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要

目 的 :Voメー小柳―原田病 (以下,原 田病 )の病因にお

ける Epstein― Barrウ イルス(EBV)再 活性化の関与を検

討 した.

対象と方法 :原田病患者 8例 ,対照として原田病以外

のぶどう膜炎患者 10例 の末梢血 Bリ ンパ球 に同一の

EBV株を感染 させ EBVト ランスフォーム Bリ ンパ芽

球株 (LCL)を 樹立,各 LCLに おける EBV活性化状態を

通常培養下,お よび各種刺激後で比較 した。EBV活性化

は 3種のウイルス複製関連抗原の発現を指標 とし,細胞

塗抹標本を用いた免疫蛍光抗体法,western blotting法 ,

さらに培養上清中に放出されたウイルス粒子量 を po‐

lymerase chain reaction(PCR)法 による EBV DNA量
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約

で検索した。

結 果 :各種刺激の有無にかかわらず,原 田病患者

LCLは対照群 LCLに比 し,い ずれの抗原も有意に高率

に発現 しており,PCR法では原田病群 LCLか ら多量の

EBV DNAが検出された。

結 論 :原田病患者 Bリ ンパ球が EBV活性化に対 し

高い許容性を有することが示され,本症の発生あるいは

病態形成にEBVの再活性化が関与する可能性が示唆さ

れた。(日 眼会誌 103:289-296,1999)

キーワー ド:原 田病,ぶ どう膜炎,EBウ イルス,LCL,再

活性化
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Abstract
Purpose: The role of Epstein-Barr virus (EBV)

reactivation in the pathogenesis of Vogt-Koyanagi-
Harada (VKH) disease was examined.

Materiq,l and. Methods: Using B lymphocytes ob-

tained from 8 patients with VKH tli.sease and l0 pa-

tient.s with other types of uveitis, immortarized lym-
phoblast lines were established and infected with
EBY. The degree of EBV activation in each lym-

phoblast line, in the presence and absence of various
stimuli, was assessed by measuring the expression of
3 different antigens involved in replication by im-

munofluorescent staining and western blot analysis.

Quantification of EBV DNA in cell culture superna-

tants was done by polymerase chain reaction.
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Result : Cell lines established from YKH patients

expressed more viral antigens that those established

from patients with other types of uveitis. There

were greater amounts of EBV DNA in the VKH cell

lines.

Conclusion: B lymphocytes from YKH patients

may be more susceptitrle to EBY activation, and the

reactivation of EBY may be involved in the patho-

genesis of YKH. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 :289

296, 1999)
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I緒  言

Vogt―小柳―原田病 (原 田病)は 汎ぶどう膜炎と無菌性

髄膜炎を必発とし,全身のメラノサイトが障害される自

己免疫性疾患と考えられている。その発症誘因,病態につ

いては様々な仮説があり,特 に本症の発症機序にウイル

スが関与することが従来から推測されている1).

