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インターフェロンと抗ヘルペス剤との相互作用に

関する研究 (図 8,表 7)

内   藤    毅 (徳島大学医学部眼科学教室)

Studies on the lnteraction of lnterferon

with Anti_herpetic Agents
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要  約
角膜ヘルペスの治療において,イ ンターフェロン (IFN)単独投与では治療効果はほとんど無 く,抗ヘルペ

ス剤と併用した場合にその治療効果を高めることがいくつか報告されている。しかしその相互作用について,

はっきりとした結論は出ていない。そこで VERO細胞を用いて,ヒ ト線維芽細胞インターフェロン(HuIFN‐

β)と 才九
ハ、ルペス斉」(5‐ lodo‐ 2′‐deoxyuridine(IDU),aciclovir(ACV),9‐ (1,3‐ dihydroxy‐ 2‐propoxylmethyl)

guanine(DHPG))と の相互作用について検討してみた。まず単層培養 した VERO細胞の培養液に HuIFN‐ β
を種々の濃度に加えて培養した。24時間後培養液を捨て,単純ヘルペスウイルス 1型を接種 し,種々の濃度に

抗ウイルス剤を溶解 させた培養液を用いて48時間培養 し,プラック数を測定 した。その結果,プラック形成抑

制率を指標として検討 してみると,HuIFN‐βとIDU,ACVあ るいはDHPGと の併用は,いずれも相乗効果

を示 した。 (日 眼 92 i l177-1184, 1988)
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Abstract

To use interferon (IFN) only has little or no therapeutic efrect in the treatment of herpetic

keratitis. However, to use IFN in combination with anti-herpetic agents has high therapeutic efficacy.

Although, the interaction between IFN and anti-herpetic agents has not been decided clearly. In this

study, the interaction between human flbroblast interferon (HuIFN-f) and anti-herpetic agents,

5-iodo-2'-deoxyuridine (IDU), aciclovir (ACV) and 9-(1,3-dihydroxy'2-propoxymethyl) guanine

(DHPG), was studied in vitro using YERO cells. After the formation of monolayer of VERO cells,

HuIFN-f of various concentrations was added in the maintenance medium. After 24 hours incubation,

the medium was removed and herpes simplex virus (HSY) type 1 was inoculated on VERO cells. Then,

anti-herpetic agents were added in the medium in various coneentrations. After 48 hours incubation,

plaques were counted and the reduction rate of plaque numbers were calculated. The results showed

that each combination of HuIFN-B with IDU, ACY or DHPG worked synergistically in the inhibition
of HSY replication. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 1177-1184' 1988)
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I緒  言
近年,角膜ヘルペスの治療薬としてインターフェロ
ンを併用することが注目されている.イ ンターフェロ

ンは,単独使用の場合には治療効果はほとんど無いが,

抗ヘルペス剤と併用した場合には,抗ヘルペス剤の治
療効果を高めることが報告 されている1)～ 12)。 しかし,

その相互作用についてはっきりとした結論は出ていな

い。そこで今回の研究では,組織培養細胞を用いて,

インターフェロンと抗ヘルペス剤を併用することによ

り,相加効果,相乗効果あるいは拮抗効果のいかなる
相互作用を生じるかについて,詳 しく検討した。

II 方  法

組織培養細胞はVERO細胞を,ウ イルスは単純ヘル
ペスウイルス (herpes simplex virus,HSV)1型 PH
株を, インターフェロンは ヒト線維芽細胞 インター

フェロン (HuIFN‐β)を ,抗 ウイルス剤には5‐lodo‐
2′
‐deoxyuridine(IDU),9-(2‐ hydroxyethOxymethyl)

guanine(aciclovir, ACV), 9‐ (1,3‐ dihydroxy‐ 2‐

propoxymethyl)guanine(DHPG)を それぞれ用いた。

組織培養は温度37℃ , 5%C02 inCubatOrを 用いて行

なった。培養液は Eagleの MEM培 地に L―glutamine
を0.3g/′ 加え, さらに牛胎児血清 (FCS)を細胞増殖
の場合には10%,細胞維持の場合には 1%の濃度に加
えて用いた.組織培養シャーンは Nunc社製,直径6cm
のものを用いた。

1)HuIFN‐ βとIDUを併用 した場合
まず単層培養した VERO細胞の培養液に0.011U/
ml,0.lIU/ml,lIU/ml,101U/ml,1001U/mlの 濃度
に HuIFN―βを加え培養した。24時間後培養液を捨て,

