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単純ヘルペスウイルスによる実験的網膜炎 ,

第 3報 視神経の検索

吉岡 正樹 *,大熊  紘ホ,宇山 昌延*,螺良 愛郎**,大山 昭夫・書
*関西医科大学眼科学教室,ホホ同 第2病理学教室,*粋同 微生物学教室

要  約
HSV‐ 1を家兎の左眼硝子体内に接取 して,視神経の病変とウイルスの局在を酵素抗体法 (ABC法 )に て検
索した。ABC法はパラフィン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った。接種 3日
には視神経に何ら変化を認めなかったが,4日 には左眼視神経の飾状板後方より視交叉にわたり,視神経の長
軸方向に沿う連続的な抗原陽性部位をみとめ,そ の周囲に炎症細胞浸潤が散在 し,8日 には抗原陽性部位が更
に増強 してびまん性に存在 した。感染細胞は乏突起膠細胞と星状膠細胞と思われた。以上のことから網膜を経
て視神経に侵入したウイルス粒子は,軸索内輸送によって脳に向かって視神経内を求心性に移動する途中,膠
細胞に吸着,侵入し,新たに増殖 したウイルスは隣接する膠細胞へ cell to cellの型で感染が伝搬すると同時
に軸索に沿って脳に移動すると思われた。 (日 眼会誌 94:715-722,1990)

キーワー ド:単純ヘルペスウイルス 1型,視神経炎,ア ビシン・ ビオチン法,軸索内輸送,ウ イルス局在

Optic lヽ Terve iFinding in iExperiinental Retinitis lnduced by I:Ierpes Silnplex Virus

Masakli YOShiOkaホ ,IIirOShi Ohkuina*,DIasanobu l:Jyama*,AirOu TSuburaホ キand Aklo(Ohyalna***
*D″α″″クノο/(わ力′λα′ποノοり,καπsαグZ″グια′υ%グυ′容グ″
神Dψク″物′π′げ ′αtt。ノ。り,καπsα′z蒻

“
′υ″υ″ダク

嶽*Dψα″π′η′ο/″グ
`/ο
らグοノοgy,κα%sαグZι″ω′び″グ″客グ′ν

we reported histological changes 
"", 

*f,ti:::lizion of HSy-1 in the optic nerve by the
ABC'method and electron microscopy, after intravitreal inoculotion. There was neither histological
change nor antigen deposition on the specimen of 3 days after inoculation. Some series of antigen-
positive sites were successively found along the nerve fiber from the lamina cribrosa to the optic
chiasma in the optic nerve on 4 days after inoculation. Round cell infiltration were also found around
these sites, and these changes increased on the 8th day. Antigen-positive cells were mainly considered
to be oligodendroglias and astrocytes. These results suggested that HSY-1 infected the optic nerve
fber via the retina. On the way to be the brain by axonal transport, they would infiltrate to the glial
cells,where they could replicate and spread to neighbouring glial cells. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94:
7L5-722, 19901

Key words : HSV-1, Optic neuritis, Avidin-Biotin method, Axonal transport, Yiral localization

別刷請求先 :570 大阪府守国市文園町 1 関西医科大学眼科学教室 吉岡 正樹
(平成元年 10月 17日受付,平成 2年 2月 1日 改訂受理)
Reprint requests to: 卜〔asak:i Yoshioka,M.II).   1)ept.of()phthalrn01.,I《 iansaiヽ ledical I_Jniv.
lF｀urnizono‐ cho,Moriguchi 570,Japan

(lReceived October 17, 1989 and aCCepted in revised forin February l,1990)



716

I緒  言

単純ヘルペスウイルス 1型 (以下 HSV‐ 1)に よって

壊死性網膜炎が発生する過程を明らかにする目的で

我々は実験を進めてきた.今までの実験 1)2)で ,硝子体

内接種された HSV-1は ,硝子体内から網膜の表面に吸

着 したのちに Muner細胞の基底部に侵入し,つ いで

内顆粒層に移行して,内顆粒層の細胞で主に初期のウ

イルス増殖が行われ,次に神経節細胞,外顆粒層に移

行して,各々の部位で増殖し,神経節細胞にて増殖し

たウイルスは軸索に移行することがわかった。その中

で眼内炎を起こした一部の動物に脳炎様症状即ち痙

攣,不随意運動を来し,死に至るものがあった。臨床

的には HSVによる眼内炎はヘルペス性脳炎に合併し

て起 こることがほ とんどで
3)～6)実験的にも大脳に

HSV‐ 1を接種して眼内炎を発症させた報告は多くあ

り7)3),ま た逆に眼に HSV‐ 1を接種して脳炎が発症し

た実験報告
9)～ 12)も ある。そしてウイルスの伝搬経路に

関しては血行伝搬
5),視神経経由6)～

8)13),後毛様神経経

由H)がいわれているが未だ確定的なものはない。今回

は特に網膜炎を起こした後に視神経に移行する機序を

明らかにする目的で視神経の観察を行った。

II 実験方法

実験の材料及び方法は前報
2)で
発表 したものと同様

である。即ち HSV-l Miyama株を材料 として,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(plaque_fOrming unit)の ウイル

