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研究成果の概要（和文）：EBV陽性T,NKリンパ増殖症の一つ、慢性活動性EBウイルス感染症（CAEBV）のEBV感染
腫瘍細胞ではAPOBEC3Bの発現が亢進していることを細胞株、患者細胞を用いて示した。プロテアソーム阻害剤
bortezomib処理によりそれらの細胞でAPOBEC3Bの発現は抑制されるとともに、増殖抑制、サイトカイン抑制がも
たらされた。さらにCAEBVモデルマウスにおいてbortezomibはPBSと比較し末梢血中のEBV-DNA量を有意に減少さ
れた。以上の結果を元に、bortezomibによるCAEBVの抗腫瘍効果を検証する医師主導臨床試験を開始した。

研究成果の概要（英文）：Chronic active EBV infection (CAEBV) is a neoplasm of EBV-infected T- or 
NK-cells. It was newly defined as a disorder including conventional CAEBV, severe mosquito bite 
allergy, and hydroa vacciniforme-like lymphoproliferative disorder according to the WHO 
classification of lymphoid neoplasms revised in 2017. CAEBV is resistant to chemotherapies, and the 
only curative treatment strategy thus far has been hematopoietic stem cell transplantation. We found
 that APOBEC3B expression was increased in the EBV-positive T- or NK-cell lines cells from patients 
of CAEBV, one of EBV-positive T or NK-cell lymphoproliferative diseases. A proteasome inhibitor, 
bortezomib suppressed APOBEC3B expression in these cells and inhibited proliferation and cytokine 
production in these cells. In addition, bortezomib administration decreased EBV-DNA load in the 
peripheral blood of CAEBV xenograft models. Based on the results, we started an 
investigator-initiated clinical research of bortezomib for CAEBV.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr virus (EBV) は、ヘルペスウイ

