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研究成果の概要（和文）：私たちはニワトリ生殖工学技術で重要な生殖細胞を持たないニワトリの作出と活用を
目指しています。生殖細胞を持たないニワトリをレシピエントにし、凍結した生殖系列細胞や遺伝子改変細胞を
移植することで、ドナー寄与率の高い生殖巣キメラニワトリを作成し、遺伝資源の保全や遺伝子改変個体の作出
を効率化します。これまでの研究で特定の遺伝子を誘導的に発現させる系統を作成し、生殖細胞特異的な細胞死
誘導を試みました。一部の系統では成功し、妊性も確認されましたが、別の系統ではまだ改良が必要です。生殖
細胞死誘導系の改善に取り組みながら、ニワトリの遺伝資源保全と遺伝子改変の効率的な作出技術実現を目指し
ます。

研究成果の概要（英文）：We aim to create and utilize germline-free chickens, an important part of 
chicken reproductive engineering technology. By using germline-free chickens as recipients and 
transplanting frozen germline cells or genetically engineered cells, we can create germline chimeric
 chickens with a high donor contribution rate, thereby conserving genetic resources and increasing 
efficiency in producing genetically engineered individuals. We have attempted to induce 
germline-specific cell death by creating lines that inducibly express specific genes. Some lines 
were successful and fertility was confirmed, but other lines still need to be improved. While 
working to improve the germ cell death induction system, we aim to conserve the genetic resources of
 chickens and realize an efficient technology for producing genetic modifications.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 始原生殖細胞　ニワトリ　遺伝子ノックイン　細胞死誘導　生殖工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ニワトリは産業動物として重要であり、品種改良や遺伝育種も進んでいます。一方、鳥インフルエンザの蔓延や
希少品種飼育者の高齢化などで折角の遺伝資源が失われてしまう危機も強まっています。このような状況で生殖
工学を用いたニワトリ遺伝資源の保全は重要であり、生殖細胞を持たないニワトリ系統作出は大きな進歩となり
ます。本研究で生殖細胞特異的に遺伝子を制御できる基盤が構築されました。これは生殖細胞を持たないニワト
リ開発に向けた足がかりであり、得られた研究資源や知見もとに生殖工学技術に資する系統開発を進めることが
できます。

※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 
ニワトリは優れたモデル実験動物であり、世界有数の産業動物でもある。このため、学術利用

や品種改良を目的としたニワトリ遺伝子改変技術や遺伝資源保存・利用を可能にする生殖工学
技術の開発が強く望まれてきた。しかし、体内受精後に卵形成が起こり、固い卵殻に覆われて放
卵される鳥類独特の発生様式は、遺伝子組換え技術や生殖工学技術と非常に相性が悪く研究者
を悩ませていた。他の動物種で組換体を作出したり生殖工学的技法を用いる際には、一般的に卵
母細胞や受精直後の初期胚を操作するが、鳥類ではこの操作が極めて困難である。より具体的に
は、鳥類の卵母細胞や受精直後胚は雌鶏卵管の最深部にあってアクセス困難であるだけでなく、
巨大な卵黄が隣接しているため顕微注射などの作業は事実上不可能である。放卵後の卵であれ
ば胚操作は容易であるが、ニワトリの場合放卵時に胚は既に 60,000 個を超える細胞集団に成長
しており、DNA 注入や核移植などによる個体遺伝子操作も生殖工学的操作も困難であった。遺
伝子改変については、2006 年に米国の Etches らのグループが将来生殖細胞に分化するニワト
リ始原生殖細胞の培養技術を開発し、これを用いた新たなニワトリ遺伝子改変法を報告した。こ
れは【図１】のように、ニワトリ初期胚血液由来の始原生殖細胞を in vitro で遺伝子改変し、こ
れをドナー細胞としてレシピエント胚に移植後キメラ個体内で配偶子分化させ、後代に遺伝子
改変個体を得るという方法である。我々もこの方法に準拠し、様々な遺伝子改変ニワトリの作出
を行っており、卵白の強アレルゲンであるオボムコイドを遺伝子ノックアウトしたニワトリや
卵白中にヒトのサイトカインや抗体分子を生産するニワトリの開発、研究を行っている。この方
法は培養細胞をもとに遺伝子改変ニワトリを作出する技術であるため、単なる遺伝子導入だけ
ではなくゲノム編集を活用した精緻な遺伝子改変が可能な優れた方法であるが、手技の煩雑さ
や効率の不安定さに課題があり、熟練した技能を必要とするため、世界でも限られた研究室でし
か成功していない。このような状況から、始原生殖細胞を用いたニワトリ遺伝子改変技術の汎用
化のために特に求められるのは、ドナーおよびレシピエント由来細胞が混在するキメラニワト
リ配偶子においてドナー寄与率を高める（できれば 100%にする）技術であった。 
また、生殖工学技術の観点からも、ドナー始原生殖細胞の配偶子寄与率の向上が求められてい

