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研究成果の概要（和文）： 
本研究においては、MHC固定ブタを用いた再生医療の研究に必須であるブタ造血幹細胞の同定と

分化過程を明らかにするため、造血幹細胞マーカー候補であるc-kitのマウスモノクローナル抗

体を作製し、ブタ造血幹細胞の同定およびMHC固定ブタ骨髄及び臍帯血リンパ球解析を試みた。

その結果、c-kit陽性細胞は新生仔骨髄に豊富に存在し、高い赤芽球系・単球系への分化能を示

し、重度免疫不全NOGマウスへの移植により、ブタCD45陽性細胞の分化を誘導する事が確認され

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 

c-kit molecule is a marker of the wide variety of tissue stem cells. Thus, the utility has been prominently 

upregulated. However, there are no good monoclonal antibodies against swine c-kit molecule. We 

prepared the anti-swine c-kit monoclonal antibody with high specificity, mainly available for 

flow-cytometrical analysis. New-born bone marrow cells contained higher ratio of c-kit positive cells 

compared to adult bone marrow cells or cord blood cells. The purified swine bone marrow c-kit+ cells 

mainly developed red blood cells by conventional colony assay with human cytokines. Moreover, 

transplantation of the c-kit+ cells developed swine CD45+ cells, suggesting that the white blood cells 

were successfully developed from swine hematopoetic stem/progenitor cells in the immune-deficient 

NOG mice. The anti-swine c-kit monoclonal antibody did not recognize mouse or human mast cells, 

suggesting the antibody is species-specific. These results suggest that the c-kit monoclonal antibody 

prepared by us will become a powerful tool for the study of swine stem cell biology. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ブタは、高い繁殖効率や臓器サイズ、生理学
的類似性からヒトへの異種移植ドナーとし
て最適であると見なされ、これまで中型動物
としては最も免疫系の研究成果が集積して
いる。申請者らや矢田のグループは、このよ
うな移植免疫研究の推進のために MHC固定ブ
タや、αGal-ノックアウトブタ等を開発し、
報告してきた。これらの系統を用いて、移植
免疫に関する多くの研究成果が得られ、さら
に、その過程でブタ免疫系が多くの点でヒト
と類似している事が明らかとなったが、MHC
遺伝子構造や発現などを含む様々な相違点
も指摘された。しかし、ヒト・ブタ間の免疫
系の相違点を詳細に検討するためには、確立
された成体免疫系を解析するのみならず、ブ
タにおける免疫担当細胞の発生・分化とその
環境に関する詳細な解析が必要である。しか
しながら、ブタのみに特異的な優れた幹細胞
マーカー抗体の報告がないことから、ブタ造
血幹細胞の同定とその分化過程の解析は、ヒ
トやマウス、非ヒト霊長類などにおいては一
般的な手法となっている異種移植の系を立
ち上げることによってリンパ球系への分化
を証明することができず、その進展が遅れて
いた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、これまでまだ同定されていない
ブタ造血幹細胞を「組織適合性抗原複合体
（MHC）が固定された近交系ブタ」において
同定し、その多分化能と自己複製能を解析す
ることにより、ヒトにおける移植と臓器再生
の動物モデルとして利用することを目的と
した。このプロジェクトでは、（１）種特異
的な抗造血幹細胞モノクローナル抗体を作
製し、（２）この抗体を用いて造血幹細胞マ
ーカーを発現している細胞を単離し、さらに
（３）造血幹細胞マーカー発現細胞を免疫不
全マウスへ移植し、その多分化能と自己複製
能を解析することによって、ブタ造血幹細胞
を同定する事を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 材料： 
MHC 固定ブタ臍帯血、末梢血、成体骨髄、新
生仔骨髄、は岐阜大学あるいはオリエンタル
酵母(株)より譲渡あるいは購入した。BALB/c
マウスは日本クレアより購入した。Cell line

については ATCC Co. LTD あるいは理化学研
究所より購入したものを用いた。 
 
(2) 免疫： 
MHC 固定デュロック種ブタよりブタ臍帯血を
採取し、リンフォセパールによる比重遠心分
離を行って単核球を得た。これらの細胞を
mitomycin C 処理(40 mg/L, 30 min)した後、
1x107/head で 8 週齢の BALB/c マウスに免疫
した。4 週間後より A20 を親株とした c-kit
トランスフェクタントによる 3回の追加免疫
を 2週間毎に行った後、最終免疫 1週間後に
採血し、血漿中の抗体がトランスフェクタン
トを特異的に認識するかをフローサイトメ
トリーにより解析した。 
 
(3) ハイブリドーマ作製とスクリーニン
グ：ブタ骨髄細胞を認識する抗体を保有する
マウスについて、最終免疫の 4日後に脾臓を
摘出し、定法であるポリエチレングリコール
法により P3X 細胞株と融合し、ハイブリドー
マを得た。1次スクリーニングは HEK293 を親
株とした c-kitトランスフェクタントを用い
て、Array Scan によりハイブリドーマを選択
した。クローニングと 2 次スクリーニング、
3次スクリーニングを Array Scan およびフロ
ーサイトメトリーを用いて行うと共に、
Western blotting, 免疫組織染色に適用可能
かについても解析を行った。 
最適なクローンが得られた後、nude マウスを
用いて腹水化を行い、腹水より精製モノクロ
ーナル抗体を得た。 
 
(4) 造血幹細胞の同定： 
c-kit 抗体を精製し、細胞の免疫染色を行っ
た後、c-kit を指標に磁気ビーズ法で骨髄細
胞を分画し、ヒト及びマウスサイトカイン環
境下におけるコロニーアッセイを行った。ま
た、重度免疫不全マウスである NOG (8 週齢)
に 2.5Gy の放射線を照射した後、1x105個の骨
髄細胞の移植を行い、2週間後、12週間後に、
再構築能をブタ CD45 の発現を指標にフロー
サイトメトリーにより解析した。 
 
