻度の推定が行われる．
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in silico タンパク質立体構造解析による薬剤耐性研究

　生体高分子の機能を深く理解するためには，その分子の
立体構造を観察する必要がある．これは薬剤耐性の分子機
序を理解する上でも変わらない．これまで，X線結晶構造
解析や NMRにより多くのウイルスタンパク質 -薬物複合
体の構造が決定され，薬剤耐性の分子機序を明らかにして
きた 70-74）．その一方で，in silico，つまりコンピュータ上で
のシミュレーションにより，分子の立体構造や動的挙動を
予測することで 75-85），薬剤耐性を理解しようとする研究
も行われてきた 86-124）．
　薬剤耐性関連変異のタンパク質立体構造への影響を観察
する上で，もっとも代表的な in silico 立体構造予測法のひ
とつとして，ホモロジーモデリング法が挙げられる 77-81）．
この方法では，進化的類縁性があり配列相同性（ホモロ
ジー）が高い 2つの分子の立体構造は類似するという経験
則にのっとり，構造未知の生体高分子の立体構造を，その
分子と配列相同性が高い分子の既知の立体構造から予測す
る方法である．まず既知立体構造群の中から，目的分子と
配列相同性の高い鋳型構造とする立体構造を用意する．鋳
型構造として利用する立体構造は， NCBIでの protein 
blast検索により，Protein Data Bankの情報群から容易に
検索が可能である．次に，用意した鋳型構造を模倣して目
的分子の立体構造を仮定し，さらに分子内側鎖の配座探索
などの安定構造探索アルゴリズムにより変化させていくこ
とで，目的分子の立体構造を予測していく．したがって，
出発構造と予測構造の配列相同性が高いほど，精度よくか

全体のエラーの大半を占める 48, 57, 58）．さらに，RNAウイ
ルスである HIV-1 のゲノム解析を行う上で，pyro-
sequencingの前処理として RT-PCRによる cDNA合成が
必要であるため，PCRでの組換えや変異も生じうる．300
塩基程度の増幅では 1%弱の組換え率であるものの 51, 53），
HIV-1ゲノム全長の cDNA合成を行うと 10%程度の組換
えが生じる可能性がある 61）．また，subtype C HIV-1の準
種解析を行った際に，NRTI耐性変異 K65Rが PCRエラー
によって 2%前後出現する問題も報告されている 62）．
　このような高頻度のエラーによる問題を克服するため，
これらエラーを補正し，より低頻度の準種の存在を根拠づ
けるための方法の開発も行われ始めている 47-55, 63-68）．
Hedskogらは，独自のエラー補正により，エラー率を 0.0005
置換 /塩基と 1/10に低減することに成功し，0.1%前後の
薬剤耐性関連変異の存在を議論している 51）．また，
Tsibrisらは，89:10:1で混ぜたサンプルを用いたコントー
ル実験にて，約 0.001置換 /塩基のエラー率で，存在比を
大きく変えずにそれぞれの配列を得ることに成功した 53）．
そのほかに，準種解析ソフトウェアとして SHORAH63-65），
AmpliconNoise66），PyroNoise67, 68）などが開発されている．
　今日では，直接 RNAを読む技術の開発もなされ始めて
いる 69）．Helicos社のGenetic Analysis Systemは単分子シー
クエンス技術（single-molecule sequencing technology）によ
り，cDNAの作成なしに，大量の RNAを一度に解析する
ことを可能にさせている．RNAウイルスである HIVを対
象に，より生体内でのウイルスの準種を反映させるために，
この技術が近いうちに活用されるかもしれない．
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図 2  （A）HIV-1インテグレース -ラルテグラビル（Raltegravir）複合体の予測構造と，（B）CCR5-マラビロク複合体の予測構造．タンパ
ク質を緑色，核酸をシアン，阻害薬をネイビーで表示した．また，インテグレース内のラルテグラビル耐性に関わるアミノ酸，
CCR5のECL2をオレンジ色でハイライトした．インテグレース -ラルテグラビル複合体構造は，PFVインテグレース -ラルテグラビ
ル複合体の結晶構造（PDB code: 3L2V）149）を鋳型にホモロジーモデリング法 79-81）により文献 116）にならい予測を行った．CCR5-

