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研究成果の概要（和文）：「臓器移植後EBウイルス関連リンパ増殖症の発症機構の解明研究」
EBウイルス(EBV)関連移植後リンパ増殖症(PTLD: post-transplant lymphoproliferative disorder)の予防と治
療法の確立を目指した。移植片とともに移行した感染細胞は先ず肝臓内で増殖した後に末梢血中に供給され、他
臓器やリンパ節にニッチを作りPTLD発症につながることが示された。また、免疫抑制剤投与下ではPTLD発症率の
上昇(3倍以上)が人かマウスにより示された。本研究により免疫抑制剤量の至適量の決定が重要であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed at the establishment of prevention and the therapy of lymphatic 
hyperplasia (PTLD:post-transplant lymphoproliferative disorder) after EB virus (EBV)-related 
transplant.After at first having multiplied in liver, the infected cells which shifted with a graft 
were supplied in peripheral blood, and it was shown that we made niche to the other organ and lymph 
nodes and were connected for the PTLD onset.Also, increase (more than 3 times) of the PTLD incidence
 was shown by a person or a mouse under the immunosuppressive drug administration.
This study suggested that choice of the optimal quantity of the quantity of immunosuppressive drug 
was important.

研究分野：感染免疫
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１．研究開始当初の背景 
2010 年 7 月の改正臓器移植法の施行により、
従来は年齢制限でドナーとなりえなかった
15 歳未満の小児からの臓器提供が可能とな
った。それに伴い小児ドナーからの臓器移植
実施施設も決まり、今後症例数も増加するこ
とが予想されるが、同時に、普及にあたって
は今後小児臓器移植にかかわる様々な分野
での整備が必要とされる。その一つが移植後
リ ン パ 増 殖 症 (PTLD: post-transplant 
lymphoproliferative disorder)の予防と治療法の
確立である。PTLD は移植成績に大きな影響
を及ぼすばかりでなく移植患者の予後にも
かかわる最重要な合併症の１つと言える。非
常に経過が早く致死的なものから、免疫抑制
剤の減量に伴い自然退縮するものまで幅広
い疾患である。PTLD は、小児臓器移植後に
発生する悪性腫瘍の 90%以上を占め、遠隔成
績に左右する重要な合併症である。PTLDは、
拒絶反応を抑制するために免疫抑制薬を回
避できない臓器移植後に発症率が高い。
PTLD 発症頻度は患者の年齢・免疫抑制薬の
使用状況・EBV 監視状況などに左右される。
一方、小児期 PTLD の大多数が Ebstein-Barr
ウイルス(EBV)に起因する B 細胞型であるが、
日本では成人の EBV 保有率が欧米に比して
有意に高く、ドナー・レシピエントミスマッ
チ、移植後の初感染のリスクが高いので、欧
米以上に発症率・重症化率が高く、本症を克
服することが我が国の小児臓器移植の成績
を向上させるのに回避できない課題であり、
EBVの予防・治療を念頭に置いた診断・治療
体系を構築する必要がある(R.Chinnock, et al., 
A 16-year multi-institutional study of the Role of 
age and EBV status on PTLD incidence among 
pediatric heart transplant recipients, American 
Journal of Transplantation, 2012)。即ち、これ
までほとんど解明されていない EBV による
PTLD (EBV-PTLD)発症メカニズムの解明が
急務である。 
 
２．研究の目的 
移植後リンパ球増殖症（PTLD: Posttransplant 
lymphoprolifirative disorder）は、小児の臓器移
植後に発生する悪性腫瘍の 90%以上を占め、
移植医療成績を左右する重要な合併症であ
る。 
毎年臓器移植自体は成功しても PTLDでなく
なる亡くなる患者の報告は後を絶たない。特
に EB ウイルス (EBV)による PTLD 発症
(EBV-PTLD) は 危 険 度 が 高 い 。 し か し
EBV-PTLD発症メカニズムはほとんど解明さ
れていない。ドナー臓器と一緒に EBV 感染
細胞がレシピエントに移行すると考えられ
ているが確たる証拠は得られていない。また、
移植臓器と一緒に移行する感染細胞は非常

に少数であることが予想されるが、感染細胞
がどこで・どのように増殖および活性化し
PTLD を発症するかもほとんど解明されてい
ない。本研究ではヒト化マウスと生体イメー
ジングによる感染細胞の in vivo 可視化を用
いて EBV-PTLD の発症機構の解明を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
本研究ではほとんど解明されていない
EBV-PTLD発症メカニズムの解明を目指し以
下の項目について研究を進めていく(図 1)。 

