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研究成果の概要（和文）：カポジ水痘様発疹症は、単純ヘルペスウィルスI型（HSV-1）の感染によって引き起こされる
アトピー性皮膚炎患者でみられる重篤なウィルス性合併症であるが、なぜアトピー性皮膚炎患者がHSV-1に感染し易い
のかは解っていない。本研究では、EH急性期の末梢血にみられるCD14dimCD16+ proinflammatory 単球（pMO）が抑制機
能を持ったTregを増殖させ、抗ウィルス作用を示すHSV特異的CD8+T細胞のIFN-γ産生を抑制し、その結果HSVの再活性
化をきたす事が判った。実際に、病変部のpMOにHSV抗原が検出され、CD8+T細胞や多数浸潤しているTregに隣接するよ
うに分布していた。

研究成果の概要（英文）：It remains unknown why the occurrence of eczema herpeticum (EH) caused by an 
extensive disseminated cutaneous infection with HSV-1 is associated with the exacerbation of atopic 
dermatitis lesions. We investigated the frequencies, phenotype, and function of Tregs in the peripheral 
blood of atopic dermatitis with EH (ADEH) patients at onset and after clinical resolution. Tregs with the 
skin-homing phenotype and the activated/induced phenotype were expanded at onset and contracted upon 
resolution. Treg-suppressive capacity was retained in ADEH patients and, the expanded Tregs suppressed 
IFN-γ production from HSV-1-specific CD8+ T cells. The increased frequency of CD14dimCD16+ 
proinflammatory monocytes (pMOs) was also observed in the blood and EH skin lesions. Our co-culture study 
using Tregs and pMOs showed that the pMOs can promote the expansion of inducible Tregs. Tregs were 
detected frequently in the vicinity of HSV-expressing CD16+ monocytes in the EH lesions.

研究分野：皮膚科学

キーワード： アトピー性皮膚炎　ヘルペスウィルス　カポジ水痘様発疹症　単球　制御性T細胞　Treg　proinflammat
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）アトピー性皮膚炎患者と単純ヘルペス
ウィルス感染症 
 アトピー性皮膚炎（AD）患者は、様々な病
原微生物による感染症を合併することが知
られており、しばしば、播種性の皮膚ウィル
ス感染症を発病する。  Eczema Herpeticum 
(EH)・カポジ水痘様発疹症は、単純ヘルペス
ウィルス I型（herpes simplex virus; HSV-1）
の感染によって引き起こされる、AD 患者で
はよく知られている重篤なウィルス性合併
症である。 HSV-1 は成人の約 70%が感染し
ており、初感染後に潜伏感染し、疲労やスト
レス、悪性腫瘍・抗癌剤・ステロイド剤の服
用等の免疫機能が低下している状態等で
HSV-1が再活性化すると言われているが、AD
患者で HSV-1 の再活性化がなぜ発生しやす
いのかはよく解っていない。 
 
（２）単純ヘルペスウィルス感染症と制御性
T細胞 
 ヒトにおける HSV に対する感染防御免疫
は、ウィスル抗原を認識する CD4+と CD8+ T
細胞によって担われる。 制御性 T (regulatory 
T cell: Treg) 細胞は、T細胞の HSVに対する
過剰な免疫応答を抑制することが知られて
おり、Treg細胞とエフェクターT細胞のアン
バランスが EH 発症の原因となる可能性があ
ると推測される。 これまでの研究報告によ
ると、AD 患者末梢血液では、健常人と比較
して CD4+ Treg細胞が増加していると報告し
ている。 しかし、一方では、活動性病変を
有する AD患者では、血清 IFN-γ、血清 IgE
値、好酸球数が類似する無症候性の対象被験
者よりも末梢血液中の Treg細胞数が低く、さ
らに Treg 細胞の頻度は疾患の重症度と逆相
関している報告があり、両者の報告は矛盾し
ている。 また、これまでの研究の報告では、
主に臨床重症度と Treg 細胞との関連だけが
調べられており、HSV等のウィルス感染との
関わりに関しては全く研究がされていない
状況である。 
 我々は以前、重症薬疹におけるウィルスの
再活性化と Treg 細胞に関連する研究を報告
している。重症薬疹の一つである薬剤性過敏
症 症 候 群 (Drug-induced Hypersensitivity 
Syndrome: DIHS)の患者末梢血液中において、
Treg細胞の質的・量的な異常が見られること
を見いだした（研究業績論文：The Journal of 
Immunology, 8071-79, 2009、高橋 良：平成 
20~21 年度科学研究費補助金・若手研究(B)

