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研究成果の概要（和文）： 

デングウイルス感染症は世界で最も重要な蚊媒介性ウイルス感染症である。デングウイルス感
染におけるデング出血熱の発症機序の解明のため、マーモセットを用いてデングウイルス感染
モデルの確立を行った。マーモセットは感染後高いウイルス血症を示し、また抗体反応、臨床
的所見、血液学および生化学的検査所見もヒデング熱患者と同様の変化が見られた。また、マ
ーモセットにおけるＴ細胞免疫応答の詳細な解析のため、サイトカインや細胞マーカー解析の
ツールを確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Dengue virus infection is one of the most important mosquito-borne virus infectious 
diseases in the world. We developed an animal model to analyze the pathogenesis of dengue 
fever, using common marmosets. Marmosets demonstrated high levels of viremia after dengue 
virus infection. Marmosets also demonstrated antibody responses, and hematological and 
biochemical changes similar to those detected in dengue fever patients. Immunological 
methods to detect cytokines and cellular markers were developed, in order to precisely 
analyze T cell immune responses in marmosets. 
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１．研究開始当初の背景 
 デングウイルス感染症は熱帯地域で最も
重要な蚊媒介性ウイルス感染症といえる。年
間数千万人のデング熱患者と約 50 万人のデ

ング出血熱患者の発生が報告されている。一
方、温帯に位置する日本にとっては輸入感染
症としての重要な感染症でありや、年間約
200 人の輸入患者が報告されている。ワクチ
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ンは実用化されておらず、特異的な治療法も
確立されていない。デング熱、デング出血熱
の病態形成機序の解明が遅れている理由の
一つは、動物モデルが確立されていないこと
にある。これまで、げっ歯類や霊長類を用い
た動物モデルの開発が進められてきたが、ヒ
トにおける病態を反映するモデルは確立さ
れていない。従って、動物モデルの開発が急
務である。 
 
２．研究の目的 
デングウイルス感染におけるデング出血熱
の発症機序については、ウイルス側や生体免
疫側に立脚した研究でも十分に解明されて
いない。一部の感染者のみになぜ重篤で致死
的な病態が起こるのか、それが生体内のいか
なる因子に起因するかを明らかにする事が
重要である。デングウイルス感染やデン
グ出血熱の病態形成機構を解明し、効果
的な治療、予防法を確立することが目的
である。コモンマーモセット（Callithrix 
jacchus,マーモセット）は代表的な非ヒト霊
長類の実験動物であるが、我々はこれまでに、
マーモセットがデングウイルスに感受性を
有する結果を得ている。本研究においては、
コモンマーモセットを用いた動物モデ
ルを確立し、病態形成に関与する T 細胞
の解析のための免疫学的開発ツールの
開発を行う。そのため主要組織適合性抗
原および T 細胞受容体遺伝子を同定す
るとともに、レパトア解析や次世代大規
模シーケンス解析による網羅的解析を
確立する。 
 
３．研究の方法 
（1）デングウイルス感染モデルの開発：マ
ーモセットに、デングウイルスを接種しウイ
ルスの各種接種条件において、ウイルス血症
とともに、発熱等の症状を啓示的に観察する。
とともに腎臓病変が複数例で観察された。こ
れらの病態形成を解明するため、デングウイ
ルスの単回接種や他の血清型ウイルスの 2回
目接種を行い、ヒトにおいて観察されるよう
に再感染において症状が重篤化するか否か
検討する。再感染の接種間隔は接種した血清
型以外に対する中和抗体価が 10 倍まで低下
する時期を目安とし、再感染後においても血
液学的評価、尿の評価を経時的に行う。 
 
（2）免疫学的解析用サンプル採取：マーモ
セット 4 頭より、脾臓、腸間膜リンパ節、空
腸、回腸、結腸、大脳、小脳、脳幹、心臓、
肺、肝臓、腎臓を採取した。組織は RNAlater
に浸漬し-80℃で保管した。またマーモセッ
ト 8 頭より採血を行い、白血球を分離した。 
 
（3）特異的プライマー：各 HKGおよび免疫

関連遺伝子の特異的プライマーの設計は、ヒ
トとの比較を行うため、ヒト配列と相同性の
高い部分を採用した（表 1、表 2）。 
 
（4）qPCR：解析機器は Bio-Rad CFX96 system 
（Bio-Rad）を用いた。PCR反応液は以下のよ
うに実施した（SsoFast™ EvaGreen® 
Supermix：5 μL、DW：3.5 μL、5 μM primer 
mix：0.5 μL、cDNA：1 μL）。PCR温度設計
は以下のように実施した（初期変性：30 sec 
95°C、増幅反応：1 sec 95°C、5 sec 60°
C を 45サイクル）。コピー数は、配列を確認
しているプラスミド DNAクローンをスタンダ
ードに置いて算出した。 
 
（ 5） TCR レパトア解析：マーモセット
TRAV/TRBV 特異的プライマーの設計と、すで
に確立しているヒトやマウスのマイクロプ
レートハイブリダイゼーション解析(MHA)法
のマーモセットでの応用を行う。確立に際し
て刑が信頼に足るものであるかを調べるた
め、各 V プライマーの交差反応性・実験の再
現性・抗体を用いた胆ぺ呉ベルトの相動性お
よび得られた TCRレパトアのヒトとマウスと
の比較を行った。近年、qPCR の評価に関する
ガイドラインが作成され、異なるサンプルを
正確に比較する際に normalizationとして用
いる最適なハウスキーピング遺伝子の厳密
な選択方法が提唱されている。ハウスキーピ
ング遺伝子は実験に用いる組織や細胞、実験
条件などに影響を受けないことが重要であ
るため、評価系として十分な注意のもとに行
った。また、T 細胞のアイデンティティーを
決定する T 細胞受容体（TCR）のα鎖とβ鎖
に特異的な Vプライマーを作成し、網羅的に
発現頻度の変化を解析することのできる TCR
レパトア解析法の確立を行った。 
 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験は、国立感染症研究所の実験動物委
員会の承認（610,007）を得て実施した。 
 
