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研究成果の概要（和文）：小児肝移植後にEBウイルスに初感染する割合は約60％でEBVゲノム数の高値が持続す
ることが多く，致死率の高い移植後リンパ増殖性疾患(PTLD)を発症する可能性がある．PD-1（programmed cell 
death-1）受容体は活性化 T 細胞の表面に発現する．EBV感染細胞が表出するPD-1の発現量を測定することによ
りPTLD発症のhigh risk群を同定できる可能性がある．PTLD発症high risk群を特定する治療アルゴリズムを構築
することを目的として検討を行い，CD8陽性Tリンパ球中のPD-1陽性率とRecent thymic emigrantsの組み合わせ
が有用であった．

研究成果の概要（英文）：The primary infection rate of EB virus after pediatric liver transplantation
 is about 60%, and the high EBV genome number often persists, which may lead to post-transplant 
lymphoproliferative disease (PTLD), which is highly fatal. PD-1 (programmed cell death-1) receptor 
is expressed on the surface of activated T cells. By measuring the expression level of PD-1 
expressed by EBV-infected cells, it may be possible to identify the high risk group of PTLD onset. A
 study was conducted with the aim of constructing a therapeutic algorithm for identifying the high 
risk group of PTLD onset, and the combination of PD-1 positive rate in CD8+ T lymphocytes and Recent
 thymic emigrants was useful.

研究分野： 小児肝移植

キーワード： EBウイルス　小児肝移植　ウイルス感染症　分子生物学的診断

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EBV自体，EBV感染細胞，宿主であるレシピエントの免疫細胞の状態という因子を新規のbiomarkerを組み合わせ
ることによりhigh risk群を特定することで効率的かつ効果的にEBV感染に対する治療を行うことでPTLDの発症リ
スクを最小限とし，さらに不要な免疫抑制剤の減量による拒絶反応の頻度を減らすことができれば最終的に小児
肝移植成績の向上につながる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
 Epstein-Barr Virus (EBV)は B リンパ球を主な標的細胞として感染を受けたナイーブ B 細胞
は活性化されEBVを内在した状態で増殖することにより免疫チェック機構を逃れて長期の潜伏
感染が成立する．このように，EBV のライフサイクルは B 細胞の正常な増殖・分化の機構を巧
みに利用したものとなっている． 
伝 染 性 単 核 球 症 ， バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 ， ホ ジ キ ン 病 ， PTLD (post-transplant 

lymphoproliferative disorder)などは EBV 感染 B 細胞の増殖を伴う疾患である．また，EBV は
時に T 細胞や NK 細胞にも感染し，慢性活動性 EBV 感染症，血球貪食症候群などの原因とな
る．このようなリンパ球への感染の他に，上皮細胞への EBV 感染が疾患の原因として報告され
ているものに胃癌，上咽頭癌などがある．PD-1 (programmed cell death-1)受容体は活性化 T 細
胞の表面に発現し，リガンドである PD-L1 は通常抗原提示細胞の表面上に発現する．PD-1，PD-
L1 は，T 細胞応答を抑制もしくは停止させる共同抑制因子として働く免疫チェックポイント・
タンパク質である．PD-L1 は進行肺小細胞癌，腎癌などの進行上皮腫瘍だけでなく EBV 関連の
ホジキンリンパ腫や PTLD においても PD-L１が高発現することが報告されており 3)，この PD-
L1 が活性化している細胞傷害性 T 細胞表面の PD-1 に結合すると T 細胞の活動が抑制されるこ
とから，PD-1/PD-L1 を介したメカニズムは腫瘍免疫に対する腫瘍細胞の抵抗性を示すものであ
る．EBV 感染細胞が表出する PD-L1 の発現量を測定することにより PTLD 発症の high risk 群
を同定できるとともに PD-1 や PD-L1 に対する抗体製剤による治療への展望が開ける可能性が
ある． 

PTLD の発症には，宿主側の因子として，T リンパ球，B リンパ球，細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic 
T-lymphocyte: CTL）や NK 細胞の分化・増殖・活性化の状態が深く関わっている．EBV 特異
的な細胞傷害性 T 細胞の分化・増殖状態の biomarker として TRECs (T-cell receptor excision 
circles)を用いることで PTLD 発症の予測と早期治療介入することができる可能性がある． 
 
 
２． 研究の目的 

 
 小児肝移植後に Epstein-Barr Virus (EBV) に初感染する割合は約 60％で EBV ゲノム数の高
値が持続することが多く，潜伏感染のため抗ウィルス薬の効果はなく致死率の高い移植後リン
パ増殖性疾患(PTLD)を発症する可能性がある．そこで，PTLD を発症する EBV 自体の腫瘍化
の素因と宿主であるレシピエント側の免疫能の素因として以下の因子を解析しEBVゲノム数高
値の原因の解明，PTLD 発症 high risk 群を特定する治療アルゴリズムを構築することを目的と
した． 
・EBV 感染細胞の因子：免疫チェックポイント・タンパク質である PD-1/PD-L1 の発現解析． 
・宿主側の免疫能の因子：リンパ球の分化・増殖に関与する TRECs の発現解析． 
 