Epstein‐ Barrウ イフレス(EBV)は ヒ ト̂、
ル

^ξ
スウイル

スの一つであり,ヒ トにとって極めて普遍的なウイルス

である。すなわち,大部分のヒトは幼児期に不顕性の初感

染を経験 し(本邦では 4歳 までに約 80%)2),そ の後成人

に達するまでにはほぼ 100%近 くのヒトが EBV既感染

者となり,多 くの場合,既感染者の体内に終生にわたって

不顕性に感染が持続する。

EBVは 試験管内で正常 Bリ ンパ球を容易に無限増殖

能力 を持つ Bリ ンパ芽球株 (lymphoblastoid cell line,

LCL)へ と形質転換 (ト ランスフオーム)す る。このような

本来EBVが内蔵する腫瘍原性は通常,生体側の強力な

免疫機構 (主にEBV特異的キラー T細胞)に より抑制さ

れている。しかし,免疫抑制状態のような場合にしばしば

EBVの再活性化が生 じ,そ れに伴ってEBVが本来有す

る腫瘍原性が顕在化 し,時 に重篤なEBV陽性細胞増殖

症へと進展する。

いくつかの自己免疫疾患で同様にEBVの再活性化が

生 じ,何 らかの機序で自己組織が傷害されるという図式

が考えられている3).原 田病とEBVの 関連を示唆するこ

れまでの研究として,急性期原田病患者の髄液中から蛍

光抗体法,polymerase chain reaction(PCR)法で EBV特
異抗体とEBV DNAが それぞれ検出されている。。また,

正常網膜の網膜色素 L皮層から抽出したDNA中 に,や

はりPCR法で EBVゲ ノムが検出され5),さ らに,正常網

膜色素上皮層に EBVレ セプター(CD 21)分子が発現さ

れていることが報告いされ,原 田病の発症契機に,EBV
感染がかかわっている可能性が推測されている。

今回,EBV感染 と原田病の関連を検討する目的で,原

田病患者から樹立 した LCLを 用いて本症患者の EBV
増殖に対する許容性 (EBV再活性化の生 じやすさ)を 解

析し,他のぶどう膜炎患者由来の LCLでの結果と比較 し

た。

II実 験 方 法

1.対  象

対照は,1993年 6月 から1994年 10月 までに東京医大

眼科を受診した原田病急性期 7例 ,遷延例 1例 の計 8例

(症例 1～ 8),対照として原田病以外の各種ぶどう膜炎 10

例 (症例 9～ 18)で ある(表 1).

平均年齢は,原 田病患者が 41.8± 8.8(平 均値±標準偏

差)歳 ,対照が 34.7± 9。 1歳で,両者の間には有意差はな

かった。症例はすべて EBV既感染者 [血清のウイルスカ
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プシド抗原 viral capsid antigen(VCA)に 対するIgG抗

体価≧5× ]で あり,明 らかな免疫不全者は含まれていな

い。対照のぶどう膜炎患者と原田病遷延例の 1例 を除く

すべての症例で,発症直後の未治療期もしくは治療開始

早期に末梢血を採取 した。なお末梢血は常温で保存し,採

取後 12時 間以内に処理 した。

2.LCLの樹立

症例の末梢血から FicoH― Conrey液を用いる比重遠心

法を用いて単核球を分画 し,Bリ ンパ球 トランスフォー

ム能を有する B95‐ 8株 EBVを multiplicity Of inお ctiOn

(ウ イルス数/細 胞数,MOI)≧ 1の 感染価で 37℃ ,1時 間

接種 し,洗浄後,10%ウ シ胎仔血清加 RPM1 1640培 養液

にサイクロスポリンA(Sandoz社 )を 0.l μg/mlで 添加

することによりLCLを 樹立した。

3.潜在 EBVの活性化

1)P3HR-1株 EBV重感染

各症例から樹立 した LCLを 1× lo6個 に調整 した後,

培養液中に非 トランスフォームEBVで あるP3HR-1
株 EBVを MOI=3.5の 条件で LCLに 37℃ で 1時 間重

感染させ,LCL中の EBVを 活性化させた°
.

2)化学物質による刺激

各症例か らの LCLを 3群 (そ れぞれ 1× 106個 )に 分

け,腫瘍プロモーターであ りEBVを 活性化することが

知 られている,12-0-tetradecanoyl― phorbol‐ 13-acetate

(TPA)を 20 ng/m18),teleocidine B 4を 10'M9),4‐ de―

oxyphorbol ester(4 DPE)を 40 ng/ml10)の 濃度で培養液

中に添加 し,さ らに,n― butyrateを 3mMの 濃度ですべ

ての培養液中に加えた。

4.EBV複製関連抗原の検出

上記 1),2)の 条件で培養 したLCLな らびに未処理

表 1 対 象

症例 疾患 年齢・性

１

２

３

４

５

６

７

８

一
９

１０

Ｈ

ｌ２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

原田病

原田病

原田病

原田病

原田病

原田病遷延型

原田病

原田病

綱膜色素上皮症

梅毒後網膜炎

急性前部ぶどう膜炎

急性前部ぶどう膜炎

急性前部ぶどう膜炎

サルコイ ドーシス

急性後部多発性板状色素上皮症

トキソカリア

多発性消失性白点症候群
ベーチェット病

36歳

54歳

44歳

44歳

48歳

45歳

25歳

38歳

44歳

41歳

32歳

29歳

46歳

27歳

43歳

21歳

40歳

24歳

男性

男性

女性

女性

男性

女性

女性

女性

男性

男性

男性

女性

女性

女性

女性

女性

女性

男性
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LCLか ら,24お よび 48時間後に細胞塗沫標本,蛋 白抽出

