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A. 研究目的 

痘瘡ワクチンの副反応の発現機構を病理学的に理

解するため，オルソポックスウイルス感染症の重症化と

ウイルス伝播力の変化に関わる宿主側因子を明らか

にする．具体的には，サル痘ウイルスがマウスに不顕

性感染することを利用し，その重症化機序について好

中球枯渇マウスを利用し免疫学的，病理学的，ウイ

ルス学的に明らかにする．昨年度までに，サル痘ウイル

スの皮下接種はマウスに明らかに病変を起こさないが，

好中球の枯渇処理はウイルス増殖と病変形成を亢

進し，感染後の好中球増多と，主に単球系の炎症

性サイトカイン・ケモカインの高発現を引き起こすことが

判明した．そこで，肝組織におけるクッパ-細胞の活性

化に着眼し，ウイルス感染後の影響について組織学

的に評価した． 

 

B. 研究方法 

1. 組織材料 

昨年度までに実施した感染実験の組織標本を用

いて解析を進めた．感染実験は次の通りである． 

BALB/c マウス（日本エスエルシー，接種時 14 週齢

メス）を準備し，国立感染症研究所のバイオリスク

管理委員会規定に従い，ABSL3 施設にて感染実

験を行った．ウイルスは，サル痘ウイルスの Zr-599 株

を用いた．好中球枯渇のため，抗マウス Ly6G 抗体

（1A8, BioXcell 社）を，また，アイソタイプコントロール

として rat IgG2a（BioXcell 社）を用いた．これらの抗

体をマウスの腹腔内に投与し（一匹あたり 500 

µg/500 µL），半日後にウイルス液（一匹あたり 2ｘ

105 PFU ウイルス量/100 µl）を頚背部に皮下接種

した．対照群には細胞培養液を接種した（各群 10

匹，合計４群）．その後，接種 2，4，7，10，13 日目

に抗体投与を行った．16 日間，臨床症状と体重変

化を観察した（n = 6）．ウイルス接種 3，7，10，16 日

目に一部の動物を安楽殺し，心臓採血後に解剖

し材料を採取した（n = 4-6）．常法どおり 10％ホル

マリン緩衝液で浸漬固定した組織をパラフィン包埋

し，組織切片を得た． 

2. 免疫組織化学法と画像解析法 

活性化マクロファージのマーカーである Iba-1 抗原の

パラフィン包埋組織上の検出を免疫組織化学法に

より行った．pH6.0 抗原賦活化液（ニチレイ）を用い

て 121 度 10 分の抗原賦活化処理後，一次抗体

には抗 Iba-1 ポリクローナル抗体（Wako）を用いた．

ポリマー法によるペルオキシダーゼ標識を行い，ジアミ

ノベンチジンによる可視化後，対比染色にはマイヤ

ーのヘマトキシリンを用いた． 

検索対象は中心静脈を撮影中心とした顕微鏡撮

影デジタル画像で，撮影倍率 400 倍で画像を得た．

計算上，対象面積はおよそ 150,000 µm2 であった．

各個体の肝組織切片から 3 カ所を撮影した．色域

選択による抗原陽性部位の抽出には，画像解析ソ

フト Neurolucida (MBF Bioscience)を用い，抽出し

た画像から解析ソフト Neurolucida explorer (MBF 
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Bioscience)による面積の自動計算を行った．各個

体の平均値を統計解析に用いた(n=6)．統計解析

は統計解析ソフト Prism 7 （MDF）を用いた． 

 

【倫理面への配慮】 

今年度内に動物実験の実施はなく，倫理面で配

慮しなければならない事項はなかった． 

 

