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ヘルペス性角膜炎より分離された HSV-1株の

抗ウイルス剤感受性
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要  約
ヘルペス性角膜炎患者34例 35眼 より分離した単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)株について,in vitroに

おける5‐ lodo‐ 2′‐deoxyuridine(IDU)お よび acyclovir(ACV)に対する感受性を検査 し, それら薬剤の臨

床的治療効果と比較 した.方法はプラーク減少法によリコントロールのプラーク数を50%に する抗ウイルス剤

の濃度を求め, これをED50(ereCtiVe dOSe50)と したoま た,各株の分離時の治療内容について調査した。

IDUの ED50は 0・ 073～ 0.77μg/ml(0.33± 0.16)で あり,ACVの ED50は 0・ 0032～0.33μ g/ml(0.13± 0.11)
であった。抗ウイルス剤が臨床的に奏効しなかった症例においてもその分離株は良好な薬剤感受性を示し,in

vitroではIDUお よびACVに 耐性と考えられる株は,今回の臨床分離株からは検出されなかった.(日 眼会誌
94:484-487, 1990)
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Abstract
Thirty-five clinical isolates of herpes simplex virus type I (HSV-1) from 34 patients (35 eyes) with

herpetic keratitis were examined in vitro for 5-iodo-2'-deoxyuridine (IDU) and acyclovir (ACY)

sensitivity. In addition, the efrect of clinical treatment with these two drugs in herpetic keratitis was

also investigated. The viral efrective doseso (EDuo) was defined as the concentration that inhibited the
plaque count by 50% compared to the count of the no drug controls. The viral EDro of IDU ranged

from 0.073 to 0.77ps/ml (0.33-t-0.16; MeantSD) and that of ACY from 0.0032 to 0.33pslml (0.131

0.11). No virus with markedly diminished sensitivity to IDU and ACY was found. These results suggest

that all HSY-l strains isolated from patients have good sensitivity in vitro to antiviral agents. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 94: 484-487, 1990)
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I緒  言

現在,角膜ヘルペスにおける治療には抗ウイルス剤
が不可欠となっている。眼科領域における抗ウイルス

剤としては, 従来より51odo‐ 2′‐deoxyuridine(IDU)

が点眼または塗布剤 として使用されてきたが,びまん

性表層角膜炎,濾胞性結膜炎などの副作用が問題で

あった.その上,上皮性病変の治癒率も充分ではなかっ

た。1977年,Acyclovir(ACV)が 開発されて以来,そ
の治療効果の良さ,作用機序の合理性から考えて優れ
た抗ウイルス剤であると評価されてきた1).実際,眼科

領域のヘルペス感染症の治療においても劇的な治療効

果をもたらした .

しかし,抗 ウイルス剤の開発が進む反面,各薬剤に

対する耐性株の出現が問題となってきている2)～4).事

実,IDUで角膜ヘルペス患者を治療しても,しばしば
治癒しない例に遭遇するが, これがすべて耐性株によ

る角膜炎とは限らず,IDUの副作用のため,かえって
潰瘍が悪化する場合もあることを考慮すると,角膜炎
を惹起している単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)

が真に IDU耐性株であるかどうかは判断し難い。

そこで今回,我 々は,角膜ヘルペス患者より分離さ

れた HSV‐ 1株について,in vi廿 oにおける IDUお よび

ACVの 感受性を検査し,耐性株の存在について調査
し,臨床的効果と比較検討した。

II 対象および方法

1985年 1月 から1989年 6月 までの間に大阪大学眼科

において角膜ヘルペスと診断し,HSV‐ 1を分離し得た

症例34例35眼 (男 31例32眼,女 3例 3眼,平均年齢43

歳)を対象とした.
1.感受性細胞

細胞としては,ア フリカミドリザル腎由来の Vero

細胞を用いた。

2.抗 ウイルス剤

ACVは 日本ウエルカム社より供与を うけ,IDUは
和光純薬工業株式会社より購入したものを用いた。

3.ウ イルス分離方法5)

MQAチ ップにて角膜上皮細胞を擦過するか,あ る
いは涙液を採取し, これを直接 Vero細 胞を単層に増

殖させたウェルに入れ,細胞変性効果が拡大した時点
で凍結した。後日, これを融解し,超音波処理にて細
胞を破砕し,その遠心上清を分注貯蔵した。 ウイルス
の型別は HSV‐ 1特異モノクローナル抗体を用いた蛍

光抗体法により行った。

4. ウイルス ED505)

