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要  約

1) マウス単純ヘルペス性角膜炎の急性感染のモデルを作成し,抗IFN 抗体の及ぼす影響を検討した.2) 抗

IFN 抗体投与群では, コントロール群に比べ, 角膜病変の治癒の遅延, ならびにウイルス増殖量の増加が認め

られた.3) HSV の角膜感染初期においては,内因性のIFN が感染防御機構の一部に関与していることが示唆

された.( 日眼 91 : 157-160,  1987)

キ ーワ ード: マ ウス, 単純 ヘル ペ ス性角膜 炎, 抗 イン ターフ ェ ロン抗 体

Abstract

It is known that interferon (IFN)  plays a i】mportant role on the defense against various viral

infections.  However,  there is very few about the study on the herpetic keratitis in the mouse by using

anti-IFN antibody. In the present study, the effect of anti-IFN antibody on the herpetic keratitis of

the mouse was examined. Herpes simple χ virus type l (Amakata strain ; HSV-1)  was  inocu】ated into

the corneas of C57BL/6 mice, and anti ・IFN antibody or normal rabbit globulin was dropped onto the

eyes of the mice. The results showed that in the group treated with anti-IFN antibody, the delayed

cure of  corneal lesions and the increase in the virus yields were recognized, compared with the control

group treated with normal rabbit globulin. Thus,  it is suggested that endogenous IFN can be involved

in the defense mechanism in the early stages of the herpetic keratitis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 :

157-160,  1987)

Key wards : mouse, herpetic keratitis, anti-interferon antibody

I 緒  言

インターフェロン(interferon : IFN)は, ウイルス

が細胞に感染した時, 産生されてくるタンパク質であ

り, 未感染の細胞に作用してウイルスの増殖を阻止す

る. IFN は, ウイルス感染の初期の段階の生体防御に

大 きい役 割を果 し てい るも のと考 えら れてい る.

IFN は, 近年 量産 生 され, さ まざ まな ウイル ス疾患

の 治療や 予防 へ の応 用 が試 みら れてい る. 眼科領 域に

お いて も, 局 所投与 とい う利 点 もあ り, 単純 ヘ ルペ ス

性 角膜 炎 に臨 床応 用 さ れ1), あ る程 度 の効 果を 得 てい

る. さらに, 動物 実験で も 特に予 防的 な投与 法 に有効
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性を認められている2)̃4'.

しかし, 単純ヘルペスウイルス【herpes simp 】ex

virus: HSV) の角膜感染における局所の内因性IFN

の感染防御での役割について検討した実験は, ほとん

どない.

今回, 著者らは, マウスのHSV type 1 (HSV-1)

による角膜急性感染のモデルを用いて,抗IFN 抗体を

局所投与し, その及ぼす影響について検討してみたの

で, この結果について報告する.

II 材料 と方 法

1. マウス:C57BL/6,  6週齢メス( 静岡県実験動物

農業協同組合より購入) を用いた.

2. ウイルス:HSV-1 天方株を用いた. これは,横浜

市立大学眼科より分与されたものをVero 細胞で増殖

し,-80 ℃で保存しておいた.

3. 抗IFN 抗体: 家兎を免疫して作成した. すなわ

ち, 白色 家兎皮 下 に毎 週1 回 マ ウ スIFN- α/β

(MuIFN- α/β) 1,000×104単位を10週間接種した. そ

の後,毎週1 回, MuIFN-ff/ βをFreund 完全アジュバ

ソトとともに3 週間皮下接種した.

抗IFN- α/β抗体力価が十分高くなった時期に, 頚

動脈より全採血し, 血清分離した. L929 細胞, ニワト

リ卵奨尿液, mock-MuIFN で吸収した後, カラムクロ

マトグラフィーで精製し, さらに減圧濃縮, 脱塩透析

し, 凍結乾燥した. 用時には生理食塩水に溶解した.

実験に使用した抗IFN 抗体は,10単位を1 単位に中

和する希釈倍数で640単位の力価をもっており,タンパ

ク質量は, 780μg/ml であった.

4. コントロール群には抗IFN 抗体のタンパク質量

と同量のウサギy- グロブリンを生理食塩水に溶解し

て使用した.

5. ウイルス接種法:10 倍希釈ベンドバルビタール

(SomnopentylR)  O.Olml/g の腹腔内注射で麻酔した

後, 実体顕微鏡下で30ゲージ注射針で角膜を縦横3 条

ずつ角膜実質層に達する創をつくった.その後, HSV-

1天方株106TCID5O/ml を27ゲージ針でI 滴( 約10μD

滴下し, 軽くマッサージした.

6. 抗IFN 抗体投与およびコントロール: ウイルス

接種直後と翌日の2 回, 抗体投与群には抗IFN 抗体

を, コントg- ル群にはウサギy- グロブリンをそれぞ

れ50μ1/日麻酔下で結膜下注射した.

