
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

レセプター遺伝子導入マウスを利用した抗ウマヘルペスウイルス１型戦略

Generation of transgenic mice expressing equine herpesvirus-1 receptor and its 
application for antiviral strategies

９０２６１３３８研究者番号：

木村　享史（KIMURA, TAKASHI）

北海道大学・（連合）獣医学研究科・教授

研究期間：

２４３８０１６２

平成 年 月 日現在２８   ６   ７

円    13,300,000

研究成果の概要（和文）：ウマ主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラスⅠ分子はウマヘルペスウイルス1型（EHV-1）
レセプターのエントリーレセプターとして機能する。全身諸臓器にウマMHCクラスⅠ遺伝子を発現するトランスジェニ
ックマウス（Tgマウス）を作製し、EHV-1を経鼻感染させた。TgマウスではWTマウスと比較してより重度の肺炎を発症
し、また、肺組織中により多数のウイルス感染細胞が認められた。以上の結果から、外来性に導入したウマMHCクラスI
がマウスのEHV-1感受性の増強に関与することが示唆された。また、EHV-1の主要標的細胞であるT細胞に特異的にMHCク
ラスIを発現するTgマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：Equine major histocompatibility complex (MHC) class I act as receptor molecules 
that play an important role in EHV-1 entry into equine cells. In this study, transgenic (Tg) mice 
expressing equine MHC class I were generated to explore whether the ubiquitous expression of equine MHC 
class I rendered mice more susceptible to EHV-1 infection and then developed more severe disease 
conditions. Tg mice were inoculated intranasally with EHV-1, euthanized, and subjected to pathological 
analyses. Tg mice developed more severe bronchointerstitial pneumonia than wild-type (WT) littermate 
mice. The number of virus antigen-positive cells distributed within lung tissues was higher in Tg mice 
than that in WT mice. These results suggest that exogenous expression of equine MHC class I may increase 
susceptibility of lung tissues to EHV-1 infection in Tg mouse. Tg mice having equine MHC class I 
expression in T cells, which are one of the major target of EHV-1, are also generated.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
（1）ウマヘルペスウイルス１型（EHV-1）は
ウマに呼吸器症状、流産、脳脊髄炎を惹き起
こす。その分布は世界的であり、日本国内に
おいても呼吸器病、流産は頻繁に発生してい
る。また近年、欧米諸国で脳脊髄炎の流行が
多発している。 
 
（2）EHV-1 感染症の実験的研究にはマウスが
モデル動物として使用されてきた。しかしな
がら、通常、マウスは EHV-1 感染症の病態の
一部である鼻肺炎しか再現せず、より有用な
感染モデル小動物の開発が望まれている。 
 
（3）近年、ウマ主要組織適合遺伝子複合体
（MHC）クラス I 分子が EHV-1 のエンベロー
プ蛋白 gD と相互作用するエントリーレセプ
ターとして機能することが明らかになった。
一方で、マウスの MHC クラス I 分子は EHV-1
レセプター機能を示さず、このためマウス細
胞は一部を除き EHV-1 に感染しない。しかし
ながら、ウマ MHC クラス I遺伝子を外来性に
発現させることにより、これらマウス細胞は
EHV-1 感受性を獲得する。 
 
２．研究の目的 
EHV-1 レセプター（ウマ MHC クラス I 分子）
をEHV-1標的細胞に強発現するトランスジェ
ニックマウス（Tg マウス）を作製し、新たな
EHV-1 感染モデルとして確立することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
（1）ユビキタスな発現を誘導する CAG プロ
モーターの下流にウマMHCクラスⅠ遺伝子を
連結した遺伝子発現ユニットCAG-A68-B2Mを
作製し、マウスへの遺伝子導入を行った。 
 
（2）CAG-A68-B2M ユニットの CAG プロモータ
ー － ウ マ MHC ク ラ ス Ⅰ 遺 伝 子 間 に
loxP-Stop-loxP 配列を挿入した遺伝子発現
ユニット CAG-loxP-Stop-loxP-A68-B2M を作
製し、マウスへの遺伝子導入を行った。 
 
（3）CAG-A68-B2M ユニットを導入した Tg マ
ウス（A68-B2M マウス）に EHV-1 を感染させ、
病態を解析した。 
 
（4）CAG-loxP-Stop-loxP-A68-B2M ユニット
を導入した Tg マウス（LSL-A68-B2M マウス）
を LcK-Cre マウス（T 細胞特異的に Cre 酵素
が発現する）と交配した。これにより作製さ
れた LcK/A68-B2M マウス（T 細胞特異的にウ
マMHCクラスIが発現する）のT細胞にEHV-1
を持続感染させた。 
 
４．研究成果 
（1）CAG-A68-B2M ユニットを導入した受精卵
移植マウスより得られた 67 匹の産仔をジェ
ノタイピング PCR で解析したところ、12 匹の

ファウンダーが得られた。これらに対し、
BALB/c マウスをレシピエント系統としたバ
ッククロスを行った。自然宿主である馬にお
いてウイルス感染が認められる臓器（肝臓、
脾臓、肺、脳）に導入遺伝子産物（MHC クラ
スⅠ蛋白）の発現が確認されたラインは最終
的に 1系統であった。 
 
（2）CAG-loxP-Stop-loxP-A68-B2M ユニット
を導入した受精卵移植マウスより得られた
119 匹の産仔をジェノタイピング PCR で解析
したところ、5匹のファウンダーが得られた。
RT-PCR 法による解析で、導入遺伝子に由来す
る mRNA を肝臓、脾臓、肺、脳に発現するラ
インを 2つ選別し、BALB/c マウスをレシピエ
ント系統としたバッククロスを行った。 
 
（3）A68-B2MマウスにEHV-1を経鼻感染させ、
病理組織学的解析を行った。その結果、Tg マ
ウス、野生型マウス（WT マウス）ともに肺に
おいて気管支間質性肺炎がみられ、Tg マウス
では WT マウスと比較して病変がより重度で
あった。さらに、Tg マウスでは、WT マウス
と比較して肺組織中により多数のウイルス
感染細胞が認められた。これらの結果は、外
来性に導入したウマ MHCクラス Iがマウスの
EHV-1 感受性の増強に関与していることを示
唆するものである。一方で、Tg マウス、WT
マウスともに、肺以外の臓器では病変が認め
られなかった。 
 
（4）Lck/A68-B2M マウスの全身臓器をウェス
タンブロット法で解析したところ、胸腺特異
的に MHC クラス I 蛋白の発現が確認された。
EHV-1 を持続感染させた T 細胞におけるウイ
ルス遺伝子（mRNA）の発現は確認されなかっ
た。 
 
 以上 4 年間の研究により、EHV-1 レセプタ
ー（ウマ MHC クラス I）を導入した Tg マウス
が作製され、そのウイルス感受性が明らかと
なった。A68-B2M マウスの解析から、ウマ MHC
クラス Iがマウス体内においてレセプターと
して機能し、EHV-1 感受性の増強に関与して
いることが示唆された（論文作成中）。ウマ
MHC クラス I を発現する他臓器（肝臓、脳な
ど）におけるウイルス感受性に関しては、病
変を形成する実験条件をさらに検討中であ
る。自然宿主である馬において EHV-1 は T細
胞に潜伏感染する。従って、Lck/A68-B2M マ
ウスは潜伏感染の病態解析に特に有用なモ
デル系と考えられる。 
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