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研究成果の概要（和文）：新世界ザルであるコモン・マーモセットをヒトの外挿モデルとして使用可能か否かを検討し
、ヒト歯科治療用のアマルガム含有水銀の生体内影響を免疫学的に解析し、安全な歯科治療の確立への寄与する事を目
的とした。初めにマーモセットの免疫学的解析に必要なツールの確立を目的に、①サイトカインの定量的PCR系の確立
。②TCRレパトア解析系の確立。③MHCクラスⅠ遺伝子の同定とタイピングの確立を行った。また、マーモセットの歯牙
を用いたアマルガム充填モデル形の確立にも着手した。現在、動物実験系を用いた解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：This research purposes, the in vivo immunological efects of amaigam containing 
mercury for human dental treatment, is the establishment of safe dental treatment. The common marmoset is 
increasingly used for an experimental nonhuman primate model in many research fields. ① To develop a 
reliable qPCR method in common marmoset.We analyzed the expression levels of CD antigens (CD3ε, CD4, 
CD8α and CD20) and cytokines (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12β, IL-13, IFN-γ and TNF-α) 
in peripheral blood of common marmosets. ② To develop a reliable qPCR method in common marmoset. We 
developed a new method for analysis of TCR repertoires in the common marmoset. ③ Phylogenetic analysis 
suggests segmental duplications of units consisting of basically five (four Caja-G and one Caja-F) MHC 
class I genes, with subsequent expansion/deletion of genes.　In addition , it was also undertaken to 
establish the amalgam filling model using the teeth of the marmoset.

研究分野： 臨床免疫
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１． 研究開始当初の背景 
歯科用水銀アマルガム（以下、アマルガム）
は、科学的根拠に基づいた安全性が未だ確立
されていない歯科治療材料である。アマルガ
ムの影響を動物実験により免疫学的見地か
ら解明し、その安全性を検証する意味は高い
と考えられる。 
コモンマーモセットは新世界猿に属する小
型の霊長類であり、非ヒト霊長類モデルとし
て生理学、神経学等の研究で利用されている。
他の霊長類モデル動物と比べて小型で多産
であることから、本動物においてアマルガム
充填歯牙モデル系を確立することは有用で
ある。そして充填時から経時的にアマルガム
の生体の及ぼす病態を評価するために、免疫
学的解析の基盤整備も平行して進めなけれ
ばならない。しかし現時点において、本動物
における免疫学的情報は限定されている。ア
マルガム充填歯牙モデルの生病態を解明す
るためには、抗体産生の有無だけでなく、病
理組織学的評価、経時的な炎症性サイトカイ
ンの変化、主要組織適合遺伝子複合体
（MHC）および T 細胞を中心とした細胞性
免疫の挙動を評価することは重要である。し
たがって本研究では、鶴見大学歯学部を中心
とした複数の研究分担者および研究施設と
連携し、コモンマーモセットを用いた新規モ
デル系および解析系の確立を目的とした。 
２．研究の目的 
本研究では、ヒトにおけるアマルガム含有水
銀の生体内で免疫応答を解析しその安全性
を検証することが目的である。実験動物とし
て、新世界サルであるコモン・マーモセット
(Callithrix jacchus)を用いる為に、マーモセ
ットの免疫学的解析ツールの確立を第一と
して、アマルガム充填動物モデルを確立し、
解析ツールを用いたアマルガムに関わる細
胞性免疫誘導の有無を特にT細胞を主眼とし
た研究を行う。アマルガム充填下での末梢血、
リンパ節、脾臓、口腔粘膜および歯周組織中
に浸潤した T 細胞の T 細胞受容体(TCR)を同
定するとともに自己抗体の測定、アマルガム
特異的T細胞の性状解析と他の金属との交差
反応性を明らかにし、自己免疫疾患や金属ア
レルギーとの相関性を解明する。これらの一
連の研究を通してアマルガムに関わる歯科
治療の科学的基盤に寄与する事を最終目標
とする。 
３．研究の方法 
コモン・マーモセットは新世界猿に属する小
型霊長類で生理学的にも代謝的にもヒトに
近い事が知られている。本研究では、マーモ
セットを用いたアマルガムの免疫学的影響
を検討する為に、 
①マーモセットの免疫学的解析ツールの確
立：具体的には、Real-time PCR によるサイ
トカイン等の発現解析系、コモンマーモセッ
ト MHC 解析系、コモンマーモセット TCR レパ
トア解析系、個体識別系の確立から構成され
る。T 細胞における特異的抗原認識は、T 細

