
Appendix

Ⅰ ファンギフローラY®染色

�．方 法

ファンギフローラ Y®は，A 液(変性ヘマトキシリン)

と B液(スチルベンジルスルホン酸系蛍光染料と共染防

止剤)から構成されている．

①角膜生検材料をスライドガラスに付着させ，乾燥．

②エタノールを滴下し，乾燥．

③A液を滴下し，一面に広げ約 2分間染色．

④流水で 30 秒間洗浄．

⑤B液を試料上に滴下し，5 分染色．

⑥水道水に約 20 回出し入れして洗浄．乾燥すれば⑨

に準じてただちに検鏡判定可能である．

封入する場合，以下の処理を行う．

⑦ 100％エタノールに 2回入れて脱水．

⑧キシレンで透徹，封入．

⑨励起波長 395〜425 nm(V励起法)，または 330〜380

nm(UV 励起法)の観察光を持つ蛍光顕微鏡で観察

(400 倍および油浸 1,000 倍)．

�．結果の判定

菌糸，酵母菌(図 41)，アカントアメーバのシスト(図

42)にそれぞれ相当する形態を持った青緑色蛍光像が，

切除組織内に浸潤している病像を認めた場合に，陽性と

判定する．陽性像あるいは陽性菌糸の形態および大きさ

は，菌種の推定のため重要である．起炎菌診断には臨床

所見，経過，培養結果を併せて評価することが望ましい．

�．利 点

①感度が高く，真菌の菌糸およびアカントアメーバ

のシストを明瞭に検出することができる24)
．

②染色操作後においても，菌体および切除組織の形

態的特徴は良好に保存される25)
．

③通常の透過光によるヘマトキシリン染色像の観察

と蛍光による観察の併施により，詳細な病理像の

観察が可能である．

④採取後時間が経過した試料においても染色性は低

下せず，染色後の試料の保存性(1 年以上)，発色性

も良好である．

�．注 意 点

①試料は，27 ゲージ針などを用い，病巣部をごく少

量一塊として採取することが望ましい．擦過塗抹

標本は，角膜への浸潤性の判定が困難であるため

推奨されない．

②セルロース性挟雑物は蛍光像として染色される．

このため，標本採取時には綿棒などセルロースを

含んだ器具は使用しない．

③細胞の融解が著しい場合，共染像を認める場合が

ある．

④抗真菌薬の使用により真菌形態が徐々に破壊され，

切除標本から陽性像が検出されなくなる場合があ

る．このため，治療開始後採取した標本の染色結

果の解釈には十分な注意が必要である．

⑤酵母菌であっても感染病巣部では菌糸状(仮性菌糸)

に観察されることが多い(図 43)．

Ⅱ 蛍光抗体法(HSV，VZV)

�．単純ヘルペスウイルス(HSV)

�) 方法

ヘルペス(1・2 型)FA試薬 ｢生研｣(デンカ生研，東京)

を用いた場合を以下に示す．
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図 41 酵母菌のファンギフローラ Y®染色像(×1,000)．

→：酵母様真菌．

図 42 アカントアメーバのファンギフローラ Y®染色像

(×1,000)．



①角膜上皮擦過物(角膜生検材料)を無蛍光スライド

ガラスに塗抹し，冷風で乾燥．

②アセトンに 10 分間浸し，固定．

③蛍光(fluorescein isothiocyanate：FITC)標識抗HSV-

1 あるいはHSV-2 モノクローナル抗体(対比染色用

のエバンスブルー含有)を試料上に滴下．

④湿潤箱に入れ，37℃で 15 分間反応させる．

⑤精製水で洗浄し，冷風で乾燥．

⑥封入液(グリセリンとリン酸緩衝液を 9：1 の割合

で混和したもの)で封入．

⑦励起波長 525 nm をピークとする観察光(B励起法)

を持つ蛍光顕微鏡で観察．

�) 結果の判定

緑色の特異蛍光を発する HSV 感染細胞を認めれば陽

性と判断できる(図 44)．HSV 非感染細胞は赤色に染色

される．

�) 利点

蛍光抗体法はウイルス分離に比べ，迅速に結果が得ら

れる．また，感度，特異性ともに高い．モノクローナル

抗体を利用し，HSV抗原の型別確認ができる．

�) 注意点

偽蛍光や偽発色があるため，陽性対照，陰性対照を同

時に用いる必要がある．蛍光は時間とともに褪色するた

め，検鏡は速やかに行う．

�．水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)

