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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群（SS）は乾燥性角結膜炎や口腔乾燥症などの症状を呈する自己免疫疾患
であり、その発症にはEpstein-Barr (EB)ウイルスの再活性化が関与している事が推測されている。今回本研究ではEB
ウイルス感染細胞が持つnon-coding RNAであるEBERが、ヒト唾液腺上皮細胞において、TLRを介して様々なサイトカイ
ンを産生する事を確認した。また、マウスにEBウイルス感染細胞の核抽出液を投与し、自己抗体の発現を増強すること
を見いだし、さらにin vitroで作成したEBERでは、一般的なTLR３のリガンドであるpoly(I:C)に比べて高い抗体活性が
認められた。

研究成果の概要（英文）：Sjogren's syndrome (SS) is an organ-specific autoimmune disease caused by the 
progressive loss of exocrine glands and is associated with several autoimmune phenomena. Several reports 
have suggested that reactivation of Epstein-Barr virus (EBV) may be a cause of SS. In this study, we 
revealed that EBV noncoding RNA, EBER, induced various cytokine in human salivary gland epithelial cell 
lines. In C57/B6 mice, nuclear extract (NE) from EBV infected B cell line induced expression of 
autoantibody, anti-SSB/La. Moreover, in NZW/NZB F1 mice, recombinant EBER induced anti-SSB/La antibody 
more efficiently than poly(I:C), TLR ligand.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

臓器特異的自己免疫疾患であるシェーグレン症

候群（SS）は乾燥性角結膜炎や口腔乾燥症など

の外分泌腺特異的に症状を呈する疾患であり、

その発症には Epstein-Barr (EB)ウイルスの再活

性化が関与している事が推測されている。EB ウ

イルスは大半の成人に潜伏感染しており、その

再活性化は SS のみならず、関節リウマチ(RA)や

全身性エリテマトーデス(SLE)などの自己免疫疾

患、伝染性単核症、慢性疲労症候群などの病

態形成に関与していることが報告されている。従

来より、SS患者血清中にEBウイルスに関連した

抗体価の上昇を認めた報告、EB ウイルスに起

因する伝染性単核球症から SS に移行した例等

多くの報告があり、研究代表者や分担者らは SS 

患者末梢血中、唾液中および口唇腺組織での

ウイルスコピー数の上昇を報告し（ J.Exp.Med. 

169:2191-2198, 1989）、EB ウイルスのホモログ

である IL-10 遺伝子導入マウスで本症に類似し

た病態が形成されること（  J.Immunol., 162: 

