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研究成果の概要（和文）：エプスタインバールウイルス(EBV)の潜伏感染に対する自然免疫が、ホジキンリンパ腫の新
たな治療戦略となる可能性がある。EBV感染を伴うホジキンリンパ腫の腫瘍微小環境では、制御性T細胞が増加し細胞傷
害性T細胞は減少していた。パターン認識分子であるRIG-Iは、EBVの潜伏感染に伴って発現が増加していたが、下流のI
RF3の活性化とインターフェロンの発現は見られず、EBV由来の最初期遺伝子が阻害している可能性が考えられた。EBV
感染は自然免疫のシグナル経路を変化させ、腫瘍微小環境の免疫反応を抑制していることが示された。自然免疫の活性
化が、ホジキンリンパ腫の新しい治療戦略となる可能性が確認された。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) infection is associated in about half cases of classical 
Hodgkin lymphoma (CHL). The aim of the study is explore the molecular alteration of intracellular innate 
immunity for the development of new therapeutic strategy of CHL. In the tumor microenvironment of 
EBV-positive CHL, regulatory T cells were increased, while cytotoxic T cells were reduced. The expression 
of a pattern recognition receptor RIG-I was increased, but activation of IRF3 and expression of 
interferon were not found in EBV-positive CHL. The interruption of RIG-I signaling may be associated with 
the immediate early genes derived from EBV. Further, the expression of inhibitory chemokine CCL20 was 
increased in EBV-positive CHL. The latent infection of EBV alter innate immunity signaling and modulate 
the tumor microenvironment to immunosuppressive state. It is considered that he amelioration of 
intracellular innate immunity is a possible therapeutic strategy for CHL.

研究分野： Molecular pathology
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 cell　innate immunity
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１．研究開始当初の背景 
	 古典的ホジキンリンパ腫は、ホジキン細胞
とリード-スタンバーグ細胞の出現を特徴と
する悪性リンパ腫で、日本では悪性リンパ腫
の約 10%を占める。患者は若年者と老年者の
2 峰性を示し、治療反応性は比較的良好であ
る。しかしながら若年者のホジキンリンパ腫
の患者では、長期にわたり副作用の少ない効
果的な治療法が、また、老年者では治療抵抗
性を示す症例もあることから、さらなる病態
の理解と効果的な治療法が望まれている。 
	 エプスタイン -バールウイルス (Epstein 
Barr virus, EBV)は、ヘルペスウイルス属の
DNAウイルスである。EBVは通常、幼少期
に不顕性感染をきたすが、青年期の初感染で
は伝染性単核症をきたす場合もある。一方、
EBVの潜伏感染は、ホジキンリンパ腫をはじ
め、バーキットリンパ腫などの悪性リンパ腫、
鼻咽頭癌、胃癌などの数々の悪性腫瘍に認め
られており、腫瘍発生や病態に関与している
と考えられているが、十分明らかにはなって
いない。 
	 ホジキンリンパ腫では、潜伏感染した EBV
がウイルス由来分子である LMP1 や LMP2
などを発現し、PI3Kから Aktの経路などの
｢増殖シグナル｣を活性化する一方で、NF-kB
の活性化から、サイトカインなどを誘導して
｢腫瘍微小環境｣を形成している可能性も考
えられている。潜伏感染した EBV は、いく
つかのウイルス由来の分子を発現するが、そ
の中の一つとして、ノンコーディング RNA
の EB virus encoded RNA (EBER)を多量に
発現することが知られている。これまで、
EBER の腫瘍発生や病態における役割は十
分明らかになっていない。 
	 Retinoic acid inducible gene-I (RIG-I)は
細胞内の｢自然免疫｣にかかわる分子で、細胞
外由来のウイルスや病原体の核酸や分子の
センサーとして働く分子である。これまでの
in vitroにおける実験では、EBVの潜伏感染
状態では、 細胞内の RIG-Iが EBERを関知
し、細胞内の｢自然免疫｣のシグナル経路が活
性化される可能性が示されている。シグナル
経路の中では、NF-kBの活性化からインター
フェロンの分泌が誘導される。インターフェ
ロンはアポトーシスに関わる protein kinase 
RNA regulated (PKR)の発現を誘導し、細胞
死を惹起して感染細胞を排除しようとする。
しかしながら、EBV由来の EBERは、PKR
に結合して機能を阻害し、細胞死を回避させ
る可能性が示唆されている。 
	 現在のところ、EBVの潜伏感染を伴う腫瘍
細胞においてRIG-Iが発現しているのか否か、
また、その腫瘍発生や病態における役割は明
らかとなっていない。我々は、EBVの感染の
あるホジキンリンパ腫の腫瘍細胞に、RIG-I
を発現していることを見いだした。EBVの潜
伏感染に伴い腫瘍細胞内において自然免疫
のシグナル経路の活性化されるが、それを回
避して、｢細胞不死化｣となる過程に、EBER

