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マウスヘルペス性角膜炎におけるSubstance Pの動態 (図 2)
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要  約

マウスのヘルペス性角膜炎におけるsubstance P(SP)の動態 を,定性的 (間接螢光抗体法)定量的 (RIA
法)に 調べた。間接螢光抗体法では,角膜の SP陽性神経線維は感染後 2日 目,病巣部においてその染色性が

わずかに低下 し,感染後 4日 目には,角膜全体 にわたってほとんど認められなくなった。これに対 して三叉神

経節では,感染後 4日 目にても,SP陽性神経線維及びSP陽性神経節細胞を認めた。RIAを用いた SP定量

実験によると,角 膜の SP量 は,コ ントロール群 と比べて,感染後 4日 目に著明に低下 していた。三叉神経節

の SP量は,感染後 2日 目に上昇 し,4日 目にやや低下 したが,こ れは角膜擦過のみのコントロール群 と同 じ

動 きであり,ヘルペス感染による変化でないと考えられた。以上の結果より,角膜中の SP量の低下がヘルペ

ス性角膜炎における知覚鈍麻 になんらかの役割 を果た していることが示唆 された。 (日 眼 91:982-987,
1987)

キーワー ド :ヘルペス性角膜炎,substance P(SP),三 叉神経節,間接螢光抗体法,radioimmunOassay(RIA)

Abstract
We investigated the sequential changes of substance P (SP), a neurotransmitter candidate of

sensory nerve, during acute herpetic keratitis in mice by indirect immunofluorescence method and
radioimmunoassay (RIA). In cornea, the SP-specific immunofluorescence of nerve fitrers was slightly
reduced in intensity at the infected site on the second day postinfection (PI), being undetectable in the
entire cornea on the 4th day PI. In trigeminal ganglia (TG), however, the SP-specific
immunofluorescence of nerve fibers and cell bodies was not afrected. RIA studies revealed that the
amount of SP in cornea was extremely reduced on the 4th day PI, on the other hand, TG of infected
mice contained as much SP as those of controls at the times examined. These results suggest that the
reduction of corneal sensitivity, which we often notice in patients with herpetic keratitis, might be
related to the reduction of SP in the cornea. (Acta Soc Opthalmol Jpn 91:982-987, 1987)

Key words: Herpetic keratitis, Substance P, Trigeminal ganglion, Indirect immunofluorescence
method, Radioimmunoassay
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I緒  言

substance P(SP)は 11個 のアミノ酸残基で構成さ

れる神経ペプタイ ドで,calcitonine gene related pe‐

ptide(CGRP),cholecy゛ okinin(CCK)な どと並ん

で知覚をつかさどる神経伝達物質の一候補 として注目

されている。眼球においても,角膜,虹彩,毛様体 ,

脈絡膜,網膜の他,眼球に関連する神経節に SPが存在

していることが証明されている‐ .ま た,前眼部の炎

症や縮瞳に SPが関与 していることを示唆する報告3)4)

も見 られ,眼疾患における SPの 役割はきわめて興味

の持たれるところである。さて,臨床的にヘルペス性

角膜炎において,角膜知覚が低下することは広 く知ら

れているが,その病態は不明である。知覚伝達物質と

して推定されるSPがヘルペス性角膜炎で角膜知覚低

下に関与する可能性が報告 されている5)が,なお不明

な点 も多い。

そ こで,今回,我 々はこの点を明らかにする目的で,

マウスのヘルペス性角膜炎における SPの動態を定性

的 (間接螢光抗体法),定量的(radioimmunoassay法 :

RIA)に調べたので報告する.

II 実験方法

1.感染及び試料採取

6週齢lt蕉 のBalb/cマ ウスの両眼角膜を27ゲ ージ針

にて擦過後,8× 107PFU/mlの herpes simplex virus

(HSV)type l福 田株0.01mlを滴下して感染させた。

感染後 2日 目,4日 目に生理的食塩水にて全身潅流後,

角膜及び三叉神経節を摘出した。一部の試料は,Zam‐

boni液 にて固定 し,30%sucroseを 浸透 させた後,

cryodatにて凍結切片を作成して,間接螢光抗体法に

供した。

残 りの試料は乾燥重量測定後,lmlの lN酢酸を添

加 して,homogenizer及 び超音波処理にて homoge‐

nizeし た。これを,100℃ 3分間熱処理した後,3000rpm

20分間遠心を行い,その遠心上清を RIAに供した.

