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研究成果の概要（和文）：アデノウイルスは流行性角結膜炎の原因ウイルスであり，毎年流行を繰り返してい
る。近年新型が出現し，その眼科的臨床像が変化してきている。複数の新型アデノウイルス臨床株に対して，ス
タブジンの増殖抑制作用をin vitroで検討した。既知の4型，64型と同様に，53型，54型および56型に対して，
スタブジンは濃度依存的抑制作用がみられた。現在わが国で流行を生じているアデノウイルスに対してもスタブ
ジンは有効であることが示された。54型アデノウイルス結膜炎の臨床所見を解析したところ，若年齢群の臨床ス
コアは成人群よりも有意に高く，年齢的な相違が認められ，臨床的に注意を要する。

研究成果の概要（英文）：Adenovirus causes epidemic keratoconjunctivitis and it has induced large 
epidemic every year. New types have appeared recently, and ocular manifestations have changed. 
Antiviral activity of stavudine was evaluated in several types in vitro. It was shown that stavudine
 had dose-dependent inhibitory effect on novel types 53, 54 and 56 similarly with type 4 and 64 of 
conventional types indicating that stavudine is effective against novel adenovirus types that are 
currently causing epidemics. From the clinical analysis of adenoviral conjunctivitis caused by type 
54, it was shown that clinical score of younger cases was significantly more serious than that of 
adult cases, indicating age specific clinical characteristics leading to clinical insight.

研究分野： 眼科学

キーワード： アデノウイルス　抗ウイルス薬　遺伝子系統解析　流行性角結膜炎
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ウイルス感染症に対する治療薬はエイズ，イ

ンフルエンザ，ヘルペス感染症などのいくつか
の疾患で，特に生命予後に影響し，大規模な流
行を来たすために，公衆衛生学的に重要な疾
患についてはこれまで研究が進められ，臨床応
用されている治療薬もある。しかしアデノウイルス
については，わが国では毎年約100万人が罹患
することが感染症サーベイランスから知られてい
る伝染力の強い疾患であるが，薬物治療へのア
プローチは十分進展していなかった。その理由
として，アデノウイルスによる咽頭，上気道およ
び結膜などの粘膜組織に生じる急性感染症は，
通常約 2 週間以内で自然治癒することがあげら
れる。しかし発症者は治癒するまでに，感染症
法上から自宅療養や児童生徒も学校感染症上
の制限を受けることを余儀なくされる。したがっ
て特異的抗アデノウイルス薬が臨床応用されれ
ば，治療期間を短縮し，感染の伝播を減少させ，
罹患者とその周囲の地域住民の Quality of life
の向上が期待される。また骨髄移植など免疫抑
制状態の症例にアデノウイルスが感染すると，
肺炎，出血性膀胱炎などの重症ウイルス感染症
から死に至ることがある。 

これらの症例については，抗ウイルス薬が確
立できれば，生命予後の改善も可能になる。こ
のように，抗アデノウイルス薬は将来の医療のさ
らなる高度化の状況では，眼感染症だけでなく，
その開発･確立の臨床的及び医学的な意義は
大きいといえる。さらに，適切な診断のための方
法として，イムノクロマト法による迅速診断が行わ
れているが，侵襲の大きい点があり，感度の改
良とともに，臨床的な課題となっている。そして，
近年の新型アデノウイルス感染症の増加により，
アデノウイルス結膜炎の臨床像の変化が著しく，
その実態をウイルス学的なら鼻に臨床的に解析
することの必要性が高まっていた。 
 
２．研究の目的 

アデノウイルスは，流行性角結膜炎(epidemic 
keratoconjunctivitis; EKC) 及 び 咽 頭 結 膜 熱
(pharyngoconjunctival fever; PCF)などのウイル
ス性結膜炎を生じるが，眼科領域以外にも呼吸
器系の上気道炎を生じ，特に 7 型は市中および
院内感染肺炎の原因ともなり，死亡例もあるため
臨床的に重要である。現在までアデノウイルスに
対する特異的抗ウイルス治療薬は十分に確立さ
れていない。そこで，本研究ではアデノウイルス
治療薬の臨床応用を進めるために，ウイルス薬
の抗アデノウイルス作用の解析，アデノウイルス
感染動物モデルの確立のための基礎研究，新
型アデノウイルスへの増殖抑制作用の検討及び
点眼製剤の安定性の研究などを総合的に行っ
ていくことを計画し，以下の研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）抗アデノウイルス薬の新型アデノウイルスに
おける解析 

