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 研究成果の概要：抗アデノウイルス作用を持っている可能性のある薬物のアデノウイルス増殖抑制作用を in vitroで解析した。アデノウイルス増殖抑制効果が見られた薬剤はザルシタビン，スタブジンおよび GRGDSP ペプチドであった。抗ヒト免疫不全ウイルス薬では核酸系逆転写酵素阻害薬のみが有効であった。GRGDSP ペプチドは吸着阻害作用による効果を示した。これらの薬剤がヒトのアデノウイルス結膜炎への安全な治療点眼薬である可能性が示された。 
 
 交付額                                （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 ２００６年度 1,200,000 0 1,200,000 ２００７年度 1,100,000 330,000 1,430,000 ２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000 年度      年度    総 計 3,400,000 660,000 4,060,000 
 
 研究分野：臨床医学 科研費の分科・細目：眼科学 キーワード：アデノウイルス，抗ウイルス薬，逆転写酵素阻害薬，抗 HIV薬，レセプター阻害薬 
 １．研究開始当初の背景 
(1) アデノウイルス眼感染症 ア デ ノ ウ イ ル ス は 流 行 性 角 結 膜 炎
(epidemic keratoconjunctivitis; EKC)を引き起こす原因ウイルスであり，特に日本を含む東および東南アジア地域は，高温多湿の気象条件や地理的要因からウイルス性結膜炎の患者数が世界的にも多い地域である。特にわが国においては患者数が毎年 100万人前後と多く，その一方で，眼科や小児科領域ではアデノウイルスによる院内感染がしばしば発生し，社会的問題として近年高い注目を集

めている。骨髄移植後やエイズなどの免疫抑制状態では，呼吸器をはじめとする播種性感染症や急性出血性膀胱炎がアデノウイルスによって引き起こされ，致死的な側面もある。しかし，現在までアデノウイルスに対する特異的な抗ウイルス治療薬は十分に確立されていなかった。 
(2) これまでの研究の概要 私及び研究グループはウイルス性結膜炎の臨床，診断および治療の各方面からウイルス学・分子遺伝学的研究を継続的および総合的に進めてきた。臨床面では，地域感染にお

研究種目：基盤研究（C） 研究期間：2006～2008 課題番号：１８５９１９４４ 研究課題名（和文） アデノウイルス眼感染症のウイルス学的病態解析に基づく新しい薬物治療の開発  研究課題名（英文） Development of novel agent for adenoviral ocular infection based on virological analysis 研究代表者 内尾 英一（UCHIO EIICHI） 福岡大学・医学部・教授 研究者番号：７０２３２８４０   



 

 

いては，サーベイランスデータの時系列分析により，地域による頻度差があることも報告した(内尾英一，他 :眼紀 47 : 597-601, 1996)。ウイルス学的にはウイルスゲノムの制限酵素切断解析によって，アデノウイルス 7 型，
34型，8型変異型などの結膜炎起炎性に関する新興・再興感染症の側面を解析した
(Saitoh-Inagawa W, et al : J Clin Microbiol 
39 : 4187-4189, 2001)。免疫抑制状態の症例のからのみ分離されていたアデノウイルス
34型を健常成人の結膜から分離し，ヘキソン超可変領域アミノ酸配列の解析から，結膜炎発症の要因として細胞接着部位であるファイバー領域に変異が生じている可能性を報告した(Uchio E, et al : Am J Ophthalmol 
128 : 680-686, 1999)。DNAウイルスであるアデノウイルスは変異が遅いが，わが国における流行株の変遷を解析するために，各地の結膜炎由来検体のゲノムタイピングをアデノウイルス 3，4，7，8，11，19 および 37型について継続的に行い，新しいゲノムタイプを報告するとともに，年により流行する血清型が変化するわが国の血清疫学的特徴との関連も検討した(Tanaka K, et al : J Med 
Virol 65 : 530-533, 2001)。診断面では，PCR法に基づいた同定法として PCR-RFLP 法
(Saitoh W, et al : J Clin Microbiol 34 : 
2113-2116, 1996)および PCR-sequence 法
(Takeuchi S, et al : J Clin Microbiol 37 : 
1839-1845, 1999)によるアデノウイルスおよびエンテロウイルスの同定法(Uchio E, et 
al : Am J Ophthalmol 122 : 273-275, 1996)を確立した。一方，実際の臨床レベルで実施可能な迅速診断法については，免疫クロマトグラフィー法キットを新たに開発し(Uchio 
E, et al : Ophthalmology 104 : 1294-1297, 
1997)，現在臨床的に広く使用され，小児科をはじめとする臨床各科でも用いられるようになった。治療薬に関しては，現在，主としてエイズ症例のサイトメガロウイルス網膜炎などに用いられているシチジル酸アナログのシドフォビルの培養細胞に対する in 
vitroの抗アデノウイルス作用を解析し，わが国に頻度の高い，アデノウイルス 8 型，37型などの D 亜属に対する抗ウイルス作用が高く，選択毒性も優れていることを報告した
(中嶋治彦，他:日眼会誌 104 : 77-81, 2000)。 
(3) 研究開発の方向性 これらの研究成果から，アデノウイルス治療薬はウイルス感染の特徴から，細胞核内のウイルスタンパク増殖を抑制する薬剤が中心となるが，このいわゆる狭義の抗ウイルス薬以外に，宿主細胞への接着抑制，接着後のエンドサイトトーシスによる進入などの，感染抑制による治療効果や，ウイルス表面タンパク破壊などの非特異的抗ウイルス作用など多様なメカニズムによる抗アデノウイル

