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単純ヘルペスウイルスによる実験的網膜炎と視神経内

ウイルス伝播形式の免疫組織化学的研究

第 1報 接種眼網膜および同側視神経の検索

松島 正史1),宇山 昌延1),大山 昭夫2),上山 禎造3),杉本 哲夫3)
1)関西医科大学眼科学教室,2)関西医科大学微生物学教室,3)関西医科大学第2解剖学教室

要  約
単純ヘルペス網膜炎の発症機序と視神経内伝播経路を明らかにするため,SDラ ットの片眼硝子体内に単純
ヘルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)を 接種 し,ウ イルス接種後 1日 から7日 の連日にわたって接種眼網膜,接種

側視神経におけるウイルス抗原の局在を免疫組織化学法を用いて経時的に観察した。接種後経過日数に対応 し

て HSV‐ 1ウ イルス抗原陽性構造物は末梢から中枢へ順次推移していることが明らかになった。すなわち,硝

子体内に接種されたウイルスは, まず Muler細胞基底部から網膜内に侵入 した。その核内で増殖した後,周

囲の神経細胞に cell to cellで伝播 し, さらにそれぞれの神経細胞の核内で増殖 したウイルス粒子は,神経突

起を通って他の神経細胞に伝播 した.ま た,ウ イルス粒子の視神経内移動には,ま ず神経線維にウイルス抗原

がみられ,そ の後,神経の長軸方向に沿って不連続的に,ウ イルス抗原陽性の神経膠細胞の一群が配列した。

以上の結果,ウ イルスが視神経の軸索内を中枢側へ移動すること,そ の途中で軸索から出て神経膠細胞に伝播

することが確認された。 (日 眼会誌 :97:474-482,1993)
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Abstract
In order to examine transfer of herpes simplex virus tyae 1 (HSV-l) in the retina and optic nerve

in rats with experimental retinitis, an HSV-1 suspension (Miyama strain, 1X107 plaque-forming units
per ml, 10pl) was inoculated into the vitreous body. One to seven days after HSY-1 inoculation, the
animals were perfused through the heart with Zamboni's fixative. Fifty-pm-thick cryostat-cut
sections through the retina and optic nerye were immunostained for HSV-1 antigen with rabbit
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anti-HSV-l antiserum and avidin-biotin-peroxidase complex. Some sections were counterstained with
hematoxylin. At an early stage of the postinoculation period, HSV-1 immunoreactivity was first seen

in the cytoplasm of Miiller cells and then in various cells of the inner nuclear layer. HSY-I immuno-
reactivity was extremely dense in the nuclei of these cells, suggesting that HSY-1 replicates in the
nuclei and propagates through the cytoplasm to the membrane of cell processes. At a later stage of
the postinoculation period, HSV-1 immunoreactivity was seen in some retinal ganglion cells and optic
nerve fibers. The labeling of the optic nerve fibers was found even in the optic tract and often
accompanied by labeled glial cells adjacent to the nerve fibers. (J Jpn Ophthalmol Soc g7: 474-482,
1ee3)

Key words Herpes virus retinitis, Ilerpes simplex virus infection, Transfer of virus in optic nerve,
Experimerntal retinitis, Immunohistochemistry

I緒  言
ぶどう膜炎の原因として,ヘルペス科 ウイルスが重

要な位置をしめており,特に単純ヘルペスウイルス 1

型および 2型 ,水痘・帯状ヘルペスウイルス,サ イト
メガロウイルスは重篤な網膜炎を起こす 1)～ 3).

