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角膜ヘルペスの再発はさまざまな要因で引き起こされ

るが，患者サイドからの詳細な検討は少ない．我々は再

発を繰り返す角膜ヘルペス症例に対しアンケート調査を

実施した．結果は，患者の自覚的な再発要因としては疲

労，睡眠不足，肩こりと全身の疲労に関係するものが多

く認められた．ストレスの原因はさまざまで，季節とし

ては春から夏に多く認められた．

正常人の角膜において単純ヘルペスウイルス(HSV)

がどの程度潜伏感染しているかは正確には知られていな

い．我々は，角膜移植時のホスト角膜とドナー角膜にお

ける HSV の存在を real-time polymerase chain reac-

tion(PCR)法を用いて検討した．角膜ヘルペスの既往の

／ある角膜で平均 1.6×104コピー／mgの HSV DNAが検

／出され，既往のない角膜からは平均 8.7コピー／mg，ド

／ナー角膜からは平均 4.9×102コピー／mgの HSV DNA

が検出された．これらの事象は，HSVは角膜ヘルペス

の既往のない角膜内にも潜伏感染していることを示し，

角膜移植に際してドナー由来のヘルペス感染の可能性を

示唆するものである．

次に，眼科手術前後における涙液中 HSV DNAの定

量を行い，角膜移植術後では 1週後，硝子体手術後の片

眼において術翌日に HSV DNAの検出率と平均コピー

数が上昇する傾向を認めた．さらに，再発病変を引き起

こす HSV株間の判別について検討したところ，一例で

はあるが，得られた 2株間で 1塩基の違いを認め，この

2株が異なる株である可能性が示唆された．

近年，ケモカインの一部は抗菌活性を有することが報

告され，我々は，ケモカインが抗ウイルス活性も有する

可能性があると考え，ケモカインによる抗ウイルス活

／性を検討した．RANTES／CCL5，macrophage inflam-

／ ／matory protein(MIP)-1c／CCL3，MIP-1d／CCL4 を含

む 8種類のケモカインは HSVの Vero細胞(アフリカミ

ドリザル腎細胞)への感染を有意に抑制した．これらの

ケモカインは直接 HSV と結合し，その結合はエンベ

ロープ蛋白質 gBに対する中和抗体で特異的に阻害され

た．電子顕微鏡解析により，これらのケモカインが

HSV粒子のエンベロープに穴を開けることが明示され，

ケモカイン処理した HSK モデルマウスでは，涙液中

HSVの減少および角膜混濁の軽減が認められた．これ

らのことから感染初期に角膜に集積するケモカインは
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HSVによる感染から細胞や組織を防御する役割も持つ

ことが示唆された．

近年，アシクロビル(ACV)のプロドラッグであるバ

ラシクロビル(VCV)の内服薬が市販され，眼科領域以

外では使用されている．角膜ヘルペス患者の ACV眼軟

膏使用困難例での VCV内服の効果を知る目的でマウス

角膜炎モデルを用いて検討した．VCV 内服，ACV 内

服，ACV眼軟膏，ACV点眼についてその治療効果を

調査したところ，VCV内服投与群は有意な抗ウイルス

作用を示し，ACV眼軟膏のコンプライアンスの悪い患

者に対しては，VCV内服は有用な治療の一つであるこ

とが証明された．(日眼会誌 112：247―265，2008)

キーワード：角膜ヘルペス，単純ヘルペスウイルス株，

単純ヘルペスウイルス DNA, ケモカイン，

バラシクロビル

Although many factors that trigger the herpes

simplex virus(HSV) reactivation from latency have

been reported, how HSV resides in a latent state in the

normal human cornea still needs to be defined. We

therefore conducted a series of studies regarding

various aspects of HSV infections.

To understand how patients subjectively perceived

changes in their daily life that could have induced

HSV reactivation, we first performed a comprehen-

sive survey on the subjective factors in patients who

had experienced recurrent herpetic keratitis. The

result of our survey revealed that stress, lack of

sleep, shoulder stiffness, and physical fatigue were

the key factors.There were various causes for stress,

and stress associated with reactivation often occur-

red between spring and summer.

Regarding HSV latency in the normal cornea, we

used real-time polymerase chain reaction (PCR) to

determine the presence of HSV in the donor and host

corneas. The findings showed that on average, those

host corneas with a history of HSV keratitis had 1.6

／×104 copies／mg of HSV DNA, while the host corneas

without a history and the donor corneas had 8.7 and

／4.9×102 copies／mg of HSV DNA, respectively. Based

on these observations, it is reasonable to infer that

latent viruses could have resided in a normal cornea

without a history and were transmitted to a host

cornea through corneal transplantation.

We also quantified the virus load in tears before

and after ocular surgery (one week after corneal

transplantation or the next day after vitreous sur-

gery). Our results indicated that both the detection

rate and the average copy number of HSV DNA had a

tendency to increase postperatively. Moreover, we

tried to differentiate the HSV strains that were

involved in the recurrent lesions. In only one of the

studied cases, could we find a single different nu-

cleotide between two HSV strains. It seemed possible

that two different strains of HSV had set off the same

episode of reactivation.

In recent years, chemokines have become known

for their action in mediating inflammatory diseases.

We suspected that chemokines might also play a role

in the antiviral mechanism and examined the

chemokine-derived antiviral activity. We used eight

／ ／chemokines, including RANTES／CCL5, MIP-1c／

／CCL3, andMIP-1d／CCL4, in a murine HSKmodel with

Vero cells. These chemokines directly bound to HSV

and the chemokine-bound HSV was later resisted by

the neutralizing antibody of envelope protein gB.

Furthermore, by electron microscope analysis, it

became clear that these chemokines had cut an

opening in the HSV envelope. Consequently, these

chemokines had significantly inhibited the HSV

infection on Vero cells. In addition, the virus load in

tears was decreased and the corneal opacity was less

severe. We concluded in that study that during early

infection, chemokines accumulated in the corneal

stroma have the ability to protect cells and tissues

from HSV infection.

As for antiviral therapy, acyclovir (ACV) eye

ointment has been effective for patients with herpetic

keratitis. However, patients often find it difficult to

successfully follow the treatment due to the required

frequent application and the blurred vision after ap-

plication.On the other hand, valaciclovir(VCV),which
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Ⅰ はじめに

