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研究成果の概要（和文）：単純ヘルペスウイルス、サイトメガロウイルスの角膜内皮細胞感染に関係した分子を
in vitroの系にて、マイクロアレイにより網羅的に解析した。その結果、インターフェロンシグナリング、
ｐattern recognition receptor、抗原提示に関与する分子の重要性が示唆された。
中でも、indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO）はウイルスに対する抗原特異的制御性T細胞を誘導し、
interferon regulatory factor 7(IRF7)はウイルス感染後の自然免疫系及び獲得免疫系誘導に寄与し、RAGEは
HSV-1感染刺激によるIFN-βの誘導に関与していた。

研究成果の概要（英文）：Molecules were comprehensively analyzed in corneal endothelial cells 
infected with herpes simplex virus (HSV) and cytomegalovirus in vitro by microarray technique, and 
these analyses indicated the importance of molecules related with interferon signaling, pattern 
recognition receptors, and antigen presentation.
Especially, indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO）induced HSV antigen-specific regulatory T cells, and 
resulted in immune tolerance. Also interferon regulatory factor 7(IRF7) induced both innate and 
acquired immunity, and receptors for advanced glycation endproducts (RAGE) were related with the 
induction of interferon-β after HSV infection.

研究分野： 医学/眼科学/角膜・眼感染症
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１．研究開始当初の背景 
(1) 前眼部のウイルス性の疾患としてもっと
も研究がなされているのはヘルペス性角膜
炎であるが、その病態にはまだ不明な部分が
多い。特に内皮炎はその病態においてウイル
ス増殖が主体なのか、免疫反応が主体なのか
さえわかっていない。ヘルペス性角膜炎は 
単純ヘルペスウイルス (herpes simplex 
virus:HSV)による感染によって生じるが、安
全性と効果にすぐれたアシクロビルが臨床
に導入されて久しいにもかかわらず、その治
療には現在でも苦慮することが多い。その一
つの要因として視力への影響が大きい実質
型がホストの免疫反応を主体とした病態で
あり、これを抑制するとかえってウイルス増
殖や潜伏状態からの再活性化を招いてしま
うということがあげられる。 
 
(2) この潜伏と再活性化、そして角膜実質で
の免疫反応については、種々の因子が複雑に
絡みあっているが、これを明らかにするため
に多くの研究がなされてきた。特に、視力低
下の原因となるヘルペス性実質角膜炎
（herpetic stromal keratitis;HSK）で生じる 
免疫反応については、細胞性免疫を助けるヘ
ルパーＴ細胞である Th1 細胞による遅延型
過敏反応が重要であることが基本的な病態
として理解されてきた。そして、それを基盤
として種々の分子の働きが 明らかにされて
きている。 まず、サイトカインについては、
Th1 が産生するサイトカインであ る 
interleukin 2(IL-2)や  interferon γ (IFN-
γ)、 IL-12 の関与が報告されていた。我々
も、ヒトの角膜ヘルペスにおいて、 患者末
梢血 T 細胞のヘルペス抗原刺激に対する反
応性をみており、実質型の再発をよく起こす
患者と 上皮型の再発をよく起こす患者にお
いて Th1 サイトカインと Th2 サイトカイ
ンの比を比較すると、実質型の方が有意に 
Th1 サイトカインの高値を示すことを報告
している。また、ケモカインについては、
MIP(macrophage inflammatory protein) -1
αなどの関与が報告されている。我々はケモ
カインのレセプターに注目し、Th1 細胞の表
面に表現されている  CCR5（MIP-1α , 
MIP-1β,MCP-2,RANTES のレセプター）
と CXCR3（MIG, IP-10,I-TAC のレセプタ
ー）の double knockout mouse で、HSK が
軽減することを見出した。 
 
(3) しかし、HSK の病態に関与する分子は
多数存在しており、個々の分子を個別に解析
することは、その 分子に焦点をあてること
になる一方で、全体像を見ずにさほど重要で
ない特定の分子を扱うことになる欠点もあ
った。また、前術したように内皮炎について
は不明な点が多く、加えて、最近新たに問題
となってきているサイトメガロウイルス
（cytomegalovirus:CMV）による前眼部感染
に関与する分子についてはまったくわかっ