研究課題、第 11 回ガルデルマ賞受賞論文）。 
この研究論文では、DIHS の急性期では抑制
機能を有した Treg細胞の増加が認められ、回
復期になると Treg 細胞数は健常人と変わら
ない値に戻ったことを見出した。 DIHSでは
ヒトヘルペスウィスル 6（HHV-6）の再活性
化が見られるが、DIHS 急性期では増加した
機能的 Treg 細胞がウィルス特異的エフェク
ターT細胞を抑制した結果、HHV-6の再活性
化が発生したと考えられた。 本研究でも同
様に、EH を発症した AD 患者では、抑制機
能を有した Treg 細胞の増加によって HSV-1
の再活性化が考えられる。 
 
（３）単純ヘルペス感染症と CD14dim 
proinflammatory monocyte 
 一方、自然免疫を担う単球も体内に侵入し
たウィルスを排除する機能を有している。 
我々は以前、Toll-like receptor 2（TLR2）を介
した CD14dim単球（proinflammatory monocyte）
からの炎症惹起性サイトカインの産生が、AD
患者では低下している事を見出した（研究業
績 論 文 ： Journal of Allergy and Clinical 
Immunology, 69-75, 2007）。 CD14dim単球は、
HSV-1を TLR2によって認識・活性化し、TNF-
α等のサイトカインを産生しウィルス排除
機能を担っているが、AD 患者ではその機能
が低下しているため、HSV-1に感染しやすく
なっていると考えられた。 しかしながら実
際に EH を合併した AD 患者の CD14dim単球
の機能については、まだ解っていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 研究の背景および最近の知見から、AD 患
者が EH を発症するストーリーを以下のよう
に描くことが可能である。 
 
（１）単球に HSV-1が感染し、AD患者に
おける CD14dim単球の TLR2 刺激によ
って惹起される炎症性サイトカインの
産生が低下し、HSV-1 の排除に失敗す
る。 

（２）なんらかの原因で抑制機能を有する
Treg 細胞が増加し、エフェクターT 細
胞の活動を抑制する。 獲得免疫系のエ
フェクターT 細胞の活動が抑制され、
HSV-1の排除に失敗する。 

（３）また、単球が皮膚病変部位へ遊走す
るとによって HSV-1 をデリバリーす
る？ 



（４）その結果、HSV-1の再活性化（HSV-1
の初感染では重篤化）し、その結果 EH
を発症する。 

 
 実際、我々は EH を合併した AD 患者の急
性期の Treg 細胞を調べたところ、Treg 細胞
数が増加していること、そしてその Treg細胞
は抑制機能を健常人と同様に維持している
事を、事前実験で見出した。 一方、回復期
では Treg 細胞の数が健常人と同様のレベル
まで回復し、抑制機能は変動が見られなかっ
た。ところが、対象疾患として調べた EH を
合併していない HSV-1感染の既往がある AD
患者では、Treg 細胞は増殖していなかった。 
また、別の事前実験では、EHを合併した AD
患者の急性期の CD14dim単球からの TLR2 刺
激によるサイトカイン産生が健常人と比較
して低下しており、回復期になるとサイトカ
イン産生は健常人と同様のレベルまで回復
することを見出した。 
 このように、事前実験から得られた結果か
ら、Treg細胞と CD14dim単球の質的・量的異
常が、どうやら EH 発症に深く関与している
ことが想像できるが、なぜ Treg細胞が増加し
ているのか、なぜ CD14dim単球のサイトカイ
ン産生が低下しているのか、また、単球のど
のポピュレーションに HSV-1 が感染してい
るのかは、まったく判っていない。 
 
