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0. 概要 

0.1. 目的 

Epstein-Barr virus (EBV)は、B 細胞のみならず T 細胞、NK 細胞に感染し、伝染性単核症、慢性活動性 EBV

感染症、悪性リンパ腫・白血病を初めとする様々な疾患の原因となる。EBV 関連疾患の診断・発症病理の解

明には、末梢血中の感染細胞数の定量に加え、EBV が感染している細胞の同定が必須である。近年、我々は

flow cytometric in situ hybridization （FISH）法を用いた EBV 感染細胞の迅速定量・同定法を開発した。本研

究ではこの FISH 法が EBV 関連疾患の非侵襲的診断法として有用かどうかを検証し、さらに EBV 関連疾患の

発症病理の解明に役立てることを目的としている。 

  

0.2. 対象 

1) EBV 関連疾患が臨床的に疑われる、あるいは確定診断されている患者。 

2) 末梢血中などに EBV 感染細胞が一定量存在することが確認されている。 

3) 研究参加について患者本人もしくは保護者から文書で同意が得られている。 

 

0.3. 検索 

被験者より末梢血を10mL採取する。検体は名古屋大学医学部附属病院小児科学 (伊藤嘉規准教授)に集めら

れ、小児科およびウイルス学で感染細胞の同定を行う。測定結果は研究責任者を通じて、担当医、施設研究

者に知らされる。 

 

0.4. 予定登録数と研究期間 

予定登録数：100 例。 

登録期間/研究期間：実施承認日～2022 年 3 月 31 日 

 

0.5. 問い合わせ先 

研究責任者 

木村 宏 

名古屋大学大学院医学系研究科ウイルス学 

〒466-8550名古屋市昭和区鶴舞町 65番地 

TEL: 052-744-2207 

FAX: 052-744-2452 

E-mail: hkimura@med.nagoya-u.ac.jp 
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1. 目的 

 Epstein-Barr virus (EBV)は、B 細胞のみならず T 細胞、NK 細胞に感染し、伝染性単核症、慢性活動性 EBV

感染症、悪性リンパ腫・白血病を初めとする様々な疾患の原因となる。EBV 関連疾患の診断・発症病理の解

明には、末梢血中の感染細胞数の定量に加え、EBV が感染している細胞の同定が必須である。近年、我々は

flow cytometric in situ hybridization （FISH）法を用いた EBV 感染細胞の同定法を開発した。本研究ではこの

FISH 法が、EBV 関連疾患の非侵襲的診断法として有用かどうかを検証し、さらに EBV 関連疾患の発症病理

の解明に役立てることを目的としている。 

 

2. 背景と研究計画の根拠 

2.1. 背景 

 EBV は B 細胞のみならず、T 細胞、NK 細胞などのリンパ球に感染し、伝染性単核症、血球貪食症候群、

慢性活動性 EBV 感染症や鼻性 NK リンパ腫、EBV 関連 T リンパ腫、NK 白血病、移植後リンパ増殖症など、

様々なリンパ増殖性疾患/悪性リンパ腫の原因となる 1,2）。近年では、蚊刺過敏症や種痘様水疱症という、一見

皮膚に限局した疾患も EBV 関連疾患であり、高率に悪性リンパ腫へと進展することも明らかとなっている。

これらの EBV 関連疾患は、その発症病理が不明で診断定義も定まっていないものも多く、それがために治療

法も確立していない。 

 これら EBV 関連リンパ増殖性疾患の診断・発症病理の解明には、末梢血中の感染細胞数の定量に加え、EBV

が感染している細胞の同定が必須である 3）。病理組織では、感染細胞核内で多量に発現している EBV encoded 

small RNA (EBER) を in situ hybridization 法により検出する感染細胞同定法が確立されている。しかし、血液

を用いた非侵襲的な感染細胞同定法はなく、その開発が望まれていた。我々は、リアルタイム PCR 法による

EBV DNA 定量法を確立し、EBV 関連疾患の診断法・治療モニタリングに臨床応用してきた 4,5）。更に、末梢

血を磁気ビーズ法により分画しそれぞれの分画を EBV DNA 定量を行うことで、EBV 感染細胞を同定する方

法を確立し、EBV 関連疾患の病態解析に応用してきた 6,7）。しかし、これらの方法は手技が煩雑である上に、

間接的であり、正確な感染細胞の同定は難しかった。 

 Peptide nucleic acid (PNA) は、glycine 骨格が塩基に共有結合した構造をとり、DNA・RNA プローブより安

定で、核酸に hybridization できる。我々は PNA をプローブとして用い in situ hybridization 法と、flow cytometry