2488-2494, 1999）、SS 患者由来 B 細胞株が無

刺激下で高率に EB ウイルスを産生することや

Virus capsid antigen の発現がみられること、さら

に SS 患者唾液中のサイトカインにより EB ウイル

ス が 再 活 性 化 す る 可 能 性

（ Immunology,111:223-229, 2004）を報告し、新

たに特定した SS の病因抗原（  Science, 

276:604-607, 1997）が EB ウイルスの再活性化

に伴うアポトーシスにより発現する機構を明らか

にした（ J.Immunol., 166:5801-5809, 2001）。ま

た、最近ではＳＳ患者唾液中にダイオキシン受

容体活性化因子および EB ウイルス再活性化因

子が存在し、それらは正の相関を認められる事

を見いだし、さらに患者唾液の EB ウイルス再活

性化能と血清中の自己抗体価を解析したところ、

EBウイルス再活性化能は抗Ro/SSA抗体とは相

関は認められなかったものの（図１）、よりSSに特

異性が高い抗 La/SSB 抗体の間に正の相関を

認めた。これらの結果をまとめ、Journal of 

Immunology に 掲 載 さ れ た （ 2012 、

188:4654-62）た。  

EB ウイルス感染細胞にはポリ A を持たない 

non-coding RNA で あ る Epstein − Barr 

virus-encoded small RNA (EBER)が存在する。

EBERは RNAポリメラーゼ III により転写され、そ

れぞれ 167および 173塩基からなる EBER-1 お

よびEBER-2の２種類が存在する。EBERは複数

のステムループ構造を含む高度な2次構造を形

成すると推測されており（右図）、細胞内小 RNA

である U6 小 RNA と高い類似性を示す事が知

られている。TLR3や RIG-1はウイルスの二本鎖

RNA を認識し自然免疫で重要な役割を示す分

子として知られるが、EBER はこれらの分子と結

合する事が報告され（EMBO J 2006, J Exp Med 

2009）、EBERによる IL-10や IL-6、IFNγなどの

サイトカインの産生に寄与している可能性が考

えられている。また、EBER は細胞内蛋白質の

La/SSB 抗原と結合し複合体を形成する事が

SLE 患者末梢血中で検出された事で明らかとな

り（Proc. Natl. Acad. Sci. 1981）、最近では EB ウ

イルス感染細胞から放出されるEBERはLa蛋白

と複合体を形成していることも報告された(J Exp 

Med 2009)。La/SSB および Ro/SSA はリボ核蛋

白（RNP）複合体に含まれる蛋白質で、SS 患者

の血清中にこれらに対する自己抗体が認められ、

抗 La 抗体や抗 Ro 抗体の存在は SS の診断基

準の一つにもなっている。このうちでも特に抗

La/SSB抗体はSSで特異性が高い自己抗体とし

て知られている。しかしながら、EBER が SS を始

めとする自己免疫疾患の病態形成にどの様に

関与しているかは未だ不明の点が多く残されて

いる。 
 
２．研究の目的 

EB ウイルスは SS を始めとする自己免疫疾患の

発症に関与する事が報告されているが、その 

発症機構への関与は不明の点が多い。また SS

では血清中に核蛋白である La/SSB や Ro/SSA

に対する自己抗体の出現が認められ、この自己

抗体が SS の診断基準の一つともなっている。特

にLa/SSBに対する抗体はSS との特性が高く認



められており、EB ウイルスがコードする小 RNA

の EBER と複合体を形成する事が報告されてい

るが、SS の病態形成にどの様に関わっているか

は不明である。本研究では、EBERによる自己抗

原の修飾により、自己免疫応答が誘導もしくは

増強されるか否かをマウスに直接免疫すること

により検討を行う。自己免疫応答の有無は、血

清中の自己抗体を経時的にスクリーニングする

事により確認をし、また唾液腺局所の病態は免

疫組織学的手法にて検討を行う。また、唾液腺

機能障害の有無は唾液分泌量を測定すること

で確認する。さらにこれらの反応が La/SSB 抗原

特異的なものであるかは唾液腺局所に浸潤して

いるリンパ球の機能を解析して確認をする。 

 
３．研究の方法 

EB ウイルスの non-coding RNA である

EBERとリボ蛋白の一つであるLa/SSB蛋白

複合体が正常マウスに SS 様の自己免疫疾患

を誘導出来るか否かを検討する。平成 23 年

度は、La/SSB蛋白および EBERの発現プラ

スミドを作成する。また La に対する自己抗

体を検出するための手法としての ELISA 法

の確立を行う。平成 24 年度以降は作成した

La-EBER 複合体を正常マウスへ投与し、経

時的に採取した血清中の抗 La 抗体の出現を

解析する。また、同時にピロカルピン刺激に

よる唾液分泌能も検討する。4 ヶ月後にマウ

ス唾液腺を摘出し、リンパ球浸潤等の自己免

疫病変の有無を免疫組織学的な解析を行い、

さらに浸潤リンパ球を抗原と培養し抗原特

異的リンパ球の存在を確認する。 

La/SSB蛋白、EBERの発現プラスミドを作

