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研究成果の概要（和文）：　水痘帯状疱疹ウイルス（VZV）や単純ヘルペスウイルス（HSV）などのαヘルペスウ
イルスによる感染症には、急性網膜壊死（ARN）のように、第一選択薬であるacyclovir（ACV）が十分に効かな
い疾患も存在する。そこで強い抗ウイルス作用をもつフラボノイドであるtricinが、ACVを代替あるいは補助す
る薬となる可能性を検討した。ARNの発症機序モデルとして、VZVを感染させたヒト網膜Muller細胞株において、
IL-8やMMP-13の産生上昇が起きることをまず確認した。そしてACVおよびtricinの抗ウイルス効果・抗炎症効果
を同細胞で比較したところ、tricinにより強い作用が見出された。

研究成果の概要（英文）：  Alphaherpesviruses such as varicella-zoster virus (VZV) and herpes simplex
 virus (HSV) occasionally cause severe infectious diseases like acute retinal necrosis (ARN) for 
which acyclovir (ACV) is not enough effective. In the present study, I addressed the applicable 
possibility that a flavonoid, tricin, exhibiting a potent antiviral activity could be an alternative
 or supportive drug of ACV. I found human retinal Muller cell line as a in vitro model of 
pathogenesis of ARN in which production of several inflammatory factors including IL-8 and MMP-13 
was increased in response to VZV infection. Furthermore, it was demonstrated that tricin showed 
stronger antiviral and antiinflammatory effects than ACV in the infected cells. These results 
suggest that tricin could be a promising candidate of an alternative or supportive drug of ACV in 
the treatment of ARN.

研究分野： ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、これまでに不明であったARNの発症機序の一端として、ウイルスに感染した網膜Muller細胞か
ら産生されるケモカインやプロテアーゼの関与の可能性が示唆された。またACVでは同細胞でのウイルス増殖を
完全に抑制することはできなかった。このことはACV単剤ではARNの進行を止められないことと符合する。さらに
天然のフラボノイドであるtricinが、ACVよりも強い抗ウイルス効果・抗炎症効果を網膜Muller細胞で示すこと
を明らかにした。このことは、現在のARNの治療成績を改善する新たな治療薬候補となる可能性があり、臨床上
大きな意義を持つ成果といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヘルペスウイルスはゲノム塩基配列やウイルス学的な性状に基づいて、α、β、γの 3種類の

亜科に分類され、その内αヘルペスウイルス亜科には、単純ヘルペスウイルス 1 型(HSV-1)・2 
型(HSV-2)、ならびに水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)が属する。HSV は口唇ヘルペス、性器ヘルペス、
皮膚疾患、眼疾患、脳炎などの各種疾患を引き起こし、また VZV は初感染時に水痘を、再燃時に
は帯状疱疹を引き起こす。いずれのウイルスも宿主の疲労、加齢、医療行為等に伴う免疫低下時
に再活性化し病原となることが多いが、母子感染や急性網膜壊死等のケースでは、免疫健常者に
とっても危険性が高いウイルスである。HSV と VZV に対しては acyclovir(ACV)が有効であるが、
耐性ウイルスの出現や、母子感染のように治療開始が遅れがちなケース、急性網膜壊死（ARN）
のように単剤では治療効果が不十分なケースなど、治療上の有効性は十分とはいえないのが現
状である。そのため作用点の異なる新規薬の登場が期待されている。我々の研究グループは、ク
マザサ由来フラボノイドである tricin が、ヒトサイトメガロウイルス（HCMV）やインフルエン
ザウイルスの増殖を強力に抑制することを報告し、そのメカニズムを明らかにしてきた。報告者
は、tricin が HSV および VZV に対しても抗ウイルス作用を発揮することを発見し、新たな抗α
ヘルペスウイルス薬としての可能性を検討することを目的に本研究を計画した。ただし、HSV や
VZV の代表的な感染許容細胞である Vero 細胞や HEL 細胞を用いた事前検討では、ACV の方が
tricin よりも遥かに優れた抗ウイルス効果を示しており、一見すると tricin を活用できる余地
は無さそうであった。そこで、ACV 単剤ではその急速な病態進行を止められない ARN に着目し、
特に ARN の原因ウイルスとして最も頻度が高く、なおかつ最も視力予後不良につながりやすい
VZV に焦点を絞ることとした。 
 
２．研究の目的 
ARN のようにウイルス増殖と炎症反応の両方を抑える必要がある場合、抗ウイルス作用とは別

に抗炎症作用も報告されている tricin の方が、ACV よりも有効性が高い可能性がある。そこで、
ARN の病態モデルとなるヒト網膜由来細胞株の探索を行い、ウイルス感染に伴う炎症性応答とウ
イルス増殖の両者に対する抑制効果を、tricin と ACV とで比較検討することを目的に研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
1）ヒト網膜由来細胞株への VZV 感染 
ヒト網膜色素上皮細胞株（ARPE-19）およびヒト網膜 Müller 細胞株（MIO-M1）に、VZV を MOI=0.01

