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A b s t r a e t

A m a n t a di n e ( A m ) i s e ff e c ti v e i n t r e a t m e n t a n d p r e v e n ti o n o f h u m a n i n fl u e n z a A v i r u s i n -

f e cti o n s
,

a lt h o u g h t r e a t e d i n d i v i d u a l s m a y e x c r e t e r e si s t a n t v i r u s e s ･ H o w e v e r
･
t h ei r i m

-

p a c t s h a v e b e e n i n c o m p l e t el y d efi n e d ･

T o d et e c t A m a n t a d i n e r e si st a n t i n fl u e z a A v i r u s s t r a i n s
,

w e h a v e d e v e l o p e d a P C R -

r e
-

s t r i c ti o n f r a g
m e n t l e n g t h p o l y m o r p hi s m ( P C R - R F L P ) a n a l y s e s f o r n a s o p h a r y n g e a l

s w a b s . W e ｡ ｡ ｡ 1 d d e t e c t 5 r e si st a n t v i r u s e s ( 3 .3 % ) i n 1 5 2 is ol a t e s f r o m c h il d r e n p r i o r t o th e

t r e a t m e n t i n t h e 1 9 99/2 0 0 0 s e a s o n
,
i n d i c a ti n g th a t ci r c ul a ti o n o f d r u g

-

r e si s t a n t v i r u s e s w a s

n o t s o h i gh i n t h e c o m m u n it y e v e n w it h e x c e s s u s e of A m ･ F u r t h e r m o r e , w e i n v e sti g a t e d t h e

c li n i c a l c o n s e q u e n c e s o f A m r e si s t a n c e v i r u s e s a s s o ci a t e d w it h t h e r a p y l n C h ild r e n
･

a n d o u r

r e s u lt s s u g g e st th a t o n e t h i r d of t r e a t e d c h il d r e n e x c r e t e r e si s t a n t vi r u s e s
･

a n d t h a t th e y

s h o w a r e d u cti o n o f a f e v e r o n d a y 3
,
b u t a r e c r u d e s c e n c e of f e v e r o n d a y 5 ･ I n n u r s i n g

h o m e s
,

w e f o u n d t h a t r e s i s t a n t i n fl u e n z a v i r u s s t r a i n s w e r e ci r c u l a ti n g a t a h i g h f r e q u e n c y

i n J a p a n
.

A m r e si s t a n t s t r ai n s a ft e r t r e a t m e n t i n t w o s e a s o n s f r o m 1 9 99 t o 2 001 w e r e f o u n d h i g h e r

i n fI 3 N 2 th a n H 1 N 1
.
P r e d o m i n a n t g e n o t y p e o f r e s i s t a n t s t r a i n w a s S e r131- A s n i n H 3 N

2 a n d V a l - 2 7- A l a i n H 1 N 1
,
s h o w i n g d iff e r e n t d i v e r s i t y Of a m i n o a c id s u b s tit u ti o n i n H 3

N 2 a n d H I N l
.

T h u s
,

w e r e q u e s t t h a t a n a ti o n w id e m o n it o r i n g s y s t e m b e e s t a b lis h e d t o s u r v e y t h e a p
-

p e a r a n c e o f r e si s t a n t i n fl u e n z a A v i r u s i n J a p a n ･

K e y w o r d s : I n fl u e n z a vi r u s e s
,

a m a n t a d i n e
,

a n ti v i r a l d r u g s , r e si s t a n t v i r u s e s

は じ め に

イ ン フ ル エ ン ザに関する予防 ･ 治療 は ,
こ の 数

年間 で め まぐる し い ほ どの 変化 が起 こ っ た ･ ワ ク

チ ン は高齢者 へ の接種を制度化 され , 迅速診 断法

の導入と相ま っ て 2 種類 の 抗イ ン フ ル エ ン ザウ イ

ル ス 剤が登場 してきた
1) 2)

. こ こ で は, 特 に抗 イ ン

フ ル エ ン ザ A 型 ウ イ ル ス 剤 で ある ア マ ン タ ジ ン

( A m ) の 効果と本薬剤 の耐性株 の 問題 に つ い て述

べ る .

