
(57)【要約】
この発明は非ヌクレオシド逆転写酵素阻害剤に耐性なウイルスの複製能を決定する組成物
及び方法に関する。この組成物及び方法はウイルス感染の治療のための有効な薬剤療法を
確定するために、また潜在的治療化合物の生物学的有効性を同定及び決定するために有用
である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ 「 HIV」 ） が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る か
否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 減 損 し た 複 製
能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位
置 98， 100， 101， 103， 106， 108， 179， 181， 188， 190， 225ま た は 236に 呈 す る か 否 か を
検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 該 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が
高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 但 し 、 該 突 然 変 異 は P236Lで は な い も の と す る 、 上
記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の A98G、 L100I、
K101E、 K103N、 V106A、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L、 G190A、 G19
0C、 G190E、 G190T、 G190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 の
存 在 ま た は 不 存 在 を 呈 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 HIV
が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 験 者 が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る HIVを 保 有 す る か 否 か を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 配 列 が 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連
す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98， 10
0， 101， 103， 106， 108， 179， 181， 188， 190， 225ま た は 236に 呈 す る か 否 か を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 該 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ
て い る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 但 し 、 該 突 然 変 異 は P236Lで な い も の と す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 被 験 者 が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る HIVを 保 有 す る か 否 か を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配
列 の A98G、 L100I、 K101E、 K103N、 V106A、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、
Y188L、 G190A、 G190C、 G190E、 G190T、 G190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 呈 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異
の 存 在 に よ り 、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 突 然 変 異 が 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 、 請 求 項 1， 2
， 3ま た は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス が ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 （ HIV-1） で あ る 、 請 求 項 1， 2，
3ま た は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 が ネ ビ ラ ピ ン (nevirapine)、 デ ラ ビ ル ジ ン (delav
irdine)ま た は エ フ ァ ビ レ ン ツ (efavirenz)で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 逆 転 写 酵 素 中 の 前 記 突 然 変 異 の 前 記 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ と 該 突 然 変 異 を コ ー ド す る 前 記 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 形 成 に よ り 、 該 突 然 変 異 の
該 存 在 ま た は 不 存 在 が 示 唆 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、 3ま た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 逆 転 写 酵 素 に お け る 前 記 突 然 変 異 の 前 記 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 突 然 変 異 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 の 決 定 に よ っ て 検 出 す る 、 請 求 項 1， 2， 3ま た は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 被 験 者 が 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 に よ る 先 行 治 療 を 受 け て い る ま た は 受 け
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た こ と が あ る 、 請 求 項 3ま た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 少 な く と も 2， 3， 4， 5， 6
， 7， 8， 9， 10， 11ま た は 12ヶ 所 の ア ミ ノ 酸 位 置 で 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1， 2， 3ま
た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 ア ミ ノ 酸 位 置 106と 181； 10
3と 190； 103と 236； 181と 236； 103と 188； 103と 181； 100と 103； ま た は 98と 181で 検 出 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 、 V106Aと Y181C； K103Nと G109S； P236Lと K103N； P236Lと Y18
1C； K103Nと G190A； K103Nと Y181C； K103Nと Y188L； L100Iと K103N； 及 び Y181Cと A98Gよ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 11に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 ア ミ ノ 酸 位 置 103， 181及 び
236； 100， 103及 び 190； ま た は 103， 181及 び 225で 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 11に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 、 P236L， K103N及 び Y181C； L100I， K103N及 び G190S； 並 び に
K103N， Y181C及 び P225Hよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 HIV中 の HIV逆 転 写 酵 素 の 一 部 を コ ー ド す る 約 10～ 約 40塩 基 長 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、 該 HIV中 の 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98、 100、 101、 1
03、 106、 108、 179、 181、 188、 190、 225ま た は 236で 突 然 変 異 を 含 み 、 該 突 然 変 異 が プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 低 下 に 関 連 す る が 、 但 し 、 該 突 然 変 異 は P236Lで な い も の
と す る 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
1. 
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 能 を 決 定 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 に 関 す る 。 組 成 物 お よ
び 方 法 は 、 ウ イ ル ス 感 染 症 の 治 療 に 有 効 な 薬 剤 療 法 の 確 認 な ら び に 治 療 化 合 物 候 補 の 生 物
学 的 有 効 性 の 確 認 お よ び 決 定 に 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
2. 
　 1980年 代 初 期 以 来 、 6000万 人 を 超 え る 人 々 が 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (「 AIDS」 )の 原 因
因 子 で あ る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (「 HIV」 )に 感 染 し て い る 。 Lucas, 2002, Lepr Rev. 73
 (1):64-71を 参 照 さ れ た い 。 HIV/AIDSは 、 現 在 、 サ ハ ラ 以 南 の ア フ リ カ で 第 1位 の 死 亡 原
因 で あ り 、 世 界 で 第 4位 の 死 亡 原 因 で あ る 。 2001年 末 に は 、 全 世 界 で 推 定 4000万 人 の 人 々
が HIVに 感 染 し て 生 存 し て い た 。 Norris, 2002, Radiol Technol. 73(4):339-363を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 代 の 抗 HIV剤 は 、 HIV生 活 環 の さ ま ざ ま な 時 期 な ら び に HIVの 複 製 お よ び /ま た は 生 存 に
不 可 欠 な さ ま ざ ま な 酵 素 を 標 的 に す る 。 AIDS治 療 用 と し て こ れ ま で に 承 認 を 受 け た 薬 剤 の
中 に は 、 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ 「 NRTT」 ） 、 た と え ば 、 AZT、 ddI、 ddC、 d4T、
3TC、 ア バ カ ビ ル 、 ヌ ク レ オ チ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 た と え ば 、 テ ノ フ ォ ビ ル 、 非 ヌ ク レ
オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ 「 NNRTT」 ） 、 た と え ば 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 デ ラ
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ビ ル ジ ン 、 な ら び に プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 た と え ば 、 サ キ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ
ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 お よ び ロ ピ ナ ビ ル が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 の 作 用 の 結 果 の 1つ は 、 薬 剤 耐 性 突 然 変 異 体 を 選 択 す る た め に 十 分 な 選 択
圧 を ウ イ ル ス 複 製 に 加 え う る と い う こ と で あ る (Herrmann et al., 1977, Ann NY Acad Sc
i 284:632-637)。 薬 剤 へ の 暴 露 が 増 大 す る に つ れ て 、 複 製 ウ イ ル ス 集 団 に 加 わ る 選 択 圧 が
増 大 し 、 薬 剤 耐 性 突 然 変 異 体 の よ り 急 速 な 出 現 が 促 進 さ れ る 。 多 く の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
耐 性 突 然 変 異 及 び 数 種 の NRTI耐 性 突 然 変 異 が HIV-1の 複 製 能 を 様 々 な 程 度 で 減 損 さ せ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 典 型 的 に は 、 抗 ウ イ ル ス 薬 剤 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 突 然 変 異 は 突 然
変 異 ウ イ ル ス の 複 製 能 を 低 下 す る 。 例 え ば 、 そ の 全 体 を 参 照 と し て 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ
る 、 Nijhuisら 、 2001、 Curr Op Infect Diseases 14:23-28を 参 照 の こ と 。 ウ イ ル ス の 複
製 能 の 変 化 は 、 そ れ ら が 抗 ウ イ ル ス 療 法 に 対 す る 患 者 の 反 応 に 影 響 す る 可 能 性 が あ る た め
臨 床 的 に 非 常 に 重 要 で あ る 。 （ 上 記 を 参 照 の こ と 。 ） し か し NNRTI耐 性 突 然 変 異 の 作 用 は
十 分 に 特 徴 付 け ら れ て お ら ず 、 そ し て NNRTI耐 性 は ウ イ ル ス 複 製 の 減 損 と 関 連 し な い と 度
々 考 え ら れ て い る 。 し た が っ て 、 NNRTI耐 性 ウ イ ル ス の 複 製 能 を 決 定 す る 方 法 及 び 組 成 物
に 対 す る ニ ー ズ が 当 業 界 に あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
3． 発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 HIV、 例 え ば 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ NNRTI） 耐 性 HIVな ど の ウ イ
ル ス の 複 製 能 （ 複 製 適 応 度 (replication fitness)と も 呼 ば れ る ） を 決 定 す る 方 法 及 び 組
成 物 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 用 い る こ と に よ っ
て 作 製 さ れ 、 か つ 1以 上 の 逆 転 写 酵 素 （ RT） ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー
パ ネ ル の 分 析 に 基 づ く 。 こ の 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 よ り 効 果 的 な 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 療
法 の デ ザ イ ン に 有 用 な 情 報 を 臨 床 医 に 提 供 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 生 活 の 質 を 著 し く 改
善 す る 。 ま た 、 効 果 の な い 薬 の 投 与 を 回 避 す る こ と に よ り 、 時 間 と 費 用 が か な り 節 約 さ れ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 複 製 適 応 度 の 測 定 方 法 は 、 別 の ウ イ ル ス に 適 用 さ せ る こ と も で き 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス （
例 え ば ヒ ト B型 肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト C型 肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 及 び ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 薬 剤 感 受 性 の 低 下
を 示 す HIV-1の 複 製 適 応 度 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 複 製 適 応 度 の 測 定 方 法 は 、 以 下 の も
の に 限 定 さ れ な い が 、 組 み 込 み 、 ウ イ ル ス 形 成 、 並 び に ウ イ ル ス 付 着 及 び 侵 入 を 含 む HIV-
1複 製 に お け る 別 の 種 類 の HIV-1複 製 阻 害 剤 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 複 製 適 応 度 を 変 化 さ せ る プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 逆 転 写 酵 素 中 の 突 然 変 異 を
同 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 複 製 適 応 度 を 変 化 さ せ る 突 然 変 異 を 同 定 す る 方 法 は 、 以 下 の も の
に 限 定 さ れ な い が 、 組 み 込 み 、 ウ イ ル ス 形 成 、 並 び に ウ イ ル ス 付 着 及 び 侵 入 を 含 む HIV-1
複 製 に お け る 他 の 成 分 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 中 の 特 定 の 突 然 変 異 が 複 製 適 応 度 に 与
え る 影 響 を 定 量 す る 方 法 に 関 す る 。 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 逆 転 写 酵 素 の 突 然 変 異 が 複
製 適 応 度 に 与 え る 影 響 を 定 量 す る 方 法 は 、 以 下 の も の に 限 定 さ れ な い が 、 gap、 pol、 及 び
エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 含 む HIV-1複 製 に 関 与 す る 他 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 に 適 用
さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 複 製 適 応 度 の 低 下 を 有 す る 患 者 サ ン プ ル の 高 発 生 率 、 及 び 薬 剤 感 受 性
の 低 下 と 複 製 適 応 度 の 低 下 と の 間 の 一 般 的 な 相 関 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は さ ら
に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 及 び /ま た は 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 治 療 を 受 け て い る 患 者 に お け る 適
応 度 の 低 下 を 有 す る ウ イ ル ス の 発 生 率 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 適 応 度 の 減 少 が gagポ リ タ ン パ ク 質 （ p55） の 改 変 し た プ ロ テ ア ー ゼ プ
ロ セ シ ン グ に 起 因 す る 複 製 適 応 度 の 低 下 を 有 す る 患 者 サ ン プ ル の 発 生 率 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 低 い 、 中 度 の 、 ま た は 標 準 （ 野 生 型 ） の 複 製 適 応 度 を 示 す 患 者 サ ン プ
ル 中 の プ ロ テ ア ー ゼ 突 然 変 異 の 発 生 率 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 複 製 能 の 低 下 を 示 す ウ イ ル ス 中 で 、 単 独 で あ る い は 組 み 合 わ せ の い ず
れ か で 頻 繁 に 観 察 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ 突 然 変 異 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 適 応 度 の 低 下 が 改 変 し た 逆 転 写 酵 素 活 性 に 起 因 す る 複 製 適 応 度 の 低 下 を
有 す る 患 者 サ ン プ ル の 発 生 率 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 治 療 に 失 敗 し た 患 者 に お け る 、 複 製 適 応 度 の 低 下 を 有 す
る ウ イ ル ス の 発 生 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 HIV-1の 治 療 を 導 く た め に 複 製 適 応 度 の 測 定 を 用 い る 方 法 、 例 え ば 、
抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 治 療 に 失 敗 し た 患 者 の 治 療 を 導 く た め に 複 製 適 応 度 の 測 定 を 用 い る 、
ま た は HIV-1に 新 た に 感 染 し た 患 者 の 治 療 を 導 く た め に 複 製 適 応 度 の 測 定 を 用 い る 、 方 法
に 関 す る 。 HIV-1の 治 療 を 導 く た め に 複 製 適 応 度 の 測 定 を 用 い る 方 法 は 、 別 の ウ イ ル ス に
も 適 用 さ せ る こ と が で き 、 そ の よ う な ウ イ ル ス に は 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト B型
肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト C型 肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 及 び ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス （ 例 え ば ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 HIV、 例 え ば HIV-1が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ
て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 減 損
し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア
ミ ノ 酸 位 置 98、 100、 101、 103、 106、 108、 179、 181、 188、 190、 225、 ま た は 236で 呈 す
る か 否 か を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 該 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示
