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研究成果の概要（和文）：我々は、白血球貪食能、補体代替経路活性、豚丹毒ワクチン接種後の抗体応答を指標として
選抜を行った高免疫豚を作出している。本研究では、高免疫豚と一般豚のマクロファージを用いてマイクロアレイ解析
を行い、豚群間でリガンド刺激後の発現変化に3倍以上の差がある44個の免疫系遺伝子を同定した。これらの遺伝子の
プロモーター領域5kbについて、豚群間で分布に偏りのある多型の検索と、多型により構成されるハプロタイプの推定
を行い、RNASEL、SAMHD1、STAT3、TRIM21、TMEM150Cの各遺伝子において、免疫能選抜により頻度が有意に高くなった
と考えられる特定のプロモーター型を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We had previously produced pigs with high immune competence by selection of 
phagocytic capacity, complement-activating capacity by alternative pathway, and antibody response after 
vaccination with swine erysipelas. In this study, we performed microarray analysis by using macrophages 
from pigs of high immune competence or control, and identified 44 immune genes showed more than three 
times difference in the changes of gene expression after ligand stimulation between pig groups. 
Furthermore, we searched polymorphisms which had biased distribution between the pig groups in 5 kb of 
promoter region of these genes, and estimated haplotypes consisting of these polymorphisms. As a result, 
we elucidated specific types of promoter which were considered to be significantly increased in frequency 
by selection of immune competence in the genes encoding RNASEL, SAMHD1, STAT3, TRIM21, and TMEM150C, 
respectively.

研究分野： 分子免疫学

キーワード： ブタ　感染症　多型　抗病性　免疫　選抜　育種　マイクロアレイ
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１．研究開始当初の背景 
 ブタの育種は、これまで形質の表現型値を
用いた統計遺伝学的手法により行われてお
り、測定が比較的容易な肉質等の生産形質に
関しては大きな成果が得られている。一方、
肺炎・下痢等の感染症に対する感受性/抵抗
性に関わる抗病性形質については、疾病・病
変等の程度の測定が困難であり、遺伝的改良
の試みは大きく遅れている。近年の大規模集
約的な養豚経営において、密飼い等の劣悪な
飼養環境に起因する感染症の流行は、生産コ
ストを押し上げる主要な要因であり、ブタの
抗病性に関する遺伝的改良は、養豚業におけ
る最重要課題であると言える。 
 
２．研究の目的 
 我々の研究グループ（農業生物資源研究
所・日本ハム株式会社・東北大学）では、血
液サンプルから比較的容易に測定可能な免
疫能形質が、病変等の直接的形質の代替とな
る可能性について検討しており、白血球貪食
能、補体代替経路活性、豚丹毒ワクチン接種
後の特異的抗体価の育種価を指標として、6
世代に渡る選抜を繰り返した高免疫能大ヨ
ークシャー豚（高免疫豚）を作出している（図
１）。本研究では、高免疫豚に生じた遺伝的
特性の変化を解明することで、免疫能選抜の
生物学的効果の検証を行った。 

 
３．研究の方法 
 マクロファージは、感染初期において病原
体の認識及び貪食を担う細胞であり、また貪
食した病原体の情報を未刺激T細胞に伝達し、
T 細胞による細胞性免疫及び B 細胞による液
性免疫を誘導する等、自然免疫系・獲得免疫
系の両面において極めて重要な役割を持つ。
本研究では、高免疫豚及び同一の遺伝的背景
を持つ無選抜豚（一般豚）のマクロファージ
を用いて、免疫系遺伝子の発現及びプロモー
ター配列の多型解析を行うことにより、免疫
能選抜により生じた遺伝的変化の解明を行
った。 
 