眼部帯状疱疹眼局所からの検体採取およびウイルス分

離が難しいため，皮膚の水疱内容の蛍光抗体法によるウ

イルス抗原の証明が診断に用いられている．水疱内容を

注射器で吸引し，スライドガラスに滴下したものを塗

抹・乾燥し，固定後 FITC 標識抗 VZV モノクローナル

抗体(VZV-FA ｢生研｣)を用いる．眼局所からは，偽樹枝

状角膜炎が発症したときのみ検体が採取可能であるが，

検体量が少ないため，採取法に工夫が必要となる．Im-

pression cytology から得られた検体に対し，VZV のモ

ノクローナル抗体を用いた蛍光抗体法も有用である26)
．

Ⅲ 免疫クロマトグラフィ法(HSV)

�) 方法

チェックメイト®ヘルペス アイ(わかもと製薬，東京)

を用いた場合を以下に示す．

①綿棒で採取した角膜上皮擦過物(角膜生検材料)を

キット付属の検体抽出液に添加し，抽出．

②反応シートに 3滴(150 ml 相当)滴下し，15〜30℃に

て 15 分静置後に判定部を目視観察し，判定．

�) 結果の判定

判定部 C と S の両方に赤紫色のラインが出た場合を

陽性，Cのみにラインが出た場合を陰性．

�) 利点

特定の機器や技術を必要とせず，他のいずれの HSV

検査〔ウイルス分離，蛍光抗体法，polymerase chain

reaction(PCR)法〕よりも簡便・迅速に結果が得られ

る．モノクローナル抗体を利用し特異性が 100％である．

�) 注意点

陰性の場合でも HSV 感染を否定することはできな

い．検査の精度を上げるためには角膜上皮細胞をできる

だけ多く採取するために角膜擦過をしっかり行う必要が

ある．

Ⅳ 細菌培養・感受性検査

�．細菌検査依頼時の注意事項とは

角膜炎の起炎菌として一般細菌を標的とする場合に

は，臨床診断より疑われる目的対象菌群を明記し，検査

室に伝える．検査室ではその情報に基づいて選択培地を

適時追加することにより，目的菌の検出時間および検出

率を高めることが可能となる．特にメチシリン耐性黄色
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図 43 菌糸状に観察された酵母菌のファンギフローラ