イ ン フ ル エ ンザウイ ル ス

ウ イ ル ス 学 的 に は オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ス ル

( o r t h o m y x o vi rid a e) 科 に属す る 一 本鎖 の R N A

ウイ ル ス で あり, A , B , C の 3 型が ある . 流行 と関

連する の は主に A , B の 二 つ で ある . ウイ ル ス 遺

伝子は m R N A と相補 的な マ イ ナ ス 鎖 R N A で 分

節構造を持ち,
コ ー ドする蛋白毎に A 型と B 型で

は 8 本,
C 型で は 7 本 の 分節を形成 し て い る ･ 感

染細胞で は これら の 分節が各自の 蛋白を独 立して

生産され , 再集合 して最終 的な仔ウイ ル ス が 産生

され る .

A 型 ウイ ル ス 表面に は感染 ･ 防御に関係する赤

血球凝集素( H A) と ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ ( N A) の

二 つ が あり, 抗原性 の 違 い により H A には15 種類

の 亜型( H l - H 15) ,
N A には 9 種類 の 亜型 ( N l

- N 9 ) が現在ま で 報告さ れ て い る . こ れ ら の 組

み合わせか ら H I N l ( ス ペ イ ン かぜ
,

ソ 連か ぜ) ,

H 3 N 2 ( 香港か ぜ) 等 に分類 され る .

抗ウイ ル ス剤 と しての塩酸ア マ ンタジン

( シ ン メ トリ ル
⑧
)

歴史的には, 1950 年代に本薬剤 は A 型イ ン フ ル

エ ンザに対す る抗ウイ ル ス 剤と して誕生 し た . そ

の 後パ ー キ ン ソ ン 病に効果が示され,
こ の 治療薬

と しても使用され た . 本邦で は後者 で の 適応 が な
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され てきたが, 新型イ ン フ ル エ ンザ の 発生 も危倶

され, 厚生省は1998 年末にイ ン フ ル エ ンザ へ の 治
療薬と して追加東記 した ･ しか し, 薬価が安く, 辛
軽 に使わ れ, 服用後 に容易に耐性株が発生 する こ

ともあり, 耐性株 の 大量発生 が危慎 さ れ , その 実

態を把揺する必要があ っ た .

1 . 耐性樵の性状

1 ) 作用機序

A 型の イ ン フ ル エ ンザウイ ル ス は エ ン ドサイト
-

シス により細胞内 の酸性 の エ ン ドソ - ム に取り込

まれる ･ その 後, H ＋ イ オ ン がイ オ ン チ ャ ン ネル

で , T y p e Ⅲ に分類 され る膜蛋白 であ る ウイ ル ス

の M 2 蛋白部位 を介 して ウイ ル ス 粒 子 に入り内

部 の p H が低下 す る . こ れ に よ り,
M l と 遺伝子

複合体( rib o n u cl e o p r o t ei n : R N P) の結合 をゆ る

め , R N A を パ ッ ケ
ー

ジ され た状態とな る と 同時

に H A 蛋白が膜融合を起 こ し, 粒子 内 の R N P は

細胞内に放出され ウイ ル ス の 合成 が開始され る .

こ の薬剤 の 作用機序 は M 2 蛋 白 の イ オ ン チ ャ

ンネ ル の H ＋ イ オ ン通過を阻止し, 酸性化を抑え
,

それによ り, ウイル ス の 脱核を阻止する こ と によ

る ･ 塩酸 ア マ ン タ ジ ン はリ マ ン タ ジ ン と同様 に A

型の 予防 ･ 治療薬 である .

2 ) 耐性株の発生機序

耐性機序は T y p e Ⅲ に分類 され
, H ＋ イオ ン の

イオ ン チ ャ ン ネ ル で もある M 2 膜蛋 白 の
一

部の

アミ ノ 酸, 26 , 2 7 , 30 , 3 1 番の コ ドン の 1 塩基 置換

によ る
3)

. 野外 の感受性株 と耐性株 が 1 万 : 1 と の

割合で存在 し, 本剤投与 により s el e cti o n され
, 耐

性株優位 へ と移行 し, 結果的には耐性株と 判定さ

れる ･ こ の 現 象は投与後約 1 / 3 で2 4 -

4 8 時間後

と短時間に見られ る . なお
,
塩酸 ア マ ン タ ジ ン耐

性株は リ マ ン タ ジ ン にも相互 に耐性で ある
1) 2)

3 ) 耐性株の検出法の開発

耐性株の検出法と して , E LIS A 法 , T C I D 5 0 法,

ブラ ッ ク法, M 2 茸自部位 の シ
ー

ク エ ン ス に よ り

行われ て い る
4)

