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要

1995年 1月 か ら 1996年 12月 までの 2年 間 に po‐

lymerase chain reaction(PCR)法 を使 って,眼検体 (涙

液,前房水,硝子体)で 8種類のヘルベス科ウイルスのウ
イルス感染の有無を検索 した。対象は,桐沢型ぶどう膜炎

5例 ,サ イ トメガロウイルス網膜炎 4例,眼悪性 リンパ腫
1例 ,増殖性糖尿病網膜症 3例の 13例 22眼 31検体で
ある.臨床的にウイルス性網膜炎と診断 された 9例 12

眼では,涙液検体 12眼 中 1眼 (8%),前 房水検体 7眼中
6眼 (86%),硝 子体検体 1眼 中 1眼 (100%)に 病因ウイ
ルス DNAが 検出された。臨床的にウイルス性網膜炎が
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約

ない対側眼では,涙液検体 6眼 と前房水検体 1眼中には
ウイルス DNAは 検出されなかった。ウイルス性網膜炎
と考えにくい 4例 4眼では,眼悪性 リンパ腫の 1眼にウ
イルス DNAが 検出された。以上から,PCR法はウイル
ス網膜炎の確定診断に有効な方法であるが,偽陽性の事

例もあるために注意が必要であることと,眼検体として

は涙液よりも前房水および硝子体が有用であると結論さ

れる。(日 眼会誌 102:509-514,1998)
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Abstract
During the past two years we studied the incidence retinitis, no viral DNA was detected in the samples

of infection by eight members of the herpesvirus (6 of tear fluid and one of the aqueous). Out of the
family in ocular samples (tear fluid, the aqueous, other 4 patients without viral retinitis, viral DNA
and the vitreous) using the polymerase chain reac- was detected in one patient with ocular malignant
tion (PCR). A total of 3l ocular samples were col- lymphoma. The findings show that PCR is a useful
lected from 22 eyes of 13 patients. The series com- and sensitive method in the diagnosis of viral retini-
prised five cases of acute retinal necrosis, four of tis, but that it may give false positive results. The
cytomegalovirus retinitis, three of proliferative dia- aqueous and the vitreous samples gave more posi-

betic retinopathy, and one of ocular mailignant lym- tive results than tear fluid. (J Jpn Ophthalmol Soc
phoma. In 12 eyes of 9 patients with viral retinitis, 102 :509-514, 1998)

causative viral DNA was detected either from the
tear fluid (l/12,8o/o), the aqueous G/7,86o/i, or the Key words: Viral retinitis, PCR, Ocular samples,
vitreous (l/1, l00o/o\. In the fellow eyes free of viral False positive

I緒  言

現在汎用されている p01ymerase chain reactiOn(PC_

R)法 は Saikiら 1)に よって開発されたものである。この

PCR法 を利用 したウイルスDNAの 同定は確立された
方法であり,臨床診断に役立つことは既に多数報告
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表 1 プライマーおよびプローブ

HSV-1   精蛋白質 D llSV― F

IIS 「ヽ―R
IISV― I'

1-lく 2

1-CI P

l-1)I)

GTTTGTGTGTTGTTCGGTCATAAGC
GCGTAGTACACCGTGATCGGGA
GTTTGTGTGTTGTTCGGTCATAACC
TCCGCCATCTTGAGAGAGGCATCC
ACCGCGAACGACCAACTACCCCCGAT
TCAGTTATCCTTAAGGTCTCTTTTG

350 209

HSV-2   精蛋白質 D 1lSヽ
7-11｀

HSV― R

HSV-1'

2‐ It2

2-CP
2-DP

GTT′ I｀ GTGTGTT(〕
′
「
′
FCGGTCA´ FAACC

CC(〕TAGTACACC(〕 TCATCCC(:A
GTTl｀ (〕TCTGTTG′「 TCCGTCA′rAACC
GCCT(,AATGTC(〕・I｀ AAACACC(〕 T′ I｀C
´
「 CCCAA′ FCGATTl｀ CGCGGGAACAAC
TTCC(1(〕 TTTTCGACCACCTCAC(1(lA

