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目 的 :アデノウイルス(ADV)結膜炎に対 して,現在

のところ有効な治療法はない。今回,我 々は4種類の抗

ウイルス薬の ADVに対する増殖抑制効果を検討した。

方 法 :ウ イルスは ADV4,8,37型を,抗ウイルス薬

はシ ドフ ォビル(ddOfOvir,HPMPC),ザ ル シタビン

(zaldtabine,ddC),ホ スカルネッ トはoscarnet,PFA),

アシクロビル(acydOvir,ACV)を用いた。3-(4,5-dime‐

tylthiazo卜 2-yl)‐ 2,5‐ diphenyltetrazolium bromide

method(MTT法 )に より,HEp‐ 2細胞における ADVの
50%effective cOncentratiOn(EC50),50%cytotoxic

concentration(CC50)お よび selectivity index(SI)を 決定

した。
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要   約

結 果 :HPMPC,ddCに おいて,ADVに 対する増殖

抑制効果があり,ddCの方が抑制効果が高かった。PFA,
ACVは ADVに対する増殖抑制効果はなかった。

結 :論 :HPMPC,ddCに おいて ADV4,8,37型 に対

する抗ウイルス効果があった.MTT法は,抗ウイルス薬

のスクリーニング法 として迅速かつ簡便であり,ADV
に対 しても大変有用であることがわかつた。(日 眼会誌

104:786-791,2000)
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Evaluation of Antiviral Agents for Adenovirus
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Abstract
Purpose: Currently, there is no effective treat-

ment for adenoviral conjunctivitis. We evaluated the
antiviral inhibitory effect of four antiviral agents
against adenovirus (ADV) in uitro,

Methods : Viruses used for the experiment were
ADV type 4 (ADY 4), type 8 (ADV 8) and type 37

(ADY 37). We examined four antiviral agents, i.e.,
cidofovir (HPMPC), zalcitabine (ddC), foscarnet (PF-

A), and acyclovir (ACV). 50% effective concentration
(ECu,), 50% cytotoxic concentration (CC") and selec-

tivity index (SI) of compounds were determined for
ADV infection in HEp-2 cells using the 3-(4, 5-dime-
tylthiazol -2-yl)- 2, 5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT) method.

Results : HPMPC and ddC showed an inhibitory
effect against all three ADVs. In particular, ddC show-

ed more potent and selective inhibition against ADY
than HPMPC. PFA and ACV were ineffective agai-
nst ADV.

Conclusions : HPMPC and ddC were inhibitory
against ADY 4, ADV 8 and ADV 37 replication in ai-
tro. The MTT method is rapid and simple for the

screening of antiviral agents. We think this method
is also very u.seful for the screening of anti - ADV
agents. (J Jpn Ophthalmol Soc 104:786 791, 2000)

Key words : Adenovirus, Adenoviral conjunctivitis,
Cidofovir, Zalcitabine, MTT method

I緒  言

流行性角結膜炎,咽頭結膜熱といったアデノウイルス

(ADV)結膜炎は,日 常よくみられる感染力の強い伝染性

疾患である。治療は対症療法のみであるが,多 くの場合は

自然治癒するため,ADV結膜炎に対する有効な抗ウイ

別刷請求先 :960-1295 福島市光が丘 1 福島県立医科大学医学部眼科学教室 金子 久俊

(平成 12年 2月 2日 受付,平成 12年 5月 10日 改訂受理)

Reprint requests to:  IIisatoshi Kaneko, 4ヽ.D.    I)epartrnent of()phthalnlology, Fukushinla 4ヽedical【Jniversity

School of Medicine. 1 :IIikarigaoka, Fukushiina 960-1295, Japan

(Received February 2, 2000 and accepted in revised fornl 4ヽay 10, 2000)



平成 12年 11月 10日 787

NH

Nヽ、

①

Ｉ

Ｎ

＝
＝

Ｃ

Ｎ

Ｉ
Ｉ
Ｎ

CI13

一 N==N

Jormazan

/Nヤ
__イ/‖

｀
S⌒

CH3

CH3

tetrozolium

図 l MTTか ら fOrmazanへ の変化 .

