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要旨 

 目的は医療用バイオ人工細胞・臓器の開発である。主眼をバイオ人工膵島とし、その細胞供給用の遺

伝子改変ブタの作出をめざした。超急性拒絶反応を止める主軸となる複数の補体制御因子をhybrid化し

た分子を作成し，これをブタ細胞で発現を確かめた。また同時に、HLA-Eを高発現する変異分子も作成

し、動物個体（マウス）での発現とブタ胚盤胞形成試験の結果よりブタへの遺伝子導入可能と判断し

た。 

 今後、GalT/cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase (CMAH)ダブルKOブタ個

体作出後の胎児繊維芽細胞を用い、あるいはこのin vitro KOの胎児繊維芽細胞を用い、導入予定の遺伝

子を高発現させ、その核を移植する方法が考えられた。 
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A. 研究目的 

 目的は、医療用バイオ人工細胞・臓器の開発であ

る。主眼をバイオ人工膵島とし、その細胞供給用の

遺伝子改変ブタの作出をめざす。現有する異種抗原

α-Galをknockout(KO)したブタに、他の補体制御因

子、抗凝固因子、細胞性免疫制御分子やレトロウイ

ルス制御用遺伝子を導入し、臨床応用可能な膵島細

胞の供給源となるブタを作出する。将来的に糖尿病

患者へのこのバイオ人工膵島を足がかりに、劇症肝

炎治療へバイオ人工肝臓、透析患者にバイオ人工腎

臓の供給を目指す。またこの医療用ブタの開発によ

り、移植医療を抜本的に変えることができ、国民の

医療福祉に絶大な貢献をもたらす事を目的とする。 

 我々は、H8年度よりトランジェニックブタ（DAF+

糖転移酵素GnT-III）の作成に取りかかり、この線

維芽細胞を使って-Gal抗原のKOに成功し2006年末

ホモが産まれた。我々は既に何種類かの特許を所有

し、この分野での極めて独自の異種移植用ブタを開

発する事を目指している。 

  糖尿病患者へのこのバイオ人工膵島を足がかり

に、劇症肝炎治療へバイオ人工肝臓、透析患者にバ

イオ人工腎臓を供給できる。また、移植医療を抜本

的に変えることができ、国民の医療福祉に絶大な貢

献をもたらす事を目的とする。 

 

B. 研究方法 

 1.遺伝子の選択。現在、世界で遺伝子改変ブタ作

製に関係する分子は、 

* 補体制御因子----C1-INH, MCP(CD46),DAF

(CD55), CD59。 

* 糖転移酵素----GnT-III, -1,2FT, Endo-

-galC。  

* 凝固系（抗凝固因子）---TFPI、Thrombom

odulin(TM)、CD39。 

* NK細胞制御--HLA-G, HLA-E。  

* Macrophage制御--CD47。 

* T細胞制御--CTLA4-Ig, FasL, TRAIL, CII

TA。 

* 保存-----Hemoxygenase-1。 

* 内在性ブタレトロウイルス（PERV）のKD。 
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    * H-D抗原の遺伝子(cytidine monophosphate-

N-acetylneuraminic acid hydroxylase：CMAH)のKO

 、等である。 

  今回のprojectでは、まずは、GalをKOしたブタを

baseに下線を引いた分子を発現したブタの作出を目

指す。 

 