新型のアデノウイルスである 53 型，54 型およ
び 56 型のそれぞれ臨床分離株と 19 型から新型

と新しく決定された 64 型，そして近年発症者数
の多い 4 型の 5 型について，抗 HIV 薬として用
いられているスタブジンを用いて，そのアデノウ
イルス増殖抑制作用を検討した。 スタブジンは
核酸系逆転写酵素阻害薬に属し，従来の結膜
炎起炎型には有効性があると報告されている。
抗アデノウイルス作用については下記のように in 
vitro で検討した。A549 細胞による培養系を用
い，上記の 5 つの型の臨床分離株および 4 型標
準株を用いた。増殖抑制作用の評価には薬剤
自体の細胞毒性を MTS 法で検討した後，スタブ
ジンをその結果をもとに決定した希釈倍率の
種々の濃度でアデノウイルスに 24 時間作用させ，
さらに 7 日間培養し，定量 PCR 法でアデノウイ
ルス DNA を測定した。指標としては細胞毒性の
CC50(50% cytotoxic concentration)と EC50(50% 
effective concentration)を算出し，それらの比で
ある選択指数によって，これまで検討されてきた
抗アデノウイルス薬との対比を行ってその臨床
的な有用性を評価した。 
（2）結膜滲出液を含む涙液を用いたアデノウイ
ルス検出増感キットの評価 

2016年7月～11月の期間中に福岡大学病院
およびみぎた眼科を受診し，流行性角結膜炎の
臨床症状がみられ，アデノウイルス抗原検査が
必要と考えられた患者で，本試験への同意が得
られた患者 93 例を対象とした。これらの症例に，
以下の 2 種類のアデノウイルス迅速診断キットを
用いて検査した。ひとつは結膜ぬぐい液を用い
る従来の IC 法キット（対照キット）で，クイックナビ
TM アデノ（大塚製薬）を用いた。結膜ぬぐい液は
点眼麻酔下で結膜を綿棒で強く擦過し採取した。
もうひとつのキット（評価キット）はクイックチェイサ
ーAuto Adeno 眼（㈱ミズホメディー）および富
士ドライケム Immuno AG カートリッジ Adeno 
OPH（富士フイルム㈱）であった。両キットは同一
製品である。評価キット用の検体として，シルマ
ー試験紙を加工した検体採取具を結膜に 5 秒
ほど付着させて結膜滲出液を含む涙液を採取し，
抽出容器中で検体採取具のろ紙部を引きちぎ
って内壁でしごいた後，抽出液をテストカートリッ
ジに滴下し，それを同一の専用測定器であるク
イックチェイサーImmuno Reader（㈱ミズホメデ
ィー）にセットして，銀増幅反応を行い，15 分後
に自動判定した。銀増幅反応の原理は簡略に
は IC 反応の後，銀イオンと還元剤を供給するこ
とにより，標識粒子である金コロイドの周囲に銀
を析出させ，標識粒子を約 100 倍に拡大するこ
とで，従来の IC 法キットより高感度でアデノウイ
ルス抗原を検出することができる。検体採取の
順序はまず点眼麻酔を行わずに，結膜滲出液
を含む涙液を採取し，その後点眼麻酔を行って，
結膜を擦過し，結膜ぬぐい液を採取した。 

全症例について，それぞれの診断キットの測
定試料残液を-30℃で凍結保存し，アデノウイル
ス DNA 検査を行った。QIAamp DNA Mini 
kit(QIAGEN)で DNA を抽出し，プライマーを加
えて Thermal Cycler Dice Real Time System 
TP800（タカラバイオ株式会社）によりアデノウイ
ルス遺伝子の増幅および検出を行った。プライ



マ ー お よ び 反 応 条 件 は 既 報 に 従 っ た 。
Real-time PCR 法で陽性となった検体の DNA に
対して，ヘキソン C4 領域の PCR を行い，ダイレ
クトシークエンス法によって塩基配列を決定した。
塩 基 配 列 を BLAST(Basic Local Alignment 
Search Tool)によって型別判定を行った。PCR の
プライマーおよび反応条件は既報に従って行っ
た。本研究は福岡大学臨床研究審査委員会に
おいて承認されて行われた(16-2-15)。 
（3）新型アデノウイルス 54(HAdV-54)型による流
行性角結膜炎の臨床的ならびにウイルス学的解
析 

2016 年 6 月 16 日～8 月 29 日までの期間に
臨床的に EKC と診断され、結膜ぬぐい液から
HAｄV-54 型検出された連続症例 55 例（男：女
＝23：32、平均年齢 21.7 歳）を対象とした。初診
時の結膜、角膜所見及び耳前リンパ節腫脹をそ
れぞれスコア化して合計を臨床スコアとした。両
眼例は重症眼を対象とした。Real time PCR 法に
よって型別判定およびウイルス DNA を定量した。
臨床症状の重症度は角膜，結膜所見はそれぞ
れ0～3にスコア化し，耳前リンパ節腫脹はありを
1 なしを 0 として，その合計スコアを臨床スコアと
して解析した。 
４．研究成果 
（1）スタブジンは既報と同様に，64 型と 4 型につ
いては有意な増殖抑制作用がみられた。また新
規の型である 53，54 及び 56 型についても同様
に濃度依存性の有意な増殖抑制作用がみられ
た。選択指数はこれまで報告された他の型と大
きな違いはなく，スタブジンは新しく報告された
アデノウイルス型に対しても有効であることが確
認された。 