331 277

VZV DNAポ リメラーゼ １

１

２

２

Ｐ

Ｐ

Ｆ

Ｒ

Ｆ

Ｒ

Ｃ

Ｄ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

GTTTCTCCCACTC(〕 TACGTCAA(〕
CAGT(〕 (〕CCCCTACGTATAAACAl｀
GGGCGAAATGTAC(〕 ATATAAA(〕 (〕A
ATCCCG(,Cl｀ TGTTG′「 T′ 1｀ GTCTAAl｀
′
「 TTACCACCCTAAC(〕TTAAATTTT(,′
「 ATCCCACCTTTACAG′ rTGGAG

460 356

EBV DNAポ リメラーゼ  E― Fl
E― Rl

E‐ F2

E‐ R2

E‐ CP
E― DP

GCGGCCCAACACCAAC(〕 T
ACGGCAT()(,(〕 CAGGATAAA
(〕GCCTCATCCCCATCGACATCTA
AGAACAC(〕 CGGATCTCC′ I｀G
A(〕 AGATT(iCCAACATCCC′「 CACAT
(〕 C′
「
AA ACCATl｀

′
1｀ CGTGAl｀C(lACGT

392 313

Cヽ1lV DNAポ リメラーービ  C― Fl
C‐ R
C―
「
2

C‐ R
C― CP
C― DP

Al｀(,CATCCCCAAGACTAACT
TGTAGATAC(〕 GA′「 CTCCT(〕
C(〕 (〕CAACCCAA(〕 GATCACCl｀ GTC
TGTAGATACC(〕 ATCTCCT(〕
GTl｀CAACACCATTAATT′「 TCACTAC(1
AT′ I｀CCGTTCCCCCGTGTCATCTTT

284 223

HHV-6A li要カプシド
蛋白質

Ｆ

Ｒ

２

Ｒ

Ｐ

Ｐ

Ｖ
．

Ｖ
．

Ｆ

Ｖ
．

Ｃ

Ｄ

Ｈ

Ｈ

へ

Ｈ

ヘ

ヘ

Ｈ

Ｈ

６

Ｈ

ａ

ａ

ATAATTGGCAATGAACACCGTT
GATCCTTTTTGAGATGCCCAAGG
GTGCCTATTATACAGTTCCAGA
GATCCTTTTTGACATGCCCAAGG
CCCCGGTTAGGACAAACTTAAC
AAATCCCCCCACACCCAAGAG

762 579

IIIIV― (,B 主要カプシド
蛋白質

HHV‐ F
HHV― R
6B― F2

HHV‐ R
6-CP
6‐ DP

ATAATTCGCAATGAACACCGTT
GATCCTTTTTGAGATGCCCAAGG
GTCAACAACCTATCTCCGAAGTCG
GATCCTTTTTGAGATGCCCAAGG
CTCCGGTCACGACAATATAC
AAATTCCCCCATAACCCCACAG

762 214

HHV-7 主要カプシド
蛋白質

HHV‐ F
HHV‐ R
7‐ F2
HHV‐ R
7-CP
7-DP

ATAATT(〕 (〕CAATGAACACCGTT
CA′「 CCTTTT′ FGAGATCCCCAACG
l｀ ACACCAACCCTACTGTAAA′「AGT
(〕ATCCTTTT 「́ GACATCCCCAACG
(〕TTTCGGTAA(〕 ATAAAl｀ AAGCAATCACAAT
CA′「
′
FACTCCA(〕 T(〕 ACT′FCCCATAT′FAATTT

762 350

HSV-1:単純ヘルペスウイルス 1型 ,I―ISV‐ 2:単純ヘルペスウイルス2型 ,VZV i水 痘・帯状疱疹ウイルス,CMV:サ イトメガロウ
イルス,EBV:エプスタインーバーウイルス,HHV_6A:ヒ トヘルペスウイルス 6A'〔」,HHV-6B:ヒ トヘルペスウイルス6B41.
HHV-7:ヒ トヘルペスウイルス7型
十
F i lst p。lymerase chain rcactioll(PCR)お よび 2nd PCRの 両方におけるフォワード・プライマー

R:lst PCRお よび2nd PCRの両方におけるリバース・プライマー

Fl:lst PCRに おけるフォワード・プライマー,F2:2nd PCRに おけるフォワー ド・プライマー

Rl:lst PCRに おけるリバース・プライマ、 R2:2nd PCRに おけるリバース・プライマー

CPi捕捉プローブ,DP:検出プローブ
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HSV-1 HSV-2 VZV E13 CMV HIIV-6A    IIIIV-6B HHV-7

