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1 次性 シ ェ
ー グ レ ン 症候群 (p ri m a r y Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e ,
1

凸

Sj S ) 患 者血 清中に 特異的に 存在する シ ュ
ー グ レ ン 症候群 B

(Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e B
,
S S B ) / 抗 L a 抗体の 対 応自己 抗原 で あ る S S B/ L a 抗 原と ,

E p s t ei n
- B a r r ウ ィ

ル ス ( E p s t ei n- B a r r

v ir u s
,
E B V ) に コ

ー

ド され る核内小 R N A ( E B V- e n C O d e d s m alI n u c l e a r R N As
,
E B E R s) と は安定した 結合活性を示 す こ と が知

られ て い る .
こ の こ と か ら 1

0

SjS の 病態 に E B V が 関与して い る 可能性 が示 唆 され
.

ニ れ まで に 多く の 研究者に よ り血 清学的

に
,
免疫組織化学的に あるい は 分子生物学的に 両者の 閑適が研究 され て きた が , 未だ に 結論は得 られ て い な い ･ そ こ で

, 両者

の 関係 を明 らか に する ため に
,
1

0

SjS 患者唾液腺 (s a li v a r y gI a n d ,
S G) 組 織18 検体 を 対象 に

,
2 種存 在す る E B E R s の う ち

E B E R -1 に 対す る生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行い 健常者 と比較検討 した . そ の 結果 ,
1

¢

Sj S 患者 S G の う ち 9 検体

で導管 上皮細胞 に
,

4 検体で 腺房上 皮細胞 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 陽性の 所見を認め た . 健常者で は 8 検体中3 検体に
, 導

管上 皮細胞 に の み ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所見を認め た . さ ら に
, 導管上 皮細胞 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 所見を

認め た 9 検体 の 1
8

S jS 患者 S G の う ち 8 検体で は
, 浸潤L て い る単核細胞 ( m o n o n u cl e a r c ell s

,
M N C ) に も陽性所 見が 認め ら

れ た . そ こ で ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ

ョ
ソ 陽性の 浸潤 M N C の 特徴を 明 らか に す るた め

, 隣接切片を 剛 ､ て免疫組織化学的検討

を 行な っ た . 抗体に は
,

T リ ン パ 球上 の C D 45 R O 抗原と 特異的 に 結合す る単 ク ロ ー

ン 抗体( U C H し1) を用 い た ･ そ の 結果 ,

ハ

イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 浸潤 M N C の 少な く と も 一 部は
,

T リ ン パ 球 と考え られ た . 以上 の 結果よ り
,
1

0

Sj S 患者の 少な

く とも 一

部で は E B E R-1 が大量 に 発現 され た状態に あ り∴通常ほ ほ と ん ど認め られ な い 腺房上 皮細胞 に 認 め る例もある こ と ,

また 浸潤 して い る リ ン パ 球に も E B V が感染 して い る こ と が 明らか と な っ た .
こ の こ と か ら ,

E B V が E B E R s の 発現を通 して

S S B/ L a 抗体を は じめ と する 1
Q

Sj S の 病態に 関与 して い る こ とが 示 唆 され る とと もに
,

リ ン パ 取 掛 こ T リ ン パ 球の 機能異常

に も関わ っ て い る 可能性が示 され た .

K e y w o r d s Sj 6 g r e n
'

s s y n d r o m e
,
E p st ei n- B a r r v ir u s

,
E p st ei n - B a r r vir u s- e n C O d e d s m all n u cl e a r

R N A s

シ ェ
ー グ レ ン 症候群ほ

,
唾液腺や涙 腺な どの 外分泌腺 へ の 単

核細胞 ( m o n o n u cl e a r c e11 , M N C ) 浸潤 に よ る破壊に
, 膠原病の

合併を 認め た病態と して 当初報告 され た が
1

＼ そ の 後他 の 膠 原

病 の 合 併 を 認 め な い い わ ゆ る → 次 性 シ ェ
ー グ レ ン 症 候 群

(p ri m a r y Sjb g r e n
'

s s y n d r o m e
,
1

凸

SjS ) が存在する こ とが 知 られ

る よ う に な っ た
2)

. 1
8

Sj S で は
,

シ ェ
ー グ レ ン 症 候 群 B

(Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e B ,
S S B )/ 抗 L a 抗体が そ の 約50 % に 出現す

る こ と知 られ て い る が
,

こ の 抗体ほ 1
8

SjS に 特異的 で ある と考

え られ て い る
3)

. 従 っ て
,
l

O

SjS と他 の 膠原病と の 合併を認め る

二 次性 シ ェ
p グ レ ン 症 候 群 (s e c o n d a r y Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e
,

2
0

Sj S) とは
よ 病因お よ び病態論的に 区別 し て 論ずる べ き独立 し

た症候群 で ある と考 え られ る .

一 方
,
E p s t ei n -B a rr ウ ィ ル ス (E p s t ei n

- B a r r v ir u s , E B V ) は
,

ほと ん ど の 成熟 した ヒ ト に 持続感染 の 形 で存在する ヒ ト ヘ ル ペ

ス ウ イ ル ス で あ るが
,

一 部 で は 悪性 リ ン パ 増殖性疾患
4 ト 2g)

や 固

平成 5 年1 1 月 4 日受付 ,
平成 5 年1 2 月1 4 日受理

A b b r e vi atio n : 1
0

SjS , p ri m a r y Sj 6 g r e n
'

s s y n d r o m e

形癌
3Q)

へ の 関与 が考 え られ てい る . 特に 後天性免疫不 全症候群

患者
4 州

や臓 器移植に おけ る免疫抑制剤投与患者
8 ト 11､■

に お い て 高

率 に 出現する悪性 リ ン パ 腫や リ ン パ 増殖性疾患 で は
, 増殖 した

リ ン パ 球内に 高率に E B V の D N A ある い は R N A が 同定 され

て い る .
1

G

sjS に お い て も , 悪性 リ ン パ 腫の 合併が 高頻度 で あ

る こ と が知 られ て お り
31 .

, 同様に E B V D N A が 検出され る こ と

が ある こ と が 報告 され て い る
12一

. S S B/ L a 抗体 の 対応自 己 抗原

で ある SS B/ L a 抗原と , E B V 由来核内小 R N A (E p st ei n- B a r r

vir u s- e n C O d e d s m all n u c le a r R ＼A
,
E B E R s) と ほ 安定 した 結合を

示 ず
2)33)

. ま た
,
E B V ほ持続感染の 状態 で ほ

,
1

C

SjS の 主 な標的

臓器で ある唾液腺 に 潜伏 してい る
34
＼ さ らに

,
E B V の 初感染状

態で ある伝染性単核球症の 後に 1
8

Sj S を発症 した症例が 過去に

2 例報告され て お り
3 珊

▲
1

d

SjS の 病態に E B V が 関与して い る

可 能性が考 え られ て い る .
1

0

Sj S に 限 らず 自己 免疫疾患 の 発症

に は , 遺伝 的要因の みな らず環境要因が重要 で ある こ とが
,

-

2
O

SjS ,
S e C O n d a ry Sj b g r e n

'

s s y n d r o m e ; C R 2
,

C O m p le m e nt

r e c e p t o r 2 ; E A
,

e a rly a n ti g e n ; E B E R s
,
E p s t ei n

- B a rr vir u s - e n C O d e d s m all n u cl e ar R N As ; E B N A･,
E p st e in - B a r r

Vir u s n u cIb a r an ti g e n ; E B V
,
E p st ei n - B a r r vir u s ; E D T A

,
et h yle n e dia r ni n e t et r a a c etic a cid di s o di u m s alt ; H L A

･

h u m a . n ly m p h o c y t e a n tig e n ; I g A
,
i m m u n o gl o b u li n A ; I g G

,
i m m u n o g lo b uli n G ; I g M ,

i m m u n o gl o b uli n M ; Ⅰし2 ,
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卵性双 生児を 対象と した 検討 で 指摘 され て い る
37)

. 環境 要 因と

して の 第 一 の 候補 は微生物感染, 特 に ウ ィ ル ス 感染 で ある .
こ

の た め 1
0

Sj S に お い て も , 多く の 研 究 者 に よ り 血 清 学 的

に
3 佃 l)

, 免疫観織 化学 的に
42ト 45)

ある い は分子 生物学的 に
, す な

わ ち ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ,

P C R)
45 卜 50 )

あ る い ほ 生 体 内局 所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ ( 玩

si t u h y b rid iz a ti o n
,
I S H )

41)4 3) 14 ) 47 } 珊

を 用 い て E B V の 関与が 検討 さ

れて きた が
, 未だ に 結論は 得 られ て い な い .

S S B/ L a 抗 原 と 安定 した 結 合活 性 を 示 す E B E R s
32 )3 3 )

ほ
,

E B V に 持続感染 した 細胞内で ほ大量 に 発現され て お り
, そ の

細胞 1 個あた り の コ ピ ー 数ほ 1 0
7

に も及ぶ
5-)

こ と が知 られ て い

るが , 複製感染 の 際 に は ほ と ん ど発現 し て い な い もの と 考え ら

れ て い る
52)5 3)

. ま た核 内で
5 4)

蛋 白と結合 して 存在す る
32) 獅 5)

こ と か

ら安定 して保存 され て い るもの と考 えられ ,
こ の 性 質を 利用 し

て E B V の IS H の 標的 と して 近年多く の 研究者に よ り用い られ

る よ うに な っ た
4 ト れ18) 1 3 ト 2 叩 )

. 特 に
, 長時間経過 した ホ ル マ リ ン

固定 パ ラ フ
ィ

ン ブ ロ ッ ク か らの 切片 で
, 非 ア イ ソ ト ー プ 標識 し

た プ ロ
ー

ブ を用 い て十分同定可 能 で あ る
4 ト 丁)川)1 3 卜 20 )3 0 )

. そ こ で 本

研究で は , 非ア イ ソ ト ー

プ標識 プ ロ
ー

ブ を 用い て 1
0

sjS 患者唾

液腺(s ali v a r y gl a n d
,
S G) 鼠 織中の 2 種存在す る E B E R s の うち

E B E R-1 の 発現 を 同定す る こ とに よ り ,
1

0

SjS の 病因 , 病態に

おけ る E B V の 関与 に つ い て 検討 した .

対象お よび方 法

Ⅰ . 対 象

198 2年 か ら19 93 年の 間に 当科に お い て 口唇小唾液腺 また は 舌

下腺 の 生検を 施行 し
,
1

凸

S jS (確実例) と診断 した患 者18 例の 生

検魁織を 対象と した が
, うち16 検体ほ 口 唇小唾液腺覿織 ,

2 検

体ほ 舌下腺組織 で あ っ た . 診 断 の 確 定 に ほ
, 厚生 省特 定 疾患

シ ェ
ー

グ レ ン 病調査研 究班 に よ る診断基準
58)

を 用い た が
, 生検

組織 へ の M N C 浸潤所見ほ必 須 と した . 性別は 男性1 例 , 女性

17 例 で
, 平均年令は54 . 9 土1 2 . 0 歳で あ っ た .

対照群と して は ,
口 唇小唾液腺膿胸な どに 対す る 口腔外科的

手術 の 際 , 隣接す る正 常な 小唾液腺を 切除 した もの 8 検体 を用

い た . 対照群の 平均年令は43 . 8 ±3 0 . 1 歳 で あり ,
1

0

S jS 群 と 比

較 して 有意な 相違は 認め な か っ た .

Ⅱ . 非 アイ ソ ト ー プ標識ブ ロ ー プの 作成

1 . オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合成 お よび 精製

R o s a ら
紺 に よ り報告 され た E B E R-1 の 一 次塩基配列の う ち

,

3
'

末端の30 塩基 に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ,
D N A 合成

磯 C y cl o n e ( M illi G e n
,
B e d f o r d

,
U S A ) で 合成 した . 同部位 に 相

同性を 有 し
, 作製 した オ リ ゴ ヌ

､

ク レ オ チ ドに 交差反 応する 可能

性 を持 っ た既知 の 配列が 報告 され て い な い こ と の 確認は
一 塩基

配列解析 ソ フ ト D N A SI S ( 日立 S K
, 横浜) を用 い て行 っ た .

作製 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ 以下の 方法 に よ り精製お よ び

ト リ チ ル 基の 除去を行 っ た . 脱気乾燥 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

を 0 .1 M ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 酢 酸 (t ri e th yl a m r n o ni u m

a c e t a t e
,
T E A A ) (和光 , 大阪) (p H 7 .0) に 溶解 し ,

メ タ ノ ー ル

(和 光) お よ び T E A A で 活性 化 した 核 酸精 製 カ ー ト リ ッ ジ

(D u p o n t
,
B o st o n , U S A ) に 添加 した . こ の カ ー ト リ ッ ジ を ア セ

i n t e rl e u ki n 2 ; I S H
,
i n sii u h y b ridiz a ti o n ; . M N C ,

ト ニ ト リ ル (和光)/ T E A A (1 0 : 9 0) で洗浄 し , 次に 0 .5 % ト リ

フ ル オ ロ 酢酸 (和光) で ト リ テ ル 基 を加水分解 して 除い た . 最後

に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 35 % メ タ ノ ー ル で溶 出 し
, 脱気乾燥

した .

2 . オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 標識

精製 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ 以下の 方法に よ り そ の 5 凍 端

を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ソ で 標識 した . 脱気乾燥 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド を 20 〃M の 濃 度 に な る よ う に 滅菌 蒸留 水 に 溶 解 し , そ の

5 pl に
, 5 × 末 端 標 識 緩 衝 液 (B o e h rin g e r

,
M a n n h ei m

,

G e r m a n y) 4 pl ,
2 5 m M 塩 化 コ バ ル ト 溶 液 ( B o e h ri n g e r) 4 pl ,

1 m M ジ ゴ キ シ ゲ ニ ソ 標 識 デ オ キ シ ウ リ ジ ン 5
'

一三 リ ン 酸

(d e o x y u ridi n e 5
'

-t ri p h o s p h a t e
,
d U T P ) 溶 液 (B o e h ri n g e r) 1 FLl

,

1 0 m M デ オ キ シ ア デ ニ ン 5
'

一三 リ ン 酸 (d e o x y a d e n i n e 5
'

- trip h o
-

S p h at e
,
d A T P ) 溶 液(B o e h ri n g e r) 1 pl,

5 0 単位ん1 タ ー ミ ナ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ (B o e h ri n g e r) 1 pl を 加え, 滅菌蒸 留水で 総容

量 20 〃1 と L て37 ℃ , 1 5 分反応 さ せ た . そ の 後直 ち に 氷 上 に 移

し
,
2 0 m g/ m l グ リ コ ー ゲ ン溶液 l 〟1 お よ び 0 .2 M エ チ レ ン ジ ア

ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム ( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e ti c a cid

d i s o d i u m s alt
,
E D T A ) ( 和光) 溶液( p H 8 .0 ) 2 0 0 pl を 加え て 反応を

停止 させ た . 末端標識され た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは
,
4 M の 塩

化リ チ ウ ム (和光) 溶液 2 .5 /∠l と 75 〟1 の - 2 0 ℃ エ タ ノ ー ル (和

光) を加 えて
-

7 0 ℃に 30 分放置する こ と に よ り沈殿 させ た . こ

れ を 1 乙00 0 × g 遠心 し
,

ペ レ ッ トを さ ら に も う
一 度 - 2 0 ℃ の

70 % エ タ ノ ー ル で 洗浄後脱気乾燥 した .

