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E p st ei n
N B a r r ウイ ル ス (E B V ) は 成人の 80 % 以上 が 感染して お り･ 終生B リ ン パ 球に潜伏感染の 形で持続感染 して い る ･

顕 性 感染 で は 初感染時 の 急性感染症 で あ る伝劉生単核症 が広く知 られて
い る ･ しか し近年

･
血球会食リ ン パ 組織球症

O l e m O p h a g o c y d c b T m p h o hi s ti o c yt o si s , H u ) の よう な急性重症感染症 や慢性括動性E B V 感染症 (c
h r o ni c a cti v e E B V i n f e cti o n)

と い っ た 慢性感染症, さ ら に鼻咽頭癌, H o 鹿iki n 病 ,
一

部の 胃痛等 の 悪性疾患な ど様々 な疾患に関与 して い る こ と が 明ら か

とな っ て い る . 現在 これ ら の 疾患 の 検討に よ り, E B V 感染細胞 の 遠い や 感染様式の 速い に より, 種々 の E B V 関連疾患
の 病態

が決定 され て い る と考えら れ て い る .
E B V が コ ー ドす るp o ly (封 鎖 の ない核内の 小 R N A (E B V e n c o d e d s m al1 R N A ,

E B E R) は ･

あらゆ る E B V 感染細胞 に全て の 感染様式 にお い て大量 に発現して い る R N A で あり, E B E R l , E B E R 2 の2 種類が存在す
るが そ

の 発 現調節機構 は明 ら か で は な い . し か し現在 ,
E B E R l を 標 的 と し た 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン (拍= 汀拍

hy b ri di z a ti o n , I S = ) が , E B V 関連疾患 の 診断 に広く利用さ れ
て い る ･ 今 回の 検討で は ,

E B E R l を標的 と したIS H に フ ロ
ー

サ イ

トメ トリ ー

(fl o w c yt o m e tr y , F C M ) によ る角琴析を組 み合 わせ た解析法 (IS H/ F C M ) に よりE B V 感染細胞
の定量的評価を試 み た･

その 結果, フ ル オ レ ッ セ ン 標識 E B E R l プロ
ー

ブ を用い たIS H/ F C M に よ っ て , 従 来の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ標鞄 E B E R l

プロ ー

ブ に よ るIS H に比 べ ,
より定量的な評価 が可能であ っ た ･ しか し

,
E B E R l 陽性細胞1 % 以下の 感染細胞比率の 低 い検体

で の 定量的評価 は現時点で は 困難であ っ た . ま た今回の検討 で は E B E R l 発現の 程 度は種 々 の 細胞株に よ っ て 異なり, また 同

一 細胞株 に おい て も蛍光輝度 の分布が幅広く, 個々 の 細胞 にお け る E B E R l 発現量が 異な るこ とが 明か とな
っ た ･
この こと よ

り ,
E B E R l 発現は , 宿主細胞種 の 違 い や , 個 々 の 細胞 によ り異なる国子 に よ っ て 調節 され て

い る こ とが 示唆 され た ･ 本法を

用 い た 臨床検体 の 解析で は, 対照 及び伝染性単核症で は 末梢血中 にE B E R l 陽性細胞 は検出されず ,
H L H や C A E B V で は容易

に検出できた . し たが っ て E B E R l IS H / F C M に よ り H L H や C A E B V にお ける感染細胞や感染様式 の モ
ニ タ

ー

が 比較的容易 に

で き ると考え られ た . ま た本法 は , 他 の E B V 関連遺伝子や感染細胞 の 表面抗原 と の多因子解析に より ･
さ ら に簡便 に多く の

情報をもた らす と考え られ た .

E e y w o r d s E p s t ei n
- B ar r vi ru S , E B E R l , i n sit u h y b ri di z a tio n , fl o w c y t o m et ry

E p s tei n
-B a r r ウイル ス ( E p s tei n - B a r r vi ru S , E B V) は , 1 9 6 4 年

E p st ei n とB a r r に より ,
ア フ

1
) カ の 小児 に多発する バ

ー

キ ッ ト

リ ン パ 腫 培養細胞株中に発見 され た ウ イ ル ス で あ る
1)

. 健康人

で の E B V 初感染部位 は咽頭粘膜 上皮 が主 で あ る が ,
そ の 後 B

リ ン パ 球 に潜伏感染 し, 生涯持続感染 の 状態で そ の 個体内に存

在す る. 全世界 の ほ と ん ど の 成 人が E B V 既感染者であり , そ

の 10
～

2 0 % で は常 時唾液中 に ウ イ ル ス 粒 子 が 分泌 さ れ て い

る
2)

. 本邦 で は2 ～ 3 才ま で に約70 % が 初感染 を受ける が ,
そ

の 大部分 は不顕性感染 である
3)
. 顕性 感染 と し て代表的なもの

は伝染性単核症(i n 蝕 :ti o u s m o n o.n u cl e o s
i s
,
I M ) で あ るが , 最近,

血球貪食 リ ン パ 組織球症 O l e m O ph a g o c yti c ly m p h o h i sti o c yt o si s ,

H L H ) の よ うな急性重症型や慢性活動性 E B V 感染症 ( c h r o n i c

a c ti v e E p s tei n
- B a r r v i ru S i n f e c ti o n

,
C A E B V ) の よう な慢性型 な

ど, 多彩 な病態をと る こ とが 知 られ る よう に な っ た - ま た以 前

か ら 知ら れ て い る バ
ー

キ ッ トリ ン パ 腫 の 佃, 上 咽頭癌
4)

,
ホ ジ

キ ン 病
5)

,

一

部の 胃 噺
)

,
胸腺リ ン パ 上 皮腫

7) の

,
ナ チ ュ ラ ル

･ キ

ラ
ー

(n at u r al kill e r , N K) 白血 病 な どの多くの 悪性疾患に お い て

も E B V が 関与 し て い る こ と が 明ら か とな っ て い る . こ れ ら の

疾患 に お ける E B V 感染細胞は咽頭 上皮や B リ ン
パ 球 の み なら

ず
,
T リ ン パ 球

9)

,
N K 細胞

10)

,
そ の 他の 腫瘍細胞 な ど様 々 で あ

る .
こ の よう な E B V 関連腫瘍性疾患 にお け る ウ イ ル ス の 感染

様式は大部分が潜伏感染であ る が ,
ウ イ ル ス 遺伝子の 発現 は

E B V 関 連 腫瘍細胞 に よ っ て 異 なり , 潜 伏 感染様式 Ⅰ
､

Ⅲ

(1 a te n c y I
～ Ⅲ) に 分類 さ れ て い る . 近年, こ れ ら の 疾 患に お

い て 潜伏感染細胞 の み で はなく, ウイ ル ス ゲ ノ ム 複製状態の 初

期 に発現する遺伝子 ,
B Z L F l を発現 して い る細胞の 存在が示さ

平成1 1 年1 0 月 22 日受付, 平成1 2 年3 月 1 日受理

A bb r e vi a ti o n s : B S A
,
b o vi n e s e ru m al b u m in ; C A E B V , C h r o ni c a ctiv e E p s t ei n

- B ar r vi ru S i nft ctio n ; C T L , C y t O t O Xi c

T ly m p h o c y t e; M FI , m e an fl u o r e s c e n c e i n t e n sit y; D E P C ,
die th yl py r o c arb o n at e; E B E R , E B V e n c o d e d s m all R

N A ;

E B N A
, E B V d e t e r m i n e d n u cl e a r a n ti g e n ; F C M ,

n O W C y t O m e t r y ; F C S , f e t al c alf s e r u m ; F I T C , fl u o r e s c ei n



8 8

れ腫瘍化 に関与 して い る可能性 が示唆され て い る
11 卜 15)

. こ の よ

う な感染細胞 の 違い や感染様式 の 違 い が
,
悪性疾患を含む種々

の E B V 関連疾患 に お け る病態形成 に深く関与 して い る と考え

ら れ る . し た が っ て E B V 感染症 の 診断お よ び 病態把撞 に は 迅

速か つ 正 確な感染細胞 の 同定 と感染細胞比率の 定量的評価 が必

要であ る.

