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研究成果の概要： 
本研究では糖タンパク質であるヒトエリスロポイエチン(hEpo)をニワトリ卵黄へ移行蓄積

できる Fc 領域との融合タンパク質とすることで、糖鎖構造を制御できると考え、hEpo/Fc

融合タンパク質を生産する遺伝子導入ニワトリの作製を行った。作製したニワトリが生産

した hEpo/Fc のバイオアッセイを行ったところ、ニワトリ卵黄由来 hEpo/Fc は卵白由来よ

りも血清由来 hEpo/Fcの性質に類似しており、高活性型となっていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) トランスジェニック動物バイオリアクタ
ーは、近年急激な需要に対する次世代の生
産システムとして期待されており、なかで
もニワトリなどの鳥類は大型哺乳動物に
比べて多くの利点があるため、その卵中に
バイオ医薬品を生産させる方法が注目さ
れている。これまで数年来、申請者のグル

ープも含めて世界中の多くの研究チーム
より様々なアプローチで実用を目指した
トランスジェニック鳥類作製法の技術開
発が行われてきたが、組換えタンパク質を
実用レベルで生産するトランスジェニッ
ク鳥類を作製した報告はなかった。 

(2) 近年申請者らは、遺伝子導入法としてレ
トロウイルスベクターを用いて鳥類胚体
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へ遺伝子導入し、レポーター遺伝子の導入
遺伝子発現を最大化するための最適条件
を決定した。実用タンパク質生産として Fc
融合型一本鎖抗体の生産を試み、卵中での
生産量を解析したところ～mg/mlという非
常に高い濃度で生産し続けた。導入遺伝子
は子孫への伝播も可能であり、高発現が観
察された。他の組換えタンパク質としてモ
ノクローナル抗体やヒトエリスロポイエ
チン(hEpo)を生産する遺伝子導入ニワトリ
を作製してきた。 

 
２．研究の目的 
(1) 実用レベルの生産性に達する遺伝子導入
鳥類の作製に成功したが、目的タンパク質
の生理活性に重要な影響を与える糖鎖構
造を解析した結果、ニワトリ血清中で生産
された組換え抗体の糖鎖構造は末端シア
ル酸まで修飾された構造であるに対して、
ニワトリ卵白由来組換え抗体ではガラク
トースの付加までとなっていた。また、糖
タンパク質である hEpo を生産するニワト
リを作製し、ニワトリが生産した hEpo の
バイオアッセイを行ったところ血清由来
hEpoは卵白由来 hEpoよりも活性が高かっ
た。そのため、血清中で生産された hEpo
を卵中で回収することを目的として研究
を行った。 

 
(2) 申請者らは目的タンパク質をFc融合タン
パク質とし、産卵ニワトリの血中に投与す
ると、卵子表面上の Fc レセプターを介し
て卵黄へ移行蓄積されることを見出して
いる。そこで hEpoを Fc融合タンパク質と
して遺伝子導入ニワトリに生産させ、卵中
で回収できると考えて、 Fc 融合型
hEpo(hEpo-Fc)を生産する遺伝子導入ニワ
トリの作製を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) hEpo-Fc 発現用レトロウイルスベクターの 
作製 
申請者らはこれまでにヒト IgG由来 Fc融
合タンパク質を卵黄に移行させる際、ヒト
IgGサブクラスとして IgG2が最も移行蓄積

できることを見出していた。そのため、遺
伝子組換えにより hEpoをコードする遺伝子
とヒト IgG2由来ヒンジ領域を含む Fc領域
とを融合させ、目的遺伝子である hEpo-Fc
遺伝子を作製した。hEpo-Fcはニワトリβア
クチンプロモーターで制御される発現ユニ
ットとしてウイルスベクター生産用プラス
ミド(pMSCV)に組込んだ。 

 
(2) hEpo-Fc 発現用レトロウイルスベクターの調
製と鳥類胚への遺伝子導入および胚培養 
ウイルスベクターを高いウイルス力価で
生産させるために、まず GP293パッケージ
ング細胞を樹立した。細胞樹立後、ウイル
ス外皮タンパク質として VSV-Gを用いるた
めに同遺伝子発現ベクター(pVSV-G)を一過
性で導入して発現させることで、培養上清
中にウイルスを生産させた。 
ウイルス生産後、超遠心により高濃縮す
ることで鳥類胚へ遺伝子導入するためのウ
イルス溶液を調製した。調製したウイルス
溶液を適切な胚発生ステージの鳥類胚に微
量注入することで遺伝子導入を行った。そ
の後、操作個体を胚培養により孵化させ、
hEpo-Fcを発現する遺伝子導入ニワトリを
作製した。 

 
(3) 遺伝子導入ニワトリが生産した hEpo-Fc の
解析 

作製した遺伝子導入ニワトリの遺伝子導入
の有無を確認するために、孵化個体から採
血しゲノム DNAを抽出後、PCR法により解
析した。採血後回収した血清中およびメン
ドリが性成熟後産卵した卵中に生産された
hEpo-Fcを ELISA法により定量した。血清、
卵白、卵黄で生産されて hEpo-Fcをプロテ
イン Aビーズにより精製した後、ウエスタ
ンブロット法およびレクチンブロット法に
より分子量サイズおよび糖鎖結合様式を評
価した。ニワトリが生産した hEpo-Fcのバ
イオアッセイを Epo依存性細胞の細胞増殖
応答を測定することで行った。 

