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研究成果の概要： 
ヒト化マウスの作出の為の諸条件を決定した。生後 1 日齢のマウスに放射照射し、５０％生存

率の至適線量を決定した。また、雌マウスでのエストロゲン量は放射線照射による著明な変化

は認められなかった。その後、6 週齢で EB ウイルスの感染を試みたが、8 週齢時に採取した

単核球への EB ウイルスの感染は認められなかった。一方、MHHV-68 をマウスへ感染させ、

そのマウスの卵巣摘出後の唾液腺の炎症の有無を検討したが、卵巣摘出マウスと正常マウスで

の唾液腺組織像の変化は認められなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

臓器特異的自己免疫疾患であるシェー

グレン症候群（SS）は乾燥性角結膜炎や

口腔乾燥症などの外分泌腺特異的に症

状を呈する疾患であり、SSを始めとする

自己免疫疾患は女性優位の性差が存在

することも周知である。エストロゲン等

の性ホルモンは免疫応答や生体の恒常

性を変化させ、病態形成に重要な役割を

果たしていることが、数々の実験モデル

で明らかにされている。加えて SS 発症

のエストロゲンなどの女性ホルモンの



関与も示唆されているが、その発症機序

については明らかではない。一方、

Epstein-Barr (EB)ウイルスは大半の成

人に潜伏感染しており、その再活性化は

SS、関節リウマチ(RA)や全身性エリテマ

トーデス(SLE)などの自己免疫疾患、伝

染性単核症、慢性疲労症候群などの病態

形成に関与していることが報告されて

いる。従来より、SS 患者血清中に EB ウ

イルスに関連した抗体価の上昇を認め

た報告、EB ウイルスに起因する伝染性単

核球症から SS に移行した例等多くの報

告があり、研究代表者や分担者らは SS 

患者末梢血中、唾液中および口唇腺組織

でのウイルスコピー数の上昇を報告し、

EBウイルスのホモログであるIL-10遺伝

子導入マウスで本症に類似した病態が

形成されること、SS 患者由来 B細胞株が

無刺激下で高率に EB ウイルスを産生す

ることや再活性化後期に発現する Virus 

capsid antigen の発現がみられること、

さらに SS 患者唾液に含まれるサイトカ

インにより EB ウイルスが再活性化する

可能性を報告し、新たに特定した SS の

病因抗原が EB ウイルスの再活性化に伴

うアポトーシスにより発現する機構を

明らかにした。 

このように EB ウイルスの再活性化によ

り病態が形成される可能性が示唆され

ているものの、生体内でその再活性化を

誘導する機序は不明であった。研究代表

者は新規のクロマチン再構築因子をク

ローニングし、これらの因子がエストロ

ゲン受容体等の核内受容体による標的

遺伝子のプロモータ活性をリガンド依

存的に強く誘導することを報告した経

験 を 活 か し （ J. Biol. Chem., 

277:41674-41685, 2002）、エストロゲ

ン欠乏を介した EB ウイルス再活性化に

よる腺組織破壊機構の解明を行い、in 

vitroでエストロゲンがEBウイルスの再

活性化を抑制する検討を進めている。 

 
２．研究の目的 

本研究ではエストロゲンの生体内における

EB ウイルス再活性化の制御機構を解明する

ために、ヒト免疫システムを構築したマウス

を作出し、卵巣摘出、エストロゲン投与など

による EB ウイルスの感染様式の変化を検討

する。 
 
３．研究の方法 

（１）ヒトの免疫システムを保有するヒト化

マウスの樹立： 

 最終的には免疫不全マウスの RA2KOマウ

スにヒト臍帯血由来CD34陽性細胞を移入す

ることで、ヒト化マウスを作出する。予備的

検討として１）臍帯血由来 CD34 陽性細胞の

分離法の確立を行う。具体的には臍帯血を比

重遠心分離法にて単核球層を回収し、その後、

Dyna 磁気分離法で CD34 陽性細胞のみを分

離回収する。フローサイトメトリーによりそ

の陽性率を確認する。２）生後 3 日齢マウス

肝への細胞移入法の確立。ヒト PBMC もし

くは GFP マウスの PBMC を 3 日齢マウス肝

へ移植後、末梢血中のヒトリンパ球もしくは

GFP 陽性細胞の割合をフローサイトメトリ

ーにより確認する。３）sublethal な放射線

照射量の検討。3 日齢マウスに照射し、半数

が死亡する sublethal な放射線の線量を観察

し決定する。また、放射線照射による卵巣へ

の影響も併せて観察する。 

（２）EB ウイルスの調整 

 EB ウイルス陽性 B 細胞株である B98-5 細

胞を TPA の存在下で培養し、その培養上清

から EB ウイルス液を調整し、臍帯血由来 B

細胞に感染させてタイターチェックを行う。 



（３）卵巣摘出 

 エストロゲン欠乏状態を誘導するために

雌のマウスについて卵巣を外科的に摘出す

る。 

（４）MHV-68 の調整 

 比と化マウスの作出が難航した場合に備

え、EB ウイルスと良く似た作用を持つマウ

スヘルペスウイルスの MHV-68 を入手し調

整 を 行 う 。 宿 主 細 胞 と し て BHK21, 

NIH3T3, STO 細胞を用いる。ウイルスの

タイターチェックはメチルセルロースを用

