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マウス角膜ヘルペスの再発に関する実験的研究

三 井 啓 司

横浜市立大学医学部眼科学教室

要  約

角膜ヘルペスの再発機序解明の一助 としてマウスの実験的角膜ヘルペスが再発病変を起 こすか否かを検討

した。 まず,単純ヘルペスウイルス (ⅡSV)I型 による初感染角膜炎を経過 し透明治癒 したマウス角膜に,再

発性の上皮性病変が起 こるか否かを調べた。その結果,C57BL/6マ ウスに ISV‐ 1型天方株 (強毒性)を接種

した群では,接種後50日 目までに45匹 90眼中,9匹 10眼 (11%)に 再発病変が認められた.ddyマ ウスにⅡSV‐ I

型 Ska株 (弱毒性)を接種 した群では,接種後50日 目までに58匹 116眼中,15匹 17眼 (15%)に 再発病変が認

められた。再発病変は点状ないし樹枝状 (不規則線状 )であり,再発病変の持続期間は 1日 が最 も多 く最長 7

日間であった.次 に,再発病変を起 こした摘出眼球に蛍光抗体染色直接法 を施 し,ウ イルス抗原 を検索 した.

その結果,8眼中 5眼 (63%)に 陽性の所見を得た.特異蛍光はいずれも角膜上皮細胞層に限局 したものであっ

た。以上によリマウスの実験的角膜ヘルペスは再発病変 を起 こすことが明 らかにされた.(日 眼会誌 95:

530-537, 1991)
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Recurrent Herpetic Keratitis in Mice
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Abstract
In order to investigate the mechanism of recurrence in herpes simplex keratitis, it is very

important to establish an animal model. As a first step, mice were examined with the slit'lamp

biomicroseope to determine whether they spontaneously showed recurrent epithelial keratitis after
healing of primary herpetic keratitis. Among 90 eyes of 45 inbred C57BL/6mice, recurrent epithelial

keratitis stained with fluorescein was observed in 10 eyes of 9 mice during the observation period up

to 50 days after the primary corneal infection with herpes simplex virus (HSY) type I Amakata strain
(virulent strain). Recugent epithelial keratitis was observed in 17 eyes of 15 mice among 116 eyes of
E8 ddy mice infected with HSY-I Ska strain (avirulent strain). The epithelial lesions showed punctate

or dendritic patterns and continued for one to ? days. HSY antigen was detected by the fluorescent

antibody technique in the cornea of 5 out of 8 eyes which showed recurrent epithelial keratitis using

another ddy mice group tested. It was limited in the epithelium of the cornea. These results show that
mice herpetic keratitis recurs spontaneously. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:530-537' 1991)
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I緒  言

角膜ヘルペスは再発性の高い疾患
1)～ 5)で あ り,そ の

感染病理の一つとしての再発機序を解明することは
,

本症を根治させるために極めて重要である.従来より

ウサギが実験動物 として使用されてきた。)～ 10)が ,再発

機序の解析にあた り,宿主の免疫能,特に本症に大き

なかかわ りをもつ細胞性免疫能について検討を加える

ためには,マ ウスを角膜ヘルペス再発の動物モデルと

して使用できれば極めて有用n)12)で
ある。

今回,そ の基礎的情報を得ることを 目的 として実験

を行った。すなわち,マ ウス実験的角膜ヘルペスの初

感染角膜病変が透明治癒 したマウスを対象にして,角
膜に再発病変が起こるか否かを,生体顕微鏡を用いて

調べた。また,角膜に見 られた再発病変について,蛍
光抗体染色直接法によ リウイルス抗原 の検出を試み

た .