ス浮遊液を0.lml,体 重2kgの雄性白色家兎 (10頭 10

眼)の左眼硝子体内に接種し,接種後 3日 から8日 ま

での各日に臨床的観察の上,眼球及び視交叉を含む視

神経を摘出し,10%中性ホルマリンにて固定し,パ ラ

フィン包埋した。また全く操作を加えなかった家兎を

対照群とした (3頭 3眼 )。

前報2)に詳しく述べたと同様の方法,即ち トリプシ

ン消化法を加えた Avidin‐ Blotin法 (以下 ABC法 )を

採用した.ホルマ リン固定パラフィン包埋切片をスラ

イ ド上に伸展しキシロールで脱パラフィンした後, ト

リプシン溶液で消化した。次いで内在性ペロキシター

ゼの阻止操作,非感作血清で非特異反応を除去し,一

次抗体 (抗 HSV‐ 1マ ウス血清)と 湿室中で反応させ ,

二次抗体 (ビオチン化した抗マウス ●ウマ血清)と反

応させた。そしてベロキシダーゼ標識したアビジンと

反応させた後 DiaminObenzidine(DAB)過 酸化水素溶

日眼会誌 94巻  8号

ヘマ トキリシンで核染色を行い,ユ タ

キシロールで透徹後,封入して光顕に
液で発色させ ,

ノールで脱水 ,

て観察した。

III 結  果

1.臨床的所見

接種2日 より乳頭充血を認めた。接種後 1～ 2日 で毛

様充血,滲出性虹彩炎が発症したが,角膜潰瘍は生じ

なかった.硝子体混濁が 2～ 4日 後から出現し,2～ 6

日で網膜表層に壊死による滲出斑が観察された。

2.病理組織学的所見

1)光顕的観察 (免疫染色)

対照群をABC法及びヘマトキシ リン染色の二重染
色によって視神経を観察すると,髄膜 と視神経内の血

管は褐色に染まり,神経線維に沿って線状に配列する

細胞の核がヘマ トキシリンで染色されていた (図 1)。

感染させた眼の視神経を観察すると接種 3日 には,

視神経の全長に何 ら変化をみなかった (図 2)。 4日 の

左視神経では,視神経の長軸方向に沿って楕円形の核

内にDABの沈着部位が多数みられ,その範囲は節状

板後方より視交叉まで存在した(図 3, 4).線状配列

を取らない,円形の核を持つ細胞が抗原陽性細胞の近

傍によくみられ,又抗原陽性細胞を中心に円形の核の

細胞が同心円の病巣状に集まっている所が散見された

(図 5).

接種 6日 ,核内に抗原陽性反応を示す細胞,円形の

核を持つ細胞が多 くなり,左側の視神経の全長にびま

ん性にみられた。又抗原陽性細胞の大きさの不揃いが

みられた。

接種 8日 には左視神経内に全般に抗原陽性細胞が更

に増強し,円形核細胞の浸潤も強 くみられた (図 6)。

IV考  按

我々の今回の実験は,ヘルペスウイルスを家兎硝子

体内に接種した後,視神経にヘルペスウイルス抗原を

酵素抗体法により証明したものである。その結果,我々

は眼球から脳へのヘルペスウイルスの伝搬経路は視神

経経由と考えた。ヘルペスウイルスは視神経の軸索を

軸索内輸送で,膠細胞を cen to cellで 伝搬したと思わ

れた。

視神経は神経節細胞の軸索である神経線維を主成分

として,網膜から飾状板を通過すると髄輪で包まれる。

但しウサギでは眼内の髄翼部からすでに有髄であり,

視交叉で全部の神経線維が交差して対側へ行き,視覚
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図 1 対照群,図の上方が眼球側,下方が中枢側.髄膜と視神経内の血管は褐色に染
まり,水平方向に走る神経線維に沿って線状に配列する細胞の核がヘマトキシリン
で染色されていた。(ABC法及びヘマ トキシリン染色×400)
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図2 接種 3日 ,視神経の全長に何ら変化をみなかった。(ABC法及びヘマトキシリ
ン染色×400)
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図3 接種 4日 ,中央が視交叉,右上方が接種側視神経(左視神経),左上側が非接種
側の視神経 (右視神経),全体的には抗原陰性部位が多いが,接種側視神経 (図の右