Y®染色像(×1,000)．

図 44 樹枝状角膜炎病巣擦過物の抗 HSV蛍光標識抗

体による染色標本の蛍光顕微鏡写真．



ブドウ球菌(MRSA)，緑膿菌，バンコマイシン耐性腸球

菌(vancomycin-resistant enterococci：VRE)の検出用に

は，他の雑菌の発育を抑制し，目的菌を選択的に増殖さ

せる選択分離培地を追加する．

また，培養検査では材料を 3〜5 枚の培地に塗布する

ため採取材料が極端に少ない場合は，目標とする菌群や

耐性菌に優先順位を付記するのも，検出率を高める工夫

となる．

�．一般細菌の培養方法

一般細菌の検出を目的とする場合，検査室では①血

液寒天培地：主に溶連菌用，②チョコレート寒天培地：

ヘモフィルス用，③デソキシコレート培地(DHL)また

はマッコンキー培地：腸内細菌・ブドウ糖非発酵菌用，

以上の 3種類の培地を基本的に使用する．さらに，臨床

コメントに応じて，④サブロー寒天培地：真菌用，⑤

MSEY(マンニット食塩卵黄加培地)：黄色ブドウ球菌用，

⑥MRSAスクリーン培地：MRSA迅速検出用，⑦NAC

(nalidixic acid cetrimide agar)：緑膿菌用，⑧バンコマ

イシン添加エンテロコッコセル培地：VRE 用などの選

択培地を加える．

角膜由来材料を上記の培地に画線培養後，①，②の培

地は 5〜10％，35℃炭酸ガス(CO2)培養器へ，③，⑤〜

⑧の培地は通常の 35℃培養器(non-CO2)へ，④の培地は

25℃培養器(non-CO2)へ入れ，24〜48 時間培養し適時観

察する．

�．起炎菌が検出されるまでの時間

自施設に検査室がある場合の菌種同定と薬剤感受性検

査に要するおよその時間を表11に示す．緑膿菌やMRSA

などの一般細菌では通常 1 日，カンジダ属で 1〜2 日，

嫌気性菌では 2〜3 日で発育集落が得られる．治療効果

判定を急ぐ患者では，直接検査室に培養結果を問い合わ

せることにより推定菌種の一次報告が得られる．また，

糸状菌は初代分離に 2〜4 週間を必要とする株もまれで

はない．

�．検査結果の解釈

�) 起炎菌の判断

外眼部には図 45 に示すように多くの常在菌が存在す

る．このため検査結果より起炎菌を判断する場合は，

①塗抹検鏡結果と同定菌種名の比較．

②局所の炎症像の特徴．

③同定菌種名と薬剤治療効果．

などを考慮し決定する．

�) 薬剤感受性試験結果の解釈

日本国内の多くの検査室(検査会社)は，Clinical and

Laboratory Standards Institute(CLSI)により推奨されて

いる CLSI 標準法に準拠して感受性試験を実施してい

る．具体的には，微量液体希釈法とディスク拡散法のい

ずれかが用いられている．

ⅰ) 微量液体希釈法(CLSI：M100-S21)

ミューラーヒントン培地に良好に発育する菌について

は，96 穴のマイクロプレートを用いた微量液体希釈法

により最小発育阻止濃度(MIC)を測定し，さらに CLSI

の判定カテゴリー(下記ⅳ)参照)も併せて報告する．

ⅱ) ディスク拡散法(CLSI：M100-S21)

