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研究成果の概要（和文）：本課題では、コモンマーモセットの主要組織適合遺伝子複合体（MHC）遺伝子における多型
解析、多検体を用いたMHC遺伝子のDNAタイピング、MHC発現により機能する免疫担当細胞の解析、マーモセット特有の
問題であるマイクロキメリズムの排除法の開発、MHCクラスⅠ分子に対するモノクローナル抗体の作製、免疫解析ツー
ルの開発および標準臓器・組織アトラスの作成など多型、発現および機能の多面的な観点から、これまで研究報告の乏
しかったマーモセットのMHCやそれを取り巻く免疫関連分子についての特徴付けを行ったとともに本知見を速やかに生
物医学研究に提供しうる環境基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we characterized major histocompatibility complex (MHC) and 
MHC-related genes and molecules in common marmosets (Callithrix jacchus) by performing polymorphism, 
expression and functional analyses of such as polymorphism analysis and next generation sequencing based 
genotyping using 85 related and unrelated animals, specification of immune cells that are driven by MHC 
expression using flow cytometry, removal method for micro-chimeric cells using GFP transgenic marmoset, 
development of monoclonal antibodies against MHC class I molecules, development of analysis tool for 
typing of T cell receptor genes and quantitation of cytokines, and preparing specimens from standard 
organs and tissues for future immunological studies.

研究分野：免疫遺伝学

キーワード： マーモセット　MHC　遺伝子多型　遺伝子発現　遺伝子機能　免疫
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１．研究開始当初の背景 
真猿類新世界ザルに属するコモンマーモ
セット（Callithrix jacchus）は、体重が 200
〜500ｇと小柄であること、性格が比較的穏
やかであること、繁殖においては年 2～3
産で1回に2～3仔を出産するという次世代
の得やすさから動物側の各種要因を均一に
揃えた同一条件の実験群とコントロール群
に分けての実験が可能であるという利点が
挙げられる。また、iPS 細胞樹立とそれに
基づく移植・再生医学研究、脳科学研究、
発生工学研究、がん研究、感染症研究およ
び遺伝子改変動物技術の開発とそれに基づ
く遺伝子機能解析など多岐に渡る基礎研究
や安全性試験（毒性試験、依存性試験、生
殖毒性試験など）、薬物動態試験、薬効薬理
試験などの非臨床試験に国内外を問わず古
くから頻繁に利用されていることから、マ
ーモセットにおける生物医学研究は今後も
加速的に進展することが有望視されている。
マーモセットはこのような高い資質、需要、
将来性を有することから、種々の生物医学
研究に活用されているが、その研究基盤を
圧倒的に弱めている唯一の問題点は遺伝子
多型、発現ならびに機能を含めた遺伝情報
が全般的に考慮されていないことである。
遺伝情報の中でも、自己あるいは非自己由
来ペプチドを Tリンパ球に提示させ、種々
の免疫応答を開始させる働きを担う主要組
織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 (major 
Histocompatibility Complex; MHC)における
遺伝情報の総合的理解と基盤整備は国内外
ともにニーズが高く、かつ緊急性を要する。
例えば、再生医療分野における iPS 細胞の
安全性評価のためには、移植の際のドナー
と受容個体（レシピエント）との間のMHC
型を一致させることは拒絶反応回避に必須
である。その際、iPS 分化細胞や受容部位
にて発現する MHC 分子の種類や抗原提示
能など、その多型に基づく MHC 発現や
MHC 機能を明確にすることも不可欠であ
る。したがって、MHC多型情報、MHC発
現情報ならびに MHC 機能情報を網羅的に
収集し、その情報を速やかに生物医学研究
に活用するシステム構築こそが解決される
べき急務の課題であると考える。 
ヒトやマウスなどの一般的な MHC 多型
解析を進める場合、両親由来の MHC 遺伝
子のみを調べればよいが、マーモセットの
場合、マイクロキメリズムという大きな問
題を考慮しながら多型解析を進めなくては
ならない。マイクロキメリズムとは、血液
細胞が高いキメラ率を示すことを指し、発

