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ブタMHCクラスIl遺伝子の DM タイピングと

梅山豚の免疫特性

小 松 正 憲

独立行政法人農業技術研究機構 ･近畿中国四国農業研究センター

畜産草地部

招待講演要旨

1.はじめに

主要組織適合遺伝子複合体 (以下 MHCと略)は

免疫応答を調節する重要な遺伝子座クラスターで

ある｡畜産動物としてブタを捉えればMHC遺伝子

型の把握は抗病性育種を考える上で重要である｡

また､ブタをヒトの実験動物として捉えれば､実

験結果の信頼性を高める点でもMHC遺伝子型の把

握は必要である｡さらに､今後ブタが遺伝子組換

え技術を駆使 したヒト代替臓器提供動物として生

産される場合でも､基礎的情報としてMHC型の把

握は必要と思われる｡ここでは､著者 らが取 り組

んだ ｢ブタMHCクラスⅡ遺伝子のDNAタイピング

法の開発｣と ｢梅山豚の免疫特性の解明｣に関す

る研究を紹介する｡

2.ブタ NHCクラス Il遺伝子の DNAタイピング

主要組織適合遺伝子複合体 (以下MHCと略)の

クラスⅡ分子は､生体内に侵入した外因性抗原ペ

プチ ドをヘルパーT細胞に提示する機能を担う免

疫系における中心分子の一つである 13)｡ブタの

MHCク ラス Ⅱ分 子 を コー ドす る SLA(Swine
leucocyteantigen)クラスⅡ遺伝子 として､現

在まで､SLA-DOA8)､-Dog)､-DRA9)及び-DRBll･7･28,29)､

-DRB21,29)､-DRB3L)の 6遺伝子座 (以下 DOA､DOB.

DRA､DRBl､DRB2および DRB3と略)が知 られて

お り､各遺伝子座には多型が認められ､特に DOB

と DRBl遺伝子座に多くの対立遺伝子が報告され

てきている l･28･29,31)｡

SLAクラスⅡ遺伝子座は､Chardonら3)の物理

地図作製の研究により､第 7番染色体の長腕部分

(7ql.1)にあり､全体 として遺伝子座配列はヒ

トと似ているが領域の広さはヒトの約 1/2である｡

その配置は､セントロメア側からテロメア側に向

かい､DRA(遺伝子座 1個)-DRB(同 3個 :1個の

み機能的 (DRBl),2個の偽遺伝子座(DRB2,DEBS))

-DOA(1個機能的)-DOB(2個 :1個は機能的(DOB)､

もう1個は偽遺伝子座か DOB関連配列)-DOB(遺

伝子座数未確定) -LMP7-TAP1,2 (1と 2の

順序は未定)-DMBIDMA-DPA(現在までブタDP遺

伝子産物は検出されていない)-COLllA2-RXRB-

KE6-KE4-RINGlの順序になっている 3)0

DOBと DRBl遺伝子座に多くの対立遺伝子が存

在する機構の一つとして､これ ら分子のβシー ト

の初めの折れ曲が り部分とβシー トとαへリック

ス間の境界部分に認め られる x(カイ ;chi)一様

配列 (GCGGGTGと GCTGGGG)が組換えシグナルと

なり､エクソン内遺伝子変換を引き起こし遺伝子

の多様性を引き起 こしていることが明らかとなっ

た 10)O (著者注 :x配列とは大腸菌 DNAに存在す

る 8つの塩基配列(GCTGGTGG)からなるセグメント｡

RecAタンパク質の関与する遺伝的組換えにおけ

るホットスポットとして働 く｡ このセグメントは

ゲノムにおいてほぼ 10kbごとに兄いだされる)

なお､基本的には､MHCクラスⅡ遺伝子の多様性

は､Pointmutation､選択的有利性や超優勢 11)

