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2012年11月8日，学士会館　202号室

【2012年度受賞講演，座長：清田　浩】

HIVプロテアーゼの2量体形成機構の解析と新規の 
HIVプロテアーゼ2量体形成阻害剤の開発

　康博
熊本大学医学部血液内科学，感染免疫診療部

はじめに
2012年度の日本感染症医薬品協会奨励賞の受
賞内容は，最近の筆者らの研究内容である1）多
剤耐性HIV-1に対して高い活性を発揮するHIV-1

プロテアーゼ阻害剤darunavir（DRV）に対する高
度耐性HIV-1の試験管内誘導，2）DRV高度耐性
HIV-1に新たに出現したHIV-1プロテアーゼ領域
の変異がDRVのプロテアーゼ2量体形成阻害機
構に与える影響の検討，の2つの研究から主に
なっている。本稿ではこれまで筆者らが行ってき
た1）多剤耐性HIV-1に対して高い活性を発揮す
る新規のプロテアーゼ阻害剤の開発，2）HIV-1プ
ロテアーゼの2量体形成機構の検出系の確立と阻
害剤の開発過程も紹介し，我々の一連の研究に対
する理解がより深まれば幸いである。

多剤耐性HIV-1に対して高い活性を発揮する
プロテアーゼ阻害剤，DRVの開発
ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）感染によって
起こる後天性免疫不全症候群（AIDS）に対する化
学療法は長足の進歩を遂げ，かつて「死の病」と

された本疾患は「コントロール可能な慢性感染
症」と再定義し得る程となった。この進歩は，逆
転写酵素阻害剤（reverse transcriptase inhibitors: 

RTIs）とプロテアーゼ阻害剤（protease inhibitors: 

PIs）を組み合わせた多剤併用療法（combinational 

antiretroviral therapy: cART）に負うところが大で
ある。しかし，HIV-1がRTIsとPIsの両剤に対し
て耐性を獲得してその多くが交差耐性であって治
療抵抗性となった症例数の増大，また耐性ウイル
スによる初感染症例増多の報告が続いており，野
生HIV-1株と多剤耐性株の双方に強力な活性を発
揮し，薬剤耐性を誘導しにくく，副作用が少なく，
服用しやすい新規の薬剤の開発が依然として急務
の課題となっている。筆者は抗HIV-1剤開発研
究，特に薬剤耐性HIV-1にも有効な新規のPIsの
開発，HIV-1のPIsに対する耐性機構の解明等の
研究をこれまで行ってきた。
我々のグループは化合物のP2部位にbis-tetra-

hydrofuranylurethane（bis-THF）というユニーク
な構造を有し，既存のPIsがHIV-1プロテアーゼ
（protease: PR）の活性部位の側鎖に結合するのと
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異なり，PRの主要活性部位であるAsp-29，Asp-30

の主鎖（backbone）と強固な水素結合を形成し，
広いスペクトラムの薬剤耐性HIV株に高い活性
を発揮するPI, TMC114/darunavir/PrezistaTM （DRV）
についての細胞生物学的，ウイルス学的，結晶構
造学解析を米国Purdue UniversityのDr. GHOSHの
研究グループとの共同研究で世界に先駆けて進
め，2003年この物質の標的であるHIV PRの結晶
解析の結果まで含めて世界で初めて発表した（図1）1）。
DRVは2006年に米国食品医薬品局（FDA）で処
方薬として認可，米国とヨーロッパの主要各国で
臨床に供されて薬剤耐性ウイルス保持者で著しい
臨床効果をもたらしており，本邦においても2007

年に認可され，臨床に供されている。

HIV-1プロテアーゼ2量体形成の検出系の確立
と2量体形成阻害剤の開発

HIV-1 PRは2量体（homodimer）を形成し，酵
素活性を発揮，HIV-1 PRの2量体形成（dimerization）
はHIV-1の増殖，複製にとって，必須と考えられ
ている 2,3）。これまでもHIV-1 PR dimerizationの
阻害は，PR酵素活性を阻害し，HIV-1の複製も阻
害，新規の薬剤標的部位と考えられてきたが，過
去に報告された種々の化合物，物質がPR dimerization

