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目 的：ヒトヘルペスウイルス(HHV)は現在 1〜8

までの型が知られている．今回，HSV1(単純ヘルペス

ウイルス 1型，HHV1)，HSV2(単純ヘルペスウイルス

2型，HHV2)，VZV(帯状疱疹ウイルス，HHV3)およ

びそれ以外の HHVが急性網膜壊死の病因に関与してい

るかを検討する目的で，眼内液の HHVゲノムの同定を

polymerase chain reaction(PCR)検査法にて行った．

対象と方法：2001年から 2006年までの 6年間，当院

において急性網膜壊死と診断され凍結保存されていた検

体または新鮮検体合計 14例 14眼からの 19検体(硝子体

12 検体，前房水 7 検体)について HHV1〜HHV8 型の

定性 PCR法(多項目迅速ウイルス PCR)と，陽性の検

体は real-time PCRを用いてその陽性ウイルスの定量

を行った．

結 果：臨床所見から急性網膜壊死と診断されたすべ

ての症例の眼内液から HSVか VZVのいずれかが同定

された．その内訳は，19検体中，VZV，HSV1，HSV2

陽性はそれぞれ 16例(84％)，1例(5 ％)，2例(11％)で

あった．定量 PCRにてウイルスコピー数を確認したと

ころ，いずれもウイルス DNAが高コピー数であった．

また硝子体と前房水検体のウイルス量を比較したとこ

ろ，硝子体検体が有意に高かった．他のヘルペスウイル

スでは，Epstein-Barr virus(EBV，HHV4)の共感染が

19検体中 9検体(47％)にみられた．眼科疾患との関連

性が明らかでない HHV6，7，8についてはいずれも陰

性であった．一方，すべての患者の血清中にはこれらの

ヘルペスウイルス DNAが検出されなかった．

結 論：従来から言われているように HHV1〜3が急

性網膜壊死の病因ウイルスで，病態形成に関与している

ことが確認された．多項目迅速ウイルス PCR法は同時

に多くのウイルスを迅速に同定可能で，real-time PCR

法はウイルス量の判定に有用であった．急性網膜壊死の

ように迅速かつ正確な診断が求められる症例ではこれら

の PCR検査は有用であると思われた．(日眼会誌 112：

30―38，2008)

キーワード：急性網膜壊死，ヘルペスウイルス，眼内

液，定性 PCR法，定量 PCR法

Purpose：The human herpesvirus (HHV) family

consists of types 1 to 8(HHV1-8). The purpose of this

study was to investigate the detection of HHV DNA,

especially HSV1 (herpes simplex virus 1, HHV1),

HSV2 (herpes simplex virus 2, HHV2), and VZV

(varicella-zoster virus, HHV3) in ocular fluids of

patients with acute retinal necrosis(ARN).

Methods：The intraocular genome for HHV1-8
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Abstract

Detection of Herpesvirus Genome

by Multiplex Polymerase Chain Reaction(PCR) and Real-time PCR

in Ocular Fluids of Patients with Acute Retinal Necrosis



Ⅰ 緒 言

近年，ウイルス学や分子生物学の進歩により眼科領域

でも原因不明の疾患にウイルスが関与していることが判

明した．その中心はヘルペスウイルス属で，例えば当初

は原因が不明であった急性網膜壊死(桐沢型ぶどう膜炎)

