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要 約

目 的：アデノウイルス(AdV)感染症に対して，臨
床的に使用できる抗ウイルス薬は現在のところ存在しな
い．我々はこれまで，新規化合物である sulfated sialyl

 
lipid(硫酸化シアルリピッド，NMSO )のAdV標準分
離株に対する抗ウイルス効果を報告した．今回，我々は
結膜炎患者から分離したAdV臨床分離株について，N-
MSO の抗ウイルス効果と阻害メカニズムを検討した．
方 法：ウイルスは結膜炎患者から分離された臨床分

離株のAdV ， ， ， ， 型，薬剤はNMSO ，シ
ドフォビル(cidofovir，HPMPC)とザルシタビン(zal-
citabine，ddC)を用いた． -( -dimetylthiazol--
yl)- -diphenyltetrazolium bromide method(MTT
法)により，HEp- 細胞におけるAdVの effective

 
concentration(EC )， cytotoxic concentration
(CC )および selectivity index(SI)を決定した．さら
に，NMSO をウイルス吸着時のみに加えた場合の

AdVの増殖抑制効果を検討した．
結 果：NMSO ，HPMPC，ddCのすべての薬剤

で，AdVに対する増殖抑制効果があった．NMSO は

HPMPC，ddCと比較し，低濃度で抗ウイルス効果を
示し，細胞毒性も極めて低かった．また，NMSO は
ウイルス吸着時に存在しただけで抗ウイルス効果を示し
た．
結 論：NMSO は，AdV臨床分離株に対して抗ウ

イルス効果を示した．その阻害メカニズムはウイルス吸
着阻害であると考えられた．(日眼会誌 ： ― ，

)
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Abstract

：Currently, there is no antiviral drug
 

for adenovirus(AdV).We have reported that sulfat-
ed sialyl lipid(NMSO) , a NMSO, has an antiviral

 
effect against AdV prototype strains.We evaluated

 
the antiviral inhibitory effect and the mechanism of

 
NMSO against AdV strains from patients with

 
conjunctivitis .

：Viruses used for the experiment were
 

clinically isolated AdV type (AdV ), AdV type
(AdV ), type (ADV ), AdV type (AdV ),
and type (AdV ). We examined three antiviral

 
agents, i.e.,NMSO , cidofovir(HPMPC), and zal-
citabine(ddC). effective concentration(EC ),

cytotoxic concentration(CC ), and selectivity
 

index(SI)of compounds were determined for AdV
 

infection in HEp- cells using -( -dimetyl-
thiazol--yl)- -diphenyltetrazolium bromide(MTT)

methods. We also evaluated the anti-AdV activity
 

of NMSO when it was added during the stage of

 

virus adsorption.
：NMSO , HPMPC, and ddC showed an

 
inhibitory effect against all five AdV clinical strains.
The EC values of NMSO were lower than those

 
of HPMPC and ddC. NMSO exhibited minimal

 
cytotoxicity. NMSO inhibited AdV infection only

 
when it was added during the stage of virus adsorp-
tion.

：NMSO inhibited the replication
 

of all clinical AdV serotypes tested.NMSO was the
 

most potent and selective anti-AdV compound.The
 

mechanism of anti-AdV activity by NMSO was
 

inhibition of viral adsorption to cells.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi (J Jpn Ophthalmol

 
Soc ： ― , )
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緒 言

ウイルス性結膜炎の80～90％はアデノウイルス(AdV)