PBS(― )で細胞表面を洗浄 した後, ウイルス液を各
シャーレに0.2mlずつ加 え37℃ , 5%C02 inCubatOr

中で 1時間培養してウイルスを吸着させた。その後ウ

イルス液を除き,PBS(― )で細胞表面を洗浄し,維持
用 MEM培 地に0.5%の濃度にメチルセルロースを加
えたものに,3× 10-7Mの 濃度に IDUを 加えたものを

5ml重層 し,37℃ の 5%C02 inCubatOr中 で培養した。
48時間後上清を捨て,PBS(― )で細胞表面を洗浄した

後,10%ホ ルマリン・クリスタルバイオレット液で室
温にて30分間染色固定し, プラック数を測定した。対

照は培養液に何も加えないもの,HuIFN―βのみ使用 ,

または IDUのみ使用とした。用いたシャーレの数は各
薬剤濃度それぞれ 3枚ずつとした.ま た逆に HuIFN‐
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βの濃度をlIU/mlと し,IDUの 濃度を3× 10-7M,1×
10-6M,3× 10-6M,1× 10-5M,3× 10-5Mと 変化させ

た場合も加え,合計 4回の実験を行なった。
2)ⅡuIFN‐βとACVを併用した場合
前述の IDUの場合と方法は同様である。HuIFN‐β
の濃度を0.011U/ml,0.lIU/ml,lIU/ml,loIU/ml,

1001U/mlと 変化させ,ACVの濃度を10-8Mと した場
合と,逆に HuIFN‐βの濃度をlIU/mlと し,ACVの
濃度を1× 10-8M,1× 10-7M,3× 10-7M,1× 10-6M,

3× 10-6M,1× 10-5Mと 変化させた場合も含め,合計 4

回の実験を行なった。なお ACVを溶解するとき,50°C
に20分間保温して溶解した.

3)HuIFN‐βとDHPGを併用 した場合
DHPGの 場合 も前述の実験方法 と同様である。
HuIFN‐βの濃度を0.011U/ml,0.lIU/ml,lIU/ml,

101U/ml,1001U/mlと 変化させ,DHPGの濃度を1×
10~9Mな らび に1× 10-8Mと した 場 合 と,逆 に
HuIFN―βの濃度をlIU/mlな らびに101U/mlと し,

DHPGの 濃度を1× 10-9M,1× 10-8M,1× 10-7M,3×
10-7M,1× 10-6M,3× 10-6Mと 変化させた場合で合計

4回 の実験を行なった。以上の方法にて測定したプ

ラック数をもとにプラック形成抑制率を算出し,抗 ウ
イルス効果の指標とした。たとえば図 1に示すように,

図 1 クリスタルバイオレット染色後 のシャーレ
(HSV接種48時間後)
A:コ ントロール, B:DHPG 10~電頭,C:HuIFN‐
β O.011U/ml,D:DHPG 10-814+HuIFN‐ β O.01
1U/ml

DC
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1.0

Aに示 したコントロールのシャーレのプラック数は

1,395で ,Bの DHPGを 10-8M加 えた場合のプラック

数は1,219で 12.6%の プラック形成抑制率を示した。C

は HuIFN^β を0.011U/ml使 用したものでプラック数

は565あ り59.5%の プラック形成抑制率を示し,さ らに

Dは事前に Cと 同量の0.011U/mlの濃度の HuIFN‐β
で処理 した後に,Bと 同量であるDHPG 10-8Mを 加

えたものであるが, プラック数は30に減少しており,

プラック形成抑制率は97.8%と なっている。さらに,

算出 したプラック形成抑制率をもとに,iaCtional

inhibitOry cOncentratiOn index(FIC index)を 算出

し,効果判定に用いた。FIC indexは ,『FIC index=

併用時の A剤の濃度/単独時のA剤の濃度十併用時

の B剤の濃度/単独時の B剤の濃度』という数式で表

現され,あ る効果を得るのに必要な薬剤濃度を前述の

数式に当てはめることにより算出され,FIC index>

1の ときは拮抗であり,FIC index=1の とき相加 ,

FIC index<1の とき相乗効果と判定できる.こ れら

の関係を isobologramに表示 したものが図 2で あ

る13)～ 15).