栄養要求性の厳しい特殊な菌(ストレプトコッカス属，

ヘモフィルス属など)については，微量液体希釈法による

感受性試験の実施が困難であるため，用手法であるディ

スク拡散法により阻止円直径を判定し，判定カテゴリー

に準じて報告する．なお，薬剤ディスクは CLSI 標準法

に準拠した市販ディスクを使用する．

ⅲ) b-ラクタマーゼ試験

Haemophilus influenzae，Neisseria gonorrhoeae，Mo-

raxella(Branhamella) catarrhalisおよび嫌気性グラム陰

性桿菌については b-ラクタマーゼ試験を実施する．コ

ロニーから直接実施する本試験で陽性ならば，感受性結

果を待たずにペニシリン系の薬剤は使用できないと判断

する．

ⅳ) 判定カテゴリーとは

感受性結果は，MIC値または阻止円直径から血中有効

濃度に基づく臨床有用性を考慮し，表 12 に示したよう

に S：感受性，I：中間，R：耐性と判定される．感染性

角膜炎の起炎菌が感受性判定で｢S｣と判定された場合は，

その点眼薬による治療効果が期待できる．一方，｢R｣ と

判定された場合はその解釈が難しく，点眼薬が血中有効

濃度よりはるかに高濃度で調整されているために効果が

ある場合もあるので，実際に臨床的に使用して効果が認

められている場合は ｢R｣ と判定されたことを根拠に当

薬剤を中止・変更する必要はない．一方，たとえ PAE

(postantibiotic effect)の高い薬剤であっても角膜表面で

は起炎菌と薬剤との十分な接触時間が確保されないた

め，治療効果はさほど期待できないとの意見もあり，

｢R｣ と判定された薬剤をわざわざ新たに開始すること

は，ほかに方法がない場合を除いては避けた方がよい．

現にWilhelmus らは 0.3％シプロフロキサシン塩酸塩

点眼薬による角膜炎治療効果と起炎菌の感受性結果との

／関係を評価し，MICが 1.0 mg／ml 以上を示す症例では半

数で治療効果が得られなかったと報告している27)が，逆

に半数では効果があったということでもあり，この辺の

解釈の難しさを示している．
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5〜7 日

3〜4 日2〜3 日

薬剤感受性結果最終同定

表 11 細菌の塗抹，同定，感受性試験に要するおよそ

の日数

菌発育塗抹検査

嫌気性菌

一般細菌

5〜7日2〜3日

1日

15 分以内

15 分以内



ⅴ) 感受性スペクトル

感染性角膜炎患者の日常診療に際しては，主に臨床所

見に基づき点眼薬を選択するが，推定起炎菌と用いる点

眼薬の抗菌スペクトルは正しく認識しておく必要がある．

また PAE を考慮した点眼薬の使用も重要である．治療

効果は，外来患者では 2〜3 日で判定し，適時点眼薬を

変更する．抗菌力の強いフルオロキノロン系およびアミ

ノグリコシド系抗菌薬の長期使用(1 週間以上)は真菌お

よび腸球菌などの菌交代現象を誘発するため，全科的に

は避けるべきとされているが，なるべく混濁の少ない治

癒を目指す眼科においては感染性角膜炎に対する抗菌点

眼薬治療を 1週間で止めることは難しく，臨床経過をみ

ながら薬剤の中止時期を決めていくことになるが，漫然

とした長期使用がないように注意すべきである．

Ⅴ 真菌培養・感受性検査

�．方 法

①点眼麻酔後，開瞼器をかける．

②円刃刀またはゴルフ刀などでサンプルを採取する．

③培地シャーレの中心部に円刃刀を突き立てて直接

接種する．

④得られたサンプルは培養とともに塗抹検鏡に供す

る．

⑤室温および 37℃で培養する．

⑥培養した真菌はスライドカルチャーにて菌種を同

定する．

⑦感受性検査キットを用い薬剤感受性検査を行う．

�．結果の判定

�) 真菌培養

接種場所に一致して菌が生えてきた場合には病変部か

ら分離されてきたと判断できるが，その他の部位に生え

てきた場合には contamination と判断する．確定診断で

は，塗抹検鏡で角膜実質に真菌が感染していることが重

要である．培養のみ陽性であるときには contamination

の可能性があることに注意して判定する．塗抹検鏡と培

養結果が一致したときには信頼性が高い．また，糸状菌
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図 45 外眼部常在菌．

日本眼感染症学会の術前減菌法に関する多施設共同研究において 60 歳以上の白内障術前患者の結膜から分

離された細菌の内訳．

臨床的有効性は期待できない

通常投与量では効果が低い(大量投与が必要)．抗菌薬移行性
の良好な部位の感染症の場合には効果が期待される

推奨される抗菌薬の投与量で臨床的有効性が期待できる

表 12 薬剤感受性試験結果の解釈(CLSI法)

対象
／ ／(N／A，N／R)

耐性
R：resistant

中間
I：intermediate

感受性
S：susceptible

治療薬として使用できない(適応外，対象外)



