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医科学研究に重要な霊長類資源の繁殖・育成と疾患モデルの作製・解析 

 

研究代表者 保富康宏  

独立行政法人 医薬基盤研究所 センター長 

 

医薬基盤研究所霊長類医科学研究センターは我が国で唯一の医科学研究を目的とした霊

長類センターであり、さらに 1,500 頭以上のカニクイザル系統を維持し SPF 化している世

界で唯一の機関である。本研究では霊長類医科学研究センターのカニクイザルコロニーに対し

て、実験動物として創薬につながる霊長類資源の繁殖技術の向上、動物資源の高度化、およ

び疾患モデルを検討し、医科学研究の基盤の構築を行った。また、それに関わる繁殖技術

の向上に向けマウスでの PTEN も試みた。カニクイザル資源に関わるものとしては受精卵の

保存技術の開発と受精卵の質質的評価法を樹立した。繁殖技術の開発においてはホルモン

測定による排卵日の確定法を取り入れた。さらにカニクイザルの生物資源の高度化として

MHC の測定も行った。これらに加え疾患モデルの作製と解析においては循環器疾患に対し重

要な測定項目である血液ガスの標準値を作製した。また、感染症研究におおいて呼吸器で

の感染にお行ける病態の変化およびサルエイズウイルス（SIV）のカニクイザルモデルを作

製した。 

以上の事から霊長類を用いた資源高度化およびヒト疾患モデルへの対応を試み、霊長類資源

の創薬への有用性が示唆された。 

 
研究分担者 
山海 直      独立行政法人医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 主任研究員 
下澤 律浩    独立行政法人医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 主任研究員 
揚山 直英    独立行政法人医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 主任研究員 
岡村 智崇     独立行政法人医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 研究員 
鈴木 治      独立行政法人医薬基盤研究所 難病・疾患資源研究部 主任研究員 
高橋 一朗    独立行政法人医薬基盤研究所 難病・疾患資源研究部  主任研究員 

 
A. 研究目的 
 創薬研究においては詳細な分子メカニ

ズムの解析に続き、高度な動物実験により、

効果や毒性の解析を行うことが必要である。

さらに治験段階を迎えるには霊長類を用い

た解析、検討は必須であり、その霊長類も

もちろん実験動物として高度化されていな

ければならない。さらに近年、治験段階を

迎えるには霊長類を用いた解析、検討の

必要性も要求されるようになった。医薬

基盤研究所霊長類医科学研究センターは

我が国で唯一の医科学研究を目的とした

霊長類センターであり、さらに 1,500 頭

以上のカニクイザル系統を維持し SPF 化

している世界で唯一の機関である。本研

究ではこれら高度な霊長類を用い、創薬

につながる動物資源の繁殖技術の向上、

動物資源の高度化および疾患モデルを検

討し、医科学研究の基盤を構築すること

を目的とした。 
 

B. 研究方法 



 分担報告書参照 
 
C. 研究結果 
以下の如く結果を得た。 

1. 霊長類由来研究資源の保存技術の高度
化 ：カニクイザル凍結保存受精卵の質的
な評価法をメチレーション関連遺伝子およ
び免疫染色法を用いた新規手法を樹立した。
2. カニクイザルのホルモン解析による繁
殖技術の確立：カニクイザルホルモン測定
による交配を行っているが、当該年度まで、
従来の発情から計算したホルモン日測定法
との受胎率の際は認められなかった。 

3. カニクイザルのMHC 遺伝子発現解析：サ
ルエイズウイルス（SIV）に感受性、抵抗性
を付与するであろうMHCクラスIの解析を
行った。 

4. ワクチン開発における霊長類を用いた基
盤的技術の開発：カニクイザルに感受性を
持ち、新規ワクチンベクターとして期待さ
れるヒトパラインフルエンザ2型ウイルス
の経鼻投与における病変を検討したところ、
病理学的な変化は認められなかったが、感
受性のないマウスでは変化が認められた。 
5. 循環器疾患モデルの作製とその解析：循

環器疾患の測定値となる血液ガスについて調

べ、ヒトと相同性のある測定項目と無い測定項

目に知見を得た。 

６．カニクイザルモデルを用いたウイルス

感染症に関する研究：産地の異なる SPFカニ

病態に差異はなかった。 

７．PTEN 抑制物質投与による霊長類誘起

排卵数増加法の基礎的検討：カニクイザ

ルでの排卵の上昇を期待した PTEN 阻害

剤投与はマウスにおいて時期特異的に性

腺刺激ホルモンによる誘起排卵数を増加さ

せ，その作用点は卵胞の顆粒層細胞および

莢膜細胞であることが明らかとなった。 
 

D. 考  察 
 医科学研究、創薬研究における実験動

物の役割は極めて大きく、特にヒトに近

い霊長類を用いた研究の重要性は近年世

界中で認識されている。世界的にも新規

の霊長類センターの開設や既存の霊長類

センターの拡大を行っている。独立行政

法人医薬基盤研究所霊長類医科学研究セ

ンターは我が国で唯一の医科学研究を目

的とした霊長類センターであり、さらに

1,500 頭以上のカニクイザルの系統を維

持し、SPF 化している世界で唯一の機関

である。これらカニクイザル資源に関し

ては世界的にも評価が高い。本研究では

これらカニクイザルをさらに高度化し、

創薬への利用の促進につなげることを試

みている。 

 実験動物としての霊長類はそれ自体を

SPF 等で高度化していくこと、高度化に

結びつく種々の情報、さらにはモデル動

物の作製や解析により、具体的な疾患へ

の対応に対し高度化して有用性を高める

必要がある。本研究ではこれらを同時に

行い、創薬への有用性を示したと考えら

れたが、さらなる疾患への対応が今後も

継続されることが必要絵あると考えられ

た。 

 
E. 結  論 
カニクイザルを実験動物としての高度

化を行い、創薬への有用性を示した。 
 
F. 研究発表 
分担研究報告書参照 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況 (予定を

含む) 
 分担研究報告書参照 
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研究要旨

 経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

とんど行われていない。本研究では

ラインフルエンザ

を免疫染色にて病理

胞、CD163
明した

ではほとんど報告が無く、ヒトにおける毒性評価等には反映できるものと考えられた

 
A. 研究目的

 粘膜免疫を誘導する粘膜ワクチンでは抗

原を粘膜に直接運ぶ必要があり、全身的な

影響はもとより、粘膜局所における解析は

重要であ

免疫系の認識機構の解明はヒトと構造や

原認識機構

るのが大半である。カニクイザルはヒトに

極めて近い鼻腔内の構造をもっており、ヒ

トと同様マウス等で抗原認識に重要な組織

である

は規粘膜ワクチンとして期待されている

ヒトパラインフルエンザ

（HPIV2
持つカニクイザルにおいて粘膜ワクチン投

与時における病理学的変化と抗原の認識に

ついて検討した。

 
B. 研究方法

 カニクイザル（

を麻酔投与下、仰臥位で固定後、鼻腔より

HPIV2
0 時間（コントロール）

行い、ホルマリン固定の後、

粘膜の病理的解析を行った。

平成２６

研究分担者：保富康宏

研究要旨 

経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

とんど行われていない。本研究では

ラインフルエンザ

を免疫染色にて病理

CD163 細胞

明した。鼻粘膜投与における鼻粘膜局所での免疫組織学的検索はマウス等の小動物以外

ではほとんど報告が無く、ヒトにおける毒性評価等には反映できるものと考えられた

研究目的 
粘膜免疫を誘導する粘膜ワクチンでは抗

原を粘膜に直接運ぶ必要があり、全身的な

影響はもとより、粘膜局所における解析は

重要である。しかしながらその局所反応や

免疫系の認識機構の解明はヒトと構造や

原認識機構が異なるマウス等で行われてい

るのが大半である。カニクイザルはヒトに

極めて近い鼻腔内の構造をもっており、ヒ

トと同様マウス等で抗原認識に重要な組織

である NALT も保持していない。本研究で

規粘膜ワクチンとして期待されている

ヒトパラインフルエンザ

HPIV2）を用いて、

持つカニクイザルにおいて粘膜ワクチン投

与時における病理学的変化と抗原の認識に

ついて検討した。

研究方法 
カニクイザル（

を麻酔投与下、仰臥位で固定後、鼻腔より

HPIV2 を滴下し、

時間（コントロール）

行い、ホルマリン固定の後、

粘膜の病理的解析を行った。

平成２６年度

ワクチン開発における霊長類を用いた基盤技術の開発

保富康宏 医薬基盤研究所

経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

とんど行われていない。本研究では

ラインフルエンザ 2 型ウイルス（

を免疫染色にて病理変化を解析した。鼻粘膜では投与後

細胞の浸潤が認められ、リンパ組織が粘膜局所に形成されていることが判

鼻粘膜投与における鼻粘膜局所での免疫組織学的検索はマウス等の小動物以外

ではほとんど報告が無く、ヒトにおける毒性評価等には反映できるものと考えられた

粘膜免疫を誘導する粘膜ワクチンでは抗

原を粘膜に直接運ぶ必要があり、全身的な

影響はもとより、粘膜局所における解析は

。しかしながらその局所反応や

免疫系の認識機構の解明はヒトと構造や

が異なるマウス等で行われてい

るのが大半である。カニクイザルはヒトに

極めて近い鼻腔内の構造をもっており、ヒ

トと同様マウス等で抗原認識に重要な組織

も保持していない。本研究で

規粘膜ワクチンとして期待されている

ヒトパラインフルエンザ

）を用いて、ヒトに類似の

持つカニクイザルにおいて粘膜ワクチン投

与時における病理学的変化と抗原の認識に

ついて検討した。 

カニクイザル（6～11 歳、

を麻酔投与下、仰臥位で固定後、鼻腔より

を滴下し、10 分間保持した。投与後

時間（コントロール）24 時間後に解剖を

行い、ホルマリン固定の後、

粘膜の病理的解析を行った。

年度 厚生労働科学研究費
分担研究報告書

ワクチン開発における霊長類を用いた基盤技術の開発

医薬基盤研究所

経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

とんど行われていない。本研究では現在新規粘膜ワクチンとして期待されているヒトパ

型ウイルス（HPIV2
変化を解析した。鼻粘膜では投与後

の浸潤が認められ、リンパ組織が粘膜局所に形成されていることが判

鼻粘膜投与における鼻粘膜局所での免疫組織学的検索はマウス等の小動物以外

ではほとんど報告が無く、ヒトにおける毒性評価等には反映できるものと考えられた

粘膜免疫を誘導する粘膜ワクチンでは抗

原を粘膜に直接運ぶ必要があり、全身的な

影響はもとより、粘膜局所における解析は

。しかしながらその局所反応や

免疫系の認識機構の解明はヒトと構造や

が異なるマウス等で行われてい

るのが大半である。カニクイザルはヒトに

極めて近い鼻腔内の構造をもっており、ヒ

トと同様マウス等で抗原認識に重要な組織

も保持していない。本研究で

規粘膜ワクチンとして期待されている

ヒトパラインフルエンザ 2 型ウイルス

ヒトに類似の構造を

持つカニクイザルにおいて粘膜ワクチン投

与時における病理学的変化と抗原の認識に

歳、2.8～3.5kg

を麻酔投与下、仰臥位で固定後、鼻腔より

分間保持した。投与後

時間後に解剖を

行い、ホルマリン固定の後、HE 染色にて鼻

粘膜の病理的解析を行った。また、リンパ

厚生労働科学研究費 
分担研究報告書

 
ワクチン開発における霊長類を用いた基盤技術の開発

 