Fl HSV― F HSV― F V― Fl E_「 1 C― Fl HHV― F    IIHV‐ F HIIV― F

F2 IISV―
「

HSV‐
「

V― F2 E― F2 C― F2 6A_I「 2 6B―
「
2 7-F2

R2 1-R2 2-R2 V― R2 E― R2 C― R IIHV― R    HIIV― R IIIIV― R

Rl llSヽ
~―

R HSV― R V― Rl E― Rl C― R HHV― R    HIIV― R IIIIV― R

本研究で使用した nested用 のプライマーの′`種類 (21本 )を 示す

表 3

晰1り木1珍 |“「 IISV-1  1lSV-2  VZV  ClvliV  EBV  HHV-6A  HHV-6B   HHV-7

症例1 桐沢型ぶどう膜炎
(左 )

涙液  (右 )

(左 )

前房水 (左 )

`肖

r体  (左 )

一　
　
一
　

＋
　

＋

症例2 桐沢型ぶどう膜炎
(両 )

涙液  (有 )

(左 )

前房水 (有 ) +

二

　

　

一

一
　

一
　

一

症例3 桐沢型ぶどうll史 炎
(右 )

涙液  (右 )
(左 )

前房水 (右 )

一
　

一
　

一

＋
　
　
一　
　
十

二

　

　

一

一
　

一
　

一

症例4 桐沢型ぶどう膜炎
(右 )

涙液  (右 )

(左 )*

前房水 (有 )

前房水 (左 )*

一
　

一
　

一
　

一

一
　

一
　

一
　

一

一
　

一
　

一
　

一

一　

　

一　

　

二

一
　

一
　

一
　

一

一
　

二

　

一

症例5 桐沢
'11ぶ
どう膜炎
(右 )

涙液  (右 )
(左 )

前房水 (右 )

二

　

　

一

一　
　
一
　

＋

一
　

一
　

一

症例6 サイトメガロウイ
ルス網膜炎 (両 )

涙液  (右 )
(左 )

前房水 (右 )

二

　

　

一

症例7 サイトメガロウイ 涙液
ルス網膜炎 (両 )

(右 )

(左 )

症例8 サイトメガロウイ
ルス網膜炎 (右 )

涙液  (右 )
(た )

前房水 (右 )

一
　

一
　

一

二

　

＋

二

　

　

一

一
　

二

症例9 サイトメガロウイ 涙液  (右 )
ルス網膜炎 (左)     (左

)

症例10 1ljこ悪性リンパ腫
(右 )

硝子体 (右 ) + +

症例 11

`「

:子体 (右 )増殖性糖尿病
綱 ll英り市(両 )

症例12 増殖性糖尿病
網膜症 (両 )

硝子体 (右 )

1.I:″113 増殖性糖尿病
糸同″莫ギ|:(T両 )

硝子体 (左 )

症例 4の左|,て は,既往歴から桐沢型ぶどうlll,こ炎で失明.現在,活動性なし

されている通りである.その特異性はいずれの報告でも

高く,十分臨床診断に有用である。しかし,過去のいずれ

の報告もヘルペス科ウイルスの 3～ 5種類を検討 してい

るにすぎず,ウ イルス性網膜炎では眼検体の採取部位別

検討はされていない。今回,我々は現在知られている 8種

類のヘルペス科ウイルス DNAに 対して,眼検体採取部
位別に PCR法 を施行した 13例 22眼 31検体について,

PCR法の診断的意義,すなわち有用性と留意点を明確に

することを目的とした。

一
　

二

　

一

二

　

　

二

一
　

一
　

一
　

一

一
　

一
　

一
　

一

一
　

二

二

　

　

一

一
　

二

一
　

一
　

一

一
　

一
　

一

一　

　

二

二

　

　

一

一
　

一
　

一
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II実 験 方 法

対象症例は,1995年 1月 から1996年 12月 までの 2年

間に,大阪大学医学部附属病院眼科で臨床的にウイルス

性網膜炎と診断された 9例 と眼悪性リンパ腫 1例および

増殖性糖尿病網膜症 3例で,計 22眼 31検体である。PCR

法の検体は,患者の涙液,前房水,硝子体を用いた。採取に

際し,患者への十分な説明と患者の同意を得た。涙液採取

は点眼麻酔後,清潔操作で,小短冊に切断したシルマー試

験紙の断片を下方の結膜嚢に 5,6秒静置し,涙液を十分

しみ込ませたのち,清潔な生理食塩水 100 μl入 りの小試

験管内に入れた。前房水は十分な点眼麻酔後,27ゲージ

針をつけた l mlの ディスポーザブル注射器を用いて顕

微鏡下で慎重に約0.2 ml採 取した。処置後はオフロキサ

シン眼軟膏を点入し,圧迫眼帯を施行した。硝子体は,原

則として硝子体手術の開始直後に,眼内灌流を始める前

にコアビトレクトミーを行って採取した.いずれの検体

も-20℃ で保存した。

PCR法 は,ヘルペス科ウイルスDNAを 検出する目的
で,単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV-1),単 純ヘルペス

