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要

目 的 :ぶ どう膜炎における単純ヘルベスウイルス

(herpes simplex virus,HSV)の 型別を行った。

対象 と方法 :ヘルベス性虹彩毛様体炎 3例 と急性網

膜壊死 (acute retinal necrosis,ARN)6例 の眼内液 を用
いて p01ymerase chain reaction(PCR)を 行 い,制 限酵

素による PCR産物の切断パターンからHSVの型 を判

定 した。また,同症例を含む 42例のぶどう膜炎患者に対
して中和試験 (neutraHzation test,NT)に よる血清抗体

価の測定を行った。

結 果 :PCR産物は,ヘルペス性虹彩毛様体炎 3例が

HSV l型 で,ARN 6例 中 5例 が HSV 2型 ,1例 が HSV
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1型であった。NTによる血清抗体価は,PCR産物の型別
と相関していた。

結 論 :ヘルペス性虹彩毛様体炎においては HSv l
型が,ARNにおいては HSV 2型 が病因として重要であ
ると考えられた。また,NTによる血清抗体価の測定は,

ぶどう膜炎における HSVの型別に有用であると考えら
れた。(日 眼会誌 104:476-482,2000)
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Abstract
Aim:To examine the type of herpes simplex vi- rum NT titers eorrelated with the typing of the am-

rus (HSY) in cases with uveitis. plicons.
Materials and Method.s : Intraocular fluid speci- Conclusions : In the cases studied, HSY type I

mens obtained from 3 cases with herpetic iridocycli- was the dominant etiological agent in herpetic irido-
tis and 6 cases with acute retinal necrosis (ARN) cyclitis, while HSV type 2 played a similar role in
were examined by polymerase chain reaction (PCR). HSY-associated ARN. The examination of the serum
HSY typing was performed by the restriction pat- NT may be helpful for the identification of the eti-
terns of the PCR products. Serum samples obtained ological types of HSV in patients with uveitis.
from these cases and 33 cases with uveiti.s were ex- (J Jpn Ophthalmol Soc 104 :476-482, 2000\
amined by neutralization test (NT) for the availabil-
itv of the typing of HSV. Key words; Herpes simplex virus (HSY), HSV type

Results : The restriction patterns of the PCR l, HSV type 2, Acute retinal necrosis,
products amplified from 3 specimens of iridocyclitis Herpetic iridocyclitis
revealed HSV type I DNA. HSV type 2 DNA was
identified in 5 of 6 cases of ARN and HSV type I
DNA was found in only one case. The results of se-

I緒  言
や疾患発症部位などが異なることはよく知られている。

一般に,HSV-1は三叉神経節などの知覚神経節に潜伏し

てお り,再活性化により回唇,顔,眼 などにヘルペス感染

症をもたらし,HSV-2は 仙髄神経節などに潜伏 し性器ヘ

ルペスの原因の多 くを占めると考えられている。。しか
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単純ヘルペスウイルス(herpes simplex virus,HSV)に

は,1型 (HSV-1)と 2型 (HSV-2)があり,両者はその DNA
の塩基配列において相同性が高い一方で,潜伏感染部位
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し,こ のHSVのいわゆる「棲みわけ」は厳密なものでは

