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　ウ イ ル ス 特異的 lgE 抗体の 存在 と そ の 生物学 的意義 を調 べ る た め に，我 々 は 抗 ヒ ト IgE モ ノ ク ロ

ナ
ー

ル 抗体 を用 い て，enzyme ・linked　immllnosorbent　assay （ELISA ｝に よ り，　 Epstein−Barr　virus

〈EBV ）特異的 IgE 抗体 を測定 した．そ の 結果，伝染性単核球症 （infectious　mononucleosis ，　 IM ）や

上咽頭癌 （nasophar ｝
’
ngeal 　curcinoma ，　 NPC ）を含む EBV 関連疾患を は じめ ，健常者 や 気管支喘息，

各種膠 原 病患者 で も EBV 特異的 夏gE 抗体 の 存在を確認 した．　 L か し，そ の 抗体価 は ，各疾患群 や 健常

者群 の 問 で 有意差 を認め な か っ た．ま た，抗 EBV 　IgG 抗体 と lgE 抗体 の 分布 に は相関 は み られ ず ， 抗

EBVIgE 抗体 の 分布は
，

血 清 IgE 値 と 無関係 で あ っ た．
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緒　言

　IgE は，その 細胞表面 上 に Fc（ε ）−receptor を 有 す る

肥 満細胞 （mast 　cel1）や 好塩茎球 （basophil） と とも

に ，即時型過敏症 に お い て 重要 な役割を担 っ て い る．
一方， ウ イル ス 感染 と即時型過敏症 との 関連で は，疫

学的 に ，上気道の ウ イ ル ス 感染が，気管支喘息患者 に

喘鳴発作を誘発す る こ と は よ く知 られて い る
1）2｝．そ の

機序 と し て は ，ウ イ ル ス 感染 に よ る 非特 異的 な影

響
3》−Stjp

ウ イ ル 入 特異的 lgE抗体，すな わ ち herpes

simplex 　virlls−161や respiratory 　syncytial 　 virus7
｝

parainfluenza　 viruse
｝

，
　 cytomegalOvirusgl に 対 す る

IgE抗体 の 関与が報告 され て い る．

　EBV は ，　 IMio）」P　NPCli ｝

，　 Burkitt　 lymphoma

（BL ）
12，

との 関連で 知 られて い るが，ま た ア ト ピ ー
性疾

患 に も関与す る とされ て お り，ア ト ピ ー性疾患を有 し

血中総 lgE値が高埴 の 小児に お け る，抗 EBV 　IgG抗

体 の 高値
19）

や ，
IM 急性期 に お け る 血 中総 IgE値 の 上

昇
k ）

な どが報告され て い る．し か し，上記の如き EBV

特異的 IgE抗体の 報告は な い ．

　そ こ で ， 我 々 は
， EBV 特 異 的 lgE抗 体 の 存 在 を
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ELISA に て 検出す る と ともに ，そ の 生物学的意義をみ