III 結  果

1)Ⅱ uIFN‐βとIDUを併用した場合
HuIFN‐βとIDUを 併用した場合の実験結果の 1

例を示したのが表 1である.HuIFN‐βとIDUの双方

を加えないときの平均プラック数ならびに,IDUだ け

を3× 10-7M加 えたときの平均プラック数はそれぞれ

686.0と 629.7に な り,IDU 3× 10-7M単 独使用では

8.2%の プラック形成抑制率を示した。さらに前もって

0.011U/mlの HuIFN‐βで処理したものに同じ濃度の

IDUを加えると,平均プラック数は193.7に 減少,プ
ラック形成抑制率は71.8%に増大した。IDUの 濃度は

一定で,前処置の HuIFN・βの濃度を段階的に濃 くし

ながら加えていくと, プラック形成抑制率は表 1に示

すように増大していった.こ の結果をグラフに示した

ものが図 3である。縦軸はプラック形成抑制率を,横

軸は HuIFN‐βの濃度を示している。一番下の点線は

IDU 3× 10-7M単 独使用時のプラック形成抑制率で,

8.2%を示している。中央の破線は HuIFN‐β単独使用

の場合を示しているが,0.011U/mlの ときには59.5%

のプラック形成抑制率を示し,0.lIU/mlの ときには

62.7%,lIU/mlの ときには69.2%,101U/mlの ときに

は79.4%,1001U/mlの ときには89.2%の プラック形

成抑制率であった。HuIFN‐βとIDUを併用した場合

措抗効果

相加効果

相乗効果

0
FICB

F I C index=‐ FICA+FICB

併用時の A剤の濃度

1.0

く
Ｏ

Ｈ
臼

IT I CA =

IF I C3=

単独時の A剤の濃度

併用時の B剤 の濃度

単独時の B剤 の濃度

図 2 FIC indexに よる isobologram

表 l IDUと HuIFN―βの併用効果

HuIFN―β濃度 IDU濃 度 平均プラック数 プラック形成抑制率

OIU/ml OM 686 0

O IU/ml

3× l()-7TVI

629 7 82%

0011U/ml 193 7 71.8%

0_lIU/ml 1367 801%

lIU/ml 76 7 88.8%

10 1U inl 38 7 944%

1001U_ml 12 3 982%

には,一番上の実線のごとく, プラック形成抑制率が

増大しているのが分かる。逆に HuIFN‐βの濃度を一

定にし,IDUの濃度を変化させた場合をも同様に行な

い,合計 4回の実験結果から,end pointを プラック形

成抑制率90%に設定して,求めた各薬剤濃度を示した

のが表 2であり,表 2の薬剤濃度から FIC indexを 算

出した結果を示したものが表 3である。表 3の結果を

更 |こ isobologramに 図示 したのが図 4で あるが,

HuIFN‐βとIDUを併用した場合に,相乗効果を示す

結果となった。

2)HuIFN_β とACVを併用した場合

前述の HuIFN_β とIDUを 併用 した場合 と同様の
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図4 1DUと HuIFN―β併用時の FIC index
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図3 1DUと HuIFN‐βの併用効果

表 2 90%プ ラック形成抑制時の IDUと HdFN―β
の薬剤濃度

IDU HuIFN― β

8× 10-6卜I 01U/ml

O NI 1001U/ml

7x10-6M lIU/ml

3× 10-7、4 1lU/ml

3× 10-6M lIU/ml

10~判4 381U/1111

表 3 90%プ ラック形成抑制時のFIC index

FIC index FICrlLr FIClFN

0_885 0.875 0 01

0.048 0.038 0.01

0.385 0 375 001

0 381 0.001 0 38

0.1       1

Hui F N― β濃度
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「

,7´__併 用時のHuIFN―β濃度
・・しl卜 N~瑾髯I面焉霰5コiTI菫 FittI万躍雪度「

方法で実験を行ない,HuIFN―βとACVを併用した場
合の実験結果の 1つを示したものが図 5である。ACV

10 101〕 10/ml

図5 ACVと HuIFN‐βの併用効果

を10-8Mの濃度で単独使用 した場合 には7.0%の プ
ラック形成抑制率を示したが,HuIFN‐β使用にACV
を加えることによリプラック形成抑制率が増大し,単
独使用時に比べ併用時の方が抑制効果の増大が認めら

れた。IDUの場合と同様に,合計 4回の実験結果から,
プラック形成抑制率90%に end pOintを設定して,求
めた各薬剤濃度を示 したものが表 4である。表 4から
FIC indexを算出した結果が表 5であ り,そ れをiso‐
bologramに示した結果が図 6で ある。HuIFN‐βと
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表 4 90%プ ラッタ形成抑制時の ACVと HuIFN―β
の薬剤濃度