現在 E B V 感 染症 の 診断 に は血 清中の ウ イ ル ス 特異的抗体価

の 評価の 他 に, 直接 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の存在を証明す る方法と し

て P C R や 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 法 (古雅 ざ 血

hy b ridi z a ti o n , I S H ) な ど が よ く用 い ら れ て い る
1 6)17)

. IS H 法は

P C R 法に 比 べ 感度 は 劣る が E B V の 細胞内局在を明 らか に で き

る点で 優れ て い る . 当初は E B V I D N A の B a m H I J W 断片 に 相補

的な配列を持ちア イ ソ ト ー プ標 識
18 ト 20)
や ビ オチ ン標 識

21)22)
した

プロ ー

ブ を用 い た方法で行なわれ て い たが
,
こ れ ら の 方法は操

作手順が繁雑 で背景 の 非特異反応 が強 い な どの 短所 が あ っ た .

そ の 後E B V 潜伏 感染細胞 の潜伏感染様式 Ⅰ ～ Ⅲす べ て に おい

て 発現 して い る遺伝子を標的 と した,
｡
非 アイ ソ ト ー プに よ る検

出接が考案 され た . す べ て の 潜伏感染細胞 に発現 して い る 遺伝

子 に は
,
R N A ポ リ メ ラ

ー

ゼ Ⅲで 転写 さ れ E B V が コ
ー

ドす る

p ol y ( A) 鎖 の ない 核内の 小 R N A (E B V e n c o d e d s m all R N A ,

E B E R) が2 種類 ( E B E R l , E B E R 2) と , 6 種類 の E B V 特 異的核内

抗原 (E B V d et e r m i n e d n u cl e ar a n ti g e n s , E B N A) の うち ,
E B V

特異的細胞傷害性 T リ ン パ 球 の 標 的と な ら ない E B N A l が ある .

このうち, 潜伏感染細胞1 個 あたり10
6
～

1 0
7
コ ピ ー と大量 に存

在す る E B E R l に 相補的な配列をもつ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ標 識D N A プ ロ
ー

ブ を用 い たIS H 法
23)
が現在広く行 な わ れ て い

る .
この 方法に より組織や 血 液中 の 感染細胞の同定 が行なわ れ

大変有用な方法で ある . し か しIS H シグ ナ ル の 濃度 は濃 い もの

か ら 薄い もの ま で変化 に富ん で お り, E B E R の コ ピ
ー

数 が 同 じ

組織 や細胞株に お い て 細胞 ごと に 異 なる 可 能性 があり, 完全 に

E B V 感染 細胞を検出で きて い ない 可 能性 が残 さ れ て い る
24)

.

ま た P C R 法で は E B V が 潜伏持続感染をき たす ウイ ル ス で あ る

た め
, 健常者 で も陽性 になり得 る こと か ら結果 の 解釈に は注意

を要する とい う問題点があ る.

1 9 8 5 年∴ Ⅱa s k ら
2 5)
が フ ロ

ー

サ イ トメ トリ ー

(fl o w cy t o m e t r y ,

F C M ) を 用 い た , 特異 的 D N A 検 出 法を報告 し ,
1 9 8 8 年

B d u m a m ら
2 6)
がI S H と F C M を組 み 合 わ せ た , 細 胞 内特異的

m R N A の 検出法を報告して 以来 ,
同様 の 方 法 に よ る 特異的

D N A や m の 検 出報告が し ば し ば見 られ る
2珊瑚

. こ の 方法 は核

酸量 の客観的な定量的評価 が可能 であり
,
ま た手技 が簡便であ

る た め繰り返 し行なう ことが で き
, 経時的評価法と して も有用

と考えられ る . そ こで こ の 方法を応用し
,
E B V 感染細胞を用 い

て E B E R l -I S H を行 な い , F C M に て 解析し感染斉田胞 の 検出を試

み た . さ ら に 急性 E B V 感染症 で あ る伝染性単核症
,
急性 重症

型であ る血球貧食 リ ン パ 組織球症な ら び に E B V 持続 感染症 に

づ い て 末梢血 リ ン パ 球 の E B E R l 発 現を検討し, 本法 の 臨床的

応用 の 可能性 に つ い て考察する .

材 料 と 方 法

Ⅰ . 使用細胞

方法の基礎的検討 の た め , 表1 に示 す既存の E B V 陽性 及 び陰

性細胞株を用 い た . 各細 胞 の 由来 は , B 9 5 - 8 は マ
ー

モ セ ッ ト

E B V 形 質転換 l) ン パ 球 で あり E B V 産生 細 胞株 であ る . I M 9 は

ヒ ト多発性骨髄腫リ ン パ 芽球
,
D a u d i は ヒ ト バ

ー

キ ッ トリ ン パ

腫, Jiy o y e は ヒ トバ
ー

キ ッ トリ ン パ 腫
,
M olt4 は ヒ ト急性 リ ン

パ 芽球性白血病, J u r k a t は ヒ トT 細胞リ ン パ 腫
,
K 5 6 2 は ヒ ト慢

性骨髄性白血病 ,
E L 6 0 は 前骨髄性白血病

,
H U T l O 2 は ヒ ト皮

膚丁細胞 リ ン パ 腫 ,
K U 8 1 2 は ヒ ト慢性骨髄性白血病好塩基球を

それ ぞ れ由来とす る細胞株で ある . B 9 5 - 8 は北 海道大学医学部

小児科 大石 勉先生 より ,
H U T l O 2 は京都大学 ウイ ル ス 研究

所 ( 京都) 内山 卓先生 より供与を受け た . ま たI M 9
, K 5 6 2

,

H L 6 0
,
K U 8 1 2 は 日本痛研究リ サ

ー

チ ･ リ リ
ー

ス バ ン ク (東京) ,

D a u di
, J u r k a t は束北 大学

･ 加齢医学研究所 ･ 癌細 胞保存施設

(仙台) , M olt4 は 理 化 学研究所 ジ
ー ン バ ン ク ･ 細 胞銀行 ( つ く

(f) Jiy o y e は Am e ri c an
′

丹p e C ell C oll e c ti o n 社 (M a n a s s a s) か ら

そ れ ぞれ細胞を得 た. ま た ヘ パ リ ン加 末梢静脈血を採取 し, フ

ィ コ ー ル ハ イ パ ー ク (F i c ol u l y p a q u e) 比重遠心法 に て単核球を

分離, P B S に て3 回洗浄 した後ヒ ツ ジ赤血球 E ロ ゼ ッ ト法 に よ

り分離 して得た B 細胞 に , E B V 浮遊液 と して B 95 -8 細胞株 の 培

養上清 を加え
,
1 0% 非働化 ウ シ胎児血清 晩tal c alf s e ru m

,
F C S) ,

2 5 m M H E P E S
,
2 × 1 0 - 5 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

,
0 . 3

皿 g / m l グル タ ミ ン , 2 0 0 U / m l ペ ニ シリ ン G , 1 0 m g/ m l ゲ ン タ

マ イ シ ン を含 む R P M I 1 6 4 0 培 養液 ( Gib c o h b o r a to ri e s , G r a n d

I sl a n d
,
口S 朗 に て ,

5 % C O
2

,
3 7 ℃の 条件下 で 約2 週間培養 し,

自立 して増殖する細胞株を得た .
この よ う に して樹立 した E B V

形質転換 B 細胞株 O y m p h o bl a s t oid c ell li n e , L C L ) を3 株 (LC L #

1
,
L C L # 2 , L C L # 3 とす る) 用 い た . さ ら に

,
金 沢大学医学

部附属病院小児科及び 関連施設 を受診 した 急性 E B V 感 染症患

者で あるI M 3 例 ,
H L H l 例 な ら び に慢性 E B V 感 染症 で あ る

C A E B V 患者3 例 よりL C L 作 成時と同様の 手技 に て採取 し分離

した 末梢血単核球お よ び , 抗 C D 1 6 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( オ ー

ソ ･

ク リ ニ カ ル ダイ ア グ ノ ス テ イ タ ス
, 東京) , 抗 T C R γ ∂ 抗

体 (B e c to n D i c ki n s o n
,
S a n J o s e) にて 標識 した 後, セ ル ･ ソ

一

夕
ー

E PI C S
R
Elite ( 日 科機, 束京) を用い て 単離 し た特定の リ ン

パ 球亜 群 を解析対象と した .