る た め に ，そ の 抗体価を各種疾患群 で 比較 し，また ，

IgG 抗体価 や 盧 清 IgE値 との 相 関 を もみ た，

材料お よ び方法

　 1．被験 血 清

　急性期 の IM　8名，　 NPC 　9名，ア ト ピ ー性気管支喘息

18名 ，
sarcoidosis 　6名， 膠原病21名（全身 エ リ テ マ トー

デ ス 8名，慢徃関節 リ ウ マ チ 5名．シ ェーグ レ γ 症候

群 7名，強皮症 1 名）以上62名 （男性31名，女 性31名，

平均年齢38，4歳） の 患者と，健常正常人 62名 （男性29

名，女性 33名 ， 平均年齢35．9歳） よ り得 られ た ．患老

と健常人の 年齢分布は　Fig、1に 示 した．

　2．EBV の 精製

　 EBV は Millerら15｝
の 方法 に 従 い ，　B95−8細胞 よ り分

離，精製 した ．す な わ ち，EBV 持続 感染細胞 で あ る

B95・8細胞を 7 日間連続 培養し た 上 清を遠心 （4 ℃ に

て 5eo×g ，
10分間）後 ， 上清 をさらに 超遠心 （4 ℃ に

て 50000× g，90分間〉し，沈澱を酒石酸 カ リ ウ ム 10％

か ら50％ の 不 連続密度勾配 に の せ て 遠 心 （4 ℃ に て

85000×g，15時間）した後 の 20％ と30％との 中間帯を

精製 EBV （蛋 白濃度3．8mg ／ml ＞ と し た ．

　3．抗体価測定

　 a ）間掻蛍光抗体法 （indirect　 lmmunofiuorescence

assay ，　 IFA）
161

： B95・8細胞 を ア セ ト ソ 固定後，0．IM

，
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　Fig．1．　Age　d［sヒribution 　of 　patients　and 　healthy

