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有機 ゲルマニ ウム製剤Ge-132(Carboxyethylgermanium sesquioxide)の マウスのイ ンフルエ ン

ザウイル ス感 染症 に対す る防御 効果 を検討 した。

DDIマ ウスにイ ンフルエ ンザ ウイルス(A2/熊 本/H2N2株)を10LD50経 鼻感染 させ,感 染当

日よ り1日1回 計6回Ge-132を 連続経 口投 与 した ところ,100mg/kg投 与,つ づいて は20mg/

kg投 与 で有意 な延命効果 を認め,ま た上記投与 マウスにお いて肺 内 ウイルスの増殖抑制 と肺 の コ

ンソリデ ーシ ョンの進展停 止が確 認 された。Ge-132はin vitroで は直接 の抗 ウイルス作用を全 く

示 さないことか ら,マ ウスにおけ るインフルエ ンザ感染防御効果はGe-132投 与 によ り誘起 された

IFNが 生体 の免疫系 を賦活化 した結果 と考 えた。 なおGe-132の 経 口投与 を 行 なった マウスにお

いて著 明なNK活 性 の増強が脾細胞 中でも,肺 組織 でも認め られ,特 に感染 マ ウスにおいて著 明

であった。Ge-132投 与でin vivoで 活性化 され たNK細 胞は ウイル ス感染細胞 に対 し殺傷作用

を示 した ことか ら,Ge-132の マ ウスイ ンフルエ ンザ ウイルス感染防御効果はGe-132投 与 で増強

されたNK細 胞 が肺 内 ウイルスの増殖 を阻止す るとともに コンソ リデー シ ョン の進展 を停止 した

結果 と考え られ る。

マ ウス の イ ン フル エ ン ザ ウイ ル ス感 染 に お い て死 に至

る主因 は リンパ球 の 浸潤 に よ り引 き起 こされ る肺 の炎 症

コン ソ リデ ー シ ョ ン)と そ の 後 に 起 こる呼 吸 不 全 で あ

51)。 この コ ン ソ リデ ー シ ョ ンは ヌー ドマ ウスやX線 照

けマ ウス に イ ン フル エ ン ザ ウイ ル スを 感 染 させ て も起 こ

り難 く2),ま た抗 リンパ球 血 清 で 処 理 した マ ウス に お い

てはほ とん ど出 現 せ ず,マ ウスは 生存 す る3)。 しか し,

この よ うなマ ウス に おい て も肺 内 で の イ ンフ ル エ ンザ ウ

イル スの増 殖 は確 認 され て い る3)。 な お イ ンフ ル エ ンザ

ウイル ス感 染 マ ウス肺 野 に おい て感 染 初 期 に は炎 症 を進

展させ るT細 胞(Lyt1+)が 出現 し,後 期 に は炎 症 を抑

制す るT細 胞(Lyt2+)が 出現 し て くる ことが 知 られ て

るり4),我 々は イ ン フル エ ンザ ウイ ル ス 感 染 マ ウス で コ

ンソ リデ ー シ
ョ ンが進 展 して マ ウス が 死亡 す る の は免 疫

冬の過剰 防 衛 に よ る と考 え てい る。

一 方
,natural killer(NK)細 胞 の 細 胞 傷 害 活 性 の強

が ウイル ス感 染 に 対 す る 抵 抗 性 と 比 例 す る とい う報

告5)とと もに,ウ イル ス に 感 染 した マ ウス よ り採 取 した

K細 胞 を移 入 され た マ ウス は そ の ウイ ル ス に 対す る抵

1性を獲 得す る とい う報 告 が あ る6)。 また ウイ ル ス感 染

細 胞 がNK細 胞 の標 的 細 胞 に な りや す い こ と4,7,8)か ら

生 体 の ウイ ル ス感 染 防 御機 構 に お い て,NK細 胞 は重 要

な役 割 を特 に初 期 に担 っ て い る と考 え られ る。

有 機 ゲ ル マ ニ ウム 化 合 物Ge-132(Carboxyethylger-

manium sesquioxide)は 合 成 に 成 功 した水 溶 性 有 機 ゲ

ル マ ニ ウム化 合 物 の ひ と つ で あ り9),そ の 後 生理 学 的 勘,

