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要

単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)を 角膜に局所感

染させた後,三叉神経節での潜伏感染への移行の様子と

防御反応を検討 した。BALB/cマ ウスの角膜に HSV‐ 1

を接種 し,接種後経時的に三又神経節を摘出し,螢光抗体

法で リンパ球を観察 し,以下の結果を得た。① 接種後 3

日目からHSV‐ 1陽性神経節細胞が認められた。14日 目

には陽性細胞は認められなくなった。② リンパ球は3日

目には T細胞の割合が多かったが,5日 目に B細胞が増

加 し,7日 目から再度 T細胞の割合が増加 した.③ T細

胞のサブセットでは 3日 目にはCD4陽性細胞 とCD8

陽性細胞の割合はほぼ同 じであったが,以後,CD4陽性
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細胞が優位になり,14日 目にはCD8陽性細胞は認めら

れなくなった。以上の結果から,角膜から軸索輸送によっ

て三叉神経節に到達 した HSV‐ 1は ,神経節細胞に感染

して増殖し,時間の経過とともに潜伏感染へと移行 して

い く。HSV… 1の増殖を抑える防御反応 としては,主 とし

て細胞性免疫 (特に CD4陽性細胞の働き)が関与 してい

るものと考えた。(日 眼会誌 100:496-500,1996)
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I緒  言

単純ヘルペスウイルス 1型 (herpes simplex virus

type l,HSV‐ 1)は 角膜に初感染した場合,角 膜上皮で増

殖したウイルス粒子は軸索輸送によって三叉神経節に到

達することがよく知 られている.角膜局所での防御反応

は,抗体産生を中心 とした液性免疫 とともに細胞性免疫

が重要であることが報告
1)～ 3)さ れている。しかし,角膜に

HSV‐ 1が初感染 し,ウ イルスが三叉神経節に到達 してか

らの I枝領域での リンパ球の分布状態についての報告
4)
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はほとんど知 られていない。今回我々は,三叉神経節に到

