
要

単純ヘルペスウイルス 1型のアシクロビル耐性株 を作

成 し, この耐性株に対 して他の抗 ウイルス剤がどのよう

な感受性を示すかを検討 した。 さらに,野生株 とアシク

ロビル耐性株のチミジンキナーゼ活性 を測定 し,そ の変

化を検討 した。単純ヘルペスウイルスは臨床分離株であ

るマスダ株 を用い,アシクロビル 1× 10-6Mを 含有する

MEM培 地内で 20代継代培養することによってアシク

ロビル耐性株 を作成 した。このアシクロビル耐性株 をク

ローニング して 4株を得,アシクロビル耐性であること

を確認 した後, もとの野生株 と耐性株 4株に対 してアシ

クロビル,ガンシクロビル,カ ルボサイクリック・ オキ

セ タ ノ シ ン G,(S)‐ 9‐ (3‐ hydroxy… 2¨ phOsphonylme_

thOXypropyl)adenine((S)‐ HPMPA),ア デニン・ア
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約

ラビノシ ド(ara‐ A)の感受性を調べた。その結果,アシ

クロビル耐性株はガ ンシクロビル,カ ルボサイク リッ

ク・オキセタノシンGに交又耐性を示 し,アシクロビル

耐性株 に対 しては (S)・ HPMPAが 最 も有効であ り,

ara‐Aも 野生株 と同等の感受性を有 していた.野生株は

チミジンキナーゼ活性 を示 したが,アシクロビル耐性株

では 4株 とも陰性 となってお り, このことが耐性獲得の

原因であると考えられた。 (日 眼会誌 98:513-519,
1994)

キーワー ド :単純ヘルペスウイルス 1型,アシクロビル

耐性株,抗ウイルス剤,(S)‐ HPMPA,チ
ミジンキナーゼ活性

平成 6年 6月 10日
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Abstract

Sensitivity tests of various antiviral drugs on ((S)-HPMPA), and adenine arabinoside (ara-A))
aciclovir-resistant strains of herpes simplex virus were done on these ACY-resistant strains. The
type 1 (HSY-1) were done in uitro. Activity of ACV-resistant strains were resistant to ganciclovir
thymidine kinase (TK) of the aciclovir-resistant and carbocyclic oxetanocin G, but they were sensi-
strains was also investigated. A strain of HSY-I tive to (S)-HPMPA and ara-A. These ACV-
isolated from a patient with herpes labialis was resistant strains showed no detectable TK activity.
grown in Eagle's minimum essential medium (J Jpn Ophthalmol Soc 98: 513-519, 19g4)
containing 10-6M aciclovir (ACV) and passaged 20

times. Then ACV-resistant strains of HSV-I were Key words : Herpes simplex virus type 1, Aciclovir-
obtained. Sensitivity tests of 5 anti-herpetic agents resistant strain, Antiviral drugs,
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I緒  言

アシクロビルは現在我が国で市販されている数少ない

抗ウイルス剤の一つであり,1985年 8月 に点滴製剤,同

年 10月 に3%眼軟膏が発売され,さ らに,1988年 10月

には内服薬として発売された。それ以来,眼科臨床の場

においてウイルス感染症の治療薬として全身投与,局所

投与の両面から利用され,大変重要な位置を占めている。

しかし,それに伴ってアシクロビルでは治療困難な局面

に遭遇することも出てきはじめた。我が国以外では,

acquired immunOdenciency sydrome(AIDS)や 制癌剤

投与を受けた癌終末期患者のように,免疫機能が極度に

低下した患者から単純ヘルペスウイルスのアシクロビル

耐性株分離の報告がなされている1)～ 5)。 また我が国でも,

臨床的にアシクロビル耐性と考えられる単純ヘルペスウ

イルスの症例が報告された6)7)。 さらに 1992年には,井上

幸次らによってアシクロビルで改善しないヘルペス性角

膜炎の 2症例からアシクロビルに耐性である単純ヘルペ

スウイルスの分離の報告がなされた。今後,我が国にお

いてもヘルペスウイルスの薬剤耐性の問題はますます重

要になってくるものと考えられる。

本論文は,単純ヘルペスウイルス 1型のアシクロビル

耐性株を 効 υttθ において作成し,そ のアシクロビル耐

性株に対して他の抗ウイルス剤がどのような感受性を示
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すかを比較検討し,耐性株に対する治療法に関する方向