Ⅰ . プロ ー ブ

E B E R l に相補的 な配列を持 つ 40 塩 基長の オ 1) ゴ D N A プ ロ ー

T a ble l
. .
C ell lin e s U s e d

E B V p o sitiv e E B V n e g a tiv e

C el1 1i n e s c el1 1i n e s

P r o d u c ti v e

B 9 5 -8

T u m o r

I M 9

D a u di

Jiy o y e

T r a sf o r m e d

L C L ( # 1 ～ # 3)

is o th i o c y an a t e; H I 月 , h e m o p h a g o cy ti c l ym p h o hi sti o cy t o sis; I M , in 飴cti o u s m o n o n u cl e o sis; I S H , i n sit u h yb ridiz ati o n;

L C L
,
1y m p h ob l a st oid c ell li n e; N K , n at u r al kill e r; P N A , P e P 也d e n u cl eic a cid
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a n ti s e n s e p r o b es

E B E R I s e n s e p r o b e 5
,
- T C G T C T C A G A C C C T T C T G T T G G T G T C T G T G G C A G G A G T G G

E B E R l an tis e n s e p r o b e 5
,
- A G C A G A G T C T G G G A A G A C A A C C A C A G A C A C C G T C C T C A C C
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飢u o r e s c e n c e

m i c r o s c o p e

B 9 5 - 8

Fig . 1 . E B E R l I S H of M ol t4 仏 an d B) an d B 9 5 - 8 ( C a n d D) ･ A a n d C w e r e 血di n g s b y th e li gh t mi c r o s c o p e , B an d D b y th e fl u o
r e s c e n c e

m i c r o s c o p e ( ×2 0 0 ) .

ブ をア ン チ セ ン ス プ ロ
ー プ

, 同 じ配列 を持 つ D N A プ ロ
ー ブ を

セ ン ス プ ロ
ー ブ と して使用 した . ブ ロ

ー

プ の 設 定は K a n eg a n e

ら
29)
の 論文を参考 に した . 各 プ ロ

ー

ブ の 配列は 表2 に 示す. プ

ロ ー ブの 合成及び5
,

末端に お ける フ ル オ レ ツ セ ン
･ イ ソ ナ オ シ

ア ン酸 (fl u o r e s c ei n i s o thi o cy an a te , FI T C) によ る 標識は フ ナ コ

シ株式会社 (東京) に委託 した.

Ⅱ . 細胞の固定

1 0 % 非働化 ウ シ胎児血清 (f e t al c alf s e r u m , F C S ) , 2 5 m M

H E P E S
,
2 ×1 0~

5

M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル

,
0 .3 m g/ m l グル

タ ミ ン
,
2 0 0 U / m l ペ ニ シリ ン G , 1 0 m g / m l ゲ ン タ マ イ シ ン を

含 むRP M I 1 6 4 0 培養液( Gib c o b b o r a to ri e s , G r a n d I sl a n d , U S A )

に て
,
5 % C O 2 , 3 7 ℃ の 条件下で培養 し た培養細胞 は , 0 .1 M

P B S (p H 7 .2) に て1 回洗浄の 後使用した . 臨床検体は患者より

同意の うえ
,
ヘ パ リ ン 加末梢静脈血を採取 し, 前述の ごとく単

核球を分離 ,
P B S に て3 回洗浄し使用した . それ ぞれ の 細胞を

5 m M H E P E S お よ び1 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを加えた P BS に浮遊

し室温 に て25 分間静置した. そ の 後細胞を15 0 0 ×g に て3 分間

遠心 し上 清 を捨 て , 0 .1 % ジ エ チ ル ピ ロ カ
p ポネ 岬 ト(di eth yl

p y r o c a rb o n at e , D E P C) (Sig m a C h e mi c al C o ･
,
S t ･L o u is) を 加え た

7 0 % 冷 エ タ ノ ー ル に浮遊 し,
-

20 ℃ に て18 時間以 上保存 した .

Ⅳ . IS B

保存検体 は 150 0 ×g に て3 分間遠心 し, 上浦を捨 て,
ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン マ ス タ

ー

ミ ッ ク ス を20
′
〔Jl ず つ 各検体 に加 え

混和 し た.
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン マ ス タ ー ミ ッ ク ス の 組成 は
,

4 ×S S C (p H 7 .0) , 5 m M リ ン 酸ナ ト
T
) ウ ム 緩衝液 b H 7 ･0) , 5 0 %

脱イ オ ン 化ホ ル マ ミ ド (ナ カ ラ イ テ ス ク 株式会社,東京) , 蒸留

水
,
お よ びセ ン スま た は ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と した ･

ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 反応 は37 ℃ の 貯卵器 に て3 時間行な っ た . 反

応終了後, 5 0 0 m g/ m l の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m

al b u m i n
,
B S A) (Sig m a C h e mi c al C o .) を加 えた1 × SS C に細胞 を

浮遊 し, フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ
ー

C y t o r o n A b s ol u t e (O rt h o

D i a g n o stic S y st e m , 東京) を用 い て E B E R l 陽性細胞の 比率を解

析 した . 個々 の 細胞株お よび検体 にお い て セ ン ス プ ロ
ー

プを周

い た 場合の細胞集団, つ まり E B E R l 陰性細胞集団の平均蛍光

輝度 ( m e a n fl u o r e s c e n c e i nt e n sity , M F I) が40 M FI と なるよ う に

設定し
,
こ の 集 団の 最高蛍光輝度をこえ る細胞集団をE B E R l
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F l u o r e s c e n c e i n t e n s lty
Fig . 2 ･ F I o w c yt o m e tri c an al y si s of E B E R l IS H . M olt4 an d B 9 5 -8 w e r e r e a cti v a te d wi th FI T C -1 a b el ed s e n s e ト ー ー ー) ,

O r a n ti - S e n S e (
-

)

p r ob e s .

己 6 0

芸

0 0 . 5 1 1 . 5 2

P r ob e d o s e ( ト〟1 0 0トLl )

Fig . 3 . D o s e ･d e p e n d e n c e of F r r C
-1ab el e d p r o b e fo r I S H / F C M .

′

m e v e rd c al a xi s i n di c at e s m e a n fl u o r e s c e n c e i n t e n sity (M FI)

an d t h e h o ri z o n t al a x i s d e n ot e s th e d o s e s o f FI T C -1 a b el e d

p r o b e p e r l OO /Ll of r e a c d o n b u ff e r . 0 , a n d O , i n di c a te B 9 5
- 8

丑u o r e s c e n c e o b tai n e d u s in g s e n s e p r o b e o r an ti s e n s e p r o b e ,

r e sp e c ti v el y . ロ , an d 邑 , i n di c a te D a u di fl u o r e s c e n c e o b t ai n e d

u s m g s e n s e p r o b e o r an ti s e n s e p r o b e , r e Sp e Cti v ety .

陽性細胞 と判定 した. 各細胞株お よ び 検体間の 比較検討 は , 各

細胞株お よ び検体を セ ン ス お よ び び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を用

い て 測定 した 場合 の E B E R l 陽性細胞集団 と陰性細胞集団の 平

均蛍光輝度 の差 ( △ M FI) を用 い て 行な い ,
△ M FI が 2 以 下 の

場合を感度以下 と した . △ M FI の 検定 は W el c h の t検定 を 用い

て行な っ た .

成 績

Ⅰ . 方 法の検討

E B V 陽性細胞株であ るB 95 -8 と E B V 陰性 細胞株であ る M ol t4

を用 い てIS H を行 ない , その 細胞を遠心 , 洗浄 し
,
沈査浮遊液

を作成, そ の うちの 1 滴 を ス ラ イ ドグ ラ ス に載せ 観察 した . 園

1 に示す よ う に, 光学顕微鏡 によ る 観察で は い ず れ の 細胞も細

胞陰影 が確認され た が , 蛍光顕微鏡 によ る 観察で は ,
M o lt4 に

お い て 蛍光を発す る細胞 は観察 さ れず,
一

方B 9 5 -8 で は 明ら か

な蛍光を発する細胞が多数観察 さ れ た . ま た B 9 5 -8 で は個 々 の

細胞 にお け る蛍光輝度 に ば ら つ きが あっ た が ,
ほ ぼ 全て の 細胞

が 陽性であ る と考え られ た . フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ
ー

によ る 解析

で は
,
M olt4 で は セ ン ス

,
ア ン チ セ ン ス プ ロ

ー

ブを 用い た 場合

の ヒ ス ト グ ラ ム は ほ ぼ 完全 に重 なり
,
陰性 ピ

ー

クを示 した が ,

B 9 ふ8 で は 明らか に異 な っ た陽性 ピ
ー

クを示 した . (図2)

Ⅰ . I S H / F C M の 条件設定

プ ロ
ー

ブ の 量
,
反 応 温 度

,
反 応 後 の 洗浄 回数 な ど の

IS H / F C M の 至的条件 に つ い て検討 した .
ハ イ プ リ ダ イゼ ー

シ

ョ ン マ ス タ ー ミ ッ クス 10 0
一
り1 に対す るセ ン ス お よ び ア ン チ セ ン

ス プ ロ ー ブ の 量を0 .15
′
以l
,
0 ･2 5

′

′ノ1
,
0 ･3 3 / ∠l , 0 .5 ′

′ノl
,
1 .0

′
" 1
,
2 .0 〃l ,

と した場 合の M FI の 値を縦軸に , プ ロ ー ブ の 量 を横軸 に取 っ た

グ ラ フ を図3 に示 す. △ M F I は
,
プ ロ ー ブ 畳 が 増す と とも に増
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4 22 3 7