による｡

SLA遺伝子型と免疫応答 との関連性についての

研究は､1995年以前まで SLA遺伝子のPolymerase
ChainReaction(以下 PCRと略)法を用いた簡便

な DNAタイピング法は確立 していなかったため､

血清学的手法を用いて SLAハプロタイプと免疫応

答能との関連性について検討 した報告がなされて

きた 18･19･20･21･22,23,27･30)oさらに､SLAハプロタイプ

が明らかな NIHミニブタを用いた研究により､SLA
ハプロタイプは排卵数 4･5,25)､産子数 4･26)､着床前

の胎子の発達(Preimplantationembryodevelop-
ment)5･26),胎子死滅 26)に関連することが示唆され

ている｡したがって､SLA遺伝子型は､今後ブタ

において抗病性育種のみな らず広 く育種を進める

上で有用な遺伝子型情報になると期待される｡ま

た､SLA遺伝子型は免疫能 と深 く係わることから､

ブタを用いた免疫実験においては供試個体の SLA
遺伝子型の把握は重要である｡さらに､実験動物

として SLA遺伝子型ホモ型ブタの作出に際して､

SLA遺伝子型をタイピングすることは必要不可欠

である｡
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pcR法を基本とした簡便な SLAクラスⅡ遺伝子

のタイピング法としては､ゲノムDNAを鋳型にし

た PCR-RestrictionFragmentLengthPolymor-

phism(以下 RFLPと略)紘 (DOBおよび DRB)28)

および小松らのグループが報告した白血球全 RNA

を鋳型にした ReverseTranscriptase(以下 RT

と略)-PCR-RFLP法 15･16) (DOA,DOB,DRA,DRBJ)
と PCR-Sequence-Specific-Primers(以下 PCR-

sspと略)法 12) (DRBl)が報告されているoこの

うち､小松らは 15,16)､RT-PCR-RFLP法がエクソン

部分に多型が認め られる SLAクラスⅡ遺伝子

(DRBl,DOBおよび DOA)の簡便な DNAタイピン

グ法として有効であることをNIHミニブタの系お

よび各種ブタ品種を用いて示した｡ここではその

概略を述べる｡

RトPCRのテンプレー トに用いた全 RNAの抽出

は､TRIzol(GibcoBRL社,ライフテック オリエ

ンタル KK)を用いて末梢血白血球から行った｡

具体的には､3%デキス トラン添加 PBS(pH7.2)

を用いて白血球浮遊液 100J⊥lを得た後､その 50

〟1を TRIzol溶液 lmlに混合し､ボルテックス

で混和した｡室温に 5分間放置後､クロロホルム

0.2mlを加え約 15秒間激しく混合し､室温に約 3

分間放置した04℃で遠心分離後 (12,000g､15

分間)､RNAを含む上清約 400111を新しいエッペ

ンドルフチューブに移した｡なお､回収 RNA量を

上げるため､この操作を繰り返し行い､同一サン

プルから上清計 800〟1を得た｡これに等量のイ

ソプロパノールを加え､混和後､室温に 10分間

放置し､遠心分離操作 (4℃､12,000g､15分)

にてRNAペレットを得た｡得られたRNAペレット

を1IDlの 75%冷エタノールで洗浄し､4℃で遠心

分離 (7,500g､5分間)乾燥後､50FLlのDiethyl

Pyrocarbonate(以下 DEPCと略)処理滅菌蒸留水

を加え､65℃､10分間保温して溶解したOこれ

を 10LLlずつ分注し､-85℃で保存したoRT-PCR

は､PERXIN-ELMER社 GeneAmpThermOStablerTth

ReverseTran-scriptaseRNAPCRKitを使用し､

ホットスター ト法を用いて行った｡なお本方法は､

RTから特異プライマーを使用するRトPCRである｡

使用したプライマーおよび PCRの条件は､以下の

通りである 15)｡

DRBl遺伝子 ;

5'プライマー:5'-TAGTGGTGGTGCTGAGCCCTCCTCT
GGCTTTGGCC-3'

3'プライマー:5'-GAACCCAGTCACAGAGCAGACCAGGAGG
TTGTGGト3'

DqB遺伝子 ;

5'プライマー :5'-CTTGACGGTGATGCTGGTGGTG-3'

3'プライマー :5'-CTGCCTTGGATGGGGAGATAGT-3'

DOA遺伝子 ;

5'プライマー :5'-CGTGATGAGCGCCTGTGGAGGT-3'

3'プライマー :5'一ccCCAGTGCTCCACTTTGCAGTl3'

