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研究成果の概要（和文）：免疫不全動物は、腫瘍医学、免疫学、臓器移植など幅広い分野の発展に大きく貢献す
る。これまでに申請者らの研究室では、独自に免疫不全ブタを作出し、さらにその感染症予防のために無菌飼育
技術を確立した。一方で、アイソレーターを使用する無菌飼育下では、大掛かりな外科的処置を施すことができ
ない。そこで本研究では、「無菌アイソレーターを使用しない免疫不全ブタの長期飼育技術」の開発を行った。
これに成功した一方で、本技術では感染症発症を完全に予防することは困難だったことから、免疫不全ブタの飼
育は可能な限り無菌アイソレーターを用いて行い、必要に応じて「無菌アイソレーターを使用しない飼育」を行
うべきと考えられる。 

研究成果の概要（英文）：Immunodeficient animals contribute significantly to the development of a 
wide range of fields, including oncology, immunology, and organ transplantation. So far, we have 
independently generated immunodeficient pigs and established germ-free rearing technologies to 
prevent their infection. On the other hand, it is not possible to perform extensive surgical 
procedures in isolators. Therefore, in this study, we developed a long-term rearing technologies for
 immunodeficient pigs without isolators. On the other hand, because it was difficult to completely 
prevent infection with this technology, it is considered that immunodeficient pigs should be reared 
using isolators as much as possible, and "rearing without isolators" should be conducted when 
necessary. 

研究分野： ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスレーショナルリサーチが推進されている今日では、生理学的、組織学的な特徴がマウスと比べてよりヒ
トに近い、「ブタ」における免疫不全モデルが強く求められている。そこで申請者らの研究室では、免疫不全ブ
タを独自に作出したが、生後1か月以内に全頭が感染症により死亡するため、長期試験に用いることができなか
った。本研究により確立した「無菌アイソレーターを使用しない免疫不全ブタの長期飼育技術」および申請者ら
が以前に確立した「無菌飼育技術」を組み合わせることで、実験に適した飼育方法を選択できるようになった。
これにより、免疫不全ブタが新たな前臨床モデルとして幅広い研究分野の発展に貢献すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
免疫不全マウスは、腫瘍医学、免

疫学、臓器移植など幅広い分野の発
展に大きく貢献してきた。トランス
レーショナルリサーチが推進され
ている今日では、時空間的によりヒ
トに近い、大型動物の免疫不全モデ
ルが強く求められている。大型動物
の中でも特にブタは、生理学的、組
織学的な特徴がヒトに類似してい
る。申請者らの研究室では、ゲノム
編集技術と体細胞核移植技術を用
いてブタのIL2RG遺伝子をノックア
ウトし、T、Bおよび NK細胞を欠失
するSCIDブタを作出した（Watanabe 
et al., PLoS One 2013）。しかし、
この SCID ブタは、通常飼育下では
生後1か月以内に感染症により死亡
してしまうため（Matsunari et al., 
PNAS 2018）、大型動物モデルの大き
なメリットの一つである、「長期試
験」に用いることができなかった。
そこで申請者らは、効率的な無菌ブ
タ作出技術および無菌管理技術を
確立し、その長期フォローアップを
可能にした（Hara et al., Exp Anim 
2018）。 
一方、アイソレーターを使用する無菌飼育下では、大掛かりな外科的処置を行うことができな

い。申請者が本研究とは別テーマとして実施している実験においても、全身麻酔を必要とする手
術を実施するため、SCID ブタを無菌アイソレーターから出さざるを得なかった。術後、清浄度
クラス 1,000 のクリーンブース内で抗生剤を投与しながら飼育を試みたが、術後 1.5～3 ヶ月で
死亡してしまった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、死亡した SCID ブタの死因を明らかにし、その対策を講じることで「無菌アイソ

レーターを使用しない SCID ブタの長期管理技術」を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 死亡した上記 2頭の SCID ブタの死因を明らかにするとともに、無菌アイソレーターを使用せ
ずに、SCID ブタを 6か月以上飼育できる技術を開発する。 
 