3 . ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動

得られ た 標識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気

泳動で 解析す る こ と に よ り
, 末標識の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 混

入 が 認め られ な い こ とを 確認 した .
ゲ ル は20 % ア ク リ ル ア ミ ド

(和光) ,
0 . 0 5 % 過硫酸 ア ン モ ニ ウ ム (和光) , 1 × ト リ ス ほ う酸

緩 衝 液 ( p H 8 .3) ( T ri s-b o r a t e
- E D T A b uff e r

,
T B E ) (1 0 0 m M

T ris
,
8 3 m M ほ う酸 ,

1 m M E D T A ) に N
,
N

,
N

'

,
N

'

一四 メ チ ル エ

チ レ ン ジ ア ミ ン (N ,
N

,
N

'

,
N

'

-t e tr a m e th yl e th yl e n e d ia m i n e
,

T E M E D ) を加 え て重合 させ 用 い た . 1 0 V / c m の 走電圧 で 泳動

し , 終 了後 0 ･5 p g/ m l の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (S ig T
a -

S t ･

L o u is
,
U S A ) に よ っ て 染色 し, 水洗後紫外線照射器 を用 い て 観

察 した .

4 . プ ロ ー ブ の 直接発色

プ ロ
ー

ブ を 直 接 紫 外 線 照 射 で ナ イ ロ ン 膜 に 固 定 し
,

B o e h ri n g e r 社の キ ッ ト を 用い て 発色 させ る こ と に よ り標識 を

確認 した . ま ず,
ナ イ ロ ン 膜 ( A m e r sh a m

, A m e r s h a m
,
U K ) を

10 0 m M T ri s
- H C l (p H 7 .5) ,

1 5 0 m M 塩 化ナ ト リ ウ ム (和光) (以下

緩衝液1 ) で 1 分間洗浄後 ,
1 % ブ ロ

ッ キ ン グ 試薬 (B o e h ri n gq

e r)/ 緩衝液 1 に30 分浸 し
, 抗体 の 非特異的結合を ブ ロ ッ ク した .

次 に 再び 緩衝液1 で 1 分間洗 浄後 ,
5 0 0 0 倍希 釈 し た ア ル カ リ

フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ 標識抗 ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体( B o e h ri n g e r) と30

分 間イ ン キ エ
ペ ー ト した . 再 び緩衝液 1 で1 5 分 , 2 回洗 浄し

,

次 に 10 0 m M T ri s
- H Cl ( p H 9 .5) ,

1 0 0 m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム
,

5 0 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム (和光) (以下緩衝液 2 とす る) に 2 分

間浸 して置換 した . 発色試 薬ほ
t
1 0 m l の 緩衝液 2 に 45 J上1 の ニ

ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ( nitr o b l u e t e tr a z oli u m , N B T)

m o n o n u cl e ar c ell ; P B S , p h o s p h at e-b uff e r e d s ali n e ; P C R
,

p oly m e r a s e c h ai n r e a ctio n′; S G
,

S aliv a ry g l a n d ; S S B a n tib o d y ,
Sj 6 g r e n

'

岳 s y n d r o m e B a n tib o d y ; S S C
,
S t a n d a r d

S ali n e cit r at e ; T E A A , t riet
.

h yl a m m o ni u m a c e t a t e ; V C A
,

Vir u s c a p sid a n tig e n

t
■

一
,

l
･

l
■
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(B o e h rin g e r) と 35 pl の5 ブ ロ モー4
- ク ロ ロ

ー 3 イ ン ド リ ル リ ン 酸

(5
- b r o m o

- 4- C h l o r o- 3-i n d ol yl p h o s ph at e
,

Ⅹ-

P h o s p h at e) (B o e h ri -

n g e r) を加 えて 用時作 製 し
,

ナ イ ロ ン 膜 と ともに プラ ス チ ッ ク

バ ッ グ に 封入 し
, 遮光下で 発 色 させ た . 反 応を 停 止す る 際に

は
,
1 0 m M T ri s- H C l ( p H 8 ･0) , 1 m M E D T A (以下 T E 緩衝液と

する) で 発色試薬を 置換 した .

Ⅲ . ノ
ー ザン ハ イ プ リダ イゼ

ー

シ ョ ン

1 .
E B V 持続感染細胞の 培養

E B V 持続感染細胞株 で ある ヒ ト B u rk itt リ ン パ 腫 由来細胞

株 R aji 細胞
57)

を
,
1 0 % ウ シ 胎 児血 清 ( GI B C O , N e w Y or k ,

U S A ) 添加 RP M I 1 6 4 0 培地 ( 日水 , 東京) 中で 培養 した .

2 . 全 R N A の 抽出

1 0
8

個 の 細 胞 を ,
0 .1 M リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ( p h o s p h a t e

-

b uff e r e d s ali n e
,
P B S ) (p H 7 .2) で 2 回 洗浄 し

,
以下の 方法 で 全

R N A を 分離抽出 した . は じめ に 4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ イ

ト(和光) ,
2 5 m M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム (和光) ,

0 .5 % N- ラ ウ ロ イ

ル サ ル コ シ ソ (和光),
0 .1 M 2- メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル (和光) (以

下D 溶液と する) を 加 えて ホ モ ジ ナ イ ズ した . 次 に 1/1 0 量 の 2

M 酢酸ナ トリ ウ ム (和光) ( p H 4 .0) , 同 量の T ri s- H C l 緩 衝 フ ェ

ノ ー ル (和光) (p H 7 朝 , 1/ 5 量の ク ロ ロ ホ ル ム (和光) を加え て増

枠後氷上 に1 5 分間放置 ,
3 0 0 0 × 乱 2 0 分 , 4 ℃ で 遠心 し上 層を 回

収 し
,
再度1 / 2 量の フ ェ ノ ー ル と 1 / 2 量 の ク ロ ロ ホ ル ム を加

え携拝後遠心 した . 上層 を 回 収 し
, 同量 の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル

コ ー ル (和光) を くわ え て - 2 0 ℃ に 2 時間放置 して R N A を 沈殿

させ
,
3 0 0 0 × g ,

3 0 分 ,
4 ℃で遠心 した .

こ の R N A を さ らに

2 m l の D 溶液に 溶解 し
, 同量 の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル をくわ

えて
-

20 ℃ に 1 時間放置後, 遠心 して 得た ペ レ ッ トを70 % ア ル

コ
ー ル で 洗い 乾燥 した . 得 られ た 全 R N A は リ ン 酸緩衝液 に 溶

解して ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン に 供 した .

3 . ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ

ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 用 の ゲル に は ,
1 . 2 % ア ガ

ロ
ー

ス ゲ ル を 用 い た .
ゲ ル お よ び サ ン プ ル の 調整と泳動用緩衝

液に ほ
,
3- N- モ ル フ ォ リ ノ プ ロ パ ン ス ル フ ォ ン 酸 (3 一[ N- m O r p hr

oli n o] p r o p a n e s u lf o n i c a cid , M O P S) (和光) と1 .1 % ホ ル ム ア ル

デ ヒ ド (和光) を 用 い
,

ま た サ ン プ ル は50 % ホ ル ム ア ミ ド( 和

光) と と もに 泳動 した .
1 0 V/ c m の 定 電圧で 電気泳動後 の ゲ ル

は蒸 留水 で 数 回 洗浄後 ,
1 0 × 標 準 ク エ ン 酸食塩 水 ( st a n d a r d

s ali n e citr a t e
,
S S C ) で45 分間洗浄 した . こ の ゲ ル に

,
あらか じ

め蒸留水で 1 分,
2 0 × S S C で 5 分間前処 置 した ナ イ ロ ン 膜 を載

せ
】
2 0 × S S C で ト ラ ン ス フ ァ

ー

を行 っ た . ト ラ ン ス フ ァ
ー の 終

了 した ナ イ ロ ン 膜 に ほ紫外線照射 を行 い
,

R N A を 固定 した .

ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標識プ ロ
ー ブの 発色 は

, 直接発色の 際と 同様に

B o e h ri n g e r 社 の キ ッ ト を 用 い て行 っ た .

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ
ョ ン 溶液 と し て

,
5 × S S C

,
1 % ブ ロ ッ キ ン グ試薬 ,

0 ･1 %

N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ
,
0 .0 2 % ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム

(s o di u m d o d e c yls u lf a t e
,
S D S) (和光) , 5 0 % ホ ル ム ア ミ ドを用い

た
. ト ラ ン ス フ ァ

ー の 終了 した ナ イ ロ ン 膜 を
,
4 2 ℃の ハ イ プ リ

ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液中で 2 時間 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を

行 っ た . 次に
,

ナ イ ロ ン 膜を 100 n g/ m l の プ ロ
ー

ブを 含む ハ イ

プリ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ 溶液 と と も に プ ラ ス チ ッ ク バ

ッ グ に 封入

し, 4 2 ℃で
一

晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た .
ハ イ プリ ダ

イ ゼ ー シ ョ ソ 終 了後 1
0 .1 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ を 含 む

2 ×S S C 中で 5 分間, 2 回洗浄 , 次 に0 .1 % N - ラウ ロ イ ル サ ル コ

シ ソ を含む 1 ×S S C で42 ℃ で15 分間 ,
2 回洗浄 した .

ハ イ プリ ダイ ズ した プ ロ
ー ブの 発色は 以下の 方法 で行 っ た .

まず ,
ナ イ ロ ン 膜を緩衝液1 で 1 分間洗浄後 ,

1 % ブ ロ
ッ キ ン

グ試薬/ 緩衝 液1 に30 分浸 し
, 抗体の 非特異 的結合を ブ ロ ッ ク

した , 次に 再び緩衝液1 で1 分間洗浄後 ,
5 0 0 0倍希釈 した ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識抗ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体と30 分間イ ン

キ エ
ペ ー

ト した . 再び 緩衝液1 で15 分 , 2 回洗浄 し, 次 に 緩衝

液 2 に 2 分間浸 して 置換 した . 続 い て 発色試薬を ナ イ ロ ン 膜と

と もに プ ラ ス チ ッ クバ ッ グ に 封入 し
, 遮光下で発色させ た . 反

応を 停止 する際に ほ
,
T E 緩衝液を用 い て 発色試薬を置換 した .

Ⅳ . 陽性対照ス ライ ドの作製

1 . E B V 持続感染付着細胞の 培養

E B V 持続感染細胞株 で ある上 咽頭痛由来細胞株 N P C- K T
58)

を
,

ポ リ ー し リ ジ ン (和光) であ らか じめ処理 して お い た ス ラ イ

ド グ ラ ス 上 に 播き , 1 0 % ウ シ 胎児血 清添加ダル べ
ッ

コ 変法イ ー

グル 培地 (日 水) 中で
一

昼夜培養 した .

2 . 細胞の 前処置

こ の ス ライ ド グ ラ ス を P B S で10 分間洗浄 した後 , 4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ P B S に1 5 分間浸 して 固定 した . ス ラ イ ド グ

ラ ス を 再び P B S で10 分間洗浄 し
, 次に 非特異的反応を 防ぐ目

的で - 2 0 ℃ の エ タ ノ ー ル/ 無水酢酸(和光) (9 5 : 5) で 5 分間処理

した . 風乾後 ス ラ イ ドグ ラス は液体窒素 で 急速 冷凍 し, 使用 ま

で の 間
-

70 ℃ で 保存 した . 使用時 に は ス ラ イ ド グ ラ ス は エ タ

ノ ー ル 系列を通 した 後,
P B S に1 0 分間 2 回 浸 して か ら使 用 し

た .

V . 生体内局所ハ イ プリダイ ゼ
ー

シ ョ ン

ホ ル マ リ ン 固定後 ,
パ ラ フ ィ ン 包唾 さ れ常温で 保存 され て い

た ブ ロ ッ ク よ り ,
ミ ク ロ ト ー

ム を用 い て 厚 さ 3 〟m の 切片を 作

成 した . ス ラ イ ドグ ラ ス に は
,

シ ラ ン コ ー テ ィ
ン グ ス ラ イ ド

(D a k o
,
G l o str u p ,

D e n m a rk ) を用 い た . 切片ほ キ シ レ ン (和光)

で パ ラ フ ィ ン を 除去 し
, 次に ア ル コ

ー

ル 系列を通 して用 い た .

プ ロ テ ア ー ゼ K ( B o e h ri n g e r) 処理 は
,
1 〃g/ m l の 濃度 で1 5 分

間 , 3 7 ℃ で 処 理 を 行 っ た . こ の 際 の 緩 衝 液 に は
,

50 m M

E D T A
,
1 0 0 m M T ri s- H C l ( p H 7 .5), 2 m M 塩 化 カ ル シ ウ ム (和

光) を 用 い た ∴ 続い て 滅菌蒸留水 で 5 分間洗浄後 ,
0 . 2 % グ リ シ

ン ( 和光)/P B S で1 0 分間処理 を行 っ た . 次 に 1 ×D e n h a r d t 溶液

( ヤ ト ロ ン
, 東京) を含む 4 × S S C を 試料に 載せ

,
6 0 分間プ レ ハ

イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た . そ の 後ス ラ イ F
､

グ ラ ス を 再 び

ア ル コ ー

ル 系列に 通 して 脱水 した .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン に

は
, 市販の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 緩衝液( ヤ ト ロ ン) に
,

ジチ

オ ス レ イ ト
ー

ル ( ヤ ト ロ ン) を 2 % 加え ,
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標識 プ

ロ
ー

ブを 10 n gルl の 濃度に な るよ う に 加 えた もの を用 い た . こ

の 上に 注意深 く シ リ コ ン ( Sig m a) 処 理 し た カ バ ー

グ ラ ス を か

け, 3 7 ℃で 一 晩 , 湿相中で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 後の 洗浄は , ま ず 2 × S S C 中で カ バ ー

グ ラ ス を は ず した 後, 同じ液 で 常温 で1 0 分 ,
2 回 行い

, 次 に

0 .1 % N
- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン を含む 1 ×S S C で4 2 ℃ の 条件 で

45 分 , 3 回 行 っ た .