す 可 能 性 が 高 い こ と が 示 唆 さ れ る が 、 但 し 、 該 突 然 変 異 は P236Lで な い も の と す る 、 上 記
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 HIV、 例 え ば HIV-1が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な
っ て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 該
逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て A98G、 L100I、 K101E、 K103N、 V106A、 V106I、 V106M、
Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L、 G190A、 G190C、 G190E、 G198T、 G190V、 G190Q、 G19
0S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 示 す か 否 か を 検 出
す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 い こ
と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 被 験 者 が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る HI
V、 例 え ば HIV-1、 を 保 有 し て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド
さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 逆 転
写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98、 100、 101、 103、 106、 108、 179、 181、 188、 19
0、 225、 ま た は 236に 呈 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 該 H
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IVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 但 し 、 該 突 然 変
異 は P236Lで な い も の と す る 、 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 減 損 し た 複 製 能 と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は
不 存 在 を 、 少 な く と も 2， 3， 4， 5， 6， 7， 8， 9， 10， 11、 ま た は 12ヶ 所 の ア ミ ノ 酸 位 置 で
検 出 す る こ と を 含 む 。 一 般 的 に 、 こ の 方 法 は 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 本 明 細 書 中 に 列
挙 さ れ た 突 然 変 異 の い か な る 組 み 合 わ せ の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が
で き る 。 例 え ば 、 こ の 方 法 は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 106と 181、 103と 190、 103と 236、 181と 236、
103と 188、 103と 181、 100と 103、 100と 103、 ま た は 98と 181な ど 、 少 な く と も 2ヶ 所 の ア ミ
ノ 酸 位 置 で 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 特 定 の 実 施
形 態 に お い て 、 そ の よ う な 方 法 は 、 V106Aと Y181C； K103Nと G109S； P236Lと K103N； P236L
と Y181C； K103Nと G190A； K103Nと Y181C； K103Nと Y188L； L100Iと K103N； ま た は Y181Cと A9
8Gの 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 こ の 方 法 は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 103、 181及 び 236； 100、 103及 び 190； あ る い は 103
、 181、 及 び 225な ど 、 少 な く と も ３ ヵ 所 の ア ミ ノ 酸 位 置 で 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を
検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 そ の よ う な 方 法 は 、 P236L
、 K103N及 び Y181C； L100I、 K103N及 び G190S； あ る い は K103N、 Y181C及 び P225Hの 存 在 ま た
は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 被 験 者 が 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る HI
V、 例 え ば HIV-1、 を 保 有 し て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVに よ っ て コ ー ド
さ れ る 逆 転 写 酵 素 が 、 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の A98G、 L100I、 K101E、 K103N、 V106A
、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L、 G190A、 G190C、 G190E、 G190T、 G
190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を
呈 す る か 否 か を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 示
す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 突 然 変 異 は 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ 「 NNRTI」 ） に 対
す る 耐 性 を 付 与 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス 1型 （ HIV-1） で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 NNRTIは ネ ビ ラ ピ ン （ 「 NVP」 ） 、 デ
ラ ビ ル ジ ン （ 「 DLV」 ） ま た は エ フ ァ ビ レ ン ツ （ 「 EFV」 ） で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前
記 逆 転 写 酵 素 中 の 前 記 突 然 変 異 の 前 記 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ と 該 突 然 変 異 を コ ー ド す る 前 記 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 と の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 形 成 に よ り 、 該 突 然 変 異 の 該 存
在 ま た は 不 存 在 が 示 唆 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 RT中 の 前 記 突 然 変 異 の 前 記 存 在 ま
た は 不 存 在 は 、 該 突 然 変 異 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 他
の 実 施 形 態 で は 、 前 記 RT中 の 前 記 突 然 変 異 の 前 記 存 在 ま た は 不 存 在 は 、 （ 例 え ば PCRに よ
り ） 核 酸 を 増 幅 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 被 験 者 は 抗 ウ イ ル ス
剤 を 用 い た 先 行 治 療 を 受 け て い る ま た は 受 け た こ と が あ る も の で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い
て 、 抗 ウ イ ル ス 剤 は NNRTIで あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 HIV中 の HIV逆 転 写 酵 素 の 一 部 を コ ー ド す る 約 10～ 約 40塩 基 長 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、 該 HIV中 の 該 逆 転 写 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98、 100、 101、 1
03、 106、 108、 179、 181、 188、 190、 225ま た は 236で 突 然 変 異 を 含 み 、 該 突 然 変 異 が プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 低 下 に 関 連 す る が 、 但 し 、 該 突 然 変 異 は P236Lで な い も の
と す る 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
4． 図 面 の 簡 単 な 説 明
（ 後 述 の 「 図 面 の 簡 単 な 説 明 」 を 参 照 の こ と 。 ）
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5． 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 （ NNRTI） 耐 性 ウ イ ル ス の 複 製 能 を 決 定 す
る 方 法 及 び 組 成 物 を 開 発 及 び 使 用 す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 及 び 組
成 物 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 用 い る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 1以 上 の 逆 転 写 酵 素
（ RT） ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー パ ネ ル の 分 析 に 基 づ く 。 本 発 明 の 方 法
及 び 組 成 物 は 、 よ り 効 果 的 な 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 療 法 の 構 築 に 有 用 な 情 報 を 臨 床 医 に 提 供 す
る こ と に よ っ て 、 患 者 の 生 活 の 質 を 著 し く 改 善 す る 。 ま た 、 効 果 の な い 薬 の 投 与 を 回 避 す
る こ と に よ り 、 時 間 と 費 用 が か な り 節 約 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
5.1 略 号
　 「 NRTI」 は ヌ ク レ オ シ ド 系 転 写 酵 素 阻 害 剤 の 略 語 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 NNRTI」 は 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 の 略 語 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 RT」 は 逆 転 写 酵 素 の 略 語 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 」 は 、 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 の 略 語 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 20種 の L-ア ミ ノ 酸 に 対 し て 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸
表 記 は 、 従 来 方 式 で あ り 、 次 の と お り で あ る ：
　 　 ア ミ ノ 酸 　 　 　 　 　 一 文 字 略 号 　 　 　 　 　 三 文 字 略 号
　 　 ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 A 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala
　 　 ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 R 　 　 　 　 　 　 　 　 Arg
　 　 ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 N 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn
　 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 D 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp
　 　 シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 C 　 　 　 　 　 　 　 　 Cys
　 　 グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 Q 　 　 　 　 　 　 　 　 Gln
　 　 グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 E 　 　 　 　 　 　 　 　 Glu
　 　 グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 G 　 　 　 　 　 　 　 　 Gly
　 　 ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 H 　 　 　 　 　 　 　 　 His
　 　 イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 I 　 　 　 　 　 　 　 　 Ile
　 　 ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 L 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu
　 　 リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 K 　 　 　 　 　 　 　 　 Lys
　 　 メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 M 　 　 　 　 　 　 　 　 Met
　 　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 F 　 　 　 　 　 　 　 　 Phe
　 　 プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 P 　 　 　 　 　 　 　 　 Pro
　 　 セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 S 　 　 　 　 　 　 　 　 Ser
　 　 ト レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 T 　 　 　 　 　 　 　 　 Thr
　 　 ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 W 　 　 　 　 　 　 　 　 Trp
　 　 チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 Y 　 　 　 　 　 　 　 　 Tyr
　 　 バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 V 　 　 　 　 　 　 　 　 Val
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 一 連 の 一 文 字 略 号 お よ び /ま た は 三 文 字
略 号 と し て 提 示 さ れ る 場 合 、 配 列 は 、 慣 例 に 従 っ て N→ C方 向 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 配 列 中 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 ANと し て 表 さ れ る 。 こ こ で 、 Aは 、 配 列
中 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る 標 準 的 な 一 文 字 記 号 で あ り 、 Nは 、 配 列 中 の 位 置 で あ る 。 突 然 変 異
は 、 本 明 細 書 中 で は 、 A 1 NA 2 と し て 表 さ れ る 。 こ こ で 、 A 1 は 、 参 照 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア
ミ ノ 酸 に 対 す る 標 準 的 な 一 文 字 記 号 で あ り 、 A 2 は 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア ミ ノ 酸
に 対 す る 標 準 的 な 一 文 字 記 号 で あ り 、 そ し て Nは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 位 置 で あ る 。 た と え
ば 、 G25M突 然 変 異 は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 25に お け る グ リ シ ン か ら メ チ オ ニ ン へ の 変 化 を 表 す 。
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突 然 変 異 は ま た 、 本 明 細 書 中 で は 、 NA 2 と し て 表 さ れ る 場 合 も あ る 。 こ こ で 、 Nは 、 ア ミ ノ
酸 配 列 中 の 位 置 で あ り 、 A 2 は 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る 標 準 的 な 一
文 字 記 号 で あ る (た と え ば 、 25Mは 、 ア ミ ノ 酸 位 置 25に お け る 野 生 型 ア ミ ノ 酸 か ら メ チ オ ニ
ン へ の 変 化 を 表 す )。 こ の ほ か 、 突 然 変 異 は ま た 、 本 明 細 書 中 で は A 1 Nと し て 表 さ れ る 場 合
も あ る 。 こ こ で 、 A 1 は 、 参 照 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る 標 準 的 な 一 文 字 記 号 で
あ り 、 Nは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 位 置 で あ る (た と え ば 、 G25は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 25に お け る グ
リ シ ン か ら 任 意 の ア ミ ノ 酸 へ の 変 化 を 表 す )。 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 が 既
知 で な い 場 合 、 ま た は 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 が 参 照 タ ン パ ク 質 配 列 中 に 見
い だ さ れ る 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て よ い 場 合 、 典 型 的 に は 、 こ の 表 記 が 使 用 さ れ る
。 ア ミ ノ 酸 位 置 は 、 突 然 変 異 を 包 含 す る 領 域 を 取 り 出 す 元 に な る タ ン パ ク 質 の 全 長 配 列 に
基 づ い て 番 号 づ け さ れ る 。 DNA配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び 点 突 然 変 異 の 表 現 は 、 類 似 し
て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 特 異 的 核 酸 塩 基 配 列 を 含 む 核 酸 を 参 照 す る た め に 本 明 細 書 全 体 を 通 し て 使 用 さ れ る 略 号
は 、 従 来 の 一 文 字 略 号 で あ る 。 し た が っ て 、 核 酸 を 組 み 入 れ る 場 合 、 天 然 に 存 在 す る コ ー
ド 核 酸 塩 基 は 、 次 の よ う に 略 記 さ れ る ： ア デ ニ ン (A)、 グ ア ニ ン (G)、 シ ト シ ン (C)、 チ ミ
ン (T)、 お よ び ウ ラ シ ル (U)。 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 一 連 の 一 文 字 略 号 と し て 表 さ れ る
一 本 鎖 核 酸 配 列 お よ び 二 本 鎖 配 列 の ト ッ プ 鎖 は 、 5'→ 3'方 向 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
5.2 
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 以 下 の 用 語 は 以 下 の 意 味 を 有 す る も の と す る ：
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 「 」 と は 、 酵 素 活 性 部 位 に 影 響 を 及 ぼ す 突 然 変
異 、 す な わ ち 、 酵 素 -基 質 複 合 体 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 位 置 の 突 然 変 異 、 ま た は ウ イ ル ス が
抗 ウ イ ル ス 剤 の 選 択 圧 を 受 け た と き に 複 製 の 初 期 ラ ウ ン ド で 再 現 性 よ く 現 れ る 突 然 変 異 、
ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る 表 現 型 感 受 性 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す 突 然 変 異 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 」 と は 、 一 次 突 然 変 異 で は な く 、 感 受 性 低 下 に 寄 与 す る か ま た は 一 次 突
然 変 異 に よ り 付 加 さ れ る 大 き な 欠 損 を 補 償 す る 突 然 変 異 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 」 と は 、 特 定 の 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る ウ イ ル ス (た と え ば 、 HIV)の 感
受 性 を 測 定 す る 試 験 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 」 と は 、 生 物 、 生 物 の 一 部 分 、 遺 伝 子 、 ま た は 遺 伝 子 の 一 部 分 の 遺
伝 子 配 列 を 決 定 す る 試 験 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 薬 剤 耐 性 に 関 連 す る 特 定 の 突 然
変 異 が 存 在 す る か 否 か を 確 定 す る た め に 、 HIVで 頻 繁 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 遺 伝 子 型 デ ー タ 」 と は 、 た と え ば ウ イ ル ス の 遺 伝 子 型 に
関 す る デ ー タ で あ る 。 遺 伝 子 型 デ ー タ の 例 と し て は 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス の 一 部 分 、 ウ イ
ル ス 遺 伝 子 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 一 部 分 の 塩 基 配 列 も し く は ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は ウ イ ル ス
の 核 酸 中 ま た は タ ン パ ク 質 中 の 1つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 も し く は ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 一