(1)マクロファージの培養増殖 
高免疫豚及び一般豚それぞれ同腹4頭ずつ

から、抗凝固剤入り採血管を用いて採血を行
った。フィーダー細胞（ブタ腎臓上皮細胞）
を MG 培地（DMEM、10%ウシ胎子血清、10μg/ml

インシュリン、100μM２－メルカプトエタノ
ール、50U/ml ペニシリン、50μg/ml ストレ
プトマイシン）で増殖させておいた T75 フラ
スコに血液を添加し、5%CO2インキュベーター
（37℃）で培養した。翌日に PBS で 3回洗浄
してマクロファージ以外の付着していない
血液成分を除いた後、MG 培地を添加して培養
を継続した。3 日おきに培地交換を行い、約
2 週間でマクロファージが培地中に活発に増
殖してきた。このマクロファージは、培地の
回収と追加を繰り返すことにより1か月以上
に渡り増殖し 1, 2、回収したマクロファージを
以下の実験に供した。 
 
(2)免疫系遺伝子の発現解析 
高免疫豚及び一般豚それぞれ同腹4頭ずつ

由来のマクロファージを、24-well 細胞培養
プレートに 1 x 106 個ずつ分注し（8 頭 x 
3-well）、MG培地（無刺激）、10ng/ml lipid A
（細菌感染を想定）、10μg/ml poly I:C（ウ
イルス感染を想定）で 4時間刺激した。マク
ロファージを遠心分離により回収し、RNeasy 
Mini Kit (QIAGEN) を用いて total RNA の抽
出を行った。無刺激及び刺激サンプルからの
total RNA (400ng)を、それぞれ Cy3 及び Cy5
で標識し、当研究室でプローブ設計を行った
DNA マイクロアレイ（Agilent）に対してハイ
ビリダイズさせた 3。シグナル検出後のデー
タ解析は既報の通り行い 3、無刺激サンプル
における遺伝子発現量を 1とした時の、刺激
サンプルにおける相対発現量を算出した。高
免疫豚/一般豚間で刺激後の発現変化に差が
あるプローブ（遺伝子）を抽出し、Gene 
Ontology (GO) において、免疫に関わるとさ
れる遺伝子のみを解析の対象とした。 
 

(3)免疫系遺伝子のプロモーター配列の多型
解析 
公開されている最新のブタゲノム塩基配

列（Sscrofa10.2）から、上述の解析対象遺
伝子の転写開始点上流 5kb の配列を抽出し、
次世代シークエンサー（Ion PGM、Life 
Technologies）を用いたターゲットリシーク
エンスを行うことにより塩基配列の解読を
行った。DNA サンプルとして、高免疫豚及び
一般豚集団に属する、それぞれ 10 頭ずつの
血縁の遠い個体のゲノム DNA を用いた。アン
プリコンシークエンス用プライマーは Ion 
AmpliSeqTM Designer を用いて設計した。得ら
れた塩基配列を比較することにより、一塩基
多型（SNP）及び挿入/欠失（Indel）の検出
を行った。高免疫豚/一般豚間で分布に偏り
のある多型を、χ2独立性の検定（p<0.05）に
より同定した。これらの多型により構成され
るハプロタイプを、Arlequin 3.5 software4

を用いて推定し、χ2独立性の検定における p
値を算出することにより、高免疫豚/一般豚
間でハプロタイプ分布に偏りがあるかの検
定を行った。 
  



４．研究成果 
(1) 免疫系遺伝子の発現解析 
 全 38,721 個のプローブのうち、高免疫豚/
一般豚間で、有意（Benjamini-Hochberg 法）
に刺激後の発現変化に差があるものとして、
lipid A 刺激で 5,794 個、poly I:C 刺激で
2,721 個のプローブが同定された。解析対象
を絞り込むために、同一遺伝子に複数設計さ
れているプローブの重複を除外し、また GO
で免疫との関連もしくは転写因子活性があ
るとされる遺伝子のみを抽出した。さらに高
免疫豚/一般豚群間で刺激後の発現変化に 3
倍以上の差があるプローブという制限を加
えることにより、重ねて解析対象の絞り込み
を行った。その結果、GO の Immune system 
process (GO:0002376)、Nucleic acid binding 
transcription factor activity 
(GO:0001071)、Autophagy (GO:0006914)及び
Ubiquitin protein ligase activity 
(GO:0061630) と関連する遺伝子として、
lipid A 刺激でそれぞれ 30、13、4 及び 2 個
（図２）、poly I:C 刺激でそれぞれ 21、4、3
及び 1 個が検出された（図３）。GO 間で共通
する遺伝子の重複を除外すると、検出された
遺伝子数は、lipid A 刺激で 42 個、poly I:C
刺激で 27 個であった。27 個のうち、MNDAと
SERPINB9 を除く 25 個の遺伝子が lipid 
A/poly I:C 刺激間で共通して検出され、両刺
激間で発現変化する遺伝子に大差はないこ
とが示唆された。また、検出された多くの遺
伝子において、刺激による発現の誘導/抑制
の程度は一般豚よりも高免疫豚で大きくな