医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター

経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

現在新規粘膜ワクチンとして期待されているヒトパ

HPIV2）をカニクイザルに経鼻投与し、その

変化を解析した。鼻粘膜では投与後

の浸潤が認められ、リンパ組織が粘膜局所に形成されていることが判

鼻粘膜投与における鼻粘膜局所での免疫組織学的検索はマウス等の小動物以外

ではほとんど報告が無く、ヒトにおける毒性評価等には反映できるものと考えられた

粘膜免疫を誘導する粘膜ワクチンでは抗

原を粘膜に直接運ぶ必要があり、全身的な

影響はもとより、粘膜局所における解析は

。しかしながらその局所反応や

免疫系の認識機構の解明はヒトと構造や抗

が異なるマウス等で行われてい

るのが大半である。カニクイザルはヒトに

極めて近い鼻腔内の構造をもっており、ヒ

トと同様マウス等で抗原認識に重要な組織

も保持していない。本研究で

規粘膜ワクチンとして期待されている

型ウイルス

構造を

持つカニクイザルにおいて粘膜ワクチン投

与時における病理学的変化と抗原の認識に

3.5kg）

を麻酔投与下、仰臥位で固定後、鼻腔より

分間保持した。投与後

時間後に解剖を

染色にて鼻

リンパ

球抗原に対する

免疫組織化学染色を行った。

 

（倫理面への配慮）

本研究

会での承認は既に得てお

情報等は一切用いていない。

 

C. 
  
（CD3
リンパ組織を軽視していることが認められ

た（

 
 
 
 
 
 
 

 

織の構築

単球（

時間で粘膜基底層

24

 創薬基盤推進研究事業
分担研究報告書 

ワクチン開発における霊長類を用いた基盤技術の開発

霊長類医科学研究センター

経鼻投与ワクチンにおける解析はヒトと抗原認識機構が異なるマウス等以外ではほ

現在新規粘膜ワクチンとして期待されているヒトパ

カニクイザルに経鼻投与し、その

変化を解析した。鼻粘膜では投与後 CD3
の浸潤が認められ、リンパ組織が粘膜局所に形成されていることが判
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研究要旨 
 カニクイザルは様々な医科学研究に用いられている。その研究資源の確保のため、生殖
関連細胞の凍結技術の高度化を図り繁殖・育成技術を向上させる意義は大きい。本研究で
は、凍結融解した卵の質を評価する技術開発を目的として一つの卵で遺伝子解析する技術
開発を開始し、免疫染色により詳細に形態を観察するための基礎研究に取り組んだ。また、
凍結融解卵巣を移植した個体の解析を昨年につづき実施した。さらに、繁殖効率向上のた
めの基礎データを得るため、初潮の意義を考えるとともに妊娠しない個体に焦点をあて、
妊娠しない原因について探求した。 
 
Ａ．研究目的 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
 卵の凍結保存はマウスでは遺伝子バンク
として、また、ヒトでは不妊治療技術のひ
とつとして応用されている。サル類におい
ても卵の凍結保存の成功例が報告されてい
る。実用化された技術ではあるが、融解卵
の質については未だ議論されている。そこ
で、ひとつひとつの卵の質を評価する技術
開発を開始した。メチレーションとアポト
ーシスに注目し、関連遺伝子の発現を卵で
解析した。また、免疫染色により形態解析
による評価システムの確立に取り組んだ。
なお、本研究では、サル類への応用を視野
に入れた手法の確立を目的とし、今回はマ
ウス卵を用いて研究を行った。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
凍結保存された卵巣の移植後の状況を昨

年度につづき継続して検索した。卵巣はメ
スの生殖細胞である卵細胞を保有し受精可
能な状態に成熟させる臓器である。性ホル
モン分泌という内分泌機能も有しており、
次世代を残すための重要な臓器である。そ
の卵巣の保存技術の開発はメス生物資源の
長期保存が可能となるだけではなく、ヒト
への臨床応用が考えられる。これまでにカ
ニクイザルの卵巣まるごとの保存、融解し
た卵巣の移植実験を行い、本技術が研究資
源の保存に応用できる可能性を見出してき
た。ここでは約７年前に移植した個体の卵
巣の機能について月経を指標として検索し

た。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 霊長類資源を保持する上で、繁殖効率を
向上させる意義は極めて大きい。大規模コ
ロニーで効率よく繁殖するにあたり、初潮
や月経などメスカニクイザルの生理的デー
タやどのような個体が妊娠する傾向にある
かという妊娠傾向の解析を行った。また、
生理的データや交配における妊娠傾向を加
味した上で計画的に雌雄同居させ、なぜ妊
娠しないのかに焦点を当てた解析を実施し
た。 
 
Ｂ．研究方法 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
 マウス胚盤胞を材料とした。mRNA を抽出
後、H19 遺伝子とハウスキーピング遺伝子
として GAPDH 遺伝子を増幅し、SYBR green
を用いた相対定量法により H19 遺伝子発現
を定量した。また、凍結前と融解後の拡張
期胚盤胞を１％PFA で固定し、0.5％
TritonX-100 で処理したのち、１％BSA バ
ッファーで洗浄、Phalloidin および DAPI 
(4,6,diamidino-2-phenylindole)で染色し
た。染色した卵をコンフォーカルマイクロ
スコープで観察した。マウス卵の凍結は、
DAP213 を用いた手法で行った。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 約７年前に５頭のカニクイザルから卵巣
を摘出し、まるごと凍結した。１ヶ月の間、



 
 

液体窒素中で保存し、その卵巣を融解して
元の個体に移植した。凍結は微弱エネルギ
ーを負荷した環境で-30℃までプログラム
フリーザーを用いて低下させ、その後、液
体窒素に入れるという手法で実施した。融
解は、37℃のお湯に浸漬することで行い、
その卵巣を大腿の骨格筋内あるいは腎皮膜
下に移植した。移植した５頭のうち４頭で
比較的早期に月経が出現することを確認し
ており、性ホルモンの動態からも凍結融解
卵巣が機能していることを見出した。これ
らの個体は現在も外見上問題なく生存して
おり、今回、月経の状況を解析することで、
移植した卵巣の内分泌機能の保持について
推察した。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
カニクイザルのメス 43 頭を解析対象と

し、初潮の日齢、月経が安定するまでに要
する日齢を解析した。また、オス 1 頭が 2
頭のメスと 1 日おきに同居する交配方法
（隔日同居交配）を設定し、2 頭のメスの
うち一方だけが妊娠し、もう片方のメスが
妊娠しなかったケースを解析対象（ｎ＝94）
として、2 頭のメスに年齢や、過去の妊娠
歴にどのような差異があるか解析した。こ
れらの一連の解析結果より、メンスの安定
を見計らい、過去の妊娠経験やメスの年齢
に差をつけた隔日同居交配を設定し、交尾
成立の確認実験を行った。具体的には雌雄
同居の翌日にメスの膣スメアを顕微鏡で観
察し、膣スメア中の精子の有無により交尾
成立を判定した。この膣スメアによる行動
観察実験には隔日交配 11 セット計 22 個体
のメスカニクイザルを用いた。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は医薬基盤研究所の動物実験委員

会の承認を得て実施した。実験実施時の動
物への苦痛の軽減を原則とし飼育環境の整
備にも十分に配慮した。 
 
Ｃ．研究結果 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
マウス胚盤胞を用いた H19 遺伝子の定量
PCR では胚盤胞 5 個から抽出したサンプル
において遺伝子特異的な増幅が確認された。 

Phalloidin および DAPI で染色したのち観
察した結果、凍結融解した胚盤胞ではアク
チンフィラメント（細胞骨格）が崩壊して
いることが確認され、凍結融解による形態
的ダメージが観察された。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 まるごと凍結した卵巣を融解して移植し
た５頭のカニクイザルは、移植後、約７年
が経過しているが、未だ月経が認められる
個体が存在することが明らかとなった。直
近３年間に確認された月経の回数はそれぞ
れ、５、０、２、８、３回であり、直近１
年間に確認された月経の回数はそれぞれ３、
０、０、２、２回であった。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 室内繁殖コロニーにおけるカニクイザル
の初潮は 1149.1±216.7 日齢（約 3 歳）で
認め、月経が安定する（定期的に３回月経
が認められる）のは 1505.9±388.1 日齢（約
4 歳）であった。隔日同居交配での妊娠傾
向を解析した結果、経産メスかつ高齢のメ
スがより多く妊娠していた。また、未経産
メスにおいては、若齢にて妊娠していた。
膣スメアによる精子確認では、経産メスで
は 12 頭中 10 頭で精子が確認され、月経周
期に関わらない交尾成立が確認された。一
方で、未経産メスでは 10 頭中 2頭のみで精
子が確認された。 
 
Ｄ．考察 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
今回、H19 遺伝子の発現を捉えることに

成功したが、検出には５個の胚盤胞を用い
ている。今後、よりの高い Taqman PCR 系を
確立し、1 個の受精卵で解析することを目
指す。また、Multi-color Taqman PCR 法を
用いることで、H19 遺伝子の他に、Mest 遺
伝子等複数のメチレーション関連遺伝子を
同時に定量することで卵の質をより詳細に
解析することが可能になると考えている。
p53 遺伝子等のアポトーシス関連遺伝子に
ついても Multi-color Taqman PCR 系を確立
することで、多方面から卵の質の評価を可
能にしたい。Phalloidin および DAPI の染
色により、卵の形態評価がある程度可能で



 
 

