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研究成果の概要（和文）： 
申請者らが開発したトランスジェニック鳥類作製技術をベースにして、ニワトリなどの家禽

鳥類をタンパク性医薬品などのバイオロジクス生産のための生体バイオリアクターとして使用
するために、(1)生産物を安定して大量に発現するための卵白特異的発現システムの開発、(2)
生産物が糖タンパク質である場合に付加糖鎖の制御、(3)鳥類での生産に適したバイオロジクス
生産、について検討を行った。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Transgenic chicken bioreactor systems were developed for the production of 
pharmaceutical proteins using the avian transgenic technology. In the present study, 
development of oviduct-specific gene expression systems, control strategy for sugar chain 
modification of glycoprotein products, and biologics production suitable for transgenic 
chicken bioreactors were examined to establish the procedure as a biologics production 
system.  
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１．研究開始当初の背景 

これまで、抗体医薬に代表されるモノクロ
ーナル抗体やエリスロポエチン（EPO）とい
った医薬品タンパク質（バイオロジクス）は、
遺伝子組換えされたチャイニーズハムスタ
ー卵巣（CHO）細胞などを用いた細胞培養に
よって生産されてきた。しかし、細胞培養に
よる生産方法では、高い生産コストや対象の

多様化にともなう生産能力の限界といった
問題が指摘されるようになり、細胞培養にか
わる実用的なプラットホームの開発が望ま
れている。21 世紀に入ってバイオロジクス生
産のための新しいプラットホームとして、ト
ランスジェニック動植物による生体バイオ
リアクターが注目されている。ヤギ・羊・ウ
シといった大型哺乳動物の乳汁中に生産さ
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せるシステムは技術的にほぼ確立されてお
り、実用化が近い状況となっている。哺乳類
乳汁中での生産よりさらに安価に生産でき
るシステムとして、ニワトリの卵への生産が
期待されているが、生産システムとしては技
術的にまだ確立されていない。申請者らは、
胚への遺伝子導入において、ヒトの遺伝子治
療に使われているものと同タイプ(MoMLV)
のレトロウイルスベクターを用い、VSV-G を
外皮タンパク質に利用し、超遠心により濃縮
したウイルス溶液を胚へ微量注入すること
によって、100%の効率で導入遺伝子を体組
織に有しており、さらに 80%以上の頻度で導
入遺伝子を子に伝播可能な方法を開発した。
申請者らが開発したトランスジェニック鳥
類作製技術は、これまでに報告がないほど高
発現・高頻度であり、はじめてニワトリが生
体バイオリアクターとして実用化可能なレ
ベルに到達したものである。 
 

 
図１．トランスジェニック鳥類による 

医薬品タンパク質生産の概要 

 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが開発してきたトラ

ンスジェニック鳥類作製技術をベースにし
て、ニワトリなどの家禽鳥類をタンパク性医
薬品などのバイオロジクス生産のための安
全かつ安価な生体バイオリアクター（動物工
場）として使用するために必要な技術開発を
行うことを目的とした。具体的には、(1)生
産物を安定して大量に発現するための卵白
特異的発現システムの開発、(2)生産物が糖
タンパク質である場合に付加糖鎖の制御、
(3)鳥類での生産に適したバイオロジクス生
産、について検討を行った。これらの課題を
通して、バイオロジクス生産のためのプラッ
トホームとしてトランスジェニック鳥類の
有効性を実証することとした。 
 
３．研究の方法 
(1)人工合成プロモーターによるニワトリ卵
管特異的遺伝子発現システムの開発 

プロモーター領域として卵管特異的な発
現が報告されているオボアルブミン、コンア
ルブミンのTATA周辺領域をニワトリゲノム
DNA から PCR 法により取得した。これらを
TRE 配列下流に配置した人工合成プロモー
ターを設計し、同プロモーターの制御下で目
的遺伝子である赤色蛍光タンパク質 
(DsRed) 遺伝子が発現するユニットとして、
レトロウイルスベクター生産用プラスミド

に組入れた (図２)。 

 
図２．卵管特異的発現システムの構築 

 

