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研究成果の概要（和文）：カニクイザルを用いて、高病原性鳥インフルエンザウイルスに感染した時に重症にな
る遺伝的要因を解析した。免疫抑制剤を投与し、免疫反応が起こりにくい状況で、インフルエンザウイルス感染
時に重症になったサルと軽症のサルのゲノム遺伝子を次世代シーケンサーを用いて比較した。その結果、免疫タ
ンパクであるケモカインの１種にアミノ酸の置換を伴う多型が検出された。変異タンパク質は、細胞を活性化す
る作用が低い傾向があり、これが重症の原因となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To determine genetic backgrounds that affect symptoms in influenza virus 
infection, we compared genomic sequences of cynomolgus macaques that showed severe clinical signs 
with those of macaques that showed mild clinical signs under an immunosuppressive condition. Using 
the next generation sequencing, we found a genetic polymorphism in a gene that codes a kind of 
chemokine with an amino acid substitution. The chemokine with the amino acid substitution showed a 
tendency to induce weak immune responses in cells. Therefore, it is suggested that this change is 
related to severe influenza virus infection in immunocompromised hosts.

研究分野：病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザウイルスに感染した時に、重症化しやすい遺伝子をもつサルを明らかにした。その結果に基づ
き、人の遺伝子が解析可能となると、重症になりやすい人があらかじめわかり、治療薬／予防薬開発のための標
的分子が明らかになる。また、ワクチン開発と製造には時間がかかるため、パンデミック早期にはワクチン供給
量に制限があり、接種の優先順位の決定が必要になる。その際に重症化遺伝子多型解析をハイリスクグループへ
のワクチンの優先接種に役立てることができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高病原性鳥インフルエンザウイルスの人での感染は1997年の初報告以来、致死率が6割に達し、

抗ウイルス薬の登場にも関わらず、改善が見られない。そのため、高病原性鳥インフルエンザ

ウイルス感染の重症化の原因は、ウイルスの特性のみならず、宿主側の要因との相互作用によ

ると考えられた。 

申請者はこれまでカニクイザルを用いて種々のインフルエンザウイルスの病原性の解析を

行ってきた。マウスはインフルエンザウイルスに対する感受性が比較的高い一方で、感染して

も発熱しないなど人と異なる点もある。そのため人での病原性の予測のために、人と類似の反

応を示すカニクイザルを用いて、研究を行なった。 

人では、高サイトカイン血症（サイトカインストーム）がインフルエンザウイルス感染時の

重症化の原因と考えられている。そこで、サイトカインストームの予防のために、カニクイザ

ルに免疫抑制剤を投与し、免疫低下モデルを樹立した。このサルに H5N1 亜型高病原性鳥インフ

ルエンザウイルスを感染させると、リンパ球数が減少し、組織学的肺炎の程度は軽減したが、

サイトカイン産生は上昇した。この条件下でも起こるサイトカイン反応であるので、重症化は

リンパ球以外の細胞の反応によると考えられた。また、全例が重症化するのではないため、免

疫抑制状態でもサイトカイン過剰産生を起こして重症化する個体と重症化しない個体の遺伝的

差異を明らかにすることを計画した。 

 

２．研究の目的 

本課題の目的はカニクイザルを用いたインフルエンザウイルス感染時に重症化を規定する遺伝

要因の同定である。そのために次世代シークエンサーを用いたターゲットシークエンスにより、

高病原性鳥インフルエンザウイルス感染時に重症化するサルと軽症で回復するサルとを比較し、

重症化を規定する遺伝子多型を特定する。その多型が、実際にタンパク質の機能、発現の違い

として表れることを試験管内で確認する。重症化規定遺伝子を同定後、感染前にカニクイザル

の遺伝子検査を行い、感染時の症状を予測する。その後、実際にウイルス感染実験を行い、事

前遺伝子検査の正確さを検証する。 

 

３．研究の方法 

カニクイザルに高病原性鳥インフルエンザウイルスを感染させる。重症化した個体と軽症で回

復した個体のゲノム DNA を用いて、約 400 個の免疫関連遺伝子のターゲットシークエンシング

を実施し、重症化を規定する遺伝子多型を抽出する。エキソン領域に重症化候補遺伝子多型が

ある場合は、アミノ酸置換タンパク質を用いて、機能、細胞の反応の変化を試験管内で検証す

る。これら 2つの結果を総合し、インフルエンザウイルス感染における重症化宿主因子の候補

を決定する。重症化因子の証明試験のために、感染前にカニクイザルの末梢血を用いて、重症

化規定遺伝子の多型を調べ、感染により重症化が予測される個体を選ぶ。これらのサルに実際

に高病原性鳥インフルエンザウイルスを感染させ、症状、サイトカイン反応、遺伝子発現を測

定する。これらの情報をもとに治療の標的となる分子を決定する。 

 

４．研究成果 

高病原性鳥インフルエンザウイルス感染時にカニクイザルの重症化と相関する遺伝子多型を解

析した。 

まず、高病原性鳥インフルエンザウイルスを感染させた免疫低下状態のカニクイザルの症状と



相関する遺伝子多型を解析した。その結果、ケモカインの1種の遺伝子のエクソン領域に多型が

見られた。この多型はアミノ酸置換を伴い、この置換に伴う機能の変化を解析するため、人工合

成により野生型ケモカインとアミノ酸置換変異ケモカインを作製した。これらのケモカインとカ

ニクイザル脾臓細胞を混合培養し、活性化に伴い上昇するサイトカインを測定した。変異ケモカ

インを加えた時、インターロイキン-6（IL-6）の産生量は、野生型ケモカインを加えた時の2/3

程度であった。変異ケモカインと野生型ケモカインを同量混合した時は、変異ケモカインを加え

た時と同様のIL-6産生が見られた。従って、変異ケモカインにより野生型ケモカインの機能が阻

害されると考えられた。すなわち、一方の対立遺伝子に変異ケモカイン遺伝子があると炎症性サ

イトカイン反応が抑制されることが示唆された。 

次にあらかじめカニクイザルの血液を採取し、このケモカイン遺伝子の塩基配列を決定し、重

症化と相関する多型を持つサルと持たないサルを選別した。免疫抑制剤を投与後にH5N1亜型高病

原性鳥インフルエンザウイルスを感染させたところ、重症化遺伝子多型を持つサルでは2/3の割

合で重症化し、相関することが証明された。 

 免疫低下時にサイトカインを産生する細胞の種類を調べるために、高病原性鳥インフルエンザ

ウイルスを感染させたカニクイザルの肺組織を用いて、in situ hybridizationを行い、IL-6産

生細胞を検出した。免疫抑制状態の時、肺胞上皮細胞にIL-6 mRNAのシグナルが検出され、重症

化の原因はウイルスに感染した肺胞上皮細胞の反応によることが示唆された。 

新たに免疫抑制のない条件で、高病原性鳥インフルエンザウイルスを感染させたカニクイザ

ルの遺伝子を用いて、症状と相関する遺伝子多型を解析した。インフルエンザウイルス感染、

免疫応答、血液型に関連する遺伝子545個から約5700個のエクソンを回収するためにsequence 

capture probe を設計した。重症になったサルと軽症のサル 6 頭ずつの組織からゲノム DNA を

抽出、PCR により標的のエクソンを増幅、probe で capture した。この遺伝子の塩基配列を次世

代シーケンサーで決定し、多型を解析した。その結果、重症と関連する変異を 9個、軽症と関

連する変異を 12個検出した。そのうち、非同義置換を伴う重症と関連する遺伝子は１個、軽症

と関連する遺伝子は 4個であった。 
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