ウイルス 2型 (HSV-2),水 痘・帯状疱疹 ウイルス(VZ_

V),サ イ トメガロウイルス(CMV),Epstein― Barr virus

(EBV),ヒ トヘ、ルペスウイフレス6A,6B,7(HHV-6A,
HHV-6B,HHV^7)の 各種プライマ_7)を用いた nested―

PCR法を施行した(表 1,2).
1)サ ンプルからのDNAの抽出法
検体を 95℃ 10分間加熱して,そ の 5 μlを PCR法の検
体とした。

2)反応液組成 :x10 Tth burer 5 μl,2 mM dNTPs 4

μl,Primer各 0.5μM,Tth DNA polymerase(TOYO―

BO)2 units,検 体 5 μl(nested PCR時 は lst PCR産 物

を0.5 μl)を蒸留水で計 50 μlに調節した.

3)反応条件 :94℃ 1分 ,55℃ 2分 ,75℃ 1.5分 ,40 cydes

(single),さ らにプライマーの位置を変えて,94℃ 1分 ,55

℃2分 ,75℃ 1.5分 ,40 cycles(nested)を 行った。アガロー

スゲルで電気泳動して,各バンドを確認した。なお,ベー

タアクチンを陽性対照として置いており,全例で検出さ

れていることを確認した。

4)特異検出 :陽性のバンドが得られた場合はハイブリ

ダイゼーションを施行し,PCR法の結果を確認した。ハ

イブリダイゼーションの方法は,各 PCR産 物 20 μlを
TE― burerで 20倍 に希釈 し,50 μlずつ 8本 に分けて,

DNAプ ローブ自動測定システム(TOYOBO)8)を 用いて
ハイブリダイゼーションを実施し(DNAプ ロープは表 1

参照),10 kilo counts per second以 上の出力が得られた

検体を陽性と判定した。

III 結  果

|1限会誌 102巻  8号

典型的な眼所見から臨床的にウイルス性網膜炎と診断し

た 9例 (症例 1～ 9)12限 においては,涙液検体 12眼 中 1

限(8%),前 房水検体 7眼 中 6眼 (86%),硝 子体検体 1眼

中 1眼 (100%)に 病因ウイルスDNAが検出された。臨床
的に検体採取時にウイルス性網膜炎が存在しないと考え

られた対側眼では,涙液検体 6眼および前房水検体 1眼

においてウイルスDNAは全く検出されなかった。一方,
臨床的にウイルス性網膜炎と考えにくい 4例 (症例 10～

13)4眼中,1眼 (25%)に ウイルスDNAが検出された。そ
の内訳は次のようである.悪性リンパ腫を疑って細胞診

のため,硝子体検体を採取した症例 10で同時にウイルス

学的検索を行ったところ,水痘・帯状疱疹ウイルス,

CMVの 2種類のウイルスDNAが検出された。3眼の増
殖性糖尿病網膜症 (症例 11～ 13)の硝子体検体を検索し

たが,ウ イルス DNAは検出されなかった。PCR法 のア
ガロースゲルで得られた陽性のバンドは,全例ハイブリ

ダイゼーションを施行し,両者の陽性バンドが一致した

ことを確認した。

IV考  按

眼検体 (涙液,前房水,硝子体)の PCR法によるヘルペ

ス科ウイルスDNAの検索は,臨床的にウイルス性網膜
炎と診断した 9例中 6例 67%が陽性であった。眼内検体
(前房水および硝子体)に限定すると,7例 中 6例 86%と