 メスのヒヨコに女性ホルモンを 2週間投与
することで強制的に肥大させた卵管組織か
ら、トリプシンおよびコレゲナーゼを含む分
散バッファーでの処理を経て、初代卵管細胞 
(TGC) を取得した。卵管細胞に、各種条件で
ウイルスを感染させ、48 時間後に細胞を回収
した。回収した細胞はフローサイトメーター 
(FACS) を用いて、ウイルス感染細胞中の
DsRed 陽性細胞の割合を評価した。コントロ
ールとして、ニワトリ胚性繊維芽細胞 (CEF) 
へ同様に感染させた。 
細胞での評価同様、ウイルスベクターを用

いてニワトリ胚に遺伝子導入した。導入後ニ
ワトリ胚を胚培養し、人工孵化させた。孵化
後採血を行い、ゲノム DNA を抽出し、PCR
法により雌雄を判定するとともに、導入遺伝
子の組込みを確認した。遺伝子導入されたメ
ス個体へ女性ホルモンの投与を 2週間行った。
解剖時に、卵管組織の肥大を確認するととも
に、各組織 (脳、心臓、肝臓、筋肉、卵巣お
よび卵管)を採取し、mRNA を抽出した。目
的遺伝子 DsRed の mRNA 発現量を RT-PCR
法により評価した。 
 
(2)ヒト EPO 生産における糖鎖構造の制御 
目的遺伝子として、ヒトエリスロポエチン

とヒト IgG2 の Fc 領域との融合タンパク質
(hEpo/Fc)を選択した。全身で高発現が期待
できるニワトリβ-アクチンプロモーターの下
流に hEpo/Fc 遺伝子を連結して、レトロウイ
ルスベクターpMSCV に組み入れた(図３)。
このウイルスベクターを高力価に生産する
パッケージング細胞を樹立後、VSV-G の発現
ベクターを一過性に発現させることで、
VSV-G を外皮タンパク質とするウイルスベ
クターを生産させた。高速遠心により濃縮後、
ニワトリ胚へウイルス溶液を微量注入し、胚
培養後人工孵化させた。 
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図３．hEPO/Fc 生産のためのレトロウイルスベクター 
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図５．スギ花粉症予防・治療実験スケジュール 

孵化したニワトリの血清中および卵中の
hEpo/Fc発現量をウエスタンブロット法及び
ELISA 法により解析した。次に、血清中、卵
白中および卵黄中に生産された hEpo/Fc を
Protein A カラムにより精製した後、Epo 依
存性細胞を用いて生理活性をするとともに、
レクチンブロットによって付加された糖鎖
構造を解析した。 
 
(3)遺伝子導入ニワトリによるスギ花粉症治
療用融合タンパク質の生産 

スギ花粉アレルゲン由来主要 7連結エピト
－プ(7crp) を、ニワトリ卵白タンパク質であ
るリゾチームのＣ末端に遺伝子的に結合し、
融合タンパク質として生産させることにし
た。目的遺伝子 (cLys-7crp) は、ニワトリβ-
アクチンプロモーターの制御下で IRES を介
して緑色蛍光タンパク質 GFP 遺伝子と共に
バイシストロニックに発現するように、レト
ロウイルスベクター生産用プラスミドに組
込んだ (図４)。このプラスミドを用いて、
VSV-G を外皮タンパク質としたウイルスベ
クターを生産させた。生産させたウイルス溶
液は超遠心で濃縮後、適切な発生ステージの
ニワトリ胚に微量注入した。胚培養法により
人工孵化させた後、個体における導入遺伝子
発現を、蛍光観察、PCR 法およびウエスタン
ブロット法により解析した。 

図４．cLys-7crp 生産のためのレトロウイルスベクター 

 
cLys-7crp(L7)を生産する遺伝子導入ニワ

トリ (#L7406) が産卵した卵白を用いて、ス
ギ花粉症の予防および治療効果を評価した。
スケジュール概要を図５に示す。マウス (6
週齢) へ経口ゾンデを用いて L7 含有卵白を
1 ヶ月間投与した。次に、皮下へスギ花粉抗
原抽出物を投与し感作させた後、5 日間連続
で同抽出物を経鼻投与した。花粉症症状の評
価としては、経鼻投与後のくしゃみおよびく
しゃみに伴う動作回数を測定することで行
った。なお、コントロール群としては、野生
型ニワトリ卵白を食餌させた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一方、治療実験としては、まずマウスへスギ
花粉抗原抽出物を皮下投与した後、同抽出物
を鼻腔投与することで花粉症モデルマウス
を作製した。モデルマウス作製は、くしゃみ
回数測定および ELISA 法による血中のアレ
ルゲン特異的 IgE 量により評価した。モデル
マウスに対して、L7 含有卵白をマウスへ投
与した後、同抽出物を経鼻投与した。この投
与を繰り返しながら、各経鼻投与後のくしゃ
み回数を同様に測定した。 
 