ス作用の可能性が考えられる。そこで，われわれは新しいアデノウイルス治療薬の開発を 3年間の研究期間内に，多方面のアプローチから進める研究を計画し，結膜炎など眼感染症治療を中心としての目標としていることから，点眼薬としての特殊性，安全な治療応用まで解明していくことを計画した 
 ２．研究の目的 アデノウイルス結膜炎は症例によっては角膜びらんや結膜偽膜などの重症の経過をたどることもあり，しばしば見られる角膜上皮下混濁は長期間にわたって視力障害をもたらすことも臨床的な大きな問題である。しかし，本症に対する特異的な治療法は今までに積極的に追求されてきていなかった。近年の抗ウイルス薬分野における研究の進展により，アデノウイルスに対する特異的な抗ウイルス作用が期待される薬物がいくつか報告されてきている。この研究では，さまざまな薬物を対象として，アデノウイルス結膜炎に対する抗ウイルス作用を評価し，治療薬としての可能性を検討した。 
(1) 抗ウイルス薬の抗アデノウイルス作用の検討 ウイルス性結膜炎の新しい治療薬の探索的研究を目的として，抗 HIV 薬として臨床応用されている種々の薬物のアデノウイルスに対する in vitroの増殖抑制作用をウイルス学的に検討した。 
(2) 抗アデノウイルス薬剤の生体への作用の解析 点眼薬として使用する際の生体への影響を確認するために，ウサギ実験モデルに対して治療候補薬を点眼することによって，生体とりわけ眼球附属器への影響を in vivo で解析した。 
(3) アデノウイルス接着阻害薬の抗ウイルス作用の in vitroにおける検討 アデノウイルス結膜炎はウイルス粒子のファイバーが結膜上皮細胞へ接着することによって開始するが，これはアデノウイルスレセプターが関与する。α5β1 インテグリンレ セ プ タ ー リ ガ ン ド で あ る
GRGDSP-peptide は そ の配列 の中に ， 
arginine-glycine-asparate (RGD)-結合モチーフを有しており，これは CAR (コクサッキーアデノウイルスレセプター)とも共通である。そこで， GRGDSP-peptide がアデノウイルス接着抑制効果を有するかどうかを in 
vitroで検討した。 
 ３．研究の方法 
(1) 抗ウイルス薬の抗アデノウイルス作用の検討 スクリーニングのウイルス増殖試験には
A549 細胞（ヒト肺癌細胞）を用いた。使用



 

 

