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要

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)を接種すると,両眼のぶどう膜炎および脳炎が

発症 した。接種眼および接種側視神経内における HSV‐

1の局在を免疫組織化学的に観察 し,HSV‐ 1が接種眼網

膜から網膜神経節細胞の軸索を経て脳へ伝播することを

前報に報告 した。本報では,脳内および他眼網膜 におけ

る HSV‐1の局在部位,他眼網膜への HSV‐ 1の伝播経

路を検討 した。HSV‐ 1は視交又,両側視交叉上核,両側

外側膝状体,両側上丘]両側視蓋前域,両側視皮質に証

明された。他眼網膜では,比較的限局 した領域の神経節

細胞 と,そ の神経突起およびそれに連絡する内顆粒層の

神経細胞,M」ler細胞にウイルスが検出された。これら
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約

の成績から,他眼網膜へは,こ れら中枢から他眼網膜神

経節細胞の軸索内を逆行性に伝播 し, なかでも,ウ イル

スは視交叉上核において他眼網膜由来の神経線維に移行

することが強 く示唆 された。すなわち,他眼網膜へは血

行性ではなく,視神経,視路,第一次視中枢内の神経線

維 を経 て伝播 し,感染することが示 された。 (日 眼会誌

98:344-351,1994)

キーワー ド:単純ヘルペスウイルス,ヘルペス性網膜炎 ,

ウイルス伝播経路,ヘルペス性脳炎,軸索
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‐ '                   Abstract

Unilateral intravitreal inoculation of herpes sim-
plex virus type 1 (HSV) induced bilateral retinitis
and encephalitis in rats. In a previous paper, we

demonstrated immunohistochemical localization of
HSV in the ipsilateral retina. In this paper, we

report immunohistochemical localization of antigen
to HSV in the brain and opposite eye. HSV was

found in the optic chiasm, and bilaterally in the
suprachiasmatic nuclei, lateral geniculate nuclei,

superior colliculus, pretectum, and visual cortex.
HSV was also found in the retinal ganglion cells,

neural cells in the inner nuclear layer, and Mtiller
cells in the opposite eye. We demonstrated HSV
infection in the retina of the opposite eye via the
optic nerve, visual pathway, and nuclei, but not
through the blood stream. (J Jpn Ophthalmol Soc