る。長年の品種改良の結果、非常に多くの品種が存在するニワトリの遺伝的保全は重要なテーマ
であるが、配偶子や受精卵の凍結保存技術が未完成であることは大きな問題となっている。この
ため、現状では継代による遺伝資源保存に頼らざるを得ないが、特に最近の鳥インフルエンザの
感染拡大傾向は大きな脅威となっており、ニワトリ遺伝資源の保存において抜本的な改善が必
要とされている。凍結始原生殖細胞を用いたニワトリ遺伝資源の保全はこの問題を解決する可
能性があるが、そのためには凍結保存されたドナー始原生殖細胞を高効率にレシピエント生殖
器官内で配偶子分化させる技術の開発が求められる。このような要望から、ドナーおよびレシピ
エント由来細胞が混在するキメラニワトリ配偶子において、ドナー寄与率を高める技術が特に
必要である。そのためには、高効率の内在性始原生殖細胞の除去技術が必要である。レシピエン
ト胚の始原生殖細胞を移植前に減少
させたり不活化させる方法として、
生殖細胞障害性の高い抗がん剤
（Busulfan）の投与や電離放射線照
射、採血による血液の減少（血液中の
始原生殖細胞の除去）などが用いら
れているが、不確実性が高く、さらな
る高効率化が求められていた。 
 

２．研究の目的 
本研究では、ニワトリ遺伝子改変の高効率化やニワトリ遺伝資源保全を実現する生殖工学基盤

の確立を目指し、遺伝学的手法によりレシピエントニワトリの生殖細胞の完全除去技術の開発
を試みる。特に、ニワトリ遺伝子改変により生殖細胞特異的に細胞死を誘導する系統を新たに樹
立することで、生殖細胞を持たないレシピエント胚を安定生産可能にすることを主な目的とす
る。また、樹立に成功した場合にはその後代の解析やレシピエントとしての有効性検証を目指す。 
具体的な手法としては、生殖細胞を持たない個体は繁殖自体が不可能となり系統維持ができな

いことから、Cre-loxP 部位特異的組換え系を用いた「繁殖可能な」生殖細胞特異的細胞死誘導
ニワトリの樹立を目指した。このために、A. Cre リコンビナーゼ（以下 Cre）依存的に細胞死を
誘導する系統と B. 生殖細胞特異的に Cre を発現する 2 系統のノックインニワトリを作製し、
交配により後代に生殖細胞を持たないニワトリを樹立する【図 2】。A ユニットにはジフテリア
毒素 A サブユニット(DTA)遺伝子を floxed stuffer の下流に配置し、上流に構成的プロモーター
を挿入する。この発現系は通常 stuffer の mCherry 遺伝子を発現するが、Cre が存在すると
stuffer が脱落し DTA を発現して細胞死に至る。A ユニットはマウスの ROSA26 のような Safe 
Harbor Site (SHS)にノックインすることが望ましいが、ニワトリ SHS は不明である。そこで、

【図 1】始原生殖細胞を用いたニワトリ遺伝子改変法  



既にホモノックアウトが可能とわ
かっているオボムコイド(OVM)遺
伝子の 3’非翻訳領域にインスレー
ター配列とともにノックインし、安
定発現（少なくとも始原生殖細胞で
の発現）を目指す。B ユニットは生
殖細胞特異的遺伝子による Cre 発
現誘導を目指す。ニワトリ始原生殖
細胞特異的に発現する chicken 
Vasa homolog (CVH) 遺伝子を候補
とし、CVH の C 端に 2A peptide で
Cre を連結して発現させることで内在性の CVH に影響を与えず、始原生殖細胞特異的に Cre 発
現を誘導する。あるいはよりシンプルな系として、始原生殖細胞特異的に発現する一方で、ヘテ
ロノックアウト個体で野生型の表現型を呈する PRDM14 遺伝子のような遺伝子の翻訳開始点
に Cre 遺伝子を導入し、始原生殖細胞特異的な Cre 発現を目指す。A, B 両ユニットの妥当性に
ついて培養始原生殖細胞を用いて in vitro で検証した後に、必要に応じて改良した上でそれぞれ
のノックインニワトリを樹立し、これらを交配することで生殖細胞を持たないニワトリ樹立を
目指す。 
 