なく,性器ヘルペスが HSV-1に より発症する場合 もあ

れば1),眼
科領域における疾患の原因として HSV-2の関

与が証明された例 もある2)。

最近,急 性網膜壊死 (acute

retinal necrosis,ARN)の 原因として HSV-2が注 目され

ているが3),ARNを はじめ眼科領域のヘルペスウイルス

感染症において HSVの型別を行うことは,ウ イルス性

眼疾患における発症機序やウイルスの伝播経路を知る上

の一つのアプローチとして非常に有意義と考えられる。

そこで,今回ヘルペス性ぶどう膜炎としてヘルペス性虹

彩毛様体炎およびHSVが原因と考えられた ARN(HSV

ARN)に つ い て,polymerase chain reaCtiOn(PCR)産 物

におけるウイルス型特異的制限酵素切断点の検出および

中和試験 (neutralization test,NT)に よる血清抗体価の

測定結果からHSV-1,HSV-2の型別を行った。

II対 象 と方 法

1.対  象

PCR産物を用いたHSVの型別については,ヘ ルペス

性虹彩毛様体炎 3例 とHSV ARN 6例 を対象 とした.ヘ

ルペス性虹彩毛様体炎は,男 性 1例 (45歳 ),女 性 2例

(20,64歳 )の計 3例で,平均年齢は43.0歳であった。3例

とも片眼性の強い前部ぶどう膜炎として発症 し,著 しい

豚脂様角膜後面沈着物と高眼圧があったが,角 膜炎の存

在はなく,ま た眼底には特に異常はなかった。3例 とも急

性期に前房水を採取してPCRを行い,HSV DNAが確認

されたことでヘルペス性虹彩毛様体炎と診断された。一

方,ARNは全例片眼性で,男性 2例 ,女性 4例 ,年齢は 17

～54歳 (平均 43.3歳)で あった.いずれの症例も,豚脂様

角膜後面沈着物に高眼圧を伴った強い虹彩毛様体炎,硝

子体混濁,濃厚な網膜黄白色病変があり,ア シクロビルの

投与により網膜病巣の拡大は停止した。6例中 1例 には 1

年 7か月前にヘルペス脳炎の既往があったが,他 の症例

では特記すべ き既往はなかった。これらの症例ではいず

れも急性期に眼内液(5例 は前房水,1例は硝子体液)を 用

いたPCRが施行されてお り,HSV DNAは 陽性で,水痘

帯状疱疹ウイルス(varicella― zoster virus,VZV)DNAは

陰性であることが確認されている.

2.PCR産物を用いたHSVの型別

急性期に採取された眼内液(8例 は前房水,ARNの 1

例のみ硝子体液)か らは,既 報
4)に

準 じた PCRに より全

例でHSV DNAの増殖が確認されており,今回はその際

得られた PCR産物を用いて検討を行った。まず,-80℃

に凍結保存 してあったPCR産物を融解後,そ の 5 μlを

2%ア ガロースゲルを用いて電気泳動 し,HSV DNAの

増幅サイズである330 base pair(bp)の 位置にバンドが

みられるかについて再確認を行った.対象 とした 9例 の

PCR産物については,全例で 330 bpの 位置にバ ンドが

確認されたが,う ち6例ではバンドが薄く,そ の後の制限
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酵素を用いた反応には DNA量が不十分である可能性が

あったため,そ れら6例 については PCR産物 5 μlに 対

して再度 HSVに 対するプライマーを用いて 30サ イク

ルの PCRを 行い,新たなPCR産物を得た。2本のチュー

ブにそれぞれ PCR産物 5口 ,滅菌水 12 μl,10倍反応用緩

衝液(500mM Tris― HCl pH 7.5,100mM MgC12,10mM

DithiOthreit01,1,000mM NaCl)2口 を加え,一つのチュー

ブには制限酵素であるXんοIを l μl,別 のチューブには

Bgι Ⅱを l μl加 え,30℃ で 60分 反応 させた.そ の後,そ

れぞれのチューブの 10 μlを 2%ア ガロールゲルで電気

泳動し,制限酵素による切断の有無を確認した.我 々の用

いているHSV DNA検 出用 PCRの系では,HSV-1,HSV
-2と もに DNA polymerase領 域の 330 bpが 増幅される

が5),こ の領域において HSV-1と HSV-2で は約 7%(24

bp)に塩基配列の違いがある6)7)。
両者の塩基配列が異な

る部位 に,HSV-1で はXλο I切 断部位 が,HSV-2で は

BgZ Ⅱ切断部位がそれぞれ存在する5)～ 7)。 したがって,増

幅された330 bpの HSV DNAに これら2種類の制限酵

素を反応させたとき,PCR産 物中に含まれるHSV DNA

が HSV-l DNAの場合にはXんοIに よって241 bpと 89

bpの 2断片に切断されるが,BgJ IIで は切断されない 5)。

一方,HSV-2 DNAで はBgJ IIに より77 bpと 253 bpの

2断片に切断されるが,XんοIでは切断されなぃ5)。 この 2

種類の制限酵素による切断パターンの違いから,PCR産

物中におけるHSVの型別を行った.