24ウ ェルにて単層培養した Vero細 胞に100PFUの

HSV‐ 1を吸着させ, 1時間後,10倍段階希釈した各種

濃度 (0.0001～ 10μ g/ml)の 薬剤を含んだ 1%メ チルセ

ルロース(4000CPS:半 井化学), 2%牛胎児血清添加
MEM lmlを 各ウェルに重層した。72時間後,細胞を
ホルマリン固定し, 1%ク リスタル・ バイオレットで

染色してプラーク数を算定した。各濃度におけるプ

ラーク数から薬剤なしのコントロールウェルのプラー

ク数を50%に減ずる薬剤の濃度を片対数グラフを用い

て算出し, これをウイルス ED5。 とした。

5。 cell ED50

35mm dishに 単層培養した Vero細 胞 (1× 105/

dish)に 10倍段階希釈した薬剤 (0.1～ 1,000μ g/ml)を

添加し,培養した。72時間後, トリプシン処理をおこ

ない,0.3%ト リバンブルーを用いて血球計算板にて

Viable cenを 算定した。片対数グラフより薬剤なしの

コントロールの細胞数を50%に減ずる薬剤濃度を求

め, これを cell ED5。 とした。

6.臨床的検討

HSV‐ 1採取時における臨床的治療内容を調べ,in
vitroに おける薬剤感受性との関係について検討した .

また,同一患者より2回分離された 3症例の株につき,

1回 目 (初発)分離時と2回 目 (再発)分離時におけ
る各薬剤に対するウイルス ED50を比較した。

III 結  果
1.in vitroに おける全臨床分離株に対する薬剤感

受性

IDUの ウイルス ED50は ,0・ 073～ 0.77μ g/ml(平均
0.33± 0.16)で あ り,ACVの ED60は ,0・ 0032～ 0.33
μg/ml(平均0.13± 0.11)であった (表 1)。 著明に高

い ED50値を示す株はなかった。

2.cell ED50/ウ イルス ED50

cell ED50は IDU 3.8μ g/mlであり,ACV 68μ g/ml

であった。抗ウイルス剤はウイルス増殖を阻害する濃

度と細胞増殖を阻害する濃度の比が大きいほど良い薬

剤であるということができる。そこで,その indicator

として cell ED50/ウ イルス ED50を 求め る と,IDU
ll.5,ACV 523と ,ACVは IDUの 50倍近い値を示し
た (表 2).

3.HSV‐ 1採取時の治療と薬剤感受性

HSV‐ 1採取時の治療 とウイルス ED50の関係を表 3
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表 1 ウイルスED50(μ g/ml)

Nlean SD Range

IDU

ACV
“

拠

0.33

013
0.16

()11

表 2 cell ED50/ウ イルスED50

IDU ll.5

523ACV

表 3 HSV採 取時の治療 とウイルスED50(μ g/ml)

表4 同一患者より2回分離された症例のウイルス
ED50(μ g/ml)

First episode Recurrent

IDU ACV IDU ACV

症例 1

症例 2

症例 3

0.28

0.28

0.31

0.15

().17

0 08

0.31

0.33

0.68

32

32

26

に示 した.IDUの ED50は ,IDU使用眼では,平 均
0.27(± 0.06)μ g/mlで,無使用では,平均0.36(士

o.19)μ g/mlであった。ACV使用眼では,0.33μ g/ml
で,無使用では,平均0.33(± 0.16)μg/mlであった。

ACVの ED50は ,IDU使用眼では,平均0.11(± 0.11)

μg/mlで ,無使用では,平均0.14(± 0.12)μg/mlで

あった。ACV使用眼では,0.32μ g/mlで,無使用では,
平均0.12(± 0.11)μ g/mlで あった。いずれも両者の

間で,統計学的有意の差は認められなかった。
4。 同一患者より2回分離された3症例の薬剤感受

性

同一患者より2回分離された 3症例の株に対する

IDU,ACVの ウイルスED50を 表 4に不す。IDU,ACV

ともに 2回 目で値が低下した例はなく,特にACVに

対しては2～ 3倍の上昇を示した。但し,耐性株には

程遠い値であった。なお,初回にウイルスが採取され

た時点の角膜炎に対しては全例,無治療であったが,

その後 ACVに より治療した。 2回 目のウイルス採取
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時には症例 1,症例 2に対しては無治療であったが,

症例 3は ACVが投与されていた。

IV 考  按

抗ウイルス剤感受性試験には,色素取 り込み (dye

uptake)法6),プ ラーク減少法7),ELISA法 3)な どがあ

る。大量のサンプルのマススクリーニングには色素取

り込み法が迅速で便利な方法であると言われている
2)

が,今回,我々は広く用いられており,かつ信頼性の

高いプラーク減少法を採用した.他施設においても抗

ウイルス剤感受性試験が施行されているが,薬剤感受

性値は各々の検査方法,使用された細胞の種類,状態,

実験室によって異なるので,比較は難しい.

