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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム操作技術を用いることで、胚レベルでダイレクトにゲノム操作可
能な技術の開発と鶏卵バイオリアクターをはじめとする鳥類のバイオテクノロジーへの応用を目指した、鳥類ゲ
ノムマニピュレーションエンジニアリング技術の創製を目的とした。ニワトリ卵白タンパク質遺伝子座特異的に
外来遺伝子を導入（ノックイン）した細胞において、遺伝子発現を活性化するシステムを用いて内在性の遺伝子
座を活性化させることで、導入遺伝子発現の誘導に成功した。ニワトリ初期胚への遺伝子導入条件を様々検討す
ることで最適な条件を決定し、導入遺伝子の発現を観察することができた。

研究成果の概要（英文）：Here, we attempted to develop avian genome manipulation technology for the 
generation of transgenic avian bioreactor. We designed various guide RNAs against egg white-related 
genes and evaluated genome editing efficiency on chicken cell genome of CEF and DF-1 cells. After 
constructing knock-in vector encoding reporter genes, transgene could be integrated correctly into 
expected locus using CRISPR/Cas9 system. We decided the condition that endogenous OVA locus was 
activated by dCas9 transactivation system. We optimized gene transfer condition into chicken embryos
 to observe the expression of transgene. 

研究分野：遺伝子工学

キーワード： ゲノムマニピュレーション　ゲノム操作工学　胚工学　トランスジェニック鳥類　オボアルブミン　dCa
s9転写活性化システム　鳥類バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、トランスジェニックニワトリバイオリアクターの創製やニワトリ細胞における部位特異的プロモ
ーターの活性化における研究に対して新たな知見を与えるものと考えられる。また、胚へ直接遺伝子導入に用い
ることで、培養細胞を介することなく目的のトランスジェニックニワトリの作製が期待できる。このように、鳥
類で自由なゲノムマニピュレーションの実現により、卵への医薬品タンパク質生産にとどまらず、抗卵白アレル
ギー卵の創製、インフルエンザ耐性ニワトリ作製といった応用性の高い分野へ展開が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
トランスジェニックバイオリアクターは、近年の医薬品タンパク質の急激な需要に対する新し
い生産プラットフォームとして注目されており、中でもニワトリやウズラといった家禽鳥類を
生体バイオリアクターとし、その卵中に医薬品タンパク質を生産させるシステムが期待されて
いる。我々は、これまでにトランスジェニック鳥類を用いた次世代型生産システムの技術開発
を行ってきた。組換え抗体やヒトエリスロポイエチン（hEpo）といった医薬品タンパク質を生
産する遺伝子導入鳥類の作製に成功している [Kamihiraら、J. Virol. 79:10864 (2005)：Pennoら、
Transgenic Res. 19:187 (2010)等]。また、スギ花粉アレルゲンエピトープを含んだ卵を産む遺伝
子導入ニワトリを作製し、この卵白を食べることでスギ花粉症治療ができることをマウス実験
で明らかにし、経口ワクチン鶏卵というトランスジェニック鳥類の新しい可能性を示すことが
できた [Kawabeら、PLoS One 7:e48512 (2012)]。 
遺伝子操作個体を作出するための遺伝子導入手段として、レトロウイルスベクターが主とし
て使用されている。レトロウイルスベクターは高効率に宿主のゲノム中へ外来遺伝子が導入で
きるため、トランスジェニック鳥類を簡便に作製できるという利点があるものの、大きなサイ
ズの遺伝子を導入できないことやゲノムへの組込み位置を制御できないことから、特定のゲノ
ム部位へ目的遺伝子を自由にノックイン・ノックアウトすることができない。そこで、マウス
などのほ乳類同様、鳥類の多能性幹細胞を樹立し、標的遺伝子の遺伝子操作をすることで、遺
伝子操作鳥類を作出する試みが、数年来多くの研究者により行われている。2005年 Etchesのグ
ループはニワトリ ES 細胞を遺伝子改変し、モノクローナル抗体を生産するニワトリを作製し
た [Zhuら, Nat Biotechnol 23:1159] が、現在までに次世代へ遺伝形質を伝播可能な鳥類多能性
幹細胞は樹立できていない。一方、将来ニワトリの精子や卵子になる大元の細胞（始原生殖細
胞；PGC）からのトランスジェニック作出も試みられている。カリフォルニア大学デイビズ校
から、PGCを用いた相同組換え遺伝子操作で、イムノグロブリン遺伝子をノックアウトしたニ
ワトリ作出の報告があった [Schusserら, PNAS 110:20170 (2013)] ものの、有用物質生産を行う
に至っていない。また、産総研大石博士らは、PGCを介したトランスジェニックニワトリの作
製を報告している [Oishiら, Sci Rep 8:10203 (2018)] が、PGCは形質を維持した状態での培養が
困難であるといった課題も残っている。 
近年人工制限酵素の開発と応用により標的遺伝子の改変技術、いわゆるゲノム編集技術が開
発され、次々に報告されてきた [Coxら, Nat Med 21:121 (2015)]。とりわけ、CRISPR/Cas9シス
テムは、標的配列に対応するガイド RNA（gRNA）を変えるだけで、標的遺伝子を変更可能で
ある手軽さと、使い勝手のよさから爆発的に広がっている。一般的にゲノム編集技術による特
定ゲノム部位へのノックインでは、目的遺伝子を数百から数千 bpなる相同配列で挟んだドナー
プラスミドが、編集酵素や gRNAとともに必要であることや、特定の方向性で挿入できないこ
とから、目的どおりノックインされる効率は概して低いなど技術的な障害があった。最近我々
らは、非常に限られた短い相同領域のみ（~ 20 bp）を用いた標的ゲノム領域への正確な遺伝子
挿入技術を動物細胞に適用し、組換え抗体遺伝子を特定ゲノム部位へ効率よくノックインする
ことに成功した [Kawabeら、J Biosci Bioeng 125:599 (2018)]。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、我々が開発してきたゲノム部位特異的遺伝子導入ツールや昨今革新的な技術であ
るゲノム編集技術を用いることで、胚レベルでダイレクトにゲノム操作可能な技術の開発と鶏
卵バイオリアクターをはじめとする鳥類のバイオテクノロジーへの応用を目指した、鳥類ゲノ
ムマニピュレーションエンジニアリング技術の創製を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
特定ゲノム部位へ効率よくノックイン可能なドナーベクターを構築し、gRNAならびに Cas9発
現ベクターとともにニワトリ細胞へ遺伝子導入することで、培養細胞レベルで評価した。細胞
でのベクターコンストラクト評価後、すぐにノックインニワトリ作製を行い、胚レベルでゲノ
ムマニピュレーションできるかを解析した。卵白タンパク質（オボアルブミン（OVA）やリゾ
チーム（LYS））遺伝子プロモーターで医薬品タンパク質を発現制御可能なノックイン鳥類の作
製を目指した。 
 
