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要  約

単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)を 家兎眼に硝子体内接種 し,発生 した壊死性網膜炎の感染初期の過程

を酵素抗体法のアビジンービオチン法 (ABC法 )を 用いて,経時的に観察 した。酵素抗体法はパラフィン包埋

切片を脱パラフィンし, トリプシン消化を行った以外は常法に従 いジア ミノベンチジン (DAB)に て発色を

行った.接種 3日 ,細胞の変性はこの時期にはまだみられなかったが,内境界膜,神経線維層の Muner細胞

基底部に DABが沈着 してお り,ウ イルス抗原が陽性であることが示 された。感染 4～ 5日 になると網膜に大

小の変性病巣が出現 し,病変の軽い部分では内顆粒層の神経細胞の核内にDAB沈着がみられ,病変の強い部

分では DAB沈着範囲は網膜深層及び表層へと拡大 した.以上のことより硝子体内に接種 された ⅡSV‐ 1は ,ま

ず Miller細 胞基底部から侵入 し,内顆粒層に達 して神経細胞内で増殖 し,時間の経過 と共に外顆粒層や神経

節細胞に移行すると思われた。 (日 眼会誌 94:705-714,1990)
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Abstract

Herpes simplex virus type 1 (HSV-l) was intravitreally inoculated in domesticated rabbits, and

retinitis was observed with the ABC-method using peroxidase-conjugated antibody. Trypsin digestion

was used for antigen visualization. Three days after inoculation, although cell degeneration was not

found in the retina, DAB was deposited on the inner limiting membrane and the nerve fiber layer,

which corresponded to the basal side of Miiller cells. These findings indicated that viral antigen was

already present in the retina at this early stage. Four or five days after inoculation, numerous

variously sized exudative retinal lesions were seen. In the small exudative foci, DAB deposition was

restricted to only in the nuclei of the nerve cells of the inner nuclear layer, while it extended to the

outer and inner retinal layer in the large exudative foci. These results suggested that when HSY-1 was
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injected intravitreally it invaded from the basal side of Miiller cells to the inner nuclear layer, where
it replicated. The virus spread to the outer nuclear layer and ganglion cells as infection proceeded.

(Acta Soc Ophthalmol Jpn 94:705-714, 1990)

Key words: Immunoperoxidase method, Avidin-biotin method, HSV-1, Necrotizing retinitis, Her-
petic retinitis

