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研究成果の概要（和文）：EBウイルスによる唾液腺障害の検討を行う目的で、唾液腺上皮細胞
株の HSY細胞に CD21発現ベクターを遺伝子導入し、この細胞と EBウイルス陽性 B細胞株
の Akataを共培養したのち、EBウイルス感染唾液腺上皮細胞株の樹立を試みた。また、TLR3、
TLR8、TLR９の発現ベクターを作出し、ウイルス核酸による BAFFの転写活性化を検討する
目的で BAFFプロモータープラスミドを構築し、HSY細胞に遺伝子導入した。EBウイルス感
染B細胞株の核抽出液をマウスへ投与し自己免疫応答が誘導できるか否かを評価するため自己
抗原（SSB/La）に対する抗体価測定の系を立ち上げた。 
 
研究成果の概要（英文）：The salivary gland epithelial cells, HSY cells, were transfected with 
CD21-HA plasmid. EBV positive-B cell line, Akata, was cocultured with CD21-HSY cells 
for establishment of EBV positive salivary gland epithelial cells. The expression plasmids, 
TLR3, TLR8, and TLR9-HA, were prepared. To study of BAFF transcription, BAFF 
promoter region was flanked with luciferase coding region, BAFF-Luc. BALB/c mice were 
immunized with nuclear extract from Akata, and will be evaluated with ELISA for SSB/La, 
which was established with recombinant SSB/La-GST protein.  
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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、

その発症にはEpstein-Barr (EB)ウイルスの再活

性化が関与している事が推測されている。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のみならず、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
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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 （  J. Exp. 

Med.,169:2191-2198, 1989）、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（ J. Immunol., 

162: 2488-2494, 1999）、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Virus capsid antigenの発現がみられること、

さらにSS患者唾液中のサイトカインによりEBウイ

ル ス が 再 活 性 化 す る 可 能 性

（ Immunology,111:223-229, 2004）を報告

し、新たに特定したSSの病因抗原（ Science, 

276:604-607, 1997）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（ J. Immunol., 166:5801-5809, 

2001）。また、最近ではＳＳ患者唾液中にダイオ

キシン受容体活性化因子およびＥＢウイルス再

活性化因子が存在し、それらは正の相関を認め

る事を見いだした。 

  一方、Toll-like receptor (TLR)は細菌やウイ

ルスを認識し、自然免疫担当細胞の活性化の

主要な部分を担っている。脂質・蛋白質は細胞

表面に発現されている TLR2、TLR4、TLR5 によ

り認識されるが、ウイルスや自己の核酸はエンド

ソーム内に発現する TLR3、TLR7、TLR8、TLR9

に認識される。TLR7, TLR9 による IFN 産生誘導

の主役は PDC（形質細胞様樹状細胞）という細

胞のサブセットであるとされてきたが、最近では

上皮細胞も TLR を介した免疫応答を司っている

ことが報告されている。核酸成分 TLR リガンドは

IFN-α、IFN-βの双方を誘導でき、MHC 分子

の発現増強や、樹状細胞の成熟を誘導すること

で、Th1 を活性化する。また、SS 患者由来の唾

液腺上皮細胞にも TLR1,2,-3,-7 の発現が認め

られ、その結果局所での ICAM-1, CD40, MHC

クラス I、さらには自己免疫疾患の発症に強く関

与することが示唆される BAFF(B cell activating 

factor belonging to the tumor necrosis factor 

family) の 発 現 の 増 強 が 報 告 さ れ て い る

（ Eur.J.Immunol., 2008）。 

BAFF は B 細胞上の受容体との結合により未熟

B 細胞の生存と分化、成熟 B 細胞の増殖、自己

反応性 B 細胞の生存を制御する。BAFF 過剰発

現マウスでは全身性エリテマトーデスや SS に類

似した症状を呈する。また、SS の患者血清中の

高濃度の BAFF が報告されていることから、

BAFF は末梢性 B 細胞の分化・生存に影響し、

BAFF/BAFF 受容体の異常が末梢性トレランス

の破綻を来たし、SS 発症に関与していることが

推測されている。 

   

２．研究の目的 

本研究では TLR を介した EB ウイルス由来核酸

による細胞応答の詳細を検討し、SS の病態発生

機構の解明を目的とする。さらに、SS を始め多く

の自己免疫疾患の発症に女性優位の性差が認

められ、研究代表者がエストロゲン受容体の転

写活性化に関わる新規クロマチン再構築因子の

機能解析を報告してきた経験を活かし（ J. Biol. 

