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研究成果の概要（和文）：ヒト白血球由来細胞株を用いてEpstein-Barrウイルス（EBV）感染時のインフラマソ
ーム応答について検討した。通常EBVはヒトのB細胞に持続感染するが、細胞株を用いた実験では単球やT細胞に
も感染することが示された。B細胞、T細胞由来の細胞株はEBV感染時にインフラマソーム応答の産物であるIL-1
βの産生はみられなかったが、単球由来の細胞株ではIl-1βの産生がみられた。さらに細胞中の活性化カスパー
ゼ-1とパターン認識受容体の一つであるAIM2( Absent in Melanoma 2)の発現が増加しており、これら分子がEBV
感染時の単球のインフラマソーム応答に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）： Inflammasomes are cytoplasmic sensors that regulate the caspase-1 
activation and the secretion of interleukin-1β (IL-1β) or interleukin-18 (IL-18) in response to 
foreign molecules. Inflammasome activation in human leukocytes during Epstein-Barr virus (EBV) 
infection was investigated. It was shown that EBV could infect not only to B lymphocyte cell lines, 
but also to T lymphocyte and monocyte cell lines. EBV infection induced caspase-dependent IL-1β 
production in monocyte cell lines and primary human monocytes, while not in B-cell or T-cell lines. 
To identify the sensor molecule, we examined the mRNA and the protein levels of NLR family pyrin 
domain-containing 3 (NLRP3), absent in melanoma 2 (AIM2), and interferon-inducible protein 16 
(IFI16). Increased AIM2 levels were observed in EBV-infected monocyte cell lines. Our results 
suggest that EBV infection of human monocytes induces caspase-1-dependent IL-1β production, and 
that AIM2 is involved in this response.

研究分野： 感染症
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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
的に感染し、一度感染すると Bリンパ球や唾
液腺に終生持続感染する。初感染時、殆どの
ヒトは無症状であるが、一過性に発熱・リン
パ節腫大・肝機能異常を伴うこともある(伝
染性単核球症)。ところが、一部のヒトにお
いて、血球貪食性リンパ組織球症(EBV-HLH)
や慢性活動性 EBV 感染症(CAEBV)を発症する
ことがあり、これらの疾患はいずれも重症な
経過を辿る。CAEBV は本邦で 50 例/年の発症
率と考えられるが 5-10 年の経過で臓器不全
やHLHへの移行により死亡率が高くなる予後
不良の疾患である。造血幹移植が唯一の根治
療法であるが、移植後の生存率は 66%であり
(Kimura H, 他.Blood,2012)、病態にも不明
な点が多く、さらなる病態の解明及び新たな
治療法の確立が望まれる。インフラマソーム
とは、感染細胞において炎症性サイトカイン
を細胞外に放出するために必須の分子であ
る。近年、ウイルス由来の核酸が細胞質のパ
ターン認識受容体(PRR)で認識されることで
インフラマソームが形成され、カスパーゼの
活性化や、IL-1β等の炎症性サイトカインが
誘導されることが報告されている（Muruve DA,
他.Nature,2008）。単純ヘルペスウイルス等
で感染時のインフラマソーム活性の機序が
解明されつつあるが、EBV の初感染時では報
告がない。EBV はこれまでリンパ球を中心と
した解析がすすめられてきたが、EBV の初感
染に対する単球や好中球などの自然免疫応
答についての解析は極めて限られている。
EBV 関連疾患患者の血清で IL-18 が上昇して
いるという報告（Veerdonk,他. J Infect Dis. 
2012）等から EBV 感染における自然免疫細胞
のインフラマソーム活性に着目し、単球や末
梢白血球のインフラマソーム活性を解析す
ることは、EBV-HLH や CAEBV 発症メカニズム
の解明が期待でき、ひいては分子標的薬剤に
よる治療を検討するうえで重要な知見にな
る。 
 
２．研究の目的 
 (1) ヒト由来細胞株およびヒト単球を用い
たEBV感染およびそのインフラマソーム応答
の解析 
 EBV 産生細胞上清から作成したウイルス液
をヒトの B リンパ球、T リンパ球および単球
由来の細胞株とインキュベートして、EBV が
感染するか確かめる。同時に、インキュベー
ト後の培養上清や細胞を用いて、IL-1βの産
生及びカスパーゼの活性について解析する。
同様に、ヒト末梢血から磁気ビーズ法にて回
収したヒト単球初代培養細胞で同様に検討
を行う。 
 (2) EBV感染細胞におけるインフラマソーム
関連分子の同定 
 (1)でEBウイルス感染時にIL-1βの産生及
びカスパーゼの活性が確認できた細胞株に
おいてインフラマソームを構成するパター

ン認識受容体（PRR）について mRNA 発現およ
びイムノブロットで解析する。さらに、候補
となる PRRについて siRNA 導入を行いインフ
ラマソーム応答が抑制されるか観察する。 
 
