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単純ヘルペスウイルスのマウス硝子体内接種後の

細胞障害性Tリ ンパ球活性について

津 村   清

広島大学医学部眼科学教室

要  約

実験的に,マ ウスの硝子体内に単純ヘルペスウイルス (HSV)を接種 した群 と角膜に HSVを 接種 した群の

両群において,そ れぞれ所属 リンパ節および牌臓から細胞障害性 Tリ ンパ球 (CTL)を 誘導 し,そ の活性度に

ついて比較検討 した。方法は硝子体内接種群 と角膜接種群ともに,接種後 2週時まで,経時的に所属 リンパ節

と牌臓 を摘出し,各 々の CTL活性を測定 した。また,接種後 6日 時に耳介にHSVを 接種 した後,耳介の厚 さ

を測定することによって,遅延型過敏反応の程度 も検討 した。接種後 10日 時まで,牌臓の CTL活性は,硝子

体内接種群 と角膜接種群 との間に有意差はなかった。一方,リ ンパ節の CTL活性は,硝子体内接種では角膜接

種群に比べて有意に低 く,ま た硝子体内接種群 における遅延型過敏反応の程度は,角膜接種群に比べて有意に

少なかった。この結果は,硝子体内接種においては,い わゆるanterior chamber associated immune devia‐

tion(ACAID)と 同様の現象が起きていることを示す。(日 眼会誌 97:820-826,1993)
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Abstract

After inoculating mice with herpes simplex virus (HSV) by a corneal or intravitreal route,

cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity in the cervical lymphnodes and spleen was assayed. The spleen

and cervical lymph nodes were removed at various points till 2 weeks after inoculation, and CTL

activity was assayed in a groups: (A) mice intravitreally inoculated with HSV, and (B) mice with
topical apptication of HSY. The reactivity of delayed type sensitivity was determined by the thickness

of the mouse ear pinna on the 6 th day in both groups. CTL activity in the spleen was at the same level

in both groups. Up to 10 days after inoculation CTL activity in the cervical lymph nodes in group (A)

was lower than in group (B). The reactivity of delayed type sensitivity in group (A) was lower than

in group (B). These results indicate that an anterior chamber associated immunue deviation
(ACAID)-like phenomenon occurred after HSV inoculation into the vitreous cavity. (J Jpn Ophthal'
mol Soc 97 : 820-826, 1993)

Key words : Herpes simplex virus type 1, Intravitreal inoculation, Cytotoxic T lymphocyte, Anterior
chamber associated immunue deviation

別刷請求先 :734 広島市南区霞 1-2-3 広島大学医学部眼科学教室 津村  清

(平成 4年 12月 28日 受付,平成 5年 3月 8日 改訂受理)

Reprint requents tO:  Kiyoshi′ rsunlura,ヽ4.I).    I)epartment of()phthalm01ogy,:Hiroshinla University School of

Mledicine.1-2-3 Kasunli,NIinaini_ku,HirOshima 734,Japan

(Received Decernber 28,1992 and accepted in revised fOrin NIarch 8,1993)



平成 5年 7月 10日

I緒  言

単純ヘルペル ウイルス (HSV)は,眼科領域では以

前から樹枝状角膜炎や円板状角膜炎の原因ウイルスの

一つとして知 られていたが,近年になって,急性網膜

壊死,いわゆる桐沢型ぶどう膜炎 も HSVや帯状ヘル

ペスウイルス (VZV)の眼内感染によって生じること

が Culbertsonら 1)に よって明らかにされた。その後 ,

ウイルス学的にも組織学的にも HSVや VZVが原因

ウイルスであるとする報告は数多 くなされている。 し

かし,急性網膜壊死に関する免疫学的な分野について

は,こ れまで実験的に HSVを硝子体内に接種 し,遅延

型過敏反応 (DTH)が抑制されるとした Metzgerら 2)

の報告と,HSVの 硝子体内接種では DTHは抑制 され

るが,液性免疫は抑制されないとした Athertonら 3)の

研究があるだけである。しかし,著者の調べた範囲内

では,HSV感 染からの回復に重要な役割を果たす と

考えられている細胞障害性 Tリ ンパ球 (CTL)に つい

て研究したものはない。

今回,マ ウスの硝子体内に HSVを接種 し,細胞性免

疫のうちCTLと DTHについて検討 したので,そ の

結果を報告する。

II 実験方法

1. ウイルス

角膜ヘルペス患者から分離した HSVI型 (Moto株 )