コントロールとして無処置及び擦過後 2日 目, 4日

目の角膜と三叉神経節を用いた。

2.間接螢光抗体法

一次抗体として,SPあ るいはHSV福田株を家兎に

過免疫して得られた血清を1000倍 希釈 したものを用

い,室温で24時 間反応 させた後,二次抗体 として,

FITC‐ co可 ugated anti rabbit lgG(マ イルズ社製)を

1000倍 希釈したものを用い,再び室温で24時間反応さ
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せた.反応後,phosphate bufered saline(PBS)及

び 1%Triton PBSに て洗浄し,50%グ リセ リンにて

封入し,螢光顕微鏡にて観察した。

3.RIA法 6)7)

各々0.lmlの 試料,抗 SP血 清,1125ラ ベルの Nα‐

(hydroxyphenylpropionyl)SP(6.7nCi)ι D 3者を混

合 し,0.4mlの 0.05Mク エン酸緩衝液 (pH 4.8)を 加

えて, 4℃ にて48時間反応させた。 これに,1.Omlの

dextran‐ coated charcoalを 添加して,4°Cにて30分間

反応させた後,3,000rpm 15分 間遠心を行い,そ の遠心

上清の放射線活性をガンマ●カウンターにて計測した .

同時に作成した標準曲線から,SPの量を求め,先 に測

定 した乾燥重量で割って,単位重量当 りの SP量 とし

て表示した。

III 結  果

1.間接螢光抗体法

正常角膜では図 1-Dの ごとく,上皮内及び上皮下 ,

実質浅層に豊富に SP陽性神経線維を認めた。感染後

2日 目には,HSV特 異螢光が上皮内に拡がってきて

いるが (図 1-A), この際,SP陽性神経線維の走行の

乱れと,染色性の軽度低下が認められた (図 1-E).し

かしながら,HSV特 異螢光を認めない非病変部では
,

正常 と同様の形態で SP陽性神経線維が認められた。

感染後 4日 目になると,HSV特 異螢光が上皮内に更

に広汎に拡が り (図 1-B)一部では実質浅層にも認め

られるようになった。この時点では,角膜のほぼ全体

において SP陽性神経線維を認めることはできなかっ

た (図 1-F).擦 過 しただけで HSVを感染させない角

膜では,2日 目,4日 目ともに,正常 と同様に SP陽性

神経線維を認めた。

一方,正常三叉神経節では図 1-Gの ごとく,SP陽
性神経線維および SP陽性神経節細胞を豊富に認め

た。感染後 2日 日には,HSV特異螢光が三叉神経節の

一部の神経節細胞に拡がってくるが,こ の際,SP陽性

神経線維及び SP陽性神経節細胞 は正常 と同様 のパ

ターンで認められた (図 1-H)。 感染後 4日 目になる

と,HSV特異螢光が多数の神経節細胞に認められ る

ようになった(図 1-C)。 この時点では,浸潤細胞によ

る非特異螢光が共存 しているが,角膜 とは異なり,SP
陽性神経線維及び SP陽性神経節細胞が依然認められ

た (図 1-I).

また,HSV特 異螢光を認める神経節細胞は三叉神

経節の一部に密に分布し,SP陽性神経節細胞は三叉
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A.HSV感染後 2日 目.上皮内にHSV特異螢光を認

め る

Bo HSV感 染後 4日 目.HSV特異螢光は上皮内に広

汎に認められる。

C.HSV感 染後 4日 日.多数の神経節細胞に HSV特
異螢光を認める。

日眼会誌 91巻 11号

D.正常。上皮内及び上皮下に多数の SP陽性神経線

維 (矢印)を認める。

E.HSV感染後 2日 目.SP陽性神経線維は走行を乱

し,わずかに染色性の低下を認める。

F.HSV感染後 4日 目。SP陽性神経線維は認められ

なくなっている。
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G.正常。SP陽性神経線維及びSP陽性神経節細胞

(矢 印)を各所に認める.
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H.HSV感染後 2日 目,正常と同様にSP陽性神経線

維及びSP陽性神経節細胞を認める。

I.HSV感染後 4日 目.SP陽性神経線維及びSP陽性

神経節細胞 (矢 印)は依然として認められる.

図 1 いずれも原倍率×200.螢光抗体染色

A～ C:抗 HSV抗体にて染色

D～ I:抗 SP抗体にて染色

A,B,D～ F:角膜

C,G～ I:三叉神経節

B.三叉神経節中 substance P定量(RIA).mean± S.

D.で示す。

図 2
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神経節全体に散在性に認められ,明 らかに異なる分布

を示しており,HSVが SP陽性神経節細胞にのみ特異

的に感染しているということを示唆する所見は得られ

なかった.

2.RIA法
図 2-Aの ごとく,正常角膜の SP量 は46.0± 16.0

pg/mg(n=9)で あった。感染後 2日 目には,40.7±

12.Opg/mg(n=8)と 擦過後 2日 目の47.7± 14.lpg/

mg(n=8)に 比して若千の低下を示した。感染後 4

日目には6.23± 3.01pg/mg(n=7)と 著明な低下を示

し, これは擦過後 4日 目の31.3± 16.Opg/mg(n=8)

と1%以下の危険率にて有意差を示した.