ルス薬は,こ れまで積極的には研究,開発はなされていな

かった.近 年,ADVに 増殖抑制効果のある薬剤につい

て,多数報告されてきてはいるものの 1)｀ 9),現
在まで臨床

使用に至ったものはない。しかしながら,シ ドフォビル

(cidofovir,(S)-1-[3-hydroxy― (2-phosphonyllnethoxy―

propyl)cystoine],HPMPC)は ,れ υjιЮ ;れ υわο両者に

おいての有効性が報告
2)4)6)ヽ n,さ れてお り,ADV結膜炎

の治療薬として,現在最 も期待されている薬剤であると

考えられている。また,ザ ルシタビン(zalcitabine,2,3-di―

deoxycytidine,ddC)は ,後天性免疫不全症候群 (acquired

immunodeficiency sybdrome,AIDS)の 治療薬 として知

られているが,れ υj`Ю において,ADVに 対する増殖抑

制効果の報告"がある。

一方,ADVの薬剤感受性試験として,こ れまでは主に

プラーク減少法で行われてきた。しかし,プラーク減少法

は,ウ イルスの細胞への吸着,未 吸着ウイルスの洗浄除

去,プ ラークの染色・計測 といった多数の操作があるた

めに大変煩雑であり,プラークの判定には熟練を要し,さ

らに,判 定までに2週 間程度を要するという問題点があ

る.こ れに対 し 3‐ (4,5‐ dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphe―

nyltetrazolium bromide method(MTT法 )12)ヽ
17)は

形成

されたおrmazan(不溶性の着色化合物)の 吸光度を測定

することにより抑制効果を判定するものであるが,操作

が簡便で判定に客観性があ り,比較的短期間での判定が

可能である。

今回,我 々はHPMPC,ddCと ,眼科領域で使用頻度の

高い抗ヘルペスウイルス薬である,ホ スカルネット(お s―

carnet,phosphonoforsmic acid,PFA),ア シクロビル

(acycrovir,9-(2-hydroxyethoxyrnethyl)guanine,AC―

V)を 加えた計 4種類の抗 ウイルス薬の ADVに対する

jれ υjιЮ での増殖抑制効果について,MTT法とプラーク

減少法の簡便法である 50%tissue culture inictive dose

method(TCID50)法を用いて検討したので報告する.

II実 験 方 法

1.材  料

1)細胞とウイルス

培養細胞は,ヒ ト喉頭癌細胞 (HEp-2細 胞)を 用いた。

また,増 殖培地には8%ウ シ胎児血清加イーグル mini―

mum essential medium(MEM)培 地 (日 水製薬),維 持培

地には2%ウ シ胎児血清加イーグルMEM培地を用い

た。ADVは国立感染症研究所か ら分与された標準分離

株の ADV 4,8,37型 を用いた.こ れらのウイルス株は,

HEp-2細 胞で継代 した後,凍結融解 を3回 行い,4℃ ,

3,000回転,10分間遠心し,そ の上清をウイルス液として

使用した。

2)薬剤

用いた抗ウイルス薬は,HPMPC,ddC,PFA,ACVの 4

種類である.HPMPCは Gllead Scientiic社 から,ddC,PFA

およびACVは SIGMA社 から入手した。

2.方  法

96穴平底マルチウェルプレー トに単層形成した HEp―

2細胞の増殖培地を除去し,ウ イルス感染細胞の wellを

作製するため,維持培地で 100 μg/mlか ら5倍階段希釈

した薬剤 100 μlと 100 TCID50の ウイルス 100 μlを それ

ぞれの wellに 加えた。薬剤の 1希釈につき,各 6 wellの

細胞を使用 した。次に,ウ イルス非感染細胞の wellを 作

製するため,薬剤 100 μlと ウイルスの代わりに維持培地

のみ100口 を加え,35℃ ,5%C02下 で7日 間培養し,TCID50

法およびMTT法 で各薬剤の抗 ウイルス効果を判定 し

た。

1)TCID50法

ウイルス感染 7日 後にプレー トを取 り出し,well中 の

細胞に出現するADV特有の cytopathic erect(CPE,細

胞変性効果)発現を観察した。薬剤の各希釈毎に 6 well

ずつ観察し,CPE陽性の wel数の割合を表示 した。CPE

が発現したwellの 割合を縦軸に,薬剤の濃度を横軸 (log]。

表示)に してグラフを描き,そ の 50%を 示す薬剤の濃度

を 50%erective concentration(ECま ),ウ イルスの発現を
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表 1 アデノウイルス (ADV)に対する薬剤の抑制効果 (MTT法 )