98 : 344-351, 1994)
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I緒  言

ヘルペスウイルス科は網膜炎を起こす原因ウイルスと

して重要な位置を占めている1)。 最近,健康な成人に発症

する桐沢型ぶどう膜炎 (急性綱膜壊死)は単純ヘルペス

ウイルス (HSV)お よび水痘・帯状ヘルペスウイルス

(VZV)の感染であることが確立している1)～ 4)。 また,へ
ルペス科ウイルスによる網膜炎は後天性免疫不全症候群

(acquired immunodenciency syndrome,AIDS)な ど免

疫力低下患者にも発生する。

単純ヘルペスによるウイルス性網膜炎に脳炎が合併し

た報告があり5)～9),ウ イルス性網膜炎から脳炎へ5),逆 に,

ウイルス性脳炎が先行した後,網膜炎を起こした報告が

ある7)。 また,Rostadら 10)は,AIDS患者に水痘・帯状ヘ

ルペスウイルスによる左眼の角膜炎,虹彩炎,網膜炎が

起こった後に脳炎を起こした症例の剖検結果を報告し,

VZVが左側三叉神経から左眼に伝播し,さ らに左側視神

経,視交叉,両側視索,両側外側膝状体, さらに視皮質

に神経線維内をシナプスを介して伝播 した と考えてい

る。これらの報告はウイルス性網膜炎と脳炎との強い関

連を示 している。

実験的に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)を接種すると,両眼にぶどう膜炎が

発症しH)～ 14),さ らに脳炎が発症することが知 られてい

る13)14)。 この際,他眼でのぶどう膜炎発症経路について,

血行性感染H)と 視路を経由する感染
12)～ 14)が示唆されて

いるが,そ の直接の証明はない。我々は,第 1報15)に おい

て接種眼網膜内におけるウイルスの局在,接種側視神経

内での局在を検索し, ウイルスが接種眼網膜から視神経

内を網膜神経節細胞の軸索を通って脳内に伝播すること

を免疫組織化学的に明らかにした。本研究では,引 き続

き脳内,他側視神経,他眼網膜内におけるウイルスの局

在について検討した。

II実 験 方 法

前報15)同様,硝子体内接種には単純ヘルペスウイルス

1型 (HSV-1)ミ ヤマ株を用いた。

実験動物 として,6週齢,体重 200gの 雄 SDラ ットを

用いた。使用前に各ラットは主要ウイルス (単純ヘルペ

スウイルス 1型 , 2型 ,水痘・帯状ヘルペスウイルス)

に対する血清の中和抗体価を測定し, ウイルス接種前に

感染のないことを確認した。

ウイルス浮遊液をハンクス緩衝生理食塩水 (Hank's

burer saHne solution,HBSS)にて希釈して感染価を

1.O x 107plaque‐ forming units(pfu)/mlと し, マイクロ

シリンジを用いてその 10 μlを ラットの片眼 (左眼)の輪

部強膜か ら硝子体内に接種 した。対照 として 10 μlの

HBSSを 片眼 (左眼)硝子体内に接種した。接種後,毎
日眼底検査を行い,接種後 1～ 14日 まで,毎 日各 1～ 5
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匹のラットをエーテル麻酔下に,ザ ンボニ液で灌流固定

し,その後,脳,両側視神経,両側眼球を摘出し, クリ

オスタットを用 いて各組織 を約 50 μmに 薄切 し,

avidin‐ biotin― peroxidase complex(ABC)法 を用いた免

疫組織化学的染色を行った。抗ヘルペスポリクローナル

抗体 (ウ サギ血清,Dakopatts社製)を一次抗体,biotin

化した抗ウサギ IgG抗体を二次抗体 (山羊血清,Vector

社製)と した。ABC法 には Vector社製染色キットを用

いた。眼球および視神経の切片はさらにヘマ トキシリン

対比染色を行い,脳切片にはクレシルバイオレット対比

染色を行った。なお,脳部位の区分は Paxinosら “
)に

従った。

III 結  果

1.臨 床 所 見

接種後, 6日 以降 14日 までに観察したラットにおい

て,12匹中 9匹 75%に他眼にぶどう膜炎が発生した。他

眼に臨床的にぶどう膜炎が見られたラットのうち,最も

早いものは接種後 7日 に,最 も遅いものは接種後 14日 に

発症した。それらのラットにおいては,まず,他眼では

発症 1日 目に網膜静脈の拡張蛇行,視神経乳頭の発赤腫

脹が見られ, 2日 目には前房内炎症細胞,滲出物,虹彩

後癒着,毛様充血が見られた。他眼ぶどう膜炎発症後 3

日目の前眼部は図 1の如くで,球結膜の浮腫,毛様充血
,

前房内滲出物,角膜の浮腫などを生じ,眼底は透見不能

になった。また,ほ とんどすべてのラットが振戦,異常

行動など脳炎の合併を示唆する神経症状を呈した。対照

ラットにおいては眼科的および神経学的異常所見を見な

かっスこ.

2.免疫組織学的観察

1)他  眼

接種後 6日 で,臨床的には他眼ぶどう膜炎がまだ発症

していない動物において,他眼網膜神経節細胞の核に免

疫組織学的に HSV-1抗原が見られた (図 2)。 視神経乳

頭の発赤腫脹,網膜静脈の拡張蛇行の見られた他眼ぶど

う膜炎発症 1日 目には,網膜神経節細胞の核とその神経

突起に HSV-1抗原が見られ, さらにその神経節細胞に

連絡する内顆粒層の神経細胞に HSV-1抗原が見られた

(図 3a,b)。 また,こ の時期には組織学的に前房,硝子

体内に炎症細胞の浸潤が見られた。

他眼ぶどう膜炎発症 2日 目以降には,他眼網膜におけ

るHSV‐ 1抗原は,神経節細胞,内顆粒層に核を持つ神経

細胞に見られ,内網状層,外網状層の神経突起を介して

水平方向に広がった。また, この時期に初めて内境界膜

から外境界膜に至るMuller細 胞の胞体にHSV‐ 1抗原

が見られた (図 4).

