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要

ヘルペス群ウイルスにより引き起 こされる眼内炎の発

症機序 を解明する一 つのアプローチ と して,herpes
Simplex virus(HSV), varicella‐ zoster viris(VZV),

Epstein‐ Barr virus(EBV), human cytomegalovirus

(HCMV),human herpesvirus‐ 6(HHV‐ 6)の各ウイ

ルス DNAの 眼内各組織 における存在の有無あるいは存

在部位 を polymerase chain reaction(PCR)を 用いて

検索 した。その結果,対象 とした 15眼中,3眼の網膜色

素上皮か らHSV DNAを , 2眼の網膜色素上皮および

1眼の網膜からVZV DNAを , 2眼 の虹彩・毛様体, 4
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約

眼の網膜, 2眼の網膜色素上皮および 1眼の脈絡膜から

EBV DNAを ,1眼の網膜および脈絡膜からHCMV DNA
を検出した。以上の結果は,ヘルペス群のウイルスが網

膜ならびに網膜色素上皮を中心 とした眼内組織に親和性

を有 している可能性を示すものである。(日 眼会誌 98:
443-448, 1994)
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Abstract

To elucidate the pathogenic mechanism of end-
ophthalmitis due to viruses of the herpes family, one
approach is to utilize the polymerase chain reaction
(PCR) method for detection of the viral DNA.
Using PCR, we examined 15 human eyes for the
presence and distribution of DNA of the herpes
simplex virus (HSY), varicellazoster virus (YZY),
Epstein-Barr virus (EBV), human cytomegalovirus
(HCMV), and human herpesvirus-6 (HHV-6). HSV
DNA was found in the retinal pigment epithelium
(RPE) of 3 eyes, YZV DNA was found in the RPE of

2 eyes and the retina of 1 eye, EBV DNA was found
in the iris and ciliary body of 2 eyes, the retina of 4

eyes, the RPE of 2 eyes, and the choroid of 1 eye,

and HCMV DNA was found in the retina and cho-
roid of I eye. These results indicate the possibility
that herpes family viruses have an affinity for
intraocular tissues, particularly the retina and the
RPE. (J Jpn Ophthalmol Soc 98 :443-448, 1994)

Key words: Herpes family viruses, Intraocular
tissues, Polymerase chain reaction

I緒  言

角膜移植に際しての安全性の検討という研究に基づい

て,こ れ までに角膜移植提供眼球における感染因子

(human immunoddciency virus:HIV,B型肝炎ウイ

ルス)の検索が行われてきた1)。

今回は検索 ウイルスの対

象を拡大 して,ヘルペス群のウイルスについて検討を

行った。ヘルペス群ウイルスは眼内炎を引き起こす最も

頻度の高 い ウイルスである。単純ヘルペスウイルス

(herpes simplex virus:HSV),水痘帯状疱疹ウイルス

(Varicellazoster virus:VZV)に よる前部ぶどう膜炎や

急性網膜壊死,免疫抑制状態の宿主に発症をみるhuman

cytomegalovirus(HCMV)に よる網膜炎, さらに,近
年 Epstein― Barr virus(EBV)に よるぶどう膜炎につい

ても注目されはじめている。本研究では,ヘルペス群の

各ウイルスが眼内組織において存在する可能性があるの

か,ま たあるとすれば,いずれのウイルスがどの組織に

親和性 を有 す るのかにつ いて検討す るた め に,
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p01ymerase chain reaction(PCR)を 用いて眼内各組織

におけるヘルペス群ウイルスのDNAの検索を行った。

すでに角膜ヘルペスの発症機序解明を目的として,角膜

内におけるHSVの潜在状態についての研究は積極的に

行われている。しかし,角膜以外の眼内組織についてヘ

ルペス群ウイルスの存在を検索した報告は少ない。すな

わち今回の研究は,角膜移植提供眼球の安全性の検討を

目的とすると同時に,ウ イルス性眼内炎の発症機序解明

を目的としたものである。

II実 験 方 法

1.対  象

角膜移植に提供された,眼内炎の既往のない眼球 20眼

を対象とした。眼球は,保存液とともに-20℃ に凍結保

存されていたものである。感染因子の検索を行 うことに

より角膜移植用提供眼の安全性を検討することを目的と

した本研究は,角膜移植眼球の提供を受けた東京大学医

学部の研究倫理審査委員会の承認を受けている.