RNAテンプレー トは､上述した方法で抽出した

全 RNA約 15077gを用いた｡RトPCRの温度条件お

よびサイクル数はDRBl､DOBおよびDOA遺伝子と

も次のような同一条件で行ったoRT:65℃10分､

70℃15分 (1サイクル);PCR:95℃2分 (1サイ

クル)､95℃1分､65℃ 1分､72℃1分 (35サイ

クル)､72℃7分 (1サイクル)｡RT-PCR増幅産

物の cDNAサイズは､それぞれDOA遺伝子 :534bp

(C対立遺伝子)または 537bp(d対立遺伝子)､

DOB遺伝子 :364bp､DRBl遺伝子 :401bpである 15)0

RT-PCR反応後､産物 5f↓1をとり､5%ポリアク

リルアミドゲル電気泳動 (以下 PAGEと略､電気

泳動装置 :Mupid-2､コスモ ･バイオ社)を行っ

て､cDNA増幅とcDNAサイズを確認した.DRBlお
よび｣相月遺伝子のRT-PCRにおいては､サンプル

により200bp以下の非特異的バンドが出現し､そ

れが RFLP分析のノイズとなる場合がある｡した

がって､5%PAGEにより RT-PCR産物の非特異的

バンドの有無とその cDNAサイズを把握し､RFLP

分析によるDNAタイピングの参考とした｡RT-PCR

産物の RFLP分析は､RT-PCR産物 6-10〟1を直

接至適条件下で制限酵素により消化し､5%PAGE

にて解析した｡なお､DRBlおよびDOB遺伝子のRFLP

分析には､分離能を上げるため通常のMupid-2の

ゲルより1.5倍長いポリアクリルアミドゲルを使

用した｡その際､ゲルフレームは特注し､泳動装

置は市販のMupid12を使用したo電気泳動条件は､

50V･135分で行った｡これらポリアクリルアミ

ドゲルの長さと電気泳動の条件は､25bp前後の

DNAフラグメントの検出に重要である｡RFLP分析

で使用した制限酵素は､消化パターンから対立遺

伝子型グループを推定できる制限酵素を使用した

15,28)Oすなわち､DRBl遺伝子ではRsaIおよびMsp
I､DCB遺伝子では RaIおよび Haem､DOA遺伝

子では Cおよび d対立 S遺伝子を区別できるEcoR
IおよびpyuHを用いたO各遺伝子におけるRFLP

タイプの組み合わせの型は､基本的に遺伝関係を

参考に推定した｡

ブタ8品種 55頭を供試してタイピングを行い､

55種類の SLA-DRBI遺伝子は 22種類のグループ

に､24種類のSLA-DOB遺伝子は 23のグループに､

また､SLA-DOA遺伝子は 4つのグループに分類し

た｡また､本方法により､新たに3種類の新しい

SLA-DRBl遺伝子グループならびに 9種類の SLA-
DOB遺伝子グループを分類した｡さらに､各 SLA

クラスⅡ遺伝子の品種による特徴を明らかにした｡

解析した品種は,北京黒豚 (8頭､東京都畜産試
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験場)､バークシャー種 (8頭 :鹿児島県畜産試

験場),中国産香猪由来小型ブタ (9頭 :茨城県

内牧場繋養)､フィリピン在来豚 (イフガオ豚 9

頭)､ランドレース種 (3頭)､デュロック種 (3

顔)､梅山豚 (14頭)､ユカタンマイクロブタ (1

頭)(以上､独立行政法人農研機構 ･畜産草地研

究所)であった｡

本方法で解析した場合のRFLPパターンとDNA

フラグメントのサイズを推定し､DRBl遺伝子に

ついては図 1に､DOB遺伝子については図 2に

各々示した｡なお､図2において､15bp以下のDNA

フラグメントは､実際の電気泳動では検出不可能

なので二重の両カッコで示した｡その詳細は､論

文 16)を参照されたい｡なお､(財)日本生物科学

研究所で作出された日生研ミニブタ (NIBS系)