ていなかった。 
 

２．研究の目的 
そこで、本研究では、これまでの我々の

研究成果を踏まえて、HSV、CMV による前眼
部疾患の病態について、それに関連した分
子を解析していくが、単一の分子に注目し
ておこなうのではなく、広く網羅的にマイ
クロアレイを用いて分子を解析し、多数の
分子のネットワークとしてまずとらえ直
し、そこから抽出された注目すべき分子の
働きを再び個別に調べていくこととした。
特にもっともその病態が不明な内皮炎を
主体として研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) CMV 角膜内皮細胞感染による分子応答の
網羅的検索 
不死化ヒト角膜内皮細胞(HCEn)に CMV 

Towne 株を感染させる系を使用した。CMV 感
染 HCEn より、RNA を精製し、マイクロアレイ
により取得したtranscriptomeデータを用い
て、ネットワーク解析を行い、後述する HSV
感染内皮との共通ネットワークを探索した。 
 
(2) CMV 感染角膜内皮細胞による CMV タンパ
ク IE1, pp65 タンパクを標的分子とした
cytotoxic T lymphocyte(CTL)細胞の誘導 
HCEn に CMV TB40/E 株を感染させる系を使

用した。CMV 感染内皮の抗ウイルス CTL 活性
誘導能を検討するため、A2402 陽性 CMV 既感
染者の末梢血より CD8 陽性 T 細胞を採取し、
A2402 陽性 CMV 感染角膜内皮が MHC class I
拘束性にCD8 陽性T細胞を活性化しえるかを
検討した。 
 
(3) HSV 角膜内皮細胞感染による分子応答の
網羅的検索と indoleamine 2,3-dioxygenase 
(IDO）の役割の解析 
HCEn に HSV KOS 株を感染させる系を使用し

た。HSV 感染 HCEn より、RNA を精製し、マイ
クロアレイにより取得したtranscriptomeデ
ータを用いて、ネットワーク解析を行った。 
また、HSV 感染 HCEn における IDO のタンパ
クレベル、酵素レベルでの変化を検討した。
次いで HSV 感染 HCEn により誘導されるリン
パ球として HSV感染既往ドナーの T細胞を使
用して、リンパ球刺激試験を行い、BrdU 化学
発光キットを用いて T細胞の増殖、および分
泌されるサイトカインを検討した。さらに、
末梢血由来の抗原提示細胞と HSV 特異的 CD4
陽性 T 細胞の混合リンパ球刺激試験に、HSV
感染ヒト角膜内皮によって誘導されたT細胞
を添加し、その調節活性につき検討した。以
上の系における IDO の関与を IDO 特異的
siRNAやプラスミドtransfection によるIDO
過剰発現を用いて検討した。 
 
(4) HSV 感 染 角 膜 内 皮 細 胞 に お け る
interferon regulatory factor 7(IRF7)の役



割の解析 
HCEn に HSV KOS 株を感染させる系を使用し

た。感染 HCEn の包括的転写応答のネットワ
ーク解析で、主要制御因子と同定されたIRF 7
の役割を調べるため、clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR) 法による遺伝子編集を用いて IRF7
欠損細胞株を作成し、Ⅰ型 IFN に集約される
自然免疫応答、獲得免疫系の賦活化への寄与
を検証した。 
 

(5) HSV 感染角膜内皮細胞の炎症応答におけ
る receptor for advanced glycation 
endproducts (RAGE)の役割の解析 
HCEn における RAGE の発現を real-time RT 

PCR および FACS を用いて検討した。また、HSV 
KOS株感染及び種々のRAGEのリガンドによる
HCEn 刺激に対する応答プロフィールを炎症
性サイトカインに対する real-time RT-PCR
および ELISA で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) CMV 角膜内皮細胞感染による分子応答の
網羅的検索 
【結果】CMV 感染後、2641 遺伝子の有意な変
動を示した（P<0.05）。多くの遺伝子の変動
は発現増大であり、最大発現遺伝子は順に
IDO1, IFIT2, RSAD2, IP-10, OASLとなった。
CMV 感 染 に も っ と も 関 連 づ け ら れ た
canonical pathway は、インターフェロンシ
グナリング(p=2.4x10-17), 次に 細菌/ウイ
ルス感染に対する pattern recognition 
receptor 関連(p=6.1x10-14)となった。CMV 感
染に対して誘導された中でもっとも有意な
ネットワークは、抗原提示、タンパク合成、
細胞発達となった (p=1x10-48)。また、HSV 感
染と共通する canonical pathway を探索した
結果、もっとも有意な pathway は同一となっ
た。 
【結論】CMV 感染は、角膜内皮に対して HSV
と同様、インターフェロン応答に特徴付けら
れる転写応答を引き起こす。 
 
