
   【２回目】  １４：３０～１５：３０ 
    （講義名）病気に強い豚を作るために 
             ～免疫関連遺伝子の研究～ 

    （講  師）  和田 康彦 教授  

オープンキャンパスに、ようこそ！ 



猛威をふるう家畜伝染病 

最終的に28万8643頭を殺処分 

2010年４月２０日宮崎県は都農町の和牛3頭の口蹄疫感染の疑いを公表 

宮崎県内の牛の２２％、豚の２４％ 

７月４日までに２９２例の口蹄疫感染を確認 

畜産関連の損失は1400億円 
関連損失950億円 



平成26年7月23日午前、韓国慶尚北道の養豚場において、口蹄疫（血清型O型）が発生 

２０１１年２月 日本は口蹄疫 清浄国に復帰 

アジアでの流行が収まらない口蹄疫 











家畜伝染病の流行の原因 

• 海外、特にアジア地域との人の交流の活発
化 

• 海外、特にアジア地域からの飼料や敷料の
輸入 

• 生産効率重視の育種改良による、抗病性の
低下 

病気に強い家畜を作ろう！ 



通常の選抜育種では 
抗病性を改良することはむずかしい 

同一品種内での抗病性に関与する要因 

遺伝 
環境 



病気に強い家畜の品種 

桃園種 

台湾の代表的な品種。 

顔面や体側に大きなし
わがあるのが特徴。 

抗病性が高く豚コレラに 

かかりにくい。 

ブラーマン 

 アメリカ南部においてイ
ンド産のさまざまな品種と
アメリカ野牛との交雑に
よって成立した肉用品種。 

 ダニ熱に対する抵抗性、
耐暑性、耐乾性をそなえ、
粗悪な飼料条件に耐え
る。 



病気に強い品種が存在する 

何らかの抗病性についての遺伝的な機構が存在 

しかし、家畜の免疫機構は、 
今だに十分わかっていない 

免疫関連の遺伝子についての 
基礎的な研究が必要 



免疫とは 
• 免疫とは 

– 病原体などの非自己物質やがん細胞などの異常な細胞
を認識して殺滅する生体防御反応 

• 表面（上皮）による防御 
– 機械的、化学的、生物学的 

• 自然免疫 
– 病原体の種類に関わらず発動される 

• 獲得免疫 
– 個々の病原体特異的に発動される 

 
• 注意 

– 自然免疫、獲得免疫という分類は免疫学上での便宜的な
もの 

– 実際には自然免疫と獲得免疫は複雑に相互作用をして
いる 



自然免疫 
• 自然免疫とは 

– 先天的、非特異的、効力を発動するまで短時間 
• 体液性   

– 炎症      
• 発赤、疼痛、熱感、腫脹 

– 補体 
• 細胞性 

– 顆粒球（好中球、好塩基球、好酸球） 
– マクロファージ 
– 樹状細胞 
– NK細胞 

 



造血幹細胞とその細胞系譜 



真空採血管 





血球分離溶液Lymphoprep™を用いた
単核球の分離  



採取したブタの単核球 







・NOD2は、細菌の表面構造であるペプチドグリカンを構成するムラミルジペプチ
ド (MDP) によって活性化し、免疫反応を起こす。 

・NOD2は、腸内のパネート細胞や 
単球、マクロファージに発現 
 
・NOD2は、細胞膜に結合した状態 
で細胞質基質に局在 
 
・NOD2が、MDPを認識することに 
より、NF-κBが活性化する経路が 
動いて、TNFなどの炎症性サイト 
カイン遺伝子が活性化 
 
・カスケード時には、NOD2は重合 
体を形成 

Nucleotide oligomerization domain 2 (NOD2) 

白血球（NK細胞など） 



研究手順 
• ブタの各品種でNOD2遺伝子領域の塩基配
列を決定 

• 品種間の塩基配列の差異の調査（1塩基置
換 SNP） 

• 塩基配列の異なるNOD2遺伝子を組み込ん
だ発現ベクターの作成 

• ルシフェラーゼアッセイによるNOD2遺伝子の
転写効率の測定 
 



ブタNOD2 の11個のDNA多型の位置 

DNA 

アミノ酸 



≪ルシフェラーゼレポーターアッセイ≫ 

NOD2  

HEK293 

Luci.  NF-κB 
RE  

NOD2  
Luci.  NF-κB 

RE  

NF-κB 

Luci. 