単純ヘルペスウイルス(HSV)は幼少時に結膜炎など

の形で初感染し，三叉神経節あるいは角膜内に潜伏感染

する．感冒，ストレス，疲労などの全身状態の変化，あ

るいは点眼薬，角膜障害などの局所変化に伴って潜伏感

染 HSV は再活性化を起こし，樹枝状角膜潰瘍あるいは

円板状角膜炎などの形で角膜ヘルペスを発症する．

まず，我々は角膜ヘルペスの最大の特徴である再発に

ついて，患者側からのアンケート調査を行い，再発因子

について検討した．さらに，このヘルペス再発の原因と

なる角膜内におけるウイルス潜伏感染と無症候性ウイル

ス排泄について最新の分子生物学的手法を用いて調査研

究した．

上記，結果を踏まえて，将来の角膜ヘルペス治療の可

能性を孕む，HSV に対するケモカインの抗ウイルス活

性とヘルペス根治療法を視野に入れた新しい抗ウイルス

薬の再活性化抑制効果を検討した．特に，従来の抗ウイ

ルス薬の治療効果を判定する際，急性感染時の効果を判

定していたが，今回はヘルペス再活性化時における抗ウ

イルス効果を判定調査した．

Ⅱ 角膜ヘルペスの再発要因に関する

アンケート調査

角膜ヘルペスの再発抑制方法を開発する目的で，再発

を繰り返す角膜ヘルペス患者に対してアンケート調査を

行った．

対象は 1982 年 5 月から 2004 年 5 月までに当科で角膜

ヘルペスと診断され，経過中に 2回以上再発を起こした

42 例(男性 20 例，女性 22 例)である．年齢は 3 歳〜84

歳(平均値±標準偏差：51.7±19.5)であった．アンケー

ト方法はアンケート用紙を各症例宛に送付し，返送して

もらった．

アンケート用紙の内容と集計結果を表 1，2 に示した．

複数回答は可とし，誘因としての項目がなければ ｢その

他｣を選択してもらった．ストレスなどの項目に関して

は具体的なことを記載してもらい，誘因が特にない場合

は ｢特になし｣とした．

アンケート回収率は 76％であった．選択された項目

は疲労が 69％，睡眠不足は 31％，肩こりが 31％，スト

レスが 28％，気候の変わり目が 28％と続いていた(表

2)．上位 3者はいずれも疲労に関連するもので，ストレ

スと回答したものは 9であった．その内容はイライラ，

介護，仕事，実父の死亡，車の運転，孫の世話，母の病

気，引越し，詳細不明が各々 1項目であった．気候の変

わり目との回答は 9で複数回答があった．その内容は春

3，春から初夏 3，8 月頃 3，秋 1，冬 2 であった．眼科

手術の回答は 6(複数回答あり)，角膜移植 3，緑内障 2，

白内障 2，網膜剝離 1であった．眼科の病気の回答は 4，

角膜炎 1，緑内障 1，詳細不明 2であった(表 2)．

ストレスとしては種々のものがあり，季節としては春

から夏にかけて多かった．ストレス蛋白質がヘルペス再

活性化に関与する報告1)2)は以前からあり，再発防止に

はストレスを避けることが重要であることが判明した．
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is the oral prodrug of ACV, has become commer-

cially available in recent years for treating nonocu-

lar herpetic diseases. We therefore examined and

compared the efficacies of oral VCV, oral ACV, ACV

eye ointment, and ACV eye drops in a murine kera-

titis model；the group treated with oral VCV did show

a significantly good antiviral effect.We have proved

that oral VCV can be a beneficial alternative antivi-

ral therapy for patients with difficulty in complying

with the ACV eye ointment treatment.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

112：247―265, 2008)

Key words：Herpetic keratitis, Herpes simplex virus

strain, Herpes simplex virus DNA, Che-

mokine, Valaciclovir

・疲労：22(69％)

・睡眠不足：10(31％)

・肩こり：10(31％)

・ストレス：9(28％)

・気候の変わり目：9(28％)

・眼科の手術：6(19％)

・発熱：5(16％)

・眼科の病気：4(13％)

・特に誘因なし：4(13％)

・その他の誘因，感冒：各 2(6％)

・全身的な病気，点眼の中止，全身の手術：各 1(3％)

表 2 再発要因の集計結果

�．眼科の病気＊

10．全身の手術＊

11．眼科の手術＊

12．点眼薬の中止＊

13．点眼薬の開始＊

14．その他の誘因＊

15．特になし

(＊：具体的なことも記入してもらう)

�．ストレス＊

�．感冒

�．発熱

�．睡眠不足

�．肩こり

�．疲労

	．気候の変わり目＊


．全身的な病気＊

過去に経験された角膜ヘルペスの再発時のエピソードとして該
当するものがあれば○をお付けください(複数回答も可)．該当
するのがない場合はその他にご記入ください．特にエピソード
がない場合は特になしに○をお付けください．

表 1 角膜ヘルペスの再発要因に関するアンケート調査



実際，よく再発する患者に対しては規則的な生活を送る

ことを薦めている．さらに，角膜ヘルペス患者に対する

生活指導としては疲労を避けることが重要であると考え

られた．

上記結果は 4,000 例を超える皮膚ヘルペスの調査結果

とも符号する3)
．また湿度および気温の低下に伴い，ヘ

ルペス再発回数が有意に増加すると吉野ら4)が報告して

いる．

Ⅲ ヒト角膜におけるHSV DNA量

HSV1 型(HSV-1)は角結膜に初感染後，三叉神経節に

潜伏感染し5)
，さまざまな誘因により再活性化され角膜

ヘルペスの再発を引き起こす6)
．

我々7)は以前に，角膜ヘルペスの既往がある症例にお

いて，20 眼中 10 眼で潜伏感染ウイルスを認めた，と報

告した．一方，Cantin ら8)は，角膜ヘルペス既往 11 眼

中 8 眼，角膜ヘルペス非既往 11 眼中 4 眼で，polymer-

ase chain reaction(PCR)法にてHSV-1 DNAを認めたと

報告している．また，Kaye ら9)は，角膜ヘルペス既往

症例 51 眼中 42 眼の 82％，角膜ヘルペス非既往症例 55

眼中 12 眼の 22％で，PCR 法にて HSV-1 DNA を認め

たと報告している．

今回，我々10)は，角膜移植手術時に得られたホスト角

膜，および移植に用いたドナー角膜の残りの部分(輪部

強角膜部分)における HSV DNA 量を real-time PCR 法

を用いて定量し，さらに角膜ヘルペス最終発症から角膜

移植までの期間とHSVゲノム数の関係を調べた．

対象は，角膜ヘルペス既往のあるホスト角膜 7眼，角

膜ヘルペス既往のないホスト角膜 37 眼，輸入ドナー角

膜 70 眼，輸入ドナー強膜 35 眼である．これらを real-

time PCR 法に供した．real-time PCR 法の設定値は

95℃ 10 分間，97℃ 20 秒間，58℃ 1 分間を 5サイクル，

96℃ 20 秒間，58℃ 1 分間を 45 サイクルとし，プライ

マー，プローブのシークエンスは我々の従来の報

告11)〜15)どおりである．

角膜ヘルペスの既往のあるホスト角膜では，7 眼中 6

／眼(85.7％)に平均 1.6×104コピー／mg，角膜ヘルペスの

既往のないホスト角膜では 37 眼中 4 眼(10.8％)に平均

／8.7 コピー／mg を検出し，検出量に有意差を認めた(表

3)．ドナー角膜片では，70 眼中 4 眼(5.7％)に平均 4.9

／×102コピー／mg，ドナー強膜片において 35 眼中 3 眼

／(8.6％)に平均 10.6 コピー／mgを検出した(表 3)．

角膜ヘルペスの既往のないホスト角膜 37 眼中で，

HSV DNAを検出した 4眼について詳細に検討すると，

角膜移植手術前の診断名がアルカリ腐食であった症例で

／は 32.36 コピー／mg，レーザー虹彩切開術後の水疱性角

／ ／膜症で 0.98 コピー／mg，角膜白斑で 0.96 コピー／mg，

／全層角膜移植術後 9か月の水疱性角膜症で 0.54 コピー／

mg であった．これらのうち，アルカリ腐食眼のみで，

移植術後の角膜ヘルペスの再発を認めた(表 4)．

図 1は角膜ヘルペスの既往のあるホスト角膜 7眼に関

して，角膜ヘルペスの最終発症から角膜移植術施行まで

の期間と，HSV DNA量の関係を調査した結果である．

最終発症から 120 か月，すなわち 10 年以上経過した症

例では，角膜内に HSV DNA は全く検出されず，また

現在まで再発も認めていない．最終発症から短期間で移
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ドナー強膜

4.9±3.4×102／5.7％(4／70)

／10.8％(4／37)ホスト角膜
角膜ヘルペス既往(−)

／85.7％(6／7)ホスト角膜
角膜ヘルペス既往(＋)

HSV DNA陽性率
／(陽性症例／総症例)

ドナー角膜

表 3 強角膜内の HSV DNA陽性率と DNA量

10.6±6.3

8.7±7.9

1.6±1.5×104

HSV DNA量
／(平均値±標準誤差コピー／mg)

