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要

目 的 :アデノウイルス結膜炎は,ウ イルス性結膜炎
の中で最も頻度の高い眼感染症である。現在,アデノウイ

ルス結膜炎に対し(S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonyl_
methoxypropyl)cytosine(HPMPC)が 新 しい治療薬と
して期待されている。そこで,我が国におけるアデノウイ

ルス結膜 炎の主要な病 因である血清型 について

HPMPCの れ υ
"rο

での抗ウイルス効果を検討した.

方 法 :アデノウイルス 3,4,19,37型の結膜ぬぐい
液からの臨床分離株,お よび 5型 標準株 について,
HPMPCの れ 況″0での抗ウイルス効果を A549細胞
を用いたプラーク減少法で検討した。

結 果 :HPMPCの各アデノウイルス血清型に対す
る50%inhibitory dose(ID50)を 測定した結果,ID50の平

均は,3型では 3.50(1.44～4.79)μg/ml,4型 では 4.50
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(4.17～ 4.92)μ g/ml,5型では2.11(1.03～ 3.13)μg/

mL19型では1.64(1.40～ 2.02)μ g/ml,そ して,37型で
は2.02(1.17～2.73)μg/mlであつた。HPMPCの A549
細胞に対する細胞毒性を示す50%cytotoxic doseは ,

deox,hymidine取 り込み抑制試験では205 μg/ml,ト

リバンブルー排除抑制試験では537 μg/mlであつた。
結 論 :以上から,HPMPCは れ υ彦

“
において細胞

毒性レベルよりも著明に低い濃度で各アデノウイルスに

対する増殖抑制効果を示した。(日 眼会誌 104:77-81,
2000)

キーワード:HPMPC,ア デノウイルス,プ ラーク減少
法,ID50,選択毒性係数
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Abstract
Purpose:Adenovirus is the most frequent causa- 50 (4.L7-4.92) VS/ml for Ad type 4,2. ll (1.03-

tive virus of conjunctivitis in Japan. Recently (S)-l- 3.13) pg/ml for Ad type 5, 1.64 (1. 40-2.02) VC/ml
( 3 - hydroxy - 2 - phosphonylmethoxypropyl ) cytosine for Ad type lg, and 2. 02 (1. 17 -2. Z3) pq/ml for type
(HPMPC) has been promoted as a new drug against 37. The 50% cytotoxic dose of HPMPC for A 549

adenoviral conjunctivitis. So we examined the antivi- cells was 205 pe/ml by the deoxythimidine uptake in-
ral activity of HPMPC against adenoviruses in ai- hibition test, and 537 tt,/ml by the trypan blue exclu-
tro. sion inhibition test.

Method. : The antiviral activity of HPMPC aga- Conclusions : HPMPC proved to be highly effec-
inst adenovirus (Ad) type 3, type 4, type 19, and type tive in inhibiting replication of adenoviruses at
37 isolated from conjunctivial scrapings in Japan lower concentrations than the cytotoxic level in. ui-
and the prototype of adenovirus type 5 was exam- tro.(J Jpn OphthalmolSoc 104:77-81,2000)
ined by plaque reduction assay using A 549 cells iz
oitro. Key words: HPMPC, Adenovirus, Plaque reduction

Results : The 50% inhibitory dose (IDs,,) of HP- assay, ID,o, Selectivity index
MPC was 3.50 (1. 44-4.79) VC,/ml for Ad type 3, 4.
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I緒  言