II 実験方法

1.実験 1

マウス両眼角膜に単純ヘルペスウイルス (HSV)I
型を接種 し,初感染角膜病変を観察した。接種14日 目

に,両眼角膜が透明治癒 しかつ眼険炎などの皮膚病変

を伴わないマウスを選別 し,観察対象 とした。以後36

日間連 日,生体顕微鏡を用い角膜に再発病変が起こる

か否かを観察した。

1)実験動物 i C57BL/6マ ウス,9週齢雄104匹 およ

び ddyマ ウス, 9週齢雄102匹 を用いた。

2)ウ イル ス :HSV_I型 天方株 お よ び HSV‐ I型

Ska株 を用いた。HSV― I型天方株は角膜ヘルペス患者

より分離され,発育鶏卵,Hela細胞,Vero細胞に継

代 されたもので,感染 Vero細胞の培養液を 3回凍結

融解 し遠沈した後,上清を角膜接種に用いた。感染力

価 は4.0× 107PFU/mlで あった。HSV_I型 Ska株 は

本学公衆衛生学教室 より分与された もので,Vero細
胞に何代にもわた り継代 されてきた HSV‐ I型 の弱毒

株であ り,そ の感染力価は2.0× 107PFU/mlで あった。

なお,天方株とSka株の生体に及ぼす毒性を比較す

る目的で,両 ウイル ス液を各々10匹 ずつの ddyマ ウ

ス, 9週齢雄の両眼角膜に接種した所,図 1の 様な結

果を得た。すなわち,Ska株 を接種した ddyマ ウスは
,

14日 目まで 1匹 も死亡 しなかったのに対 し,天方株を

接種 した ddyマ ウスは,6日 目より死亡例が出現し14

日目の生存率は30%であった.
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3)ウ イルス接種法 :10%ペ ン トバルビタール液 (ネ

ンブタール⑪)を マウス腹腔内に0.01m1/g投与 して麻

酔し,生体顕微鏡下で30グ ージ注射針を用い,角膜に

縦・横それぞれ三条のわずかに角膜実質にとどく程度

の創をつくり, ウイルス液を滴下 して接種 した。 この

際,C57BL/6マ ウスには HSV‐I型天方株を,ddyマ ウ

スには HSV‐ I型 Ska株を各々接種 した。

4)角膜臨床所見の観察 :1%フ ルオレセイン液で

角膜を染色し,生体顕微鏡を用いて行った。病像の写

真撮影に際しては, 1%メ チレンブルー液により角膜

を染色した。

2.実験 2

ddyマ ウス,9週齢雄84匹の両眼角膜に創をつ くり,

HSV‐ I型 Ska株 を接種 した。全例に接種後 2～ 3日

目より樹枝状ないし地図状角膜潰瘍が発症し, 5～ 11

日目には治癒 した .

接種14日 目に,両眼角膜が透明治癒 しかつ眼険炎な

どの皮膚病変を伴わない46匹を選別し,観察対象とし

た。以後36日 間連 日,生体顕微鏡を用い再発病変の有

無を観察した。再発病変を認めた場合には,マ ウスを

殺 してその眼球を摘出した.摘出した眼球は,直ちに

ドライアイスとアセ トン中に冷置 した n‐ ヘキサン中

に入れて急速に凍結させた後,-70℃ の冷凍庫中に保

存 した。

1～ 3カ 月後, ドライアイス上で凍結した眼球から

角膜を切 り出し,10%ゼ ラチンで包埋 し, コール ドミ

クロトームで約10μ mの厚 さの連続切片をつ くった。

切片はアセ トンで10分間固定 した後,蛍光抗体染色直

接 法 に よ り染 色 した。 FITC(FluOrescein isOth‐

locyanate)標 識抗体は,HSV― I型で高度に免疫したウ

サギの血清から,γ‐グロプリン分画を精製し, これに

FITCを標識 して作製した,蛍光抗体直接法用(デンカ

生研社)を使用 した。予備実験により得られた力価は
,

PBS希釈液による三倍階段希釈で 8倍 まであ り,本実

験では 4倍希釈を用いた。37℃ で 1時間反応させた後 ,

標本を PBS液 で十分に洗浄 し乾燥後,緩衝グ リセ リ

ン液で封入し,蛍光顕微鏡にて鏡検 した.な お阻止試

験を行い,蛍光が抑制される特異性を確認した .

