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眼ヘルペス感染症の実験室診断における家兎

水晶体上皮細胞の有用性

一ウイルスの分離・型同定を中心として一 (図 13,表 3)
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要  約

家兎水晶体上皮細胞 (rabbit lens epithehal cen:RLE細 胞)を単純ヘルペスウイルス (ⅡSV)感染症の

実験室診断,と くに分離・型同定 (プラック法,DNAの 制限酵素切断法)に用いてその有用性を検討 した。

臨床検体 よりの HSVの分離率はRLE細胞で62.5%,vero細 胞では57.5%で あつた。細胞変性効果 (CPE)

の出現,進行もRLE細胞の方が早かった。型同定においては,RLE細胞を用いたプラック法でプラックサイ

ズ1.Omm以下をHSV‐I,1.6mm以上を HSV‐ IIと すると,蛍光抗体法,DNAの制限酵素切断法,生化学的

同定法による型同定の結果 とすべて一致 した。RLE細胞はほぼ株化 しており,HSVの 実験室診断において有

用な細胞であることが示 された。また,今回分離 した角膜ヘルペス株の中に,DNA切 断像により,同型異株

の存在が明らかとなった。 (日 眼 92:1071-1080,1988)
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Abstract

The usefulness of cultured rabbit lens epithelial cells (RLE cell) for isolation and identification of
herpes simplex virus was investigated. Isolation rate of HSY was 62.5% in case of RLE cell and 57.5%

in vero cells, indicating that RLE cell was more suitable for isolation of HSY. As for identification of
HSV, the findings of RLE cell plaque assay, immunofluorescent antibody method, cleavage patterns

with restriction endonuclease and biochemical methods showed same results, provided that small

plaque (less than 1 .Omm in diameter) and large plaque (more than 1.6mm in diameter) are regarded

as HSV-I and HSY-II respectively in RLE plaque assay. In addition, cleavage patterns of the isolated

HSY proved the existence of a genetically difrerent strain among HSY with the same sero type. This

report indicates that RLE cell is useful for isolation and identification of HSY. (Acta Soc Ophthalmol

Jpn 92 : 1071-1080, 1988)
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I緒  言

単純ヘルペスウイルス (HerpeS SimpleX viruS:

HSV)は ,多 くの場合は,乳幼児期に初感染後,宿主

の神経節に終生潜伏 し,再活性化することによって他

に伝播する特徴を持つウイルスで1)～3),眼科領域では

重篤な視力障害を惹き起こす4)5)こ とから,特に潜伏・

再発に関 して従来 より多 くの研究が6)～ 9)な されてい

る。他方,HSVに よる角膜感染症の診断は,基本型 (樹

枝状角膜炎)では比較的容易であるが,複雑型ではウ

イルスの実験室診断にその判定を待たねばならぬこと

も多く10)n), さらに最近は抗ヘルペス剤 として特異的

に有効な薬剤も開発されつつあ り12), ウイルス感染症

の迅速,確実かつ詳細な診断が要求されるに至ってい

る。

今回は,家兎水晶体より株化した家兎水晶体上皮細

胞 (rabbit lens epithelial cell:RLE糸 田胞)の, HSV
感染症の実験室診断, とくに分離 と型同定における有

用性を検討 した。また,モ ノクローナル抗体を用いた

蛍光抗体法の迅速診断法としての有用性をも調べた.