と酵母菌では，臨床所見に差がある28)
．糸状菌の中でも

菌種によって病原性に差があり，角膜潰瘍の重症度や進

行に差がある．したがって，臨床所見から培養結果をあ

る程度推測することができ，臨床所見を踏まえて総合的

に判断する．

�) スライドカルチャー

ガラスシャーレ，V字型ガラス管，スライドガラス，

カバーガラスを乾熱滅菌しておく．真菌培養用の平板寒

天培地を滅菌メスで約 10 mm 幅の格子状に切り出す．

そしてスライドガラス上に一片を置き，寒天培地の 4辺

に培養真菌を白金耳で接種し，カバーガラスで覆う．ガ

ラスシャーレ内の V字ガラス管の上にスライドガラス

を置き，最後に少量の滅菌水をシャーレ内に注ぎ，真菌

が生えた至適温度で培養する．真菌の発育状態を観察

し，適当な時期にカバーガラスをピンセットでゆっくり

剝がす．別のスライドガラス上にラクトフェノール・コ

トンブルーを滴下し，その上に菌糸が付着している面を

下にして静かに置く．残ったスライドガラスは寒天を取

り除き，ラクトフェノール・コトンブルーを滴下すれば

もう 1枚標本ができる．カバーガラスの周辺にバルサム

またはネイルエナメルを塗り封入し，顕微鏡で観察する．

�) 感受性検査

酵母様真菌に関しては各種簡易キットが販売されてい

るが，糸状菌に関してはまだ標準化は完全ではない29)
．

感受性検査に用いた培地や培養条件により感受性結果が

異なるため，感受性検査方法や培養条件が異なる場合に

は，検査結果を単純に比較検討できない．

�．利 点

感染性角膜炎の病巣から直接サンプルを採取して真菌

を培養することによって，真菌性角膜炎の確定診断を下

すことができる．培養した真菌はスライドカルチャーす

ることにより，菌の形態を詳しく観察することができ，

菌種を同定することも可能である．また，感受性検査を

行うことによって適切な抗真菌薬の選択が可能である．

�．注 意 点

サンプルの採取場所は瞳孔領から離れた位置の角膜潰

瘍の周辺部を選ぶ．瞳孔領から離れている部位でサンプ

ルを採取することで視力障害を残しにくい．潰瘍中心部

は穿孔を起こしやすいので避ける．増殖力の旺盛な真菌

は潰瘍周辺部の正常角膜との境界に多く存在するので，

このような部分を狙って円刃刀を用い，強めに擦過して

角膜実質を採取する．角膜実質からサンプルを採取する

ことが真菌の検出率を上げるうえで重要である30)
．

また，得られたサンプルは培養とともに塗抹検鏡に供

する．真菌性角膜炎の確定診断として，塗抹検鏡によっ

て角膜実質に真菌が感染していることを確認しておくこ

とが重要なポイントである．

さらに，培養はサブロー寒天培地，ポテトデキスト

ロース寒天培地，抗菌薬添加普通寒天培地などを用い，

各培地それぞれ 2 枚を用意して室温と 37℃で培養し，

真菌の発育の有無を観察する．真菌用培地は一般的に細

菌が発育しにくくなっている．真菌用の培地が準備でき

ない場合には，細菌培養用の培地が代用可能である．室

温と 37℃で培養するのは，菌種により発育至適温度が

異なるためである．発育速度は菌種によりばらつきがあ

るため，少なくとも 2週間は培養する．

Ⅵ アカントアメーバ培養

�．方 法

分離培養法の概略を図 46 に示す．

�) 分離用培地の作製

〈方法 1〉

ⅰ) 用意するもの

①アカントアメーバ塩類溶液(KCM)

(ａ) アカントアメーバ塩類溶液保存液の組成

DW(蒸留水)

1.0 gMgSO4−7H2O

3.0 gCaCl2

0.4 gKCl

1,000 ml

トリス緩衝液で pH 6.8〜7.0 に調整後，オートクレー

ブで滅菌し，冷暗所保存する．使用時，この保存液を

DWで 100 倍に希釈して用いる．

(ｂ) アカントアメーバ塩類溶液の簡易処方

上記のKCMの代わりとなる簡易処方がある．生理食

塩水 1 ml に DW 60 ml を加えて，オートクレーブで滅

菌し，このまま用いる．

②Bacto agar，Difco

ⅱ) 培地の作製

①寒天平板の作製(1.5％NN寒天培地)：Bacto agar，

Difco 1.5 g を KCM 100 ml で溶解し，オートクレー

ブで滅菌する．約 60℃に冷めたときに直径 60 mm

のプラスチックシャーレに，厚さ約 5 mm に注入

する．冷蔵庫(4℃)で約 3か月間保存できる．

②寒天平板の表面にガラス棒などで yeast extract glu-

cose(YG)液を塗布する31)
．室温で数時間〜半日ほ

ど乾燥させ，検査に用いる．

(ａ) YG液

酵母エキス，Difco 0.5 g

グルコース 0.5〜1.0 g

KCM 10 ml

(ｂ) 納豆上澄み液

YG液の代わりに，簡易処方として納豆上澄み液を用

いることもできる32)
．

新鮮な納豆(挽き割納豆は不可)を 8〜10 粒ほど小試験
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管に入れ，KCM 10 ml を加える．これを静かに攪拌(倒

立，正位を繰り返す)し，納豆の粘液がほぼ溶液中に溶

解したら，上澄みを別の容器に分注する．この上澄み液

をYG液の場合と同様に寒天平板に塗布し，乾燥後使用

する．

(ｃ) 大腸菌浮遊液

通常の検査室ではYG液ではなく大腸菌浮遊液(後述)