を阻害したという直接的な証拠はいままでなかっ
た。我々は，ある蛍光分子の他の分子への励起エ
ネルギーの移動する現象で，細胞内で起こる蛋白
質間の相互作用や分子レベルでの事象を検出する
手段となりうるFRET（ uorescence resonance emission 

transfer）の系を用いて，HIV-1 PR dimerizationを
検出する系の確立を試みた。図2-Aに示すように

図1.　DRVと野生型HIV-1プロテアーゼ複合体のX線結晶構造

結晶構造解析によって，DRVのP2部位のbis-THF基がHIV-1プロテアーゼの主要な活性中心部位のアミノ酸であるAsp-29とAsp-30の主
鎖と極めて強固な水素結合を形成していることが明らかとなった。水素結合を点線で示す。（文献1より改変して掲載）
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蛍光色素である青色蛍光色素（cyan uorescent 

protein; CFP）あるいは黄色蛍光色素（yellow 

uorescent protein; YFP）タグ付きPRを有する組
み換え感染性HIV-1クローンpNL-PRWT

CFP，pNL-

PRWT
YFP plasmidsを作成し，COS7細胞に pNL-

PRWT
CFPとpNL-PRWT

YFP plasmidsを co-transfection

し，72時間後，走査型レーザ生物顕微鏡（confocal 

laser scanning microscope）Fluoview FV500を用い
て細胞内でFRETが起こるかどうかを確認した。

FRETの定量化の方法として，以前にも種々の方
法が報告されているが，我々はアクセプターフォ
トブリーチング法を用いた（図2-B）4,5）。すなわ
ち，YFPを選択的にアルゴンレーザーによりフォ
トブリーチング，退色させた細胞において，ブリー 

チング前後におけるCFPの蛍光強度を測定し，
CFPの蛍光強度の前後比であるCFP uorescence 

after photobleaching/CFP fluorescence before 

photobleaching（CFPA/B ratio）が1.0以上であれば，

図2.　FRET HIV-1発現系の確立

（A）FRET HIV-1発現系の確立。CFP，YFPタグ付きPRを有する感染性組み換えHIV-1クローン（pHIV-PRWT
CFP, pHIV-PRWT

YFP）を作成し
た。5つのアラニンからなるリンカーをPRと蛍光蛋白の間に挿入し，HIV-1 PRが切断するphenylalanine-proline siteを蛍光蛋白と逆転写酵
素の間に導入した。図にリンカーと蛍光蛋白を有するプロテアーゼのモノマーとダイマーを示す。FRETは蛍光蛋白が1～10 nmと近接す
る場合に起こる。
（B）アクセプター（YFP）フォトブリーチング前後におけるCOS7細胞の蛍光イメージ。CFP，YFPタグ付き野生型PRを有する感染性ク
ローンpHIV-PRWT

CFPとpHIV-PRWT
YFPをCOS7細胞にco-transfectionし，72時間後に走査型レーザ生物顕微鏡Fluoview FV500により観察し

た。CFPタグ付き野生型HIV-1 PRとYFPタグ付き野生型HIV-1 PRはフォトブリーチング前に発現が確認された。フォトブリーチングした
細胞はYFPの蛍光が著明に減少し，フォトブリーチング前後のYFPの蛍光の比は0.17と減少したが，一方CFPの蛍光の前後比は1.38と増
加した。このことは，YFP, CFPタグ付きPR monomerサブユニットが2量体を形成していることを示す。
（C）フォトブリーチング前後の蛍光強度の比。CFPタグ付き野生型HIV-1 PRとYFPタグ付き野生型HIV-1 PRをco-transfectionした各細胞
の蛍光強度をフォトブリーチング前後で測定した。フォトブリーチング前後の比を測定したCFPA/B ratioは1.24±0.11（n＝23）であり，一
方YFPA/B ratioは0.47±0.09（n＝23）あった。CFPA/B ratioが1.0以上であれば，FRETが起こっていることを示す。（文献6を参考に改変し
て掲載）
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CFP，YFP間の蛍光エネルギーの移行（FRET）が
起こっていたと考えられ，このことはPRWT

CFPと
PRWT

YFP蛋白間の2量体が形成されていることを
示している（図2-C）。
そこで我々は，このFRET-HIV-1 PR発現系を
用いて，種々の既存の抗HIV-1剤，新規に合成し
た化合物を検討し，PR dimerizationを阻害する一
群の新規低分子化合物（PR dimerization inhibitors: 