アデノウイルス(Ad)は 角結膜炎,肺炎などの呼吸器感

染症,お よび胃腸炎などの病原ウイルスとして知られて

いる 1).ま た,Ad角結膜炎は流行しやすく,院内感染も惹

き起こし,時 に病棟閉鎖も余儀なくされる。Adに対して

臨床応用された有効な治療薬は未だ存在していないが,

Gordonら 2)～ 5)に より(S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonyl―

11lethoxypropyl)cytosine(HP:MPC)が ′4υ″οおよび′4

υ″θにおいて,抗 Ad作用を持つ薬剤として報告されて
いる。そこで今回,Adの血清型 49種類6)の 中から我が国

の眼感染症で分離頻度の高い血清型
7)3)と して 3,4,19,

37型 を対象に,HPMPCの Ad増殖抑制効果を知る目的
でプラーク減少法による′″υ′′印での薬剤感受性試験を

検討した。

II実 験 方 法

1.細  胞
薬剤感受性試験には,ヒ ト肺癌由来 A549細 胞 (CCL―

185)を 使用 した.細胞増殖培地には,10%ウ シ胎児血清

(FBS)加 イー グル minimum essential medium(MEM)

培地にペニシリンGカ リウム50単位/ml,硫酸ストレプ

トマイシン50 μg/ml,フ ァンギゾンl μg/mlを添加した

ものを用い,75 cm2の Culture Flaskに 4× 105個/mlの

細胞をまき,37℃ ,3～ 4日で単層培養した。

2.ウ イ ル ス

Ad3,4,19,37型 の結膜ぬぐい液による臨床分離株 (以

下,Ad3x,Ad4x,Ad 19 x,Ad 37 x)と ,国立感染症研究

所から分与されたAd5型標準株 (以下,Ad5p)を用い
た。これらのウイルス株は HEp-2細 胞で継代後,凍結融

解を3回行い,4℃ ,3,000 rpm,20分間遠心 し,そ の上清

をウイルス液とした。作製したウイルス液はプラーク法

により感染価を求めた。24穴プレートで3日 間培養した

A549細胞の単層を無血清イーグルMEM培地で洗浄し
て,あ らかじめ 10倍階段希釈 したウイルス液の各希釈

0.l mlを 4穴ずつ接種した。37℃ ,5%C02存在下で 1時

間吸着後,未吸着ウイルスを除去し,リ ン酸緩衝液で 3回

洗浄後,0.5%メ チルセルロース(Ad5の み 1%メ チルセ

ルロース)と 2倍濃度のイーグルMEM培地 (最終濃度
5%に FBS添加)を等量混合した重層培地を各穴に l ml

ずつ加え,37℃ ,5%C02存 在下で 1週間培養 した。重層

培地を除去し,メ タノールに溶かした 0.5%ク リスタル

バイオレットで 5分間染色した。水道水で洗浄 し,風乾

後,光学顕微鏡下 (× 40)で プラーク数を算定 し plaque

おrming units(PFU)を 求めた。

3.HPMPC
HPMPCは Storz社 から供与された.2%FBS加 イー
グルMEM培地でl mg/mlに 調製して小分け分注した
ものを-20℃ に保存し,試験時に解凍して用いた。構造
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図 1 - 1 - (3- hydroxy-2- phosphonylmethoxypro-
pyl)cytosinc(HPMPC)の 化学構造 .

式を図 1に示した。

4.抗ウイルス効果の判定
24穴プレー トに 1穴当たり,4× 105個 の A549細 胞

を接種して 37℃ ,5%C02存在下で3日 間培養し単層と

した。増殖培地を除去し,無血清イーグルMEM培地で 1
回洗浄 し,1穴 当 り100 PFU(Ad5は 30 PFU)の ウイル

スを接種 し,37℃ ,5%C02存 在下で 1時 間吸着した.未

吸着ウイルスを除去 し,リ ン酸緩衝液で 3回 洗浄後,25

μg/mlか ら2倍階段希釈した各濃度のHPMPCと 0.5%
メチルセルロース(Ad5は 1%メ チルセルロース)を含
む重層培地をHPMPCの 1濃度当たり3穴ずつ重層し
た。HPMPC未添加の重層培地を3穴に加え,ウ イルス対
照とした。37℃ ,5%C02存在下で7日 間培養後,重層培
地を除去し,メ タノールに溶かした0.5%ク リスタルバ