を用いている．

〈方法 2〉

ⅰ) 用意するもの

①アカントアメーバ塩類溶液

・アカントアメーバ保存液の組成

NaCl 12 g

KCl 0.35 g

CaCl2 0.3 g

MgSO4−7H2O 0.4 g

Tris-HCl 100 mM(pH 6.8) 500 ml

DW(蒸留水) 1,000 ml

上記の成分を入れて溶解後，121℃で 15 分間オートク

レーブで滅菌する．作製した保存液は，冷蔵庫で保存す

る．

② PURIFIED AGAR

ⅱ) 培地の作製

①寒天平板(低栄養培地)の作製：ガラス瓶に寒天

(PURIFIED AGAR)粉末 1.6 g を入れ，精製水 99

ml に溶解し，上記のアカントアメーバ保存液を 1

ml 加え，121℃で 15 分間オートクレーブで滅菌す

る．50℃程度に冷めてから，シャーレに流し入れ，

寒天が固まったら冷蔵庫でさらに 30 分程度固め，

その後インキュベーターで 15 分ほど乾燥させる，

瓶のままであれば約 6 か月保存可能であるが，

シャーレに分注した場合には 1 か月以内に使用す

る．

②使用直前に寒天平板に大腸菌浮遊液 1滴を滴下し，

コンラージ棒で均等に広げ，乾燥させる．

・大腸菌浮遊液の作製法

大腸菌(ATCC株 25922)を血液寒天培地で一昼夜培養

する．精製水 10 ml にアカントアメーバ保存液 0.1 ml

／を加えた溶液を作製し，平板に発育したコロニーの 1／2

を浮遊させ試験管にとる．恒温槽(60℃)に試験管を入

れ，10 分間ごとにボルテックスをかけながら 60 分間加

熱処理する．試験管が冷めたら，チューブに 1 ml ずつ

分注して密封し，冷蔵庫で保存する．

�) 検体の採取と接種

ⅰ) 角膜擦過物

硬めのスパーテルや円刃刀などを用いて，角膜病変部
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図 46 アカントアメーバの分離培養法．

KCM：アカントアメーバ塩類溶液，YG：yeast extract glucose.