単純ヘルペスウイルスによる網膜炎,視神経炎およ
び脳炎については,種々の神経親和性ウイルス接種法
により,その発生機序やウイルス伝播経路,免疫との

関係などの研究が行われてきた4)-20)。 また グ%グ物 に

おいても網膜の培養細胞を用い,各網膜細胞のウイル
スに対する感受性の違いが指摘されている21).さ らに

ヘルペスウイルス性網膜炎および脳炎の成人の剖検例

の網膜,視神経,脳においてウイルスの局在を免疫組

織化学法を用いて調べた報告があり22),罹 患眼網膜の

全層および一部網膜色素上皮細胞内,患側視神経の神
経膠細胞,脳内にウイルス抗原を証明しており,眼球

と脳の間を視神経経由でウイルスが伝播することを示

唆している。

今回,我々は SDラ ットの片眼の硝子体内に単純ヘ

ルペスウイルス 1型 (HSV‐ 1)を接種 し,接種眼およ
び同側視神経内における接種後 1日 目から7日 目まで

のウイルス局在の経時的変化を免疫組織化学法を用い

て詳細に観察したので報告する。

II 実験方法

使用ウイルスは,京都大学ウイルス研究所から分与
された単純ヘルペスウイルス 1型 ミヤマ株を関西医科

大学微生物学教室にて継代培養しているものを用い

た。ウイルスは単層に培養した教室継代のアフリカミ

ドリザル腎由来の株化細胞であるVERO細胞にMOI
(multiplicity of infection)0.01に てウイルス浮遊液

を感染させ,3%牛 胎児血清を含むイーグル MEM培
地「ニッスイ」にて 3日 間,37℃ に培養した後, 2度

凍結融解を行い 4°Cにて 5,000回 転, 5分間遠心した

上清を-80℃ にて凍結保存したものを使用前に融解し

ウイルス浮遊液 として用いた。実験動物として, 6週

齢,体重 200gの SDラ ットの雄を用いた。各ラットは

HSV‐ 1を含む主要ウイルス (単純ヘルペスウイルス 1

型および 2型,水痘・帯状ヘルペスウイルス)の血清
の中和抗体価を測定し, ウイルス接種前にこれらウイ

ルスに対し感染のないことを確認した。

HSV‐ 1ウ イルス浮遊液をハンクス緩衝生理食塩水

(HBSS)に て希釈 し 1.0× 107plaque_forming units

(pfu)/mlに 調整,マ イクロシリンジを用いて 10 μlを

エーテル麻酔下にラットの片眼の輪部強膜から硝子体

内に接種した。また対照として HBSSのみを 10 μl,
ラットの片眼硝子体内に接種した。硝子体接種後 1日

目から毎日前眼部および眼底を細隙灯顕微鏡,倒像検
眼鏡にて観察した。また,接種後 1日 目から7日 目ま
で各 3か ら 5匹のラットをエーテルにて麻酔後, ピク

リン酸加 2%パ ラホルムアルデヒド溶液(ザ ンボニ液)
にて灌流固定し,脳,視神経,眼球を摘出し,25%サ ッ
カロースにて 3日 間浸透,cryostatを 用いて組織を 50

μmに薄切した。各切片に対して,以下の如くAvidin―
biotin‐peroxidase complex(ABC)法 を行った .

1)pH 7.3,0.lMの燐酸緩衝生理食塩液 (PBS)
にて 3回洗浄 .

2)2%正常ヤギ血清に 20分間反応させて非特異反
応を除去 .

3)抗 HSV‐1ポ リクローナル抗体 (家兎血清,DA‐

KOPATTS社製を 800倍 に希釈)を一次抗体 として
4時間作用させた。

4)PBSに て 2回洗浄 .
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5)Biotin化 した抗家兎 IgG抗体を二次抗体 として

1時間作用させた。

6)PBSで 2回洗浄.
7)Avidin‐ biotin‐peroxidase complexを 2時間作

用させた。

8)PBSで洗浄.
9)ト リス塩酸緩衝液 (50 mM)で 洗浄 .

10)Diaminobenzidine(DAB)に 過酸化水素溶液を

加えたもので 2分間反応させた。

一部の切片はさらにヘマ トキシリン対比染色を行っ

た.な お ABC法にはVECTOR社製染色キットを用
いた。免疫染色の対照実験には,(1)HSV‐ 1抗血清に

換えて,正常家兎血清を使用 した。(2)接種した HSV・

1によって,HSV‐ 1抗血清を吸収した。(1)(2)の 染色

標本上,特異的にHSV‐ 1抗原陽性を呈する細胞や神
経線維が出現しないことを確認した.

これらの標本を光顕にて観察した。

III 結  果

1.臨床的所見

前眼部にはほとんどのラットにおいて特別な所見を

みなかった。一部のラットの前房内に炎症性細胞が接

種後 1日 目にみられた。眼底所見は透見可能であった

すべてのラットにおいて網膜静脈の拡張蛇行,網膜の

出血斑,視神経乳頭の発赤腫脹をみた。網膜静脈の拡

張蛇行,視神経乳頭の発赤腫脹は接種後 1日 目からみ

られ,網膜の出血斑は接種後 3日 日からみられた。対

照のラットの前眼部には特別な所見をみなかった。眼

底には軽度の静脈の拡張を認めた以外,特徴的な所見

をみなかった。

2.免疫組織化学的所見 (光顕的観察 )

