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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr Virus（EBV）関連リンパ増殖性疾患の診断・発症病

理の解明には、EBV 感染細胞の定量と同定が必須である。我々は EBV encoded small RNA 
(EBER) 特異的プローブを用い、細胞表面抗原と EBER を連続的に染色・検出する FISH 法を

確立し、同法が慢性活動性 EBV 感染症を初めとする EBV 関連 T/NK リンパ増殖性疾患や移植

後リンパ増殖症の診断・治療効果判定に有用であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：To diagnose Epstein Barr virus (EBV)-associated diseases and to 
explore the pathogenesis of EBV infection, not only must the EBV load be measured, but 
EBV-infected cells must also be identified. We established a novel flow cytometric in situ 
hybridization assay to detect EBER and surface antigen in EBV-infected cells using an 
EBV-encoded small RNA (EBER) specific peptide nucleic acid probe, and showed that this 
assay was useful for the diagnosis and decision of treatment against EBV-associated T/NK 
lymphoproliferative diseases such as chronic active EBV infection or post transplant 
lymphoproliferative disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr virus (EBV) は B 細胞のみ

ならず、T細胞、NK 細胞などのリンパ球に感
染し、伝染性単核症、血球貪食症候群、慢性
活動性 EBV 感染症や鼻性 NK リンパ腫、EBV 関
連 Tリンパ腫、NK 白血病、移植後リンパ増殖
症など、様々なリンパ増殖性疾患/悪性リン
パ腫の原因となる。近年では、蚊刺過敏症や

種痘様水疱症という、一見皮膚に限局した疾
患も EBV 関連疾患であり、高率に悪性リンパ
腫へと進展していくことも明らかとなって
いる。これらの EBV関連リンパ増殖性疾患は、
その発症病理や診断定義が定まっていない
ものも多く、それがために治療法も確立して
いない。 
 これら EBV 関連リンパ増殖性疾患の診断・
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発症病理の解明には、末梢血中の感染細胞数
の定量に加え、EBV が感染している細胞の同
定が必須である。病理組織では、感染細胞核
内で多量に発現している EBV encoded small 
RNA (EBER) を in situ hybridization 法を
用い検出する感染細胞同定法が確立されて
いる。しかし、血液を用いた非侵襲的な感染
細胞同定法はなく、その開発が望まれていた。
我々は、世界に先駆けリアルタイム PCR 法に
よる EBV DNA 定量法を確立し、EBV 関連疾患
の診断法・治療モニタリングに臨床応用した
(Kimura H, J Clin Microbiol 37:132-6, 
1999)。更に、末梢血を磁気ビーズ法により
分画しそれぞれの分画を EBV DNA 定量を行う
ことで、EBV 感染細胞を同定する方法を確立
し、EBV 関連疾患の病態解析に応用した
（Kimura H, J Infect Dis 191:531-9,2005）。
しかし、これらの方法は手技が煩雑である上
に、間接的であり、正確な感染細胞の同定は
難しかった。 
 Peptide nucleic acid (PNA) は、glycine
骨格が塩基に共有結合した構造をとり、
DNA・RNA プローブより安定で、核酸に
hybridization できる。私どもは PNA をプロ
ーブとして用い in situ hybridization法と、
flow cytometry を組み合わせ、末梢血中の
EBV 感染細胞を検出できる flow cytometric 
in situ hybridization （FISH）法を開発し
既に特許申請した。この方法を用いれば、末
梢血中の EBV 感染細胞を、簡便かつ非侵襲的
に検出・定量できるばかりでなく、表面抗原
との二重染色により、感染細胞の同定が可能
となる。 
 
２．研究の目的 
FISH 法による EBV 感染細胞の定量・同定法

を確立し、以下のことを明らかにしていく。 
(1) FISH 法が移植後リンパ増殖症、血球貪食
症候群、慢性活動性 EBV 感染症などの EBV 関
連リンパ増殖性疾患に対して臨床応用可能
であることを検証する。 
(2) FISH 法を用い、EBV 感染細胞の表面抗原
のみならず、細胞内顆粒・サイトカインを染
色することにより細胞機能を解析し、未だ定
かでない様々な EBV関連リンパ増殖性疾患の
疾患定義・発症病理を明らかにしていく。 
(3) FISH 法を用い、移植後リンパ増殖症や慢
性活動性 EBV 感染症を代表とする EBV 関連リ
ンパ増殖性疾患の迅速診断法・治療効果判定
法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) EBV 感染細胞株（B細胞・T細胞株・NK
細胞株など）を用い、本法の至的条件を決定
する。 
(2) 共焦点レーザー顕微鏡にて、EBER の核内
の存在と抗原の細胞表面への表出を確認す