ACV HuIFN―β

4× 10-6M OIU/ml

OM 1001U/ml

1.3× 10-6M lIU/ml

18× 10-6M lIU/ml

10-8ヽ 4 2.51U/ml

10~9M 4.81U/ml

表 5 90%プ ラック形成抑制時のFIC index

FIC indeX FICACV FICFヽ

0 335 0.325 0.010

()46() 0 450 0.010

0 028 0.003 ()025

0.048 0 0003 {)()48

100

メ
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抑
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△′
′

1)l11)(,(10‐ M)単 独

0

図6 ACvと HuIFN‐β併用時の FIC index

ACVを 併用 した場合にも相乗効果を示す結果となっ

た。

3)HdFN‐ β とDⅡPGを併用 した場合

HuIFN‐βとDHPGを 併用した場合の実験結果の

一つを示したものが図 7である.DHPGの濃度を一定
にし,HuIFN‐βの濃度を変えた場合の実験結果を示

しているが,DHPG 10-8Mの 濃度で単独使用時には

5.3%の プラック形成抑制率を示したが,HuIFN―β使

用に併用することにより実線で示すように著明な併用

効果を示した.上記 2つの組み合わせの場合と同様に,

Ol    l

Hul FN― β濃度

図7 DHPGと HuIFN‐βの併用効果

表 6 90%プ ラック形成抑制時のDHPGと
HuIFN―βの薬剤濃度

DHPG IIuIFN―β

8× 107M OIU/ml

O M 1001U/ml

3x108M 101U/ml

7× 10-7M lIUlml

10-8M 10-21U′ lnl

10-9M 81U/ml

表 7 90%プ ラック形成抑制時のFIC index

FIC index FICrinn; FICrrr

0 138 0 038 0.1

0.885 0.875 0.()1

0 013 0013 (,0001

0 081 0.001 ()()8

合計 4回の実験結果から,90%プ ラック形成抑制率に

end pointを 設定して,各薬剤濃度を求めたものが表 6

である。これをもとに算出した FIC indexを 示したも

のが表 7で ,isobologramに図示すると,図 8の ごと

くになった。 この組み合わせでも相乗効果を示した。

1001U/ml

~ 0 5

10

■

05

F I C:Fド

1 0



図8 DHPGと HuIFN‐β併用時のFIC index

以上の実験結果から,FIC indexの 平均値を求めて

みると,HuIFN・βとIDUの 組み合わせの場合では ,
0.425であり,ACVと の組み合わせでは0.218,DHPG
との組み合わせでは0.279と なり,相乗効果の程度は
ACV>DHPG>IDUと なった .

IV考  按
NaganOら 16)ゃ Isaacsら 17)に よって発見された イ
ンターフェロン (IFN)は広範囲の抗ウイルス作用を

持っており, しかも毒性が少ないことから早くから臨

床的に注目されてきた.当初,IFNの 生産性の困難 さ
から入手困難であったが,最近では生産技術が進歩し
た結果大量生産が可能となり, ますます多方面におい

て臨床使用されつつある。眼科領域で IFNが臨床的に

注目され始めてから既に20年以上の歳月がたっている

が,その間に角膜ヘルペスに対する効果も検討された .

Tommila18)は IFN単独使用で治療効果を有すること
を示唆する報告をしているが,当時は IDUな どの抗ヘ

ルペス剤はまだ普及しておらず対照群の治療法が

iOdine cauteryで あるため,そ のような結果となった
ことが推測される。その後,IFNの 生産技術の発達や
IDUな どの抗ヘルペス剤の普及にともなって研究が

発展するに従い,IFN単独使用における有用性が薄れ
て来て,現在では角膜ヘルペスに対して,IFN単独で
は発症防止効果ならびに再発防止効果はあるが,治療
効果はないという報告がほとんどである1)～ 7).