(5) 免疫組織化学染色： 
ブタ骨髄細胞を(3)で精製した c-kit 抗体 
(2A1 抗体) で染色した後、磁気ビーズ法で陽
性細胞と陰性細胞に分離した。これらの細胞
を 5x105ずつ Geno Staff iP Gell を用いてゲ
ル化した後パラフィン包埋し、標本を作製し
た。切片は、脱パラフィン処理の後、0.01 M 
PBS で洗浄し、ヤギ正常血清により 10  min



ブロッキングを行った。1次抗体として
2A1(培養上清 50・l)を用い、1 h 室温で反応
させた後、PBS で洗浄し、抗マウス
IgG-Alexa488 (1:200 希釈、50 μl)で 1 h 室
温で反応させた。PBS で洗浄した後、抗退色
封入剤 1 ml に PI 添加し、封入を行った。 
 
(6) Western blotting: 
HEK293およびc-kitトランスフェクタントラ
イセートは定法により2x106/laneで 10%アク
リルアミド SDS-PAGE を行った後、PVDF 膜に
タンパク質を転写した。一次抗体を 2A1 培養
上清室温 2 h で、二次抗体を anti-mouse 
IgG-HRP (1:10000) 室温 1.5 h で反応させ、
ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent を用いて発色を行った。 
 
(7) フローサイトメトリー 
細胞は各抗体で 4℃15 分反応させた後、PBS
で洗浄し、2次抗体として抗マウス IgG-PE あ
るいは抗マウス IgG-APC を用いて 4℃15分反
応させた。PBS で洗浄した後、FACScalibur
により解析した。解析ソフトは Cellquest を
用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) ブタ c-kit モノクローナル抗体の作製：
ブタ臍帯血及び c-kitトランスフェクタント
を用いた複数回の免疫により、BALB/c マウス
血漿における抗体価の上昇を確認した。これ
らのマウス脾臓を用いた細胞融合と 3回のク
ローニング・スクリーニングにより、ブタ
c-kit 特異的なモノクローナル抗体産生ハイ
ブリドーマ（2A1）の確立に成功した。この
抗体はマウス IgG1・であり、フローサイトメ
トリーで c-kitトランスフェクタントを特異
的に染色した。この抗体は界面活性化剤存在
下での免疫沈降や Western blotting には使
用できないが、精製細胞を用いた蛍光免疫組
織染色に用いることが可能であることが明
らかになった。このクローンをヌードマウス
を用いて腹水化し、さらにこれから精製した
抗体を用いて、ブタ骨髄細胞からの磁気ビー
ズ法および cell sorting による c-kit 陽性
細胞の精製が可能であった。   
次に、本抗体の種特異性を解析した。c-kit
はマスト細胞に発現することが知られてい
るため、種特異的ｃ−kit 抗体及び 2A1 抗体を
用いて培養ヒトマスト細胞と培養マウスマ
スト細胞の染色を行い、フローサイトメトリ
ーで解析した。その結果、ヒト、マウスそれ
ぞれの種特異的 c-kit抗体はそれぞれの培養
マスト細胞と交差反応し、これらの細胞が
c-kit を発現していることが示されたが、2A1
は両細胞と交差しなかった。これらの結果、
2A1 はブタ特異的な抗 c-kit モノクローナル

抗体であることが示された。 
 
(2) ブタ骨髄 c-kit 陽性細胞の多分化能、自
己複製能の解析： 
新規作成された c-kit モノクローナル抗体
(2A1）を用いてブタ骨髄中の c-kit 陽性細胞
の割合を解析したところ、成体ブタと比較し
て、新生仔骨髄でより高い割合で c-kit 陽性
細胞が存在することが明らかとなった。また、
新生仔ブタの骨髄には、臍帯血単核球よりも
高い割合で c-kit 陽性細胞が存在していた。 
これら新生仔ブタ骨髄細胞を c-kit陽性及び
陰性細胞画分に分離精製し、ヒトサイトカイ
ン環境下でのコロニーアッセイを行ったと
ころ、赤芽球系及びミエロイド系への分化が
確認された。特に赤芽球系への分化は顕著で
あった。 
一方、同様に分画した細胞を 2.5Gy の放射線
照射した NOG マウスに移植したところ、移植
後 2週間で骨髄および末梢リンパ組織にブタ
CD45 陽性細胞の存在が確認された上、移植後
12 週では、末梢リンパ節において CD45 陽性
細胞が確認された。さらに、移植マウス末梢
血中にはマウス TER119 陰性赤血球が観察さ
れ、ブタ赤血球である可能性が示唆された。 
以上の結果から、c-kit に対する本抗体は、
造血幹細胞を認識し単離するために有用で
あると考えられた。また、これと同時に、ブ
タ骨髄由来造血幹細胞は赤芽球系への分化
が亢進しやすいことが明らかとなった。 
今後、さらに造血幹細胞のマーカーである
CD34 等の抗体を作製し、造血幹細胞と多能性
前駆細胞、ミエロイド系、リンパ球系への分
化段階を同定することにより、より詳細な解
析が可能になると考えられる。特に、種によ
って造血幹細胞から分化しやすい分化系統
が異なる可能性が考えられ、単なるサイトカ
インの交差性のみに寄らない幹細胞の分化
機構の解明が待たれる。本研究で開発された
抗体を用いることにより、ブタにおける幹細
胞移植の研究はさらに進展すると考えられ
る。 
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