を組み合わせ、末梢血中の EBV 感染細胞を検出できる flow cytometric in situ hybridization （FISH）法を開発

した。同法による EBV 感染細胞定量・同定法については既に特許申請した 8）。この方法を用いれば、末梢血

中の EBV 感染細胞を、簡便かつ非侵襲的に検出・定量できるばかりでなく、表面抗原との二重染色により、

感染細胞の同定が可能となる 9）。  

  

2.2．対象疾患 

以下に掲げる EBV 関連のリンパ増殖性疾患/悪性リンパ腫： 

伝染性単核症、血球貪食症候群、慢性活動性 EBV 感染症、鼻性 NK リンパ腫、EBV 関連 T リンパ腫、NK 白

血病、加齢性 EBV 関連 B リンパ増殖性疾患、移植後リンパ増殖症など。 

 

2.3. 本研究のデザイン、内容 

EBV 関連疾患が疑われるもしくは EBV 関連疾患と確定診断された患者を対象とする。研究事務局では別

項に示した適格基準に合致するかを判断し登録の是非を決める。担当医は、登録した患者より末梢血 10mL

（乳幼児の場合は 5mL）を採取し、測定事務局へ送付する。末梢血中には解析に充分な EBV 感染細胞が存在

せず、骨髄中に存在することが判明している場合には骨髄液を用いる。患者の同意が得られた場合は、保存

検体も受け付ける。検体との送付と共に、検体採取時の臨床データを登録シートにて収集する。末梢血/骨髄

液から単核球を分離し、FISH 法により EBV 感染細胞の定量ならびに表面抗原分析による感染細胞同定を行

う。同時に、従来法である磁気ビーズ法/EBV DNA 定量法（細胞を磁気ビーズ法により各分画に分けた後に、

EB ウイルスを定量して、感染細胞分画を推定する方法）を行い、結果を比較する。登録一年後に最終診断・

転帰を確認する。FISH 法により決定した EBV 感染細胞の表面抗原形質と臨床データ・転帰を比較し、未だ

完全には明らかとなっていない EBV 関連疾患の病態の解明を目指す。 

 

2.4. 研究参加に伴って予想される利益と危険（不利益）の要約 

2.4.1. 予想される利益  

 参加患者の確定診断がなされていない場合には、FISH 法により EBV 感染細胞数と感染細胞を明らかにす

ることにより、EBV 関連疾患診断の補助になる可能性がある。また病理組織診などにより診断がついている

場合にも、同じ結果が得られれば診断を確認できるという意義がある。一方、本法の結果が信頼できるかど
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うかは、従来法との比較結果により明らかになるため、現時点は確定していない。 

 

2.4.2. 予想される不利益 

本研究に参加することに伴う患者の直接的な身体的負担は 1回の採血のみであり、採血量も 1回あたり 5-10 

ml であることから、日常診療の範囲内の身体的負担である。末梢血中には解析に充分な EBV 感染細胞が存

在せず、骨髄細胞を材料とする場合には骨髄穿刺が必要となるため、患者は相当の身体的負担を生じる。 

FISH 法の EBV 関連疾患に対する診断意義・精度は確定していないため、担当医の判断によっては不必要

な検査や治療を受け身体的・経済的不利益を被る可能性がある。これが、本研究に参加することで予想され

る不利益である。この対策として、FISH 法のみで EBV 関連疾患の診断はせず、病理組織診など他の検査な

どにより判断をすべきであることを本プロトコール中に記載し(5.3.)、登録時に担当医・施設研究者に注意を

喚起することとした。 

本研究は患者血液細胞の表面抗原蛋白とウイルスの核酸を染色・検出するもので、患者遺伝子を対象とし

ていないため、遺伝情報漏洩の問題などの不利益は生じない。 

 