付けを試みた。 さらに,野生株とアシクロビル耐性株の

チミジンキナーゼ活性を測定し,ア シクロビル耐性は同

酵素の活性低下に基づくことを確認した。

II実 験 方 法

1.材  料

1)ウ イルス :臨床分離株である単純ヘルペスウイル

ス 1型 (herpes simplex virus type l,HSV‐ 1)の マス

ダ株を使用した。このマスダ株は口唇ヘルペスの患者か

ら分離したウイルスで,螢光標識モノクローナル抗体を

用いて HSV‐ 1であることを確認した。

2)細胞 :耐性株作成と抗ウイルス剤の感受性試験に

はVERO細胞を用い,チ ミジンキナーゼ活性測定には

LM細胞を用いた。培養液はEagleの minimum essen―

tial medium(MEM)培地に L‐ グルタミン0.3g/1,牛

胎児血清 (FCS)1%を加えて用いた。LM細胞の培養

には, さらに 5‐ bromo‐deoxyuridine(BUdR)25 μg/ml

を加えた。組織培養シャーンはNunc社製のものを用い

た。

3)抗 ウイルス剤 :ア シクロビル (9o(2‐ hydroxyethox‐

ymethyl)guanine,aciclovir,ACV),ガ ンシクロビル(9-

(1,3‐ dihydroxy-2-propoxymethyl)guanine, DIIPG,

gancic10vir),カ ルボサイクリック。オキセタノシン G(9‐

OH
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図 1 抗ウイルス剤の化学構造式.

ACV:aciclovir,DHPG:9‐ (1,3-dihydroxy‐ 2‐propoxyinethyl)guanine,C,OXT‐ G:carbocyclic oxetanocin

G,(S)‐ IIPMPA:(S)。 9‐ (3‐hydroxy‐2_phOsphOnylmethOxyprOpyl)adenine,ara‐ A:adenine arabinoside
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[3,4-bis(hydrOxyimethyl)cyclobutyl]guanine, carbOcy_

CliC oxetanocin G,C.OXT‐ G),(S)‐ 9_(3-hydroxy‐ 2‐

phOSphOnyl― InethOXyprOpyl)adenine((S)‐ HPIMPA),
アデニン・アラビノシド(9_β _I)_arabinOfuranOSyladenine,

ara―A)の 5種類を使用した。なお,C.OXT‐ Gは,199o
年に徳島文理大学薬学部で新 しく合成された抗ウイルス

剤8)で,その構造にグアニン (guanine)と サイクロブタ

ン (cyc10butane)環 を有 す る炭素環 ヌク レオシ ド

(CarbOCyCHC nucleoside)の 一種である (図 1)。

2.抗ウイルス剤の感受性試験の方法

HSV-1に対する抗ウイルス剤のED50値 を測定し,こ
れをもって感受性の指標とした。まず VERO細胞を単層

培養し, ここへ HSV-1を 接種 し,37℃ ,5%C02の条件

下でウイルスを吸着させた。 1時間後,抗ウイルス剤を

段階希釈 して含有する0.5%メ チルセルロース 。MEM
培養液で単層 VERO細胞を覆い,37℃ ,5%C02 inCuba‐

torで培養 した。プラックが十分大きくなるまで培養し

た後に上清を捨て,PBS(― )で細胞表面を洗浄し,そ
して,10%ホ ルマリン・クリスタルバイオレット液で室

温で 30分間固定染色した。抗 ウイルス剤を含有しない培

養液のシャーレで作られたプラック数を測定し, これを

対照の値 とした。抗ウイルス剤を段階希釈して含有して

いる培養液のシャーンで作 られたプラック数を測定し,

各段階において対照の値からどれだけプラック形成が抑

制されているかを示すプラック形成抑制率を算出した。

片対数グラフの横対数軸に抗 ウイルス剤の濃度をとり,

縦軸にプラック形成抑制率をとって感受性曲線を描き,

これからプラック形成抑制率が 50%と なるところの抗

ウイルス剤の濃度を求め, これをED50値 とした。

3.ACV耐性 HSV¨ 1株作成方法

HSV-1マ スダ株を本実験の野生株とし,ACVを 3×

100
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10-6R4, 1× 10-6ル 1, 3× 10-7Nl, 1〉く10-7M, 1× 10-8L〔 ャこ