III 実験結果

1,実験 1

1)C57BL/6マ ウスに HSV‐I型天方株を接種 した

群では,全例 ともウイルス接種後, 1～ 3日 目に樹枝

状ないし地図状の初感染病変が起 こり, 6～ 12日 目に



532 日眼会誌 95巻  6号

・０

　

　

９

　

　

８

-S&al*-----xr1*

（
日

）

轟

К

い

●

セ

期

図 l HSV接 種後の ddyマ ウス生存数の経時的変化 .
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図2 C57BL/6マ ウス生存数の経時的変化と再発時期.
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図3 C57BL/6マ ウスの初感染及び再発の様相.
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図4 ddyマ ウス生存数の経時的変化と再発時期 .
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図 5 ddyマ ウスの初感染及び再発の様相
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□
回

は治癒 した。14日 目に両眼角膜が透明治癒 し,かつ眼

険炎などの皮膚病変を伴わない45匹 90眼を選別 した.

これを観察対象として以後36日 間連日観察 した結果 ,

9匹 10眼 (11%)に再発病変を認めた。再発病 日はウ

イルス接相後16～ 43日 日であ り,再発病変の持続期間

は 1～ 3日 間であった。再発病像は点状 3例,樹枝状

(不規則線状)7例であった。なおマウスは経過中脳炎

により死亡 し,50日 目の生存数は10匹 (22%)で あっ

た (図 2, 3).

2)ddyマ ウスに HSV―I型 Ska株 を接種 した群で

は,全例 ともウイルス接種後 1～ 3日 目に樹枝状ない

し地図状の初感染病変が起 こり5～ 11日 目には治癒 し

た.14日 目に両眼角膜が透明治癒しかつ眼険炎などの

皮膚病変を伴わない58匹116眼 を選別した。これを観察

対象 として以後36日 間連 日観察 した結果,15匹 17眼

(15%)に再発病変を認めた。再発病日は23～ 49日 目で

あり,再発病変の持続期間は 1日 が多く,最長 7日 間

であった.同一眼に 2度再発病変を起こした ものが 2

眼あ り,再発病像は点状 6例,樹枝状 (不規則線状)

13例 であった.マ ウスは経過中脳炎により死亡 し,50
日目の生存数は24匹 (41%)であった (図 4, 5).

なお,49日 目に樹枝状の再発病変を示 した No.49マ

‖|
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ウスの左眼は,眼球摘出し凍結標本とした後, ドライ

アイス上で角膜を切 り出し,病変部の切片について蛍

光抗体染色直接法によリウイルス抗原を検索 した.こ

の結果,角膜上皮内に蛍光陽性所見を見いだした。

2.実験 2

46匹92眼の対象マウスの うち,11眼 (12%)に樹枝

状 (不規則線状)の フルオンセインに染まる上皮性病

変を認めた(図 6)。 再発病 日は23～ 46日 目であった(図

7)。 11眼中無作為に選んだ 8眼を対象にして,病変部

の切片についてウイルス抗原を検索 した結果, 5眼

日眼会誌 95巻  6号

(63%)に蛍光陽性所見が得られた。蛍光は全例におい

て角膜上皮内に限局 して認められた。一部の切片にお

ける対照実験の結果, これらが特異的蛍光であること

を確認した (図 8)。

IV考  按

単純ヘルペスウイルスによって起 こる角膜ヘルペス

は,角膜感染症の中でも最も重要な疾患の一つであり,

その最大の特徴は再発を起こすことである.実際の臨

床における再発率については,田 中 ら1)は99例を対象

図 6 ddyマ ウスに認められた樹枝状 (不規則線状)の再発病変を矢印にて示した。

1%メ チレンブルー液により角膜を染色した (× 25).