ルス科に分類される 2本鎖DNAウイルスで、

ひとたびヒトに感染すると、排除されずに生

涯 B細胞に潜伏する。近年一部の Tもしくは

NK 細胞腫瘍にも細胞内にそのゲノムが認め

られ、その発症への関与が推測されている。

EBV 陽性 T,NK 細胞リンパ腫 は炎症と腫瘍

の 2つの性質をもつ。発症頻度は稀で発症機

構や病態は未解明である。また、治療抵抗性

で予後は悪い。発症機構の解明と治療薬の開

発は喫緊の課題である。 

EBV陽性 T,NK細胞リンパ腫の一つに、慢

性に進行する病型、慢性活動性 EB ウイルス

感染症（ chronic active Epstein-Barr virus 

infection : CAEBV）が知られている。CAEBV

は経過中、悪性度の高い T,NK 細胞リンパ腫

へ進行することが知られているが、EBV感染

T、NK細胞が経過中にポリクローナルからモ

ノクローナルへ、クローンの進化が起こって

いることが観察されている。この背景には感

染細胞の中で遺伝子変異が蓄積されている

と考えられるがそのメカニズムは不明であ

る。それが解明され制御が可能になれば、

CAEBV からリンパ腫への進行は食い止めら

れるかもしれない。そこで注目したのが AID 

(activation-induced cytidine deaminase) / 

APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing 

enzyme catalytic polypeptide) ファミリーであ

る。これらは一本鎖 DNA 上のシトシンを脱

アミノ化してウラシルに変換し遺伝子に積

極的に C→T（G→A）変異を導入するシチジ

ン脱アミノ化酵素である。AID はヒトの 12

番染色体に存在し、活性化した B細胞に発現

し免疫グロブリン遺伝子の体細胞変異やク

ラススイッチに必須である。APOBECファミ

リーには APOBEC1、APOBEC2、APOBEC3、

APOBEC4 がある。そのうち APOBEC3 はヒ

トの 22 番染色体（22q13.1）に存在し、

APOBEC3A 、 APOBE3B 、 APOBEC3C 、

APOBEC3DE、APOBEC3F、APOBEC3G、

APOBEC3Hの 7種類が存在する。APOBEC3

は C→T（G→A）変異をウイルスゲノムに導

入しその複製を阻害することで抗ウイルス

作用を持つ 3。 

AID/APOBEC ファミリー蛋白質は変異原

性を持つという性質上、通常その発現は厳し

く制限されている。近年、その恒常的な発現

と腫瘍発症への関与が注目されている。特に、

APOBEC3B はリンパ腫細胞株で高発現して

いることや、APOBEC3Aや APOBEC3Bの発

現により、リンパ腫細胞株で DNA に変異が

導入されることが報告されている 4。そこで、

CAEBV においてもこれらの APOBEC3 ファ

ミリー蛋白質が、感染細胞のクローンの進化、

リンパ腫発症へ関与しているのではないか

と考え、細胞株と、臨床試料を用いてその発

現を検討した。 

 
２．研究の目的 
本研究も目的は、DNA、RNA に変異を導

入する cytidine deaminases、APOBECが、EBV

によって発現誘導され、EBV陽性 T、NKリ

ンパ腫の発症と進展を正に制御する、という

仮説を立て、細胞株と臨床検体の解析、in vitro

での EBV の T 細胞への感染実験によりそれ

を証明する。腫瘍発症、進展機構の解明は、

EBV陽性 T,NK細胞リンパ腫のみならず多く

の腫瘍の病態解明と治療法の開発に貢献す

ると考えられる。 

 
３．研究の方法 
細胞株 

EBV 陽性 T、NK 細胞株として、CAEBV

もしくは節外性 NK/T 細胞リンパ腫の患者か

ら樹立された細胞株を用いた。EBV陽性 T細

胞株は SNT8、SNT15 、SNK16 を、EBV 陽

性 NK細胞株は SNK1、SNK6、 SNK10を用

いた。培養液は Artemis medium-2（日本テク

ノサービス株式会社）を用いた。EBV陰性T、

NK細胞株は Jurkat、HPBALL、Molt4、KHYG-1、



MTAを、EBV陰性 B細胞株は Ramosを用い

た。培養液は 10％FBS-RPMI（和光純薬株式

会社）を用いた。KHYG-1のみ 175 U/mLの

IL-2（R&D Systems） を加えた 10％FBS-RPMI

を用いた。 

臨床試料 

2015年に厚生労働省研究班が作成した、以

下の診断基準を満たす 11 名の臨床試料を用

いた。 

① 伝染性単核球症様症状が 3 か月以上持続

（連続的または持続的）② 末梢血または病

変組織における EB ウイルスゲノム量の増加

（EBV-DNA量が 1×102.5コピー/μgDNA以上）

③ T細胞あるいはNK細胞に EBウイルス感

染を認める ④ 既知の疾患とは異なること。 

これらの臨床試料は学内の各審査委員会で

承認後、患者の文書による同意を得て用いた。 

末梢血単核球の分離 

末梢血から SEPARATE-L（武藤化学株式会

社）を用いて密度勾配遠心法で単核球を分離

した。それらを抗体付磁気ビーズ（Miltenyi 

Biotec）を用いて CD4、CD8、CD56 陽性細

胞に分離した。 

マイクロアレイ解析 

解析に必要な試料の得られた 3 名の

CAEBV 患者の末梢血から EBV 感染 T、NK

細胞分画である CD4、CD8、CD56 陽性細胞

を、健常者末梢血単核球から同じくCD4、CD8、

CD56陽性細胞を分離後、ISOGEN（株式会社

ニッポンジーン）で RNAを抽出し、SurePrint 

G3 Human Gene Expression Microarray 8roarray

（アジレント・テクノロジー株式会社）を用

いて遺伝子発現を解析した。 

In vitroでの EBV感染実験 

EBV 陽性 B 細胞株 B95-8 の培養上清から

EBVを遠心分離し 10% FBS-RPMI 培地に再

懸濁後、 Molt4および健常者リンパ球培養液

に加えて培養し EBVを感染させた。 

定量 PCR 

細胞株および患者細胞から ISOGEN（株式

会社ニッポンジーン）を用いて RNA を抽出

し、APOBEC3 mRNAの発現量を測定した。

内在性コントロールは GAPDH (Applied 

Biosystems) を用いて測定した。結果は⊿⊿

Ct法で解析した。 

Western blotting 

一次抗体は、抗 APOBEC3A 抗体 (Santa 

Cruz: sc-130688) 、  抗 APOBEC3B 抗体 

(Sigma Aldrich) 、抗 APOBEC3C/D/F 抗体 

(Santa Cruz: sc-46732-) 、  

抗 APOBEC3G 抗体 (abcam: ab71634) 、抗

APOBEC3H 抗 体  (LifeSpan BioScience : 

LS-C151868-50) 、抗 Erk抗体 (merck: 06-182) 

を用いた。抗 APOBEC3B抗体は C末端の 20

アミノ酸 EEHSQALSGRLRAILQNQGN をウ

サギに免疫して作成した。 

阻害剤による処理 

EBV陽性 T、NK細胞株をプロテアソーム

阻 害 剤 で あ る bortezomib (Millennium 

Pharmaceuticals) と JAK1/JAK2 阻害剤である

ruxolitinib (LC Laboratories) でそれぞれ 24時

間処理した細胞から ISOGEN を用いて RNA

を抽出し、APOBEC3 mRNAの発現量を PCR

法で測定した。 

統計解析 

定量 PCR 法の結果の統計解析には

Mann-Whitney U-testを用い、p<0.05を有意と

した。 

 
４．研究成果 
①EBV陽性 T,NKリンパ増殖症の一つ、慢性

活動性 EBウイルス感染症（CAEBV）の EBV

感染腫瘍細胞では APOBEC3B の発現が亢進

していることを細胞株、患者細胞を用いて示

した。EBVを健常者の T,NK細胞に感染させ

ると APOBEC3Bの発現が亢進した。 

② EBV陽性 T,NKリンパ増殖症の EBV感染

腫瘍細胞株および CAEBV 患者細胞では

NF-kBの恒常的活性化を認めること、EBVを

in vitroで感染させると T細胞では NF-kBの



活性化が誘導されることを見出した。これら

の細胞ではbortezomib処理でNF-kBの活性と

APOBEC3B発現が抑制され、アポトーシスが

誘導された。さらに CAEBVモデルマウスに

おいてbortezomibはPBSと比較し腫瘍量を反

映する末梢血 EBVDNA 量を有意に減少させ

た。 

③EBV感染腫瘍細胞株およびCAEBV患者細

胞では STAT3 の恒常的活性化を認め、

ruxolitinib で処理すると細胞生存の抑制、ア

ポトーシス誘導とともに、サイトカイン産生

能も抑制された。 

④以上の結果をもとに、NF-kBおよび STAT3

を標的とする治療法の開発に着手した。

NF-kBを標的として bortezomibによる抗腫瘍

効果をエンドポイントとする医師主導臨床

研究を開始した（UMIN000020315）。さらに

STAT3 を標的として ruxolitinib による抗炎症

効果をエンドポイントとする医師主導治験

を立案、2018 年度 AMED 難治性疾患実用化

研究事業に採択された。 
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