2.組 織 の分 離

まず,角膜輪部から約 7mm後極側の部位において赤

道面 と平行に割を入れ,虹彩・毛様体部を分離した。続

いて硝子体を除去し,網膜 (感覚網膜)を剥離後, スポ

イ トで 10%非働化牛胎児血清 (FCS,GIBCO社 )を加

えた RPM1 1640培 地 (GIBCO社)を用いてピペッテイ

ング操作を行 うことにより網膜色素上皮細胞を回収, さ

らに脈絡膜を強膜から剥離した。

3. DNAの抽出

分離した各組織の約 2/3か らフェノール・ クロロフォ

ルム法でDNAを 抽出し,残 りの 1/3は,10%FCS加
RPM1 1640培 地に浮遊後,ウ イルス分離用に-80℃ に凍

結保存した。

4. Polymerase chain reaction(PCR)

各組織から抽出したDNAの lμg相 当をPCRの 検

体として用いた。各検体にPCR用溶液を加え,最終濃度

として50mM KCl,10mM Tris― HCl(pH 8.3),1.5mM

MigC12, 0・ 1% gelatin, 200 μMの 各 deoxyribonuc‐

leotide(dATP, dGTP,dCTP, dTTP)(TAKARA),
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0.2μMの 各プライマーとなるように調整後,最後に2.5

単位の Taq polymerasc(GIBCO社)を加え計 100 μlと

し,DNA Thermal Cycler(Cetus社 )で増幅を行った。

1)Internal control

lnternal controlと して,各検体に対 して ミトコン ド

リア D―ループ (displacementloop)領 域を標的とするプ

ライマー(プ ライマー 1:16093～ 16110,プ ライマー2:

16416～ 16399)2)を 用 い て PCRを 行った。330塩 基 対

(base pair:bp)の 陽性バン ドが得られれば,PCRに用

いる検体にDNAが確かに存在すること,な らびに PCR
における酵素反応を阻害する因子の混入がなかったこと

を概ね確認できる。

2)プ ライマー

各 ウイルスDNAを 検 出す る目的で使用 したプライ

マーの塩基配列を表 1に示す。HSVは,DNAポ リメ

ラーゼをコードする HSV l型 ,2型の双方に完全に一致

する 330 bpを3),vzvは
,EθθRI D断片上の R′ I制限

酵素切断点変異部位を含む 642 bpを 4),EBVは,EBV
DNAの Bα%HI Wに相当するIR I Cnternalrepeat I)

領域中の 125 bpを 5),HCMVは,″物″III E断片中の

Immediate Early(IE)領域の 1つのイン トロンをはさ

む 2つ のエクソン(IE 2と IE 3)上の 346 bpを 6),human

herpesvirus‐ 6(IIIIV‐ 6)をま, 4ヽaior nucleocapsid protein

領域の 492 bpを 7)そ れぞれ標的とするプライマーを使用

した。

3)陽性対照と陰性対照

陽性対照 として,HSVは HF株,VZVは YS株,EBV
はバーキットリンパ腫細胞株である Namalwa細胞 ,

HCMVは AD 169株 ,HHV‐ 6は橋本株から個々に抽出

した DNAを 使用した (P)。 また陰性対照 として,DNA
抽出時の汚染を検定す る目的 として,眼内各組織か ら

DNAを 抽 出す る際 に 同時に同様 の操 作 で抽 出 した

EBV陰 性のバーキ ットリンパ腫細胞株 であるRamos

細胞の DNA(Nl)と ,増幅反応時における汚染を検定す

る目的で減菌水 (N2)を使用した。

4)増幅反応およびアガロースグル電気泳動

増幅反応の温度条件および反応時間に関しては,熱変

表 1 プライマーおよびプロープの標的領域と塩基配列

ウイルス 標 的 領 域

HSV  DNA polymera∝ gene :::8念
81gifi187.'i〔 :∫|∫i`|さiを1を |え|二

i〔](さi考:1151flさ :さ:そ ill「 ξ

‐3' 5■ ATCGTGAACATCGACATGTACGG‐ 3'

VZV   Eσο RI D fraginent
5'‐TTCAGCCAACGTGCCAATAAA-3'
5'‐GACGCGCTTAACGGAAGTAAC‐ 3'

642 bp amplified segment

プ  ラ イ マ プ   ロ フ

EBV 3α%HI W iattent :|:889器 18賢全発溜済ftF_t, 5'‐AAGCGGTTCACCTTCAGGGG‐ 3'

