
*近畿大医誌仙dJ Kinki Univ)第34巻 l号日 2009 3 

マウスヘルペスd性角膜炎の再活性化抑制法の検討

渡遺敬三

近畿大学医学部眼科学教室

抄録

単純へルペスウイルス 1型 (HSV-l)によるへルペス性角膜炎は，しばしば再発を繰り返し，角膜混濁，視力低

下，社会的失明となる場合がある.アシクロビノレ内服による再活性化抑制効果を検討した報告があるが，臨床的に

充分な抑制率ではなかった.今回の研究では，マウスへルペス性角膜炎モデルを用いて，アスコルビン酸(AsA)， 

亜鉛 (Zn)，アデノシンモノフォスフェート (AMP)，ゲルダナマイシン (GM)のHSV-l再活性化抑制効果を検

討した.マウス角膜に HSV-lを感染させ， AsA内服群， Zn内服群，これらのコントロールとして生理食塩水(生

食)内服群， AMP筋肉内注射(筋注)群，このコントロールとして生食筋注群， GM腹腔内注射(腹注)群，こ

のコントロールとしてジメチルスルホキシド腹注群，計7群に分類し，潜伏感染成立後25日目より各薬剤を投与し

た.免疫抑制薬と熱ストレスを用いて再活性化し，マウス眼球と三叉神経節を採取し， Plaque AssayとReal-time

PCR法を用いて検討した.Plaque Assayによる検討で， GM腹注群は，三叉神経節における陽性サンプル数に有

意な減少を認め， Real-time PCRでは， AMP筋注群三叉神経節におけるウイルス DNA検出コピー数に有意な減

少を認めた.以上より GMとAMPは，マウス潜伏感染モデルにおいて， HSV-l再活性化抑制効果を示すと考え

られた.
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緒言

単純ヘルペスウイルス l型(herpessimplex virus 

type 1， HSV-1)は，眼科領域において，上皮型ヘ

ルペス性角膜炎，実質型ヘノレペスd性角膜炎，角膜内

皮炎，等の発症に関与する.HSV-1は，角結膜に初

感染後，三文神経節角膜2，3に潜伏感染し，紫外線

熱ストレス外傷寒冷刺激免疫抑制8などの誘

因により再活性化する.症例によっては，再発を繰

り返し角膜混濁，視力低下，社会的失明となる場合

がある.そのため，再発を防ぐことが重要な課題と

してあげられる.

性器へルペス9，lo，口唇ヘルペス 11では，アシクロ

ビル (ACV)またはノてラシクロビル (VACV)の予

防的内服が，再発抑制に効果的であると報告されて

いる.

一方，眼科領域においては HerpeticEye Disease 

Study Group12が，ヘルペス性眼疾患の既往がある

が活動性病変のない患者703名に対し， ACV内服に

よる角膜へルペスの再活性化抑制効果の検討を行っ
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た.プラセボ群の再活性化率が32%であったのに対

し， ACV内服群は19%にとどまり，実質型へルペス

性角膜炎の既往のある337名の比較では，前者が28

%，後者が14%と有意の差があったと報告している.

しかし，臨床的にこの減少率では充分とはいえず，

また， 12ヶ月にわたる ACVの長期投与では， HSV 

-1のACV耐性の獲得，高額医療費が問題となる.

またItahashiら13は，マウス潜伏感染モデルを用

い， ACV点眼，軟膏，内服の他に， VACV内服の再

活性化抑制効果を Real-timePCR法により検討し

た.その結果， ACV点眼，軟膏，内服，及びVACV

内服群は，プラセボ群と比較して有意に再活性化抑

制効果を認めたと報告した.VACV内服は，現在眼

科臨床において，角膜移植手術後の角膜へルペス再

発予防のために，術後約 2週間処方される場合があ

るはが，本邦では保険適応は認められていない.ま

た，長期にわたり慢性投与する場合，上記の ACV同

様の問題が考えられる. ACV点眼，軟膏に関して

は，予防的長期投与は細胞毒性による眼科的副作用

を惹起するため，困難である.
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今回本研究において，マウスへルベス性角膜炎モ

デルを用いて，アスコルビン酸 (ascorbic acid， 

AsA) ，亜鉛 (Zn)，アデノシンモノブォスフェート

(adenosine monophosphate， AMP) ，ゲル夕、ナマイ

シン (Geldanamycin，GM)のHSV-1再活性化抑

制効果を検討した.