薬 理 学 的11,12)に 研 究 が進 め られ,ほ とん ど毒 性 の な い こ

と がわ か っ た。 ま た,Ge-132は 経 口投 与 に よ りラ ッ

ト13),マ ウス14,15)で 抗 腫瘍 作 用 を 示 す がin vitroに お

い て 細 胞 増殖 阻 害効 果 を 示 さず,そ の 抗 腫 瘍 効 果 は 宿 主

の 防 御機 構 を介 した作 用 と考 え て い る16,17)。 しか も本 剤

は ヒ ト や マ ウス に 経 口投与 す る と イ ン ター フ ェ ロ ン

(IFN-γ)を 誘 起 し,NK活 性 を 増強 し マ ク ロ フ ァ ー ジ

の 活性 化 を 誘 導 す る こ と よ り18,19)免 疫 増 強 剤(BCG20),

C.parvum21),OK-43222)な ど)の 範 ち ゅ うに 属 し,特

に経 口投 与 で 有効 なIFN-γ 誘 起剤,NK活 性 増 強剤 と

考 え られ る。

以上 の 背 景 を ふ まえ,本 研 究 に お い て はGe-132の マ

ウス の イ ン フル エ ンザ ウ イル ス 感 染症 に 対 す る防 御 効 果

を検 討 した。



666
 CHEMOTHERAPY  AUG.1986

I.材 料 と 方 法

1.マ ウス の イ ンフ ル エ ンザ ウ イ ル ス感 染 系

マ ウ スは 東 北 大 学 医学 部 動 物 実 験 施 設 よ り供 与 さ れ た

DDI系,雄6週 齢 を 用 い た 。 イ ンフ ル エ ンザ ウイ ル

ス は マ ウス に 充 分 順化 した イ ン フル エ ンザA2/熊 本

(H2N2)株 を用 い3),こ の ウ イ ル ス の培 養 漿 尿 液 は109.0

EID 50で,DDIマ ウス に 対 し 感 染 価 は105 LD 50を 有

した。

2.Ge-132

Ge-132(浅 井 ゲ ル マ ニ ウ ム研 究所 よ り供 与)は 無 色 の

結 晶 をPBS(phosphate buffer saline)に 溶 解 しpHを

中性 に調 製 後 用 い た。

3.IFN標 品

Ge-132,100mg/kgをDDIマ ウ スに 経 口投 与 し,

24時 間 後 に得 ら れ た 血 清 をGe-132誘 起IFN(Ge-

IFN)標 品 と した。 この血 清 中 に認 め られ た 抗 ウ イル ス

活 性 はL 929細 胞 とVSV(Indiana株)の プ ラ ー ク半 減

法 に よ り測 定 し300U/mlで あ った(国 際 単 位 換 算:対

照NIHマ ウスIFN,Cat.No.022-904-511)。IFNα/β

は 小林 茂 保博 士(東 レ基礎 研 究 所)よ り供 与 され た マ ウ

スL-cell IFN(107U/mg Protein)を 用 い た 。

4.ウ イル ス感 染 方 法

マ ウ スへ の ウイ ル ス感 染 は バ ポ ー ネ フ ィ リ ン型 の ネ ブ

Fig. 1 Protection of mice from influenza A2

virus infection by oral administration of

Ge-132. Mice were intranasally infected

with 10 LD 50 of influenza A2(H2N2) virus

by inhalation. Various doses of Ge-132

or PBS in 0.2 ml amounts were perorally

given once daily for 6 consecutive days

after infection. The generalized WILCOXON

test (U test; n=10) was used for statis-

tical analysis. PBS (•œ); Ge-132: 20 mg/

kg (•¢), 100 mg/kg (•›), 500 mg/kg (•£)