3.HSV血清抗体価の測定

今回,PCR産物を用いて HSVの型別を行った 9例 の

他 に,HSV ARN 2例 ,VZVが原因 と考 え られた ARN
(VZV ARN)7例 を含む 33例 のぶ どう膜炎患者に対 し

て,HSV-1お よびHSV-2の 中和試験 (neutr」 ization test,

NT)に よる血清抗体価の測定を行った。そ して,PCR産

物を用いたHSVの型別の結果とNTの結果を比較する

ことで,ヘ ルペス性ぶどう膜炎におけるNTのパターン

を検討し,今回 PCR産物によるHSVの 型別を行ってい

ないぶどう膜炎における病因ウイルスの型を推定 した。

なお,今回NTを行うための採血については,患者に十分

な説明を行い,かつ同意を得た上で施行し,測定は民間検

査施設(SRL社 )に依頼して行った.

III 結  果

制限酵素を用いた検討の結果は,ヘ ルペス性虹彩毛様

体炎の PCR産物は 3例 ともHSV-l DNAで あった。一

方,ARN 6例中 1例の PCR産物は HSV-l DNAで ,他の

5例 はHSV-2 DNAで あった (図 1).HSV‐ l DNAが 検

出された ARNは 1年 7か月前にヘルペス脳炎の既往が

あった。これらの症例におけるNTの測定時期および結

果を表 1に 示す。発症早期に採血されたヘルペス性虹彩

毛様体炎とARNの各 1例は,NTの値が HSV-1,HSV-2

ともに4倍以下であったが,そ の他の症例については,



478

500bp

400bp

300bp

200bp

100bp

~― ++― +― +― +― 十

図 l Polymerase chain reaction産 物に対する制限酵

素反応後の電気泳動.

1～ 6:急性網膜壊死の症例,M:サ イズマーカー,BI

BgJ Ⅱを反応させたもの,X:Xλο Iを 反応 させたも
の,十/― :制限酵素による切断の有無

PCR産物によるHSVの型別の結果で HSV-1が 原因と

考えられた例では,NTの値においてHSV‐ 2に 比べHSV-1

が 4倍高 く,一 方,HSV-2が 原因と考えられた例では
,

HSV‐ 1と ISV-2が等しいか,あ るいはHSV-2の方が高

値を示 した (表 1)。 今回PCRに よるHSVの型別を行っ

ていないぶ どう膜炎患者 33例 のNTの 結果 (表 2)は ,

HSV-1,HSV-2と もに4倍以下であった例が 5例 (15.2

%),HSV-1の 方が HSV-2よ り高値であった例が 24例

(72.7%)で ,HSV-1と HSV-2が等 しいか HSV-2の方が

高値であった例が4例 (12.1%)で あつた.HSV-1と HSV-2
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が等 しかった症例 はHSV ARNl夕 」(HSV-1,HSV-2と

もに41音),VZV ARNl例 (HSV-1,HSV‐ 2と もに32倍 ),原

田病 1例 (HSV-1,HSV-2と もに8倍)の計3例で,HSV‐ 2の

方が高値であった例はHSV ARN(HSV-116例 ,HSV‐ 2

32倍)の 1例のみであった(表 2).

