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研究成果の概要（和文）：EBウイルス関連血球貪食性リンパ組織球症（EBV-HLH）は、EBVのCD8+ T細胞への異所性感染
とそのモノクローナルな増殖により引き起こされる。我々は、EBV感染CD8陽性T細胞が特定のTCR Vβを有しCD5発現の
低下した異常活性化細胞として同定可能であることを報告し、さらにサイトカインプロファイルの特徴を明らかにした
。ただし活性化CD8陽性T細胞におけるCD5発現の低下自体はEBV-HLHに特異的ではないため、TCR Vβレパトア解析を併
用し評価する必要がある。本研究により、これらの細胞解析とサイトカイン解析の併用はEBV-HLHの診断、病態把握に
有用であることが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV)-associated hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is 
characterized by ectopic EBV infection in CD8+ T cells and their clonal proliferation. We demonstrate 
that EBV-infected cells can be detected as highly activated CD5-/dim CD8+ T cells that often react with a 
specific TCR Vβ monoclonal antibody in patients with EBV-HLH, who exhibit characteristic profiles of 
serum cytokines. Although down-regulation of CD5 in CD8+ T cells is not specific for EBV-HLH, the 
combined approach of our flow cytometric analysis including TCR Vβ repertoire and cytokine profile 
analysis may be useful in diagnosis and follow-up of patients with EBV-HLH.

研究分野：医師薬学

キーワード： 小児科学　EBウイルス　血球貪食性リンパ組織球症
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１．研究開始当初の背景 
 Epstein-Barr ウイルス (EBV) は、ヒトに
普遍的に存在するヘルペスウイルスで、主と
して乳児期にB細胞を標的細胞として初感染
する。多くの場合無症状に経過、一部の例で
伝染性単核症を発症するが、EBV 特異的な免
疫応答により感染は制御され、EBV は B細胞
に潜伏感染を終生続ける。しかし近年、EBV
が T細胞や NK 細胞に異所性に感染し、血球
貪食性リンパ組織球症 (HLH) や慢性活動性
EBV 感染症などのリンパ増殖性疾患を引き起
こすことが明らかにされている。 
 急性型のリンパ増殖性疾患であるEBV関連
HLH (EBV-HLH) は、小児の 2次性 HLH の原因
として最も多く、また重症化する危険性が非
常に高い。EBV 感染により T細胞やマクロフ
ァージが増殖・活性化し、過剰のサイトカイ
ンが産生される結果、HLH を発症すると考え
られている。EBV-HLH では、ほとんどの場合、
EBV が CD8+ T 細胞に選択的に感染することが
知られているが、その病態には不明な点が依
然として多い。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに、EBV-HLH では EBV が異
所性に CD8+ 細胞に感染すること、それらがク
ローン性に増殖すること、さらに感染細胞が
CD5 発現の低下した、特定の T細胞レセプタ
ー (TCR) Vβを有する、HLA-DR を強く発現し
た異常活性化 CD8+ T 細胞としてフローサイト
メトリーにより同定可能であることを報告
してきた。本研究では、このような表面マー
カーをもつ細胞集団のモニタリングとサイ
トカイン解析の併用がEBV-HLHの診断と病態
把握において有用であるか、他の原因による
HLH において、同様の表面マーカーを示す
CD8+ T 細胞が出現するか、などを検討した。 
 
３．研究の方法 
【対象】 
 対象は、EBV-HLH、EBV 感染以外による 2次
性 HLH、パーフォリン欠損による家族性 HLH
（FHL2）などの遺伝性 HLH である。HLH の診
断は、症状や一般検査の他、sIL-2R、フェリ
チン等により行い、EBVの関与についてはEBV
抗体価、EBV コピー数、EBV ターミナルリピ
ート解析等にて評価した。FHL2 の診断はパー
フォリンのフローサイトメトリーによる細
胞内染色と遺伝子解析にて行った。その他の
遺伝性HLHの診断は必要に応じて遺伝子解析
を行った。 
【方法】 
(1) EBV 感染細胞の特定 
 末梢血から比重遠心法にて単核球を分離
し、磁気ビーズを用いて、CD4+ T、CD8+ T、
CD20+ B、CD56+ NK 細胞を分離した。それぞ
れ、サイトスピン標本を作製し、EBER-1 in 
situ ハイブリダイゼーションにより EBV 感
染細胞の同定を行った。 
(2) リンパ球表面マーカー解析 