EC50(μ g/ml)
薬剤 CC5()(μ g/ml)

ADV4 ADV8 ADV37

HPMPC
ddC

PFA
ACV

8.86± 1.87*

4.29± 1.13

>100
>100

7.50± 3.51

4.00± 1.62

,100
>100

4.61± 1.92

3.82± 1.49

′ 100

)>100

184.8± 10.5

381.9± 15.6

)>500

)>500

EC50:50%effective concentration,CC∞ :50%cytotoxic concentration,:HPヽ 4PC:(S)

1‐ [3-hydroxy― (2-phosphonyrnethroxypopyl)cystoinel,  cidofoⅥ r, dd(〕 :2,3-

dideoxycy」 dine, zdcitabine,PFA:phosphonoforsrnic acid,fOscarnet,ACV:9-(2-hy‐

droxyethoxyinethyl)guanine,acycrovir
*:平均値 ±標準偏差

表 2 ADVに文寸する IIPMPC,ddCの selectivity index(SI)

薬剤
SI

ADV4  ADV8  ADV37

も薬剤の投与も受けていない細胞による吸光度を示す。

この式で 50%を 示す薬剤の濃度をECmと して表した.

III 結  果

1。 MTT法 による抗 ADV活性の測定結果

HPMPC,ddCは ,3種類すべての ADVに ついて増殖

抑制効 果 を示 した。EC前 は,HPMPCが 4。 61～ 8.86 μg/

ml,ddCが 3.82～ 4。 29μノmlで,ddCの 方がより低濃度

でウイルスの増殖を抑制 していた。したがって,HPMPC
と比較 し,ddCに 高い抗 ウイルス効果があった。PFA,

ACVは ,EC50がすべ て 100μノml以 上であ り,ADVの
増殖抑制効果がなかった。CCmは ,HPMPCが 184.8 μg/

ml,ddCが 381.9 μg/mlで,ddCの方が宿主細胞に対す

る毒性が弱かった(表 1).SIは ,3種類すべてのADVで ,

ddCが HPMPCよ りも高値であった。この結果は,ddC

がより選択的にADVの抑制効果が強く,薬剤としての

安全性が高いということを示す(表 2)。

2.MTT法 とTCID50法によるEC50値の比較

TCID"法 に よ るEC"は ,HPMPCが 2.90～ 4.45μ g/ml,

ddCが 1.24～ 1.91 μg/mlで あり,3種のADVに対する

EC50の 平均値では TCIDm法 によりMTT法 の約 1/2の

値が得 られ,感度は TCID50法 の方が優 っていた。PFA,

ACVの EC5(,の 値は TCID50法 によって もすべてのウイ

ルスで 100 μg/ml以 上であった。したがって,TCID50法

ではMTT法 と同様に,HPMPC,ddCは ADVに対する

増殖抑制効果があり,PFA,ACVは ADVの増殖抑制効

果がないことが確認された(表 3).

IV考  按

MTT法 は,抗癌剤のスクリーニング法として利用さ

れてきた 12).抗 ウイルス薬の感受性試験 としては,1988

年にPauwelsら 13)が human immunoddciency vrus(lⅡv)

について報告 した。その後,単純ヘルペスウイルス(HS_

V)に ついても判定可能であると報告 "卜 “
)さ れ,そ の他

のウイルスについても検討された r"8)。 ADVについては

Kodamaら 」が,1996年 にADV ll型 について MTT法
が有用であると報告 しているのみである。今回,我 々は

24.6

95.4

50%抑制する薬剤濃度)と した。なお,同 一ウイルスに対

し5回実施し,そ の平均をEC50と したo

2)MTT法
MTTは黄色い水溶性の物質で,生細胞の ミトコンド

リア内にのみ存在する酵素によっておrmazanへ と変化

する(図 1).薬剤のウイルス増殖抑制効果が強い場合は,

生細胞の数が多 く,し たがって,おrmazan形 成量が多 く

なり,ウ イルス増殖抑制効果が弱い場合は,生細胞が死減

しておrmazan形成量も少なくなる.つ まり,おrmazan形

成量と生細胞数とは比例関係にある.