HCMV Immediate early reg10n:::8会合8☆8齢評争『∬
`踊

g話合ε_∫

'

5'‐GGTTCCTGCAGACTATGTTG‐ 3'

Major r

protein
nucleocapsid
L region

5'・CCTTGTGTAGGTGGTCGAATGCGAC‐ 3'

5'‐ACAGCGCAGCAACATGTTTCAGAGC‐ 3'

5'―GAGATGTACTGGGAG
AGTATGTTGGTGAGT‐ 3'

HHV‐ 6
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性-94℃ /1分,プ ラ イ マーの ア ニーリン グー67℃

(HSV),55℃ (Internal control,VZV,EBV,HCiMV),

62℃ (HHV‐6)/2分,DNAの 合成-72°C/2分 とした.

Internal controlに 関しては 35サ イクルの,各 ウイルス

DNAの検出に関しては 40サ イクルの増幅を行ったの

ち,PCR後 産物 の 10 μlを 2.5%NuSieve GTGア ガ

ロースー1%SeaKem LEア ガロース(TAKARA)を用い

て電気泳動を行った。

5。  Southern blot hybridization

電気泳動後のアガロースグルを Dentture液 (1.5M
NaCl,0.5N NaOH)に 30分浸した後,バ キュームト

ランスファー装置 (BC‐ 600型 :バ イオクラフト社)を用

いて PCR後産物をナイロンメンブレンに転写 した.続
いて紫外線照射によリメンブレン上にDNAを 固定後,

′ヽイブリダイゼーション溶液(6× SSC,0.5%SDS,5×

Denhardt's溶液)に 100 μg/mlサ ケ精子 DNAを加え,

42℃ 2時間のプンハイブリダイゼーションを行った。今

回ハイブリダイゼーションに用いたプローブとして,

VZVの み 陽 性対 照 のPCR後 産 物 25 ngを Random

Primer DNAラ ベ リングキット (TAKARA)に より

α_32Pで、
漫罠識し,他のHSV,EBV,HCMV,HHV‐ 6に

関しては,標的領域に特異的な合成 DNAプ ローブ (表

1)10 pmolの 5′末端にMEGALABEL(TAKARA)を
用いて γ_32Pを標識した。標識プローブを用いて 42℃ で

8時間のハイブリダイゼーションを行った後, メンブレ

ンを洗浄 し, 6～ 12時 間のオートラジオグラフィーを

行った。
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6。 ウイルスの分離培養

10%FCS加 RPM1 1640培 地に浮遊 した状態で凍結

保存してあった組織を解凍後,そ の一部は ドライアイス/

アセ トンで再度急速に凍結した後に融解し,上清を感受

性細胞に接種し分離培養を試みた。また,残 りの一部の

組織は細かく切離 した後に感受性細胞とともに培養 (共

生培養)を行った。感受性細胞には,騎帯血 リンパ球お

よびヒト胎児肺線維芽細胞を使用し,踏帯血 リンパ球に

おいては トランスフォーメーションをもって8), ヒト胎

児肺線維芽細胞については細胞変性効果 (CPE)を もっ

てウイルス分離の指標とした。

III 結  果

1.ヘルペス群ウイルスDNAの検出 (図 1)

抽出した DNAが Internal controlお よび各ウイルス

の系の PCRを行 うのに不十分な量であった場合,あ る

いは Internal controlと しての PCRの 結果 が陰性で

あった場合は,その眼球は今回の検討から除外した。今

回用いた 20眼球のうち,最終的に 15眼球を対象に各ウ

イルスの系の PCRを施行した。眼球提供者の死亡年齢

および主な死因について表 2に示す。

1)HSV
No.7,No.9お よびNo.15の 網膜色素上皮 か ら

HSV DNAが検出された。

2)VZV
No.9の 網膜ならびに網膜色素上皮および,No.11の

網膜色素上皮からVZV DNAが検出された.

