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研究成果の概要（和文）：超小型ミニブタであるマイクロミニピッグ(MMP)をMHC (主要組織適合抗原遺伝子複合体)既
知の免疫遺伝学的背景の明らかな実験動物として確立するために、この集団のMHC (SLA)タイプを解析した。その結果
、2種類の新ハプロタイプを含む8種類のハプロタイプが見出された他、3種類の組み換えハプロタイプも検出された。S
LA固定MMP系統の確立に有用なホモ個体は、5種類のハプロタイプについて見出された。また、ハプロタイプ間の細胞免
疫学的特性の比較解析のためにSLAホモ個体間のリンパ球混合培養反応を行ったところ、クラスIIハプロタイプの組み
合わせにより、リンパ球幼弱化に相違があることが示された。

研究成果の概要（英文）：To establish swine leukocyte antigen (SLA)-defined Microminipig (MMP) lines with e
xtremely small sized novel miniature pigs, we characterized the polymorphic SLA alleles for three class I 
(SLA-1, SLA-2 and SLA-3) and two class II (SLA-DRB1 and -DQB1) genes in a MMP herd. Eleven SLA haplotypes 
including two novel ones, Hp-31.0 and Hp-0.37, and three recombinant haplotypes were found in the herd. In
 the eleven haplotypes, five homozygotes have been obtained by the breeding of heterozygous parents with e
ach of the haplotypes. These homozygous animals will be useful to establish SLA defined MMP lines. To stud
y cellular immunological responses in MMPs, alloreactivities of lymphocytes were assessed by the lymphocyt
e reaction (MLR) using the pigs with homozygous haplotypes. The strength of the proliferative responses of
 lymphocytes varied according to the combination of stimulator and responder cells with different haplotyp
es.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
ミニブタは解剖学的、生理学的にヒトとの

類似性が高いことから、移植実験をはじめ、
医療機器や医薬品の開発等の医工学用中型
実験動物として、幅広く利用されている。し
かし、現在使用されているミニブタは、成豚
の体重が 40～50 kg となり、取り扱いの難し
さに加え、広い飼育施設の必要性などにより、
国内ではあまり普及していない。一方、マイ
クロミニピッグ (MMP)は、富士農場サービス
が開発した世界最小のブタ (7 ヶ月齢体重： 
9 kg 前後）であり、イヌやサルに代わる中型
実験動物として大きく期待されている。しか
しながら、MMP は、その遺伝的背景が不明の
まま研究に提供されており、研究の高度化に
伴い、遺伝的背景の明確な MMP 系統の作成が
必要となっている。多くの疾患感受性を規定
し、移植抗原遺伝子として重要な主要組織適
合遺伝子複合体 (MHC:ブタでは Swine 
Leukocyte Antigen (SLA)) 遺伝子は重要な
遺伝的背景の一つであるが、SLA 遺伝子の多
型情報と多型を均一化した SLA 固定ブタは、
移植実験のみならず、再生医療分野における
iPS 細胞の機能や安全性評価等に有用であり、
国内外ともにニーズが高い。 
 
２．研究の目的 
我々は、SLA 遺伝子多型解析法の開発と 2

品種の SLA 固定近交系ブタの作出を実施し
てきた。本研究では、これまで培ってきた知
見と技術を生かし、MMP を免疫遺伝学的背景
の明らかな実験動物として確立するために、
SLA 遺伝子タイプが明らかな SLA 固定 MMP を
作製するとともに、SLA 遺伝子の機能と密接
に関連するリンパ球の免疫学的特性を解析
することにより、中型実験動物としての基盤
を整備することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) SLA クラス I, II 遺伝子の簡易 SLA タイ
ピングとハプロタイプの推定 
 富士マイクラで飼育されている MMP の 57
頭の親豚とその子孫豚 298頭のゲノム DNAを
用いて、多型性を示す SLA クラス I (SLA-1, 
SLA-2, SLA-3)、クラス II (DRB1, DQB1) 遺
伝 子 に つ い て PCR-sequence specific 
primers (SSP) 法、または我々が開発した迅
速、簡便なタイピング法である PCR- 
fluorescently labeled sequence-specific 
oligonucleotide probes (SSOP)-Luminex 法 
(発表論文: 15) により、2桁レベルのタイピ
ングを行い、家系ごとのアリル判定とハプロ
タイプを推定した。 
 
(2) SLAクラス I, II 遺伝子の SLA タイピン
グ（sequence-based typing（SBT）法） 
MMP の SLA クラス I、II 遺伝子の塩基配列

を明らかにするために、(1)で解析した 2 桁
レベルのタイピング結果から推定したハプ
ロタイプを網羅する14頭の親豚を選択した。

これらのブタの末梢血 RNAと各 SLA遺伝子座
特異的プライマーを用いて、エキソン 1-3 領
域の RT-PCR を行い、サンガー法にて PCR 産
物の直接塩基配列解読を行い、4 桁レベルの
アリル判定を行った。 
 