る。 
(3) 浮遊細胞中にどれだけの EBV感染細胞が
存在すれば検出できるか（最低検出感度）を
決定する。 
(4) 慢性活動性 EBV 感染症・移植後リンパ増
殖症を初めとした EBV関連リンパ増殖性疾患
の末梢血に応用する。 
 
４．研究成果 
(1) FISH 法の確立 
EBV 感染細胞株およびヒト末梢血単核球を

用い、以下の手順で、FISH を行った。1)蛍光
色素 PE もしくは PC5 を用いて細胞表面抗原
を標識、2)細胞を固定、3)Tween20/PBS で処
理、4)EBER に特異的な FITC 標識 PNA probe
と hybridization、5)anti-FITC Alexa Fluor 
488 標識抗体を用い蛍光強度を増幅、6)Flow 
cytometry により解析した。 
EBV 陽性 B 細胞 3 株、T 細胞 2 株、NK 細胞

4株を検討し、Flow cytometry/ISH 法で EBER
と細胞表面抗原との多重染色に成功した。表
面抗原と EBER の局在については共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて確認した。また、EBV 陽
性 B 細胞株 Raji と EBV 陰性 B 細胞株 BJAB、
もしくは EBV 陽性 T細胞株 SNT13 と EBV 陰性
T細胞株 Jurcat を様々な比率で混じ、EBV 陽
性細胞の検出限界を検討した。その結果、EBV
陽性細胞混合比率 0.01%まで検出可能であっ
た（図 1）。さらに、慢性活動性 EBV 感染症患
者末梢血に対して、本法を応用し、患者末梢 
血リンパ球の数％が EBER1 陽性で、表面抗原
解析より感染細胞の種類も同定できること
を示した。 

 (2) FISH 法の EBV 関連 T/NK リンパ増殖症性
疾患への応用 
対象は慢性活動性 EBV 感染症 9例、種痘様

水疱症様リンパ腫 7例、血球貪食性リンパ組
織球症 4例、全身性 EBV 陽性 T細胞リンパ増
殖症 2例、NK/T 細胞リンパ腫 2例、末梢性 T
細胞リンパ腫 1 例、アグレッシブ NK 細胞性
白血病 1 例の計 26 例。FISH 法で末梢血単核
球の表面抗原染色と核内 EBER 染色を連続施
行後 flow cytometory で解析した。 



 

 

0.15～67％のリンパ球が EBER陽性で、EBER
陽性細胞率 0.5％以上の症例は感染細胞の同
定が可能だった。2 例では 2 種類の細胞群に
EBV の感染を認めた。種痘様水疱症様リンパ
腫はT 細胞 5 例、NK 細胞 1 例、NKT 細胞 1
例に感染を認めた。本法の EBER 陽性細胞率
とリアルタイム PCR 法の EBV-DNA 量に有意な
相関を認めた(図 2)。 

 
 
一定以上の感染細胞が存在する場合、本法

による EBV 感染細胞の同定/定量が可能であ
る。特に複数の lineage の細胞に EBV が感染
する疾患の診断に有用である。本法は既存の
方法で診断の難しい EBV 関連 T/NK リンパ増
殖性疾患の病理学的診断を補完し、疾患分類
や発症病理の解析に役立つと考えた。 
 
(3)FISH 法の EBV 関連移植後リンパ増殖症へ
の応用 

臓器・造血幹細胞移植後に、リアルタイム
PCR 法により血液中の EBV-DNA 量増加が認め
られ、移植後リンパ増殖症が疑われた 8症例
を対象とした。症例の内訳は EBV 関連移植後
リンパ増殖症 4例（骨髄移植後 3例、臍帯血
移植後 1 例）、移植後高 EBV 血症 4 例（いず
れも生体肝移植後）。FISH 法により、末梢血
単核球の表面抗原染色および核内の EBER 染
色を連続して行った後、flow cytometory に
て解析した。 

全例で感染細胞の定量が可能であり、0.05
～1.7％の末梢血リンパ球が EBV 陽性であっ
た。感染細胞の同定が可能であった症例では、
CD20 陽性 B細胞に EBV の感染を認めた。細胞
表面抗原よりメモリーB 細胞が感染の主体で
あると考えられた(図 3)。 

 
骨髄移植後の 1例ではリツキサンの使用し

たところEBV-DNAは減少した。FISH法により、
非侵襲的な方法で移植後リンパ増殖症にお
ける EBV 感染細胞の同定/定量が可能であっ
た。臓器・造血幹細胞移植後における免疫抑
制状態では、しばしば EBV 関連リンパ増殖症
が発症する。本症は、進行早く無治療な場合

予後不良な疾患であったが、近年では抗 CD20
ヒト型モノクローナル抗体（リツキサン）な
どの分子標的治療剤が用いられるようにな
り予後が改善している。本法は移植後リンパ
増殖症の早期診断、治療法の決定につながる
有用な方法であると考えられた。 
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