達 した HSV-1が 潜伏感染へ移行する様子,そ の時の B
細胞とT細胞の関与を免疫組織学的に検討した。

III実 験 方 法

1.ウ イルス接種

動物は BALB/cマ ウス(雌,8週齢 )を 用い,ウ イルス

は HSV‐ 1の McKrae株を用いた.マ ウスを塩酸 ケタ ミ

ン(ケ タラールQ35 mg/kg)と キ シラジン塩酸塩 (セ ラ

クタール①,10 mg/kg)の 等量混合液の筋肉注射 によ り

全身麻酔 した後,両眼角膜を 27G針を用いて縦横 5条の

格子状の傷を付 け,ウ イルス液 (1.0× lo7 PFU/ml)を 10

μl滴下 し,10分 問静置 した。3日 後 に細隙灯顕微鏡 を用

い,ロ ーズベンガル染色で角膜 を観察 した結果,す べての

マウスに樹枝状角膜炎が認められた。

2.三叉神経節の摘出

ウイルス接種後,3,5,7,10,14日 目に各々 5匹のマ

ウスの三叉神経節 を摘出した.ま ず,ペ ントバルビタール

ナ トリウム (ネ ンブタール①)の過剰麻酔によリマウスを

屠殺 し,4%パ ラフォルムアルデヒドで全身灌流固定 し

た後,両側の三叉神経節を摘出した。

3.凍結切片の作製

摘出した三叉神経節は 4°C,4%パ ラフォルムアルデ

ヒ ドで 24時 間固定 した。さらに,4°C,30%シ ョ糖 リン

酸緩衝生食液中に 24時間保存 した後,液体窒素で OCT
compotnd(Miles,USA)を 用 い て凍 結包埋 した。その

後,ク ライオスタッ トで 6μ の厚 さの連続切片を作製 し

た。

4.ウ イルス陽性細胞の検出

得 られた連続凍結切片から 5切片毎に 1切片の割合

で,切片を抜 き出 して抗 HSV‐ 1抗体 を用いて染色 (1個
の神経節に対 して合計 16切片)し ,ウ イルス陽性神経節

細 胞 を検 出 した。用 いた抗 体 は nuorescein isothio―

cyanate(FITC)標 識 抗 HSV-1抗 体 (DAKOPATTS,
Denmark)で,螢光抗体直接法によ り染色 した。染色後 ,

螢光顕微鏡で観察 し,ウ イルス陽性神経節細胞の有無 を

判定 した。

5。 螢光抗体二重染色法

ウイルス陽性神経節細胞 (前項 4で検出した)を含む組

織切片を螢光抗体二重染色法によ り染色 し,螢光顕微鏡

で観察した。

1)三叉神経節での pan T CeHと pan B cellの 経時的

変化

用いた一次抗体 は pan T ceHの マーカーとしてラッ

ト抗マウス CD 3抗体 (Serotec Ltd,UK)を 用い,二次抗

体 はビオチン化 ウサギ抗 ラット抗体 (Vector Labora_

tories lnc,USA)を 用い,さ らに,rhodamine isothiO―

cyanate(RITC)標 識 ア ビジ ン(Vector Laboratories

lnc,USA)を 用いた。二重染色は pan B ceHの マーカー
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図 1 マウスの三叉神経節 .

I,II,IH枝 領域が明確に区別 されている。単純ヘルペ

スウイルス 1型 (HSV-1)は I枝領域にのみ感染する。

として FITC標識ラット抗マウス CD 45 R抗体 (Caltag

LabOratOries lnc,USA)を 組み合わせて行った。組織切

片 を リン酸緩衝生食水 (PBS)で 10分間洗浄 した後,正

常ウサギ血清 とTriton― X‐ 100を それぞれ 3%と 0.3%

の濃度 を加 えた PBSで 90分 間ブロックした.次 に,一

次抗体 (ラ ット抗 マ ウス CD3抗 体 (1:10))を 用 いて

4°Cで 12時間反応 させた後,正常 ウサギ血清を 1%添
加 した PBSで 1回洗浄 した.次 いで,ビオチン化 ウサギ

抗ラッ ト抗体 と室温で 45分間反応 させた後,PBSで 45

分間洗浄 した。さらに,RITC標識アビジン(1:500)を

用いて室温で 30分間反応 させた後,PBSで 45分間洗浄

した。最後 に FITC標 識 ラット抗 マ ウス CD 45 R抗 体

(1:1)を用いて室温で 45分間反応 させた後,45分間

洗浄 し,グ リセリンを滴下 しカバーグラスをかけ,三叉神

経節の明 らかに I枝領域 (図 1)と判定できる場所を螢光

顕微 鏡 で観察 した。螢光 顕微 鏡 の フィル ター (green,

blue)を 切 り替えることによって同一組織切片の,RITC
で標識 された抗体 とFITCで標識 された抗体の局在 を

観察することができた。

1個の三叉神経節か ら HSV‐ 1陽性細胞 を含み,重 複

を避けた連続切片 4枚のそれぞれにつき I枝領域すべて

の T Cellと B ceHの 細胞数をカウン トし,比率を計算し

平均 して 1個 の三叉神経節の値 とした。両側の神経節で

カウン トした場合は,そ の平均を個体値 とした。そして接

種後,各 日数での各個体値 をさらに平均 してその日数で

の比率 とした。なお,14日 目は HSV‐ 1陽性細胞が認めら

れなかったため,神経線維が染 まっている切片でカウン

トした。

2)三叉神経節での CD4抗体陽性 T細胞 とCD8抗
体陽性 T細胞の経時的変化

一次抗体 は helper/inducer T ceHの マーカーとして

ラット抗マウス CD4抗体 (Caltag LaboratOries lnc,

USA)を用い,二 次抗体 はビオチン化ウサギ抗 ラット抗

体 (Vector Laboratories lnc,USA)を 用 い,さ ら に

RITC標 識 ア ビジンを用 いた。二重染色 は cytotoxic/

Suppressor T ceHの マーカーとして FITC標識ラット

抗マウス CD8a抗体 (Caltag Laboratories lnc,USA)

告
り
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図 2 抗 HSV‐ 1抗体 による三叉神経節の染色 (ウ イ

ルス接種後 5日 日).

神経節細胞全体がアップルグリーンの螢光を発 して

いる.バ
｀
―は 50 μm

と組み合わせて行った。その後,同様に I枝領域を観察

し,各 日数でのhelper/inducer T ceHと cytotoxic/sup―

pressor T ceHの比率を計算した。
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図 3 抗 HSV‐ 1抗体による三叉神経節の染色 (ウ イ

ルス接種後 7日 目)。

螢光は神経節細胞の核に集中している(矢印 )。 バー

0ま 50 μrn

III 結  果

1.三叉神経節でのHSV‐1の経時的変化

HSV‐ 1接種後,3日 目のBALB/cマ ウスの角膜をロ

図 4 抗 pan T(CD3)抗体,抗 pan B(CD 45 R)抗 体による染色所見 .

