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電子顕微鏡的酵素抗体法による単純ヘルペスウイルス

感染細胞中の glyCOprOtein Dの 局在

一時間的経過―

益 田   徹
広島大学医学部眼科学教室

要  約
単純ヘルペスウイルス感染細胞中の glycoprOtein Dの 局在とその時間的経過を調べる目的で,家兎角膜培
養細胞に単純ヘルペスウイルス 1型を感染させ,glycoprotein Dに 対するモノクローナル抗体を用いて電子

顕微鏡的酵素抗体法を行い観察 した。ウイルス吸着直後には,ウ イルスのエンペロープが染色され,ウ イルス

が接触する細胞膜にも染色が認められた。吸着後 5時間から細胞質内の膜構造の一部と核膜に新たな反応産物
が認められるようになり, この時点で glycoprotein Dの 産生が始まったものと考えられた。ヌクレオカプシ

ドの出現 し始める吸着後 6時間になると,細胞膜の全周も染色されるようになった。吸着後12時間では,ウ イ
ルスはエンベロープを獲得 して,細胞外へ放出されていた.エ ンペロープの獲得は反応産物が存在する細胞質

内の二重膜構造または核膜を利用 して行われた.(日 眼会誌 95:817-828,1991)

キーワー ド :単純ヘルペスウイルス,glycOprOtein D,免疫電顕,モ ノクローナル抗体,培養細胞

Immunoelectron Microscopic Localization of Herpes Simplex
Virus Glycoprotein D in Infected Culture Cells Using the

Indirect Peroxidase-labeled Antibody Method

Toru Masuda

Defartment of Ofhthalmoloqy, Hiroshima Uniaersity School of Medicine

Abstract

Ultrastructural localization of herpes simplex virus (HSY) glycoprotein D was studied using HSY
infected monolayers of rabbit corneal cells. The pre-embedding indirect peroxidase-labeled antibody
method was employed. Immediately after viral adsorption, deposits of reaction products were seen on
the viral envelope. The cytoplasmic membrane showed focal positive staining at the sites of virus
attachment. At L hour after infection, reaction products were found on the envelope of the virus in
the phagocytic vacuoles and on the walls of these vacuoles. The localization of the staining did not
alter until 4 hours after infection. At 5 hours after infection the nuclear envelope and parts of the
membranous structures in the cytoplasm were stained. At 6 hours after infection, when capsid
assembly began, the cell surfaces were stained throughout. At 12 hours after infection, when
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enveloped particles were released into the extracellular space, viral particles were enveloped by the
nuclear membrane or membranous structures in the cytoplasm. These membranes were stained
positively. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95: 817-828, 1991)