他眼ぶどう膜炎発症 5日 目には,他眼の病巣部の網膜

に強い炎症細胞の浸潤があり,網膜の層構造は崩壊した

(図 5)。 少数の外顆粒層の核にもHSV‐ 1抗原が見 られ
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図 1 片眼硝子体内ウイルス接種 10日 ,他眼にぶ どう

膜炎発症後 3日 の他眼前眼部写真 .

球結膜の浮腫,毛様充血,角膜浮腫,前房内滲出物

など強い炎症所見を見る。眼底は透見不能である。

25″

図 3a 他眼ぶどう膜炎発症 1日 の網膜 .

網膜神経節細胞の核,胞体,神経突起に HSV‐1抗原陽

性物質が見られる。ABC法 とヘマ トキシリン重染色 .

た .

全経過を通 じて前房,硝子体内へ浸潤した炎症細胞に

は HSV-1抗原を見なかった。角膜,虹彩,毛様体,脈絡

膜にも HSV‐ 1抗原は証明されなかった。また,接種眼に

比べ,他眼では網膜における HSV‐ 1抗原陽性部位は比

較的限局 してお り,接種眼のように網膜全域への HSV‐ 1

抗原陽性部位の広が りは見られなかった。

2)脳

■■

Π ■

図 2 ウイルス接種後 6日 の他眼網膜 .

網膜神経節細胞の核内に HSV‐ 1抗原陽性物質が見ら

れる.臨床的にはぶ どう膜炎所見はまだ発生 していな

い。ABC法 とヘマ トキシリン重染色.

100 pa

図 3b 他眼ぶ どう膜炎発症 1日 の網膜 .

網膜神経節細胞の核,胞体,神経突起 と,その神経突

起に連絡する内顆粒層の神経細胞 とその神経突起に

HSV‐ 1抗原陽性物質が見られる。ABC法 とヘマ トキ

シ リン重染色.

他眼網膜にHSV-1抗原が見られたラットにおいて,

HSV-1抗原は両側視交叉上核をはじめ,両側上丘,両側

外側膝状体,両側視蓋前域,視覚野皮質である両側後頭

葉皮質など視路全域にわたって高い頻度で見られた。

これらの脳内部位におけるHSV‐ 1抗原の局在を調べ

ると,上丘においては,他眼網膜 HSV‐ 1抗原陽性物質の

有無に関わらず,視神経層 (OS),浅灰白層 (SGS)に 主

に見られた。図6a,bは ,他眼網膜に HSV‐1抗原が陽

性であったラットの接種後 10日 目の水平断の接種側お

よび他側上丘である。

外側膝状体においては,他眼網膜 HSV-1抗原陽性物
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図 4 他眼ぶどう膜炎発症 2日 の網膜 .

網膜神経節細胞,内顆粒層の神経細胞.M●1ler細胞の

核およびその胞体, さらに少数であるが視細胞の核に

HSV‐ 1抗原陽性物質が見られる。ABC法 とヘマ トキ

シ リン重染色.

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

100″ ′
" |||
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図 5 他眼ぶどう膜炎発症 5日 の網膜 .

病巣部の網膜内層および硝子体に強い炎症細胞の浸潤

を見る。網膜内層に多くの HSV‐1抗原陽性細胞を見 ,

網膜内層の層構造は崩壊 している.ABC法 とヘマ トキ

シリン重染色 .
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a                                                b
図 6a,b ウイルス接種後 10日 ,他眼網膜に HSV‐1抗原が陽性であったラットの接種側および他側上丘 .

水平断切片.al他側上丘,b:接種側上丘.両側 とも上丘の視神経層に広範囲に HSV‐1抗原陽性細胞を見
る。ABC法 とクレシルバイオレット重染色.