イオレットで5分間染色した。水道水で洗浄し,風乾後,

光学顕微鏡下(× 40)でプラーク数を算定し,ウ イルス対

照のプラーク数を50%に 減少させる薬剤濃度(50%in―

hibitory dose,ID")を 求めた。

5.細胞毒性試験および選択毒性
1)Deoxythymidine(dThd)取 り込み抑制試験

96穴マイクロプレートの各穴に4× 105個のA549細

胞を0.l mlずつまき,同時に最終濃度 1,000～ 0.015 μg/

mlに なるようにHPMPCを 4穴 ずつ加え,さ らに,
[methl_3H]dThdを 各穴 125 nCiず つ加えた。37℃ ,5%

C02存在下で 16時間培養後,培地を捨てリン酸緩衝液

0.l m1/穴 で洗浄した。トリプシンを各穴に0.2 ml加 え,

0.l mlを メンブランフィルタに回収 した。メンブラン

フィルタをリン酸緩衝液,5%ト リクロロ酢酸,エ タノー

ルの順に洗浄し,液体シンチレーションカウンターで

フィルタ上の放射能活性を測定した.HPMPC未添加の

細胞対照の dThd取 り込み量を50%に抑制する薬剤濃

度(50%cytotoxic dose,CTD50)を 求めた。

2)ト リパンブルー排除抑制試験

24穴プレートの各穴に 4× 105個 の A549細 胞を l ml
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表 1 各アデノウイルス(Ad)に対するⅡPDTcの 増殖
抑制効果

50%inhibitory dose(ID50,μ g/1nl)

Ad血清型ウ

イ

ル

ス

対

照

に

対

す

る
プ

ラ
‐
ク

数

（
％

）

Ad3× 1) Ad4× 2) Ad 5p3) Ad 19× 4)Ad 37× 5)

1

2

3

4

5

6

2.79

4.38

4.05

1.44

4.79

3.53

4.22

4.17

4.38

4.82

4.92

4.46

3.13

2.34

1.03

1.94

1.56

2.65

1.49

1.41

1.40

2.01

1.53

2.02

2.23

2.53

2.05

1.17

1.43

2.73

平均6) 3.50   4.50   2.11 1.64      2.02

H PMPC濃 度 (μ g/ml)

図 2 HPMPCに よる各アデノウイルスのプラーク減少
曲線 .

●|:Ad 19 x,○ :Ad 37 x,I■ :Ad5p,□ :Ad3x,

◆ :Ad4x,Ad:ア デノウイルス
ウイルス対照のプラーク数を 100%と して各 HPMPC
濃度におけるプラーク数の比率(%)を 算出 した。プ

ラーク数は 6回測定した平均値を使用した。

ずつまき,37℃ ,5%C02存 在下で 3日 間培養 した.各濃

度のHPMPCを 含む2%FBS加 イーグルMEM培 地 1
mlで培地交換 し,37℃ ,5%C02存 在下で 7日 間培養し

た.培地中の脱落細胞およびトリプシンにより全細胞を

回収し,2%FBS加 イーグルMEM培地に浮遊させ,0.3
%ト リパンブルーと1:1に混合し,細胞の生死を光学顕

1)臨床分離株,2)臨床分離株,3)標準株,4)臨床分離株,5)

臨床分離株,6)同 一株に対して日を変えて 6回測定した平均

微鏡下で判定,カ ウントした。細胞生存率 (生存細胞数/全

細胞数×100)が HPMPC未 添加の細胞対照の 50%に な

る薬剤濃度(CTD50)を 求めた。選択毒性係数 (selectivity

index,SI)は CTD50を ID50で除して求めた9'10).

なお,実験は,株式会社三菱化学ビーシーエル中央総合

ラボラトリーで行った.