胞受容体（TCR）と病原性ウイルス由来ペプ
チドを提示した抗原提示細胞上のMHC分子と
の相互作用により開始される（図 2 左）。マ
ーモセットはマウスのような近交系が確立
した動物とは異なるため、MHC 分子における
遺伝子アレルを正確に同定することで、個体
間におけるウイルス感受性の差異について
考慮することが可能となる。したがって図 2
右に示すような手順により MHCおよび TCRの
解析を進める。これら解析系の確立は、感染
実験に先立って健常コモンマーモセットよ
り採取された血液および臓器を使用する。 
②マーモセット歯牙へのアマルガム充填モ
デル系の確立：マーモセット歯牙へのアマル
ガム充填は、鶴見歯科大学口腔外科で行う。
充填する歯牙の選択を検討する。マーモセッ
トへのアマルガム充填及びサンプル採取は、
充填後の評価は経時的に行われ、体温、活動
評価、皮膚状態、一般血液検査、肝機能検査、
腎機能検査、尿検査、血中水銀定量更には自
己抗体を評価する。 
③アマルガム充填後の免疫学的解析：アマル
ガム充填後に経時的に末梢血を採取し、血液
中のリンパ球を分離し、サイトカイン、CD 抗
原に関しては確立される Real-time PCR で定
量的検討を行う。また、TCR レパトア解析を
行いアマルガム特異的免疫応答の惹起の有
無を評価する。これらの基礎的検討結果を鑑
みて、アマルガム充填マーモセットの免疫学
評価を全身臓器で解析を行う伴に、自己抗体
誘導の有無、抗核抗体の検出は、マーモセッ
ト血清を用いてHep-2スライドによる間接蛍
光免疫染色で評価する。細胞免疫学的評価と
しては、末梢 T細胞における T細胞亜群の頻
度に関して FCM を用いた解析を行う。他金属
との交差反応性を評価する。 
４．研究成果 
本研究を通して、マーモセットの免疫学ツー
ルの確立を行ってきた。 
（1）Real-time PCR によるサイトカイン等の
発現解析系：炎症性サイトカインの変化を検
出するため、免疫関連の細胞表面抗原および
炎症性サイトカイン、それらの数値を補正す
るためのハウスピーピング遺伝子に対する
特異的プライマーを設計し、うち 4つの遺伝
子（CD14、IL-1a、IL-1b、IL-12b）は本実験
によって同定したものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）MHC 解析系の確立：現在 MHC における解
析は、図 4に示すように、30 頭のコモンマー
モセットを用いて Caja-G 遺伝子の同定が進
められている。これらの解析には膨大なゲノ
ムデータのシークエンスおよび解析が必要
になるため、次世代シークエンサーおよびそ
れに対応した専用のソフトウエアにより、コ
モンマーモセットにおけるMHCプロタイプを
決定し、最終的に感染実験に供するコモンマ
ーモセットの選別に寄与するものとなる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（3）TCR レパトア解析系の確立：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 TCR におけるα鎖および
β鎖可変領域（TRAV、TRBV）遺伝子の同定が
完了した。TCRβ鎖遺伝子は過去に他のグル
ープで報告された遺伝子群とオーバーラッ
プした TCR ファミリーも含まれたが、

Adaptor-Ligation mediated PCR（AL-PCR）
によって増幅されたTCR遺伝子に対して1000
クローンに及ぶシークエンス解析を実施し
た結果、最終的に 35 の新規 TRAV 遺伝子、21
の新規 TRBV 遺伝子を同定した。これにより
コモンマーモセットでは、各 35 種類の TRAV
および TRBV 遺伝子が発現することが確認さ
れた（図 5）。現在これらの情報を基に、TCR
レパトア解析系を構築するため、既にヒトお
よびマウスにおいて確立された TCRV レパト
ア解析法を参考にしながら、コモンマーモセ
ット TCRV 遺伝子配列に検出用 DNA プローブ
の選定し、microplate hybridazation 法によ
る定量的・網羅的検出系を確立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（3）コモンマーモセットにおける標準臓
器・組織アトラスの作成：採取された全身の
臓器に対して、HE 染色および免疫学的染色手
法を用いて、他の動物との差異について現在
解析中である。 
(4) コモン・マーモセットの歯牙を用いたア



マルガム充填モデルの作成：死亡個体頭部を
用いたアマルガム充填法を確立した。充填部
位は大臼歯を選択し、歯科用タービンにて象
牙質を露出させ、アマルガムを充填した。現
在、麻酔下でのアマルガム充填モデルを作成
し、経時的に末梢血サンプルを採集している。 
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