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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、新規霊長類モデルを用いた急性慢性 C型肝炎におけ

る自然免疫の意義に関して、我々が新規に開発した霊長類サロゲートモデルを用いて明らかに

することである。本研究の成果は以下の通りである。まず新世界ザルであるタマリンにおいて

NK 細胞の活性定量系を確立した。次にタマリンにおいて抗 CD16	
 (3G8)	
 抗体により NK 細胞の

in	
 vivo	
 depletionが可能かどうかについて検討した。その結果、50	
 mg/kgの容量で抗CD16	
 (3G8)	
 

抗体を経静脈にて投与することにより、NK 細胞の顕著な減少が明らかになった。また生体内に

おける NK 細胞数の減少に伴って、NK 活性の低下が確認できた。興味深いことに、CD16 陽性 NK

細胞がほぼ検出されない状態でも、血中 NK 活性は低いながらもある程度検出されることから、

NK 細胞は CD16 陰性亜集団も存在することが示された。現在、CD16 陽性 NK 細胞を一過性に除去

したタマリンに C 型肝炎ウイルスと同じヘパシウイルスに属する GBV-B を接種し、血中ウイル

ス量の動態および抗ウイルス抗体誘導能を評価することにより感染急性期における NK 細胞の

役割を検討している。これらの結果を踏まえ、今後は NK 細胞による肝炎ウイルスの持続感染制

御への関与についてより詳細に解析を進めていきたい。	
 

 
研究成果の概要（英文）：We	
 aimed	
 to	
 clarify	
 the	
 role	
 of	
 innate	
 immunity	
 during	
 acute	
 and	
 

chronic	
 hepatitis	
 C	
 by	
 a	
 novel	
 non-human	
 primate	
 model.	
 First	
 of	
 all,	
 we	
 established	
 a	
 

quantification	
 system	
 of	
 NK	
 cell	
 activity	
 of	
 tamarins.	
 We	
 then	
 found	
 that	
 the	
 intravenous	
 

administration	
 of	
 an	
 anti-CD16	
 monoclonal	
 antibody	
 3G8	
 at	
 a	
 dose	
 of	
 50mg/kg	
 to	
 tamarins	
 

successfully	
 depleted	
 CD16+	
 NK	
 cells,	
 which	
 was	
 consistent	
 with	
 the	
 reduction	
 of	
 NK	
 

cell-mediated	
 cytotoxicity.	
 It	
 is	
 notable	
 that	
 lowered	
 but	
 detectable	
 levels	
 of	
 NK	
 

activity	
 were	
 observed	
 in	
 the	
 blood	
 obtained	
 from	
 the	
 CD16+	
 NK	
 cell-depleted	
 tamarins,	
 

indicating	
 the	
 presence	
 of	
 a	
 minor	
 CD16-	
 NK	
 subpopulation.	
 By	
 using	
 these	
 assay	
 systems	
 

we	
 established,	
 analyses	
 of	
 the	
 roles	
 of	
 the	
 CD16+	
 NK	
 cells	
 on	
 dynamics	
 of	
 the	
 replication	
 

of	
 GBV-B,	
 which	
 is	
 closely	
 related	
 to	
 hepatitis	
 C	
 virus	
 and	
 is	
 classified	
 in	
 genus	
 

hepachivirus,	
 and	
 antiviral	
 acquired	
 immune	
 responses	
 in	
 the	
 virus-infected	
 tamarins	
 are	
 

now	
 ongoing.	
 On	
 the	
 basis	
 of	
 the	
 results	
 obtained,	
 we	
 would	
 like	
 to	
 examine	
 in	
 detail	
 

regarding	
 the	
 roles	
 of	
 NK	
 cells	
 on	
 the	
 control	
 of	
 persistency	
 of	
 the	
 hepatitis	
 virus	
 in	
 

near	
 future.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 C	
 型肝炎ウイルス（Hepatitis	
 C	
 Virus:	
 

HCV）とは C	
 型肝炎を主徴とする慢性感染症

の原因ウイルスである。現在国内における感

染者は 200	
 万人とされている。C	
 型肝炎患者

においては、自然免疫担当細胞である DC	
 細

胞や NK	
 細胞の機能的障害が認められ、この

ことが HCV	
 持続感染や慢性肝炎に寄与して

いることが示唆されている（ Kanto	
 K,	
 

Frontier	
 in	
 Bioscience	
 2008）。一方、HCV

感染者の 30%程度は慢性化には至らず寛解す

る。この慢性化移行を規定する要因として、

細胞障害性 T	
 細胞や中和抗体といった獲得

免疫応答の重要性が挙げられているが、自然

免疫担当細胞の意義についてはほとんど不

明である。	
 

	
 一般的に HCV	
 感染急性期では顕著な病態

が認められず、慢性経過後の病態発現に伴う

愁訴によりその感染が明らかとなる。さらに

自然免疫応答は感染急性期における非常に

早い時点で現われる。これらのことから、HCV	
 

感染初期における自然免疫応答の解析は非

常に困難である。こうした研究においては、

実験感染が可能な動物モデルは非常に有用

なツールである。HCV	
 に感受性を示し、生理

的な免疫応答を解析可能な実験動物として

これまでチンパンジーが用いられてきた。し

かし絶滅危惧種であることや動物倫理上の

問題から、現在では日本を含む多くの世界各

国においてその侵襲的研究への使用が禁止

されている。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 我々は、HCV/チンパンジーに代わる新たな