I緒  言 II 方  法

単純ヘルペスウイルス 1型 (以下 HSV‐ 1と 略す)が

激 しい壊死性網膜炎を発症させることは良く知 られて

いるが,壊死性網膜炎に至るまでにまず網膜のどの部

位で増殖して他の部分に広がるか等の詳細な過程は不

明であった。

網膜内の HSV-1の局在についての今までの報告は
,

臨床報告ではMincklerl)が ヘルペス性脳炎 と網膜炎

の同時発症例で,眼球網膜の色素上皮や変性した細胞

残潜内に HSV‐ 1を認めたと報告したのを始め,最近で

|ま :PepOse(1984)2)が peroxidase  antiperoxidase法

(PAP法)で AIDS患者の網膜全層から証明し,ま た

彼 (1985)3)は ABC法でも網膜炎の 2週間後にヘルペ

ス性脳炎を合併 した患者から網膜全層に HSV‐ 1を 検

出したと報告 しているが,いずれも感染の後期であっ

た。

HSV‐ 1を接種 して経時的に観察 した実験報告では
,

家兎に硝子体内接種 した実験では林4)が 螢光抗体法で

接種 7日 に神経節細胞,内顆粒層,外顆粒層にウイル

ス抗原を証明した。Anderson5)は マウスの脳内に接種

して感染 7日 にまず網膜内顆粒層に,次 いで網膜全層

に拡大したのを電顕で検索し,Peirer6)は マウスに脳

内接種して感染 9～ 14日 に内顆粒層,色素上皮に検出

している。Holland7)は マウスの前房に接種 し,やはり

網膜内顆粒層,神経節細胞,後期に外顆粒層,色素上

皮に検出している。

我々は第 1報8)で は光顕,電顕によって通常の形態

学的検索を行い,HSV‐ 1を まず網膜内顆粒層に認め,

次いで網膜色素上皮,M●ller細 胞,神経節細胞,神経

線維層に認めた。本報では更に免疫組織化学的方法と

して peroxidase標 識酵素抗体法のアビジンー ビオチ

ン法9)(avidin biotinylated horseradish peroxidase

complex method.以 下 ABC法 と略)を用い,網脈絡

膜の広い範囲にわたってウイルス抗原の検出を経時的

に行い,網膜内におけるウイルスの局在を検索した。

実験の材料及び HSV‐ 1の硝子体内接種方法は前報 8)

と同様である。即ち HSV‐ l Miyama株 を材料とし,

特に Vero細胞に顕著な細胞変性効果を示す株を分離

して,1.5× 103pfu/mlの ウイルス浮遊液0.lmlを ,体

重約2kgの雄性有色家兎20頭 20眼の硝子体に,26G注
射針を用いて接種 した。接種後 3日 から6日 まで,眼

球摘出の上,2.5%グ ルタールアルデ ヒドを含むカルノ

フスキー固定液にて固定し,エ タノール系列で脱水後

パラフィン包埋 し,光顕用の切片を作製 した.ま た電

顕標本に関しては,摘出眼球を12時間カルノフスキー

液で前固定した後,0.lM‐燐酸緩衝液 (pH 7.2)にて

洗浄後,眼内各組織を細切し, 1%オ スミウム酸燐酸

緩衝液 (pH 7.4)で 後固定した。エタノール系列にて

脱水し,Lu貴 の方法に従って EPON812に 包埋した。

LKB 8800型超 ミクロトームⅡIにて超薄切片を作 り,酢

酸 ウランとクエン酸鉛の二重染色を行い,日 立 HU‐

500型電子顕微鏡にて加圧電圧100KVで観察した。

パラフィン包埋組織の免疫染色方法 (ABC法 )

1.パ ラフィン切片 (厚 さ3～ 4μm)をスライドグラ

ス上にのせ十分伸展 .

2。 100%キ シロール及び100%エ タノールにそれぞ

れ 5分間 3回浸漬 して脱パラフィンした。

3.0.3%過酸化水素加100%メ タノール溶液に30分

浸漬して内在性ペ ロキシダーゼの阻止処理を行った。

4.0.25%ト リプシン溶液 (燐酸緩衝液 ;PBS pH

7.2)で 1～ 3時間37°Cで反応した。

5.ト リス塩酸緩衝液 (0.05M Tris‐ HCL Bu“er pH

7.2)で 5分間 3回洗浄 .

6。 2%非感作 ウマ血清に20分間反応 させて非特異

反応を除去.

7.1次抗体 (抗 HSV‐ 1マ ウス血清)(Cappel社製品

を pH 7.2 PBSで 100倍 に希釈)と 湿室中で4℃ で24

時間反応させた。

8。 トリス塩酸緩衝液で 5分間 3回洗浄 .

9.2次抗体 (ビ オチン化した抗マウスウマ血清)と
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粒層の細胞の著しい膨化 と核の拡大及び染色性低下が

みられた。外顆粒層の配列の乱れがみられたが,色素

上皮には異常をみなかった (図 3)。

同部位を ABC法で観察すると, 5眼中 5眼 に図 4

の様に内顆粒層の核が拡大 し,染色性の低下 したもの

に明瞭な DABの沈着がみ られた。しかも核膜にそっ

て主に DABが沈着していた。この時期には内境界膜 ,

神経線維層にはDABの 沈着はみ られなかった。 5眼
中 4眼 (80%)の 外顆粒層の核に,所々DABの沈着を

みた.