３．研究の方法 
3-1.ノックインベクターの構築 
本研究では A ユニット用の Cre

依存的に細胞死を誘導するための
ノックインベクターと B ユニッ
ト用の生殖細胞特異的に Cre を発
現するノックインベクターを構築
した。後者は CVH 遺伝子に結合
して Cre を発現するデザインと、
PRDM14 遺伝子の翻訳開始点に
Cre 遺伝子を挿入する 2 つのデザ
インとした。また、それぞれの遺伝
子が所期の効果を発揮することが
できるかどうか検討する目的で、
DTA や Cre 遺伝子の代わりに
EGFP 遺伝子を配置した検証用の
ベクターを構築した。【図 3】にこ
れらベクターの模式図を示す。Aユ
ニットベクターはオボムコイド 3’非翻訳領域約 2kb ずつを homology arm として両端に持ち、
生殖細胞中でサイレンシングなどの発現抑制を受けにくくするために遺伝子発現ユニットを
HS インスレーター配列で挟んだ。遺伝子発現ユニットには構成的プロモーターとして CAG プ
ロモーターを配置し、下流に floxed stuffer として mCherry とノックイン細胞選択用のネオマ
イシン耐性遺伝子を連結した。さらに細胞死を Cre 依存的に誘導することを目的として DTA 遺
伝子を配置している。また、DTA 遺伝子の代わりに EGFP 遺伝子を配置した検証用ベクターを
作製し、始原生殖細胞中でこの発現誘導系が実際に機能するか検討することとした。B ユニット
ベクターのうち、CVH 遺伝子座に Cre をノックイン
するベクターは CVH 蛋白質の C 端を含む exon17 周
辺領域約 2kb ずつを homology arm とし、CVH の停
止コドンの直前に 2A ペプチド（P2A）、Cre、2A ペプ
チド（T2A）、ネオマイシン耐性蛋白質を発現するデザ
インとした。また、Cre の代わりに EGFP を発現する
検証用ベクターもデザインした。PRDM14 翻訳開始点
に Cre 遺伝子を挿入し、2A ペプチド（T2A）、ネオマ
イシン耐性蛋白質を発現するBユニットベクターも別
途構築した。またこれについても検証用の EGFP 発現
ベクターを作製した。 

3-2.遺伝子ノックインのデザイン 
ニワトリゲノムへの遺伝子ノックインは実施例が限

定的であり、また導入効率が標的配列に大きく依存す
るとの報告もあるためデザインについても十分な検
討が必要である。本研究では CRISPR/Cas9 による遺
伝子ノックインを試みたが、オボムコイド、CVH、
PRDM14 それぞれについて複数のターゲット標的配
列を設定し、HEK293T 細胞を用いた SSA アッセイに

GCCTTTCCCTCGGACCCCGCTCTACCTGCTGCCCCCCGGCATGGCGCTGGCCCTGGCCGG
CGAGCCGGGCCCCGCCACGGACGCCACGGACGCGCTCGGGCTGAGCCCCGCCGGGCTCGC
CGCCTACTACCCGCCCTTCCTGCCCCCGGCGCAGTACTTGGAGGCGCCCCCCGACTTCTT
CCAGCCCCTGGGCCGCCTGCTGCCCCCCTCCCCGCCGCTGCCCCCCTTCGGCATCCCCGC
GTTCCTCAGCCTCCCGCCGCCCCCCTCGGCCCCGCCGCCGCTCGCCCAGGCTCCGGCGGA
CGCCCCGCAGCGGGCGGCCCGGCCCGGGGGAGGCTGCGAGACGGCGGGGCAGAGCCGCAG

GTTCCACTTCAGTGAGGAGGAGCTGAACGCGGTGCTGTACGGGGCGCTTCGTAGCCCTCA
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【図 2】生殖細胞特異的細胞死誘導ニワトリのデザイン 