あることが確認されたが、ミトコンドリア
をはじめとする細胞小器官を染色すること
で、詳細な質評価が可能になると考えてい
る。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 凍結融解卵巣の移植後、約７年経過して
いるにも関わらず、月経を認めた個体が存
在することの意義は大きい。しかし、昨年
（移植後約６年）の結果と比較すると明ら
かに劣っており、移植した卵巣が失活しつ
つあるのかもしれない。性ホルモンの動態
とあわせて解析する必要があり、また、外
部からのホルモン投与により卵巣を刺激し、
卵胞が発育するか否かについて検討したい。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 室内繁殖コロニーにおけるカニクイザル
の初潮は約 3 歳であり、月経の安定まで 1
年の期間を要する。月経の発現は若くして
認められるが、月経の発現だけでなく生理
学、社会学、行動学的な成熟は初潮だけを
目安にはできないのかもしれない。もし、
若すぎる妊娠による流産、死産の危険性な
どがあるとすれば、様々な観点から性成熟
を判断することがメスの身体的な負担軽減、
エンリッチメントや動物福祉を考えるうえ
で意義のある研究結果であると考える。隔
日同居交配での妊娠傾向の分析では、経産
メスで高齢のメスがより多く妊娠に至って
おり、未経産個体においては年齢要因が逆
転し、より若いメスが妊娠していた。これ
らの結果をまとめると、若くして初妊娠を
経験し、その後年齢を重ねる度に妊娠しや
すくなるということになる。この情報は繁
殖効率向上を検討する上で貴重な結果であ
る。膣スメア中の精子確認実験により、多
くの経産メスは最長 3 ヵ月間の雌雄同居期
間中に複数回の交尾成立成立が確認された。
一方で、未経産メスの多くは交尾すらして
いないことが明らかとなり、交尾が見られ
た場合もごく少量の精子が確認されただけ
であり交尾日数も少なかった。これら結果
は上述した隔日同居交配における妊娠傾向
解析での事実を裏付けており、経産メスは
同居期間中交尾行動が確認され、未経産メ
スでは交尾をしないため妊娠できないこと
が明らかとなった。交尾の行動障害は様々

な要因が考察されてきたが、今回明らかに
なった未経産メスで認められる交尾を行わ
ない実態の要因については、心理、行動、
成育歴等の詳細な解析が必要である。 
 
Ｅ．結論 
 今回、霊長類資源の凍結保存、繁殖技術
の向上を目指した研究を実施し、以下の３
つの結論を得た。 
１）マウス胚盤胞５個から mRNA を抽出し、
メチレーション関連遺伝子 H19 の定量に成
功した。今後、１個の胚盤胞での遺伝子解
析を試みる予定である。 
２）凍結融解卵巣を移植し約７年経過した
個体の月経発現を見たところ、昨年よりも
その回数が減少していた。すなわち、移植
卵巣の内分泌機能が低下しつつある可能性
が考えられた。 
３）カニクイザルの初潮は約３歳、月経周
期が安定するのは約４歳であった。また、
妊娠しない個体は、交尾すら成立していな
いことが明らかとなった。さらに、はじめ
て妊娠する個体は 5 歳で多く認められるこ
とから、生理的性成熟と社会的性成熟には
時間的ズレがある可能性が示された。 
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gravidas chosen by males? 
第 74 回動物心理学会（犬山）2014 年 7 月
19-21 日 
 
P. Pomchote, T. Sankai, Y. Hamada 
Bone mineral density, osteoarthritis, and 
menstrual status in ling-tailed macaques 
(Macaca fascicularis) 
第 30 回日本霊長類学会（大阪）2014 年 7
月 4-6 日 

 
池田ゆうき、長谷川昭子、荻野 舞、山海 
直、柴原浩章 
カニクイザル卵巣におけるアンドロゲン受
容体の免疫組織学的検討 
第 55 回日本卵子学会（神戸）2014 月 5 月
17、18 日 
 
ルブナ・ヤスミン、高野淳一朗、山海 直 
妊娠カニクイザル血中に存在するオス胎児
由来 SRY 遺伝子と DYS14 の検出量の比較 
第 61 回日本実験動物学会総会（札幌）2014
年 5 月 15-17 日 
 
根津幸穂、西本（垣内）綾子、満下淳地、
山海 直、今野 良 
カニクイザルにおける子宮内膜症外科的誘
因モデルの作成手法の確立 
第 66 回 日本産婦人科学会（東京）2014 年
4月 18-20 日 
 
3. その他 
山海 直 
医科学研究のためのカニクイザル―発生工
学と先端技術開発の視点から― 
Labio 21（日本実験動物協会情報誌） 56: 
20-23, 2014 
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カニクイザルのホルモン解析による繁殖技術の確立 

 

分担研究者 下澤 律浩 

独）医薬基盤研究所霊長類医科学研究センター、主任研究員 

 

研究要旨 

  創薬研究等に利用されるカニクイザルにおいて、SPF 化による動物資源の高度化、疾患

モデルの開発や維持のために、繁殖技術の基盤を強化する意義は大きい。そこで、ホルモ

ン測定により排卵期に併せた雄との同居方式（同居 A）と従来の同居期間の延長あるいは以

前調べた排卵時期を考慮した雄との同居方式（同居 B）を比較した。同居 Aは同居 Bと比べ、

妊娠率において有意差は認められなかった（0% vs 9.8%）が、精子が確認される割合は有

意に低いことから（11.5% vs 37.7％）、交尾し難い交配方式であることが明らかとなった。

次に、同居 B において未経産雌と経産雌で比較したところ、前者は精子確認で有意に低く

（37.7％vs 75.0％）、妊娠率は低い傾向にあった（9.8% vs 33.3%）。ホルモン測定によ

り排卵時期にのみ交配するよりも、過去に調べた排卵時期や月経履歴から推測した排卵時期に

雌雄同居を設定した方が、妊娠を得やすいことが明らかとなった。また、未経産雌においては、交

尾しないことが低い妊娠率の原因であることから、この対策が SPF 繁殖コロニー構築の早期実現に

重要である。 

 

Ａ．研究目的 

  独立行政法人医薬基盤研究所霊長類医科

学研究センターは我が国で唯一の医科学研

究を目的としたカニクイザルのコロニーを

1,500 頭以上の規模で維持している。この

カニクイザルの中には、拡張型心筋症ある

いは網膜黄斑変性症のようなヒト疾患モデ

ルとして貴重な家系も存在する。現在、実

験用カニクイザルの生産において、全頭 SPF

化を進めている。一方、当センターのサル

は設立以来、約 30 年以上外部からカニクイ

ザルは導入されず、室内環境に馴化されて

来た。SPF 化および繁殖の制御は、動物資

源の高度化、疾患モデルの開発ならびに維

持のために重要である。しかし、SPF コロ

ニーの構築および拡大のために繁殖能力を

持つ多くの雌を必要とするが、未経産雌の

妊娠が非常に得難い現状にある。設立時か

ら採用されている繁殖方法（雌の月経初発

後 11-14 日の雌雄１対１同居法）の見直し



が必要と考えられるため、SPF サルコロニ

ーの構築のために現状に即した繁殖技術を

確立する必要がある。実際に、昨年度排卵

時期を調べたところ、未経産雌においては、

従来の雄との同居期間である月経後 11-14

日よりも長い期間の同居にした方がよいこ

とを明らかにした。そこで、今年度は実際

に雄との同居を実施し、交尾確認のために

膣スメア中の精子の有無を観察し、SPF カ

ニクイザルに適した繁殖方式を調べた。 

 

Ｂ．研究方法 

 本研究は独立行政法人医薬基盤研究所霊

長類医科学研究センターで飼育維持されてい

るカニクイザルを用いて実施した。今後の SPF

コロニーを担う比較的若い未経産雌を対象

に効率的に妊娠を得る方法を確立するため

に、次の二つの同居方式を比較した。同居

A：ホルモン測定による排卵時期での雄との

同居、同居 B：従来の同居期間（月経後 11-14

日の 3 日間同居）の延長あるいは以前の排

卵時期を考慮した雄との同居（およそ 7 日

間の同居）。さらに、同居 B においては、

経産雌についても、同様に調べた。 

 なお、同居 A においては非麻酔あるいは

麻酔下で継続的な採血および膣スメア採取

を行い、同居 B においては雄とセット時あ

るいは解除時の麻酔下の採血および同居期

間中に隔日で膣スメア採取を行った。採血

量は 1-2 ml で、採取後遠心分離して得た血

清で蛍光酵素免疫装置（東ソー、AIA-360）

を用いてエストラジオール（E2）およびプ

ロジェステロン（P4）を測定した。一般的

に、排卵は E2 のピーク値の翌日および P4

の上昇時に生じる。また交配に用いた雄の

繁殖能力は確認済である。膣スメアは顕微

鏡下で精子の有無を観察した。 

 

（倫理面への配慮） 

 カニクイザルを使用するにあたり独立行政法

人医薬基盤研究所の動物実験委員会の承認

を得ている。実験実施時の動物への苦痛の軽

減を原則とし飼育環境の整備にも十分に配慮

した。 

 

Ｃ．研究結果 

 同居 A として、ホルモン測定により推定

した排卵期に雄との同居を実施したところ、

26 同居全てで妊娠は得られなかった（0%、

0/26）。これらの内の 3 同居で精子が確認

されたのみであった（11.5%、3/26）。一方、

同居 B として、従来の同居期間（月経後

11-14 日の 3 日間同居）の延長あるいは以

前調べた排卵時期を考慮した雄との同居

（およそ 7日間の同居）を実施したところ、

9.8%（6/61）で妊娠が成立した。この 61 同

居のうち、同居中の排卵確認、同居中の精

子確認および排卵期での精子確認例はそれ

ぞれ 38（62.3％）、23（37.7％）および 14

（23.0％）であった。同居 A は同居 B と比

べ、妊娠率において有意差は認められなか

った（0%、0/26 vs 9.8%、6/61）が、精子

が確認される割合は有意に低いことから

（11.5%、3/26 vs 37.7％、23/61）、交尾

が成立し難い交配方式であることが明らか

となった。なお、未経産雌との比較のため



に調べた経産雌においては、12 同居中 4例

で妊娠が確認され（33.3%）、同居中の排卵

確認、精子確認および排卵期の精子確認例

はそれぞれ 7（58.3％）、9（75.0％）およ

び 6（50.0％）であった。未経産雌と経産

雌の間で、同居中に排卵が確認される割合

に差は認められなかった（62.3％、38/61 vs 

58.3％、7/12）。しかし、未経産雌は経産

雌よりも、精子確認で有意に低く（37.7％、

23/61 vs 75.0％、9/12）、妊娠率（9.8%、

6/61 vs 33.3%、4/12）および排卵期の精子

確認は低い傾向にある（23.0％、14/61 vs 

50.0％、6/12）ことが確認された。 

 

Ｄ．考察 

 カニクイザル SPF コロニーを確立するため

には、妊娠経験のない未経産雌で多くの妊

娠を得る必要がある。この未経産雌を対象

に、効率的に妊娠を得る繁殖方法が重要と

なる。そこで、ホルモン測定による排卵間

近での雄との同居方式(同居 A)と従来の同

居期間（月経後 11-14 日の 3 日間同居）の

延長あるいは以前の排卵時期を考慮した雄

との同居方式(同居 B、およそ 7日間の同居)