IV考  按

これまでに,ぶ どう膜炎や網脈絡膜炎の原因として

HSVの 関与を証明 した報告は多い。しかし,HSVに は 2

つの型(HSV-1,HSV-2)が 存在するにもかかわらず,原

因ウイルスの型別までを行った報告は少ない。その理由

として,以前からHSV抗体価の測定は広 く施行 されて

いた一方で,型別抗体価の測定は一般的ではなく,し た

がって,眼科医が血清あるいは眼内液における型別の抗

体価の測定をする機会が少なかったことが考えられる。

特にぶどう膜炎や網脈絡膜炎の場合は,眼内から採取可

能な検体が微量に限られるために,ウ イルスの分離培養

や眼局所での型別抗体価の測定が困難であった。また,

PCRの普及は多 くの眼疾患におけるHSVの関与を証明

する絶好の機会を与えたが,プ ライマーの多くがHSV‐ 1

とHSV‐ 2の共通領域 を標的としていることから,眼 局

所 におけるHSV DNAの 存在が確認 されたとして も,

HSVの型別までは行えないという事情があった.そ して

何 よりも,角 膜ヘルペスにおけるHSV-1の関与に対す

る精力的な解析や HSV-2は主に新生児の疾患や性器ヘ

ルペスとの関連において重要という事実を背景として,

多 くの眼科医にとって成人の眼感染症にHSVが関与す

るとすれば,そ れはHSV-1に よるものであろうとする

固定観念があったことも否めないと推察される。

今回,我 々はヘルペス性虹彩毛様体炎とARNに おけ

る HSVの型別を行った。その結果,ヘ ルペス性虹彩毛様

体炎ではHSV-1が ,ARNで はHSV-1だけでなくHSV―

2も その病因として重要であることが示された。ARNに
ついては,こ れまでにもHSV-18)-23)と Hsv_215閻 ～32)の

M B X B X B X B X B X B X

表 1 各症例における herpes simplex virus(Hsv)の 型と中和試験による血清抗体価

症 例 発症～測定

7日

10日

3年

3年

5年

5年

5年

8日

4日

*:年
齢は疾患発症時年齢,**:制 限酵素を用いて検討した polymerase chain reactiOn(PCR)産 物

中におけるウイルス DNAの型,***:中 和試験による血清抗体価.単位は倍.<4は 4倍以下陰性

を示す。

血清抗体価***
年齢 *

性 疾患 HSVの型 **

HSV-1 HSV‐ 2

“

豹

“

“

“

５１

３９

５１

１７

男

女

女

女

女

男

女

男

女

ヘルペス性虹彩毛様体炎
ヘルペス性虹彩毛様体炎

ヘルペス性虹彩毛様体炎

急性網膜壊死

急性網膜壊死

急性網膜壊死

急性網膜壊死

急性網膜壊死

急性網膜壊死

HSV-1

HSV-1

HSV-1

HSV‐ 1

HSV-2

HSV-2

HSV-2

HSV‐2

HSV‐2

一

８

１６

・６

１６

４

４

４

一

一

一

４

４

１６

８

８

４

一



血清抗体価**

性 疾患
HSV‐ 1 HSV-2

男

男

男

男

男

男

男

男

男

女

男

女

女

男

男

女

男

男

男

女

男

女

男

女

女

男

男

女

女

女

女

女

男

肉芽腫性虹彩毛様体炎

肉芽腫性汎ぶどう膜炎

ポスナー・シュロスマン症候群

原田病

原田病

急性網膜壊死 (VZV***)

非肉芽腫性汎ぶどう膜炎

急性網膜壊死 (VZV)

急性網膜壊死 (VZV)

肉芽腫性汎ぶどう膜炎

非肉芽腫性虹彩毛様体炎

急性網膜壊死 (VZV)

肉芽腫性汎ぶどう膜炎

急性網膜壊死 (VZV)
ベーチェット病

糖尿病虹彩炎

非肉芽腫性虹彩毛様体炎

原田病

VZVに よる虹彩毛様体炎

非肉芽腫性虹彩毛様体炎

急性網膜壊死 (VZV)

肉芽腫性汎ぶどう膜炎

肉芽腫性虹彩毛様体炎

サルコイドーシス

非肉芽腫性虹彩毛様体炎

VZVに よる虹彩毛様体炎

真菌性眼内炎

VZVに よる虹彩毛様体炎

サルコイドーシス

急性網膜壊死 (VZV)

原田病

急性網膜壊死 (HSV)

急性網膜壊死 (HSV)

Ｏ
ｑ
Ｏ
一
０
・２８
・２８
６４
６４
６４
６４
６４
３２
３２
３２
３２
３２
３２
３２
１６
‐６
‐６
１６
１６
１６
１６
８
４
４
３２
８
４
１６

Ｏ
α
Ｏ
一
〇
８
４
１６
８
８
８
４
・６
８
８
４
４
４
４
８
４
４
一
０
一
〇
４
α
０
３２
８
４
３２
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両者の関与が示されてきた。例えば,HSV-1に 関して眼