T e m p e r at u r e ( ℃ )

Fig . 4 . D et e r m i n ati o n o f o p ti m u m t e
m p e r a tu r e f o r IS H / F C M ･

B 9 5 - 8 w e r e h yb ri di z e d f o r 3 h r at 4 ℃ , 2 5 ℃ o r , 3 7 ℃ ･ T h e

v e r ti c al a xi s d e n o t e s M FI . □
,
ヨi n di c a te M F I d a ta o b t ai n e d

wi th s e n s e p r ob e o r a n ti s e n s e p r o b e , r e $p e C ti v el y ･

N o n e 1 2 3

C y cl e s o f w a sh

Fi g . 5 . E ff e c t o f c ell w a s hi n g aft e r IS H r e a cti o n ･ C ell s w e r e

w a s h e d i n w a s hi n g b u fE e r f o r i n di c a t e d n u m b e r of c y cl e s , B 9 5
･

8 ( 罷) a n d D a u d i (◎) w e r e u s e d a s p o siti v e c o n t r oI c ell s ･

K 5 6 2 (□) , J u r k a t ( △) a n d M olt4 (○) w e r e u s e d a s n eg a也v e

C O n t r OI c ell s .

9 1

加 し
,
1 .0 〃
l 以上で ほ ぼ

一

定と なっ た ･ した が っ て , 以後の 検

討 は ハ イ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ ン マ ス タ
ー

ミ ッ ク ス 10 0 〃
1 に対 しプ

ロ ー ブ量1 -0 〃l で行な っ た . IS I ほ 応温度 は, 文献的 に は37 ℃

が
一

般 的で あ るた め B 95 -8 に つ い て4 ℃ , 2 5 ℃ , 3 7 ℃ に つ い て

検 討 し た . 各温度 に お ける M FI の 債を グ ラ フ に 現すと 37 ℃で

最も△ M FI が高く良好な結果を得られた . (図4)

ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン 反応終了j乳 500 〃1/ m l B S A を含む

1 × S S C に て 1 臥 2 回 , 3 回の 洗 浄を行な っ た場合 と洗浄を行

なわな い 場合の M FI を比較 し, 洗浄 の 必要性及び方法 に つ い て

検討 した . 検討 した 細胞す べ て にお い て , 洗浄 回数が い ずれ の

場合も △ M FI は ほ ぼ同嘩の億となり, 充分畳 の 1 × SS C に浮遊

し解析する こ と により洗浄は不要 であ っ た . (図5)

Ⅱ . 特異性の 検定

E B E R l -I S H 反応 の 特異性を検定する た め各種培養細胞株 に つ

い て検討 し た . 表1 に示す既存 の E B V 産 生細胞株 ( B 9 5 一 郎 ,

E B V 陽性腫瘍細胞株 q M 9 , D a u di , Jiy o y e) , お よ び E B V 陰性細

胞株 即01t4 , J u r k a t, K 56 2 H L 6 0 , K U 8 1 2 , H U T l O 2) , さ ら に独自

で樹立化 し たL C L の 3 株(L C L # 1 , L C L # 2 , L C L # 3) に つ い

てIS H を行な っ た .
こ の 結果, △ M F I は 感染 E B V 産生絹胞株

であ るB 95 _ 8 で は55 .5 と最も高値, 既存の E B V 陽性腫瘍剤胞株

E B V E B V E B V

p r o d u cti v e p
o siti v e n eg ati v e

L C L

c ellli n e 山 m o r 山 m o r

c ell li n e s c el1 1i n e s

F ig . 6 . E x p r e s si o n o f E B E R l i n v a ri a b
l e c ell li n e s ･ T h e

e x p r e s si o n o f E B E R l i n E B V n e g a ti v e c ell
li n e s (M olt4 ,J u rk a t ,

K 5 6 2
,
H L 6 0

,
H U T l O 2 a n d K U 8 1 2 . △ M F I w e r e l e s s th an 2) ,

E B V p r o d u c ti v e c e ll li n e ( B 9 5
- 8 ･ △ M F I w a s 5 5 ･ 5) , E B V

p o sitiv e t u m o r c ell li n e s (I M 9 , D a u di a n d Jiy o y e ･ △ M F I w
e r e

4 0 .3
,
33 .6

,
an d 3 0 .3 .) an d 3 L C L (L C I應1 , L C I ･# 2 a n d L C Ij# 3 ･ △

M FI w e r e 2 9 .8 , 2 1 .5 a n d 1 8 .0 .) w a s a n al i z e d b y IS H / F C M.
a n d

th e △ M FI v al u e s w e r e c o m p ar e d .
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で は34 .7 3 ± 5 .0 9 (平均値 ± 標準偏差) と , E B V 陰性細胞株 と比

戟 して 有意に高か っ た (P < 0 .0 1) . ま た独自 に樹立化 した L C L

3 株 も
,
全 て が E B E R l 陽性と なりそ の 蛍光輝度 は23 .1 ± 6 .0 6 と

,

E B V 陰性 細胞株 と比較 し て優位 に高値であ っ た (P < 0 .0 1) . 既

存の E B V 陽性 腫瘍細胞株は独自に樹立化 した L C L に比 べ て △

M FI は 高値 と な る傾向はあ っ た が, 有意差は なか っ た . E B V 陰

性細胞株で は
,
す べ て の 細胞株で感度以下 で あ っ た . (図6)

ⅠⅤ. 感受性 の 検定

本方法の 感受性を検定す る た め
,
E B V 陽性 細胞株 であ る

B 95 - 8 と E B V 陰性細胞株 である M olt4 を種 々 の 割 合で 混合 した

細胞浮遊液を調整 し
,
前述 の ご とく固乱 IS H を行な い , フ ロ

ー

サ イ ト メ
ー

タ ー に て解析 した . 図7 に示す よう に ヒ ス トグ ラ

ム で は
, 混合 さ れ て い る B 95 ･8 の 割合と ほ ぼ 同 じ割合の E B E R l

B

h

U

β

己
n
ロ
ー
l

U

U

1 0
0

Fl u o r e s c e n c e i n t e n sity
Fi g ･ 7 ･ D et e c ti o n of E B E R l ･ p O Siti v e c ell s b y I S H / F C M . B 9 5 - 8

a n d M olt4 m i x e d a t v ar i abl e r ati o s w e r e h yb ridi z e d f o r 3 h o u r s

at 3 7 ℃ a n d th e sig n al i n t e n sit y f o r E B E R l e x p r e s si o n w a s
a n al y s e d b y fl o w c yt o m e tr y . ㈱ ,

B 9 5 -8 1 0 0 %
, (B ) , B 9 5 -8 5 0 %

an d M olt4 5 0 % , ( C) , B 9 5 -8 2 5 % a n d M olt4 7 5 %
,
の) , B 9 5 - 8 1 2 .5 %

a n d M olt4 8 7 ･5 %
, 田) , B 9 5 -8 6 .2 % an d M olt4 9 3 .8 % , (円 , B 9 5 -8

3 ･2 % a n d M olt4 9 6 ･8 % , ( G) , B 9 5 ･8 1 .6 % a n d M olt4 9 8 .4 % , 田) ,
M olt4 1 0 0 % ･ T h e p e r c e n t a g e o f E B E R l

-

P O Siti v e c ell s w it h

n u o r e s c e n c e i n t e n si ty l a r g e r th a n l O
l

i s s h o w n f o r e a c h

hi st o g r am .