ハ イ プ リ ダイ ズ した プ ロ
ー

ブの 発色 ほ , 基本的に ほ ノ ー ザ ン

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ の 際 と同様 に 行 っ た . すな わ ち ,
ス ラ

イ ドグラ ス を緩衝液‡で 1 分間洗浄後 ,
0 . 5 % ブ ロ

ッ キ ン グ試

薬 を含む 緩衝液 1 に30 分浸 し
, 再び 緩衝液 1 で 1 分間洗浄乱

ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標識抗 ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体を30 分間

イ ン キ エ
ペ - ト した . 次の 緩衝液 1 に よ る洗浄は15 分 ,

3 回行

い ∴緩衝液2 に 2 分間浸 した . 発色試薬も同様の も の を 用い
,
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ス ラ イ ドグ ラ ス と プ ラ ス チ ッ ク バ
ッ グ に 封入 し

, 遮光下 で 発色

さ せ た . 発色終了 後 T E 緩衝液で 発色試薬を 置換 した . 封入 に

は グ リ セ リ ソ ( M e r c k . D a r m st a d t , G e r m a n y) を 用 い た .

Ⅵ . 免疫組織化学

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 切片は
,
I S H の 際と 同 様に シ ラ ン

A B

3 0 b p

Fi g . 1 . P oly a c r yla mi d e g el ele c t r o p h o r e si s o f dig o x i g e n i n-
I a b el ed olig o n u c ul e o tid e p r o b e . U n l ab el e d oli g o n u cl e o tid e

Vi s u ali z ed b y e thi di u m b r o mi d e p r e s e n t s a si n gl e 3 0 b p

b a n d (1 a n e B) . I n c o n tr a s t
,
1 a b el e d oli g o n u cl e o ti d e d o e s

n o t s h o w a n y b a n d
, p r O b a b ly b e c a u s e of g el m ob ility s h ift

i n t o s m e a r (1 a n e A ) . P oly a c r yl a mi d e g el i s 2 0 % i n

C O n C e n tr a t1 0 n .

A B

F ig . 2 . D ir e c t d e t e c ti o n of d ig o x ig e ni n-l a b el e d oIig o n u cl e o
-

tid e p r o b e . L a b el e d p r o b e (A ) a n d th e kit i n s e r t di g o xi-
g e n i n-d U T P l a b el e d c o n tr ol oli g o n u cle o tid e t ail e d u n d e r th e

S a m e C O n diti o rl (B ) a r e d e t e c t e d e q u all y i n t e n s ely .

コ
ー

テ ィ
ン グ ス ラ イ ド上 に 載せ

,
キ シ レ ン お よび ア ル コ ー

ル 系

列を 通 し脱 パ ラ フ ィ ン お よ び 脱 水 後 用 い た . 免疫 鼠織 化学に

は , 市販の キ ッ ト( D a k o) を 用 い た . 切片を ま ず
,

3 % 過酸化水

素水 (D a k o) で 5 分処 理 す る こ と に よ り , 内因性 ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ 活性 を ブ ロ
ッ ク した . P B S で 5 分 ,

3 回洗浄後 ! ウ シ 血

清 ア ル ブ ミ ン ( D a k o) で 5 分間処理す る こ と に よ り抗体 の 非特

異的反応を 5 分間 ブ ロ ッ ク した . 再 び P B S で同様の 洗浄を 行

な っ た 後,

一 次抗体 と して1 00倍 希釈 した マ ウ ス 抗 ヒ ト T 細 胞

C D 45 R O 単 ク ロ ー

ン 抗体 ( ク ロ ー

ン : U C H し1) ( D a k o) を 用い

た .

一

次抗体 の 反応は60 分行い
, 再 び P B S で 洗浄 した . 次に ビ

オ チ ン 標識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体 (D a k o) を 二 次抗

体と して用 い
,
1 0 分間イ ン キ エ

ペ ー 卜 した . 続い て P B S で 洗

浄 し, 酵素溶液 と して ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ

ン (D a k o) を まず10 分反応 させ
,
P B S で 洗浄後 ,

次に 基質溶液

と して 1 ,5 % 3 - ア ミ ノ ー9 - エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (3 -

a mi n o- 9- e th yl-

1 9 4 b p → -

一 喝 -

1 7 0 b p

Fi g . 3 . N o rth e r n h y b rid iz a ti o n . A si n gl e 1 7 0 b p b a n d in

t o ta l R N A e x tr a c t e d f r o m R aji c ell s th a t c o n t ai n a b o u t 9 0

c o pi e s/ c ell of E B V D N A i s h y b rid iz e d s p e cifi c ally wi th th e

Olig o n u cl e o tid e p r o b e . A 1 9 4 b p a r r o w sh o w s a m ol e c ul a r

W ei g h t m a r k e r .

F i g . 4 . I n sit u h y b rid iz a ti o n f o r E B E R -1 wi th c u lt u r e d N P C - K T c elIs . P o siti v e h yb ri diz a tio n is s e e n i n all n u cl ei , O ri gi n al

m a g nifi c a ti o n x 4 0 0 .
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c ar b a z ol e
,
A E C ) (D a k o) , 0 .0 5 M 酢 酸 緩 衝 液 ( p H 5 .2) (D a k o)

4 m l に 対 し
,
過酸化水素水1 滴 を 加 え て 用 い

, 8 分反 応 さ せ

た . 最後に 蒸留水で 洗浄 し
,

マ イ ヤ ー ･ へ マ ト キ シ リ ソ 溶液

( 和光) で 対比染色を 行 っ た後 ,
グリ セ リ ン 封入 して 観察 した .

Ⅶ . 臨床検査成績と 統計学的解析

E B E R-1 陽性 l
O

Sj S 患者 と陰性患 者の 間で
,
浸潤巣ス コ ア

,

症状 ( 口腔乾煉 , 限乾 煉 , 唾 液腺腫 脹 , 関節痛 ,
レ イ ノ ー 現

象) ,
各種臨床検査成績を 比較検討 した . 検査成績と して は

,
リ

ン パ 球数,
C D 4/ C D 8 比( フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法) , 抗核 抗体

(間接抗体法) ,
シ ェ

ー

グ レ ン 症候群 A / 抗 R o 抗体 (酵素 免疫

法) ,
S S B/ L a 抗体 ( 酵素免疫法) , リ ウ マ チ 因子 , 免疫 グ ロ プ リ

ン G (i m m u n o gl o b uli n G
,
I g G) , 免疫 グ ロ ブリ ン M (i m m u n oT

gl o b u li n M
,
I g M ) , 免 疫 グ ロ プ リ ン A (ir n m u n o gl o b u li n A ,

I g A) , 補体第 3 因子 , 補体第 4 因子 (以上 ネ フ ェ･
ロ メ トリ ー

法) , 補体価( M a y e r の 5 0 % 溶血 法) ,
抗 E B V ウ ィ ル ス カ ブ シ ド

抗原( vi r u s c a p sid a n ti g e n ,
V C A) I g G 抗 体価 , 同 Ig M 抗 体

価 . 同 Ig A 抗 体価 , 抗 E B V 早期 抗原 ( e a rly a n ti g e n
,
E A)

I g A 抗体価 , 同 Ig G 抗体価 , 抗 E B V 核抗 原 (E p s t ei n- B a r r

vir u s n u cl e a r a n ti g e n , E B N A ) 抗体価 (以上免疫蛍光抗 体間接

法) に つ い て検討 した . 統計学的解析 は
I
F i sh e r の 直接確率検

定, ズ
2

検定ま た は対応の な い W il c o x o n 検定を用 い て 行 っ た .

88 5

p < 0 .0 5 をも っ て 有意と判定 した .

成 績

t . E B E R - 1 に 対する相補的合成オ リ ゴ ヌ ク レオチ ドの 純

度

l
O

SjS の 発症 と E B V と の 関連を調 べ るた め
,
E B V よ り転写

され S S B/ L a 抗原と結合す る こ と が知 られ て い る R N A の 一 種

で ある E B E R,1 の S G に お ける発現を検討 した . E B E R -1 の
一

次塩基配列の う ち
,
3

'

末端の30 塩基に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドを合成 した . 相同性検索の 結果で は , 同部位に 高い 相同性

を 有する既知の 配列ほ 報告 され て い な か っ た
.

合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 純度は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳

動 で調べ た . 図1 に 示すように
, 末標識の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

ほ 30 b p の 位置に 単 一 の バ ン ドと し て 染色 さ れ た . こ れ に 対

し 仁 標識後 エ タ ノ ー

ル 沈殿を行 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを泳動

した レ ー

ン に は同 じ位置 に バ ン ドを 認め なか っ た . こ の 結果

は
t 標識オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド中に ほ 未標識 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドは は とん ど含まれ て い な い こ と を示 して い る .
ジ ゴ キシ ゲ ニ

ン で標識 され た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは ス メ ア と な っ て ゲル 中に

存在する と思われ るが
,

ポ リア ク リル ア ミ ド自身に よ る非特異

的発色の た め 同定 できなか っ た .

F ig . 5 . I n sit u h y b ridi z ati o n f o r E B E R -1 wi th n o r m al S G s ･

m a g nifi c a ti o n x l OO .

T h i s p h o t o g r a p h s h o w s a h yb rid iz a ti o n n e g ati v e c a s e ･ O rigi n al

T a bl e l . C o m p a ri s o n of e x p r e s si o n of E B E R -1 i n s ali v a r y gla n d s b e t w e e n p a ti e n t s wi th

p rlr n a r y Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e a n d n o r m al c o n tr oI s

G r o u p
▲)

N u m b e r of

c a s e s e x a r ni n e d

N u r n b e r of E B E R -1 -

P O Siti v e c a s e s

D u c ts A ci ni M N C s

1
O

S jS S G s 18 9 4 8

N o r m al S G s 8 3 0
-

b)

a) 1
O

S jS S G s
,

S ali v a r y gl a n d s e x cis e d f r o m p a ti e n ts w ith p ri m a r y Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e ;

N o r m al S G s
,

S ali v a r y gl a n d s e x ci s e d f r o m n o r m al s u bj e c ts ･

b)
-

,
n O m O n O n u Cl e a r c ell i n filtr a ti o n w a s o b s e r v e d i n n o r m al S G s ･
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Ⅱ . E B E R - 1 に 対す る合成オ リゴ ヌク レオ チ ドの特異性

合成 した E B E RTl に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに は
,

さ ら

に5
'

末端 の ジ コ キ シ ゲ ニ ン に よ る標識 を行 っ た . こ の プ ロ ー ブ

を ナ イ ロ ン 睦に 直接固定 し て発 色 させ た と こ ろ
, 陽性 コ ン ト

ロ ー ル とは ば 同等の 濃度で 発色 した ( 図 2) .
こ の こ と か ら

,
プ

ロ ∴ - ブの 標識効率 に は 間層 はな い もの と考え られ た .

次に そ の 特異性を R aji 細胞よ り抽出 した 全 R N A を用 い て 調

べ た . そ の 結 果,
用い た全 R N A 中に ほ 17 0 b p の 位置 に プ ロ ー

ブ と反応す る単 一 の バ ン ドを 認め た ( 図 3) . こ の こ と か ら
, 作

製 した 非ア イ ソ ト ー プ標識 プ ロ ー ブ が
,
E B E R-1 に 特異的 に ハ

イ ブ リ ダイ ズす る こ とが 確認 され た .

また
, 明 らか に 陽性と な る べ き N P C-K T 細胞を 用 い

,
I S H に

よ る検討を行 っ た . そ の 結果
, 観察 され た全 て の 細胞の 核に ハ

イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 所見を 認め た ( 図4 ) . 核小体が陰

性 に 抜け る像 は確認 で きな か っ た .

Ⅲ . 唾液腺組織 に お け る生体内局所ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン

お よび杭 丁細胞抗体 によ る免疫組織 化学

1 . 対照群

健常者唾液腺 8 検体の うち 3 検体で , 導管上 皮細胞 の 核に ハ

イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 陽性所見 を認め た (表1 ) . 核小体 の 陰性

b

Fi g . 6 . J n sit u h y b rid iz a .ti o n f o r E B E R -1 a n d i m m u n o hi s to c h e mi c a l s t a n i n g f o r C D 4 5 R O wi th l
O

Sj S■S G s ･ ( a) I n sit u h y b ri diz a ti o n

s t u d y . P o siti v e h y b ridi z ati o n is s e e n i n d u c t al e pith elial c ells ( a r r o w h e ad) a n d i n filt r a ti n g M N C s . (b) I m m u n oh i s to c h e m i c al

s t u d y f o r C D 4 5 R O i n th e s e c ti o n a dj a c e n t t o (左) . A M N C i nfiltr a t in g i n t o d u c t もs p o siti v e f o r C D 4 5 R O ( a r r o w h e a d) ･ N o t e th e

E B E R .1 a n d C D 4 5 R O p o si tiv e c ell ( a r r o w ) . (c) I n si t u h y b rid iz a ti o n s t u d y i n a n o th e r c a s e of l
血

SjS S G . (d) I m m u n o h is t o c h e m
-

i c al st u d y f o r C D 4 5 R O i n th e s e c ti o n a dj a c e n t t o ( c) . O ri gin al m a g n ifi c a ti o n x 2 0 0 .
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像は認め な か っ た ･ 腺房上 皮細胞 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 陽

性所見を 認め た もの は な か っ た ･ な お
, 図5 に ほ ハ イ プリ ダイ

ゼ
ー シ ョ ン 陰性の 例を 示 した .

