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研究要旨： 近隣諸国で流行が認められているデングウイルス、チクングニアウイルスがヒトに

感染すると、急性熱性疾患、出血熱、関節炎などの疾病を伴い、本邦においても地球環境の変化

によりその感染拡大が懸念されている。しかしながらマウスにおいてデングウイルス、チクング

ニアウイルスの感染が成立しないため、ヒトで認められるような発症モデルを作成、解析するこ

とが困難であり、よりヒトに近い動物を用いた系の作成が急務である。したがって本研究では、

新世界猿に属する小型の霊長類であるコモンマーモセットを用いた感染モデル系を確立し、感染

時の病態を評価するための免疫学的解析における基盤整備を目的とした。 
 
A．研究目的 
デングウイルス（DEV）は、蚊の吸血によ

りヒトへ感染し、発熱のみならず致死的な出血

熱などの疾病を起こすことがある。本邦では過

去に東南アジアから侵入した DEV が、ヒトス

ジシマカによって媒介され、西日本を中心に多

数の感染者を発生させた経緯があるため、再興

感染症として監視が必要である。またチクング

ニアウイルス（CHIKV）は、発熱、筋肉痛、

関節痛を主症状とする急性の発疹性熱性疾患

である。DEV と同様にヤブカ属の媒介により

ヒトへの感染が成立し、アフリカと東南アジア

で流行しており、地球温暖化に伴って感染症媒

介昆虫の生息域が拡大することで、本邦侵入に

伴う感染症の流行が懸念される。しかしながら、

DEV、CHIKV 共にマウスにおいて感染が成立

しない。したがって発症メカニズムやワクチン

開発に必要な情報が不足しているため、霊長類

をベースとした発症モデルの作成、病態解明等

の基礎的研究は急務である。 
コモンマーモセットは新世界猿に属する小

型の霊長類であり、非ヒト霊長類モデルとして

生理学、神経学等の研究で利用されている。他

の霊長類モデル動物と比べて小型で多産であ

ることから、本動物において感染モデル系を確

立することは有用である。そして感染時の病態

を評価するために、免疫学的解析の基盤整備も

平行して進めなければならない。しかし現時点

において、本動物における免疫学的情報は限定

されている。ウイルス感染時の病態を解明する

ためには、抗体産生の有無だけでなく、病理組

織学的評価、経時的な炎症性サイトカインの変

化、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）およ

び T 細胞を中心とした細胞性免疫の挙動を評

価することは重要である。したがって本研究で

は、多数の研究協力者および研究施設と連携

（図 1）し、コモンマーモセットを用いた節足

動物媒介性ウイルス感染モデル系および解析

系の確立を目的とした。 
 
B．研究方法 
（1）コモンマーモセットにおける免疫解析ツ

ールの確立（国立病院機構相模原病院臨床研究

センター、和歌山県立医科大学）：感染実験に

よって得られたサンプルにおける免疫学的評

価を実施するための基盤整備を行う。具体的に



は、Real-time PCR によるサイトカイン等の

発現解析系、コモンマーモセット MHC 解析系、

コモンマーモセット TCR レパトア解析系、個

体識別系の確立から構成される。T 細胞におけ

る特異的抗原認識は、T 細胞受容体（TCR）と

病原性ウイルス由来ペプチドを提示した抗原

提示細胞上の MHC 分子との相互作用により

開始される（図 2 左）。マーモセットはマウス

のような近交系が確立した動物とは異なるた

め、MHC 分子における遺伝子アレルを正確に

同定することで、個体間におけるウイルス感受

性の差異について考慮することが可能となる。

したがって図 2 右に示すような手順により

MHC および TCR の解析を進める。これら解

析系の確立は、感染実験に先立って健常コモン

マーモセットより採取された血液および臓器

を使用する。 
（2）コモンマーモセットにおける標準臓器・

組織アトラスの作成（東北大学・日本歯科大

学）：コモンマーモセットにおける病理学的評

価を実施するためには、正常組織における基礎

的情報が必要になる。したがって標準臓器・組

織アトラス作成のため、感染実験に先立って健

常コモンマーモセットより組織を採取し、組織

標本を作製する。 
（3）DEV、CHIKV 感染モデル系の確立（国

立感染症研究所）：コモンマーモセットにおけ

る DEV および CHIKV の感染実験を実施し、

感染モデル系として最適な条件等を確立する。

感染成立の有無については、抗体産生、体温、

血液生化学的評価、炎症性サイトカインの評価

等を上述した解析系を交えながら総合的に判

断する。 
（倫理面への配慮） 
動物実験は、国立感染症研究所および各関連

施設における実験動物委員会のガイドライン

にしたがって実施した。 
 
C．研究結果 
（1）Real-time PCR によるサイトカイン等の

発現解析系：ウイルス感染に伴う炎症性サイト

カインの変化を検出するため、免疫関連の細胞

表面抗原および炎症性サイトカイン、それらの

数値を補正するためのハウスピーピング遺伝

子に対する特異的プライマーを設計した（図

3）。うち 4 つの遺伝子（CD14、IL-1a、IL-1b、
IL-12b）は本実験によって同定したものである。 
（2）MHC 解析系の確立：現在 MHC におけ

