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研究成果の概要（和文）：慢性活動性EBウイルス感染症は小児に多くみられる予後不良の疾患である。これまでの慢性
活動性EBウイルス感染症の研究では、細胞側遺伝子の解析データは十分に蓄積されているとは言えない現状である。し
かも従来の研究は細胞株を使ったin vitroのデータが多く、患者in vivoでの病態を正確に反映しているとは限らない
。本研究では生体内に近い状態にある細胞側の遺伝子発現を解析し、本疾患において発現変化する遺伝子の同定を行な
った。PCRアレイ法と定量的RT-PCR法で、対照コントロール群と比べ10倍以上の発現亢進がみられた遺伝子として、IL1
0、IL2、IFNGR1、INHBAが挙げられた。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of chronic active Epstein-Barr virus infection (CAEBV) remains un
clear. Previous studies have determined a number of candidate cellular genes associated with CAEBV. Howeve
r, few data are available on the gene expression levels in freshly isolated cells from patients with CAEBV
. In the present study, peripheral blood samples were obtained from patients with CAEBV. We investigated t
he host cellular gene expression profiles in CAEBV using a PCR array analysis that focused on T-cell and B
-cell activation. We identified that four genes (IL-10, IL-2, IFNGR1, and INHBA) were upregulated in the C
AEBV patients based on the PCR array analysis and the subsequent quantitative real-time PCR assay, where t
hese four genes exhibited tenfold differences compared with the control subjects. These genes may be assoc
iated with inflammatory responses and with cell proliferation, and they may contribute to the development 
and progression of CAEBV.
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１．研究開始当初の背景 
慢性活動性EBウイルス(EBV)感染症(Chron

ic active EBV infection: CAEBV)は小児に
多くみられる予後不良の疾患であり、その本
態は EBV感染 T細胞あるいはナチュラルキラ
ー (NK) 細胞を主体とする単または寡クロ
ーン性増殖である。通常 EBV は B細胞に感染
し、細胞傷害性/キラーT細胞による免疫反応
により潜伏感染状態に移行する。CAEBV では、
EBV の感染標的細胞が T細胞の場合、病勢が
進行しT細胞リンパ腫に発展することが知ら
れている。また、NK 細胞に感染がある場合に
は、その多くの患者で蚊アレルギーの合併が
認められることも報告されている。すなわち、
CAEBV は単なる感染症として位置づけられる
ものではなく、EBV の感染が T細胞か NK 細胞
に限られる EBV 関連 T/NK リンパ増殖性疾患
であり、腫瘍、もしくは前腫瘍状態である。
近年、分子生物学的診断法、疾患活動性の評
価法はほぼ定着し、CAEBV の診断基準の提案
がなされるに至った。しかし CAEBV の病態形
成機序の全貌はなお不明のままである。 
これまでのCAEBVの病態に関する研究では、

T/NK細胞の無制限増殖に働く責任EBV遺伝子
の同定に主眼が置かれていた。その一方で C
AEBV 患者において、どのような細胞側遺伝子
が発現され、それがどう動くかについてのデ
ータは十分に蓄積されていない状態であっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CAEBV 患者の病態をより正確

に把握するために、CAEBV 患者末梢血から得
られたサンプルを用い(培養に供することな
く)、本疾患に特異的に発現される細胞側遺
伝子の同定を行い、CAEBV の新規診断法、病
勢予測法さらには新規治療法の確立へと展
開できる礎を作ることを目的にした。 
 
３．研究の方法 
(1) サンプル 
日本人 6症例を本研究の対象とした。その

内訳は、CAEBV 3 症例、EBV 関連血球貪食性
リンパ組織球症(EBV-associated hemophago
cytic lymphohistiocytosis: EBV-HLH) 2 症
例、EBV 陽性 NK リンパ腫 1 症例であった。
健常者 14 人の末梢血を対照コントロールと
した。CAEBV 患者の末梢血 EBV DNA 量は 9.9 
x 103 ～ 5.0 x 105 コピー/μg DNA であり、
EBV-HLHでは2.1 x 105 ～ 4.6 x 105 コピー
/μg DNA、EBV 陽性 NK リンパ腫では 2.6 x 1
05 コピー/μg DNA であった。全ての対照健
常人末梢血から EBV が検出され、そのウイル
スコピー数は1.3 ～ 180 コピー/μg DNAで
あった。 
 