マラビロク複合体構造は，まずロドプシンよりもCCR5との配列相同性の高い CXCR4の結晶構造（PDB code: 3ODU）154）を鋳型
に，CCR5の立体構造を予測し，さらに ASEDock155）によるドッキングシミュレーションにてマラビロクを予測 CCR5の構造に結
合させることで予測した．いずれの構造予測も，MOE ver. 2008.10（Chemical Computing Group, Canada）を使用し，エネルギー
関数としてMMFF94x force filed156, 157）および GB/VI溶媒和関数 158）を用いて実施した．
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型構造として，ホモロジーモデリング法 79-81）により，
HIV-1インテグレース -DNA-ラルテグラビルの複合体の
予測構造が報告された 116）（図 2A）．この予測構造により，
HIV-1インテグレースと結合時のラルテグラビルの結合様
式が推定された．さらにラルテグラビル耐性関連変異のひ
とつである Y143Xが，直接ラルテグラビルと相互作用す
る位置で生じることが示唆された．
　同様に，CCR5阻害薬についても，類縁タンパク質の結
晶構造を基に薬剤標的タンパク質の分子モデルを構築し，
構造解析を実施することで抗 HIV作用の分子機序を推察
する試みが行われている 117-122）．CCR5阻害薬は，間接的な，
アロステリックな機構によってウイルスの増殖を阻害する
とされているものの 150, 151），その詳しい分子機序は明ら
かにされていなかった．そこで，CCR5-CCR5阻害薬複合
体の構造予測が行われた．まず，7回膜貫通タンパクであ
り CCR5の構造を，代表的な 7回膜貫通タンパクである
ロドプシンの結晶構造から，CCR5の立体構造がホモロ
ジーモデリング法により予測された 117-122）．さらに，ドッ
キングシミュレーションにて CCR5-CCR5阻害薬複合体の
構造が予測された 117-122）（図 2B）．CCR5阻害薬の結合様
式は，実験的に CCR5の変異体の阻害活性あるいは結合
活性を測定することで CCR5阻害薬の結合に重要なアミ
ノ酸を同定し，それらアミノ酸との位置関係により検証さ
れた．CCR5阻害薬の結合による影響を観察したところ，
CCR5阻害薬結合時にCCR5のExtra-cellular loop2（ECL2）
で構造変化が惹起されることが示唆された 121, 122）．この
部位が，HIV-1 gp120 V3と結合するため 152, 153），この部
位の構造変化によって，HIV-1が CCR5を認識できなくな
るものと推察されている 121, 122）．
　その他，上述のとおり，CCR5阻害薬感受性には，コレ
セプター指向性も影響する 7, 39, 40）．この点に関し，コレ
セプター指向性の決定に関わる構造要因が報告されてい
る．すなわち，HIV-1 Gp120 V3領域の荷電量が変化する
と V3の Gp120上の立体配置が変化し，コレセプター指向
性の変化に結びつくことが示された 123）．V3の立体配置
の情報は，コレセプター指向性の変化や CCR5阻害薬へ
の耐性度を予測する上で重要かもしれない．

おわりに

　抗 HIV-1治療において，薬剤耐性は大きな問題である．
今日までに，バイオインフォマティクス技術を利用し，さ
まざまな研究がなされてきた．特にバイオインフォマティ
クス技術は，抗HIV-1薬の感受性予測，新型シークエンサー
の大量データ処理，生体高分子の立体構造予測，あるいは
新薬デザインにおいて大きく貢献してきた．コンピュータ
の性能はますますの向上が見込まれており，バイオイン
フォマティクス技術もさらなる向上が期待されるだろう．
また，これら技術を，実験データ，臨床データ，疫学デー