を使用した.感染価は 1× 10●
2T CID50/mlで

あつた。

2.実験動物

6週齢,雄 C3H/Heマ ウスを用いた。

3.ウ イルス接種方法

1)角膜接種 (図 1)

硝子体内接種の結果 と比べ るため角膜接種を行っ

た.ま ず,生理食塩液で 10倍 に希釈 した pentobarbital

sodium O.15 mlを 腹腔内に注射 して麻酔 した後,27
ゲージ針で左 眼角膜 を乱切 した。その後,10 μlの

HSV液を滴下 し,眼球マッサージを行い感染させた。

2)硝子体内接種 (図 1)

硝子体内接種 も角膜接種群 と同様な方法で麻酔 し

た.次いで,角膜輪部からlmm後 方の強膜を幅 0.2

mmの 自作ランセ ットで穿刺した。引き続き,25 μlの

マイクロシ リンジに接続 した外径 0.15 mmの ガラス

毛細管を刺入し,前 もって吸引しておいた 10倍 に希釈

した HSV液 2 μlを硝子体内に注入し,次いで空気を

送 り,HSV液 の眼外への漏出を防いだ。

空 気

径 015mm

図 1 角膜接種と硝子体内接種の方法.

HSV i単純ヘルペスウイルス

3)皮下接種

角膜や硝子体内接種群の遅延型過敏反応の陽性対照

とするために,マ ウス背部皮下に HSV液 0.l mlを接

種 した。

4.CTL活性の測定

角膜接種群ならびに硝子体内接種群 ともに,HSV接
種前(接種後 0日 ),お よび接種後 3, 5, 7,10,14
日の各時点においてマウスの牌臓 と頸部 リンパ節を摘

出して,下記のように二次刺激を行 う平川4)の 方法に

従って HSV特異的 CTL活性を測定した.

1)E∬ectOr細胞の調整 (図 2)

Stimulator細 胞 として HSV非接種マウスの牌単

核細胞を,responder細胞 として HSVで感染 させた

各群のマウス牌単核細胞をそれぞれ分離 して使用 し

た。両者の比が 1:5と なるように混合して 37℃ とし

た 5%C02イ ンキュベーターで 4日 間培養 し,二次刺

激を与えたものを erector細 胞 とした。EfectOr細 胞

は, HankS'balanCed Salt S01ution(HBSS, 日水)

で 2回洗浄 した後,trypan blue法 で生細胞数を算定

し,細胞数を 1× 106/mlに 調整 した。

2)標的細胞の作製 (図 3)

標的細胞 として L929細胞を使用した。3,700 KBq/

mlの 3H_prolineを
含む Eagle's minimum essential
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Res,onder
接種 CもH/He

胞
ゥ

細

マ

↓

膊臓またはリンパ節の細切

Stinlulator糸 田胞
非接種 C3H/Heマ ウス

↓

牌臓の細切

↓

HSVを 2時間感染

↓

細胞数を 4× 105/mlに調整細胞数を2× 106/mlに 調整

37℃ で4日 間混合培養

↓

生細胞数を算定

↓

Effector f'fi[E

図 2 Erector細胞の調整

HSV i単純ヘルペスウイルス

標的細胞
L‐ 929細胞

↓
3H‐ prolineで 標識

↓

HSVを 2時間感染

↓

細胞数を1× 106/mlに 調整 細胞数を5× 104/mlに調整

L______________」
|

37℃ で4時間培養

↓

細胞障害性試験

図 3 標的細胞の作製

HSV:単 純ヘルペスウイルス

medium(MEM)で ,こ の L929細胞を 2日 間培養 し

標識 した.次いで,ト リプシン処理を行い,HSVで 2

時間感染 させた後,HBSSで 2回 洗浄 し,Roswell

park memOrial institute l,640液 (GIBCO)に浮遊

させて細胞数を 5× 104/mlに調整した。

3)細胞障害性試験

上記のように調整 した標的細胞 とe“ector細胞浮

遊液を丸底の 96 well micro testplateに erector細 胞

数 と標的細胞数の比が 20:1と なるように分注 し,

1,200回転で 5分間遠沈した.そ の後,37℃ の 5%C02
インキュベーター中で 4時間培養 した.培養後,培養

上清中の放射能活性を測定し,下記に示した式に測定

値を当てはめて percent lySisを 求めて細胞障害性の
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程度を算出した。