４．研究成果 
（1）マーモセットにおけるデングウイルス
感染 
マーモセットにデングウイルス 1－4 型を接
種し、ウイルス血症のレベルを経時的に調べ
た。デングウイルス 1－4 型いずれの接種に
おいても高いレベルのウイルス血症がコン
スタントに認められた。また、デングウイル
ス感染の成立を示唆する NS1抗原がコンスタ
ントに検出された（図 1）。 
 次に、デングウイルスに対する抗体反応を
調べると、ヒトにおけると同様に、早期に IgM
が出現し、その後 IgG が出現した（図 1）。 



 

 

 
図 1：デングウイルス感染後の NS1 抗原の出
現と IgM、IgG抗体応答 
 
（2）デングウイルス抗原の臓器における検
出 
感染したマーモセットにおけるデングウイ
ルス抗原の存在を免疫組織染色によ確認し
た。特に、脾臓および膵臓に抗原が認められ
た（図 2）。 
 

 
 
図 2：デングウイルス抗原の臓器における検
出。(a)肝臓、(b)脾臓 
 
（3）感染マーモセットにおける血液学的及
び生化学的解析 
感染マーモセットにおいて白血球減少、血小
板減少等、デング熱患者において見られる血
液学的変化が認められた。また、AST や ALT
の計度上昇等デング熱患者において認めら
れる血液生化学的所見も認められた。しかし
これらの所見はすべての感染マーモセット
においては認められなかった。 
 
（4）感染マーモセットにおける臨床所見 

感染マーモセットにおいては発熱および行
動量の減少が認められた。しかし、しかしこ
れらの所見はすべての感染マーモセットに
おいては認められなかった。 
 
（5）マーモセットとヒト白血球における各
免疫関連遺伝子の発現比較：CD4、IL-4 の発
現量において、ヒトよりもマーモセットで有
意に低値を示したが、IL-10、IL-12β、IFN-
γは有意に高値を示した。CD8/CD4 比におい
て、マーモセットではヒトよりも有意に高値
を示し、この傾向はフローサイトメトリーに
よる結果とも一致し（図-7）。さらに IFN-γ
/IL-4、IL-2/IL-4比においてもマーモセット
はヒトよりも有意に高値を示し、Thバランス
がヒトと異なることを示した。 
 
（6）マーモセットにおけるＴ細胞レセプタ
ー解析系の確立 
マーモセット TRAV/TRBV特異的プライマーの
設計と TCR レパトア解析：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 TCRAV および TRBV の遺伝子同定
が完了しプライマーを設計した。 
TRAV/TRBV の DNA プローブの交差反応性をそ
れぞれ検討したところ、TRAV では 992か所中
2 か所、TRBV では 992 か所中 7 か所で 10%の
交差反応性が見られたのみであった。実験の
再現性の確認として同一 PBMC サンプルを 3
回解析した結果、TRAV/TRBV 共に高い再現性
を示すことが分かった（図 3）。 

図 3：マーモセットのＴ細胞レセプター発現
解析の再現性 
 
マーモセットの TCRに対する抗体は現在作成
されていないため、ヒト TCRVβとの交差反応
性の確認を行った。ヒト抗体でマーモセット
PBMC において反応したものは Vβ5.2、23 の
2 つのみであったが、FACSソーティングを行
い検証した結果、Vβ5.2は非特異的に多くの
V 遺伝子と結合していることが分かった。 
Ｖβ23 はソーティングされたマーモセット



 

 

細胞において TRBV13 遺伝子シグナルを特異
的に検出していることが明らかとなった。
FACSにおける発現頻度と MHA法の結果を比較
したところ、有意な差は見られなかった。 
以上より、開発したマーモセットにおける
TCR レパトア解析系は交差反応性が非常に少
なく、蛋白レベルとの相関があり、かつ高い
再現性があり解析系が確立された。 
 この確立した TCRレパトア解析系を用いて
マーモセットの個体間および組織間で比較
を行った。まず PBMC での個体間比較を行っ
たところ個体間で類似のパターンを示し、そ
の変動範囲は 3SDに限定された（図 4）。 

 
図 4：マーモセットにおけるＴ細胞レセプタ
ー発現の末梢血における個体差 
 
次いで PBMC、脾臓、リンパ節、胸腺の比較を
行った。各組織では PBMC と類似のパターン
を示した。また、マウスにおいてはマウス乳
癌ウイルス（MMTV）の影響により胸腺におけ
る T 細胞の CD4+CD8+（DP）から CD4+CD8-
（CD4SP）もしくは CD4-CD8+（CD8SP）への発
達過程において一部 Vβファミリーでデリー
ションを起こすことが知られているが、マー
モセットにおいてはそれらは確認されず、胸
腺分画においても類似することが明らかと
なった。以上よりマーモセットの TCRレパト
アはヒトと同様個体間で類似の傾向を示し、
かつ組織特異性も低いことが明らかとなっ
た。 
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