さらに,HSVの DNAを制限酵素切断法で分析するこ

とによって,HSVの型同定および同一血清型 HSV間
の株の識別を実施したので合せて報告する。

II 実験方法

1.実験材料

1)検体

臨床的に角膜あるいは眼険のヘルペスが疑われたそ

れぞれ38症例および 2症例,合計40症例の角膜擦過物

あるいは眼険水疱の内容物を検体とした。検体の採取

は角膜の場合は病巣部の上皮をスパーテルで擦過し,

眼険の場合には水疱を注射針で穿破 して綿棒にて内容

物を採取 した.検体の一部をウイルス分離用 として,

3mlの 0.5%ウ シアルブミン加ビール・インヒュージョ

ン液 (以下ウイルス培養液)に浮遊させて,-70℃ に保

存 した。また一部は,蛍光抗体法用に,ゼ ラチンコー

テイングスライ ドグラスに塗抹した。

2)RLE細胞

健康な雄性成熟白色家兎の水晶体上皮細胞を10%ウ

シ胎児血清添加 Eagles'MEM(以下10%MEM)で初

代培養し, 5%MEMで 50～ 70代継代培養 したものを

用いた。細胞の形態学的観察は, カバース リップに単

層培養したものについて,位相差顕徴鏡,透過型およ

び走査型電子顕微鏡で行った。
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2. ウイルス分離

3mlの ウイル ス培養液に浮遊 させた検体を3,000

rpmで 30分 間遠心 した後,そ の上清 の0.2mlを RLE
細胞あるいは vero細胞が単層に発育 した試験管に 1

検体あた り4本宛接種 し,33℃ で 14日 間回転培養を

行った。その間,RLE細胞の細胞変性効果(cytopathic

erect:CPE)を連 日光学顕微鏡で観察 し,CPEが 出現

した場合にウイルス分離陽性とした。CPEが観察され

なかった検体については,原則 としてさらに盲継代を

3回実施し,CPEが 出現しなかった ものを分離陰性 と

した。また,検体接種からCPE出現 まで,お よびCPE
出現からCPEが試験管全面に拡が るまでの日数を調

べた。

さらに,分離陽性の場合にはその検体の Bud R感 受

性, クロロホルム感受性および酸感受性 (pH 3.0)を

調べることによって,そ の生化学的性状を検索 して

HSVの 型を同定 した。

HSVに よって CPEを生じた RLE細胞の形態学的

観察は,RLE細胞の CPEが (―|十)と なった状態のもの

を,位相差顕微鏡,透過型および走査型電子顕微鏡に

て行った.

3.蛍光抗体法

ゼラチンコーテングスライドグラスに直接塗抹した

検体を風乾し,そ の後アセ トン (-20℃ )で固定し,

再 度 風乾 した。HSV診 断用 モ ノ ク ローナル抗 体

(Micro Track Q Syva社製)の抗 HSV‐ Iあ るいは抗

HSV‐IIを ,検体上に数滴滴下して,37℃ 1時間モイス

トチェンバー内で反応 させた.こ れを0.01M/′ リン酸

緩衝食塩水,次いで蒸留水で洗浄後 に風乾,無蛍光グ

リセ リンで封入 し,落射型蛍光顕微鏡 (BH2‐RFK Q
オ リンパス社製)で観察,写真撮影 し,HSV抗原の確

認 とHSVの型を特徴的な蛍光色調 (apple green)で

HSVであることを判定した。また,直接塗抹標本とは

別に,前記の方法で CPEが確認された RLE細胞の塗

抹標本を作製 して同様の蛍光抗体法を行い,直接塗抹

標本の結果と比較 した。

4.分離株の型決定

対象の40症例か ら分離された25株およびその他に,

既知の HSV‐ II型株 として当細菌学教室で産婦人科の

陰部ヘルペス患者 より分離した 4株およびUW‐268株

(東大医科研 吉野亀二郎教授より分与を うけ,vero
細胞で継代保存 していたもの)の 各 ウイルスについて

下記の 2種 の方法で型の決定を行った。なお,分離株

は vero細 胞で継代 して凍結保存 し,以下の実験に用
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い た 。

1)RLE細胞を用いたプラックアッセイ

上記 の各 ウイル ス0.2mlを 5%MEMで 10-1か ら

10-8ま で10倍階段希釈 し,そ の0.5mlず つを,テ ィッ

シュカルチャーフラスコ (25cm2,Nunc社 製)に単層

培養されているRLE細胞に接種 した.37℃ で 1時間

吸着 させた後, 5%MEMを 加 えた 4%メ チルセル

ロース溶液10mlを RLE細胞に重層させ,33℃ で 2日

間培養してプラックを形成させた.その後, メチルセ

ルロースを除去 し,10%ホ ルマリンー0.2%ゲ ンチアナ

バイオンットで染色固定 し, フラスコのプラックの直

径を,ス ケールルーペで計測した。

2)制 限酵素による HSV DNAの切断法

a.ウ イルス感染細胞

ルー瓶に単層培養 した RLE細胞に,前項 4の各 ウ

イルスを感染の多重性 (multiplicity of inた ction:

MOI)≧ 1.0で接種 し,CPEがルー瓶の全面に拡がるま

で33°Cで静置培養 して,感染細胞を作製 した .

b.ウ イルス感染細胞 DNAの 精製

Fulinagaら 13),uen。 ら14)の 方法に準じて実施した。

すなわち前項のルー瓶で作製 したウイルス感染 RLE

細胞をルー瓶ごと凍結融解法で破壊し,遠心(× 1,000

rpm, 3分間)し た。沈査を3mlの Tris‐ HCl bufferに

再浮遊 させ,さ らにlmlの 4%sodium dodecyl sulfate

および40μ lの pronaseを加え,37℃ の温水に2.5時間

静置 した。試料をフェノール法にて除蛋白を行い,エ

タノールで核酸を沈殿 させた。さらに RNa∝ 処理お

よび pronase処 理を行い,核酸を フェノールで抽出

し,エ タノールで沈殿 させた。沈殿 した核酸を37°Cで

乾燥 させ,400μ lの 0.1× SSC(SSC:0.15M NaCl十

0.015M sodium citrate)に 溶解させたのち, 4℃ で保

存 した。

c。 制限酵素によるウイルスDNAの 切断 (Table

l)

前項の保存試料40μ lと reactiOn burer 40μ lに制限
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酵素 (BamHI,KpnI,Sal Iあ るいは BgI II, いずれ

も宝酒造社製)を 40単位加え,37℃ で12時間反応させ ,

terminataion burerで 反応を停止 させた。制限酵素の

反応用緩衝液は Table lに示すものを使用した.

d.電気泳動

電気泳動は,HSVの 型決定を短時間で実施するた

めの条件 (0.8%ア ガロース平板グル・50V,1.5時間)

と, より鮮明な切断像を得る目的の条件 (0.8%ア ガ

ロース平板グル・35V,36時間)と で行った。前項で切

断した HSV DNAの 試料をアガロース平板グルの各

溝に5～ 10μ l入れ,Loening's burer[36mM Tris‐ HCl

(pH 7.7),30mM NaH2P02・ 2H20, 10mM EDTA‐

Na2]を 用いて電気泳動した。泳動終了後,ethidium

bromide(0.5μ g/′ )で DNA断片を染色し,紫外線照

射下で観察および写真撮影を行った。

5.RLE細胞お よび vero細胞 におけるⅡSVの 増

殖

RLE細胞および vero細 胞における HSVの増殖の

程度を50%感染終末点 (TCID50)法 で経時的に定量す

ることによって比較 した。分離陽性株の試料(方法 4.

