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研究成果の概要（和文）：慢性活動性EBウイルス感染症やEBウイルス関連血球貪食性リンパ組織球症などの難治性EBウ
イルスは、治療抵抗性で予後不良な疾患である。近年、母子の体内には胎児期に移行した極微量のリンパ球がそれぞれ
に存在し、母子間免疫寛容が成立していることが明らかとなり、この免疫寛容を利用した細胞療法の可能性が拡がって
きた。本研究では、難治性EBウイルス感染症患者に対する新規治療法として、母から患者への細胞療法を確立すること
を目的として基礎的実験を行い、母子間マイクロキメリズムの存在を立証するなどの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Severe Epstein-Barr virus (EBV) infections, such as chronic active EBV infection a
nd EBV-associated hemophagocytic lymphohistiocytosis, are refractory to therapies and intractable diseases
. Recently, fetal-maternal lymphohematopoietic microchimerism can be detected in blood from healthy indivi
duals, and immunological tolerance exists between mothers and children. In this study, in order to develop
 novel therapies for severe EBV infections, fundamental studies including the proof of fetomaternal microc
himerism have been performed for establishing cell therapy.
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１．研究開始当初の背景 
慢性活動性 EB ウイルス感染症や血球貪食

性リンパ組織球症などの難治性 EB ウイルス
感染症は治療抵抗性で予後不良な疾患であ
る。本症に対して、化学療法や造血幹細胞移
植が行われているが、治療関連死亡が多いな
ど安全性の点で問題が多い。米国を中心に
EB ウイルス特異的細胞障害性 T 近年細胞を
用いた治療が行われたが（Savoldo B, Blood 
2002）、実用化には至っていない。 

 
近年、母子の体内には胎児期に移行した極

微量のリンパ球がそれぞれに存在すること
が明らかとなってきた。この母子間マイクロ
キメリズムが存在する場合、お互いのリンパ
球に対する免疫寛容が成立しているため、
HLA が不一致でも拒絶や移植片対宿主病
（GVHD）が起こりにくく、移植ドナーとし
てより適合性が高いとされている（Ichinohe 
T, Curr Opinion Immunol 2005）。昨年、中
国のグループから、この母子間免疫寛容を利
用して、慢性活動性 EB ウイルス感染症患者
に母からリンパ球を大量輸注したところ、血
液中の EB ウイルス量が減少したという報告
がなされた（Wang Q, Blood 2010）。しかし、
彼らの報告は少数例を対象とし、安全性・有
効性の検証はおろか、そのメカニズムについ
ての科学的な解析はなされていない。 

 
我々はこれまでに、難治性 EB ウイルス感

染症は EB ウイルスが感染したＴ細胞もしく
は NK 細胞がモノクローナルに増殖した
T/NK リンパ増殖性疾患であること（Kimura 
H, Blood, 2001)、感染 T/NK 細胞はごく一部
のウイルス抗原しか発現していないため免
疫回避しやすい上に (Iwata S, J Gen Virol, 
2010)、患者ではウイルス特異的細胞傷害性 T
細胞機能が損なわれていることを、明らかに
し て き た （ Kimura H, Med Microbiol 
Immunol 1994; Sugaya N, J Infect Dis 
2004)。また、慢性活動性 EB ウイルス感染
症患者に対して、我が国で初めてウイルス特
異的細胞傷害性T細胞を用いた細胞療法を実
施した（Kuzushima K, Clin Exp Immunol 
1996)。 

 
母子間免疫寛容を利用した造血幹細胞移

植は、広く行われているが、前処置を施さな
い細胞療法は前述のグループ以外からの報
告はほとんどない。細胞療法は、安全性の点
で移植に優り、簡便性の点でウイルス特異的
T 細胞を用いた細胞療法に優っている。これ
らの実証を踏まえて、新規細胞療法が確立さ
れれば、学術的にも革新的な進歩が得られる
のみならず、難治性疾患の克服と言う点でも
極めて意義深い。 

 
２．研究の目的 
本研究では、難治性 EB ウイルス感染症患

者に対する新規治療法として、母から患者へ

の大量リンパ球輸注による細胞療法を確立
することを最終目標として、まず基礎的実験
として以下を行った。難治性 EB ウイルス感
染症患者で母子間免疫寛容が成立している
ことを検証するために、母子間マイクロキメ
リズムが存在することを証明した。母のリン
パ球が患者の EB ウイルス感染リンパ球を排
除するメカニズムを明らかにするために、免
疫不全マウスを用いた ex vivo モデル構築し
た。 

 
３．研究の方法 
(1) 妊娠中、胎盤を通して母子間では血液の
交流があり、出産後も児の体内には母のリン
パ球が存在し、同様に母の体内にも児のリン
パ球が存在すると言われている。我々は、難
治性 EB ウイルス感染症患者とその母の末梢
血中から、定量的 PCR 法を用いて極微量の母
子間マイクロキメリズムの検出を試みた。予
備実験として、ヒト細胞株、健常人血液細胞
を用い検討した。 
 