る解析は、図 4 に示すように、30 頭のコモン

マーモセットを用いてCaja-G遺伝子の同定が

進められている。これらの解析には膨大なゲノ

ムデータのシークエンスおよび解析が必要に

なるため、次世代シークエンサーおよびそれに

対応した専用のソフトウエアにより、コモンマ

ーモセットにおける MHC プロタイプを決定

し、最終的に感染実験に供するコモンマーモセ

ットの選別に寄与するものとなる。 
（3）TCR レパトア解析系の確立：TCR レパ

トア解析を確立するために、まずコモンマーモ

セットにおける TCR 遺伝子を同定する必要が

あった。これまでに TCR におけるα鎖および

β鎖可変領域（TRAV、TRBV）遺伝子の同定

が完了した。TCRβ鎖遺伝子は過去に他のグ

ループで報告された遺伝子群とオーバーラッ

プした TCR ファミリーも含まれたが、

Adaptor-Ligation mediated PCR（AL-PCR）

によって増幅された TCR 遺伝子に対して

1000 クローンに及ぶシークエンス解析を実施

した結果、最終的に 35 の新規 TRAV 遺伝子、

21 の新規 TRBV 遺伝子を同定した。これによ

りコモンマーモセットでは、各 35 種類の

TRAV および TRBV 遺伝子が発現することが

確認された（図 5）。現在これらの情報を基に、

TCR レパトア解析系を構築するため、既にヒ

トおよびマウスにおいて確立された TCRV レ

パトア解析法を参考にしながら、コモンマーモ

セット TCRV 遺伝子配列に検出用 DNA プロ

ーブの選定し、microplate hybridazation 法に

よる定量的・網羅的検出系を確立した。 
（3）コモンマーモセットにおける標準臓器・

組織アトラスの作成：採取された全身の臓器に

対して、HE 染色および免疫学的染色手法を用

いて、他の動物との差異について現在解析中で

ある。 
（4）DEV、CHIKV 感染モデル系の確立：DEV
および CHIKV をコモンマーモセットに感染

させるため、最適なウイルス量や投与経路につ

いての検討を実施している。予備実験の段階で、

両ウイルス共に皮下接種において、ウイルス投

与コモンマーモセットから抗体が検出された

ことと合わせて、CHIKV では Real-time PCR
において CD3、CD8、TNFαの経時的な変化

が脾臓において観察された（図 6）。 
 
D．考察 
本研究では、コモンマーモセットを用いて非



ヒト霊長類ウイルス感染モデル系を作成する

ことにある。さらに感染モデル系を評価するた

めの免疫学的解析系についても開発を進めて

いる。これまでの研究により、免疫関連遺伝子

に対する Real-time PCR 系の確立により、感

染動物における抗体産生の有無以外に、T 細胞

の挙動および炎症性サイトカインの増加につ

いても解析が可能になった。CHIKV 感染コモ

ンマーモセットにおける CD3、CD8、TNFα
の経時的な変化は、これまでマウスでは不可能

であったウイルス感染が、コモンマーモセット

において成立したことを示唆するものである。

MHC および TCR レパトア解析系は開発中で

あるため、感染サンプルに対して評価を行える

段階にないが、今後は投与量および頭数を揃え

ることで、感染が成立する個体における MHC
ハプロタイプの解析、また局所における炎症部

位で浸潤する T 細胞の抗原特異性を探るため

に TCR レパトア解析が役立つものと思われる。

炎症像やリンパ球浸潤を特定するためにも、正

常組織との比較による病理学的解析、免疫組織

学的が必要になる。 
 
E．結論 
本研究により、マウスでは感染が成立しない

ウイルスに対して、非ヒト霊長類感染モデル動

物としてコモンマーモセットに注目した結果、

Real-time PCR 系によって感染の成立が確認

された。今後コモンマーモセットにおける免疫

学的解析ツールを充実させることで、感染時の

病態に対する情報が得られるものと思われる。 
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図 1．本研究における組織図 
 
 
 

 

図 2．TCR における抗原認識機構およびマーモセットにおける TCR、MHC 解析手順 
 



 
 
図 3．コモンマーモセット免疫関連遺伝子における検出可能遺伝子の一覧 

 



 
図 4．次世代シークエンサーを用いた Caja-G 遺伝子ハプロタイプの決定 
 
 

 



 
図 5．コモンマーモセットにおける TRAV および TRBV 遺伝子の一覧 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6．CHIKV 感染コモンマーモセット脾臓におけるリアルタイム PCR 解析結果（Cont はコン

トロール、day は感染日数を示す） 
 



 
図 7．コモンマーモセットの TCR レパトア解析系 