３．研究の方法 
  (1) ヒト由来細胞株およびヒト単球を用
いたEBV感染およびそのインフラマソーム応
答の解析 
 感染すると GFP 陽性となる EBV を産生する
EBV 陽性上皮由来細胞株（AGS-GFP-EBV）の培
養上清を超遠心で濃縮しウイルス粒子を精
製した。BJAB(ヒト Bリンパ球由来の細胞株)
を用いて設定した感染力価( Green BJAB 
Unit )を定めた（表 1）。 
 
 
 
 

 
(表 1. ) 

 6×10^5 及び 6×10^6 GBU の力価のウイル
ス上清を THP-1(ヒト単球由来細胞株)、
Jurkat(ヒト T細胞由来株)とインキュベート
させて 48 時間培養し、経時的に蛍光顕微鏡
で観察およびフローサイトメトリーで感染
細胞を測定した。さらに、RT-PCR による EBV
関連遺伝子発現定量を行い感染のパターン
を解析した。 
 経時的に培養上清中の IL-1β、IL-18 を
ELISA で測定し、培養細胞中のカスパーゼ活
性について mRNA 発現解析およびイムノブロ
ットにより発現を観察した。また、カスパー
ゼ-1 の関与について検討するためカスパー
ゼ-1 阻害薬の投与により IL-1βの産生に影
響がみられるか検討した。 
 ヒト末梢血より磁気ビーズ法で回収した
CD14 陽性単球初代培養細胞を用いて同様に
ウイルス液とインキュベートして経時的に
蛍光顕微鏡で観察し、培養上清の IL-1βの測
定と細胞のカスパーゼ活性について mRNA 発
現解析およびイムノブロットにより発現を
確認した。 
 (2) EBV感染細胞におけるインフラマソーム
関連分子の同定 
 (1)で IL-1βの産生及びカスパーゼの活性
が確認できた細胞株について、cell lysate
と RNA 抽出を行い、イムノブロットおよび定
量 PCR による mRNA 発現解析を行い、代表的
な PRR である 3 つの PRR 分子、Absent in 
Melanoma 2 (AIM2)、Gamma-interferon- 
inducible protein16 (IFI16) 、 NOD-like 
receptor3 (NLRP3)について発現量の経時的
変化を観察した。さらに候補となった分子に
ついて THP-1 細胞に siRNA をエレクトロポレ
ーションで導入し、EBV 感染によるインフラ
マソーム応答に変化がみられるか観察を行
った。 
 
４．研究成果 



 6×10^6 GBU の力価のウイルス上清を
THP-1 とインキュベートしたところ、48 時間
後に 1.73％が GFP 陽性になり、EBV 感染を認
めた。EBV 感染遺伝子の解析では、BJAB にお
いては EBNA1, EBNA2, LMP1, LMP2, EBER1, 
BARTs, BZLF1, gp220 の 8 つの遺伝子全て発 
現していたが、THP-1では LMP2, EBNA1, EBER1, 
BZLF1 の 4 つの遺伝子が発現していた。 
BZLF1 は溶解感染遺伝子だが、エンベロープ
タンパクである gp220 遺伝子の発現はなく、
インキュベート後 48 時間をピークに GFP 陽
性細胞が消退することから、THP-1 における
EBV 感染は不完全な溶解感染であると考えら
れた（図 1.）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図 1.) 
 EBV 感染後の培養上清の IL-1βを ELISA で
測定したところ、BJAB および Jurkat では 1
βは産生しなかったものの、THP-1 では有意
に産生が増加した。B95-8 細胞（EBV 産生細
胞）の培養上清とインキュベートしたときも
IL-1βは産生した（図 2.）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 2.) 

さらに、ウイルス液からフィルターにてウイ
ルス粒子を除いた液では IL-1βの産生が見
られなかったことからEBV粒子が単球に感染
することで、IL-1βが産生されると考えられ
た(図 3.)。さらに、カスパーゼ-1 阻害薬と
の併用で IL-1βの産生が著明に抑制された
ことから、EBV 感染による IL-1βの産生はカ
スパーゼ-1 依存性であることが示唆された
(図 4.)。 
 

 
 
 
 
 
 

 
(図 3.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 4.) 

 次に、PRR についての発現を調べたところ、
イムノブロット(図 5.)、mRNA 解析(図 6.)に
おいて、AIM2 のみ、発現増強をみとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 5.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 6.) 

さらに、ヒト単球の初代細胞でも同様に EBV



ウイルス液とインキュベートして感染およ
びインフラマソーム応答について検討した
ところ、THP-1 同様、EBV ウイルスとインキ
ュベート後 48 時間で感染細胞が検出され、
IL-1βの産生が認められた（図 7.）。PRR の
解析ではイムノブロットでは差がみられな
いものの、mRNA の解析では THP-1 と同様に
AIM2 の発現が上昇していた(図 8.)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 7.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 8.) 

 これらの結果より、EBV 感染は単球のイン
フラマソーム活性化を起こすことが示され
た。またインフラマソーム応答には AIM2 が
関与していることが示唆された。 
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