局所から直接ウイルスの関与が証明された例としては,

網脈絡膜の生検組織
8),網

膜下液
9),硝

子体
8)10)11),水

晶体

吸引液
12),角

膜炎合併例における角膜上皮
13)か らそれぞ

れウイルスが分離,同定されている他,前房水や硝子体を

用いた型特異的 PCRあ るいはPCRと 制限酵素による切

断パ ター ンの解析の組み合わせによって眼内液中の

HSV-l DNAを証明した例
14)ヽ 19),硝

子体中の細胞や剖検

眼の網膜に対する免疫組織化学染色からHSV-1抗原を

見出した例
20)ヽ 22),硝

子体中に HSV‐ 1抗原を含む免疫複

合体の存在 を確認 した例
23)な どの報告がある。一方,

HSV‐ 2に 関しても,眼 内液中の HSV‐ 2 DNAの 存在を

PCRを 用いて証明した例や 15)2)ヽ 26),硝
子体中の細胞から

HSV-2抗原を見出した例
27)の

他に,間接的な証明として

尿からHSV-2を分離した例
28),髄

液からPCRに よって

HSV-2 DNAを 検出した例
29),型

別の抗体価を硝子体
30,

ぶどう膜炎におけるHSVの 型別・薄井他

表 2 ぶどう膜炎患者における中和試験によるHSV血清抗体価

年齢*

*:年齢は疾患発症時年齢, **:中 和試験による血清抗体価.単位は倍

以下陰性を示す.***:varicela zoster virus(水 痘帯状疱疹ウイルス)
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発症～測定

311

14[1

211

4か 月

11か 月

1年 7か 月

1年 5か 月

3年 8か 月

1年 7か 月

1か 月

1か 月

6年

1年

8日

2年 4か月

7卜 |

1年

3年

5か 月

711

4年

1年

911

2年

2年

1211

3か 月

14 LI

l年 2か 月

9年

2日

3年

11年

<4は 4倍

髄液
31),血

清
32)に おいて測定し,そ の結果からHSV-2の

関与を想定した例などがある。これらの例とは別に,こ れ

までに眼内液や血清中の抗体価のデータからHSV-1の

関与を示 した報告は多いが,こ れらの報告においては同

時期の HSV-2の抗体価が測定されてお らず,し たがっ

て,HSV-2の 関与を否定することができない。何故なら,

例 えば,今 回我々が対象 とした HSV ARNの 6例 の う

ち,5例 については急性期の眼内液 (前房水 1例 ,硝子体 4

例)お よび血清におけるHSV抗体価の測定を HSV‐ 1抗

原を用いた蛍光抗体法により施行し,ま た,同時に抗体率

を算出したが,そ の結果はいずれの症例についても抗体

率 6以上と有意に眼内液中のHSV抗体の上昇があ り,

したがって,抗体率だけに注目した場合は,こ の 5例 は

HSV-1に よるARNと も考えられる症例であった。しか

し,眼 内液の PCRお よび制限酵素による解析の結果は,

そのうちの 4例で HSV-2が原因と同定された。つまり,
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HSV-2に よるARNで は,HSV-1抗原を用いて抗体価の