生初期に共有する胎盤を通して幹細胞の授
受が兄弟間で起きることに起因する。これ
まではその優れた解析技術がなかったこと
から、MHC遺伝子の多型性やMHCハプロ
タイプ構成などの MHC 情報は全く不明で
あると言っても過言ではない。現実に
IPD-MHC データベースには、51 種類のマ
ーモセットの MHC 遺伝子しか登録されて
いない。したがって、他個体より流入して
きた MHC 多型を排除する解析技術を開発
しながら、その個体が両親から受け継がれ
た真のMHC多型を検出する必要がある。 
もう一つの大きな問題は、マーモセット
MHC 遺伝子の機能的分類がなされていな
いことである。すなわち、MHC 遺伝子ク
ラスⅠ遺伝子とクラスⅡ遺伝子に大別され
るが、マーモセットのクラスⅡ遺伝子構成
はヒト MHC（ human leukocyte Antigen; 
HLA）である HLA-DR, HLA-DQ および
HLA-DP 座位と同様の遺伝子セットを有す
ることからヒトとの間の保存性が高い。そ
の一方、HLAクラスⅠ遺伝子の場合、ほと
んどの細胞上に発現し、多型性に富む古典
的 HLA クラスⅠ遺伝子（HLA-A, HLA-B, 
HLA-C）と発現部位が限定され、多型性に
乏しい非古典的 HLA クラスⅠ遺伝子
（HLA-E, HLA-F, HLA-G）に分類されるが、
マーモセットの場合、そのような MHC 機
能情報は全く不明であり、MHC 多型を検
出するとともに、各 MHC 遺伝子の発現パ
ターンを見極め、各 MHC 遺伝子の機能を
明確にする必要がある。 
このような問題点を解決するために、申
請者らは 12 年前より科学研究費特定領域
研究ならびに関連研究機関との共同研究を
通じて、マーモセット MHC 領域における
遺伝子地図の作成やゲノムシークエンシン
グなどの大規模なゲノム解析を実施した。
この過程で、MHC領域約 4 Mbを網羅する
遺伝子地図を作成し、それを他霊長類と比
較した結果、MHC クラスⅠ遺伝子の重複
領域を除いてはヒト、チンパンジー、アカ
ゲザルと比較してよく保存されていること
を明らかにした。そこで種間の違いの大き
い MHC クラスⅠ遺伝子の重複領域につい
て、約 1.6 Mbのゲノム塩基配列を決定した
結果、発現可能な遺伝子構造を持つ 5個の
HLA-B様遺伝子（Caja-B）と 5個の HLA-A
様の遺伝子（Caja-G）を同定した。さらに、
これら遺伝子における遺伝子発現を、末梢
血由来RNAを用いて予備的に調べた結果、
複数の Caja-Gの発現が観察されたものの、
Caja-Bの発現は認められなかった。よって、



マーモセットはヒトと類似する MHC クラ
スⅠ遺伝子セットを有するが、それらMHC
機能はヒトとは異なり、マーモセット独自
の進化を辿っている可能性があることから
考えられ、単に MHC 多型のみならず、そ
れらの発現や機能を含めてマーモセット
MHC を総合的に理解すべきであると結論
付けた。そこで本研究課題ではマイクロキ
メリズムを考慮し、従来培ってきた技術や
知見をさらに展開させ、MHC多型、発現、
機能の多面的な MHC 情報を総合的に理解
し、その情報を速やかに生物医学研究に活
用するために、「生物医学研究推進のための
マーモセット MHC 情報の総合的理解と研
究基盤の開発」という着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究課題ではマイクロキメリズムを考慮
し、従来培ってきた技術や知見をさらに展
開させ、MHC 多型、発現、機能の多面的
な MHC 情報を総合的に理解し、その情報
を速やかに生物医学研究に活用する研究基
盤を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
MHC 遺伝子の多型解析法： MHC クラス
I 遺伝子の翻訳領域全長を増幅させる PCR
プライマーは、2006年に報告されたプライ
マー（Prasad et al, J Immunol Methods 314: 
153-163, 2006）ならびにマーモセットMHC
領 域 の ゲ ノ ム 配 列  (Shiina et al, 
Immunogenet. 2011; Kono et al. J. Immunol. 
2014) をもとに設計する。血縁個体や非血
縁個体の末梢血や組織より抽出した RNA
を用いて、PCR を行い、得られた PCR 産
物のサブクローニングを行う。1 サンプル
あたり 12～24 個のサブクローンの塩基配
列をサンガー法により決定することにより、
Caja クラス Iアリル配列を得る。 
次世代シークエンシング (NGS) による
MHC遺伝子の DNAタイピング法：前述の
多型解析から得られるCajaクラス Iアリル
配列から多型に富む領域を含み、かつ保存
性の高い部位にNGS 用 PCRプライマーを
再設計する。また、クラスⅡ遺伝子である
Caja-DRB遺伝子についても IPD-MHCデー
タベースにて公開されている既知アリル情
報に基づいてCajaクラス Iと同様に設計す
る。RT-PCR後、Roche GS Junior systemを
用いたアンプリコンシークエンシング法に
より塩基配列を決定し、サブクローニング
法による結果と比較する。 
MHC 発現により機能する免疫担当細胞の