今回報告した型は 4 型を除いていずれも D 種
に属するわが国で結膜炎の流行を近年生じて
いる型であるため，スタブジンの有効性は本症
の治療管理の上で有用であることが示唆され
た。 
（2）全 93 眼のうち対照キットおよび評価キットの
それぞれの陽性率は 57.0%(53/93) および
62.4%(58/93)であった。2 施設で検体が採取され
たが，うち 1 施設（福岡大学病院）からの検体は
全てアデノウイルス陰性の 3 例であった。なお
Real-time PCR 法で AdV 陽性となった症例は
63.4%(59/93)であり，PCR 陽性例 59 例はいずれ
のキット測定試料残液でも PCR 陽性であった。
また各キットの陽性例はすべて Real-time PCR
法でも陽性であった。34 症例(36.6%)ではアデノ
ウイルスが検出されなかった。型別では，AdV54
型が 55 眼(93.2%)，3 型および 19/64 型がそれぞ
れ 2 眼(3.4%)に検出され，ほとんどの症例が 54
型であった。対照キットおよび評価キットのそれ
ぞれの Real-time PCR 法に対する感度は 89.8%，
98.3%であり，特異度はいずれも 100%であった
（表 1）。2 種の IC 法の Real-time PCR 法陽性例
における感度の差には有意差が見られ，評価キ
ットの感度が有意に高値であった(P<0.01（カイ
二乗検定)。対照キットと評価キットの陽性一致
率は 100%，陰性一致率は 87.5%，全体一致率は

94.6%であった（表 2）。 
本試験を通して，評価キットの検体採取時に点
眼麻酔は行わなかったが，疼痛を生じて採取で
きない症例はなかった。 
 
表 1. 2 種類のアデノウイルス迅速診断キットの
Real-time PCR 法に対する感度と特異度 
 

 
表 2. 2 種類のキット間の結果の相関 
 

これらの結果から，涙液を検体とした評価キッ
トは結膜擦過が不要で，患者への負担が少なか
った。専用機器で増感を行い，対照キットに比
較して感度が高かった。評価キットは客観的で
有用であると考えられた。 
（3）この研究の母集団の構成は表 3 に示すとお
りであった。 
表 3. アデノウイルス結膜炎症例の疫学的特徴 

 

評価キット 

（結膜滲出液

を含む涙液） 

対照キット 

（結膜ぬぐい

液） 
計 

陽性 陰性 陽性 陰性 

Real-time 

PCR 法 

陽性 58 1 53 6 59 

陰性 0 34 0 34 34 

合計 58 35 53 40 93 

感度 98.3% 89.8% P<0.01 

特異度 100% 100% 
 

全体一致率 98.9% 93.5% 
 

 

評価キット 

計 

陽性 陰性 

対照キ

ット 

陽性 53 0 53 

陰性 5 35 40 

計 58 35 93 

陽性一致率 100.0% 
 

陰性一致率 87.5% 
 

全体一致率 94.6% 
 



角膜所見は 98.2%とほとんどの症例が軽症で
あった。結膜所見は軽症 3.6%，中等症 94.6%，
重症 1.8%とほとんどが中等症であった。耳前リン
パ節腫脹は 49%にみられた。角膜上皮下混濁は
77%遠くの症例に見られ，重症な傾向を示してい
た。 

臨床スコアと患者群における相関は次の通り
であった。 
表 4. 臨床スコアと各要因の解析 

 臨床スコア 統計学的有意差 

発症後日数 

   ＜2 日 

   3 日≦ 

2.52±0.59 

2.38±0.49 

有意差なし 

性別 

   男性（23 人） 

   女性（32 人） 

2.61±2.41 

28.9±0.61 

有意差なし 

HAdV の対数値 

   ≦8.6（29 人） 

   ＞8.6（26 人） 

2.41±0.56 

2.58±0.57 

有意差なし 

年齢 

   ＜23 歳（32 人） 

   ≧23（23 人） 

2.69±0.53 

2.22±0.51 

P<0.01 

 
結果をまとめると以下の通りであった。 
平均年齢は 21.7 歳で，18 歳未満が 32 人

（58.2％）であった。偽膜性結膜炎は認めず、結
膜炎は中等症が 94.6％であった。初診時に角
膜所見を認めないにもかかわらず、多数の角膜
上皮下混濁症例がみられた。23 歳未満群と以
上群の臨床症状スコアのみ有意差をみとめ、若
年者がより重篤だった。 
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