免疫組織化学法による検索では,早いものでは接種

後 1日 目から接種眼網膜内 (3眼中 1眼,33%)に ,

HSV‐ 1抗原陽性物質がみられた。組織学的には図 1の

如く,内顆粒層内の細胞核 とその胞体の一部が染色さ

れていた。

2日 目には網膜内の HSV-1抗原陽性物質は,図 2

の如く,内顆粒層内の核,神経節細胞層内の核,内境
界膜から外境界膜に達する Muner細胞の胞体に見ら

れた。

3日 目には 5眼中 3眼 (60%)の 網膜神経線維層内

に HSV‐ 1抗原陽性物質がみられた。図 3aは HSV・ 1

抗原陽性の神経節細胞体を示す。図 3bの線維層内に

HSV‐ 1抗原陽性の一筋の横走する軸索突起がみられ
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た.図 3cは 4日 目の視神経乳頭付近の網膜である。神

経線維層内に HSV‐ 1抗原陽性の大量の神経線維がみ

られた.ま た,図 4a,bの如く3日 目の同側視神経内
にも HSV‐1抗原陽性神経線維がみられた .

さらに 3日 目の網膜内においては図 5a,bの如く,

HSV‐ 1抗原陽性アマクリン細胞をはじめとする内顆

粒層の神経細胞が神経突起を出している所見,図 6a,

bの如 く神経突起を介して神経節細胞に HSV‐ 1抗原

陽性物質が移行している所見がみられた .

4日 目以降は,網膜内における HSV‐ 1抗原陽性部

位の接線方向への拡大がさらに進行し,組織学的には

図 7a,bの如く内網状層内の神経突起の HSV‐ 1抗原

陽性物質が顕著となった。また,図 8の如く少数なが

ら外顆粒層内の視細胞にもHSV‐ 1抗原陽性物質がみ

られた。

5日 目以降の視神経内においては球後から視交叉 ,

視索までの全長に長軸方向に不連続的に HSV‐ 1抗原

陽性神経膠細胞の一群がみられた。視索における神経

膠細胞の HSV‐ 1抗原陽性物質は対側だけでなく同側

視索内にもみられた。図 9a,bは ,ウ イルス接種側視

神経にみられた HSV‐ 1抗原陽性神経膠細胞を示す。

6日 日,7日 目には,網膜内の病巣の中心部 (図 10)

においては HSV‐ 1抗原陽性の M●1ler細 胞胞体はみ

られず,神経線維層から外網状層までの網膜内層には

HSV‐ 1抗原陽性物質が強くみられ,網膜の層構造も部

分的に崩壊 していた。外顆粒層内の細胞は少数に

HSV‐ 1抗原陽性物質をみるのみであった。病巣の辺縁

部においては,中心部と対照的に網膜の層構造は保た

れ HSV‐1抗原陽性の M011er細 胞胞体がみられた。

IV 考  按

HSV‐ 1を実験動物の 1眼の硝子体内に接種し接種

眼におけるウイルスの局在を調べた結果は現在までに

数編報告されている.吉岡ら4)5)は有色家兎の接種眼に

おけるウイルスの局在を電顕で観察するとともに,一

次抗体としてウイルスのヌクレオカプシドに対するモ

ノクローナル抗体を用いてABC法にて光顕で観察し
た。その結果,硝子体に接種されたウイルスはまず

M●1ler細胞の基底部に出現し,ついで内顆粒層の神経

細胞に移行,その核内で増殖した後,周囲の内顆粒層

の細胞,神経節細胞,外顆粒層の細胞に移行して増殖

したと述べている。今回の研究においても,接種 1日

目に内顆粒層内の細胞核とその胞体に HSV‐ 1抗原陽

性物質がみられ,2日 目以降には内顆粒層内の HSV‐ 1
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図 1 接種 1日 目,接種眼網膜 .
内顆粒層内の細胞核,お よびその胞体に HSV‐ 1抗原
陽性物質がみられる.ABC法 とヘマ トキシリン対比染
色,(× 400)

a

26 pn

60 pm

図 2 接種 2日 目,接種眼網膜 .
HSV-1抗原陽性物質が,内顆粒層内および神経節細胞
層内の細胞核,M道ller細胞の胞体にみられる。ABC
法,(× 400)

図3a 接種 3日 目,接種眼網膜 .
HSV-1抗原陽性の神経節細胞の核を示す。ABC法 とヘマ トキシリ
ン対比染色,(× 800)

図 3b 接種 3日 日,接種眼網膜 .
内顆粒層内の核,内網状層内に HSV‐1抗原陽性物質がみられるが,
さらに神経線維層内にHSV‐ 1抗原陽性の一筋の横走する神経線維
がみられる (矢印).ABC法 ,(× 800)
図 3c 接種 4日 目,接種眼網膜視神経乳頭近傍 .

