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研究成果の概要（和文）：慢性活動性 EBウイルス感染症(CAEBV)、伝染性単核球症、EBV関連血

球貪食性リンパ組織球症における EBV遺伝子型を解析した結果、これら疾患を惹起する EBVの

遺伝子型は日本と他のアジア地域で相似性が認められた。一方、CAEBV 細胞株解析により得ら

れた過剰または低下する細胞遺伝子群について、検体を培養に供することなく、その発現レベ

ルを解析した。その結果、2 つの遺伝子が in vivo CAEBV において、過剰発現していることが

確認され、これら分子を標的にした新規治療法に繋がる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Epstein-Barr virus (EBV) genotypes can be distinguished based 
on gene sequence differences in EBV nuclear antigens 2 and 3C, and the BZLF1 promoter 
zone (Zp). EBV subtypes and BZLF1 Zp variants were examined in Japanese patients with 
chronic active EBV infection (CAEBV), infectious mononucleosis (IM), and EBV-associated 
hemophagocytic lymphohistiocytosis (EBV-HLH). EBV genotype in IM, CAEBV, and EBV-HLH all 
belonged to type 1. However, sequencing analysis of BZLF1 Zp found three polymorphic Zp 
variants. This is the first evidence that the EBV variant distribution in Japanese 
patients resembles that found in other Asian patients. Twenty-nine CAEBV-associated 
cellular genes were previously identified by microarray analysis of in vitro cultured 
cell lines derived from patients with CAEBV. In this study, we also investigated the 
expression levels of these cellular genes in the three EBV-related disorders including 
CAEBV, IM, and EBV-HLH, using real-time RT-PCR analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

Epstein-Barr ウイルス(EBV)はヒト腫瘍

ウイルスとしてバーキットリンパ腫細胞よ
り分離された歴史を持ち、今日では様々な感
染症や悪性腫瘍で EBVが関与することが明ら
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かになっている。 

通常、EBVは B細胞に感染し、細胞傷害性
キラーT 細胞(CTL)による免疫反応により潜
伏感染状態に移行する。しかし、慢性活動性
EBV 感染症患者においては CTL に異常がある
こと、その他種々の免疫異常があるため、潜
伏感染状態に移行しないことが明らかにさ
れた。EBV の感染標的細胞が T 細胞の場合、
病勢が急速に進行し T細胞リンパ腫に発展す
る。また、NK細胞に感染が認められた場合は、
その多くの患者で蚊アレルギーの合併が認
められることも報告されている。慢性活動性
EBV 感染症や種々の EBV 関連リンパ増殖性疾
患の診断やウイルス活動性のモニタリング
についてはほぼ確立されているが、その病態、
病因メカニズムはいまだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

(1) EBV遺伝子型解析 
慢性活動性 EBV 感染症は、日本人など東ア

ジア人で好発する。本研究では、日本人発症
の慢性活動性 EBV感染症をはじめとして、伝
染性単核球症および EBV関連血球貪食性リン
パ組織球症における EBV 遺伝子型を解析し、
東アジア地域で蔓延している EBV遺伝子型と
比較検討した。 

(2) 過剰あるいは低下発現する細胞側遺
伝子の同定 

慢性活動性 EBV 感染症において、どのよう
な細胞側遺伝子が過剰発現されているか、あ
るいはその発現の低下がみられるのかを解
析した。これまでに慢性活動性 EBV 感染症細
胞株を解析することにより、過剰あるいは低
下発現する細胞遺伝子候補の報告は存在す
る。しかし細胞株を用いての遺伝子解析結果
は必ずしも患者 in vivoでの病態を正確に反
映しているとは限らない。そこで本研究では、
患者から得られた検体を培養に供すること
なく、それら遺伝子の発現レベルを解析した。 
 
３．研究の方法 

慢性活動性 EBV 感染症 6症例、EBV陽性伝
染性単核球症 18症例、EBV関連血球貪食性リ
ンパ組織球症 2 症例を検体とした。本研究の
遂行にあたり、当該大学の倫理委員会の承認
を得た。 