眼内組織におけるヘルペス群ウイルスDNAの検出・薄井

表 2 ヘルペス群ウイルス DNAの検出結果

No.年 齢 性別 死  因 虹彩 。毛様体  網  膜  網膜色素上皮  脈 絡 膜

1  50  女  心不全 EBV

2  55  男 心不全

3  60  男 膵臓癌

4 61 男 胃 癌 HCMV HCMV

5  63  男 慢性骨髄性白血病

6  68  男  心不全

7  78  男 心不全
EBV EBV

HSV
EBV EBV

8  80  女 心筋梗塞 EBV

9  80  男  結腸癌
VZV

HSV
VZV
EBV

10  83  女  脳梗塞

EBV

EBV

HSV

11  84  男 心不全 VZV

12  87  女  老 衰

13  89  女  老 衰

14  89  男 肺 炎

15  89  女  老 衰
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図 l PCR施行後の Southern blot hybrmization。

Nl:陰性対照…RamOs細胞から抽出した DNA,N2:陰性対照…滅菌水,P:陽性対照…HSV:HF株から

抽出したDNA,VZV:YS株から抽出した DNA,EBV:Namalwa細胞から抽出したDNA,HCMV:AD
169株から抽出した DNA,HHV‐6:橋本株から抽出したDNA

3)EBV
No.1,No.8お よびNo.10の網膜,No.7のすべて

の組織,No.9の網膜色素上皮,No.13の虹彩・毛様体

からEBV DNAが検出された。

4)HCiMV
No.4の網膜および脈絡膜からHCMV DNAが検出

された。

5)HHV‐ 6

今回の検索では,いずれの組織からもHHV‐6 DNA
は検出されなかった。

以上の陽性結果を,各眼球別に表 2にまとめた。15眼

中 9眼において,いずれかのウイルスDNAが検出され

た。なかには No.7,No.9に みられるように 1眼中に複

数のウイルスDNAが認められたものもあり,特に No.

9の網膜色素上皮では,HSV,VZV,EBVと 3種のウイ

ルスDNAが陽性となった。

2.ウ イルスの分離培養

今回,PCRで陽性結果の得られた組織についてウイル

ス分離培養を試みたが, いずれの組織からもウイルスは

分離されなかった。

IV 考  按

ヘルペス群ウイルスのきわだった生物学的特性は,潜
在感染能を有することと,再活性化により再発を起こす

ことである°).過去における様々な検証により,HSVお
よびVZVは神経節細胞に10)～13),EBVは主に Bリ ンパ

球に8),HHv_6は マクロファージを中心とした末梢血単

核球に14),そ れぞれ潜在感染していることが知られてい

る。一方,HCMVについては,リ ンパ球,腎臓,生殖器 ,

唾液腺,前立腺などが候補に挙げられているものの,潜
在感染時にいずれの細胞にウイルスが存在するかについ

ては未だ明確にされていない9)。 本研究は,眼内組織にヘ

●   ●
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●
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geneが存在することを証明したわけではないばか りか ,