したウイルスはアデノウイルス 3型, 4型, 8型および 37 型であり，American Type 
Culture Collection (ATCC, Rockville, 米国)から入手した。維持培地には 2%ウシ胎児血清加 Eagle’s minimum essential medium 
(MEM)(日水製薬)を使用した。 検討した薬剤は，ザルシタビン，スタブジン，ネビラピン，インジナビル及びアンプレナビルであった。各薬剤の報告されている有効濃度の 1,000倍もしくは 1mg/mlから，維持培地で 5倍階段希釈して 5濃度の薬剤濃度を使用した。また，一部の薬剤は 2倍階段希釈して 5 濃度の薬剤濃度を使用した。次に，設定濃度の 4倍の濃度に維持培地で希釈した各薬剤溶液を作製した。維持培地を 50@l ずつ 96ウエルプレートの各ウエルに加えた，1×105cell/ml に調整した A549 細胞を各ウエルに 100µlずつ加えた。ここに，作製した各濃度の薬剤を 50µlずつ各ウエルに加えた。1濃度は 3ウエルとした。対照のウエルには薬剤の代わりに維持培地を 50µl 加えた。
5%CO2存在下，37℃で 3 日間培養した。なお，接着阻害作用のあると考えられる抗オステオポンチンペプチドは 5%CO2 存在下で
37℃の培養を行う前に 4℃で 90 分間培養した。3 日目に各ウエル内の培地と薬剤を除去し，細胞を 100µl のリン酸緩衝液(PBS)で 5回洗浄後，新たに維持培地 150µlと各濃度の薬剤を 50µlずつ各ウエルに加えた。5%CO2存在下 37℃で 3 日間培養した。3 日後に
CellTiter96 Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay （Promega, 米国）を使用 し た
MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carb
oxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-t
etrazolium)法で 50%細胞障害濃度(CC50)を算出した。 算出した CC50の約 1/5 および 1/10（または 1/20）濃度になるように，維持培地で希釈して各薬剤溶液を作製した。1×105cell/mlに調整した A549 細胞を 100µl ずつ 96 ウエルプレートの各ウエルに加えた（1×104cell/ウエルとなる）。5%CO2存在下，37℃3 日間培養した。3 日後に，各ウエル内の培地を除去して、細胞を 100µl の PBS で 3 回洗浄後，上記で作製した各濃度の薬剤を 100µlずつ各ウエルに加えた。1濃度は 3ウエルとした。ウイルス対照用のウエルには薬剤の代わりに維持培地を 100µl加えた。な各血清型アデノウイルスを 1×107copy/ml に調整したウイルス液を作製し，100µlずつ 96ウエルプレートの各ウエルに加えた（1×106copy/ウエルとなる）。5%CO2存在下，37℃で 1日間培養した。翌日、各ウエル内のウイルス液と薬剤を除去し，細胞を 100µl のPBSで 5回洗浄後，新たに維持培地 100µl と各濃度の薬剤を
100@lずつ各ウエルに加えた。5%CO2存在下，

さらに 37℃で 6日間培養した。6日後、各ウエルの上清と細胞を回収し，凍結融解を 3回行った。4℃，5,000rpmで 5分間遠心し，上清をウイルス液として 50µlをDNA抽出キットのスマイテスト EX-R&D（ゲノムサイエンス研究所）で抽出後、LightCycler FastStart 
DNA Master SYBR Green I （ Roche 
Diagnostics，米国）でアデノウイルス DNA量を測定した。薬剤を加えていないウエルのアデノウイルス量と薬剤を添加したウエルのアデノウイルス量を比較し，アデノウイルス各血清型に対する各薬剤の抗ウイルス効果を求めた。 スクリーニング試験において抗ウイルス効果が認められたザルシタビンとスタブジンについてさらに詳細な抗アデノウイルス効果を検討した。ザルシタビン（ddC）：10µg，
2µg，400ng，80ng および 16ng/ml，（それぞれ 47.3µM，9.5µM，1.9µM，378.4nM および 75.7nM），スタブジン（d4T）：60µg，
12µg，2.4µg，480ngおよび 96ng/ml，（それぞれ 270µM，54µM，18.0µM，2.2µM および 432nM）とした。上述の抗ウイルス効果スクリーニング試験と同様の方法でウイルス増殖抑制試験を行った。 
(2) 抗アデノウイルス薬剤の生体への作用の解析 体重 1.0～1.5kgのメス白色家兎を用いた。点眼薬はシドフォビル，ザルシタビン，スタブジンおよび対照の BSS(balanced salt 
solution)を，BSSを除く薬剤はそれぞれ原末を蒸留水で溶解した 1%溶液として作成したものを使用した。点眼スケジュールは各点眼液を 1日 4回，片眼に 2週間点眼した。薬剤濃度及び点眼回数は Gordonらがシドフォビルを New Zealand white rabbitに投与した報告に準じて行った。白色家兎は各群 5匹ずつ，合計 25 匹を用いた。結膜，眼瞼および涙液の臨床所見と涙点からの通水試験を行った。これらの結果は結膜充血，眼瞼発赤および流涙に関して，スコア化した。臨床所見は各群の 5匹の家兎のスコアの平均を比較した。超音波 B モードによる涙小管径測定は，
Tostらが行った方法に準じて，超音波測定装置 UD-6000®(10MHz)(トーメー)に 20MHzモードプローブの UD-1050® (トーメー)を装着して描画した画像における涙小管直径を測定した。涙小管直径も臨床所見と同様に，各群の家兎の測定値の平均値を群間で比較した。統計学的解析には Mann-Whitney 検定を用いた。さらに，シドフォビル点眼群について，点眼終了時に眼球および周囲組織を摘出し，病理組織学的検索を行った。 
(3) アデノウイルス接着阻害薬の抗ウイルス作用の in vitroにおける検討 
GRGDSP peptide は既報にもとづいて合成したものを用いた。ウイルス増殖抑制作用