標本を作製 し,ま た培養上清 も採取 し以下の実験に供した。

1)蛍光抗体法

アセ トン固定 (室温,10分 )し た細胞塗沫標本を用いる

EBV複製関連抗原の検出は,潜伏感染からウイルス複製

サイクルヘ移行するスイ ッチ機能 を持つ前初期抗原

(BZLF l)(DAKO社 ),BZLF lに 引き続 き発現する早期

抗原(early antigen,EA)H),ウ イルスDNA合成後に発現

する VCA 12)の 3種に対 して,単 クロー ン抗体 を一次抗

体とした免疫蛍光染色を行った。BZLF lは streptavidin

―blotin法 で,EAお よび VCAについては間接法で染色

し,蛍 光顕 微鏡下で任 意 の 3視 野 につ いてそれぞれ

1,000個 の細胞当たりの抗原陽性細胞率を肉眼的に算定

し,その平均値で表 した。

2)VVestern blotting法

LCLを・sodium dodecyl sulfate(SDS)sainple bureF

[50 mM Tris― HCl(pH 8.3),2 mM ethylendiamine tet―

racetic acid(EDTA),2%SDS,7%glycerol,3%β ―Iner―

captOethanol,0.01%bronlophenol blue]に 1× 101/μ lと

なるように溶解し,超音波粉砕後,100℃ ,5分 問熱処理す

ることにより蛋白を抽出 した。その後,SDSポ リアクリ

ルアミド電気泳動を行い,ニ トロセルロース膜へ転写し

た。1)で 用いたBZLF l,EA,VCAの それぞれに対する

単クローン抗体を一次抗体 として反応を行い,Blomng

detection kitお r mouse antibodies(Amersham社 )で 検

出した.

3)培養上清中のEBV粒子量の検索

上記抗原を発現する細胞が EBV粒子産生にまで及ん

でいるか否か,ま た,EBV粒子を産生する場合その量を

検討する目的で,培養上清を用いてEBV lゲ ノム中に 1

copy存在するEBV特異核内抗原 (EBV― determined nu―

clear antigen,EBNA)2遺伝子領域中の 725 bp B)を 標的

重感染

8

原田病 Bリ ンパ球の EBVに対する高許容性・箕田他

TP A+
a-bntyrateffifll
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とするPCR法を行った。

原田病の症例 1と 対照の症例 9 LCLについて未処置 ,

P3HR-1株 EBV重感染,化学物質による刺激を与えた

LCLの 培養上清に対し detergent burer[100mM KCL,

20mM Tris HCL pH8。 3,3mM MgCLO。 2mg/mi gelatin,

0。 9%NP 40,0.12mノml proteinase K]を 等量混和し,

60℃ 60分,95℃ 10分 でDNAを 抽 出 し,各DNA溶 液50μ l

に PCR反応液 を加え,最終 iサ豊度 として 50 mM KCL10

mM Tris― HCl(pH 8.3),1.5 mM MgCL,0。 1%gelatin,

50 μⅣI(の 各 deoxyribonucleotide(dATP,dGTP,dCTP,

dTTP)(Takara),0.2μ Mの 各プライマーとなるように

調整後,最 後 に 2.5単位の Taq polymerase(GIBCO社 )

を加え計 100 μlと した.熱変性 (95℃ 1分 ),ア ニー リング

(55℃ 2分),DNA合 成 (72℃ 2分 )を 1サ イ ク ル と して

25,30,35,40サ イクルの PCR反応を行った.PCR産物を

2%ア ガロー スゲルで電気泳動後,ナ イロ ン膜 に転写

し/P標識 した内部プローブを用いた Southern blot hy―

bridizationを 行った。

4)EBVレ セプター(EBVR)発現の検索

P3HR-1株 EBV重感染効率が細胞表面 に発現する

EBVR量の違いによって左右 されるか否かを検討する

目的で,EBVR/CD 21分 子中の異なるエピトープを認識

する 3種のモノクローナル抗体,B2(Coulter社 ),HB-5

(Becton― Dickinson社 ),OKB 7(Orthommuneネ土)を 用い

て染色後 ■ow cytometerで 解析 し,%陽性細胞率を比較

検討した。

III 結  果

1.EBV複製関連抗原の発現

1).li年光抗体法によるEBV複製関連抗原の発現

原田病群 (症例 1～ 8)お よび対照群 (症例 9～ 18)の 未処

理ならびに抗原発現誘導刺激後の BZLF l,EA,VCA発

・
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図 2 蛍光顕微鏡による early antigen(EA)陽性細胞率 .