のウイルス)0.2mlを ,RLE細胞あるいは vero細胞が

単層培養されている試験管に接種 し,37℃ で回転培養

した。接種後 1, 6, 8,16,32,40お よび48時間後

の HSV量を TCID50法 で求めた。

6.RLE細胞 におけるⅡSV‐ Iお よび HSV‐IIの増

殖

蛍光抗体法 とDNAの制限酵素切断法で HSV‐ Iあ

るいは HSV‐ IIと 同定された分離株の,RLE細胞にお

ける増殖の差異を, プラック法により求めた。すなわ

ち HSV‐ Iあ るいは HSV‐ IIの試料を,テ ィッシュカル

チャーフラスコに単層培養した RLE細胞にMOI=1
で接種 し,33℃ で培養した.そ の後,経時的に試料を

回収 し,vero細胞を用いたプラック法を実施 し, プ

ラック数を数えることによって,HSVを 定量した。

Table l 制限酵素の反応緩衝液

Bam HI:10mM l■ is‐ HCl(pH 8.0),7mM MgC12,100mM NaCl,2mM 2-meК a●Odhanol,

0.01%ウ シ血清アルブミン

Kpn 116mM Tris‐HCl(pH 7.5),6mM MgC12,6mM NaCl,6mM 2-mercaptoethanol,0.02

%ウ シ血清アルブミン

Sal I:10mM Tris・ HCl(pH 75),7mM MgC12,175mM NaCl,0.2mM EDTA,7mM 2-mer―

captoethano1 0.01%ウ シ血清アルブミン

Bgl Ⅱ:10mM′■is‐ HCI(pH 75),7mM MgC12,100mM NaCl,7mM 2-meК a● oethanol
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Fig。 l RLE細胞の位相差顕微鏡像 (100× )

Fig.2 RLE細 胞の透過型電顕像 (scale:1,000nm)

Table 2 RLE細 胞および verO細胞におけるHSV
分離率

III 結  果

1.RLE細胞の形態 (Fig.1,2)

継代培養 した RLE細胞は位相差顕微鏡下では,透
明性が強 く,多角形で,敷石状に配列し,境界は比較

的明瞭で,上皮様形態 (Fig.1)を 示していた。透過型

電子顕微鏡では,細胞質に リボソーム,粗面小胞体 ,

ミトコン ドリアが豊富に認められ,核は楕円形で電子

密度がやや高 く観察された (Fig.2).
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Fig.3 HSV‐ I感染 RLE細胞中のウイルス粒子の透

過型電顕像 (scale:500nm)

Fig.4 HSV‐ I感染 RLE細胞の走査型電顕像

(2,000× )

2.ウ イルス分離 (Table 2,Fig.3,4)

RLEま たは vero細胞への検体の接種によるCPE
出現の有無からみたウイルスの分離率は,Table 2に
示 した よ うに,40症 例 中 RLE細 胞 で は25症 例

(62.5%),vero細 胞では23症例 (57.5%)で あった。

vero細胞での陽性23症例は RLE細胞でもすべて陽性

を示 していた。

検体接種からCPE出現までの平均 日数は,RLE細
胞で2.5日 ,vero細胞では3.1日 であった。また,CPE
が出現 してから試験管の全面に拡大するまでの 日数

は,RLE細胞で2.2日 ,vero細胞で3.3日 であった。

RLE細胞で分離された25株は,BudR感受性,ク ロ

ロホルム感受性および酸感受性の生化学的性状の検索

ですべてに感受性があ り,HSVで あることが同定 さ

れた。

HSVに感染 した RLE細胞の透過型電子顕微鏡像

ウイルス分離
(十 )

ウイルス分離
(― )

分離率

RLE cell 25 15 62.5%

vero cell 23 17 57.5%

|lri

額

■ ‐
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Fig.5 蛍光抗体法陽性の角膜擦過標本 (200× )

Fig.6 蛍光抗体法陽性のRLE細 胞 (100× )

(Fig.3)は ,細胞の核および細胞質内にエンベロープ

をもつ ウイルス粒子が多数存在し,budding像 も認め

られた.し かし,明瞭な管状構造はみ られなかった。

走査型電顕像 (Fig.4)では,細胞の円形化が観察され

たが ウイルス粒子の確認は出来なかった .

3.蛍光抗体法 (Fig.5,6)

検体を直接塗抹 した標本についての蛍光抗体法で

は,40症例中20症例 (50.0%)が抗 HSV-1モ ノクロー

ナル抗体に対して陽性所見を呈した。Fig.5に その 1

例を示 した。抗 HSV― IIモ ノクローナル抗体に対して

はすべて陰性であった。抗 HSV‐Iに陽性であった20症

例中,前項での RLE細胞への培養によって HSVが分

離 されたものは19例 (95.0%)で あった。また,RLE
細胞で CPEが確認 された25症例は,蛍光抗体法では

すべて抗 HSV‐Iモ ノクローナル抗体に対 して陽性所

見 (Fig.6)を 示した。なお,検体採取か らこの蛍光抗

体法による判定までの所要時間は約1.5時 間であった.
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Fig.7 RLE細 胞を用いた HSVの プラックアッセ