I緒  言

単純ヘルペスウイルス(HSV)の エンベロープには,

7種類の glycoproteinが存在するが,その役割や感染

細胞内での分布は不明である02).角膜ヘルペスでは,

細胞性免疫の関与する実質型角膜炎において,glycO‐

proteinが 感染細胞の表面抗原として病態の成立に関

与していると考えられている
3)が,その詳細は明らか

ではない。glycoproteinの 一つで,中和抗体の主要標

的と考えられている glycOprOtein D(gD)を取 り上げ

てみると,HSV感染細胞における gDの局在について
は,こ れまでに螢光抗体法を用いて観察され,細胞膜
に局在することが確かめられている

4)～ 6)が,細胞内の

局在を超微形態学的に検討したものはない。また,従
来から広く行われている免疫沈降法を用いた生化学的

手法では,感染 2～ 3時間以降に新たにgDが産生さ

れ始めることが明らかになっている
7)～ 9)が,感染細胞

の膜に存在する新生 gDと 新生ウイルスのエンペロー

プ中に存在する gDと を区別することができず,詳細
な検討の妨げとなっていた

2)。

今回,抗 gDヒ トモノク

ローナル抗体を用いて電子顕微鏡 (電顕)的酵素抗体法

を行い,感染細胞内の gDの局在を経時的に初めて観

察することができたので報告する。

II 実験方法

1.培養細胞とウイルス

培養細胞には,継代培養した Sweden inditute rab‐

bit cOmeal cell(STRC細 胞)を使用した。増殖には,

Eagle's minimal essential mediumに 10%の calf

serum(KC Blological,Inc.)お よび penicinin(100

U/ml),streptomycin(100μ g/ml)を加えたものを使

用した.維持には,calf serumを 2%と した。ウイル

スは,角膜ヘルペス患者の角膜擦過材料から分離した

HSV l型の Moto株を使用した。その感染価は,mi―

crotiter法 にて1068TCID50/mlで あつたo

2.ⅡSVの接種

Cover sHp上 に SIRC細胞の 1■onolayer(3～ 4× 105

cens/cover sHp)を作製した後,multipHcity of inた c―

tionが 10前後になるように,HSVを 含む medium O.5
mlを角チュープ中に入れ,37℃ で 1時間吸着させた。

その後,cover slipを phosphate buffer solution

(PBS)で 3回洗い,新 しい培養液を含む角チューブに

移し,37℃ で培養した。吸着後 0, 1, 2, 3, 4,

5, 6,12時間の 8時点に cover shpを 取り出し,以

下の検索に当てた。

3.観察方法

1)通常の電子顕微鏡的観察

取 り出した cOver slip上 の HSV感 染細胞を PBS
で洗浄後, 2%グ ルタール・アルデヒドで 4時間固定 ,
2%オ スミウム酸で再固定し,脱水後エポンに包埋 ,
重合した。ガラス面を軽く加熱し,エ ポンブロックか

らcover shpを取 り除いて トリミング後,超薄切片を

作製し,酢酸ウラニール・鉛二重染色を行い,電子顕

微鏡で観察 した。超薄切片の作製 には LKB 2128

Ultrotomeを用い,電子顕微鏡は日本電子100CXを 80

kVの加速電圧で使用した.
2)電顕的酵素抗体法

電顕的酵素抗体法には,McLean&Nakaneの PLP

液 (periodate‐ lysine‐ paraformaldehyde)で , 5℃ 4

時間の固定を行った.染色は以下の手順で, 5℃ に氷

冷して行った.ま ず cover slpを取 り出し,PBS(pH
7.2,0.01M)で 1分間の洗浄を 3回行った後,10%庶
糖 お よび4× 10-5Mi digitonin加 phosphate buffer

(PB,pH 7.2,0.05M),15%庶糖加 PB,20%庶糖加

PBにそれぞれ 3時間浸漬し,20%庶糖加 PB+10%グ

リセリンに 1時間浸漬し,固定液の洗浄を行った。 ク
ライオスタット中で急速に氷結,自 然融解した後,10%

庶糖加 PBSで洗浄し,10%未感作正常山羊イムノグ
ロプリンで30分間前処理を行った。その後10%庶糖加

PBSで 10分間の洗浄を 3回行い,湿室中で抗 gDヒ ト

モノクローナル抗体 (20倍希釈)と 1晩反応させた。

10%庶糖加 PBSで 10分間 3回 洗浄後,ベ ルオキシ

ダーゼ標識抗 IgG F(ab')2抗 体 (40倍希釈)と 3時間反

応させた.10%庶糖加 PBSで 30分間の洗浄を 4回繰

Key words: Herpes simplex virus, Glycoprotein D, Immunoelectron microscopy, Monoclonal anti-
body, Cultured cells
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Fig. 1 Electron micrographs of HSV-infected cells of negative-control staining at 12 hours
after infection. (A & B: immunoelectron microscopy)
A. Many viral particles (arrows) are seen in extracellular space. Viral envelopes are not
stained at all. x 19,000 B. Nuclear envelope and cell surface are not stained at all.
x 8, 100
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Fig. 2 Electron micrographs of HSV-infected cells immediately after viral adsorption
(0 hour after infection). (A, B & C: standard, D & E:immunoelectron microscopy)

A. Viral particle is adherent to microvillus. x32,000 B. Envelope of viral particle is
fused to cell surface. x46,000 C. Left arrow shows enveloped particle in phagocytic

vacuole. Right arrow shows naked particle. x39,000 D. Viral envelope and surface of
microvillus are stained. x26,000 E. Viral envelope and cell surface fused with envelope

are stained. x36,000
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Fig. 3 Electron micrographs of HSV-infected cells at t hour after infection. (A: standard,
B : immunoelectron microscopy)
A. Phagocytic vacuole containing enveloped virions and naked particles are seen near by
nucleus. x16,000 B. Envelopeof virusinphagocyticvacuolesandwallsof thesevacuoles
are stained. x5,700
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Fig, 4 Electron micrographs of HSV-infected cells at 5 hours after infection. (A: standard,
B, C & D: immunoelectron microscopy)
A. Chromatin has become sparse but viral particles are not seen. x8,400 B, C & D.