Chem., 277:41674-41685, 2002 ）、これら

の細胞応答に関わるエストロゲンの作用解析も

併せて行う。 

 
３．研究の方法 
＜細胞＞ヒト唾液腺上皮細胞株（ HSY）および

EB ウイルス陽性 B 細胞株の Akata 細胞を用い

る。コントロールとして用いるＥＢウイルス陰性

Akata 細胞は当教室で既に樹立済みである。 

＜ＥＢウイルス感染ＨＳＹ細胞の樹立＞HSY 細

胞は EB ウイルス陰性なので EB ウイルス感染細

胞を樹立する。EB ウイルスの受容体である

CD21 を発現させた HSY 細胞を樹立したのち、、

この CD21 陽性 HSY 細胞に B95-8 細胞由来の

EB ウイルス液を添加培養後、EB ウイルス感染

HSY 細胞を得る。また、EB ウイルス陽性 Akata



細胞と共培養し、CD21 陽性 HSY 細胞への EB

ウイルスの感染を試みる。 

＜プラスミドの構築＞ＢＡＦＦの転写活性を確認

するためのレポーターコンストラクトを作成する。

ＢＡＦＦのプロモーター領域をＰＣＲで増幅し、Ｔ

ベクターに組み込む。Ｔベクターに組み込んだＢ

ＡＦＦのプロモーター領域をルシフェラーゼに連

結させるためにｐＧＥＭベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）に

組み込んでレポータープラスミドとする。また、各

ＴＬＲの作用を確認するために、ＴＬＲ３、ＴＬＲ８、

およびＴＬＲ９の発現プラスミドを構築する。TLR

のｃDNA はヒト唾液腺上皮細胞株である HSY 細

胞から RNA を抽出後、ｃDNA を合成し、これを

鋳型として RT-PCR 法を用いて増幅し、T-ベク

ターに移入後、発現ベクターであるｐCI-neo

（Promega）に組換え、Flag もしくは HA タグを連

結させる。 

EB ウイルス由来の shRNA である EBER の発現

プラスミドは RNA ポリメラーゼ III 依存性の U6 プ

ロモーターを持つプラスミドに EBER をコードす

る遺伝子を導入して作出する。 

＜アデノウイルスベクターの構築＞ 

既に作成済みの pCI-neo-CD21 プラスミドから

CD21 の cDNA を切り出し、コスミドベクターの

pAxCAwtit ベクターに組み換えた。このコスミド

ベクターを 293 細胞に遺伝子導入し、ウイルスベ

クターの Ad-CD21 ベクターを得た。 

＜ＥＢウイルス刺激＞最近の報告で、感染を伴

わないＥＢウイルスによる刺激による樹状細胞か

らのサイトカイン産生が認められることから、UV

照射により不活性化した EB ウイルスによる EB

陰性 Akata 細胞および EB ウイルスに感染してい

ない HSY 細胞の活性化の有無を検討する。 

＜プロモーターアッセイ＞ 

BAFF のレポータープラスミドである BAFF-Luc

を Lipofectamin reagent を用いて細胞に遺伝子

導入する。この遺伝子導入した細胞に各種刺激

を施し、48 時間培養後細胞溶解液を得る。細胞

内で発現したルシフェラーゼの活性をルシフェリ

ンを基質として蛍光強度計を用いて定量する。 

＜TLR リガンド刺激＞ 

EB ウイルス由来の snRNA である EBER あるいは、

ウイルス由来非メチル化二本差 CpG により TLR

を介した刺激応答が誘導されるか否かを確認す

るために HSY 細胞および Akata 細胞に TRL８あ

るいは TLR９を強制発現させ、それぞれのリガン

ドで刺激をし、細胞応答を確認する。 

＜SSB/La の ELISA> 

EBER と細胞核内抗原の SSB/La 蛋白は結合能

を持つことが知られているので自己抗体である

抗 SSB/La 抗 体 の 発 現 を 検 討 す る た め に

SSB/La の ELISA を行う。 

＜マウスへの免疫＞ 

EB ウイルス由来核酸が免疫応答を誘導出来る

か否かについて、BALB/C あるいは C57BL/6 マ

ウスを用いて検討を行う。ＥＢウイルス陽性、およ

び陰性 Akata 細胞を IgG で架橋することで EB

ウイルスの複製を誘導し、その核抽出液を、マウ

スに投与しその後の免疫応答を確認する。 

 