先ず慢性活動性EBV感染症およびEBV関連
血球貪食性リンパ組織球症症例の末梢血よ
り T 細胞と NK 細胞を、伝染性単核球症末梢
血より CD19陽性 B細胞をそれぞれ分離した。
慢性活動性 EBV感染症および EBV関連血球貪
食性リンパ組織球症における EBV感染細胞の
同定は EBV LMP-1領域を標的にした定量的リ
アルタイム PCR で行った。その EBV 感染細胞

の内訳は、慢性活動性 EBV感染症では CD4 陽
性 T細胞 1例、CD8 陽性 T細胞 2例、NK細胞
3 例であり、EBV 関連血球貪食性リンパ組織
球症 2症例ではともに CD4陽性 T細胞であっ
た。 

(1) EBV遺伝子型解析 
EBNA2と EBNA3C 領域および EBV BZLF-1プ

ロモーター領域の遺伝子多型を解析するこ
とにより、EBV遺伝子型を同定した。方法は
検体より DNAを抽出し、PCR で標的領域を増
幅し、得られた PCR 産物をシークエンス解析
に供した。 

(2) 過剰あるいは低下発現する細胞側遺
伝子の同定 

検体より RNAを抽出した後に cDNAを合成
し、リアルタイム PCR法で遺伝子発現レベル
を解析した。慢性活動性 EBV 感染症 2 症例、
伝染性単核球症 4症例、EBV 関連血球貪食性
リンパ組織球症 1症例、および健常人末梢血
3 例のグループ間で比較検討した。相対的遺
伝子発現レベルは、2–∆∆Ct法で算出し、統計解
析は Student t 検定で行い、P値が 0.05未
満を以って「有意差」と判断した。 
 
４．研究成果 

【結果】 
(1) EBV遺伝子型解析 
EBV は EBNA2 と EBNA3C 遺伝子の塩基配列

の違いにより、EBV 1 型と EBV 2 型に分けら
れる。EBV 1 型は EBV 2 型より細胞不死化効
果が高いとされ、EBV 2 型は EBV 1 型よりウ
イルス溶解感染へと移行しやすいとされて
いる。EBNA2および EBNA3C遺伝子を PCRで増
幅する際に、PCR 産物の長さにより EBV 1 型
と EBV 2型が判別できるようにプライマーを
設定した。すなわち、EBNA2 遺伝子 PCR 産物
の長さが 168 bp であれば EBV 1 型、184 bp
であれば EBV 2 型、また EBNA3C 遺伝子 PCR
産物の長さが 153 bpであれば EBV 1型、246 
bp であれば EBV 2型と設定した。 

調べた全ての症例（慢性活動性 EBV 感染症
6 症例、EBV陽性伝染性単核球症 18症例、EBV
関連血球貪食性リンパ組織球症 2 症例）で、
得られた PCR 産物は EBNA2 168 bp および
EBNA3C 153 bp であり、これら 3 種の日本人
発症 EBV関連疾患を惹起する EBVは 1型であ
ることが示された。 

BZLF1 遺伝子は、EBV が潜伏感染状態から
溶解感染へと移行する際に最初に活性化さ
れる遺伝子であり、EBV 再活性化カスケード
の調節に重要な働きをする。BZLF1 遺伝子プ
ロモーター領域 (Zp) はその配列の相違か
ら、Zp-P prototype、Zp-V1 variant、Zp-V3 
variant、Zp-V4 variantに分けられる。BZLF1



 

 

遺伝子プロモーター領域を PCRで増幅し、そ
の PCR産物のシークエンス解析を行った。 

その結果、慢性活動性 EBV 感染症では、
Zp-P variant (50%) と Zp-V3 variant (50%) 
が検出された。伝染性単核球症では、Zp-P 
prototype (56%)、Zp-V1 variant (17%)、Zp-V3 
variant (56%)がともに検出され、そこでは
Zp-P prototype と Zp-V1 variant との共在、
および Zp-P prototype と Zp-V3 variant と
の共在が認められた。EBV 関連血球貪食性リ
ンパ組織球症においては、Zp-V3 variant の
みが検出された。Zp-V4 variant はいずれの
症例でも検出されなかった。 