から擦過物を採取する．培地の中央に検体を置き，その

上にKCMを 1滴落とす．

外部機関に培養を依頼する場合には，採取した材料を

直接濾紙片に取り，KCMを 1 滴落として室温で十分に

乾燥させる．材料の周囲を鉛筆などでマークして，スク

リューチューブなどに密封して郵送するとよい．

ⅱ) コンタクトレンズ，コンタクトレンズ保存液

コンタクトレンズはレンズ表面を寒天平板に擦りつけ

るように塗りつけるか，レンズを拭き取った濾紙片を培

地に直接置く．コンタクトレンズ保存液は遠心分離管に

入れて 600 G で 7 分間遠心分離し，沈渣をマイクロピ

ペットで滴下する．

�) 培養

30℃の暗所で培養する．2〜3 日目には栄養体がみら

れ，5〜7 日目には大部分がシスト化する．

�．結果の判定

�) 生体観察

平板上の適当なシスト集団上にKCMを 1滴落とし，

白金耳でシストをスライドガラス上にとる．薄いカバー

ガラスの小片を枕として材料の上にカバーガラスをかけ，

ブリッジプレパラートを作製し，位相差顕微鏡で観察す

る．栄養体では棘状偽足と単核の胞状核を認める．シス

トは大きさ 10〜20 mmで，内・外二重壁と内壁の形状が

確認できればアカントアメーバ属と判定できる(図 47，

48)．

�) 簡易染色

いくつかの染色法があるが，細胞内構造の保存，二重

壁の判別などの点から brilliant cresyl blue(BCB)染色が

簡便で観察しやすい．また，ギムザ染色でも観察可能で

ある．

ⅰ) BCB 染色

①シスト浮遊液と KCM で調製した 0.1％ BCB 染色

液を等量混合する．

②ブリッジプレパラートを作製し，検鏡する．

�．利 点

アカントアメーバの分離培養は，比較的感度の高い病

因診断法である．また，薬剤感受性を調べれば，治療薬

の選択に関しての情報を得ることができる．アカントア

メーバの培養は難しくなく，培地さえ用意しておけば簡

単に実施できる．培地は冷蔵庫で約 3か月間保存できる．

また，アカントアメーバの分離培養は，臨床検査業者に

委託することも可能である．各業者から検体輸送用キッ

トを取り寄せ，取り扱い説明書に従って検体を採取し，

提出する．

�．注 意 点

アカントアメーバ角膜炎の初期では検出できないこと

がある(偽陰性)．また，アカントアメーバは室内塵など

日常生活環境下に高率に存在するので，検査器具や材料

の汚染に十分注意する必要がある．

Ⅶ ヘルペスウイルス培養

�．方 法

サンプルとしては，上皮型が疑われる場合は，上皮欠

損部ではなく，その辺縁の上皮をMQAチップなどで擦

りとる．実質型では涙液をサンプルとする．これらのサ

ンプルを，直接培養細胞(Vero 細胞など)に接種するの

が感度を上げる点からはよいが，冷凍保存しておき，後

日接種を行うか，培養実施施設に送付することも可能で

ある．

�．結果の判定

サンプルを接種した細胞内でウイルスが増殖してくる

と，細胞に数日〜1週間で ballooning などの細胞変性効

果(CPE)が出現してくる．CPE が拡大してきたら増殖

したウイルスを回収・冷凍保存し，後日，蛍光抗体法・

中和法などを用いてウイルスの種類を同定する．

�．利 点

陽性であれば角膜ヘルペスと確定診断できるため，ヘ

ルペス診断のゴールド・スタンダードである．また分離

されたウイルスを用いて薬剤感受性や病原性を検討した
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図 47 アカントアメーバの栄養体(位相差顕微鏡)． 図 48 アカントアメーバのシスト(位相差顕微鏡)．



り，分子疫学的調査に用いることができる．

�．注 意 点

以上 1〜3 は HSV 分離の方法であり，VZV について

は眼局所からのウイルス分離は困難であり，臨床的な利

用は難しい．HSVについても，感度が悪い，結果が出る

のに日数を要する，培養細胞を用意する必要がある33)34)