において、どちらの方式が SPF カニクイザ

ルの繁殖方法として適しているかを調べた。 

 同居 A においては、妊娠が得られなかっ

た。これはほとんどの例で排卵期にも関わ

らずに精子が確認されなかったことが、妊

娠が成立しなかった大きな理由である。つ

まり、交尾が行われていないことが妊娠し

ない原因であることが明らかとなった。一

方、同居 B においては、同居 A よりも有意

差はないものの精子が確認される割合は高

い傾向にあった。同居 A では同居前や同居

中に膣スメア採取を隔日で実施するが、連

日採血を麻酔下あるいは無麻酔下で実施し

ている。一方、同居 B では同居する際およ

び同居解除時に麻酔下で雌を移動する際に

採血を実施しているため、同居期間中に膣

スメア採取を隔日で実施するが、採血は実

施していない。この採血によるストレスが

交尾行動に影響している可能性が考えられ

た。同居 A と同居 B を比較したとき、前者

ではホルモン測定を継続する必要があるこ

と、採血のストレスが影響する可能性があ

ること、必ずしも交尾するとは限らないこ

となどから、繁殖方式としては同居 B が適

している。故に、E2 および P4 を測定して排

卵時期にのみ交配する(同居 A)よりも、以前に

ホルモン測定で推定された排卵時期や月経

履歴から推測した排卵時期を同居期間に含む

雌雄同居 (同居 B)の方が、妊娠を得やすいこ

とが明らかとなった。 

 次に繁殖方式としての同居 B において、

未経産および経産の雌間での比較を行った

ところ、精子の確認では前者は有意に低く、

また妊娠の成立および排卵期の精子確認で

前者は低い傾向にあった。一方、排卵の確

認においては、両者で差は見られないこと

から、未経産雌の交尾行動に問題がある可

能性が考えられた。交配 B の未経産雌にお

いては、同居中に精子が確認された割合は

37.7％（23/61）と決して高い数値であると

はいえない状況にあることから、交尾をし

ない原因を追及し、それを解決することで



効率的な繁殖方式を構築できるものと考え

られた。 

 また、本研究で実施した交尾を確認する

ための膣スメア採取による精子チェックの

重要性を認識することができた。つまり、

同居していれば、排卵期に交尾するものと

考えていたが、本研究から必ずしもそうで

は無いことが判明した。多くの未経産雌が

交尾しないことは、自然交配による個体生

産にとって大きな障害である。雌雄の同居

翌朝等に雌膣内の精子の有無をチェックす

ることは交尾する個体を特定することに大

いに役立ち、繁殖を優先する個体を選抜で

きる。また、交尾する未経産個体の選抜は、

繁殖用個体として維持し、一方では交尾し

ない個体を繁殖候補から除外できることか

らコロニー維持用のサル数を削減すること

ができる。未経産雌における低い交尾率の対

策が SPF 繁殖コロニー構築の早期実現に重

要である。 

 当センターには家族性の疾患を示す家系

（黄斑変性や拡張型心筋症など）が存在す

る。これらの家系は貴重であることから、

子孫を得る必要がある。しかし、これらの

家系で交尾をしない個体が存在する場合、

子孫を得られないことが想定される。その

対策として、今後は人工授精あるいは胚移

植などにより人為的な処置を行う個体作出

技術の確立も必要である。 

 

Ｅ．結論 

 未経産雌においては、ホルモンを測定して排

卵時期にのみ交配するよりも、過去調べた排

卵時期や月経履歴から推測した排卵時期に

雌雄同居を設定した方が、妊娠を得やすいこ

とが明らかとなった。また、妊娠の効率化には

交尾のし難さを解決する必要性がある。 

 

Ｆ．健康危険情報 

なし 
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1) Okabayashi S, Shimozawa N, Yasutomi Y, 
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accelerates Aβ pathology in brain 

accompanied by enhanced GAβ generation in 
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e0117362. 2015. 

2) Shimozawa N. Cynomolgus monkey induced 

pluripotent stem cells generated by using 

allogeneic genes. iPS cells: Generation 

characterization and differentiation –Methods 

and Protocols. Methods in Molecular Biology, 

Springer, DOI 10.1007/7651_2014_137. 

 

2. 学会発表 

1) 下澤律浩、東郷 睦、大津佳美、成田勇

人、保富康宏. 血中エストラジオールの測定

から推定されたカニクイザルの排卵時期. 

第 61 回日本実験動物学会、2014 年 5 月

15-17 日、札幌市. 
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なし 
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霊長類循環器疾患モデルの解析に関する研究 

 

       研究分担者 揚山直英 独立行政法人医薬基盤研究所  

霊長類医科学研究センター 主任研究員 

 

研究要旨 

 再生医療・創薬研究等においてはヒトと近縁な霊長類を用いた有効性・安全性評価の需

要が増え続けている。一方、それら霊長類における評価指標の中で特に循環器疾患の解析

に重要な血液ガスに関する報告は少ない。そこで、今回はカニクイザル大規模繁殖コロニ

ーにおいて、血液ガスおよび血液学データの測定を行い、その基準値の確立等を解析、検

討した。 その結果、血液ガス項目においては雄で HCO3std、B.E.(vt)、ctCO2が高値を示し、

ヒト同様の性差が認められた。また、全血球計算では加齢に伴って MCH と MCV が減少、RBC

数が増加し、ヒトと異なる傾向が認められた。血液ガス項目において pH、pO2、K+、O2SAT、

Cl-はヒトと同様の値を示し、Na+、Ca++、Anion GAP はヒトより高値を示すなど、カニクイ

ザル独特の基準値が樹立された。すなわち、カニクイザルにおける血液ガスおよび全血球

計算の基準値が樹立され、加齢に伴う変化、性差、ヒトとの違いや相同性が明らかとなっ

た。さらに心疾患群との比較では循環機能の低下を示唆する結果が得られた。以上より得

られた基準値、結果は霊長類を用いた循環器疾患モデルの解析に有用であると共に、霊長

類自体の健康管理にも役立つことが示唆された。 

 

A．研究目的 

循環器疾患は世界各国で大きな問題とな

っており、その病態解明、新規診断・治療

法開発研究は極めて重要である。しかしな

がら、未だヒト病態を忠実に反映した霊長

類の循環器疾患モデルの報告は少ない。そ

のため、霊長類において循環器疾患個体を

構築し、その詳細な解析を行う事ができれ

ば、心臓病態学、生物資源研究のみならず

医科学研究や厚生労働行政への貢献が大い

に期待される。さらに昨今、再生医療・創

薬研究等においては霊長類を用いた有効

性・安全性評価の需要も増加する傾向にあ

る。それら霊長類モデルの解析や評価を円

滑に施行するためには、評価指標の一つと

して重要な血液系のより詳細な検査手法や

基準値を樹立する事が求められている。 

霊長類における血液生化学検査、ホルモ

ン等の基準値の報告は数多く存在する。し

かしながら、その一方で血液ガスに関する

報告はほとんどない。血液ガスは近年注目

されている循環器系医療や再生医療等の先

進医療、さらに薬物の有効性、毒性試験等

の指標に用いられるほか、霊長類自身の健

康状態を判別するための検査項目としても

非常に重要である。そこで今回、カニクイ

ザルにおける血液ガス等血液学の基準値を

樹立するため、大規模繁殖コロニーにおい

て、動脈血の採取および測定を行った。ま

た、すでにいくつかの血液学や生化学それ



ぞれ単独のデータの報告はあるが、今回の

ような大規模繁殖コロニーにおいて年齢や

疾患等と多角的に比較した報告はないため、

その解析も試みた。 

 

B．研究方法 

本研究では、医薬基盤研究所霊長類医科

学研究センターにおいて繁殖・育成されて

いる、カニクイザル 64 頭（雄 20 頭、雌 44

頭）を用い、動脈血採取と計測を行った。

被検個体の体重、年齢の平均値を表 1 に示

した。動脈血の採取は、塩酸ケタミン（ケ

タラール：第一三共, Tokyo：5〜10mg/kg 

i.m.）麻酔下にて、大腿動脈もしくは尾動

脈から行った（図 1）。採取した血液は即時

検査を行った。 

血液ガス測定はラピッドラボ 348EX

（SIEMENS, Berlin）、全血球計算は KX-21

（SYSMEX, Kobe）を用いて計測を行った。 

検査項目は血液ガス 15 項目［pH、pCO2、pO2、

Na+、K+、Cl-、Ca++、HCO3act、HCO3std、B.E.(vt)、

B.E.(vv)、ctCO2、Ca++(7.4)、O2SAT、Anion 

GAP］、全血球計算 18 項目［WBC count、RBC 

count、Hemoglobin（HGB）、Hematocrit（HCT）、 

MCV、MCH、MCHC、PLT、W-SCR、W-MCR、W-LCR、

W-SCC、W-MCC、W-LCC、RDW、PDW、MPV、P-LCR］

である。なお、主要な血液ガス項目の臨床

的意義を表 2 に示した。それぞれの値につ

いてはスチューデント T 検定により性別の

有意差を確認し、体重、加齢性の変化に関

してはピアソンの積率相関係数により有意

性検定を行った。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は医薬基盤研究所の動物実験委員

会の承認を受け、さらに法律第１０５号「動

物の愛護および管理に関する法律」、文科省

通知「大学等における動物実験について」、

日本霊長類学会「サル類を用いる実験遂行

のための基本原則」、霊長類医科学研究セン

ターの指針である「サル類を用いた実験の

詳細」を遵守して遂行した。動物の取扱は

全て麻酔下で行う等、苦痛の排除に努め、

動物飼育管理にも万全の配慮を行い実験を

実施した。 

 

C．研究結果 

 まず、測定・解析に際して、大腿動脈、

尾動脈の何れの部位から採取した血液も各

項目で同一の値を示すことを確認した。 

 

血液ガス： 

血液ガスにおける検査項目および平均値

を表 3に示した。pCO2、Anion GAP では加齢

と共に数値が上昇する傾向、B.E.(vt)、 

ctCO2、Ca++(7.4)は体重に相関する傾向が認

められたが他は一定の値を示した。また、

性別による比較では HCO3std、B.E.(vt)、

ctCO2 で雄が高値を示す有意な差が認めら

れた（図 2）。その他の血液ガス項目におい

て年齢比較では有意な差は認められなかっ

た。 

 

全血球計算： 

全血球計算における検査項目および平均

値を表 4 に示した。性別における比較では

RBC countが雄で 607.4×103μlであるのに

対して雌で668.8×103μlと多く、またHGB、

HCT でも雌が多いという雌雄差が認められ

た。一方、年齢における比較では RBC count、

HGB、HCT、W-MCR、W-MCC で正の相関が、MCV、

MCH で負の相関が認められた（図 3）。体重

との比較では、W-SCC、W-MCC、W-LCC で正

の相関が、MCV で負の相関が見られた。他

の項目では一定の値を示した。 

 