(3) SLAクラスI 遺伝子のSLAタイピング（次
世代シークエンシング法） 
 SLAクラス I, II 遺伝子の簡易タイピング
を行った個体より、48 頭を選択した。これら
のブタゲノム DNA から、全 SLA クラス I 遺
伝子のエキソン2,3領域を増幅するプライマ
ー（発表論文: 10）を用いて PCR 増幅を行い、
次世代シークエンシング用のサンプルを準
備した。emPCR ならびにパイロシークエンシ
ングは、 GS Junior Titanium emPCR Kit 
(Lib-A), GS Junior Titanium Sequencing Kit, 
GS Junior Titanium PicoTiter Plate Kit
（Roche 社）などのプロトコールに従った。
塩基配列の解析は、GS Reference Mapper で
行った。 
 

(4) SLA 領域のマイクロサテライト多型によ
る組み換えハプロタイプの解析 
 ハプロタイプのSLA領域内の組み換えの有
無と組み換え部位の判定のために、SLA 領域
にある多型性の高い 22 個のマイクロサテラ
イトマーカーを選択した。これらのマーカー
領域を増幅するプライマーと組み換えハプ
ロタイプ(Hp-10.23, Hp-35.17, Hp-43.17) 
を持つ 3家系、14 頭のゲノム DNA を用いて増
幅した PCR 産物について、マイクロサテライ
ト多型を解析した。 
 
(5) リンパ球混合培養反応 
 末梢血単核球を分離し、線照射した刺激
細胞と反応細胞を混合して 5 日間培養した。
培養後、CD3 陽性細胞を FACSCalibur で測定
し、FlowJo の Proliferation 解析により
Stimulation Index (SI) を求めた。 自己刺
激の SI を 1 とし、SI が 2 以上を幼弱化反応
陽性とした。 
 
(6）抗 CD4 抗体に対するリンパ球の反応性 
 178 頭のブタの末梢血単核細胞を FITC 標識
マウス抗ブタ CD4 モノクローナル抗体 
(74-12-4, MIL17) で染色後、FACSCalibur に
て CD4 陽性細胞の測定を行った。 
 
(7) 血漿 IgM, IgG 濃度測定 
 (6)の抗 CD4 抗体に対するリンパ球の反応
性を解析した 53 頭のブタ個体の血漿につい
て、IgM と IgG 濃度を Pig IgM または IgG 
ELISA Quantitation Set を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 簡易タイピングによる MMPの SLAクラス
I, II 遺伝子タイプとハプロタイプ 
MMP の 57 頭の親豚とその子孫豚 298 頭の

SLA 簡易タイピングにより 2 桁レベルのアリ



ルを判定し、各家系におけるアリルの継承を
解析したところ、合計 11種類のクラス I, II
ハプロタイプ (Lr-6.7, -10.11, -16.16, 
-17.17, -20.18, -31.13, -35.23, -43.37, 
-10.23, -35.17, -43.17) が推定された。 
 
(2) 塩基配列解読によるMMPの SLAクラスI, 
II 遺伝子タイプとハプロタイプ 
(1)の簡易タイピングによる11種類のハプ

ロタイプを含む 14 頭の親豚を選択し、サン
ガー法を用いた PCR-SBT 法によりクラス I, 
II 遺伝子の塩基配列を解析した。その結果、
11種類のハプロタイプは、25種類のクラス I
アリルと 14 種類のクラス II アリルから構
成されていることが明らかになった。検出さ
れたこれらの SLAアリルの中に新アリルはな
く、すべて NCBI データベースに登録されて
いるアリルであった。この MMP 集団で見られ
た 11 種類のハプロタイプの中で、クラス I 
ハプロタイプ Hp-31.0 (SLA-1*1502– SLA-3 
*070102–SLA-2*1601)とクラス II ハプロタイ
プ Hp-0.37 (DRB1*0701-DQB1*0502) は、これ
までに報告されていない新ハプロタイプで
あった。一方、SLA-1*cs10は PCR-SBT 法では
同定されず、Hp-20.0 を持つブタでは、この
SLA-1アリルは、PCR-SSP法でのみ同定され、
Hp-35.0 と同様に、Hp-20.0 の場合も SLA-1
遺伝子に、2 つのアリルが同定されたことか
ら、この遺伝子座の重複が示唆された。さら
に、この集団の PCR-SBT 法と PCR-SSP 法によ
り、14 頭の親豚の中で 3頭は、その家系内に
おけるアリルの継承から、3 種類の組み換え
ハプロタイプを含むことが示された。 
 