陽性細胞 が検出できた . さ ら に各混合比 の 細胞浮遊液 を用い た

場合 の E B E R l 陽性細胞比率を縦軸 に, 実際 の B 9 5 - 8 混合比率を

横軸 に と っ た グ ラ フ で は ほぼ 比例関係を示 した . 今回の 検討で

は陽性細胞混合比率1 .6 % まで は ほ ぼ 正 確 に フ ロ ー

サ イ ト メ ー

タ
ー

に よ る陽性細胞比率の 検出が 可 能で あっ た が , そ れ 以下 の

混合比率で は フ ロ ー

サ イ ト メ ー

タ
ー

で 検 出で きず
,
本方法で の

検出限界は 1 .6 % と考え られ た. (図8)

Ⅴ . ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ標識 E B E R l -I S H 法と の比較

図9 , 1 0 に E B V 産生細胞株 であ る B 95 - 8
,
E B V 腫瘍細胞株 で

ある D a u d i
, 独自 に樹立化 し た LC L の 1 株 ,

お よ び E B V 陰性細

胞株であ る M olt4 に つ い て , そ れ ぞれ 本方法 お よ び 従来 の ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ 標識 E B E R l-I S H 法 に て 検討した結果を

示す.
い ず れの 細胞 にお い て も E B V 陽性 細胞率は本方法 にお

い て やや高値 とな っ た . ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識 プ ロ ー

ブ を 周い た E B E R l -I S H 法 で は各細胞株 に お い て 染色濃度 の 強

度 に差 があり
,
同 一 細胞 株 にお い て も個 々 の 細 胞 によ り膿度の

差 が観察され た . IS H / F C M で は こ の ような差 は平均蛍光輝度

の 差, な ら び に ヒ ス ト グ ラム にお ける蛍光輝度分布 の 遠 い と し

て表現 され た .

Ⅵ . 臨床検体の解析

正常対照 と して健康成人10 例
,
急性 E B V 感 染症で あ るI M 3

例
,
E B V 感染 に よ る H L H l 例

,
E B V 持続感染症3 例 (C A E B V

# 1
,
# 2

,
# 3) に つ い て 本方法 に よ り末梢血単核球の 解析 を

行な っ た . さ ら に C A E B V # 2 に つ い て は リ ン パ 球亜 群 にお い

て有意に増加 の み られ た C D 1 6 陽性細胞を, ま た C A E B V # 3 に

(
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p o siti v e c e11 s ･ T h e h o ri z o n tal a xi s i s th e p e r c e n ta g e o f B 9 5
-8 i n

th e c ell m i x t u r e s .



E B E R ･1 m R N A 党規 の フ ロ ー

サ イ トメ ト1) -

解析

A

J

U

q

∈
コ

u

ニ

U

U

1 0
b

1 0 ; 1 0
t t O

}

Fig . 9 . E x p r e s si o n of E B E R l i n v a ri o u s c ell ty p e s a s d et e c te d

b y IS H / F C M . Fl o w c yto m e tri c a n al y si s w a s p e rf o r m e d afte r

h yb ri di z a ti o n wi th s e n s e p r o b e (
- - … ) o r w ith an ti s e n s e p r o b e

(
-

) fo r 3 h r a t 3 7 ℃ . (瑚 ,
B 9 5 -8

, (B) , D a u di , (C) , L C L , (D ) ,

M olt4 .

9 3

つ い て は 同様 に有意な増加の み ら れ た T C R - γ∂陽性細胞をそ

れぞれセ ル ･ ソ 一

夕
一

にて 単推した細胞を用 い て解析した. 各

疾患 に お ける 末梢血単核球を用 い た 解析結果を図1 1 に 示 す.

正常対照及びI M 例で は
,
E B E R l 陽性卿包は感度以下であ っ た .

こ れ に対 して , E B V 感染症 で も急性重症型であ る H L H 例 で は

16 .2 % が E B E R l 陽性細胞であり, ヒ ス ト グラ ム に おい て蛍光

Fig . 10 . E x p r e s si o n o f E B E R l i n v a ri o u s c ell ty p e s a s d et e ct e d

b y I S H w i th al k ali n e ph o sp h at a s e f o r cy to s p lII S p e Ci m e n s .

C yt o s pi n sp e ci m e n s w e r e h y b ri di z e d fo r 1 6 h r at 3 7 ℃ . (朗 ,

B 9 5 - 8 , (B ) , D a u di , (C ) , L C L , m ) , M olt4 . ( ×1 0 0 0)
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F l u o r e s c e n c e i nt e n s lty
Fi g ･ 1 1 ･ I S H / F C M a n al y si s o f cli ni c al s a m pl e s f o r E B E R l

e x p r e s si o n . F l o w c yt o m e tri c a n al y si s w a s p e rf o r m e d af te r

h yb ri d i z ati o n wi th s e n s e p r o b e ト ー ー) o r wi th an ti s e n s e p r o b e

ト
ー

う fo r 3 h r a t 3 7 ℃ . 仏) , n O r m al c o n t r ol (to t al P B M C) , (B ) ,
i n 鎚c ti o u s m o n o n u cl e o sis (t o tal P B M C) , (C ) , h e m o p h ag o cy ti c

t Y m p h o h i sti o cy t o si s (t o t al P B M C)
, ( D ) , C h r o n i c a ctiv e E B V

i n f e c ti o n (C A E B V) # 1 (t ot al P B M C ) , ( E) , C A E B V # 2 (to t al
P B M C) , (F) , C A E B V # 2 ( s ep a r at e d C D 1 6 p o si也v e c ell s) , ( G ) ,
C 岨 B V # 3 (to t al P B M C ) , (H ) , C A E B V # 3 (s e p a r at e d T C R -

γ8 p o siti v e c ell s) .

輝度は E B V 腫瘍 細胞株よりも低 い もの の ,
L C L に匹敵す るよ

う な 明 ら か な 陽性細胞が 観察 さ れ た . C A E B V 例 で は , 1 例

(C A E B V # 3) は ヒ ス ト グ ラム 上
,
E B V 産生細胞株 である B 95 -8

に匹敵する ほ ど の 強い 蛍光輝度を示す ピ ー

ク を示した . 他 の 2

例 ( C A E B V # 1 , # 2) で は ,
明 らか な ピ ー

ク は 示さな い もの

の
,
ヒ ス トグ ラ ム 上 にE B E R l 陽性細胞集団 の存在が示唆され

た . セ ル ･ ソ 一 夕 一

によ り単離 した 細胞 を用 い た 検討 で は ,

C A E B V # 2 , C A E B V # 3 に お い て それぞれ C D 1 6
,
T C R - γ 8 陽

性細胞 に E B E R l 陽性細胞 が集積して い る こ とを確認できた.

各疾患 に お ける 陽性細胞 の 平均蛍光強度 と セ ン ス ブ ロ
ー

プ を用

い た場合 の 平均蛍光強度の 差 ( △ M FI) を比較する と ,
正常対照

お よびI M で は ほ ぼゼ ロ で あ っ た が
,
H L H 及 び C A E B V で は

E B V 腫瘍 劉包株 より は低 い が L C L と ほ ぼ 同様 の値 が得 ら れ た .

(図12)

♂ せ 才㌔
Fig ･ 1 2 ･ C o m p a ri s o n o f E B E R l e x p r e s si o n i n cl in i c al s a m pl e s .

¶1 e e X p r e S Si o n of E B E R l in v a ri o u s E B V - r el at e d p a ti e n ts a n d

n o r m al h e al th y v ol u n t e e r s w a s an al y z e d b y IS H / F C M an d 也 e
△ M FI v al u e s w e r e c o m p a r e d . I M , in 魚 c ti o u s m o n o n u cl e o si s;

H L H
,
h e m o p h a g o cy ti c ly m p h o h i sti o c yt o si s; C A E B V , Ch r o ni c

a cti v e E B V i n ft c ti o n .

考 察

E B V 持続感染細胞で は 細胞株 に よ り感染 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 数が

異な っ て い る こ とが 以 前から知 られ て い る . B r an d s n a ら
30)
は 核

酸ス ポ ッ ト ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り, B 9 5 - 8 や R 卸 その

他 の バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由来E B V 持続 感染細胞株, お よ び 臍

帯血由来の L C L の 感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム 数を検討した . その 結果,

B 9 シ8 で は細胞 1 個あた り約200 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム が 感染 して お

り
,
R aji で は 約 100 , L C L で は 約1 で あ っ た . 別 の 報告で は

,

B 9 5 -8 にお ける感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム 数 は1 細胞あたり約4 00 と し

て い る
31)

. さ ら に L e r n e r ら
32〉
は
,
R 頑細胞 1 個 に お ける E B E R l

発現が 10
7
コ ピ ー

で あ る の に対 して , L C L で は ,
E B E R l 発現が

わ ずか で あ る こ と か ら
,
E B E R l 発現量 は 感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム

数を反映して い る 可能性 を示唆 し た . そ の 後 E B E R l 発現 に 関

する検討が数多く の 研究者の 手 によ っ て な さ れ ,
1 6 7 塩基 か ら

な る 蛋白 を コ ー

ドし な い R N A で あり
33)

,
L a 蛋 白と結合して核

に限局 して存在
18)
し
,
E B V 潜伏感染状態で の 発現量 は大量だ が ,

増殖 サ イ ク ル で は ウイ ル ス ゲ ノ ム数 は増加してもE B E R l 発現

量は 変わ らな い か , も しく は低下 す る と報告 さ れ てい る
34)

. 現

在で は そ の 二 次構造 や L a 蛋白結合部位も明 ら か と な っ て い る

が
3 5)

, 転 写調節樺構
36)

や 機能的意義は明 ら か で はな い . しか し

大量 に党規して い る こ とか らIS H 法に 利用され て い る .