HSA：単純ヘルペスウイルス (文献 10 から転載，改変)

／8.6％(3／35)

�．水疱性角膜症
(全層角膜移植術後 9か月)

0.96�．角膜白斑

0.98�．水疱性角膜症
(レーザー虹彩切開術後)

32.36�．アルカリ腐食

HSV DNA量
／(コピー／mg)

移植術前の診断名

表 4 角膜ヘルペスの既往のないホスト角膜 37眼中で HSVを検出

した 4眼の HSV DNA量

−

−

＋

移植術後の
角膜ヘルペスの再発

0.54

(文献 10 から転載，改変)

−



植を行った場合，再発しやすい傾向が認められた．

我々は，角膜移植時に得られたホスト角膜を用いて，

はじめてヒト角膜内のHSV DNA量を real-time PCR 法

により定量し，角膜ヘルペスの既往のあるホスト角膜で

は，多くの HSV DNA が角膜中に存在することを証明

した(表 3)．これらが HSV-1 の角膜潜伏感染にかか

わっているのか否かに関しては，現在 in situ hybridiza-

tion 法を使って検討中である．角膜ヘルペスの既往のな

いホスト角膜でも約 10％に HSV DNA を認め，HSV

DNA 量が最も多かった症例のみ，角膜ヘルペスを発症

した(表 4)．また，最後の角膜ヘルペス発症から 20 か

月以内に移植手術を施行した場合にのみ術後に角膜ヘル

ペス再発を認め，20 か月以降に移植手術を施行した症

例では術後の再発を認めなかった(図 1)事象は，ホスト

角膜中の HSV DNA 量と術後の角膜ヘルペス発症の相

関を示唆しているものと推察された．さらに，角膜ヘル

ペス発症から短期間で移植を行った場合，ヘルペスが再

発しやすいことが判明した．

輸入ドナー角膜からは 35 眼中 3 眼(6 ％)においてウ

イルス DNAが検出され，これは過去の報告での 2％〜

38％16)〜18)と一致する．ドナー角膜の HSV-1 による移植

片不全が報告されており19)
，ドナー角膜のHSV DNA量

を検討することは臨床上，非常に重要である．

以上の結果から，ホスト角膜とドナー角膜の HSV

DNA 量が，予防的抗ウイルス薬投与の指標となること

が示唆された．

Ⅳ 眼科手術前後における涙液中

HSV DNAの定量

HSV-1 は粘膜あるいは皮膚に初感染後，粘膜病変形

成を伴うことなく唾液中，涙液中などに排泄されること

があり，これを無症候性排泄20)〜24)という．

Kaufman ら21)は 70 眼中 8 眼の涙液中に培養法にて

HSV-1 が検出されたと報告し，一方，Kaye ら22)は 48 眼

について調べ，HSV-1 は全く検出されなかったと報告

している．また近年，Kaufman ら24)は real-time PCR 法

を用いて，無症候性排泄について検討している．彼らの

報告では，明らかな活動性角膜ヘルペスのない成人 50

名を対象に，連続 30 日間涙液と唾液サンプルを採取し，

涙液からは 2,806 サンプル中 941 サンプル(33.5％)，唾

液からは延べ 2,723 サンプル中 1,020 サンプル(37.5％)

から HSV DNA が検出され，期間中に一回以上 HSV

DNA が検出されたのは 50 眼中 49 眼であったと報告し

ている24)
．

また眼科手術後，特に角膜移植術後に角膜ヘルペスが

再発することがあり25)〜28)
，注意を要する．

以上の背景をもとに，我々は real-time PCR 法を用い

て，眼科手術前後における涙液中 HSV DNA の定量を

行い，眼科手術侵襲が無症候性排泄に与える影響を検討

した．

対象は，平成 18 年 5 月から 10 月までの 6か月間に，

片眼のみに眼科手術を施行した 58 例(男性 23 例，女性

35 例)で，年齢は平均値±標準偏差：63.4±12.3 歳(25

歳〜84 歳)であった．術式の内訳は，超音波白内障乳化

吸引術＋眼内レンズ挿入術(PEA＋IOL)が 20 例 20 眼，

経毛様体扁平部硝子体切除術(PPV)が 22 例 22 眼，全

層角膜移植術(PKP)が 16 例 16 眼であった．

インフォームドコンセントを行ったうえで，患者の両

眼に対し，非術眼から術眼の順に，術前日，術翌日，術

1 週後に準清潔操作下にピペットを用いて生理食塩水

500 ml にて眼表面をwash し，再度ピペットにて涙液サ

ンプルを滅菌チューブに回収した．ピペットチップは各

眼で交換し，DNA抽出までは−80℃で冷凍保存した．

回収した涙液サンプルを 140 ml に調整し，QIAamp®

Viral RNA mini kit (Qiagen Inc., Valencia, California,

USA)を用いて DNA を抽出した．Real-time PCR の方

法は，我々の既存の報告10)〜15)どおりである．各術式間，

ならびに各術式における術前後の HSV DNA 量の有意

差はMann-Whitney U test を用いて解析した．

表 5 に全症例の結果を示した．検出感度以下は 0 と

し，0 であったものは含まずに平均値を算出した．

術眼の術前では，HSV DNA 陽性サンプルは 58 サン

プル中 9 サンプル(検出率 15.6％)，平均 HSV DNA 量

／は 2.02×104コピー／サンプルであった．術後では 116

／サンプル中 14 サンプル(12.1％)，6.73×104コピー／サ

ンプルで，術前後の間に有意差を認めなかった(p＞

／0.05)．非術眼においても，術前平均 7.94×104コピー／

／サンプル，術後平均 8.62×103コピー／サンプルの DNA

が検出された．HSV DNA陽性サンプルは全 348 サンプ

／ル中 43 サンプル(12.4％)，平均 3.67×104コピー／サン

プルであった．
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図 1 角膜ヘルペスの最終発症から角膜移植術施行までの

期間と HSV DNA量．

■：移植術後に角膜ヘルペス再発を認めた症例．

●：移植術後に角膜ヘルペス再発を認めていない症例．

PKP：全層角膜移植術 (文献 10 から転載，改変)



PEA＋IOL，PPV，そして PKP の術前と術後の間，

および術眼と非術眼間で HSV DNA 量に有意差を認め

なかった(データは示していない)．図 2 は PPV 非術眼

の検出 HSV DNA コピー数を示している．術翌日に検

出コピー数が増加する傾向がみられた．この事象の解釈

は論議のあるところで，PPV術を施行したことにより，

僚眼の角膜内に存在する潜伏ウイルス7)29)が再活性化し

たのではないかと推察する．しかしながら術眼において

はその傾向がなく，今後の検討の余地があると判断す

る．一方，図 3 は PKP 術眼の検出コピー数を示し，手

術翌日に検出コピー数がいったん減少し，1 週後に検出

サンプル数が増加する傾向が認められた．PKP の場合，

角膜潜伏感染ウイルス7)29)が手術によりいったん除去さ

れることが，HSV DNAコピー数の変化となった要因の

一つと考察する．

活動性の角膜ヘルペスのないものを対象とした，涙液

中における HSV-1 あるいは HSV DNA の検出に関する

論文20)〜24)は過去に数篇報告されているが，検出率は 1％

前後と低いものであった20)〜23)
．しかし Kaufman ら24)の

real-time PCR 法を用いた報告では，HSV DNA の検出

率は 33.5％と高く，検出コピー数についても 24,000 コ

ピー以上のものが 21％と非常に高いものであった．今

回の我々の結果を比較した場合，我々の検討では全症例

／の平均検出コピー数 3.67×104コピー／サンプル(表 5)