解析法：NK 細胞、ミエロイド系細胞、造
血幹細胞等を同定するために、各種ヒト抗
体およびマーモセット抗体を用いてマーモ
セット血液細胞およびリンパ組織細胞を染
色し、フローサイトメトリーを用いてセル
ソーターで分離・精製する。MK 活性、マ
スト細胞活性、造血幹細胞の多分可能解析
はそれぞれ常法に基づいて行う。 
マイクロキメリズムの可能性の排除法：母
体に野生型マーモセット、胎児に GFPマー
モセットを用い、それぞれの組織を識別可
能とする系を作製する。両組織がキメラと
なっている胎盤を中心に、各リンパ組織お
よびその組織に局在する細胞を調製し、非
血球成分（脱落膜細胞、絨毛トロフォブラ
スト）についてはコラゲナーゼ処理を行い
採取する方法を確立する。これら調製した
細胞の各種マーカーを認識する蛍光抗体に
て染色し、フローサイトメーターにより解
析する。 
MHC クラスⅠ分子に対するモノクローナ
ル抗体の作製法：セルソーターにて母体と
胎仔の細胞画分を精製した RNA から胎盤
とその他の組織に発現する MHC クラスⅠ
遺伝子を前述の方法で検索する。この過程
で遺伝子発現が確認された MHC およびマ
ーモセット β2 ミクログロブリン由来の
cDNA を発現ベクターに組み込み、トラン
スフェクタントを作成する。さらに、これ
ら遺伝子を共発現させた 2種類の親株を用
いてトランスフェクタントを作製し、それ
を元に免疫およびアレイスキャンを用いた
スクリーニングを行う事によってモノクロ
ーナル抗体を作製する方法を開発する。 
免疫解析ツールの開発法：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、コモンマーモセット TCR
レパトア解析系を確立する。 
標準臓器・組織アトラスの作成法：コモン
マーモセットにおける病理学的評価を実施
するためには、正常組織における基礎的情
報が必要になる。したがって標準臓器・組
織アトラス作成のため、健常コモンマーモ
セットより組織を採取し、組織標本を作製
する。 
 
４．研究成果 
MHC 遺伝子の多型情報：サブクローニン
グ法にて計 49種類の Caja クラスⅠ遺伝子
の塩基配列が得られた。そこで、各アリル
配列に共通な位置（エクソン 2とエクソン
4）にプライマーを設計し、次世代シークエ
ンサーGS Junior System (ロシュ) のアンプ



リコンシークエンシングプロトコールによ
り塩基配列を決定し、サブクローニング法
による結果と比較することにより NGS 法
の有用性を評価した。13 頭の sib を含む
85 頭を用いた Caja 遺伝子の多型解析
の結果、サブクローニング法では 1個体あ
たり 5~15種類の Caja クラスⅠ配列が検出
されたのに対して、NGS法では 1個体あた
り 11~17種類が検出された。得られた多型
情報から、少なくとも 10種類の Caja-G Hp
が推定され、ハプロイドあたり 2~7個の発
現 Caja-G遺伝子が検出された。以上の結果
より、本研究にて開発した DNA タイピン
グ法は、移植研究の際のドナーとレシピエ
ントの選抜や MHC 情報付加マーモセット
の系統化などに有用であると考えられた。 
MHCを発現する造血系細胞の同定：MHC
を発現する造血系の細胞として、マスト細
胞、NK 細胞、造血幹細胞が同定された。
特に造血幹細胞としては、CD117を発現す
る骨髄細胞を重度免疫不全マウスである
NOG マウスに移植することによりマーモ
セット細胞が生着し、マスト細胞を含むミ
エロイド系、および T細胞、B細胞を含む
リンパ球系に分化する事を明らかにした。
以上の結果、CD117がそのマーカーである
ことが明らかとなった。 
マーモセット胎盤におけるMHC発現の解
析；MHC の発現は、ヒト、マウス等では
胎盤で古典的 MHC クラスⅠ遺伝子の発現
が低下し、非古典的 HLA-G の発現が亢進
することが明らかにされている。そこで、
胎盤に特に発現する MHC クラスⅠ遺伝子
を同定することを試みた。まず、GFPマー
モセット胎仔と野生型母親のキメラ胎盤組
織の免疫組織化学的解析により、マーモセ
ット胎盤においても、古典的 MHC の発現
がトロフォブラストで低下している事が明
らかにされた。次いで、リンパ球マーカー
として CD3, CD4, CD8, CD20, CD56, CD16
を用いて各種リンパ球を同定し、さらにト
ロフォブラストマーカーとしてこれらが陰
性で TrkB 陽性の画分を同定し、マーモセ
ット胎盤から Th細胞、Tc細胞、B細胞, NK
細胞およびトロフォブラストをセルソータ
ーにより精製した。その結果、90%以上の
精製度を得ることが出来た。また、GFPマ
ーモセットを用いることにより、これら血
液系の細胞群の母子の由来を明確にするこ
とも可能となった。これらのうち、Caja-B
遺伝子の cDNAを作製し、現在マウスリン
フォーマ細胞株である A20および HEK293
を用いたトランスフェクタントの作製を行

っている。 
MHC特異的抗体の作製法確立：一方、MHC
に対するモノクローナル抗体の作製は容易
ではなく、方法論の確立が重要であった。
我々は、既に構造が明らかになっており、
発現が確認されているブタ古典的 MHC で
ある SLA-1 遺伝子を用いて、MHC モノク
ローナル抗体の作製法を開発し、ブタMHC 
クラスⅠアリル特異的な抗体を得た。これ
らを特許として出願した。本法を用いて、
今後 Caja-B 遺伝子に対する抗体を作製す
る準備が確立された。 
Real-time PCR によるサイトカイン等の発
現解析：ウイルス感染に伴う炎症性サイト
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
設計した。それらの内の 4個の遺伝子（CD14、
IL-1a、IL-1b、IL-12b）は本実験によって
初めて同定したものである。 
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。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。 
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。 
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