が原因ウイルスとされており，感染症サーベイランスの

統計から，本邦では年間100万人前後が罹患するといわ

れている．AdV結膜炎は伝染力が強い感染性疾患のた

め，罹患すると日常生活が制限され，学校や職場の休業

を余儀なくされてしまう．さらに，AdV結膜炎は院内

感染の原因となり得る．最近，医療事故が重要視されて

いる中，AdV結膜炎の院内感染，特に大学病院の眼科

病棟での院内感染が報道されることもあり，対策も急務

とされている．

近年，AdV結膜炎の迅速診断を目的として，免疫ク

ロマトグラフィ法を用いたアデノチェック が開発され

た．また，polymerase chain reaction(PCR)法と re-

striction fragment length polymorphism(RFLP)法を

組み合わせたPCR-RFLP法やPCR-sequence法といっ

た分子遺伝学的なAdVの血清型，遺伝子型の診断法に

ついても報告されている．このように，AdVに対する

病因診断法は確立されてきている．しかし，依然として

AdVに対する治療薬は存在せず，AdV結膜炎に対して

は抗生剤やステロイド剤の点眼といった対症療法が行わ

れているにすぎない．AdVに対して抗ウイルス効果の

ある薬剤や化合物については，多数報告されている．特

に，シドフォビル(cidofovir，HPMPC) とザルシタ

ビン(zalcitabine，ddC) は抗AdV効果が in vitro，

in vivoの両者で報告されており，既に他のウイルス疾

患については臨床の場で使用されている．そのため，

AdV感染症の治療薬として期待されているが，未だ使

用には至っていない．

我々は新規化合物である sulfated sialyl lipid(硫酸化

シアルリピッド，NMSO3)(図1)の抗AdV効果を，

AdV標準株を用いて検討した ．その結果，非常に低濃

度で抗ウイルス効果を示し，宿主細胞への毒性も低く，

その阻害メカニズムはウイルス吸着阻害であった．しか

し，患者から分離された株について，NMSO3の抗

AdV効果の検討は行われていない．AdV臨床分離株

は，それぞれの血清型の標準株から変異を起こしている

可能性が高い．結膜炎患者から分離されたAdV株の分

子疫学的解析も行われているが，変異した臨床分離株

は，病原性や結膜への接着の親和性が標準株と比較して

増強している可能性があると思われる ．したがって，

薬剤の抗ウイルス効果も標準株と変わってくる可能性が

ある．

今回，結膜炎患者から分離されたAdV株の中で，特

に結膜炎の発症頻度が高い血清型であるAdV3，4，8，

19，37型に対するNMSO3，HPMPC，ddCの in vitro

での増殖抑制効果について，3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide method(MTT

法)を用いて検討した．さらに，NMSO3の抗AdV効

果についての阻害メカニズムについても検討したので報

告する．

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 Eagle’s mini-

mum essential medium(MEM)(日水製薬)，維持培地

には2％ウシ胎児血清加Eagle’s MEM を用いた．ウ

イルスは，札幌の一眼科診療所から分離されたAdV3，

4，8，19，37型の臨床分離株を用いた．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

用いた薬剤は，硫酸化シアルリピッド(sulfated sialyl
 

lipid，sodium［2,2-bis(docosyloxymethyl)propyl-5-

acetoamido-3,5-dideoxyl-4,7,8,9-tetra-O-(sodium-

oxysulfonyl)-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopy-

ranosid］onate，NMSO3)，シドフォビル(cidofovir，

(S)-1-［3-hydroxy-(2-phosphonylmethoxypropyl)cyto-

sine］，HPMPC)，ザルシタビン(zalcitabine，2,3-di-

deoxycytidine，ddC)の3種類である．NMSO3はMi-

crobiotix社から，HPMPCはGilead Scientific社から，

ddCは SIGMA社からそれぞれ入手した．

2．方 法

１)ウイルス感染価の測定

各AdVの感染価は，Kodamaら と同様の方法で

MTT法を用い，MTT ID (50％ infective dose)とし

て求めた．実際には，96穴平底マルチウェルプレート

に単層形成したHEp-2細胞に，AdVを10倍階段希釈

で各濃度6wellずつ感染させた．7日後に各濃度のwell

の吸光度(optical density,OD)を測定し，6wellの平均

値を各濃度のOD値とした．非感染細胞のOD値の50

％の値のウイルス濃度の逆数をMTT ID とした．

２)薬剤のAdVに対する抗ウイルスアッセイ

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100μg/mlから5倍階段
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図 1 Sulfated sialyl lipidの構造式．
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希釈した薬剤100μlと 100MTT ID のウイルス100μl