など，日常の臨床検査としては不向きな面がある．

Ⅷ Polymerase chain reaction(PCR)法

�．PCR法

PCR法ではまず，検体を 94℃前後の高温に供しDNA

二本鎖変性により一本鎖にする．これを denaturation と

いう．次に反応温度を 55〜60℃前後に下げて，それぞれ

の一本鎖にプライマーを付着させる．これを annealing

という．再び温度を 72℃前後に上げて伸長反応(exten-

sion)を行う．

具体的な方法は，まず得られたサンプルからDNAを

抽出し，マイクロチューブ中に抽出DNA，2 種類のプラ

イマー，デオキシヌクレオシド 3 リン酸(dNTP)，バッ

ファー，MgCl2，DNAポリメラーゼ，H2O を混合する．

サーマルサイクラーを，例えば denaturation 94℃ 30 秒，

annealing 58℃ 30 秒，extension 72℃ 60 秒，35 サイク

ルなどの条件に設定し，試薬とDNAの入ったチューブ

を反応させる．

また，nested PCRは，アウタープライマーとインナー

プライマーを使って 2 段階の PCR を行う方法で，より

感度が優れる．

結果の判定は，設定したエンドポイントにおけるPCR

産物をアガロースゲル(図 49)に電気泳動し，増幅産物が

得られたかどうかを確認する．

�．リアルタイム PCR法

上記の従来型 PCR法に対して，リアルタイム PCR法

は，目的 PCR 増幅産物を 1 サイクルごとに経時的にモ

ニタリングすることにより定量的な解析が可能で，眼科

領域でも報告が行われている35)
．二本鎖 DNAに特異的

に挿入して蛍光を発する色素である SYBR green Ⅰを用

いるインターカレーター法と配列特異的オリゴヌクレオ

チドに蛍光物質を標識したプローブを用いる TaqMan

法がある．増幅されたDNA量に比例して得られる蛍光

強度を検出することにより，初期鋳型 DNA を定量す

る．既知の初期鋳型コピー数から段階希釈したスタン

ダードサンプルにおける増幅曲線にて，閾値 PCR 産物

量に達するサイクル数(threshold cycle：Ct 値)を算出し

て，初期鋳型量と Ct 値との直線関係を示す検量線を作

成する．目的サンプルにおいても同様に Ct 値を算出し

て，検量線に当てはめることによって，目的サンプルの

初期鋳型量絶対数を定量できる．また，内在コントロー

ル遺伝子によるサンプル間の補正をすることにより，サ

ンプル間の相対的比較定量を行うこともできる．

�．利 点

PCR法では，涙液，角膜上皮，前房水，硝子体のよう

に採取できる検体が少量で，サンプル中のウイルス量が

少ない場合でもウイルスDNAを増幅させることにより

検出可能である．また，多数の病原体を短時間で検索す

ることができる．また，本反応の鋳型となるDNAは，

凍結させて長期保存できる．

�．注 意 点

PCR法ではあくまでDNAの存在が証明されるのみで

ある．したがって，ウイルスであれば活動性ウイルスの

存在を証明しているわけではないので，その評価に注意

を要する．眼ヘルペス感染症研究会が提唱した上皮型ヘ

ルペスの診断基準では，PCR法によるウイルスDNAの

証明は確定診断，確実診断項目ではなく，補助診断項目

に挙げられている．少量のDNAが増幅されるため，検

査環境を整え，contamination に注意する必要がある．

Ⅸ 血清抗体価

�．方 法

�) 採取

発症初期および発症 2 週後の患者血液を 5 ml 程度採

取し，血清を分離する．不可能な場合は発症 2週後の血
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図 49 Polymerase chain reaction(PCR)産物のアガ

ロースゲル電気泳動．

患者涙液より抽出したDNAより，HSV-1 の UL-2 re-

gion に相当するバンド(342 bp)が得られた．



清だけを採取する．

�) 検査依頼

測定方法を指定して，検査室あるいは検査会社に検査

を依頼する．補体結合反応試験(CF 法)，中和試験，赤

血球凝集阻止試験(HI 法)，蛍光抗体法(FA法)，酵素抗

体法(ELISA法)が主に用いられる．CF法は感度が低く，

IgG 値を主に反映し，スクリーニングとして用いる．ウ

イルス特異的な IgG 抗体価や IgM 抗体価の測定には，

HI 法や ELISA法，FA法を用いる．

�) 診断

ペア血清で CF抗体価が 4倍以上，その他の方法では

2段階以上の抗体価の上昇を証明できれば，そのウイル

スによる感染と診断する．

�．結果の判定

�) 感染に伴う抗体応答の原則

感染時に産生される特異的抗体としては感染初期に

IgM，それと同時期にオリゴマー IgAが産生され，感染

7〜10 日後にピークとなり，その後 IgG が遅れて上昇し

長期にわたり産生される(図 50)．

�) 初感染ヘルペスが疑わしい場合

発症 2 週後の血清において IgG 抗体価と IgM 抗体価

を測定し，IgG 抗体価が上昇せず IgM 抗体価が上昇し

ていれば，初感染ヘルペスであると診断できる．発症 4

日以内では，感染にもかかわらず抗体価が上昇していな

いこともある．

�) 眼部帯状疱疹の場合

VZV の再活性化により起こるので，ペア血清を採取

し，IgG 抗体価ないし CF抗体価で 4 倍以上の上昇があ

れば診断できる．IgM抗体価は上昇しない．成人におけ

るVZV抗体の保有率は 60％以上であり，ペア血清によ

る抗体価上昇が証明できない場合は，診断価値は低い．

�) 角膜ヘルペスの場合

HSV の再活性化が原因であり，HSV 抗体の保有率は

60％以上のため，抗体価の上昇によっても角膜炎の原

因ウイルスとは判断できない．

�．利 点

血清の採取のみで検査でき，角膜に対する侵襲がな

い．

�．注 意 点

ウイルス性角膜炎が疑われる場合は，HSV 抗体価と

VZV 抗体価を測定し，発症 2 週以後で抗体陰性であれ

ば，原因ウイルスの可能性は否定してよい．IgM抗体価

が上昇している場合は，初感染と診断する．それ以外は，

血清抗体価上昇を認めても，原因ウイルスと判定するこ

とはできない．
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図 50 抗体応答．



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo false
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 100
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 300
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
>
    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e5c4f5e55663e793a3001901a8fc775355b5090ae4ef653d190014ee553ca901a8fc756e072797f5153d15e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc87a25e55986f793a3001901a904e96fb5b5090f54ef650b390014ee553ca57287db2969b7db28def4e0a767c5e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for on-screen display, e-mail, and the Internet.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>
>
    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020d654ba740020d45cc2dc002c0020c804c7900020ba54c77c002c0020c778d130b137c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor weergave op een beeldscherm, e-mail en internet. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /JPN <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /ConvertToRGB
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing false
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




