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はじめに

　静岡県畜産技術研究所中小家畜研究センターで

は，本県の戦略プロジェクト研究の一貫として，

また新産業創造に向けての研究として，平成 20

年度から 3年計画で「医療用実験に適した極小ミ

ニブタの開発」と題したプロジェクト研究に取り

組んでいます。

　研究の背景としては，ブタは生理や解剖学的な

特性がヒトと類似しており，前臨床実験への活用

が期待されています。また動物愛護意識の高まり

から，これまで大学等で実験動物として用いられ

てきた不用犬等が利用できなくなってきています

が，ブタは産業動物として食用に利用されている

ため，他の動物に比べて倫理的障壁が低く，繁殖

能力も高いため，今後実験動物としての利用が望

まれています。このように条件的には実験動物と

しての条件は備えているものの，現状の実験ブタ

にはまだ以下のような問題点がありその利用は少

数にとどまっています。

　問題点１： 既存の実験用ミニブタは，体重が

40～ 50kgと大学等の研究施設で飼

育するには大きすぎる。

　　　　 2 ： 遺伝学的な均一性や微生物コント

ロールが不十分である。

　　　　 3 ： 産子数が 3～ 5頭と，ブタとしては

繁殖力が低い。

　当研究センターでは，県内で突然変異により誕

生したと思われる極小ミニブタと，当研究セン

ターで体細胞クローン技術により作出した GFP

（緑色蛍光タンパク質）遺伝子導入金華豚などを

素材とし，体細胞クローン技術や遺伝子解析技術

を活用し，SLA（白血球抗原型）遺伝子の明確化，

SPF化を図るなど実験動物として優れた特性を付

加し，医療用実験に適した新しい極小の実験ブタ

を開発しています。

　本稿では，当研究センタープロジェクトスタッ

フが取り組んでいるミニブタの開発について紹介

するとともに，スタッフの資料原稿 1）に基づく

ミニブタの育種繁殖に関する最近の話題を紹介し

ます。

1　医療用実験に適した極小ミニブタの開発

　当研究センターでは，図 1に示すとおり，静岡

県内で誕生した体格の非常に小さなミニブタや体

細胞クローン技術で作製した GFP遺伝子導入金

華豚などを素材にし，医療用の実験ブタとして優

れた特徴をもつ極小ミニブタの開発に取り組んで
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います。本研究では，体細胞クローン技術，遺伝

子解析技術，SPF化技術を活用し，開発の効率化

を図るとともに，需要に応じたコンパクトな生産

体制を構築することを目指しています。また，開

発したブタを識別するための体の大きさに関与す

るゲノム領域の探索や体細胞クローン技術を活用

した SPFブタの維持・増殖方法についても検討

しています。

2　ブタの遺伝子情報

　ブタのゲノム解析のための国際ブタゲノムコン

ソーシアムが立ち上げられ，2003年 9月にフラ

ンスの Toursで初めての会合が開かれました。日

本の機関も一部を分担してゲノム解析が進められ

てきましたが，ドラフト解読が概ね終了し，2009

年 11月にイギリスの Hinxtonで解析終了の祝賀

会合が開かれました。

　解読されたシーケンスデータは，Pig genome 

assembly in Ensemblで公開されています。また

ブタの量的形質遺伝子座（Pig Quantitative Trait 

Locus ： QTL）についても，QTL database （Pig 

QTLdb） が公開されており，現在，499形質に関

して，4928の QTLが報告されています。なお，

これらの遺伝子情報は，ミニブタの育種繁殖を進

める上で強力なツールとなるものと考えられま

す。

3　体の大きさに関連する遺伝子

　体格の小さいミニブタは，大学等の研究機関で

の飼育が容易になる，薬効試験において用いる薬

品が少量ですむなど実験動物としてより利用しや

すいものになります。

　ブタの矮性に関与する遺伝子は十分に明らかに

なっていません。イヌでは，品種により体格差が

非常に大きく，Insulin-like growth factor 1（IGF1）

遺伝子の変異が体の大きさに影響していることが

確認されています 2）。IGF1は成長ホルモンの刺

激により産生され，骨や筋肉に作用し，成長を促

進します。IGF1の影響を確認するために，開発

中のミニブタの血中の IGF1濃度を測定しました

が，いずれも正常値でありました。また IGF1遺

伝子の構造においても，アミノ酸の置換を伴う変

異は見られませんでした 3）。

　ブタの増体や体重に関する QTLは多数報告さ
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れていますが，多くの染色体上に分散して存在