性 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 」 と は 、 特 定 の 薬 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の 反 応 を 意 味 す る 。 薬 剤 に 対 す る 感 受 性
が 軽 減 ま た は 低 下 し て い る ウ イ ル ス は 、 薬 剤 に 対 す る 耐 性 が 増 加 し て い る か ま た は 感 受 性
が 低 下 し て い る 。 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 が 増 加 ま た は 増 強 ま た は 増 大 さ れ て い る ウ イ ル ス は
、 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 が 増 加 し て い る か ま た は 耐 性 が 低 下 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 所 与 の 薬 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の 表 現 型 感 受 性 は 、 連 続 的 な も の で あ る 。 そ れ に も か か わ
ら ず 、 特 定 の 倍 数 変 化 の 結 果 の 解 釈 を 単 純 化 す べ く 1つ ま た は 複 数 の 閾 値 を 定 義 す る こ と
が 実 用 上 有 用 で あ る 。 十 分 な 臨 床 転 帰 デ ー タ が 収 集 さ れ て い る 薬 剤 で は 、 「 臨 床 カ ッ ト オ
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フ 値 」 を 以 下 の よ う に 定 義 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 」 と は 、 耐 性 が 現 れ て 感 受 性 が 失 わ れ る 特 定 の ポ イ ン ト を 意 味 す る
。 そ れ は 、 患 者 が 特 定 の 薬 剤 に よ る 治 療 を 受 け て 失 敗 す る 確 率 が 有 意 に 増 大 す る 薬 剤 感 受
性 レ ベ ル に よ り 定 義 さ れ る 。 カ ッ ト オ フ 値 は 、 臨 床 試 験 で 決 定 し た 場 合 、 抗 ウ イ ル ス 剤 ご
と に 異 な る 。 臨 床 カ ッ ト オ フ 値 は 、 耐 性 お よ び 転 帰 の デ ー タ を 評 価 す る こ と に よ り 臨 床 試
験 で 決 定 さ れ る 。 薬 剤 感 受 性 (表 現 型 )は 、 治 療 開 始 時 に 測 定 さ れ る 。 治 療 の 全 過 程 に わ た
り あ ら か じ め 決 め ら れ た 時 間 点 で 、 ウ イ ル ス 量 の 変 化 の よ う な 治 療 反 応 を モ ニ タ ー す る 。
薬 剤 感 受 性 を 治 療 反 応 と 関 連 づ け 、 治 療 失 敗 に 関 連 す る 耐 性 レ ベ ル に よ り 臨 床 カ ッ ト オ フ
値 を 決 定 す る (全 試 験 結 果 の 統 計 解 析 )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 」 と は 、 阻 害 濃 度 を 意 味 す る 。 そ れ は 、 疾 患 誘 発 微 生 物 (た と え ば 、 HIV)の 複 製 を
n%抑 制 す る の に 必 要 と さ れ る 患 者 の 血 液 中 ま た は in vitroの 薬 剤 の 濃 度 で あ る 。 し た が っ
て 、 「 IC 5 0 」 と は 、 薬 剤 の 不 存 在 下 で 観 測 さ れ る レ ベ ル の 50%ま で ウ イ ル ス 複 製 を 阻 害 す
る 抗 ウ イ ル ス 剤 の 濃 度 を 意 味 す る 。 「 患 者 IC 5 0 」 と は 、 患 者 由 来 の ウ イ ル ス の 複 製 を 50%
阻 害 す る の に 必 要 な 薬 剤 濃 度 を 意 味 し 、 「 参 照 IC 5 0 」 と は 、 参 照 ウ イ ル ス ま た は 野 生 型 ウ
イ ル ス の 複 製 を 50%阻 害 す る の に 必 要 な 薬 剤 濃 度 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 「 IC 9 0 」 と は 、 ウ
イ ル ス 複 製 の 90%を 阻 害 す る 抗 ウ イ ル ス 剤 の 濃 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 」 と は 、 患 者 ウ イ ル ス と 薬 剤 感 受 性 参 照 ウ イ ル ス と の 薬 剤 感
受 性 の 数 値 比 較 で あ る 。 そ れ は 、 患 者 IC 5 0 と 薬 剤 感 受 性 参 照 IC 5 0 と の 比 、 す な わ ち 、 患 者
IC 5 0 /参 照 IC 5 0 =倍 数 変 化 (fold change) (「 FC」 )で あ る 。 1.0の 倍 数 変 化 は 、 患 者 ウ イ ル
ス が 薬 剤 感 受 性 参 照 ウ イ ル ス と 同 程 度 の 薬 剤 感 受 性 を 呈 す る こ と を 示 唆 す る 。 1未 満 の 倍
数 変 化 は 、 患 者 ウ イ ル ス が 薬 剤 感 受 性 参 照 ウ イ ル ス よ り も 感 受 性 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
1よ り も 大 き い 倍 数 変 化 は 、 患 者 ウ イ ル ス が 薬 剤 感 受 性 参 照 ウ イ ル ス ほ ど 感 受 性 で な い こ
と を 示 唆 す る 。 臨 床 カ ッ ト オ フ 値 に 等 し い か ま た は そ れ よ り も 大 き い 倍 数 変 化 は 、 患 者 ウ
イ ル ス が そ の 薬 剤 に 反 応 す る 確 率 が よ り 低 い こ と を 意 味 す る 。 臨 床 カ ッ ト オ フ 値 未 満 の 倍
数 変 化 は 、 患 者 ウ イ ル ス が そ の 薬 剤 に 対 し て 感 受 性 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ウ イ ル ス が 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 性 質 (た と え ば 、 突 然 変 異 )を 有 す る 場 合 、 ウ イ
ル ス は 、 「 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る 」 。 こ の 性 質 を 有 す る ウ イ ル ス
の 集 団 が 、 平 均 し て 、 こ の 性 質 が 欠 如 し て い る こ と 以 外 は 類 似 し て い る ウ イ ル ス の 集 団 と
比 べ て 複 製 能 が 減 損 し て い る 場 合 、 ウ イ ル ス の 性 質 は 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 。 し た が
っ て 、 性 質 の 存 在 と 減 損 し た 複 製 能 と の 相 関 は 、 絶 対 的 な も の で あ る 必 要 は な く 、 性 質 が
減 損 し た 複 製 能 を 引 き 起 こ す た め の 必 要 条 件 (す な わ ち 、 性 質 が 、 複 製 能 の 減 損 の 原 因 と
な る 役 割 を 担 う 条 件 )も 、 十 分 条 件 (す な わ ち 、 性 質 の 存 在 だ け で 十 分 で あ る と い う 条 件 )
も 、 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 「 」 と い う 用 語 と 同 義 的 に 使
用 さ れ る 。 「 」 お よ び 「 」 と は 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い
て ア ラ イ メ ン ト し た と き の 2つ 以 上 の ペ プ チ ド 配 列 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の レ ベ ル を 意
味 す る 。 た と え ば 、 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 80%の 相 同 性 は 、 既 定 の ア ル ゴ リ ズ ム に
よ り 決 定 さ れ た 80%の 配 列 同 一 性 と 同 じ こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 所 与 の 配 列 の 相 同
体 は 、 所 与 の 配 列 の 長 さ 全 体 に わ た り 80%超 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 配 列 同 一 性 の 例 示 的
レ ベ ル と し て は 、 所 与 の 配 列 に 対 し て 60、 70、 80、 85、 90、 95、 98%、 ま た は そ れ 以 上 の
配 列 同 一 性 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 を 決 定 す る の に 使 用 可 能 な 例 示 的 な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム と
し て は 、 BLASTプ ロ グ ラ ム 一 式 、 た と え ば 、 BLASTN、 BLASTX、 お よ び TBLASTX、 BLASTP、 お
よ び TBLASTN(イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/か ら 公 的 に 入 手 可
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能 )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の ほ か に 、 Altschul et al., 
1990, J. Mol. Biol. 215:403-10(と く に 、 発 表 さ れ た デ フ ォ ル ト 設 定 、 す な わ ち 、 パ ラ
メ ー タ ー w=4、 t=17を 参 照 さ れ た い )、 お よ び Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res
., 25:3389-3402を 参 照 さ れ た い 。 GenBank Protein Sequences、 お よ び 他 の 公 共 の デ ー タ
ベ ー ス 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 対 比 し て 所 与 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 評 価 す る 場 合 、 典 型 的 に は 、 BL
ASTPプ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 検 索 が 行 わ れ る 。 BLASTXプ ロ グ ラ ム は 、 す べ て の リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム 中 の 翻 訳 さ れ た 核 酸 配 列 を 、 GenBank Protein Sequencesお よ び 他 の 公 共 の デ
ー タ ベ ー ス 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 対 比 し て 検 索 す る の に 好 適 で あ る 。 BLASTPお よ び BLASTXは
、 両 方 と も 、 オ ー プ ン ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 11.0お よ び 伸 長 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 1.0の
デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 実 行 さ れ 、 BLOSUM-62マ ト リ ッ ク ス を 利 用 す る 。 Altschu
l, et al., 1997を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2つ 以 上 の 配 列 間 の 「 同 一 性 %」 を 決 定 す る た め の 選 択 さ れ た 配 列 の 好 ま し い ア ラ イ メ ン
ト は 、 た と え ば 、 MacVector version 6.5中 の CLUSTAL-Wプ ロ グ ラ ム 用 い て 行 わ れ る 。 こ の
プ ロ グ ラ ム は 、 オ ー プ ン ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 10.0、 伸 長 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 0.1、 お
よ び BLOSUM 30類 似 度 行 列 を 含 む デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 」 と は 、 生 理 学 的 pHで 非 荷 電 で あ る 側 鎖 を 有 す る 親 水 性 ア ミ ノ 酸 を 意 味
す る が 、 但 し 、 こ の 側 鎖 は 、 2個 の 原 子 に よ り 共 有 さ れ た 電 子 対 が 一 方 の 原 子 の 方 に よ り
近 接 し て 保 持 さ れ る 少 な く と も 1つ の 結 合 を 有 す る 。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 極 性 ア ミ
ノ 酸 と し て は 、 Asn(N)、 Gln(Q)、 Ser(S)、 お よ び Thr(T)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 」 と は 、 生 理 学 的 pHで 非 荷 電 で あ る 側 鎖 を 有 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 意
味 す る 。 但 し 、 こ の 側 鎖 は 、 2個 の 原 子 に よ り 共 有 さ れ た 電 子 対 が 一 般 的 に は 2個 の 各 原 子
に よ っ て 等 し く 保 持 さ れ る 結 合 を 有 す る (す な わ ち 、 側 鎖 は 極 性 で は な い )。 遺 伝 子 に よ り
コ ー ド さ れ る 無 極 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Ala(A)、 Gly(G)、 Ile(I)、 Leu(L)、 Met(M)、 お よ
び Val(V)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 」 と は 、 Eisenberg et al., 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142の 規
格 化 コ ン セ ン サ ス 疎 水 性 ス ケ ー ル に 基 づ い て ゼ ロ 未 満 の 疎 水 性 を 呈 す る ア ミ ノ 酸 を 意 味 す
る 。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 親 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Arg(R)、 Asn(N)、 Asp(D)、 Glu(
E)、 Gln(Q)、 His(H)、 Lys(K)、 Ser(S)、 お よ び Thr(T)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 」 と は 、 Eisenberg et al., 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142の 規
格 化 コ ン セ ン サ ス 疎 水 性 ス ケ ー ル に 基 づ い て ゼ ロ よ り も 大 き い 疎 水 性 を 呈 す る ア ミ ノ 酸 を
意 味 す る 。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Ala(a)、 Gly(G)、 Ile(1)
、 Leu(L)、 Met(M)、 Phe(F)、 Pro(P)、 Trp(W)、 Tyr(Y)、 お よ び Val(V)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 」 と は 、 7未 満 の 側 鎖 pK値 を 有 す る 親 水 性 ア ミ ノ 酸 を 意 味 す る 。 酸 性 ア
ミ ノ 酸 は 、 典 型 的 に は 、 水 素 イ オ ン の 消 失 に よ り 生 理 学 的 pHで 負 に 荷 電 し た 側 鎖 を 有 す る
。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 酸 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Asp(D)お よ び Glu(E)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 」 と は 、 7よ り も 大 き い 側 鎖 pK値 を 有 す る 親 水 性 ア ミ ノ 酸 を 意 味 す る
。 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 は 、 典 型 的 に は 、 ヒ ド ロ ニ ウ ム イ オ ン と の 会 合 に よ り 生 理 学 的 pHで 正 に
荷 電 さ れ た 側 鎖 を 有 す る 。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Arg(R)、
His(H)お よ び Lys(K)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 」 と は 、 参 照 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 ま た は
対 応 す る 核 酸 配 列 の 変 化 で あ る 。 HIVプ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 を 含 む 本 発 明 の 実 施
形 態 で は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 を コ ー ド す る 参 照 核 酸 は 、 そ れ ぞ れ 、 NL4-3 HI
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V(GenBank 受 託 番 号 . AF324493)中 に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 の コ ー ド 配
列 で あ る 。 同 様 に 、 参 照 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 ポ リ ペ プ チ ド は 、 NL4-3 HIV配 列
に よ り コ ー ド さ れ る も の で あ る 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 た と え ば 、 エ ド マ ン 分 解 ま
た は 質 量 分 析 に よ り 、 直 接 決 定 す る こ と が で き る が 、 よ り 典 型 的 に は 、 ペ プ チ ド の ア ミ ノ
配 列 は 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 塩 基 配 列 か ら 推 測 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意
の 核 酸 配 列 決 定 法 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Maxam-Gilbert配 列 決 定 法 (Maxam et
 al., 1980, Methods in Enzymology 65:499)、 ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 法 (Sanger et al., 1
977, Proc. Natl. Acad Sci. USA 74:5463)、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 方
法 (た と え ば 、 Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
 spring Harbor Laboratory 3rd ed., NY;お よ び Ausubel et al., 1989, Current Protoc
ols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N
Yを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ウ イ ル ス 中 の 「 」 (「 RAM」 )と は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の
感 受 性 低 下 に 関 連 す る 突 然 変 異 で あ る 。 RAMは 、 い く つ か の ウ イ ル ス (た と え ば 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (「 HIV」 ))中 に 見 い だ す こ と が で き る 。 そ の よ
う な 突 然 変 異 は 、 1種 以 上 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 HIVの プ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ン テ
グ ラ ー ゼ 、 エ ン ベ ロ ー プ 、 ま た は 逆 転 写 酵 素 )中 に 見 い だ す こ と が で き る 。 RAMは 、 参 照 株
に 対 比 し て 定 義 さ れ る 。 HIVプ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 本 発 明 の 実 施 形 態 で は 、 参 照 プ ロ テ ア ー
ゼ は 、 NL4-3 HIV(GenBank 受 託 番 号 . AF324493)に よ り コ ー ド さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 」 と は 、 参 照 の ウ イ ル ス 、 遺 伝 子 、 ま た は タ ン パ ク 質 に 対 し て 1つ 以 上 の
変 化 を 有 す る 配 列 を 有 す る ウ イ ル ス 、 遺 伝 子 、 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 」 、 「 」 、 お よ び 「 」 と い う 用 語 は 、 全 体 を 通 し て
同 義 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 」 お よ び 「 」 と い う 用 語 は 、 全 体 を 通 し て 同 義 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 」 、 「 」 、 お よ び 「 」 と い う 用 語 は 、 全 体
を 通 し て 同 義 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
5.3　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異
　 本 発 明 は 、 NNRTIに 対 す る 耐 性 及 び 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 を HIV逆 転 写 酵 素
中 に 含 む 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 HIVは ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型
（ 「 HIV-1」 ） で あ る 。 NNRTIの 例 に は 、 ネ ビ ラ ピ ン （ 「 NVP」 ） 、 デ ラ ビ ル ジ ン （ 「 DLV」
） 及 び エ フ ァ ビ レ ン ツ （ 「 EFV」 ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 NNRTIに 対 す る 耐 性 及 び 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変
異 を HIV逆 転 写 酵 素 中 に 含 む ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド か ら 改 変 さ れ た あ る い は 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 翻 訳 後 修 飾
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIVの 逆 転 写 酵 素 に 由 来 し 、 か つ 98， 100， 101， 103，
106， 108， 179， 181， 188， 190， 225及 び 236よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 位 置 で 突