左図 :抗 pan■
｀
抗体陽性網胞 (矢印)を示す。バーは 50 μin.右図 :抗 pan B抗体陽性細胞 (矢印)を 示す。な

お,図では抗 HSV-1抗体による染色 も併用している。バーは 50 μm
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図 5 CD4抗 体,CD8抗体 による染色所見 .

左 図 iCD4抗 体 陽性
´
1｀ 細胞 (矢 印)を 示 す。バーは 50 μm。 右 図 :CD8抗 体 陽性

´
I｀ 細 胞 (矢 印)を 示 す。

バーは 5()μ  nl
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表 1 三叉神経節 I枝領域におけるT細胞 とB細胞の比率
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PI-3 PI‐ 5 PI‐ 7 PI-10 PI‐ 14

CD 3
(Pan T)

77.8± 11.3
n■=2

52.0± 5.9%
n=4

60.4± 12.8%
n=4

91.5± 5.6%
n=2

96_6± 2.9%
n=4

22.2:±:11_3
11・=2

48.0± 5.9%
n=4

39.6± 128% 8.5± 5.6%
n=2

3.4± 2.9%
n=4n=4

PI:pOSt inoculation n:マ ウス数

表 2 三叉神経節 I枝領域におけるCD4,CD8抗体陽性T細胞の比率

PI‐ 3 PI-5 PI‐ 7 PI‐ 10 PI‐ 14

CD 4 47.1± 30.5%
n=2

86.4± 7.2% 96_5± 1.8%
n=5

％０
．

‥２

＋
一
〓

・ｒ

ｎ

100.0± 0.0%
n==4

CD8  52.9± 30.5%
n==2

13.6± 7.2%
n=4

3.5± 1.8%
n==5

0.9± 0.9%
n=2

％十
一
〓

０
）
ｎ

―ズベンガルを用いて染色 して,細 隙灯顕微鏡で観察 し

た結果,全例で樹枝状角膜炎を認めた。なお,今回の実験

下でのマウスの致死率は 20～30%であった。

摘出した三叉神経節ではHSV‐1陽性細胞は3日 目か

ら認められ,3日 目より5日 目にはその数が増加 してい

た。3日 日,5日 目の陽性細胞は細胞全体が螢光を発して

いたが (図 2),7日 目には螢光は核に集中するようにな

り(図 3),10日 目には螢光は減弱傾向を示 した。14日 目

には陽性細胞は認められなくなった。三叉神経節におけ

る感染細胞の比率はピークの5日 目,7日 目で I枝領域

の神経節細胞の約 30%であった。

2.T細胞とB細胞の比率 (表 1)

接種後の全期間を通 じて T細胞が優位であった.B細
胞は 3日 目から5日 目にかけてその割合が増加したが,

その後,B細胞 は減少傾向を示 した。図 4は CD3(pan
T)陽性細胞,CD 45 R(pan B)陽性細胞を示す。

3.CD4抗体陽性 T細胞 とCD8抗体陽性 T細胞の

経時的変化 (表 2)