マウス番号  眼 50 (日 )

[]=欄 技状演瘍

図7 実験 2の ddyマ ウス初感染及び再発の様相 .
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にしたアンケー ト調査の結果,35例 よ り返答が得られ ,

この うち27例すなわち77%に 再発が認められたと報告

している。内田2)は,既往を確かめ得た症例のみを選ん

で調査した結果,60%に再発が見られた と報告してい

る。また北野ら3)は,5年以上経過観察 している57例60

眼を対象にして,は っきりとした既往歴を有するもの

21眼,経過規察中に再発をみたもの19眼 の合計40眼す

なわち66.7%に再発が認められ, この40眼のうち17眼

すなわち42.5%に 観察期間中に再再発が起こったと報

告 している。諸外国の報告では,Thygesonら 4)は200例

の対象中80例 すなわち40%,Wilhelmusら 5)は 5年間

の観察期間中に152例 中61例すなわち40%に再発を見

た と報告している。 これらの報告を見ても,角膜ヘル

ペスの再発率がいかに高頻度であるかがわかる。

しかし,角膜ヘルペスの再発機序は未だ不明であり,

これを解明するために,適当な動物実験モデルを作製

す ることは極めて重要である.ウ サギの角膜にHSV
を接種することにより, ヒトの角膜ヘルペスに類似 し

た角膜炎が発症す ることは古くから知 られていたが,

1961年 AndersOnら 6)は Arthus型反応により,1966年

Laibsonら ?)は エピネフリンの筋注に よ り,ウ サギに

おいて HSVの 再活性化が可能であ ることを報告 し

た.1967年 Nesburnら 8)は ウサギの実験的角膜ヘルペ

535

スにおいて,誘発の操作を加えなくても自然の再発が

起こることを報告 し, さらに1969年 LaibsOnら 9)も 3

年間にわたる長期観察を行い, ウサギの実験的角膜へ

ルペスにおいて HSVの再活性化および再発が起 こる

ことを証明した。我が国においては,後藤1。 )が ウサギの

片眼角膜に HSV‐ I型 を接種 しその後56日 間にわた り

生体顕微鏡を用いて角膜を観察 し,角膜ヘルペスの再

発病変が起 こることを病変部の切片に対し蛍光抗体染

色直接法を行い確かめている。

近年にな り,角膜ヘルペスの発症から治癒に至る過

程には,宿主の免疫能,特に細胞性免疫が深 く関与 し

ていることが,主にマウスによる動物実験の結果 11)12)

明らかにされてきた.こ れはマウスでは近交系動物が

容易に入手で き,そ の上各種の単クローン性抗体など

も豊富に利用できることから, これらを活用 した免疫

学的実験成績に負 うところが多い。再発の実験モデル

においても,再発の機序解明にあた り免疫学的立場よ

り解析を加えるには,マ ウスが再発の動物モデルにな

り得ればより有用であることは言をまたない。今回,

その基礎的情報を得ることを目的 としてマウスにおけ

る再発実験を行った。

実験 1では,よ り普遍的な実験モデルを得るために,

感受性の異なる 2系統のマウスと病原性の異なる 2株

マウス角膜ヘルペスの再発・三井

図 8 角膜切片に蛍光抗体染色直接法を施 した所見.角膜上皮細胞層に特異蛍光を認

める (× 500).
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の HSVを 用い,C57BL/6マ ウスに HSV-1型天方株 ,

ddyマ ウスに HSV‐ Itt Ska株 を接種する二通 りの組

み合わせを試みた。その結果, いずれの場合にも,角

膜に再発病変が認められた。病像は点状ないし樹枝状

(不規則線状)で,比較的軽度であった。再発の時期に

関しては一定の傾向はなく,再発病変の持続期間はど

ちらの組み合わせにおいても 1日 が多く, 2日 ないし

3日 間が各々数眼で,最長 7日 間持続したものが ddy

マウスで 1眼 あった。また,期間中に 2度再発病変を

起こしたものが ddyマ ウスで 2眼認められた .