然 変 異 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 よ り 詳 細 に 規 定 さ れ る 実 施 形 態 に お い て 、 突 然 変
異 は 、 A98G、 L100I、 K101E、 K103N、 V106A、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H
、 Y188L、 G190A、 G190C、 G190E、 G190T、 G190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 突 然 変

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-532054 A 2005.10.27

耐 性 関 連 突 然 変 異

突 然 変 異 体

ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド タ ン パ ク 質

参 照 野 生 型

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸



異 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は HIV逆 転 写 酵 素 に 由 来 し 、 か つ 2以 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 に
お け る 突 然 変 異 の 組 み 合 わ せ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 み 合 わ せ の 例
に は 、 P236L、 K103N及 び Y181C； V106A及 び Y181C； K103N及 び G190S； P236L及 び K103N； L10
0I、 K103N及 び G190S； P236L及 び Y181C； K103N及 び G190A； K103N及 び Y188L； K103N及 び Y18
1C； L100I及 び K103N； K103N、 Y181C及 び 225H； Y181C及 び A98G、 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分
を コ ー ド す る か ま た は そ れ ら に 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
核 酸 、 た と え ば 、 本 発 明 の 核 酸 の 同 定 、 分 析 、 突 然 変 異 、 ま た は 増 幅 を 行 う た め の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 、 PCRプ ラ イ マ ー 、 ま た は 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す
る の に 十 分 な 核 酸 分 子 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 核 酸 は 、 任 意 の 長 さ で あ っ て よ い 。 核 酸 は 、 た と え ば 、 少 な く と も 6、 7、 8、 9、 10、 11
、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31
、 32、 33、 34、 35、 36、 37、 38、 39、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 10
0、 110、 120、 125、 150、 175、 200、 250、 300、 350、 375、 400、 425、 450、 475、 ま た は 5
00塩 基 長 で あ り う る 。 核 酸 は 、 た と え ば 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 1
5、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31、 32、 33、 34、 3
5、 36、 37、 38、 39、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 100、 110、 120、 12
5、 150、 175、 200、 250、 300、 350、 375、 400、 425、 450、 475、 500、 525、 550、 575、 60
0、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1100、 1200、 1300、 1400、 1500、 1600、
1700、 1800、 1900、 2000、 2500、 3000、 3500、 4000、 4500、 5000、 5500、 6000、 6500、 70
00、 7500、 8000、 8500、 9000、 9500、 ま た は 10000塩 基 未 満 の 長 さ で あ り う る 。 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 核 酸 は 、 た と え ば プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 突
然 変 異 を 検 出 す る の に 好 適 な 長 さ お よ び 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー ま た は ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る の に 好 適 な 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 一 部 分 だ け 、 た と え ば 、
プ ロ ー ブ も し く は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 断 片 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を コ ー ド す る 断 片 を 含 み う る 。 プ ロ ー ブ は 、 そ れ に 結 合 さ れ
た 標 識 化 基 、 た と え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 性 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 を 含 み う
る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 塩 基 部 分 、 糖 質 部 分 、 ま た は リ ン 酸 バ ッ
ク ボ ー ン が 修 飾 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
5.4　 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 検 出
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス ま た は 該 ウ イ ル ス 派 生 物 に お い て 減 損 し た 複 製
能 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 見 い だ す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
5.4.1 
　 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 任 意 の タ イ プ の ウ イ ル ス (た と え
ば 、 動 物 に 見 い だ さ れ る 任 意 の ウ イ ル ス )中 に 存 在 し う る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 ウ
イ ル ス は 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ な ど の 哺 乳 動 物 に 感 染 す る こ と が 知 ら れ て い
る ウ イ ル ス を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は 、 霊 長 類 に 感 染 す る こ と が 知
ら れ て い る 。 さ ら に よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は 、 ヒ ト に 感 染 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。 ヒ ト ウ イ ル ス の 例 と し て は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (「 HIV」 )、 単 純 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス 、 他 の ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、
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A型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 、 A型 、 B型 、 お よ び C型 肝 炎 ウ イ ル ス
、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 な ら び に ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は HIVで あ る 。 好 ま し く は 、
ウ イ ル ス は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 (「 HIV-1」 )で あ る 。 以 上 は 、 現 在 利 用 可 能 な 抗 ウ イ
ル ス 化 学 療 法 が 存 在 す る 特 定 の ウ イ ル ス の 代 表 で あ り 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 、 オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス (paramxyxovirus)、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、
フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 、 お よ び ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 科 を 代 表 す る も
の で あ る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 科 に 属 す る 他 の ウ イ ル ス に 起 因 す る 他 の ウ イ ル ス 感 染 症 、
お よ び 現 在 利 用 可 能 な 療 法 が 存 在 す る か ま た は 存 在 し な い 他 の ウ イ ル ス 科 の ウ イ ル ス が 原
因 で 生 じ る ウ イ ル ス 感 染 症 、 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 ウ イ ル ス サ ン プ ル を 取 得 す る た め
の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 手 段 に よ り 取 得 さ れ る ウ イ ル ス サ ン プ ル 中 に 見 い だ す こ と が
で き る 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た ヒ ト も し く は 動 物 か ら ウ イ ル ス サ
ン プ ル を 取 得 す る 方 法 ま た は ウ イ ル ス 培 養 物 か ら ウ イ ル ス サ ン プ ル を 取 得 す る 方 法 が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス サ ン プ ル は 、 ウ
イ ル ス に 感 染 し た ヒ ト 個 体 か ら 取 得 さ れ る 。 ウ イ ル ス サ ン プ ル は 、 感 染 個 体 の 生 体 の 任 意
の 部 分 ま た は ウ イ ル ス を 含 有 す る こ と が 予 想 さ れ る 任 意 の 分 泌 物 か ら 取 得 し う る 。 そ の よ
う な 部 分 の 例 と し て は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 喀 痰 、 リ ン パ 液 、 精 液 、 膣 粘 液 、 お よ び 他 の
体 液 の サ ン プ ル が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 サ ン プ ル は 、 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 の サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 培 養 物 か ら 取
得 し う る ウ イ ル ス 中 に 存 在 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 培 養 物 は 、 実 験 室 か ら 取 得 可
能 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 培 養 物 は 、 コ レ ク シ ョ ン (た と え ば 、 American Type Cultu
re Collection)か ら 取 得 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 ウ イ ル ス の
派 生 物 中 に 存 在 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス の 派 生 物 は 、 そ れ 自 体 は 病 原 性 で は な い
。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス の 派 生 物 は 、 プ ラ ス ミ ド ま た は プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 細 胞 の 複 製 が 、 選 択 圧 に 対 す る 耐 性 を 増 大 さ せ る 突 然 変 異 が 選 択 さ れ る よ う に 選
択 圧 の 存 在 ま た は 不 存 在 に よ り 影 響 を 受 け る 、 プ ラ ス ミ ド 系 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態
で は 、 ウ イ ル ス の 派 生 物 は 、 対 象 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 、 た と え ば 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 の
標 的 と さ れ る 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 対 象 の 遺 伝 子 を ベ ク タ ー 中
に 組 み 込 む こ と が で き る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,837,464号 お よ び 同 第 6,242,187号 な ら
び に PCT公 開 WO 99/67427(い ず れ も 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )を
参 照 さ れ た い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 無 傷 の ウ イ ル ス を 使 用 す る 必 要 は な い 。 そ の 代 わ り に 、 ベ ク タ ー 中
に 組 み 込 ま れ た ウ イ ル ス の 一 部 分 を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 の
標 的 と な る ウ イ ル ス の 一 部 分 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 遺 伝 子 改 変 ウ
イ ル ス 中 に 存 在 す る 。 ウ イ ル ス を 遺 伝 子 改 変 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を
用 い て 、 ウ イ ル ス を 遺 伝 子 改 変 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 実 験 室 培 養 に よ り 所 望 の 世
代 数 で ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 選 択 圧 を 加 え な い (す な わ
ち 、 ウ イ ル ス は 、 特 定 の 特 性 を 有 す る ウ イ ル ス の 複 製 に 有 利 な 処 理 に 付 さ れ な い )、 そ し
て 新 し い 突 然 変 異 は 、 遺 伝 的 浮 動 を 介 し て 蓄 積 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 培 養 で 増 殖 さ
せ る と き に 選 択 圧 を ウ イ ル ス に 加 え る (す な わ ち 、 1つ 以 上 の 特 性 を 有 す る ウ イ ル ス の 複 製
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に 有 利 な 条 件 下 で ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ る )。 一 実 施 形 態 で は 、 選 択 圧 は 抗 ウ イ ル ス 治 療 で
あ る 。 任 意 の 公 知 の 抗 ウ イ ル ス 治 療 を 選 択 圧 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で
は 、 ウ イ ル ス は HIVで あ り 、 選 択 圧 は NNRTIで あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は HIV-1
で あ り 、 選 択 圧 は NNRTIで あ る 。 任 意 の NNRTIを 用 い て 、 選 択 圧 を 加 え る こ と が で き る 。 NN
RTIの 例 と し て は NVP、 DLV及 び EFVが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 in vit
roで 培 養 さ れ た HIVを NNRTIで 処 理 す る こ と に よ り 、 NNRTIに 対 す る 耐 性 が 増 大 さ れ た HIVの
突 然 変 異 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 選 択 圧 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 操 作 す る こ と に よ り
、 選 択 特 性 を 有 し て い な い ウ イ ル ス の 生 存 率 を 増 大 さ せ た り 低 下 さ せ た り す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 係 る 減 損 さ れ た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 ウ イ ル ス 、
ウ イ ル ス ゲ ノ ム 、 ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 分 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ り 生 成 さ れ る
。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 を こ の 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 一 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 誘 発 は 、 本 質 的 に ラ ン ダ ム で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ
ル ス 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 、 ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 分 を 突 然 変 異 誘 発 処 理 に 付 す る こ と
に よ り 、 本 質 的 に ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 誘 発 を 行 う 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 ウ イ ル ス 療 法 の
標 的 で あ る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 突 然 変 異 さ せ る 。 本 質 的 に ラ ン ダ ム
な 突 然 変 異 誘 発 処 理 の 例 と し て は 、 た と え ば 、 突 然 変 異 誘 発 物 質 (た と え ば 、 臭 化 エ チ ジ
ウ ム 、 エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 エ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レ ア (ENU)な ど )、 放 射 線 (た と え ば 、
紫 外 光 )へ の 暴 露 、 転 移 因 子 (た と え ば 、 Tn5、 Tn10)の 挿 入 お よ び /も し く は 除 去 、 ま た は
増 大 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 率 を 有 す る 細 胞 、 細 胞 抽 出 物 、 も し く は in vitro複 製 系 に お け る
複 製 が 挙 げ ら れ る 。 た と え ば 、 Russell et al., 1979, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 76:5
918-5922; Russell, W., 1982, Environmental Mutagens and Carcinogens: Proceedings
 of the Third International Conference on Environmental Mutagensを 参 照 さ れ た い 。
こ れ ら の 突 然 変 異 誘 発 方 法 は い ず れ も 、 本 質 的 に ラ ン ダ ム で あ る が 、 分 子 レ ベ ル で 、 そ れ
ぞ れ 、 そ れ 自 体 の 好 ま し い 標 的 を 有 す る こ と は 、 当 業 者 で あ れ ば わ か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法
を 用 い て 行 わ れ る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 方 法 を 使 用 す る こ
と が で き る (た と え ば 、 Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, Cold Spring Harbor Laboratory, 3rd ed., NY;お よ び Ausubel et al., 1989, Curre
nt Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Inters
cience, NYを 参 照 さ れ た い )。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 た と え ば 、 特 定 の 遺 伝 子 も し
く は ゲ ノ ム 領 域 、 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム 領 域 の 特 定 部 分 、 ま た は 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム 領
域 内 の 1つ も し く は い く つ か の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド を 対 象 に 行 う こ と が で き る 。 一 実 施 形
態 で は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 1つ 以 上 の 基 準 に 基 づ い て 、 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 領 域
、 遺 伝 子 、 遺 伝 子 断 片 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 対 象 に 行 わ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子
ま た は 遺 伝 子 の 一 部 分 が 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に 付 さ れ る 。 な ぜ な ら 、 そ れ は 、 抗 ウ
イ ル ス 療 法 の 標 的 で あ る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 推 測 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
