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

貪食症候群(EBV-HLH)などの活動性の EBV 感染症では TNF-α、IL-6、IFN-γなどの炎症性サイ

トカインが大量に分泌され、サイトカインストームの状態を呈し、それが病態形成の主役を担

っていると考えられる。我々は、EBV がコードする小 RNA EBER が La との複合体の形で細胞外

へ放出され、toll-like receptor 3 (TLR-3)により二本鎖 RNA として検知され、インターフェ

ロンや炎症性サイトカインの発現を誘導することを見出した。また、急性 EBV 感染症患者の血

清中に TLR-3 の活性化を誘導するに十分量の EBER が存在することも明らかにした。これらの知

見は、何故 EBV の急性感染症でサイトカインストームが引き起こされるのかを説明できる可能

性がある。 

本年度の研究では、EBER が樹状細胞の活性化を起こすか否かの検討を行った。ヒト末梢血よ

り樹状細胞を分離し、in vitro で合成した EBER を培地中に加え、各種炎症性サイトカインの

誘導を RT-PCR 法、ELISA 法により調べた。その結果、EBER が樹状細胞の活性化を引き起こすこ

とが確認された。さらに、in vivo での EBER の活性を調べるために、EBER トランスジェニック

マウスを作製した。U6 プロモーターに連結した EBER 遺伝子を組み込んだマウスで EBER が発現

することを in situ Hybridization 法で確認した。今後、EBER トランスジェニックマウスで TLR3

の活性化、炎症性サイトカインの誘導が起こるか否かを検討する予定である。 
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１．研究開始当初の背景 

生体防御を司る免疫系は自然免疫系と獲

得免疫系から成り立っている。これまでは T

リンパ球、B リンパ球が主役を務める獲得免

疫系が脚光を浴びてきた。しかし最近、自然

免疫系の重要性が俄然クローズアップされ

てきた。自然免疫系はウイルス感染を細胞外

あるいは細胞内で検知して自然免疫系を発

動させる。ウイルス感染に伴って産生される

二本鎖 RNA は細胞表面においては Toll-like 

receptor 3 (TLR3)により、細胞内にあって

は Retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)

や melanoma differentiation-associated 

gene 5 (MDA5)により検知され、その結果、

interferon regulatory factor 3 (IRF-3)及

び NF⎢B が活性化し、インターフェロン（IFN）

や各種サイトカインの発現が誘導される

(Akira et al., Cell 124: 783-801, 2006)。 

EB ウイルス（EBV）の初感染像である伝染

性単核症は異型 Tリンパ球の出現が病態形成

の主体をなし、これは EBV 感染に対する過剰

免疫反応と理解される。また、慢性活動性 EBV

感染症にしばしば合併する EBV関連血球貪食

症候群（EBV-AHS）は IFN-γ、TNF-α、IL-6

などの高サイトカイン血症が病態形成の主

役となっている。このような過剰免疫反応、

高サイトカイン血症は EBV感染の様々な局面

において病態形成に重要な役割を果たして

いると推測される。 

EBV がコードする約 170 塩基の RNA 分子

EBER は蛋白質に翻訳されず、感染細胞当り～

107 コピーと多量に存在する。多数の

stem-loop からなる二本鎖 RNA 様構造をとる

ものと予測されている。我々は既に、EBER が

二本鎖 RNA と競合して IFN 誘導性の蛋白質キ

ナーゼ PKRへ結合しその活性化を阻害するこ

と、その結果、細胞は IFN による抗ウイルス

作用に対して抵抗性となること(Nanbo et 

al., EMBO J. 21: 954-965, 2002)、また、

メカニズムは不明であるが、B リンパ球にお

いては IL-10 (Kitagawa et al., EMBO J. 19: 

6742-6750, 2000)、T リンパ球においては

IL-9 (Yang et al., Cancer Res. 64: 

5332-5337, 2004)、上皮細胞においてはイン

スリン様成長因子 IGF-1(Iwakiri et al., 

Cancer Res. 63: 7062-7067; Iwakiri et al., 

Oncogene 24: 1767-1773, 2005)の発現を誘

導し、感染細胞のオートクライン増殖をサポ

ートすることを報告している。 

最近、我々は、EBER が二本鎖 RNA と同様に

RIG-I を活性化し、IFN の発現を誘導するこ

とを見いだした（Samanta et al. EMBO J. 25: 