４．研究成果 

＜EBウイルス感染唾液腺上皮細胞株の樹立＞ 

CD21発現HSY細胞を用いて、EBウイルス感染

唾液腺上皮細胞株の作成を試みた。樹立した

CD21発現HSY細胞を、抗IgG抗体で刺激して溶

解感染状態を誘導したAkata細胞を共培養し、5

日間培養した後、浮遊しているAkata細胞を洗浄

、除去した。その後、HSY細胞を一部回収し、

DNAを抽出後、LMP1を認識するプライマーを用

いてPCR法にて確認した。その結果、HSY細胞

内のEBウイルスは殆ど認められなかった。この

CD21-HAのプラスミドの発現をウェスタンブロッ

ティング法で確認したところCD21の発現量も少

なかった事から、CD21発現HSY細胞について、

抗HA抗体で染色後、FACSを用いてHA陽性細

胞をソーティング、回収後培養してCD21高発現

細胞株の樹立を試みた。細胞を十分増殖させた

のち、再度FACSにてCD2１陽性細胞を確認した

が、殆ど陽性細胞を認めることは出来なかった。

CD21発現について様々な条件下でその蛋白発



現を試みたが、十分な発現が得られなかったた

め、遺伝子導入方法をアデノウイルスベクターを

用いた方法に切り替えた。pCIneo-CD21から

CD21のcDNAを切り出し、pAxCAwtitベクターに

組み込んだ。現在293細胞に遺伝子導入し、ア

デノウイルスを作製し、PCR法にて確認を行った

（Ad-CD21）（下図）。 

このAd-CD21ベクターを唾液腺上皮細胞株の

HSY細胞に感染させ、EBウイルスの受容体として

作用するCD21分子をHSY細胞膜上に発現させ

、免疫染色法、ウェスタンブロット法を用いて確認

を行った。CD21発現HSY細胞にEBウイルスを感

染させるために、EBウイルス陽性B細胞株の

Akata細胞と共培養を行った。 

一方、B95-8 や P3HR1 細胞など、他の EB ウイ

ルス感染 B 細胞の培養上清を回収し、超遠心に

より EB ウイルス液を濃縮し、これらについても

HSY 細胞へ感染するか否かを検討している。ウ

イルス遺伝子の定量は EB ウイルスの構造遺伝

子である BALF5 について、TaqMan プローブを

作成して、real time PCR 法で行った。スタンダー

ドには BALF5 を PCR で増幅した後、ゲル精製を

行い、分子量からコピー数を割り出して計算した。

その結果、B95-8 ウイルスは 3.7 X 105 コピー/

μl、P3HR1 は 12 X 106 コピー/μl と高い濃度

のウイルス溶液を作成する事ができた。EB ウイ

ルス陽性の唾液腺上皮細胞株が得られれば、

唾液腺局所でのウイルス複製に重要な役割を

担っている唾液腺上皮細胞での EB ウイルスの

感染形態を変化させる因子の解析に有効である

と考えられるため、引き続き EB ウイルス感染唾

液腺上皮細胞の樹立を試みる。 

＜BAFF プロモータープラスミドの作出＞ 

TLR を介した EB ウイルス核酸のシグナルによる

BAFF の発現増強を検出するため、ウイルス

RNA の受容体である TLR3,ウイルス DNA の受

容体である TLR7 および TLR9 について発現ベ

クターの作製を行っている。さらに BAFF の遺伝

子発現をモニター出来るような、BAFF プロモー

ターをルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込み、

BAFF-Luc プラスミドを得、Raji 細胞に遺伝子導

入後、その活性を確認した。その結果、TPA 刺

激下では有意な BAFF の転写活性化は認めら

れなかった。今後、TLR を強発現させたのち、

種々のウイルス由来核酸で刺激後、BAFF の転

写活性化について検討を重ねる。 

＜TLR 発現ベクターの構築＞ 

EB ウイルス由来の DNA あるいは RNA が自然免

疫系を活性化し、シェーグレン症候群などの自

己免疫疾患の病態形成に直接関与しているか

否かを検討する目的で、ウイルス由来核酸の受

容体として働く TLR３，TLR8、TLR9 のクローニン

グを行った。TLR3 および TLR8 に関しては、

cDNA を PCR で増幅するのが困難だったため、

バンクから購入し、発現ベクターの pCIneo に組

み込み直した。TLR９はその cDNA 領域を PCR



で増幅し、T ベクターに組み込み塩基配列の確

認を行ったところ数カ所のエラーが見つかって

おり、組換えにより完全ベクターの作出を行っ

た。 

＜マウスへの免疫実験＞ 

EB ウイルス由来の核酸と細胞内のタンパク質に

よる複合体が自己免疫応答を惹起する可能性

について検討する目的で、EB ウイルス陽性

Akata 細胞の核抽出液を BALB/c マウスへ腹腔

内投与し検討を行っている。免疫前後で唾液分

泌量を測定し、唾液腺機能障害の有無を確認

する。EB ウイルスが発現する小 RNA の EBER は

核内蛋白の SSB/La と複合体を形成する事が知

られており、シェーグレン症候群などの自己免疫

疾患ではこの SSB/La に対する自己抗体の出現

が認められていることから、SSB/La 抗体につい

て検討を行う予定である。 

＜ELISA 法の確立＞ 

抗 SSB/La 抗体の有無を確認するために、

ELISA 法を立ち上げた。SSB/La を大腸菌内で

発現させ、これを ELISA プレートに固相化した。

市販の抗ヒト SSB/La 抗体を用いて固相化蛋白

等、至適条件を検討した。 
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