2 . l
O

S jS 群

1
｡

SjS 1 8 検体 の うち 9 検体で は , 導管上 皮細胞 の 核 に ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ 陽性所見を 認めた (囲 6 a

,
C お よ び表 1) ･

こ

の所見は
1

8 検体 では 非常に 強く認め られ
, 発色強度 の 点ほ 対

照群に 比較 して 明らか に 強か っ た ･ また
,
浸潤 M N C の 標的と

な っ て い る と思わ れ る導管 に よ り強く認 め る傾 向が あ っ た ･ こ

の 8 検体 の うち 4 検体 で ほ
, 腺 房上 皮細胞 に も ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー シ ョ ン 陽性所 見 を 認め た . さ ら に
,

8 検 体 全 例 で 浸潤

M N C の 一 部に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン 陽性所 見 を認 め た (表

1 ) .

I S H の 隣接切片 を用 い た U C H L-1 に よ る免疫阻織 化学 的検

887

索 に お い て は
,

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ
ン 陽性 で あ っ た 9 検体全

例 で 浸潤 M N C に 陽性細胞を 認め た ( 図 6b ,
d) ･ 浸潤 M N C に

おけ る陽性細胞の 割合に つ い て は浸潤巣 ご とに 異な り ,
また浸

潤巣 の 大き さ, すな わ ち浸潤 M N C 数 とは 掛 こ 一 定 の 関係ほ認

め な か っ た . しか し浸潤 巣の 中で ほ t
よ り中心 , すなわ ち標的

で ある導管 に 近い 部分で 陽性細胞が多 い 傾 向を 認め た ･
こ の よ

うな 最も陽性率の 高い 部分で ほ
, 浸潤 M N C に 占め る陽性細胞

の 割合ほ90 % 以上 に 達 して い た . こ の 部分を中心 に
, 隣接切片

を 用 い た IS H の 鮭果 と注意深く対比 して み る と ,
E B E R -1 と

C D 4 5 R O の い ずれ も 陽性の 細胞 が 存 在す る こ と が 明 ら か と

な っ た ( 図 6 a , C) .

Ⅳ . I S H 陽性患者 と陰性患者との 臨床検査成績の 比較

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン 陽性で あ っ た 9 検体と , 陰性 であ っ

た 9 検体の 間 で
, 浸潤巣 ス コ ア

,
症状( 口 腔乾燥 , 限乾 凰 唾液
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腺腫脹, 関節痛
,

レ イ ノ ー 現象) , 検 査成績 すな わ ち リ ン パ 球

数 ,
C D 4/ C D 8 比 , 抗核抗体,

シ ュ
ー グ レ ソ 症候 群A / 抗 R o 抗

体 ,
S S B/ L a 抗体 ,

リ ウ マ チ 因子 ,
I g G . I g M , I g A

, 補体第 3 因

子 , 補体第 4 田子 , 補体価 , 抗 E B V V C A I g G 抗 体価 , 同

Ig M 抗体価 , 同 Ig A 抗体価 , 抗 E B V E A I g A 抗体 価 , 同

Ig G 抗体価 , 抗 E B N A 抗体価に 統計学的有意差は 認め な か っ

た .

考 察

1
O

Sj S の 患者血 清 中に 存在する S S B/L a 抗体の 対応抗原で あ

る S S B/ L a 抗 原は
,

R N A
59 h 6 2)

お よ び A T P
63) 8 4)

結 合部位 を 持

ち
,
全て の R N A ポ リ メ ラ ー ゼ Ⅲ に よ り転写 さ れ た R N A (5 S

リ ポ ゾ
ー ム R N A お よ び ト ラ ン ス フ ァ

ー R N A ) と 結 合 す

る
5 9卜 62)

.
こ の こ とか ら S S B/L a 抗原 ほ R N A ポ リ メ ラ ー ゼ Ⅲ に

よ る転写に必須の 核蛋白と 考えられ て い る
64)6 5 )

. S S B/ L a 抗原 と

E B E R s が 非常 に 安定 し た 結合活 性 を示 す
32)3 3 )

こ と
,

E B V が

1
d

SjS の 主 な標的臓器 で ある唾液腺に 潜 伏す る
34) こ と

,
E B V の

初感染で ある伝染性単核球症 の 後 に 1
0

SjS を 発症す る 症例が存

在する
35}3 6} こ とか ら

, 多く の 研究者に よ り1
0

SjS と E B V の 関与

に つ い て 研究 され て い る .

V e n a bl e s ら
38)

は , E B V V C A に 対す る Ig G 塾抗体価 ほ
, 正

常対照群 と比較 して 有意な相違 は存在 しな か っ た と報 告 した .

次い で O rig gi ら
39)

は
, 抗 V C A I g G 抗休価お よ び E B V E A に

対す る Ig G 抗休価に つ い て ほ有意差ほ 得 られ なか っ た もの の
,

E B N A に 対す る抗体価が 1
8

SjS で ほ 有意に高値を 示 し
,
さ らに

l
O

S jS を S S B/ L a 抗 体陽性 群 と 陰性 群に 分け る と , 前 者 で

E B N A 抗 体 価 が 有 意 に 高値 で あ っ た と 報告 し た . さ ら に′
Y a r n a o k a ら

40}

は
,
1

8

SjS 患者群で ほ抗 V C A I g G お よ び Ig M

型抗体価が 対照群に 比較 して 有意 に高値で あ っ た と報告 して い

る . しか しそ の 後 V e n a bl e s ら
頼

は合成 ペ プチ ドを 用い た 酵素

免疫測定法( e n z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y , E L IS A ) で抗

E A およ び 抗 E B N A-1 抗体価 を ,
I g G

,
I g M お よ び Ig A 型 に 分

けて測定 した結 果 ,
い ずれ の 抗体価 も1

0

SjS 群 と対照群 の 間 に

有意差は 認め なか っ た と して い る .

免疫組織化学 的検討を 初め て 報告 した の は F o x ら
42)

で あ る

が
, 彼 らは 1

ら

Sj S の 生検小唾液腺鼠織14 例中 8 例で 抗 E A-D 抗

休で導管上 皮お よ び 腺房 上皮細胞が 陽性に 染色 され
,

正 常対照

群で ほ14 例中1 例も染色され なか っ た と 報告 した . しか しそ の

後 , E A- D , E A R , V C A
.
E B N A お よび潜伏感染膜蛋白 (1 a t e n t

i nf e c ti o n m e m b r a n e p r o t ei n , L M P) に 対する抗体を 用 い た 免疫

阻織化学 で ∴否定的な報告が 相次 い で い る
43 卜 45)

F o x ら
42j

ほ ま た , 生検紅撒 か ら ス ロ
ッ トプ ロ

ッ ト ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ
ョ ソ を 用 い て ,

1
0

SjS の 2 0 例 中 8 例 で 直 接 E B V の

D N A を 検出 し
, 正常対照群 で は全く検出 されな か っ た と報 告

した .
つ い で 同 じ施設 か ら

46)

,
P C R を 用 い て 生 検 観 織 中 の

E B V の D N A を増幅 した と こ ろ
, 健常者群 で は15 例中 2 例の み

が 陽性 で あ っ た の に 対 し
,
1

0

S jS で は 9 例 中7 例が 陽性で あ っ

た と報告 され た . また
, 増幅後の D N A に つ い て サ ザ ン ノ ､ イ ブ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行い
, デ ソ シ ト メ トリ

ー

で 半定量す る こ と

に よ り ,
1

0

S jS S G 中に 存在する E B V の D N A 量は
, 健常者群

で 認め られる そ れに 比 して 多い とも述 べ て い る . し か し なが

ら
,
P C R 法 で用 い られる D N A ポ リ メ ラ ー ゼに は ∵ 定の 確率 で

誤 っ た増幅を 行 う可能性 が あり
,
P C R 法を 用い て 定 量を 行 う

際に は よ 特殊 な方法 を用し
.

､ る必要が ある こ とが 知 られて い る
鞘

こ と
, ま た浸潤 して い る M N C 内に 存在する E B V を も同時に

増幅す るの で
, 唾液腺固有 の 細胞 内に 存在する E B V D N A 量の

み を観て い るわ け で ほ な い こ と か ら
,

こ の 比較 に は 無理 がある

と 考 え ぎ る を 得 な い . さ ら に
,

こ の 報 告 に 続 い て い く つ か

P C R を用 い た 研究 の 報 告が あ る
45)4 7 )4 g )

が
,

こ れ ら は い ず れ も

1
C

Sj S S G ほ
,
2

0

sjS S G , 2
`

S jS を伴わ な い 膠原病患者 S G ある

い は健常対照群 S G と比 較 して E B V D N A の 検出率が 高い と

は言 えな い と い うもの で ある . 我 々 の 検討
50)

でも , 例数ほ 少な

い も の の
,
1

0

SjS S G , 2
0

Sj S お よ び シ ェ
ー

グ レ ン 症候群 を 伴わ

な い ほか の 膠原病患者 S G の い ずれ に も E B V D N A が検出さ

れ た ･ た だ し涙腺を 用 い た P fl u gf eld e r ら
48)

の 検討で ほ
,
1

白

SjS

S G l O 例中 8 例に E B V D N A が検 出され た の に 対 し , 健常対照

群 S G で ほ34 例中11 例の み で あ っ た と報告 され て い る .
い ずれ

に し ろ
,
P C R 法 で は E B V 感染細胞が 特定 で きず , 唾 液腺国有

細胞 に存在する の か
, 浸潤細胞 に存在す るの か ほ 他の 方法 で検

討す る必 要が あ る .

1 9 8 9 年以軋 1
0

SjS S G 中の E B V D N A を IS H を 用 い て検

討 した 報告 が相 次い で な され た , S c h u u r m a n ら
44)

の 報告 で は

1
`

SjS S G の 8 例中 4 例 ,
2

0

S jS S G の 5 例中2 例 ,
シ ェ

ー

グ レ

ン 症候群を 伴わ な い 他の 膠原病患者 S G の1 6 例中1 例で ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所 見 が 得 ら れて い る . ま た
,
V e n a ble s

ら
4一) 欄

に よれば
,
l

O

SjS S G の1 2 例中 2 例 ,
2

0

SjS S G の 3 例中1

例 ,
シ ェ

ー

グ レ ン 症候群を 伴わ な い 他の 膠原病患者 S G の 4 例

中 2 例 , 健常対照群 S G の 3 例 中3 例が ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ

ン 陽性で あ っ た と い う . 続く S y rj邑n e n ら
47)

の 報 告 で も 1
ロ

SjS

S G の 9 例 ,
シ ェ

ー グ レ ソ 症 候群 を 伴わ な い 他 の 膠 原病患者

S G の11 例 , 健常対照群 S G の 6 例 の 全て が ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 陰性 で あ っ た . 1
8

Sj S S G に E B V D N A の 検 出率 が高

か っ た と の 報告 ほ M a ri e tt e ら
49)

が 1
O

Sj S S G の 8 例 中 4 例 ,

2
0

SjS S G の 6 例中 6 例 ,
シ ェ

ー グ レ ン 症候群を 伴 わ な い 他の

膠原病患者 S G の39 例中 3 例 で ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性の

所見を 認め た と報告 した もの の み で あ る .
これ ら の 報告で 認め

られた ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 陽性所見ほ 何れ も 導管 上皮細胞

ある い は腺房上 皮細胞 の み で あり , 浸潤 M N C に 認め たと の 記

載ほ 全く認 め られ な い . た だ し ご く最 近に な っ て Pfl u gf eld e r

ら
67)

ほ 涙腺 中に 浸潤 した B リ ン パ 球領域に 陽性所 見を 認めた と

報告 して い る . 報告 に よ っ て E B V D N A の 検出率 が 異な る の

は
, 例数が 少な い こ と 一 人種や 地域 , 使用 して い る診 断基準が

異な る こ と も理 由 と して 挙げ ら れ る が
,

こ れ に 加 え て E B V

D N A を標 的と した ア イ ソ ト ー プ標 識プ ロ ー ブ に よ る IS H が感

度や安定性
,

さ ら に ほ 経済性の 面 で 問題 が ある こ とも大きな理

由の 一

つ と考 え られ る . さ ら に
,
E B V D N A を

･

検出す るの み で

ほ
,

E B V の 遺伝情報が どの よ うな 形で 存在す る の か
, すな わ

ち 持続感染 の 状態 で宿主 の D N A 中 に 観み 込ま れ て い る の か ,

ある い ほ屈性感染 の 状態 で 細胞 質中 に 環状 の D N A ある い は

ウ ィ
ル ス 粒子 と して 存在す るの か 全く不 明で ある .

以上 の よう に
, 過去 の い く つ か の 報告か らは 1

8

SjS の 病態 へ

の E B V の 関与 に つ い て ほ 肯定と も否定 とも結論す る こ と はで

きな い . そ れ は 結果が 報告 に よ っ て 相 反す る か らば か りで な

く , そ れ ぞれの 手法に も理 論的 な 問題 点が 存在す る か らで あ

る . 本研究で 用 い た E B E R -1 に 対す る非 ア イ ソ ト
ー

プ標 識 プ

ロ ー ブを 用 い た IS H ほ
, 感度や 安定性 , 経済性 と い っ た 従来の

IS H 法の 問題点を ある程 度解決 したも の と考 えられ る . 今回プ

ロ ー ブ と して 選択 した部 位は
,

二 次元構造
5Ⅰ)

. でも パ リ ソ ド ロ
ー



シ ェ
ー

グ レ ン 症候群唾液腺に お ける E B E R -1 の 発現

ム を形成す る可能性ほ なく ,
ま た S S B/ L a 抗原と 結合す る部位

に あた る
68)

こ とか ら
,

よ り安定に 保存 され て い るもの と 考え ら

れ る .
E B E R-1 に 対す る IS H で ほ ▲

E B E R s が 持続感染 でほ 大

量に 発現 され て お り
51)6 9 )

,
S S B/ L a 抗原 な どの タ ン パ ク と結合 し

で
2}33) 5 5 )

非常に 安定に 保存 され る こ とか ら
,

R N A を標的と する

IS H と して は 例外的 に 試料の 保存 が容 易で
, 通常 の ホ ル マ リ ン

固定パ ラ フ ィ
ン 切片 で 充分 な 感度 が 得 られ て い る ･ こ の こ と

は , 臨床材料 を対象 とする IS H の 場合 , 非常 に 重要 な 点 で あ

る . 標識に つ い ては 近年非ア イ ソ ト ー プ標識と ア イ ソ ト ー プ標

識で感度に は ほ とん ど差は な い も の と評価 され て い る ･
ア イ ソ

ト ー プ標識の 利点 は
,

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 信号で あ

る乳剤中の グ レ イ ン を カ ウ ン トす る事 に よ りある程度 の 定量が

行え る点に あ る .
こ の 点非 ア イ ソ ト ー プ標識で は

, 染色の 強度

か ら目測 で 半定量を 行う こ とが でき る に 過 ぎな い . しか し非ア

イ ソ ト
ー

プ標識 で は
,

ア イ ソ ト ー プ標 識の グ レ イ ン の よ う に ア

イ ソ ト
ー プ と乳剤の 間に 距離が ある こ と で エ ネ ル ギ

ー 線が飛散

して信号が 拡大する こ と は なく ,
比較 的 コ ン ト ラ ス トの ほ っ き

り した染色 が得 られ る . ま た , 標識プ ロ ー ブ が長期保存で きる

の で標識 の む らも少な い
. 安価 で 安全に 行え る こ とも重要で あ

る . 本研究 で も ,
こ れ ま で の E B V D N A を標 的と し た ア イ ソ

ト
ー

プ標 識 プ ロ ー ブ に よ る IS H で ほ 同定 で きな か っ た 浸潤

M N C に E B E R-1 が 同定 され た こ と か らも, 感度の 面 で従来の

方法を 上 回 っ て い る こ とが 理 解され る .