C57BL/6マ ウスは近交系マウスの中でもHSVの 感

染に対して抵抗性があり,HSV接 種後角膜変性を起

こした り脳 炎を併発 して死亡 す る症例が少 ない系

統13)14)と いわれている。確かに14日 間の観察期間では

死亡例はほとんどなかったが, それ以後50日 目までの

観察期間においては,脳炎を併発 して死亡するものが

多く,14日 目の45匹 のマウス中50日 目まで生存 したも

のは10匹 (22%)にすぎなかった。死亡例が多いとい

うことは再発の実験には不利であ り,今後は,C57BL/

6マ ウスに対 しても接種ウイルスの濃度を低 くした り,

毒性の弱いウイルスを接種 してみる必要があろ う.

実験 2では,摘出した11眼中無作為に選んだ 8眼を

対象に角漠の連続切片をつ くり蛍光抗体染色直接法を

行った.こ の結果, 5眼 に陽性の所見を得た.特異蛍

光はいずれ も上皮内に限局 した もので,実質内には特

異蛍光は認め られなかった。 ウサギの再発性角膜病変

を蛍光抗体染色直接法により検索 した後藤の報告 10)に

よると, 3眼中 2眼に陽性の結果を得,特異蛍光は小

範囲の上皮細胞層に限局した ものであったと述べてい

る.こ れは,今回行ったマウスによる所見とほぼ一致

したものである。しかし,すべての眼球に陽性の所見

が得られなかったことに関 しては,フ ルオレセインに

染色される上皮性病変のすべてが角膜ヘルペスの再発

病変ではな く,そ の他の上皮性病変が含まれている可

能性は否定で きない.

HSVは,神経線維内を逆行性軸索流に乗って,侵入

組織を支配する神経領域の神経節内に潜伏感染すると

考えられている.角膜に HSVを接種した時の潜伏部

位 としては,三叉神経節が一般的に支持 され てい

る15,6)が,そ の他に上顎部神経節があり17)18),ま たマウ

スにおいて網膜内にHSVの潜伏を示
':変

した報告
19)も

ある.Tulloら 18)は ,マ ウスを使用し,角 膜接種後の

HSVの広が りと潜伏感染の分布を調べている.こ れ

によると,感染性のウイルスは,角膜接種後 2日 目に
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は眼ネ申経領域 と同側の1図幹に出現 し, 4日 目には 11顎、

神経領域 , 5日 目には下顎神経領域 と対側の脳幹に出

現す る.ま た,角膜接種後 23日 目から115日 目にマウス

を殺 して,潜伏感染を調べた結果,23日 目から62日 目

に三叉神経節 と上顎部神経節に潜伏 HSVを 検出 して

いる。また山田13)は ,マ ウスの角膜に HSVを 接種 し,

その後の角膜の病像,組織像および蛍光抗体法による

ウイルス抗原の局在を調べている。その結果, ウイル

ス接種 7日 後の潰瘍が治癒 した部位では特異蛍光はみ

られなかった。今回の実験では,初感染後,角膜の上

皮性病変が完全に治癒 して実質炎 もな く,かつ眼験炎

など付属器の病変が外見上全 く存在 しないマウスを選

び出 して, ウイルス接種 14日 以後の角膜病変の再現を

追跡 した。 したがって,臨床的な意味か らは角膜ヘル

ペスの再発病変 と考えられる。今後,本実験モデルを

確立す るためには,治癒期におけるウイルスの潜伏感

染 と再発病変における再活性化 された感染性 ウイルス

を証明す ることが課題であろ う.

角膜ヘルペスの再発の誘因 として,臨床的には発熱 ,

紫外線照射,ス トレス, ステロイ ドホルモンの投与な

どが考 えられている.動物実験モデルにおいても,免

疫抑制剤の投与あるいは細胞性免疫や体液性免疫の選

択的抑制などによって,再発機序の一端が解明で きる

可能性はある。今後, このような多角的実験操作を加

える意味でも,脳炎による死亡例が少な く,再発率の

高いマ ウスの実験モデルを作 り上げることは有意義 と

思われ る.