か ら で あ る (た と え ば 、 HIV逆 転 写 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 )。 他 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子
の 一 部 分 ま た は 遺 伝 子 内 の 1つ も し く は い く つ か の ヌ ク レ オ チ ド が 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異
誘 発 に 付 す べ く 選 択 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 の 対 象 と な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗
ウ イ ル ス 化 合 物 と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ
ー ド す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 の 対 象 と な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 複 製 能 が 減 損 し て
い る ウ イ ル ス 株 中 で 突 然 変 異 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 残
基 を コ ー ド す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 と 相 互
作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る か も し く は 推 測 さ れ る タ ン パ ク 質 残 基 ま た は 複 製 能 が 減 損 し
て い る ウ イ ル ス 株 中 で 突 然 変 異 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る か も し く は 推 測 さ れ る タ ン パ
ク 質 残 基 の 一 次 配 列 中 の 隣 接 す る ま た は 近 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 。 他 の 実 施 形
態 で は 、 突 然 変 異 ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る
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か も し く は 推 測 さ れ る タ ン パ ク 質 残 基 ま た は 複 製 能 が 減 損 し て い る ウ イ ル ス 株 中 で 突 然 変
異 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る か も し く は 推 測 さ れ る タ ン パ ク 質 残 基 の 二 次 、 三 次 、 ま た
は 四 次 構 造 中 の 隣 接 す る ま た は 近 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、
突 然 変 異 ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 推 測
さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 部 位 ま た は そ の 近 傍 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 。 た と え ば 、 Sa
rkar and Sommer, 1990, Biotechniques, 8:404-407を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
5.4.2 
　 ウ イ ル ス 中 の 本 発 明 に 係 る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 は 、
突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 手 段 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
突 然 変 異 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ウ イ ル ス 遺 伝 子 中 で 、 ま た は タ ン パ ク 質 自 体
の 中 で 、 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 で 、 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 は 、
た と え ば 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 中 に 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の シ ス ま た は ト ラ ン ス 作 用 性 調 節 配 列 、 遺 伝 子 間 配 列 、 ま た は イ ン ト ロ ン 配 列 の
中 に 存 在 し う る 。 突 然 変 異 は 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 に 対 す る 感 受 性 を 変 化 さ せ る ウ イ ル ス の 構
造 、 機 能 、 複 製 、 ま た は 環 境 の い ず れ か の 側 面 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。 一 実 施 形 態 で は 、 突
然 変 異 は 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 の 標 的 で あ る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 中 に 存 在
す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ウ イ ル ス 遺 伝 子 内 の 突 然 変 異 は 、 い く つ か の 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 方 法 の 出 発 点 と し て ウ イ ル ス の DNAま た は RNAを 使 用 す る こ と
が で き 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 手 順 に 従 っ て 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 特 定 の 核 酸 配 列 中 (た と え ば 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 特 定 の 領 域 中 )の 突 然 変 異 の 検 出 は 、 さ
ま ざ ま な 方 法 に よ り 、 た と え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 制 限 酵 素
切 断 に 基 づ く 制 限 断 片 長 多 型 検 出 (Kan and Dozy, 1978, Lancet ii: 910-912)、 ミ ス マ ッ
チ 修 復 検 出 (Faham and Cox, 1995, Genome Res 5:474-482)、 MutSタ ン パ ク 質 の 結 合 (Wagn
er et al., 1995, Nucl Acids Res 23:3944-3948)、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 (Fisher et al
., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:1579-83)、 一 本 鎖 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 多 型
検 出 (Orita et al., 1983, Genomics 5:874-879)、 ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 に お け る RNAase切 断
(Myers et al., 1985, Science 230:1242)、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAの 化 学 的 (Cotton et al., 1
988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:4397-4401)ま た は 酵 素 的 (Youil et al., 1995,
 Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 92:87-91)切 断 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 プ ラ イ マ ー
伸 長 に 基 づ く 方 法 (Syvaenen et al., 1990, Genomics 8:684-692)、 遺 伝 子 ビ ッ ト 解 析 (Ni
kiforov et al., 1994, Nucl Acids Res 22:4167-4175)、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 ア ッ セ
イ (Landegren et al., 1988, Science 241:1077)、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 連 結 連 鎖 反
応 (「 LCR」 )(Barrany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:189-193)、 ギ ャ ッ プ LC
R(Abravaya et al., 1995, Nucl Acids Res 23:675-682)、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 手
順 を 用 い る 放 射 性 ま た は 蛍 光 性 DNA配 列 決 定 、 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)ア ッ セ イ (Orum et
 al., 1993, Nucl. Ac
ids Res. 21:5332-5356; Thiede et al., 1996, Nucl. Acids Res. 24:983-984)に よ り 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 ウ イ ル ス の DNAま た は RNAは 、 遺 伝 子 構 造 が 関 与 す る 異 常 、 た と え ば 、 点 突 然 変
異 、 挿 入 、 欠 失 、 お よ び ゲ ノ ム 再 配 列 を 検 出 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
ま た は 増 幅 ア ッ セ イ で 使 用 可 能 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ と し て は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 サ ザ ン 分 析 (Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98:503-517)、 一 本 鎖 コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン 多 型 分 析 (SSCP)(Orita et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2766-27
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70)、 お よ び PCR分 析 (米 国 特 許 第 4,683,202号 ; 同 第 4,683,195号 ; 同 第 4,800,159号 ; お よ
び 同 第 4,965,188号 ; PCR Strategies, 1995 Innis et al. (eds.), Academic Press, Inc
.)を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の そ の よ う な 診 断 方 法 は 、 た と え ば 、 ウ イ ル ス 核
酸 を 、 組 換 え DNA分 子 、 ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 、 ま た は そ れ ら の 縮 重 変 異 体 を 含 む 1種 以 上 の 標
識 化 核 酸 試 薬 に 、 こ れ ら の 試 薬 が そ れ ら の 相 補 的 配 列 に 特 異 的 に ア ニ ー リ ン グ す る の に 有
利 な 条 件 下 で 、 接 触 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 み う る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 核
酸 試 薬 の 長 さ は 、 少 な く と も 15～ 30塩 基 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ア ニ ー リ ン グ さ
れ て い な い す べ て の 核 酸 を 核 酸 分 子 ハ イ ブ リ ッ ド か ら 除 去 す る 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
た 核 酸 の 存 在 を 、 そ の よ う な 分 子 が 存 在 す る の で あ れ ば 、 検 出 す る 。 そ の よ う な 検 出 ス キ
ー ム を 用 い て 、 ウ イ ル ス 由 来 の 核 酸 を 、 た と え ば 、 固 体 担 体 (た と え ば 、 膜 ま た は プ ラ ス
チ ッ ク 表 面 、 具 体 的 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ の 表 面 )
に 固 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ア ニ ー リ ン グ さ れ て い な い
先 に 記 載 し た タ イ プ の 標 識 化 核 酸 試 薬 は 、 容 易 に 除 去 さ れ る 。 残 留 す る ア ニ ー リ ン グ さ れ
た 標 識 化 核 酸 試 薬 の 検 出 は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 。 核 酸 試 薬 が ア
ニ ー リ ン グ し た 遺 伝 子 配 列 を 正 常 な 遺 伝 子 配 列 か ら 予 想 さ れ る ア ニ ー リ ン グ パ タ ー ン と 比
較 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 突 然 変 異 が 存 在 す る か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 核 酸 分 子 を 検 出 す る た め の 代 替 的 な 診 断 方 法 は 、 そ れ ら の 増 幅 を 行 っ て か
ら 、 た と え ば 、 PCR(米 国 特 許 第 4,683,202号 ; 同 第 4,683,195号 ; 同 第 4,800,159号 ; お よ
び 同 第 4,965,188号 ; PCR Strategies, 1995 Innis et al. (eds.), Academic Press, Inc
.)に よ り 増 幅 を 行 っ て か ら 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 増 幅 さ れ た 分 子 を 検 出 す る こ
と を 含 み う る 。 得 ら れ た 増 幅 配 列 を 、 増 幅 核 酸 が そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 正 常 コ ピ ー だ け を 含
有 す る 場 合 に 予 想 さ れ る 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 突 然 変 異 が 存 在 す る か を 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の ほ か 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 配 列 決 定 法 に よ り 、 核 酸 の 配 列 決 定 を 行 う こ と が
で き る 。 た と え ば 、 Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463の ジ デ
オ キ シ 法 (こ れ に つ い て は 、 Messing et al., 1981, Nuc. Acids Res. 9:309に さ ら な る 解
説 が あ る )に よ り 、 ま た は Maxam et al., 1980, Methods in Enzymology 65:499の 方 法 に
よ り 、 ウ イ ル ス DNAの 配 列 決 定 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 Sambrook et al., 2001, Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 3rd ed., NY;
お よ び Ausubel et al, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publis
hing Associates and Wiley Interscience, NYに 記 載 さ れ て い る 方 法 を も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物 (す な わ ち 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 )ま た は ウ イ ル ス ペ プ チ ド 断 片 に 対
す る 抗 体 も 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 中 の 突 然 変 異 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
他 の 選 択 肢 と し て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 配 列 決 定 法 を 用 い て 対 象 の ウ イ ル ス タ ン パ
ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 の 配 列 決 定 を 行 う こ と に よ り 、 対 象 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 得 る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 の 一 例 は 、 小 型 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の
配 列 決 定 に 使 用 可 能 な エ ド マ ン 分 解 法 で あ る 。 よ り 大 型 の タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 最 初 に
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 学 試 薬 ま た は 酵 素 試 薬 (た と え ば 、 ブ ロ モ シ ア ン 、 ヒ ド ロ キ シ ル
ア ミ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ま た は キ モ ト リ プ シ ン )に よ り 切 断 し 、 次 に 、 エ ド マ ン 分 解 法 に よ
り 配 列 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
5.5 
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 抗 ウ イ ル ス 療 法 に 対 す る 突 然 変 異 ウ イ ル ス ま
た は ウ イ ル ス 集 団 の 表 現 型 感 受 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,837,
464号 お よ び 同 第 6,242,187号 (そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す
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る )を 参 照 さ れ た い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 表 現 型 分 析 を 行 う 。 す な わ ち 、 突 然 変 異
の な い 参 照 ウ イ ル ス の 感 受 性 と 対 比 し て 、 所 与 の 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の 感 受 性
を ア ッ セ イ す る 。 こ れ は 薬 剤 感 受 性 の 直 接 的 定 量 的 測 定 で あ り 、 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る ウ
イ ル ス の 感 受 性 を 決 定 す べ く 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 そ
の よ う な 方 法 の 一 例 と し て は 、 参 照 ウ イ ル ス に 対 す る IC 5 0 値 の 倍 数 変 化 を 決 定 す る こ と が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 表 現 型 試 験 で は 、 特 定 の ウ イ ル ス 株 が 薬
剤 阻 害 剤 の 存 在 下 で in vitro増 殖 す る 能 力 を 測 定 す る 。 参 照 ウ イ ル ス を 阻 害 す る の に 必 要
な 薬 剤 の 量 に 対 し て 、 ウ イ ル ス 活 性 を 阻 害 す る の に よ り 多 く の 薬 剤 が 必 要 と さ れ る 場 合 、
ウ イ ル ス は 、 特 定 の 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 が よ り 低 い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 表 現 型 分 析 を 行 い 、 こ れ を 用 い て ウ イ ル ス 株 に 対 す る 薬 剤 の IC 5 0 ま た
は IC 9 0 を 計 算 す る 。 分 析 結 果 は ま た 、 薬 剤 感 受 性 対 照 株 ま た は 同 一 の 患 者 に 由 来 す る 先 行
ウ イ ル ス 株 と 比 較 し て 、 ウ イ ル ス 株 ご と に IC 5 0 ま た は IC 9 0 の 倍 数 変 化 と し て 提 示 す る こ と
が で き る 。 ウ イ ル ス が 各 利 用 可 能 な 抗 ウ イ ル ス 薬 物 療 法 に 直 接 付 さ れ る の で 、 結 果 を 治 療
反 応 に 直 接 結 び つ け る こ と が で き る 。 た と え ば 、 患 者 ウ イ ル ス が 特 定 の 薬 剤 に 対 し て 耐 性
を 示 す 場 合 、 そ の 薬 剤 を 回 避 す る か ま た は 患 者 の 治 療 法 か ら 除 外 す る こ と に よ り 、 医 師 は
、 よ り 長 期 間 に わ た り 効 果 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る 治 療 計 画 を デ ザ イ ン す る こ と で
き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え ウ イ ル ス ア ッ セ イ (「 RVAS」 )を 用 い て 表 現 型 分 析 を 行 う 。 RV
Aで は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と 、 患 者 ウ イ ル ス か ら 増 幅 さ せ た ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 と 、 の 間
で 相 同 的 組 換 え を 行 う こ と に よ り 生 成 さ せ た ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 使 用 す る 。 い く つ か の 実
施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は HIVベ ク タ ー で あ り 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 は プ ロ テ ア ー
ゼ 配 列 お よ び /ま た は 逆 転 写 酵 素 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 PHENOSENSE T M (ViroLogic INC., South San Francisco, CA)を
用 い て 表 現 型 分 析 を 行 う 。 Petropoulos et al., 2000, Antimicrob. Agents Chemother. 