し，体の大きさに関与する遺伝子は特定されてい

ません。そこで我々は現在，開発中のミニブタの

矮性に関する遺伝子を探索するために，ミニブタ

と金華豚との交雑家系を作成し，ミニブタの体格

に関する連鎖解析を行う準備を進めています。

4　毛色に関連する遺伝子

　実験ブタの毛（皮膚）色は，実験の用途により

異なったものが要求されるため，実験ブタの育種

における毛色のコントロールは重要であります。

レーザー光放射に関する皮膚モデルにおいては，

メラニン色素分布がヒトと似ている有色の系統が

適しているとされています 4）。外用薬の反応を観

察したり，血管を確保したりするためには，白色

が適しています。適用頻度は後者の方が多く，白

い毛色のミニブタの方がより汎用性が高いものと

考えられます。

　これまでに，ブタの毛色関連遺伝子で表現形

質の違いと遺伝子の変異で説明がついているの

は，MC1Rと KITの 2遺伝子であり，これらの

遺伝子の変異は，品種鑑別に利用されています 5）。

MC1R遺伝子は 6番染色体短腕末端に位置し，そ

の変異は毛色の黒，茶，黒スポットの原因となり

ます。KIT遺伝子は，8番染色体上にあり，その

変異は優性白色の原因となっています。優性白

色では，KIT遺伝子が重複しており，重複した遺

伝子のイントロン 17の最初の塩基が Gから Aに

変化することでスプライシングを認識できなく

なり，エキソン 17を欠失します。そのため，毛

根にメラノサイトが存在できなくなり，白色にな

ります。KIT遺伝子の優性白色変異を利用するこ

とにより実験用ミニブタを汎用性の高い白色にコ

ントロールすることが可能となります。例えば，

KIT遺伝子の変異をホモ接合型で持つ雄の子供は

全て白色になります。

　我々の開発しているミニブタの毛色関連遺伝

子の多型を PCR-RFLP法で調べたところ，MC1R

遺伝子は，すべて優性黒色対立遺伝子 Eのホモ

接合型（E/E）でした 6）。KIT遺伝子は，毛色が黒・

灰色の個体では，劣性対立遺伝子 iのホモ接合型

（i/i）でした。毛色が白色の個体では，優性白

色対立遺伝子 Iのホモ接合型（I/I）もしくはヘテ

ロ接合型（I/i）でしたが，ホモ接合型とヘテロ

型接合の区別はつきませんでした。そこで，自身

の毛色が白色であり，その子供の全てが白の毛色

を持ち，優性白色対立遺伝子 Iのホモ接合型（I/I）

であると推察されるミニブタ，自身の毛色は白色

であるが，その子供に黒・灰・白色がおり，優性

白色対立遺伝子 Iのヘテロ接合型（I/i）であると

推察されるミニブタ，劣性対立遺伝子 iのホモ接

合型（i/i）である毛色が黒・灰色のミニブタに

ついて塩基配列を解析し，イントロン 17の最初

の塩基のシーケンスデータを比較しました。その

結果，G:Aの比率がホモ接合型（I/I）では 1:1，

ヘテロ接合型（I/i）では 2:1，および iのホモ接

合型（i/i）では Gのみとなり，優性白色遺伝子 I

のホモ接合型，ヘテロ接合型の識別が可能である

と考えられました 6）。

5　Swine leucocyte antigen （SLA）型

　SLAは，外来抗原や移植片を認識し，免疫応答

を規定する細胞膜タンパク質です。SLA領域は複

雑な配列が多数存在するために遺伝子解析が困難

でしたが，最近になりマーカー遺伝子によるハプ

ロタイプの識別が可能になりました 7）。
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　SLA型の違いによりワクチンに対する抗体産生