つ短時間での立体構造予測が可能である．
　もうひとつの代表的な in silico 立体構造予測法に，分子
動力学法（MD; Molecular dynamics）が挙げられる 82-85）．
MDでの立体構造予測も配列相同性の高い既知構造を出発
構造して行うが，ホモロジーモデリング法よりも生理的環
境下の生体高分子の立体構造を反映しうる方法である．さ
らに，大きな構造変化などの動的挙動も観察可能な方法で
あることが大きな特徴である．一般に，水溶媒中，約
37℃，1atm環境下での生体高分子の分子運動を 1ピコ
（10-15）秒程度ごとに時間を追って推定していき，100万
（106）から 10億（109）回の計算を行うことで，1ナノ（10-9）
秒から 1マイクロ（10-6）秒の運動の観察が行われる．こ
れらの過程の中で，分子の運動が平衡に達したとみなせる
状態での構造を安定構造として扱う．
　NRTI，NNRTIおよび PIは，それらが標的とするウイ
ルスタンパク質との複合体の立体構造が古くから決定され
ていたこともあり 125-144），これらの方法を用いた多くの研
究事例が報告されている 86-115）．例えば，野生型ウイルス
タンパク質 -阻害薬複合体の結晶構造 125-144）をもとに，
薬剤耐性関連変異を持つウイルスタンパク質と阻害薬の複
合体構造の予測が行われてきた 86-105）．予測構造からタン
パク質 -阻害薬間の親和性を予測し，その傾向を，実験的
な感受性試験や結合能測定の結果と比較することで，構造
の妥当性が検証されてきた．一部の変異タンパクは，シミュ
レーションによる報告 90）の後に結晶構造が決定され 145-147），
シミュレーションによって変異による影響，少なくとも特
徴的な相互作用変化を観察できることが示唆されている．
この方法は，薬剤耐性に関わるプロテアーゼ -基質間の共
進化の分子機構予測にも応用されている 148）．その他，
MDの特徴を活かして，薬剤耐性関連変異によるウイルス
タンパク質分子のナノ（10-9）秒からマイクロ（10-6）秒
の動的挙動の変化を観察した報告もなされている 107-115）．
例えば，NRTI耐性をもたらす逆転写酵素の 69番目のア
ミノ酸付近のアミノ酸挿入によって，その挿入部位付近の
構造と運動に変化が起き，それによって NRTI耐性が生じ
ることが示唆されている 107）．また，NNRTIは逆転写酵
素への結合によって，その酵素運動を抑えることで酵素機
能を阻害するが，NNRTI耐性変異 V106A, Y181C, Y188C
の組合せによって，NNRTIによる運動抑制作用が減弱さ
れることが示唆されている 113）．
　一方で，INSTIや CCR5阻害薬については，いまだに
標的タンパク質との複合体の立体構造が報告されていない．
そのため，類縁タンパク質の結晶構造から，それぞれの複合
体を予測し，予測したモデルから阻害薬の作用機序および薬
剤耐性の分子機序を推定する試みが行われてきた 116-123）．例
えば，近年決定された，HIV-1と類縁の PFV（prototype 
foamy virus）のインテグレースと，DNA，INSTIのひと
つであるラルテグラビルの三者複合体の結晶構造 149）を鋳
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 More than 20 drugs have been available for anti-HIV-1 treatment in Japan. Combination 
therapy with these drugs dramatically decreases in morbidity and mortality of AIDS. However, due to 
high mutation rate of HIV-1, treatment with ineffective drugs toward patients infected with HIV-1 
causes accumulation of mutations in the virus, and emergence of drug resistant viruses. Thus, to 
achieve appropriate application of the drugs toward the respective patients living with HIV-1, 
methods for predicting the level of drug-resistance using viral sequence information has been 
developed on the basis of bioinformatics. Furthermore, ultra-deep sequencing by next-generation 
sequencer whose data analysis is also based on bioinformatics, or in silico structural modeling have 
been achieved to understand drug resistant mechanisms. In this review, I overview the bioinformatics 
studies about drug resistance against anti-HIV-1 drugs.
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