D．考察 



 本研究はカニクイザルの血液ガス基準値

に関する初の研究である。また、全血球計

算に関しては過去に報告があるものの、本

研究のような大規模繁殖育成施設において

実施されたものはない。以下に項目毎の考

察を述べる。 

 

血液ガス検査： 

 血液ガスにおいて、HCO3std、B.E.（vt）、

ctCO2が雄で有意に高値を示し、アルカロー

シスの傾向が認められた（図 2）。その一方

で、雌では B.E.（vt）が -2.82 とアシドー

シスの傾向が見られている。これらはヒト

でも同様の傾向が報告されており、さらに

本コロニーにおいて雄の高齢個体や心疾患、

腎疾患の罹患歴を持つものが多く換気能力

に差が生じた事にも起因するものと考えら

れた。年齢による差は Na+で軽度に認められ

る程度で相関もほぼないことから、血液ガ

スは年齢に関係なく、一定の数値を示すこ

とが示唆された。 

 また、pH はヒト同様 7.39±0.08 と安定

した数値を示した。一方、同じマカク属の

アカゲザルでは pH がヒトより高い 7.45±

0.04 を示すと言う報告があり、カニクイザ

ルはアカゲザルよりもヒトに近い数字を示

すことがわかった。pCO2 はヒトより低い

36.7±6 を、pO2 はヒトとほぼ同じ 89.9±

12.7 を示した。この数字はアカゲザルでも

35.06±4.25 と近い数値が見られており、

マカク属で近い数値を示すことが推測され

た。O2SAT は雌雄ともに 96 前後の値を示し

ており、これはヒトや他のマカク属とも同

様の値で一定している。Na+は雄で 149.58

±2.85、雌で 147.81±4.34 とヒトやアカゲ

ザルに対して高い値を示した。K+は雄で

3.87±0.33、雌で 3.77±0.54 とアカゲザル

に対してわずかに高い数値を示した。Cl-は

107.13±3.42とヒトやアカゲザルと近い数

値を示した。Ca++は 1.21±0.06 とアカゲザ

ルの 1.18±0.05 と比べ高い値を示した。

Anion GAP はアカゲザルの 17.21±4.53 に

比べ、18.04±6.26 とわずかに高い値を示

した。ヒトの Anion GAP は 12±2 mEq/L と

カニクイザルやアカゲザルに対して低い値

を示している。Anion GAP は AG = Na+ − (Cl- 

+ HCO3
-)で計算されため、特に Na でヒトと

異なった高い数値を示していることから、

このような結果となったと推察された。 

 

全血球計算： 

全血球計算では体重との間でMCV、W-SCC、

W-MCC、W-LCC で有意な相関がみられた。雌

雄間でも W-SCR、W-LCR、W-SCC で有意差が

みられていることから、体重における相関

は雌雄に起因するものと推測される。また、

W-SCR は小球性白血球を示すもので、リン

パ球等がそれに当たる。アカゲザルに関し

て述べた論文でも、リンパ球は雄で高い数

値を示しており、同様の理由が考えられた。

他のカニクイザルでの結果と比較すると、

RBC count、HGB、HCT、MCV、MCH、MCHC 等

多岐にわたる項目で同様の傾向が認められ

た。一方、PLT では既報の値が 430±110（×

103/μl）であるのに対し、331±91.5（×

103/μl）と低い値を示していた。 

今回、RBC count、HGB、HCT で雄に比べ

雌で高い数値が見られた。これらは一般的

には性周期による出血に伴い、雌で低い値

を示すと言われているが、今回雄で低い値

がみられたのは、個別飼育管理方式で繁殖

育成されると言うコロニー独特の特性によ

るものと推測された。MCV、MCH に関しては

ヒトに比べ低い値を示しているが、アカゲ

ザルでもMCVは同様に71.1±5.44と低い値

を示すと言う報告があり、マカクザルでは



ヒトに比べ血球が小さい事が示唆された。

また、MCH もヒトに比べ低い値を示し、ア

カゲザルと比較しても更に低い値を示して

いることから、カニクイザルではより低色

素性の赤血球となっていることが示唆され

た。 

年齢に関しては RBC count、HGB、HCT で

正の相関、MCV、MCHで負の相関が認められ、

有意差検定でも RBC count、HGB、HCT は年

齢が増加するに従い増加し、MCV、MCH で有

意に低下する加齢性の変化が認められた

（図 3）。これらは他の霊長類でも同様の結

果が報告されており、加齢に伴い体内水分

含有量の低下が起こり、血液濃縮様の状態

を呈している事が示唆された。 

 

心疾患との関連： 

最後に、今回データを得た個体より、心

疾患の病歴の有無を基に比較を行ったとこ

ろ、血液ガス項目では、pCO2、HCO3std、

B.E.(vt)、ctCO2、全血球計算項目では W-MCR、

W-MCC で差が認められた。特に、pCO2では正

常群の平均値が 35.72±6.88 であるのに対

し、心疾患群では 38.15±4.62 で、有意な

差が認められ、これらは、心機能低下と関

連した pCO2の上昇が認められるヒトの心疾

患例の報告とも一致しており、心機能低下

の症状を良く反映している結果であると推

察される。また、B.E.(vt)、ctCO2、HCO3std

でも心疾患群が高値を示す傾向が認められ

た。これらは心疾患群がアルカローシスに

傾いていることを示し、心臓の循環機能の

低下により換気能力が低下する心疾患の特

徴に一致している。これらのことからカニ

クイザルの血液ガス基準値は循環器疾患モ

デルの解析に有用である事が示唆された。 

 

Ｅ．結論 

本研究の結果よりカニクイザルにおける

血液ガスおよび全血球計算の基準値が樹立

された。さらに加齢に伴う変化が認められ

る項目があり、加齢性モデルとしての可能

性が示唆された。また、ヒトとの違いや相

同性が明らかとなった。さらに心疾患モデ

ルの病態が反映された結果であることも示

唆された。すなわち、これらの基準値およ

び結果はサルを用いた循環器疾患研究に有

益であると共に、サル自体の健康管理にも

役立つものである。今後は循環器疾患モデ

ルとの関連性の詳細な解析等を通し、さら

なる霊長類資源の可能性を模索したい。 
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図 1. カニクイザルにおける

大腿動脈(A

認された。

 

 

表 3. 血液ガス検査項目および平均値

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

カニクイザルにおける

A)および尾動脈

認された。 

血液ガス検査項目および平均値

 

カニクイザルにおける動脈血採取

および尾動脈(B)の何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確

血液ガス検査項目および平均値

  

動脈血採取 

何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確

血液ガス検査項目および平均値 

何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確

B 

何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確

 

何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確何れの部位から採取した動脈血も全ての項目で同一の値を示す事が確



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. HCO3、

血液ガス検査項目の雌雄に関する比較では

 

 

表 4. 全血球計算検査項目および平均値

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

、B.E.(vt)、

血液ガス検査項目の雌雄に関する比較では

全血球計算検査項目および平均値

、ctCO2の雌雄比較

血液ガス検査項目の雌雄に関する比較では

全血球計算検査項目および平均値

の雌雄比較 

血液ガス検査項目の雌雄に関する比較では HCO

全血球計算検査項目および平均値 

HCO3std、B.E.(vt)B.E.(vt)、ctCOctCO2において有意な差が認められた。において有意な差が認められた。において有意な差が認められた。において有意な差が認められた。  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 年齢と

加齢に伴い、

と MCH、MCV

加齢に伴い、RBC count

MCV の関連 

RBC count、HGB、HCTHCT が増加するのに対し、が増加するのに対し、が増加するのに対し、MCH、MCV はは減少する傾向が認められた。減少する傾向が認められた。減少する傾向が認められた。 
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カニクイザルモデルを用いたウイルス感染症に関する研究 

 

研究分担者：岡村 智崇 
医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 研究員 

研究要旨 
霊長類医科学研究センターでは、原産地（インドネシア、フィリピン、マレーシア）を

把握したカニクイザルの SPF 繁殖コロニーを確立し、良質なカニクイザルの供給体制を整

えている。本研究では、産地および系統が明らかな SPF カニクイザルを用いて SIV とカニ

クイザルの感染系の確立を試みる。本年度は、SIV および SHIV 感染慢性期における病態お

よび免疫反応について検討した。SIVmac239 接種後 50 週を超えたカニクイザルのウイルス

量は平均 1.6×106/ml、ウイルス量の高い個体では CD4+T 細胞の減少が認められた。一方、

SHIV89.6P 感染カニクイザルでは、接種後 50 週を超えて平均 1.1×104/ml、CD4+T 細胞は接

種直後から急激な減少が認められ、現在まで回復はみられなかった。これらのサルの免疫

反応について検討したところ、SIV 抗体価は SIV 接種カニクイザルで接種後、速やかに抗

体の上昇が認められた。また IFN-γ 産生細胞数も時間経過と共に強い反応が認められた。

SHIV 接種カニクイザルでは、抗体価および IFN-γ産生細胞数は SIV 感染カニクイザルと比

較して低値を示し、CD4+T 細胞（ヘルパーT 細胞）の喪失が関連していると考えられた。

また接種後 1 年を経て、SIV 感染した 7 頭中 2 頭でエイズ病態（エイズ脳症 1 頭、多発性血

管炎 1 頭）、SHIV89.6P 感染した 5 頭中 1 頭で間質性肺炎を呈し、それぞれ安楽殺を行った。

これらの結果から、エイズ感染カニクイザルは、産地に関係なく高いウイルス量を検出し、

またヒトのエイズ病態と類似の症状を呈することから、エイズ動物モデルとして有用であ

ると考えられた。 

A. 研究目的 
感染症研究における実験動物としての霊

長類は極めて重要であり、特にワクチン研

究において霊長類を用いた検討は必須とな

っている。HIV は人以外ではチンパンジー

にしか感染せず、そのチンパンジーもエイ

ズを発症することがない。このためにエイ

ズウイルス感染症では HIV と近縁ウイル

スであり、エイズを発症する SIV とアカゲ

ザルの実験系を用いて、病態やワクチン開

発研究等が行われてきた。 
霊長類医科学研究センターでは、SPF 化

されたカニクイザルを繁殖し、実験に供給

することが可能である。カニクイザルはア

カゲザルよりも小型で取り扱い易く、世界

中で様々な動物実験に用いられている。し

かしながら、SIV に対する感受性・病原性

といった詳細な研究は行われていない。 
本研究では、当センターで繁殖育成され

原産地（インドネシア、フィリピン、マレ

ーシア）が明らかになっている SPF カニク

イザルを用いて、サル免疫不全ウイルス

（SIVmac239）およびサルヒト免疫不全ウ

イルス（SHIV89.6P）の病態を明らかにす

る。これまでの研究で、SIVmac239 および

SHIV89.6P 感染カニクイザルの急性期にお

ける病態を明らかにした。本年度は慢性期

における病態（ウイルス量および CD4+T
細胞）および免疫応答（細胞性免疫応答・

液性免疫）について検討を行う。 
 

B. 研究方法 
1. 接種スケジュール 
エイズ病態を明らかにするため、各産地



SPF カニクイザル 7 頭に SIVmac239、5 頭

に SHIV89.6P の静脈内接種を行った。ウイ

ルス接種後、ウイルスコピー数、CD4+T 細
胞数および免疫学的解析を行った。 
2. ウイルスコピー数および CD4+T 細胞数 
ウイルスコピー数は、血漿からウイルス