方)に神経の長軸方向(縦方向)に沿ってDABの沈着部位すなわち抗原陽性部位(矢

印,自抜矢印)が飾状板後方より視交叉の所まで存在した (矢印は視神経,白抜矢

印は視交叉).(ABC法 及びヘマトキシリン染色×80)

図4 図 3矢印の強拡大.神経線維の走行 (縦方向)に沿って配列する細胞の核に,
DABが 良く沈着していた。(ABC法及びヘマトキシリン染色×400)
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図5 図3白抜矢印の強拡大.線状配列を取らない,円形の核を持つ細胞が抗原陽性
細胞の近傍によくみられ,又抗原陽性細胞を中心に円形核細胞が同心円の病巣状に
集まっている所が散見された.(ABC法及びヘマトキシリン染色×400)
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図6 接種 8日 ,抗原陽性細胞,円形核細胞が多くなり,接種側の視神経の全長にび
まん性にみられ,又抗原陽性細胞の大きさの不揃いがみられた。(ABC法及びヘマ
トキシリン染色×400)
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路の一次中枢である外側膝状体に終わる。

視経線維は眼球から視神経乳頭内にはいると,次第

に柱状に並んだ星状膠細胞に支持され,神経線維は線

維束を形成し,箭状板に向かう。視神経の支持組織は

星状膠細胞で,柱状配列で横断切片では管状構造をな

し,そ の中を神経線維が走る。星状膠細胞は互いに突

起を出して結びあっている.飾状板より後方では神経

線維は,軟膜からでる結合組織性の中隔組織により東

状になり,平行して走る神経束を形成している。この

中隔組織及び神経線維の間に星状膠細胞があり,軸索

の支持と栄養の供給を行っている。また乏突起膠細胞

は中枢神経における髄輪を形成する細胞であり,中隔

組織内にはなく,常に神経東内に存在する
14)～ 17).

臨床的には HSV眼内炎は HSV脳炎に合併して起
こる症例がほとんどで,網膜炎の発症機序に関しては,

cogan3)は 新生児の網脈絡膜炎の症例で,網膜絡膜よ

り封入体,HSV抗体が検出されなかったことから,免

疫反応説を主張した。Minckler4)は脳炎と網膜炎の同

時発症例で HSV‐ 1を視神経内のマクロフア
~ジ内,そ

の他脳,網膜に検出したが,伝搬経路は不明と報告し

た.cibis5)は脳炎発症の 9日 後に網膜炎を来した幼児

の視神経に,HSVも 炎症細胞もみられず,ま た網膜病

巣は血管付近にあること,封入体が網膜血管内皮にみ

られたことなどから血行伝搬を主張した。JohnSOn6)は

脳炎発症の 5日 後に視神経炎,網膜炎がみられた症例

の病理検索で,電顕的に HSVが脳,視神経,網膜にみ

られ,視神経経由で脳から眼球へ伝搬したと推定した。

実験的にマウスの脳に HSVを接種 したところ,眼

内炎を生じた報告では,Peiffer7)は 接種 6日 に視神経

の星状膠細胞及び網膜の神経節細胞にウイルスを認め

ており,Anderson8)は接種 7日 に星状膠細胞にウイル

スを認め,両者はこのことより視神経伝搬と推定した。

また逆に HSVの 眼球から脳への伝搬経路として角膜

接種によって脳炎を起こすことは以前より知られてお

り9),Kimural。 )は家兎に HSVを前房内接種して非接

種眼の発症をみる実験中に,脳炎を起こした例を報告

しており,Pettit口
)は同様の実験で接種眼側の網膜,毛

様体,後毛様神経,中枢神経の HSVを螢光抗体法で証

明し,後毛様神経経由を推定した.Kriゞensson13)は

HSV‐2を家兎硝子体に接種し,電顕で HSV‐ 2を網膜 ,

視神経の軸索,星状膠細胞,乏突起膠細胞,視索,対

側の外側膝状体に経時的に証明し,HSV‐ 2の視神経伝

搬を報告した。

前回までの我々の実験
1)2)で硝子体内接種 された

日眼会誌 94巻  8号

HSV‐ 1は,網膜で増殖した後,神経節細胞にて増殖し,

網膜の神経線維に移行することが明かになっている.