これまでに AsAI5.16，Zn17.18に関しては，抗ウイル

ス作用が報告されており ，ACV，VACVと同様の再

発抑制効果が期待できると考えた.AMPに関して

は， cyclic-AMP (cAMP) response element binding 

protein (CREB)がHSV-1の潜伏感染，再活性化

に関与すると報告されてきた 19-21 また， GMは

heat shock protein 90 (Hsp 90) inhibitorであり 22

Hsp遺伝子がマウスへルペス性角膜炎の再活性化

時に有意に発現上昇することが報告されている 23

しかし，これら AsA，Zn， AMP， GMがマウスヘ

ルベス性角膜炎の再活'性化抑制に有効かどうか検討

した報告はない.今回これらのことを検討し， AMP

とGMはマウスモデルにおいて有意な再活性化抑

制効果を認めた.

方 法

ウイルス接種

すべての動物実験は，近畿大学医学部動物実験委

員会規定に基づいて行なった. BALB/cマウス(メ

ス 5週齢，日本クレア株式会社)をケタミン(ケ

タラール⑮，三共株式会社，東京)麻酔下に，両眼角

膜上皮を 27G針でDoubleScratchに擦過し， HSV 

1 McKrae株 (7x103PFU/eye) を接種した.

角膜上皮障害スコア

ウイルス接種 3，4日後に，マウス角膜をフルオ

レセイン染色液にて染色，細隙灯顕微鏡下で観察し，

上皮型へルペス性角膜炎の程度を表 lに従いスコア

リングした24

グループ分類

ウイルス接種4日後に，生存マウスを各群で上皮

型へルペス性角膜炎の程度が同程度になるように，

以下の 7群に分類した.すなわち， AsA内服群， Zn 

表1 角膜上皮障害スコア

o :上皮障害を認めない.

1 点状表層角膜炎を認める.

2 樹枝状角膜炎あるいは地図状角膜炎が上皮全体

の1/4未満を占める.

3 :樹枝状角膜炎あるいは地図状角膜炎が上皮全体

の1/2未満を占める.

4 :樹枝状角膜炎あるいは地図状角膜炎が上皮全体

の1/2以上を占める.

文献24より改変.

内服群，これらのコントロールとして生理食塩水(生

食)内服群， AMP筋肉内注射(筋注)群，このコン

トロールとして生食筋注群， GM腹腔内注射(腹注)

群，このコントロールとしてジメチルスルホキシド

(DMSO)腹注群，計 7群であった.

350匹のマウスを使用し，各群50匹ずつに分類し

Tご

薬剤投与

各薬剤の作成および投与方法は以下の通りであ

る.AsA (SIGMA， St Louis， USA)内服では0.4

mg， Zn (SIGMA， St Louis， USA)内服では0.0065

mgをそれぞれ生食(大塚製薬，徳島)0.5mlに溶解

し1日2回投与した. これらのコントロールの生食

内服では0.5mlを1日2回投与した.AMP(ナカラ

イテスク，京都)筋注では0.04mgを生食0.1mlに

溶解し 1日1回筋注，生食筋注では0.1mlを1日1

回筋注した.GM (Invivogen， San Diego， CA， USA) 

腹注では0.25mgをDMSO(和光純薬，大阪)0.25 

mlに溶解し 1日1回腹注， DMSO腹注では0.25ml

を1日l回腹腔内注射した.