1)、SCID ブタの死因の同定 
 SCID ブタは全てのリンパ球を欠失するが、好中球数は正常値であることから、細菌感染に対
する抵抗力は野生型と大差ないと考えられる。しかし、死亡時または死亡直前にサンプリングし
た血液の培養検査の結果、多種類の細菌が認められた。検出された細菌のほとんどが腸内常在細
菌だったことに加え、剖検時に腸管のうっ滞や壊死が認められたことから、「腸管バリアの破綻
に端を発し、多量の細菌が血中に入り敗血症に至った」ことが示唆された。そこで、死因の詳細
について調べるため、以下の検査を実施した。 
a. 主要臓器の病理検査 
 主要臓器の病理検査を行い、直接的な死因を同定する。特に、うっ滞や壊死が認められた腸管
を重点的に検査する。 
b. ウイルス検査 
 リンパ球の欠損によりウイルス抵抗性が大幅に低下している SCID ブタでは、ウイルス感染が
生じた場合、重篤な症状に陥りやすい。既に、PCR 検査によって、死亡した 2 頭の SCID ブタの
血清および腸管から「ウイルス A」が検出された。ウイルス Aは腸炎を引き起こすことが知られ
ており、腸管バリア―の破壊を引き起こしうる。そこで、ウイルス Aについて腸管組織の免疫染
色を行い、感染の確定診断を行った。また、死亡時までにサンプリングした複数の血清について、



ウイルスコピー数の変化をリアルタイム PCR で追跡することで、全身状態との関連や感染した
タイミングについて推察した。 
加えて、腸炎を引き起こす可能性のある他の 6種類のウイルスについても PCR 検査を行い、陽性
だった場合は、ウイルス Aと同様に免疫染色やリアルタイム PCR を行った。 
 
2)、ウイルス感染経路の同定 
 ウイルスへの先行感染により引き起こされた腸管バリアの破綻が、敗血症を引き起こした可
能性が高いと考えられた。そこで次に、ウイルスへの感染経路について、上記「１」で推察した
感染のタイミングをもとに、下記 aおよび bを検討した。 
a. 母子感染について 
 母ブタ血清の抗体価検査ならびに PCR 検査を行った。 
b. 水平感染について 
死亡した SCID ブタと同時期に、本学のブタ飼育施設（先端医療技術開発センター、以降ピッ

グセンターと記載）で飼育していた、他のブタのウイルス検査を行った。 
 
3)、ウイルス感染の予防 
 SCID ブタがウイルスに感染してしまった場合、治療法はない。そのため、いかにウイルス感
染を防ぐかが重要である。上記 2)で明らかになったウイルスの感染経路別に、以下のような対
策を講じ、無菌アイソレーターを使用せずに 6ヶ月間の飼育を目指す。 
a. 母子感染の場合 
母ブタ飼育農場の清浄度向上、定期的なウイルスモニタリング、および母ブタへのワクチン接

種を行う。 
b. 水平感染の場合 
ピッグセンターで飼育している通常のブタ（SCID ブタではない）の、定期的なモニタリング

を実施する。陽性だった場合、感染経路に応じて、ブタ導入元の再選定、検疫の強化、ピッグセ
ンター利用者の動線の改善・入室制限などを行う。 
 
４．研究成果 

これまでに死亡した SCID ブタの病理
解析や PCR 検査などを行った結果、仮説
通りウイルス A への感染が腸管バリアの
破綻を引き起こし、多量の細菌が血中に
入り敗血症に至ったと考えられた。さら
に、ウイルス A の感染経路は母子感染で
あると特定できた。得られた知見をもと
に SCID ブタの作出・飼育プロトコルを策
定した。具体的には、ウイルス A フリー
であることを確認できた母ブタから無菌
的に産仔を摘出し、1ヶ月の無菌飼育を行
った。その後、定期的な感染モニタリング
を行い、その結果に応じた適切な抗生剤
の投与を行うことで、「アイソレーターを
使用せずに SCID ブタを 6 か月間飼育す
る」という本研究課題の最終目標を達成
した。一方、飼育試験終了後にサンプリン
グした組織の病理解析を行ったところ、
大動脈弁および大動脈弁直下の心内膜に
細菌感染を伴う疣贅性心内膜炎が認めら
れた（右図）。飼育期間中、断続的に血液
培養が陽性となっており、病理解析の結果はこの血液培養の結果と一致する。 
本研究課題で策定した SCID ブタの作出・飼育プロトコルを用いることで、アイソレーターを

使用せずに SCID ブタを長期間飼育できるようになった。つまり、無菌アイソレーター内で実施
することができないような大規模手術を伴う試験にも、SCID ブタを使用することができるよう
になった。これにより、SCID ブタが新たな前臨床モデルとして、幅広い研究分野の発展に大き
く貢献すると考えられる。一方、本飼育プロトコルを用いても感染症を完全に予防することは困
難だったことから、SCID ブタの飼育は可能な限り無菌アイソレーターを用いて行い、必要に応
じて本研究課題で策定したプロトコルを用いて「無菌アイソレーターを使用しない飼育」を行う
べきと考えられる。 
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