が重要な役割を果たしている可能性が考え
られる。腫瘍細胞における自然免疫の経路を
明らかにすることで、より効果的な治療標的
分子を創出や、治療方法を見いだすことが期
待される。 
 
２．研究の目的 
	 古典的ホジキンリンパ腫の効果的な治療
を目的として、腫瘍細胞内における EBV に
対する自然免疫のシグナル経路の分子病態
を明らかにし、自然免疫に関連した分子を標
的とした、新しい効果的な治療法の可能性を
明らかにすることが本研究の目標である。 
 
３．研究の方法 
	 古典的ホジキンリンパ腫と診断された 32
例の症例を検討対象とした。32例中 15例は
50歳以下で、17例は 50歳以上であった。生
検されたリンパ節組織のパラフィン包埋標
本を用いて組織学的な検討を行った。 
 
３−１ ホジキンリンパ腫における EBV 潜伏
感染についての検討 
	 EBV の潜伏感染は、パラフィン切片上で、
EBV 由来の蛋白質である LMP1 の免疫染色
による発現と、in situ hybridizationによる
EBER の発現確認の二つの因子から、EBV
の潜伏感染の判定を行った。 
 
３−２ 高齢者ホジキンリンパ腫における腫
瘍微小環境についての検討 
	 50歳以上のホジキンリンパ腫症例 17症例
について、パラフィン包埋標本を用いて、3
重免疫染色を行い、制御性 T 細胞(Treg)を
FOXP3 で赤色に、細胞傷害性 T 細胞を
granzyme B (GrB)で黒色に、ホジキン細胞と
リード・スタンバーグ細胞を CD30で青色に
染色し、ホジキン細胞とリード・スタンバー
グ(HRS)細胞を中心とし腫瘍微小環境におけ
るFOXP3陽性細胞とGrB陽性細胞の個数つ
いて形態計測を行った。計測結果は、単位面
積 に お け る FOXP3/HRS, GrB/HRS, 
FOXP3/GrBとして算出した。 
 
３−３ ホジキンリンパ腫の腫瘍細胞内にお
ける分子病態 
	 EBV の潜伏感染によりウイルス由来の分
子である EBNAは、ケモカインで Tregの遊
走を誘導する CCL20 の発現を亢進すること
が知られている。HRS 細胞における CCL20
の発現について、免疫染色法により検討を行
った。 
	 また、HRS 細胞における RIG-I の自然免
疫のシグナル経路の状態についても免疫染
色法により検討を行った。検討には、パラフ
ィン包埋標本を用い、抗RIG-I抗体、抗 IRF3、
抗インターフェロン ß抗体を用いて、免疫染
色を行った。IRF3 の活性化は、抗リン酸化
IRF3 (pIRF3)抗体を用いて、リン酸化状態を
判定した。 



	 検出する目的蛋白質を黒色に、HRS細胞を
赤で染色し、HRS細胞における発現を特異的
に解析した。 
 
３−４ ウイルス由来分子による自然免疫シ
グナル経路阻害 
	 EBV 由来分子の一つである BRAF1 と
BZAF1は、EBVの急性感染における細胞溶
解の際に発現が増強する最初期遺伝子であ
るが、これらの分子が潜伏感染する HRS 細
胞に発現しているのか、免疫染色で検討を行
った。 
 