内服群は，注射器(テルモシリンジ⑧1ml，テルモ，

東京)に ResearchPipet Tips (0.1-10ぃ1) (BioS-

cience Inc， Salt Lake City， Utah， USA)を{寸け，

マウス口腔内に投与した.筋注群は，注射器(同上)

に27G針(テルモ，東京)を付け大腿筋腹に注射し

た.腹注群は，筋注群と同様に注射器に 27G針を付

け腹腔内投与した.

各薬剤の投与は以下の再活性化施行の 3日前(ウ

イルス接種25日目)より開始し，計5日間行った.

急性感染期に約60%のマウスが死亡し，薬剤投与開

始時には各群とも20から25匹であった.

再活性化

再活性化法は過去の報告13同様，潜伏感染が成立

したと考えられるウイルス接種28日日に，サイクロ

フォスフアミド (SIGMA，St Louis， USA) 200 mg/ 

Kgを腹注し，その24時間後にデキサメサゾン

(SIGMA， St Louis， USA) 16 mg/Kgを腹注した.

更に 4時間後， 430Cの温水中にマウスを10分間浸け

た後，乾燥させた.

組織中ウイルス PlaqueAssay 

再活性化22時間後に，眼球と三叉神経を採取し，

各組織をホモジナイズ後， 3，500rpm， 10分間遠心分

離し，その上清を， 24穴培養皿に単層培養した Vero

細胞に接種し，Plaque Assay法により組織中ウイル

スの有無を検討した25-28

DNA抽出

採取した眼球，三叉神経のホモジナイズ及び遠心

分離後の沈殿物から， DNeasy Tissue Kit⑧(Qiagen 
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Inc， Santa C1arita， California， USA) を用いて

DNA抽出を行った.

各サンプルの DNA量を分光光度計により計測

し，それぞれのサンプル DNA量が100ngになるよ

う調整した.

Rea1-time PCR 

Taqman universa1 PCR master mix， N 0 

AmpErase@ (PE Biosystems， New]ersey， USA) 

を試薬として用いた.プライマーは， forward 5'-

ACATCATCAACTTCGACTGG-3'， reverse 5' 

CTCAGGTCCTTCTTCTTGTCC-3'を，プロープ

は5'-ATGGTGAACATCGACATGTACGG-3'を

用いた29-31 またプライマーは増幅領域を HSV-1

とHSV-2に共通である herpes virus 1 iso1ate 

hsv1 33243 DNA po1ymerase (UL30) gene領域に

設計し，ゲノム DNAをターゲットとした.プロープ

においても同じ増幅領域に設計し， 5'末端側にレポ

ータ一色素として 6-carboxyfluorecein， 3'末端側

にクエンチャ一色素として 6-carboxy-

tetramethy 1-rodamineを標識した. PCR反応液は

PCR master mix，各プライマーを200nM，プロー

プを100nM，サンプルを 511>1混和し， 25凶とした.

機器は ABIPRISM 7000 Sequence Detector (PE 

App1ied Biosystems， Foster City， California， 

USA)を使用した.増幅条件は950C10分間， 97
0

C20 

秒間， 58
0

C 1分間を 5サイクル， 96T20秒間， 58
0

C 

1分間を45サイク lレで施行した25-27 既知量プラス

ミド DNAの希釈配列を用いて得られた thresho1d

cycle(Ct)からスタンダードカーブを決定し， LOX 

101からLOX106コピーまでのリニアレンジを得

た.データ解析は，ABI PRISM Sequence Detector 

version LO (PE App1ied Biosystems， Foster City， 

Ca1ifornia， USA)を用い， HSVDNA量を定量し

た.これらのプライマーは目的とする HSVDNA 

以外のゲノム DNAは増幅しなかった.

統計処理

各薬剤投与群における P1apueAssay陽性サンプ

ル数に関しては， Fisher's exact probabi1ity testに

て検定し， Rea1-time PCRによる HSV-DNA量に

関しては， Mann-Whitney U test及び We1chtest 

にて検定した.