(2) CMV 感染角膜内皮細胞による CMV タンパ
ク IE1, pp65 タンパクを標的分子とした
CTL 細胞の誘導 
【結果】角膜内皮は、CMV 感染に対して CMV
タンパクのIE1, pp65タンパクを発現した。
CMV 感染内皮は、class I 拘束性に既感染者
由来の CD8陽性 T細胞を増殖させることがで
きた。この CD8 陽性 T細胞は、角膜内皮に提
示される IE1 及び pp65 のエピトープペプチ
ド刺激によりインターフェロン γ 及びグラ
ンザイム Bを誘導した。 
【結論】CMV 感染内皮は、IE1 及び pp65 を標
的としたCD8陽性 T細胞にmediateされる獲
得免疫系としての抗ウイルス応答を誘導す
る。 
 
(3) HSV 角膜内皮細胞感染による分子応答の

網羅的検索と IDO の役割の解析 
【結果】マイクロアレイの結果、抗原提示機
能に関連した分子の増加を認めたが、その全
ゲノム転写解析においてIDOがもっとも発現
が増強された因子の一つであり、HSV 感染後、
IDO 転写のみならず IDO タンパクおよび酵素
活性の顕著な増大を感染 12 時間後から認め
た 。 こ の IDO の 誘 導 は toll-like 
receptor9(TLR9)阻害オリゴにて有意に抑制
された。一方、HSV 感染角膜内皮と HSV 特異
的アロリンパ球との陽性刺激試験では、CD４
陽性 T 細胞が増殖し IL-10 を産生した。HSV
感染角膜内皮と72時間混合培養したアロCD4
陽性 T細胞は、末梢血由来の抗原提示細胞に
よる HSV特異的 CD4陽性 T細胞の増殖反応を
抑制することができ、HSV 感染角膜内皮は、
抗原特異的制御性T細胞(Treg)誘導活性を持
つことが判明した。この作用は、角膜内皮の
IDO発現を IDO特異的 siRNA transfection に
より抑制すると減弱した。さらに、プラスミ
ドの transfection により IDO を過剰発現さ
せたヒト角膜内皮では、HSV 特異的な IL-10
産生性 CD4Treg の誘導活性が増大した。 
【結論】ヒト角膜内皮は、HSV が感染すると
TLR9を介して酵素発現レベルにおいてIDOを
発現し、CD4Treg を誘導することで、免疫寛
容の状態を導いていると考えられた。 
 
(4) HSV感染角膜内皮細胞におけるIRF7の役
割の解析 
【結果】HSV 感染後、HCEn は IRF7 の誘導と
ともに IFNβ1 を産生した。しかし、IRF7 欠
損細胞株においては、自然免疫応答としての
Ⅰ型 IFN 応答は高度に障害された。IRF7 をプ
ラスミドの transfection で再度発現させた
IRF7 欠損細胞株ではこの経路は回復した。一
方、獲得免疫系へのプライミング機能につい
て検証した所、HSV 感染後 HCEn は、HSV 既感
染者由来のメモリーCD8 陽性 T 細胞に対して
HSV エピトープ特異的かつ MHC クラス I 拘束
性に IFNγ産生を誘導した。このプライミン
グ機能は、IRF7 欠損細胞株では消失した。 
【結論】角膜内皮細胞において、IRF7 はウイ
ルス感染後の自然免疫系及び獲得免疫系誘
導に寄与する重要な制御因子である。 
 
(5) HSV 感染角膜内皮細胞の炎症応答におけ
る RAGE の役割の解析 
【結果】RAGE は、HCEn において強発現して
いた。HCEn は、CpG の刺激により IL-6、IFN-
βを誘導した。一方、HSV による感染刺激は、
RAGE 発現を誘導した。RAGE の siRNA および
RAGE 阻害抗体は、CpG 刺激による IFN-βの誘
導を転写レベルで阻害した。また、HSV-1 感
染刺激による IFN-βの誘導も同様に RAGE 阻
害により抑制された。RAGE の一過性過剰発限
系を用いた場合、RAGE の発現量に応じて、リ
ガンドに対する IFN-βの誘導は増強し、HSV
感染刺激においても、RAGE の発現に応じて
IL-6、IFN-β発現は増強した。 



【結論】角膜内皮に RAGE は強発現し、リガ
ンド刺激、HSV 感染に応答して IFN-β誘導に
関与する。 
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