7. 角膜病変の観察: ウイルス接種翌日より角膜を

フルオレスチソで染色し, 実体顕微鏡を用いて観察し

日眼会誌 91 巻 1 号

た. 角膜病変は, 潰瘍の程度および浮腫の有無をもっ

てスコア化し, それぞれの和をもって病変の程度とし

て記録した. すなわち, 潰瘍の程度では, 角膜がフル

オレスチンによって染まらないもの(O), 角膜が点状

に染まるもの(1), 小さな樹枝状潰瘍3 コ以上(2),

小さな樹枝状潰瘍4 コ以上もしくは大きな樹枝状潰瘍

(3) とし, 浮腫については, 浮腫のない時(0), 軽

度の浮腫(1), 高度の浮腫(2) とした. 観察は, 接

種後24時間毎に行った.

8. ウイルス増殖量の測定: ウイルス接種後第1,

2,3,5 日目に,抗IFN 抗体投与群およびコントロー

ル群のそれぞれ3 匹6 眼ずつの眼球を摘出し, マイク

ロブラック法で各眼球のウイルス増殖量を測定した.

すなわち, 各眼球ごとに, ペニシリンG lOOU/ml スト

レプトマイシン100μg/ml を加えた1% 新生孔ウシ血

清(NCS) を含むイーグルMEM 培地5ml でガラス粉

とともに乳鉢でホモジナイズし, これを3,000rpm,  20

分間遠心し, その上清の100μ1をVero 細胞に処理し

てウイルスを吸着さぜた. その後,y チルセルロース

を重層し,3 日間培養した.y チルセルロースを吸引

後, ライト染色し, ブラック数をかぞえた.

Ill 結 果

[角膜病変の観察] ウイルス接種翌日より24時間毎

の角膜病変の程度をスこ17化した( 図1).

コントp- ル群では, ウイルス接種第2 日目で樹枝

状の潰瘍を認め,3 日目(mean score土SD  ; 0.4±0.5)

以後は, 潰瘍が軽快し, 自然治癒する経過をとった.

これに対し, 抗IFN 抗体投与群では,3 日目でも潰瘍

s
!
)
!
)
E
㎞
@

X

●-
○

政

一

』一

冫
一

の

1 2 3 4 5 Day

第1 図 角膜病変の経過.抗IFN 抗体投与群ではウイ

ル ス接 種後3 日 目で も潰瘍 の消失しない ものが多

廴ヽ .
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第2 図 眼 球 内 ウ イ ル ス増殖 量 の 経 過. 縦 軸 に ウ イル

ス増殖 量, 横軸 に ウイ ル ス接 種 後 の 日数 を 示 す. 全

体 を 通 し て 抗IFN 抗 体投 与 群 で は コン ト9- ル 群

よ り も ウ イル ス増 殖 量 が多 く, 特 に第1 日目でt 検

定 に よ り有 意 の差 を 認め た.

の消失 し ない も のが 多 く, (mean score 士SD ; 1.4 ±

1.1) 角 膜病 変 の治癒 の有 意の 遅延を 認 めた.

〔 ウイル ス増殖 量 の測定 〕 ウ イル ス接 種後 第1,  2,

3,5 日 目に3 匹6 眼ず つ個 々の眼 球 の ウイ ル ス 増殖

量を ー・ イ クロブ ラ ック法 にて測 定し た( 図2). 全 体を

通 じて, 抗IFN 抗体 投 与 群 では コン ト ロ ール 群 よ り

も, ウイル ス増 殖量 が多い 傾向 を 認め た. 特 に第1 日

目 に お い て は, 抗IFN 抗 体 投 与 群 で, 4.1 ±0.35

(mean 士SD)  log pfu/eye, コ ント ロ ール 群 で3.63 ±

0.44  (mean 土SD)  log pfu/eye であ り, 両群 間でt 検

定に より有 意差(p<0.02) が認 めら れた.

IV 考  按

IFN は1954 年 に, 長 野, 小島 が ウサ ギ皮 膚 と ワクチ

ュ アウ イル スの系 で, 1957年 にIsaacs とLindenmann

が ニワト リ漿 尿膜 と イン フルエ ン ザウ イル スの系 で,

干渉 現 象の一部 を 担 う物質 とし て発 見し た. IFN は高

等動 物 のウ イル ス感染 細胞 が産生 す る タンパ ク質 で未

感染 の細胞 に 働い て ウイル スの 増殖を 抑制 す る.

眼 科領 域の ウ イル ス感染 症で も, 感 染初 期 に局 所で

IFN が 産生 され, 感染 防御 の役 割の一 部を に なっ てい

るこ とが 推定 され る.