44:920-928； 米 国 特 許 第 5,837,464号 お よ び 同 第 6,242,187号 を 参 照 さ れ た い 。 PHENOSENSE
T M は 、 表 現 型 試 験 の 利 点 を 活 か し 以 前 の ア ッ セ イ の 欠 点 を 克 服 し た 表 現 型 ア ッ セ イ で あ る
。 ア ッ セ イ が 自 動 化 さ れ て い る の で 、 PHENOSENSE T M で は 、 制 御 条 件 で よ り 高 い ス ル ー プ ッ
ト が 得 ら れ る 。 そ の 結 果 、 こ の ア ッ セ イ で は 、 す べ て の 現 在 利 用 可 能 な 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス
剤 に 対 す る 患 者 の HIV単 離 物 の 感 受 性 プ ロ フ ァ イ ル が 正 確 に 規 定 さ れ 、 サ ン プ ル を 受 け 取
っ て か ら 約 10～ 約 15日 以 内 に 結 果 が 医 師 に 直 接 送 付 さ れ る 。 PHENOSENSE T M は 、 正 確 で あ り
、 わ ず か 1ラ ウ ン ド の ウ イ ル ス 複 製 で 結 果 が 得 ら れ る の で 、 ウ イ ル ス の サ ブ 集 団 の 選 択 が
回 避 さ れ る 。 結 果 は 定 量 的 で あ り 、 さ ま ざ ま な 度 合 の 薬 剤 感 受 性 の 尺 度 と な り 、 か つ 感 度
が 高 い の で 、 試 験 は 、 約 500コ ピ ー /mLの ウ イ ル ス 量 の 血 液 検 体 で 行 う こ と が で き 、 全 ウ イ
ル ス 集 団 の 10%以 下 の 濃 度 の い く つ か の 薬 剤 耐 性 ウ イ ル ス の 小 集 団 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 結 果 は 再 現 性 が あ り 、 薬 剤 に も よ る が 、 実 施 さ れ る ア ッ セ イ の 約 95%に お い
て 、 約 1.4～ 2.5倍 未 満 の 変 動 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 PHENOSENSE T M は 、 増 幅 さ れ た ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 に 由 来 す る 核 酸 と 併 用 す る こ と が で き
る 。 第 5.4.1節 に 論 述 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス を 含 有 す る サ ン プ ル は 、 ウ イ ル ス に 感
染 し た ヒ ト ま た は 動 物 に 由 来 す る サ ン プ ル で あ っ て も よ い し 、 ウ イ ル ス 細 胞 の 培 養 物 に 由
来 す る サ ン プ ル で あ っ て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス サ ン プ ル は 、 遺 伝 子 改 変 実 験
株 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 次 に 、 遺 伝 子 配 列 を ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 増
幅 さ れ た ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 を 複 製 欠 損 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む こ と に よ り 、 耐 性
試 験 ベ ク タ ー (「 RTV」 )を 構 築 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 制 限 酵 素 お よ び 従 来
の ク ロ ー ニ ン グ 法 を 使 用 す る 。 Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laborato
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ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 3rd ed., NY； お よ び Ausubel ET al., 198
9, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wile
y Interscience, NYを 参 照 さ れ た い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ApaIお よ び PinAI制 限 酵 素
を 使 用 す る 。 好 ま し く は 、 複 製 欠 損 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 イ ン ジ ケ ー タ ー 遺 伝 子 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー (「 IGVV」 )で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 RTVの 複 製 を
検 出 す る 手 段 を 含 有 す る 。 好 ま し く は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 カ セ ッ
ト を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア ッ セ イ は 、 次 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 最 初 に 、 RTV DNAと 、 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス (
た と え ば 、 ア ン ホ ト ロ ピ ッ ク マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス (MLV))の エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発
現 す る プ ラ ス ミ ド と を 宿 主 細 胞 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ウ
イ ル ス 粒 子 を 採 取 し 、 こ れ を 用 い て 新 た な 標 的 細 胞 に 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 1ラ ウ ン
ド の ウ イ ル ス 複 製 の 完 了 は 、 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る 複 製 検 出 手 段 に よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 1ラ ウ ン ド の ウ イ ル ス 複 製 の 完 了 に よ り 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
が 産 生 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ス テ ッ プ ま た は 感 染 ス テ ッ プ の い ず れ か で 、 一 連 の
濃 度 の 抗 ウ イ ル ス 剤 を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る 感 受 性 は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 の 存 在 下 お よ び 不 存 在 下 で ベ ク タ ー の 複
製 を 比 較 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る 感 受 性
は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 の 存 在 下 お よ び 不 存 在 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 比 較 す る こ と に よ り 測
定 す る こ と が で き る 。 感 受 性 ウ イ ル ス は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 の 存 在 下 で 低 レ ベ ル の ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 活 性 を 生 じ 、 一 方 、 感 受 性 の 低 下 し た ウ イ ル ス は 、 よ り 高 レ ベ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 PHENOSENSE T M を 用 い て 、 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る HIV-1の 表 現 型
感 受 性 を 評 価 す る 。 好 ま し く は 、 抗 ウ イ ル ス 剤 は NNRTIで あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、
参 照 ウ イ ル ス 株 は 、 HIV株 NL4-3ま た は HXB-2で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス 核 酸 (た と え ば 、 HIV-1 RNA)を 血 漿 サ ン プ ル か ら 抽 出 し 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 PCRな ど の 方 法 に よ り 全 ウ イ ル ス 遺 伝 子 お よ び そ の 断 片 を 増 幅
す る こ と が 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 Hertogs et al, 1998, Antimicrob Agents Chemother
 42 (2):269-76を 参 照 さ れ た い 。 一 例 を 挙 げ る と 、 全 HIV-1 PRお よ び RTコ ー ド 配 列 を 含 有
す る 2.2kbの 断 片 を ネ ス テ ッ ド 逆 転 写 PCRに よ り 増 幅 す る 。 次 に 、 増 幅 さ れ た 核 酸 (た と え
ば 、 PR-RTコ ー ド 配 列 )の プ ー ル を 、 ほ と ん ど の PR(コ ド ン 10～ 99)お よ び RT(コ ド ン 1～ 482)
配 列 が 欠 失 し た pGEMT3deltaPRTプ ラ ス ミ ド と 共 に 、 CD4+Tリ ン パ 球 (MT4)の よ う な 宿 主 細 胞
中 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 相 同 的 組 換 え に よ り 、 ウ イ ル ス コ ー ド 配 列 (た と え ば 、 血
漿 中 の HIV-1 RNAに 由 来 す る PRお よ び RTコ ー ド 配 列 )を 含 有 す る キ メ ラ ウ イ ル ス を 産 生 さ せ
る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 遺 伝 子 の 産 物 を 標 的 に す る す べ て の 現 在 利 用 可 能 な 抗 ウ イ ル
ス 剤 (た と え ば 、 proRTお よ び /ま た は PR阻 害 剤 )に 対 す る キ メ ラ ウ イ ル ス の 感 受 性 は 、 当 技
術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 MT
4細 胞 -3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド 系 の
細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ を 、 高 い サ ン プ ル ス ル ー プ ッ ト を 可 能 に す る 自 動 化 シ ス テ ム で 、 使
用 す る こ と が で き る 。 RTお よ び PR阻 害 剤 の よ う な す べ て の 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る 耐 性 の プ
ロ フ ァ イ ル を 、 単 一 の PR-RT-Antivirogramで グ ラ フ 表 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 抗 ウ イ ル ス 剤 に 対 す る ウ イ ル ス の 表 現 型 感 受 性 を 評 価 す る た め の 他 の ア
ッ セ イ を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Shi and Mellors, 1997, Antimicrob Agents
 Chemother. 41 (12):2781-85; Gervaix et al., 1997, Proc Natl Acad Sci U.S.A. 94 
(9):4653-8; Race et al., 1999, AIDS 13:2061-2068(そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る も の と す る )を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 に よ る 治 療 に 対 す る ウ イ ル ス の 感 受 性 は 、 抗 ウ イ
ル ス 治 療 剤 の 存 在 下 で 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 の 標 的 の 活 性 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 決 定 さ れ
る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は HIVで あ り 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で
あ り 、 そ し て 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 の 標 的 は HIVプ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 5
,436,131号 、 同 第 6,103,462号 (そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す
る )を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
5.6
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 突 然 変 異 が 減 損 し た 複 製 能 と 相 関 す る か を 決
定 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 P値 を 用 い て 相 関 の 統 計 的 有 意 性 を 決 定 す る 。 そ
の 際 、 P値 が 小 さ い ほ ど 、 測 定 が 有 意 で あ る も の と す る 。 好 ま し く は 、 P値 は 0.05未 満 で あ
ろ う 。 よ り 好 ま し く は 、 P値 は 0.01未 満 で あ ろ う 。 P値 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段 に よ
り 算 出 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 P値 は 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 を 用 い
て 算 出 さ れ る 。 た と え ば 、 David Freedman, Robert Pisani & Roger Purves, 1980, STAT
ISTICS, W. W. Norton, New Yorkを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
5.7　 減 損 し た 複 製 能 の 検 出
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス に お け る 減 損 し た 複 製 能 を 検 出 す る 方 法 を 提 供
す る 。 上 述 の よ う に 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異 は あ ら ゆ る 適 切 な 方 法 を 用 い る
こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス に お け る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然 変 異
の 存 在 は 、 当 業 界 で 公 知 の い か な る 手 段 、 例 え ば 上 で 論 じ た 手 段 に よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。 ウ イ ル ス に お け る 減 損 し た 複 製 能 と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 能
が 減 損 し て い る 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と を 示 唆 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は ヒ
ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル
ス 1型 （ HIV-1） で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 治 療 剤 は NNRTIで あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い
る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVの RTに お い て 、 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然
変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 RTの ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98， 100， 101， 103， 106
， 108， 179， 181， 188， 190， 225ま た は 236で 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に
よ り 、 該 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方
法 を 提 供 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 該 突 然 変 異 は P236Lで は な い も の と す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い
る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVの RT中 で 、 A98G、 L100I、 K101E、 K103N、 V106A
、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L、 G190A、 G190C、 G190E、 G190T、 G
190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 減 損 し た 複 製 能 に 関 連 す る 突 然
変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 該 HIVが 減 損
し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に 由 来 す る HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能
性 が 高 く な っ て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVの RT中 で 、 減 損 し た 複 製 能 に
関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 RTの ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置 98， 100， 1
01， 103， 106， 108， 179， 181， 188， 190， 225ま た は 236で 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然
変 異 の 存 在 に よ り 、 該 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ
れ る 、 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 該 突 然 変 異 は P236Lで は な い も の と す る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に 由 来 す る HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能
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性 が 高 く な っ て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 HIVの RT中 で 、 A98G、 L100I、 K101
E、 K103N、 V106A、 V106I、 V106M、 Y181C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L、 G190A、 G190C、
G190E、 G190T、 G190V、 G190Q、 G190S及 び G190Vよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 減 損 し た 複 製 能
と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り
、 HIVが 減 損 し た 複 製 能 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 を 提
供 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ３ 】
6.1　 実 施 例 １ ： 耐 性 試 験 ベ ク タ ー を 用 い た 複 製 適 応 度 の 測 定
　 こ の 実 施 例 は 、 HIV-1の 複 製 適 応 度 を 正 確 か つ 再 現 的 に 測 定 す る た め の 方 法 及 び 組 成 物
を 提 供 す る 。 複 製 適 応 度 を 測 定 す る 方 法 は 、 別 の ウ イ ル ス に 適 用 さ せ る こ と も で き 、 こ れ
に は ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト B型 肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト C型
肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 及 び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ 例 え ば ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） が 含 ま れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 実 施 例 は さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 に 対 す る 薬 剤 感 受 性 の 低 下 を 示 す HIV-1の 複 製 適 応 度 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 複 製
能 を 測 定 す る 方 法 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 組 み 込 み 、 ウ イ ル ス 形 成 、 並 び に ウ イ ル
ス 付 着 及 び 侵 入 を 含 む HIV-1複 製 に お け る 別 の 種 類 の HIV-1複 製 阻 害 剤 に 適 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 複 製 適 応 度 試 験 は 、 そ の 全 体 を 参 照 と し て 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る 米 国 特 許 第 5,837,46
4（ 国 際 公 開 番 号 WO97/27319） に 記 載 さ れ る 表 現 型 薬 剤 感 受 性 及 び 耐 性 の 試 験 の た め の 方
法 を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 及 び 逆 転 写 酵 素 を コ ー ド す る 領 域 に 相 当 す る 患 者 由 来 の 断 片 は 、 HIVに
感 染 し た 個 体 の 血 清 中 に 存 在 す る ウ イ ル ス 粒 子 か ら 単 離 さ れ る ウ イ ル ス RNAを 用 い た 逆 転
写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ RT-PCR） に よ っ て 増 幅 さ れ る 患 者 由 来 の 断 片 、 ま た は 耐 性 試
験 ベ ク タ ー DNAの 親 ク ロ ー ン の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に よ り 作 製 さ れ る 野 生 型 HIV-1の
突 然 変 異 体 の い ず れ か で あ る 。 耐 性 試 験 ベ ク タ ー は 複 製 適 応 度 を 評 価 す る の に 用 い ら れ る
際 に は 、 「 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー 」 と も 称 さ れ る 。 ウ イ ル ス RNAの 単 離 は 標 準 方 法 （ 例 え ば R
NAGENTS T M  Total RNA Isolation System,Promega,Madison WIま た は RNAzol,Tel-Test,Fri
endswood,TX） を 用 い る こ と に よ り 実 施 し た 。 RT-PCRプ ロ ト コ ー ル を 2つ の 手 順 に 分 け た 。
レ ト ロ ウ イ ル ス の 逆 転 写 酵 素 （ 例 え ば Moloney MuLV逆 転 写 酵 素 （ Roche Molecular System
s, Inc., Branchburg,NJ） ま た は ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス （ AMV） の 逆 転 写 酵 素 （ Boehrin
ger Mannheim, Indianapolis, IN） ） は ウ イ ル ス RNAを cDNAに 複 製 す る の に 用 い た 。 cDNA
は そ の 後 、 耐 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Taq(Roche Molecular Systems, inc., Bran
chburg, NJ)、 Tth(Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ)、 PRIMEZYME T M (The
rmus brockianus (Biometra, Gottingen, Germany)か ら 単 離 )、 ま た は 「 ロ ン グ PCR」 の 実
施 に つ い て 記 載 す る 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ の 組 み 合 わ せ （ Barnes, W.M., 1994, Proc.Natl.