は水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)あるいは単純ヘルペス

ウイルス(HSV1，HSV2)感染が病因であることが明ら

かにされた．これにより急性網膜壊死に抗ウイルス薬を

中心とした治療が導入され飛躍的に進歩したが，しかし

未だに視機能低下を完全に避けることは不可能である．

その理由の一つとして，診断とそれに伴う治療が遅れた

場合，進行した網膜や視神経の障害を回避させることが

困難なことがあげられる．ヘルペスウイルス属には単純

ヘルペスウイルス，水痘帯状疱疹ウイルスだけではな

く，多くの種類が同定されている．主に日和見感染で認

められるサイトメガロウイルス(CMV)，ぶどう膜炎で

しばしば認められる EB ウイルス(Epstein-Barr virus；

EBV)，また眼科疾患関連性が未だ分かっていない

HHV6，HHV7，HHV8 などがヘルペスウイルス属とし

て含まれる．今回，我々はヘルペスウイルス属の定性

polymerase chain reaction(PCR)検査システムを確立

し，急性網膜壊死患者眼局所からウイルスを迅速に，か

つ多くの種類のウイルスを同時に同定する検査システム

を開発した．またそのウイルス陽性検体を用いて real-

time PCR 法によりウイルスゲノム数を測定する定量

PCR 法を行い，正確な診断とそれに基づく適切な治療

を行うことを目的とした．

Ⅱ 対象および方法

�．眼内液採取

眼内液は 2001 年から 2006 年までの 6年間，当院にお

いて急性網膜壊死と診断され凍結保存されていた検体ま

たは新鮮検体合計 14 例 14 眼からの 19 検体(硝子体 12

検体，前房水 7 検体)である．これらの眼内液はイン

フォームド・コンセントの得られた患者から採取した．

対照として，活動性眼内炎症を認めていた 14 例のぶど

う膜炎(サルコイドーシス 4 例，Vogt-小柳-原田病 2

例，特発性ぶどう膜炎 8 例)の硝子体または前房水も使

用した．眼内液の採取は学内の倫理委員会の承認を得て

行った．

�．核酸抽出

前房水，硝子体液は自動核酸抽出機 BioRobot E21 を

使用し EZ1 Virus Mini Kit(キアゲン社)を用いて核酸を

抽出した．血液は EZ1 Blood 200 ml kit(キアゲン社)を

用いて磁気ビーズ法にてDNAを抽出した．

�．定性 PCR法検査

検討したヘルペスウイルス属は HSV1(HHV1)，

HSV2(HHV2)，VZV(HHV3)，EBV(HHV4)，CMV

(HHV5)，HHV6，HHV7，HHV8 で，また慢性感染症

として最近注目されている BK ウイルス(BKV，Poly-

omavirus 科)，JC ウイルス(JCV，Polyomavirus 科)，パ

ルボウイルス B19(PVB19，Parvovirus 科)に関しても

検討した．多項目迅速ウイルス PCR法(マルチプレック

ス PCR 法)を用いて上記 11 種類のウイルスを同時にス

クリーニングした．AccuPrime Taq(インビトロジェン

社)を用いてそれぞれのウイルス特異的プライマーを混

合して，リアルタイム PCR の LightCycler®(ロシュ社)

で多項目迅速ウイルス PCR(マルチプレックス PCR)を

行った．11 種類のウイルスを 2 組に分けて下記の 2 つ

のキャピラリーを用いて同時に検査した．キャピラリー

A ： HSV1，HSV2，VZV，PVB19，HHV6，CMV，

BKV，JCV．キャピラリー B：EBV，HHV7，HHV8．

PCR 条件は，denature 95℃ 2 秒，PCR 95℃ 2 秒，

58℃ 15 秒，72℃ 15 秒を 40 サイクル，extension 40℃

30 秒行った．その後，ハイブリダイゼーションプロー

ブの混合液と PCR 産物を混合し，melting Curve 解析

を行い，ウイルスの検出を行った．これらは Tm 値

(melting temperature，融解温度)が重ならないように

設定したプローブによってウイルスの種類を判定した．

平成 20 年 1 月 10 日 Polymerase chain reaction による急性網膜壊死症例の検討・杉田他 31

was determined in 19 ocular fluid samples(12 vitreous

fluid and 7 aqueous humor samples) taken from ARN

patients (n＝14). The samples were tested for the

presence of virus DNA by two systems of polymerase

chain reaction(PCR)：the multiplex PCR screening

test and real-time quantitative PCR.

Results：Multiplex PCR demonstrated VZV(n＝16,

84％), HSV1(n＝1, 5 ％)or HSV2(n＝2, 11％)genomic

DNA in all the samples. In real-time PCR, a high copy

number of virus DNA was detected. The virus DNA-

positive samples contained Epstein-Barr virus(EBV,

HHV4)DNA in 9 of 19 samples (47％). No HHV6-8

DNA was detected in the ocular samples, and no virus

DNA was detected in the serum samples.