しかし,単独使用では治療効果のない IFNを他の抗
ヘルペス剤と併用すると,抗ヘルペス効果が著しく高
められることが報告されている.角膜ヘルペスの治療
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において,Sundmacherら 8)9),de KOningら 1° )は
,

huinan leucocyte interferon(IIuIFN‐ α)と trinuoro‐

thymidine(F3T)を 併用することにより,樹枝状角膜
炎の治療期間を F3T単独使用に比べ著しく短縮させ
ることが出来たと報告している。また,de Koning
らn),Colinら 12)は ,HuIFN‐ αとACVを併用し,同
様に樹枝状角膜炎の治療期間を ACV単独使用に比べ
著しく短縮できたと報告 している。このように,単独
使用では治療効果を示さない IFNを他の抗ヘルペス

剤と併用することによって,抗ヘルペス剤の効果を著
しく高めることができるわけであるが,その相互作用
についてはあまり報告されていない。そこで今回の研

究は,in vitroにおける IFNと 抗ヘルペス剤との相互
作用を明らかにすることを目的とした。

多剤併用時の相互作用を解析するために今回は FIC

indexを もちいたが, この方法によれば in vitroの実

験系における多剤併用時の相互作用を比較的簡単に,

しかも明瞭に調べることが出来る13)～ 15)。 また図 2に示

したように isobologramに表示すればその相互作用

は明瞭であり,きわめて有用性の高い方法と思われる。

今回の in vitroの 実験結果は,HuIFN‐βとIDU,

HuIFN‐β とACV,HuINF―βとDHPGの全ての組み
合わせにおいて相乗効果を示 したが,Stanwickら 19)

によれば VERO細胞を用いた in vitroの 実験で本研
究結果 と同様に HuIFN―βとACVと の併用は相乗効
果を示したと報告している。Levin20)ら は in vitroの実

験で,HuIFN― αとACVと の併用は相乗効果を示すこ
とを報告している.Janzら 20は ,in vitr。 で IFN‐βと

9‐β‐D‐ arabinofuranosyladeninemOnOphOsphate

(ara‐AヽlP), 1‐β.D‐ arabinofuranosylthymidine(ara‐

T), 5‐ ethyl‐ 2′‐deoxyuridine(EDU), ACV, F3T,

phosphonoformic acid(PFA)の 併用実験で,ara‐
AMPと の組み合わせでは相加効果を示したが,その
他の抗ヘルペス剤との組み合わせでは相乗効果を示す

ことを報告している。Eppsteinら 22,は ,in vitr。 での

実験で IFNと DHPG,IFNと ACVと の組み合わせ
は各々相乗効果を示したが,前者のほうがその程度が
より著明であったと報告しているが,今回の結果では
ACV>DHPGで あった。 しかしその差は著明ではな
く,同程度 と見なして差支えないと考えられ,こ の点
は今後検討の余地を残すが,ACVと DHPGは よく似
た化学構造であり,その作用機序も同様と考えられて
いる点からすると,それほど差はないと考え得る。
Moranら 23)は in vitr。 の実験で,recombinant human
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interferOn― α (rHuIFN‐ α)と ACV, DHPG, vidar‐

abine(ara― A)を併用した場合,rHuIFN‐ αとACV,

DHPGと の組み合わせでは著明な相乗効果を示 した

が,ara‐Aと の組み合わせでは相加および軽い相乗効

果を示 した と報告 している.さ らに Fraser‐Smith

ら24)は ,マ ウスを使った動物実験で,mouse interferon

beta(MuIFN_β )と DHPCと の併用は相乗効果を示

すことを報告 した.こ のように IFNと 作用機序の異な

る抗ヘルペス剤を組み合わせて同時使用すると相乗効

果を生むということが,今回の報告のみならず数人が

報告しているが,相乗効果を生じる作用機序は未だ

はっきりしていない.茂田ら25)は ,IFNで処理すると

ACVの 燐酸化効率が高まることをその理由として報

告している。抗ヘルペス剤が抗ヘルペス効果を発揮す

るためには燐酸化されることが必要であり,その燐酸

化効率が高められることは相乗効果を生む理由として

充分考えられることである。

さらに相乗効果を生じる薬剤を併用することは,1)

治療期間を短縮できる,2)使用薬剤量を減らすことが

できるという長所があり, このことから耐性株の出現

防止,副作用
26)の 軽減という可能性も生まれ,今後角膜

ヘルペスに対する実際の治療において,IFNと 各種抗
ヘルペス剤の併用に関しては十分臨床応用が期待でき

るものと考える。

また,今回用いた HSV(PH株 )は,普通 IFNの力
価測定に用いられるvesicular stomatitiS Virusに 比

べ IFN―βに対して高い感受性を示し,IFNの 新しい

力価測定システムとして採用できる可能性があると思

われた。

本研究に用いた HuIFN‐βは東レ株式会社から,IDUは
ヤマサ醤油株式会社から,ACVは英国ウエルカム社から,
DHPGは米国 Syntex社から供与されたものである。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜りました当教室

三村康男教授ならびに塩田洋助教授に深謝いたします。
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