【図 3】 本研究で使用した主なノックインベクターのデザイン 

【図 4】 PRDM14、CVH、オボムコイドの標的
配列 ガイド RNA 部を黒線、PAM 配列を赤線
で締めす。PRDM14 の開始コドン、CVH の終
止コドンを赤字で示す。 
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より相対的に良好なターゲット配列を選定した。 
3-3.始原生殖細胞を用いた in vitro での検証 
遺伝子ノックインニワトリを作出するのに先立ち、各ベクターがデザインしたとおりに機能す

るか in vitro での検証を行った。3-1 に記載したそれぞれの検証用ベクターを培養始原生殖細胞
に遺伝子ノックインし、蛍光蛋白質の発現を指標としてベクターの妥当性を検討した。 

3-4.遺伝子ノックインとキメラ個体、ノックイン個体の作出 
白色レグホン 2.5日胚より始原生殖細胞を調整しCre依存的に細胞死を誘導するためのノック

インベクターと生殖細胞特異的に Cre を発現するノックインベクターをそれぞれ標的部位に相
同組換えにより導入した。薬剤選択後に得られた細胞を増殖させ、ニワトリ初期胚血液に顕微注
射により移植し、キメラニワトリを孵化させた。キメラニワトリを飼育して性成熟させ、配偶子
におけるドナー寄与率を検定したのちに、野生型と交配し後代に遺伝子ノックインニワトリの
作出を試みた。 

 
４．研究成果 

4-1.ノックインベクターの構築 
【図 3】に示した 3 種類のノックインベ

クターと 3 種類の in vitro 検証用ノックイ
ンベクターを構築した。また、SSA アッセ
イ用のレポーターベクターやターゲット
配列を切断するガイド RNA と Cas9 を発
現する一連のターゲティングベクター等
も構築した。 

4-2.遺伝子ノックインのデザイン 
オボムコイド、CVH、PRDM14 の候補標

的配列を【図 4】に HEK293T 細胞を用い
た SSA アッセイの結果を【図 5】に示す。
SSA アッセイは視野中の EGFP 陽性細胞
の割合を%で示している。各遺伝子で相対
的に良好と認められる標的配列(OVMTg1, 
CVHTg1, PRDMTg1)を以後遺伝子ノック
インに用いることとした。 

4-3.始原生殖細胞を用いた in vitro での検証 
まず、生殖細胞特異的に Cre を発現するノッ

クインベクターがニワトリ始原生殖細胞内で遺
伝子発現するか検証する目的で、検証用のノッ
クインベクターPRDM-EGFPとCVH-EGFPを
それぞれ PRDMTg1 、CVHTg1 を切断するガ
イド RNA と Cas9 とともに始原生殖細胞に導
入した。ネオマイシン選択後 3 日後の写真を【図
6】に示す。いずれのノックインベクターを導入
した細胞においても EGFP の発現が認められ、
始原生殖細胞内で外来遺伝子を発現することが
できるものと考えられる。いずれの細胞も安定
的に EGFP を発現し、増殖速度や形態に大きな
異常は認められなかった。従って内在性の
PRDM14 の発現量の低下や CVH の C 端への
2A ペプチドを介した外来蛋白質の結合が始原
生殖細胞の性状に影響を与えず、移植キメラの
後代にノックインニワトリが得られる可能性が
期待される。次に Cre 依存的に細胞死を誘導す
るノックインベクターが始原生殖細胞でデザイン通り機能するか検証した。検証用のノックイ
ンベクターOVM-Cherry-EGFP ベクターを OVMTg1 を切断するガイド RNA と Cas9 ととも
に始原生殖細胞に導入した。ネオマイシン耐性の細胞株が得られ、この細胞は stuffer 部分の
mCherry を発現する一方で、下流の EGFP は発現しない【図 7 上段】。この細胞に Cre を構成
的に発現するベクター(pCAG-Cre)を一過的に導入した。導入後 3 日目【図 7 中段】と 2 週間後
【図 7 下段】の蛍光像を示す。Cre の発現に伴い一部の細胞が EGFP を発現するようになり、
2 週間後には多くの EGFP 陽性細胞で Stuffer 由来の mCherry の発現が低下していた。このこ
とから、所期のデザイン通り Cre 依存的に mCherry を含む Stuffer 部分が切除され、下流の
EGFP 遺伝子が発現するようになったと考えられる。このことから、EGFP の代わりに DTA を
挿入した細胞死誘導ベクターでも同様に Cre 存在下で DTA が発現し、細胞死を誘導するものと
考えられる。 