RNA を抽出し、SIVgag 特異的 Primer およ

び probe を用いて Real time PCR を行った。

また CD4+T 細胞数の算定には、フローサ

イトメーターを用いて検討した。 
3. SIV 特異的抗体価の測定 
 採血より採取した血漿を用いて、SIV 抗

原特異的な ELISA 法を行い、抗体価を測定

した。 
4. 細胞性免疫反応の解析 
経時的な採血より分離した PBMC（接種

後 4, 16, 50 週）は、エフェクター細胞とし、

抗原提示細胞には、各自己由来の B-LCL に

SIVgag-pol 遺伝子および env 遺伝子を組み

込んだワクシニアウイルスを感染させた感

染細胞をそれぞれ用いた。エフェクター細

胞および抗原提示細胞を共培養し、抗原特

異的 IFN-γ産生 ELISPOT assay を行った。 
5. 病理組織学的解析 
 エイズ病態を呈したカニクイザルは安楽

殺を行い、各臓器・リンパ節を回収し、病

理組織学的解析を行った。 
6. 倫理面への配慮 
本研究では動物実験申請、バイオセーフ

ティー、組換え DNA 申請等の必要な委員

会での承認は既に得ており、ヒトサンプル、

情報等は一切用いていない。 
 

C. 研究結果 
1. ウイルスコピー数および CD4+T 細胞の

動態 
SIVmac239 接種後 50 週を超えた慢性期

おけるカニクイザルのウイルス量は、平均

1.6×106/ml であった。また比較的ウイルス

量の高い個体では、CD4+T 細胞の強い減少

が認められた。一方、SHIV89.6P に感染し

たカニクイザルでは、接種後 50 週を超えて

平均 1.1×104/ml であり、また CD4+T 細胞

は接種直後から急激な減少が認められ、

CD4+T 細胞の枯渇状態は継続して確認さ

れた。（図 1A, B）。 
 
2. SIV 特異的抗体価の測定 
 経時的に採取した血漿を希釈して、SIV
特異的抗体価を測定したところ、SIV 感染

カニクイザルでは感染初期より高い抗体価

を示し、時間経過と共に高値を示した（図

2A）。SHIV 感染カニクイザルでは、SIV 感

染カニクイザルと比較して抗体価は低く、

また、＃5014 の個体では抗体の誘導は認め

られなかった（図 2B）。 
 
3. 細胞性免疫反応の解析 
 SIV および SHIV 感染カニクイザルより

それぞれ採取した PBMC（接種後 4, 16, 50
週）を用いて SIV 抗原特異的 IFN-γ 産生

ELISPOT 反応を行った。SIV 接種カニクイ

ザルでは接種 4 週より反応は確認され、そ

の反応は時間経過と共に強く認められた

（図 3A）。SHIV 接種カニクイザルの IFN-γ
産生細胞数は、SIV 感染カニクイザルと比

較して低い値を示し、また、#5002、#5014、
#5024 の 3 頭の IFN-γ 産生細胞数は、時間

経過と共に上昇はみられなかった（図 3B）。 
 

4. 病理学的解析 
 SIV 感染サル 2 頭（#0060、#0062）、SHIV
感染サル 1 頭（#5014）は、エイズ症状を呈

し安楽殺を行った。病理学的解析を行った

ところ、#0060 はエイズ脳症、#0062 は多発

性血管炎、#5014 は間質性肺炎と病理組織

学的に診断された（Table 1）。 
 

D. 考 察 
近年、モーリシャス産のカニクイザルと

SIV 感染モデルは、低病原性であると報告

されている。本研究ではフィリピン、イン

ドネシア、マレーシアの各地域で産出され

たカニクイザルを用いて、SIV、SHIV 感染



後の病態解析を試みた。SIVmac239 および

SHIV89.6P 感染慢性期におけるウイルス量

は産地に関係なく高い数値が検出された。

これらのウイルス量は、過去に報告されて

いるインド産アカゲザルのウイルス量と、

ほぼ同程度であることが確認された。 
また、SIV 感染カニクイザルにおける

CD4+T 細胞は、感染初期において全頭で変

化が無いが、慢性期になるとウイルス量の

高い個体では減少傾向にある。一方で、

SHIV 感染カニクイザルの CD4+T 細胞は、

感染初期より喪失し、接種後 100 週を超え

ても回復の傾向はみられていない。これら

の結果は免疫応答の結果に関連しており、

CD4+T 細胞の保存されている SIV 感染カ

ニクイザルでは、ヘルパ-T 細胞の機能によ

り細胞性免疫および液性免疫が強く誘導さ

れる。一方で、CD4+T 細胞を喪失している

SHIV 感染カニクイザルの免疫応答は、SIV
感染カニクイザルより低値を示すことが確

認された。 
さらに接種後、1～2 年で SIV 感染サル 2

頭、SHIV 感染サル 1 頭がエイズ症状を発

症し、それぞれエイズ脳症、多発性血管炎、

肺炎を呈することが確認された。これらの

病態は、ヒトのエイズ症状と同じ病態を呈

したことから、有力なエイズ動物モデルと

して活用できると考えられた。 
今後、引き続き経過観察を行いエイズ発

症および非発症カニクイザルの違いを明ら

かにするため、免疫応答だけでなく Trim 遺

伝子や MHC 遺伝子等の宿主因子について

も解析を行う。 
 
E. 結 論 
カニクイザルの SIV 病態が明らかになり、

エイズ動物モデルとしての有用性が示唆さ

れた。 
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図 1 SIVmac239 および SHIV89.6P 接種後のウイルス量（A）および CD4+T 細胞（B）。 
 
 

 
 

図 2 SIVmac239(A)および SHIV89.6P(B)接種後の血漿中のウイルス抗体価。 
 
 
 
 



 
 

図 3 SIVmac239(A)および SHIV89.6P(B)接種後の IFN-γ産生細胞 
 
 
 
Table 1 エイズを発症したカニクイザルの所見 

Monkey      臨床症状 安楽殺 病理組織学的所見 

#0060 食欲不振、体重減少、神経症状 658 日 エイズ脳症、脳脊髄炎 
#0062 食欲不振、体重減少、白血球増多症 672 日 肺高血圧症、多発性血管炎 
#5014 食欲不振、体重減少 391 日 間質性肺炎、リンパ組織リンパ球喪失 
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PTEN 抑制物質投与による霊長類誘起排卵数増加法の基礎的検討 
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研究要旨 

動物資源の計画的な増産・系統保存には効率的な誘起排卵法が必須である。本研究では

これまでにマウスをモデルとして PTEN 阻害剤投与による誘起排卵数増加の可能性を検討

してきた。本年度は，PTEN 阻害時期の検討や卵巣内 PI3 キナーゼ（PI3K）や AKT アイソ

ザイム蛋白質含量と排卵誘起効率との関係，さらに PTEN の卵巣内局在について調べたと

ころ，雌マウス個体への PTEN 阻害剤は時期特異的に性腺刺激ホルモンによる誘起排卵数

を増加させ，その作用点は卵胞の顆粒層細胞および莢膜細胞であると考えられた。また，

PTEN 阻害剤の反応効率には PI3K 含量や AKT アイソザイム含量への依存性が示唆され，

誘起排卵数決定機構における PI3K/Akt シグナル経路の重要性が再確認された。これまでは

性周期の影響を避けるため，未成熟マウスで検討してきた。PTEN 阻害剤の効果は時期特異

性が強いことから，PTEN 阻害剤による霊長類での誘起排卵数増加が成熟個体でも実践的に

期待できるかを検討するには，成熟マウスを用いて性周期の影響を調査する必要がある。 

 