４．研究成果 
４−１ 古典的ホジキンリンパ腫症例と EBV
潜伏感染 
	 古典的ホジキンリンパ腫の症例 32 例中、
50歳以下の若年者の症例は 15例で、50歳以
上の症例は 17例であった。 
	 50歳以下の 15例中 4例(33%)でEBVの潜
伏感染を認め、50 歳以上の 17 例中 10 例
(51%)で EBVの潜伏感染が認められた。組織
型との関連を見ると、50歳以下の潜伏感染症
例 4 症例中 3 症例(75%)が混合細胞型で、50
歳以上の潜伏感染症例 10 症例中 5 例(50%)
が混合細胞型であった。これまで報告がある
ように、混合細胞型には EBV 感染が多い傾
向が認められた。 
 
４−２ 高齢者古典的ホジキンリンパ腫にお
ける腫瘍微小環境 
	 50 歳以上の高齢者のホジキンリンパ腫に
おいて、FOXP3, GrB, CD30の免疫染色を行
い、形態計測を行ったところ、EBVの潜伏感
染を伴う症例では、FOXP3陽性細胞が、HRS
細胞を取り囲むような像が見られ(図 A)、
HRS細胞あたりの FOXP3陽性細胞数は、潜
伏感染を伴わない症例に比較して有意に高
く(図 C)、GrB陽性細胞は少なかった(図 D)。
一方、EBV の潜伏感染を伴わない症例では、
FOXP3 陽性細胞は少なく(図 C)、GrB 陽性
細胞が HRS 細胞を取り囲み(図 B)、HRS 細
胞あたりの細胞数は多かった(図 D)。単位面

積あたりの FOXP3/GrB の陽性細胞比率は、
潜伏感染を伴う症例で有意に高いことが明
らかにされた(図 E)。 
	 以上のことから、EBVの潜伏感染を伴う高
齢者の古典的ホジキンリンパ腫の腫瘍微小
環境においては、FOXP3陽性の Treg細胞が
多く、細胞傷害性 T細胞の少ない、免疫抑制
状態となっていることが明らかにされた。 
 
４−３ 古典的ホジキンリンパ腫の腫瘍細胞
内における分子病態 
	 次に、このような腫瘍微小環境の形成につ
いて、HRS細胞内における分子の発現状態に
よるものではないか、特に自然免疫に関連す
る分子の発現について検討を加えた。 
	 FOXP3 陽性の Treg の遊走を刺激する
CCL20のHRS細胞における発現を免疫染色
で検討したところ、EBVの潜伏感染を伴う症
例で発現の亢進が確認された(下図)。 
	 次に、自然免疫のセンサー分子、pattern 
recognition receptorである RIG-Iとそのシ
グナル経路の分子について検討を行った。
RIG-I の発現は EBV の潜伏感染を伴う症例
において、HRS細胞での発現が増強しており
(下図)、EBVの感染に伴って RIG-Iの経路が
活性化されている可能性が考えられた。 
	 RIG-I の下流の分子で、インターフェロン
の発現の誘導にかかわる分子の IRF3 は、
EBVの潜伏感染の有無にかかわらず、発現が
見られたものの、潜伏感染のある症例では、
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リン酸化の程度は減弱しており、pIRF3の核
への移行も観察されなかった。このため、
RIG-I のシグナル経路は、RIG-I と IRF3 の
間で、不活性化されている可能性が考えられ
た。IRF3の不活性化に伴い、EBV潜伏感染
症例では、HRS細胞におけるインターフェロ
ン ßの発現は認められなかった。 
	 以上の結果から、EBV の潜伏感染を伴う
HRS細胞においては、腫瘍細胞内で自然免疫
の RIG-Iの活性化しているものの、その下流
の経路で不活性化されており、インターフェ
ロン ßの発現と分泌が誘導されない可能性が
考えられた。 
 