ラ イ ザ ー で500mmHgの 圧 力 で30分 間経 鼻 噴霧感染

した23)。 ウ イル ス の感 染 量 は10 LD 50と した。

5.肺 の コ ン ソ リデ ー シ ョ ンの判 定 方 法 と肺内 ウィル

ス の 定 量 法

肺の コ ン ソ リデ ー シ ョ ン価 はHORSFALLの 方法24)によ

Fig. 2 Inhibitory effect of Ge-132 on the deve-

lopment of lung consolidation in mice in-

fected with influenza A2 virus. Mice and

administration schedule were the same as

in Fig. 1. The grade of lung consolidation

was determined by the HORSFALL method.

PBS (•œ); Ge-132 : 20 mg/kg (•¢), 100

mg/kg (•›), 500 mg/kg (•£)

Fig. 3 Inhibitory effect of Ge-132 on virus

growth in mouse lungs infected with in.

fluenza A2 virus. Mice and administration

schedule were the same as in Fig. 1. PBS

(•œ); Ge-132 : 20 mg/kg (•¢), 100 mg/kg

(•›), 500 mg/kg (•£)
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り0か ら5ま で の ス コア で判 定 し,1群5匹 の 平均 で 表

示 した 。 コ ン ソ リデ ー シ ョ ン値:5=死 亡 ま た は100%

コ ン ソ リデ ー シ ョ ン。4=80% ,3=60%,2=40%,1=

20%の コ ン ソ リデ ー シ ョ ン。0=0%コ ン ソ リデ ー シ ュ

ン。

肺 内 ウイ ル ス量 は ウ イ ル ス感 染 した マ ウス よ り得 た肺

をホ モ ジ ェナ イ ザ ー(ポ リ トロ ン:PT10.35)を 用 い て

磨 砕 し,10%の サ ス ペ ンジ ョンをPBSで 作 製,2,000

×g30分 の遠 心 上 清 につ い てHA試 験 に よ り定 量 した。

6.NK活 性 測定 法

NK活 性 は51Crラ ベ ルYAC-1細 胞 また はMeth-A

細 胞 と常 法 に よ り調 製 した 脾 リ ンパ 球 細 胞 あ る い は肺 内

リンパ 球 細胞 とを混 合 培 養(E/T比50:1)し,4時 間

後上 清 に放 出 され た51Cr量 よ り算 出 した18)。 ま た51Cr

で ラベ ル したMeth-A細 胞(2×106個)と イ ンフ ルエ

ンザ ウ イル スA2/熊 本(H2N2)株109,0EID50と を5%

CO2イ ンキ ュベ ー ター で1時 間 培 養 した 細 胞 を ウ イル

ス処 理 標的 細 胞(Inf-Meth-A)と した 。

7.推 計 学 的 検 討

マ ウ スの 平 均 生 存 日数 ではSTUDENTt検 定 ,全 期 間 の

生 存 率 で はWILCOXON検 定 を用 い検 定 したONK活 性 の

判 定 に はSTUDENTt検 定 を用 いた.

II.結 果

1.Ge-132経 口投 与 の マ ウス イ ン フル エ ンザ ウイ ル

ス感 染 死 に 及 ぼ す 影響

DDIマ ウ ス に イ ンフ ルエ ンザ ウ イ ル ス を10LD50量

経 鼻 感 染 させ,Ge-132投 与 は20mg,100mg,500mg/

kgの3群 と し 感 染0日 目よ り5日 目 ま で1日1回 計6

回 経 口投 与 し,Ge-132の イ ンフ ルエ ンザ ウ イル ス感 染

に対 す る防 御 効 果 を検 討 した(Fig.1)。

PBS投 与の 対照群は ウイル ス 感染後9日 目よ り死に

始め14日 目までにすべて死亡 した。Ge-132投 与群 で

は死 に始めの 日がPBS投 与群 よ り2～3日 遅れ,感 染

後20日 目の判定では20mg/kg投 与 で40%,100mg/

kg投 与 で60%,500mg/kgで10%の 生存 率が得 られ

Table 1 Enhancement of splenic NK activity after oral administration of Ge-132

to mice infected with influenza A2 virus

a) Mice were infected intranasally with 10 LD50 of influenza A2 ( H2N2) virus by inhalation.
Ge-132 (100 mg/kg/0.2 ml) was perorally administrated once daily for 6 consecutive days
after infection. PBS was used as a negative control. NK cell cytotoxicity was
determined in a 4-hr51Cr-release assay at a 50 : 1 effector to target ratio.