 以上のように、HSV-1 の再活性化と
Treg/CD14dim 単球の機能には深い関係があり、
EH 発症のメカニズムを解明できる可能性が
高い。 そこで我々は、EHを合併した AD患
者の急性期・回復期、および比較対象として
EH を合併していない AD 患者それぞれの末
梢血に存在する獲得免疫の活性を抑制する
Treg細胞と、自然免疫の単球を中心とした機
能解析を行うことによって、AD 患者におい
てどのようにヘルペスウィルスが再活性化
し、EHを発症するのかを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 EHを合併した AD患者の急性期・回復期、
および比較対象として EH を発症していない
血清 HSV IgG陽性の AD患者、そして健常人
における Treg 細胞の末梢血中における割合
の計測、皮膚ホーミングレセプタやケモカイ
ンレセプタ発現の頻度を解析する。 そして
Treg細胞の細胞増殖抑制機能を解析する。 
 

（１）EH を合併した AD 患者、比較対象患
者、ボランティア健常人からのリンパ球の採
取・保存 
 杏林大学医学部付属病院皮膚科の医師の
協力の元、十分なインフォームドコンセント
を行い、サンプル採取の協力を得られた急性
期・回復期の EH を発症した AD 患者、HSV 
IgG 陽性の AD 患者、健常人より採血し、リ
ンフォプレップを用いて PBMCを分離し、解
析時まで細胞凍結保存液（セルバンカー）と
-80℃ディープフリーザーにて凍結保存する。 
 
（２）PBMC中の Treg 細胞の頻度の解析 
 anti-human CD25、Foxp3、CD4、CD127、
CD39、CTLA-4モノクローナル抗体を使用し、
当教室現有設備のフローサイトメトリー
（FCM：BD社 FACSCanto 2）を用いて、凍
結保存した各症例患者・健常人の PBMC中の
Treg細胞の割合を計測する。 
 
（３）Treg 細胞に発現している皮膚ホーミ
ングレセプタおよびケモカインレセプタの
解析 
 同様に、皮膚ホーミングレセプタ（CLA）、
CCR4、CCR6 の発現を抗体で染色し、FCM
を用いて Treg 細胞上のそれらの発現を個々
の細胞レベルで解析する。 
 
（４）Treg 細胞の抑制機能の解析（その１） 
 Treg 細胞の細胞増殖抑制機能を計測する
ために、凍結保存した各患者の急性期および
回復期、健常人の PBMCから Treg細胞（CD4+ 
CD25++ CD127mid-low分画）を当教室現有設備
のセルソーター（BD社 FACSAria）を用いて
分離後、CD4+CD25¬effector Ｔ細胞とともに
培養し、anti-human CD3と anti-CD28モノク
ローナル抗体にて活性化培養を行う。 培養
終了１日前に 3H‒サイミジンを添加し、培養
を行う。 その後、本大学現有設備のセルハ
ーベスターにて固体シンチレーターに吸着
させる。 そして本大学現有設備のプレート
カウンターで増殖した細胞内に取り込まれ
たトリチウムサイミジン量を cpm 数で計測
し、細胞増殖率を測定する。 正常な細胞増
殖抑制機能を持っている場合は、Treg細胞は
effector Ｔ細胞の増殖を著明に抑制する。 
 
（５）Treg 細胞の抑制機能の解析（その２） 
 抑制機能を有した Treg 細胞の増殖によっ
て、患者末梢血中の CD4/CD8/ TCR-γ/δ T細胞、
CD56 NK 細胞からのサイトカイン産生が抑
えられている可能性がある。 そこで各細胞



からのサイトカイン産生を調査する。 患者
PBMC を PMA とイオノマイシン、および
Breferdin Aを添加して培養後、細胞内サイト
カイン（IFN-γ、TNF-α等）をフローサイトメ
トリーで解析する。 
 