. 我 々 は臨床的 にイ ン フ ル エ ンザ

と診断された F l u 患者の咽頭拭 い 液を用 い ウイ ル

ス 分離を行 っ た . その後 , 分離 ウイ ル ス を A m 添

加 と非添加培着液 ( コ ン ト ロ ー ル) で 継 代 し
,

医院 に お ける ア マ ン タ ジ ン 耐性イ ン フ ル エ ン ザ ウ
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T CI D 50 で100 倍の 差以下を耐性株とした( p b e n o -

t y p e) ･ こ こ で耐性株と判定された殊に つ い て
, オ

ー

ト シ ー

ク エ ン サ
ー

に よ り M 2 部位 の アミ ノ 酸変

異部位 を 特定 化 し , 耐性 株 と確 定し た ( g e n o -

t y p e) .

M 2 膜蛋 白部位 の 変異を特異的 にしかも迅速 に

検索する方法を開発しf=
5)- 10)

. それぞれ の アミ ノ

酸変異部位(2 7 , 30 , 31) に合致するような ｡ e st ed

P C R と 3 種類 の 制限酵素を組 み合 わ せ た P C R _

R F L P ( p oly m e r a s e ch a i n r e a cti o n _ r e st ri c ti o n

f r a g m e n t l e n g t h p oly m o r p bi s m ) 法によ り, M 2

部位 の アミ ノ酸変異部位を簡易 に識別も加味 して

耐性株を決定し た ( 図 1 ) . また , 同 P C R 産物を

オ ー

ト シ
ー

ク エ ン サ
ー

に よ り M 2 部位 の ア ミ ノ

酸変異部位も並 行 して確認 し た
･

こ の 方法 に は ,

患者咽頭拭 い 液か ら直接と, 分離 ウイ ル ス 株か ら

の 二 つ の 方法も検討し, 同様な結果が得 られた .

以上
, T CI D 50 法, P C R - R F L P 法 , オ ー

ト シ ー

ク エ ン サ
ー

によ る M 2 部位 の ア ミ ノ 酸変異部位

を特定化 し
, 耐性株を確定 した .

4 ) 市中にお ける耐性株 の発生

海外で は家族内, 学校, 高齢者施設 で の 報告 は

あるがフ ィ
ー

ル ドで の 報告は少なく, 発生額度 は

低 い と される . 市中で の 耐性株 は日 本も含め た世

界 の4 3 カ 国の フ ィ ー ル ドか ら分離され たウイ ル ス

の 耐性株の検出額度は2 017 株中1 6株 (0 .8 % ) と極

め て低 い 率であ っ た . 我々 の1 993 -

99 年の 6 シ ー

ズ ン の15 株で は無か っ た
5)

.

199 9/20 00 シ ー ズ ン の 試算 で は210 万人分 (100
m g X 5 日分/ 人) と して全国 の イ ン フ ル エ ン ザ患

者の30 % 前後と , 世界 で類を見な い 大量 の 使用 と

なり, 耐性ウイル ス の 出現が危倶 された ( 図 2 )
ll)

新潟県内の小児科医 へ の ア ンケ ー ト調査 で は6 1 .5

% , 全 国で の調査 でも30
-

40 % と
, 我々 の 試算を

裏付 けて い た . 医院 ･ ク リ ニ ッ ク に お ける耐性株

発生状況 の 調査 で は , 1 999/ 2000 シ ー ズ ン の 初診

時耐性株検出額度は3 .3 % ( 5 / 152) と異常な上 昇

傾向が見られたが, 20 00/ 20 01 シ ー ズ ン は 0 % ( 0

/ 77) であり, A m 処方量の相対的減少 に関連が あ

ると思われた . 1999 / 200 0 シ ー ズ ン の 本邦 の 大量

で見秩序に近 い 使用 は新型イ ン フ ル エ ンザ流行時
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図 1 P C R - R F L P 法 に よ る ア マ ン タ ジ ン 耐性株, 特 に g e n o t y p e の 特定化法

A . S ｡ a I の 制限酵素を用 い た31 番目 の ア ミ ノ 酸変異株

B . H h a I の 制限酵素を用 い た3 0 番目の ア ミ ノ 酸変異株

R : 耐性株 S : 感受性株 M : マ ー カ ー

× 千7
__

イ ン フ ル エ ン ザ
u ni t /5 0 m g

9

8

7

6

5

4

3

2

1

0

抗
イ
ヽ

/

フ

ノレ

エ
ヽ

/

ザ
過
応
追

加

J

患者処方

1 30 万人分 21 0 万人分 7 0 万人分

E22 9 抗 イ ン フ ル エ ン ザ

嘩臣 抗 パ ー キ ン病 ･

脳梗塞後遺症

1 9 97 / 98 19 9 8 / 99 1 9 99 / 2 0 00 20 0 0 / 01

固 2 ア マ ン タ ジ ン ( A m ) 処方数年次推移



鈴木他 : 新潟県の 高齢者施設と 一

般病院 ･ 医院 に おける ア マ ン タ ジ ン 耐性イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス の 分子疫学