b) M
ean •} S.D. (n = 3)

* C
ompared to each PBS control. (STUDENT t-test ; * : P<0.05, ** : P<0.01, ***:P<0.001)

Table 2 Enhancement of NK activity in lung after oral administration of Ge-132

to mice infected with influenza A2 virusa)

Mice and treatment protocols were the same as in "Table 1 ".

b) Mean •} S
.D. (n = 3)

* Compared to control treated with PBS
. (STUDENT t-test ; * : P<0.01, **: P<0.001)
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た。感染後30日 に区切 って平均生存 日数 を求め る と対

照群11.6日 に対 し,Ge-132 20mg/kg投 与群21.4日

(P<0.001),100mg/kg投 与群24.6日(P<0.001),

500mg/kg投 与群16.6日(P<0.05)で 前2群 では対照

と比べ有意な生存 日数 の延長を認めた。

2.同 一投与法が肺 の コンソ リデー シ ョンに及 ぼす影

響

コンソリデーシ ョンは炎症 の度合 よ り0か ら5ま での

11段 階 に分け,1群5匹 の平均値 より求めた(Fig.2)。

感染5日 目でGe-132投 与群においてPBS投 与群に比

べむ しろ炎症が 促進 され る傾向を 認 めたが,11日 目で

はPBS投 与群が平均 スコア4.5で あ ったのに比べ,延

命効果が認め られたGe-132 20mg/kgで2.8,100mg/

kgで2.5と コンソ リデーシ ョンの抑 制が明らか に認め

られ,推 計学的 にも有意差が認め られた。

3.同 一投与法が肺内 ウイルス量 に及ぼす影響

感染後の肺 内ウイルスの 増殖 をHA試 験を 用 い1群

5匹 の平均に より求めた(Fig.3)。 肺内 ウイル ス量 は感

染3日 目ではいずれ の投与法で も対照群 との間に差を認

めなか った。 しか し,5日 目にな るとPBS投 与群 と延

命効果があ ま り認 め られ ない500mg/kg投 与群 にお い

ては ともにウイルス量が6,400 HAUに 到達 した のに比

べ,延 命効果が認め られ たGe-132 100mg/kg,20mg/

kg投 与群 ではそれぞれ200 HAU,320 HAUと ウイル

ス増殖 の明らかな抑制(1/20以 下)が 認め られた。

4.脾 細胞 と肺 内 リンパ球 のNK活 性 の測定

感染後,経 日的に脾細胞 と肺 内 リンパ球 のNK活 性 を

測定 した。Ge-132投 与 の脾におけ るNK活 性増強効果

をTable 1に 示 したが,非 感染 マウスにGe-132(100

mg/kg)を1日1回,6回 連続経 口投与す ると脾細胞の

NK活 性は1,3日 目にPBS投 与群 に比べ有意に増 強

した。次にイ ンフルエンザ ウイルスに感染 したマ ウスで

は脾細胞 のNK活 性 の上昇は3日 目より明らか に認め

られ,5日 目で43.6%と い う高 い活性値が得 られた。

このマウスにGe-132 100mg/kgを 治療実験 と同様の ス

ケジュールで 経 口投与す ると,感 染3日 目か ら40.0%

と非常 に高 いNK活 性が認め られ,特 に感染後期の5

日目,7日 目においてGe-132投 与群 におけ る活性の増

強 はPBS投 与群 と比べ顕著 であった。

次 に肺組織におけ るNK活 性 の動向 であ るが,非 感染

マ ウスでは肺 内 リンパ球 のNK活 性はGe-132の 投与

の有無 に かかわ らずほ とんど 認め られなかった(Table

2)。 次に インフルエ ンザ ウイル ス感染マ ウ ス で 肺内の

NK活 性 を追跡す ると,脾 細胞のそれ よりもやや遅れ3

日目か ら活性化が認め られ5日 目で ピー クとな り7日 目

まで持続 した(Table 2)。Ge-132(100mg/kg)を 連 日

Table 3 Augmentation of NK activity not by Ge-132

itself, but by Ge-132 induced IFN in vitro a)