（６）単球の解析は、Treg 細胞の解析と同
様に主に FCMを使用して解析を行う 
 対象患者の PBMCを anti-CD14、CD16、IgE
レセプタの FcεRIモノクローナル抗体で染色
し、我々が注目している CD14dim分画の割合
を測定する。 さらに CD14dim分画は、FcεRI
または CD16によって大きく 2つに分画に分
けることが可能である。 実は ADでは FcεRI
の発現が高まっており、注目すべき点である。 
 さらに、それぞれの分画からのサイトカイ
ン産生を測定するために、TLR2（HSV-1 を
認識）リガンドの Pam3Cys-SKKKK、TLR9
（HSVを認識）リガンドの CpG、比較対象と
して TLR4リガンドの LPSで PBMCを刺激し、
Breferdin Aを添加して培養後、細胞内サイト
カイン（TNF-α、IL-6、IL-10、IL-1β 等）を
FCM で解析する。 なお、細胞内サイトカイ
ンで評価出来ない場合は、培養液中のサイト
カインを Cytometric Beads Array (CBA)と
FCMを用いて測定する。 
 
（７）CD14dim単球における TLR 発現の解析 
 単球からのサイトカイン産生に際して、各
TLR の発現が変化している可能性がある。  
そこで、anti-1/2/4/6/7/8/9モノクローナル抗体
で染色し、FCM にてそれらの発現を調べる。  
なお、蛍光強度の変化が大変わかりにくい
TLRがあるので、その場合の評価は、陽性率
だけではなく、平均蛍光強度（ Mean 
Fluorescence Intensity：MFI）で評価する。 そ
うして得られたサイトカイン産生のデータ
ーと TLR 発現のデーターから、どの TLR の
発現が低下し、サイトカイン産生の低下につ
ながっているのかを評価する。 
 
（８）皮膚病変部位における Treg 細胞の確
認 
 EH 発症の AD 患者から得られた病変部位
の組織切片を anti-Foxp3モノクローナル抗体
を使用した免疫組織化学染色を施行し、Treg
細胞が実際の皮膚病変部位に存在するのか
を確認する。 
 
（９）単球上の HSV-1 感染レセプタの解析 
 対象患者の PBMCを anti-CD14、CD16、IgE
レセプタの FcεRI、HVEM、PILRα モノクロ

ーナル抗体で染色し、HVEM、PILRα 発現が
単球でどのように発現しているのかを調査
する。 
 さらに、HVEM、PILRαと TLR1/2/4/6/7/8/9
を同時に染色し、HVEM+ PILRα+単球におけ
る TLRの発現を調査する。 また、各 TLRリ
ガンドで単球を刺激し、HVEM+ PILRα+単球
からのサイトカイン産生を調査する。 
 
（１０）実際に HSV-1 が単球に感染してい
るのか？ 
 実際に単球に HSV-1 が感染しているのか
を確認するために、単球をセルソーターで分
離後、PCR法にてウィルスDNAを検出する。  
 
（１１）HSV-1 に感染した単球が Treg 細胞
を増殖させる？ 
 近年の研究結果に IL-10 を産生する単球が、
ナイーブ CD4+ T細胞を Treg細胞へ分化誘導
させる報告がある。 本研究で Treg細胞がな
ぜ増加しているのかは、いまだ不明な点であ
るが、HSV-1 感染をした単球が Treg 細胞を
増殖させている可能性が十分に考えられる。 
特に PILRα は「抑制化レセプタ」であるが、
未だその抑制化作用機序はよく判っていな
い。 もし単球への PILRαを介した HSV-1感
染が、刺激として単球からの IL-10 産生の増
加につながり、それが最終的に機能を有する
Treg 細胞の増殖を誘導すれば、「間接的な免
疫抑制機序」となり、ウィルス感染機序にと
ってみれば、より都合が良くなると考えられ
る。 そこで単球をセルソーターで分離後、
ナイーブ CD4+ T細胞と約 2週間程度共培養
し、FCMにて Foxp3等の Treg細胞の解析を
行う。 
 
 
４．研究成果 
 
概要：カポジ水痘様発疹症の急性期では、
CD14dimCD16+ proinflammatory 単 球
（pMO）に異常な機能を示し、この pMOは
抑制機能を持った Treg を増殖させ、抗ウィ
ルス作用を示す HSV 特異的 CD8+T 細胞の
IFN-γ産生を抑制し、HSV の再活性化を来す
ことが判った。 
 
