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[要旨] 

ヒト化 nonobese diabetic/Shi-scid/γcnull (NOG)マウスで Epstein-Barr ウイルス(EBV)感染

により関節リウマチ(RA)類似びらん性関節炎が発症する。本マウスで骨びらん形成の

主役と考えられるヒト破骨細胞の異常分化・活性化の機序を解明するため、破骨細胞

の分化・活性化に必須となるヒト receptor activator nuclear factor-κB ligand(RANKL)発現

誘導への EBV の関与について検討した。過去の報告に準じてヒト化マウスを作製し、

EBV(B95-8 産生、Akata 株産生)を感染させた。感染後 8–10 週でマウス末梢血を採取

し、RANKL 発現と発現細胞の解析を flow cytometry により行った。また、EBV 未感染

の臍帯血ならびに B-cell line Ramos 細胞を EBV 含有培養液で培養し、マウス末梢血と

同様手法により RANKL 発現を解析した。EBV 感染の有無は real-time PCR 法により

EBV DNA 定量で行った。結果は、EBV 感染ヒト化 NOG マウスの末梢血にヒト

RANKL 発現を認め、発現細胞は EBV の第一標的である B 細胞であった。EBV 未感染

マウス末梢血には RANKL 陽性細胞は認められなかった。EBV は臍帯血 B 細胞および

Ramos 細胞に in vitro で感染し、RANKL 発現を誘導した。両細胞からは高レベルの

EBV DNA が検出され、EBV 感染が確認された。以上の結果から、EBV は、感染によ

り B 細胞に破骨細胞の分化・活性化に必須な RANKL の発現を誘導し、関節に骨びら

んを伴う関節炎を引き起こすことが示唆された。 

71



[背景] 

Epstein-Barr ウイルス(EBV)の関節リウマチ(RA)への関与は、1970 年後半から始まっ

た多くの研究報告から強く示唆されている。我々の研究グループでも、これまでに

EBV と RA に関し多くの研究報告を行ってきた。1) EBV はヒト以外では新世界ザルに

しか感染しないため、長らく動物を使用した実験で検討を行うことが困難であった。

近年、重度免疫不全(SCID)マウスを用い免疫系をヒト化したマウスが開発され、2) 

EBV 感染実験が本マウスで可能となった 3), 4)。我々は nonobese diabetic/Shi-scid/γcnull 

(NOG)マウスにヒト臍帯血由来 CD34＋の造血幹細胞を移植し、免疫系をヒト化したヒ

ト化 NOG マウスに EBV を感染させ、RA 類似の骨びらんを伴う関節炎を発症する実

験動物モデルを作製し、2011 年に報告した 5)。さらに、本マウスで観察される骨びら

んの形成は、ヒト破骨細胞が主役である可能性が高いこと、そして、マウス骨髄に生

着したヒト造血幹細胞から分化したヒト破骨細胞前駆細胞が、骨吸収能を持つ成熟ヒ

ト破骨細胞へと分化することを明らかにした 6)。正常個体では、骨を作る骨芽細胞と

骨を吸収する破骨細胞とが相互作用しながら骨代謝のバランスをとっている。しか

し、何らかの原因で破骨細胞の分化・活性化が異常に亢進しバランスが崩れると、過

剰な骨吸収により骨びらんや骨損失を生じるようになるとされる 7)。これまでの我々

の研究結果と考え合わせると、EBV 感染が破骨細胞の異常分化・活性化を引き起こ

し、骨びらんを形成する可能性が示唆された。 

[目的] 

骨びらんを引き起こす破骨細胞異常分化・活性化への EBV の関与について検討する

目的で、本研究では破骨細胞の分化・活性化に必須となる receptor activator nuclear 

factor-κB (RANK) signal を誘導する RANK ligand (RANKL, CD254)7) 発現への EBV の関

与について検討する。 

[方法] 

(1) 倫理的考慮

生命倫理に関しては、日本大学医学部倫理委員会に研究倫理および臨床研究審査研

究申請書を提出し、当委員会の承認を得ている(日本大学医学部倫理委員会承認番

号: 211-3、日本大学医学部付属板橋病院臨床研究審査委員会承認番号: RK-140613-

11)。

(2) NOG マウスの免疫系ヒト化と EBV 感染

既報 6) に準じて行った。簡潔に以下に記す。７週齢 NOG マウスにヒト CD34+造血

幹細胞を移植し約３か月経過後、ヒト免疫系細胞の構築が十分であることを、flow

cytometry(FCM)でマウス末梢血単核球のヒト CD45、CD3 および CD19 各マーカー
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陽性細胞率を調べ評価した。EBV は、B-95-8 EBV 産生株(JCRB9123, Japanese 