4207-4214, 2006）。すなわち、EBER が二本鎖

RNA と同様に RIG-I、MDA5、TLR3 により検知

され、自然免疫系を惹起し、過剰免疫反応、

高サイトカイン血症などを引き起こしてい

る可能性が示唆された。上述の EBER による

IL-10、IL-9、IGF-1 などの発現誘導も EBER

による自然免疫系活性化による可能性が示

唆された。 

既に、EBER が MDA5 発現細胞において IFN

の発現を誘導すること、EBV 陰性培養細胞培

地中に in vitro で合成した EBER を添加する

と IFN の発現が誘導されること、を確認した

（未発表データ）。 

 



 
２．研究の目的 
 EBV 感染症ではなぜ過剰免疫反応、高サイ

トカイン血症が惹起されるのか、本研究は、 

EBER による自然免疫活性化にその原因を求

めるものである。 

１）EBV 陰性培養細胞培地中に in vitro で

合成した EBER を添加した時に起こる IFN の

発現誘導が EBER による TLR3 活性化によるも

のか、２）EBER による TLR3 活性化により各

種サイトカインの誘導が惹起されるか、３）

EBER が TLR3 を介し樹状細胞を活性化し得る

か、４）EBV感染症患者の病態と血清中の EBER

量、サイトカイン量との関連、を明らかにす

る。 

本研究は、EBER が RIG-I を活性化するとい

う我々の独自の研究成果をベースに展開す

るものである。ウイルス RNA による RIG-I 活

性化はニューカッスル病ウイルス（NDV）、水

疱性口内炎ウイルス（VSV）、脳心筋炎ウイル

ス（EMCV）などの RNA ウイルスで報告されて

いるが(Yoneyama et al., Nat. Immunol. 5: 

730-737, 2004)、DNA ウイルスがコードする

RNA が RIG-I を活性化することは我々が初め

て見いだした。 

EBERによる自然免疫系活性化はEBVの病原

性発揮に重要な役割を果たしている可能性

がある。本研究は、EBV 関連疾患の治療法開

発に資することが期待できる。 

 
 
３．研究の方法 
研究計画・方法 

本研究ではバーキットリンパ腫由来の EBV

陽性細胞株 Akata、Daudi、Mutu、それらの細

胞株から分離した EBV 陰性細胞クローン

Akata-、Daudi-、Mutu-、EBV 陰性細胞クロー

ンへ EBV 又は EBER ノックアウト EBV を再感

染した細胞クローン、EBV 陰性細胞クローン

へ EBER プラスミドを導入した細胞、対照と

してネオマイシン耐性（Neor）プラスミドを

導入した細胞を用いる。 

 
 