Nuclear envelope and parts of membranous structures in cytoplasm are stained. B: x
25,000, c: x23,000, D: x4,400
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Fig. 5 Electron microgr:aphs of HSV-infected cells at 6 hours after infection. (A: standard,

B : immunoelectron microscopy)
A. Capsid assembly has begun, and viral particles (arrows) are seen in nucleus. x16,000
B. Nuclear envelope and parts of membranous structures in cytoplasm are stained more
intensely, and cell surface is stained througout. x5,000
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Fig. 6 Electron micrographs of HSV-infected cells at 12 hours after infection. (standard

microscopy)
A. Many viral particles are seen in nucleus and in extracellular space. x 12,000

B. Nucleocapsidincytoplasmisenvelopedbydoublemembrane. x34,000 C. Nucleocap-
sid in nucleus is enveloped by inner nuclear membrane. x37,000 D. Enveloped viral
particles are released into extracellular space through cytoplasmic vacuoles. x20,000
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Fig. 7 Electron micrographs of HSV-infected cells at LZ hours after infection.
(immunoelectron microscopy)
A. Nuclear envelope, cell surface, and parts of membranous structures in cytoplasm are

stained with the same intensity as 6 hours after infection. x6,400 B. Nucleocapsid
(arrow) in cytoplasm is enveloped by double membrane which is stained positively. x 46, 000

C. Nucleocapsid in nucleus is enveloped by nuclear membrane which is stained positively. x
42,000, D. Viral particles are released into extracellular space. Viral envelope and cell

surface are stained. x25,000
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り返した後, 1%グ ルタール・アルデヒドで 5分間処
理した。PBSで 5分間の洗浄を 5回行った後,DAB液
(30n■ g, 4‐ HCl diaininobenzidine+100111l pH 7.7ト リ

ス塩酸緩衝液)に 2時間浸漬し,0.004%H202加 DAB
液中で 5～ 10分発色させた。PBSで 5分間の洗浄を 3

回行った後, 2%オ スミウム酸で 2時間再固定した。
50%。 70%。 80%。 90%。 95%。 99.5%。 無水アルコー

ル系列で各 2～ 5分脱水した後,エ ポンに包埋,重合
した。エポンブロックからcover slipを 取 り除き, ト

リミング後薄切し,無染色で電子顕徴鏡観察 。撮影を

行った。

抗体は,1次抗体としてコスモ・バイオ社の抗 gDヒ

トモノクローナル抗体を用いた. これは,人 リンパ球
由来の IgGで,gDと その前段階である未熟な pgDと

に反応する10).2次抗体としてはタゴ社のペルオキシ

ダーゼ標識抗ヒトIgG F(ab')2抗 体 (山羊)を用いた。

酵素抗体法のコントロール染色としては,1)1次抗体
の省略,2)HSV非 感染培養細胞,3)1次抗体を他の
ヒトモノクローナル抗体 IgGで代用して,全 く染色性

の見られないことを確認した (Fig.1).Fig.1は 他の

ヒトモノクローナル抗体 IgGで代用 したコン トロー

ル染色で他の 2種類のコントロール染色は省略した.

他のヒトモノクローナル抗体 IgGと しては,日 本薬品

開発株式会社の肺癌,腎 癌に対す る抗体である
HuMolg ① SLNF10を用いた.

III 結  果

吸着直後の通常電顕では,接種したウイルスが培養
細胞の細胞膜に接して認められた.ウ イルスの侵入の

仕方には, ウイルスが細胞質の小突起により捕捉され

て (Fig.2A),細 胞質内の空胞に取り込まれて侵入す

る場合 (Fig.2C)と ,エ ンベロープが細胞膜に融合し
て (Fig.2B), ヌクレオカプシドが細胞質内に侵入す

る場合 (Fig.2C)が あった。免疫電顕では,接種した
ウイルスのエンベロープ上に反応陽性物質が認められ

(Fig.2D,E),小突起の細胞膜 (Fig.2D)と ウイルス

が融合した部の細胞膜 (Fig.2E)も 陽染されていた。

吸着後 1時間の通常電顕では, ウイルスを貪食した

空胞が核に近付くのが観察された (Fig.3A)。 免疫電

顕では,貪食空胞内のエンベロープと空胞の壁に反応
陽性物質が認められた (Fig.3B)。

吸着後 2, 3, 4時間の通常電顕では,核内クロマ

チンの粗琢化が徐々に進行したが,免疫電顕では,吸
着後 1時間における観察所見とほとんど同じであっ

日眼会誌 95巻  9号

た。

吸着後 5時間には,通常電顕ではクロマチンの粗承
化が進んでいたが, この時点ではまだ新生ウイルス粒

子は認められなかった (Fig.4A).免 疫電顕では,核
膜が部分的に染色され(Fi3 4B,D),細 胞質内の膜構
造の一部 (Fig.4C,D)に 反応陽性物質が認められた。
吸着後 6時間になると,通常電顕では核内に新生ウ

イルス粒子がヌクレオカプシドとして出現した (Fig.