をそれぞれのwellに加えた．薬剤の1希釈につき，各

6well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100μlとウイルスの代わり

に維持培地のみ100μlを加え，35℃，5％CO下で7

日間培養し，MTT法で各薬剤の抗ウイルス効果を判定

した ．そして，EC (50％ effective concentration)，

CC (50％ cytotoxic concentration)，SI(selectivity
 

index，CC /EC )を求めた．なお，同一ウイルスに対

し3回実施し，その平均をEC ，CC とした．

３)吸着阻害実験

AdVは低温(4℃)で細胞に付着するが，細胞内に侵入

はしない．そして，細胞表面に付着したAdVは35℃で

細胞内への侵入が開始するとされている ．以下の

吸着阻害実験法は，他のウイルス についても行われ

ている．はじめに，96穴平底マルチウェルプレートに

単層形成したHEp-2細胞をあらかじめ4℃に冷却して

おく．維持培地で100μg/mlから5倍階段希釈したN-

MSO3を100μlと 100MTT ID のウイルス100μlを

それぞれのwellに加え，4℃で90分間培養する．ウイ

ルス吸着後の90分後に培地と薬剤を除去し，さらに維

持培地で各wellを 3回洗浄する．そして，維持培地の

み100μlをそれぞれのwellに加え，35℃，5％CO下

で7日間培養する．培養後，抗ウイルスアッセイと同様

にMTT法を用いて，NMSO3の各濃度における抗ウ

イルス活性を生細胞のMTT formazanの形成量による

OD値によって決定する ．各濃度でのOD値から，N-

MSO3のウイルス増殖を阻害する割合を求めた．なお，

各濃度でのOD値は，同一ウイルスに対し3回実施し，

その平均値とした．

結 果

1．MTT法による各薬剤の抗AdV活性

NMSO3，HPMPC，ddCは，5種類すべてのAdV

臨床分離株について増殖抑制効果を示した．EC は

NMSO3が2.54～4.01μg/mlであり，HPMPCや ddC

と比較し，低濃度でAdVの増殖を抑制していた(表1)．

したがって，NMSO3は3種の薬剤の中で抗ウイルス

効果が最も高かった．一方CC は，HPMPCが184.8

μg/ml，ddCが 381.9μg/mlに対し，NMSO3は

1,000μg/mlでも細胞毒性がなかった(表1)．つまり，

NMSO3は宿主細胞に対する毒性が非常に弱かった．

SIは，5種類すべてのAdVでNMSO3が最も高値で

あった．この結果は，NMSO3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．吸着阻害実験の結果

NMSO3の細胞への吸着阻害効果は，吸着時のみに

NMSO3を種々の濃度で存在させ，90分間の吸着後，

AdVとNMSO3を洗浄してから培養を行い決定してい

る．5種類すべてのAdVの血清型で，ウイルスの増殖

抑制効果があり，NMSO3が高濃度であるほどOD値

が大きく，抗AdV効果が高かった(図2)．その増殖阻

害の割合は，NMSO3濃度が100μg/mlで 79～95％，

20μg/mlで 72～89％であった．したがって，NMSO3

は吸着時のみの存在で抗AdV効果があった．

考 按

NMSO3はシアル酸誘導体であり，化合物の合成は

本邦で行われた．RSウイルス(RSV) ，ロタウイルス

にも低濃度での抗ウイルス効果が報告がされている．ま

た，細胞毒性も極めて低い．その他，抗ウイルス効果は

それほど高くはないが，単純ヘルペスウイルス，インフ

ルエンザウイルスA型，ヒト免疫不全ウイルス(human
 

immunodeficiency virus，HIV)についても，ウイルス

増殖抑制効果がみられている．AdVについては，我々

の報告では標準分離株であるAdV2，4，8，37型に非

常に低濃度で抗ウイルス効果を示し，今回同様，細胞毒

表 1 アデノウイルス(AdV)に対する薬剤の抑制効果(MTT法)

EC (μg/ml)

AdV3 AdV4 AdV8 AdV19 AdV37 p値
CC (μg/ml)

NMSO3 3.97±1.81 4.01±1.13 3.75±2.01 2.54±1.18 2.76±0.82 0.63 1,000

HPMPC 6.34±2.32 8.11±1.32 7.54±1.87 4.98±2.13 5.01±1.78 0.24 184.8±10.5

ddC 4.59±1.38 5.09±2.33 4.98±2.18 4.54±1.24 4.04±0.97 0.86 381.9±15.6

EC ：50％ effective concentration， CC ：50％ cytotoxic concentration， NMSO3：sulfated
 

sialyl lipid， HPMPC：(S)-1-［3-hydroxy-(2-phosphonymethoxypropyl)cytosine］, cidofovir， ddC：

2,3-dideoxycytidine,zalcitabine．

：平均値±標準偏差

表 2 AdVに対する各薬剤の selectivity
 

index(SI)

薬剤
SI

 
AdV3 AdV4 AdV8 AdV19 AdV37

NMSO3 ＞251.8 ＞249.3 ＞266.6 ＞393.7 ＞362.3

HPMPC 29.1 22.7 24.5 37.1 36.8

ddC 83.2 75.2 76.6 84.1 94.5
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性も低かった ．しかし，結膜炎患者から分離したAdV