 
４．研究成果 
(1)  WPRE によるウイルス力価の向上 



トランスジェニック鳥類を高効率で作製す
るためには、高力価ウイルス溶液を調製す
る必要があることが我々のこれまでの報告
でわかっている。そのため、hEpo の cDNA
をウイルスベクターに組込み、ウイルス力
価および発現を測定したところ genomic 
DNAと比較して、低かった (data not shown)。
そのため、ウイルスベクターの力価を向上
させるWPREを hEpoおよび hEpo/Fc遺伝子
に対して導入した。その結果、導入前と比
較して、ウイルス力価がどちらの遺伝子に
おいても約 10 倍向上した。遺伝子発現も
WPRE 導入有り無しで比較したところ、
hEpo において 6 倍、hEpo/Fc において 2 倍
の増加が見られた。そのため、遺伝子導入

ニワトリ作製には WPRE 挿入ウイルスベク
ターを使用することとした。 

 
(2)  hEpo/Fc を発現する遺伝子導入ニワトリの
作製 

ニワトリβ-アクチンプロモーター制御下で
発現する hEpo/Fc 遺伝子が組込まれたレト
ロウイルスベクターをニワトリ胚へ遺伝子
導入した。4 回計 74 羽のニワトリ胚にウイ
ルス溶液を 1.5-4.0µl 微量注入した。遺伝子
導入後、孵化するまで、培養し続けた。ウ
イルス力価は 0.11-2.2ｘ108IU/mlのものを使
用し、孵化率は平均 28％であった。孵化し
たニワトリでは異常はみられず成長し、メ
スにおいては性成熟後産卵を開始した。遺
伝子導入ニワトリの血清中および卵中にお
ける長期発現を ELISA 法により測定した。
その結果、飼育期間中安定して生産し続け
た。血清、卵白および卵黄における生産量
は、それぞれ 27-144、9-66、12-41 µg/ml (Fig.1)
であった。このことは卵を含めた全身で鳥
類に対して毒性なく hEpo/Fc を発現できた
ことを意味している。これまで哺乳類バイ
オリアクターにおいては hEpoの発現で動物 
生理を乱し、毒性を与えることが報告され
ていることから、鳥類は哺乳類と比較して
ヒトサイトカインやホルモンなどの生産の
ための動物工場として有利であることがわ
かった。また、Fc非融合型の hEpoにおいて
は卵黄で発現がみられなかったことから
hEpo/Fc の Fc 領域により卵黄での生産に成
功した。 

 
(3)  遺伝子導入ニワトリが生産したhEpo/Fcの
解析 
ニワトリの血清、卵白、卵黄で生産され
て hEpo-Fc をプロテイン A ビーズにより精
製した後、ウエスタンブロット法により解
析した。その結果、卵白由来 hEpo/Fcは血清
およびCHO細胞由来のものと比較してわず
かに分子量が低く検出された。また、卵黄
においては複数の分子量サイズでバンドが
検出された。低分子量サイズのバンドは Fc
領域のサイズと思われ、血清からの卵黄移
行の際に Fc領域において切断を受けたもの
と考えられる。これは我々がこれまで報告
した結果と一致しており、融合部位におけ
る配列をさらに考慮する必要があることが
わかった。 
我々はこれまでニワトリが生産した hEpo
の糖鎖構造を解析した結果、血清と卵白間
で異なっていることがわかっているので、
ニワトリの血清および卵中で生産された
hEpo/Fc の糖鎖構造をレクチンブロット法
により解析した。その結果、ニワトリ由来
サンプルすべてにおいて ECAレクチンを認
識したことから末端ガラクトースを N 結合
型糖鎖構造に付加されていることがわかっ
た。MAM および SSA レクチンを用いた結
果、血清および CHO細胞由来 hEpo/Fcでは
α2-3 結合シアル酸残基が含まれていること
がわかった。一方 CHO細胞由来のものでは
α2-6 結合シアル酸残基が含まれていなかっ
た。これは CHO細胞にはα2-3結合シアル酸
を修飾する転移酵素しか発現していないこ
とと一致している。α2-6 結合シアル酸残基
は血清由来 hEpo/Fc とわずかではあるが卵
黄由来 hEpo/Fcにも含まれていた。 
最後に、ニワトリが生産した hEpo/Fcのバ
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Fig.2 ニワトリによる hEpo/Fcの生産 
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イオアッセイを Epo 依存性細胞により解析
した(Fig.2)。その結果、血清、卵白、卵黄お
よびCHO細胞由来EC50値はそれぞれ 28.4、
0.89、33.5、42.9mIU/ml となり、卵黄由来
hEpo/Fcは血清およびCHO細胞由来hEpo/Fc
と同程度の活性を示した。これらのことか
ら、卵黄由来 hEpo/Fc は血清由来 hEpo/Fc
が卵黄移行して蓄積したものを裏付けるも
のであり、血清中に生産された高活性型
hEpo/Fc を卵黄で回収可能であることに成
功した。 
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