段階希釈して上記の方法でACVの ED50値 を測定 した。

次に,野生株をACV l× lo-6M含有 MEM培養液中で

20代継代培養 し,得 られた HSV-1に 対す るACVの
ED50値を測定した。この値を野生株 と比較し,ACVに対

して耐性を獲得していることを確認した。その後, この

ACV耐性株をクローニングし, 4個のウイルス株を採

取した。そして,こ れら4株に No.1,No.2,No.3,
No.4と 番号を付けた。これら4株すべてについて各々

ACVの ED50値を測定し, 4株 いずれもがACV耐性で

あることを再確認した。さらに何代継代したところで耐

性を獲得したかをみるために, 5,10,15代 目の HSV―

1に対するACVの ED50値を求めた。

4.HSV_1に対する抗ウイルス剤の感受性試験

HSV-1の野生株とACV耐性 4株の,合計 5株に対す

るACV以外の上記抗ウイルス剤の ED50値を求めるこ

とによって,感受性の比較を行った。

5。 チミジンキナーゼ (thymidine kinase,TK)活 性

測定9)1° )

LM細胞を BUdRの存在下で単層培養した後,HSV‐ 1

野生株 とACV耐性株 4株をLM細胞に接種した。37°C,

5%C02の条件下で 20時間の培養後,細胞を 0.02Mト
リスー塩酸緩衝液 (pH 7.8)に 懸濁し,超音波で破壊し

た。そして 8,000× g,20分間遠心 し上清を採 り,Lowry
試薬法で蛋白定量を行った。蛋白濃度 (1.77 mg/ml)を

一定にした上清 40 μlと ,3H_チ ミジン含有の反応液 120

μlを 37℃ で反応させた。試料 として経時的に 20 μlずつ

取 り出し,DEAE paperに 吸着させ,ユ タノールで未反

応のチミジンを除き放射能測定を行った。

プ
ラ
ッ
ク
形
成
抑
制
率

（
％
）

1× 10-8

ED5 0

3× 10-3 l× 10-7    3× 10-7

ACV濃度 (M)

1× 10-6

図 2 HSV‐ 1野生株に対するACV感受性曲線 .

3× 10-6
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表 l HSV‐ 1野生株 (マ スダ株 )に対するACVの効果

ACV濃度  平均プラック数  プラック形成抑制率

0.0%
-1.8%
36.1%

75.6%

98.4%

100.0%

表 2 各 HSV‐ 1に 対する各薬剤の ED50値

20

0  1ヽ4

1× 10-3、4

1× 10-7〕И

3× 10~ηИ

l× 10-61И

3× 10-6〕Л

628.0

639.0

401.0

153.0

10.3

0.3
15
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(単位 :× 10-7M)

表 3 3H_チ ミジン活性 (c.p.m./10 μl)

反応
時間

LM細胞
HSV-1
野生株

ACV耐性株

No.l  No.2  No.3  N。.4

0分

20分

40分

60分

1,905

1,713

1,442

2,162

1,354

1,719

1,721

1,819

1,379

1,222

1,516

1,796

III 結  果

1.HSV‐ 1野生株 (マスダ株)に対するACVの感受性

ACV各濃度において形成されたプラック数 と,それ

から算出されたプラック形成抑制率を表 1に示 した。こ

れらプラック形成抑制率とACV濃度から感受性曲線を

描くと図 2の ごとくなり,こ れよりHSV-1野生株 (マ ス

ダ株)に対するACVの ED50値は 1.5× 10-7Mであるこ

とがわかった。

2.ACV耐性株の作成経過

HSV-1を継代して 5,10,15,20代 目に対するACV

の感受性を調べた結果,ED50値は 5代 目が 8.0× 10-7M,

10代 目が 5.2× 10-7M,15代 目が 1.5× 10-5M,20代 目が

2.6× 10-5Mになり,耐性は 15代 目で獲得されていたこ

とが判明した。

3.HSV‐ 1に対する抗ウイルス剤の感受性

HSV‐ 1の 野生株 とACV耐性 4株 に対する各種抗ウ

イルス剤の感受性を調べた結果を表 2に示した。小括す

ると,野生株に対しACVにはぼ匹敵する効果を示す薬

剤はDHPG,C.OXT‐ Gであり, これら薬剤は ACV耐

性株に対し,DHPGは約 200倍 ,C.OXT―Gは約 30倍の

有効濃度が必要であり,交叉耐性を示した。他方,(S)‐

HPMPAと ara‐Aは野生株,ACV耐性株に対するED50

1,776

7,279

14,183

20,199

1,571

1,477

1,463

1,258

1,532

1,431

1,407

1,940 0        2o        40        60

崎'  間 (分 )