４．研究成果 
(1)人工合成プロモーターによるニワトリ卵
管特異的遺伝子発現システムの開発 
①初代卵管細胞を用いた発現評価 
図６のレトロウイルスベクターの組合せ

で TGC 及び CEF に遺伝子導入を行った。導
入後 48 時間後、TGC 及び CEF を回収し FACS
を用いて DsRed 陽性細胞割合を評価したと
ころ、cDct および ODOt 条件において DsRed
遺伝子を発現する細胞が顕著に増加してい
ることがわかった（図７）。cDct 及び ODOt
では、cD 及び OD を基準としてそれぞれ約 8
倍と約 12 倍の陽性細胞数の増加を示した。
また、CEF における cDct は cD を基準として
約 2 倍の細胞数増加を確認した。ODOt は OD
を基準として増加は見られなかった。この結
果より、ワンパック型の遺伝子発現システム
ではポジティブフィードバックシステムが
卵管細胞において効果的に機能し、目的遺伝
子の発現増大に寄与することが確認できた。
これらの結果から、初代卵管細胞においてポ
ジティブフィードバックによる目的遺伝子
の卵管特異的発現を確認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６．ウイルス導入の組合せ条件 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７．感染細胞中の DsRed ポジティブ細胞の割合 
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図2.遺伝子導入ニワトリが生産した卵中hEpo/Fc濃度の経時変化
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②ニワトリ生体 (in vivo) での発現評価 
次に、ニワトリ生体における卵管特異的な

遺伝子発現を評価するために、ウイルス溶液
をニワトリ胚へ遺伝子導入した。導入後胚培
養を行い、人工孵化させた。孵化後、ゲノム
DNA を抽出し、メスのみに増幅されるプライ
マーを用いてゲノム PCR を行ったところ、cD
条件では#106の1個体、cD+ctW条件では#208、
#237、#241 の 3 個体、cDct 条件では#210、216
の 2 個体、OD 条件では#125 の 1 個体、
OD+OtW 条件では#135、#140 の 2 個体および
ODOt 条件では#232 の 1 個体のメス個体を取
得した。これら各個体に対して、目的遺伝子
が導入されたかどうかをゲノム PCR で確認
したところ、条件どおりの遺伝子導入ができ
たことがわかった。次に、1 週齢に達した遺
伝子導入個体に女性ホルモン誘導を行い、最
終投与から 18 時間後に解剖を行った。各組
織 (脳、心臓、肝臓、筋肉、卵巣および卵管) 
の摘出を行った。#210 (cDct) の心臓と筋肉で
DsRed の発現が確認した以外では各個体とも
に目的遺伝子 DsRed の卵管特異的な遺伝子
発現を確認した。卵管における遺伝子発現を
画像解析ソフトにより定量化した（図８）。
コンアルブミンプロモーターを用いた条件
では、cD を基準として cD+ctW では 4.8 倍、
cDct は 6 倍の遺伝子発現の増加を確認した。
オボアルブミンプロモーターを用いた条件
では、OD を基準として OD+OtW では 2 倍、
ODOt は 3 倍の遺伝子発現の増加を確認し、
ODでは cDと比較して 2倍の増加がみられた。
培養細胞における評価同様に、生体組織にお
いても共導入型と比較してワンパック型の
方が遺伝子発現の増加が大きいことがわか
った。また、オボアルブミンプロモーターを
用いた方がコンアルブミンプロモーターよ
りも発現が強いことがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８．遺伝子導入ニワトリの卵管組織における 

DsRed ポジティブ細胞の割合 

 
(2)ヒト EPO 生産における糖鎖構造の制御 

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 が最も移行効率がよいことを
見いだしている。そのため、hEpo を IgG2
由来の Fc 領域との融合タンパク質として発
現するレトロウイルスベクターを作製した。
107～108 IU/ml に濃縮したレトロウイルス