イ.左 :HSV‐ Iの プラック,右 :HSV‐ IIの プラック

Fig.8 HSV― I感染 RLE細胞の CPE(100× )

4.分離株の型決定

1)RLE細胞を用いたプラックアッセイ (Table 3,

Fig.7, 8, 9)

今回眼科領域から分離された25株はすべて小型円形

のプラックを,陰部ヘルペスか ら分離 された 4株 と

UW‐ 268株 は大型円形のプラックを形成した(Fig.7)。

小型プラックの直径は0.6～ 1.Omm,平均0.76± 0.10

mmであり,大型 プラックは1.6～ 2.3mm,平均1.94±

0.27mmであった (Table 3).小 型プラックを形成し

た株によるRLEの CPEは ,Fig.8に不 したように細

胞が円形化 し,細胞質が濃縮していたが,vero細胞に

HSVを接種 した際に認め られ る細胞の盛 りあが り

は,明瞭ではなかった。一方,大型プラックを形成し
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Table 3 HSVの型決定
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た株の CPEは ,Fig.9に 不 したように,細胞の融合や

線維芽細胞化の像が認め られた。また,培養容器壁面

か らの剥離も大型株の方が小型株より著明であった。

2)制限酵素による HSV DNAの 切断(F辱 10,11)

Fig.10に は50V,1.5時間の泳動に よるDNAの切

断像を示した。KpnIお よび BamHIの 制限酵素による

切断の結果,眼科領域 より分離された25株は HSV‐Iの

切断像を,陰部ヘルペスより分離された 4株は HSV―

IIの 切断像を示した。また,35V,36時間の泳動による

眼科分離株のBgl IIに よる切断像 (Fig.11)で は,通
常の HSV― Iの DNAは 16個 に切断されるが,今回の25

株の うち 2株には17個の切断片が認め られた。図中に

矢印で余分な断片を示 した.こ れによって同一血清型

の HSV‐ Iであっても,そ の中に異株が存在することが

示 された。

以上の蛍光抗体法,RLE細胞を用いたプラックアッ
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Fig.10 HSV‐ I,II分 離株 DNAの切断像 (50V,1.5

時間)
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感染価の経時的変化
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Fig.1l HSV‐ I分 離株 DNAの 切断像 (35V,36時

間)。 矢印は通常認められない切断片を示す。

セイ法および制限酵素による HSV DNAの 切断像に

よる分離株の型決定の結果を Table 3に まとめて示 し

た。RLE細胞を用いたプラックアッセイ法で,プ ラッ

ク直 径1.Omm以 下 を HSV‐I,直 径1.6mm以 上 を

HSV― IIと す る基準を設けて,今回の検体を分類す る

と,そ の結果は,蛍光抗体法,制限酵素による HSV
DNAの切断像による型同定 と一致した。
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Fig.13 RLE細胞 におけるHSV― Iお よび HSV‐ II

の感染価の経時的変化

5.RLE細 胞および vero細 胞 におけるⅡSV‐ Iの

増殖 (Fig.12)

検体からのウイルス分離の際に,RLE細胞 とvero

細胞 とでは,そ の陽性率に差があったため,それぞれ

の細胞におけるHSV‐ Iの増殖を,そ の感染価を求める

ことによって比較 した。両細胞の感染価 (Fig.12)は

いずれもウイルス接種 6時間で一旦最小となった後に

増大し始め,約40時間でピークとなった。RLE細胞の
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ピーク時の感染価は5× 1063TCID50/mlで あり,vero
細胞のそれ(5× 1045TCID50/ml)に 比較して約100倍 高
かった。

6.RLE細胞 におけるⅡSV‐ 1お よび HSV_IIの 増

殖 (Fig. 13)