測定を行ったとしても,交差性の問題からその値は高値

を示す可能性が十分にある33)。 ょって,HSV ARNにおい

て,抗体価のみから病因ウイルスの型別を行う場合には,

交差性を持たない厳密に型特異的な抗原を用いて抗体価

を測定するか,ISV´ 1と HSV-2の 両者の抗体価を測定

して比較検討することが必要となる。そこで,我 々は血清

抗体価からHSV ARNの 原因ウイルスの型別を行い得

るかについて検討する目的で,一 般的に普及 している

NTを用いて型別血清抗体価の測定を行い,い くつかの

興味ある知見を得た.ま ず,NTの結果は眼内液を用いた

HSVの型別結果と非常によく相関していた。すなわち,

眼内液の解析によりHSV-1が病因と同定された例はい

ずれもNTの結果において HSV‐ 1が HSV‐ 2よ り高値

を示 し,逆 に HSV‐ 2が病因として同定された例ではい

ずれもHSV-1と HSV-2が同じ値か HSV-2の方が高値

を示 した.今回NTの測定時期が眼疾患の急性期だけで

なく,3～ 5年経過したものも含まれていたことはすべて

の症例で発症時の病態を正確に表すものではないと考え

られるが,逆 に長期経過した後にも急性期の眼内|【拠での

解析結果と型別抗体価の値に相関があったことは,以前

にHSV ARNと 診断された症例においても病因 HSVの

型別が行える可能性を示す。実際に,我 々も今回PCR産

物による型別の行えなかった別の HSV ARNの 症例 2

例に対 して,それぞれ発症から11年後と3年後の現時点

で NTに よる血清抗体価の測定を行ったが,2例 ともに

HSV-2の 値が HSV-1の 値以上の高値 を示 し,以 前の

ARNが HSV-2に よるものであると推測された.こ の抗

体価の測定によるARNの型別については,ARN発症か

ら抗体価測定までの期間に,眼局所以外の顕性,不顕性の

HSV感染症が存在しなかったことがあくまでも原則と

なるが,HSV ARNの 原因として HSV-1と HSV-2の 両

者が考えられている以上,過去の症例についても解析を

行うことはARNの病態を知る上でも重要であると考え

られる。その際,NTに よる抗体価の測定は比較的簡便

で,ま た既に広 く普及してお り有用であるが,HSV‐ 1お

よび HSV-2の 相互に交差反応 もあるため33),今
後は

ELISAな どを用いた型特異的抗体価の測定が行われる

ことも望まれる.

今回我々が検討を行った HSV ARNの 場合,1例 を除

いてそのすべてが HSV-2に よるものであることが示さ

れた。HSV-1に よるARN(HSV-l ARN)と HSV-2に よ

るARN(HSV-2 ARN)で はその眼所見に違いはなかっ

たが,HSV-l ARNの症例では 1年 7か 月前にヘルペス

脳炎の既往があった。脳炎については主に臨床像とアシ

クロビルが著効した経過からヘルペス脳炎との診断がな

され,十 分なウイルス学的検討が行われてお らず,し た

がって,原 因ウイルスについては不明である。しかし,一

般に成人のヘルペス脳炎の多くが HSV-1が 原因である
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と考えられていることや,今回限内液の検討でもHSV-1

DNAが同定されたこと,さ らにNTに よる血清抗体価

もHSV-1の方が高値を示したこと(HSV-116倍 ,HSV-2

4倍 )な どか ら,本 症例の場合はHSV-1が脳炎お よび

ARNに 関与していた可能性が考えられた.文献的にも,

本症例のように脳炎後に発症したARNの 場合は HSV―

1を 原因とするものが主であるが,脳 炎の既往がな く

HSV-l ARNを 発症 した例も多数報告されてお り,必 ず

しもHSV-l ARNが脳炎後に発症するとは限らない。

一方,Itohら
3)は Hsv_2 ARNの 7例 がいずれも 10～

50代までの女性であったと報告している.海外の報告で

は性別あるいは年齢的な偏りはないが,月 本ら30)も 37歳

女性の HSV-2 ARNの 症例を報告しており,我 々の HSV
-2 ARN7例 (抗体価での検討例を含む)も ,そ の うち 4

例が女性でいずれも 10～ 40代 までであった。我が国にお

いては HSV-2 ARNがなぜ比較的年齢の若い女性に多

く発症するのかについては不明であるが,HSV-2が主な

原因となり,若年女性に発症し,過去に皮膚症状や外陰部

の症状を伴わないことも多いという点は,Mollaret's髄

膜炎
34)～ 36,を

想起させる。Mollaret's髄膜炎は髄液中に大

きな単球 (Mollaret's細胞)の浸潤を特徴とする再発性の

無菌性髄膜炎で,通常は神経症状を残すことなく数日以

内に寛解する予後良好な疾患である34)～ 36).今
回の症例で

は髄膜炎を証明できなかったが,こ れまでにも,HSV-2

ARNに おいて脳炎や髄膜炎の存在を確認 した例は多

く
15)24)26)29,31)32),あ るいはこの Mollaret's髄 膜炎にみられ

る髄液中の HSV-2の再活性化は,HSV-2 ARNの 発症に

何らかの関係があるのかも知れない。

これまで,HSV-1は 三叉神経節などに潜伏 してお り,

再活性化により主に上半身の疾患を惹き起こし,HSV-2

は仙髄神経節などに潜伏し下半身の疾患に関与すると考

えられてきた。しかし,こ のウイルスの「棲みわけ」は厳密

なものではないことが知られてきた。したがって,今後は

HSVに よる眼感染症においても常にHSVの 型別を行い

ながら症例を集積することにより,HSV‐ 1と HSV‐ 2の

眼局所における関わりについて検討することは極めて重

要であると考えられる。
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