高感度な PCRにより単にウイルスDNAの「かけら」を

検出したに過ぎないことも否定はできない。また,潜在

感染 していれば,組織の homogenateで ウイルスの分離

培養が陰性でも,共生培養により分離培養が可能である

とされるが25),今回の検討では共生培養によってもウイ

ルスは分離されず, したがって潜在 ウイルスの存在を肯

定できなかった。さらに今回の検討では,被験者の詳細

な病状について調査ができず,そのため死亡前の免疫状

態などが不明であ り,果たして今回の結果が一般の健康

人にもあてはまるものであるのかについても疑間であ

る。例 えば,HCMV DNAが 検出された No.4の 症例

や,複数のウイルス DNAが 検出された No.9の 症例は

ともに悪性腫瘍が死因であ り,全身の免疫状態の低下あ

るいは眼内における免疫能の低下が,陽性結果の要因と

なった可能性もある。潜在感染の有無が不明である以上 ,

角膜移植における安全性について も結論は出せない。

HIVや B型肝炎 ウイルスと異なり,ヘルペス群のウイ

ルスは殆 どの成人に潜在感染 している。そのために PCR
のような高感度な検出方法を用いた今回の検討でウイル

スDNAが 検出されたこと自体は病的な意味合いをもつ

ことにならず, したがって移植に際しての危険性に直結

する結果ではない。 しかし,仮に眼内組織にヘルペスウ

イルスが潜在感染 していることが証明されれば,何 らか

の要因によりこれらのウイルスが活性化する可能性は十

分にあ り, よって移植に際 して当然ウイルス粒子が移行

する可能性はあるといえる。今回対象 としなかった角膜

を含めて,潜在感染に対する十分な検討を要する。

以上述べたように,今回の結果を眼内組織におけるへ

ルペス群 ウイルスの潜在感染の根拠 とするには,種々の

問題点や追試を要する。 しかしながら,ヘルペス群の各

ウイルスが眼内のいずれの組織に親和性を有しているか

については,興味ある結果が得られた。ヘルペス群 ウイ

ルスの潜在感染 と再活性化のメカニズムについては,近
年ようや く明らかにされつつある。 ウイルス性眼内炎の

発症機序解明を行 うに際 し,今後は,それらを踏まえな

がら, ウイルスの眼内での存在様式をさらに詳細に検討

することが課題 と考えられる。

本稿の要旨は第 96回 日本眼科学会総会 (横浜)において薄

井が報告した。

稿を終えるに臨み,懇切なる御指導をいただいた臼井正彦

教授に深く感謝します。また,数 々の御助言をいただいた坂井

潤一助教授,東京医科大学微生物学教室水野文雄教授,ル ナー

ル純子助教授,北海道大学医学部癌研究施設ウイルス部門大

里外誉郎教授,今井章介講師,眼球の提供に協力して頂いた東

京大学増田寛次郎教授, 日本大学澤 充教授に衷心よりお礼

を申し上げます。

ルペス群のウイルスが潜在感染している可能性について

検討を行ったものである。結果 として,HSV DNAは 3

眼の網膜色素上皮から検出された。今までにも,例えば

実験的にマウスの網膜視細胞内や角膜にHSVの潜在感

染が成立 した とい う報告や15)16), ヒトの角膜において

HSVの潜在感染を認めたとする報告など17),神経節のみ

ならず眼組織においてもHSVが潜在感染する可能性が

示されている。また,動物への接種実験により,網膜あ

るいは網膜色素上皮とHSVと の親和性も認められてい

る18)19).さ らに臨床報告としても,ヘ ルペス脳炎と網膜炎

の同時発症例における網膜色素上皮や AIDS患者の網

膜全層にそれぞれ HSVを 証明 した とす る報告 があ

る20)21)。
今回,網膜色素上皮において HSV DNAが検出

されたことは,過去のそれらの報告と矛盾しない結果で

あった。VZVに関しても, 2眼の網膜色素上皮にDNA
が検出された.こ のうち 1眼 (No.9)は ,網膜にも弱い

陽性所見を認めたが,VZV DNAの 主な存在部位 も

HSV同様に網膜色素上皮と考えられた。EBV DNAは ,

多数の組織から検出された。なかでもHSVや VZVと
同様に網膜色素上皮を中心に陽性所見が得 られたが

,

EBVのみ虹彩・毛様体においてもDNAが検出された。

この結果は,既に報告した,EBVの レセプターでもある

C3dレ セプター,すなわちComplement receptor type

2(CR2:CD 21)が 毛様体の一部ならびに網膜色素上皮

周辺に発現しているという結果22)と 合致している。また,

今回 1眼の網膜に HCMV DNAの存在が示されたこと

は,HCMVに よる眼内炎の主たる病像は壊死性網膜炎

であり,病変の主座は網膜にあるとする従来の説23)を
支

持するものであった。以上のように,今回の各ウイルス

DNAの検出部位は,飽 くまでも肉眼的に分離した組織

とはいえ,既に判明している眼内炎の病変部位やレセプ

ターの発現部位 と概ね一致していた。同一症例における

血液を用いた対照実験を行っていない以上飽くまでも推

測ではあるが,今回のPCRの結果において血液成分の

豊富な脈絡膜や虹彩・毛様体よりも網膜および網膜色素

上皮においてウイルスDNAが多数検出されたことは
,

血液からのウイルスDNAの混入によるものではないこ

とを示すと考えられた。

では,今回の結果を眼内におけるヘルペス群ウイルス

の潜在感染の根拠 といえるのであろうか.そ もそも潜在

感染とは, ウイルス遺伝子は細胞内に存在するが,感染

性ウイルス粒子は,再活性化の時期を除いて作られない

ような感染様式 と定義される9)。 その定義によれば,PCR
によリウイルスDNAが陽性となり,かつウイルス分離

培養が陰性であった今回の結果は HSV,VZV,EBV,
HCMVの眼内組織における潜在感染の可能性を示すも

のではある。しかし,通常ヘルペス群ウイルスが潜在感

染している場合,細胞中にはウイスルのすべての gene

が存在するとされているが24),本
研究では,ウ イルスの全
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