 

 

の解析は実験(1)と同様に行った。 
 ４．研究成果 
(1) 抗ウイルス薬の抗アデノウイルス作用の検討 アデノウイルス増殖抑制スクリーニングの結果は表 1に示したが，ザルシタビンおよびスタブジンは濃度依存的にウイルスコピー数が減少しており，抗アデノウイルス効果があると考えられたが，ネビラピン，インジ 

表 1. 抗HIV薬のアデノウイルス増殖抑制効果のスクリーニング 
 ナビル，アンプレナビルには明らかな抗ウイルス効果は認められなかった。 各薬剤の薬物濃度とウイルスコピー数の変化を表 2 に示した。ザルシタビンは
10µg/mlで約 1/10,000～100,000に， 2µg/mlでも約 1/100～1,000 にアデノウイルス増殖を抑制し，いずれの血清型にも強い効果が見られた。ザニルブジンは 60µg/mlで約 1/100～1,000に，12µg/mlでは約 1/5～100にウイルス増殖を抑制し，いずれの血清型にも有効であったが，中でも 3型，4型に特に有効であった。 
(2) 抗アデノウイルス薬剤の生体への作用の解析 結膜充血の経時的変化では，薬剤点眼群で 
 軽度の充血の出現が見られたが，対照(BSS)との間に有意差があったのは，シドフォビルの 14 日目だけであった。眼瞼の所見では，点眼開始 4日後から発赤が薬剤点眼群で見ら れ，シドフォビルに加えて，ザルシタビン，ザニルブジンの投与群でも 14 日点眼後に，

有意な発赤が見られた(表 3)。 

表 2. ザルシタビン，スタブジンの抗アデノウイルス作用 
 

表 3. 眼瞼発赤の経時的変化 
 流涙は経過観察中どの投与群にも何らかの

図 1. シドフォビル及び対照点眼による結膜，眼瞼の変化 
A，Bはシドフォビル群，C，Dは対照群を示 



 

 

A，Bはシドフォビル群，C，Dは対照群を示す。A，Cは結膜，B，Dは涙小管を示す。ヘマトキシリンエオジン染色。 
 変化は肉眼的には認められなかった。シドフォビル点眼群について，点眼開始前および 14日後の眼瞼および角結膜所見の写真を図 1に示すが，涙道の通水試験は経過観察中，全ての動物において通過障害は見られなかった。一方，涙小管直径の 2週間の変化を経時的に 見ると，対照の BSS 群とザルシタビン，ザニルブジン群は大きな変化はなく，経過したのに対し，シドフォビル群では 10 日および
14日目の涙小管直径が BSS群に対して，有意な縮小が見られた(表 4)。病理組織学的に 
 表 4. 涙小管直径の経時的な変化 
  シドフォビル点眼群と BSS群を，結膜と涙 小管で比較検討したが，シドフォビル点眼群では，結膜上皮細胞および結膜杯細胞の減少や，好酸球の浸潤などのアレルギー性炎症を示唆する所見が見られたが，毒性による壊死性変化は認められなかった(図 2)。 

 図 2. シドフォビル及び対照点眼による結膜，眼瞼の変化 
 
 (3) アデノウイルス接着阻害薬の抗ウイルス作用の in vitroにおける検討 
GRGDSP peptideの CC50 は 2318 µg/mlであった。そこで，予備実験で抑制効果を認められた 1000 µ g/mlおよび 500 µ g/mlの 2表 濃度で各種アデノウイルス血清型に対する増殖抑制効果を real time PCR法で検討し

たところ，これらの濃度のいずれにおいても対象と比較して有効性が見られた(表 5)。
GRGDSP peptide の EC50は 0.04 から 1.35 
µM の間に分布していたが，血清型の中では特に 3型に対して有効で，対照的に 4型には無効であった。 
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