（１）EH を合併した AD 患者の急性期・回
復期、および比較対象として EH を発症して
いない血清 HSV IgG陽性の AD患者、そして
健常人における Treg 細胞の末梢血中におけ
る割合の計測、皮膚ホーミングレセプタやケ



モカインレセプタ発現の頻度、及び Treg細胞
の細胞増殖抑制機能の解析を行った。ADEH
急性期の末梢血液中には、CD4+CD25++Foxp3+

の制御性 T細胞が著明に増加している事を明
らかにした。Tregの表面マーカーを調べると
皮膚指向性の CLA やケモカインレセプタの
CCR4 を発現しており、極めて皮膚へホーミ
ングしやすい Treg が増加していることがわ
かった。ADEH 急性期で増加していた Treg
は、CTLA-4+ CD127dim/- CD39+ HELIOS+の典
型的な Tregの表現形を示した。また CD45RA
と Foxp3の発現様式から、この Tregは induced 
Tregであることが判った。 
 一方、ADEH回復期になると増加していた
Tregが健常人レベルまでに戻った。なお、EH
を発症していないAD患者ではTregの増加は
認められなかった。TregのエフェクターT細
胞の増殖抑制機能を調べたところ、ADEH急
性期・回復期、そして EH を発症していない
AD 患者と健常人との比較では優位な差は見
られなかった。これは、「正常」な抑制機能
を保有した皮膚指向性の Treg が ADEH 急性
期の末梢血中で増加していることになり、免
疫抑制状態になっていることが示唆され、故
にヘルペスウィルスが再活性化しやすい状
態である事がわかった。 
 
（２）PMA刺激で CD4、CD8、CD56 NK細
胞のサイトカイン産生を測定した結果、IFN-
γ及び TNF-αが ADEH 急性期で優位に低下
していた。HSV特異的 CD8+ T細胞を測定し
た所、ADEH 急性期では PBMC から Treg を
除去した場合 IFN-γ産生が優位に増加した。
さらに中和抗体を用いた実験では、IL-10 が
IFN-γ産生を抑制していたことを解明した。 
 
（３）pMOは、Toll-like receptor (TLR)- 2 を
介して HSV を認識し、サイトカインを産生
してウィルス排除を担う事がわかっている。
そこで TLR-2 アゴニストの Pam3Cys で刺激
し、pMOからのサイトカイン産生を調べた所、
ADEH急性期では TNF-α、IL-1β、IL-6の産
生が低下し、IL-10 の産生が優位に上昇して
いた。この pMOが末梢血 Tregの増殖に深く
関与している事が近年報告されているので、
ADEH急性期と健常人の pMOの Treg増殖へ
の影響を比較したところ、ADEH 急性期の
pMOは induced Tregを優位に増殖させる事を
見出した。 
 
（４）皮膚組織の染色から、病変部の pMO
に HSV 抗原が検出され、CD8+T 細胞や多数

浸潤している Treg に隣接するように分布し
ていた。 
 
（５）HSV-1 が循環血液中の pMO に感染し
ているのかを確認するために、急性期 ADEH
患者の血液からセルソーターを用いて各種
の白血球分画を分取し DNA を分離後、栄研
化学株式会社の Loopamp 単純ヘルペスウィ
ルス(HSV-1/2)検出試薬キット及びリアルタ
イム PCR 法にて HSV-1 または HSV-2 DNA
の検出を試みた。しかしながら、今回得られ
た約 30検体からはHSV DNAを検出すること
ができなかった。これは、検体採取をするタ
イミングが適切ではない時期だった事が考
えられた。すなわち、急性期といえども患者
がすでにアシクロビル等の抗ウィルス剤を
投与していた場合や、病院に来院し採血する
タイミングが遅れた場合等は HSV DNAを検
出する事が難しい事が考えられた。今後は、
より適切な時期に採血を行い、サンプルの解
析を進めたい。 
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