サロゲート動物モデル構築を目指し、これま

で本邦で先駆けて研究を進めてきた。GBV-B	
 

は、フラビウイルス科ヘパシウイルス属に分

類される最も HCV	
 に近縁のウイルスであり、

新世界ザルであるタマリン・マーモセットへ

の攻撃接種によりウイルス血症に伴う急性

肝炎を呈する。また HCV	
 同様にリンパ系等の

肝外組織にも感染性を呈する。特筆すべきこ

とに、マーモセットへの GBV-B	
 感染により３

年以上の長期に渡り間歇的なウイルス血症

及び ALT	
 値の上昇を伴う慢性 C	
 型様肝炎を

呈することを世界で初めて見出した。従って、

本モデルにより HCV	
 の急性期にのみでなく

慢性期における病態や免疫応答の解析にお

いて非常に有用である。そこで本研究では、

我々が新規に開発した霊長類サロゲートモ

デルを用いて、ウイルス感染過程における自

然免疫応答の役割について、特に NK 細胞に

焦点を当て検討する。NK	
 細胞は肝臓に大量

に存在しており、HCV	
 感染をコントロールす

る自然免疫応答の直接的な mediator	
 として

重要である。NK	
 細胞は活性化した後、抗原

提示細胞である樹状細胞の maturation	
 に寄

与していることから、NK	
 細胞の機能障害は

後に続く慢性化への発端であると推測され

る。一方 HCV	
 の E2	
 が	
 NK	
 細胞に発現してい

る CD81	
 に結合することで NK	
 細胞自体の機

能を直接的に阻害している。しかしこうした

in	
 vitro	
 における研究が、果たして生体内

における複合系としての自然免疫応答を反

映しているのか明らかではない。またヒト

HCV	
 感染急性期における経時的解析は技術

的に困難である。そこで本研究では、我々が

新規に開発した新世界ザル C	
 型肝炎サロゲ

ートモデルにおいて、NK	
 細胞特異抗体を投

与し NK	
 細胞を人工的に除去すること（in	
 

vivo	
 depletion）により、急性感染時および

慢性期における抗ウイルス応答における NK

細胞の意義を解明することを目的とする。	
 

	
 



３．研究の方法 
	
 CD16	
 は NK	
 細胞の表面マーカーとして知

られている。アカゲザルにおいて抗 CD16	
 抗

体(3G8)を用いてNK細胞を in	
 vivo	
 depletion	
 

に成功している。我々は同抗体がタマリンに

交差反応性を示すことを確認済みである。そ

こで上記報告のプロトコルに基づき、タマリ

ンにおける NK	
 細胞 in	
 vivo	
 depletion	
 のた

めの至適条件を検討する。 NK	
 細胞の

cytotoxic	
 assay	
 を行うため、Carboxy-	
 

fluorescein	
 Succinimidyl	
 Ester	
 (CFSE)で

染色した K562	
 細胞とタマリン PBMC	
 と K562	
 

細胞の共培養行う。その後に Annexin	
 V	
 染色

を用い、タマリン PBMC	
 における K562	
 細胞

に対する傷害活性を測定する。この系が確立

された後、コントロール抗体投与群と CD16	
 

抗体を用いた NK	
 細胞 depletion	
 条件群にお

ける NK	
 細胞の傷害活性を測定する。NK	
 細胞

を CFSE で染色した K562	
 細胞とタマリン

PBMC	
 と K562	
 細胞の共培養行う。その後に

Annexin	
 V	
 染色を用い、タマリン PBMC	
 にお

ける K562	
 細胞に対する傷害活性を測定する。

この系が確立された後、コントロール抗体投

与群とCD16	
 抗体を用いたNK	
 細胞depletion	
 

条件群における NK	
 細胞の傷害活性を測定す

る。これらの結果を踏まえ、NK	
 細胞の

depletion によりウイルス感染時における血

中ウイルス量を含む生体内ウイルス動態、肝

炎病態及び獲得免疫応答に及ぼす影響を検

討する。	
 

 
４．研究成果	
 

	
 まず新世界ザルであるタマリンにおいて

CFSE を用いた簡便かつ定量的な NK 細胞の活

性評価系を確立した。次にタマリンにおいて

抗 CD16	
 (3G8)	
 抗体により NK 細胞の in	
 vivo	
 

depletion が可能かどうかについて検討した。

その結果、50	
 mg/kg の容量で抗 CD16	
 (3G8)	
 抗

体を経静脈にて投与することにより、NK 細胞

の顕著な減少が明らかになった。また生体内

における NK 細胞数の減少に伴って、NK 活性

の低下が確認できた。興味深いことに、CD16

陽性 NK 細胞がほぼ検出されない状態でも、

血中 NK 活性は低いながらもある程度検出さ

れることから、NK 細胞は CD16 陽性及び陰性

亜集団に分類されることが示された。現在、

これらの方法を用いて、HCV のサロゲートモ

デルである GBV-B 感染タマリンモデルにて、

感染急性期における NK 細胞の役割を検討し

ている。すなわち CD16 陽性 NK 細胞を一過性

に除去したタマリンに C型肝炎ウイルスと同

じヘパシウイルスに属する GBV-B を接種し、

血中ウイルス量の動態および抗ウイルス抗

体誘導能をコントロール群と比較している。

これらの結果を踏まえ、今後は NK 細胞によ

る肝炎ウイルスなどの持続感染制御への関

与についてより詳細に解析を進めていきた

い。	
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