ベクターをニワトリ胚孵卵 55 時間目胚の心
臓部に注入することで遺伝子導入を行った。
胚培養により発生を進めたところ、約 32％の
割合で孵化させることができた。遺伝子導入
ニワトリの血清中における hEpo/Fc 融合タ
ンパク質の発現量を ELISA 法により定量し
たところ、3-62 μg/ml の濃度で血清中に生産
していた。次に、hEpo/Fc 融合タンパク質を
ウエスタンブロット法により解析したとこ
ろ、予想された分子量サイズで検出でき、ま
た糖鎖修飾がされていることも示唆された。
性成熟後、メンドリが産卵した卵中の
hEpo/Fc 融合タンパク質を ELISA 法により
定量したところ、卵白中で 18-40 μg/ml、卵
黄中では 17-30 μg/ml の濃度で生産されてい
ることがわかった（図９）。Fc 非融合型の
hEpo を発現するニワトリでは卵黄中で生産
されていなかったことから、hEpo を Fc 融合
タンパク質としたことで血中から卵黄へ移
行できたものと考えられる。またレクチンブ
ロットによる糖鎖構造解析の結果、卵黄から
回収された hEPO/Fc は、血清中の糖鎖構造
を保持していることが示唆された（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図９．遺伝子導入ニワトリによる hEPO/Fc の卵中への生産

図 10．遺伝子導入ニワトリ生産した hEPO/Fc の 

レクチンブロット解析 
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(3)遺伝子導入ニワトリによるスギ花粉症治
療用融合タンパク質の生産 

ウイルスベクターによりニワトリ胚細胞
へ遺伝子導入を行った。超遠心により濃縮す
ることで高ウイルス力価に調製したウイル
ス溶液を計 4 回 65 個のニワトリ胚に微量注
入した。孵化率は、平均 34％ (20~44%) で
あった (表 1)。 

 
表１．L7 遺伝子導入ニワトリ胚の孵化率 

 
 
 
 
 
 
 
約１ヶ月後、孵化したニワトリから血液を

採取し、PCR 法による解析の結果、目的遺伝
子が細胞ゲノム内に導入されたことが確認
できた。また、蛍光顕微鏡観察の結果、血球
細胞でウイルス力価に伴い GFP の強い蛍光
が観察された。遺伝子導入ニワトリが生産し
た L7 をウエスタンブロット法により解析し
たところ、卵白中において、予想される分子
量で検出された (図 11)。発現量を見積もった
ところ、約 1-2 μg/ml で生産されていること
がわかった。また、血清中では、L7 の生産を
確認することが出来なかった。血中細胞で、
共発現させた EGFP の発現は確認できたこと
からこれらの細胞への遺伝子導入は行えた
ものの、L7 は生産直後速やかに分解されたも
のと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 11.遺伝子導入ニワトリの卵白中に生産された 

L7 のウェスタンブロット解析 

 
次に、L7 含有卵の花粉症に対する予防お

よび治療効果を評価した。B10.S マウスへ L7
含有卵白の食餌により抗スギ花粉症効果を
評価した。はじめに、L7 含有卵白および野
生型卵白をマウスに経口投与した。スギ花粉
症抽出物を皮下投与することで感作した後、
経鼻投与したところ、L7 含有卵を投与した
群において、くしゃみ回数の減少が認められ
た (図 12)。この結果から、L7 含有卵をあら
かじめ経口摂取することで、スギ花粉症の予
防ができることがわかった。次に、花粉症モ
デルマウスを用いた治療効果の評価を行っ
た。スギ花粉抽出物を皮下投与することによ

って作製した花粉症モデルマウスへ L7 含有
卵白を経口投与した後、経鼻投与したときの
減感作を評価したところ、経口投与の回数が
増えるに従って、くしゃみ回数の低下が観察
された。これらのことから、遺伝子導入ニワ
トリが生産したスギ花粉症治療用エピトー
プ含有リゾチームの経口投与による減感作
療法への適用の可能性が明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 12.L7 含有卵白の経口投与によるスギ花粉症の緩和 
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