一方,図 2-Bの ごとく,正常三叉神経節の SP量は

30.4± 6.73pg/mg(n=10)で あった。感染後 2日 日に

は,62.9± 8.50pg/mg(n=8)と 上昇し,感染後 4日

目には,20.8± 4.07pg/mg(n=8)と 低下した。 しか

し,擦過のみのコントロール群でも, 2日 目に49.9±

9.07pg/mg(n=8)と上昇し, 4日 目に23.5± 4.1lpg/

mg(n=7)と 低下して同じ動態を示していた。

IV考  按

角膜は三叉神経節第 1枝の分枝である鼻毛様体神経

によって支配されており,強膜の peri‐ corneal plexus

より太い神経管として角膜内に入り,一部の枝は実質

細胞に,その他は,ボ ーマン膜直下を走り上皮に終っ

てい る。これ らの神経 は伝達 物質 として nora・

drenalin,acetylchoHne,SPな どをもっている。特に

SPは知覚の伝達物質として注目されており,ヘ ルペ

ス性角膜炎において知覚低下が生じる際の SPの動態

を知ることは,ヘルペス性角膜炎の病態の解明と角膜

における神経支配の解明の両面から重要であると考え

られる。Tunoら は5),マ ウスのヘルペス性角膜炎にお

いて,角膜中の SPが低下することを RIA法 で調べて

いるが,SP陽性神経線維の状態について組織学的に

は検索しておらず,ま た,中枢の三叉神経節における

SPの動態についても検討を加えていない。

今回,角膜及び三叉神経節について,定性的 (間接

螢光抗体法)定量的 (RIA法)に SPの 動態を調べた

結果,感染後 4日 目において,角膜中のSPが著明に低

下することが判明した。感染後 2日 目でも,病巣部に

おいて SP陽性線維の染色性の低下をみたが,定量的

には著明な差を認めなかった。これはHSVが まだ角

膜中に広汎に拡がっていないため,角膜全体としては

かなりの SPが保たれていたためと考えられる。
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三叉神経節については,SP陽性神経線維及び SP陽

性神経節細胞が感染後 4日 目でもなお認められ,定量

による SPの動きも角膜擦過のみのコン トロール群 と

の間に差を認めなかった。三叉神経節は第一枝領域の

みではなく全体を摘出して SPを 測定 しているため,

第一枝領域でごく軽度に低下している可能性も否定で

きないが,少 なくとも角膜で認められたような著明な

低下は生じていないと考えられた。また,2日 目に SP

が上昇し4日 目に低下するのは,コ ン トロール群 も同

じ動 きを呈しているので,角膜擦過による知覚神経へ

の一過性刺激に対応する変化であろうと考えられた。

以上のように,マ ウスのヘルペス性角膜炎では,末
槍である角膜においては,SPが著明に低下するが,中

枢の三叉神経節においてはさほどの影響を受けておら

ず,ま た,三叉神経節で,HSV特異螢光を示す細胞と

SP特異螢光を示す細胞 との分布が異なっていた。こ

れらのことを考え合わせると,HSVが SP作動システ

ムに対 して特異的な影響を与えたとは考えにくい.む
しろ,HSVが SPの有無にかかわらず非特異的に角膜

の神経末端に感染し,神経末端を文字 どお り破壊した

ために SPが低下したか,あるいは感染神経細胞にお

ける macromolecular metabolism全 体が影響を受け

た結果 として末端におけるSPが低下 した可能性を示

唆 している.し かしなが ら,SPがもし知覚を司ってい

るとするならば,臨床的にしばしば見 られる角膜の知

覚鈍麻はこうした末槍での SP陽性神経線維の消失に

よって説明できよう。 さらに,臨床的に急性期に低下

した角膜知覚が寛解期にはある程度回復する現象は
,

今回の実験で示したように,急性期の三叉神経節にお

いて,SPが保たれているという事実 と関係している

可能性 もある。

今回は急性 HSV感染におけるSPの 動態を調べた

が,今後は, より臨床に近い潜伏感染,再発感染のモ

デルにおけるSPの動態について明らかにしていく必

要がある.ま た,HSVが感染する際には,さ ほどの宿

主特異性を示さないことが一般に知 られてお り,今回

の実験でもSP陽性神経のみに特異的に感染すると言

う結果は得 られなかった ことから,SP以外の神経伝

達物質の動態についても検討を加える必要があろう。

そして,それらを総合的に考慮して,HSVの神経親和

性や角膜知覚低下 との関連について解明していくこと

が角膜ヘルペス対策に役立つものと考えられる。

科学研究費補助金 (課題番号60480389:代 表福田)の援助

を受けたことを記し,深謝する。
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