神経膠細胞は神経線維の周囲を輪状に取 り巻く様に配

列しているので,視神経の長軸方向に切って観察する

と,膠細胞は神経線維に沿って一列に並んでみられ

る14)こ とから,本実験でみられた神経線維に沿って線

状に配列していた細胞は神経膠細胞 と思われた。一定

の配列を取らない円形の核を持った細胞は炎症細胞 と

考えた。

図 1の視神経血管及び髄膜に見 られた褐色の色調

は,対照群であるので ABC法 による非特異的反応で

ある。

抗原陽性部位は線状に配列し,それは対照群の膠細

胞の核の配列に一致したことから,HSV‐ 1の感染部位

は主に乏突起膠細胞及び星状膠細胞であり,かつ抗原

陽性部位は主に核内であると考えた。膠細胞は本来大

きさが一定であるが,抗原陽性細胞の大きさに不揃い

が認められたのは,組織障害に対 し,敏感に素早く反

応して腫脹した星状膠細胞
17)が ABC法 で染色された

ためであると考えた。

我々の実験では,硝子体内接種 して網膜に病変が発

症したのは接種 4日 からであり
1)2),本実験に於ても接

種 3日 後までは免疫染色で視神経に抗原が検出され

ず,接種 4日 に視神経の飾状板後方より視交叉までの

全部位において,視神経の長軸方向に沿って連続的に

抗原陽性部位が観察された。即ち接種 4日 に眼内の網

膜に病変を生じ,網膜から視神経に HSV‐ 1が侵入し,

接種 4日 の間に更に視交叉まで HSV‐ 1が達すること

が示された。

HSVの伝搬経路 として眼球から脳へは血行伝搬
18)

と神経伝搬があ り,神経伝搬は神経線維内を通る軸索

内輸送
13)19)と 神経膠細胞を cell to Cenで 移行する経

路
13)20)の 2種類が考えられている。軸索内輸送の移動

速度は一般的に50～ 500mm/日 と1～ 2mm/日 の 2種類

がある21)と されており,一方 HSV‐ 1は実験的にマウス

及びラットの中枢神経線維内を3～ 5mm/時で移動す

ることが証明されている
22).

眼内の HSV-1は どの様な機序で視神経内の膠細胞

に到達したのであろうか。HSV-1の 眼球から脳への神

経伝搬路は上記 したように軸索内輸送とcell to cen

の 2種類がいわれている。視神経での感染病巣の拡が

り方を観察すると,接種 4日 において,視神経の横断

面方向への拡が りが部分的であったのに対し,視神経

の長軸方向には節状板から視交叉に至る全長にまです
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でに抗原陽性であった.こ のことは視神経の長軸方向

にウイルスが伝わ りやすいことを示している。 ウイル
スは接種 3日 には視神経内にみられなかったにもかか

わらず, 4日 には視神経の節状板から視交叉にまでウ

イルスが移動したのでウイルス粒子は輸索内輸送で伝

搬したと考えられた。

HSV-1が軸索内輸送で視神経内を移動したとする

と, ウイルス粒子は単に視神経を軸索内輸送に乗って

通過するだけであ り,視神経内でウイルスの増殖は起
らず,ご く微量なので ABC法によっても証明は難し
く,ま た視神経内に炎症反応は起こらない。一方接種

4日 にも視神経内に病巣性に円形細胞が浸潤があり,

接種 6日 以後になると強い炎症がおきているのが観察

された.軸索から膠細胞に侵入する機序は不明である
が,軸索内輸送によって視神経内の各所に移動したウ

イルスはその近隣の膠細胞に侵入し,膠細胞にて増殖
し,炎症を起こした.ま た膠細胞で増殖した後,放出

された HSV-1は cell to cenで 隣接する膠細胞に移行

するものと思われた。

Kristensson13)は Hsv_2の 眼球から脳への伝搬を軸

索内輸送と膠細胞の cen to cen経 由と報告している.

我々の実験からは,硝子体接種された HSV‐ 1は接種 4

日に網膜で初期増殖をした後に,神経節細胞から網膜
の神経線維に入 り,その軸索内輸送によって視神経に

侵入し,視交叉まで達する。その伝搬経路は軸索内輸

送によって中枢側 (脳 )へ向かって移動し,途中隣接

する神経膠細胞に吸着,侵入し,その核内でウイルス

の増殖が行われる。膠細胞で増殖したウイルスは Cen

to cellの 伝搬でもって隣接の神経膠細胞に伝搬する。

このようにして網膜から直接来たウイルス,或は神経

膠細胞から新たに放出されたウイルスは接種眼の視神

経,そ して視交叉に到達するのであろう。
本稿の要旨は第54回中部眼科学会総会(1988.12.3京 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

(奨励研究A61771386)の 補助を受けた, ここに深謝致しま

す。
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