
 

様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 5 月 17 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：異種移植の拒絶反応の制御を目指し、主に糖鎖抗原、及び細胞性

免疫の制御方法を解析した。加えてブタ内在性レトロウイルス（PERV）の制御についても

研究した。 1.ブタ膵島を用いて糖鎖発現のヒトとのちがいを中心に検討した。2.ブタ

CMAH遺伝子をクローニングし解析、またターゲテイングベクターも作成した。3.PAI-2遺

伝子、FasLについて検討した。4.PERVについて、糖鎖遺伝子のノックダウンによる制御効

果を検討した。 

 

研究成果の概要（英文）： For the purpose of the regulating the rejections in 

xenotransplantation, the carbohydrate antigens and the cellular factors was analyzed. 

In addition, porcine endogenous retrovirus was also studied. 

1. The carbohydrate antigen of pig islets was compared with those of humans.  

2. Pig CMAH gene was cloned, and the targeting vector was prepared. 

3. Pig PAI-2 gene was cloned, and human modified-FasL gene was also established. 

The effect of the knockdown of the related gene to glycosylation on PERV was studied. 
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１．研究開始当初の背景 

全世界で移植臓器の深刻な不足に直面し
ている。これを解消できる現実の手段とし
て新たに異種移植が考えられている。現況
として、ブタ膵島の移植は I型糖尿病の治
療法として各国で行われている。我々は 90
年頃よりバイオ人工臓器の開発のため、遺
伝子改変ブタの作出に努めている。 
 

２．研究の目的 

最終的な目的は、遺伝子改変ブタを作成し
バイオ人工再眉宇・臓器を作り、臨床応用を
図る事であり、そのための基礎研究である。 
 既に補体制御の研究は進んでいるので、今
回は膵島を中心とした異種糖鎖抗原の解析、
anti-apoptotic inhibitor の研究、細胞性免
疫の制御、ブタ内在性レトロウイルス(PERV)
の制御、等に重きを置いて研究を進める。 
 

３．研究の方法 

（１）補体制御 

 抗凝固因子（thrombomobulin）、補体制御

因子(C1-inhibitor+CD46(MCP) + CD55(DAF))

の機能ドメインを重合する。 

（２）糖鎖抗原の解析 
①レクチンアレイを中心に、ヒトの膵島細胞
とブタの膵島細胞の糖鎖の差異を解析する。
また、既に作出している -Gal-KO ブタと野
生型ブタの差異も検討する。新生仔ブタの膵
島（NICC）の培養期間中の変化と、成ブタ膵
島との抗原性の差異も検討する。さらに HPLC
で糖鎖を解析する。  

② H-D 抗 原 の 遺 伝 子 で あ る pig 

CMP-N-acetylneuraminic acid hydroxylase 

(pCMAH)のクローニングと、H−D 抗原のノック

ダウン・アウトに挑戦する。 

（３）保存実験 

ブタ EST の data を参考に、ブタ PAI-2 のク

ローニングと遺伝子配列を決定し、機能を検

討する。 

（４）細胞制御 
①ヒト FasL を I 型タンパクに変換し、そし
て構造上の変化を加え、ブタ細胞上での発現
と機能を検討する。 

②現存の遺伝子改変ブタに、追加する遺伝子

を合成する。 

 HLA-Eの mutant遺伝子（HLA-E147）にヒト

と同時に発現させる際の遺伝子構築を

検討する。IRES,2A 等。 

（５）PERV制御 

 ブタ細胞には導入した制御遺伝子が発現
し、補体の攻撃から守るが、PERV にはその
制御遺伝子は乗って行かないような分子形
態を研究する。①膜貫通部分の構築 ②分子
の大きさ、等。ま Dol-P-Mannosidase(DPM)

のノックダウン状態でのブタ細胞からの
PERV の出芽の状態を検討する。 
 
４．研究成果 

（１）補体制御 

Hybrid 補体制御因子[CTDM] を遺伝子合成し、

ブタ細胞での発現を確認した。 

（２）糖鎖抗原の解析 

膵島を中心にレクチン解析を進めた。 

①Gal-KO ブタの膵島は野生型ブタと比較し

て、フコースの発現が多く、シアル酸の発現

が低下傾向にあった。また、high-mannoseの

発現も低下傾向に有った。α-GalNAc の発現

はやはり抑えられていた。 

②ブタとヒトの膵島の比較では、ヒトの膵島

の方が一般的にフコース（特に、α1、

2fucose）やシアル酸を認識するレクチンに

よく反応していた。一方ブタの方は、

high-mannoseの発現は高い傾向に有った。ま

た、α2,3Sia の発現も高い傾向に有った。 

③NPCCは、APIに比してα2,6 シアル酸に非

常に富んでいた。また、5 日間の培養で、

Fucose / Core Fucose や High-mannnose は

減少し、Lactosamine と Core 1 formは増え

ていた。 

④さらに、HPLCによる構造解析（ヒトーブタ

間・膵島）では、ヒトに比してブタの膵島の

みで発現している中性糖 3つ、モノシアリル

化糖 3つ、モノ硫酸化糖 2つ、モノシアリル

モノ硫酸化糖 3 つのピークを確認した。 

（３）ブタ H−D 抗原の Knockout(KO)  

H−D 抗原の pCMAH 遺伝子をクローニングし、

遺伝子上の位置をマウスの CMAHと対比した。

また、この pCMAHに対する Targetting Vector

を作成した。ブタの繊維芽細胞に導入した。 

①同じく pCMAH 遺伝子に対する zinc finger 

nucleases (ZFN)を合成し、これに関しても

ブタの繊維芽細胞に導入した。 

（４）保存実験 

PAI-2 をのクローニングを行ない、配列を決

定した。また、PECに遺伝子導入、cell line

を作製し、抗アポトーシス効果を検討した。 

（５）細胞制御 

①ヒト FasL の PI-anchor 型と、mouse-Ig 型

の遺伝子を作成した。 

②HLA-Eの mutant遺伝子[HLA-Ev(147)]の in 

vitro での発現を確認した。 

（６）PERVの制御 

 ブタの DPMの siRNAを設計し効果を確認し

た。その siRNAを加えた plasmid を導入した

cell lineを作製した。この permanentの line

で、ブタ DPM の mRNA の発現の減弱を認め，

HEK293 細胞への PERV 感染性を最大 95%抑制



 

 

することを確認した。N 型糖鎖生合成経路の

制御を利用した PERV 感染制御の有効性を確

認した。 
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