図3 チ ミジンキナーゼ (TK)活性測定曲線

白丸 !LM細胞,黒丸 :野生株,自 三角 :耐性株 No.

1,黒三角 :耐生株 NO.2,自 四角 :耐生株 No.3,黒

四角 :耐性株 No.4

値の濃度に差具を認めなかった。

4.HSV‐ 1の TK活性測定

TK活性測定の結果を表 3,図 3に示 した。ここに示す

ように,HSV‐ 1野生株は時間の経過とともにTK活性は

上昇 しTK陽性であることがわかった。それに対 して

ACV耐性株は 4株すべてにおいて経時的に対照とした

LM細胞とは|′ゴ同じ放射能活性値を示 し,TK陰性であ

ることが判明した。

IV 考  按

今回,実験の中心 となったACVの 作用機序をみてみ

る と,ACVは ,ま ず HSV由 来のチ ミジンキナーゼ

(thymidine kinase, TK)に よって特異的にリン酸化さ

れて一 リン酸化物 となり,次に細胞由来の酵素によって

リン酸化が進み,そ して三 リン酸化物が HSVの DNA
ポ リメラーゼ (DNA polymerase)に よるDNA合成過

程においてデオキシグアノシン三 リン酸 とチミジン三 リ

ン酸のDNAへの取 り込みを拮抗阻害するH)～ 13)。 このよ

ACV
DHPG
C.OXT・ G
(S)‐ HPiMPA
Ara‐A
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うにして,ACVは HSVに対して抗ウイルス作用を発現

するため,HSVが ACVの耐性を獲得するには,HSVの
TKの変化14)～ 16)あ るいは,DNAポ リメラーゼの変化の

2点が考えられる17)～ 20)。
今回の我々のACV耐性株にお

いては, 4株 ともTK陰性となったためにACV耐性を

獲得したと考えられる。

DHPGも ,ACVな ど他のヌクレオンドアナログと同

様に HSV由 来の TKに よって一 リン酸化され,次いで

細胞由来の酵素で三 リン酸化物まで リン酸化されて活性

化 し,HSVの DNAポ リメラーゼ活性を阻害すること

によって HSVの複製を妨げるといわれている21)22)。
今

回の我々の実験結果でも,HSV‐ 1の野生株に対する感受

性はACVと 同等であったことは,同 じ作用機序に基づ

くことを示している。さらにDHPGは,細胞由来の TK
によってはほとんどリン酸化されなぃ23)24)に もかかわら

ず,最近 DHPGが ウイルス由来の TKを 持たないサイ

トメガロウイルス(cytOmega10virus,CMV)の DNA合
成に対して直接的阻害作用のあることが報告されてい

る25)26)。 この事実は,DHPGに 対す るHSV‐ 1お よび

HSV-2の感受性はACVと ほぼ同等であるが,ACV耐
性株に対しては,DHPGは ACVよ りも優れた阻害活性

を示す23)25)と いわれている。しかし,今回我々の作成した

ACV耐性株に関しては,DHPGの No.2に対する感受

性が ACVの 感受性の約 5倍を示してはいるものの,他
の 3株においてはほとんど差はみられず,ま た,No.1
～No.4ま での 4株 のACV耐性株に対するDHPGの
感受性をみてみると,耐性株間での差はみられなかった。