今回,検討 した臨床分離株に対するACVお よび

IDUの ウイルス ED50値は全例低値を示し,平均値よ

りかけ離れた値を示すものはなく,耐性ウイルス株の

定義づけに仮に引かれた3μ g/ml(平均±2MD)2)の値

あるいは cell ED50の 値を越えるものは分離 されな

かった. この結果は角膜ヘルペス臨床分離株に対する

抗ウイルス剤感受性を調査した Inoueら
5)の報告とも

一致する。我が国の女性性器ヘルペスより分離された

HSV株においても著明に高いウイルス ED50値を示す
ACV耐性株は検出されていない9)。

臨床的に IDUお よび ACVが 投与 されていた分離

株においてもウイルス ED50値 は低値を示していた.

従って,臨床的に IDU治療に失敗したと考えられた症

例もIDU感受性株を排出していたことになり,真の意

味では耐性ではなかったことになる。 これらの症例が

治癒しない原因としては,涙液中および角膜上皮にお

ける IDUの ウイルス ED50値 に達するために必要な点

眼回数 (1時間毎)が患者サイドで守られていないか,

あるいは逆に IDUの副作用による潰瘍の修復遷延が

考えられる
1°).IDUは,点眼剤という利点はあるが,

投与回数,角膜浸透性の悪さ,細胞毒性が問題になる

と思われる。

IDUは HSVの thymidine kinaSe(TK)の みなら

ず,正常細胞の TKで も燐酸化され,正常細胞の DNA

合成も阻害するので細胞毒性が強い.今回の結果では

ceH ED50/ウ イルス ED50は ACVが IDUの 50倍近い

値を示 しており,ACVの 安全性および有効性が確認
された。しかし,ACVは HSVの TKに よって燐酸化
されてはじめて活性化し,HSVの DNA p01ymerase
を阻害するので,逆に,TKの 変異の影響を受けやす
く,IDUよ りもむしろ耐性株を作成し易いと考えられ

治 療 ED50/1DU ED5o/ACV

IDU (+)
IDU (― )

0.27:士 :0.06

036± 0.19

0.11± 0.ll

O.14±0.12

14‖lx

21Hl、

ACV(十 )
ACV(― )

0.33

0 33ELO.16

0.32

0.12± 0.11

l限

34眼

0.073 ‐ヽ0.77

0.0032´ ‐ヽ0.33



る。

今回の全症例の検討では,IDU,ACVの使用例と無
使用例の間に抗ウイルス剤感受性の差を認めなかった

が,同一患者より2回分離された症例では,再発時の

分離株において, 1回 目の分離株よりIDU,ACVの
ED50値の上昇が全例にわずかに認められた .

一般的に抗ウイルス剤への抵抗性が増加したかどう

かは,in vitroで の ED50値 が約 4～ 10倍増加したか否

かで判断が下されており2),今 回の結果は上記定義に

合致した例はなかったとはいえ, これが長期にわたれ

ば耐性へと至る可能性があると考えられる。特に, 1

回目分離時は全例,ACVで 治療 してお り,ACVの
ED50値 がより上昇 していることから長期にわたる

ACV使用により,感受性低下の可能性が示唆される.
本症例は,IDUの ED50値 も上昇しており,ACV使用
により当該 HSV株の IDU感受性も低下するのでは
ないかと推察される。実際,丹 ら■)は ,in vitrOで は
ACV耐性株が容易に作成でき,ま た ACV耐性株は
IDUに対しても耐性であったと報告している。最近は
当科でもACV使用が多くなり,今後長期にわたる使
用により,in vitroで の耐性株出現が充分に予想され

る.

一般的にACV耐性株は TK欠損株が多いとされて
おり4),ま た TK欠損株は病原性,潜伏感染率は低いと
いわれている12)13)。 実際,ACV耐性株はマウスを用い
た実験で,角膜実質病変は弱く,潜伏感染も起こし難
いと報告されているH)14)。 しかし,耐性株の中でも
DNA polymerase変異株は親株と同様の病原性を示
すといわれており2), また Darbyら 15)は TK+の ACV
耐性株は,毒性が強く, また潜伏感染の頻度も高いと
報告しているので,今後,眼科領域でも病原性の高い
ACV耐性株が出現する可能性があると考えられる.
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