PDIs）を開発し同定した 6）。興味深いことに，
amprenavir（APV），nel navir（NFV）等の既存の
PIsはPR dimerizationには影響を与えないのに対
して，我々が開発し多剤耐性HIV-1に対して高い
活性を発揮する新規のプロテアーゼ阻害剤である
DRVは成熟PR活性の阻害効果のみならず，PR前
駆体が成熟するために必須の過程である
dimerizationをも阻止するbifunctional PI（あるい
はPDI）であることが明らかとなった（図3）。

多剤耐性臨床分離株の混合株を用いたDRV高
度耐性HIV-1の試験管内誘導
野生HIV-1株を用いた試験管内耐性誘導実験に

おいて，DRVの耐性発現は既存のPIsと比較して
極めて遅延し，野生HIV-1株からのDRV高度耐
性HIVの試験管内誘導は今までに成功した報告
はなかった。そこで，我々はDRVが感受性を発
揮，維持している多剤耐性臨床分離株を用いて，
DRVに対する高度耐性HIV-1の誘導を試みた。8

種類のmultidrug-resistant HIV-1（HIV-1MDR）を単
一，あるいはmixtureした混合株を用いて，DRV

耐性誘導実験を行った。単一のHIV-1MDRをそれ
ぞれ用いた耐性誘導実験ではHIV-1Cを用いた実
験のみでDRV耐性を誘導し得たが，その他の単
一のHIV-1MDRはDRV存在下では増殖，複製でき
なかった。8種類のHIV-1MDRの混合株を用いた実
験では，39 passageでDRV 1 M存在下，51 passage

ではDRV 5 M存在下で増殖，複製可能なHIV-1

を誘導することに成功し，HIV-1C単一株を用いた

図3.　DRV，TPVによるHIV-1 PR 2量体形成の阻害

1 Mの各種PIs（DRV, SQV, NFV, APV, IDV, RTV, LPV, ATV, TPV）存在下のCOS7細胞にpNL-PRWT
CFPとpNL-PRWT

YFPをco-transfectionし
た。72時間後，培養細胞を走査型レーザ生物顕微鏡Fluoview FV500を用いて観察し，CFPA/B ratiosを決定した。CFPA/B ratiosが1.0以上で
あれば，FRETが起こっており，HIV-1 PRが2量体形成していることを示す。比の平均値は横線で示す。（文献6を参考に改変して掲載）
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DRV耐性誘導実験と比較して，耐性発現遅延が
より早く，高濃度（5 M）のDRV存在下まで誘導
し得た（図4）。HIV-1MIX

P51のPR領域には，野生
HIV-1NL4-3と比較して，14個のアミノ酸変異の蓄

積が認められ，HIV-1混合株の中で，主要株と
なっているHIV-1Cと比較して，新たに4つの変異
の蓄積（V32I, L33F, I54M, I84V）が認められた
（図5：太字で示す）。DRV耐性誘導実験で得られ

図4.　多剤耐性臨床分離株を用いたDRV耐性誘導実験

複数のPIsに対して耐性となった8種類の臨床分離株の混合株であるHIV-1MIX（▲）と単一の多剤耐性臨床分離株であるHIV-1C（●）をそれ
ぞれ，DRVの濃度を徐々に上昇させながら，MT-4細胞を用いて継代培養を続けた。耐性誘導実験は計60 passagesまで続けられ，HIV-1MIX
は0.006 MのDRV存在下で継代を始め，51 passageでは5.0 MのDRV存在下で増殖複製可能となった。（文献7を参考に改変して掲載）

図5.　DRV存在下で継代されたHIV-1MIXのPR領域のアミノ酸変異の蓄積

DRV存在下で継代培養されたHIV-1MIX の4つの異なるpassagesから得られたHIV-1のPR領域のアミノ酸変異を示す。対照として，野生
HIV-1NL4-3のPR全長（99アミノ酸）を上に示す。（文献7を参考に改変して掲載）
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たHIV-1MIXに対する種々のPIsの抗HIV活性を検
討したところ，継代を経るにつれてHIV-1MIXは，
APV, IDV, NFV, RTV, LPV, ATVに対して高度耐
性を獲得し，SQV, TPVに対して中等度耐性を認
めた（表1）。DRVに対しても徐々に耐性を獲得
し，39 passage，あるいは51 passageを経たHIV-

1MIXに対するDRVの抗ウイルス活性はEC50値が
1 M以上とDRV高度耐性を獲得していることが
明らかとなった。これらの研究からHIV-1のDRV

耐性は極めて困難ではあるが，複数のPIs耐性
HIV変異体のhomologous recombinationが起これ
ば，HIV-1はDRV高度耐性となりうる可能性を示
した 7）。