で，彼らの報告とほぼ同程度あった．

しかし，検出率に関しては，我々の検討では 348 サン

プル中 43 サンプル(12.4％)であり，彼らの報告と比較

して低い結果となった．この原因として，我々の症例で

は，術前および術後の点眼薬により，涙液が wash out

されている可能性があると考えられる．また Kaufman

ら24)はサンプル採取を綿棒によるスワブ法を用いて施行

しており，この方法は我々の用いた eye wash 法と比較

すると組織侵襲が大きく，HSV-1 の再活性化を促した

可能性もある30)
．

角膜ヘルペス既往のある患者に対して角膜移植術を施

行した場合25)〜28)
，術後にアミクロビル（ACV）やバラ

シクロビル（VCV）内服などを処方し，角膜ヘルペス

再発の予防に努める28)が，今回の結果では，白内障手術

においては，術前後に検出率および平均DNAコピー数

とも有意差を認めなかった．しかし，角膜移植術後では

術 1週後に，また，硝子体手術後の僚眼においても術翌

日にHSV-1 DNAの検出率と平均コピー数が上昇する傾

向がみられたことから，角膜移植術のみでなく硝子体手

術に際しても，角膜ヘルペスの既往の有無にかかわら
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表 5 術前後の HSV DNA量
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図 2 経毛様体扁平部硝子体切除術(PPV)非術眼の

HSV DNA量．

術翌日に検出コピー数が増加する傾向がみられた．

ND：HSV DNA非検出眼数．
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図 3 全層角膜移植術(PKP)術眼の HSV DNA量．

手術翌日に検出コピー数がいったん減少し，1 週後に検

出サンプル数が増加する傾向がみられた．

ND：HSV DNA非検出眼数．



ず，角膜ヘルペスの発症に注意を要すると考えられた．

Ⅴ 可変領域の塩基配列によるHSV-1 株の判別

HSV 病変の特徴の一つとして，再発を繰り返すこと

があげられる．HSV が初感染後に潜伏感染し，そして

同じ HSV 株が再発病変を引き起こすと考えられてき

た31)〜33)
．しかし，初感染時のものとは異なる株による

再感染，すなわち superinfection が性器ヘルペスにおい

て報告され33)34)
，また眼科領域においては，Remeijer

ら35)36)が，異なる株が再発の原因となる場合があること

を報告した．彼らは US1，US10，US11，US12 領域内

の可変領域を PCR法にて増幅し，その PCR産物の長さ

により株の相違を検討している．その結果，全層角膜移

植術が，superinfection の危険因子になりうると報告し

ている35)
．

今回我々は，臨床サンプルから得られた HSV-1 に関

し，HSV-1 株間で遺伝子多型の頻度が高いとされてい

る UL23 領域37)と US1 領域38)の塩基配列を PCR direct

sequence 法39)にて決定し，HSV-1 株の判別を行った．

サンプル採取は，採取時期，採取眼，採取部位(眼瞼と

涙液，眼瞼と口唇)を変えて行った．

対象は，急性期ヘルペス性疾患例 7例，男性 4例，女

性 3 例，年齢は平均値±標準偏差：50.3±23.1 歳であっ

た．各症例から 2 サンプルずつ，計 14 サンプルを採取

した．

症例 1では，異なる時期に口唇および眼瞼からウイル

ス分離を行った．症例 2 では，同じ日に左右の角膜か

ら，症例 3 では，同じ日に眼瞼と涙液から，症例 4 で

は，同じ日に左右の角膜からウイルス分離を施行した．

症例 5では，異なる時期に右角膜より計 2回，症例 6で

は，異なる時期に左角膜よりウイルス分離を行った．症

例 7 では，異なる時期に左眼から，eye wash 法により

サンプルを採取した(表 6)．

HSV-1 株間で遺伝子多型の頻度が高いとされている，

UL2337)(全長 1,131 bp)と US138)(全長 1,263 bp)の塩基

配列を PCR direct sequence 法にて決定し，各症例，2

サンプルずつから得られたHSV-1 株間で比較した．

症例 1 から 6 まで，各症例得られた 2 つの HSV-1 株

間に，UL23 領域でも US1 領域でも多型を認めなかっ

た．すなわち，塩基配列がすべて一致し，同一の株で

あった．症例 7 では，得られた 2 つの HSV-1 株間に，

UL23 領域とUS1 領域で 1塩基多型を認めた．

症例 7 は 38 歳男性．平成 10 年 10 月，両眼を角膜ヘ

ルペスに罹患．右眼は計 5回の手術を施行していた．平

成 15 年 3 月 25 日，左眼に樹枝状角膜炎を認めた．バル

／トレックス®(塩酸バルトレックス)2 錠／日を処方するも

軽快せず，TFT(trifluorothymidine)の点眼を開始した

ところ，4 月 22 日には点状表層角膜炎のみとなった．

しかし，5 月 6 日に左眼に樹枝状角膜炎が再発した．既

往歴としてアトピー性皮膚炎がある．

平成 15 年 3 月 25 日と 5月 6日に左眼から涙液を採取

し，得られた HSV-1 を PCR direct sequence 法に供し

た．図 4 は UL23 領域の塩基配列の結果で，2 株間で太

字で示した 1 塩基のみ多型を認めた．図 5 は US1 領域

の塩基配列の結果で，UL23 領域と同様に，2 株間で太

字で示した 1塩基のみ多型を認めた．

今回の検討では，症例 7 のみ，UL23 と US1 とも株間

で 1 塩基の違いを認めた．Remeijer ら35)の報告では，

片眼性の再発性角膜ヘルペス 17 症例に対し，時期を異

にして得られた HSV-1 株が同一株であるかどうかを，

PCR によって得られた増幅産物の長さにより比較検討

し，17 症例中 5 例で，再発時は異なる株によるもので
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平成 15 年 3 月 25 日

左 樹枝状角膜炎

平成 12 年 12 月 18 日

左 地図状角膜炎

平成 11 年 4 月 12 日

左 栄養障害性角膜潰瘍

同日

左 実質型角膜ヘルペス

昭和 62 年 1 月 5 日

右 地図状＋実質型角膜ヘルペス

同日

右 涙液

(角膜病変はなし)

昭和 61 年 12 月 26 日

右 上眼瞼水疱

同日

左 地図状角膜炎

昭和 60 年 11 月 26 日

右 樹枝状角膜炎

昭和 62 年 1 月

眼瞼ヘルペス

昭和 60 年 2 月

口唇ヘルペス

サンプル採取 2

表 6 対象のサンプル採取病変

サンプル採取 1

�．72 歳女性

左 PKP

既往歴

平成 5年 8月 20 日

右 上皮型＋実質型角膜ヘルペス

	．38 歳男性

�．77 歳男性

�．39 歳男性

�．10 歳女性

�．56 歳男性

�．60 歳女性

症例

平成 15 年 5 月 6 日

左 樹枝状角膜炎

平成 4年 8 月 右 PKP 平成 7年 6月 20 日

右 上皮型角膜ヘルペス

平成 10 年 10 月，両眼に角膜ヘルペス

平成 7 年から左上皮型および実質型角
膜ヘルペスを年 2〜3回再発



あったと報告している．

一方我々は，症例 1 では，異なる時期に口唇および眼

瞼から，症例 2，4 では，同じ日に左右角膜から，症例

3 では，同じ日に眼瞼と涙液から，症例 5，6，7 では，

Remeijer ら35)36)の報告のように，異なる時期に片眼角膜

より計 2 回，サンプルを採取し，PCR direct sequence

法にて検討した．その結果，症例 7 のみ UL23 と US1

とも，得られた 2株間で 1塩基の違いを認め，この 2株

が異なる株である可能性が示された．しかし，各遺伝子

部位で 1塩基，計 2塩基のみの多型であり，既に感染し

ていた HSV-1 株が体内で変異を起こしたとも考えられ

る．2 株の採取時期が近いため，同一株である可能性も

否定できない．今後，他の遺伝子領域での塩基配列の比

較が必要であると考える．
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図 4 症例 7の UL23領域(全長 1,131 bp)の塩基配列．

