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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウスロタウイルスの感染モデルを用いて、T細胞応答に関する詳細な解析を行
った。Balb/cマウスにロタウイルスEW株を経口感染させると、10日後に腸管内のT細胞数が最大となった。この時、腸
管内に発現しているT細胞受容体（TCR）の塩基配列を、次世代シーケンサーを用いて網羅的に解析した結果、ウイルス
感染マウスの腸管に特異的に集積しているTCRの配列を特定することができた。今後、このT細胞の反応性を調べること
により、防御免疫機序やウイルス株間の交差反応性を検討することが可能となる。

研究成果の概要（英文）：T-cell responses on murine rotavirus infection were analyzed in detail by using 
the mouse model. Murine rotavirus EW strain was inoculated orally to Balb/c mice. The maximum T-cell 
proliferation was observed at 10 days after infection. The nucleotide sequences of T-cell receptors 
(TCRs) expressed in ileum at 10 days after rotavirus infection were comprehensively analyzed by using 
next-generation sequencer. Then, it was found that rotavirus-specific TCRs accumulated on 
rotavirus-infected ileum and the sequences could be identified. In future studies, we will analyze the 
reactivity of these T-cells, which enables us to understand the mechanisms of protective immunity and 
cross-reactivity among virus strains.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ロタウイルス（RV）は乳幼児重症下痢
症の主要因であり、先進国・発展途上国を問
わず広く流行している。わが国においても年
間の感染者数は約 80万人と推計されており、
毎年数人の死者が報告されている。2011年お
よび 2012 年に、わが国においても RV ワク
チンが導入され、RV 感染症の減少が期待さ
れている。しかし RVワクチンの作用機序つ
いては未だ不明な点が多く、RV 感染症にお
ける防御免疫や遺伝子型間の交差免疫応答
の機序に関してもほとんど解明されていな
い。本研究では、RV 感染によって誘導され
る T細胞の応答を網羅的に解析し、RV感染
症における免疫応答の解明を目指した。 
 
（２）RV ワクチンは、初回感染時に起こ
りやすい重症下痢症を予防する目的で開発
されており、現在ロタテックおよびロタリ
ックスの 2種類の弱毒生ワクチンが世界中
で使用されている。わが国においても 2011
年（ロタリックス）および 2012 年（ロタテ
ック）に販売が開始された。いずれのワクチ
ンも、ロタウイルス下痢症に対して 70％程
度、重症下痢症に対しては 90～95％程度と
いう高い予防率を有することが確認されて
いる。しかし、ワクチンの作用機序や弱毒
化のメカニズムについては未だ明らかにな
っていない。また、生ワクチンであるが故、
ワクチン接種者から排泄されたワクチン株
と野生株との交雑（リアソートメント）や
ワクチン株による RV感染症の発生も危惧
される。従って、いずれは生ワクチンから
安全性の高い不活化あるいはコンポーネン
トワクチンなどに移行する必要があると考
えられる。しかし、ワクチンの作用機序や
防御免疫のメカニズムが充分に解明されて
いない現状では、新たなワクチンを開発・
評価することも困難である。 
 
（３）種々の疫学調査や感染実験の結果か
ら、ウイルスに対する中和抗体の惹起だけ
がワクチンの効果ではないことが示唆され
ており、中和抗体（特に IgA）、CD4 陽性
T 細胞および CD8 陽性 T 細胞のいずれも
が RVに対する防御免疫に関与していると
考えられている。特に腸内からのウイルス
排除には CD8 陽性 T 細胞が重要な役割を
果たしていることが、免疫不全マウスを用
いた研究から明らかとなっている。T 細胞
によって認識されるエピトープはいくつか
報告されているが、それらと感染防御との
関連性については十分な検討がなされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究の開始に先立ち、RV 感染時の
免疫応答を評価するため、マウスロタウイル
スを用いた感染動物モデルの確立を試みた。 
 

（２）次いで、その動物モデルを用いて、
RV 感染時に誘導される T 細胞の応答を T
細胞受容体（T cell receptor: TCR）の分子
レベルで解析し、RV特異的 TCRの特定を
試みた。 
 
（３）TCR を解析するにあたって、従来は
adaptor-ligation PCR 、 microplate 
hybridization assay お よ び molecular 
cloningによるTCRシーケンス解析を行って
いた。しかし、近年急速に発達した次世代シ
ーケンス解析を用いた TCR レパトア解析法
が実現可能となったため、本研究においてそ
の実用可能性を検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）生後 10日の Balb/cマウスにマウスロ
タウイルスEW株を経口接種することにより、
ウイルスの用量依存的にマウスが下痢を発
症することを確認し、50%下痢発症用量DD50

（ Dose causing diarrhea in 50% of 
animals）を算出した。感染マウスおよびコ
ントロールマウス（生後 10日に PBSを 5L
経口投与、10日以前のマウスは非投与）の便、
回腸および脾臓を経時的に採取し、組織は
RNA later RNA Stabilization Reagen
（Qiagen）に浸漬した。後日、各組織から
RNeasy Plus Universal Mini Kit（Qiagen）
を使用して total RNAを抽出した。 
 