接種 5日 , 6日 には点状であった滲出病巣は互いに

融合して大 きい病巣になった。免疫染色では, 9眼中

9眼で内顆粒層の核は殆 どの核内にDABの沈着がみ

られ,外顆粒層の核内にもDABの沈着が多数み られ

た (図 5)。 また 9眼中 8眼 (89%)の 神経節細胞にも

DABが沈着 していた (図 6)。 大きい滲出斑の観察で

は(図 7),内顆粒層及び外顆粒層の核内にきわめて強

いDAB沈着を認めた。

電顕で接種 6日 の網膜滲出斑の外顆粒層を観察する

と, 4眼中 2眼 (50%)で 一様な電子密度の核内に直

径70～ 100nmの 低電子密度の円形構造物が数 力所見

られた (図 8, 9).

IV 考  按

螢光抗体法が Coonsら 10)に よって組織内の抗原抗

体の検出方法 として提唱されて以来,抗原或は抗体の

標識物質 としてフェリチン,重金属,放射性同位元素

が考案 され,Nakaneら H)に よ り酵素 (horseradish

peroxidase,HRP)を 化学的に抗体に結合させる酵素

抗体法が提唱され,Sternberg12)は PAP法を,そ して

Hsuら。)に よってABC法が開発された。これら酵素抗

体法は最近,光学顕微鏡で観察できるので,対比染色 ,

例えば H・ E染色等を施せば抗原 と組織内の局在がよ

り詳細に観察可能なこと,染色 した標本の半永久保存

ができること,感度が高いこと,電顕に応用が可能な

こと等の利点から注目を集めている。

固定方法に関しては,螢光抗体法の場合,専 ら新鮮

材料の凍結切片に限られていたが,Huang(1975)13)が

ホルマ リン固定 したパラフィン包埋組織でもプロナー

ゼで消化を加えれば螢光抗体法でも抗原が検出できる

ことを報告 し,ホルマ リン固定でも螢光抗体法に十分

検出できる量の抗原性が保たれていることが明らかに

された。 しかし結果が一定せずまた常に背景螢光が問

題となった。

30分間反応させた.

10。  トリス塩酸緩衝液で 5分間 3回洗浄.

11.ベ ロキシダーゼ標識アビジンと湿室中で60分間

反応 させた.

12.ト リス塩酸衝液で 5分間 4回洗浄 .

13.Diaminobenzidine(DAB)加 過酸化水素溶液

(20%溶液)(同仁化学研究所)で数分間反応させた。

14.ト リス塩酸緩衝液に10分 浸漬 して反応を止め

た。

15.ヘマ トキシ リンで核染色を行った。

16.100%エ タノール及び100%キ シロールにそれぞ

れ 5分間 3回浸漬 して脱水透徹後,封入して光顕にて

検鏡 .

(尚, 6, 9,11は Vectastain社 の ABC染色キ ッ

トを使用 した。)

III 結  果

1.臨床所見

HSV‐ 1を硝子体内に直接接種 した後 1～ 2日 で全

動物に毛様充血,20眼中16眼 (80%)に滲出性虹彩炎

が発症 し,症状の激 しいものでは瞳孔領に滲出物が付

着 し,虹彩後癒着が生じた。10眼中10眼 で瞳孔は中等

度散大し,対光反射は消失した。虹彩炎の強い時期に

角膜浮腫をきたしたものが20眼中 3眼 (15%)あ った

が角膜潰瘍はみ られなかった。硝子体混濁は20眼中18

眼 (90%)で 接種後 2～ 4日 に増強 した後消退した。

15眼 中 5眼 (33%)に 網膜血管の拡張と斑状出血が

見 られた。20眼中19眼 (95%)に 乳頭充血が接種後 2

日よりみられ 1週後に消失した.11眼中 9眼 (82%)

に接種後 4～ 6日 で細かい多数の網膜の点状滲出斑が

現れ,次第に融合して大きい滲出斑を形成した。

2.酵素抗体法による検索

接種 3日 ,半切 した眼球を実体顕微鏡下に観察する

と,網膜,有髄神経髄翼上に出血斑をみた,光顕的観

察では 6眼中 6眼に,乳頭付近の有髄神経線維,血管

周囲に炎症細胞浸潤がみられた.そのほかには変化は

みられなかった。

同部位を ABC法及びヘマ トキシ リン染色の二重染

色で観察すると, 6眼中 2眼 (33%)において内境界

膜のす ぐ下,神経線維層にDABの沈着がみられ (図

1),ヘマ トキシン染色を施さないで ABC法のみで観

察するとDAB沈着が一層明瞭であった (図 2).

