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研究成果の概要（和文）：発育鶏卵によってインフルエンザワクチンを生産している際に増やしているウイルス
は“トリ型化”ヒトインフルエンザである。本申請では、糖鎖編集によりトリ化の過程を不要にすることで大幅
な短縮化と低コストを両立する手法を開発することを目指した。このための遺伝子改変ニワトリの作製が必要で
あり、安全性確保のために作製を計画した2系統の遺伝子改変ニワトリの取得に成功した。また、作製効率向上
のために、遺伝子改変に使用する始原生殖細胞基礎研究も同時に行い、糖転移酵素の強発現により始原生殖細胞
の増殖が抑制される現象を見出した。

研究成果の概要（英文）：The human influenza virus propagated in embryonated chicken eggs is an "
avianized” virus with the risk of mutation. We aimed to improve the propagation of the human virus 
in eggs by using transgenic chickens. For this purpose, it was necessary to create two transgenic 
chickens to increase safety. We implanted the transfected primordial germ cells into recipient 
embryos and succeeded in obtaining two transgenic chickens that we planned to create. In order to 
improve the efficiency of transgenic chicken production, we examined the characteristics of chicken 
primordial germ cells and found that strong expression of a glycosyltransferase suppresses the 
proliferation of the cells.

研究分野：ニワトリの生殖工学

キーワード： ニワトリ　インフルエンザ　ワクチン　遺伝子改変

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
作製した2系統のトランスジェニックニワトリの交配を開始しており、今後得られた卵を解析することで糖鎖変
換とインフルエンザウイルスの増殖を評価する必要がある。これにより、期待通りインフルエンザワクチン生産
に適した鶏卵作製を証明できれば、増殖が難しいワクチン株の生産等へ適用可能な技術となる。また、ニワトリ
始原生殖細胞の増殖に関わる複数の因子を見出したことから、今後増殖制御や育種への利用への展開が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
  
 現在は発育鶏卵によって増殖させたヒトインフルエンザウイルスをワクチンの原料としてい
る。オートメーション化が進み、⼤規模⽣産が可能でコスト的にも最も有利な⽣産法である。発
育鶏卵で増やしているウイルスは“トリ型化”ヒトインフルエンザである。最も時間がかかるのは、
本来ニワトリでは増えないヒトインフルエンザウイルスをニワトリでも増えるウイルスに変異
させる“トリ化プロセス”である。この過程で起こる遺伝⼦変化によりワクチン効果が減弱するこ
とがある。特にワクチンの主要な成分である HA タンパク質は、ウイルス感染時に細胞の糖鎖レ
セプターと結合する役割を持つため変異が起こりやすく深刻な問題となる。実際、2013 年の
H3N2 型ワクチンはウイルス変異のため効果がなかったことは有名である。本申請では、糖鎖編
集によりトリ化の過程を不要にすることで⼤幅な短縮化と低コストを両⽴する⼿法を開発する。 
 
２．研究の⽬的 
  発育鶏卵でウイルス株の増殖を左右するのは漿尿膜上に存在する糖鎖の結合パターンであ
るとされる。漿尿膜上の糖鎖は主にα2,3 結合型シアル酸であり、ヒトインフルエンザウイルス
が必要とするシアル酸とは異なる。そのため、⿃型のα2,3 結合型シアル酸を感染に使⽤できる
変異型ウイルスを分離しワクチン株として⽤いているが、これには⻑期間の馴化プロセスが必
要である。理論上糖鎖をヒト型化できれば、ヒトウイルスを馴化プロセスなしで増やせるように
なる。そこで本申請では、発育鶏卵の遺伝⼦改変によりこの点を解決する。これまで開発を進め
てきたニワトリの遺伝⼦改変技術を⽤いてヒト型糖鎖発現ニワトリを作製する。安全性を確保
するために複数のニワトリ系統の樹⽴が必要であり、遺伝⼦改変ニワトリ作製効率の向上のた
めに、遺伝⼦改変に使⽤する始原⽣殖細胞（Primordial germ cell, PGC）の増殖･分化に関する
基礎研究も同時に⾏う。 
 
３．研究の⽅法 
① PGC がニワトリ胚でどのようにして分化するかについては不明な点が多い。我々は in vivo
での PGC の増殖に PRDM14や BLIMP1 が必要であることを発⾒し（Dev Biol, 455:32, 2019）、
PRDM14 遺伝⼦ノックアウトニワトリを作製したが、ホモノックアウトニワトリは PGC 分化
以前に死んでしまうことが明らかとなった。そこで、PRDM14のコンディショナルノックアウ
トを試みる。 
② ヒトインフルエンザウイルスの効率よい増殖を可能とする遺伝⼦改変を施したニワトリ個
体はヒトインフルエンザウイルスのリザーバーとなりかえって強毒株出現の温床となるおそれ
がある。そこで、Cre リコンビナーゼを発現するニワトリと、プロモーターと⽬的の糖転移酵素
の間をスタッファーで区切った 2 種のニワトリ系統を樹⽴する。これら 2 系統を交配して得ら
れた発育鶏卵では、Cre リコンビナーゼによりスタッファーが除去されヒト型糖鎖を発現するよ
うになるため安全である。 
 