A. 研究目的 

霊長類や小型齧歯類等の研究用動物資源の

計画的な増産・系統保存には排卵誘起技術が

汎用されるが，例えばマウスにおいても誘起

排卵卵子数には大きな系統差があり（Suzuki et 

al. Reprod. Fert. Dev. 1996, 8(6):975-980），低反

応マウス系統からの採卵はいまだに深刻な問

題である。 

本研究では研究用動物の低誘起排卵数の克

服法として，卵子採取前に雌個体に各種薬剤

を投与する方法を検討している。近年，卵胞

発育には PI3K/Akt 経路の関与が注目され，特

に Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from 

Chromosome 10（PTEN）が原始卵胞活性化（Li

ら，Proc Natl Acad Sci USA 107:10280-10284，

2010）や排卵（ Fan ら，Mol Endocrinol，

22:2128-2140，2008）に抑制的に関与すること

から，本研究では PTEN 阻害剤の一種

Dipotassium bisperoxo (picolinato) oxovanadate 

(V)（略称：bpV(pic)）と性腺刺激ホルモンを

併用するという新規の排卵誘起法によって

PTEN 阻害剤の投与時期依存的に誘起排卵数

が増加することをマウスで見いだしてきた。

また，投与時期によっては PTEN 阻害剤で誘

起排卵数が逆に減少する事例も見いだした。 

そこで本年度は，PTEN 阻害時期のさらなる

検討や，卵巣内 PI3 キナーゼ（PI3K）や AKT

アイソザイム蛋白質含量と排卵誘起効率との

関係，さらに PTEN の卵巣内局在についてマ

ウスをモデルとして調べ，PTEN 阻害剤による

誘起排卵の向上効果とその機序についてさら

に詳しく検討した。 

B. 研究方法 

1) PTEN 阻害剤と PI3K 阻害剤 

PTEN 阻害剤として bpV(pic)（Enzo）をリン

ゲル液に溶解して用いた。投与量は 1 匹当た

り 30 µg（体重 1kg あたり 2 mg，すなわち

2 mg/kg BW）とした。 

PI3K 阻害剤として LY294002（Cayman 

Chemicals）を DMSO に溶解した後，DMSO の

最終濃度が5%となるようにリンゲル液に加え

て用いた。 

2) 誘起排卵数に対する PI3K 阻害剤の影響 

A/J マウスを用い，PMSG を投与する日を 28



日齢の日とし，24 時間後に LY294002 を腹腔

内投与した。2 用量（0.1 mg/kg BW と 1 mg/kg 

BW）を設定した。PMSG 投与 48 時間後に hCG

を投与し，更に約 16 時間後，パラフィンオイ

ル（Zenith Biotech.）で覆った TYH 培地（三菱

化学メディエンス）小滴内へ卵管膨大部より

卵子卵丘細胞複合体を採取し，ヒアルロニダ

ーゼ処理（300 iu/mL，Sigma）により卵丘細胞

を分散させ，卵子数を記録した。 

3) 誘起排卵に対するbpV(pic)とLY294002の併

用効果 

PMSG投与日でのPTEN阻害剤 bpV(pic)の投

与（2 mg/kg BW）の有無と PMSG 投与の翌日

での PI3K 阻害剤 LY294002 の投与（0.1 mg/kg 

BW）の有無という 2 つの要因を組み合わせた

合計 4 つの実験区を設定した（図 2）。採卵は

上記 2)と同様に行った。 

4) 蛋白質の定量 Western blot 解析 

卵巣を測定時まで Allprotect Tissue Reagent

（Qiagen）内で冷蔵保存した。卵巣から個体毎

に ReadyPrep™ protein extraction kit （Total 

Protein 用，Bio-Rad）を用いて蛋白質を抽出し，

各種蛋白質の定量 Western blot 解析を行った。

抽出した蛋白質（約 0.3 µg）を 4-12% NuPAGE® 

Bis-Tris ゲルと NuPAGE® MES SDS ランニン

グバッファー（Invitrogen）による SDS-PAGE

の後，PVDF 膜（Pall）へ転写し，一次抗体と

して PI3K の各サブユニットに対する抗体（4

種類，1:10,000，Cell Signaling Technology，ウ

サギ抗体）または AKT アイソザイムに対する

抗体（3種類，1:10,000，Cell Signaling Technology，

ウ サ ギ も し く は マ ウ ス 抗 体 ） と 抗

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

（GAPDH）抗体（1:50,000，Millipore，マウス

抗体，もしくは Cell Signaling Technology，ウ

サ ギ 抗 体 ） を ， 二 次 抗 体 （ Jackson 

Immunoresearch）として Peroxidase ラベル抗ウ

サギ IgG 抗体（1:20,000）および Peroxidase ラ

ベル抗マウス IgG 軽鎖特異的抗体（1:50,000）

を用いて免疫染色を行った。視覚化には化学

発光（ECL plus，Pierce）を用い，CCD カメラ

（LAS3000-Multi，Fujifilm）にて発光像を記録

し,各バンドの発光強度を測定した（Multigauge

ソフトウエア，Fujifilm）。全サンプルを等量

混合した液を 4 段階の量でアプライして検量

線を毎回作成し，目的蛋白質と GAPDH のバン

ドの発光強度から GAPDH を内部標準として

目的蛋白発現量を「目的蛋白質 / GAPDH 比」

として求めた（検量線作成法については Exp 

Anim 60(2): 193-196, 2011 を参照）。 

5) PI3K サブユニットおよび AKT アイソフォ

ームの卵巣内蛋白質含量の系統間比較 

4 週齢の雌マウスより得た卵巣の PI3K サブ

ユニット（2 系統）および AKT アイソフォー

ム（4 系統）の蛋白質含量の定量 Western blot

解析による系統間比較を行った。 

6) 卵巣 PTEN の免疫組織染色 

28 日齢の A/J マウスの卵巣を 10%中性緩衝

ホルマリンで固定後，常法により組織切片を

作成した。オートクレーブによる抗原賦活化

処理の後，一次抗体として PTEN 抗体（Cell 

Signaling Technology）を，二次抗体としてビオ

チン標識抗ウサギ IgG 抗体，さらに HRP 標識

アビジンを反応させた。ジアミノベンジジン

で発色させ，核染色（マイヤーのヘマトキシ

リン）してから観察した。一次抗体処理を除

いた標本を陰性対照とした。 

7) 統計処理 

数 値 の 有 意 差 に つ い て は 正 規 性 を

Shapiro-Wilk 検定で，等分散性を Levene 検定

で確認した後，一要因，もしくは二要因分散

分析により判定した。相関については線形回

帰分散分析（ピアソン相関検定）を行った。

p < 0.05 を有意とした。 

 

（倫理面への配慮） 

動物を用いた実験は，（独）医薬基盤研究

所の動物実験規定に従い，実験計画の承認を

得て実施した（承認番号：DS25-44R1）。 



C. 研究結果 

1) PI3K 阻害剤 LY294002 の排卵数への影響 

PMSG 投与後の PTEN 阻害剤投与は排卵数

を抑制する傾向があることから（図 1A，昨年

度実績の再掲），PMSG 投与後，翌日に PI3K

阻害剤である LY294002 を投与したところ，高

用量（1 mg/kg BW）では抑制傾向だが，低用

量（0.1 mg/kg BW）では排卵数が増加する傾向

が見られた（図 1B）。PMSG 投与後では PI3K

活性が適度に抑制されると，つまり，PTEN 活

性が適度に保たれていると排卵数が増える可

能性が示唆された。 

2) 誘起排卵数への PTEN阻害剤と PI3K阻害剤

の併用効果 

阻害剤を全く投与しなかった対照群に比べ，

bpV(pic)のみを投与した群は有意に誘起排卵

数が多く，また，LY294002 のみを投与した群

よりも有意に多かった。LY294002 のみを投与

した群は対照群に比べ排卵数が若干多く，両

阻害剤併用群もさらに排卵数は上昇したもの

の，両者とも対照群との間で有意差はなかっ

た（図 2）。この結果は，PI3K 阻害剤の有効

性は低く，PTEN 阻害剤こそが誘起排卵数の増

加に有効であることを示している。 

3) PI3K サブユニットの卵巣内含量の系統差 

PI3K の各サブユニット蛋白質の卵巣内含量

は，p85 と p110α，Class III については C3H/HeJ

に比べ A/J の方が有意に高かったが，p110γ に

ついては 2 系統間に有意差はなかった（図 3）。

本研究でこれまでにC3H/HeJよりA/Jで PTEN

阻害剤による排卵数増加率が高いことが判明

しているが，その理由が PI3 キナーゼによる

PIP3 の産生能の高さである可能性を示してい

る。 

4) AKT アイソザイムの卵巣内含量の系統差 

4 系統の卵巣内 AKT アイソザイムの各蛋白

質含量には系統差が見られた（図 4）。各系統

の卵巣内 AKT 含量と誘起排卵効率との間に関

連はないが，bpV(pic)による排卵数増加効果と

の相関から，PTEN 阻害剤の効果と卵巣内

AKT1 含量との関連が示唆された（詳しくは

図 4 の説明文を参照）。 

5) 卵巣 PTEN の免疫組織染色 

抗体との反応から PTEN は主に顆粒層細胞

や莢膜細胞に存在し，PTEN 阻害剤はこれら顆

粒層細胞や莢膜細胞に主に作用すると考えら

れた（図 5）。 

D. 考察 

PTEN 阻害剤による誘起排卵の向上効果と

その機序を明らかにするため，本年度は PTEN

阻害の時期の影響，卵巣内 PI3K サブユニット

やAKTアイソザイム蛋白質含量，さらにPTEN

の卵巣内局在についてマウスをモデルとして

調べた。 

昨年度の結果から排卵数の上昇には PMSG

投与後の PTEN 阻害はむしろ抑制的であるこ

とが示唆され（図 1A），本年度の結果で PTEN

阻害剤の逆作用をもたらす PI3K阻害剤が排卵

数上昇傾向をもたらしたことから（図 1B），

両阻害剤の併用効果が期待されたが，相乗効

果は見られず，PTEN 阻害剤単独投与こそが有

効であることがわかった（図 2）。このことは，

PTEN 阻害によって PI3K/Akt 経路の活性化が

誘起された場合は，そのまま活性化状態を維

持した方が排卵数上昇に有効であることを示

唆している。 

A/J は他系統に比べ PTEN 阻害剤による誘起

排卵数上昇率が高いが（昨年度実績），PI3K/Akt

経路を担うリン酸化酵素の PI3K（図 3）と AKT

（図 4）の卵巣内含量と誘起排卵の相関性を調

べたところ，A/J では PI3K 量や AKT 量が他系

統に比べ多い傾向にあり，PTEN による

PI3K/Akt 経路の抑制が PTEN 阻害剤により解

除されると，他系統に比べ効率良く PI3K/Akt

経路が活性化され，それが PTEN 抑制への反

応性の良さをもたらすものと思われた。 

卵巣内の PTEN は，卵子自体よりも卵子発

育を支持し，排卵現象にも直接関与する顆粒

層細胞や莢膜細胞に主に存在することから



（図 5），PTEN 阻害剤により排卵数上昇が生

じるのは妥当な現象だと言える。 

成熟個体では生殖に関与するホルモンの影

響により周期的な卵胞発育が見られる（性周

期；齧歯類や家畜では発情周期，サル・ヒト

では月経周期と呼ばれる）。これまで本研究

では，性周期の影響を避け，卵巣自体の反応

を明確に見極めるために，未成熟マウスを用

いてきた。しかし，霊長類やヒト，さらには

家畜等への実践的な応用を考える場合は成熟

個体での効果を検討する必要がある。PTEN 阻

害剤の効果は時期特異性が高いことから，次

のステップとして PTEN 阻害剤の性周期での

各段階での影響を検討し，成熟個体への適用

条件を決めることが重要だと思われる。 

E. 結論 

雌マウス個体への PTEN 阻害剤投与は時期

特異的に性腺刺激ホルモンによる誘起排卵数

を増加させ，その作用点は卵胞の顆粒層細胞

および莢膜細胞であることが明らかとなった。

PTEN 阻害剤投与の効果は時期特異性が強い

ことから，PTEN 阻害剤による霊長類での誘起

排卵数増加が期待できるかを推定するには，

性周期（月経周期）の影響を調査する必要が

あろう。 
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図 1. 誘起排卵数に対する PTEN 阻害剤 bpV(pic)と PI3K 阻害剤 LY294002 の効果。各実験群の雌 1

匹あたりの平均誘起排卵数±標準誤差を示す。A）PMSG 投与後，翌日（Day 1）と 2 日目（hCG

投与日と同じ，Day 2）に PTEN 阻害剤である bpV(pic)を 2 mg/kg BW 投与すると（■），未投与

群（□）に比べ排卵数が少ない傾向が見られた（昨年度実績の再掲）。すなわち，PMSG 投与後

の PTEN 阻害剤投与は排卵数を抑制する傾向があることがわかった。B）PMSG 投与後，翌日に

PI3K 阻害剤である LY294002 を 0.1 mg/kg BW，もしくは 1 mg/kg BW 投与したところ（■），未

投与群（□）に比べ 0.1 mg/kg BW 投与群では排卵数が増加する傾向が見られた。1 mg/kg BW 投

与群では減少傾向であった。PMSG 投与後では PI3K 活性が抑制されると，つまり，PTEN 活性が

保たれていると排卵数が増える可能性が示唆された。 
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Source of Variation DF SS MS F P  