Conclusions：The genome for HHV1-3 was detect-

ed in the patients with ARN. All cases contained a

high copy number for the virus DNA that indicates

viral replication. PCR systems are useful for determ-

ing whether virus infections are associated with

uveitis.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophtalmol Soc

112：30―38, 2008)

Keywords：Acute retinal necrosis, Herpesvirus,

Ocular fluids, Qualitative PCR, Quantita-

tive PCR



melting Curve 解析とは，実際には 95℃で PCR

産物を一本鎖にしたところから 40℃に温度を下

げてプローブとハイブリダイズさせると FRET

(fluorescence resonance energy transfer)により

蛍光が発せられる．再び温度を徐々に上昇させな

がら蛍光強度をモニタリングしていくと FRET

により発する蛍光が上昇温度により各種ウイルス

プローブ固有の Tm 値に達したところで FRET

が解消し消光する．時間に対する蛍光強度グラフ

を微分して得られた異なる各種ウイルスプローブ

のピーク値によってウイルス種を判定することが

できる．なお，HSV の検出に関しては，プライ

マーは HSV1 と HSV2 の両方の型に共通な部分

に設定している．しかし，プローブは HSV2 の

ゲノム配列とは完全一致しているのに対し，

HSV1 のゲノム配列とは 2塩基不一致となってい

る．そのため，HSV2 陽性の場合は HSV1 陽性の

場合よりも Tm 値がおよそ 15℃低くなり，両者

を明確に判別できる．また，BKV と JCV も同様

の原理により判別できる検査系となっている．プ

ライマー配列，プローブ配列，ウイルス増幅領域

を表 1にまとめた．

�．定量 PCR検査

定性 PCR で陽性と判定されたウイルスに関し

ては，そのウイルスゲノムの定量 PCRを行った．

PCR 試薬として AmpliTaq Gold(ABI 社)を用い

て，7300 system で定量 PCR を行った(real-time

PCR，ABI 社)．サンプルから抽出した核酸溶液

5 ml を PCR 反応液(10x buffer，dNTP，primer

probe MIX，MgCl2，AmpliTaq Gold，ROX ref-

erence，Nucrease free water)に加え，denature

95℃ 10 分，PCR 95℃ 15 秒，60℃ 60 秒の条件

で 45 サイクル行った．偽陽性を避ける目的で，

プライマーとプローブ配列は多項目迅速ウイルス

PCR 法とは全く異なるように設定した．スタン

ダードは陽性の PCR 産物を pGEM-T vector(Pro-

mega Corporation)に組み込んだプラスミドを，

東京医科歯科大学のシークエンスサービスにて

ABI3130xl genetic analyzer(アプライドバイオシ

ステムズジャパン株式会社)で配列を確認した後，

プラスミドを制限酵素で鎖状にし，DNA 濃度よ

りコピー数を算出して用いた．

Ⅲ 結 果

�．多項目迅速ウイルス PCR検査結果

多項目迅速ウイルス PCR 検査により，臨床所

見から急性網膜壊死と診断された 14 例すべての

眼内液から HSV か VZV のいずれかが同定され

た(表 2)．その内訳は，HSV1 が 1 例(5 ％)，

日眼会誌 112 巻 1 号32
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HSV2 が 2 例(11％)，VZV が 16 例(84％)陽性であっ

た．他のヘルペスウイルスでは，EBV の共感染が 19 検

体中 9 検体(47％)でみられた．また，CMV の共感染は

19 検体中 1検体(5 ％)にみられた．眼科疾患との関連性

がはっきりしていない残りのヘルペスウイルス属

HHV6，HHV7，HHV8 はいずれの検体においてもその

ゲノムは検出されなかった．また，移植患者や免疫不全

患者，慢性感染症でしばしば検出される BKウイルス，

JC ウイルス，パルボウイルス B19 はいずれも陰性だっ

た．一方，対照のぶどう膜炎群では，1 例の特発性ぶど

／う膜炎の前房水から VZV が陽性(1／14，7 ％)で，サル

／コイドーシス 1 例のみ(1／14，7 ％)で硝子体液中 EBV

が陽性であった(表 2)．残りのウイルスはすべて陰性で

あった．また，急性網膜壊死および対照のぶどう膜炎の

いずれの患者においても血清中にはこれらのヘルペスウ

イルスDNAが検出されなかった．

�．定量 PCR検査結果

次に，上記の定性 PCR 検査で陽性検体に対して real-

time PCR 法を用いて定量 PCRを行った．その硝子体検

体検査の結果のまとめを表 3に，前房水検体検査の結果

のまとめを表 4 に示した．定量 PCR ではいずれの硝子

体検体からも HSV1，HSV2，VZV DNA が 1 ml 中 105

レベルから 107レベルといずれも高コピー数が検出され

た．一方，EBV は 1 例を除くほとんどが測定限界以下

(50 コピー以下)であった(表 3)．前房水検体でも同様

に，VZV DNA は高コピー数を示し，その前房水のコ

／ ／ピー数は 102／ml〜106／ml と幅広い値であった(表 4)．

しかし，前房水定性 PCR で EBV DNA が 3 検体で陽

性，CMV が 1 検体で陽性を示していたが，それらを定

量 PCR で検討したところ，そのウイルスゲノムは測定

限界以下(50 コピー以下)であった(表 4)．対照のぶどう

膜炎群で VZV が 1 例，EBV が 1 例ずつ定性 PCR で陽
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症例 16，68 歳，女性