III 結  果

1.プラーク減少曲線

各 Ad同一株に対してプラーク減少法を日を変えて 6

回実施した平均のプラーク減少曲線を,横軸にHPMPC

濃度,縦軸にHPMPC未添加のウイルス対照に対するプ

ラーク数の比率 (%)を とり,図 2に示した。

2.各 Adに対するHPMPCの増殖抑制効果
表 1に A549細胞におけるAd3x,Ad4x,Ad5P,Ad
19x,Ad37 xに 対するHPMPCの 増殖抑制効果を示 し

た。各 Ad同 一株に対してプラーク減少法を日を変えて

6回実施し,その平均をID∞ とした。各 Adに対する ID50

0    078   1.56  3.125 12.5  2

表 2 A549細胞におけるIPMPCの Adに対する増殖抑制と選択毒性

Ad IDЮ (μ g/ml)(A)
CTD50(μ g/ml)      selectivity index3)

dThdl)(B)   TB2'(C)     B/A     C/A

Ad3× 4)

Ad4× 7)

Ad 5p8)

Ad 19× 9)

Ad 37× 10)

3.505)

(1.44～ 4.79)6)

4.50
(4.17～ 4.92)

2.11

(1.03～ 3.13)

1.64

(1.40～ 2.02)

2.02
(1.17～ 2.73)

２０５

狐

２０５

か

か

537

537

537

537

537

153

119

255

327

266

59

46

97

125

101

平均値 2.75 205 537 74.5 195

1)dThdi[methyl_3H]deoxythymidineの 50%取 り込み抑制,2)TB:ト リバンブルーの50%排

除抑制,3)Selectivity lndex:選 択毒性係数,4)臨 床分離株,5)6回 測定 した ID50の 平均

値,6)6回測定したID50の測定幅,7)臨床分離株,8)標準株,9)臨床分離株,10)臨 床分離株

ID50:5o%inhibitOry dOse, C′「 D∞ :50 96 cytotoxic dOse

R

れ

―――――
`ヽ
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はAd3xが 3.50(1.44～4.79)μ g/ml,Ad4xが 4.50
(4.17～ 4.92)μノml,Ad5pが 2.11(1.03～ 3.13)μノml,
Ad 19 xが 1.64(1.40～ 2.02)μg/rnl,Ad 37 xが 2.02

(1.17～ 2.73)μ g/mlと なり,今回用いた各血清型すべて

の株に対して増殖抑制効果がみられた。

3.細胞毒性と選択毒性
A549細胞に対するHPMPCの細胞毒性を調べるため
にdThd取 り込み抑制試験およびトリパンブルー排除抑
制試験を行った。表 2に示したように,CTD50は dThd取

り込み抑制試験では205 μg/ml,ト リパンブルー排除抑
制試験では537μノmlであった。CTD50を 各Ad血清型
の ID50の平均値で除して求めた A549細 胞での選択毒
性係数は,dThd取 り込み抑制試験で46～125(平均74.5),
トリパンブルー排除抑制試験で 119～327(平 均 195)と

なった。

IV考  接

眼科領域において分離頻度の高い Adと して,Ad3,
Ad4,Ad8,Ad 19,Ad 37が 知られている7)8).こ のうち,
A549細胞においてプラーク形成が可能であった結膜ぬ

ぐい液からの臨床分離株 Ad3x,Ad4x,Ad19 x,Ad 37

xと ,Gordonら が報告した Ad5(標準株,Ad5p)に つい

て HPMPCの ′れυブ′Юでの抗ウイルス効果をプラーク減
少法により検討した。Gordonら はAd5xの 7株 とAd8
xの 7株について,A549細 胞を用いたプラーク減少法
によるHPMPCの Adに対する増殖抑制効果を報告し,
ID50は Ad5xが平均 1.03(0.15～ 2.80)μg/ml,Ad8x
が平均 0。 47(0。 20～ 0.82)μ g/mlであった4).ま た,別の実