本法 で も E B E R l を標 的 と したIS H 法 を行なう こ と に よ り,

その 大量 の コ ピ ー 数 の た め 以前 の 報告 に見 られ る よ う なP C R

に よ る増幅を組 み合 わせ る 必要 なく
,
簡単 な手技 で E B V 感染

細胞 の 検出が可能であ っ た . ま た本法で は
,
従来 の ア ル カリ フ
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ー

サ イ トメ トリ ー 解析

ァ ス フ ァ タ
ー ゼ標 識プ ロ

ー ブ を用い た 方法で確認 され て い た ,

各細胞株お よ び個 々 の 細胞 の 染色性 の 違
い が 蛍光輝度の 差と し

て数値で表 わ さ れ ,
E B E R l 陽性細胞数およ び E B E R l 発 現量の

差をより客観的 に評価できる と 考え られ た ･ 細胞林間 の 差異で

は
,
B 9 5

-8 で 最も平均蛍光輝度 が高く, E B V 腫瘍 細胞株で は 中

等度, L C L で は 低い 傾向を示 した が ,
こ の 結果 は過去 の報告の

感染ウ イ ル ス ゲ ノ ム 数 の 遠 い と相関性が あり , 潜伏感染細胞で

は E B E R l 発 現量 は ウイ ル ス ゲ ノ ム 数 を反映す る可能性が強く

示唆さ れ る .

本壊の よ うなIS H/ F C M を 用い た E B E R l 陽性細胞の 検出法

は
,
1 99 7 年 に C r o u c h ら

37)
に よ っ て 培養細胞株を用い た 検討が ,

初めて 報告 され た . さ ら に同 じ年, J u $ t ら
38)
は
,
D N A プロ ー ブ

ではなく, ペ プ チ ド核酸 b e p tid e n u cl ei c a cid , P N A) プ ロ
p プ

を用い た , 本方法 と 類似 の E B V 感 染細胞検出法を報告 して い

る . P N A は構造 が D N A に 類似 して お り, 配列特異的に D N A ま

た は R N A に核酸以上 の 高い 親和性を持 っ て結合する . さら に

E B E R l 単独で は なく E B E R 2 に対す る プ ロ
ー ブ を混合す る こ と

によ り, 培養細胞株 で の 検出感度を0 .5 % と 報告 して い る ･ 彼

ら の 方法 は C r o u c b ら
37
切 方 法 に比 べ , 陽性細胞 の 検出率 は高

い が 陰性細胞 の 疑陽性率が や や 高い . また培 養細胞株の み を用

い た検討 である た め , こ の よ う な高 い検出頻度をE B E R l 発 現

の 低い 臨床検体 の 評価 にお い て どの 程度保て るか 疑問である ･

今回の 研 究で は, 当科 お よ び 関連施設 にて 経験 した C A E B V

3 例
,
H u I l 例 , I M 3セ馴こ つ い て 末梢血 リ ン パ 球 にお ける感染

細胞 の 評価を行な っ た . E B V 感染症 に は さま ざまな病態があ る

が C A E B V や E B V 感染 に よ る H L H が , 近 年, 予後不良の 疾患

と し て 注目 さ れ て い る . C A E B V は ,
1 9 8 6 年 Ri c k i n s o n

3 9)
が

C A E B V
, 慢性症候性 E B V 感 染症 と し て 診断基準を提唱 し, 広

く知ら れ る よう に な っ た疾患 で ある . しか し こ の 診断基準 に は

重症度が反映 され ず, ま た雁病期間が 1 年 ある い は それ以 上必

要である こ と か ら病初期か ら重症 と な る 症例の 早期診断が で き

ない と い う欠点があ っ た . そ こで 現在で は確定診断に は ウイ ル

ス ゲ ノ ムの 証明が必須であり病歴も数 カ月で よい との 意見もあ

る
40)

. ま た H L H は19 9 1 年 H e n te r ら
41)

に よ っ て診 断の ガイ ド ラ

イ ン が提唱さ れ ,
1 9 9 7 年I m a s h u k u ら

4 2)

が 本邦 の 乳児及 び小児

例 82 例 に つ い て 検 討 し予 後不良 の 疾患 と報告 し て い る .

I m a s h u k u ら
42)
の 検討 で は82 例 中13 例 が E B V の 初感染ま た は再

活性化であり
,

一 部 の H L f = こE B V が 深く関与 して い る こ と を

示した .
こ れ ら の 疾患 は 現在の と こ ろ確立 した 治療法 はなく宿

主側の 免疫異常も示唆さ れ て い る こ と か ら ,
ス テ ロ イ ド, エ ト

ポ シ ドな ど を主体 と した免疫化学療法
4 3)
や骨髄移植も検討さ れ

て い る . い ずれ に して も, こ れ らの 疾患の 早期診断お よ び 厳重

な経過観察 が 現時点 で は 大変重要 で あ る . 今 回 検討 し た

C A E B V 3 例 は い ず れ も症状軽快時の 検体を用 い て 検討 した が ,

すべ て の 症例 で E B E R l 陽性 細胞が明 ら か に検出 さ れ た .
フ ロ

ー

サ イ ト メ ト
1
)

一

に よ る m R N A 検出法 は 簡便で特異性が高く,

末梢血リ ン パ 球 数が極端 に低値 で な けれ ば 大量 の 採血 を必要と

しない た め
,
慢性 に経過す る患者 の 経過観察に適 した方法 と考

えら れ た . ま た E B V 急性感染症 にお い て ,
一 般 に 治療反応性

が よく予後 の 良好 なI M で は 検出感度以 下 で あ る の に村 し, 予

後不良な H L H で は E B E R l 陽性細胞が検出さ れ る こ と か ら重症

例の 鑑別が で きる と考え られ る . ま た今 回の 検討で は C A E B V 3

例の 内, 症例# 1 , # 2 が 解析時ほ ぼ 無症状 であ っ た の に 対 し

症例# 3 は 軽度なが ら明 らか な症状 が持続 して い た . した が っ

95

て症例# 1 , # 2 に比 べ 症例# 3 の E B E R l 陽性細胞 に お け る蛍

光強度が 明らか に高か っ た事実は , こ の ような病勢の 遠 い を反

映 して い る可 能性が示唆 され た . 今後
,
個 々 の 症例 に お ける経

時的変化や種 々 の 異 な る 病態 にお ける E B E R l 陽性細胞率や蛍

光輝度 の デ
ー

タ 集横 に より, E B E R l 発 現量の 差が 病態や病勢

に及ぼす影響が明 らか に な る と考え られ る .

本法 により種 々 の 細胞の 検討を行なっ て い く過程 で , 以前 か

ら示唆 され て い た 同
一

細胞株 にお ける個 々 の 細胞 の 染色性 の 適

い が ヒ ス ト グ ラム にお ける E B E R l 陽性細胞 の 幅広い 分布に よ

っ て 明 らか に示され た . 過去の 報告で は, 同
一

細胞株由来 の異

な っ た ク ロ
ー ン にお ける感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム数 には か なりの差

があり
,
こ の 点か らは ウ イル ス ゲノ ム 数の 違い を反映 して い る

可 能性 が推察され , 耽々 の 検討で も核酸 ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン で得 ら れた ウ イ ル ス ゲノ ム 量と E B E R l 発現

量が 比例関係 にあ る こ とを示唆す る デ
ー

タが 得 られ てい る . し

か し今回の 解析で使用 し たよ うな短期間の 経代培養細胞で潜伏

感染細胞 における感染 ウイル ス ゲ ノ ム 数 が変化す る と は考え に

くく ,
ま た E B E R l 発現 に 閲 し, ウ イル ス 増幅サ イ ク ル に 入 っ

た細胞で の 発現増加は見られ ない と の 報告 は ある もの の , 潜伏

感染状態 での 調節機構が明らか にきれ て い な い 現在 で は, ウイ

ル ス ゲ ノ ム 数が 一 定 で あ っ て も個 々 の 細胞 にお ける E B E R l 発

現量 に差 が ある可 能性を完全 に否定する こ と は で きない . 今後

も
,
この 点を含 め た E B E R l 発現調節 に関す る基礎的検討が必

要である .