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−)(−)(−)VFサルコイドーシス症例 17，70 歳，女性

(−)

(−)

(−)AH

サン
プル

多項目迅速ウイルス PCR検査結果

HSV1

VF (−)

VF (−)

AH (−)

表 2 急性網膜壊死および対照ぶどう膜炎患者眼内液を用いた多項目迅速ウイルス PCR検査結果

特発性ぶどう膜炎症例 28，61 歳，女性

VF症例 15，47 歳，女性

サルコイドーシス VF (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

サルコイドーシス

(−)(−)(−)(−)

PVB19
症例，年齢，性

症例 1，82 歳，女性

症例 2，61 歳，男性

急性網膜壊死と診断された 14 症例(平均年齢 50 歳)と対照のぶどう膜炎群(平均年齢 51 歳)のヘルペスウイルス属定性 PCRの結果のま

とめを示した．

VF：硝子体液，AH：前房水，BKV：BKウイルス，JCV：JC ウイルス，PVB19：パルボウイルスB19．

診断名

急性網膜壊死

急性網膜壊死

急性網膜壊死

(−)(−)AH急性網膜壊死症例 14，72 歳，男性

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−) (−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)

(−)

(−)

(−)

JCV

(−)

(−)

(−)

(−)(−)(−)AH急性網膜壊死症例 13，55 歳，女性

(＋) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

(＋)

(−)

(−)

(−)

BKVHHV8

(−)

(−)

(−)

(−)(＋)(＋)(＋)(−)(−)AH急性網膜壊死症例 12，47 歳，男性

(−)(−)(−)(−)(−)(−) (−)

(−)

(−)

(−)

HHV7HHV6

(−)

(−)(−)(−)(−)(＋)(−)(−)AH急性網膜壊死

(−) (−) (−) (−) (−)

(−)

(−)

(−)

(−)

CMV

(−)

(−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−)(−)VF急性網膜壊死症例 11，68 歳，男性

(−)(−) (−)

(＋)

(＋)

(＋)

VZV EBV

(−)

(＋)

(＋)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−)VF急性網膜壊死症例 10，16 歳，男性

(−)

(−)

HSV2

(−)

(−)

(−)

VF症例 9，42 歳，男性

急性網膜壊死 AH (−) (−) (＋) (＋) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

急性網膜壊死

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)AH特発性ぶどう膜炎症例 27，35 歳，女性

(−)(−)AH急性網膜壊死

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−)(−) (−)

(−)(−)(−)

症例 26，50 歳，女性 特発性ぶどう膜炎 AH (−) (−) (＋) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

(＋)(−)(−)VF急性網膜壊死症例 8，46 歳，男性

(＋) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

(＋)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)VF特発性ぶどう膜炎症例 25，61 歳，男性

(−)

症例 24，77 歳，女性

(−)(−)(−)(＋)(−)(−)AH急性網膜壊死

(−)(−)(−)(−)(−)(−) (−)

VF特発性ぶどう膜炎症例 23，42 歳，男性

特発性ぶどう膜炎 VF (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

(−)(−)(−)(＋)(＋)(−)(−)VF急性網膜壊死症例 7，70 歳，女性

(−) (−) (−) (−) (−)

(−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)

症例 22，29 歳，男性 特発性ぶどう膜炎 VF (−) (−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(＋)(−)(−)VF急性網膜壊死症例 6，40 歳，男性

(−)(−) (−)

(−)(−)(−)(−)VF特発性ぶどう膜炎症例 21，55 歳，女性

(−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

症例 4，44 歳，男性

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−)(−)(＋)VF急性網膜壊死症例 5，39 歳，男性

(−)

(−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)

症例 20，34 歳，女性 原田病 AH (−) (−) (−) (−) (−) (−)

VF症例 3，27 歳，女性

急性網膜壊死 VF (−) (−) (＋) (＋) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)