多型部位を太字で示した．平成 15 年 3 月 25 日サンプルと 5月 6日サンプルで 1塩基の違いを認めた．

図 5 症例 7の US1領域(全長 1,263 bp)の塩基配列．

多型部位を太字で示した．平成 15 年 3 月 25 日サンプルと 5月 6日サンプルで 1塩基の違いを認めた．



Ⅵ HSV-1 に対するケモカインの

抗ウイルス活性の検討

ケモカインは，塩基性でヘパリン結合性の強い低分子

分泌蛋白質(サイトカイン)群で，7 回膜貫通 G蛋白質共

役型の受容体を介して作用する．ケモカインは，炎症に

おける細胞遊走因子という枠を超え，リンパ系組織の形

成，維持および免疫応答にも重要な役割を果たしてい

る40)41)
．近年，ケモカインの新たな機能として抗菌活性

が報告された42)〜47)が，現在のところケモカインのエン

ベロープウイルスに対する抗ウイルス活性についての詳

細は不明である．そこで，HSV-1 に対するケモカイン

の抗ウイルス活性について検討した．

プラーク解析を指標に，各種ケモカインによるHSV-1

感染抑制効果を網羅的に解析した(図 6a)．HSV-1

(McKrae 株)の増殖と力価測定は Vero 細胞（アフリカ

ミドリザル腎細胞）を用いて行った48)49)
．ケモカインに

よる HSV-1 の直接的な抗ウイルス効果を検討するため

／に，HSV-1(6×102 PFU)を各種ケモカイン(2 mg／ml)で

37℃，1 時間前処理して Vero 細胞に感染させプラーク

形成能を評価した．22 のケモカインのうち 8 つのケモ

カインに HSV-1 の Vero 細胞への感染抑制効果がみら

れた．それらはmacrophage inflammatory protein(MIP)-

／ ／ ／ ／1a／CCL3，MIP-1b／CCL4，RANTES／CCL5，eotaxin／

／CCL11，platelet factor (PF) -4／CXCL4，monokine in-

／duced by interferon g (MIG)／CXCL9，stromal cell-
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図 6 ケモカインによる抗 HSV-1活性の網羅的解析．

／

／

ａ：22 のヒトケモカインの抗 HSV-1 活性の網羅的解析を行った．HSV-1(6×102 PFU／ml)を各種ケモカイ

ン(2 mg／ml)で 37℃，1 時間処理し，Vero 細胞(アフリカミドリザル腎細胞)に感染させプラーク形成能

を評価した(n＝3，平均値±標準誤差)．

ｂ：抗 HSV-1 活性を示したケモカイン 8 種類について，各種ケモカインの濃度を 0，0.01，0.1，1，10

mMで抗HSV-1 活性を同様に検討した(n＝3，平均値±標準誤差)．

PF：platelet factor，IL：interleukin，MIG：monokine induced by interferon g, IP：interferon g-inducible

protein, SDF：stromal cell-derived factor, MCP：monocyte chemoattractant protein, MIP：macrophage

inflammatory protein, LEC：liver-expressed chemokine, TARC：thymus activation-regulated chemokine，

PARC：pulmonary and activation-regulated cytokine，ELC：EBI-1-ligand chemokine, LARC：liver and

activation-regulated chemokine, SLC：secondary lymphoid tissue chemokine, MDC：macrophage-derived

chemokine，TEC：thymus-expressed chemokine，MEC：mucosae-associated epithelial chemokine.
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／ ／derived factor (SDF)-1／CXCL12，lymphotactin／XCL1

である．これら 8 つのケモカインは，HSV-1 の Vero 細

胞への感染を濃度依存的に抑制した(図 6b)．

次にケモカインのHSV-1 との結合について検討した．

抗 HSV-1 活性を示したケモカインを Vero 細胞に前処

理しても，HSV-1 の Vero 細胞への感染抑制効果は認め

られなかった(データは示していない)．この結果は，ケ

モカインによる抗 HSV-1 効果が Vero 細胞を介してで

はなく，HSV-1 への直接作用を介して誘導されること

を示唆する．そこで，ケモカインの HSV-1 との直接結

合について検討した(図 7)．96 穴プレートにケモカイン

を固層化し，そこに HSV-1 を加え，ケモカインに結合

した HSV-1 粒子を以前に報告した方法50)に従い HSV-1

UL30 gene に対する real-time PCR を用いて同定した．

その結果，抗HSV-1 活性を示した 8つのケモカインは，

直接HSV-1 と結合することが明らかとなった．

さらに，ケモカインのエンベロープ蛋白質への結合部

位同定のため，HSV-1 と抗 gB 抗体，抗 gC 抗体，抗

gD 抗体，抗 gE 抗体，抗 gG 抗体，抗 gP 抗体または対

／照としてマウス抗 IgG 抗体(10 mg／ml)を用いてそれぞ

れ室温，15 分間培養した．そのサンプル溶液とケモカ

インを共培養し，非結合ウイルスを洗浄し，ケモカイン

に結合した HSV-1 粒子を同様に real-time PCR を行い

／同定した．図 8 に HSV-1 の RANTES／CCL5 に対する

結合への影響を示す．エンベロープ蛋白質 gB に対する

／中和抗体を添加することで RANTES／CCL5 と HSV-1

との結合が優位に阻害された．これらの結果から，抗菌

や抗真菌活性能をもつケモカインと抗 HSV-1 活性をも

つケモカインには大きな相違があることが分かった．

／Interferon g-inducible protein (IP)-10／CXCL10，muco-

／sae-associated epithelial chemokine(MEC)／CCL28，liv-

／er and activation-regulated chemokine(LARC)／CCL20

などのケモカインは抗菌および抗真菌作用をもつことが

報告されている42)43)47)が，今回これらのケモカインは抗

HSV-1 活性をもたないことが明らかとなった(図 6)．逆

／に，抗 HSV-1 活性が認められた MIP-1a／CCL3，MIP-

／ ／1b／CCL4，RANTES／CCL5 は，基本的には抗菌活性を

もたないことが報告されている42)43)47)
．ケモカインの抗

菌活性には陽イオン電荷の関与が考えられており42)〜47)
，

電荷の相互作用により細菌や真菌などの細胞膜表面に選

択的に結合すると推測される43)47)
．しかしながら，MIP-

／ ／1a／CCL3，MIP-1b／CCL4 は例外的にイオン電荷をもた
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図 7 ケモカインと HSV-1の結合．

／

96 穴プレートに 14 のケモカインを固層化し，そこに

HSV-1(1×107 PFU／ml)を 50 ml 加え 37℃，1 時間の培

養を行い，非結合ウイルスを洗浄した後，ケモカインに

結合した HSV-1 粒子を回収し，それを鋳型として

HSV-1 UL30 gene 部位の real-time polymerase chain

reaction(PCR)を行い，ウイルスコピー数を同定した(n

＝3，平均値±標準誤差)．
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図 8 RANTES／CCL5とエンベロープ蛋白質 gBを介

した HSV-1の結合解析．

エンベロープ蛋白質への結合部位同定のため，HSV-

1(1×107 PFU／ml)と抗 gB 抗体，抗 gC 抗体，抗 gD

抗体，抗 gE 抗体，抗 gG 抗体，抗 gP 抗体または対

照としてマウス抗 IgG 抗体(10 mg／ml)をそれぞれ室

温，15 分間(50 ml／well)培養した．そのサンプル溶液

と RANTES／CCL5 を共培養し，非結合ウイルスを洗

浄し RANTES／CCL5 に結合した HSV-1 粒子を回収

し，それを鋳型として HSV-1 UL30 gene 部位の real-

time PCR を行い，ウイルスコピー数を同定した(n＝

3，平均値±標準誤差)．Studentʼs t test,＊：p＜0.05．

(文献 52 から転載，改変)