a)Splenocytes(2
.5×106 cells/ml)of normal DDI

mice were cultured in the absence or presence

of different concentrations of Ge-132 or IFNs.

After 24 hr,NK cell cytotoxicity was determnined

in a 4-hr 51 Cr-release assay at a 50:1 effector

to target ratio.

b)Mean±S
.D.(n=3)

*Compared to the control
.(STUDENT t-test;

*:P<0
.01,**:P<0.001)

経 口投与(計6回)し た群 ではPBS投 与群に比べNK

活性の増 強が3日,5日 で認め られ,7日 目においては

60.3%と 非 常に高い 障害活性を示 し,こ の ような高い

数値は従来肺内で如何な る方法 でも得 られなかったもの

である。

5.Ge-132あ るいはGe-132誘 起IFNのin vitro

で脾細胞NK活 性 に与 え る影響

in vitroの 脾細胞培養 にGe-132を2μg,20μg,200

μg/ml添 加 し,24時 間培養 しNK活 性 に与える影響を

検討 したが活性 の増強 は認 め られなか った。 しか しGe-

132誘 起IFNを3U/mlあ るいは30U/ml脾 細胞培養

に加 えて24時 間培 養 した ところ,有 意 なNK活 性の増

強 が認め られ た。これ よ りGe-132投 与 に よるNK活 性

の増 強は,誘 起 され たIFNに よるもの と推定 した。

6.イ ンフルエ ンザ ウィル ス処理標的細胞に対する脾

細胞中NK活 性の増強

マ ウスにおけ るNK活 性 の増強 は従 来YAC-1細 胞

を標的 と した場 合に認め られ,Meth-A細 胞に対 しては

認 め られなか った(Table 4)。 と こ ろ が 正常マウスに

Ge-132を 経 口投与 しYAC-1に 対す る傷害性の増強が

認め られた脾細胞は イ ンフルエ ンザ ウイルスで処理した

Meth-A細 胞 に対 して もin vitroで 傷害活性を示すよ

うにな った(Table 4)。 なお この際無感作のMeth-A細

胞には全 く傷害効果 を示 さないこ とは表 より明らかであ

る。 この活性の増強は イ ンフルエ ンザ ウイルス感染マウ

スの脾細胞につ いても 更 に明瞭に 認 め られ,PBS投 与
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Table 4 Augmented NK cell activity directed to target cells

treated with influenza A2 virus a)

a)
Mice were infected intranasally with 10 LD 50 of influenza A2 ( H2N2 ) virus

by inhalation. Ge-132 (100 mg/kg/0.2 ml) was perorally given once daily

starting on the day of infection. PBS was used as a negative control.

Splenocytes from infected mice were obtained 5 days after infection.

Splenocytes from uninfected mice were obtained 24 hr after administration

of 0.2 ml of PBS or Ge-132 (100 mg/kg).

b)Mean •} S.D. (n = 3)

c)51 Cr labeled Meth -A cells (2•~106) incubated in the presence of 10 9.0 EID 
50

of influenza A2 virus for 1 hr, washed with RPMI-1640 medium, were used

as target cells.