(ピットマンムーア系､台湾小耳種およびゲッチ

ンゲン系の三元交雑種起源とし､白色でピットマ

ンムーア系より小型の実験系ミニブタを雄 l頭雌

1頭のペアーから確立したもの)は､本方法によ

り､SLA-DRBl遺伝子は､d/d型､SLA-DOA遺伝子

は d/d型､SLA-DOB遺伝子は SO9/SO9あるいは

DRB1-F7saI

(bp)
FragmentSize(bp)

SIO/S10のホモ型で固定していることが明らかに

なった｡

3.梅山豚の免疫特性 1T)

梅山豚は産子数が多いことでしられるが､通常

の飼養条件下では残念ながら痴癖症やアクチノマ

イセス ･ビオゲネス感染症等皮膚疾患も多い｡そ

こで梅山豚はなぜ皮膚疾患が多いのかを明らかに

するため､補体活性､抗体産生能等の免疫特性お

よび SLA-クラスⅡ遺伝子型を調べ､ヨーロッパ

系豚のそれ らと比較した 17)｡梅山豚､デュロッ

ク種､ランドレース種､大ヨークシャー種の生時

から26週齢までの血清補体活性 (CH50)と補体

第 3成分 (C3)濃度を調べた｡その結果､梅山豚

の CH50とC3濃度は生後 4週齢以降ヨーロッパ系

豚より有意に高くなり､26週齢では梅山豚のCH50､

C3濃度はヨーロッパ系豚の 1.2-1.3倍になるこ

とが明らかになった (表 1および表 2)｡梅山豚

とデュロック種のAlulnゲル化 BSAに対する免疫

応答能 (血清中全 IgG濃度)を 4週齢～22週齢

で調べた｡梅山豚およびデュロック種とも加齢と
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表 1 梅山豚およびヨ-ロツパ系豚の血清補体活性 (CH50)(unit/mD

Weeksofa

Breeds Atbirth 4W 14w 26W

Meishan

Duroc

Lalldrace

urgeWhite

3.6ac±0.8

(3)
3.98 ± 0.3

(4)
2.2C ± 0.3

(6)

36.5a±5.9 39.4a±9.8 55.5a±8.6

(8)
27.8C±4.4

(6)
24.5ci:3.1

(3)
28.7C±1.9

():No･ofpigs; ちCP<･01･

Meanswithdifferingsuperscriptsdiffersignificantlywithinthesameage.

表 2梅山豚およびヨーロッパ系豚の血清 C3レベル (mm2//Ll)

Weeksofa

Breeds Atbirth 4W 14W 26W
Meishan

Duloc

hndrace

urgeWhite

14.6±3.5

(3)
16.6± 1.2

(4)
15.6± 1.1

(6)

48.8±ll.6 45.6±8.2 52.63 士12.1

(8)
39.2C ± 4.7

(6)
39.1ac± 8.1

(3)
43.4 ac± 5.7

():No･ofpigs; aSP<.01.
Meanswithdifferingsuperscriptsdifferslgnificantlywithinthesameage･

表 3梅山豚およびデュロック種の血清中全 IgG濃度 (mg/ml)

Weeksafterbirth

Breeds 16W 22W

Non-immunization

Meishan

Duroc

BSA-
immunization
Meishan

Duro°

o
･
8

印

o
･
3

印

+
l

+I

0

.
7

5

5

5.2± 1.0

(3)
6.0±1.4

｢31

9.4±2.7 16.98± 1.2 19.5a±1.2

(4) (4)
6.2±0.4 10.3C± 0.9

(3) (3)

21.7a±5.6 44.43±22.2

(3) (3)
10.4b± 0.4 15.1C±1.7

｢31 (31

(4)
14.8b±2.9

(3)

36.6a+_7.0

(3)
17.3cA:3.8

〔31

(),No･ofpigs;(i),PrimaryimmunizationofAlum-BSA;(ii),Booster･

a･bp<o･05, a･cp<0･01

Meanswithdifferingsuperscriptsdiffersignificantlywithinthesamecategoryandthe

SamCage･
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表4Alum-BSA免疫実験に使用 した梅山豚およびデュロック種の SLA-C1ass□遺伝 子型

SLA_classⅡloci

Breeds Haplotypes4)

Meisban )

ノヽ
)

H
H
nH

引

nrはu
和しu
irllu

a
le
h

【:I::
I:･';
･仙

le

ら
.ト

C-d/C-d )