E B E R s は 主 に 持続感染状態の 細胞 で 最大に 発現 さ れ る もの

と考 え られ て い る
51)

. したが っ て E B E R- 1 に 対する IS H で は ,

染色強度が 強く E B E R -1 の コ ピ ー

数が 多 い こ と は , 必ず しも

E B V の コ ピ ー 数が多 い こ とを 示すも の で は ない . l
O

SjS の 病態

に おけ る E B V の 関与を 示 唆す る事実の 一

つ と して
,
l

O

SjS に

特異的に 認め られ る S S B/ L a 抗体の 標 的抗原 と E B E R s の 結合

が挙げられ て い る こ と か らも 1
E B E R -1 陽性細胞の 局在や 陽性

率l 染色強度を 直接観察する こ とほ 非常に 重要で ある . 本研究

で は
,
1

Q

S jS S G の 半数 で 導管上 皮細胞 に E B E R-1 陽性所見を

認め
,

さ らに 浸潤 M N C の 中心 に 位置す る導管で そ の 染色強度

が強い 傾向を認 めた . l
O

SjS S G で は
, 導管上 皮細胞 に 通常ほ 発

現しな い 主 要組織適応抗原 ( m aj o r h is t o c o m p a tibility c o m pl e x ,

M H C ) で ある ヒ ト リ ン パ 球 抗原 (h u m a n ly m p h o c y t e a n tig e n
,

H L A ) の ク ラ ス Ⅲ 分子 , す な わ ち H L A-D R
7O ト 珊

,
H L A- D Q

73) 7 5)

,

H L A- D P
7 3) 7 5 )

が 発現 す る こ と が 知 ら れ て い る .
こ れ ら ほ 浸 潤

M N C 中の 主要 構成 細胞 で あ る C D4 陽性 丁 細胞
3)76 )

の 目 標 と

な っ て い るもの と 考え られ るが
,

こ れ らの ク ラ ス Ⅲ分子の 発現

に E B E R-1 が 関与す る可 能性が 示唆 され る . 従来自 己免疫疾患

へ の ウ ィ ル ス の 関与の しか たと して
,

1 ) 自己抗原が ウ ィ ル ス

構造蛋白と相同 性を 持 つ 場合
77)

,
2 ) ウ ィ ル ス 抗原と 自 己 抗原

が ハ ブテ ン ･ キ ャ リ ア ー 抗原糸を 形成す る場合
77)

,
3 ) 被覆 自

己抗原が ウ ィ ル ス 感染に よ っ て 露出す る場合
77)

,
4 ) ウ ィ

ル ス

が ある特定の 免疫担 当細胞に 感染 しそ の 機能を 傷害 な い し活性

化す る場合
7 叩 8)

, 5 ) ウ ィ ル ス が生体成分を 変化さ せ 新た な抗原

性が発現する場 合
78)

な どが挙げ られ て い る . E B E R -1 は 蛋白 に

翻訳 されな い R N A の
一

種で あるか ら
,
E B E R-1 が 関与す ると

すれ ぼ1 ) か ら 3) ま で の 機序は考 え に くく , 4 ) な い し5 )

の 磯序 な らば起 こ り う るも の と 思 わ れ る . す な わ ち ,
E B E R s

'が S S B/ L a 抗原な ど細胞 の 戟能に 重要な蛋 白質 と 強 固に 結合

するた め蛋白質本来の 機能 が損な わ れる
, ある い は S S B/ L a 抗

原に E B E R s が結合す る こ と に よ り S S B/ L a 抗原 が新た に 抗原
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性を 獲得す ると い っ た仮説が設定で きる .
1

C

Sj S S G 中に 浸潤

して い る T リ ン パ 球の T 細胞受容体(T c e11 r e c e p t o r , T c R ) β鎖

の レ バ ト ア が 限 られ て お り
Tg)

, 浸潤 T リ ン パ 球が 限 られ た ク ラ

ス Ⅲ上 の ペ プ チ ド抗原 を標的と して い る こ と が示 唆 され て い る

こ とか ら, 特 に 後者の 仮説の 場合 , 新 た に 抗原 性を 獲得 した

S S B/ L a 抗原が ペ プチ ドに 分解され て ク ラ ス Ⅱ抗原上 に 提示 さ

れ る と考え を進 め る こ とが で きる .

エ ピ ト ー プ マ
ッ ピ ン グな ど

に よ る S SB/ L a 抗原お よ び抗体の 解析 の 結果で も,
S S B/ L a 抗

体 ほ抗原に よ り誘導 され る と考え られ て お り
鋸 臣､ 朗-

,
こ の 仮説 に

矛盾 しな い . こ の 仮説 を 証 明す る に ほ , 今 後 浸潤 して い る

C D4 陽性 丁細胞が ク ラ ス Ⅲ抗原 - S S B/ L a 抗原の 複合体 に よ っ

て 刺激 され る こ と を 示す必 要が ある . な お
, 他 の 少な く とも 5

種以 上 の り ｣ ル ス で も ,
E B E R s と 高 い 相同 性 を 持 ち S S B /

L a 抗原 と結合する R N A を 発現す る こ と が知 られ て お り , 今回

も認め られ た よ う な E B E R-1 陰性の 例で は 同様 の 機 序 で こ の

よ う な ウ ィ ル ス が関与 して い る可能性 が あ が
3}5- )6 1一

本研 究 で 注 目 す べ き も う
一

つ の 点 は
, 浸 潤 M N C に

E B E R-1 陽性細胞 が認め られ た 点で ある . E B E R -1 陽性 の 浸潤

M N C の 少なく とも 一 部は T リ ン パ 球 と考え られ
,
残 りの ほ と

ん どは B リ ン パ 球と考 え られ る . B リ ン パ 球が E B V の 受容体

で ある補体受容体 2 ( c o m pl e m e n t r e c e p t o r 2
,
C R 2) を 有して お

り E B V 親和性が 高く
,
E B V 感受性細胞 で ある こ と ほ よく知 ら

れ て い る . L か し
一 般に T リ ン パ 球 は C R 2 を持 たず ,

B リ ン パ

球に 比 して E B V 親和性は 非常に 低く ,
E B V は 感染でき ない も

の と考え られ て きた
90)

. しか しな が ら近年 ,
T 細胞系 の リ ン パ

腫細胞の 中に
,
E B V の D N A や R N A を 有する もの が 数多く 報

告 され て お り
1 卜 7)1 0‖3ト 20 ) 3 0)

,
こ の ウ ィ ル ス が 腰 瘍化 の 前に T リ ン

パ 球に 入 っ たと する と , T リ ン パ 球も E B V 親和性を 有す るの

で ほな い か と考え られ る よ うに な っ た . 非悪性 T リ ン パ 球に

E B V が 感染 して い た と の 報告は
1

川 崎病類似 の 冠 動脈病 変を

伴う慢性 E B V 感染患者の 症例報告で , 末梢血 リ ン パ 球の72 %

が C D 4 陽性 T リ ン パ 球で か) , そ の46 % が E B N A 陽 性で
,

ソ ー

テ ィ ン グに よ り集め られ た C D 4 陽惟 T リ ン パ 球 か ら抽 出

した D N A をサ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で 解析 した と こ ろ

E B V D N A が 確認され た と の 報告が僅 か l 例ある の み
91

) 7 ? あっ

たが
,

ごく 最近に E B E R-1 と T リ ン パ 球抗原と の 二 重染色で ,

伝染性単核球症患者の リ ン パ 節に E B E RTl 陽性 T リ ン パ 球が

認め られ た
92)

と の 報告が な きれ た . 本研究で も 1
G

SjS S G 中に

E B E R-1 陽性 T リ ン パ 球が 認め られ た こ と は
,

E B V が 非悪性

の T リ ン パ 球に も感染する こ と がで き る こ と を裏付け る重要な

証拠と言え る .

1
白

S jS 患者の 末梢血 に 存在する T リ ン パ 球に ほ
,

い く つ か の

傲能異常が 存在す る こ と が指摘され て い る . 自己 混合リ ン パ 球

反応(a u t ol o g o u s mi x e d ly m p h o c yt e r e a c ti o n
,
A M L R ) は非 T リ

ン パ 球細胞表面に 提示 され た抗原に 対する T リ ン パ 球の 反応を

測 る方法で あるが
,
1

0

SjS 患者で は 低下 して い る こ と が 知 られ

て い る
g3)

. ま た
,
1

0

SjS 患者の 1 / 4 で は末梢血 リ ン パ 球 の 変異

原性物質刺激後の イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 (i n t e rle u ki n 2
,
I L- 2) 産生

能 が健常人末梢血 リ ン パ 球に 比し て 著 明に 低 下 し て い る
94)9 5)

さ ら に1
d

SjS 患者末梢血 T リ ン パ 球 で は
, 細胞内伝達機構に 関

わ る カ ル シ ウ ム 流入 の減少
拙 町

に 加 え ,
I L -2 遺伝子の 上 流に 位

置する シ ス 因子の 一

つ で ある■O c ト1 へ の 転写因子の 結合 が低下

して い る こ とが ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ で 明 らか とな っ て い る
9T)

.

一 方で ほ 1
8

SjS 患者末梢血 T リシ バ 球に は
,
絶対数 で も全 リ ン
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パ 球数 に 対す る相対比で も ,
H L A- D R や Ⅰし2 レ セ プ タ M

,
ト

ラ ン ス フ ェ リ ン リ セ ブ タ ー な どの 活性化 マ ー カ ー

を表 出 して い

る もの が多 い こ とが 報告 され て い る
g8)

. しか も , 末梢 血 リ ン パ

球の IL -2 産生能が 低い 患者群は高い 患者群に 比 し H L A - D R 陽

性 リ ン パ 球数 が有意 に 多 い
95)

. 全末梢血 リ ン パ 球 と E B V を 混

合培養する と ,
B リ ン パ 球だ けと E B V と を 混合培養 した 時 に

比 べ て 不 死化 され た B リ ン パ 球の 出現数ほ 少な い が
,

これ ほ T

リ ン パ 球に よ り不死 化され た B リ ン パ 球の 増殖が 抑制 され た た

め と考え られ て い る
9g)1 0 0)

. 1
Q

S jS 患者末梢血 で は
,
B リ ン パ 球 の

増殖を 抑制 する の に よ り多く の 末梢血 リ ン パ 球が 必 要 で ある こ

とが 報告 され て い る
胡)

. したが っ て 1
0

SjS に 悪性 リ ン パ 腫 の 合

併が 多い こ と に ほ
,

T リ ン パ 球に よ る制御機構 に 異常 が存在す

るた め で ある 可能性 が考え られて い る .

S G に 浸潤 して い る T リ ン パ 球に 機能異常が 存在す る が ど う

か に つ い て 直接検討 した 報告 は少な い
. F o x ら

拍)
は

▲ 末梢 血 リ

ン パ 球の Ⅰし2 産生能 が低 い 愚者群で も, 浸潤 リ ン パ 球 の IL -2

塵生能は 末梢血 リ ン パ 球の Ⅰし2 産 生能 が正 常の 群 の 浸潤 リ ン

パ 球 , 健常人 の 末梢 リ ン パ 球 , 健常人の リ ン パ 節 内リ ン パ 球 と

同等で あ っ た と して い る . 何 らか の 刺激あ るい は情報 を受 けて

活性化され
, 組織に 浸潤 した リ ン パ 球の IL -2 産生能が

, 無刺激

の 状態と考 え られ る健常人の 末梢 ある い は リ ン パ 節内リ ン パ 球

と同等で ある こ とほ
,

む しろ 浸潤 して い るリ ン パ 球の 機能 に も

異常が 存在す る こ と を 表 して い る可 能性が ある .

本研究で ほ ∴隣接切片を 用い た E B E R -1 と C D 4 5 R O の 発 現

の 検討で
,
1

d

SjS S G 中に 浸潤 して い る T リ ン パ 球に も E B V が

存在す る こ とが 示 され た . た だ し こ の E B V の 感染が
, 末梢 血

ある い は リ ン パ 系中 で既に 起 こ っ て い た もの か
, ある い は S G

内 で新 た に 起 こ っ た も の か ほ 不 明で ある . い ず れ に せ よ
,

E B V が既知 ある い は 未知 の T リ ン パ 球機能 異常 に 関わ り
,

1
0

SjS の 病態に 関与 して い る可 能性 が強く示 唆 され る .

l
O

SjS 患者 の 末梢血 M N C を 無刺激 で培養する と ,
E B V 塵 生

性の 不 死化 した B リ ン パ 球が 高率に 樹立 され る
胡)100 )1 m

. E B V に

感染 した B リ ン パ 球 ほ多 ク ロ ー

ン 的な免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を 行

う
182)

こ と か ら
,
1

0

S jS に お い て存在する ポ リ ク ロ ー ナ ル B 細胞

活性化
1 卿 に

,
E B V が 関与 して い る可 能性 が示 唆 され て い る .