４−４ ウイルス由来分子による自然免疫シ
グナル経路阻害 
	 RIG-I のシグナル経路がどのように不活性
化されているのか検討を加えた。IRF3 の活
性化は、EBV由来の最初期遺伝子で、細胞溶
解に関連する BZLF1 や BRLF1 により不活
性化されることが示されている。そこで、こ
れらの分子の発現を免疫染色により、18例の
50 歳以上のホジキンリンパ腫の症例で検討
した。 
	 EBVの潜伏感染を伴う症例 9例では、7例
で BZLF1と BRLF1のHRS細胞における発
現が確認された。一方、EBVの潜伏感染を伴
わない症例 9 例では、BZLF1 が 1 例で、
BRLF1 が 2 例で発現が見られたのみであっ
た。 
 
 
	 今回の検討では、腫瘍細胞内で自然免疫経
路の一つである、RIG-I の経路がウイルス由
来のノンコーディングRNAであるEBERに
よって活性化され、インターフェロンによる
PKR の活性化を EBER が阻害することで、
自然免疫を逃れていることを想定していた。
しかしながら、解析を進めたところ、RIG-I
のシグナル経路は IRF3 の活性化の前の段階
ですでに不活性化されていることが明らか
にされた。 

	 RIG-I の自然免疫のシグナル経路の阻害は、
その下流の IRF3 の活性化を阻害し、IRF3
により誘導されるインターフェロンの発現
を阻害していると考えられる。通常 EBV な
どのウイルス感染に伴って、インターフェロ
ンは細胞傷害性 T 細胞の浸潤を誘導するが、
EBV の潜伏感染を伴うホジキンリンパ腫に
おいては、インターフェロンの抑制から、細
胞傷害性T細胞の誘導が抑制されると考えら
れる。これに加えて、EBV由来の EBNAに
より CCL20 の発現の増加をきたし、制御性
T 細胞の誘導をきたしていると考えられる。
これらのことから、EBVの潜伏感染を伴うホ
ジキンリンパ腫の腫瘍微小環境では、免疫抑
制状態が増強されていることが考えられる。 
	 腫瘍微小環境における免疫抑制状態は、
EBV 潜伏感染を伴うホジキンリンパ腫の予
後が不良であることや、治療に対する抵抗性
にも関与している可能性が考えられる。した
がって、腫瘍細胞内における自然免疫のシグ
ナル経路の改善は、ホジキンリンパ腫の新た
な治療戦略となる可能性が確認された。 
	 研究の開始時点では、アポトーシスに関連
した PKRの活性化を阻害する EBERを治療
標的として想定していた。しかしながら、今
回の検討ではRIG-Iの下流でシグナルが阻害
されている可能性が示されたことから、その
阻害機序を明らかにする必要性が示された。
そこで、IRF3を阻害する可能性のある EBV
由来の BZLF1 と BRLF1 の発現について検
討を行ったところ、これらの分子が HRS 細
胞で発現していることが明らかとなった。今
回の検討では発現を確認したのみであり、実
際、どの分子の機能を阻害しているのか、さ
らに検討が必要と思われた。 
	 以上のことから、古典的ホジキンリンパ腫
の自然免疫のシグナル経路を標的とした治
療戦略においては、HRS細胞内における自然
免疫のシグナル経路を活性化することが必
要と考えられる。そのためには、シグナル経
路の阻害メカニズムを明らかにすることが
必要と考えられた。 
	 本研究では、主に高齢者のホジキンリンパ
腫を検討対象として組織学的な検討を加え
てきた。若年者のホジキンリンパ腫における
検討も十分に行う必要がある。 
 
結論 
	 古典的ホジキンリンパ腫において、EBVの
潜伏感染を伴う腫瘍細胞は、ケモカイン
CCL20 の分泌、さらに RIG-I 経路の阻害か
らインターフェロンの発現と分泌低下をき
たして、腫瘍微小環境を制御性T細胞の増加、
細胞傷害性T細胞の低下した免疫抑制状態と
していることが明らかにされた。腫瘍細胞内
における自然免疫のシグナル経路の活性化
が、ホジキンリンパ腫の新たな治療戦略とな
る可能性が示唆された。 
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