2.5. 本研究の意義 

1) FISH 法による EBV 感染細胞の定量・感染細胞同定が、従来法と同等あるいはそれ以上の精度を持つこと

を明らかにし、同法を EBV 関連疾患の迅速・簡便な非侵襲的診断法として確立する。 

2) FISH 法により、EBV 感染細胞の表面抗原形質と臨床経過・症状・検査所見・予後を比較することにより、

EBV 関連疾患の発症病理の解明および新たな疾患分類の確立を目指す。 

 

3. 患者選択規準 

   以下の適格規準すべてを満たす患者を登録適格例とする。 

1) 対象疾患に掲げられた EBV 関連疾患と診断されている、あるいは疑われている症例。 

2) リアルタイム PCR などで末梢血もしくは骨髄中に EBV 感染細胞が増加していることが確認されている。 

3) 参加について患者本人（20 歳未満の場合は保護者）から文書で同意が得られた症例。 

 

※ 年齢は問わない。EBV 関連疾患は確定診断されている必要はない。 

※ 骨髄穿刺を行う基準は以下のすべてを満たした場合とする、1) 末梢血中には解析に充分な EBV 感染細

胞が存在しない、2) 骨髄中に EBV 感染細胞が存在する、3) 診断および治療効果判定のために骨髄検査が必

要、4) 骨髄穿刺に関する患者の同意が得られている。 

 

4. 登録 

4.1. 登録の手順 

対象患者が適格規準をすべて満たすことを確認したら、以下の研究事務局に登録を申し出る。 

 

研究事務局:  

木村 宏 

名古屋大学大学院医学系研究科ウイルス学 

〒466-8550名古屋市昭和区鶴舞町 65番地 

TEL: 052-744-2207 

FAX: 052-744-2452 

E-mail: hkimura@med.nagoya-u.ac.jp 

平日 9～17 時（祝祭日、土曜・日曜は受け付けず、翌 working day 扱いとなる） 

 

4.2．登録に際しての注意事項 

研究事務局で適格性が確認された後に症例番号が発行される。登録されると「登録確認通知 FAX」が研究

事務局から担当医もしくは施設研究者に送付されるので、保管すること。 

一度登録された患者は登録取り消し（データベースから抹消）はなされない。重複登録の場合は、いかなる

場合も初回の登録情報（症例番号）を採用する。 
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5.  EBV 感染細胞同定方法 

5.1. 検体取り扱い  

 検体採取前に、測定事務局まで、検体の受け取りが可能かどうかを E-mail で確認すること。 

 末梢血 10mL を EDTA スピッツに採取する。乳幼児の場合は、採血が困難なこと、循環血液量が少ない反

面、末梢血中のリンパ球の比率が高いことを鑑み、5mL とする。ヘパリン入りのスピッツはヘパリンが測定

に影響するため、必ず EDTA 入りのスピッツを用いること。但し骨髄液は凝固しやすいため、ヘパリンを入

れた注射器を用い 1mL を採取する。必ずスピッツに移し変え、注射器のまま輸送しないこと。 

 スピッツには登録番号、採血日を記入した紙ラベル（様式不問）を貼ること。患者氏名やイニシャル、カ

ルテ番号を記載しないこと。 

他施設から検体を搬送する場合には、室温のまま宅急便元払いで、採血から検体到着までが 30 時間以内と

なるよう、必ず採血当日に測定機関(名古屋大学)に発送する。遠心は不要、凍結不可。検体到着受付は AM 9

時～AM12 時までの原則午前中とする。 

  

 

※検体送付先 

     測定事務局：  

  伊藤嘉規 

  名古屋大学医学部附属病院小児科学 

〒466-8550名古屋市昭和区鶴舞町 65番地 

TEL: 052-744-2294 

FAX: 052-744-2974 

E-mail: yoshi-i@med.nagoya-u.ac.jp 

 

 

5.2. FISH 法の検査方法 

検体は単核球分離した後に、一部を FISH 用による EBV 感染細胞の定量・同定に用いる。残りの一部は、

磁気ビーズ法／定量 PCR 法による解析を行う。残余検体は、患者の同意が得られた場合を除いて、廃棄する。 

 