3.1 卵白タンパク質遺伝子座におけるゲノム編集 
 
ニワトリ胚性繊維芽細胞（CEF）または株化細胞 DF-1細胞への遺伝子導入はエレクロトポレ
ーション法またはリポフェクション法により行った。ゲノム DNA は抽出キットを用いて抽出
し、ニワトリゲノム編集効率は、T7エンドヌクレアーゼ（T7EI）アッセイで解析した。 
卵白タンパク質遺伝子座へノックインするためのドナープラスミドを作製した。卵白タンパ
ク質遺伝子としては、卵白成分の最大を占める OVAと、卵白成分としては 3.4%と最小なもの
の分泌シグナル部分に実績があるリゾチーム LYS を標的遺伝子とした。具体的には、OVA ま



たは LYSの内在性プロモーターで遺伝子発現を制御でき、かつノックイン後卵白タンパク質も
発現可能なユニットとして、ベクター内へ組入れる。導入遺伝子の両端には、ノックイン後の
方向性を保証する HITI法を介したドナーベクターを構築した。標的とする配列に近似した配列
が切断されていないか（オフターゲット）の評価を、オフターゲットになりうるサイトを PCR
ならびにシークエンス解析することで行った。gRNA の設計は、gRNA 設計用ウェブサイト
（CRISPRdirect）を用いて行った。 
 
3.2 ニワトリ多能性幹細胞の樹立 
 
これまでに選別してきたニワトリ由来初期化因子 6 因子（Oct4、Sox2、Klf4、cMyc、Lin28、
Nanog）を PiggyBacトランスポゾンベクター (PB513) に組込んだ。この際、自己切断ペプチド
2Aペプチドを介して、2つの初期化因子ずつ（Oct4-Sox2、Klf4-cMyc、Lin28-Nanog）を人工遺
伝子合成（全合成）したのち、トランスポゾンベクター（PB513）へ組み入れた。他のニワト
リ由来の因子は、全合成後、1 因子ずつ対応する因子配列と組み換えた。作製したベクターの
CEFへの導入は、遺伝子導入試薬（Lipofectamine 2000または 3000）によるリポフェクション
法を用いた。導入 48時間後 EGFP遺伝子発現を蛍光顕微鏡で観察したのち、薬剤 Puromycinに
より遺伝子導入された細胞の選抜を行った。選抜後、フィーダー細胞 MEF 上に再播種、ニワ
トリ体細胞リプログラミング用培地 KAv-1によりニワトリ多能性幹細胞を誘導し、細胞の形態
変化を観察した。 
 