で感染させ、プラーク形成によるウイルス増殖を確認した。ARPE-19 はプラーク減少法により ACV
と tricin の IC50値を算出した。MIO-M1 はプラークの計測が困難であったため、VZV DNA を real-
time PCRによって定量することにより、ACVとtricinの抗ウイルス効果を比較することとした。 
 
2）ケモカイン測定 
ARPE-19 および MIO-M1 に VZV を感染させて 7 日後に培養上清を回収し、LEGENDplex Human 

Chemokine Panel（BioLegend）を用いて 13種類のヒトケモカインを測定した。蛍光マイクロビ
ーズの測定には、BD FACSCalibur HG（BD Biosciences）を用いた。 
 
3）白血球遊走試験 
VZV 感染 7日後の ARPE-19 および MIO-M1 の培養上清を用いて、ヒト末梢血由来単核球（PBMC）

およびヒト末梢血由来顆粒球（GC）の白血球遊走試験を行った。Ficoll-Paque Plus（GE 
Healthcare Japan）を用いて分離した PBMC と GC 各 105個をケモタキセル 96（クラボウ）の上層
に、VZV 感染上清を下層に設置し、37℃で 1時間静置後に下層に遊走した細胞数を計測した。 
 
4）プロテアーゼ検出 
34 種類のヒトプロテアーゼに対する抗体がスポットされた抗体アレイ、Proteome Profiler 

Human Protease Array Kit（R&D SYSTEMS）を用い、VZV 感染 7日後に MIO-M1 培養上清中に産生
増強されているプロテアーゼを検出した。化学発光処理を施したメンブレン上のスポットは、
FUSION-SOLO 7S.WL システム（VILBER）により定量を行った。 
 
4）real-time PCR 法 
好中球に発現している CXCR1 および CXCR2 のリガンドで、上記の蛍光マイクロビーズアレイ

の測定項目に含まれないケモカイン（CXCL2, CXCL3, CXCL6）、および上記のプロテアーゼ抗体ア
レイの測定項目に含まれない分泌型マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP-10, MMP-11, MMP-
20, MMP-21, MMP-28）の遺伝子発現を、real-time RT-PCR 法により定量した。 
 
４．研究成果 
2 種類のヒト網膜由来細胞株（MIO-M1、ARPE-19）を用いた実験結果は、以下の通りであった。 

① MIO-M1 細胞における VZV 感染特異的な IL-8 の産生上昇：13 種類のヒトケモカインを
LEGENDplex Human Chemokine Panel（BioLegend）を用いて測定したところ、VZV 感染 MIO-



M1 上清において IL-8 の顕著な上昇を認
めた。一方、ARPE-19 からは VZV 感染特異
的なケモカイン産生増強は見られなかっ
た（図 1）。 

② VZV 感染 MIO-M1 上清に対する末梢血顆粒
球の遊走：IL-8 受容体（CXCR1、CXCR2）
を発現する好中球（末梢血顆粒球の 90%）
が、実際に VZV 感染 MIO-M1 上清に対して
遊走することを確認した。一方、VZV 感染
ARPE-19 や HSV-1 感染 MIO-M1 上清の顆粒
球遊走活性は、VZV よりも低かった（図 2, 
HSV-1 は図なし）。 

③ MIO-M1 細胞における VZV 感染特異的な
MMP-13 等の産生上昇： in vivo を想定し
た場合、好中球の浸潤が起きるためには
BRB の破壊が前提として必要である。そこ
で 34 種類のヒトプロテアー ゼを
Proteome Profiler Human Protease 
Array Kit（R&D SYSTEMS）を用いて測定
したところ、既に BRB の破壊に関与する
との報告のある MMP-1、MMP-3、MMP-9 に
加えて、MMP-13 の顕著な上昇が VZV 感染
特異的に観察された（図 3）。 

 上記の実験結果から、VZV 感染に対する炎
症性応答は ARPE-19 よりも MIO-M1 の方が強
く、ARN においても RPE ではなく Müller細胞
の方が感染応答と炎症誘導の主体としてはた
らいている可能性が強く示唆された。 

④ MIO-M1 における tricin の ACV よりも強
い抗炎症・抗ウイルス作用：VZV 感染 MIO-
M1 細胞に対して、ACV および tricin を終
濃度 10 µM となるように添加し、7日後に
炎症性遺伝子発現を real-time RT-PCR に
より、VZV DNA を real-time PCR により定
量した。ACV では上記因子の発現上昇が抑
えられなかったのに対して、tricin では
IL-8、MMP-3、MMP-13 の発現上昇が抑えら
れることが明らかとなった。また VZV DNA
複製に対しても、MIO-M1 では ACV よりも
tricin の方が強く抑制するという結果が
得られた（図 4）。 

本研究結果より、ARN 発症機序として
Müller細胞がウイルス感染標的となり、炎症
反応を誘導している可能性が示唆された。さ
らに MIO-M1 細胞では tricin の抗ウイルス効
果は ACV を上回り、炎症性遺伝子発現までも
抑制できたことから、tricin は ACV よりも優
れた ARN 治療薬候補となる可能性が示され
た。 
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