controls 　studied ．

phosphate 　buffered　sa 】ine（PBS ） に て 10培希釈 か ら

4 倍段階希釈 した被験血清と，37℃ に て 30分間反応 さ

せ た ，PBS に て 洗浄後，　fluoreLgcein　ig．　othlocyanate 標

識抗 ヒ　ト IgG （Fc）　ヤ ギ IgG （CapPel　Laboraヒories ，

Inc，．　 Cochranv三lle，　 PA ，　 USA ）を．37℃ に て 30分間

反応 させ ，蛍光顕微鏡 に て ，蛍光抗原 の 認め ら れ る 血

清 の 最 大希釈培数を も っ て ，EBV 関連 抗 原 で あ る

viral　capsid 　antigen （VCA ｝ に 苅す る 1gG 抗体価 と

した 、な お ，1  以 下 の 銃体価 は 5 と した ．

　b）酵 素 抗 体 法 （enzyme −linked　 immiwnesorbent

assay ，　 ELISA ）il】
：精製 EBV を 0．OSM 　 carbonate ・

blcarbOnate　buffer（coating 　buffer，　 pH 　9．5）に て 600

倍 に 希釈 後，ELISA 用 microplate （F皇ow 　Labora・

tories，　 Inc．，　 Mclean，　 Va，　 USA ）の 各 well に 100μ1

ずつ 分注 し，4 ℃ に て
一．一
晩静置 し た，0．05％Tween 　2 

を含む PBS （PBS −T ｝に て 洗浄後 ，
　 PBS・T に て 10倍希

釈 か ら 2 倍段 階希駅 され た 被験 血 清を，各段階希釈 あ

た り4　well を用 い ，各 wel ］に 100μ 】ずつ 分注 し，室温

に て 2 時間反応 させ た．洗浄後，alkahne 　phosphatase

で標識 さ れ た抗 ヒ ト IgG （Fc）ヤ ギ lgG （Cappel）あ

る い は 抗 ヒ ト IgE （ε　chain ） v ウ ス モ ノ ク P 一
ナ ル 抗

体 （Yamasa 　Shouyu　Co．　Ltd、，　 Tokyo ） を PBS ・T に

て 各 々 400倍に 精釈 した もの を各 we 】I　ICIOOμiず つ 分
』

注 し，室 温 に 2時間放置 し た．再 び洗浄後，10％ dieth・

anolamine 　buffer中 に 1mg 〆m1 に 溶解 し た 基質 （P・

nitrophenyl 　phesphate ）を 各 wel1 に 200μ 1ず つ 分注

し，室温 ‘こ 3 分放置，発色の 程度を Titertek　Multis・

can （FIQw）に て 測定 し た．　coating 　bufferの み の wel ］

を EBV 抗 原な し の 対照 と し た ．対照 の OD ．。 5 は 常 に

O．05以下 で あ っ た の で ， 2 倍以上，つ ま り0．1以上 の

OD
柵 を示す最大希釈倍数を も っ て 抗体価 と し た，な

お，10以 ドの 抗体価 は 5 とし た．また ， PBS −T に て 5

倍希釈 した被験血清を，PBS −T に て 200倍希釈 した 精

43

製 EBV ま た は EBV な し の PBS ．T と 1 ： 1 に 混 和

し，37℃ で 30分間反 応させ た 後，同様 に 抗体価を測定

した ．

　4．血 清 IgE の 測定

　the　Phadebas　radioiminunosorbent 　test　system

（Pharmacia　Diagnostics．） （固 相法 に よ る radioim −

munoassay 　za］： に よ り渦1定 した．

　 5．data の 統訓処理

　相関係数と 回 帰分析に は Pearson の 相関 係数 γ と

y ＝a ＋ bx を， 2 群 の 諮 の 検定 （対応 の 有無 を 含 め て ）

裳二｛よ，　Student
’
s　t−testを用 し

・た．

結　 果

　 1、iFA と ELISA に よ り 測定し た抗 EBV 　IgG 抗体

価 の 相関

　 B95−8細胞 を 抗原 と した IFA と 精製 EBV を抗原 と

し た EL ！SA とで ，　 lpd　u−検体 （IM 　8例 ，うち 1例 は 回

復期 の 血 清 も用 い た ．NPC 　6例，気管支喘息 1例 ，先

天性免疫不全症候群 1例 ，饉常者 7名）に つ き IgG 抗

体価を 測 定 し た．こ の 結果，各 々 の 測定法 に よ る抗体

緬 に 有意な柑関（r＝0．80，pくO．01）がみ られ（Fig．2），
ELISA で み た 抗 EBV 　IgG 抗体 は ，抗 VCA 　IgG 抗体

と相応 し て 変動する もの と考 えた．以後，抗 EBV 　lgG

抗体は EHSA に て 測定 した．

　 2．EBV 関連疾患に お け る抗 EBV 　IgG抗体 の 分布

　 EBV 匿連疾 患と し て IM　8例 （1例 は 回復期 の 血 清

を 含む）と NPC 　9例，　 sarcojdesis 　6例 の 他 r 健常者 11

例 に つ き，ELISA に て 抗 EBV 　IgG 抗体価 を測定 した

（Fig．3）．抗体価 （幾可 平均±標準偏差）は，　 IM 群

ll7．5± 4．6，　NPC 群 186 ．7± 5．O，
　sarcoidesis 群40．0±

2．4，健常者群54．8± 3．4で あ っ た．IM や NPC の 検体

で 高 い 抗体価 を 示 す もの があ っ た が，抗体価 の 分布に

は ，統計学的 に 各群間 に 有意差 は 認め られ な か っ た ．

　 3．抗 EBV 　IgE抗体 の 存在

　Fig．4 に ， 積製 EBV と抗 ヒ ト lgEモ ノ ク ロ ーナ ル

抗体 を用 い た ELISA に よ る， 4例 の 被験血 清 （iM ，

NPC ，気管支喘息の 患者お よ び健常人，各 1例ずつ ）

段 階 希釈液の 抗 EBV 　 IgE抗体 の 測定結果を示 した ．

血 清の 希釈に 伴 っ て OD4。 5 の 低下が認め られた．OD ‘e5

の 読 み が 0．1以上を示 す血 清最大希 釈倍数を 抗体価 と

す る と，NPC と気管支喘息 の 2 例 は ともに 80倍，　 IM

で は 40倍，健常 人 で は 10倍 と い う こ と に な る．こ の
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　Fig．2．　 Correlation　between　anti −VCA ．　IgG

