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38(2)， 151-155. 1987 

魚類病原ウイルスに対する (8)ーDHPA((8)-9・(2，3・dihydroxypropyl)adenine)の

in vitroにおける抗ウイルス効果

木村喬久*・吉水 守*・西沢豊彦*

In Vitro Antiviral E貸ectof (S)・DHPA

[(S)・9・(2，3・dihydroxypropyl)adenineJ 
on Fish Patho~enic Viruses 

Takahisa KIMURA *， Mamoru Y OSHIMIZU事

and Toyohiko NISHIZAWA事

Abstract 

The antiviral aιもivityof (8)ーDHPA[(8)-9-(2， 3-dihydroxypropyl) adenineJ， onもhefish 
pa七hogenicviruses， OncO'T'h抑chus問畑山 virus(OMV)， Herpesvirus sal刑onis，inf，回tlOUS
pancreatic necrosis virus (IPNV) and infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV)， was 
s七udied切りお問. The appearance of CPE induced by 100 TC1Dso/ml of each of the viruses 
was delayed with increasing amour比sof (8)ーDHPA，butもhoseof IHNV and IPNV were 
unsuppressed by 500μg/ml of (8)ーDHPA， therefore七heminimum inhibiもoryconcentration 
(MIC) was more七han5∞μg/ml for both viruses. CPE of OMV and H. salmonis were also 
unsuppressed by 100μg/ml of (8)ーDHPA. Incomparisonωother antiviral agents such as 
ACV， BVdU， and Ara-C七heeffect of (8)ーDHPA against fish viruses was very insignificant 

目的

ウイルス感染症に対する化学療法剤として IUdR(5-iodo-2'・deoxyuridine)が 1962年に開発さ

れ，単純へルベスウイルス眼炎に効果を収めて以来，種々のヌクレオチドアナローグが合成され，

すぐれた抗ウイルス剤が発見されてきた。著者らは魚類病原へルベスウイルスである OMV(On-

ωrh仰chusmω側 virus)および Herpωmrussalmonisに対する ACV(9-(2-hydroxye七hoxymethyl)

guanineJの仇 mtroならびに仇 v旬。での抗ウイルス効果を検討した結果， ACVはすぐれた抗ウ

イルス効果を示し， OMV感染症をある程度予防し得ることを明らかにした (Kimuraet al.， 

1983a， b)。またデオキシチミジンのアナローグである BVdU ((E)-5.(2-bromovinylト2・

deoxyuridineJの仇仇troにおける魚類病原ウイルスに対する抗ウイルス効果を ACV，Ara-A (9-

β-D-ar品binofuranosyl-adenine)，Ara-C (1-β-D-ar晶，binofuranosyl-cyもocine)と比較し BVdUが

ACVと間程度の優れた抗ウイルス効果を有することも明らかにした(木村・吉水， 1985)。

ところでアデニン誘導体 (8)ーDHPA((8)-9-(2，3-dihydroxypropyl) adenineJはDNAウイルス

のVacciniaや Herpessimplex virusに， RNAウイルスの Vesicularsもomatitisや Measlesvirusに

4-20μg/ml (IDso)で増殖阻止効果があり (deClercq et al.， 1978)，魚類病原ウイルスの IPNV
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(infec七ionuspancrea七icnecrosis virus)にも 300μg/mlで効果があるとの報告がみられる (Bern司

S旬in，1983)。本研究ではこの (8)-DHPAの魚類病原ウイルス IPNV，IHNV (infeωlOUS 

hematopoietic necrosis virus)， OMV， H. salmonisに対する抗ウイルス効果を invitroでMIC値か

ら検討し前報までの ACV，BVdUおよびAra-Cの結果と比較検討した。

実験材料と方法

供試薬剤:

供試薬剤として Erikde CLERCQ博士 (RegaIns七itutefor Medical Research， Ka七holikeUniver-

Slωi七Leuven，Belgium)より分与を頂いた (8)-DHPA((8)・9-(2，3-dihydroxypropyl)adenineJを

用い， 5，000μg/ml 濃度の水溶液を調製し， ミリボアフィルタ一HA(0.45μm)漉過除菌の後，実

験に供すまでO"Cに保存した。

供試ウイルス:

魚類病原ウイルスとして IPNV(VR-299)， IHNV (ChAb)， OMV (00-7812)および H.salmonis 

を供試した。各々のウイルスは後述の RTG-2細胞を用いて培養し，同一ロットのものを供試する

まで 80"C Vこ保存した。

供試細胞:

ニジマス卵巣由来の RTG-2細胞 (WOLF and QUIMBY， 1962)を供試し，培養は 10% FB8 

(Gibco)，ペニシリン，ストレプトマイシン (8igma)100 I.U.， 100μg/ml加EAGLEのMEM(Gibco)

で15"Cでー行った。ウイルス感染価の測定は常法の 96well使用のマイクロプレート法により実施

しTこ。

MICの測定法:

ローラーチューブ (16x25mm)に15万cell/mlとなるように調整した RTG-2細胞を0.8ml

ずつ播き， 15"Cで3日間培養後， HANKS' B88で1000TCID5o/mlとなるように調整したウイル

ス液を0.1ml宛て接種し，同時にHANKS'B88で所定の濃度に希釈した抗ウイルス剤を 0.1ml加

え，全量を LOmlとした。各濃度毎に4本のチューブを使用し， H. salmonisは10"Cで14日間，

他は15"Cで10日間の培養を行い CPEの出現が完全に阻止される最低濃度を MICとした。

結 果

(8)・DHPAのIPNVに対する抗ウイルス作用:

(8)ーDHPAのIPNV (VR・299)に対する抗ウイルス効果を観察した結果を表ー1に示した。 (8)-

DHPAの濃度が高くなるにつれ IPNVのCPE出現は遅れる傾向を示したが， 500μg/mlの(8)-

DHPA添加チューブでも 4日目に CPEが出現し， MICは500μg/ml以上と測定された。

(8)-DHPAの IHNVに対する抗ウイルス効果:

(8)-DHPAのIHNV(ChAb)に対する抗ウイノレス効果の観察結果を表-2に示した。 IHNVの場

合も IPNVと同様 (8)-DHPAの濃度が高くなるにつれCPE出現は遅れたが500μg/ml添加

チューブでも 5日目にCPEが観察され， MICは500μg/ml以上と測定された。
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Table 1. Antiviral effect of (8トDHPAon IPNV 

CPE* 
Days af初rinocuration 

1 2 3 4 

Concentrationμg/ml) 

500 。 2 3 4 

250 O 4 4 4 

125 。 4 4 4 

62.5 4 4 4 4 

0.0 4 4 4 4 

*: Numbers of CPE positive tube per each 4もubes.

Table 2. Antiviral effect of (8)-DHPA on IHNV. 

CPE* 
Days af七erinocuration 

1 2 3 4 5 

Concentra七ion (μg/ml) 

500 。 O O 1 4 

250 。 。 。 4 4 

125 O 。 3 4 4 

62.5 。 3 4 4 4 

0.0 O 。 3 4 4 

本 Numbersof CPE posi七lVeもubeper each 4 tubes 

(S)・DHPAのOMVに対する抗ウイルス効果:

OMV~こ対する (8)-DHPA の抗ウイノレス効果の観察結果を同様に表-3 に示した。 OMV の場合

25μg/ml以上の濃度でCPEの出現が7日目まで阻止されたが， 10日目には4本のチューフ共に

CPEが観察され， MICは100μg/ml以上と測定された。

(S)・DHPAのH.salmonisに対する抗ウイルス効果:

H. salmosisに対する (8)-DHPAの抗ウイルス効果の観察結果を表4に示した。 H.salmonisの

場合は 10μg/mlの濃度で6日目まで CPEが出現がみられなかったが， 100μg/mlでも 10日目に

全てのチューブにCPEが出現し， MICは100μg/ml以上と測定された。

考 察

本研究ではアデニン誘導体の (8)-DHPA' ((8)-9-(2， 3-dihydroxypropyl) 晶denineJの魚類病原

RNAウイルス IPNV，IHNVおよびDNAウイルス OMY，H. salmoniιに対する抗ウイルス効果

の検討を 100TCID5o/mlの各ウイルスに対する MICを測定して行 9た。前述のように (8)-

DHPAはDNAウイルスの Herpessimplex virusもype1， 2や Vaccini品，virusをはじめ，一部の RNA

ウイルスにも抗ウイルス効果が認められ (deCLERCQ et al.， 1978)，魚類病原ウイルスの IPNVに
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Table 3. Antiviral e質問tof (8)ーDHPAon OMV 

CPE* 
Days after incuraもIOn

3 5 7 10 

concentrationμg/ml) 

100 。 。 O 4 

50 。 。 。 4 

25 。 O 。 4 

10 O 1 2 4 

5 。 3 3 4 

2.5 。 1 4 4 

0.0 。 1 2 4 

* : Numbers of CPE positive tube per each 4 tubes. 

Table4. An七ivirale古田悦 of(8)・DHPA on H. salmonis 

CPE‘ 
Days af七erinocuration 

2 4 6 8 10 

Concentraもlonμg/ml)

100 。 。 。 1 4 

50 。 。 。 4 4 

50 。 。 O 4 4 。 。 。 3 4 4 

事 Numbersof CPE positive tube per e蹴 h4 tubes. 

対しても 300μg/mlの濃度で 105・3TCID5o/mlのIPNVのCPE出現を阻止し得るとの報告がみ

られる (Bems総in，1983)。しかし今回供試した(S)-DHPAのMICは4種のウイルス共に 100μg/

ml以上であるが， ACV， BVdU， Ara-CのOMVや H.salmω加に対する MIC;1.25-3.0μg/ml 

(木村・吉水， 1985)に比べると顕著な抗ウイルス効果は認められなかった。ただOMVとH.saι
間開isに対しては 10-25μg/mlの濃度で CPEの出現が6-7日目まで観察されず，薬剤j添加時

のウイルス増殖曲線より，感染価を 50%減少させるに要する量 (ID50)を算定したところ 10-25

μg/mlと測定された。

HASOBE and SANEYOSHI (1985a， b)は (S)・DHPAのIHNVに対する抗ウイルス効果を仇 mtro

および切 mvoで検討し， CPE spot法による MICが32μg/ml(vs 100-150 PFU/ml)， ID50値は

3.2μg/mlであること，また 1μg/mlの (R，S)-DHPAを隔日浸漬投与することにより，生存率に

対照群と比し 10-20%の差が生じることを報告している。

今回用いた TCID50法ではプラーク減少法およびHASOBEand SANEYOSHI (1985a， b)のGPE

spot法における 50%減少値はいわゆる許容誤差範囲に入り，今後プラーク減少法による ID50を

測定比較し，また仇 mvoにおける効果についても検討する必要があると考える。
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要 約

(S)-DHPA [(S)-9-(2，3-dihydroxypropyl) adenineJの魚類病原ウイルス IPNV，IHNV， OMVお

よび H.salm側 isに対する抗ウイルス効果を検討し以下の如き結論を得た。

(S)-DHPAのMICは，供試した 4種のウイルス共に 100μg/ml以上 (VS100 TCID50) となり，

顕著な抗ウイルス効果は観察されなかった。
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