(2) PCR アレイ解析 
末梢血単核球より RNA を抽出した後、RT2 

Nano PreAMP cDNA 合成キット（キアゲン社）
を用いて cDNA を合成した。この cDNA を PCR

アレイ法に供した。アレイはキアゲン社の H
uman T-cell and B-cell Activation RT2 Pr
ofiler PCR Array を用いた。このアレイには
86 遺伝子が含まれており、B細胞・T細胞の
活性化に関与する遺伝子群の他に、その増殖
や分化に関わる遺伝子群、Th1 や Th2 細胞を
制御する遺伝子群などが組み込まれている。
さらにはマクロファージ、好中球、NK 細胞の
活性化に関与する遺伝子群も含まれている。
GAPDH遺伝子発現の内部標準を基にCt値を算
出し、ΔΔCt法により患者サンプルと対照コ
ントロール群間での比較解析を行った。 

 
(3) 定量的リアルタイム PCR 解析 
抽出した RNA は SuperScript Ⅲ First-St

rand Synthesis キット(インビトロジェン
社)を用いて cDNA に変換した。遺伝子発現レ
ベルは LightCycler 480 を用いて測定した。 
 
(4) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 
assay) 法 
血清のIL-10とTNF-α濃度はELISA法で測

定した。LI-10 測定のためのキットは Gen-Pr
obe 社から、TNF-α測定のためのキットは R&
D Systems 社から購入した。 
 
４．研究成果 
(1) PCR アレイ解析結果 
PCR アレイ解析の結果、対照コントロール

と比べて4倍以上の発現の差が認められた遺
伝子は以下のとおりであった。 
 
[CAEBV] 
・発現亢進 

CXCR3, IFNGR1, IL-10, IL-12B, IL-2,
 IL-3, INHBA, SFTPD. 

・発現低下 
APOA2, CCR2, CD86, CXCR4, IL-4, IL-
8, TLR2, TLR4. 

 
[EBV-HLH] 
・発現亢進 

CCR5, CD8B, CSF2, CX3CL1, CXCR3, FA
SLG, IFNB1, IFNG, IFNGR1, IL-10, IL
-11, IL-12B, IL-2, IL-3, INHBA, KIF
13B. 

・発現低下 
CCR2, CD4, GALNAC4S-6T, ICOSLG, INF
GR2, IL-8, TLR1, TLR2, TLR4, TLR6. 

 
[EBV 陽性 NKリンパ腫] 
・発現亢進 

CX3CL1, CXCR3, FASLG, IFNB1, IL-10,
 IL-12B, IL-2, IL-3, IL-4R, INHBA, 
NOS2A, SFTPD. 

・発現低下 
CCL3, CCL4, CCR3, CD28, CLEC7A, FAS
LG, IL-4, IL-8, PVRL1, TLR6. 

 



CAEBV に関して、さらに 10 倍以上の発現差
異が認められた遺伝子は以下のとおりであ
った。 
 
・発現亢進 

IL-10 (10.7倍), IL-2 (104.0倍), IFN
GR1 (10.9倍), INHBA (90.5倍), IL-12
B (104.0 倍), SFTPD (27.7 倍) 

・発現低下 
TLR4 (0.05 倍) 

 
(2) 定量的リアルタイム PCR 解析結果 
PCR アレイ解析の結果を確かめるために、1

0 倍以上の発現亢進が認められた上記の 6遺
伝子について、定量的リアルタイム PCR 法で
その発現レベルを測定した。 
定量的リアルタイム PCR 解析においても 1