titers　by　IFA 　and 　anti −EBV 　IgG　titers　by　ELISA ．

○ ：IM （9　samples ）， ● ：N 尸C （6　samples ） △ ：

b士onchial 　 asthma 　（1　sample ）， ▲ ：congenital

immunode 且ciency 　syndrome （l　sample ），口
．
：con ・

troユ（7　samples ）．　 In　each 　sample
，
　 anti −VCA 　IgG

titer　was 　measured 　by　IFA 　and 　anti −EBV 　IgG 　titer

by　ELISA ．

dllution　curve は，抗体価が同じで あれ ば疾患や健常

者 に 関係な く同様で あ っ た．抗原 で あ る EBV 不在 の

対照 と し て coating 　bufferを ， 被験血 清 ま た は 抗 ヒ ト

IgE な し の 対照 と して PBST を用 い た 場合，い ずれ

も発色 は み られ な か っ た ．

　また ，
NpC 　1例 （抗 EBv 　IgG 抗体価 160以上）， 健

常者 1例 お よ び気管支喘息 2 例 （抗 EBV 　IgE 抗体価

は，それぞれ40，80，80で あっ た ）の 血 清を，EBV 抗

原 （11400 希釈）と37℃ で 30分間反応 さ せ た 後 ，
血 清

の 抗 EBV 抗体を ELISA に て 測定する と，IgG 抗体価

は 160倍以上 か ら40倍 に 低下 し，IgE 抗体価 も， それぞ

れ 40倍か ら 5 倍，80倍 か ら10倍 あ る い は 40倍 に 有 意

ψ＜ 0．05）に 低下 した （Table　1）．

　 4．各種疾患に おけ る抗 EBV 　IgE抗体の 分布

　抗 EBV 　IgE抗体価 を各疾患群で比較 し た （Fig．5）．

健常者 で 8，5± 2．1に 対 し，EBV 関連疾患で あ る IM や

NPC で は 各 々 IL9 ± 2．6，
　10．9± 2．6と有意差 は な か っ

た 。また， 1型 ア レ ル ギ
ー

性疾患 と し て の 気管支喘息

（14．7± 3．1）や免疫異 常を きた す sarcoidosis （7．9±

2．3），種 々 の 膠原病 （8．2± 1．8）な ども健常者群 と有

意な差 は み られな か っ た ．

2560

640

む16

40

の
」

Φ
記
←

川
VbO

一

〉
血
国
亠

一

⊆

く

10

ControllM NPC 　Sarcoidosis

　Fig．3．　 Distribution　 of 　 anti −EBV 　 IgG　 titers　 in

various 　diseases．　In　the　groups　of　the　controls 　and

the　patients　with 　IM ，　NPC 　and 　 sarcoidosis ，　anti −

EBV 　 IgG　 titers　 of　the　 sera 　 were 　measured 　 by
ELISA ，　 and 　 experessed 　 as 　reciprocal 　 of　 dilution．
Bars　 meant 　 mean ± SD，

Table　l　Blocking　effect　of 　EBV 　antigen 　on

　 IgG 　and 　IgE 　class 　of 　anti・EBV 　antibody

　AntiEBV 　IgG　and 　IgE　titers　of 　the　samples （one 　from
NPC 　fQr　IgG，　and 　one 　from　healthy　control 　and 　two 　from

bronchial　asthma 　for　IgE）were 　measured 　by　ELISA　after

the　 preincubation 　 with 　 EBV 　 antlgen 　 or 　 buffer．　 The

difference　of　lgE　titers　between　treatments　with 　EBV 　and

buffer　 was 　 analyzed 　 with 　 pared 　 Student’s　 t・test，　 and

signi 丘cant （p 〈 0．05）．

，
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　 Fig，4，　 Effect　of 廿1e　di］ution 　of　sera 　on 　 absor ・
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△ ：bronchia！asthma ，口 ： contro 】，　Diluted　 serum

samples 　 were 　 sub ｝ected 　 tD　the　EL 歪SA 　 using 　 an 亡i−

human 　IgE 　monoclonal 　antibody ．
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　Fig．　6，　Correlation　between　anti −EBV 正9（｝t三ters
and 　anti −EBV 　lgE　titers．○ ：IM （8　samplis ），● ：

NPC （8・samplis ），醒 ：sarc 。idosis（6　samplis ）心 ：

control （11samp ］is）．　Anti・EBV 　IgG　and 　ant トEBV
IgE　tSters　were 　measured 　by　EL 墨SA．