ないケモカインである．これらの電荷の相違が，ケモカ

インの細菌，真菌あるいは HSV-1 への結合機序の違い

の一つと考えられる．さらに，エンベロープウイルスの

場合，ウイルスのエンベロープ蛋白質は基本的に宿主細

胞の膜蛋白質であるので，電荷の相違はほとんどない．

このことからも抗 HSV-1 活性が認められたケモカイン

のエンベロープウイルスへの結合部位は，抗菌および抗

真菌作用をもつケモカインの細菌あるいは真菌への結合

部位と異なることが示唆される．

最近，Yasin ら51)は，qデフェンシンがエンベロープ

蛋白質 gB に結合し HSV-1 による感染を抑制すること

を報告している．本研究でも，抗 HSV-1 活性をもつケ

モカインはエンベロープ蛋白質 gB に結合することが明

らかとなった(図 8)．

ケモカインのHSV-1 粒子構造への影響を調べるため，

ケモカイン処理した HSV-1 粒子を走査型と透過型電子

顕微鏡により観察した(図 9)．HSV-1 溶液(15 ml，1×

／1011 PFU／ml)を各種ケモカイン(1 mM)で 37℃，1 時間

処理し，その溶液をサンプル液とし 2％ glutaraldehyde

(Wako, Osaka, Japan)で 4℃，一晩固定した52)
．走査型

／ ／電子顕微鏡解析により，MIP-1a／CCL3，MIP-1b／CCL-

／4，RANTES／CCL5 で処理した HSV-1 粒子の最も大き

な特徴として，エンベロープ表面にさまざまな大きさの

穴の形成が認められた．Phosphate buffered saline(PBS)

／あるいは monocyte chemoattractant protein(MCP)-1／

CCL2(陰性対照)で処理した HSV-1 粒子の表面はほとん

ど滑らかであった．透過型電子顕微鏡解析により，MIP

／ ／ ／-1a／CCL3，MIP-1b／CCL4，RANTES／CCL5 で処理し

た HSV-1 粒子において，より顕著にエンベロープでの

大きな穴の形成が確認された．

そこで，より生理的な条件下でのケモカインの抗

HSV-1 効果を検討するため，以前に報告した方法に準

じて49)マウス実質型角膜ヘルペス(HSK)モデルを構築

／し，RANTES／CCL5 の 1 回点眼投与の影響を調べた．

ジエチルエーテルによる麻酔後，角膜上皮を 27 ゲージ

針にて 5 回擦過し，右眼には PBS，左眼には HSV-1 溶

／液 (McKrae 株，1×104 PFU／eye)を 5 ml 滴下した．

／ ／ ／PBS，RANTES／CCL5，MCP-1／CCL2 を各々(1 mg／2

ml)1 回点眼し，臨床症状の経時的変化を観察した(図

10a)．角膜混濁の程度を，0 から 5 までの 6 段階で評価

した53)
．図 10b に，マウス HSK(感染後 14 日目)の前眼

部写真および角膜組織像(ヘマトキシリンとエオジンに

／より染色)を示す．RANTES／CCL5 の点眼処理したマ

ウスの角膜は，角膜擦過のみの対照群とほぼ同様に透明

性を保っており，角膜組織像にもほぼ異常を認めなかっ

／た．PBS と MCP-1／CCL2 の点眼処理したマウスの角膜

は，角膜の浮腫や細胞浸潤による混濁，角膜輪部からの

新生血管など，HSK の典型的臨床所見がみられ，組織

学的にも，角膜実質内に多数の白血球浸潤が確認され

た．

次に，感染後 3，7，10 日目の涙液中(5 ml の PBS eye

wash)の HSV-1 濃度を経時的に測定した(図 11a)．

／RANTES／CCL5 の点眼処理した HSK マウスの涙液中

／の HSV-1 濃度は，PBS と MCP-1／CCL2 の点眼処理した

マウスに比べ優位に感染後 3日目から減少していること

／が分かった．RANTES／CCL5 以外の抗 HSV-1 活性をも

つ 7つのケモカイン(図 6a)についても同様に，感染後 3

日目の涙液中において HSV-1 濃度は減少していた(図

11b)．以上のことから HSV-1 感染後の速やかな RAN-

／TES／CCL5 点眼は，直接的に HSV-1 を破壊し，感染に

より誘導される炎症反応を阻止できる可能性が示唆され

た．
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図 9 ケモカイン処理した HSV-1粒子の電子顕微鏡解析．

／HSV-1 溶液(15 ml，1×1011 PFU／ml)を各種ケモカイン(1 mM)で 37℃，1 時間培養した．その溶液をサンプ

ル液とし，走査型(SEM，上)と透過型(TEM，下)電子顕微鏡で観察した．それぞれのサンプルから，少な

くとも 200 粒子を観察した．矢印はウイルスのエンベロープを示す． (文献 52 から転載，改変)



Ⅶ 新しい抗ウイルス薬の再活性化抑制

現在，HSV または帯状疱疹ウイルスによる全身感染

症に対しては，アシクロビル(ACV)54)
，ファンシクロ

ビル(Famciclovir, FCV)55)
，バラシクロビル(VCV)56)

，

ペンシクロビル(Penciclovir, PCV)57)などが有効と考え

られる．

しかし，角膜ヘルペスに対しては，本邦ではACV 眼

軟膏とイドクスウリジン(Iododeoxyuridine, IDU)点眼

のみ使用可能である．ACV 眼軟膏の副作用として角膜

上皮障害があげられ，また眼軟膏による霧視のためコン

プライアンスが悪い場合がある．一方 IDU 点眼は，

ACV 眼軟膏に比べ治療効果が劣る，細胞毒性が強い，

1 時間ごとの点眼が必要，などの原因により使用される

頻度は非常に低い．そこで我々は，ACV に Val 基を付

けて作製された ACV のプロドラッグである VCV の上

皮型角膜ヘルペスに対する効果を検討した．

塩酸 VCV は，ACV の経口吸収性を改善したプロド

ラッグであり，投与後速やかに消化管より吸収された

後，活性代謝物であるACV に変換され，その生物学的

利用率はACVの約 5倍といわれている．

ACV 眼軟膏から VCV 内服に変更した症例を提示す

る．症例は 61 歳男性．平成 12 年 2 月，左眼を指で突い

て以来，再発性角膜びらんを繰り返していた．平成 14

年 6 月 25 日，左眼の偽樹枝状角膜炎を発症し，ACV

眼軟膏投与にて約 10 日後に治癒した．しかし，この際，

コンプライアンスが悪く，ACV 眼軟膏による霧視があ

り，非常に点入しにくいとの訴えがあった．既往歴とし

て，昭和 42 年に両眼眼球熱傷となり，左眼は矯正視力

1.0 に回復したものの，右眼球摘出術を受けている．
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図 10 マウス実質型角膜ヘルペス(HSK)モデルにおけるケモカインの抗 HSV-1活性(その 1)．
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ａ：臨床症状の経時的変化(感染後 3，7，10，14，21，28 日)を追った．