RLE細胞を用いたプラック法で,HSV‐ Iと HSV‐ II

とでプラックサイズの違いが確認 されたので,HSV‐ I

および HSV‐ IIの RLE細胞における増殖を,感染価で

比較した(Fig。 13).両者ともに接種後 6時間で最小の

値を示し,そ の後に増大し,約24時間でピークに達 し

た。しかし,HSV‐ IIの 感染価は,HSV‐ Iの約10分 の 1

であった。

IV 考  按

近年,HSV感 染症 は成人初感染症例,sexsuany

transmitted disease(STD)と しての症例15),分娩時

感染あるいは新生児室での院内感染による全身ヘルペ

ス感染症の発生例 16)～ 18)な ど,その臨床像 も多様化して

きている。眼科領域においても,HSVによる角膜感染

症が増加し,重篤な視力障害を残す複雑型の症例も増

え,本症の視力予後に関与する因子 としての HSVの
潜伏 。再発が重要な研究テーマとなっている。これに

対 しては Hinら 19),Dunkelら 20),Openshaw2つの潜

伏 。再活性化の実験モデルの開発 と,Gerdesら 8)の
株

の種類によるウサギ角膜での再発の頻度に関する報告

に代表 されるウイルス側の再発に関連 した因子の追及

との 2方面から解明がなされつつある。

HSV感染症の再発の本態を明 らかにするために

は,HSV株 を臨床例から分離。同定 して,分離株のウ

イルス学的検索を行 うことも必要である。今回,HSV
の分離 。同定に用いた家兎水晶体上皮の継代培養細胞

は,谷藤 ら22)23),金 生24)が 用いたものと同様に,透 明性

の強い多角形の上皮様細胞であり,敷石状に発育する。

継代 もvero細胞や HeLa細胞 と同様に容易であ り,

現在まで100代を越えても,細胞の形態に変化なくほぼ

株化 した細胞 として維持が可能である。

RLE細胞のウイルス感受性に関連 した研究として

は,ア デノウイルスに Van der Veenら 25),風
疹ウイ

ルスに関する谷藤23),HSVに ついての佐藤26),石川27),

金生24)な どがあ り,RLE細胞は HSVに感受性がある

ことが既に報告されている。

今回の実験で,分離率は,RLE細胞 (62.5%)に よ

る場合の方が,vero細胞 (57.5%)よ り上回ってお り,

また感染価もRLE細胞が vero細胞 よりも約100倍 の

日眼会誌 92巻  6号

高値を示した.ま た RLE細胞での検体接種からCPE
出現までの日数は,vero細胞 とほとんど差はないが

,

CPEが試験管全面に拡大す るまでの日数は,vero細

胞よりも平均 1.1日 短かった。 このような結果か ら,

RLE細胞は HSVの増殖に有利であることが再確認

された.