Collection of Research Bioresources, Osaka)あるいは Akata 産生株から産生された

EBV を精製し、1.0–2.0 × 101 TD50/100 μL でマウス尾静脈から投与した。 

(日本大学動物実験委員会承認番号：AP18MED010、AP18ME009-3) 

(日本大学医学部遺伝子組換え実験安全委員会承認番号：2016 医、2018 医 7) 

(3) 臍帯血単核球と B-cell line の EBV 感染

臍帯血提供者の両親から同意を得、日大医学部産婦人科学教室の協力のもとに取得

した臍帯血から単核球を分離した。臍帯血単核球および Ramos (EBV-negative B-

cell lymphoma cell line, ATCC) 細胞を EBV (Akata 株産生あるいは B95-8 細胞産生:

5.0×101–2.0×103TD50) 含有培養液(10–20% FBS 加 RPMI1640)で 5% CO2下 37℃で感

染培養した。

(4) RANKL 発現ならびに RANKL 発現細胞の解析

EBV 感染後 8-10 週(この時期に解剖し関節組織を検討するとほとんどの感染マウス

でびらん性関節炎が確認されることを過去に報告)のマウス末梢血を採取し、溶血

操作後に得られた白血球を抗ヒト RANKL モノクローナル抗体ほか各種リンパ球マ

ーカーに対するモノクローナル抗体で染色し、multicolor FCM で解析した。同時

に、同週齢未感染ヒト化 NOG マウスの末梢血も採取し同様解析を行った。EBV 含

有培養液で培養開始した臍帯血単核球および Ramos 細胞は、経時的に RANKL 発

現の推移を FCM で解析した。

(5) EBV DNA 定量

EBV 感染培養臍帯血単核球および Ramos 細胞から DNA を抽出し、EBV ウイルス

DNA を real-time PCR で測定した。

[結果] 

B95-8 EBV、Akata EBV で各 4 頭ずつ感染させたヒト化 NOG マウスの末梢血を

FCM で解析した結果、どちらの EBV 感染でもすべての感染マウスでヒト RANKL 陽

性細胞が認められ、RANKL 発現細胞は、B-cell marker である CD19、CD20 陽性細胞

がほとんどであった。EBV 未感染マウス末梢血では、ヒト RANKL 陽性細胞は認めら

れなかった。次に、B 細胞は EBV の第一標的であり、EBV による感染で B 細胞に

RANKL 発現が誘導される可能性を考え、EBV 未感染新鮮臍帯血から単核球を分離し

B95-8 EBV 含有培養液で培養し、FCM で RANKL 発現を経時的に調べた。その結果、

EBV 感染後 2 週前後で RANKL 陽性細胞が出現しはじめ、４週目では大半の細胞が

RANKL 陽性 B 細胞となった。培養を続け感染後８週目でも RANKL 陽性 B 細胞は認
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められた。異なる donor から得られた臍帯血単核球を、B95-8 EBV あるいは Akata 

EBV で感染させ同様に調べてみたが、結果は類似していた。感染 8 週後の両 donor の

感染細胞からは、高レベルの EBV DNA が real time PCR で検出された。続いて、pure

な B 細胞培養系で EBV 感染 RANKL 発現誘導を確認するため、EBV-negative B-cell 

lymphoma cell line Ramos を用いて検討した。EBV 未感染 Ramos 細胞では RANKL 発現

はほとんど認められなかったが、B95-8 EBV 感染後 2 週前後で臍帯血同様に RANKL

陽性細胞が出現し始め、3-4 週で RANKL 陽性 Ramos 細胞が 30%を超えた。同細胞か

らは、高レベルの EBV DNA が real time-PCR で検出された。 

[考察] 

本研究で、骨びらんの主役である破骨細胞の分化・活性化に必須となる RANKL 発

現への EBV の関与について検討した結果、RA 類似骨びらんを伴う関節炎が発症する

EBV 感染ヒト化 NOG マウスの末梢血にヒト RANKL 発現が認められ、発現細胞のほ

とんどが EBV の第一標的である B 細胞であること、骨びらんを発症しない EBV 未感

染マウス末梢血ではヒト RANKL 発現は認められないこと、さらに、in vitro で EBV に

感染させた臍帯血 B 細胞ならびに B-cell line Ramos 細胞に RANKL 発現が誘導される

ことを明らかにした。その後の実験で、破骨細胞分化・活性化に必要な RANKL 以外

の因子の発現も EBV が誘導すること、EBV 感染臍帯血 B 細胞が実際に破骨細胞を分

化誘導するポテンシャルを有することを示唆する結果を得ており、現在検討を進めて

いる。以上から、EBV は、破骨細胞の異常分化・活性化を引き起こし関節に骨びらん

を形成することが強く示唆された。 

[結論] 

EBV は、感染により B 細胞に破骨細胞の分化・活性化に必須な signal 誘導分子の発

現を誘導し、関節に骨びらんを伴う関節炎を引き起こすことが示唆された。 
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