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１．研究計画の概要 
 角膜ヘルペス治療のターゲットになりう
る新たな分子を検索することを目的として、 
in vitro のヒト角膜細胞、in vivo のマウス感
染モデルにおいて、発現分子を網羅的に解析
し、感染制御や角膜炎症における役割を解明
し、それらの分子の抑制による効果を検討す
る。また、合わせてウイルス側の治療ターゲ
ットについても検討する。 
(1) ヒト角膜上皮の単純ヘルペスウイルス(H
SV) 感染に対する分子応答について、マイク
ロアレイを用いた検索をおこなう。 
(2)ヒト角膜内皮の HSV 感染に対する分子応
答について、マイクロアレイを用いた検索を
おこなう。 
(3)ヒト角膜内皮の HSV 感染における TLR の
役割を検討する。 
(4) ウイルス側の治療ターゲットとして、
helicase-primase 阻害作用をもつ新しい抗
ウイルス薬の効果をマウスヘルペス性角膜
炎モデルを用いて検討する。 
(5) マウスヘルペス性角膜炎における分子
応答について、マイクロアレイを用いた検索
をおこなう。 
 
２．研究の進捗状況 
(1)不死化ヒト角膜上皮細胞(HCE)にHSV１
型KOS株を感染させ、経時的にRNAを採取し
た。対象には、非感染細胞及びUV不活化HS
V感染HCEを用いた。採取したRNAについて
GeneSpring GX7.3.1を用いて包括的トラ
ンスクリプトーム解析を行った。 
その結果、分散分析において有意な変動（

P<0.05）を示し、かつ2倍以上発現が変動あ
るいは減少を示した遺伝子は、412個であっ

た。次にこれらの遺伝子群を用いてKyoto  
Encyclopedia of Genes and Genomesを用
いてシグナル伝達経路との関連を検討した。
関連づけられた経路として、MAP kinase, 
細胞接着、サイトカインシグナル、細胞周期
、renal cell carcinoma, VEGFシグナルが
あげられた。またUV不活化HSV感染では、
大きな遺伝子変動は認められなかった。更に
Ingenuity pathway analysisを用いて解析
すると、シグナル伝達の中心となっているの
はIL-6とVEGFであると考えられた。 
 
(2)上皮同様に、不死化ヒト角膜内皮細胞に
HSV-1(KOS 株 ) を 感 染 さ せ て 作 成 し た
Transcriptome ネットワークを用い、種々の
統計解析をおこなうとともに、プロテインア
レイによる確認も行った。その結果、HSV 感
染応答 transcriptomeの primary associated 
function が抗原呈示であることが判明した。
また、プロテインアレイにおいても抗原呈示
に関与する分子、すなわち、IL-6,IP-10, 
HVEML,IFN-γが上昇していた。 
 
(3)不死化ヒト角膜内皮不細胞を用いて、TLR
関連分子について FACS を用いてスクリーニ
ングしたところ、角膜内皮は TLR-9 をほぼ選
択的に強発現していた。TLR9 の角膜内皮感染
における役割を阻害 oligoあるいは siRNAを
用いて検討したところ TLR9阻害により 上清
中および細胞中の HSV は titration、
real-time PCRとも有意（p＜0.01）に減少す
るとともに IL-6 の誘導を転写レベルから減
少させた。以上より角膜内皮細胞における
HSV 感染応答において、TLR-9 は重要な位置
を占め、IL-6 誘導を介して inflammatome 形
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成に寄与することが示された。 
 
(4) helicase-primase 阻害薬について、内
服・眼軟膏・点眼投与にて、検討した。その
有効性は涙液の HSV real-time PCR,上皮病変
臨床スコア、眼球・三叉神経節の HSV力価測
定にて調べた。その結果、感染後２日に樹枝
状病変を確認してからの投与で、内服ではバ
ラシクロビルを、眼軟膏ではアシクロビル眼
軟膏を上回る効果を確認した。点眼では、
3mg/ml 群では開始翌日、0.3mg/ml 群ではそ
の翌々日から有意に涙液中の HSV-DNAと上皮
病変臨床スコアを抑制し、感染後７日目（治
療後５日目）の眼球のウイルス力価を両群と
も有意に抑制した。 
 
３．現在までの達成度 
③やや遅れている 

In vitro での細胞を用いた研究はかなりの
進展を見ており、in vivo では新しいターゲッ
トとして helicase-primase を阻害する抗ウ
イルス薬の効果をマウスの角膜炎モデルで
検討できたが、in vitro のアレイの結果で得
られた分子について、in vivo でその役割を検
討するところまではできていない。in vivo
での分子の網羅的解析もまだ施行していな
い。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 従来の網羅的な検索ではあまりに多数の
分子の関与が示唆され、焦点がしぼりこみに
くい欠点がある。In vitroでのこのような経
験から、マウスヘルペス性角膜炎モデルを用
いた in vivo での分子の網羅的解析を行うよ
りもむしろ、研究の焦点を、HSV の角膜内皮
における抗原呈示に関与する分子にしぼり、
in vitro で mixed  lymphocyte reaction 
assay などを用いて機能的検索をおこなって
いくことに力をいれていく方針である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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