質の有無に関わらず,両側外側膝状体に HSV‐ 1抗原陽

性細胞が見られないもの,両側外側膝状体の背側核およ

び腹側核に HSV‐1抗原陽性細胞を見たものなど,種 々

の所見が見られた。図 7(349頁 )は外側膝状体の模式図,

図 8は接種 7日 目における他眼網膜 HSV-1抗 原陽性

ラットの他側 (非接種側)外側膝状体を示す。

視蓋前域においては,他眼網膜におけるHSV‐ 1抗原

陽性物質の有無に関わらず,視索核 (OT),視蓋前域オ

リーブ核 (OPT),視蓋前域後核 (PPT)な どにHSV-1

抗原陽性細胞が見られた。

視交叉上核においては,他眼網膜に HSV-1抗原が陽

性のラットにのみ,HSV‐ 1抗原を見た。図 9は接種 7日

目他眼網膜 HSV-1抗原陽性 ラットの視交叉と視交叉上

核を示す.視交叉に HSV-1抗原陽性のグリア細胞が散

在した。また,他側視交叉上核に HSV‐1抗原陽性細胞を

見た。

後頭葉皮質においては,他眼網膜での HSV-1抗 原の

有無に関わ らず,接種 6日 日以降にHSV‐ 1抗原陽性を

呈するラットがあった。

他側視神経においては,他眼網膜 HSV‐ 1抗原陽性の

ラットでは図 10の 如 くHSV‐ 1抗原陽性のグ リア細胞

が散在 した。他眼網膜に HSV‐ 1抗原が陰性であった
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a                                                  b

図8a,b ウイルス接種後 7日 ,他眼網膜にⅡSV‐ 1抗原が陽性であったラットの他側 (非接種側)外側膝状

体 .

水平断切片.a:背側核および腹側核大細胞部に多くの HSV-1抗原陽性細胞を見る。腹側核小細胞部にも

少数であるが HSV-1抗原陽性細胞を見る。b:主に背側核にのみ HSV‐ 1抗原陽性細胞を見る。ABC法 と

クレシルバイオレット重染色 .
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図 9 ウイルス接種 7日 ,他眼網膜に HSV‐ 1抗原が

陽性であったラットの視交叉および視交叉上核 .

水平断切片.視交叉に HSV-1抗原陽性のグ リア細

胞が散在 している。他側視交叉上核に HSV‐ 1抗原

陽性細胞を見る。ABC法 とクレシルバイオレット重

染色.

C.SCh i他側視交叉上核,I.SCh:同側視交叉上核 ,

OX:視交叉

ラットでは,他側視神経内に HSV‐1抗原陽性細胞を見

なかった。

他眼網膜に HSV‐ 1抗原が陽性であったラット(9匹 )

と,陰性であったラット (3匹)の脳内の各部位におけ

る HSV-1抗原の陽性率を表 1に示 した。脳内各部位に

おけるHSV‐1抗原陽性率は,他眼網膜にHSV‐1抗原が

陽性であったラットは,陰性であったラットと比べてす

図 10 ウイルス接種 7日 ,他眼網膜に HSV‐ 1抗原が

陽性であったラットの他眼視神経.

HSV‐ 1抗原陽性グ リア細胞が散在している。ABC
法 とヘマ トキシリン重染色.
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べて高い値を示した。

IV 考  按

我々は,第 1報 15)に おいて,接種眼では,ウ イルスはま

ず Muner細胞に侵入し,その核内で増殖し,その周囲の

内顆粒層に核をもつ神経細胞,お よび神経節細胞に伝播

することを報告した。本報では,他眼網膜において,

HSV‐ 1抗原はまず神経節細胞の核内において陽性にな

り,その神経節細胞から神経突起,シナプスを介して内

顆粒層に核をもつ神経細胞へと伝播し,あるいは cen to

cellに Muller細胞に伝播することを示した。また,他眼
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中間膝状体板

腹側核大細胞部           腹側核小細胞部

図 7 外側膝状体の模式図 (Pa対nosら 16)か ら).