2.遺伝子構築 

 Promoterの選定では、現在世界で使われているpr

omoterは一般的に、CMVやRSVのウイルスpromoter、

Chick  actin(pCAGGS)、human EF-1、 humanmou

se H2k、あるいはrat insulin II or pig Insulin 

promoterである。加えて、導入gene本来のpromoter

である。膵島での遺伝子発現は、一般的にimsulin 

promoterが確実と思われるが、他の臓器での発現が

望めない欠点が有る。一方、pCAGGS はユビキタス

に発現するが、一部の報告では膵島での発現が弱い

とされている。今回はより重要と思われるCTDMをin

suline promoterで、HLA-EをpCAGGSで発現させるこ

とにした。EnhancerにはCMVのenhancerを使用した。 

  諸外国のブタ作出方法はヒトの遺伝子=cDNAやgen

omeを1つ1つ導入し、高発現の系統を樹立し、交配

により重ね合わせる方法である。また、最近はIRES

に換え2Aシステムを用い、2-3の分子を繋いで一度

に発現させる方法も一部で始められている。 

 我々は高発現を得るのに、cDNAのcodonを改変し

ブタで至適なものとする方法を取る。 Codon変換

に関しては、各分子のアミノ酸配列を崩さず、ブタ

で最も頻度の高いt-RNAに合わせたDNA配列に組み替

える方法である。これまでにDAFをcodon 変換しin 

vitro, in vivo（マウス）での強発現を確認してい

る。 

* 各分子の機能ドメインを、同分子、別の分子間

で繋いだ多重合分子（hybrid）を作製し、この人工

cDNAをブタに遺伝子導入する方法をとる。＜CTDM＞ 

DAFの機能ドメインに関しては、SCR2-3が補体のcla

ssical pathwayを制御し、SCR2-4がalternative pa

thwayを制御する事が判明しているので、SCR2-4を

使った。同じく、MCPの場合も、補体制御機能が有

るSCR2-4を使った。 

 さらに、C1-INHに関しては、アミノ酸配列の1-99

は補体制御機能とは関係しないので、この部分を取

り除いた構造を作出した。 

 Thrombomodulineに関しては，直接抗凝固機能に

関与するEGF4-6とEGF3の一部を選んだ。 

 また、CTDMのThrombomoduline部分に関しては，

直接抗凝固機能に関与するEGF4-6とEGF3の一部を選

んだが、Thrombinの結合にはEGF3の部分のさらに12

個のアミノ酸の必要と判断し、あとでこれを加えた

＜NCTDM＞。 

* HLA-Ev(147)(147番目のSをCに変更する事によ

り高発現が見込まれる)にIRESでhuman 2mを繋ぎ

合わせた＜HLA-E*＞。 また新たに、これらを2A

で繋ぎ合わせた＜HLA-Ev＞。 

* CMAHのsiRNA法によるKDを試みた。 

* PERVのKDも試みた。 

 ブタを使ったバイオ人工細胞・臓器での大きな

難題はブタPERVの存在である。siRNAによるKDが

効果を現す事を既にin vitroで確かめている。 

 H-1 promoterにpol部分のsiRNA(#1)を組み込む。

又、U6 promoterも用意し、他の部分のsiRNA(#2)

を組み込む。 

 

3.In vitroでの発現確認 

  ブタの血管内皮細胞（PEC）及び繊維芽細胞で

検定する。導入方法は，lipid法（リポフェクト

アミン、等）、あるいは電気ショック法を用いた。 

 

4.更なる遺伝子の検索。 

  この間、将来を見据えて、マクロファージ／樹上

細胞(DC)を制御できる新たな遺伝子を検索するとと

もに、-GalとH-D抗原以外の新たな糖鎖抗原を作り

出す原因遺伝子を検索する。 

 ①.ブタ血管内皮に対するヒト・マクロファージ

／DCによる障害を制御する分子を検定した。 

 ②. ブタとヒトのislets の糖鎖構造を中心に３

次元HPLC法及び質量分析（MALDI-TOF-MS）にて検索。 

 ③. CRISPR法の適応。 

    CRISPR（Clustered Regularly Interspaced 

Short Plidromic Repeats）/Cas（CRISPR 
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Associated）システムでのブタCMAH遺伝子のKO 

siteを検索した。 

  

  （倫理面への配慮） 

 実験動物に対する動物愛護上の配慮に関しては、

大阪大学および明治大学の動物実験委員会を通過し

た上でおこなっている。 

 検定その他に使うブタは麻酔時に注射の痛みを伴

うが、その後覚醒する事無く安楽死させている。 

 

C.結果 

1.作製した遺伝子構築。 

 *.補体制御 +   

    C1-INH – DAF – DAF <C1DD>-----

pCAGGS(chick  actin + CMV enhancer)/C1DD 

    C1-INH – Thrombomodulin – DAF – MCP 

<CTDM> ---pCAGGS/CTDM 及び pCPI(pig 

insulin promoter + CMV enhancer)/CTDM 

* NK細胞制御   HLA-Ev(147)+human2m---pCAGG

S/HLA-Ev(147)-IRES-h2m <HLA-E*>-- pCPI/HLA

-E* 

* 糖鎖抗原の制御   H−D 抗原=pigCMAH の

siRNA----H1/siRNA-pCMAH 

* PERVの制御  PERVのKD---H1/siRNA-PERV(pol#

1) 

 

２.新規に作製した遺伝子構築。 

* NCTDM < 補体制御 + >  

     C1-INH – Thrombomodulin – DAF – MCP 

<NCTDM> ---pCAGGS/NCTDM 及び pCPI(pig 

insulin promoter + CMV enhancer)/NCTDM—-

--昨年のCTDMを改良した 

* NK細胞制御  pCAGGS/HLA-Ev(147)-2A-h2m <H

LA-Ev>-- pCPI/HLA-Ev 

* PERVの制御   PERVのKD--U6/siRNA-PERV(pol#

2) 

 