▼：mock 感染．HSV-1 感染後にPBS(●)，RANTES／CCL5(○)，MCP-1／CCL2(◆)を点眼投与した．

臨床スコア 0：角膜透明，＋1：軽度角膜混濁，＋2：中等度角膜混濁，＋3：重度角膜混濁(虹彩透見可

能)，＋4：重度角膜混濁(虹彩透見不可能)，＋5：壊死性角膜実質炎(n＝2，平均値±標準誤差)．

ｂ：BALB／c マウスに HSV-1(McKrae 株)(各 n＝14)を感染させ，phosphate buffered saline (PBS)，

RANTES／CCL5 あるいは MCP-1／CCL2 を各々 1回点眼し，感染後 14 日目の前眼部写真および角膜組

織像である．
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平成 16 年 2 月 17 日に左眼視力低下，眼痛にて再来

院．左眼に樹枝状角膜炎を認めた．eye wash 法にて涙

液採取し，real-time PCR 法10)〜15)に供した．HSV DNA

／量は 1.0×103コピー／サンプルであった．ACV 眼軟膏

による治療は難しいと考え，塩酸 VCV 内服(500 mg)2

錠を 7 日間，レボフロキサシン点眼を処方した．VCV

内服 7 日後には HSV DNA 量は測定感度以下となり，

角膜病変は消失した．

本症例により，VCV 内服が角膜ヘルペスに対して有

用である可能性が示され，角膜上皮障害の強い症例，角

膜移植術後症例やコンプライアンスの悪い症例などに対

してVCVを内服処方してもよいと考えられる．

次に，急性期および再活性化時における VCV を含め

た抗ウイルス薬の角膜ヘルペスに対する治療効果を，マ

ウスモデルを用いて検討した(図 12)．特に，従来の抗

ウイルス薬の治療効果を判定する際，急性感染時の効果

を判定していたが，今回は再活性化時における抗ウイル

ス効果を判定調査した．

／ ／BALB／c マウスの両眼の角膜上皮を 27 1／2 G の注射

針にて double scratch によって擦過し，HSV-1 McKrae

／株(5.0×103 PFU／eye)を接種した．

／計 6 群にマウスを分類し，VCV 内服 50 mg／kg 1 日 2

／ ／回，VCV 内服 100 mg／kg 1 日 2 回，ACV 内服 50 mg／

kg 1 日 5 回，3 ％ ACV 眼軟膏(Eye Ointment, EO)(参

天製薬株式会社，大阪)1 日 5 回，3 ％ ACV点眼(Drop)

(東亜薬品株式会社，富山)1 日 5 回，各群 23 匹ずつ，

プラセボ投与群 28 匹に 1 日 5 回投与を行った．各薬剤

は，ウイルス接種 3日後より 5日間投与した．

薬剤の効果を測定するため，細隙灯顕微鏡下で角膜を

観察し，ウイルス接種 3日，4 日，5 日，6 日，7 日，10

日，12 日，14 日後に角膜の状態を評価した．角膜上皮

平成 20 年 3 月 10 日 ヘルペスの潜伏感染，再発，新治療法・下村 259

50000

40000

30000

20000

10000

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

感染後日数

H
S
V
 ti
te
r（
P
F
U
/m
l）

HSV titer（PFU/ml）

0 20000 40000

対照

RANTES/CCL5 ＊＊

MIP－1α/CCL3

MIP－1β/CCL4 ＊＊

＊

＊

＊

＊＊

＊＊

＊＊PF－4/CXCL4

MCP－1/CCL2

SDF－1/CXCL12

MIG/CXCL9

Lymphotaction/XCL1

Eotaxin/CCL11

図 11 マウス HSKモデルにおけるケモカインの抗 HSV-1活性(その 2)．

／ ／

ａ：涙液中のHSV-1 濃度の経時的測定(感染後 3，7，10 日)を行った．

HSV-1 感染後(各 n＝14)に PBS(●)，RANTES／CCL5(○)，MCP-1／CCL2(◆)を点眼投与した．

(n＝2，平均値±標準誤差)．

ｂ：感染後 3 日目の涙液中の HSV-1 濃度測定を行った．HSV-1 感染後(各 n＝5)に各種点眼投与(n＝2，平

均値±標準誤差)．Studentʼs t test，＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01．
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図 12 上皮型ヘルペスに対する治療効果．

―◇―：アシクロビル(ACV)50 mg，―□―：バラシク

ロビル(VCV)50 mg，―△―：VCV 100 mg，

―×―：3％ ACV眼軟膏(EO)，―○―：3％ ACV点眼

(Drop)，―●―：PBS．平均値±標準誤差．

＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.01)．

＊＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.05)．

(文献 15 から転載)
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障害スコアは表 7のとおりである．

眼球，三叉神経節のウイルス力価を plaque assay に

より，そして三叉神経節の HSV DNA 量を real-time

PCR 法10)〜15)により求めた．

ウイルス接種 28 日後に潜伏感染が成立したマウスを，

再活性化群と再活性化なしの群に分類した．再活性化法

／は，まずサイクロフォスファミド 200 mg／kg を腹腔内

注射し，72 時間後に同薬剤を同量，腹腔内投与した．

／その 24 時間後にデキサメタゾン 16 mg／kg を腹腔内注

射，4 時間後に 43℃の温水中にマウスを 10 分間浸け，

乾燥させた．そして，急性期の検討と同様に，眼球，三

叉神経節のウイルス力価，三叉神経節の HSV DNA 量

を定量した．

すべての薬剤群はプラセボ投与群と比較して，ウイル

ス接種 5，6，7，10，12，14 日後に，有意(p＜0.01，

p＜0.05)に上皮型ヘルペスに対する効果を認めた(図

12)．

眼球の plaque assay による検討では，VCV 内服 50

／ ／mg／kg 群，VCV 内服 100 mg／kg 群，3 ％ ACV 点眼

群，3 ％ ACV 眼軟膏群は，ウイルス接種 3，5，7，10

日後に，有意にウイルス力価が低かった(図 13)．三叉

神経節では，すべての薬剤投与群がウイルス接種 5，10

日後に，プラセボ投与群と比較して有意に抗ウイルス作

用を示した(図 14)．

Real-time PCR 法による三叉神経節の HSV DNA コ

ピー数の検討では，すべての薬剤投与群で，ウイルス接

種 5，7 日後に，プラセボ投与群と比較して有意に HSV

DNA量が少なかった(図 15)．

再活性化時の各薬剤群における眼球，三叉神経節ウイ

ルス力価の検討では，プラセボ群と比較して各薬剤投与
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0.0：上皮障害を認めない．

0.5：点状表層角膜炎を認める．

／1.0：上皮全体の樹枝状角膜炎が角膜の 1／4 未満を占める．

／1.5：上皮全体の樹枝状角膜炎が角膜の 1／4 以上を占める．

2.0：地図状角膜炎が角膜に認める．

表 7 角膜上皮障害スコア表

これらの評価は，細隙灯顕微鏡とフルオレセイン染色を用

いて行った．(文献 15 から転載)
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図 13 急性期の眼球ウイルス力価．

―◇―：ACV 50 mg，―□―：VCV 50 mg，

―△―：VCV 100 mg，―×―：3％ ACV EO，―○―

：3％ ACV Drop，―●―：PBS．平均値±標準誤差．

＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.01)．

＊＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.05)．

Y軸に眼球のウイルス力価の平均値(n＝6)を示す．

(文献 15 から転載)
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図 14 急性期の三叉神経節ウイルス力価．

―◇―：ACV 50 mg，―□―：VCV 50 mg，

―△―：VCV 100 mg，―×―：3％ ACV EO，―○―

：3％ ACV Drop，―●―：PBS．平均値±標準誤差．

＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.01)．

＊＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.05)．

Y 軸に三叉神経節のウイルス力価の平均値(n＝6)を示

す． (文献 15 から転載)
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図 15 急性期の三叉神経節 HSV DNA量．