臨床分離株での検討はしていない．AdVは，それぞれ

の血清型の標準株から変異を起こし，同一血清型に複数

の遺伝子型が存在する．青木 の報告から，臨床分離株

の多くは標準株とは異なる遺伝子型を示している．遺伝

子型が異なる臨床分離株は，標準株と比較し病原性が高

かったり，結膜への接着の親和性が増強している可能性

があると考えられ，薬剤の抗ウイルス効果が劣ることが

予測される．

今回，結膜炎患者から分離したAdV株を用いて，

NMSO3の抗ウイルス効果を検討した．血清型は，

AdV3，4，8，19，37型とした．この5つの血清型は，

AdV結膜炎患者から非常に多く分離される血清型であ

り，全体の95％以上を占める ．我々が以前に検討し

たAdV標準分離株でのNMSO3のEC 値は0.21～

1.41μg/mlであった ．今回検討した臨床分離株のEC

値は2.54～4.01μg/mlであり，やや大きいEC 値を

示した．このEC 値の違いの理由は不明であるが，臨

床分離株は標準分離株と比較し，病原性や宿主細胞への

親和性が高かったのではと予想される．しかし，抗

AdV効果があり，NMSO3の細胞毒性は極めて低いた

め，今後の進展について問題はないものと思われる．

また，AdV標準株の検討 と同様に，AdV臨床分離

株のNMSO3の抗AdV効果の作用機序はウイルス吸

着阻害であった．RSV やロタウイルス の抗ウイルス

作用機序も，ウイルス吸着阻害であると報告されてい

る．我々はAdV4型の標準分離株について，ラジオアイ

ソトープでラベルしたウイルス粒子を精製し，NMSO-

3がウイルス粒子の細胞表面へのbindingを阻害してい

ることを証明した ．今回使用したAdV臨床分離株に

ついては，その実験は行っていないが，同じAdVであ

るということと，吸着時のみの存在で抗ウイルス効果が

あったことから，臨床分離株についても同様であると思

われる．ウイルス吸着阻害の詳細な作用機序は不明であ

る．我々のラジオアイソトープラベルしたウイルス粒子

での検討では，NMSO3はウイルス側に作用して吸着

阻害を示すという結果であった ．また，NMSO3はシ

アル酸誘導体である．シアル酸はAdVのウイルス吸着

時のレセプターになり得る ．したがって，レセプター

が関与している可能性がある．しかし，AdVすべての

血清型のレセプターは明らかになっておらず，シアル酸

以外にもAdVのレセプターが報告 されている．今後

のさらなる検討が必要である．

NMSO3の抗ウイルス作用機序がウイルス吸着阻害

ということは，AdVが宿主細胞に侵入する時点で作用

する．さらに，一度細胞内に侵入したウイルスが細胞外

に放出され，再感染していく時点でも抗ウイルス効果を

示す．したがって，NMSO3はAdVの感染予防と

AdV感染症の治療という点で有効な薬剤となる可能性

がある．特に，感染予防という点では伝染性疾患の対

策，特にAdV結膜炎の院内感染への対策にも役立つ可

能性がある．

これまでの報告で，抗AdV効果が示す薬剤として

HPMPCと ddCがある．HPMPCは，欧米において抗

サイトメガロウイルス(CMV)剤として，ddCは後天性

免疫不全症候群(acquired immunodeficiency syndrome,

AIDS)の逆転写酵素阻害剤として本邦でも使用されて

いる．特に，HPMPCはウサギ眼感染実験モデルに点

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 がある．しかし，両薬剤ともAdV治療薬と

しては認可されていない．HPMPCと ddCは，ともに

核酸誘導体である．核酸誘導体はウイルスのみならず，

図 2 Sulfated sialyl lipidのAdVへの吸着阻害効果．

：アデノウイルス(AdV)3型， ：AdV4型， ：AdV8型， ：AdV19型， ：AdV37型
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宿主細胞の核酸合成まで阻害してしまうことがある．つ

まり，宿主細胞，特に眼組織への細胞毒性が問題となる

可能性が高い．Romanowskiら は臨床治験の段階で，

HPMPC点眼による副作用が出現したとしている．ま

た，Hillenkampら もAdV結膜炎患者にHPMPC

の点眼をした際，その治療効果は明らかではなく，点眼

の副作用も指摘している．こういった副作用はHP-

MPCの細胞毒性によるものと予測される．その他，抗

AdV効果を示す化合物の報告はあるものの，核酸誘導

体が多く，細胞毒性による生体への副作用が懸念され

る．しかし，NMSO3は核酸誘導体ではなくシアル酸

誘導体であり，in vitroでの細胞毒性も極めて低いとい

う結果であった．

以上から，NMSO3は低濃度で抗ウイルス効果を示

し，抗ウイルス薬の問題点である細胞毒性も非常に弱い

という点から安全性も高く，また，吸着阻害という抗ウ

イルス作用機序から予防と治療という点で効果があり，

臨床の場での使用が大いに期待できる化合物である．

AdVは眼感染症の他，呼吸器感染症や胃腸炎も惹き起

こすウイルスであり，他科領域でのAdV感染症も重要

視されており，特に，免疫抑制状態の患者のAdV感染

症は生命予後にも関わってくる．したがって，全身疾患

でのAdV感染症の治療薬としても期待される．NM-

SO3は，AdVに対する動物実験での抗ウイルス効果の

検討は行われていない．これまで，コットンラット や

ウサギ での眼感染モデルを使っての抗ウイルス効果を

検討した報告があり，今後，こういった in vivo実験や

臨床治験での有効性が確認されなければならない．NM-

SO3のAdV感染症の治療薬としての開発が待たれると

ころである．
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