リ ン パ 腫の 危険性が 高 い 1
d

S jS 患者の 末梢血 リ ン パ 球を 重度複

合型免疫不 全症 マ ウ ス に 移入 した と こ ろ , 多 ク ロ
ー

ン 的な B 細

胞性腫瘍を生 じ, 腫瘍 細胞中に は E B V D N A が 大量 に 存在 した

とも報告され て い る
104}

. しか し P C R で の 検討で ほ
,
1

0

SjS 慮老

末梢血 M N C に E B V D N A が 同定 され る こ と は 予想 に 反 し少

な ぐ
8)

l 生体内 で は 異常 が ある とは い え T リ ン パ 球 な どに よ る

制 御機構 が 働 い て い る た め と 考え ら れ る . しか し 本 研 究 で

1
0

S jS S G 中に 多くの E B V 感染B リ ン パ 球が 存在 した こ とほ
,

局所 に存在する B リ ン パ 球が 多 ク ロ
ー

ン 的 に 免疫 グ ロ ブ リ ン を

産生 して い る可能性 を示 すもの と 考え られ る . また ,
1

d

S jS に

伴 う偽性あ るい ほ悪 性リ ン パ 腫が 唾液腺 ある い は 涙腺 に 原発す

る例が 多 い こ とも
, 局所 の B リ ン パ 球が腫瘍化す る場合が 多 い

こ と を示 して い る が ,
こ の 現象に も E B V が関与 して い る可 能

性が 示唆 され た .

結 論

1
0

SjS の 病 困お よ び 病態に
,
E B V が 関与す るか 否か を 検討す

るた め
,

.1
d

Sj S S G に お ける E B E R -1 の 発現を IS H 法 で 検討 し

た . また
,
E B E R -1 陽性細胞 の r 部を

, 隣接切片を 用 い て 免疫

組織 化学 的に 検 討 し
,

以 下の 結論を 得た .

1 ･ 1
0

S jS の1 8 例 中9 1札 健常対照群の 8 例中 3 例 で , 導管

上 皮細胞 に E B E R-1 の 発現を 認め た . 導 管上 皮 細胞 に おけ る

E B E R-1 の 発現 ほ健常対照群 に 比 して 強度で
,

ま た 浸潤 M N C

の 中心 に 位置す る導管で 強 い 傾 向を 認め た .

2 ･ 1
B

SjS の1 8 例 中4 例 で
, 腺房 上皮細胞 に E B E R-1 の 発現

を 認め た ･ 腺房上 皮細胞に E B E R -1 発現陽性 の 4 例ほ , 全て 導

管上 皮細胞 に も 陽性所見 を認め た . 健常対照群で ほ こ の 所見ほ

1 例も認め られ なか っ た .

3 ･ 1
0

SjS の1 8 例 中8 例 で , 浸潤 M N C に E B E R-1 の 発現を

認め た . 浸潤 M N C に E B E R -1 発現陽性の 8 例は
,
全て導管上

皮細胞に も陽性所見 を認 めた . 隣接切片を 用い た 免疫鮭織化学

に よ る C D 4 5 R O 発 現 の 検 討 で ほ
,

E B E R -1 発 現 陽 性浸 潤

M N C の 少な く とも 一

部ほ
,

T リ ン パ 球 と考 えられ た .

4 . 以上 の 結 果は , 1
8

S jS の
一 部 に お い て ほ

, 唾液腺 固有細

胞内で E B E R -1 が大量 に 発現 し,
E B E R-1 を 発現 した導管上 皮

細胞を 目標 に M N C が浸潤 して い る可 能性を 示 唆 して い る . ま

た
,
非悪性の T リ ン パ 球 に も E B V が 感 染 しう る こ と を 証明

し
,
E B V に 感染 した T お よび B リ ン パ 球が 1

0

Sj S の 病態に 関

与 して い る 可能 性を 合わ せ て 示 して い る .
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15) A n a g n o s t o p o u l o s
,
Ⅰ.

,
H u m m el ,

M ･
,
F i n n

,
T ･

,
T i e m a n n ,

M .
,

K o r bj u h n
,
P .

,
D i m m l e r , C .

,
G a t t e r

,
K ･

,
D a ll e n b a c h

,

F .
,

P a r w a r e s c h
,

M . R . & S t ei n
,

H ･ : H e t e r o g e n e o u s

E p s t ei nT B a r r vir u s i nf e ctio n p att e r n s i n p e rip h e r al T- C e11

1y m p h o m a of a n gi oi m m u n o bl a sti c ly m p h a d e n o p a th y t y p e ･

Bl o o d ,
8 0

, 1 8 0 4 -1 81 2 (1 9 9 2) .

16) K a m el
,

0 . W .
,

V a n d e R ij n
,

M .
,

W eis s
,

L ･ M ･
,

Z o p p o
,

G . J . D .
,

H e n c h
,

P ･ K ･
,

R o b bi n s
,

B ･ A ･
･

M o n t g o r n e r y ,
P . G り W a r n k e

,
R ･ A ･ & D o rf m a n

,
R ･ F ･ :

R e v e r sibl e ly m p h o m a s a s s o ci a t e d wi th E p s t ei n
- B a r r v ir u s

o c c u r l n g d u ri n g m e th o tr e x a t e th e r a p y f o r r h e u m a t oid

a r th riti s a n d d e r m a t o m y o sitis . N . E n gl . J . M ed ･
,

3 2 8 ,

1 31 7-1 3 21 (1 9 9 3) .

1 7) K h a n
,
G .

,
N o r t o n ,

A . J . & Sl a v i n
,
G . : E p s t ei n

- B a r r

8 9 1

vi r u s i n H o d g ki n d is e a s e . R el a ti o n t o a g e a n d s u b ty p e ･

C a n c e r , 7 1 , 3 1 2 4-3 1 2 9 (1 9 9 3) .

1 8) K a n a v a r o s
,

P .
,
L e s c s

,
M .

- C .
,
B ri e r e

,
J .

,
D i vi n e

,
M . ,

G a l a t e a u
,
F .

,
J o a b

,
I .

,
B o s q ,

J .
,
F aLr C e t

,
J .

一 P . , R e t e s , F .

& G a u l a r d
,
P . : N a s al T -

C el1 1y r n p h o m a : A c lin i c o p a th ol o gi c

e n tity a s s o ci a t e d wi th p e c u lia r p h e n o t y p e a n d wi th E p st ei n
-

B a r r vir u s . B l o o d
,
8 1

,
2 6 8 8- 2 69 5 (1 9 9 3) .

1 9) K h a n
,
G .

,
N o r t o n

,
A . J . & Sl a v i n

,
G . : E p s t ei n

-B a r r

vi r u s i n a n gi oi m m u n o bl a sti c T -

C el1 1y m p h o m a s . H is t o p a th ol-

O g y ,
2 2

,
1 4 5 -1 49 (1 9 9 3) .

2 0) A r b e r , D . A
り

W ei s s
,
L . M .

,
A lb 句a r

,
P . F .

,
C h e n

,

Y .

- Y . & J aff e
,

E . S . : N a s a1 1y m p h o m a s i n P e r u . H i gh

i n c id e n c e of T -

C el= m m u n o p h e n o t y p e a n d E p s t ein
- B a r r vi ru S

i n f e c ti o n . A m . J , S u r g . P a th ol .
,
1 7

,
3 92-3 99 (1 9 9 3) ･

2 1) J o n e s , J . F .
,
S h u ri n

,
S .

,
A b r a m o w s k y ,

C ･
,
T u b b s

,
R ･

R . , S ci o t t o
,
C . G .

,
W a h l

,
R .

,
S a n d s

,
J . , G o tt m a n ,

D ･
,

K a t z
,

B . Z . & S kl a r
,

J . : T- C elI Iy m p h o m a s c o n t ai ni n g

E p s t ei n
- B a r r vi r al D N A i n p a ti e n t s wi th c h r o ni c E p s t ei n-B a r r

vi ru S i nf e c tio n s , N . E n gl . J . M e d .
,
3 18

,
7 33-7 41 (1 9 8 8) ･

2 2) S u , l .
- J .

,
Li n

,
K .

- H .
,

C h e n
,

C .

- J ･
,

T i e n
,

H : F ･
,

H si e h
,

H .

- C .
,

L i n
,

D .

- T . & C h e n , J .

- Y . : E p s t ei n
- B a r r

vi r u s
-

a S S O C i at e d T- C ell ly m p h o m a of a c ti v a t e d C D 8 p h e n o
-

ty p e . C a n c e r
,
6 6 , 2 5 5 7 -2 5 6 2 (1 9 9 0) ･

2 3) S u , I . J .
,
H s ie h

,
H .

- C .
,
L i n

,
K .

- H .
,
U e n

,
W ･

- C ･
,
K a o

,

C .

- L " C h e n
,
C .

- J .
,
C h e n g ,

A - L .
,

K a d i n , M ･ E ･ & C h e n
,

J .

- Y . : A g g r e s si v e p e rip h e r al T- C e ll ly m p h o m a s c o n t ai ni n g

E p s t ei n-B a r r vi r al D N A : A cli ni c o p a th o lo gic a n d m ol e c ul a r

a n al y sis . B l o o d , 7 7 ,
79 9

-8 0 8 (1 9 91) ･

2 4) L e e ,
S .

- H .
,
S u

,
I .

- J .
,
C h e n

,
R .

- L . ,
L in

,
K ･

- S ･
,
L i n

,

D .- T り
C h u u

,
W .

- M . & L i n
,

K ･

- S ･ : A p a th ol o gi c s t u d y o f

c h ild h o o d ly m p h o m a i n T ai w a n w ith s p e c ial r ef e r e n c e t o

p e rip h e r al T- C e11 1y m p h o m a a n d t h e a s s o c i ati o n w ith

E p s t ei n- B a r r vi r al i n王e c ti o n ･ C a n c e r
,
6 8

,
1 9 5 4-1 9 6 2(1 9 9 1) L

2 5) O tt
,

G .
,

O t t
,

M . M .
,
F e ll e r , A ･ C . , S e id I

,
S ･ & M ii11 e r-

H e r m eli n k
,
H

,
K ∴ P r e v al e n c e of E p s t ei nu B a r r vir u s D N A i n

d iff e r e n t T. c el1 1y m p h o r n a e n titi e s i n a E u r o p e a n p o p u la ti o n ･

I n t . J . C a n c e r ,
5 1

,
5 6 2-5 6 7 (19 9 2) ･

2 6) T s a i ,
T .

- F .
,
S u

,
I .

- J .
,

L u
,
Y .- C . , C h e n g ,

A ･

- L ･
,

Y e h
,

H .

p P .
,

H si e h
,

H .

- C .
,

T i e n
,

H
･

- F ･
,
C h e n

,
J ･

- S ･ & U e n
,

W .

- C . : C u t a n e o u s a n gi o c e n t ric T- C ell ly m p h o r n a a s s o ci a t e d

w it h E p s t ei n- B a r r vir u s . J ･ A m ･ A c a d ･ D e r m a t ol リ 2 6 , 3 1- 38

(1 99 2) .

2 7) O h s hir n a
,
K

り
K i k u c h i

,
M り E g u c h i

,
F ･

,
M a s u d a

,
Y ･

,

S u m i y o s h i
,

Y ･
,

M o h t a i
,

H ･ , T a k e s hit a
,

M ･ & K i m u r a
･

N . : A n aly sis of E p st ei n- B a r r vir al g e n o m e s i n l ym P h oid

m alig n a n c y u si n g S o u th e r n bl o tti n g , P Ol ym e r a S e C h ai n

r e a c ti o n a n d i n sit u h y b rid iz ait o n . V ir c h o w s A r c h iv B C ell

P at h ol り 5 9 ,
3 8 3- 3 90 (1 9 9 0) .

2 8) O tt
,

G .
,

O t t
,

M . M . & M 山I e r
- H e r m eli n k

,
H ･ K ･ :

E B V D N A i n n o d al a n d e x tr a n o d al n o n- H o d g ki n
'

s ly m p h-

o m a s : I m p a ct of c ell li n e a g e , m O r P h ol o g y ,
a n d sit e oi o rigi n ･

T o x o c ol . L ett .
,
67 , 3 4 ト3 51 (1 9 9 3) .

2 9) S t ri c k l e r
,
J . G

り
R o o n e y ,

M . T .
,
d

'

A m o r e
,
E ･ S ･ G ･

,

C o p e n h a v e r
,
C ･ M ･ & R o c h e

,
P ･ C ･ : D e t e c tio n of E p st ei n

-
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B a r r v ir u s b y in si t u h yb ridiz a ti o n w it h a c o m m e r ci a ll y

a
.

v a il a b l e bi oti n yl a t e d oli g o n u cl e o tid e p r o b e . M o d e r n P a th ol o-

g y ,
6

,
20 8 - 21 1 (1 9 9 3).

3 0) W u
,
T .

- C .
,
M a n n

,
R . B .

,
E p s t ei n , J . Ⅰ. , M a c M a h o n

,

E .
,
L e e

,
W . A .

,
C h a r a c h e P . , H a y w a r d

,
S . D

り
K u r m a n

,

R . J .
, H a y w a r d , G . S . & A m bi n d e r

,
R . F . : A b u n d a n t

e x p r e s si o n of E B E R I s m all n u cl e a r R N A i n n a s o p h a r y n g e al

c a r ci n o m a . A m . J . P a th ol .
,
1 3 8

,
1 4 6 1 -1 4 6 9 (1 99 1) .

3 1) K a s s a n
,

S . S .
,

T h o m n a s
,

T . L .
,

M o u t s o p o ul o s
,

H .

M .
,
H o o v e r

,
R リ K i m b e rl y ,

R . P .
,
B u d m a n

,
D . R .

,
C o s t a

,

J . , D e c k e r
,

J . L . & C h u s e d
,

T . M . : I n c r e a s e d ri s k of

l y m ph o m a i n si c c a s y n d r o m e . A n n . I n te r n ･ M e d .
,
8 9

,
8 8 8 -8 9 2

(1 9 7 8) .

3 2) Le r n e r , M . R .
, A n d r e w s . N . C .

,
M i11 e r

, G . & S t eit z
,

J . A . : T w o s m all R N A s e n c o d e d b y E p s t ei n
- B a r r vi r u s a n d

C O m pl e x e d wi th p r o t ei n a r e p r e c I Pit a t e d b y a n ti b o di e s f r o m

p a ti e n ts w ith s y s t e mi c l u p u s e r y th e m a t o s u s . P r o c . N a tl .

A c a d . S ci . U S A ,
78

,
8 0 5 - 80 9 (1 9 81 ) ,

3 3) H o w e
,
J . G . & S h u

,
M .

- D . : I s ola ti o n a n d c h a r a c t e ri-

z atio n of th e g e n e s f o r t w o s m all R N A s of h e r p e s vi r u s p a pi o

a n d th eir c o m p a ri s o n w ith E p s t ei n- B a r r vi ru S- e n C O d e d E B E R

R N A s . J . V ir ol .
,
6 2

,
2 7 9 0 -2 7 9 8 (1 9 8 8) .