(3) SLAクラスI 遺伝子のSLAタイピング（次
世代シークエンシング法） 
 次世代シークエンシングによるタイピン
グを行った 48 頭の SLA-1, SLA-2, SLA-3 遺
伝子座の塩基配列解析の結果、サンガー法で
同定した 8種類のクラス Iハプロタイプに含
まれるアリルタイプと矛盾のないアリルが
検出された。さらに、Hp-35.0 の SLA-2 遺伝
子座に SLA-2*05de01 や SLA-2*1601 と相同性
を示す新アリルが見出された。また、SLA-5
遺伝子座では 2 種類の既存アリルと Hp-43.0
に 1 種類の新アリル、SLA-7 遺伝子座では 1
種類の既存アリルと1種類の新アリル、SLA-8
遺伝子座では1種類の新アリルと考えられる
アリルが見出された。しかし、SLA-6 遺伝子
座では SLA-6*01グループ内の7アリル間の詳
細な特定ができず、さらに SLA-2*04sx01 と
SLA-12*dh01 は、解読した領域のアリル配列
が同一であり、両者の識別はできなかった。 
 
(4) マイクロサテライトマーカーによる組
み換えハプロタイプの解析 
3 家系の組み換え部位を解析した結果、9

種類のハプロタイプ特異的なマイクロサテ
ライトマーカーの多型パターンが得られた。
Hp-10.23 を持つ個体では、SLAMS044 と

SLAMS02 間、Hp-35.17 と Hp43.17 を持つ個体
では、SLAMSA13 と SLAMS046 間のいずれもク
ラスIII領域に組み換え部位の存在が明らか
になった。クラス III 領域の組み換えハプロ
タイプは、これまで我々は Hp-2.4 や Hp-3.4
を持つ NIH ミニブタでも検出していた。した
がって、これら MMP や NIH ミニブタのクラス
III 領域の組み換え部位の検出は、Sinclair
や Hanford 種ブタにおける組み換え頻度は、
クラス III領域を含む I-II 領域間 (0.56％)
の方がクラス I 領域内(0.39%)より高いとい
う Ho らの 2010 年の報告と矛盾しない。 
 
(5) リンパ球混合培養反応 
 Hp-0.23 ホモのブタを刺激細胞とし、 
Hp-0.23 ホモのブタを反応細胞として用いた
場合、SI は 1.57±0.54 (平均±標準誤差) 
(n=25)を示した。 Hp-0.23 ホモのブタを反応
細胞とし、Hp-0.11 ホモを刺激細胞として用
いた場合は、SI は 17.8±7.11 (n=8)となり、
Hp-0.17 ホモを刺激細胞とすると SI は 5.45
±0.99 (n=4)、 さらに Hp-0.37 ホモを刺激
細胞とすると SI は、5.06±1.29 (n=18) と
なり、組織適合度は、Hp-0.23 と Hp-0.11 が
著しく低く、 Hp-0.23 と Hp-0.17、または
Hp-0.37 との組み合わせは中等度に低いこと
が示唆された。  
 
(6）抗 CD4 抗体に対するリンパ球の反応性 
 ブタ末梢血単核細胞の抗ブタ CD4 抗体 
(74-12-4, MIL17) を用いた FACS 解析を行っ
た結果、CD4 陽性細胞を検出できるブタ
（CD4-A）と検出できないブタ（CD4-B）を認
めた。無作為で検索した 178 頭では、CD4-A
個体は87頭 (48.9 %)、CD4-Bは91頭 (51.1%)
であった。CD4-A または CD4-B における SLA
クラス II ハプロタイプの遺伝子頻度との間
には差がなく、CD4 の表現型と SLA クラス II
ハプロタイプの関連性はなかった。 
 
(7) 血漿 IgM, IgG 濃度測定 
 CD4 の表現型（CD4-A, CD4-B) による血漿
IgM と IgG 濃度は、2 ヶ月齢の CD4-A (n=6)
と CD4-B (n=6) 間に差はなかった。 
 
以上の MMP の SLA 解析について、3 種類の

組み換えハプロタイプを含む 11 種類の SLA
ハプロタイプが検出された。また、次世代シ
ークエンシングによってもこれらのハプロ
タイプのクラス Iアリルが確認された。さら
に、この方法により、SLA-2 や非古典的クラ
ス I遺伝子を含むその他のクラス I遺伝子に
新アリルと考えられる配列も見出されたが、
これらの配列は、今後 RNA サンプルを用いて
発現遺伝子配列の検証を行う予定である。ま
た、MMP 集団の 11 種類の SLA ハプロタイプの
中で、5 種類については、ハプロタイプをホ
モに持つ個体が複数検出されており、SLA ハ
プロタイプがホモに固定されたMMPの作出が
進行している。 



SLA ハプロタイプ間の細胞免疫学的特性の
比較解析のためのリンパ球混合培養反応の
結果から、クラス II ハプロタイプの組み合
わせにより、リンパ球幼弱化に相違があるこ
とが示された。今後は、SLA ホモ個体数を増
やして、これらの反応性の傾向を確認する必
要がある。さらに、この集団の他のハプロタ
イプについても、リンパ球混合培養反応を行
い、移植実験のドナーとレシピエントの選択
などに重要な各ハプロタイプの反応性の特
徴を明らかにする予定である。 
市販の抗 CD4 抗体に対して、反応性を示さ

ない個体（CD4-B）については、現在 CD4 遺
伝子の変異などを解析しており、今後この抗
体反応性とワクチン抗体産生能などの免疫
学的機能との関連性を解析する必要がある。 
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