Compared to each PBS control. (STUDENT t-test;*: P<0.01, **: P<0.001)

群に比べGe-132投 与群 のInf-Meth-A殺 傷活性は有

意に増強され ていた。

III.考 察

有機ゲルマニ ウム製剤Ge-132はin vitroに お いて直

接 の抗 ウイルス作用を全 く示 さない ことか ら25),マ ウス

におけ るイ ンフルエ ンザ感染 防御効果 はGe-132投 与 に

よ り生体の免疫系を賦 活化 した結果 と考 え られて きた。

今回の実験で延 命効果 を示す ため至適濃 度(100mg/kg,

Fig.1)の 存在が 示唆 されたが,こ の濃度は既報 のマウ

スにおけ る抗腫瘍効果発現の た め の 至適濃度 と一致 し

た15)。なお1/5量 の20mg/kgで も推計学的 には100

mg/kgに 匹敵す る効果が得 られた。

Ge-132投 与マ ウスにおいて著 明なNK活 性 の増強が

認められた ことはGe-132に よ り誘起 され るIFN-γ に

よるものと考 え られ19)(Table 3),直 接 のeffector細 胞

は脾細胞中でも肺組織で も特に感染マ ウスにお いて増強

したNK細 胞 と推定 した(Table 1,2)。 これ らのNK

細 胞が ウイルス感染細胞に対 してin vitroで 殺傷作用

を示す実験結果7,8)(Table 4)を 参照す る と,Ge-132の

マウスのインフルエ ンザ ウイルス 感染 防御 効果 はGe-

132を 投与す ることによ り増強 されたNK細 胞が肺内

ウ イルスの増殖を阻止 し,し か もコ ンソリデーシ ョンの

進展を停止 した結果起 こった もの と考えた。Ge-132の

IFN-γ の産生のために 参加す る 細胞群 につ いては多 く

の 研 究 が あ り19),Ge-132はin vitroに お い て は イ ン タ

ー ロ イキ ン2に よ るIFN-γ 産 生 を 増 強 す る26)
。 な お

Ge-132はT細 胞 か らで は な くNK細 胞 か ら のIFN産

生 を増 強 す る こ とがin vitroで 証 明 さ れ て お り26),Ge-

132はNK細 胞 に 作用 し,NK細 胞 を活 性 化 す る特 異 的

なBRMで あ る こ とが 示 唆 され た。
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ANTIVIRAL ACTIVITY OF Ge-132 (AN ORGANIC

GERMANIUM COMPOUND) IN MICE INFECTED

WITH INFLUENZA A2 (H2N2) VIRUS

HISASHI Aso, TAKUSABURO EBINA and NAKAO ISHIDA
Department of Bacteriology, Tohoku University School of Medicine

FUJIO SUZUKI
Department of Microbiology, Kumamoto University Medical School

Ge-132 [Carboxyethylgermanium sesquioxide; O8(GeCH2CH2COOH)2], an organogermanium com-

pound, has been shown to have antitumor activities in mice and rats, as revealed by inhibition of

tumor growth in and prolongation of survival period of these animals. It has also been proved to

have, in both human and mice, immunopotentiating activities, through both the induction of inter-

feron-r in serum and the augmentation of natural killer(NK) cell activity. On the basis of these

observations, we study in this paper the effects of Ge-132 on influenza virus infection in mice. When

DDI mice were infected with 10 LD 50 of influenza A2(H2N2) virus by inhalation, administration of 20

mg/kg or 100 mg/kg of Ge-132 for 6 consecutive days starting on the day of infection was found to

have a significant protective effect. An increase in the survival fraction, a prolongation of the mean

length of survival, an inhibition of the development of lung consolidation, and a decrease in virus

titers in the lungs were found in treated groups as compared to control which was given PBS. NK

activity in the spleens and lungs of the virus-infected mice was also significantly augmented by orally

given Ge-132. In addition, NK cells whose activity was augmented by Ge-132 in vivo revealed a definite

killing activity towards NK-insensitive Meth-A cells when the latter were sensitized with influenza

virus in vitro. Nevertheless, no direct virocidal or virostatic activities of Ge-132 on the influenza

virus were ever found in vitro.

These results indicate that the protective effect of Ge-132 against influenza virus infection in mice

seems to be explained by its IFN-ƒÁ inducing activity and in particular through its augmentation of

NK cells.