NOD2  

Luci.  NF-κB 
RE  

NOD2 

NF-κB 
MDP 

トランスフェクション MDPによる刺激をかける 

ルシフェリン (基質) の添加による発光を計測 
 
計測したホタルルシフェラーゼ活性値は、 
チミジンキナーゼ応答配列接続ウミシイタケルシフェラーゼ活性により補正 

ルシフェラーゼ遺伝子活性測定 



pEF6 

pNOD2-WT 

268T>C 

715A>G 

739G>A 

1532A>G 

1574A>G 

*1949T>C 

2077C>T 

*2197A>C 

2288G>A 

2440C>T 

2614A>G 

10 ng/mL 

50 ng/mL 

100 ng/mL 

【NOD2 各多型によるNF-κB活性】 

NOD2遺伝子を乗せていないベクター  
(pEF6) のルシフェラーゼ活性への 
相対値 

・1949T>Cの置換により、MDPに 
対するブタNOD2のNF-κB活性が 
完全に喪失 
 
・2197A>Cの置換により、活性が 
有意に上昇 
 
・ウェスタンブロットにより、 
1949C NOD2 アレルも正常な分子 
量のタンパクを発現していること 
を確認 

Luciferase activity 





城崎君、山口大学医学部産婦人科 助教に着任 



細胞外 

細胞質 

細胞膜 

活性型 抑制型 

免疫グロブリン様領域 

抑制型モチーフ 

白血球 

リガンド リガンド 



研究手順 

• 抗体磁気分離による単球の分離 
• フローサイトメトリーによる確認 
• サルモネラ菌LPS（リポ多糖）を含む培地で単
球を培養 

• 単球を回収して、RNA抽出 
• リアルタイムPCRで各遺伝子のmRNA発現量
を測定 
 



白血球 

蛍光標識 

MACSマイクロビーズ 

表面分子特異的抗体 

細胞表面分子 

抗蛍光色素抗体 

1次抗体 

2次抗体 



MACS抗体磁気分離の手順 
•  

単細胞懸濁液状態の細胞をMACS® MicroBeadsで磁気標識 
• そのサンプルをMACS Separatorに設置したMACS Columnにアプライ 
• 標識されていない細胞は素通りするのに対して、磁気標識された細胞は

カラムに保持 
• 素通り画分（フロースルー）は、非標識細胞フラクション 
• 簡単な洗浄ステップの後、カラムを磁石から外し、磁気標識された細胞を

カラムから溶出 
  
 



フローサイトメトリーの原理 

細胞を1個 
ずつ流す 

可視光、UVを 
当てる 

蛍光強度を 
測定 

細胞を1個ずつ 
プロット 



フローサイトメトリーの結果   ブタ 末梢血単核球 SWC3a 単球 



リアルタイムPCRによる 
遺伝子発現量の推定 













最近の進学・就職先 

• 20年度 
– 地方公務員（宮崎県上級、畜産） 、化学及び血清療法研究

所、第一施設工業 
• 21年度 

– 佐賀大学大学院（農学研究科、医学研究科）、国家公務員
（畜産２種、動物検疫所）、（独）家畜改良センター、久留米市
役所、関西酵素、ペットシティー 

• 22年度 
– 大学院（佐賀大、北大、九大）、高木病院、福岡山王病院、極

東ファディー 
• 23年度 

– 地方公務員（大分県上級、畜産）、新日本科学、ヨコオ、グ
リーンライフ産業 

• 24年度 
– サンコー、北九州市職員、オーク住吉産婦人科、セント・ルカ

産婦人科 
• 25年度 

– 地方公務員（長崎県上級、畜産）、雪印種苗、JA北九州くみあ
い飼料、山口大学医学部 助教 
 

 



働く卒業生たち 



3年生向け学生実験 



研究室スナップ 



研究室スナップ 





入学試験、 
がんばってね！！ 
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