急性網膜壊死

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)AH原田病症例 19，39 歳，男性

(−) (−) (−) (−) (−)

(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(−)(＋)(−) (−)

(−)(−)(−)

症例 18，44 歳，女性 サルコイドーシス VF (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−) (−)



性を示していたが，これらを定量 PCR で検討したとこ

ろ，いずれも測定限界以下であった．

�．硝子体と前房水のウイルス量の比較検討

まず VZV が陽性であった硝子体 8 検体と前房水 8 検

体をそれぞれまとめて，その眼内液中のウイルス量を検

討した(図 1A)．硝子体検体では VZV ウイルス量は多

／くは 106／ml 以上で，前房水より有意に高い値であった

(p＝0.0011)．その中でも，同一患者で硝子体と前房水

を同時に採取できた 5症例で，そのウイルス量について

比較検討した(図 1B)．いずれの症例も硝子体が前房水

に比べてウイルス量が高い値を示していた．

�．眼内液中に EBVが同定された患者の臨床所見の

検討

急性網膜壊死患者から，特に硝子体検体から多くの

EBV DNA が同定されたので，その中から 11 症例につ

いて比較検討した．PCR の結果にて EBV DNA 陽性群

(n＝6)と EBV DNA陰性群(n＝5)に分けて検討した(表

5)．平均年齢は EBV DNA 陽性群で 50 歳，EBV DNA

陰性群は 42 歳であり，陽性群は陰性群より平均年齢

が高い傾向にあった(Mann-Whitney の U 検定，p＝

0.46)．発症から当院受診日数(平均病日)は陽性群で

12.5 日，陰性群で 9.0 日と差があった(p＝0.14)．患者

はすべて片眼発症であったが，最終矯正視力は EBV

DNA 陽性群が悪い傾向にあった．検体採取前の抗ウイ

ルス薬投与(アシクロビル点滴静注)は陽性群では 67％

に施行されていたが，陰性群では行われていなかった．

以上より，EBV DNA陽性群は陰性群に比べて網膜病変

が進行し，重症例が多く，全身的にも免疫抑制状態と思

われる者が多かった．その代表症例を図 2に提示した．

さらに表 5に示すように，この代表症例も含めて検体採

取前のプレドニゾロン内服は EBV DNA 陽性群で全例

に施行されていたが，陰性群では行われていなく両群間

に有意な差があった(p＝0.01)．帯状疱疹などのヘルペ

ス関連既往歴は EBV DNA陽性群では 50％に存在した

が，陰性群では 0％であった(表 5)．

�．前房水中ウイルス量と予後との関係

眼内液中のウイルス量(DNA コピー数)と視力，網膜

病変の広がり方(進行)などの視力予後との関連について

検討した．硝子体検体では DNAコピー数にあまり差が

なかったので，DNA コピー数に差があった前房水検体

8 症例 8 検体(全症例 VZV 急性網膜壊死)を用いて比較

／検討した(表 6)．VZV DNA コピー数が 104／ml 以上を

示した 5 症例(症例 2，11，12，9，13)はいずれも経過

中に視力が不変か悪化し，網膜壊死病巣の場所が周辺を

越えて後極内あるいは後極付近まで進行している症例が

ほとんどであった．症例 13 は網膜壊死病巣が周辺部で

止まっていたが乳頭炎と網膜動脈炎が著明で，最終的に

は視神経萎縮を来し視力不良となった．網膜剝離の発生

は手術を拒否したため薬物療法のみで経過観察した症例

12 の 1 例だけだった．残りの 3 症例(症例 7，8，14)は

／ウイルスコピー数が 102〜103／ml と低く，網膜壊死病巣

も周辺部のみで広がりもなく，薬物療法のみで経過観察
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VZV

／VZV(7.3×104 copies／ml)VZV

／VZV(2.3×103 copies／ml)VZV

／VZV(9.7×103 copies／ml)VZV

／VZV(4.0×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)VZV，EBV

定量 PCR定性 PCR

表 4 急性網膜壊死患者の定量 PCR結果(前房水)

急性網膜壊死(VZV)

急性網膜壊死(VZV)

急性網膜壊死(VZV)

最終診断名

症例 14

症例 13

症例 8

症例 7

症例 2

症例

／VZV(3.8×102 copies／ml)

症例 9

／VZV(5.5×105 copies／ml)VZV急性網膜壊死(VZV)症例 11

VZV，EBV，CMV急性網膜壊死(VZV)症例 12

急性網膜壊死(VZV)

