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研究成果の概要（和文）：重症熱性血小板減少症候群（SFTS）は主にダニによって媒介されるSFTSウイルス
（SFTSV）の感染により引き起こされ、発熱、白血球減少、血小板減少等を主症状とする致死率の高いウイルス
性感染症である。SFTS発症者では特徴的な異型リンパ球が出現する事が明らかとなっており、病態形成や重症化
との関連性が指摘されているが、異型リンパ球の出現機序や生体内における役割は未解明である。本研究では、
ヒト由来初代培養細胞を用いたSFTSV感染試験系を確立し、異型リンパ球を実験的に誘導する事に成功すると共
に、その誘導機序の一端を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Severe fever with thrombocytopenia syndrome (SFTS) is a tick-born diseases 
caused by SFTS virus (SFTSV) infection. SFTS patients generally show acute fever, thrombocytopenia 
and lymphocytopenia with high fatality. Recently, it has been revealed atypical lymphocytes were 
characteristically emerged in SFTS patients, and their relation to pathogenesis was suggested. In 
this research, we have constructed novel SFTSV infection assay by using human-derived peripheral 
blood mononuclear cells which can induce atypical lymphocytes in vitro, and shed light on a part of 
induction mechanism of them.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、SFTS発症者で特徴的に観察される異型リンパ球を実験的に再現し、その誘導機序の一端を明らかに
した。SFTSの病態形成や重症化に果たす異型リンパ球の役割を詳細に解析する為には、実験室内で異型リンパ球
を解析する事ができる試験系の確立が必要不可欠であり、ヒト由来初代培養細胞から異型リンパ球を誘導する事
に成功した本研究は学術的に大きな意義がある。また、SFTSの病態を正確に理解する事は有効な治療・予防法開
発の発展に大きく寄与する為、異型リンパ球の誘導機序の一端を明らかとした事は大きな社会的意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 重症熱性血小板減少症候群（SFTS）はブニヤウイルス科フレボウイルス属に属する SFTSウ
イルス（SFTSV）の感染により惹起されるダニ媒介性の新興感染症である。SFTSの主な症状は
発熱や消化器症状等であり、特徴的な検査所見として白血球減少及び血小板減少が観察される。
SFTS は高い致死率（約 27％）を示し、公衆衛生上の大きな問題となっているが、その病態形
成機序は依然として解明されていない。 
 研究代表者の所属研究室では、本研究開始当初までに、SFTS患者のリンパ組織及び末梢組織
中に特徴的な形質芽細胞様の異型リンパ球が増生・浸潤している事を明らかとした。また、これ
らの異型リンパ球から SFTSV抗原が検出され、ヒト生体内における SFTSVの感染標的細胞で
ある事が示唆された（参照：Suzuki T, et al., J Clin Invest., 2020.）。白血球減少及び血小板減
少を特徴的な検査所見とする SFTS において、異型リンパ球の増生は病態形成に寄与する事が
示唆された。研究開始当初（2018年度）において、日本、中国、韓国の三国で SFTSの発生が
報告されていたが、SFTS患者検体の病理学的解析は本国以外では報告されておらず、SFTS患
者検体の病理学的検索により見出した本知見は、SFTSの病態研究において先駆的な発見であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 感染症による被害を抑制する為には、その発症及び病態形成機序を正確に理解し、適切な対応
策を設立する事が重要である。「病原体がどのように人に感染し、どのような過程を経て病態を
引き起こすのか」を解明する事は感染症による被害の抑制を目指す上で最も重要な課題であり、
本研究の核心をなす学術的な問いである。以上より、本研究では「SFTSの病態形成機序の解明
に寄与する知見を獲得する事」を最終的な目的に SFTS の病態形成と異型リンパ球の関連性の
解析を実施した。 
 研究開始当初において、SFTSの病態形成に異型リンパ球が関与する可能性が示唆されていた
が、生体内において異型リンパ球が果たす役割に関する研究は黎明期にあった。そこで、本研究
では異型リンパ球により惹起される免疫応答及びその誘導機序の解明を志し、ヒト由来末梢血
単核球（PBMC）を用いた新たな SFTSV感染試験系の開発に着手した。 
 
３．研究の方法 
 感染性病原体に対する生体内の免疫応答において、一般的に、種々の免疫担当細胞が相互作用
する事により感染防御を担う事が知られている。PBMC は各リンパ球サブセット及び単球・マ
クロファージ等により構成される為、初代培養 PBMCを用いる事により生体内環境を模した条
件で SFTSV感染試験を実施する事が可能となる。 
 健康なボランティアより採決後、比重遠心分離法により PBMCを分離した。分離した PBMC