5A).免疫電顕では,核膜のほぼ全周が染色され,細胞

質内の膜構造の一部の染色性が増強し,新たに細胞膜
も全周で染色されるようになった (Fig.5B).

吸着後12時間の通常電顕では, ウイルスがエンベ

ロープを獲得 して,細胞外に放出されていた (Fig.
6A)。 エンベロープの獲得は,内側核膜で行われる場合

(Fig.6C)と , ヌクレオカプシドが細胞質内の括弧状

の二重膜構造を利用 して行われる場合 (F暮 6B)が

あったが,後者の場合が多く認められた.その後ウイ
ルスは,空胞を通って細胞外へ放出された(F暮 6D).

免疫電顕では,核膜,細胞膜,細胞質内の膜構造の一

部に反応産物が認められた (Fi3 7A)が,吸着後 6時

間と比べて染色の範囲,強さは変わらなかった.エ ン
ベロープ獲得は,陽染された括弧状の二重膜構造(Fig.

7B)と ,核膜 (Fig.7C)を 利用して行われた。また ,

細胞外に放出されたウイルスのエンベロープ上にも染

色が認められた (Fig.7D).

IV 考  按
HSVが細胞に侵入する際には,通常電顕では二通
りの侵入の仕方が観察された.1つは, ウイルスが小
突起により捕捉されて phagocytosisに より侵入する

場合であり,他の 1つは,エ ンベロープが細胞膜に融
合 (島sion)し てヌクレオカプシドのみが細胞質内に侵

入する場合であった。免疫電顕で観察すると,反応陽

性産物は接種したウイルスのエンベロープ上と, ウイ

ルスに接した小突起の細胞膜や貪食空胞の壁,あるい

はウイルスが融合した部の細胞膜に認められた。予備

実験で非感染細胞には gDが存在しないことを確かめ

ており,染色されたこれらの膜の反応産物は接種した
ウイルス由来のものと考えられた。Glycoprotein E

(gE)の 局在を電顕を用いて観察した Paraら口)は, ウ

イルスの侵入直後にはウイルスの gEが感染細胞の細
胞膜へ移行すると述べており,gDも gEと 同様,ウ イ
ルスのエンベロープから細胞膜へ移行したと考えられ

た。しかし,Paraら の方法は未固定標本に peroxidase
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質内の膜構造を利用する場合がある14).今回用いた実

験系では内側核膜で buddingす る場合も認められた

が,naked particleが 細胞質内の括弧状の二重膜構造

に近づいてエンベロープを獲得することの方が多かっ

た.免疫電顕では核膜も括弧状の膜構造も今回使用し

た抗体とは反応した.使用した抗体は gDと もpgDと

も反応するため,染色された膜構造の glycoproteinの

成熟度については区別できないが,gDあ るいは pgD
の存在する膜を利用してエンベロープを獲得すること

が明らかとなった。エンベロープ上の glycoprotoinの

成熟については,内側核膜を利用してエンベロープを

獲得する場合について詳細に検討されている.つ まり,

内側核膜の glycoproteinは 未熟で15),これを利用した

ウイルス粒子のエンベロープ上の glycoproteinは核

膜腔内ではまだ未熟であり, ウイルス粒子がゴルジ装

置に運ばれてそこで成熟する13)と されている。一方,細

胞質内の膜構造を利用してエンベロープを獲得する場

合の glycoproteinの 成熟について検討 した報告は今

までにはなされていない.今回の通常電顕による観察
では,括弧状の二重膜構造でエンベロープを獲得した
ウイルス粒子はゴルジ装置を経由しないで,そ のまま

reverse phagocytosisに よって細胞外へ放出されてい

るので,二重膜上の glycoproteinは すでに成熟してい

るものと推定される。新居は“
),細胞質内の二重膜構造

の起源についてゴルジ空胞を想定しているが,成熟し
た glycoproteinを もつ二重膜構造の起源としては,や

はリゴルジ装置由来の膜が最も考えやすいのではない

だろうか。

欄筆にあたり, ご校閲頂きました調枝寛治教授に深謝い

たします。終始ご指導頂きました教室の坂田広志講師,広島

鉄道病院病理岩本俊之先生,広島記念病院吉田秀人先生に

厚く感謝いたします.本研究は,文部省科学研究費補助金
(課題番号01771414)の 補助を受けた。
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