3.3 ニワトリ胚への遺伝子導入 
 
胚への遺伝子導入法にはマイクロインジェクション法つづいて、エレクトロポレーション法
（Nepa21）を用いた。発現ベクターとしては、LacZ発現プラスミド (pMiwZ [Youら、J. Biochem. 
125:1160 (1999)]) を用いた。電極は、各発生ステージにあわせて選択した。その後 37.8℃の孵
卵器で 48時間胚培養を行い、X-gal染色を行うことで遺伝子導入効率を評価した。ゲノム組込
み型の LacZ発現トランスポゾンベクタープラスミド (PB513/LacZ) を作製し、blastodermに導
入した。数日間培養を行った胚を X-gal染色し、遺伝子導入を評価した。 
 
４．研究成果 
 
4.1 卵白タンパク質遺伝子座におけるゲノム編集 
 
ニワトリオボアルブミン（OVA）遺伝子座ならびにリゾチーム（Lys）遺伝子座における開始コ
ドン周辺を含む 5’UTR領域ならびに 3’UTR領域に対して、各 4種類ずつ gRNAを設計した。
SSAアッセイ可能な pcDNA4/EGxxFPベクターを作製し、各 gRNAに対応する配列を SSA用ベ
クターに組み入れた。SSA用ベクターと各 gRNA/Cas9発現ベクター（pX330）を 293FT細胞へ
一過的に導入後、GFP蛍光率を FACSで解析したところ、OVAにおいて 80%以上、Lysに対し
て 70%以上の GFP陽性細胞が認められた。これら gRNAに対するゲノム DNA上での評価をニ
ワトリ初代胚性繊維芽細胞（CEF）へ一過的導入後、T7EIアッセイすることで行った。その結
果、編集が起こった際に生じるバンドを検出できなかった。動物細胞におけるクロマチン構造
の状態は、SpCas9のDNA結合性に対する主要な障害となることが報告されており[Chen F et al., 
Nat. Commun., 10:1038 (2017)]、SSAアッセイは、非卵管組織由来細胞では非発現である OVA
ならびに Lys遺伝子では有効でないことがわかった。 
そこで、OVA遺伝子座のエキソン領域およびイントロン領域で計 14種類 gRNAを設計した。
各 gRNA発現ベクターを作製後、CEFおよび株化細胞 DF-1において評価した。遺伝子導入後、
ゲノム DNAを抽出し、T7EIアッセイを行ったところ、OVA遺伝子座のイントロン領域におい
て、セレクションなしで 30%以上（31.1%）の Indel 値を示した。このことから、OVA 遺伝子
座でのゲノム編集部位を同定することができた。 
次に、同部位へのノックインを試みた。ノックイン用ドナーベクターには、PCMV/IRES-EGFP
ならびにPSV40/Zeor発現ユニットを組込んだ。また、HITI法 [Suzukiら, Nature 540:144 (2016)] を
介したノックインのための gRNA サイトを付加した。OVA に対する見出した gRNA 発現ベク
ターとノックイン用ベクターを共導入し、対応する薬剤ならびに GFP 蛍光を指標に 20クロー
ンを樹立した。ゲノム DNA を抽出後、5’ならびに 3’ジャンクション領域に対してゲノム PCR
を行ったところ、解析したすべてのクローンに対して期待される増幅バンドが検出できた。
FACS で蛍光強度を解析したところ、単一なピークが得られた。またオフターゲットになりう
る候補サイトにおける変異は認められなかった。 
非卵管由来である CEF ならびに DF-1 細胞では OVA 遺伝子の発現が認められない。近年、

Cas9 エンジニアリングに対する多くの報告がある。DNA 二本鎖切断能が欠損した dead Cas9 
(dCas9)と転写活性化ドメインを融合させた dCas9-VPRシステムは、遺伝子発現を活性化するの
に有用なツールである。OVA 遺伝子のプロモーター領域の転写開始点上流側に対して複数の
gRNA を設計し、dCas9 転写活性化システムを用いて評価したところ、これら gRNA を組み合
わせた場合が最も OVA遺伝子転写産物量を増大できることがわかった。そこで、内在性の OVA



遺伝子座から導入遺伝子の発現が評価できるように、上記ノックイン用ベクターから CMV プ
ロモーターを削除した新たなノックイン用ベクターを作製した。前述同様にノックイン操作を
行い、薬剤選抜によりクローンを取得した。ゲノム PCRにより適切にノックインできたクロー
ンを選出後、クローンに対して dCas9転写活性化システムを適用した。その結果、GFP遺伝子
の発現が認められた。これらの結果は、トランスジェニックニワトリバイオリアクターの創製
やニワトリ細胞における部位特異的プロモーターの活性化における研究に対して新たな知見を
与えるものと考えられる。 