実際の方法は,プ レー トの各 wellに MTT液 (7.5 mg/

ml)を 20 μlずつ加え,35℃ ,5%C02下 で 3時間培養する

とおrmazanが形成される.次 に,そ の上清 100 μlを 除去

し,おrmazanを 溶解するための可溶化液(10%ト リトン

Xを酸性イソプロパノールに溶解 したもの)100 μlを 加

え,室温に 24時間放置する。放置後,プ レー トを最低 15

分間攪拌 し,各 wellの吸光度 (optical density,OD)を 540

nmお よび 690 nmの二波長測定し,さ らに,そ の吸光度

差を測定する。Formazan形成量が多いほど吸光度は上

が り,おrmazan形成量が少ないと吸光度は下がる.そ の

吸光度差 の値 か らEC50,50%cytotoxic concentration

(CC50,宿 主細胞の増殖を50%抑制する薬剤濃度),selec―

tivity index(SI,選 択阻害指数)を 求めた。なお,TCID50法

と同様に同一ウイルスに対し5回実施し,その平均をB350,∝ 50

とした.EC50の測定は次の式によった。

(ODT)v一 (ODc)v  __^、
)×
′
lrヽ rヽ Ft′、)

(ODc)M~(ODc)v 
′`・ Vυ ′`υ′

ここで,(ODT)v,(ODc)v,(ODc)Mは それぞれ ADV感
染を受け薬剤による治療を受けている細胞,ADV感 染

を受け薬剤 による治療をされていない細胞,ADV感 染

HPlvIPC

ddC

20.8

89.0

40.0

99,9
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表 3 MTT法 と
′
rCID50法 による ADVに対する EC50の比較

789

EC50(μ g/ml)
薬剤

ADV4 ADV8 ADV37   平均

HPMPC
MTT法
TCID50法

MTT法
TCID50法

ddC

8.86■ 1.87*

4.45± 2.01

4.29■ 1.13

1.91± 0.80

64.1■ 1.92

2.90± 1.26

3.82± 1.49

1.24± 0.40

6.99

3.43

4.40

1.68

7.50± 3.51

2.95± 1.45

4.00± 1.62

1.89± 0.40

TCID50:50%tissue culture infective dose method *:平 均値主標準偏差
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図 2  (S)-1-[3-hydroxy― (2-phosphOnymethoxypro‐
pyl)cystoine](HPMPC)の 構造式 .

ADV 4,8,37型 に対 してもMTT法による判定が可能で

あることを証明した。

もともと,抗 ウイルス薬の薬剤感受性試験はCPEの一

種であるプラークを形成させ,そ のプラーク数を計測す

ることでEC50を求めるプラーク減少法で行われていた。

しかし,プ ラーク減少法は操作が大変煩雑で,プ ラーク形

成までに2週間程度かかってしまうという欠点がある。

さらに,多数のプラーク数を計測するため,測 定者の主観

が入りやす く,プ ラーク数が一定せず誤差が生じやすい.

また,測定にはかなりの経験,熟練を必要とする.一 方 ,

MTT法はプラーク減少法 と比べて,操作が簡便で判定

までの期間が短い.そ のため,一 度に多数のサンプルの判

定も可能である.ま た,器械で吸光度を測定するために客

観的な判定となり,再現性 も高い。MTT法 には,判 定不

可能なウイルスがいくつかあ り,ま た吸光度の測定機器

などの特殊機器が必要になるという問題点もある。しか

し,簡便さ,多数のサンプルが同時に判定可能という点か

ら,MTT法 は圧倒的にプラーク減少法よりも有用であ

ると考える。今回の実験ではプラーク減少法の簡便法で

あるTCID50法 とMTT法 により抗 ADV活性の比較を

したところ,EC50値 にやや差があった.TCID50法 による

ECm値 が MTT法 による EC50値 より低 く出る理由は不

明であるが,おそらくは顕微鏡下の観察ではよく確認し

得ない細胞死をMTT法では敏感にとらえるので,ウ イ

ルス増殖抑制効果が低 く,し たがって,EC50値が高 く出

るのであろうと考える。

以上のように,MTT法 および TCIDm法を用いて我々

図 3 2,3-dideoxycytidine(ddC)の 構造式 .