４．研究成果 

(1) EBER による TLR3 活性化の検討 

 我々は既に、EBV 陽性細胞培養上清中に

EBER が存在すること、in vitro で合成した

EBER を EBV 陰性細胞培地中に添加すると IFN

の発現が誘導されること、を見いだしている。

そこで、このような可溶性の EBER による IFN

誘導が TLR3 の活性化によるものか否かの検

討を行った。 

① TLR3 に対する中和抗体、TLR3 の siRNA に

より、EBV 陰性細胞培地中に EBER を添加

した時の IFN、ISG 誘導が阻止されること

を RT-PCR 法で確認した。 

② 更に、EBER を EBV 陰性細胞培地中に添加

した時に NFκB、IRF3 の活性化が起こる

ことを、燐酸化 NFκB、燐酸化 IRF3 を認

識する抗体を用いたWestern Blot法で確

認した。NFκB については NFκB プロモ

ーターの活性化をルシフェラーゼアッセ

イにより調べた。更に、ドミネガ型 Iκ

B-αプラスミド、IRF3 の siRNA により NF

κB、IRF3 の活性化を抑制すると EBER に

よる IFN、ISG の発現も抑制されることを

RT-PCR 法で確認した。 

以上の実験により、EBER による IFN 活性

化が TLR3 を介する NFκB、IRF3 の活性化

によるものであることが確認された。 

③ 上述のように、EBV 陽性細胞培養上清中

には予想外に大量の EBER が存在するこ

とを見いだしている。そこで、各種 EBV

陽性細胞の培養上清中に存在する EBER

量を定量的 PCR 法により調べた。培養上

清中のEBERをEBV陰性細胞の培地中に添

加した時に IFN の活性化が起こることを

確認した。 



④ EBER は細胞内で La、L22、PKR などの宿主蛋

白質と結合することが知られている。この内、

La はエクソゾームとして分泌されることが

知られている。そこで、EBV 陽性細胞培養上

清中の EBER が La の分泌に伴う能動的なもの

か、死細胞からの遊出によるものかを明らか

にした。抗 La、抗 L22、抗 PKR 抗体を用いて

培養上清から La、L22、PKR を免疫沈降し、

UV クロスリンク後、RNA を抽出し、沈降物中

に EBER が存在するか否かを RT-PCR 法で調べ

た。その結果、La の沈降物中にのみ EBER が

存在することが確認され、EBER が La と共に

能動的に細胞外へ分泌されたことが証明さ

れた。 

(2) EBER による TLR3 活性化とサイトカイン

誘導の検討 

 RIG-I、MDA5、TLR3 の活性化は、IFN に加

えて各種サイトカインの発現を誘導するこ

とが知られている。また、EBER により RIG-I

が活性化し IFNの誘導が起こることを既に報

告した。そこで、EBER による TLR3 活性化が

サイトカイン誘導を起こすか否かの検討を

行った。 

EBV 陰性 Mutu 細胞の培地中に EBER を添加

した時に IL-6、IFN-γ、TNF-αの発現が誘導

されることを RT-PCR 法で確認した。EBER に

よる TLR3 の活性化によりサイトカインの誘

導が起こることが確認された。 

 

(3) EBER による樹状細胞活性化についての

検討 

樹状細胞は TLR3 を強発現しており、二本

鎖 RNAにより活性化されることが明らかとな

っている。そこで EBER が TLR3 を介し樹状細

胞を活性化し得るか否かについて検討した。 

① EBER によるサイトカイン産生誘導の解

析：in vitro 転写により合成した EBER

を用い未熟樹状細胞を刺激後、TNF-

α,IL-6 などのサイトカイン産生誘導が

おこるかことを RT-PCR 法で確認した。 

② 補助分子発現誘導の解析：樹状細胞活性

化のマーカーである CD80, CD86, CD83 な

どの補助分子の発現が誘導されることを

FACS を用いて確認した。 

③ TLR3 の中和抗体を用いた検討：樹状細胞

による上記の活性化が TLR3 の中和抗体

によりブロックされることを確認した。 

 

(4)EBV 感染症患者血清中の EBER 出現とサイ

トカイン動態の検討 

 伝染性単核症、慢性活動性 EBV 感染症、

EBV-AHS などでは過剰な免疫反応、高サイト

カイン血症が出現する。これらと EBER によ

る自然免疫系活性化との関連を調べる。 

 伝染性単核症、慢性活動性 EBV 感染症、

EBV-AHS 患者の急性期、回復期の血清を用い、

可溶性 EBER を RT-PCR 法で定量した。これら

患者の急性期の血清中には TLR3 を活性化す

るに十分な量の EBER が存在することが確認

された。今後、伝染性単核症、慢性活動性 EBV

感染症、EBV-AHS の病態と EBER 量、サイトカ

イン量を更に検討する予定である。 

 

研究成果の概要 

EB ウイルスがコードする小 RNA 分子 EBER が

La との複合体として細胞外へ放出され、自然

免疫系の二本鎖 RNA 検知分子である TLR3 を

活性化すること、その結果各種サイトカイン

の誘導が起こること、急性 EBV 感染症血清中

には TLR3 活性化に十分量の EBER が存在する

こと、を明らかにした。急性 EBV 感染症にお

ける過剰免疫反応、高サイトカイン血症が

EBER による自然免疫活性化によることが示

唆された。 
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