 (2) NOD/Shi-scid IL2rgnull（NOG マウス）
は、NOD-scid マウスに遺伝子改変マウスであ
る IL2Rg KO マウスを戻し交配することで、
NOD-scid マウスに IL2Rg KO 遺伝子を導入し
た新しい免疫不全マウスであり、このマウス
はヒト組織および血液細胞を受容するため、
腫瘍性疾患の再構築・治療モデルとして適し
ている。名古屋大学学医学部附属病院小児科
に通院していた慢性活動性 EB ウイルス感染
症患者リンパ球２X106 個を、NOG マウスに経
静脈的投与し、経時的に観察した。 
なお、本研究の実施にあたっては、本人お
よび保護者に十分な説明を施し、文書により
同意を得た。患者末梢血と免疫不全マウスを
用いた ex vivo 解析は、名古屋大学医学部倫
理委員会にて承認を得た。 
 
４．研究成果 
(1) 難治性 EBV感染症患者および母における
母子間マイクロキメリズムの証明。 
 当初、4-6 個の塩基の欠失もしくは挿入な
どの多型が認められる遺伝子をターゲット
にし、定量的 PCR 法を行ったが極微量の細胞
を検出することはできなかった。次に対象遺
伝子を（Sex-determining region Y）SRY 遺
伝子および HLA-DR に変更したところ、2種類
の細胞株を異なる濃度で混ぜ合わせた再現
実験により、極微量の混入細胞を検出する系
を確立できた。 
次いで、名古屋大学医学部附属病院小児科

に通院していた慢性活動性 EB ウイルス感染
症患者とその母の血液に対してこの系を応
用したところ、5 組中 2 組に母子間マイクロ
キメリズムを証明することができた（図 1お
よび図 2）。 
 
  
 



 
 

妊娠中、胎盤を通して母子間では血液の交
流があり、出産後も児の体内には母のリンパ
球が存在し、同様に母の体内にも児のリンパ
球が存在する。母子間マイクロキメリズムが
存在する母子では、HLA が不一致であっても、
互いに対して免疫寛容が成り立っている。こ
の理論に基づいて、母子間マイクロキメリズ
ムの存在する母子では、母からの造血幹細胞
移植を行った際に GVHD の頻度が少ないこと
が明らかにされ、移植ドナーの選定の基準と
なりつつある。しかし、この母子間免疫寛容
を、移植以外の細胞療法に応用した研究はほ
とんどない。通常、HLA の異なる他人から大
量のリンパ球を輸注すると、高率に GVHD が
生じ、またリンパ球は排除される。本研究の
最終的な目的は母子間免疫寛容を応用して、
移植前処置を施すことなく、母のリンパ球大
量輸注による細胞療法を確立することにあ
るため、実現化されれば難治性 EBV 感染症患
者治療における大きな進歩であり、患者にと
って極めて有意義である。 
 
(2) マウスを用いた ex vivo モデルによる細
胞療法の有効性検証 
次に、患者リンパ球を免疫不全マウスに慢

性活動性 EB ウイルス感染症様症状を再現す
る ex vivo モデルを確立した。 
慢性活動性 EB ウイルス感染症患者リンパ
球を、NOG マウスに経静脈的投与したところ、
数週で難治性EBウイルス感染症が再現され、
リンパ節腫脹、肝脾腫が出現した。尾静脈か
ら血液を採取し、血液中のウイルス DNA 定量
/EB ウイルス感染細胞数をモニタリングし、
患者細胞の生着を確認した。  
母子間免疫寛容を利用した細胞療法の報

告はわずかながらあるが、効果と安全性を科
学的に立証した研究は未だない。免疫不全マ
ウスである NOG マウスは、ヒト細胞を受容で
きるため、様々なヒト腫瘍性疾患のモデルと

なっている。近年、患者末梢血を NOG マウス
に接種することにより、マウスに慢性活動性
EB ウイルス感染症などの難治性 EB ウイルス
感染症を再構築できることが報告された（今
留ら、日本ウイルス学会 2010 年）。この免疫
不全マウスに患者末梢血を接種し、難治性 EB
ウイルス感染症を発症させた後に、母のリン
パ球をマウスに輸注する ex vivo モデル系を
作成・応用することで、細胞療法の効果と安
全性を科学的に検証できる。将来的には、こ
れらの in vitro および ex vivo モデルで有
効性・安全性を確認した母子間に対して、母
のリンパ球を患者に大量輸注し、その効果と
安全性をヒトにおいても検証することが目
標である。 
 
以上、難治性 EB ウイルス感染症患者で、

母子間マイクロキメリズムの存在を立証し、
免疫不全マウスを用いた ex vivo モデル系を
確立した。これらの結果は、慢性活動性 EB ウ
イルス感染症患者に対する母から患者への
リンパ球輸注による細胞療法の実現性に向
けて基盤となる重要な知見と考えられた。 
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