―◇―：ACV 50 mg，―□―：VCV 50 mg，

―△―：VCV 100 mg，―×―：3％ ACV EO，―○―

：3％ ACV Drop，―●―：PBS．平均値±標準誤差．

＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.01)．

＊＊：PBS に対して有意差を認めた(p＜0.05)．

Y 軸に三叉神経節の HSV DNA 量の平均値(n＝6)を示

す． (文献 15 から転載)



群は，ウイルスの再活性化を抑制する傾向を認めたが，

有意差は認めなかった(図 16，17)．潜伏感染時，VCV

／100 mg／kg 群において，眼球でウイルスを少量のみ(図

16)認めたが，三叉神経節では認めなかった(図 17)．

／Real-time PCR 法による検討では，ACV 内服 50 mg／

kg 群，プラセボ群で有意(p＜0.05)に再活性化群の三叉

神経節中 HSV DNA 量が潜伏感染群よりも多かった．

／ ／しかし，VCV 内服 50 mg／kg 群，VCV 内服 100 mg／kg

群，3 ％ ACV 眼軟膏群，3 ％ ACV 点眼群の各薬剤群

では，再活性化群と潜伏感染群間で，HSV DNA量に有

意差を認めなかった(表 8)．

今回の結果(図 12〜17，表 8)から，HSV-1 急性感染

期の抗ウイルス薬投与により，その後の潜伏感染がある

程度阻止され，そして再活性化ウイルス量が減少するの

ではないかと考えられた．このことは，Loutsch ら58)の

家兎での報告と合致する．また，マウスでは潜伏感染期

には，HSV-1 の涙液中への無症候性排泄が認められな

いと報告されており59)
，我々の実験でもこのことが確認

された(図 16)．

現在，本邦における臨床の場において上皮型角膜ヘル

ペスに対しては，ACV 眼軟膏が第一選択薬であるが，

角膜上皮障害，霧視などが問題とされる．ACV 内服

は，1 日 5 回の内服が必要で，また上皮型ヘルペスに対

してその使用が適応外である．さらに，ACV は水に難

溶であるため，ACV は点眼液として使用できる pH で

は溶解困難で，本研究では眼軟膏と同じ濃度の懸濁点眼

液として用いたが，現時点では実用化に至っていない．

海外では TFT60)〜62)が上皮型角膜ヘルペスに対し用いら

れているが，本邦では認可されていない．VVACV

(Val-Val-ACV)点眼63)の開発も行われ，in vivo では良好

な成績をあげているが，臨床応用には時間を要するであ

ろう．

以上の結果から，VCV 内服は上皮型角膜ヘルペスに

対して有効であることが判明し，今後 1日 2回の内服と

いうコンプライアンスの良さとウイルス再活性化を抑制

するという点もあわせて，角膜ヘルペスに対して有効な

薬剤であると考えられた．

Ⅷ おわりに

ヘルペスの潜伏感染と再発の基礎的臨床的研究を基盤

として，将来のヘルペス根治療法の可能性について言及

した．

根治療法開発において知っておくべき重要な因子に再

発因子が存在する．本稿ではアンケートにより臨床的再

発因子を調査し，疲労，睡眠不足を避けることが重要で

あることが判明した．
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図 16 再活性化時および潜伏感染時の各薬剤における

眼球ウイルス力価．

X 軸に各薬剤群における再活性化群と潜伏感染群を

示し，Y 軸に眼球のウイルス力価の平均値±標準誤

差を示す．

□
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• • • • • • •：再活性化群，■：潜伏感染群．

(文献 15 から転載)
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図 17 再活性化時および潜伏感染時の各薬剤における

三叉神経節ウイルス力価．

X 軸に各薬剤群における再活性化群と潜伏感染群を

示し，Y 軸に三叉神経節のウイルス力価の平均値±

標準誤差を示す．

□
• • • • • • •

• • • • • • • •

• • • • • • •

• • • • • • • •

• • • • • • •：再活性化群，■：潜伏感染群．

(文献 15 から転載)
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50 mg
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表 8 再活性化時および潜伏感染時の三叉神経節における HSV DNA量

52.6±30.3

3％ ACV
Drop

12..6±8.9

PBS＊

三叉神経節 100 ng 中におけるDNAコピー数を示す(平均値±標準誤差)．

＊：再活性化群と潜伏感染群との比較にて有意差を認めた(p ＜ 0.05)． (文献 15 から転載)
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従来，角膜ヘルペス発症において HSV は神経節内に

潜伏感染しているとされていたが，培養法ではなく

real-time PCR 法を用いて角膜内の HSV DNAの存在を

呈示し，さらに HSV 再感染の報告を含め，角膜移植時

のドナー由来ヘルペス感染の可能性を示唆した．今後角

膜内のウイルス DNA の局在について研究していきた

い．

後半部で，ケモカインを含めた新しい抗ウイルス薬の

ヘルペス治療効果について基礎的研究を報告した．特

に，従来の抗ウイルス薬の治療効果判定には急性感染モ

デルを用いていたが，我々は再活性化動物モデルを作製

し，ヒトのヘルペス感染に酷似した抗ウイルス効果を検

討した．今後，このようなモデルを用いることが，抗ウ

イルス効果判定の主流になると考えられる．

稿を終えるにあたって，宿題報告の機会を賜りました日本

眼科学会評議員各位，日本眼科学会会員各位，座長の労をお

取りいただいた大橋裕一教授(愛媛大学)，本研究をご支援い

ただきました近畿大学眼科同窓会の先生方に心から深謝申し

上げます．
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Comment：増田寛次郎

ヘルペス感染は，眼科領域での感染症の最も多いものの一つである．特に，角膜においては単に

頻度が高いだけでなく，難治性においても問題がある疾患と言える．難治性の原因は，抗ウイルス

薬の適切なものがないことと再発しやすいことにある．

下村教授らは，感染頻度の高さは潜伏感染の多さと関係があることを突き止め，角膜移植例にお

いても，ドナー角膜にも思っていたよりも多数の例にヘルペス感染があることを示し，角膜移植に

よって感染することも可能性としてはありうることを示した．潜伏感染の多さに驚いた．いったん

感染し，治癒した後に再発を繰り返すことはよく知られていることであるが，再発には心身の種々

のストレスが関与していることを患者に対する詳細なアンケート調査によって明らかにした．眼科

手術は，眼にとって大きなストレスとして働く．角膜移植や硝子体手術によっても涙液中にヘルペ

スウイルスDNAを検出できたことは，眼科的な手術によってもヘルペスの再発を起こすことの可

能性を示唆している．私自身，スキーに行った後は，必ずと言っていいほど口唇ヘルペスを起こ

す．角膜においても紫外線による再発例も多く報告されており，ヘルペスの再発にはこれら種々の

ストレスが引き金になっていることは間違いないことであろう．ストレスを回避することはなかな

か現代社会生活では困難なことではあるが．

ヘルペス感染に対する新しい治療方法の開発は，たいへん興味あるテーマである．下村教授ら

は，二種類の治療方法の可能性を示した．一つは，ケモカインで，ある種のケモカインは直接ヘル

ペスウイルスに働いて，ウイルスを包んでいるエンベロープに穴を開けることによって抗ウイルス

作用を起こすことを示した．早い時期に臨床応用できることを期待したい．もう一つの治療方法

は，抗ヘルペス薬として広く使用されているアシクロビルのプロドラッグであるバラシクロビルの

内服である．既に他領域では使用されている薬であり，基礎研究でもよくヘルペス感染を抑えてい

るので，局所使用の困難な例にはすぐにも使用できそうである．

下村教授は，これまで眼表面の感染症に強い関心を示してこられた．今回の宿題報告は短い期間

ではあったが教授の得意とするヘルペス角膜感染症に焦点を合わせて，基礎および臨床の幅広い研

究をまとめられた．非常に感銘深い宿題報告であった．
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