能に違いがあることが確認されています 8）。また

再生医療実験においては，SLA型が同一なもので

は移植組織の拒否反応が起こりにくくなります。

このように，SLA型を明らかにし，コントロール

することは，ミニブタの利用性をより高めること

になります。

　これまでの調査で，開発中のミニブタには 9種

類，GFP金華豚には 8種類の SLA型が存在する

ことが確認されました。それぞれの系統ともに，

高い頻度の SLA型が存在するため，それらを活

用することにより，SLA型の明確な系統にするこ

とが可能と思われます。

6　体細胞クローン技術の活用

　体細胞クローン技術は，あらかじめ能力の分

かった個体を再現できる技術であり，種ブタの維

持や増殖に有用です。ブタはクローンの作出が難

しい動物のひとつと考えられていましたが，2000

年に成功例が報告されました 9,10）。我々も 2002

年に体細胞クローンブタの作出に成功し 11,12），発

育や繁殖能力などが一般ブタと変わらないことを

確認しています 13,14）。

　2009年 6月 25日，内閣府食品安全委員会から

厚生労働省に，新開発食品「体細胞クローン技術

を用いて産出された牛及び豚並びにそれらの後代

に由来する食品」に係る食品健康影響評価につい

ての答申が出されました。答申では，「体細胞ク

ローン技術によって生産された牛及び豚並びに体

細胞クローン家畜から人工授精等の従来の繁殖技

術を用いて産出される牛及び豚に由来する食品

については，従来の繁殖技術による牛及び豚に由

来する食品と比較して，同等の安全性を有する。」

との結論が示されました。しかし平行して行われ

たパブリックコメントでは，クローン家畜を食肉

として利用することに対して消費者等から十分な

理解が得られませんでした。そのため体細胞ク

ローン家畜に由来する食品は流通していません。

　体細胞クローン技術は，食を目的としていない

実験ブタでは，種ブタの維持や増殖手段として非

常に有効であります。医療用実験に用いるミニブ

タでは，安定した実験結果が求められることか

ら，近交系が求められますが，近交の上昇は繁殖

性の消失の危険をはらんでいます。しかし，体細

胞で基礎ブタを保存しておくことにより，安全に

系統を造成することができます。また実験動物と

しての活用では，実験の種類により多様な種類の

実験ブタが求められます。それらを全て生体で

維持するには，多大なコストがかかりますが，体

細胞で保存しておき，需要に応じて再生し，増殖

することによりコンパクトな生産が可能となりま

す。

　一方，体細胞クローン技術は，遺伝子組み換え

動物を誕生させる有用な手法でもあります。体外

培養した体細胞に，遺伝子を導入し，目的の遺伝

子が導入された細胞のみを選別し，さらに増殖

する。確実に遺伝子が導入された体細胞核を，本

来の核を取り除いた未受精卵子に注入し，クロー

ンを作出すれば，従来の方法よりも効率的に遺伝

子導入動物を誕生させることができます。体細胞

クローン技術の応用により，異種臓器移植時の超

急性拒絶反応の原因とされる細胞表面抗原を産生

する alpha1, 3- Galactosyl transferase geneをノッ

クアウトしたα -Galノックアウトブタが作出さ

れました 15）。α -Galノックアウトブタの心臓や

腎臓などの臓器を，ヒヒに移植する異種移植研究

医療用ミニブタの育種繁殖に関する最近の話題
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が進められています。異種移植の研究において，

GFP標識を有するブタは，これらのノックアウ

トブタと組み合わせることにより，移植後の臓器

の予後を追跡，評価するのに活用できます。

　我々は，体細胞クローン技術を用いて GFP

遺伝子を導入した GFP金華豚を作出しました。

GFP金華豚は成体となり，繁殖能力も正常であ

ることが確認されました。GFP遺伝子導入ブタ

の後代ブタ 85頭中 42頭（45.9％）が GFPを発

現しており，GFP遺伝子は後代に確実に伝達さ

れることが確認されました。また，GFPは殆ど

の組織において発現しており，再生医療などの

実験に活用可能であることが示唆されました 16）。

新しいミニブタの開発では，この GFP金華豚に

極小ミニブタの系統の雄を戻し交配し，再生医療

に活用できる GFPシグナルを持ったミニブタの

開発を行っています。選抜には，毛色の遺伝子，

SLA型の判別，繁殖性に関与すると推察される

QTLなどの情報を活用し，利用性の高い特性を

持った系統に改良する計画です。
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