抗 EBV 　 IgG お よ び lgE 抗体価を 測定 し
， その 分布を

比較 し た が （Fig、6），両者間に相関は み られ なか っ た．

　6．血 清中 の 総 IgE 量 と抗 EBV 　IgE 抗体価の 相 関

　気管支喘息患者 17名の 血 清 に つ い て，総 IgE量 と抗

EBV 　IgE 抗体価の 相関を調 べ た が
，
　 EBV 特異的 IgE

抗体価 は 総 王gE 量 に 無関係な 分布を示 した （data省

略），

診
2
爭

凵
駒o讐
＞
o

甲
篇

匸

《

　
Contro ±

　Bronchlal　　IM　　　　NPC 　 SarCOIdo5 ｝5　CQII8gen
　 　 　 　 　 85 しhmm 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　disease

　Fig．5．　Distribution　 of 　 anti・EBV 三gE 　 titers　 in
var 量ous 　diseases，　Serum　 samples 　 ef 　 the 　healthy
contm 旦s　 and 　the　 patienしs　 with 　 bronchia！ asL   a，
1M

，
　 NPC

，
　 sarcoidosis 　 and 　 collagen 　 disease　 were

measured 　foT　the　anti −EBV 　IgE　titer　by　ELISA ．

5．EBV に 対す る IgG 抗体価 と IgE抗体価 の 相関

ELISA に よ り，血 清材料33検体に つ い て それ ぞれ の

考　察

　EBV 持続感染細胞 で あ る B95・8細胞 か ら精製 し た

EBV を 抗原 と し，抗 ヒ ト IgE モ ノ ク P 一
ナ ！レ抗体 を

用 い た ELISA に て ， 抗 EBV 　lgE 抗体 の 存在と，そ の

特異性を検討し た ．EBV 特異的 IgE 抗体の 存在 に つ

い て の 報告は，Heineri8〕らの 学会発表 が あ る の み で ，

文献報告は い ま だ な さ れ て い な い ．今 回 ， 我 々 は
，

ELISA に よ る 抗 EBV 　lgG 抗体価が IFA に よ る それ

と よ く相関す る こ と，また 再現姓 が あ り ， 客観的で あ

り
17 ），こ れ ま で Vc　respiratery 　 syncytial 　 virus7 ），

parainfiuenza　viruss ｝，　cytomegalovirus9 ｝，に 対す る 特

異 的 lgE抗 体の 検出 に 用 い ら れ て い る こ と か ら，

ELISA を用い た．ま た ，そ の 特異 性 は ，被験血 清を

EBV 抗原で前処置す る と 抗体価 が 低 下す る こ とに よ

り確 認 され た ．た だ し，IgE抗体価 の 低下が，検体 に よ

り異 な っ た の は ，IgE抗体 に よ っ て ，
　EBV 粒子の抗原

認識部位 に 差 がある為か もし れ ない ．

　抗 EBV 　lgE抗体を ，
　 EBV との 関連が指摘 され て い

る各種疾患 に て 測定 した ．す なわ ち，急性期の IM 亅゚ ），
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治療前 の Npc ，L｝，　 sarcoid 。Sislg／，．慢性関節 ！1 ウ マ ≠
2° ’