成し、抗 La 自己抗体を検出するための、

ELISA の系を立ち上げる。La/SSB 蛋白と

EBERの複合体は１）それぞれを in vitroで

発現させて複合体を形成させる、２）それぞ

れの発現プラスミドを細胞に遺伝子導入し

て複合体を形成させる、2種類の方法で行う。 

マウス La/SSB はマウスの唾液腺組織由来

RNA より、ヒト La/SSB はヒト唾液腺上皮

細胞株の HSY由来 RNAから cDNAを合成

し PCR法で増幅する。増幅した PCR産物は

T ベ ク タ ー の pGEM-T easy vector 

(PROMEGA)に組み込み、シークエンスを確

認しておく。細胞への遺伝子導入には

pCI-neo(Promega)を、大腸菌での発現には

Glutathione-S transferase (GST)を連結で

きる pGEX-2T(GEヘルスケア・ジャパン)そ

れぞれのベクターを用い、pGEM-T easy 

vectorからLaをコードする領域を切り出し、

それぞれのベクターに連結させる。 

EBERはEBウイルス感染細胞のAkata細胞

から RNAを抽出し、cDNAを合成後 PCR法

にて EBER1 および EBER2 を増幅し

pGEM-T easy vectorに組み込み、シークエ

ンスを確認しておく。細胞内で発現させる際

にはヒト U6 promoterから small RNAを効

率良く転写できるプラスミドである

RNAi-Ready pSIREN-Shuttle（Takara）に、

in vitro で転 写さ せる に は T7 RNA 

polymerase promoter を有する pCMVTnT 

Vector (Promega)に EBER のコード領域を

pGEM-T easy vectorから切り出して、それ

ぞれのベクターに連結させる。 
 
４．研究成果 
１）TLR-9 プラスミドの作成 
TL-９プラスミドを作成するため、HSY 細胞の
RNA よりｃDNA を作成後、TLR-9 特異的なプラ
イ マ ー 3’gctagcagcatgggtttct5’ 、
3’tctagattcggccgtgggtccc5’を用いて
ORF 領域を増幅し、T-vector に組み込んだ
後、さらに HA をすでに組み込んであるｐCI
−neo プラ
スミドに組
み替えて発
現プラスミ
ドを得た。
作 成 し た
TLR9-HA プ
ラスミドお
よ び 、
Addgene よ
り購入した
TLR3-flagの発現をHela細胞に遺伝子導入
し、ウエスタンブロット法にて確認した。 
 



 
２）ヒト唾液腺細胞を用いた、TLR3、TLR8、
TLR9 刺激を介したサイトカイン産生に関す
る検討 
ヒト唾液腺上皮細胞の HSG、ならびに HSY に
TLR3、TLR8、TLR9 の発現プラスミドをそれぞ
れ遺伝子導入し、それぞれのリガンドである
poy(I:C)、CpG、R848 で刺激をしたのちに、
サイトカインの遺伝子発現について検討を
行った。その結果、TLR8 を介した刺激では
HSG、HSY 細胞ともサイトカイン発現に変化は
認められなかった。 
一方、TLR3 を介した刺激では、IL-6、TNF は
刺激 48 時間後に発現増強が認められ、BAFF
に関しては、24 時間後に増強後 48 時間後に
は減少する傾向が認められた。 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
また、TLR9 を介した刺激では、BAFF,IL-1、
IL-6、TNF に発現増強が認められた。 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
３）EB 感染細胞核抽出液の自己抗体産生に及
ぼす影響の検討 
EB感染B細胞株であるAkata細胞の核抽出液
をメスの C57BL/B マウスに投与後、唾液分泌
量ならびに抗 SSB/La 抗体について、検討を
行った。コントロールに EB ウイルスに感染
していない、Akata2-2 細胞を用いた。その結
果、核抽出液 40μg を投与した群では、抗
SSB/La 抗体の産生増強が認められた。 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
４）EBER による NZB/NZW F1 マウスにおける
自己抗体産生の産生の検討 
リコンビナントの EBER は B95-8 細胞から抽
出した RNA を元に、EBER を取り出し、T7 を
持つプラスミドに組み込んだ後、in vitro 
transcription により得た。NZB/NZW F1 マウ
スに EBER もしくは poly(I:C)を投与し、経時
的に抗 SSSB/La 抗体の定量を行った。 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
その結果、EBER ではコントロールに TLR3 リ
ガンドのコントロールとして用いた
poly(I:C)に比べて、高い抗体価が認められ
た。 
 
これらのことから、EBERは TLR３のみならず、
複数の経路を経て、自己抗体の産生に関与し
ている可能性が示唆された。 
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