表 1 1 9 98/ 99 年高齢者施設別 P C R - R F L P 法 に よ る ア マ ン タ ジ ン 耐性イ ン フ ル エ ン

ザ 株出現額度
6)

施 設

( 入所者数)

ア マ ン タ ジ ン 使用数
耐性株 / 芸,

c

R

R

%
( % )

抗 F l u 抗 P a r k i n s o n

A ( 9 5) 5 1 3 / 1 5 (2 0 . 0)
B ( 9 3) 3 1 2 / l l ( 1 8 . 2)

C ( 9 4) 62 0 4(1) *
/ 1 8 ( 2 2 . 2)

D (1 6 0) 3 4 0 1 8( 5) *
/ 5 4 ( 3 3 . 3)

S u b t o t a l 1 04 2 2 7( 6) *
/ 9 8 ( 27 . 6)

E ( 8 8) 0 1 3 / 2 6 (l l . 5)

* *

F (11 2) 0 5 3 / 9 ( 33 . 3)
G ( 6 8) 0 3 1 / 4 (2 5 . 0)

H ( 50) 0 1 0 / 4 ( 0 .0)
S u b t o t a l 0 1 0 7 / 1 3 (1 6 .3)

F l u : イ ン フ ル エ ン ザ
,
P a r k i n s o n : パ ー キ ン ソ ン病

*
ァ マ ン タ ジ ン 内服後 に耐性株 出現,

* *
有意差な し

で の 本剤 の使用 へ の貴重な情報となると思われ る.

こ の こ とか ら, 我々 の 経験 か ら は
, 大量使用 にも

か かわ らず思 っ たより耐性株発生 は無か っ た こ と

になる . しか し,
こ の 結論 に は もう少 し の 検証 が

必要と思わ れる .

A m が大量に使用 さ れ た1999 / 2000 シ ー ズ ン に

お ける新潟市内の - -

ク リ ニ ッ ク にお けるイ ン フ ル

エ ン ザ患者か ら の 治療前 の A m 使用前 の ウイ ル

ス 分離株 を用 い て耐性株 の 動向を検討 し た . A m

添加と非添加培養液 で 継代 し
,
T CI D 50 価 にお い

て
,
A m 非漆加 によ る株 の T CI D 50 価 は大き な変

化 は無く, ほぼ 一 定に推移 した . しか し
,
A m 添加

によ る株 の T CI D 50 価 は患者発生 の ピ ー ク か ら 3

週遅れ て 最大値に達 し, そ の 後減少した . なお, 耐

性株 は ピ ー

ク時とそ の 前に検 出され た . 臨床面か

らは
, 流行初期 は本薬剤 の 効果 は あ っ た が

, 流行

後期 は効果があまり無か っ た と の 印象がある とさ

れ , 我 々 の A m 添加 による株 の T C I D 5 0 価 の 推移

と相関 し, 耐性株 と の 判定 に は至 ら なか っ た が
,

i n v i v o で は耐性株 と して挙動 した可 能性 を示 唆

して い ると思われ た .

5 ) 高齢者施設にお ける耐性株の発生

我々 の 調査 した高齢者施設 にお い て は
, 発売前

で も11 株中 1 株 ( 9 % ) の 耐性株 が見 ら れ , A m

2 4 9

が Fl u A 適用とな っ た1988
-

99 に分離 され た15 株

中 7 株 と約半数が耐性株で あり, その 患者 の 大部

分は A m 服用 してお らず, 施設内感染が 示唆 さ れ

た
5)

.