は ADV4,8,37型 について検討 した ところ,HPMPC,
ddCに おいてウイルスの増殖抑制効果を示 した。両者と

も,3種 の血清型の間で,増 殖抑制効果に差がでている。

この理由は,我 々の報告では明確にはできないが,ADV
4型 はE亜属であるのに対 し,ADV8,37型 はD亜属と

異なっていること,それぞれの血清型の感受性の違い,薬

剤の ADVへの作用機序や感受性の違いなどが考えられ

る.抗 HSV剤 の ACV,抗サイ トメガロウイルス(CMV)

剤の PFAは ,細胞毒性は弱いもののADVに対する増殖

抑制効果はなかった.

HPMPC(図 2)は ,ヌ クレオシドアナログであるシチジ

ンの誘導体である.抗 CMV剤 として欧米では既に臨床

使用されており,CMVの DNAポ リメラーゼ活性を阻害

することが知られている 19)20)。
その他,HSVな どのDNA

ウイルスにも有効とされている.1)。 HPMPCの抗ADV効

果については,れ υ″Ю においては多数の報告
2)4)6)ヽ 0)が

あ り,既 に有効性はわかっている。Lυわοにおいても,

ADV5型を感染させたウサギ実験モデルに HPMPCを
点眼することで,結膜擦過物の ADVの感染価が低下し

たとの報告岬 1)がある。その一方で,ス テロイド薬との併

用で作用減弱したという動物実験モデルでの報告
22)ゃ

,

れ υjιЮ で培養継代を繰 り返したところ耐性株が出現し

た23)と の報告もされているが,今後,臨床応用されるにあ

たり問題にはならないと考えられる。

ddC(図 3)も また,シ チジン誘導体である。ddCは ,既

に抗 HIV剤 の逆転写酵素阻害剤 として使用 されてい

る24)ヽ 32)。 しか し,ADVに ついては,Mentelら
5)が jれ υι_

ιЮ において,ADV2,3型 の抗ウイルス効果を報告して

いるのみである。今回の我々の報告では,ddCは HPMPC
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よりも低濃度での抗ウイルス効果を示し,細胞毒性 も低

く,れ υJιЮ においての薬剤としての安全性が高かった.

また,HIV感染者におけるddCの全身投与後の血中濃度

や尿中排泄量といった体内動態の検討では,ddCは速や

かに吸収され,24時間以内にほとんどが尿中から排泄さ

れるという全身投与での安全性 も報告
27)28)31)さ れてい

る。今後,抗 ADV薬 としての臨床使用へ向けて期待でき

る薬剤と考える。

HPMPC,ddCと もに核酸誘導体であ り,そ れぞれ

CMV,HIVにおける抗ウイルス効果が知 られている。こ

のことから,ADVに対する増殖抑制の作用機序は,DNA
ポリメラーゼ活性の阻害ではないかと予想されるが,詳

細は現在のところは不明である。また,HPMPCと ddC

の間で EC50,CC50の値に差が生 じている。この理由も明

らかではないが,ADVの DNAポ リメラーゼに対する親

和性の違いや,HPMPCは既に一リン酸化されているの

に対 し,ddCは 非 リン酸化物であるため,細 胞内での代

謝の違いなどが予想される。今後,さ らに,研究が望まれ

るところである。両薬剤は既に臨床的に使用されている

が,長 期間の投与によりHPMPCで は腎機能障害,ddC

では肝機能障害が報告されている。しかし,ADV結膜炎

などに局所的に投与することでは,重篤な副作用は起こ

らないのではないかと考える.

今回,ADV結膜炎に多い型 とされる ADV 4,8,37型

の標準分離株について抗ウイルス効果を検討 した。今後

は,ADVの他の血清型や臨床分離株での検討が必要で

あると考える.ま た,MTT法は迅速かつ簡便な薬剤感受

性試験であ り,今 後,ADVの 増殖抑制効果の検討に,お

おいに役立つものと考える。これまで ADVに対する抗

ウイルス効果を示す薬剤,化合物の報告は多数みられる

ものの,EC50が高値であったり,宿主細胞への毒性や副作

用などの問題で,こ れまで臨床使用に至ったものはない。

今後,HPMPC,ddCの ADV結膜炎の点眼薬 としての研

究,開発が待たれるところである。

稿を終えるに当たり,ご校閲いただきました福島県立医科

大学眼科学教室加藤桂一郎教授に深謝いたします.
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