PTEN-inhibitor 1 511.357 511.357 11.709 0.003 ** 

PI3K-inhibitor 1 38.035 38.035 0.871 0.364  

PTEN-inhibitor x PI3K-inhibitor 1 135.704 135.704 3.107 0.096  

Residual 17 742.400 43.671    

Total 20 1400.000 70.000    

図 2. 誘起排卵数に対する PTEN 阻害剤 bpV(pic)と PI3K 阻害剤 LY294002 の併用効果。PMSG 投

与日での PTEN 阻害剤 bpV(pic)の投与の有無と PMSG 投与の翌日での PI3K 阻害剤 LY294002 の投

与の有無という 2 つの要因を組み合わせた合計 4 つの実験区を設定し，誘起排卵数に対する PTEN

阻害剤と PI3K 阻害剤の併用効果について調べた。上段に雌 1 匹あたりの平均誘起排卵数（平均±

標準誤差；n=5，併用群のみ n=6）を示すグラフを（*は p < 0.05 で有意差有り），下段に 2 要因

分散分析の結果を示す。全く阻害剤を投与しなかった対照群（Control）に比べて，bpV(pic)のみを

投与した群（BP only）は有意に排卵数が多く，また，LY294002 のみを投与した群（LY only）よ

りも有意に多かった。一方，併用群（Both）は対照群と有意差はなく，bpV(pic)の効果が LY294002

によって抑制されていた。2 要因分散分析では変動因として PTEN 阻害剤（PTEN-inhibitor）の効

果のみが有意で（**: p < 0.01），PI3K 阻害剤（PI3K-inhibitor）や両阻害剤の相互作用（PTEN-inhibitor 

x PI3K-inhibitor）は有意ではなかったことから，PTEN 阻害剤こそが誘起排卵数の増加に有効であ

ることが確かめられた。 
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図 3. 卵巣内 PI3K サブユニット蛋白質含量（GAPDH 含量で標準化した含量，卵巣 1 個あたりの

平均±標準誤差，n=4）。PI3 キナーゼの各サブユニット蛋白質の卵巣内含量は，p85 と p110α，

Class III については C3H/HeJ に比べ A/J の方が有意に高かったが（p < 0.05），p110γ については 2

系統間に有意差はなかった（p > 0.05）。C3H/HeJ より A/J で PTEN 阻害剤による排卵数増加率が

高いことを昨年度に確認しているが，その理由は PI3 キナーゼによる PIP3 の産生能が C3H/HeJ

に比べ A/J で高いことによる可能性を示している。 

 

図 4. 卵巣内 AKT アイソザイム蛋白質含量（卵巣 1 個あたりの平均±標準誤差，n=4）。4 系統の

卵巣内 AKT アイソザイムの各蛋白質含量には系統差が見られた（*: p < 0.05; **: p < 0.01）。誘起

排卵数（昨年度に調査済み）と AKT アイソフォームの卵巣内含量の間には，どの AKT アイソフ

ォームにおいても有意な相関は無かったことから（p>0.05，ピアソン相関検定），卵巣内 AKT 含

量と誘起排卵効率との間には密接な関連はないと思われた。一方，PTEN 阻害剤 bpV(pic)による排

卵数増加効果（[bpV(pic)群の平均排卵数]/[対照群の平均排卵数]）と卵巣内 AKT 含量との相関を

みると，AKT1 との間でのみ有意な相関が見られたことから（p=0.014，ピアソン相関検定），PTEN

阻害の影響の出方には AKT1 の量が関係することが示唆された。 
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図 5. 28 日齢の A/J マウスの卵巣を用いた PTEN の免疫組織染色（A：一次抗体未使用の陰性対照；

B：PTEN 抗体使用）。顆粒層細胞および莢膜細胞に強い染色（茶色）が見られる。卵子の染色は

非常に弱いことから，PTEN は主に顆粒層細胞や莢膜細胞に存在し，PTEN 阻害剤はこれら顆粒層

細胞や莢膜細胞に主に作用すると考えられた。 
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分担研究報告書 

 

医科学研究に重要な霊長類資源の繁殖・育成と疾患モデルの作製・解析 

カニクイザル MHC class-Ｉの発現解析 

 

分担研究者 高橋一朗 （医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター） 

 

研究要旨 

 感染症を引き起こすウィルス感染に対して感受性があるか或いは抵抗性かは、MHC の class I

の発現が重要な働きを担っていると考えられている。 そこで基盤研霊長類センターで飼育管理さ

れているカニクイザル個体より作成された株化 B 細胞株で MHC class I  A ローカス、B ローカス

からの発現している遺伝子を解析しデータベースより、タイプを同定した。 

 カニクイザル 8 個体より作成された B 細胞株で発現している MHC class I について A ローカスお

よび B ローカス特異的なプライマーで増幅しクローニングしてシークエンス法で同定した。 それぞ

れ２０クローン以上クローニングしたクローンをとりシークエンスし、カニクイザル MHC データベース

を検索し発現しているクローンタイプを同定した。 

 

 

A. 研究目的 

霊長類センターで飼育管理しているカニク

イザルコロニーの遺伝学的解析を行うこと

により、コロニーの特色を把握し実験用カ

ニクイザルの高度化を図り資源としての価

値を高める。またヒトの疾病モデルとしてカ

ニクイザルを使用するための基礎データと

して、MHC 遺伝子の発現情報を蓄積す

る。今年度は昨年度に引き続き情報を収

集した。 

アカゲザルでのMHC class-I のタイピング

およびゲノム解析した結果の整備がすす

んでいるが、カニクイザルについては、体

系的に進んでいない。そこで感染症に対

する防御を担っている MHC class I を調べ

ることで、実験動物のカニクイザルの資源

の高度化を図ることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

カニクイザル個体より採血された血液よりB

細胞を株化した細胞を作製した。 

カニクイザル B 細胞株については SIV 感

染前に作成され、作製後に SIV 感染実験

を行い感染の成立、感染の非成立が行わ

れた。これら B 細胞株８株より遺伝子発現

している RNA を抽出し MHC type I 特異

的なプライマーで PCR 増幅後クローニン

グし約 20 クローンをシークエンスして塩基

配 列 を IPD (Immuno Polymorphism 

Database) MHC データベースを検索し発

現している MHC のタイプを同定した。 

 

C. 研究結果 

カニクイザル８頭より作製された不死化 B



細胞株より発現している MHC class I 遺伝

子をクローニングしてクローンをとり、それ

ぞれ塩基配列を決定した。各個体の B 細

胞株からそれぞれ A ローカス、B ローカス

20 数個のクローンを取りシークエンスした

が、解析できたのが、表の数字である。そ

れをそれぞれカニクイザル MHC のデータ

ベースを検索して対応するクローンを同定

した。取れてくる大腸菌のクローンと発現し

ているクローンが同じ（クローニング効率が

どれも同じ）と仮定すると単一なものしか発

現していないもの、２クローンが発現してい

るもの主要なものが 1 個でマイナーなもの

が発現しているものなど、個体によりまちま

ちであった。B 細胞株より発現している

MHC class I A ローカス、B ローカスは、複

数発現しており、これらの塩基配列を決定

し、クラスタ解析を行った。SIV ウィルス感

染抵抗性個体と感染感受性個体との

MHC クラス I の特異的なタイプは、個体の

ｎ数が少ないのでできなかった。ただし近

縁のアカゲザルの報告から抵抗性を付与

すると考えられる分子の発現がみられる個

体(#018)があった。またＡローカスがホモ

であると思われる個体が３頭 (#022, #053, 

#053) いた。Ｂローカスについて、ホモと

思われる個体はいなかった。 

 

D. 考察 

  霊長類の実験動物として最もポピュラーで

あるカニクイザルについて、MHC のタイピ

ングは非常に重要な情報であるが個体で発

現している MHC の情報はクローンの塩基配

列情報の登録は多くなされているが、その

MHC 分子の発現により知られている感染症

ウィルス感染に対して感受性かあるいは抵

抗性かは報告がない。これについては多く

の個体で発現している MHC を解析し感染

抵抗性の固体の数を増やして解析する必要

がある。そしてデータを蓄積する必要がある。 

ヒトの MHC については、データベースが完

備しルミネックス法で蛍光ビーズを使用し短

時間で調べられる。ヒトとサルではニーズの

要求も異なるので比較はできないが、できる

だけ簡便で正確に同定できる方法の開発が

待たれる。 

 またアカゲザルで感染抵抗性を付与する

と報告のある Mamu-B*07:04 と相同性の

ある、Mafa-B*017:01 の発現が確認された。

このようなデータの蓄積がヒトの医療への貢

献ができると考えられるので、地道にデータ

を積み重ねていく努力は必要である。 

 

E. 結論 

MHC class I 抗原は感染症の抵抗性を付与

することが知られており、あらかじめ抵抗性

を付与する MHC class I 分子の発現を調べ

ることができたとしたら実験動物としてのカニ

クイザル資源の高度化に役立つと考えられ

る。ただし MHC 分子の発現のデータの蓄

積と解析が必要であると考えられる。 

 
Ｆ．健康危険情報 

 特になし。 

 
Ｇ．研究発表 

 なし。 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 

 なし。 

 



 

個体

#016 Mafa-A1*002:01:01 5 Mafa-B*121:01 3
Mafa-A1*003:03 3 Mafa-B*136:02 2

Mafa-B*007:01:01 2
Mafa-B11L*01:04 2
Mafa-B11L*01:01 1
Mafa-B*050:01 1
Mafa-B*050:04 1

#018 Mafa-A1*098:02 2 Mafa-B*017:01 4
Mafa-A2*24:03 2 Mafa-B*007:01:02 3
Mafa-A1*100:01 1

#022 Mafa-A1*089:01 14 Mafa-B*104:01:02 3
Mafa-B*073:01 2
Mafa-B*064:01 1
Mafa-B*144:02 1

#053 Mafa-A1*089:03 8 Mafa-B*099:01 3
Mafa-B*114:01 1

#054 Mafa-A1*052:02 6 Mafa-B*068:02 3
Mafa-A1*100:01 2 Mafa-B*037:02 2

Mafa-B*033:02 2
Mafa-B*068:03 1

#055 Mafa-A1*100:01 6 Mafa-B*108:01 3
Mafa-B11L*01:04 2
Mafa-B*007:01:02 1
Mafa-B*033:03 1

#056 Mafa-A1*010:02:01 7 Mafa-B*058:01 5
Mafa-A1*068:01 2 Mafa-B*153:01 3
Mafa-A4*14:04 2 Mafa-B*043:01 2

#057 Mafa-A1*097:01 4 Mafa-B*007:01:01 4
Mafa-A1*003:01 2 Mafa-B*121:01 3

Mafa-B*011:01 1
Mafa-B*004:03 1

A  locus B  locus

 

 

図： MHC class I 遺伝子 A ローカス、B ローカスの発現パターン 
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