は細胞数を調整後、凍結保存した。これらの保存細胞は速やかに融解した後、初代培養に供した。 
（1）PBMC培養開始と同時に、
SFTSV HB29株（multiplicity 
of infection; MOI = 1もしくは
10）を接種し、ウイルス感染に
対する PBMC の応答を 4 日間
観察した。試験対象として、UV
不活化ウイルス接種群及び
mock 群を設定した。解析項目
は①細胞形態の観察、②細胞表
面マーカーの解析、③細胞増殖
効率の解析、④SFTSV感染性の
解析である。 
（2）磁気ビーズ細胞分離法に
より PBMCから B細胞を単離した。単離後の B細胞に SFTSV（MOI = 10）を接種し、ウイル
ス接種により誘起される B細胞の変化をフローサイトメトリー法により解析した。 
（3）SFTSV 感染 PBMC の培養上清を回収し、UV 照射によるウイルス不活化後、Cellufine 
sulfate resin によりウイルス
粒子を除去した（参照：Ohtaki, 
et al., J Virol Methods., 
2011.）。精製後の培養上清を新
たな PBMC に再接種し、4 日
間培養した。以上の試験によ
り、SFTSV 感染・培養後の
PBMC 培養上清により誘起さ
れる PBMC の変化をフローサ
イトメトリー法により解析し
た。 



４．研究成果 
（1）【研究の方法（1）の成果について】 
①初めに、SFTSV感染が PBMCに及ぼす影響を評価す
る為に、高力価（MOI = 10）の SFTSVを試験的に PBMC
に接種した。位相差顕微鏡により PBMCの状態を日次観
察した所、ウイルス接種 3〜4日後において、細胞増殖像
を想起させる細胞塊が SFTSVを接種した PBMC群特異
的に観察された。これら細胞塊が出現時の PBMCから細
胞塗抹標本を作成し、細胞形態を観察した結果、異型リ
ンパ球に類似したリンパ芽球様の大型細胞が誘導されて
いる事が明らかとなった。 
②これら大型細胞に発現する細胞表面マーカーをフロー
サイトメトリー法により解析した。その結果、SFTSV接
種により PBMCから誘導された大型細胞は、SFTS患者で観察される異型リンパ球と類似した
B細胞系の表現系を有する事が明らかとなった。細胞形態学的所見と併せて、本試験系により観
察された大型細胞は PBMC から誘導された異型リンパ球であると定義できる。以って、SFTS
に特徴的な異型リンパ球を in vitroで再現する事に成功した。 
③フローサイトメトリー法により各リンパ球種の割合を解析した結果、B 細胞及び異型リンパ
球の割合が SFTSV 接種群で優位に増加している事が明らかとなった。また、MTT法により細
胞増殖効率を評価した結果、SFTSV接種群において細胞増殖効率が有意に増加していた。以上
のことから、SFTSV感染により PBMC中の B細胞が特異的に増殖する事が明らかとなった。 
④異型リンパ球の誘導と SFTSVの感染性の関連を解析す
る為に、異なる力価の SFTSV（MOI = 1もしくは 10）及
び UV不活化 SFTSV（MOI = 10相当）を PBMCに接種
し、各条件下における異型リンパ球の誘導効率を評価し
た。その結果、異型リンパ球の誘導は感染性 SFTSV接種
群でのみ観察され、その誘導効率もウイルス力価に依存す
る事が明らかとなった。一方、高力価の SFTSVを接種し
た場合においても SFTSV感染細胞の割合は低かった（約
0.1%）。SFTSV 感染率を指標として、PBMC 中に含まれ
る SFTSV標的細胞を探索した結果、B細胞群で有意に高
い SFTSV陽性率（約 0.5%）を示す事が明らかとなった。
これより、B細胞が SFTSVの標的細胞であり、異型リン
パ球の誘導に何らかの役割を担う事が示唆された。 
（2）【研究の方法（2）の成果について】 
 異型リンパ球の誘導に B細胞が果たす役割を解析する為に、PBMCより単離した B細胞を用
いて上記と同様の SFTSV感染試験を実施した。その結果、単離した B細胞に SFTSVを感染さ
せた場合においても異型リンパ球が誘導される事が確認された。一方、本条件においても SFTSV
感染率は依然として低く（約 7%）、誘導された異型リンパ球の多くが SFTSV非感染の状態であ
った。以上の結果から、異型リンパ球は B 細胞に由来し、B 細胞自身により誘導される事が明
らかとなった。また、SFTSV感染 B細胞は何らかの方法により周囲の非感染 B細胞を刺激し、
異型リンパ球への誘導を誘起する可能性が推察された。 
（3）【研究の方法（3）の成果について】 
 SFTSV 感染 B 細胞が何らかの液性因子を産出する事に
よりウイルス非感染の状態で異型リンパ球が誘導される可
能性を検証する為に、PBMC 培養上清接種試験を実施し
た。SFTSV感染 PBMCの培養上清を回収し、ウイルス粒
子を不活化及び除去した上清を新鮮な PBMCに接種した。
その結果、感染性 SFTSV存在下で培養した PBMCから回
収した上清を接種した群でのみ異型リンパ球の誘導が確認
された。これより、異型リンパ球の誘導には培養上清中に
産出される何らかの液性因子が決定的な役割を担う事が明
らかとなった。 
（4）まとめ 
 本研究により、①異型リンパ球を in vitroで解析する事
ができる新たな試験系の確立に成功し、②異型リンパ球が誘導される機序の一端を明らかとす
る事に成功した。本研究により確立した試験系を活用する事により、SFTSの病態に異型リンパ
球が果たす役割の解析が飛躍的に発展する事が期待される。また、異型リンパ球の誘導機序の一
端を明らかにした事で、これまで未解明であった異型リンパ球の出現機序の解明に大きく貢献
する事ができた。SFTS病態形成機序及び重症化機構の解明に向けて、本研究成果が大きな意義
を有する事は疑う余地がない。 
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