高い特異性を呈した。検体の採取部位によってその陽性

率はかなり差があり,涙液では8%と 著しく低く,前房水

では86%,硝子体では 100%で あった。したがって,ウ イ

ルス性網膜炎などの眼内病変の診断には涙液検体による

検索は無効であり,眼内検体 (前房水もしくは硝子体)の

検索が必要なことが確認された。ウイルス性網膜炎は,そ

の炎症が網膜面から硝子体に波及し,さ らに,前房炎症を

惹起すると一般的に考えられており,前房炎症が比較的

強い時期に採取した前房水からはウイルスDNAが検出
されたと考えられる.そ こで,臨床病期別の各眼内検体と

PCR法の結果を検討してみた。症例 4以外の 6例 は,い
ずれも典型的なウイルス性網膜炎の眼底所見を認め,症

例 1の硝子体検体を|`余 くと,抗ウイルス薬の点滴投与前

に眼内検体の採取が可能であった。このように,最盛期に

採取した眼内検体の PCR法の陽性率は6例 中 6例が陽
性と100%であった.したがって,今回の検査法は,眼内

検体に限ると極めて特異性が高い方法といえよう。

前房水検体が陰性であった症例 4の右眼は,臨床的に

桐沢型ぶどう膜炎の診断で,既に前医で抗ウイルス薬,ス

テロイド薬が投与されており,前房炎症が軽度だったた

め前房水からはウイルス DNAが検出されなかったと思
われる.他眼が失明していたためと,硝子体混濁が軽度で

網膜病変も治療に反応したため硝子体生検は行わなかっ

た。症例 7は 3歳の幼児で,前房穿刺の侵襲の大きさを考

慮し,涙液採取だけに留めた.症例 4の右眼では硝子体検全 13例 2211t31検 体の結果を一覧表に示した(表 3)
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体,症例 7,9では前房水検体で PCR法を行えば,病因ウ

イルスDNAが検出された可能性が高いと考えられた。

以上から,今回我々が施行した PCR法 は,ウ イルス性

網膜炎の診断に非常に有用な検査法であるが,検体の採

取部位,採取時期により結果に差が出ることが明らかと

なった。したがって,PCR法によるウイルス性網膜炎の

診断のためには,眼検体のオリス取部位は涙液のみでは不十

分であり,治療前や前房炎症がある程度ある時期に眼内

検体 (前房水・硝子体)を採取し,積極的な病因検索を行

うべきであると考えている。ただし,硝子体生検による硝

予体検体の採取は,硝子体手術の進歩により安全に行え

るようになったが,前房穿刺に比べると侵襲が大きいた

め,個々の症例で十分検討する必要があると思われる。

PCR法によるウイルス性網膜炎の診断の留意点とし

て,今
「
|の症例 10の ように,ウ イルス性網膜炎と考えに

くい症例にウイルス DNAが検出された場合である。こ

のような潜在性の感染例として,HHV-6が ヒト網膜から

検出されているが,病因ウイルスとは断定されていない

という報告"も あり,病 因でないウイルスDNAが検出
されても不思議ではない。症例 10は ,硝子体生検で B―

ceH型非ホジキンリンパ腫と確定診断がつき,放射線治

療により腫瘍性の眼底病変は治癒したので,ウ イルス性

網膜炎の併発は考えられない.リ ンパ球数などは正常で

あるが,原疾患およびステロイド療法の影響により潜在

していた水痘・帯状疱疹およびCMVの DNAが硝子体
検体から検出されたと考えている。PCR法の結果,陽性

と出たからといってウイルス性網膜炎と診断するのでな

く,あ くまで臨床症状を考慮し,慎重に診断することが重

要である。

PCR法はごく少量の臨床検体からウイルスDNAを

感度よく検出できる非常に有効な診断方法であり,大量

の検体採収が困難な眼科領域では特に有用であり,ウ イ

ルス性眼疾患の診断に主として応用されており
2‐ 6),そ

の他,ト キソプラズマ症
10'と トラコーマ感染症・ 'の診断

にも有用である。この方法の眼科領域での今後の応用と

して,検体の処理を 11夫 して nested―PCR法 と同検体で

mRNA― PCRを 応用してさらに感度を上げ,よ り早期に

ウイルス感染を検出すること
12)や
,他科領域では真菌,細

菌感染症の診断へ応用されているが
13)¬ 6),眼
科では真菌

性および細菌性眼内炎の診断への PCR法の応用はまだ

立ち遅れていると思われる。PCR法で抗酸菌が検出され

た報告
17口 8)も みられるが,今後,眼内の真菌,細菌感染症ヘ

の PCR法の応用が容易にできるようになれば,眼感染症

の診断と治療に大いに役立つと思われる。
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