接種 4日 後, 5眼中 5眼に網膜の壊死による灰白色

の点状滲出斑がみ られ,光顕標本ではその部位は内顆
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そこで彼 (1976)“ )は 更に消化を制御 しやすい トリプ

シンで消化を行った。これら蛋自分解酵素で消化する

意義は,ホ ルマ リンで固定する際にホルマリンと蛋白

質が反応 して作 られる分子内の crosslinking meth‐

ylene bridgeを 開離 (open up)し て抗原基を外部に露

出させることにあると言われているい)。

curran16)は トリプシン消化の後,螢光抗体法の代わ

りに,酵素抗体法の PAP法を用いて染色することを

考案した。以後,ホ ルマリン固定組織を酵素抗体法で

観察する方法は今日までよく利用 されている。 この方

法で網膜の染色を行 うと,抗原陽性部位はDAB沈着

として示された。

図 4, 6, 7に 見られる内境界膜付近の薄いびまん

性の褐色の色調は非特異的反応である。非特異反応の

染まり方は均一な染まり方で,特異反応は細かい褐色

顆粒の集合 として観察され,特異的反応と非特異的反

応は明確に区別できた。網膜色素上皮は胞体内のメラ

ニン色素に被われて DAB沈着 の有無は判定で きな

かった.

接種 3日 ,ABC法で染色して観察すると網膜内境界

膜のすぐ下,神経線維層にDABの沈着がみられ,こ れ

らの部にウイルス抗原が陽性であることが示された。

この時期にはこれ以外の部位には DAB陽性の部位は

なかった。Miner細 胞は網膜の内境界膜から外境界膜

までの全層にわたって突起を伸ばしている細長い細胞

で,特 に内方に基底膜を介して硝子体腔 と接 してお

り17),更 に Muller細胞には異物の細胞内への取 り込

み作用が知 られている18)19)。 我々は前報でウイルス増

殖はまず内顆粒層であることを明らかにしたが, この

ことから推定 して網膜への最初の侵入部位は M01ler

細胞基底部 と思われた。すなわち網膜内に HSV-1が侵

入しているが,いまだ細胞変性は起こしていない接種

3日 でも,免疫染色によって内境界膜のすぐ下にウイ

ルスの存在が明らかとなったことから,HSV-1の 網膜

への最初 の侵入部位は Muller細 胞基底部 と思われ

た。H。1land7)も 光顆的観察結果よりMuller細 胞が最

初に感染するのだろうと推察 している.

接種 4日 になると炎症が著 しくなり,惨出斑がみら

れ,網膜の壊死病巣が出現した。滲出斑では,網膜内

顆粒層の細胞の壊死がみられたが,免疫染色で観察す

ると,こ の部に多数のDAB沈着がみられた。DABは
主として核膜にそって沈着 していた。前報

8)で 示 した

如く,電顕で観察すると内顆粒層の細胞の核膜の周囲

にウイルス粒子の集合が多数み られ8),ウ イルスの局
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在は電顕写真 と免疫写真で一致 していた。