一般に,生体病巣から分離 した ウイルスは,継代を

重ねると変異株が出現し,そ れ以後の CPEの 形態が

異なって くることが多ぃ28)こ とから, ウイルスの研究

においては, より少ない継代でより多 くウイルスを得

る必要があるが,RLE細胞はこの点についても目的に

適った有用な細胞であるといえる。

従来, ウイルスの分離 。同定には 1週間以上の日数

を要するため,診断が治療と結びつかない場合が少な

からず存在 した。今回の HSV診 断用モノクローナル

抗体を用いた蛍光抗体法は,検体採取から判定まで1.5

時間を要するのみであった。また蛍光抗体法 とRLE
細胞を用いた分離。同定法の陽性率は,それぞれ50.0%

と62.5%で ,前者が低値ではあったが,蛍光陽性例の

20症例中19症例 (95.0%)の 高い率で HSVが分離 され

た。また型同定においても蛍光抗体法の結果は他の方

法による型 と一致 していた.以上 より蛍光抗体法は迅

速かつ確実な診断法として意義があると考えられた。

HSVの型決定には,ニ ワ トリ胎児細胞を用いた プ

ラック法29)30),中
和反応を用いた方法30)～32),モ ノク

ローナル抗体を用いた蛍光抗体法34)～ 36),制 限酵素によ

るHSV DNAの 切断像に よる方法37)～41),thymidin

kinaseの 熱安定性の違いによる方法42)な どがあるが
,

それぞれ一長一短がある。現在最 も信頼性が高いとさ

れている型同定法は,制 限酵素による HSV DNAの 切

断像による方法である。この方法 は1970年 に Smith

ら43)に より,DNA上 の特定の塩基配列を認識 してそ

の部位を切断する制限酵素がヘモフィルス菌から分離

精製され,1975年 に Haywardら 0に よって,制 限酵素

による消化産物 の電気泳動像 を分析するいわゆ る

DNAフ ィンガープリント法が, ウイルスの型決定や

同型異株の認識を可能にすることが示 されたことによ

り,用 いられるようになった。 これを契機として, ウ

イルス感染症 の分子 レベルでの疫学的解析が可能 と

なった。

HSVの型決定は,HSV‐ Iと HSV‐ IIと がそれぞれ

特有な切断像を呈することか ら判定出来る.今 回の

RLE細胞を用いたプラックアッセイ法とHSV DNA
の切断像とによる型決定は,その結果がすべて一致 し



た。金生24)も ヘルペスウイルスの型同定において ,

RLE細胞を用いたプラック法 と,補体要求性中和試験

の結果が一致 していると報告 しているが,RLE細胞を

用いたプラック法は,DNAの 切断法よりその手技が

簡便であり,臨床分離株の型決定には有用である。 し

かし,プ ラック法が HSV‐Iと HSV‐ IIの CPEの 性状

に差があることを用いて成立 していることを考 える

と,CPEが変化する変異株の出現の可能性がある継代

歴の多い株については,他の方法 との併用が必要であ

る。

実際の切断像を得るために今回は,短時間泳動 (50

V,1.5時間)と 長時間泳動 (35V,36時間)と を実施

した。短時間泳動によっても型決定に必要な切断像を

得ることが十分に可能であった。 しかし,同 じ型内で

の異株の識別には, より明確な切断像を得ることが必

要であり,長時間泳動による切断像の分析が不可欠で

あった。診断には短時間泳動,分子疫学の目的には長

時間泳動 と使いわけが必要であると思われる。

今回,HSVの 分離株を Bgl IIで切断して長時間泳

動を実施した際に,通常は切断片が16個 であるのに,

17個に切断される株が 2株検出 された。HSVに は同

一血清型内で異株が存在することは,各制限酵素の各

切断点の有無を分離株ごとに (+),(一 )で表示 して

その組み合わせ によって識別 した Chaneyら 41)45)に

よって,あ るいは制限酵素の切断断片のサイズの違い

で識別した柳 17)に よって報告 されている。今回は切断

断片数による異株の確認であるため,他の報告の異株

とは比較出来なかった.ま た,異株による眼感染症の

臨床症状は,他の株による場合 と比較して差異は見出

されず,再発 もなかった。この異株の実験的角膜接種

による感染形態の検討は今後の課題である。

今回用いた DNA試料は,精製 ウイルス粒子か ら得

られた DNAで はなく,ウ イルス感染細胞を材料 とし

たため,試料中にはウイルス DNAの他に感染 してい

ない細胞の DNAも混入していると思われる。そのた

め ウイル ス感 染細胞 DNAの 精 製 には,ウ イル ス

DNAの 複製が良好な感受性細胞 の使用が必要 とな

る。実際の泳動においては,RLE細胞を感染細胞 とし

た場合の細胞 DNAによる背景染色は,きわめて僅か

であった。したがって,RLE細胞は DNA精製の 目的

にも適っているといえる。

稿を終えるにあたり,終始ご懇切なるご指導とご校閲を

頂きました田澤 豊教授,川名林治教授に深謝いたします。

またご指導, ご助力を頂きました細菌学教室員各位のご協
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力に感謝いたします。尚,本論文の要旨は第90回 日本眼科学

会総会において発表した.
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