背側核,腹側核大細胞部,腹側核小細胞部,中間膝状

体板を示す。

網膜では視細胞にはほとんどウイルス抗原を証明出来な

かったが,接種眼においても視細胞にはほとんど感染を

見なかったこと15)か ら,視細胞は他の網膜神経細胞 と比

較 して HSV-1に対して感受性が低いと考えられた。な

お,我々はこれらのラットの HSV‐1に対する血清中の

抗体価の経時的な測定は行っていない。

さらに,我 々は前報15)に おいて,片眼硝子体内に接種し

たウイルスがその側の網膜神経節細胞の軸索,すなわち

視神経内を順行性に脳へ伝播していくことを示した。脳

内でのHSV‐ 1抗原陽性細胞は,両側の視交叉上核,外側

膝状体,視蓋前域,上丘および視皮質に限局されていた。

この所見から, ウイルスが接種眼網膜から網膜神経節細

胞の軸索内を順行性に伝播して脳内の第一次視中枢に達

し, さらにシナプスを介して次の神経細胞の軸索内を移

動して視皮質へ伝播する状況が示された。

さらに,脳内各部位におけるHSV‐ 1抗原陽性細胞の

局在と他眼網膜内におけるHSV-1抗 原陽性細胞の有無

との対応を見ると,他眼網膜に HSV‐ 1抗原陽性のラッ

トのみでなく,陰性のラットにおいても,上記の視中枢

に HSV‐ 1抗原陽性の動物が存在したが,両側視交叉上

核のみは,他眼網膜 HSV-1抗原陰性ラットでは HSV-1

抗原陽性細胞を見なかった。このことは,他眼網膜への

ウイルスの伝播に視交叉上核が深 く関与していることを

示している。

1924年 ,Von Szily17)が_眼前房内に HSVを接種 し,

他眼に網膜炎が起こることを報告して以来,一眼前房あ

るいは硝子体内に HSVを接種し,同側および他側網膜

炎を発症せしめる研究が多くの研究者によってなされて

きた。接種眼から脳18)～ 20)あ るいは他眼11)～ 14)へのウイル

ス伝播ルートも多 く研究されてお り,視神経内軸索輸

送19)20),視
神経内神経膠細胞をcen to cenで 13),血行性11)

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              349

表 1 脳内各部位 におけるウイルス抗原陽性率

他眼網膜ウイルス抗原

陽性ラット   陰性ラット

0(%)

など種々のルートが検討されている。また,脳内に HSV
を接種 し網膜への伝播ルートも検討されている21)22)。

McLeanら 21)は,ラ ットの視皮質に接種 した HSV―

1(Mclntyre株 )は同側の外側膝状体に伝播し, さらに,

両眼網膜 (特に他眼網膜)に伝播することを示した。ま

た,Norgenら 22)は
, ゴ_ルデンハムスターの上丘,視

交叉上核,視交叉に HSV‐ 1((Mclntyre株 )を接種し,

網膜へ伝播することを証明した。彼らは,脳内の網膜投

射神経核に HSV‐ 1を接種すれば網膜神経節細胞の軸索

を逆行性にウイルスは伝播し,網膜に到達すると述べた。

Vannら 23)は ,β ガラク トシダーゼを産生する遺伝操作

した HSV‐ 1(RH l16株 )を BALB/Cマ ウスの片眼前房

に接種し,他眼への伝播ルートの研究を行い,接種眼か

ら脳の Edinger‐ Westphal核へと動眼神経の副交感神経

線維を伝播 し,さ らに,同側視交叉上核に伝播,そ して,

脳から他眼網膜への伝播ルートとして同側視交叉上核か

ら他眼へ HSV‐ 1が伝播するという。

また, ラットでは視交叉において,網膜神経節細胞軸

索の大部分は交叉し, 5～ 10%あ るいは,それよりも少

数の軸索が非交叉性であると報告されている16).