0 倍以上の発現亢進がみられた遺伝子は以下
のとおりであった。 
 

・発現亢進 
IL-10 (32.7倍), IL-2 (43.7倍), IFNG
R1 (12.0 倍), INHBA (20.7 倍) 

 
(3) ELISA 解析結果 
上記の PCRアレイ解析および定量的リアル

タイム PCR 解析の結果、亢進が認められたサ
イトカイン IL-10 の蛋白での発現レベルを E
LISA 法で確かめた。 
EBV 既感染の健常人の血清では IL-10 は検

出感度以下であったが、CAEBV 患者血清では
平均21.6 pg/mL、EBV-HLHでは141.1 pg/mL、
EBV陽性NKリンパ腫では3.2 pg/mLであった。 
CAEBV や EBV-HLH では、しばしば TNF-α遺

伝子が活性化されることが知られている。そ
こで本研究の症例でもELISA法でTNF-αを測
定した。結果は CAEBV では平均 4.1 pg/mL、E
BV-HLH では 1.3 pg/mL、EBV 陽性 NK リンパ腫
では 0.9 pg/mL で、EBV 既感染の健常人の血
清では 0.5 pg/mL であった。 
 
（4）考察 
本研究でのPCRアレイ解析と定量的リアル

タイム PCR 解析の結果、CAEBV で特異的に過
剰発現される遺伝子として IL-10, IL-2, IF
NGR1, INHBA を同定した。 
IL-10 は Th2 細胞から産生されるサイトカ

インであるが、これまでの研究でも CAEBV 患
者血清での IL-10 の増加は報告されている。
本研究でも mRNA と血清蛋白レベルでの発現
亢進を証明することができた。今回、IL-10
シグナル伝達系を制御する3つの遺伝子(p38
MAPK, JAK1, STAT3)について、その発現を R
T-PCR 法で調べたが、有意な差異は認められ
なかった。しかし、p38MAPK は対照群と比べ
て発現亢進の傾向が、また JAK1 と STAT3 は
発現低下の傾向がみられた。今後、CAEBV に
おけるIL-10シグナル伝達の関わりについて
さらなる検討が必要である。 

これまでの報告でも CAEBV 患者で IL-2 遺
伝子の発現過剰が指摘されている。IL-2 は C
AEBVでのEBV感染細胞の増殖に必要であるこ
とが示唆されており、IL-2 や INF-γといっ
た Th1サイトカインが CAEBV の病態を形成し
ていると考えられる。実際、本研究でも INF
-γ遺伝子の発現レベルをRT-PCR法で解析し
たが、コントロール群と比べて、3.8 倍の発
現亢進が認められた。 
INF-γ受容体は INFGR1 と INFGR2 分子から

成る。INF-γが INFGR1 に結合すると JAK-ST
AT 経路を活性化し、細胞核内において様々な
遺伝子を制御することが知られている。例え
ば、炎症や免疫に関係する遺伝子、細胞増殖
やリンパ球と内皮細胞との相互作用を制御
する遺伝子などが含まれる。すなわち、本研
究で明らかとなったCAEBVにおけるINF-γと
INFGR1の過剰発現はCAEBVの病態に関与する
と考えられ、この INFGR1 シグナル伝達をブ
ロックすることはCAEBVの治療に繋がる可能
性を示唆する。 
INHBA分子はTGF-βスーパーファミリーに

属し、細胞の増殖・分化に関わる。その合成
と分泌は活性化された Th2 細胞、単球、マク
ロファージで行われる。INHBA は様々な腫瘍
で過剰発現され、細胞にアポトーシス抵抗性
を賦与し、細胞の増殖や腫瘍の進展に関与す
る。したがって、CAEBV の炎症に伴って活性
化される INHBA は EBV 感染細胞の生存、およ
び増殖を促し、CAEBV の病態形成に携わって
いると考えられる。 
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