(2) 過剰あるいは低下発現する細胞側遺
伝子の同定 

慢性活動性 EBV 感染症細胞株を使っての
解析で、これまでに報告された発現変化する
細胞側遺伝子群について、患者から分離され
た検体を培養に供することなく、その発現レ
ベルをリアルタイム PCRで解析した。コント
ロ ー ル 群 と し て β -actin 遺 伝 子 と β
2-microglobulin遺伝子を用いた。 

コントロール群と比して、統計学的有意差
を以って慢性活動性 EBV感染症で過剰発現が
認められた遺伝子は RIPK2、CDH9、TP73であ
り、逆に発現が低下していた遺伝子は ABCA2、
CD44、CDK2、CUL5、EGR1、FCER2、FOS、NCOA3、
NFE2L2、SAA2、TNFRSF10 であった。これら遺
伝子の中で、TP73、ABCA2、CD44、CDK2、CUL5、
EGR1、FCER2、FOS、NCOA3、NFE2L2、SAA2、
TNFRSF10D は伝染性単核球症、あるいは EBV
関連血球貪食性リンパ組織球症においても
同様の発現プロフィールが確認された。した
がって、RIPK2と CDH9遺伝子のみが慢性活動
性 EBV感染症で特異的に過剰発現される遺伝
子であることが示唆された。 

【考察】 
(1) EBV遺伝子型解析 
EBV 1 型が慢性活動性 EBV感染症、伝染性

単核球症および EBV関連血球貪食性リンパ組
織球症に検出され、EBV 1 型がこれら EBV 関
連疾患の病原ウイルスであることが示され
た。したがって、EBV 遺伝子型は、これらの
EBV 関連疾患の臨床的特徴の差異に関係する
ものではないことが示唆された。 

Gutiérrez ら(2002)は、BZLF1 遺伝子プロ
モーター領域の Zp-V4 variantが米国人の慢
性活動性 EBV感染症および伝染性単核球症で
優位に認められることを報告している。今回
の研究では、日本人の慢性活動性 EBV感染症、
伝染性単核球症では、Zp-V4 variant は検出
されなかったが、Zp-P prototype と Zp-V3 
variant が相当数の症例で確認できた。これ
ら米国からの報告との相違は、地理的あるい

は人種的要因の関与が考えられる。実際、今
回の結果は、Tongら(2003)が報告したアジア
地域での慢性活動性 EBV感染症および伝染性
単核球症における Zp variant の分布と一致
するものであった。 

また、一部の日本人発症伝染性単核球症で
は Zp-V1 variantが検出された。Jinら(2010
年 )も中国人の伝染性単核球症において
Zp-V1 variantを見出している。 

以上の結果をまとめると、Zp-V4 variant
は日本人発症の慢性活動性 EBV感染症をはじ
め伝染性単核球症や EBV関連血球貪食性リン
パ組織球症の病原性への関与は認められず、
Zp-V1 variant はアジア地域における伝染性
単核球症に関連したユニークなタイプであ
ることが示された。また Zp variantsの共在
は伝染性単核球症でのみ認められ、慢性活動
性 EBV感染症や EBV関連血球貪食性リンパ組
織球症では認められなかった現象である。こ
れは EBV 関連疾患における“腫瘍性”疾患と
“非腫瘍性”疾患との違いに関係している可
能性を示唆している。 

(2) 過剰あるいは低下発現する細胞側遺
伝子の同定 

今回の研究で、慢性活動性 EBV感染症で特
異的に過剰発現される遺伝子として、RIPK2
遺伝子と CDH9遺伝子を同定した。 

RIPK2 は NF-κB の活性に重要な役割を果
たし、また MAPK シグナル系に関与すること
により、JNK、ERK2、p38を活性化させること
が知られている。このように過剰発現された
RIPK2が EBV感染細胞に恒常的な NF-κBの活
性化をもたらし、さらに細胞の分化・増殖に
密接に関わることにより、慢性活動性 EBV 感
染症の病態形成に寄与することが示唆され
る。したがって、この分子を標的にした新規
治療法開発への展開に繋がる可能性を示し
得ることができた。 
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