感染初期の 3日 目にはCD8陽性細胞が CD4陽性細

胞に比較 して増加していたが,以下日が経つにつれて減

少していき,14日 目には CD 8陽性細胞 は認められなく

なった。図 5は CD4陽性細胞,CD8陽性細胞を示す。

IV 考  按

角膜に初感染した HSV‐ 1は 角膜に分布 している三叉

神経の軸索流に乗って逆行性に移動し,三叉神経節にた

どりつく。三叉神経はその名の通 り眼神経,上顎神経,下

顎神経の 3分枝を出すが,神経節もそれぞれに対応し 3

つの領域に明確に分かれている。角膜からの軸索輸送に

よって移動 した HSV-1は I枝領域に到達 し,増殖する

(図 1)。 その後,神経節細胞で細胞か ら細胞へ と感染

し5),遺
伝子 レベルで組み込 まれる。この状態をStevens

ら6)7)は
c。 _cultivation法の研究により次のように定義し

た。「摘出された神経節からは感染力を有するウイルス粒

子を検出することが出来ないが,そ の神経節を組織培養

すると感染力を有するウイルス粒子が出現する」。今回の

実験では,最初に三叉神経節に到達 した HSV‐ 1が どの

ように潜伏感染へと移行していくかを検討 した。

今回の実験結果から,角膜への接種後 3日 目には三叉

神経節に到達 している。HSV-1に対する螢光抗体法の観

察所見から,陽性所見はまず神経節細胞 とともにサテラ

イト細胞に現れ,時間的経過 とともに神経節細胞に移行

し,細胞全体が螢光を発するようになる(図 2).3日 目よ

り5日 目の方が陽性細胞が多いことから,こ の間に感染

した神経節細胞でウイルスが増殖し,細胞から細胞への

感染が起 こつているものと思われる。神経節細胞に感染

した HSV-1は増殖のため細胞核に近づきDNA情報だ

けを組み込むが,今回 7日 目に観察された核に集中する

螢光 (図 3)は その状態を反映したものと考える。その後,

14日 目までに螢光抗体法では検出不能となったが,こ れ

はHSV‐ 1が生物学的反応を呈する糖蛋白などを捨て去

り検出不可能な潜伏感染の状態となつたためと考えられ

る。現在,どのような状態で潜伏感染が持続しているのか

は解明されていない。今回の実験では再活性化について

は行っていないが,過 去の自験データか らは 1か 月の

CO― CultiVationで 90%再活性化でき,潜伏感染率は90%
以上であった。

HSV‐ 1の角膜感染では,液性免疫とともに細胞性免疫

が防御反応 として重要 といわれている1)～ 3)が
,三叉神経

節局所における報告
4)は ほとんどない。そこで,三叉神経

節においてもB細胞,T細胞の動態を今回検討 した(図

4)が,経過観察 した全期間を通 して T細胞主体の細胞

性免疫が優位に働いていることがわかった。また,今回は

IgG,IgMな どの免疫グロブリンを個別に検討 していな

いので厳密には液性免疫 とはいえないが,B細胞は接種

後 5日 目にピークがあり,以後減弱傾向を示した (表 1).

角膜,結膜 といった眼球表面を構成する組織には,直接

外界と接するという解剖学的部位の特徴から,侵入する

病原体や異物から生体を防御する機構がある。眼球表面

において角膜輪部から結膜,特に上皮中にはラングルハ

CD 45 R
(Pan B)
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ンス細胞が広 く分布 していて,抗原提示細胞 としての働

きを司っている。正常の角膜にはみられないが,角 膜 に

HSVな どの感染が起 こるとランゲルハンス細胞がみら

れるようになり,抗原提示細胞として機能していると考

えられる8)。 三叉神経節への感染が起 こった場合 も抗原

提示細胞 として何 らかの機能が働いていると思われる。

宇野 ら9)は 角膜における細胞性免疫について検討 して

いるが,それによると感染後 1日 で上皮に,3日 で実質に

HSV-1が 出現 し,L3T4(CD4)陽 性 細胞 お よび Lyt

2(CD 8)陽性細胞は感染後 3日 目から角膜実質に認めら

れている。両者の割合はLyt 2(CD 8)陽性細胞がほぼ横

ばいであるのに対 して,L3T4(CD4)陽性細胞が 3日 目

に出現してから7日 目にかけて増加傾向にある。しかし,

どちらも角膜上皮層や内皮には認められなかったと報告

している。Gebhardtら 4)は ウサギに角膜初感染を起 こさ

せ,経時的に角膜 と二叉神経節の T細胞 とHSV-1の存

在を調べている。その結果,感染性ウイルスとウイルス抗

原を表現する細胞 は感染の急性期 (0～14日 )に は角膜

と三叉神経節に存在 した。また,三叉神経節のT細胞浸

潤は神経線維の間に細胞がまばらに散布された状態で血

管周囲への浸潤 として存在し,こ れは組織のウイルス感

染の特徴であるとしている。

今回の実験では三叉神経節におけるTリ ンパ球 (CD4

陽性細胞,CD8陽性細胞)を調査した (図 5)が ,接種後 3

日目に HSV-1が三叉神経節に到達 した時点ではCD4

陽性細胞 とCD8陽性細胞の割合はほぼ同じであり,そ

の後,日 が経つにつれて CD 4陽性細胞の割合が増加 し

ていき,14日 目にはすべてCD4陽性細胞 という結果に

なった (表 2)。 この結果から,HSV-1が三叉神経節に感

染 した場合,ヘルパーT細胞が優位 となり種々のサイ ト

カインを生産 し10),抗体産生を促す とともに細胞障害性

T細胞,NK細胞
1)11),マ クロファージの細胞障害性 を増

強することで HSV-1を 除去し,HSV-1に抵抗しようと

していると考 えられ る。Hendricksら
12)は Hsv_1の 株

の違いにより角膜 におけるCD 4と CD8の活′性化が異

なることを報告しているので,今後 これらの種々の働 き
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や株 による相違の検討が必要であろう。
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