急性網膜壊死(VZV)

／VZV(2.0×105 copies／ml)，CMV(50 copy 以下)，EBV(50 copy 以下)

／VZV(7.3×104 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)急性網膜壊死(VZV) VZV，EBV

VZV

／HSV2(2.8×105 copies／ml)HSV2

／VZV(5.6×106 copies／ml)VZV

／HSV2(1.3×106 copies／ml)HSV2

／ ／VZV(4.0×107 copies／ml)，EBV(7.3×103 copies／ml)VZV，EBV

／VZV(6.0×107 copies／ml)VZV

定量 PCR

表 3 急性網膜壊死患者の定量 PCR結果(硝子体)

定性 PCR

症例 8

急性網膜壊死(VZV)

急性網膜壊死(HSV2)

急性網膜壊死(VZV)

急性網膜壊死(VZV)

最終診断名

VZV，EBV

症例 11

症例 10

症例 9

症例 3

症例 2

症例 1

症例

／VZV(8.0×107 copies／ml)

急性網膜壊死(VZV)

症例 4

／HSV1(2.2×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)HSV1，EBV急性網膜壊死(HSV1)症例 5

VZV，EBV急性網膜壊死(VZV)症例 6

／VZV(5.0×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)

急性網膜壊死(HSV2)

急性網膜壊死(VZV)

症例 7 急性網膜壊死(VZV) VZV，EBV ／VZV(6.1×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)

／VZV(9.4×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)

／VZV(1.9×106 copies／ml)，EBV(50 copy 以下)急性網膜壊死(VZV) VZV，EBV



しても最終視力は良好であった．

Ⅳ 考 按

急性網膜壊死(桐沢型ぶどう膜炎)は 1971 年に浦山ら

により初めて報告され9)
，その後VZV や HSV による眼

内感染であることが判明した．本疾患は，神経親和性を

有するが，同じヘルペスウイルスにもかかわらず性質や

侵襲する部位の異なる 2つのウイルスによって発症する

ことから，病因ウイルスによる多少の病型の違いがある

ことも分かっている10)
．ウイルスゲノムを直接的に証明

する PCR が一般的に行われる前は，局所の抗体産生(Q

値測定)や眼所見のみで診断，治療されていたのが現状

である．以前は，難治性のぶどう膜炎の代表例であった

が，現在は，早期診断・早期治療が行われれば，失明を

回避できる症例もみられるようになった．最近の知見で

は，定量 PCR 法が急性網膜壊死の診断に有用であった

症例報告もある11)12)
．今回の我々の検討では，急性網膜

壊死患者 14 名全例の眼内液から HSV1，HSV2，VZV

いずれかのウイルスが検出され，定量 PCR ではいずれ

の検体もその病因ウイルスが高コピー数であった．その
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図 1 急性網膜壊死患者硝子体と前房水のウイルス量の比較検討．

A：VZV が陽性であった硝子体(n＝8)と前房水(n＝8)の検体中のウイルス量をまとめて比較検討した．ウ

イルス量は各検体の real-time PCR 測定でのウイルスコピー数(平均値±標準偏差)を示す．
＊：p＜0.005

(Mann-Whitney の U検定)．B：同一患者から採取した硝子体と前房水検体中の VZV ウイルス量を比較検

討した(5 症例：症例 2，症例 7，症例 8，症例 9，症例 11)．ウイルス量は各検体の real-time PCR 測定での

ウイルスコピー数を示す．
＊：p＜0.05(Mann-Whitney の U検定)．

55

68

手動弁40

0.439

光覚弁44

手動弁61

最終矯正視力年齢

0.8

表 5 眼内液から EBV DNAが検出された急性網膜壊死患者の臨床所見の検討

症例 6

症例 4

症例 2

症例

症例 5

眼内液を用いた定性 PCRの結果からEBV DNA陽性群とEBV DNA陰性群に分けて検討した．
＊ 病日：発症から初

診時までの平均期間．

EBV DNA陽性
(n＝6)

あり

0.1

ヘルペス既往歴

なし

なし

あり

あり

あり

あり

検体採取前の
ステロイド全身投与

16

なし

なし

なし

あり

なし

症例 13

症例 11

症例 10

15 日

12 日

15 日

15 日

病日＊

なし13 日0.3

なし

なし

アシクロビル点滴

アシクロビル点滴

なし

なし

検体採取前の
抗ウイルス薬投与

なし

7日27症例 3EBV DNA陰性
(n＝5)