原田病出来 LCLに は対照由来 LCLよ り有意に EA陽性細胞が存在 した (p<0.05)
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現について検索 し,そ れぞれの結果,お よび平均値ならび

に標準偏差を図 1～3に示 した。原田病患者由来 LCLは

対照群 LCLに比 して,自 発的ならびに各種ウイルス活性

化刺激後の抗原発現細胞がいずれ も高率であ り,両 群間

で Mann― Whitney U検定で有意差があった.代表例 とし

て,原 田病の症例 1と 対照の症例 9由来の LCLに おける

未処置お よび P3HR-1株 EBV重 感染後の蛍光顕微鏡

所見を BZLF lに ついて図 4,EAに ついて図 5に示す。

表中には示 さないが,陽性対照 として Raji細胞を用いて

同様の刺激 を加えてお り,BZLF l陽 性細胞は未処理で

0%,P3HR-1重 感 染 で 29.5%,TPA+n― butyrateで 12.9

%,4 DPE+n― butyrateで 11.5%,teleocidine B 4+n― bu_

tyrateで 23.8%で あった。EA陽性細胞は順 に0,31.8,

11.2,10.8,22.2%,ま た VCA陽性細胞 は 0,5.1,0,0,0%

であった。

2.Western blotting法 によ る EBV複 製関連抗原量

の定量

原田病 Bリ ンパ球の EBVに 対する高許容性・箕田他

原田病 支寸H魚

米処理

P3HR-1重 感染

×400

図 5 原田病 LCLと対照 LCLにおける EAの蛍光顕微鏡所見 .

未処置および P3HR-1重 感染後において も原田病由来 LCLが有意に抗原陽性細胞が認め られる
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症例 1～4の 原田病患者由来 LCLと ,症 例 9～ 12ま で

の対照群 LCLか ら抽出した蛋白をもとにBZLF l,EA,

VCAの 自発的な発現量を,western blotting法 で検索 し

た結果を図 6に示す。原田病患者由来の LCLで は対照群

LCLに比 してそれぞれの抗原は明らかに強いシグナル

バンドとして認められ,蛍光抗体染色の結果と一致 して

いた。

原田病の症例 5と 対照群の症例 13由来のLCLに おけ

る未処置,P3HR-1株 EBV重感染後,teleocidine B 4+

n‐ butyrateに よる刺激後の抗原発現増強の有無を west―

ern blotting法で検索 した結果を図 7に 示 した。原田病

患者由来 LCLは誘導刺激によって,対照よりも各種抗原

蛋自をより多 く発現していることが確認された。以上の

ように,誘導刺激による各種 EBV関連抗原発現量の変

化も蛍光抗体染色による結果と同様の傾向がみられた。

3.PCR法による培養上清中の EBV粒子の検索

原田病の症例 1と 対象群の症例 9由来の LCLに おけ

EA

1234 1'2'3'4'

図 6 原田病群 LCLと 対照群 LCLの BZLFl,EA,ウ イル スカプ シ ド抗原 (VCA)に 対す る western blot‐

ting法 の結果。

BZLF l(42,39 kd),EA(52,50 kd),VCA(120-123 kd)に 対 し原田病群 LCL(1～ 4)か ら抽出した蛋 白は対照

群 LCL(9～ 12,図 では 1'～ 4'と 表記)か ら抽出した蛋自か ら明 らかに強いシグナルバ ンドを有 している.

，
　

（■
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る 12時 間 後 の無 処 置,teleocidine B-4+n― butirate添