 
(1) ド ナ ー が

EBV 既感染
でレシピエ
ントが EBV
未感染の場
合、臓器と
ともに EBV
感染細胞が

レシピエントに移行しているかを実際の
余剰移植片で検証する。 

(2) 赤く光る(crimson)遺伝子を導入した組み
換え EBVおよび潜伏感染細胞株(LCL)に
crimson を遺伝子導入した細胞株を作製
し、感染細胞がイメージングアナライザ
ーで可視化することで継時的に感染細胞
の増殖・動向を追跡し伝播様式の解明を
おこなう。この時、ヒト化マウスを用い
てヒト免疫細胞(T, NK, B細胞など)存在
下での免疫抑制剤投与下での感染細胞と
宿主免疫細胞の動向を検討する。生体内
での現象により近い環境下で検討するこ
とが可能である。 
フローサイトメトリー(FCM)法・リアルタイ
ム PCR法による EBV定量解析、EBV遺伝子
解析など免疫学的、分子生物学的手法を用い
て増殖している感染細胞および宿主免疫細
胞の詳細な検討を行う。 
(1)患者検体でのPTLD発症細胞のドナー由来
かどうかの検討 
成育では年間 40 例近くの小児生体肝移植を
行っている。ドナー肝の移植のための整形で
の余剰肝(およそ 5mm3)からリンパ球を回
収・培養する。細胞が増えたところで EBV
定量解析し、ドナー肝に感染細胞が存在する
かを検討し、合わせて感染細胞株(ds LCL: 
donor spontaneous LCL)の樹立を試みる。また、
移植患者末梢血で EBV が検出された場合は
速 や か に 感 染 細 胞 (rs LCL: recipient 
spontaneous LCL)の樹立を行う。rs LCLがド
ナー由来であるかを遺伝子解析で検討する。
また、移植患者で EBV 感染細胞が 5 x 102 
copies/µgDNA以上になった HLAを詳細に解
析する。 



(2)ヒト化マウスの作製 
臍帯血より CD34 陽性細胞を分離し、5 x104

細胞を NOG マウスの尾静脈へ移植する。お
よそ 3ヶ月で B細胞が分化し、6ヶ月くらい
で T細胞の分化が確認できる。可視化感染細
胞 (LCL-Cri) の 移 植 や 可 視 化 組 換 え
EBV(EBV-Cri)の感染は T 細胞の分化が確認
でき、主要免疫細胞が全て揃ったところで行
う。同じ臍帯血由来の CD34細胞でヒト化し、
これらのマウス間での移植をおこなうこと
で拒絶の可能性は極めて低い。 
(3)可視化感染細胞の移植による感染細胞

の追跡実験 
ヒト化する
た め に
CD34 を臍
帯血から分
離するが、
残りの分画
からB細胞
を分離し、
EBV を感

染させ潜伏感染B細胞株(タイプ III)LCLの
樹立を行う。樹立後の LCLに生体内でイメ

ージング可能な波長
の E2-Crimson 遺伝
子（励起波長:611nm; 
赤く光る）を導入し
LCL-Cri を作製し、
可視化 EBV 感染細
胞株を樹立する。樹

立後、LCL-Cri をヒト化マウス肝臓に直接
移植する(図 2)。LCL-Criをヒト化マウス尾
静脈から移植したところ感染細胞を生体イ
メージング装置で検出された (図 3)。
LCL-Cri は 10 個、102個、103個、104個を
それぞれ 5 匹ずつ移植し、このセットを 2
セット計 40匹使用する。1セットは免疫抑
制薬(タクロリムス)を 0.15mg/kg/day/2回投
与する。移植に際し、エコーで肝臓の位置
を把握し、同じ部位への移植を心がける。
移植後 1時間後の撮影の後は毎日日に１回
の撮影を行う。また、毎週 1回の末梢血採
血を 100µl 行い、EBV 定量解析と FCM 解
析 (CD3, CD4, CD8, CD56, CD16, CD19, 
CD20,  CD23, HLA-DR)を行い宿主免疫細
胞の挙動をチェックし免疫応答の継時変化
を追跡する。赤く光らない B 細胞で EBV
感染が検出されれば、感染細胞の再活性化
によりウイルス複製があった一つの証拠に
なる。 
 
４．研究成果 
EB ウイルス(EBV)関連移植後リンパ増殖症

(PTLD: post-transplant lymphoproliferative 
disorder)の予防と治療法の確立を目指した。 
(A) EBV感染細胞の増殖には 2通りある。(1)
潜伏感染細胞が再活性化しウイルス産生
細胞へと様式を変え感染により感染細胞
を増やす (2)潜伏感染細胞(タイプ 0 な
いし I)が再活性化し増殖に適したタイプ
IIIの遺伝子発現に変わり細胞増殖により
感染細胞を増やす の２通りであるが、
臓器とともに移行すると考えられている
EBV感染細胞はどちらの様式で PTLDに
至るのかを明らかにするためにヒト化マ
ウスを作成し、その肝臓に EBV感染細胞
を 1 x 10E5 cells移植し、どちらの形態に
より感染細胞が増殖し PTLD を発症させ
るかを検討した。その結果、移植直後に
感染細胞は子ウイルスを複製し、感染細
胞を増やす。 しかし、免疫細胞が機能
している環境下では複製細胞は直ちに排
除され感染細胞のパンデミックは起こら
ない。この場合感染細胞の細胞分裂によ
る増殖が主な PTLD の原因であることが
示された。5)免疫抑制薬の種類と PTLD
発症の関連性について検討する。 

(B) 移植片からの感染細胞の伝播の仕組みを
解明した。感染細胞の動向と病態発現の
関連を明らかにする事を目指し、マウス
肝臓に蛍光を発する遺伝子導入された
EBV感染細胞を1 x 10E5 cells移植感染細
胞の動態を視覚的に生体内イメージング
によりトレースした。その結果、まず肝
臓内で感染細胞は増殖し、その後末梢血
中に供給され PTLD 発症に成る事が示さ
れた。 

(C) 感染細胞を取り巻く免疫細胞の動向と
PTLD 発症の関連を明らかにした。マウ
ス肝臓に EBV感染細胞を 1 x 10E5 cells
移植し、免疫抑制剤を投与した。免疫抑
制剤多量投与ヒト化マウス群では PTL発
症の割合は 60%以上であり、免疫抑制剤
日投与群は 10%以下であった。免疫細胞
存在下では感染細胞の排除が機能し
PTLD の発症が抑制されていることが示
唆された。 
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