いたプラークアッセイにて行う。 

（５）ウイルス、あるいは細菌の構成成分に

よる唾液腺炎発症の可能性の検討 

生後３日齢で胸腺摘出を施すことにより、SS

様の病態を示す NFS マウスに各種の成分を

投与し、SS 様の症状を呈するか否かを検討

する。 
４．研究成果 
 

（１）ヒト化マウスの作出 

T、B 細胞を欠失する RAG2KO マウスが半数死

亡するような放射線量の検討を行った結果、 

RAG2KO マウスでは４Gy照射時にも２１日後

の生存率は約５０％となったものの、

RAG2KOgcKO マウスでは、それよりも少ない３．

８Gy 照射時に２１日後の生存率は１０％ま

で低くなっていた。このことから、この後の

検討から、RAG2gcKO マウス仔マウスへの放射

線照射量は 2.5Gy で行う事にした。 

 

（２）CD34 陽性細胞の分離、精製 

ヒト臍帯血をリンパ球比重分離法を用いて

単核球層を得、引き続き CD34 抗体標識磁気

ビーズを用いて CD34 陽性細胞を分離した。

マウスへの投与に備えるため、8ラインの

CD34 陽性細胞を準備し、陽性率をリストにま

とめた。 

 

No.

１
２
３
４
５
６
７
８

臍帯血量（ｍL)

33
24
31
30
43
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45
28

MNL

3.76ｘ107

5.04ｘ107

7.08ｘ107

14ｘ107

16.8ｘ107

1.78ｘ105

20.3ｘ107

6.54ｘ107

CD34+Cell

1ｘ105

1.6ｘ105

2ｘ105

1,6ｘ106

2.9ｘ106

9.5ｘ105

1ｘ106

7ｘ105

（３）放射線照射により性ホルモンの産生量

に変化を認めるか否かについて検討を行っ

た。 

雌雄のマウスついて照射線照射群、非照射群

の血中性ホルモン量を ELISA法を用いて測定

を行った。 

その結果、雌の血中エストラジオール量は、

放射線未照射群においても BALB/C マウスと

比べて RAG2KO マウスでは若干低い値が得ら

れたが、RAG2KO マウスに放射線照射後の血中

エストラジオール量は未照射 RAG2KO マウス

血中エストラジオール量と比べて明らかな

変化は認められなかった。これに対し、雄の

テストステロン量は RAG2KO マウスの未照射

群と照射群を比較すると、放射照射群で著し

いテストステロン量の低下が認められた。こ

れらの事から、テストステロン産生能は放射

線への感受性が高いが、エストラジオールは

放射線照射による影響は殆どなく、今後のエ
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ストロゲンの作用の検討に利用しうる事が

示唆された。 

 

 

 
 
 

（４）上記の種々の条件設定の後、実際に

RAG2-/-gc-/-に CD34 陽性細胞を移入し、約 6

週間後 EB ウイルスを感染させ、さらに 2週

間後の EB ウイルスの感染の有無を PCR 法に

て調べたが、感染は認められなかった。この

ときのヒト由来のリンパ球を CD3,CD19 陽性

細胞として検討を行ったところ、それぞれの

要請細胞数は１％以下となり、移植した CD34

陽性細胞の定着、増殖は確認できなかった。

その原因として、実中研から入手した

RAG2-/-gc-/-マウスが異なるラインのマウ

スの可能性を考え、PCR 法にて確認を行った

ところ、KO マウスで得られるべきバンドが得

られなかったことから、今回使用したマウス

が十分な免疫抑制を有していないために、移

植されたヒト CD34 細胞が排除されてしまっ

た可能性が考えられた。 
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（５）次にマウスの B細胞への感染が知られ

ているマウスγヘルペスウイルスの MHV-68

を BALB/C マウスへ感染させ、その後卵巣摘

出することで、エストロゲン欠乏状態を誘導

させたマウスでの MHV-68 ウイルスの感染状

況の有無、ならびに唾液腺局所の炎症反応を

検討した。その結果卵巣摘出、非摘出マウス

で MHV-68ウイルスの再活性化は認められず、

また唾液腺局所での炎症像は認められなか

った。 
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（６）次に計画を若干変更し、菌体、ウイル

ス成分が SS 様病態形成に関与するか否かに

ついて、予備的検討を行った。生後 3日齢に

胸腺を摘出することで、SS様の唾液腺炎を認

める NFS マウスに各種成分を投与し、胸腺摘

出を行う事無く SS 様の唾液腺炎を誘導しう

るか否かについて検討を行った。投与成分と

して、ZymosanA, Poly(I:C), LPS, 

Cyclophophamide, ConA, pristine, PTX 等を

用いた。その結果、ウイルス由来の二本鎖 RNA

を模倣した poly(I:C)投与群で唾液腺局所へ

のリンパ球浸潤を認めた。現在これらの結果

の再現性、さらに詳細な病態成立機序につい

て検討を行っている。  
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