現時点で は , 本法 にお ける検出可能な E B V 陽性細胞比率 は ,

B 9 5 ■8 お よ び M olt4 の 混合細胞浮遊液を用 い た感度検定 で は1 .6

% で あ っ た . しか しこ の 結果は , 個 々 の 細胞の 蛍光輝度の 高い

B9 5 r 8 を用 い た場合 の結果であり, L C L や 臨床検体 な どの 陽性

細胞比率が低く, か つ 個 々 の 細胞 の 蛍光輝度 の 低 い 検体で は検

出率 が悪 い と考え られ る . こ の 点に 関 して は, 特 に臨床応馴 こ

お い て は 欠点と な るが , プ ロ
ー

ブ の 標識をFIT C か ら ビオ ナ ン

(bi o ti n) また は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (di g o x i g e ni n) と する こ と に よ

り
,
E B E R l の シ グ ナ ル を士削扁する こ と で 解決 できる と 考え ら

れ る . ま た 本方法で用 い た固定細胞は , 2 年間保存後の 解析で

も固定直後の 解析結果 と同様の 結果が得 られ 長期保存 が可 能で

ある た め , 本方法は 臨床検体の 評価法 と し て有用である･

さ ら に C r o u c h ら
:m
は
,
培養細胞 を用い た 検討で , E B E R l の

発 現 と と も に E B V の 増 殖 サ イ ク ル 初期 に 発現す る遺伝子

B H L F -1 をIS Ii し
,
フ ロ

ー

サ イ トメ トリ
ー

に て2 カ ラ
ー 法で 解析

し て おり
,
こ れ によ り潜伏感染細胞と ウ イ ル ス 粒子複製細胞を

鑑別 できる可能性 を示 して い る . 今後さ らに他 の ウ イ ル ス 遺伝

子 と の 複数 パ ラ メ
ー

タ
ー 解析を行 なう こ と によ り, そ の 細胞 に

お ける ウ イ ル ス の 感染様式を容易 に知 る こ と が 可 能と なる と期

待 さ れ る .

一それ と と もに ウ イ ル ス 感染細胞 の 表面抗原と の 2 カ

ラ
ー

法に より簡便に感染細胞 を同定 できる可能性をも秘め て い

る . 現在C A E B V の 病因と し て, 患者側の E B V 特異的 な細胞傷

害性T l) ン パ 球 (C yt O t O X i c T l y m p h o c yt e , C T U の 機 能異常の 存

在が示唆され て い る
一14) 4 5 )

. しか し
,
患者 に H U 卜 致 の 正 常E B V

既感 染者由来 の E B V 特 異的C T L を輸 注 し , 患者 末梢血 中の

E B V 感染細胞数 を減少させ て も病状 に著変 は見 られ なか っ た と

い う 報告
46)ヰ7)
が あり, ウイ ル ス 感 染細胞 の 詳細 な解析が今後も

必要である と考え られ る .
こ の ような背景の 中で , 本法は手技

が簡便で , 解析結果が明確であり , 将来 的に他 の 遺伝子や細胞

マ
ー

カ
ー

の 解析 と観合 わせ て解析 できる可能性を持ち, 優れた
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基礎 的研究及 び臨床評価手技 とな ると 考え られ た .

結 論

IS H / F C M を用 い た E B E R l m R N A 発現 の 解析 に よ り E B V 感

染細胞の 検出を試 み , 以 下 の よう な結果を得た .

1 . 培養細胞株を用い た検討 で は ,
高い 特異性を持 っ て E B V

感染細胞 が検出 され た .

2 . 過去 に報告さ れ た 同様の検出法に比 べ 感受性 の 点で はや

や 劣る が ,
プ ロ ー ブ が直接蛍光標識 さ れ て い る た め 手技が簡便

であ っ た .

3 . 陽性細胞比率の 低 い 検体 の 評価 は , 現在 の 方法 の ままで

は 限界が ありプ ロ
ー

ブ の 工 夫 や 増幅法 の検討 が必要 と思 わ れ

た .

4 . 過去 の報告 は い ずれ も培養細胞株を用い た検討 の み で あ

り, 今回初 めて 臨床検体を用 い て検討した.

5 . E B V 感染細胞比率の 高 い 患者で は本法 に より充分 に評価

可能であり
,
こ の ような患者で は経過観察 にも適した方法と考

えら れ た .

6 . 以前よ り示唆 さ れ て い た 同
∴

細胞株の 個 々 の細胞 にお け

る 染色性の 違 い が , 明ら か に存在 し, 細胞 の 経代培養申 に変化

する こ と が 示 され た .

以上
, 本法 は E B V 感染細胞 の 検出及 び, E B E R l 発現 量 の 検

討に有用な手技 であ ると 考え られ た.

本法 は , 今後 ,
E B E R l と他 の ウ イ ル ス 遺伝子 や感染細胞 の

表面抗原 と の マ ル チ パ ラ メ
ー タ ー 解析 の 開発に より, 簡便 に感

染 ウ イ ル ス の 状態 や 感染細胞 の 同定 が可能とな る 可肯引生があ

り
,
強力 な診帆 評価手段 となる と考え られ る . さ ら に

, 本法

を駆使して , E B E R l 発現調節機構や E B E R l 発現量 の 変化 の臨

床的意義を明 ら か に す る こと によ りそ の 有用性 は広 が る と考え

ら れ た .
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e ry th e m a t o s u s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 7 8: 8 0 5
-8 0 9

,
1 9 8 1

33) A 汀 a n d J R , R ym O L .
C h a r a ct e ri ziti o n o f th e m aj o r E p st ei n -

B a r r Vi r u s - S p e Cifi c R N A i n B u rk itt l y m ph o m a
qd e ri v e d c ell ･ J

9 7

Vi r o1 4 1 : 3 7 6 - 3 8 9
,
1 9 8 2

3 4) W ei g el R , F i s c h e r D K , H e s t o n L , M ill e r G ･ C o n stit u ti v e

e x p r e s si o n o f E p s te i n
q B a r r v i r u s - e n C O d e d R N As an d n u cl e a r

an tig e n d u ri n g l at e n c y a n d aft e r in d u cti o n o
f E p s te i n

- B a r r vi r u $

r e pli c a ti o n . J V i r o1 5 3 : 2 5 4 -2 59 , 1 9 8 5

3 5) Gli c k m a n J N , H o w e J G , S te it z J A . S tr u ct u al a n al y s e s o f

E B E R l a n d E B E R 2 rib o n u cl e o p r o t ei n p a r ti cl e s p r e s e n t i n

E p st e in
- B a r r vi ru S -i nf e c t e d c ell s . J V i r o1 62‥9 0 2 -9 1 1 , 1 9 8 8

3 6) H o w e J G , S h u M I) . E p s rt ei n
- B a r r V i r u s S m all R N A

(E B E R) g e n e : u ni q u e t r a n s c ri pti o n u n it s th at c o m b i n e R N A

p ol ym e r a S e II a n d III p r o m o t e r el e m e n t s ･ C el1 5 7‥8
2 5 -8 3 4

,
1 9 89

3 7) C r o u c h J , Le i te e n b e rg D , S m ith B R , H o w e J G ･ E p st ei n
-

B a r r vi ru S S u S P e n Si o n c ell a s s a y u si n g i n sit u h yb ridi z ati o n a n d

fl o w c yt o m e tr y . C yt o m et ry 2 9 : 5 0
-5 7

,
1 9 9 7

3 8 = u s t T , B u r g w ald H , B r o e M K Fl o w c yto m e tri c d e t e c ti o n o f

E B V (E B E R s n R N A) u si n g p e p tid e n u cl ei c a cid p r o b e s ･ J Ⅵ r oI

M e也 7 3 : 1 63 -1 7 4
,
1 9 9 8

3 9) Ri ck i n s o n A B . C h r o ni c s y m p t o m ati c E p st ei n
q B ar r Vi r u s

i n f e c ti o n s . I m m u n oI T o d a y 7 : 1; 13
-1 4

,
1 9 8 6

40) 河 散 乱 石原重彦. 慢性活動性 E B ウイル ス 感 染症･ 病

理 と臨床 13 : 8; 1 0 9 1 ･ 10 9 7 , 1 9 95

4 1) H e n t e r JI , E li n d e r G , O s t A F H L S t u d y g r o u p o f th e

h i sti o c y t e s o ci et y ･ di a g n o s ti c g u id eli n e s f o r h e m op h a g o c yti c

l y m p h o hi s ti o c yt o si s ･ S e m i n O n c ol 1 8 : 1; 2 9
-3 3

,
1 9 9 1

4 2) I m a s h u k u S , H ib i S , T o d o S ･ H e m o p h a g o c y ti c

けm p h o hi sti o cy t o si s i n i nf a n c y a n d ch ild h o o d ･ J P e di a t r 1 3 0 : 3 5 2
-

