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令和元年度厚生労働行政推進調査事業費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 
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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，主に単球系の活性化を引

き起こすことが示された．今年度は，ウイルスゲノ

ムの体内動態を評価した． 
 

B. 研究方法 
1. 組織材料 

初年度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 2ｘ105 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

血し血液とリンパ組織を得た（n = 4-6）．材料は解

析まで，DNA/RNA Shield（ZYMO Research）中

で -80℃に て 保 管 し ， Quick-DNA Kits （ ZYMO 
Research）を用いて DNA を抽出し Monkepox ウイ

ルスのゲノムを real time PCR 法により検出した．

使 用 し た プ ラ イ マ ー ， プ ロ ー ブ は 次 の 通 り

（Maksyutov RA et al., 2016）： 
MPXV F3L upper, 
5’-CATCTATTATAGCATCAGCATCAGA-3’ 
MPXV F3L lower, 
5’-GATACTCCTCCTCGTTGGTCTAC-3’ 
MPXV F3L probe, 
HEX-5’-TGTAGGCCGTGTATCAGCATCCAT
T-3’-BHQ1 

QuantiTect Probe PCR Kits（QIAGEN）を用いて

サンプルを調製し，Real time PCR 反応プロトコル

は，テンプレート変性・酵素活性化ステップ 95℃10
分，変性 95℃15 秒およびアニーリング・伸長反応

研究要旨：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，好中球枯渇マウスにおける重症化機序を

明らかにする．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た．今年度は，本モデルのリンパ系組織および血中におけるウイルスゲノム動

態を経時間的に明らかにした．さらに，これまでに得られた宿主応答と組織変化を総合的に検討したところ，好

中球は本モデルにおける体内のウイルス伝播と病態の更新に一定の役割を担うと考えられた．本モデルは，今

後のオルソポックスウイルスワクチン研究に利用できると考える． 
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63℃60 秒 45 サイクル，37℃30 秒とした． 
 

【倫理面への配慮】 
該当しない． 

 
C. 研究結果 

アイソタイプコントロールおよび Ly6G 抗体投与後

のウイルスの皮下接種により，3 日目の頸部リン

パ節あるいは脾臓においてそれぞれ 5 匹中 4 匹

あるいは 5 匹からウイルスゲノムが検出された

（図）．また，Ly6G 抗体投与群においては，4 匹中

2 匹で 10 日目の血中からウイルスゲノムが検出さ

れた 16 日目にはいずれの個体からもウイルスゲ

ノムは検出されなかった．好中球の枯渇によって

ウイルス血症が遷延することが示唆された．  
 

D. 考察 
オルソポックスウイルスの小動物モデル開発のた

めに種々の経路や系統でマウスの実験的感染が

試されてきた．新生仔マウスや免疫不全マウスで

は全身感染や致死感染を示すが，成マウスでは

ほぼ不顕性感染を示すのみであった．本研究で

は，成 BALB/c マウスに好中球枯渇処理を施すこ

とによって，サル痘ウイルスの易感染状態を作り

出すことが出来ることを示した．また，好中球枯渇

状態ではウイルス血症が遷延し，ウイルス増殖と

病変形成が亢進されることも示唆された．本研究

で用いたウイルス量は一匹あたり 2ｘ105 PFU ウイ

ルス量/100 µl であったが，今後はウイルス量をさ

らに高くすることで安定した動物モデル系となると

考えている．以上から，新たなオルソポックスウイ

ルス感染マウスモデルを提示した． 
 

E. 結論 
サル痘感染マウスモデルの検討結果から，オルソ

ポックスウイルス感染症の重症化の宿主因子とし

て好中球を中心とした免疫応答の関与が示唆さ

れた本モデルは，今後のオルソポックスウイルス

のワクチン開発研究に利用できると考える． 
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図 頸部リンパ節，脾 および血液における経時的なウイルスゲノムの検出 (n=4)各ドットは個体を示す．Noneはい
ずれの材料においてもウイルスゲノムが検出されなかった事を示す． 