DRV耐性関連変異とHIV protease dimerization
の関連性
最後に，我々が誘導したDRV高度耐性HIV-1

に新たに出現した 4つの PR変異（V32I, L33F, 

I54M, I84V）のDRV耐性に与える影響について
検討を重ねた。まず，これらの試験内で認められ
た変異がDRV耐性臨床分離株にも共通して認め
られるかを検討したところ，PR領域の32, 33, 54, 

84番の変異はDRV高度耐性となった複数の臨床
分離株から認められていることを米国Stanford大
学のDr. SHAFERとの共同研究で明らかとした（表
2：太字で示す）。また，これら4つの変異（V32I/

L33F/I54M/I84V）を含んだ感染性組み換えHIV

変異体を作成し，DRVの抗HIV-1活性を検討した
ところ，これら4つの変異が蓄積するとDRVの
EC50値は0.64 Mと野生株に対する抗ウイルス活
性（EC50値；0.003 M）と比較して，213倍もの
高度耐性となることを明らかとした 8）。更に，前
述したFRET-HIV-1発現系を用いて，これらの変
異がDRVのPR dimerization阻害活性に与える影
響と検討した。V32I, L33F, I54M, I84Vのそれぞ
れ単一の変異を導入したPR変異体ではDRVの
dimerization阻害活性に対して耐性とはならな
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かった。2つあるいは3つの変異の組み合わせを
導入したPR変異体でもDRVのdimerization阻害
活性に対して耐性とはならなかったが，V32I/

L33F/I54M/I84Vの4つの変異を導入したところ，
HIV-1 PR変異体はDRVの dimerization阻害活性
からescapeしうることが明らかとなった（図6）8）。
これらの実験データより，HIV-1はDRVが発揮す
るPR dimerization阻害効果を減弱させ，DRV高
度耐性となりうるといったHIV-1の新しい薬剤耐
性機構を明らかとなった。同時にPR領域の4つ
の変異（V32I/L33F/I54M/I84V）の組み合わせが，
DRVのPR dimerization阻害効果の減弱に必要で
あったことは，DRVに対するHIV-1の耐性発現は
極めて遅延し，かつ困難であることを示すもので
あった。

まとめ，今後の研究計画
筆者らは，1）多剤耐性HIV-1に対して高い抗ウ
イルス活性を発揮するPI; DRVの開発，2）HIV-1

の複製，増殖に必須と考えられるHIV-1 PR 

dimerizationの検出系の確立とDRVを含んだ一連
のPDIsの同定，3）多剤耐性臨床分離株の混合株
を用いてDRV高度耐性HIV-1変異体の誘導に成
功，4）DRV耐性関連変異がDRVの有する PR 

dimerization阻害活性に与える影響を検討し，4つ
の変異（V32I/L33F/I54M/I84V）の蓄積によって，
HIV-1がDRVのdimerization阻害活性から耐性と
なりうるといった新しい薬剤耐性機構の解明，と
いった研究を一貫して行ってきた。今後は，質量
分析（ESI-MS），結晶構造，ウイルス，酵素学的
アプローチによるDRVのHIV-1 PR モノマーとの
結合様式，結合部位の解析，DRV以外のPDIであ
り現在海外で認可されているPI，tipranavirのPR 

図6.　PR領域の複数のアミノ酸変異の組み合わせがDRVのPR 2量体形成阻害能に与える影響

薬剤非存在下，あるいは0.1 M, 1 M DRV存在下のCOS7細胞にV32I/I84V, V32I/L33F/I84V, V32I/L33F/I54M, V32I/L33F/I54M/I84VのPR
変異をそれぞれ有するpNL-PRMUTANT

CFPとpNL-PRMUTANT
YFPをペアでco-transfectionした。72時間後，培養細胞を走査型レーザ生物顕微鏡

Fluoview FV500を用いて観察し，CFPA/B ratiosを決定した。CFPA/B ratiosが1.0以上であれば，FRETが起こっており，HIV PRが2量体形
成していることを示す。比の平均値は横線で示す。（文献8を参考に改変して掲載）
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dimerization阻害機構の解析 12），DRV高度耐性
HIV-1MDR PR（本文中のHIV-1MIX