神経線維層内に HSV‐ 1抗原陽性の大量の神経線維がみられる.
ABC法 とヘマ トキシリン対比染色,(× 400)
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a                                              b

図 4a,b 接種 3日 目,接種眼球後約 3mmの 視神経内.
HSV‐ 1抗原陽性の神経線維がみられる(矢印).a:ABC法 ,(× 800)b iABC法 とヘマ トキシリ
ン対比染色,(× 800)

25′:
■■

a                                              b

図 5a,b 接種 3日 目,接種眼網膜 .
内顆粒層内に核を持つ神経細胞の細胞核と神経突起にHSV‐ 1抗原陽性物質がみられる.ABC法 と
ヘマ トキシリン対比染色, a:(× 400), b:(× 800)

50 pm

|■

■

a                                              b

図 6a,b 接種 3日 日,接種眼網膜 .
HSV‐ 1抗原陽性を示す内顆粒層の神経細胞間,あ るいは内顆粒層の神経細胞と神経節細胞間におい
て神経突起による連絡がみられる。ABC法 とヘマトキシリン対比染色,(× 400)
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日 饉
図8 接種 5日 目,接種眼網膜 .

少数ではあるが HSV-1抗原陽性物質が視細胞の核に

もみられる.ABC法 とヘマトキシリン対比染色,(×
800)

抗原陽性細胞核が増加した。また,神経節細胞層と少

数の外顆粒層内の細胞に HSV‐ 1に抗原陽性物質がみ

られた.こ れらの HSV‐ 1抗原陽性部位の経過から,
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ラットにおける HSV‐ 1接種後早期のウイルスの移動

は家兎と同様の経路および経過,すなわち,硝子体に

接種したウイルスはまず Moller細胞に感染し,cen to

cellに周囲の神経細胞に伝播し,次にシナプスを介し

て他の内顆粒層に核を持つ神経細胞,神経節細胞およ

びわずかであるが,祝細胞に伝播の経路をたどること
が明らかになった .

Hollandら 6)は ,Muller細 胞が HSVの 付着 と取 り

込みに強い感受性を持っていることを示した。今回の

研究結果においても,Muner細胞には HSV‐ 1抗原が

早期から強くみられた。

さらに,Muller細胞から神経細胞へのウイルスの伝

播は,細胞膜を介した cen to cellの移行によると思わ

れるが,今回の結果では,HSV‐ 1抗原陽性物質をみた

神経細胞が神経突起によって連絡している所見, さら

に病巣辺縁部における内網状層の HSV‐1抗原陽性部

位の拡大がウイルス接種後 4日 日以降に顕著になるこ

とから,その後の網膜におけるウイルスの垂直および

接線方向への伝播は主に内・外網状層に豊富な神経細

胞間シナプスを介して行われるであろうことが示唆さ

れた。

Norgrenら 7)は ,ゴ _ルデンハムスターの上丘,視床

下部,視交叉に単純ヘルペスウイルス 1型を接種する

HSVに よる実験的網膜炎と視神経内ウイルス伝播形式 。松島他

60 I n

a                                              b

図7a,b 接種 5日 日,接種眼網膜中間部から後極部 .
HSV‐1抗原陽性物質が内顆粒層,お よび神経節細胞層内の細胞核,M011er細 胞胞体 ,

そして内網状層,外網状層に帯状に広範囲にみられる。ABC法, ai(× 80), b:
(× 400)
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図 9a 接種 5日 目,接種側視神経 .
視神経の長軸方向に不連続的に HSV‐ 1抗原陽性神経

膠細胞の核と胞体がみられる。ABC法とヘマ トキシリ
ン染色,(× 400)
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図9b 接種 7日 目,接種側視神経 .
HSV‐ 1抗原陽性神経膠細胞が増加し,団塊となってい

る。ABC法 ,(× 400)

と視神経線維を逆行性に輸送された後に,網膜にウイ
ルス抗原が出現することをABC法にて観察してい
る。彼らは網膜内でウイルスが神経節細胞から双極細

胞, さらに視細胞へと逆行性にシナプスを介した伝播

をすると考えているが,今回のウイルス硝子体内接種
においてもシナプスを介した伝播が主体であると思わ

れた。特に今回の結果は,Norgrenら 7)の示したウイル

スの輸送方向とは逆向きの,順行性神経内輸送が存在

していることを不している.