なし

14 日

6 日

症例 9 42 0.01 5 日 なし なし なし

1

9 日70症例 7

なしなしなし

症例 8 46 1.5 9 日 アシクロビル点滴 あり なし

0.1 ありアシクロビル点滴 あり
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3 種のウイルスの中では VZV が最も多く，本検討では

約 8 割の患者で認められた．さらに，VZV が陽性で

あった硝子体検体と前房水検体のその眼内液中のウイル

ス量について検討したところ，そのウイルス量は多くは

／106／ml 以上で硝子体が前房水より有意に高い値を示し

ていた．これらの結果より，より壊死病巣に近い硝子体

の方がウイルス濃度が高く，硝子体ゲル中にウイルスが

トラップされていて，より局所の感染の病態を反映して

いると考えられた．

また，急性網膜壊死患者の前房水中のウイルス量と視

力，網膜病変の広がり方などの視力予後との関連につい

／て検討した．VZV DNA コピー数が 104／ml 以上を示し

た症例はいずれも経過中に視力が悪化し，病巣の進行し

ている症例がほとんどであった．残りの症例はウイルス

／コピー数が 102〜103／ml と低く，病巣も周辺部のみで広

がりもなく，薬物療法のみで経過観察しても最終視力は

良好であった．以上の検討より，今回の検討だけでは症

例数が少なくまだはっきりとした結論はできないが，急

性網膜壊死が疑われた時点で前房水を採取し，定量

PCR でウイルスコピー数を把握することが薬物療法の

みで経過観察してもよいのか，硝子体手術を早急に検討

した方がよいのかの目安になると思われた．

今回の我々の検討では検査した患者の約半数に EBV

DNA が定性 PCR で検出された．しかし，定量 PCR に

より高いコピー数の EBV DNA が検出されたのはわず

か 1 症例だけであった．すなわち，定性 PCR で EBV
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図 2 EBV DNAが陽性を示したVZV急性網膜壊死の眼底写真．

／ ／

42 歳の男性．2005 年 11 月 24 日，当院初診時(左写真)には左矯正視力 0.9，眼底周辺に顆粒状の白斑と視

神経乳頭の発赤，腫脹を認める程度だったが，4 日後には視力 0.01 と低下し，右写真のように視神経乳頭

周囲の浮腫，出血，網膜動脈炎，硝子体混濁に加え，下方周辺部の白斑が癒合し，壊死病巣を呈してきた．

本症例の採取された硝子体から 5.6×106 copies／ml の VZV が検出され，前房水から 7.3×104 copies／ml の

VZVと EBV(定量では測定限界以下)が検出された．血清中にこれらのウイルスは検出されなかった．

(0.7)→(1.0)

(1.2)→(2.0)

周辺部(0.2)→(0.9)

周辺〜後極近く(0.3)→(0.1)

周辺〜後極近く(0.2)→(0.4)

周辺〜後極(0.1)→(手動弁)

網膜壊死病巣の部位初診時視力→最終視力

周辺部のみ

表 6 急性網膜壊死患者の眼内ウイルス量と予後の関係：視力，網膜病変の進行，治療

症例 13

／VZV(9.7×103 copies／ml)

／VZV(5.5×105 copies／ml)

／VZV(4.0×106 copies／ml)

前房水定量 PCR

患者 8 例の前房水のウイルス検査結果から前房水中の VZV コピー数が多い順に並べ，前房水採取時の眼底検査所

見，視力，進行などを検討した．

症例 14

症例 8

症例 7

症例 12

症例 11

症例 2

症例

周辺部のみ

／VZV(7.3×104 copies／ml) (0.9)→(0.01)

／VZV(2.0×105 copies／ml)

薬物のみ

薬物および手術

薬物および手術

薬物のみ

薬物のみ

薬物および手術

薬物および手術

主な治療

周辺〜後極近く／VZV(7.3×104 copies／ml)症例 9

／VZV(3.8×102 copies／ml)

／VZV(2.3×103 copies／ml)

周辺部のみ＋乳頭炎

(1.2)→(0.1)