3 4) W olf , H . , H a u s , M . & W il m e s
, E . : P e r sis t e n c e of

E p s t ei n- B a r r vi ru S i n th e p a r o tid gl a n d . J . V ir ol .
,
5 l

,
7 9 5 -7 9 8

(1 9 8 4) .

3 5) W h it ti n g h a m
,
S .

,
M c N eil a g e

,
J . & M a c k a y ,

Ⅰ. R . :

P ri m a r y Sjd g r e n

'

s s y n d r o m e af t e r i n f e c ti o u s r n o n o n u cl e o sis .

A n n . I n t e r n . M e d .
,
1 0 2

,
49 0 - 4 93 (1 9 8 5) .

3 6) G a s t o n
,
J . S . H .

,
R o w e

,
M . & B a c o n

,
P . : Sj6 gr e n

'

s

S y n d r o m e af t e r irlf e c ti o n b y E p s t ei n- B a r r vir u s , J . R h e u m a ト

01 .
,
1 7

,
5 5 8 - 56 1 (1 9 9 0) .

3 7) U t2:
,

U .
,

B i d dis o n
,

W . E .
,

M c F a r l a n d
,

H . F .
,

M c F a rli n , D . E .
, F l e r l a g e

, M . & M a r ti n ,
R . : S k e w e d

T -

C ell r e c e p t o r r e p e r t oir e i n g e n e ti c ally id e n ti c al t w i n s

C O r r el a t e s w ith m ulti pl e s cl e r o si s . N a t u r e
,

3 6 4
,

2 4 3 -2 4 7

(1 9 9 3) .

3 8) V e n a b l e s
,
P . J . W .

,
R o s s

,
M . G . R .

,
C h a rl e s

,
P . J .

,

M els o m , R . D . , G rif fit h $ ,
P . D . & M ai n i ,

R
. N . : A

S e r O e Pi d e mi ol o gi c al st u d y of c yt o m e g alo v ir u s a n d E p st ei n-

B a r r vir u s i n r h e u m at oid a .rth ritis a n d si c c a s y n d r o m e . A n n .

R h e u m . D is .
,
44

,
7 4 2 -7 4 6 (1 9 8 5) .

3 9) O ri g g i
,

L . , H u
,

C . , B e r t e t ti
,

E .
,

A s e r o
,

R .
,

D
'

A g o sti n o , P .
, R 8 d e11i , L . & R ib o ldi , P . : A n ti b o di e s t o

E p st ei n
-B a rr v i ru S a n d c yt o m e g al o vi r u s i n p ri m a r y Sj o gr e n

'

s

S y n d r o m e . B oll . I s t . S i e r o t e r . M il a n .
,
6 7

,
2 6 5 -2 7 4 (1 9 8 8) .

4 0) Y a r n a o k a
,

K .
,

M iy & S a k a
,

N . & Y a m a m o t o
,

K . :

P o s sib le i n v oI v e m e n t of E p s t ei n
p B a r r vir u s in p ol y c lo n al B

C ell a c ti v a ti o n i n Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e . A r th riti s R h e u m .

,
31

,

1 01 4 -1 0 21 (1 98 8) .

41 ) V e n a bl e s
,
P . J . W .

.
B a b o o n i a n

,
C .

,
H o r sf &1 1

,
A . C .

,

H al id a y ,
D .

,
M a i n i

,
R . N .

,
T e o

,
C . G ,

,
M a g e e d

,
R . &

M i u m a n , G . : T h e r e s p o n s e t o E p s t ei n
- B a r r vi ru S i n f e c ti o n i n

Si6 g r e n

'

s s y n d r o m e . J . A u t oi m m u n リ 2 , 4 3 9 -4 4 8 (1 9 8 9) .

4 2) F o x
,
R . Ⅰ.

,
P e a r s o n

,
G . & V a u g h a n

,
J . H . : D e t e c ti o n

Of E p s t ei n- B a r r v ir u s
-

a S S O C i at e d a n ti g e n s a n d D N A i n s aliv a ry

gl a n d b i o p si e s f r o m p a ti e n t s wi th Sj o g r e n
'

s s y n d r o m e . J .

I m m u n ol
リ
1 3 7

,
31 6 2-3 1 6 8 (1 9 8 6) .

4 3) V e n a bl e s ,
P

. J ･ W
. , T e o , C ･ G . , B a b o o n i a n

,
C .

,

G r iffi n
,
B . E . & H u g h e s

,
R . A . : P e r si st e n c e of E p s t ei nL

B a r r vi ru S i n s a li v a r y gl a n d b i o p si e s 丘o m h e alth y i n d iv id u als

a n d p a ti e n t s wi th Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e . Cli n . E x p . lm m u n ol .
,

7 5 , 3 5 9- 3 6 4 (1 9 8 町

44) S c h u u r m a n , H .
- J .

, S c h e m m a n n
,
H . G .

,
d e W e g e r

,
R .

A .
,
A a n s t o o t

,
H . & H e n e

,
R . : E p s t ei n- B a r r v ir u s i n th e

S u bl a bi al s ali v a r y gl a n d i n Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e . A m . J . Cli n .

P a th o l
り
9 1

,
4 6 ト6 3 (1 9 8 9) .

4 5) D e a c o n
,

E . M . , M a t t h e w s , J . B .
,

P o t t s
,

A . J . C .
,

H a m b u r g e r , J .
, B e v a n , I . S . & Y o u n g , L . S . : D e t e c ti o n of

E p s t ei n
- B a r r vi r u s a n tig e n s a n d D N A in m aj o r a n d m i n or

S ali v a r y gl a n d s u si n g i m m u n o c y t o c h e mi st r y a n d p oly m e r a s e

C h ai n r e a c ti o n : P O S Sibl e r e l ati o n sh ip w ith S j o g r e n
'

s s y n
-

d r o m e . J . P at h ol .
, 16 3

,
3 5 1-3 6 0 (1 9 9 1) .

4 6) S ai t o
,
Ⅰ.

,
S e r v e n i u s

, B .
, C o m p t o n , T . & F o x

,
R . l ∴

D e t e c ti o n of E p st ei n- B a r r vi r u s D N A b y p oly m e r a s e c h ai n

r e a cti o n i n bl o o d a n d tis s u e bi o p si e s f r o m p a ti e n t s w ith

Sj o g r e n

'

s s y n d r o m e . J . E x p . M e d .
,
1 6 9

,
21 91 -2 1 9 8 (1 9 8 9) .

4 7) S y rj a n e n , S . , K a rj a
,
V .

,
C h a n g ,

F .
,
J o h a n s s o n

,
B .

& S y rj a n e n , K . : E p s t ei n-B a r r vi r u s i n v ol v e m e n t in s aIi v a r y

gl a n d l e si o n s a s s o ci a t e d w ith Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e . O R L ; J .

O t o rh i n ol a r y n g ol . R el at . S p e c .
,
5 2

,
2 5 4 -2 5 9 ( 1 9 9 0) .

4 8) P fl u g f el d e r
,
S . C .

,
C r o u s e

,
C .

,
P e r ei r a

,
Ⅰ. & A t h e r t o n

,

S .
: A m plifi c a ti o n of E p s t ei n- B a r r vi r u s g e n o m i c s e q u e n c e s i n

bl o o d c ells , l a c ri m al gl a n d s , a n d t e a r s f r o m pri m a r y

Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e p a ti e n t s . O ph th al m ol o g y ,
9 7 , 9 7 6 -9 84

(1 9 9 0) .

4 9) M a ri e t t e
,

Ⅹ .
,

G o zl a n
,
J .

,
C l e r c

,
D .

,
B i s s o n

,
M . &

M o ri n e t , F . : D e t e c ti o n of E p s t ei n- B a r r vi r u s D N A b y

Si t u h yb ridi z ati o n a n d p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n i n s ali v a r y

gl a n d bi o p s y s p e ci m e n s f r o m p a ti e n t s wi th Sjb g r e n
'

s

Sy n d r o m e . A m . J . M e d .
,
9 0

,
2 8 6 -2 9 4 (1 9 91 ) .

5 0) 野村英樹 , 川野充弘 , 岩 井中陽 一

, 中島昭勝 , 柑井 一 郎 ,

乗福要平 , 竹 田亮祐 , 横井 透 : シ ェ
ー グ レ ン 症候群患者小唾

液腺組織 中 E p s t ei n- B a r r vi r u s g e n o m e の 証 明 . リ ウ マ チ
,

3 0
, 6 7 8 (1 9 9 0) ,

5 1
.) R o s a

,
M .

,
G o t tli e b

,
E .

,
L e r n e r

,
M . R . & S t e it z ,

J .

A . : S trik i n g si m il a riti e s a r e e x hib it e d b y t w o s m all E p s t ei nL

B a r r vir u s
-

e n C O d e d rib o n u cl ei c a cid s a n d th e a d e n o v ir u s- a S S O-

Ci a te d rib o n u cl e ic a cid s V A I a n d V A r[ . M ol . C ell . B i ol .
,
l ,

7 8 5 -7 9 6 (1 9 81) .

5 2) W e i 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 s tit u tiv e e x p r e s si o n of E p s t ei n- B a r r vi r u s
-

e n C O d e d

R N A s a n d n u cl e a r a n ti B e n d u ri n g l a t e n c y a n d af t e r i n d u ctio n

Of E p st ei n
- B a r r vi r u s r e pli c a ti o n . J . V ir ol .

,
5 3

,
2 5 4- 25 9 (1 9 8 5) .

5 3) G illi g a n , K . ,
R aj a d u r a i , P . , R e s n i c k , L . & R a a b

-

T r a ll b
,
N . : E p s tei n

-

B a r r vir u s $ m all n u cl e a r R N A s ar e n o t

e x p r e s s e d i n p e r mi s si v ely i n f e c t e d c e 11s i n A I D S -

a S S O Ci at e d

l e u k o pl a ki a . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U .S , A .
,

8 7
,

8 7 9 0 -8 7 9 4

(1 9 9 0) .

_
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グ レ ン 症候群唾液腺に お ける E B E R-1 の 発現

5 4) H o w e , J . G .
& S t e it z

,
J . A ･ : L o c aliz a ti o n of E p s t ei n-

B a r r vi r u s - e n C O d e d s m a u R N A s b y i n sit u h y b ridi z ati o n .

P r o c . N atl . A c a d . S ci . U .S . A . 83
,
9 0 0 6 - 90 1 0 (1 9 8 6) .

5 5) T o c z y s ki
,
D . P . W . & S t e it z , J ･ A ･ : E A P , a hi g hly

c o n s e r v e d c ell ul a r p r o t ei n a s s o ci a t e d wi th E p st ei nTB a r r vir u s

s m all R N A s (E B E R s) . E M B O J .
,
10

,
4 5 9-4 6 6 (1 9 91 ) .

56) 大藤 眞 : 昭和52 年度研究業績報告総括 . 厚 生省特定疾

患 シ ェ
ー グ レ ン 病調査研究班昭和5 2 年 度研 究業績 ,

3-6 頁 ,

1 97 7 .

5 7) B r a n d s m a ,
J . & M ill e r

,
G . : N u cl ei c a cid s p o t h y b ridト

z ati o n : r a pid q u a n tit a ti v e s c r e e ni n g of Iy m p h oid c ell li n e s f o r

E p s t ei n-B a rr v ir al D N A ▲ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U ･S ･A ･ , 77
,

6 8 5 ト68 5 5 (1 9 8 0) .

58) T a k i m o t o
,
T .

,
O g u r a , H .

,
S a t o , H .

,
U m e d a

,
R . &

H a t a n o
,

M . : I s ol a ti o n of tr a n sf o r m in g a n d e a rly a n tig e n-

i n d u c i n g E p s t ei n- B a r r vi r u s f r o m n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a

h y b rid c ell s ( N P C - K T ) . J . N a tl . C a n c e r I n st ･
,
7 4

,
5 7-6 0 (1 9 8 5) ･

5 9) R i n k e
,
J . & S t ei t z

,
J . A . : P r e c u r s o r m ol e c ul e s of

b o th h u m a n 5 S rib o s o m al R N A a n d t r a n sf e r R N A s a r e

b o u n d b y a c e11 u l a r p r o t ei n r e a c ti v e wi th a n ti- L a l u p u s

a n tib o di e s . C ell
,
29

,
14 9-1 5 9 (1 9 8 2) ,

6 0) S t ef a n o
,
J . E . : P u rifi e d l u p u s a n ti g e n L a r e c o g ni z e s

a n oli g o u rid yl a t e s tr e t c h c o m m o n t o th e 3
'

t e r m i ni of R N A

p oly m e r a s e Ⅲ tr a n s c ri pt s ･ C ell
,
36

,
1 4 5-1 5 4 (1 9 8 4) ･

6 1) K e e n e , J . D .
, D e u t s c h e r

,
S . L .

,
K e n a n

,
D . & K el e k a r

,

A .
: N at u r e of th e L a a n d R o R N P s . M ol . B i ol . R e p り

12
,

23 5- 2 3 8 (1 98 7) .

6 2) C h a n
,

E
,

K . L .
,

S ulli v a n ,
K . F . & T a n

,
E ･ M ･ :

Rib o n u cl e o p r o tei n S S- B/ L a b el o n g s t o a p r ot ei n f a m ily wi th

c o n s e n s u s s e q u e n c e s f o r R N A- bi n d i n g . N u cl ･ A cid ･ R e s ･
,

17
,

2 2 3 3-2 2 4 4 (1 9 8 恥

6 3) B a c h m a n n
,

M .
,

P fe if e r
,

K .
,

S c h r b d e r
,

H ･- C ･ &

M ull e r
,
E . G . : C h a r a c t e ri z ati o n o f t h e a u t o a n ti g e n L a a s a

n u cl ei c a cid -d e p e n d e n t A T P a s e/ d A T P a s e w it h m elti n g

p r o p e r ti e s . C ell , 6 0 , 8 5- 9 3 (1 9 9 0) ･

64 ) T o p f e r
,
F .