更なる調査 で は, A m を抗 パ ー

キ ン ソ ン 病剤 と

し て投与 して い る高齢者施設と抗イ ン フ ル エ ン ザ

と して主に投与 した施設を比較 し, 耐性 の 発 生額

度は有意さを認め なか っ た ( 16 .3 % , 27 .6 % ) ( 秦

1 )
6) 7) 9) 10)

.
こ の こ とより, 施設内 で A m を使用 し

て お れ ば常 に耐性株 の 発生 の 可能性 が あり, 使 用

に は注意が必要と なる . 耐性株 の 感染力 は 感受性

株と 同等であり, 英国の ワクチ ン委員会 は施設 な

い しは家庭 内で A m の 予防と 治療投与を 同時に

行う べ きで はな い と勧告 して い る
1) 2)

6 ) 耐性株の治療効果 へ の影響

小児 A 型イ ン フ ル エ ン ザ 感染 に対す る A m 治

療を発病4 8 時間以 内 に投 与 し,
A m 投 与 2 日 目

( 第 3 病日) に平熱 に戻る解熱効果を示 した が, 耐

性株陽性患者 にお い て は第 4 病日 に熱の 再上昇 と

遷延傾向が 昨年と同様 に認め られ た ( 図3 ) . なお,

耐性株 の 出現 は他の 報告と同様 に投与4 8 - 72 時間

で投与患者 の 約30 % で見られ た
7 )

.

7 ) 耐性株 の性状

薬剤耐性機序 に はイ オ ン チ ャ ン ネル を形成 し て
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い る M 2 p r o t ei n の 4 箇所 の 変異と関連す る ･ 耐

性株にお い ては株毎に 1 カ所の 変異を示 し ,
26 番

は ( V a l - A l a また は V al - T b r) , 27 番 は ( V al -

A l a また は V al - T b r) , 30 番 は ( Al a
- T b r または

A l a
- V al) ,

31 番は ( S e r
- A s n ま た は S e r - A r g)

の 4 種類の 変異部位が 臨床株 の 検索か ら報告さ れ

て い る
4) 5) 8)

. こ れ の 特定 に は M 2 部位 を P C R で

増幅後上 で述 べ た部位を特異的に切断する酵素を

用 い る方法 が行 われて い る .

こ れま で の文献的な検索と我 々 の研究か ら3 1 番

目 の ア ミ ノ 酸が変異が ,

一 番高塀度 にみ られ る事

が解 っ た . しか し, 2 シ
ー ズ ン の 型別 の 耐性株 出

現原皮は
,
H I N l は22 .7 % ( 5 / 22) と19 . 0 % ( 4

/2 1) , H 3 N 2 は32 .2 % ( 19/59) と 50 .0 % ( 1 / 2 )

と両シ
ー ズ ン で H I N l でや や低 い 出現傾 向が見

ら れ た . 更 には
, 両 シ ー ズ ン で H I N l は V al -27-

A l a , H 3 N 2 は S e -3 1 - A s n 優位 と M 2 蛋白の ア ミ

ノ酸変異部位 が異な っ て い た . 以 上 より , H I N l

と H 3 N 2 で は耐性化に差異が存在 する こ と が 示

唆され た . なお , 今シ
ー ズ ン で H I N l の2 6 番変異

株を初め て検 出した .

2 . 副反応

い ら つ き, 不安感, 集中力低下 な ど の 神経系の

副反応が多く, 次 い で吐き気や 食欲不振な ど の 消

化器系の 副反応 がある . 我 々 の小児 A 型イ ン フ ル

エ ン ザ感染 に対する投与には , 投与群 で は副反応

出現額度は14 .1 % に認められ た
7)

.

3 . 今後の A m 使用

イ ン フ ル エ ン ザ治療 には A m 以外 に,
ノ イ ラ ミ

ニ ダ
ー ゼ阻害剤 の 2 種類 の抗イ ン フ ル エ ン ザウ イ

ル ス 剤がある . 後者はイ ン フ ル エ ンザの A 型と B

型両者効果があり, 副反応や耐性株発生 は A m と

比較 し少な い 長所を持 つ が, 薬代 は10 倍 と高価 で

ある . 治療効果は同じであり, 今後ノ イ ラミ ニ ダ
ー

ゼ阻害剤 の使用量が増加すると思わ れる . しか し,

新型イ ン フ ル エ ン ザに於 い て は ワ クチ ン供給 は間

に合わず, 抗ウイ ル ス 剤の 登場となる . 製造量, 保

存 の容易さ , 薬代等 か ら副作用 は さ て お き,
A m

の 使用が考えられ る . 心配され る市 中 の 耐性株増

加は我々 の研究か ら こ れ まで思 っ て い た ほ ど で は

なく, 候補と し て は依然 と し て有力 で あ る1 1)
. し

か し, 更なる検討が 強く望まれ て い る .
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