結果

表 2， 3， 4に組織の P1aqueAssayの結果を示

す.三叉神経節および眼球における検討で， AsA内

服群， Zn内服群， AMP筋注群においては，コント

ロール群と比較しプラック陽性率に有意の差を認め

なかった. GM腹注群では眼球においては有意の差

を認めなかったが，三叉神経節においてコントロー

5 

表 2 内服群再活性化後に HSV-1が検出されたサン

プJレ数と割合 (AsA，Zn) 

生食内服 AsA内服

三叉神経節
5/20 
(20%) 

2/15 
(13%) 

Zn内服

8/25 
(32%) 

6/20 1/15 3/26 
(30%) ( 7 %) (12%) 

陽性サンプル数/総サンプノレ数を示す.下段( )内は再

活性化率.

眼球

表 3 筋注群再活性化後に HSV-1が検出されたサン

プノレ数と割合 (AMP)

三叉神経節

注
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AMP筋注

4/20 
(20%) 

5/22 4/22 
(23%) (18%) 

陽性サンプル数/総サンプル数を示す.下段( )内は再

活性化率.

眼球

表 4 腹注群再活性化後に HSV-1が検出されたサン

プル数と割合 (GM)

三叉神経節

DMSO腹注

11/24 
(46%) 

5/24 
(21%) 

GM腹注

※3/22 

(14%) 

4/24 
(17%) 

眼球

陽性サンプル数/総サンプル数を示す.下段( )内は再

活性化率.

※ :GM腹注群とコントロール群との比較にて有意差を

認めた (Fisher'sexact probability test. P < 0.05). 

表 5 内服群再活性化後の三叉神経節及び眼における

HSV DNA Copy数 (AsA，Zn) 

生食内服 AsA内服 Zn内服

2目η:t3.99X103 3.58:t5目47X103 1.45:t2.55x103 

三叉神経節
(n=20) (n=15) (n=25) 

5.50:t14.6XW 1.21土2.02X10'4.58:t10.lxW 
眼球

(n=20) (n=15) (n=26) 

数値は平均値±標準偏差を示す.

ル群と比較し，プラック陽性率に有意の差を認めた.

すなわち， P1aque Assayによる検討で， GM腹注は

マウスヘルペス性角膜炎の再活性化抑制効果を認め

た.

表 5から 7，図 1から 3に， Rea1-time PCRの結

果を示した.

まず，表 5及び図 1に AsA内服群， Zn内服群の

Rea1-time PCRの結果を示す.両群とも三文神経節
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B A 

内服群再活性化後の三文神経節及
び眼球における HSVDNA Copy 
数 (AsA，Zn) 
各点は，各三叉神経節ωおよび眼
球(B)における HSVDNA Copy 
数を，パーは各群の平均DNA
Copy数を示す.
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筋注群再活性化時の三叉神経節及
び眼球における HSVDNA Copy 
数 (AMP)
各点は，各三叉神経節(A)および眼
球(B)における HSVDNA Copy 
数を，パーは各群の平均DNA
Copy数を示す.
※ :AMP筋注群とコントロール
群との比較にて有意差を認めた
(Mann-Whitney U Test， Pく

0.05) . 
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腹注群再活性化時の三叉神経節及
び眼球における HSVDNA Copy 
数 (GA)

各点は，各三文神経節ωおよび眼
球(B)における HSVDNA Copy 
数を，パーは各群の平均DNA
Copy数を示す.

図3

-
す
刷

s 
10 

O 

40 

-
-
T

・・2

-GM -DMSO 

10000 

luOO 

100 

10 

ま
自

3
a
z

ルペス性角膜炎の三叉神経節での再活性化に対する

抑制効果を認めた.

表7及び図 3にGM腹注群の Real-timePCRの

結果を示す.三叉神経節および眼球の両者ともに有

意の差を認めなかったが，三文神経節においては，

ウイルス DNA検出コピー数が少ない傾向を認め

た.