,
G o r d o n

,
T . & M c C l u s k e y , J ･

: C h a r a c t e rL

iz a ti o n of th e m o u s e a u t o a n ti g e n L a (S S- B ) ･ Id e n tifi c a tio n of

c o n s e r v e d R N A- bi n di n g m o tif s , a P u t a ti v e A T P bi n d主n g sit e

a n d r e a c ti vi ty of r e c o m bi n a n t p r o t ei n w i th p oly ( U ) a n d

h u m a n a u t o a n tib o d i e s . J . I m m u n ol .
,
1 5 0

,
3 0 9 ト31 0 0 (1 9 9 3) ,

65) G o t tli e b
,
E . & S t eit z J . A , : F u n c ti o n of th e m a m m a-

1i a n L a p r o t ei n : e V id e n c e f o r it s a c ti o n i n t r a n s c rip t1 0 n

t e r m i n ati o n b y R N A p oly m e r a s e Ⅲ ･ E M B O J ･
,

8
,
8 5 1-8 6 1

(1 9 8 9) .

6 6) W a n g . A . M . & M a r k
,
D . F . : Q u a n tit ati v e P C R ･ I n

M . A . I n n is . D . H . G elf a n d
, J . J . S n i n s k y & T . J . W h ite

( e d s .), P C R P r o t o c oIs . A G u id e t o M et h o d s a n d A p pli c a ti o n s
,

1 st e d .
, p 7 0

-7 5
,
A c a d e m i c P r e s s 】 S a n D i e g o , 1 99 0 ･

6 7) P fl u gf el d e r
,
S . C .

,
C r o u s e , C . A ･

,
M o n r o y ,

D ･
,
Y e n

,

M .
,

R o w
,

M . & A t h e r t o n
,
S . S . : E p s t ei n

- B a r r vir u s a n d

th e l a c ri m al gla n d p a th ol o g y of Sj6 g r e n

'

s s y n d r o m e ･ A m ･ J ･

P a th oI リ
1 4 3

,
4 9-6 4 (1 9 9 3) .

68) G li c k m a n
,

J . N .
,

H o w e , J . G . & S t ei t z
,

J ･ A ･ :

S tr u c t u r al a n aly si s of 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

8 93

P a r ti cl e s p r e s e n t i n E p s tei n- B a r r vi r u s
-i nf e c t e d c ell s . J .

V ir ol
り
6 2

,
90 2- 91 1 (1 9 8 8) .

6 9) H o w e , J . G . & S h u , M .

- D . : E p s t ei n- B a r r vir u s s m all

R N A ( E B E R) g e n e s : U niq u e t r a n s c rip ti o n u nits th a t c o m bi n e

R N A p oly m e r a s e n a n d Ⅲ p r o m a t o r el e m e n t s . C ell
,

5 7
,

8 2 5-8 3 4 (1 9 8 町

7 0) L i n d a h l
,
G . , H e df o r s , E .

,
K l a r e $ k o g ,

L . & F o r s u m
,

U . : E pith eli al H L A- D R e x p r e s si o n a n d T ly m p h o c yt e s u b s e t s

i n s ali v a r y gl a n d s i n Sj b g r e n
'

s s y n d r o m e . C lin . E x p . I m m u n-

01
リ

6 1
,
47 5- 48 2 (1 9 8 5) .

7 1) F o x
,

R . Ⅰ.
,

B u m o l , T . , F a n t o z zi ,
R .

, B o n e
,

R . &

S c h r e ib e r ,
R . : E x p r e s si o n of hi s t o c o m p a tib ilit y a n ti g e n

H L A- D R b y s ali v a r y gl a n d e pith elial c ell s i n Sj 6 g r e n

'

s

S y n d r o m e . A rth ritis R h e u m .
,
2 9

,
1 1 0 5-1 1 1 1 (1 9 8 6) .

7 2) M o u t s o p o ul o s , H . M . , H o o k s , J . J . , C h a n
,

C . C .
,

D al a v a n g a , Y . A .
, S k o p o u li

,
F . N . & D e t ri c k

,
B . :

H L A, D R e x p r e s si o n b y l a bi al m in o r s ali v a r y gt a n d tis s u e s in

Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e . A n n . R h e u r n . D is
リ
4 5

,
6 7 7 -6 8 3 (19 8 6) ･

7 3) J o n s s o n
,

R .
,

K l a r e s k o g ,
L .

, B a c k r n a n
,

K . &

T a r k o w s ki , A . : E x p r e s si o n of H L A - D l o c u s ( D P
,
D Q ,

D R)

c o d e d a n tig e n s
,

b e t a 2 - mi c r o gl ob uli n
,

a n d th e i n t e rl e u ki n 2

r e c e p t o r i n Sjb g r e n
'

s s y n d r or n e . C li n . lm m u n ol ･ I m m u n o p a t-

h ol .
,
4 5

,
2 3 5-2 4 3 (1 9 8 7) .

7 4) F r a n c o , A . ,
V a l e si ni , G . , B a r n a b a

,
V .

,
S il v a g n i

,
C .

,

T ib e rti , A . & B a l s a n o
,
F . : Cl a s s Ⅱ M H C a n tig e n e x pr e s s-

io n o n e pith eli al c ell s of s ali v a ry gl a n d s f r o m p a ti e n t s wi th

Sj6 g r e n
'

s s y n d r o m e . C li n . E x p . R h e u m a t ol . , 5 , 1 9 9- 2 03 (1 9 8 7) ･

7 5) T h r a n e
,
P . S .

,
H a ls t e n s e n , T . S .

,
H a a n a e s

,
H . R . &

B r a n d t z a e g ,
P . : I n c r e a s e d e pith eli al e x p r e s sio n of H L Ar D Q

a n d H L A- D P m ole c u le s i n s ali v a r y gl a n d s f r o m p a ti e n t s w it h

Sjb g r e n
'

s s y n d r o m e c o m p a r e d wi th o b str u c ti v e si ala d e nitis ･

C li n . E x p . I m m u n ol .
, 9 2 , 2 56-2 6 2 (1 9 9 3) .

7 6) A d a m s o n
,

T . C .
.

F o x
,

R . 1
り

F ri s m a n
,

D . M . &

H o w ell , F . V . : 1r n m u n o hi st ol o g LC a n aly si s o f ly m p h oid

i nfilt r a t e s i n p ri m a r y Sj 6 g r e n

'

s s y n d r o m e u si n g m o n o cl o n al

a n tib o d ie s . J . I m m u n ol . , 1 3 0 , 2 0 3-2 0 8 (1 9 8 3) .

7 7) 石倉 浩, 富木 敬 : 自己免疫疾患発症 に おけ る 微生物

の 関与 一 概説 . 臨床免疫 ,
2 2

,
5 0膚58 (1 9 9 0) ,

7 8) 宮坂信之, 櫓垣 恵, 山本興太郎 , 立石 睦人 : Sjtig r e n 症

候群と ウ ィ ル ス
. 内科,

6 5 , 83 5- 8 3 9 ( 19 9 0) .

7 9) S u m i d a
,

T .
,

Y o n a h a , F .
,

r

r a n a b e
,

E .
,

K o i k e
,

T ･
,

T o rn i o k a
,

H . & Y o s h id a ,
S . : T c ell r e c e p t o r r e p e r t oir e of

i nfilt r a ti n g T c e11 s i n li p s of Sjb g r e n
'

s s y n d r o m e p a ti e n t s ･ J ･

C li n . I n v e s t .
.
8 9

,
6 8l-6 85 (1 9 9 2) .

8 0) C h a r n b e r s
,
J . C .

,
K e n a n

,
D .

,
M a rti n , B . J . & K e e n e

,

J . D . : G e n o mi c st r u c t u r e a n d a m in o a cid s e q u e n c e d o m ai n s

of th e h u m a n L a a ut o a n ti g e n . J . B i ol . C h e m .
,

2 6 3 1 8 04 3-

1 8 0 51 (1 9 8 8) .

8 1) S t u r g e s s
,
A . I) .

,
P e t e r s o n

,
M . G .

,
M c N e il a g e , L ･ J ･

,

W h it ti n g h a m
,

S . & C o p p el
,

R . L . : C h a r a c t e ris ti c s a n d

e pit o p e m a p pi n g of a cl o n e d h u m a n a u t o a n tig e n L a ･ J ･

I m m u n ol .
,
1 4 0

,
3 21 2- 32 1 8 (1 9 88) .

8 2) S t . C l ai r
,

E . W .
,
P is e t s k y ,

D . S .
,

R ei c h
,
C ･ F ･ &

K e e n e
,
J . D . : A n aly si s of a u t o a n tib o d y bi n di n g t o diff e r e n t
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r e gi o n s of th e h u m a n L a a n ti g e n e x p r e s s e d i n r e c o m bi n a n t

f u si o n p r ot ei n s . J . I m m u n ol ,
,
1 4 1

,
4 1 73- 41 8 0 (1 9 8 8) ,

8 3) R a u h
,
A . J . G .

,
H o r n i g ,

H . & L u h r m a n n , R . : A t

l e a s t th r e e di s ti n c t B c ell e pito p e s r e sid e i n th e C-t e r m i n al

h alf of L a p r o t ei n
,

a S d et e r m i n e d b y a r e c o m bi n a n t D N A

a p p r o a c h . E u r . J , I m m u n ol .
,
1 8

,
2 0 4 g-2 0 5 7 (1 9 8 8) ･

8 4) K o h s a k a
,
H .

,
Y a m a m o t o

,
K

リ
F ujii ,

H
り

M i u r a
,

H .
,

M i y a s a k a
,
N .

,
N i s h i o k a

,
K . & M i y a m o t o

,
T . : F in e e pit o p e

m a p pi n g of th e h u m a n S S - B/ L a p r o te i n . J . C li n . I n v e st .
,
8 5

,

1 5 6 6 -1 5 7 4 (1 99 0) .

8 5) M c N e il a g e
,
L . J .

,
M a c m i11a n

,
E . M . & W hi tti n g h a m

,

S . F . : M a p p in g of e pit o p e s o n th e L a ( S S - B) a u t o a n tig e n

of p ri m a r y Sj6 gr e n

'

s s y n d r o m e : id e n tifi c ati o n of a c r o s s-

r e a c ti v e e pit o p e . J . l m m u n ol .
,
1 4 5

.
38 2 9- 3 35 (1 9 9 0) .

8 6) B i n i
,

P .
,

C h u
,

J .

- L .
,

O k o l o
,

C . & E l k o n
,

K . :

A n aly si s of a
.

u t o a n tib o d i e s t o r e c o m b i n a n t L a (S S -B ) p e p tid e s

i n s y s t e mi c l u p u s e r y th e m a to s u s a n d p ri m a r y Sj o g r e n

'

s

S y n d r o m e . J . C li n . I n v e s t リ
8 5

, 3 25- 33 3 (1 9 9 0) .

8 7) S t . C la i r
,
E . W

り
B u r c h

,
J . A .

,
W a r d ∴M . M .

,
K e e n e

,

J . D . & P i s e t s k y ,
D . S . : T e m p o r al c o r r el a ti o n of a n tib o d y

r e s p o n s e s t o diff e r e rlt e Pit o p e s of th e h u m a n L a a u t o a n ti-

g e n . J . C li n . I n v e st
リ

8 5 , 51 5 - 52 1 (1 9 9 0) .

8 8) M c N eil a g e
,

L . J . , U m a p a th y si v a m , K . , M a c m ill a n ,

E .
,

G u id o li n
,

A .
,

W h itti n g h a m
,

S . & G o rd o n
,

T . :

D efi n iti o n of a di s c o n ti n u o u s i m m u n o d o m i n a n t e pit o p e a t th e

N H 2 t e r m in u s of th e L a/ S S - B rib o n u cl e o p r o t ei n a u t o a n ti g e n .

J . C li n . I n v e st .
,
89

,
1 6 5 2 -1 65 6 (1 9 9 2) .

8 9) W e n g ,
Y . M .

,
M c N eil a g e

, J .
,
T o p f e r , F .

, M c C l u s k e y ,

J .
,

& G o r d o n
,

T . : 】d e n tifi c ati o n o f a n h u m a n
-

S p e Cifi c

e pit o p e i n a c o n s e r v e d r e gi o n of th e L a/ S S - B a u t o a n ti g e n . J .

Cli n . I n v e st .
,
9 2

,
1 1 0 4 -1 1 0 8 (1 9 9 3) .

9 0) S a u v a g e a u , G .
,
S t o c c o

,
R .

,
K a s p a ri a n , S . & M e n e z e s

,

J . : E p s t ei n-B a r r vir u s r e c e p t o r e x p r e s si o n o n h u m a n C D 8
十

(c yt o t o xi c/ s u p p r e s s o r) T ly m p h o c y t e s . J . G e n . V ir o l .
,

7 l
,

3 7 9 -3 8 6 (1 9 9 0) .

9 1) K i k u t a
,
H .

,
T a g u c h i

,
Y .

,
T o m iz a w a

,
K

り
K oji m a

,
K .

,

K a w a m u r a
,
N .

,
I s h iz a k a

,
A .

,
S a k iy a r n a

,
Y .

,
M a t s u m o t o

,

S .
,

I m a i ,
S .

,
K i n o s hit a ,

T .
, K o i ヱu m i

, S . , O s a t o , T . ,

K o b a y a s hi
,
l .

,
H a m a d a

,
Ⅰ. & H i r a i

ト
K . : E p s t ei n- B a r T Vir u s

g e n o m eTp O Siti v e T l y m p h o c y t e s i n a b o y w it h c h r o n ic a c ti v e

E B V i n f e c ti o n a s s o ci a t e d w ith K a w a s a ki-1ik e di s e a s e .

N at u r e , 3 33 , 4 5 5 -4 5 7 (1 9 8 8) .

92) T o k u n a g a
,
M .

,
U e m u r a

,
Y .

,
T o k u d o m e

,
T . & S a t o ,

E . : E p s t ei n
- B a r r vi ru S

-i n f e c t e d T c ells i n i nf e c ti o u s

m o n o n u cl e o si s . A c t a P a th ol . J p n .
,
4 3

,
1 4 6-1 4 7 (1 9 9 3) .

93) M i y a s a k a
,
N .

,
S a u v e zi e

,
B .

,
P i e r c e

,
D . A .

,
D a n i e ls

,

T . E . & T al a l
,
N . : D e c r e a s e d a u t ol o g o u s mi x e d ly m p h o c y t e

r e a c ti o n i n S j6 g r e n
'

s s y n d r o m e . J . Cli n . I n v e st リ 6 6 , 9 2 8 - 9 3 3

(1 9 8 0) .

9 4) M i y a s a k a , N ･ , N a k a m u r a , T -
, R u s s el ,

l
･ J ･ & T a l al

,

N . : I n t e rle u ki n 2 d efi ci e n ci e s i n r h e u r n a t oid a r th ritis a n d
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