Acad.Sci, USA 91, 2216-20） (例 え ば Expand High Fidelity PCR System (Taq＋ Pwo)、 (B
oehringer Mannheim. Indianapolis, IN)ま た は GENEAMP XL T M  PCR キ ッ ト (Tth＋ Vent)、 (
Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ)） を 用 い て 増 幅 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 PCRプ ラ イ マ ー は 、 PCR産 物 の 両 末 端 に そ れ ぞ れ ApaI及 び AgeI認 識 部 位 を 導 入 す る よ う 設
計 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 患 者 由 来 の 「 試 験 」 断 片 を 組 み 込 ん だ 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー は 、 鋳 型 と し て ウ イ ル ス RNA
を 用 い 、 プ ラ イ マ ー と し て PCR6(#1)、 PDSApa(#2)、 及 び PDSAge(#3)を 用 い た RT-PCRに よ っ
て 調 製 し 、 そ の 後 ApaI及 び AgeIま た は ア イ ソ シ ゾ マ ー PinA1を 用 い て 消 化 し た 1.5ｋ Bの 増
幅 DNA産 物 を 用 い て 米 国 特 許 番 号 5,837,464（ 図 1参 照 ） に 記 載 さ れ る 通 り に 構 築 し た 。 合
成 さ れ た 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー に 対 応 す る プ ラ ス ミ ド DNAが 、 特 定 の 患 者 の 血 漿 中 に 存 在 す

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-532054 A 2005.10.27



る HIVウ イ ル ス 類 似 種 の 代 表 サ ン プ ル を 含 む こ と を 確 実 に す る た め 、 所 定 の 適 応 度 試 験 ベ
ク タ ー の 構 築 に お い て 得 ら れ た 多 く の （ ＞ 100） 独 立 し た E.coli形 質 転 換 体 を プ ー ル し 、
プ ラ ス ミ ド DNAの 調 製 に 用 い た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 両 種 指 向 性 MuLV 4070A env遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 発 現 ベ ク タ ー は 、 適
応 度 試 験 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 粒 子 の 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー 宿 主 細 胞 中 で 生 産 を 可 能 に し 、 該 粒
子 は ヒ ト 標 的 細 胞 に 効 率 的 に 感 染 す る こ と が で き る 。 envを 除 く 全 て の HIV遺 伝 子 を コ ー ド
す る 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー を 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る の に 用 い た
（ 一 旦 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 は 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー 宿 主 細 胞 と 呼 ぶ ） 。 両 種 指
向 性 MuLV 4070A env遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 発 現 ベ ク タ ー は 、 耐 性 試 験 ベ
ク タ ー と と も に 用 い ら れ 、 感 染 性 擬 似 型 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 粒 子 の 適 応 度 試 験 ベ
ク タ ー 宿 主 細 胞 中 で 生 産 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー を 用 い て 実 行 さ れ る 適 応 度 試 験 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 宿 主 と ヒ ト 胚 性
腎 臓 細 胞 系 293か ら な る 標 的 宿 主 細 胞 と を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 適 応 度 試 験 は 、 2種 の 宿 主 細 胞 型 を 、 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー と と も に 用 い て 実 施 し た 。 適
応 度 試 験 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 粒 子 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 宿 主 細 胞 を 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー 及 び パ
ッ ケ ー ジ ン グ 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 調 製 さ れ た 第 1宿 主 細 胞 （
適 応 度 試 験 ベ ク タ ー 宿 主 細 胞 ） に よ っ て 産 生 し た 。 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 粒 子 は そ
の 後 、 第 2宿 主 細 胞 （ 標 的 宿 主 細 胞 ） を 感 染 す る の に 用 い 、 第 2宿 主 細 胞 内 で 指 標 遺 伝 子 の
発 現 を 測 定 す る （ 図 1参 照 ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 機 能 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 む 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー が 構 築 さ れ 、 宿 主 細
胞 を 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー DNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 患 者 由 来 の 逆 転 写 酵 素 及 び プ ロ テ ア ー ゼ DNA配 列 を 含 み 、 該 タ ン パ ク 質 は
、 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 非 ヌ ク レ オ シ ド 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 な ど の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 に 対 し て 感 受 性 ま た は 耐 性 の い ず れ か で あ っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 感 染 細 胞 中 で 検 出 さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 量 は 、 「 感 染 性 」 、 「 複 製 能 」 、 ま た は 「
複 製 適 応 」 、 す な わ ち 複 製 を 1ラ ウ ン ド 行 う ウ イ ル ス の 能 力 、 の 直 接 的 な 測 定 に 用 い た 。
相 対 的 な 適 応 度 は 、 患 者 由 来 の ウ イ ル ス に よ り 生 産 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 量 と 、 HIV-
1、 例 え ば NL4-3ま た は HXB2の 分 子 ク ロ ー ン に 由 来 す る 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た 参 照 ウ イ ル ス
（ 野 生 型 ） に よ り 産 生 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 量 と を 比 較 す る こ と に よ り 評 価 し た 。 適
応 度 測 定 値 は 参 照 の パ ー セ ン ト 、 例 え ば 参 照 の 25％ 、 50％ 、 75％ 、 100％ 、 125％ （ 図 2， 3
， 5， 6及 び 7） と し て 表 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 宿 主 細 胞 を 直 径 10cmの シ ャ ー レ に 蒔 き 、 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド DNA及 び エ ン ベ
ロ ー プ 発 現 ベ ク タ ー と と も に 平 板 培 養 し た 後 、 1日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン は カ ル シ ウ ム － リ ン 酸 共 沈 降 法 を 用 い て 行 わ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 １
～ 24時 間 で 、 DNA沈 殿 物 を 含 む 細 胞 培 養 培 地 を 新 し い 培 地 と 取 り 替 え た 。 適 応 度 試 験 ベ ク
タ ー ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む 細 胞 培 養 培 地 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 1～ 4時 間 で 回 収 し 、 0.45
μ mフ ィ ル タ ー に 通 し 、 － 80℃ で 保 存 し た 。 回 収 さ れ た 細 胞 培 養 培 地 中 の HIVキ ャ プ シ ド タ
ン パ ク (p24)レ ベ ル は 、 製 造 者 （ SIAC;Frederick,MD） に よ っ て 記 載 さ れ る EIA法 に よ っ て
測 定 し た 。 イ ン フ ェ ク シ ョ ン 前 に 、 標 的 細 胞 （ 293及 び 293/T） を 細 胞 培 養 培 地 で 平 板 培 養
し た 。 コ ン ト ロ ー ル の イ ン フ ェ ク シ ョ ン は 、 擬 似 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ DNAな し ） ま た
は エ ン ベ ロ ー プ 発 現 プ ラ ス ミ ド の な い 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー DNAを 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン か ら の 細 胞 培 養 培 地 を 用 い て 実 施 し た 。 イ ン フ ェ ク シ ョ ン 後 １ ～ 3日 以 上 で 、 培 地 を 除
き 、 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ Promega） を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え た 。 細 胞 溶 解 物 は ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 あ る い は 、 細 胞 を 溶 解 し 、 ウ ェ ル か ら 培 養 培 地 を 吸
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引 す る こ と な く Steady-Glo(Promega)試 薬 を 直 接 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 す る こ と に よ っ
て ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
6.2　 実 施 例 2： RT活 性 が 欠 損 し た ウ イ ル ス の 複 製 適 応 度 の 測 定
　 こ の 実 施 例 は 複 製 適 応 度 を 改 変 す る 逆 転 写 酵 素 中 の 突 然 変 異 を 同 定 す る 方 法 及 び 組 成 物
を 提 供 す る 。 複 製 適 応 度 を 改 変 す る 突 然 変 異 を 同 定 す る 方 法 は 、 以 下 の も の 限 定 さ れ な い
が 、 組 み 込 み 、 ウ イ ル ス 形 成 、 並 び に ウ イ ル ス 付 着 及 び 侵 入 を 含 む HIV-1複 製 に お け る 他
の 成 分 に 適 用 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 実 施 例 は 、 逆 転 写 酵 素 が 有 す る 特 定 の 突 然 変 異 が
複 製 適 応 度 に 及 ぼ す 影 響 を 定 量 す る 方 法 も 提 供 す る 。 特 定 の プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 逆 転 写 酵 素
の 突 然 変 異 が 有 す る 複 製 適 応 度 に 及 ぼ す 影 響 を 定 量 す る 手 段 及 び 方 法 は 、 以 下 の も の に 限
定 さ れ な い が 、 gal,pol及 び エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 含 む HIV-1複 製 に 関 与 す る 他 の ウ イ ル ス
遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 に 適 用 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー は 実 施 例 1に 記 載 さ れ る よ う に 構 築 し た 。 患 者 サ ン プ ル に 由 来 す る
適 応 度 試 験 ベ ク タ ー ま た は 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー の プ ー ル に 由 来 す る ク ロ ー ン 、 ま た は 特 定
の 突 然 変 異 を 含 む よ う に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 操 作 さ れ た 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー は
、 適 応 度 ア ッ セ イ で 試 験 し 、 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た 参 照 標 準 と 比 較 し た 相 対 的 な 適 応 度 を
精 確 か つ 定 量 的 に 測 定 さ れ た 。 患 者 サ ン プ ル を さ ら に 、 観 察 さ れ る 相 対 適 応 度 と 相 関 す る
増 加 し た ま た は 減 少 し た 逆 転 写 酵 素 活 性 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 患 者 HIVサ ン プ ル の 逆 転 写 酵 素 活 性 ： 逆 転 写 酵 素 活 性 は 広 く 使 用 さ れ る 多 く の ア ッ セ イ
手 順 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き 、 こ れ に は ホ モ ポ リ マ ー 伸 長 （ homopolymeric extensio
n） の 使 用 （ 例 え ば オ リ ゴ dT:ポ リ rC） ま た は 分 子 ビ ー コ ン ま た は 5'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活
性 に 基 づ く リ ア ル タ イ ム PCRが 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い （ Lie及 び Petropoulos, 199
8, Curr Opin Biothchnol.9(1):43-48） 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 患 者 ウ イ ル ス の
適 応 度 と 参 照 ウ イ ル ス を 比 較 し 、 逆 転 写 酵 素 阻 害 薬 剤 に さ ら さ れ て い な い 「 野 生 型 」 の ウ
イ ル ス と 比 較 し た 相 対 的 な 適 応 度 を 決 定 し た 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 患 者 ウ イ ル ス の 適
応 度 を 、 異 な る 時 点 、 例 え ば 治 療 開 始 前 、 薬 剤 治 療 の 変 更 前 後 、 あ る い は 病 気 進 行 の ウ イ
ル ス 学 的 (RNAコ ピ ー 数 )、 免 疫 学 的 (CD4 T細 胞 )、 臨 床 的 （ 日 和 見 感 染 ） マ ー カ ー の 変 化 の
前 後 、 で 同 一 患 者 か ら 採 集 さ れ た ウ イ ル ス と 比 較 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 患 者 HIVサ ン プ ル の 遺 伝 子 型 分 析 ： プ ー ル ま た は ク ロ ー ン い ず れ か の 適 応 度 試 験 ベ ク タ
ー DNAは 、 例 え ば 上 述 の あ ら ゆ る 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ 法 （ genotyping method） に よ り 分 析
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 患 者 HIVサ ン プ ル の 配 列 を 、 ウ イ ル ス R
NA精 製 、 RT/PCR及 び ABI自 動 化 連 鎖 終 止 配 列 決 定 法 を 用 い る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 決 定
さ れ た 配 列 は 、 利 用 可 能 な 場 合 に は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に 存 在 す る 参 照 配 列 と 比 較 し 、 ま た
は 治 療 開 始 前 の 患 者 か ら の サ ン プ ル と 比 較 す る 。 遺 伝 子 型 は 参 照 ま た は 治 療 前 の 配 列 と 異
な る 配 列 に つ い て 調 べ 、 観 察 さ れ る 適 応 度 と 相 関 付 け た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 部 位 特 異 的 突 然 変 異 体 の 適 応 度 分 析 ： 適 応 度 の 変 化 と の 相 関 が 観 察 さ れ る 遺 伝 子 型 の 変
化 は 、 規 定 の 野 生 型 （ 薬 剤 感 受 性 ） の 遺 伝 的 背 景 上 に 特 定 の 突 然 変 異 を 含 む 適 応 度 ベ ク タ
ー の 構 築 に よ っ て 評 価 し た 。 突 然 変 異 は 、 単 独 で 、 お よ び /ま た は ウ イ ル ス の 適 応 度 を 調
節 す る と 考 え ら れ た 他 の 突 然 変 異 と 組 み 合 わ せ て 、 取 り 込 ま れ た 。 突 然 変 異 を 部 位 特 異 的
突 然 変 異 誘 発 の た め に 広 く 知 ら れ る い く つ か の 方 法 を 介 し て 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー に 導 入 し
た 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の た め に メ ガ プ ラ イ マ ー PCR
法 を 用 い た 。 特 定 の 突 然 変 異 ま た は 突 然 変 異 群 を 含 む 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー を そ の 後 、 実 施
例 1に 記 載 さ れ る 適 応 度 ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 し 、 適 応 度 を 特 定 の 突 然 変 異 を 欠 く 遺 伝 子
的 に 明 確 な 野 生 型 （ 薬 剤 感 受 性 ） 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー の 適 応 度 と 比 較 し た 。 適 応 度 の 観 察
