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研究要旨 EB ウイルス（EBV）感染細胞の正確な同定が困難な症例

において、免疫不全マウスに患者細胞を移植し感染細胞を生着させた

後に感染細胞の正確な同定を試みた。一人の CAEBV 患者末梢血単核

細胞において、CD56+細胞分画に 1.3×106 copies/μg DNA、CD8+細胞

分画に 8.6×103 copies/μg DNA の EBV DNA が検出され、感染細胞の正

確な同定が困難であった。そこで末梢血単核細胞から CD56+細胞を抗

体ビーズにより除去した後 NOG マウスに移植したところ、EBV 陽性

の CD56-CD16+CD8+細胞が生着した。この結果より、この患者では、

CD56+CD16+CD8-および CD56-CD16+CD8+の 2 つのフェノタイプの

細胞に EBV が感染していたことが分かった。NOG マウスへの移植を

介することにより、通常の方法では困難な EBV 感染細胞の同定が可能

になるケースが存在すると考えられる。 

  
A. 研究目的 

慢性活動性 EB ウイルス（EBV）感染症

の診断には、EBV がどのリンパ球分画に

感染しているかを正確に決定する必要が

ある。通常この作業は、磁気ビーズを付

着させた抗体により特定のリンパ球分画

を分離し、それぞれの分画に含まれる

EBV DNA 量をリアルタイム PCR 法によ

り 測 定 し て 行 う 。 あ る い は 、

flow-cytometric in situ hybridization (FISH)

法により、リンパ球表面に結合した抗体

と in situ hybridization により検出された

EBV RNA をフローサイトメーターで同

時に検出することにより行う。しかし患

者によっては、分離に必要な磁気ビーズ

付抗体が入手できないマイナーな分画に

感染している場合や、血液サンプル量が

非常に少ない場合などがあり、EBV 感染

細胞の同定が困難になる。特に、複数の

lineage の細胞に EBV DNA が検出される

場合、実際に複数の lineage に感染してい

るのか、あるいは分画間のクロスコンタ

ミネーションによるのかを見分けるのが

困難な場合が多い。私たちは以前に

CAEBV 患者末梢血単核細胞を免疫不全

マウスの一系統である NOG マウスに移

植すると、患者体内で増殖していたのと

同一のEBV感染細胞クローンが生着し全

身性に増殖することを示した。このよう

な異種移植モデルマウスではEBV感染細

胞のみが選択的に増殖するため、そのフ

ェノタイプ解析が容易であった。そこで、

患者末梢血ではEBV感染細胞の正確な同

定が困難な症例において、末梢血単核細



 

胞を NOG マウスに移植した後生着・増殖

した細胞のフェノタイプを解析すること

により、感染細胞の正確な同定を行うこ

とを試みた。 

 

B. 研究方法 

1. CAEBV 患者 

 発熱、リンパ節腫脹、肝脾腫、肝機能

障害、末梢血 EBV DNA 量上昇などの所

見により CAEBV を疑われた。 

2. リンパ球分画と EBV DNA 定量 

 比重遠心法により単核細胞分画を得た

後、順番に磁気ビーズ付抗 CD19､抗 CD4、

抗 CD8、抗 CD56、抗 CD14 抗体と反応さ

せ、それぞれのマーカーを発現する細胞

の分画を得た。単核細胞全体、それぞれ

の細胞分画、どの抗体とも反応しなかっ

た分画のそれぞれについてリアルタイム

PCR 法により EBV DNA 量を測定した。 

3. NOG マウスへの異種移植 

 末梢血単核細胞より CD56+細胞を磁気

ビーズ付抗体により除去した後、5×105

個の細胞を 6週齢の雌NOGマウスの尾静

脈内に接種した。接種後毎週末梢血 EBV 

DNA 量を測定し、1×105 copies/μg DNA

に達した段階で安楽死させ、全採血を行

った。その後上記と同様の方法でリンパ

球を分画し、それぞれの EBV DNA 量を

測定した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は直接ヒトを対象とする医療行

為を含まないが、CAEBV 患者由来ヒト細

胞を利用するため、ヘルシンキ宣言に則

った倫理的配慮を必要とする。患者本人

あるいは保護者に対して、本研究に関す

る十分な説明を文書と口頭で行い、自由

意思による同意書への署名を得ることに

よりインフォームドコンセントを取得し

た。試料および臨床情報は匿名化され、

患者の個人情報は厳重に管理された。動

物実験においては、動物実験指針を遵守

し、動物愛護の観点から十分な配慮をし

た。本研究は国立成育医療研究センター

の倫理審査委員会および実験動物委員会

の承認を得ている。 

 