P51等）の結晶構
造解析のデータに基づいた，より強力な新規の
PDIsの開発等を目指す。

謝辞
この度，2012年度の日本感染症医薬品協会奨励

賞を受賞することになりましたことを深く感謝致
します。本研究は，熊本大学医学部血液内科学で
主に行った研究であり，これまで御指導頂きまし
た熊本大学満屋裕明教授および諸先生方，本賞の
選考にあたられました選考委員の先生方に厚く御
礼申し上げます。

文献
 1） KOH, Y.; H. NAKATA, K. MAEDA, et al.: Novel 

bis-tetrahydrofuranylurethane-containing 
nonpeptidic protease inhibitor （PI） UIC-94017 
（TMC114） with potent activity against multi-
PI-resistant human immunode ciency virus in 
vitro. Antimicrob. Agents Chemother. 47: 
3123～3129, 2003

 2） WLODAWER, A.; M. MILLER, M. JASKÓLSKI, et al.: 
Conserved folding in retroviral proteases: 
crystal structure of a synthetic HIV-1 protease. 
Science 245: 616～621, 1989

 3） KOHL, N. E.; E. A. EMINI, W. A. SCHLEIF, et al.: 
Active human immunode ciency virus protease 
is required for viral infectivity. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 85: 4686～4690, 1988

 4） SEKAR, R. B. & A. PERIASAMY: Fluorescence 
resonance energy transfer （FRET） microscopy 
imaging of live cell protein localizations. J. Cell 
Biol. 160: 629～633, 2003

 5） BASTIAENS, P. I.; I. V. MAJOUL, P. J. VERVEER, et 
al.: Imaging the intracellular traf cking and 

state of the AB5 quaternary structure of cholera 
toxin. Embo. J. 15: 4246～4253, 1996

 6） KOH, Y.; S. MATSUMI, D. DAS, et al.: Potent 
inhibition of HIV-1 replication by novel non-
peptidyl small molecule inhibitors of protease 
dimerization. J. Biol. Chem. 282: 28709～
28720, 2007

 7） KOH, Y.; M. AMANO, T. TOWATA, et al.: In vitro 
selection of highly darunavir-resistant and 
replication-competent HIV-1 variants by using a 
mixture of clinical HIV-1 isolates resistant to 
multiple conventional protease inhibitors. J. 
Virol. 84: 11961～11969, 2010

 8） KOH, Y.; M. AOKI, M. L. DANISH, et al.: Loss of 
protease dimerization inhibition activity of 
darunavir is associated with the acquisition of 
resistance to darunavir by HIV-1. J. Virol. 85: 
10079～10089, 2011

 9） DE MEYER, S.; T. VANGENEUGDEN, B. VAN BAELEN, 
et al.: Resistance pro le of darunavir: combined 
24-week results from the POWER trials. AIDS 
Res. Hum. Retroviruses 24: 379～388, 2008

10） MITSUYA, Y.; T. F. LIU, S. Y. RHEE, et al.: 
Prevalence of darunavir resistance-associated 
mutations: patterns of occurrence and 
association with past treatment. J. Infect. Dis. 
196: 1177～1179, 2007

11） VAN MARCK, H.; I. DIERYNCK, G. KRAUS, et al.: 
The impact of individual human immuno-
de ciency virus type 1 protease mutations on 
drug susceptibility is highly in uenced by 
complex interactions with the background 
protease sequence. J. Virol. 83: 9512～9520, 
2009

12） AOKI, M.; M. L. DANISH, H. AOKI-OGATA, et al.: 
Loss of the protease dimerization inhibition 
activity of tipranavir （TPV） and its association 
with the acquisition of resistance to TPV by 
HIV-1. J. Virol. 86: 13384～13396, 2012



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /ARA (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /BGR (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /CHS (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /CHT (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /CZE (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /DAN (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /DEU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ETI (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /FRA (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /GRE (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /HEB (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /HRV (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /HUN (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ITA (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /KOR (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /LTH (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /LVI (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /NLD (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /NOR (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /POL (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /PTB (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /RUM (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /RUS (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /SKY (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /SLV (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /SUO (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /SVE (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /TUR (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for author proof to International Academic Publishing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /JPN <FEFFff08682aff0956fd969b6587732e53705237793e306e8457800568216b63306b90693057305f002000410064006f0062006500200050004400460020658766f830924f5c62103057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e30593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks true
      /IncludeHyperlinks true
      /IncludeInteractive true
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