またウイルス接種後 7日 目の免疫染色所見から,網
膜炎後期における網膜層構造の崩壊は,感染したMu‐
ner細胞が崩壊し,各層内の細胞配列が乱れた結果生
じたものと思われた。

網膜の各細胞のウイルスに対する感受性に関する研

究報告では,特に視細胞における感受性の差異が動物

間において,ま た同一動物でもれ υグυο,,・πυグ′
"の
間

で異なることが報告されている21)。 今回の SDラ ット

においては,視細胞は他の神経細胞や Muller細 胞に

比べ比較的ウイルスに対する感受性が低いと考えられ

チこ.

本研究で 1日 から 7日 目まで実験的網膜炎を追跡し

たが,臨床報告23)～ 26)におけるヘルペス性網膜炎の晩期

に網膜の層構造が崩壊すること, ウイルス粒子, ウイ

ルス抗原が網膜神経節細胞層,内顆粒層に核を持つ神

０

・

図 10 接種 7日 目,接種眼網膜.
病巣の中心部では,HSV‐ 1抗原陽性物質はMoller細
胞の胞体にはもはやみられず,神経線維層から外網状
層までの網膜内層に強く沈着し,網膜の層構造も崩壊
していた。外顆粒層内の細胞核には少数にHSV‐1抗

原陽性物質をみるのみであった.ABC法 とヘマトキシ
リン対比染色,(× 400)
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経細胞を中心にみられたことから,今回のラットのモ

デルがヘルペス性網膜炎の病理をよく反映していると

思われた。

眼球から中枢神経系へのウイルスの移動は, ウイル

スを前房内に接種した場合は毛様神経経由,視神経経
由,血行性など複数の経路が考えられており3)～ 14),接

種側の視神経をウイルス接種に先立って切断しても非

接種眼網膜に網膜炎が起こることから視神経経由以外

のルートの存在が強く疑われている").し かし硝子体

内接種の場合はウイルスは血行性に15),あ るいは視神

経内を軸索内輸送により16)17),ま たは,神経膠細胞を
cen to cellに D脳へ移動すると考えられている。特に,
Kristenssonら 10に よる家兎の 1眼硝子体内に単純へ

ルペスウイルス 2型を接種した実験において網膜神経

線維層内の軸索と対側の外側膝状体内にほぼ同時期に

ウイルスを確認した報告や,吉岡ら17)による視神経の

球後から視交叉にいたる全長の神経膠細胞の核にウイ

ルス抗原が同時に出現した報告など, ウイルスの移動

速度から軸索内輸送によるウイルスの移動が考えられ

ている。今回の研究では,接種 3日 目に,網膜の神経
線維層内から視神経内へ続く神経節細胞の軸索にまず

HSV‐ 1抗原陽性物質が認められ,その後に視神経内に

長軸方向に不連続的な HSV‐ 1抗原陽性神経膠細胞の

集団を認めたことからウイルスが脳内に伝播するルー

トは軸索内輸送によることが確認された。

また,ウ イルスの軸索内を順行性に移動する速度は,

3～ 5mm/h27)ま たは 2～ 10 mm/h23)と 報告 されてお

り, これは順行性軸索輸送の内の早い軸索輸送29)に相

当すると思われる。今回接種後 1ないし7日 目にウイ

ルスが移動した最遠部位は,従来言われている軸索輸
送の速度に照らして妥当である。

今回の視神経,視索の所見では,特にウイルス接種

眼と同側の視索において,若干の神経線維と周辺の神

経膠細胞が HSV・ 1抗原陽性を塁した。ラットの視交

叉における非交叉線維は少数存在し30),ア ルビノラッ

トにおいては有色ラットよりもさらに少数であると言

う.ウ イルス接種側の視索に今回認められた標識は,

これらの線維の存在を示したものと言える。

結論として,今回の実験において, ラットの片眼硝

子体内に接種された HSV・ 1は接種後早期に,網膜の
M●1ler細胞膜に吸着して,M■ ler細胞内に移行し,そ
の核内において増殖した.そ の後, ウイルスは細胞膜

を介して cen to cellに周囲の神経細胞に伝播し,さ ら

に,そ の核内において増殖するとともに神経細胞の神
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経突起およびシナプスを介 して他の神経細胞へ と伝播

してい くことが示 された。 また,同側視神経内におい

ては, ウイルスは感染 した神経節細胞の核で増殖 し,

その胞体内にでて,軸索突起に入 り軸索流によって順
行性に中枢へ と運ばれ,その途中で軸索突起から放出

された ウイルスが周囲の神経膠細胞に感染 し増殖する

ことが確認された。
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