さ れ る 変 化 は 、 耐 性 試 験 ベ ク タ ー に 導 入 さ れ た 特 定 の 突 然 変 異 に 起 因 す る と 考 え る こ と が
で き る 。
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【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 逆 転 写 酵 素 中 に ア ミ ノ 酸 置 換 を 98（ A98G）
、 100（ L100I） 、 101（ K101E） 、 103（ K103N） 、 106（ V106A、 V106I、 V106M） 、 181（ Y18
1C、 Y188A、 Y188C、 Y188H、 Y188L） 、 ま た は 190（ G190A、 G190S、 G190C、 G190E、 G190V、
G190T、 G190Q） の 位 置 で 生 じ て い る 部 位 特 異 的 突 然 変 異 を 含 み 、 か つ 異 な る 逆 転 写 酵 素 活
性 量 を 示 す 適 応 度 試 験 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 適 応 度 を 試 験 し た （ 図 2， 3， 4， 5， 6， 7及 び ８
A～ 8C） 。 適 応 度 の 結 果 に よ り 、 特 定 の 逆 転 写 酵 素 ア ミ ノ 酸 置 換 と 適 応 度 と の 間 の 相 関 関
係 が 確 立 さ れ た 。 デ ー タ は 同 一 位 置 に お け る 異 な る 突 然 変 異 が 、 複 製 能 に 対 し て 激 し く 異
な る 影 響 を 有 し 得 る こ と を 実 証 し た 。 図 3は V106I及 び V106Mが V106Aと 比 べ て 、 比 較 的 高 い
複 製 能 を 有 す る こ と を 示 す 。 190位 で の 異 な る 突 然 変 異 間 で 観 察 さ れ る 違 い は 特 に 目 覚 し
く 、 か ろ う じ て 検 出 で き る も の か ら 野 生 型 の 80％ 以 上 の 範 囲 ま で わ た る 。 図 8A～ 8Cに 示 さ
れ る よ う に 、 変 異 体 ウ イ ル ス 株 が 異 な る NNRTIの 存 在 下 で 複 製 さ れ る と き 、 複 製 能 の こ れ
ら の 違 い も 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 4は 、 上 述 の 通 り に 行 わ れ た 複 製 能 測 定 は 、 複 製 競 合 ア ッ セ イ 結 果 を 用 い て 測 定 さ れ
た 測 定 値 と 一 致 す る 結 果 を 与 え た こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 複 数 の 突 然 変 異 を 含 む ウ イ ル ス も 構 築 し 、 そ し て 図 2に 示 さ れ る よ う に 試 験 し た 。 図 7は
、 単 一 の 突 然 変 異 株 の 複 製 能 と 単 一 の 突 然 変 異 の 組 み 合 わ せ を 含 む 二 重 突 然 変 異 株 の 複 製
能 と を 比 較 し 、 突 然 変 異 の 組 み 合 わ せ を 有 す る 株 が 、 い ず れ か の 突 然 変 異 を 単 独 で 有 す る
株 に 比 べ て 低 い 複 製 能 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 190位 の 突 然 変 異 及 び L74V突 然 変 異 の 両 方 を 含 む 突 然 変 異 株 も 図 5に 示 さ れ る よ う に 構 築
し た 。 L74V突 然 変 異 は 190位 が 野 生 型 で あ る 株 の 複 製 能 に 影 響 し な い が 、 ほ と ん ど 他 の 190
位 突 然 変 異 株 の 複 製 能 を 増 加 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
6.3　 実 施 例 3： 耐 性 関 連 突 然 変 異 を 同 定 す る た め の 患 者 サ ン プ ル の 分 析
　 こ の 実 施 例 は NNRTI耐 性 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 同 定 す る た め の 患 者 サ ン プ ル の 分 析 方 法
を 示 す 。 ま た K101P、 K103R及 び V179D並 び に K103R及 び V179Dの 組 み 合 わ せ は 、 新 し い NNRTI
耐 性 突 然 変 異 で あ る こ と も 実 証 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 HIV-1株 の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 配 列 と そ の NNRTIに 対 す る 感 受 性 と の 間 の 関 係 を 決 定 す る た
め 、 18,034サ ン プ ル の デ ー タ セ ッ ト を 遺 伝 子 型 及 び 表 現 型 に つ い て 分 析 し た 。 十 分 に 特 徴
付 け ら れ た NNRTI突 然 変 異 の 不 在 下 で 、 NNRTI耐 性 を も つ こ れ ら の サ ン プ ル を 単 変 量 及 び 組
合 せ に よ る 相 関 分 析 に よ っ て 同 定 し た 。 8,637サ ン プ ル は 100、 181、 188、 190ま た は 227位
に 突 然 変 異 を 含 ま ず 、 RT中 に 以 下 の 、 A98G、 K101E、 K103N/S、 V106A/M、 P225H、 M230L、
ま た は P236 Lの い ず れ の 突 然 変 異 も 含 ま な い が 、 依 然 と し て 1以 上 の NNRTIに 対 す る 感 受 性
に お い て 高 レ ベ ル の 低 下 を 有 し た 。 8,673サ ン プ ル 中 146サ ン プ ル は 少 な く と も 1種 の NNRTI
に 対 す る 感 受 性 に お い て 5倍 以 上 の 低 下 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 純 粋 な 形 態 （ す な わ ち 突 然 変 異 の 混 合 を 含 ま な い 及 び 野 生 型 ） で 突 然 変 異 を 有 す る 少 な
く と も 2つ の サ ン プ ル の RTの 全 ア ミ ノ 酸 位 置 を 同 定 し た 。 同 定 し た ア ミ ノ 酸 位 置 及 び 残 基
は ：
P4、 E6、 K20、 T27、 V35、 T39、 M41、 K43、 E44、 S48、 K49、 I50、 V60、 A62、 K64、 D67、 S6
8、 T69、 K70、 L74、 V75、 F77、 R83、 D86、 V90、 I94、 A98、 K101、 Q102、 K103、 K104、 V10
6、 V108、 Y115、 F116、 V118、 D121、 K122、 D123、 I135、 E138、 T139、 I142、 Q151、 A158
、 C162、 T165、 K166、 I167、 E169、 K173、 Q174、 P176、 D177、 I178、 V179、 M184、 V189、
E194、 G196、 Q197、 T200、 I202、 E203、 Q207、 H208、 L210、 R211、 F214、 T215、 D218、 K2
19、 H221、 L228、 D237、 K238、 P243、 V245、 E248、 D250、 I257、 A272、 K275、 V276、 R277
、 Q278、 K281、 L283、 R284、 T286、 A288、 E291、 V292、 V293、 P294及 び E297で あ る 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
　 上 述 の 各 位 置 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 を そ の 後 決 定 し 、 1以 上 の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 全 て
の ア ミ ノ 酸 を 別 々 に 分 析 し た 。 相 関 分 析 は Statviewソ フ ト ウ ェ ア （ SAS Institute, Cary,
 NC, USA） を 用 い て 行 わ れ 、 各 NNRTIの 連 続 的 倍 数 変 化 （ FC） 、 ま た は 二 分 法 に よ る 倍 数
変 化 (FC>10)、 と 相 関 す る ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 分 析 さ れ た 146サ ン プ ル 間 で NNRTIに 対 し て 最 も 耐 性 で あ る サ ン プ ル の デ ー タ （ RT突 然 変
異 、 ネ ビ ラ ピ ン （ NVP） 、 デ ラ ビ ル ジ ン （ DLV） 及 び エ フ ァ ビ レ ン ツ （ EFV） の FC） を 表 1に
示 す 。 表 1は 、 少 な く と も 1種 の NNRTIに よ り 10以 上 の FCを 示 し た サ ン プ ル で 観 察 さ れ た 感
受 性 に あ る RT遺 伝 子 型 及 び NNRTI FCを 示 し て い る 。 NVP、 DLV及 び EFVに つ い て 観 察 さ れ た
最 大 FC値 は そ れ ぞ れ ＞ 400倍 、 ＞ 250倍 、 ＞ 144倍 で あ る 。 図 9及 び 10並 び に 表 1で 例 証 さ れ
る よ う に 、 最 も 高 い FCを 有 す る サ ン プ ル は 101位 で プ ロ リ ン 置 換 （ n=10、 NVP、 DLV及 び EFV
 倍 数 変 化 の 中 間 値 は そ れ ぞ れ 355倍 、 26倍 及 び 26倍 で あ っ た 。 ） ま た は 103Rと 179Dの 組 み
合 わ せ （ n=13、 NVP、 DLV及 び EFV 倍 数 変 化 の 中 間 値 は そ れ ぞ れ 12倍 、 24倍 及 び 17倍 で あ っ
た 。 ） を 含 ん で い た 。 RT遺 伝 子 型 に お け る K101P、 K103R及 び V179Dの 存 在 は 、 表 １ の 欄 １
内 に 太 字 で 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 全 て の 101Pサ ン プ ル 及 び 2つ を 除 く 全 て の 103R/179Dサ ン プ ル も 、 ヌ ク レ オ シ ド RT阻 害 剤
（ NRTI） 耐 性 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 有 し て い た 。 101Pま た は 103R/179Dを 含 ま な い サ ン プ
ル に お い て 、 NVP、 DLV及 び EFVに お け る 最 大 FCは そ れ ぞ れ 、 41倍 、 67倍 及 び 15倍 で あ っ た
。 3種 全 て の NNRTIに 対 す る 低 感 受 性 に 関 連 し 、 101P、 103R/179D、 ま た は NRTIに 関 連 す る
突 然 変 異 と 無 関 係 な 突 然 変 異 は 、 101Q、 106I、 135T、 166R、 179D、 189I、 245T、 272S及 び
297Tを 含 ん で い た 。 い く つ か の サ ン プ ル に お い て 、 NNRTIに 対 す る 減 少 し た 耐 性 ま た は 増
加 し た 感 受 性 、 及 び お そ ら く は 高 感 受 性 と の 驚 く べ き 相 関 も 245及 び 138位 で 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 K101P、 K103R/V179D及 び NNRTI耐 性 突 然 変 異 と し て 同 定 さ れ た 他 の 突 然 変 異 と 、 NNRTIに
対 す る 減 少 し た 感 受 性 と の 相 関 を 、 NNRTI耐 性 の な い サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 証 明
し た 。 NNRTI耐 性 の な い 全 526サ ン プ ル を 分 析 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル の NNRTI 倍 数 変 化 は
全 て 1～ 2の 間 で あ り 、 NNRTI耐 性 を 全 く 示 し て い な い 。 526サ ン プ ル の 遺 伝 子 型 分 析 は 、 NN
RTI耐 性 突 然 変 異 と し て 同 定 さ れ る 突 然 変 異 は い ず れ の サ ン プ ル に も 存 在 し な い こ と を 示
し 、 NNRTI耐 性 突 然 変 異 は 確 か に NNRTIに 対 す る 減 少 し た 感 受 性 に 関 係 し て い る こ と を 証 明
し て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の 実 施 例 は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 、 例 え ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1型 （ HIV-1
） が 、 NNRTIに よ る 治 療 に 対 す る 耐 性 を 示 す 可 能 性 が 高 く な っ て い る か 否 か を 決 定 す る 方
法 で あ っ て 、 該 HIV-1に よ っ て コ ー ド さ れ る 逆 転 写 酵 素 （ RT） が 、 該 NNRTIに よ る 治 療 に 対
す る 耐 性 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 、 該 RTの ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 位 置
101、 103、 ま た は 179に 呈 す る か 否 か を 検 出 す る こ と （ 例 え ば K101P、 K103Rま た は V179D）
を 含 み 、 該 突 然 変 異 の 存 在 に よ り 、 HIV-1が NNRTIに よ る 治 療 に 対 し て 耐 性 を 示 す 可 能 性 が
高 く な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 、 上 記 方 法 を 説 明 す る 。 一 般 的 に 、 本 方 法 は NNRTI耐 性
に 関 連 す る 本 明 細 書 中 に 列 挙 さ れ た 突 然 変 異 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ の 存 在 ま た は 不 存 在 を
検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 方 法 は NNRTI耐 性 に 関 連 す る 2ま た は 3ヶ 所
全 て の ア ミ ノ 酸 位 置 で 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。
特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 そ の よ う な 方 法 は 、 K103R及 び V179Dの 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出
す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 NNRTIの 例 に は デ ラ ビ ル ジ ン 、 ネ ビ ラ ピ ン 及 び エ フ ァ ビ レ
ン ツ を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ た す べ て の 文 献 は 、 そ の 全 体 を 参 照 と し て 組 み 入 れ る も の と す る
。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 実 施 例 は 、 実 際 の も の で あ っ て も 予 測 的 な も の で あ っ て も 、
単 に 本 発 明 の 実 施 形 態 に す ぎ ず 、 な ん ら 本 発 明 を 限 定 し よ う と す る も の で は な い 。
【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Aは 、 複 製 能 ア ッ セ イ の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Bは 、 複 製 能 ア ッ セ イ の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 突 然 変 異 及 び 突 然 変 異 対 の 存 在 と 複 製 能 と の 間 の 相 関 を 要 約 し た 図 を 示
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す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 逆 転 写 酵 素 内 の 同 一 位 置 で 異 な る ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス の
複 製 能 を 要 約 し た 図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 複 製 能 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 さ れ た 複 製 能 測 定 値 が 、 複 製 競 合 ア ッ セ イ
を 用 い て 測 定 さ れ た 測 定 値 と 一 致 す る こ と を 実 証 す る 図 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 L74Vが 、 G190突 然 変 異 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス の 減 損 し た 複 製 能 を 部 分 的
に 回 復 す る こ と を 実 証 す る 図 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 有 害 な G190突 然 変 異 を 含 む 患 者 由 来 の ウ イ ル ス の 複 製 能 を 実 証 す る 図 を
示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 K103Nと 他 の NNRTIの 突 然 変 異 の 作 用 が ほ ぼ 付 加 的 で あ る こ と を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 逆 転 写 酵 素 中 の 同 一 ア ミ ノ 酸 位 置 に お け る 種 々 の 置 換 突 然 変 異 に つ い て
、 薬 剤 濃 度 と 複 製 能 と の 関 係 を 例 示 す る 図 を 示 す 。 図 8Aは 、 逆 転 写 酵 素 中 の 同 一 ア ミ ノ 酸
位 置 に お け る 種 々 の 置 換 突 然 変 異 に つ い て 、 デ ラ ビ ル ジ ン と 複 製 能 と の 関 係 を 説 明 す る 。
図 ８ Bは 、 逆 転 写 酵 素 中 の 同 一 ア ミ ノ 酸 位 置 に お け る 種 々 の 置 換 突 然 変 異 に つ い て 、 エ フ
ァ ビ レ ン ツ と 複 製 能 と の 関 係 を 説 明 す る 。 図 ８ Cは 、 逆 転 写 酵 素 中 の 同 一 ア ミ ノ 酸 位 置 に
お け る 種 々 の 置 換 突 然 変 異 に つ い て 、 ネ ビ ラ ピ ン と 複 製 能 と の 関 係 を 説 明 す る 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 K101Pの 不 存 在 （ 白 ボ ッ ク ス ） 及 び 存 在 （ 灰 色 ボ ッ ク ス ） 下 に お け る NNRT
I感 受 性 分 布 を 例 示 す る 図 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 K103R＋ V179Dの 不 存 在 （ 白 ボ ッ ク ス ） ま た は 存 在 （ 灰 色 ボ ッ ク ス ） 下
に お け る NNRTI感 受 性 分 布 を 例 示 す る 図 を 示 す 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】
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【 図 ８ Ｃ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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