Percent lysis=:ギ
)三:8-× 100

A:標的細胞 とerector細 胞 を混合培養した培養

液の上清 100 μl中 に含まれる3H放射能活性

B:5× 103個 の標的細胞に標識 された3H放射能活

性×1/2

Ci非接種マウスの牌細胞 と標的細胞を混合培養 し

た培養液の上清 100 μl中 に含まれる3H放射能

活性

4)抗 Lyt‐ 2.1モ ノクローナル抗体処理

今回検討 した リンパ球が CTLで あるかどうかを確

認するために,モ ノクローナル抗体を使用して下記の

ように検討 した。

E“ector細胞の作製は,1)と 同様に行った。硝子体

内接種後 7日 時の牌細胞か ら誘導 した erector細 胞

に,抗 Lyt‐ 2.1モ ノクローナル抗体 (cedarlane,USA)

を加えて, 4℃ で 60分間反応 させた。次に,補体 ,

Low‐ Tox‐M(cedarlane,USA)を 添加し,37℃ で 60

分間反応 させた後,2)3)の 手順で細胞障害試験を行 っ

た。抗 Lyt‐ 2.1モ ノクローナル抗体 と補体の調整は,山

代5)の 報告に従って最終希釈を 10倍 とした。

5.遅延型過敏反応測定法

HSVの 角膜接種群,硝子内接種群および皮下接種

群のそれぞれにおいて,HSV接 種後 6日 時に耳介の

厚さを測定 した後,左側耳介に不活化した HSV液を

接種した。対照 として右側耳介に Eagle's MEMを 接

種 した。耳介接種後 24時間時に耳介の厚さを測定 し

た。なお,Williamsonら
6)の 報告 した下記の式から,

接種前後の耳介の厚さの差をもって DTHの程度を算

定した.

遅延型過敏反応 =〔 (A― B)一 (C― D)〕 ×10-2mm

A:HSV接 種後の耳介の厚 さ

B:HSV接 種前の耳介の厚 さ

C:培養液接種後の耳介の厚 さ

Di培養液接種前の耳介の厚 さ

6.臨床的観察

硝子体内接種群のうち,接種後 14日 時に牌臓 と頸部

リンパ節の摘出を予定していたマウス 6匹について ,

接種後 1, 3, 5,7,10,14日 の各時点で,Zei%手

術顕徴鏡による前眼部検査 と,Nikon+33Dレ ンズと

ボンノスコープで眼底検査を行 った.

Effector ffiXE

|
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9.4と やや低下 した。なお,両群の間には,いずれの時

点においても有意差はなかった .

2)リ ンパ節の CTL活性 (図 5)

リンパ節の CTL活性は,角膜接種群では,HSV接
種後 5日 時に初めて認められた。HSV接種後 10日 時

には,CTL活性は 37.1± 3.3で最大 となり,14日 時に

は 28.3± 4.7と やや低下した。これらの経時的な変化

ならびに活性度の程度は牌臓の場合 とほぼ同じもので

あった。これに対 し,硝子体内接種群の CTL活性は
,

HSV接種後 7日 時になって初めて検出された。10日

時には 22.6± 9.0と 最大 とな り,14日 時には 18.3士

2.3と やや低下する傾向がみられた。両群の CTL活性

を比較すると,HSV接種後 5, 7,10日 時において ,

硝子体内接種群では角膜接種群に比べ細胞障害性は有

意に低かった (各 p<0.01,p<0.01,p<0.05)。

3)抗 Lyt-2.1モ ノクローナル抗体処理 (表 1)

抗体処理を しなかった場合 の CTL活 性は 18.7±

0.8,抗体処理を した場合には CTL活性は 3.2± 4.1

となり,抗体処理によって CTL活性は著明に低下 し

た.こ の結果から誘導された細胞は,Lyt‐2.1抗原をも

つ CTLと 考えられた。

2.遅延型過敏反応 (表 2)