 
４．研究成果 
 



①PGC がニワトリ胚でどのようにして分化す
るかについては不明な点が多い。我々が PRDM14
遺伝⼦に着⽬し、主に PGC におけるノックダウン
によって機能解析を進めてきた。CRISPR/Cas9を
持ちいたノックアウトでは、⽚アレルノックアウ
ト PGC のみが増殖してきており、両アレルノック
アウト PGC は増殖できないことが推定された。ニ
ワトリ始原⽣殖細胞における PRDM14 の役割を
確認するために、PRDM14遺伝⼦座にテトラサイ
クリン添加により PRDM14 の発現を抑制可能な
プロモーターをノックインした（図 1）。内在性の
PRDM14 プロモータによって PGC で⾼発現され
る tTA タンパク質によってテトラサイクリン依存
的に発現抑制が可能である。多くのクローンが⽚
アレルのみノックインされた細胞である中、両アレ
ルにノックインされた PGC 株の作製に成功した。
PRDM14 の発現量は期待通りテトラサイクリンの
添加により約 20％まで抑制できた（図 2）。しかし、調
べた範囲で始原⽣殖細胞の増殖及び遺伝⼦発現に⼤き
な影響はなかった。実験システムの特性により残ったバ
ックグラウンド発現により細胞の性質が維持されたも
のと推定された。 
次に、培養 PGC で哺乳類 PGC に必要なサイトカイ

ンレセプター遺伝⼦のひとつをノックアウトしたとこ
ろ、PGC の増殖が抑制されることが認められた。培養
系にこのサイトカインは添加しておらず、今後増殖抑制
メカニズムの確認が必要である。 

また、培養 PGC において、糖転移酵素の
⼀種を過剰発現したところ増殖が抑制され
ることが認められた。Cre リコンビナーゼに
よりスタッファーを除去することで糖転移
酵素を発現する PGC 株では、Cre を⼀活性
に発現した細胞の割合が経時的に減少する
ことが確認された（図３）。この遺伝⼦は、
哺乳類ではある種のガン細胞において発現
昂進が認められむしろ増殖促進に寄与する
ことが想定される遺伝⼦であることから、ト
リで認められる新たな現象である可能性も

ある。哺乳類においては酵素活性を失わせることが既知の変異体の遺伝⼦を導⼊したところ、増
殖が阻害されることが観察された。酵素活性に寄らない増殖抑制メカニズムがある可能性が⽰
唆される⼀⽅、発現量を正確に評価した上での検討が必要であるものと考えられた。現在は、定
量的な解析を⾏うための発現系を作製中である。 

 

 

 

図 1. PRDM14 誘導 PGC 細胞の樹立. 
（上）コンストラクト概要. （下）ホモ･

ヘテロノックイン細胞株の樹立. 

図 2. PRDM14 の誘導発現. 
テトラサイクリンによりノックダ

ウンされることが確認された. 

 
図 3. 糖転移酵素による PGC の増殖抑制. 
 



②本申請ではニワトリの遺伝⼦改変技術を⽤いてヒト型糖鎖発現ニワトリを作製すること
を⽬指す。安全性を確保するために 2 系統の遺伝⼦改変ニワトリを作成することを⽬指した（図
4）。まずこの 2 系統の遺伝⼦改変 PGC 株を作製し、レシピエント胚に移植することで⽣殖腺
キメラを作製した。⽣殖
腺キメラ個体が成熟した
後、遺伝⼦改変された次
世代のニワトリを得るた
めに交配とスクリーニン
グを進めた。その結果、ま
ず複数の Cre リコンビナ
ーゼ発現ニワトリ個体が
得られ た 。 イ ンバー ス
PCR によって遺伝⼦挿⼊部位を調べたところ、異なった染⾊体部位に挿⼊されていることが⽰
された。次に、プロモーターと糖転移酵素の間をスタッファーで区切ったニワトリ系統を作製し
た。⽣殖腺キメラニワトリを交配して、⽣まれたヒヨコをスクリーニングした。その結果⽬的の
トランスジェニックニワトリ系統の樹⽴に成功した。⽣まれた個体はスタッファーとして挿⼊
した蛍光タンパク質遺伝⼦を強く発現しており、スタッファーを除去した際には⽬的遺伝⼦を
強く発現できることが期待された。遺伝⼦導⼊ PGC を移植した胚を孵化させて得た成熟後の 2
系統のニワトリの交配
を開始している。今後、
得られた卵を解析する
ことで糖鎖変換とイン
フルエンザウイルスの
増殖を評価する必要が
ある。 
今回作製したトラン

スジェニックニワトリ
では全⾝発現性のプロ
モーターを⽤いたが、発
現遺伝⼦によっては過
剰発現により悪影響を
及ぼす際には組織特異
的な発現を利⽤する可
能性もある。そのための
モデルとしてリゾチー
ムプロモーターの解析
も⾏った（図 4）。約 6kb
の上流領域のうち輸卵
管における組織特異的
発現に必要な領域を同
定した。 
 

 
図 4. 発育鶏卵でのみ糖鎖改変を行うニワトリ系統の作製. 

 

 

図 5. 組織特異的プロモーターの解析. レトロウイルスベク

ターにより遺伝子改変キメラ個体を作製した.リゾチームプロ

モーター下流に連結したエリスロペチンの発現を輸卵管

（TGC）、肝臓、腎臓で比較した. 
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