DMSO 

および眼球においてコントロール群と比較し有意差

を認めなかった.

表 6及び図 2にAMP筋注群の Real-timePCR 

の結果を示す.AMP筋注群は生食筋注群と比較し

て，眼球においては有意の差を認めなかったが，三

叉神経節におけるウイルス DNA検出コピー数に有

意な減少を認めた.すなわち， AMP筋注はマウスへ
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表6 筋注群再活性化時の三叉神経節及び眼球におけ

るHSVDNA Copy数 (AMP)

生食筋注 AMP筋注

三叉神経節
2.30士3.16X103 ※8.39:t27‘2X 102 

(n=21) (n=20) 

2.55土4.45X101 4.5:t17.4X10-1 

(n=22) (n=22) 

数値は平均値±標準偏差を示す.

※ :AMP筋注群とコントロール群との比較にて有意差

を認めた (Mann-WhitneyU tesし P<0.05).

眼球

表7 腹注群再活性化時の三叉神経節及び眼球におけ

るHSVDNA Copy数 (GM)

DMSO腹注 GM腹注

三叉神経節
1.34:t3.17X103 4.89:t10.3XI02 

(n二 24) (n=22) 

1.08:t3.34XI01 

(n=24) 
9.17:t24.8XlO-1 

(n=24) 

数値は平均値±標準偏差を示す.

眼球

考 察

今回， AsA， Zn， AMP， GMのHSV-1再活性化

抑制効果を，マウスヘルペス'性角膜炎モデルを用い

て検討した.Plaque Assayによる検討では GM腹

注(表 4)が，また Real-timePCRによる検討では

AMP筋注(表 6，図 2)が，有意な HSV-1再活性

化抑制効果を示した.これらの薬物のラット，家兎

での有効性，ヒトへの安全性，投与期間など更なる

検討をしたうえで， ヒトヘノレペス性角膜炎再発抑制

に有用で、あるか調べていきたい.

GMはHsp90のATP/ADP結合ポケット (bind.

ing pocket)に結合することで Hsp90活性を抑制す

る32 Hsp 90は細胞質にもっとも多く存在するタン

パク質の一つであり， ATP依存性に発現し，アポト

ーシス，細胞周期，シグナル伝達をするステロイド

ホルモン受容体などに大きく関わっていることが知

られており，現在抗癌剤として臨床治験が実施され

ている 33.Liら32は， Vero細胞中での HSV-1DNA 

複製を GMが阻害したと報告し，さらにこの阻害機

序は，ACVのようなウイルス DNAポリメラーゼ匝

害による抗ウイルス作用ではなく，サイクリン依存

性プロテインキナーゼなど細胞周期調節因子を標的

とするものであり，多くのウイルスに対しでも応用

可能であると述べている.HSV-1 DNAの複製抑制

により，ヘルペス性角膜炎急性期において GMが，

症状，所見の悪化を抑制する可能性があり，今後の

検討に値すると考える.

7 

今回の研究では， GM腹注は三叉神経節での

Plaque Assayによる検討で有意にウイルス量を減

少させ(表 4)，Real.time PCRの結果においても，

有意ではないものの HSV-1の再活性化抑制傾向を

認めた(表 7，図 3). Plaque AssayとRealtime 

PCRの結果に，やや差が認められた理由として，以

下のことが考えられる.