感染が進行 した部位を観察す る と,内 顆粒 層 に

DABの沈着が多数みられ,更に外顆粒層にもDABの

沈着がみられた。

外顆粒層の電顕観察では,一様な電子密度の核内に

直径70～ 100nmの 低電子密度の円形構造物が数 力所

見られた。前報で HSV‐ 1を電顕で観察すると,低電子

密度の中心部に高電子密度領域を持つ比較的電子密度

の低い約直径100nm程 の二重構造物 として認めた8)。

この様な円形構造物はその存在部位が核内であ り, こ

の構造物は一つの核に多いときは十数個観察され,対

照群にはみられなかった。更に免疫染色で外顆粒層の

核内に HSV‐ 1が存在することが証明されたことか ら,

この構造物がウイルス粒子に関連する構造蛋自である

可能性が非常に高い。HSVは成熟するまでの過程 に

おいて電 顕 的 に様々の形 態 を とる と言われ て い

る20)～22).Holand7)も HSV‐ 1は内顆粒層に多 く外顆粒

層に少ないと報告していることから,外顆粒層におけ

るウイルスの成熟過程すなわち未成熟ウイルスである

ために,鮮明な二重構造がでなかったと思われた。前

報にて外顆粒層にウイルス粒子が見いだせなかったも

のも同様の原因であると思われた。

したがって硝子体内接種された HSV‐ 1は ,硝子体内

で拡散 して網膜の表面に吸着 した後に Moller細胞の

基底部に侵入し,次いで内顆粒層の神経細胞に移行 し

て,そ の核内で主に初期のウイルス増殖が行われると

思われた。次いで周囲の内顆粒層の細胞にウイルスが

移行して増殖すると同時に神経節細胞にも移行,外顆

粒層にも移行 して各々の部位で増殖すると思われた。

前報では電顕にてまず内顆粒層,次いで神経節細胞

に HSV‐ 1が局在することを証明し,今回の実験では外

顆粒層の細胞 もウイルスに感染す ることがわか り,

HSV‐ 1は Muner細胞,内顆粒層,ついで外顆粒層及び

神経節細胞の順に伝搬することを明らかにし得た。

また電顕的観察で,神経節細胞では,核内で旺盛な

ウイルス増殖を認めたが,著 しく変性した細胞は見つ

からなかった。すなわち, ウイルスは増殖したが,細

胞は壊死には至らなかった。 これは一つの細胞から長

い時間多 くのウイルスを増殖放出できることにな り,

網膜に HSV‐ 1が潜伏していた とい う報告もあ り23),神

経節細胞が持続感染に関与 している可能性が示唆 され

た .

本稿の要旨は第91回 日本眼科学会総会(1987,5,14京 都)

において吉岡が報告した。尚,本研究には文部省科学研究費
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図 1 接種 3日 ,内境界膜のす ぐ下,神経線維層に DABの沈着がみられる (光顕
ABC法及びヘマトキシリン染色,× 400)

図2 接種 3日 ,内境界膜のすぐ下,神経線維層のDAB沈着が一層明瞭。(光顕
ABC染色,× 400)
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図3 接種 4日 後,網膜の点状滲出斑 :内顆粒層の細胞の著しい膨化と核の拡大及び

染色性低下がみられ,外顆粒層の配列の乱れがみられる.色素上皮には異常をみな

い。(光顕 :HoE染色,× 400)
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図4 接種 4日 後,網膜の点状惨出斑 :内顆粒層の核が拡大し,染色性の低下したも

のに明瞭なDABの 沈着がみられる.主に核膜に沿ってDABがよく沈着している.

内境界膜,神経線維層にはDABの 沈着はみられない。外顆粒層にもDABの沈着を

みる.(光顕 :ABC法及びヘマトキシリン染色,× 1,200)
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図 5 接種 5日 ,内顆粒層の核に著しい DABの 沈着がみられ,外顆粒層の核内にも
DABの沈着がみられる。(光顕 :ABC法 及びヘマ トキシリン染色,× 400)
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図6 1接種 5日 ,神経節細胞にもDABが沈着している.(光顕 :ABC染色,× 400)
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図7 接種 6日 ,網膜の大きい惨出斑 :内顆粒層及び外顆粒層の核内に強いDAB沈
着を認める.(光顕 :ABC法及びヘマトキシリン染色,× 400)

図8 接種 6日 ,外顆粒層 :一様な電子密度の核内に直径70～ 100nmの 低電子密度の

円形構造物が数力所見られる (× 23,000)
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