 フローサイトメトリーを用いて CD4+ T、
CD8+ T、γδ+ T 細胞における活性化マーカ
ーHLA-DR と CD5 の発現を、それぞれ解析し
た。CD8+ T 細胞に CD5 陰性の分画が認めら
れれば、経時的に解析した。また同分画に、
その他の抗原の特徴的発現がないか、多数
の抗体を用いて解析し、EBV 感染との関連を
検討した。一般的なリンパ球サブセットも
解析した。 
(3) TCR Vβレパトア解析 
 T 細胞のクローナリティを検討するため、
フローサイトメトリー法を用いてレパトア
解析を行った。23 種類の Vβ特異的抗体を
用い CD4+ T と CD8+ T 細胞における Vβレパ
トア分布を定量した。 
(4) サイトカイン測定 
 ELISA キットを用い、血中の炎症性サイト
カイン（IL-6, IL-18, IFN-γ, ネオプテリ
ン, TNF-α, 可溶性 TNF レセプター）を定
量した。 
 
４．研究成果 
(1) EBV-HLH の細胞解析およびサイトカイン
プロファイルによる病態把握； 
 EBV-HLH 患児 11 名、EBV による伝染性単
核症（IM）11 名および FHL2 患児 4名から採
取した急性期の血清もしくは血漿を用いて、
炎症性ならびに抑制性サイトカイン計10種
を ELISA 法にて解析した。EBV-HLH では IM
に比べ、IFN-γ、IL-6、IL-10、IL-18、ヘ
ムオキシナーゼ-1 が有意に高値を示した。
しかし、これらは FHL2 患児とほぼ同じプロ
ファイルであった。したがって、EBV-HLH
で認められたサイトカインプロファイルは、
HLH という病態を反映しているものであり、
CD8+ T 細胞に対する EBV の異所性感染に起
因しているのではないことが示唆された。 
 一方 TNF-αは、EBV-HLH、IM ともに上昇
していた。また EBV 感染細胞から viral 
IL-10 が産生される可能性があるが、
EBV-HLH における IL-10 高値については、
FHL2 と同程度であったことから viral 
IL-10 の関与は高くないことが示唆された。
これらサイトカインプロファイル解析と、
フローサイトメトリーによる解析、すなわ
ち CD8+ T 細胞におけるクローン性増殖と
CD5 発現低下の解析を組み合わせることは、
EBV-HLH の診断、病態把握に非常に有用であ
ることが示された。 
(2) FHL における T細胞の特徴； 
 FHL は、細胞傷害性顆粒やその放出に関連
した異常によって引き起こされる遺伝性
HLH である。細胞傷害活性の低下によりウイ
ルス感染細胞等の除去が制限され、リンパ
球やマクロファージの異常活性化と高サイ
トカインが生じる結果、HLH が引き起こされ
る。FHL において、EBV-HLH における EBV 感
染 CD8+ T 細胞と同様な表面マーカーの特徴
を示す CD8+ T 細胞が出現するか否かを検討
した。 



 FHL2 型（パーフォリン欠損）5例と FHL3
型（Munc13-4 欠損）1例を対象とした。全
例において、高サイトカイン血症が存在す
る急性期に、CD5 発現が低下した異常な活性
化 CD8+ T 細胞が共通して存在することが明
らかになった。同細胞の比率は、ネオプテ
リンや IFN-γなどのサイトカインに反映さ
れる炎症の程度と相関し、生存例では治療
とともに減少した。TCR Vβレパトア解析を
行ったところ、FHL で認められる CD5 発現の
低下した活性化 CD8+ T 細胞は、オリゴクロ
ーン性であり、反応性に増殖していること
が示唆された。EBV-HLH では、感染細胞のモ
ノクローナルな増殖を反映して、特定の TCR 
Vβレパトアを有することが多い点と異な
っていた。以上より、活性化 CD8+ T 細胞に
おける CD5 発現低下は、EBV-HLH のみならず
FHL でも認められ、EBV-HLH に特異的な所見
ではないものの、レパトア解析を併用する
ことで、EBV-HLH の診断に極めて有用である
ことがあらためて示された。 
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