加,24時 間後の未処置,P3HR-1重感染,teleocidine B-4

+n― butirate添 加,48時間後の無処置,teleocidine B-4+

n― butirate添 加の培養上清を用いた 35サ イクルの PCR

法および SOuthern blot hybridizationの 結果を図 8に示

した。原田病 LCLにおいては対照に比 し,培養上清中の

原田病

H眼会誌 103巻  4考

ウイルス DNAが明らかに多く存在していることが示さ

れた。

4.LCLに おける EBVR発現の検索

それぞれの測定においてモノクローナル抗体処置群と

対照群は二峰性の分布を示し,染色が確実に行われたこ

とが示された.表 2に 両祥間の B2,HB-5,OKB 7の%陽

性細胞率の平均値および標準偏差を示 した。両祥間にお

けるそれぞれの EBVRの%陽性細胞率 は Mann― Whit―

ney U検定においていずれに対 しても有意差はなく,抗

原発現の増強は EBVRの発現量の差によるものではな

いと考えられた。

IV考  按

今回の実験 では,す べ ての 18検体 に同 じEBV株 (B

95-8株 )を 感染 させ ,同 一な条件下で生 じる患者 Bリ ン

パ球内 EBVの 活性化の程度を比較 し,個体 間での遺伝

的素因による EBVに対する許容性の違いを検討 した。

その結果,BZLF l,EA,VCAの 発現は,未 処置お よび各

種抗原発現誘導刺激後の LCLに おいて,いずれも原田病

群の方が対照群 より高値であった.

潜伏感染時 における感染細胞中の EBVの 存在様式

は,大 きく分けて以下の 3種類がある。

1)細胞中にプラス ミドの状態で二本鎖 DNA全塩基

配列が存在する。この状態では S期の初期に細胞由来の

DNAポ リメラーゼを利用することによりDNAの 複製

を行い得る
1・

.

月 照 、

BZし Fl

42kd

EA
52kd_
50kd~

w

VCA
123kd―

①  ②  ③  ①  ②  ③

図 7 原田病由来 LCLと 対照由来 LCLに おける未処

置,各種刺激後の BZLF l,EA,VCAに対 す る west‐

ern blo■ ng法の結果 .

① (未処置),② (P3HR-1),③ (Teleocidine B 4+n― bu―

tyrateに よる刺激後)のいずれも原田病出来 LCLは 対

11、 由来 LCLよ り明 らか に BZLF l,EA,VCAに 対 し

強いシグナルバンドを有 している。

11111111  (1,,111111111111111111 

‐

72-sbp )
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>

図 8 原田病由来 LCLおよび対照由来 LCLの培養上清を用いた polymerase chain reaction(PCR)お よび

SOuthern b10t hybridizatiOnの 結果 .

4ヽ:nlarker,P:positive control,N:negative control

原田病出来 LCL
12時 間後の① :未処置,② :teleOcidine B 4+n― butirate添加.24時 間の① :未処置,⑥ :P3HR-1重 感染

後,⑦teleocidine B 4+n― butirate添加.48時 間後の① :未処置,⑫ :teleocidine B 4+n― butirate添 加

対照、LCL
12時 間後の③ :未処置,④ i teleocidine B 4+n― butirate添 加.24時 間後の③ :未処置,⑨ :P3HR-1重感

染後,⑩teleocidine B 4+n― butirate添 加.48時 間後の⑬ :未 処置,⑭ :teleocidine B 4+n― butirate添加.

いずれの状態においても原田病出来LCLの培養上清により多くのEBウ イルスDNAが含まれているこ

とが示された。

11■■
:・
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表 2 Flow cytemeterに よ る EBVR発現
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して挙げられるのが,強 直性脊椎炎やライター症候群な

どの リウマチ性疾患 とKlebsiella,Shigela,S」 monella

などの微生物との関連性である。これらの疾患はhuman

leukocyte antigen(HLA)B27と 極めて強い相関があり,

また,HLA B27抗原と上記微生物抗原との間に相同性

があることにより交差反応が生じ,そ の結果,疾患発症に

寄与するという仮説で,実験的にも交差反応が生 じるこ

とが既に報告
22)ヽ 24)さ れている。

同様な関連性が原田病患者にも想定され,事実本症に

高頻度にみられるHLA DR4と EBVゲノムのアミノ酸

配列の一部に相同性が存在 していることが知 られてお

り
25),こ れが本症の発症に関与 している可能性 も考えら

れる。

今回の検討により原田病患者の Bリ ンパ球は対照の

それに比 し,EBVの 感染を受けると無刺激,各種刺激後

にかかわらず,よ り強い活性化を示 し容易にウイルス産

生サイクルに至りやすいことが示された.し たがって,原

田病患者では個人的 (遺伝的)素 因により,体 内でもEBV
が活性化しやすく,新 たに産生されたウイルスが本症の

発症に関与している可能性が推測された。しかし,原 田病

とEBVと の関連性をより明確にするには原田病発症眼

球を用いた直接的な検索が必要と思われ,今後,こ の方面

での検討が望まれる。
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