っており、免疫能選抜により刺激後の発現変
化が増幅されたことが示された。 
 
(2)免疫系遺伝子のプロモーター配列の多型
解析 
 発現解析により検出された 44 個の免疫系
遺伝子のうち、FOXS1と PLSCR1についてはゲ
ノム情報が不十分でプロモーター領域の塩
基配列を得られなかったため、残りの 42 個
の遺伝子を対象として、810 個のアンプリコ
ンを増幅するプライマーを設計した。塩基配
列を解読した結果、1,654 個の SNP と 577 個
の Indel が検出された。このうち、20 頭全て
で遺伝子型判別が成功し、かつ高免疫豚/一
般豚間で分布に有意な偏りがあるものとし
て、RNASELで 9個（SNP-7、Indel-2）、SAMHD1
で6個（全てSNP）、STAT3で30個（全てSNP）、
TMEM150C で 20 個（SNP-19、Indel-1）及び
TRIM21で 50個（SNP-46、Indel-4）の多型が
検出された（表１－５）。これらの多型で構
成されるハプロタイプは、RNASEL で 2 個、
SAMHD1で 2個、STAT3で 5個、TMEM150Cで 3
個及び TRIM21で 4個であると推定され、5個
の遺伝子全てにおいて、高免疫豚/一般豚間
でハプロタイプ分布に有意な偏りのあるこ
とが示された（表１－５）。これらの結果は、
免疫能選抜により集団における頻度が有意
に高くなった免疫系遺伝子のプロモーター
型の存在を示唆しており、今後、当該プロモ
ーター型を指標とした選抜による抗病性改
良の可能性について検討していく必要があ
る。 
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表１　RNASELプロモーター領域の多型と予測されるハプロタイプ

a 0, TCCCGCA; 1, T
b 0, AAGAGGCAAAGC; 1, A

Sscrofa10.2での位置（染色体_塩基番号）

転写開始点からの位置

Sscrofa10.2での位置（染色体_塩基番号）
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表２　SAMHD1プロモーター領域の多型と予測されるハプロタイプ

転写開始点からの位置
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表３　STAT3プロモーター領域の多型と予測されるハプロタイプ
Sscrofa10.2での位置（染色体_塩基番号）

転写開始点からの位置
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表４　TMEM150Cプロモーター領域の多型と予測されるハプロタイプ

a 0, A; 1, AT

Sscrofa10.2での位置（染色体_塩基番号）

転写開始点からの位置
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6 一般豚 高免疫豚 p値

1 G 0 C A A T G G G C G C A A T G C T T G A T T A G C A 1 A 1 G G C G 0 T T G T T G C C C G C G C T T 1 0 0.0031
2 G 0 C A A T G G G C G C A A T G C T T G A T T A G C A 1 A 1 G G C G 0 T T G T T T C C C G C G C T T 1 2
3 G 0 T A T C A A A C A C A A T A C T T G A T G A G C A 0 C 0 G G C G 0 T T G T T T A C G G A A T C C 11 1
4 T 1 C C A T G G G T G T G G C G T C A A G C T T A T G 1 A 1 C A T T 1 C A A G G G C A C A C G C T T 7 17

d 0, AG; 1, A

表５　TRIM21プロモーター領域の多型と予測されるハプロタイプ

a 0, GT; 1, G
b 0, CGA; 1, C
c 0, T; 1, TCTCCG

Sscrofa10.2での位置（染色体_塩基番号）

転写開始点からの位置
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