Plaque Assayでは livevirusを検出するが， Real 

time PCRではウイルス DNAを証明するため， live

virusのみならず潜伏感染状態にあるウイルス

DNAも検出する.急性期における検討では，ウイル

ス力価とウイルス DNAコピー数は，同様の傾向を

示すと考えられるが，潜伏感染および再活性化実験

においては，両者の結果が必ずしも一致しないこと

が予想される.そのため再活性化での評価を下す場

合， Plaque Assay， Real time PCRの順に結果を

重要視するべきと考えられる.一方， GM腹注のコ

ントロール群である DMSO腹注 (46%) (表 4)は，

生食内服群 (20%) (表 2)あるいは生食筋注群 (24

%) (表 3)と比較すると再活性化率が高く，腹注操

作自体が再活性化を促している可能性が考えられ

た.このような操作が再活性化を促すことは，角膜

を場としても証明されている 34 すなわち

Shimomura34 らは，HSV-1潜伏感染白色家兎にお

いて， 6-hydroxydopamineイオントフォレーシス

およびエピネプリン点眼により， 100%の再活性化率

を認め，一方，角膜擦過のみでも， 12%に再活性化

を示したと報告している.

cAMPの細胞内濃度の上昇は，cAMP依存性プロ

テインキナーゼ、(PKA)を活性i化し，さらに PKAは

CREBをリン酸化する 20 この経路は，細胞の増殖や

分化，またTリンパ球の分化増殖などに重要な役割

を果たすといわれている 21 また HSVにおいても，

その活性化や増殖に関与するとされる 21 Blueら35

はマウス皮膚における AMPの HSV再活性化抑制

効果を検討しており，コントロール群と比較し，有

意に再活性化を抑制したとしている.また Sklar

ら36は，再発性口唇へルペスの患者36名に対し，

AMP筋注を行っている.治療開始前の平均年間再

発回数が6.3回であったのに対し， 1ヶ月から 2年の

経過観察中で32名 (88.9%)の患者で再発ゼロであ

ったと報告している.しかし， Blueら35及び Sklar

ら36の論文は，所見，症状の改善の有無に関してのみ

の報告であり，定量性に乏しいと考える.今回の研

究では， AMPの抑制効果を潜伏感染マウスを用い

て定量的に示すことができた(図 2).

AsAは，その不足によりコラーゲン生成不全や免

疫能の低下などを引き起こすことが知られており，
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近年では AsAの抗癌作用が注目され37 現在臨床治

験中である.また抗ウイルス作用についても報告が

あり， Hoviら15は再発性口唇へルペス患者に対し

AsA溶解液の塗布にてプラセボ群と比較し有意に，

その治癒期間，有症状期間の短縮を認めたとしてい

る.また Furuyaら16はinvitroでの AsAの抗ウイ

ルス作用の検討を行っており，容量依存性に抗ウイ

ルス作用を示したと報告している.今回の研究では，

AsA内服に HSV再活性化に対する抑制効果は認

められなかった(表2，図1)が，過去の報告15.16は

病変に直接塗布あるいは MEM(minimum essen-

tial medium)中に溶解されていた事を考えると，へ

ルペス性角膜炎急性感染期の AsA点眼の効果につ

いてさらに検討する余地があると思われる.

Znは， 100種を超える酵素活性において重要な役

割を担っており， RNAポリメラーゼ、や DNAポリ

メラーゼ、の産生や細胞性免疫に関与している 17，18

Arensら17はinvitroにおいて有意に HSVを不活

化したと報告しており，また Femianoら18は，再発

性口唇へルペス患者20名に対し，その抑制効果を検

討し，コントロール群と比較し，再発回数及び治癒

までに要した期聞が減少したと報告している.我々

の検討においては， Zn内服に HSV再活性化に対す

る抑制効果は認められなかった(表 2，図 1).Zn内

服および AsA内服では，血中濃度が一定に保たれ

ない可能性が問題点としてあげられ，今後は内服濃

度，そして投与法を変更するなど，再検討する必要

があると考えられた.

本研究ではマウスへルペス性角膜炎において，

AMPおよびG Mが HSV-1再活性化抑制効果を示

した.今後，さらに検討が必要と考えられるが，有

効なへルペス性角膜炎再発抑制方法が判明すれば，

再発を繰り返す症例，および角膜擁痕により永続的

な視力障害を引き起こす症例が，有意に減少すると

考える.
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