3.細胞での発現確認 

 これらの遺伝子をブタの血管内皮細胞に導入

し、FACSで発現を確認した。 

 

 

4. 新規遺伝子の検索： 

 ①. 末梢血単核球よりの単球をGM-CSF+LPSで誘

導した活性化マクロファージはブタ血管内皮細胞

（SEC）に対し強い細胞傷害活性を示したが、HLA-E

およびα2,6-ST遺伝子の導入により、SECはマクロ

ファージ誘導細胞傷害から著明に免れた。 

 ②. ブタisletsには、ヒトisletsに見られない

硫酸化糖が多数見受けられ、現在抗原性との関連を

検索中である。 

 ③. CRISPR法の確立。 設定したCMAH(ex7)の

off-target siteとしては、検索ではN=14で全て０

であった。現在、Exon7のbestのtarget siteを決定

し、ブタ細胞で効果を検証した。 

 

D.考察 

 作製したhybrid遺伝子構築に関しては，的を得た

分子が、改良の上出来上がったと考えている。in 

vitroでの発現の確認を終え，動物個体（マウス）

での発現を確かめている。 顕微受精法（ICSI法）

によりブタ個体の作出を試み失敗に終わったが、胚

盤胞形成試験で高効率であったため、経験的に遺伝

子導入可能と判断した。 

 あくまで最終的には、-Gal+CMAH-ダブルKO-ブタ

に、これらのhybd遺伝子を発現させる事が目標なの

で、検定としては十分ではないが一応終了して、次

のステップに進んだ。つまり、既存のlineを整理し

てα-Gal-KOブタのlineを使って、CHAHをKOしたブ

タ(ダブルKO-ブタ)の繊維芽細胞に検定済の新奇

hybrid遺伝子を高発現させ、それを核移植する方針

である。 

 また、新たなKO目的の遺伝子あるいは導入遺伝子

の検討として、HLA-Eの導入がNK細胞だけでなくマ

クロファージに対して、既に有効性が報告されてい

るCD47以上の抑制効果が確認できた。またα2,6-ST

の遺伝子導入もマクロファージの細胞傷害活性を著

明に抑制することが明らかとなった。さらに、糖鎖

抗原の解析から担当遺伝子を検索する一歩として硫

酸転移酵素が考えられたことも大きな収穫である。 
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E.結論 

 1年目、2年目と通じて、ICSI法での遺伝子導入を

試みたが流産した。このため、新たな課題である

CHAHをKOしたブタの胎児を確立し、その繊維芽細胞

に導入予定の遺伝子を高発現させ、さらに核移植す

る方法が考えられた。 

 一方、既存のhomozygous GalT-KOブタの正常性・

生存性を改善でき、さらにαGalに次ぐ糖鎖抗原で

あるH-D抗原のKOに目処がたった。加えて、マクロ

ファージに対して有効な遺伝子が判明し、新たな糖

鎖抗原の検索にも目処がたった。 

  

F.健康危険情報 

 特に無し 
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Kengo Nakahata, Takehisa Ueno, Noriaki Usui, 

Hiroshi Nagashima, Shuji Miyagawa. The structures 

of N-glycans of neonatal porcine islet-like cell 

clusters. The 12th International Xenotransplantation 

Association.Nov 10-13 in Osaka. 

 

< 招待講演・国際学会 > 

１. Shuji Miyagawa. Complements in transplantation.

 12th Congress of the Asian Society of Transpla

ntation, 2011. Sep 25th-28th, Seoul, Korea.  

２. Shuji Miyagawa A study for glyco antigens in p

orcine islets.  Seoul Forum on Xenotransplantatio

n. 2012. Nov. 3, Seoul, Korea.  

３. Shuji Miyagawa A feature of glyco-

antigen in porcine islets. 2012 CABX Workshop

 and International Symposium. Transgenic Anima

l and its Application. Dec.2-4, Seogwipo, Jeju, K

orea. 

４. Shuji Miyagawa. The study for the antigenicity in pig 

to human xenotransplantation. First Korean 

Xenotransplantation Association Symposium. 2013. 

Jun 28. In Seoul. 

 

  ＜ 国内学会 ＞ 

1.宮川周士、南條明子、柏田紘明、福沢正洋、武石

俊作、興津 輝、長嶋比呂志、松本慎一. α

Gal-knockoutブタ関連の膵島の糖鎖抗原の解析.

日本移植学会（47）、仙台 2011.10月5-6日. 