3 5 7
,
1 9 9 7

4 3) I m a s h u k u S , H ibi S , O h a r a T , I w ai A , S a k o M ,
K a t o M

,

血
･

a k a w a H
,
S o t o m t s u M

,
K at a o k a S

,
As a m i K

,
H a s e g a w a D ,

K o s a k a Y
,
S an O K

,
I g ar a S hi N , M a ru h a s hi E , I c hi m i R , K a w a s ak i

H
,
M a e d a N

,
T a n i z a w a A

,
A r ai K

,
A b e T

,
H i s a k a w a H

,
M iy a sh it a

H
,
a n d J a n -1 n g e H e n t e r f o r th e H i s ti o c yt e S o ci e ty ･ E ff e cti v e

c o n t r ol o f E p st ei n
- B a r r vi r u s - r el a t e d h e m o p h a g o c y ti c

l y m p h o hi s ti o c yt o si s w ith i m m u n o c h e m o t
h e r a p y ･ B l o o d 9 3 : 6 ;

1 8 6 9 -1 8 7 4
,
1 99 9

4 4) 木村 宏, 柘植郁也, 山本光軋 安藤嘉浩 ,
工 藤豊 一 郎

,

三 輪 田博介, 森 島恒雄, 今井孝介, 大里外誉臥 慢性活動性

E p s t ei n
- B a r r ウ イル ス 感 染症 にお け る ウイ ル ス 学 的解析 ･ 日小

会誌 99 : 6 4 1 -6 4 6 , 1 9 9 5

4 5) O h s h i m a K , S u z u m i y a J , O h g a S , O h g a m i A , Kik u c h i M ･

I n t e g r a t e d E p s t ei n
- B a r r v i r u s (E B V ) a n d c h r o m o去o m al

ab n o r m ality i n c h r o ni c a cti v e E B V i nf e ct
i o n ･ I n t J C a n c e r 7 1 :

9 4 3 -9 4 7
,
1 9 97

4 6) Ki m u r a H , T s u g e I , I m ai S , Y a m a m o t o M , K u z u s hi m a K ,

O s a to T
,
M o ri sh i m a T ･ I n ta ct a n ti g e n p r e s e n ta ti o n f o r E p st ei n

-

B a r r vi r u s (E B V) - S p e Cifi c C T L b y a l y m p h o b l a s t oi d c ell li n e

e s t a b li s h e d f r o m a p a ti e n t w ith s e v e r e c h r o n i c a c t
i v e E B V

i nf e cti o n . M e d M i c r o b i oI I m m u n ol 1 84 : 63
-6 8

,
1 9 9 5

4 7) 葛島清隆, 森 島恒雄, E B ウイ ル ス 特異的C T L を用 い た養

子免疫療法. 日 本臨床 55 : 2 ; 2 0 3 -2 0 8 , 1 9 97
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Fl o w c y t o m et ri c An al y si s of E B E R l m R N A E x p r e ssi o n a n d E v al u ati o n of It s C lin i c al Si g n i n c a n c e M ih o K u d o
,

D e p ar t m e n t Of P e d i a t ri c s , S c h o ol o f M e di ci n e , K a n a z a w a U n i v e r sl ty , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0 -

J
･ J u z e n M e d S o c .

,
1 0 9

,
8 7

-

9 8
( 2 0 0 0)

K ey w o r d s E p st ei n
- B a r r v ir u s

,
E B E R l

,
i n si tu h y b ri d i z a ti o n , fl o w c y t o m et ry

A b st r a ct

E p st ei n
- B a r r vi r u s ( E B V) i s p r e v al e n t a m o n g t h e a d ul t p o p u l ati o n a n d it p e r si s ts w ith i n th e B l y m p h o cy t e s i n l a t e n t fb r m s

th r o u g h o u t li f e , W ith i n ft cti o u s m o n o n u cl e o si s b e in g a w e11 r e c o g ni z e d , S elf
-1i m it ed E B V - r el at e d a c u t e i nft c ti o n ･ H o w e v e r

,

i n c r e a si n g n u m b e rs o f o t h e r ill n e s s e s a r e n o w k n o w n t o b e a s s o ci at e d w i th t h i s p a rti c ul a r h e r p e s vi r u s , S u C h a s

h e m op h a g o c y ti c l y m p h o hi s ti o c y t o si s ( H L H ) , Ch r o ni c a cti v e E B V i n f e c ti o n ( C A E B V ) a n d v a ri o u s m ali g n a n t n e o p l a s m s ,
i n cl u d i n g n a s o p

h a r y n g e al c a r ci n o m a , H o d g ki n
,

s d i s e as e a n d g a s tri c c ar Ci n o m a ･ St u dy o f t h e s e di s e as es s u g g e s ts th at th e

C ell ul a r t a rg e ts o f v i r al i nft c ti o n a n d th e m o d e s of th e l at e n cy of vi r u s es g r e a tl y m o d ib , th e p ath o g e n e sis of E B V -

r el a t ed

ill n e s s e s ･ E B V - e n C O d e d s m all R N A - 1 ( E B E R l) i s e x p r e s s e d i n a b u n d an C e
､
i n vi rt u all y e v e r y c ell i n ft c t e d w ith E B V ,

r e g a r dl e s s o f th e m o d e of l a t e n c y a n d th e r ef o r e its e x p r e s si o n i s ofte n u s e d a s a s e n si ti v e i n di c a to r o f E B V a s s o ci a ti o n w i th

C e rt ai n ill n e s s e s ･ I n t hi s s tu d y , th e cli nic al r e l e v an C e Of i n s it u h y b ri di z a ti o n fl o w c y t o m e t ri c a n al y si s (I S H M C M ) o f E B E R l
e 又
P r e S Si o n w as e v al u at e d t o id e n ti fy E B V -i nf e c t e d c ells q u a n tit a ti v el y ･ P r eli m l n a r y e X P e ri m e n ts s h o w e d th a t I S H rF C M u sl n g
a fl u o r e s c e n c e -1 ab el e d p r ob e fb r E B E R l m R N A e n a b l e d a m o r e q u a ntitati v e e v al u ati o n of t h e ff a c ti o n of i nf e c t e d c ell s w ith i n

a s a m p l e p o p u l ati o n th a n st a n d a rd I S H u s l n g a n alk alin e p h o sp h a t a s e
-1 ab el e d p r o b e ･ H o w e v er , th e f b rm e r W a S l e s s s e n si ti v e

W h e n t h e fr a cti o n o f i n fe ct e d c e11s w a s s m a11 e r th a n l
p e r c e n t ･ L e v e ls of E B E R l e x p r es si o n v ar ie d a m o n g d iff t r e nt c ell li n e s

a n d th e d is t ri b uti o n o f fl u or e s c e n c e i n te n s l ty W i thi n a sl n g l e c ell p op ul ati o n w a s r el ati v el y w i d e , i n d i c a tl n g th a t E B E R l

e x p r e s si o n is c o nt r oll e d b y m u l tip l e m e c h a nis m s ･ I m p o rt a n tl y , th e vi ru S -i n f e ct e d c e11 s w e r e e asily d e t e c t a b l e w ithi n p e ri p h e r al

l y m p h o c y t e s fr o m p a ti e n t s wi th H L H a n d C A E B V , b u t n o t f r o m n o r m al c o n t r oI s o r p ati e n ts w i th a c u t e i n f e cti o u s

m o n o n u cl e o si s ･ E B E R I IS H r P C M m ay s e rv e a S a u S e fu 1 t o ol fb r rel ati v el y e a sy m o n it o n n g o f th e t a rg e t c e11s a n d th e m o d e s

Of i nf e c ti o n i n th e s e p ati e n ts ･ F ur th e r i n f o r m a ti o n i s e x p e c t e d t o b e d e ri v e d fr o m a m ul tip a r a m e te r a n al y s IS Of E B E R l

e x p r e s si o n v e r s u s e x p r e s si o n s of t h e diff b r e n t E B V - r e l at e d g e n e s a nd t h e s u rf a c e a n tl g e n S O f infe c te d c ell s .