次いで,新 しい抗 ウイルス剤 であるC.OXT‐Gも
ACVと DHPGに劣らない抗 ウイルス作用を有 してい

る。そして,ク ローニングされたすべてのACV耐性株

は,野生株に比較し,DHPG,C.OXT‐ Gの感受性が低

下し, この 2剤に対しても耐性を獲得している。このよ

うに,ACV,DHPG,C.OXT―Gの 3剤は,今回実験に

用いた HSV‐ 1野生株 と耐性株に対しては同じような抗

ウイルス効果を示した。これより,C.OXT‐Gの作用機

序は現在明らかにはされていないが,TKが関与してい

ることが示唆される。なお,C.OXT‐ Gは れ υ″%θ のレ

ベルのみならず,家兎角膜ヘルペスやヒトの角膜ヘルペ

スというれ υグ
"の

レベルにおいても抗 HSV効果を有

することが証明されており27),今
後の発展が注目される。

(S)― HPMPAは ,リ ン酸をヌクレオシドアナログに結

合させることによって細胞透過性を薬剤に付与した誘導

体である28)(図
1)。 ACVの ように感染細胞内で リン酸化

されて活性化する抗 ウイルス剤は HSVの チ ミジンキ

ナーゼ欠損株 (TK―株)に対して無効であり,ま た ACV
を化学的に一 リン酸化して, これを投与してもこれらの

一 リン酸化物は細胞膜を透過できないので,抗 ウイルス

作用を及ぼすことができないことから (S)‐ HPMPAが
合成された28)。 (s)_HPMPAは 細胞の酵素によリー リン
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酸化物,続いてニ リン酸化物へと変換される。そして出

来上がった(S)― HPMPAのニ リン酸化物が,ウ イルスの

DNAポ リメラーゼを特異的に阻害して抗 ウイルス作用

を発揮するといわれている29)。 このよ うにして,(S)―

HPMPAは HSV‐ 1,HSV‐ 2,HSV‐ lTK~株 ,VZV,
CMV,vaccinia virusに抗ウイルス作用を有していると

いわれている28).

今回の実験では,(S)― HPMPAの HSV‐1野生株に対

する感受性はACV,DHPG,C.OXT‐ Gに比較するとや

や低いものの,HSV‐1野生株とACV耐性株の間ではと

んど差のない十分な感受性を示しており,ま た,ACV耐
性株に対する (S)‐ HPMPAの感受性は他の抗ウイルス

剤に勝る高い感受性を示している。

Ara―Aは細胞由来のアデノシンキナーゼによって一

リン酸化され,次 いでニ リン酸化物,三 リン酸化物となっ

てDNAポ リメラーゼを阻害するが,細胞のDNAポ リ

メラーゼの 10倍の強さで,HSV,VZVの DNAポ リメ

ラーゼを競合的に阻害することによって抗ウイルス作用

を発揮する。したがって,ara―Aは ウイルス感染細胞でも

非感染細胞でも三 リン酸化物が作られ,ara―Aは細胞の

DNA合成にも影響を及ぼす。Ara‐Aは このような作用

機序を有するため,TK~株にも有効といわれている30)31)。

今回の我々の実験では,HSV‐ 1野生株に対する ara‐A
の感受性はACVの 感受性 と比較するとED50において

100倍の差がみられたが,HSV‐ 1野生株 とACV耐性株

の間では全 く差はなく, これまでの報告29)と _致 してい

た。

我が国においても,現在 AIDS患者は増加傾向にあり

社会問題 となっている。そして,今後ますます免疫機能

低下または喪失状態にある患者が増加し,HSVの ACV
耐性株も増加することが予測される。

1989年 に凡ら32)に よって,ACV耐性株 に対 して tri‐

nuorothymidine(TFT)が高い感受性を示したとの報告

がなされており,今回の実験結果からも,臨床において

ACV耐性が疑われた場合,ACVと は作用機序の類似す

る薬剤を避け,異なる作用機序を持つ抗ウイルス剤 (例

えば (S)‐HPMPA,ara― A,TFT)に変更 して治療をす

すめていくのが望ましいものと考える。

稿を終えるにあた り,ACVの 分与を受けた Wellcome社 ,

DHPGの 分与を受けた Syntex社 ,(S)‐ HPMPAを 分与して

下さった Prof.De Clercq,C.OXT_Gを 分与 して下さった徳

島文理大学薬学部丸山徳見助教授ならびに LM細胞を分与

して下さった旭川医科大学東 匡伸副学長に深謝致します。

また,チ ミジンキナーゼの活性測定に御指導をいただきまし

た当大学 ウイルス学講座の内田孝宏教授,小山 一助教授に

深謝いたします.
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