2.高間勇一、柏田紘明、南條明子、中津志野、王 

丹丹、福沢正洋、宮川周士、長嶋比呂志. ブタ

CMAH遺伝子制御による抗原性の変化の検討.日

本移植学会（47）、仙台 2011.10月5-6日 

3.宮川周士・王 丹丹・高間勇一・上野豪久・福沢

正洋、長嶋比呂志. 異種移植ブタ開発研究の流

れ. 日本異種移植研究会、広島 2011.12月10日 

4.王 丹丹、高間勇一、上野豪久、武石俊作、福沢

正洋、宮川周士、興津 輝、松本慎一、中野和

明、松成ひとみ、長嶋比呂志.αGal-knockout

ブタ関連の膵島の糖鎖抗原の解析日本異種移植

研究会、広島 2011.12月10日 

5.王 丹丹、高間勇一、上野豪久、南條明子、乾中

智佳子、福沢正洋、武石俊作、宮川周士、興津 

輝、長嶋比呂志. 新生児ブタ膵島の糖鎖につい

て.日本異種移植研究会、広島 2011.12月10日 

6.王 丹丹、高間勇一、上野豪久、福沢正洋、宮川

周士、興津 輝、松本慎一、後藤昌史、長嶋比

呂志. ブタ膵島の糖鎖抗原について.膵・膵島

移植研究会旭川 2011.3月9-10日 

7.前田晃、王 丹丹、野上有里子、上野豪久、臼井

規朗、宮川周士. 末梢血単核球より得られた

monocytic suppressor cellsによる異種移植拒

絶反応抑制効果の検討。日本移植学会（48）、

2012.名古屋 9月20-21日 
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8.宮川周士、前田晃、野上有里子、王 丹丹、上野

豪久、臼井規朗、興津 輝、後藤昌史、松本慎

一、長嶋比呂志. ブタとヒト膵島の糖鎖抗原の

差異について.日本移植学会（48）、2012.名古

屋 9月20-21日 

9.前田晃.Poly I:C activated monocyte suppressor cells 

suppress CTL lysis in xenotransplantation via 

mechnisms independent of iNOS and arginase-1.日

本免疫学会（41）神戸、2012.12月5-７日 

10.前田 晃、王 丹丹、野上有里子、上野豪久、

臼井規朗、宮川周士. Poly-IC活性化monocytic 

suppressor cellsによる異種抗原特異的CTL抑

制効果の検討.日本異種移植研究会(15)、京都 

2012.12月8日 

11.宮川周士、前田晃、王 丹丹、上野豪久、臼井

規朗、興津 輝、後藤昌史、松本慎一、明治大 

長嶋比呂志.膵島の糖鎖構造についての検討. 

日本異種移植研究会(15)、京都 2012.12月8日 

12.宮川周士、前田 晃、河村拓司、中畠賢吾、上

野豪久、臼井規朗、伊川正人、岡部 勝、長島

比呂志.臨床移植用遺伝子改変ブタ.補体シンポ

ジウム（50），旭川 2013.7月5-6日 

13.前田 晃、河村拓史、上野豪久、臼井規朗、江

口 寛、宮川周士。ヒトHLA-E遺伝子強制発現

によるマクロファージ性細胞傷害の抑制効果の

検討。日本移植学会（49）、京都 2013.年9月5-

7日 

14.  宮川周士、王 丹丹、前田晃、江口寛、上野

豪久、臼井規朗、後藤昌史、松本慎一、長嶋比

呂志.ブタ膵島の硫酸化糖の抗原性について。

日本移植学会（49）、京都 2013.年9月5-7日 

15.  Akira Maeda, Takuji Kawamura, Kengo Nakahata, 

Takehisa Ueno, Noriaki Usui, Hiroshi Eguchi, Shuji 

Miyagawa.Transgenic expression of HLA-E and 

CD33 suppresses macrophage-mediated cytotoxicity 

and pro-inflammatory cytokine. 日本異種移植研究

会(16)、大阪 H25年11月10日 

16.  Akira Maeda, Takuji Kawamura, Kengo Nakahata, 

Takehisa Ueno, Noriaki Usui, Hiroshi Eguchi, Shuji 

Miyagawa. Transgenic expression of HLA-E and 

CD33 suppresses macrophage-mediated cytotoxicity 

and pro-inflammatory cytokine. 日本異種移植研究

会(16)、大阪 H25年11月10日 

 

<招待講演・国内> 

1. 宮川周士.バイオ人工細胞・臓器の世界の現況.

第2回公開シンポジウム-先進医用ブタの開発

と前臨床研究拠点形成プロジェクト 鹿児島 

2012.３月22日 

2. 宮川周士、前田晃、江口寛、長島比呂志.異種

移植の現況。日本移植学会（49）、京都 

2013.9月5-7日 
 
Ｇ．知的所有権の取得状況 
  特に無し。
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