なし

あり

あり

あり

あり

あり

あり

網膜病変進行

薬物のみ

なし



DNA が陽性であっても，その大半は定量 PCR では測

定限界以下のものであり，急性網膜壊死の病因ウイルス

と考えられる VZV や HSV とは眼内ウイルス量が大き

く異なり，病因としての本症への関与は低いと思われ

た．しかし，EBV DNA陽性検体と陰性検体の症例を比

較・検討すると，EBV DNA陽性患者は診断・治療まで

に日数のかかった症例や視力不良の進行の早い重症例が

多く，患者背景では年齢が高く，帯状疱疹などのヘルペ

ス既往歴があり，さまざまな理由で副腎皮質ステロイド

薬の内服を受けている症例が多かった．EBV は成人に

達するまでに多くの人が感染を受ける普遍的なウイルス

であり，感染後免疫能とのバランスのもとに潜伏・持続

感染となる．また，EBV は B リンパ球と一部の上皮細

胞を感染の標的としており，免疫能のバランスが崩れた

ときに無限増殖能が発揮され腫瘍原性が生じると考えら

れている13)
．眼疾患では，ぶどう膜炎以外でも角膜炎や

網膜色素上皮症などとの関連が示唆14)されているが明ら

かではない．これまでにぶどう膜炎患者の眼局所検体か

ら EBV DNA が検出された症例の報告があり，Usui

ら15)は血清・前房水中の EBV 抗体価測定により EBV

の関与が疑われたぶどう膜炎患者 3 例の臨床的特徴を報

告している．一方，Ongkosuwito ら16)は HIV 陰性免疫

抑制状態のぶどう膜炎患者の眼局所検体から高率に

EBV DNAが検出されることを報告しているが，ぶどう

膜炎の直接的な原因ウイルスとして EBV の可能性は低

いとしている．今回，定量 PCR で EBV DNA が高コ

ピー数であった症例 1 では発症以前からのプレドニンの

長期内服があり，背景として副腎皮質ステロイド薬長期

使用や自己免疫疾患の存在などの何らかの免疫異常があ

る場合は EBV 再活性化が起こる可能性があると思われ

た．ただ，正常眼内組織におけるEBVDNAの同定17)
，

網膜色素上皮における EBV レセプターの発現の報告な

どから正常の眼内上皮組織を中心に EBV が潜伏してい

るとも考えられる18)
．眼内炎症時に潜伏していた EBV

が再活性化し，ぶどう膜炎の主な原因である病因ウイル

ス(急性網膜壊死では VZV か HSV)に随伴して炎症を増

悪している可能性も否定できない．

ウイルスが発症あるいは病態形成に関与していると推

定されている眼疾患は多い．それにはウイルスが発症に

直接関与する炎症性疾患の場合とウイルス感染が契機と

なる自己免疫疾患とがある．病因ウイルスが病巣から検

出され，眼所見に再現性があれば病因(ウイルスによる

直接感染あるいは潜伏感染の再活性化)として確定する

が，多くの場合，病因ウイルスが病巣(眼局所)から検出

されずに疑いのまま加療されることがある．さらに，そ

の病巣からウイルス PCR で特定のウイルスが検出され

たとしても，その陽性という結果は PCR の感度が良い

ためにコンタミネーションなどが避けられないことから

偽陽性が含まれる場合もある．我々が今回行った 2つの

PCR システムは，多種のウイルスを同時にかつ迅速に

スクリーニング可能で，その後異なったプライマーとプ

ローブの組み合わせでウイルス量の定量化検査をするた

めに偽陽性の可能性はきわめて低い．また，治療前に眼

局所のウイルス増幅コピー数を把握できたために，実

際，治療薬の用量を決めるうえで非常に有用であった．

さらに，この PCRシステムは微量なサンプルでも増幅，

解析可能なので眼内液などの微量サンプルあるいは虹彩

の一部などの小さな眼組織でも検査が可能である．今

後，原因不明の難治性眼内炎症疾患の眼内液から多種類

のヘルペスウイルス属や疾患関連性がよく分かっていな

いウイルス感染の有無を簡易的に，かつ迅速にスクリー

ニングすることが可能になると思われる．さまざまな分

子生物学的検査が発達してきた今もなおぶどう膜炎の原

因不明例は多い．我々はこのシステムを利用して，

HHV6 が関与すると考えられた難治性ぶどう膜炎を報

告した19)
．今後もこの PCR システムを利用すれば原因

不明の眼内炎症疾患の眼内液から未知のウイルスなどが

検出される可能性があり，多くの原因不明眼疾患の病因

解明に寄与すると思われる．
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