C. 研究結果 

 本患者の末梢血解析の結果、各細胞分

画の EBV DNA レベルは以下の通りであ

った：全単核細胞分画、2.1×104 copies/μg 

DNA；CD19+分画、検出感度以下；CD4+

分画、検出感度以下；CD8+分画、8.6×103 

copies/μg DNA；CD56+分画、1.3×106 

copies/μg DNA；CD14+分画、検出感度以

下；その他（CD19-CD4-CD8-CD56-CD14-）、

6.5×102 copies/μg DNA。さらに詳しい解

析により CD56+CD8-CD16+分画に確実に

EBV が感染していることが判明した。し

かし上記のように CD8+分画にも中程度

の EBV DNA 量が検出されたことから、

CD56+CD8-CD16+分画以外のフェノタイ

プの細胞にも感染している可能性が考え

られた（図 1A）。そこでこの可能性を検

証すること、またそのような細胞がある

としたらその詳細なフェノタイプを決定

することを目的として NOG マウスへの

移植実験を行った。患者末梢血単核細胞

から磁気ビーズ付き抗体により CD56+細

胞分画を除去した後 NOG マウスに移植

した。患者末梢血において最も EBV DNA

レベルが高かった CD56+分画を除いても

マウスに EBV 感染細胞が生着・増殖し、

そのフェノタイプは CD56-CD16+CD8+で

あった（図 1B）。以上より、複数の lineage

の細胞にEBVが感染していて患者末梢血

を用いた解析ではそのフェノタイプ決定



 

が困難な場合でも、NOG マウスに移植し

EBV 感染細胞を選択的に増幅することに

より、詳細なフェノタイプ決定が可能と

なる場合があることが分かった。 

 

D. 考察 

 CAEBV 患者末梢血単核細胞を NOG マ

ウスに移植するとEBV感染細胞が選択的

に増殖するため、フェノタイプ解析のた

めに十分な数の感染細胞を得ることがで

き、患者末梢血では不可能であった解析

を行うことができた。以前に私たちは

CAEBV 患者末梢血細胞を移植された

NOG マウスでは、患者と同一の EBV 感

染細胞クローンが増殖していることを示

しており、マウスへの移植により患者の

ものと異なる感染細胞クローンが増殖し

た例は経験していない。以上より、複数

の lineage に EBV が感染している場合や

血液量が少ない場合など感染細胞のフェ

ノタイプ決定が困難である場合に、NOG

マウスへの移植を行うことにより正確な

解析が可能になる場合があると考えられ

た。ただし、複数の感染細胞クローンが

存在する場合、どのクローンも同じ効率

でマウスに生着し同じスピードで増殖す

るかどうかは、ケースにより異なる可能

性も考えられ、今後の検討が必要である。 

 

E. 結論 

 複数のEBV感染細胞クローンが存在す

るため、患者末梢血を用いて EBV 感染細

胞のフェノタイプ解析が困難であった症

例において、末梢血単核細胞を NOG マウ

スに移植しEBV感染細胞を増殖させるこ

とにより、正確なフェノタイプ解析が可

能となった症例を経験した。NOG マウス

への移植はEBV感染細胞の正確な同定を

するための補助手段として有用であると

考えられた。 
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図 1. NOG マウスへの移植を介する EBV 感染細胞分画の決定. A. 患者末梢

血単核細胞の解析. EBV DNA が確実に検出された分画を実線、低レベルで検

出された分画を破線の丸で示す。B. 患者細胞を移植したマウス末梢血の解析. 

患者末梢血単核細胞から CD56+細胞を除去した後 NOG マウスに移植した。

EBV 感染細胞が生着した後末梢血単核細胞を解析した。EBV DNA が確実に検

出された分画を実線の丸で示す。 