験で Ad 19 xの 1株について,ID50は 17.O μg/mlで あっ

たと報告2)さ れており,Ad 19 xは Ad8xに 比べ約40倍
高い ID50を 示していた。同じD亜群であっても血清型あ
るいは株によるHPMPC感受性の違いが推定された。
今回,同 じA549細胞を用いたプラーク減少法により
HPMPCの Ad5種類 5株に対する増殖抑制効果を調べ
たところ,6回 測定した平均の ID50は ,Ad3xが 3.50 μg

/ml,Ad4xが 4.50 μg/ml,Ad5pが 2.1l μg/ml,Ad 19

xが 1.64μノml,Ad 37 xが 2.02μノmlで あり,今回用
いたすべての株に対して増殖抑制効果がみられた.D亜

群についてはAd 19 xと Ad 37 xの ID"を 比較 した場

合,ID50に ほとんど差はなかった。また,HPMPCの D亜
群 Ad 19 xに 対する ID50は最も低い値を示した。このこ

とは,各 Adの ′4υ」チЮや′
"υ
′υθでの増殖能の違い,例え

ば,D亜群が培養細胞での増殖が遅いこと,ウサギ角膜上

皮培養細胞 (滋 υ′″θ)お よびニユージーランドラビット

の眼 (,4υわο)において,Ad 19の増殖は明らかでなかっ

たという報告
n)な どに関連している可能性がある.一方,

Adの 初期タンパクであるE3タ ンパクは,宿主の免疫
を抑制する他に,病原性に関与することも推定されてい

る12).I″ υ′′っ においては,ウ イルスの増殖能だけでなく,
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各亜群の E3タ ンパクの違いがHPMPCの 効果に影響
を与えることが考えられる.

今回,我 々の ID50の 結果では,Ad 19 x,Ad37 x,Ad5
p,Ad3x,Ad4xの順にHPMPCの抗ウイルス効果がみ
られた。先に述べた Gordonら の報告では,株により,Ad
5xで約 20倍 ,Ad8xで約 4倍の ID50の 差が示されてい
る.同一血清型においても株間で ID"の差がみられるた

め,各血清型 1株ずつを用いて行った我々の結果から血

清型別のHPMPCの 抗ウイルス効果を明確にすること
はできない。HPMPCの血清型別の有効性を明らかにす
るためには,各血清型の subgenOme typeの 異なった株

を用いての検討を重ねる必要があると思われる。特に,

Ad 19 xに ついて我々の結果はGordonら の報告に比べ

約 8倍低い ID50が得られたが,こ れは株間の HPMPC感
受性の違いの他に,プラーク形成能の違い,培養条件によ

るHPMPC取 り込みの違いの影響などが考えられる。抗
ウイルス剤を ,4υ′′γοで評価する際,抗ウイルス作用の

他に細胞毒性および選択毒性を評価する必要がある.一

般的に選択毒性係数は 10以上,望 ましくは 100～ 1,ooo

といわれている期.HPMPCの A549細胞に対する[metll―
3H]dThdの 取り込み抑制のCTD∞ は205μノmlで ,各血

清型のID"平均値2.75μノmlから求めた選択毒性係数
は74.5であった。一方,ト リバンブルー排除抑制からみ

たCTD50は 537 μg/mlで選択毒性係数は195であった。

これらの結果は,′4υ」′Ю において HPMPCの 治療薬 と
しての可能性を指示するものと思われる。

また,HPMPCは HPMPA14)同 様,DNAポ リメラーゼ
を阻害する

15)16)こ
とから,サイトメガロウイルスなど他

の DNAウ イルスに対する効果も報告 15)“ ,さ れてお り,
有望な薬剤として期待される。

以上の結果から,今回用いた Ad血清型 5種類 5株の

すべてにHPMPCの ウイルス増殖抑制効果がみられた。
HPMPCの Adに対する抗ウイルス効果をさらに明確に
するために,今回用いた血清型の複数株について検討す

るとともに 8型および他の血清型についても,検討する

必要があると思われる .
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