5.3. 検査結果報告 

 測定事務局は解析結果を検体提出後 14 日以内に研究事務局へ報告する。研究事務局はその結果を施設研究

者、担当医に転送する。 

重要：施設研究者、担当医は本検索の結果のみで EBV 関連疾患の診断はせず、病理組織診など他の検査など

と合わせて総合的に判断すること。 

 

6. 研究中止規準 

以下のいずれかの場合、研究を中止する。 

1) 原病の悪化などにより、測定用の採血が困難と判断される場合 

2) 患者が測定の中止を申し出た場合 

 

7. データ収集 

7.1. 記録用紙の種類 

専用の記録用紙（Case Report Form : CRF）を用いる。 

登録時 CRF、追跡調査時 CRF の 2 種類。 

 

7.2. 記録用紙の送付方法 

登録後、研究事務局から施設研究者・担当医に登録時 CRF を送付する。 

登録時 CRF は、検体と同時に測定事務局に返送する。 

追跡調査 CRF は登録 1 年後に研究事務局より郵送したものを、返送する。 

 

7.3. 登録時データ内容 

 以下に示す症例の臨床データを収集する。 

年齢、性、発症年月、家族歴、既往歴、主たる症状、Performance Status, 血液生化学所見（WBC, 抗中球数, リ

ンパ球数, 単球数、異型リンパ球数、RBC, Ht, Hb, Platelet, TB, DB, Cr, TG, ALT, AST, LDH, CoE, IgG, IgA, IgM, 
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IgE）、EBV 関連抗体（VCA IgG, VCA IgA, VCA IgM, EA-DR IgG, EA-DR IgA, EA-DR IgM, EBNA）、EBV DNA

量、EBV クローナリティ、TCR/Ig 遺伝子再構成、末梢血もしくは骨髄液のフローサイトメトリー結果、病理

組織診断結果（EBER 染色を含む）、染色体異常、画像検査(CT/MR)結果、先行治療の有無とその内容、診断

名（暫定を含む）。 

 なお、データに欠落があってもよい。後に結果が判明した場合には、CRF に記入後、測定事務局に郵送す

る。 

 

7.4. 追跡調査データ内容 

最終診断名とその根拠、行った治療、転帰 

 

8. 統計的事項 

8.1. 主たる解析と判断規準  

本研究の主たる解析目標は、FISH 法による EBV 感染細胞定量・同定法が EBV 関連疾患診断法として有用

かどうかを検証することである。まず、FISH 法による EBV 感染細胞数と従来法である EBV DNA 定量値と

の相関をみる。また、FISH 法により明らかになった EBV 感染細胞の表面形質を、磁気ビーズ法／定量 PCR

法の結果と比較し、両者の一致率を求める。病理組織診の結果があるものについては、その結果を対照に、

FISH 法および磁気ビーズ法／定量 PCR 法のそれぞれについて、陽性／陰性診断率および一致率を求める。 

 

8.2. 予定登録数・登録期間 

予定登録数は 100 例とする。登録期間は 2022 年 2 月 28 日までとするが、予定登録数に達したら終了とす

る。 

 

8.3. 副次的評価項目の解析 

 本研究では、FISH 法により得られた情報を元に、未だ完全には明らかとなっていない EBV 関連疾患の病

態の解明を目指している。 

 CRF によって収集した症例の臨床データ（年齢、性、症状、血液生化学所見、EBV 関連抗体価、TCR/Ig

遺伝子再構成、病理組織診断結果、転帰など）を層化し、FISH 法の結果との比較を行う。 
 

 

9. 測定にかかる費用 

本研究で行われる FISH 法および EBV DNA 定量は 2017 年 3 月現在でいかなる病名に対しても適応承認は

得られていない。測定に要する実費は 1 検体当たり 20,000 円程度と算定されるが、測定費用は文部科学省科

学研究費などによりまかなわれる。 

 

10. 倫理的事項 

10.1. 患者の保護 

本研究に関係するすべての研究者はヘルシンキ宣言に従って本研究を実施する。 

 