耳介の厚さの程度は,硝子内接種群では 2.5± 3.1,

角膜接種群では 8.2± 3.1,皮下接種群では 6.0± 1.2

であった.硝子体内接種群の遅延型過敏反応は,角膜

接種群および皮下接種群 と比べて,有意に抑制されて

表 1 抗 Lyt‐ 2.1モ ノクローナル抗体処理と細胞障

害性 (硝子体内接種 7日 ,牌細胞 )

処  理 細胞障害性 (%)

(%)

III 結  果

1. CTL'舌性

1)1卑臓の CTL活性 (図 4)

牌臓のCTL活性は,石 :首 子体内接種群および角膜接

種群 ともに,HSV接 種後 5日 時に初めて検出された。

HSV接種後 10日 時には,CTL活性は硝子体内接種群

で 29.1± 6.7(平 均値士標準偏差),角 膜接種群では

32.2± 8.2で , ともに最大値を示 した。14日 時には硝

子体内接種群では 20.2± 8.4,角膜接種群では 23.2±

{ *u*ne

{ ra**nr*er+

4

接 種 後 曰 数

図4 牌細胞におけるCTL活性の経時的変化.

HSVを マウス硝子体内と角膜に接種し, 3, 5, 7,

10,14日 時に牌臓を摘出した。L929細 胞を標的細胞と

して使用した.Effector細胞と標的細胞の割合は20:

1と した。各時点の数はすべて 6である。

f *ml*ruet

{ m+r+nr*u*

*(pく 0.01)

ホ*(pく 005)

モノクローナル抗体,補体の希釈は 10倍

Effector:Target=20:1

(pく 0.01)(平均値±標準偏差)

表 2 遅延型過敏反応 (24時間)

接種方法  耳介肥厚の程度 (× 10-2mm)

細

胞

障

害

率

細

胞

障

害

率

抗体非処理

抗体+補体

18.7± 0.8(n=4)
3.2± 4.1(n=4)

14

接 種 後 日 数

図5 頸部リンパ節におけるCTL活性の経時的変化.

HSVを マウス硝子体内と角膜に接種し,3,5,7,
10,14日 時に牌臓を摘出した.L929細 胞を標的細胞

として使用した,E“ ector細胞と標的細胞の割合は

20:1と した。各時点の数はすべて 6である。

皮下接種

角膜接種

硝子体内接種

非接種

6.0± 1.2(n=10)

8.2± 3.1(n=10)

2.5± 3.1(n=10)
1.3± 1.3(n=10)

~~¬

¬  |
⊥1」

*(pく 0.01) “(p<0.05)

(平均値±標準偏差)
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いた (各 p<0.01,p<0.05)。