な どの 膠原病，atopic 　disease：3匚
として の 気管支喘息，

そ して 正常群 で 測定し た が，い ずれも，10倍以 ドか ら

80倍 ま で に 分布 し て お り，臣常群 と各疾患 の 間，ま た

各疾患の 間，ま た 各疾思 との 間 で ，抗体価に 有意羔 は

な か っ た ．

　 こ の 点 に 閥 して ，病勢あ る い は 治績 に よ る抗 EBV

IgE抗体価の 変動もみ る 必要があ る が，今回用 い た 患

者 血 清に 関する限 り，そ の 抗体価 は せ い ぜ い 呂e倍で あ

り，抗 EBV 　lgG 抗体 の よ うに IMLD｝や NPC ” ，
で 特に

高値を示す わ け で もな く．し か も IgG 抗体 と相関もみ

られ な い こ と か ら，IgE抗体 の 診断に お け る 有用姓 に

つ い て は，現在の と こ ろ 不 明 である．また ，IM 患者 の

血 清中総 lgE値 が 発症早期 に
一

過 性 に 上 昇する こ と

が 報告 されて い る
14 ］．今回 ， 我 々 は EBV 特異的な lgE

抗体をみ た が，経時的 に 検体を得る こ と が で きな か っ

た の で ，どの よ うな 経過を と る か は 不 明 で あ る．

　し か し，血清中総 IgE量 と無関係な分布を 示 す こ と

か ら， 抗 EBV 　IgE抗体価 の 変動 は ，抗原非特異的に 総

lgE量が変勤 し た為で な く，EBV 抗原特異的 で あ り，

何ら か の 意義を もつ と考え られ る．今まで 報告されて

きた 抗 ウ イ ル ス lgE抗体 に つ い て み る と，respiratory

syncytial 　 vlrus や parai 【1日uenza 　 virUS 感染患者 の 鼻

咽頭分泌液中 の 特異的 lgE抗体 は ，喘鳴な どの 症状や

分泌液中 の ヒ ス タ ミ ノ 濃度 と相関す る と され
η ＆），さ ら

に ，Herpes　simpex 　virus を抗原と して ．特異的 lgE

抗体を介し た好 塩基球か ら の ヒ ス タ ミ ソ の 遊離が証明

され て い る
E：，．こ の よ うに ，ウ イ ル ス 特異eg　lgE抗体

は ，ウ イ ル ス 感 染 に よ る ア レ ル ギ ー症状の 発現との 関

連で 論 じ られ て きて い る が，抗 cytomegalovirus 　IgE

抗体の よ うに ，初感染診断 の 指標 として の 意義づ け も

あ る
D｝，

　抗 EBV 　lgE抗体の 意義 と し て は
， そ の 抗体価 の 分

布に 疾思特異性，特 に 気管支喘息で は 高抗体価がみ ら

れず，ま た EBV と atoplc 　diseaseと の 関連 も Bcell

mitogen と し て で あ る 13｝．従 っ て抗 EBV 　IgE抗体 が，

EBV 抗原 と と もに 肥 満細飽や 好 塩基球 を刺激 し て

chemical 　mediator の 遊離を ひ きお こ すな ど し て ， ア

レ ル ギ ー
の 病態 に 閨 与す る可能性 は 少な い で あ ろ う，

む し ろ，EBV が NPCm や BLL2レの 発症 に 関連 して い

る こ とや ，好塩基球 が
，
igE 抗体 と特異抗原 と で 刺激 さ

れ る こ とに よ り，抗腫瘍因子 の 1 つ で ある tumor　 ne ・

crosis 　factorを遊離す る こ と
22 レ

などか ら，今回 は EBV

持続感 染腫瘍 細胞表 面 の 抗 原 に 対す る IgE 抗体は み

て い な い が，抗 EBV 　IgE 抗 体 は ，　 EBV 抗原 と と も ：こ

好塩基球を刺激す るこ とに よ り，NPC や BL に 対す る

特異的免疫応 答に 麗 ゴ．し て い る の か も しれ な い ．
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              DETECTION  OF  EPSTEIN-BARR  VIRUS  SPECIFIC  [gE ANTIBODY

                      Isao Ohno, Yasue Tanne ancl Tamotsu Takishima

             FVrst Dopartment of Jnteri:ai Medicine, 7bhok# University Schaet ofMedicine

                                   Shiroh Ida

               Department of Internal Medicine Ahitionai Sanaton'um Jwate Hbspilal

   To confirm  the existence  and  investigate the  biolagica1 significance  of lgE virus-specific  antibodies,  we  studied

Epstein･Barr viru$  <EBV)-specific IgE antibody  by enzyrne-linked  lmmunosorbent assay  with  an  antl  human  igE
moneclonal  antibody,  We  detected EBV･specific IgE antibody  in sera  not  only  frorT: patients with  the EBV

asseclated  disea$es of  infectious mononucleosis  and  nasopharyngeal  carcinoma,  but also  from patients with

bronchial a$thma,  collagen  disease and  healthv voluRteers.  However, there was  no  significant  difference in the

titers of IgE antibody  specific  {or EBV  among  these groups. No  significant  relationship  between the titers of

EBV-specific IgG  and  IgE antibody,  or  betweefi the titers of EBV-specific IgE and  the  tetal IgE ievels in the sera  was

observed,