4-4.遺伝子ノックインとキメラ個体、ノックイン個体の作出 

【図 6】 B ユニットベクターの検証 ニワトリ PGC に各ベクタ
ーをノックイン後、EGFP の発現が認められ、当該発現系を
用いて始原生殖細胞特異的なCre発現誘導が見込まれる。 
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【図 5】 PRDM14、CVH、OVM の標的候補配列に対する
SSA アッセイの結果 レポーターベクター（標的配列を含むニ
ワトリゲノム 300-600bp 程度を重複する EGFP cDNA 配列に
挿入した発現ベクター）と標的ガイド RNA, Cas9 を発現するタ
ーゲティングベクターをHEK293T細胞に遺伝子導入し、48時
間後に EGFP 陽性細胞を計測 



雄の白色レグホン 2.5
日胚血液中から新たに
始原生殖細胞株を樹立
し、A ユニットならびに
B ユニットベクターを
ノックインした。B ユニ
ットのPRDM14-Creに
関しては、当該遺伝子が
始原生殖細胞だけでな
く発生過程の神経堤細
胞で発現するとの報告
があり、細胞死誘導によ
り正常発生しない可能
性が高いと判断された
ため、キメラ個体作出は
CVH-2A-Cre ベクター
でのみ行うこととした。
pX330-OVMTg1 と
OVM-mCherry-DTA ベ
クターならびに pX330-
CVHTg1とCVH-2A-Cre
ベクターをそれぞれ始原生殖細胞
に遺伝子導入しネオマイシン耐性
細胞を取得した。2.5 日胚のニワト
リ血液中に A ユニット、B ユニッ
トの始原生殖細胞をそれぞれ約
2000 個/個体で顕微注射により移
植し、孵化操作を行った。孵化した
キメラ雄ヒヨコ 4 個体ずつを飼育
し性成熟させた。精子をそれぞれ
の個体より採取し、ゲノム DNA を
用いてノックインした遺伝子を標
的とした定量 PCR を行なった【表 1】。A ユニットキメラの精子におけるドナー寄与率は総じて
低いものの 1 個体(ID:327-18)で精子でのノックイン細胞存在が示唆された。B ユニットキメラ
は 4 割近いドナー寄与率を示す個体(ID:218-13)があり早期のノックイン個体取得が期待された。
これらキメラ雄ニワトリを野生型雌と交配し、ノックイン後代の取得を試みた。B ユニットキメ
ラからは健康な雌雄のノックイン後代(G1)が得られるとともに、さらにこのノックイン後代に
妊性があり G2 世代にもノックイン後代が得られることが明らかとなった。一方、A ユニットは
現在までノックイン後代が得られておらず、遺伝子改変により機能的な精子に分化していない
など障害が起こっている可能性が強い。始原生殖細胞樹立時の障害か導入した遺伝子の構造の
問題なのかは現時点では判別できないが、A ユニットのデザインの改変も含めて後代の樹立や
生殖細胞選択的除去技術の開発に向けた取り組みを引き続き実施する予定である。 

【図 7】  A ユニットベクターの検証 ニワトリ PGC に検証用ベクター（OVM-
mCherry/EGFP）をノックインした細胞株を樹立後、pCAG-Cre ベクターを遺伝子導入
した。遺伝子導入 ID:327-182 日後(2dpt 中段)と 2 週間後(14dpt 下段)の顕微鏡
像を示す。Cre 導入後2日目には一部細胞にEGFPの発現が認められ、多くのEGFP
陽性細胞において 2 週間後には mCherry の発現が低下している。 

ID PGC genotype % of donor PGC KI progeny(G1) KI progeny(G2)
219-23 OVM-mCherry/DTA <1 NT NT

219-29 OVM-mCherry/DTA 1 NT NT

326-5 OVM-mCherry/DTA <1 NT NT

327-18 OVM-mCherry/DTA 9 negative NT

217-2 CVH-2A-Cre 11 NT NT

217-11 CVH-2A-Cre 20 NT NT

218-13 CVH-2A-Cre 38 positive positive

219-12 CVH-2A-Cre <1 NT NT

【表 1】ノックインキメラ個体の解析結果 
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