（２）便中および回腸内のウイルス量は
real-time PCRにて測定した。使用したプラ
イマーとプローブはNSP3をターゲットとし
た。各種内部標準遺伝子（GAPDH、-actin）
と CD 抗原（CD3、CD4、CD8、CD20）の 
発現量についても real-time PCRにて定量を
行った。使用したプライマーおよびプローブ
の配列は表１に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表１．使用したプライマーおよびプローブ配列

Primer name 5'- sequence -3'

EW-NSP3-F CTAAACATCTGCATAACTCCCC
EW-NSP3-R GTCACATAATGCCCCTATAGC

EW-NSP3-P(*) AGCACGATAGTTAAAAGCTAACACTGT

GAPDH-F GAATGGGAAGCTTGTCATCAAC
GAPDH-R AGTAGACTCCACGACATACTCA

ACTB-F ATCAAGATCATTGCTCCTCCTG
ACTB-R GTAAAACGCAGCTCAGTAACAG

CD3-F ACTCTTCTCTGGGATGGATTCT
CD3-R ATTGCCTTTTGCATTAGCAGAG

CD4-F CCCTAGTGAAATGGAACTTGGT
CD4-R TGTGGTATTCATCCCTGTGTTC

CD8-F CCTTGGAGAACATTCCTTAGCA
CD8-R GACCATGGGTGACTCTTAGTTC

CD20-F CCTTGCTTAGGGAGTCTTACAC
CD20-R CTCTGACTCCTTCTGCTGTAAC

(*) 5'末端にFAM、3'末端にBHQを付加。



（３）TCRレパトア解析は adaptor-ligation 
PCRでサンプル中の全 TCR遺伝子を均一に
増幅した後、次世代シーケンサーGS Junior
（ロシュ・ダイアグノスティックス）にて解
析した。得られたデータはレパトア解析専用
ソフト Repertoire GenesisTM にて解析を行
い、各サンプル中の TCR 分子の発現ランキ
ングを作成した。このレパトア解析は
Repertoire Genesis株式会社に委託して行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）10 日齢の Balb/c マウスにマウスロタ
ウイルス EW株を 10000 DD50（5 L）経口
接種し、下痢便の有無を観察した。低用量で
は下痢の有無が判断し難いケースがあるた
め、確実に下痢症状を確認できる10000 DD50

を採用した。ウイルス感染から 3、5、7、10、
14日後に便、回腸および脾臓を採取し、RNA
を抽出した。コントロールとして、生後 5、7、
10、14、21、28、56 日齢のウイルス未接種
マウスについても便、回腸および脾臓を採取
した（いずれも n=4）。便中および回腸内の
ウイルス量を real-time PCRで測定したとこ
ろ、便、回腸ともに、接種から 5日後にウイ
ルス遺伝子量が最大となることが判明した。
また、CD3、CD4、CD8、CD20の発現量に
ついても real-time PCRで定量した結果、い
ずれもウイルス接種 3日後ではコントロール
よりも発現量が低かったが、5 日後にはコン
トロールより高くなり、7 日後にはピークと
なった。特に CD3と CD8（図１）は、コン
トロールと比較して発現量が顕著に上昇し
ていた。CD4と CD20の上昇率は CD3、CD8
と比較すると穏やかだった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．RV感染後の回腸における CD8発現量 
 
 
（２）RV 感染 7 日後のマウスの回腸につい
て、TCRレパトア解析および TCRシークエ
ンス解析を行った。コントロールとして生後
14日の正常マウスを用いた。各サンプルにつ
いて adaptor-ligation PCRで全 TCR遺伝子
を均一に増幅した後、次世代シーケンス解析

を行い、得られたリード数を Vファミリー毎
にカウントし、それをグラフ化した（図２お
よび図３）。解析の結果、ウイルス感染マウ
スの腸管において、α鎖では TRAV3-3、
TRAV6-6、TRAV13-1、TRAV21が、β鎖で
は TRBV13-2と TRBV29の存在比率がコン
トロールと比較して顕著に増加しているこ
とが明らかとなった。更に抗原認識部位であ
る CDR3 のアミノ酸配列を比較したところ、
個体間で同一あるいは類似した配列が数種
類、高頻度に見られた。特にα鎖において、
配列の類似性が顕著であった。従って、これ
らの TCRを持つ T細胞がロタウイルスに対
して特異的に応答していると考えられた。今
後、上記の TCRが認識するエピトープを in 
silico解析により推定する予定である。また、
ロタウイルス感染マウスから、この TCR を
有したT細胞をクローニングして抗原特異性
を確認し、さらに細胞移入実験により感染防
御能を検討する計画である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．TCRα鎖のレパトア解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．TCRβ鎖のレパトア解析結果 
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