佐 々木 はddy マ ウ スを 使 った ヘ ル ペ ス性 角 膜 炎 に

おい て, 感染2 日後 と3 日後に,1 群30 眼の 感染角 膜

内に12 単 位 ずつ のIFN を 検 出し た. IFN 活 性は ト リ

プ シ ン 処 理 に よ り 消 失 し た が, pH 2.0 で 安 定 で,

56℃15 分加熱で も安 定 であ り, 抗原型 はI 型 であ った
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こ とを報 告し てい る5).また, 鎌 田 はHSV 感 染 に対し

て 感受 性 の異 な る3 種 類 の近 交 系 マ ウ スを 用 い て,

HSV 感 染 に よる角膜 お よび血 清内 のIFN の推移 を経

時的 に測 定し, 検討 し てい る气

抗IFN 抗体を 使 うこ とに よりIFN の ウイ ル ス感 染

にお け る重 要 性を 明 ら かに する 実験 は, Gresser らに

よ って 行わ れた气 す な わち, 実験 的 ウイル ス 感染 を

行 った動物 に, 高力 価 の抗MuIFN- α/β 抗体 を投与 す

るこ とに よっ て脳 心筋炎 ウ イル スの致死 量未 満の投 与

にお いて もマ ウ スの感染 死を 認め, さ らに各 臓器 にお

いて 極 めて 早期 か ら の ウイ ル ス増殖 を 認め た. HSV,

Moloney 肉 腫 ウイル ス, 水 疱性 口炎 ウイル ス, ニ ュー

カ ッスル病 ウイル スで も同様 の結果 を 認めて いる. こ

れら のこ とは, 全身 性 ウイ ルス性 感染 の防 御にIFN が

大 きい 役割 を果 たし てい るこ とを示 唆し てい る.

また, Hoshino et al.は イン フル エン ザ ウイル スの致

死 量 未満 を 感染 さ せた マ ウ スに 抗IFN 抗 体を 鼻腔 内

に 滴 下 し て 死 亡 率 を 有 意 に 高 め る こ とを 示 し て い

る8). こ れはIFN が 局所 ウイ ル ス感 染 の防御 にも大 き

い 役割 を果 たし てい るこ とを示 唆す る ものであ る. い

ず れ にして%,  IFN が ウイル ス感染 の初 期防御 に極 め

て 重要 な役 割を果 たし てい る ことは, まちがい ない で

あ ろ う.

今回, 著 者ら は, HSV 角膜 局所 感染 に対し て抗IFN

抗 体の 局所投 与を 行 ない, 角膜 病変 なら びに ウイル ス

増 殖量 にお よぼ す影響 を検 討し てみ た. そ の結 果, 抗

IFN- α/β 抗体投 与群 で は コント ロ ール 群に 比べ, 角 膜

病 変の 治癒 の遅延 な らび に ウイル ス増殖 量の増 加を 認

め た. し かし, 角 膜病 変 が, 樹枝 状 潰瘍 から地 図状 潰

瘍 へ と悪 化し てい く所 見は え られず, また 個 々の眼球

の ウ イル ス増 殖量 につ いて も ウイル ス感染 後第1 日目

で 有意 の差 は認め たが, 実験 全体 を通 してそ の 盖はあ

まり大 きく はな かった.

さら に付け 加 える と, 結果 に は触 れてい ない が, 角

膜 病変 がほぼ 治癒 した 第5 日 目頃 より, 眼 瞼の ヘル ペ

ス性病変( 脱毛, 瞼裂 幅縮 少) が ほぼ 全例 に認め られ,

2 週 間 の うちに 自然治 癒し た. 眼 瞼 の病変 の程 度は,

抗MuIFN- α/β 抗 体投与 群 で強 く, 中 には, 顔面̃ 頭

部 広 範 囲に 及 ぶ も の もあ り, そ の 治 癒 日 数 も コ ン ト

ロ ール群 に比 べ, 非 常 に長 かった.

実 験 に使 用し た 抗IFN- α/β 抗体 は,10 単位 を1 単

位 に中 和 す る希釈 倍 数で, 640 単位 の力 価 を もって お

り,50 μ1ず つ2 回 の投 与で もHSV 感染 の マ ウス角膜

内IFN を充 分中 和で きる力 価で はあ る. し かし, マ ウ
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スを 麻酔 して 結膜下 注射 す る都合上 ウイル ス接種 直後

お よび24 時間 後の投 与で あっ たので, 角 膜内 で産 生 さ

れ るIFN が最大 量に なる時 間 と抗IFN 抗 体を 投与 し

た時 間が 多少ず れて し まい. IFN を 完全 に中 和で きな

か った こと も考え られ る.

Hoshino et al.はヒ ツジを 免疫し て得 られ た, もっ と

高 力 価 の 抗 体 を 使 用 し て 鼻 腔 へ の 局 所 投 与 を 行 っ

た8).そ れゆ え, 私 たち の実験 系で も, もっ と高単 位 の

抗IFN 抗 体を投 与す れば, もっ と著明 な変化 が 認め ら

れ る可 能性 があ るか もし れ ない.

IFN は感 染後, 細胞 性免疫 や体 液性 免疫が 成立 す る

以 前よ り検出 され る. 局所 で産生 さ れたIFN は, 感染

の ごく初 期に おい て感染 防御 に重 要な 役割を 果たし て

い ると 思われ る. し かし, こ れに も限 界があ り, マ ク

ロ ファ ージ,NK 細胞 な どの因 子と 複雑に か らみあ っ

て ウイ ル ス感染 防 御 機 構 を形 づ くって い るの で あ ろ

う.

HSV-1 天方株を提供していたいた横浜市立大学医学部眼

科学教室佐々木隆敏先生に深く感謝致します.

本論文の要旨は, 第23回眼感染症学会( 昭和61年7 月19

日, 東京) で発表した.
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