C. 研究結果 

接種 16 日目の肝組織を HE 染色で評価したところ，

ウイルス接種群において腫大したクッパ-細胞が散見さ

れた（データは示さない）．抗 Iba-1 抗体を用いた免疫

組織化学法により，肝の類洞内に Iba-1 抗原を検出

した（図 A）．抗原陽性部位を色域選択（RGB スペク

トル R,G,B,はそれぞれ 197，176，147 とした）によって

トレースし，その輪郭内の面積を自動計算により算出

し各群における面積値を比較した（図 B）．その結果，

抗原陽性面積によるクッパ-細胞の活性化の評価は

それぞれ次の様になった． 

非感染群において，アイソタイプコントロール投与と

Ly6G 抗体投与によるクッパ-細胞の活性化への影響

に有意な差はみられなかった(p=0.20)．また，アイソタイ

プコントロール群に対するウイルス接種の影響としては，

感染によるクッパ-細胞の活性化が有意にみられた

（p=0.013）．Ly6G 抗体投与後のウイルスの皮下接種

により，クッパ-細胞の活性化はいずれの群に対しても

有意であり（p<0.01），好中球の枯渇によって，肝臓

内のクッパ-細胞に対する感染の影響が強く認められ

ることが示された． 

 

D. 考察 

昨年度報告したように，アイソタイプコントロール処理

後のウイルス接種群では，IL-12 と IFN-gの軽度の

上昇を認めた．一方，好中球枯渇処理群ではウイ

ルス接種 10 日目に IL-12 の高値がみられ，16 日目

には MIP-1a, GM-CSF, IL-2 と IFN-gの有意な上昇

が見られた．いずれも血中の単球系ケモカイン・サイト

カインの上昇であったことから，単球系細胞の活性化

が示唆されていた．そこで今年度は，組織中の単

球・マクロファージに着眼することとした．HE 染色によ

る組織の評価結果から，肝組織の評価が容易と判

断し，肝組織内のクッパ-細胞の活性化について組

織上での評価を試みた． 

Iba1（別名：G1，Daintain／AIF-1）は，単球あるい

はマクロファージの細胞質で発現し，炎症応答に関

与するタンパク質であり，マクロファージの活性化に関

与することが知られている．そのため，活性化マクロフ

ァージやミクログリアのマーカーとしてよく利用されている．

一方，細胞の活性化についての形態的評価は困難

で，主観的となるため，Iba-1 抗原陽性部位の面積

値を評価対象とすることとした． 

その結果，Iba-1 抗原の陽性面積値は，ケモカイン・

サイトカイン反応の結果と一致した．本解析法は，ポ

ックスウイルス感染後の宿主応答を組織学的に調べ

る上で新たな指標となりえる．今回の結果については

ウイルス動態とともにその意義を考察する必要がある．

血中及び臓器中のウイルス感染動態を検索予定で

あるが，現在，検出系について評価中である． 

 

E. 結論 

サル痘ウイルス感染マウスモデルにおいて，好中球の

枯渇は，肝臓内のクッパ-細胞の強い活性化を引き

起こした． 

 

F. 健康危険情報 

該当なし 
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2. 学会発表 

該当なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

該当なし 

2. 実用新案登録 

該当なし 

3. その他 

該当なし 
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図 サル痘ウイルス皮下接種 16 日目の肝組織における Iba-1 陽性細胞の評価．A. 抗 Iba-1 抗体を用いた免疫組織化

学法の組織像．中心静脈を撮影中心として，撮影倍率 400 倍の画像（面積 約 150,000 µm2）を得た．Iso-MEM, アイソ

タイプコントロール処理後細胞培養液接種; Ly6G-MEM, 好中球枯渇後細胞培養液接種; Iso-Virus, アイソタイプコントロ

ール処理後ウイルス接種; Ly6G-Virus, 接種好中球枯渇処理後ウイルス．各群 n=6．B. 左図 Iba-1 抗原陽性部位を

色域により抽出しトレースした画像．右図 トレース画像から面積を算出し，Iba-1 陽性面積とし One-way ANOVA 解析に

より比較解析した．*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001. 

 
 