 
4.2 ニワトリ多能性幹細胞樹立に関する研究 
 
放卵直後の胚盤葉期由来の細胞は生殖系列キメラを作製可能な万能細胞である。我々はこれま
でに同時期の細胞において、次世代シーケンサーやマイクロアレイによるトランスクリプトー
ム解析を行い、ニワトリ初期化に関連する因子の発現解析ならびに配列を選別してきた。これ
らをコードするレトロウイルスベクターを作製後、CEFへ導入し、ニワトリ多能性幹細胞の誘
導を試みたものの、未分化状態を維持した細胞の取得には至らなかった。そこで、自己切断型
2Aペプチドを用い、各因子をポリシストロニックに共発現可能な発現システムとして、トラン
スポゾンベクターに組込むことで、高効率で高品質な鳥類多能性幹細胞の樹立を目指した。 
ニワトリ初期化因子の配列は、次世代シークエンサーより解析をすすめ、人工遺伝子合成（全
合成）した。2Aペプチドを介して、2つの初期化因子ずつ（Oct4-Sox2、Klf4-cMyc、Lin28-Nanog）
を全合成したのち、トランスポゾンベクター（PB513）へ組み入れた。他のニワトリ由来の因
子は、全合成後、1 因子ずつ対応する因子配列と組み換えた。また目的遺伝子導入を可視化す
るとともに薬剤選抜可能とするために、IRES配列を介して EGFP-2A-PuroRを配置した。作製し
たベクターは遺伝子導入試薬（Lipofectamine 2000）によるリポフェクション法を用い、CEFへ
導入した。導入から 48時間後に蛍光顕微鏡を用い観察した。そこで種々の遺伝子導入法を用い
て比較検討を行った。その結果、Lipofectamine 3000を 7.5 μL添加時、約 2倍の遺伝子導入効率
が得られた。さらに薬剤選抜後、EGFP 発現により蛍光している細胞が生き残っていることが
確認できたことから初期化因子遺伝子のゲノムへの組込みが示唆された。MEF上へ播種したの
ち Day 11で緑色蛍光の見られるコロニー状の細胞が観察された。 
初期化因子に関する Sox2、Klf4、c-Myc の 3 因子に関しては、ニワトリ胚盤葉細胞でより高
発現している各ファミリー因子があったため、全合成後、各因子に対応する基本初期化因子部
分と組換えた。制限酵素切断のバンドパターン、及びシークエンス解析結果から目的のトラン
スポゾンベクターを作製できた。これらを CEFにトランスポゼース発現ベクターと共導入した
ところ、緑色蛍光が観察できたため、今後これら転写因子の組み合わせによる誘導効果の違い
は検討に値するであろう。 
 
4.3 ニワトリ初期胚への遺伝子導入 
 
本研究は、CRISPR/Cas9を用いた遺伝子改変で、培養細胞を介さない初期胚への直接遺伝子導
入によるトランスジェニックニワトリの作製技術の開発を目指した。そのために、培養細胞を
介さない鳥類初期胚への直接遺伝子導入によるトランスジェニック鳥類作製技術の開発を試み
た。ゲノム編集ベクターの胚への遺伝子導入にあたり、初期検討として、レポーター遺伝子 
(LacZ) を用いて、ニワトリ初期胚へのマイクロインジェクションの実施に集中した。はじめに
導入操作が容易な Stage10胚の神経管を標的とした。Stage10胚の神経管へ線電極を用いて電圧
やパルス幅など変えながら遺伝子導入条件の検討を行ったところ、胚発生に影響が少なく、遺
伝子導入部位へ高効率に遺伝子導入可能な条件を決定することができた。しかし blastodermは
胚発生が進んでおらず線電極では遺伝子導入を行うことができなかった。そこで電極を胚発生
ステージにあわせてうまく選択したところ、blastodermへ遺伝子導入が可能となった。LacZ発
現用トランスポゾンベクタ（PB513/LacZ）を作製後、トランスポターゼ発現ベクターとともに
胚へ遺伝子導入した。発生を進めた胚で X-gal 染色により評価したところ、胚全体の染色を認
めることができた。これらの結果から、blastodermへの LacZ発現遺伝子の高効率なゲノムへの
組込みが示唆された。今後、CRISPR/Cas9システムを胚へ直接遺伝子導入に用いることで、培
養細胞を介することなく目的のトランスジェニックニワトリの作製が期待できる。 
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