 
３． 研究の方法 

 
 国立成育医療研究センターにて肝移植術を受けた 407 例から，採取した血液検体から，EBV，
CMV およびその他（アデノウイルス，HHV-6，HHV-7，ParboB19 など）の DNA を抽出し PCR 検査を
行った．  
また，Flow cytometry（FCM）を用いて，各種リンパ球表面マーカーを検出することにより以

下の項目について検討した． 
・PD-1 および PD-L1 の発現と EBV 感染状況 
・Tリンパ球の分化・増殖過程で産生される TRECs の発現レベルを検討した．TRECｓの厳密な検
討は 1-2 日用するため,簡便で迅速な診断とは言えない.そこで FCM 法を利用して TRECｓの結果
と相関し,かつ簡便で迅速に解析できるマーカーとして CD3+ / CD4+ / CD31+ / CD45RA+の細胞
を検討した． 
EBV-PCR 検査にて EBV ゲノムが検出されなかった群（N群；n=329 検体），viral load が 600 未

満の Low viral load 群（L群；n=103 検体），viral load が 600 以上の High viral load 群（H
群；n=126 検体）の 3群において，それぞれの測定時点における，末梢血 CD8 陽性 Tリンパ球の
PD-1 の発現率を，また EBV 感染があると考えられる CD19 又は CD20 陽性の B リンパ球の PD-L1
の発現率について検討した． 
さらに，新生 T細胞の分化・増殖能の指標として CD3+ / CD4+ / CD31+ / CD45RA+の発現率を

同時に検討して EBV 感染状況との相関に関して検討した． 
 
 
４． 研究成果 
 
肝移植時の患児のリンパ球の活動性の指標として，TRECs(T-cell receptor excision 

circles)および KRECs(kappadeleting recombination excision circles)が，それぞれ Tリンパ



球および Bリンパ球の分化・増殖状態の biomarker となるか否かを検討するに当たり，臨床的に
は迅速さが要求されることが課題であった．すなわち，TRECs の厳密な検討は 1-2 日を要するた
め，簡便で迅速な診断とはいえない．そこで FCM 法を利用して TRECs のかつ簡便で迅速に解析で
きるマーカーとして CD3+/CD4+/CD31+/CD45RA+/CD45RO-の細胞を検討結果と相関を検討した．
FCM 法を利用して TRECs よりも簡便で迅速に解析できるマーカーとして CD3+ /CD4+ / CD31+ / 
CD45RA+の細胞を検討結果，大まかであるが，TRECs の代替として用いることができることを肝
移植後の患児末梢血検体で示された． 
EBV Viral Loads レベル別の PD-1 及び PD-L1 の発現率を，EBV-DNA の PCR 検査結果にて 600 

copies/µgDNA以上の High viral loads 群，600 copies/µgDNAの Low viral loads 群，検出感
度以下の非検出群の 3群において次のリンパ球分画における PD-1 及び PD-L1 の発現率を検討し
た．(A) CD8 陽性 Tリンパ球中 PD-1 発現率．EBV ゲノムの非検出群と High 群並びに Low 群とで
PD-1 発現が有意に高かった．（B)CD19 または CD20 陽性 B リンパ球における PD-L1 発現率は EBV
ゲノム非検出群において有意に上昇していた．Kruskal-Wallis の検定（p-value < 0.05）(図
１) 

 
図２では，EBV だけでなく CMV，HHV-６，HHV-7,アデノウイルスなどの罹患している群とウイ

ルス感染が検出されなかった群に分けて，PD1 および PD-L1 の発現率を検討した．PD-1 では感染
群にて有意に発現が亢進し，逆に CD19/20 陽性 B リンパ球においては PD-L1 の発現は有意に減
弱していた． 

 
図３ではウイルス感染と naïve-T-cell 分画（RTE*）RTE* ：Recent thymic emigrants 



(CD3+/CD4+/CD31+/CD45RA+/CD45RO-) を解析することにより，T細胞の分化能および新生能とウ
イルス感染の有無の関係を検討したところ，ウイルス感染がある状況では Tリンパ球の分化・新
生能が有意に低下していることが示された．また，ウイルス感染の有無の分岐点とのなる RTE の
cutoff 値を ROC 解析にて検討したところ RTE が 9.90％未満となった場合にはウイルス感染の状
態である確率が高くなると推測された．同様の以下解析を CD8 陽性 Tリンパ球および CD19/20 陽
性の B リンパ球においても検討し，それぞれウイルスに対する感染を引き起こす cutoff 値は
8.25％以下および 1.75 以上と算出された（図４，５）． 
 
最後に RTE の陽性率，CD8 陽性 T リンパ球中の PD-1 陽性率および CD19/20 陽性の B リンパ球

PD-L1 陽性率の 2 組毎に 3 通りに組み合わせで相関図を作製し，前述の cutoff 値を用いて各組
み合わせにおいて 4つの分画を策定した．今回検討した 407 例中 PTLD を発症した患児は 1名，
また術前には不明であったが，術中のリンパ節生検にてリンパ腫と判明した患児が 1 名おり，2
例の検査データをそれぞれ，色分けし散布図で示したところ，RTE 陽性率低値-CD8 陽性 Tリンバ
球中の PD-1 発現率高値の分画くにこれらリンパ腫症例の検査値が集中して認められた（図６） 
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