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研究成果の概要（和文）： 
我々はこれまで、ヒトマクロファージによるブタ細胞の貪食機序が、異種細胞間 CD47-SIRP
シグナルの不応性によるものであることを in vitro で明らかにしてきた。本研究では、小動物
モデルにおいてレシピエント種 CD47 を発現したドナー細胞を確立し、in vivo で CD47 遺伝
子導入によるマクロファージ性拒絶反応抑制効果を解析することを目的とし、マウス CD47 を
発現したラットインスリン産生細胞株を作成した。今後はこの細胞株を糖尿病マウスに移植し、
CD47 遺伝子導入によるマクロファージ性拒絶反応抑制効果を解析する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have previously shown that pig CD47 does not interact with human SIRP, and 
that human CD47 expression inhibits phagocytosis of porcine cells by human 
macrophages in vitro.  In this study, we investigate the potential of human CD47 
expression to promote porcine cell survival in vivo.   
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１．研究開始当初の背景 

細胞および臓器移植ドナー不足の解決策
として、生理学的・解剖学的類似性からブタ
を用いた異種移植に期待が寄せられている。
しかし、ブタ－ヒト間異種移植では B 細胞性
およびＴ細胞性の激しい拒絶反応が障壁と

なる。最近、主要異種抗原であるGal を欠
いたヒト化ブタが作製されたことから、異種
移植の臨床導入に現実性が増している。 
我々は、ヒトマクロファージは Gal を除去

したブタ細胞に対しても抗体非依存性の貪
食能を示し、Gal ノックアウトブタの使用に



よってもマクロファージ性拒絶反応は回避
し得ないことを解明した。またその機序が異
種細胞間 CD47-SIRPシグナルの不応性に
よるものであることを in vitro で明らかにし、
遺伝子導入によりヒトCD47をブタリンパ芽
球様細胞上に表出させると、マクロファージ
による貪食が回避できることを報告してき
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、前述の研究成果を発展させ、

小動物モデルにおいてレシピエント種 CD47
を発現したドナー細胞・臓器を確立し、in 
vivo でマクロファージ性拒絶反応抑制効果
を解析し、我々の最終的目標であるヒト
CD47 トランスジェニックブタ確立の有効性
を検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)小動物モデルでレシピエント種 CD47 を
発現したドナー細胞を作成し、in vivo でマク
ロファージ性拒絶反応抑制効果を検討する。 
 
(2)小動物モデルでレシピエント種 CD47 を
発現したドナー臓器を確立し、臓器レベルで
のCD47遺伝子導入によるマクロファージ性
拒絶反応抑制効果を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)小動物モデルとしてラット→マウス異種
移植モデルで研究を行った。まずラット-マウ
ス間での CD47-SIRPシグナルの不応性を
証明するため、マウスマクロファージとラッ
ト細胞を混合培養し、マクロファージ SIRP
にチロシンリン酸化を認めないことを免疫
沈降ウェスタンブロット法で確認した。 
次にマウスCD47を発現したラット細胞を

作製した。具体的には pRcCMV-mouseCD47 
vector を用い、ラットインスリン産生細胞株
にマウスCD47をリポフェクション法で遺伝
子導入した（図 1）。 

図 1 マウス CD47 を発現したラット細胞を

作製。pRcCMV-mouseCD47 vector を用い、
ラットインスリノ―マ細胞 INS-1E cell にリ
ポフェクション法で遺伝子導入し、マウス
CD47 の発現をフローサイトメトリーで確認
した。 
 
今後はこのマウスCD47を発現したラット

インスリン産生細胞株を糖尿病マウスの腎
皮膜下に移植する。糖尿病発症には、ストレ
プトゾトシン投与モデルを用いる。生着延長
効果は血糖値と血清中ラットインシュリン
量を指標に検討し、CD47 遺伝子導入による
マクロファージ性拒絶反応抑制効果を解析
する。 
 
(2) in vivo 遺伝子導入装置(CUY21SC)を使
用し、レシピエント種 CD47 を発現したドナ
ー臓器の作製を行った。方法はマウス腎動脈
にカテーテルを挿入し、腎臓を電極で挟んだ
後に pKS336-hCD47 vector をカテーテルよ
り注入し、パルス出力を行った (75V Pon 
100msec Poff 900msec 3 回)。1 週間後、腎
臓を摘出しヒトCD47発現を免疫組織染色で
確認した結果、限局的にその発現を認めた。 

次に肝臓に遺伝子導入する目的で、門脈よ
り pKS336-hCD47 vector を注入し、パルス
出力を行った。導入 1 週間後における肝臓の
免疫組織染色では、腎臓よりもヒト CD47 の
発現効率は低いことが確認された。 

 
今後さらに CD47 遺伝子導入効率の向上を
図った後、遺伝子導入マウス腎臓・肝臓を摘
出し ex vivo にてヒト全血で腎灌流、肝灌流
を行う予定である。灌流は TN 式摘出臓器灌
流装を改良し、ヒト血液で臓器灌流を行い、
定時的に灌流血液・生化学・免疫学的検査と
灌流臓器のレーザー微小循環血流計による
組織血流を測定する。 
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