我々の研究では,他側視神経には接種側視神経のよう

に網膜神経節細胞の軸索に HSV-1抗原陽性物質を確認

することはできなかった。しかし,他眼網膜において

HSV‐1抗原陽性物質が,ま ず,網膜神経節細胞の核に見

られたことと,その出現の時間的経過から, ウイルスは

中枢の種々の核から,他眼網膜神経節細胞の軸索内を逆

行性に他眼網膜に伝播したと考えられた。

すなわち,すべての第一次視中枢から,HSV‐ 1は網膜

神経節細胞の軸索を逆行性に網膜へと伝播 し得る。なか

でも,一側の視交叉上核には,両眼網膜の神経節細胞の

軸索が終止していること,網膜からの距離が最も近いこ

と,視交叉上核にウイルスが出現しない場合,他眼網膜

にもウイルスが検出されなかったことから,視交叉上核

からHSV‐1は最も容易に逆行性に他眼網膜へと伝播し

得ると考えられ, ラットでは視交叉上核が片眼の眼球か

ら他眼へのウイルス伝播の経路として重要 と思われた。

視交叉上核

外側膝状体

視蓋前域

上丘

視皮質

接種側

他側

接種側

他側

接種側

他側

接種側

他側

接種側

他側

67(%)

100

89

89

100

100

100

100

100

78

０

“

“

“

３３

”
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接種眼網膜―――→接種側視神経内軸索順行性輸送―一→視交叉―――→両側一次視中枢

他眼網膜神経節細胞←一―他側視神経内軸索逆

↓     ↓
M■ ler細 胞  シナプスーー→内顆粒層の神経細胞 両側視皮質

図 1l HSV‐ 1接種眼から他眼網膜へのウイルスの伝播経路

接種眼から他眼網膜へのウイルスの伝播形式を図 11

に示した。また,他眼の角膜,虹彩,毛様体には HSV‐ 1

抗原陽性物質が見られなかったことから,三叉神経ない

しは動眼神経を介しての,脳から他眼へのウイルスの伝

播はないと思われた。

Norgrenら 24)|ま, HSV‐ 1(lⅥiclntyre株), HSV-2(186

株)を用いて片眼硝子体内接種後の脳内におけるそれぞ

れのウイルスの局在の違いを調べ,Mclntyre株 と186

株では明らかに脳内におけるウイルスの分布が異なって

おり,186株では第一次視中枢である神経核のすべてに

ウイルスの局在が見られたが,Mclntyre株 ではウイル

スは第一次視中枢の神経核内の限局した部位に局在して

いた。また,Cardら 25)は αヘルペスウイルス群の仮性狂

犬病ウイルスの二つの異なった株を片眼硝子体内に接種

し,脳内における局在の違いを検討して, ウイルスの局

在の違いはそれぞれの株を認識できるンセプターの違い

によると推定した。ウイルスの種,あ るいは株により脳

内における局在が異なるという報告を,今回の研究での
,

脳内におけるウイルス局在部位が他眼網膜炎発症に関与

している可能性と比べると,ウ イルスの違いによって他

眼に網膜炎が発症するかどうかの違いを生じると思われ

る。

また,真鍋
2)は Hsv_1(CHR‐ 3株)前房内接種後,種 々

の純系マウスにおける他眼伝播の頻度を調べ,マ ウスの

系統によって大きな差のあることを示し, ウイルスの他

眼への伝播性に遺伝的な因子が関与している可能性を示

唆している。

SDラ ットの片眼硝子体内にHSV‐ 1を接種し,脳,他

側視神経および他眼におけるHSV-1抗原陽性物質の局

在を調べた。脳では,感染早期には HSV‐1抗原陽性物質

は視交叉,両側視索,両側第一次視中枢内に限局してい

た。脳から他眼網膜へ, ウイルスは第一次視中枢の核か

ら他側網膜神経節細胞の軸索を逆行性に伝播したと思わ

れた。他眼網膜内では, ウイルスは神経節細胞から近傍

の神経細胞や Muller細 胞に伝播したと思われた。
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