10.2. インフォームドコンセント 

10.2.1. 患者への説明 

登録に先立って、担当医は患者本人に別紙の説明文書もしくは施設の機関審査委員会(Institutional Review 

Board;IRB)承認が得られた説明文書を渡し、以下の内容を口頭で説明する。 

1) 研究の内容 

2) 検査の内容 

  回数と時期 

3) 検査にかかる費用について 

測定にかかる費用は研究費でまかなわれること、健康被害が生じた場合の補償は一般診療での対処に準じ

て研究費からは支払われないこと 

4) 研究参加に伴って予想される利益 

5) 研究参加に伴って予想される不利益とその対策 

6) 本研究で得られたデータを別の研究に二次利用する可能性について 

7) 人権・プライバシーの保護 
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8) 同意しない場合でも不利益を受けないこと 

9) 同意した後に、いつでもこれを撤回できること 

10) 別途同意が得られた場合のみ、検体を将来の医学研究のために保管すること 

11) 文書による同意・質問の自由 

担当医の連絡先のみでなく、施設の研究責任者、本研究の研究責任者（または登録事務局）の連絡先を文

書で知らせ、研究や治療内容について自由に質問できることを説明する。 

 

10.2.2. 同意 

研究についての説明を行い、患者が研究の内容を十分理解したことを確認した上で、研究への参加につい

て依頼する。患者本人が研究参加に同意した場合、付表の同意書または施設で定められた書式の本研究の同

意書を用い、説明をした医師名、説明を受け同意した患者名、同意を得た日付を記載し、医師、患者各々が

署名する。20 歳未満の未成年者については親権者の代諾ともって同意とする。16 歳以上 20 歳未満の場合は

本人および親権者双方からの同意を得ることとする。同意文書は 1 部コピーし、1 部は患者本人に手渡し、

原本は担当医が保管する。 

 骨髄穿刺を行う場合には、骨髄穿刺の方法・これに伴う危険・おこりうる合併症について説明を行った上

で、研究の同意書とは別途の文書で同意を得る。説明書・同意書は各施設で用いているものを使用する（名

古屋大学医学部附属病院の場合には、特殊検査・処置の説明・同意書を用いる）。 

 

10.3. プライバシーの保護と患者識別 

登録患者の氏名は担当医および参加施設から研究事務局へ知らされることはない。 

登録患者の同定や照会は、登録時に発行される登録番号を用いて行われる。患者名など、第三者が当該施

設の職員やデータベースへの不正アクセスを介さずに直接患者を識別できる情報が、研究事務局のデータベ

ースに登録されることはない。 

 施設、研究事務局、測定事務局間の患者データのやりとりは緊急の場合を除いて郵送または直接手渡しに

よって行い、プライバシー保護を確保する。 

 

10.4. プロトコールの遵守 

本研究に参加する研究者は、患者の安全と人権を損なわない限りにおいて本研究実施計画書を遵守する。 

 

11. 研究組織 

11.1. 研究責任者/研究事務局 

木村 宏 

名古屋大学大学院医学系研究科ウイルス学 

〒466-8550名古屋市昭和区鶴舞町 65番地 

TEL: 052-744-2207 

FAX: 052-744-2452 

E-mail: hkimura@med.nagoya-u.ac.jp 

    

11.2. 測定事務局 

伊藤嘉規 

名古屋大学医学部附属病院小児科学 

〒466-8550名古屋市昭和区鶴舞町 65番地 

TEL: 052-744-2294 

FAX: 052-744-2974 

E-mail: yoshi-i@med.nagoya-u.ac.jp 

 

11.3. 参加施設  

 本研究の趣旨に賛同し、本研究計画書の内容を熟知し、検体・CRF を送付できる施設が、本研究に参加で

きる。 

 

12. 研究結果の発表 

主たる公表論文は最終解析終了後に英文誌に投稿する。 

学会・論文発表の著者・発表者は、症例登録数、プロトコール作成、研究事務局、共同研究者など本研究
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への参加と貢献度を勘案して研究責任者が決定する。 

すべての共著者は投稿前に論文内容を review し、発表内容に合意した者のみとする。内容に関して議論に

ても合意が得られない場合、研究責任者はその研究者を共著者に含めないことができる。 

学会発表者は研究責任者が決定する。ただし、学会発表に際しては、発表準備および発表内容について研

究事務局 /測定事務局が責任を持つ。研究事務局 /測定事務局以外の研究者であっても、自施設の症例に関し

ては自由に発表することができる。 
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