3.臨床的所見

6例中 4例で 5日 時から接種眼に虹彩炎が発症 し,

瞳孔は散瞳傾向を示した。その うち, 2例では強い炎

症のため虹彩炎後癒着を生 じ, また対光反応が消失 し

た。しか し, 7日 時をピークに虹彩炎は消退傾向を示

し,前房は透明となり,虹彩はそのまま萎縮 した。ま

た,そ の 2例は 10日 時から反対眼にも虹彩炎がみ ら

れ,散瞳傾向を示した。 しかし,角膜浮腫や角膜潰瘍

はみられなかった。

眼底は, 6例中 3例で 7同 時から接種眼に網膜炎が

発症した。発症眼では網膜血管は拡張し,多数の惨出

斑がみられた。また,そ の うち 1例はさらに炎症が増

強し,14日 時から硝子体混濁が強 くなり,眼底が透見

不能となった。また同時に, このマウスでは対側の非

接種眼にも 10日 時から網膜炎がみられたが,硝子体は

観察した 14日 時まで透明であった。

IV考  按

一般的に,HSV感染では HSVが cen to cen inた c‐

tionを示す ことから,そ の感染防御には細胞性免疫が

重要 と考えられている。細胞性免疫のうち主役を演 じ

ているのが,DTHで あるか CTLであるのか現在 もな

お考えは一致 していない7)が,HSVに対する免疫反応

を解明してい く上で,こ の DTHと CTLの 動態を調

べることは大切なことである。本実験では,硝子体内

に直接 HSVを接種することによってヘルペスウイル

ス性網膜炎のモデルを作製 して DTHと CTLの 動態

を検討 してみた.そ の結果,硝子体内接種では DTHの
抑制がみ られ,こ の点については Metzgerら 2)や

Ath‐

e■onら 3)の 報告と同様の結果が得 られた。一方,CTL
については,著者が調べた範囲内ではこの研究が始め

ての報告であるが,頸部 リンパ節の CTL活性は接種

後 7日 時まではほとんどみられなかったのに対 し,牌
臓では角膜接種の場合とほぼ同程度の数値と経時的な

変化を示 した.今回のこの DTHと CTLに関す る細

胞性免疫の結果は,Streneinら 8)が 提唱した前房内接

種における anterior chamber associated immune

deviation(ACAID)に 類似 している。 ACAIDと は,

前房内に各種の抗原を接種 した場合,細胞性免疫だけ

に限れば,牌臓の CTLは正常に誘導されるのに対 し

て,DTHは抑制される現象のことを言う。ヘルペスウ

イルスの前房内接種時にもACAIDが生じることはす

でに Whittumら 9)に よって報告 されているが,今回の
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結果 僻 臓の高いCTL活性 と,抑制 された DTH反
応)か ら,前房内接種時と同様に,硝子体内接種時に

も細胞性免疫については ACAIDと類似の現象が起 き

ることが確認された。なお,Jiangら 10)は,腫瘍細胞を

硝子体内に接種して DTHが抑制することを報告 して

いる。

梶原 1)は,HSVを角膜に接種 した場合,頸部 リンパ

節の CTL活性は牌臓のそれに比べて 2日 早 く上昇

し,角膜接種では少なくともCTL活性に関する限 り

頸部 リンパ節の方が感染のごく初期には反応の開始の

主たる場になっていると推察 している。この梶原の結

果は,牌臓の CTL活性が頸部 リンパ節のそれより2

日早 く上昇 した今回の硝子体内接種の結果,な らびに

今回の実験系と同じものを使 って測定した渡辺 ら12)の

前房内接種の結果と比べると,頸部 リンパ節と牌臓の

CTL活性の出現時期が時間的に逆転している。このよ

うな角膜接種 と前房内接種で頸部 リンパ節の CTL活

性の出現時期に差がでる理由として,Ksanderら 13)は

角膜接種では角膜周囲からリンパ行性に抗原が所属 リ

ンパ節に移動するため,牌臓 より早い時間に頸部 リン

パ節に達 して CTL反応を起 こし,一方,前房内接種で

は抗原は房水 とともに Schlemm管 から房水静脈に入

り,血行性に牌臓に達し,頸部 リンパ節より早 く免疫

反応を起 こすのではないか と推察している。硝子体内

接種では,注入された HSV抗原は硝子体内に停滞す

るわけでなく,前房側にも感染が広がるので14),Ksan‐

derら 13)の
考え方に従えば,前房内接種 と同様に硝子

体内接種でも血行性に牌臓へ到達 し,前房内接種 と類

似 した反応を示すものと考えられる。

HSV抗原が頸部 リンパ節や牌臓に達する経路につ

いては,Ksanderら 13)の
考え方が正しいかどうかは不

明であるが,少 なくとも感染初期の CTL活性の生 じ

る場所は,硝子体内接種では前房内接種 と同じく牌臓

である可能性が高い。 しかし,牌臓に比べれば低値で

あるとは言え,感染後期になってある程度活性が上昇

してくる頸部 リンパ節の CTLも 何 らかの感染防御を

果たしているものと考えられる.

一方,硝子体内接種におけるDTHの抑制について

は,Metzgerら 2)は,suppressor T細 胞に対して特異

的な抗体で処理をした牌細胞を移入することにより

HSVの硝子体内接種におけるDTHの抑制が解除 さ

れたと報告 している。前房内接種でもWhittumら 15)

は同じように特異的な抗体で処理をした牌細胞を移入

することで DTHの抑制が解除されたと報告し,前房



平成 5年 7月 10日 HSV硝子体内接種とCTL活性・津村 825

DTHの抑制がみ られる HSVの硝子体内接種では,そ

の眼底病変の回復には,主にCTLが関与 していると

考えられる。

ご校閲いただきました調枝寛治教授に深謝いた します。

終始 ご指導いただきました坂田広志講師,渡辺道夫先生に

深謝いたします。

本論文の要旨は,第 96回 日本眼科学会総会 (講演)で発

表 した。
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