■ヽ■′

1

2

′t
､
(

f

イ

中

座
a

a
l

l

●J
●J

13(

Duroc i-a/i-a (1) d-d/d-d(3) b-aルーa(1)

(e-a)-(C-d)-0.-a)

(e-a)-(C-d)-O-り

(h-h)-(C-d)-(g-f)

(]'-a)-(C-d)-0-a)

(i-a)-(d-d)-仲-a)

i-a/f-a (2) b-aルーe(2) (f-a)-(d-d)-(b-e)

(),No.ofpigs

IHaeⅢ -Rsa∫combinationtype; 2EcoRト pvuⅡcombinationtype;

3Rsa I-MspIcombinationtype;4DQB-DQAIDRBIcombinationtype;

ともに血清中全 IgG濃度の上昇したが､Alum

ゲル化 BSA免疫後､梅山豚で顕著に血清中全

IgG濃度は上昇し､16週齢 (二次免疫は 10

週齢)以降デュロック種や非免疫梅山豚の約

2.9-2.6倍の濃度となった (表3)｡また､

これら免疫実験で使用した豚の SLAクラス]

の I)NAタイピングを本方法行い､Sl.Aクラス

Ⅱのハプロタイプ (DOB-DOA-DHBIの組み合わ

せ型)を推定した (表4)｡梅山豚のこのハ

プロタイプは明らかにデュロック種とは真な

り､SLAハプロタイプ型は明らかに免疫応答

に影響を及ぼしていることが確認できた｡さ

らに梅山豚およびデュロック種等ヨーロッパ

系豚の皮膚の構造を組織学的に比較検討した｡

具体的には､日齢を追って皮膚組織を採取し､

hematoxylin and eosin (H-E)染 色 及 び

toluidineblue0andGie･msa染色をして皮

膚疾患に関与する好酸球の浸潤の程度を調べ

た｡図3に示すように梅山豚の表皮はデュロ

ック種のものより厚くかつ構造が異なること

が示された 17)｡また梅山豚では真皮内毛細血

管周囲に浸潤する好酸球の割合は大きく､ま

たマス トセルも認められた (表 5､図3､図

4)｡以上のことから梅山豚が皮膚疾患にな

りやすい素因として､高補体活性 (CH50､C3)

と高抗体産生能をもっことにより IgE一好酸

球系による Ⅰ型アレルギー反応の起こりやす

いことが考えられる｡

以上､SLAクラスⅡ遺伝子のシークエンス

法以外の簡便なDNAタイピング法は確立され､

その応用は可能となった｡しかし､SLAクラ

ス Ⅰ遺伝子型の RFLP等による簡便な DNA夕

Meishan Duroc
図 3 153日齢の梅山豚とデュロック種の表皮の構造 (▲)

と真皮内毛細血管周囲に浸潤 した好酸球 (I)

表 5 真皮内毛細血管周囲に浸潤する好酸球

Daysa鮎rbirth

Breeds 48 63 75 91 124 129 153

420

Meishan ± nt ± + nt + +++ nt

Duroc nt nt ± ± nt nt ± ±

Landrace nt ± nt nt ± nt nt nt

uⅣD nt nt nt ± nt nt nt nt

士,normal; +,extensive; +-+,moreextensive;

++十,Severe; nt,nOtteSted.



図4 153日齢の梅山豚の真皮内毛細血管周囲に浸潤した好酸球 (左)とマス トセル (右 †)

イビング法は残念ながら未だ開発されていない｡

sLAクラス T遺伝子には偽遺伝子を含む遺伝子座

数が多いためである｡今後､ブタMHCクラス Ⅰ遺

伝子型の簡便な1)NAタイピング法の開発が待たれ

る｡

本研究の一部は､農林水産省特別研究 ｢家畜

の生体防御機構解明のためのMHC純系ミニブタの

開発｣(平成 5年度～平成 8年度)､および農林水

産省畜産試験場､(社)農林水産先端技術産業振

興センター ･農林水産先端技術研究所の ｢ゲノム

解析交流共同研究｣(平成 3年度～平成 8年度)

の一部として行われたものである｡
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