稿を終えるにあたり, ご校関を賜 りました大野重昭教授

に深謝いたします.

文  献

1)田 中直彦,横山志津子,石川凛子 :単純ヘルペス性

角膜炎の臨床的観察.その 1.統計的検索.日 眼会

誌 77:460-463,1973.

2)内 田幸男 i角膜ヘルペスー主として診断学的立場

から. 日眼会誌 76:1391-1413,1972.

3)北野周作,山西政昭 :角膜ヘルペスの長期観察例

における病態について。眼紀 35: 1853-1861,

1984

4)Thygeson P,Kimura SJ,IIogan MIJ: Obser‐

vations on herpetic keratitis and keratocon―

juctivitis.Arch Ophthalmo1 56:375-388,1956.

5)Ⅵrilhelmus KR,Coster DJ,Donovan ⅡC,et al:

PrOgnOstic indicators of herpetic keratitis.

Arch()phthalmo1 99: 1578-1582, 1981.

6)AndersonヽVA,1largruder B,IKilbourne ED:

Induced reactivation of herpes siinplex virus in



平成 3年 6月 10日 マウス角膜ヘルペスの再発 。三井 537

的研究―C57BL/6マ ウス角膜ヘルペスの臨床像 ,

組織像および角膜 ウイルス抗原の局在―.横浜医

:浄
‐  37: 233-238, 1986.

1,Ietcalf JF,lCichaelis BA:  Herpetic keratitis

in inbred miCe. InVeSt()phtha111lol Vis ISci 25:

1222-1225, 1986.

Nesburn AB,Cook ML,Stevens JG: Latent

herpes siinplex virus.Arch()phthalin01 88:412

-417, 1972.

林皓三郎 ,内 田幸雄 1角膜ヘルペスの研究―Virus

の拡が り方 と潜在感染について一。日眼会誌 84:
311-317, 1980.

Price lR恥 た, Barett J:K, Steven JG: Latent
infeCtiOn of the peripheral ANS with herpes

sirnplex virus.Nature 257:686-688,1975.

Tullo AB, Shilineld C, Blyth VヽA, et al:
Spread Of virus and distributiOn Of latent infec‐

tion follo、 ′ing Ocular herpes silnplex in the

nOn‐ immune and immune mouse.J Gen Vir01

63:95-101, 1982.

()penshaw II:  I:´ atency of herpes sinlplex

ViruS in OCular tiSSue Of rniCe.Infect IIninun 39:

960-962, 1983.

healed rabbit Corneal lesions.Pro Soc:Exp lBiOl

卜4ed 107: 628-632, 1961.

7)Laibson PR,Kibrick S: ReactivatiOn Of her‐

petiC keratitiS by epinephrine in rabbit. Arch

()phthalmo1 75: 254-260, 1966.

8)Nesburn AB, Eniott JⅡ , Leibowitz HM:
SpontaneOus  reactivatiOn  Of  experirnental

herpeS Simplex keratitis in rabbits.Arch(Dphth―

almo1 78: 523-529, 1967.

9)LaibsOn PR,iKibrick S: Recurrence Of herpes

SimpleXI Virus ill rabbit eyes:Results Of a three‐

year Study. InVeSt(:)phthalmol Vis Sci 8: 346

-350, 1969.

10)後藤英士 :角膜ヘルペスの再発に関する実験的研

究.日 眼会誌 83:1060-1070,1979.
11)佐々木隆敏,斎藤春和,井上みどり,他 :近交系マ

ウス角膜ヘルペスと免疫牌細胞による感染防御免

疫の受身伝達 について,日 眼会誌 84:1046
-1050, 1980.

12)斎藤春和 :角膜ヘルペスの免疫学的研究―マウス

単純ヘルペス角膜炎における免疫牌細胞とその感

染抑制効果―。 日眼会誌 87:1010-1016,1983.
13)山 田利津子 :マ ウスの角膜ヘルペスに関する実験

14)

15)

16)

17)

18)

19)


