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研究成果の概要（和文）：ニワトリは重要な産業動物であり、遺伝子改変技術が求められている。例えば卵管細胞にバ
イオ医薬品を安定発現するニワトリは、有用物質を白身に大量に含む卵を産むと考えられる。
本研究で外来遺伝子を安定的かつ大量に生産するニワトリを作製するための幾つかの手法開発を試みた。ニワトリ始原
生殖細胞を用いてマウス人工染色体を導入し、生殖巣キメラニワトリを樹立した。また、トランスポゾン系を用いて始
原生殖細胞に外来遺伝子を導入し、これを用いて組換えニワトリを樹立した。さらに、ゲノム編集によりノックインや
ノックアウトニワトリを作製した。これら技術は有用な遺伝子改変ニワトリ作製に大きく貢献すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Chicken is a commercially important animal and its genetic modification is 
expected for agricultural, industrial, and scientific applications. There are various possible and 
beneficial applications of genetically modified (GM) chicken. For example, stable expression of 
recombinant protein such as biopharmaceutical in oviduct gland cells will result in the production of 
chicken eggs which contain the valuable protein abundantly in the egg albumen.
In this study, we tried to develop several methods for generation of GM chicken which stably and 
abundantly express foreign genes. Using chicken primordial germ cells (PGCs), we succeeded to introduce 
mouse artificial chromosome into the cells and establish germline chimera. We also established GM 
chickens via PGCs which introduced foreign genes by transposon system. Furthermore, we generated gene 
knockin and knockout chickens by genome editing. These method will open new avenues to generate valuable 
GM chickens.

研究分野：分子生物学

キーワード： ニワトリ　遺伝子改変　トランスジェニックニワトリ　ゲノム編集　ノックイン　ノックアウト　人工
染色体　始原生殖細胞
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１．研究開始当初の背景 
ニワトリは、哺乳動物と比較して胚操作や

経時的な観察に適しており、発生生物学を中
心に優れたモデル動物として用いられてい
る。また、世界有数の産業動物でもあり、食
用をはじめ様々な産業に用いられている。近
年では特に基礎生物学や産業応用の観点か
らニワトリの遺伝子操作技術が強く求めら
れている。発生生物学では特定の細胞種での
蛍光分子発現や発生関連遺伝子の発現等が
必要とされており、産業分野においては遺伝
子組換えにより鶏卵内にバイオ医薬品等の
有用蛋白質を安価に生産する技術（鶏卵バイ
オリアクター化技術）に大きな期待が寄せら
れている。 

一方、受精直後の胚操作が困難なことに起
因し、ニワトリの遺伝子組換え技術は哺乳動
物に比べて著しく遅れていた。ウイルスベク
ターや始原生殖細胞の使用によりニワトリ
ゲノムへの外来遺伝子導入が可能になりつ
つあるが、一方で宿主ゲノムの影響と考えら
れる外来遺伝子発現の不安定性（サイレンシ
ングや発現の不均一性）が大きな問題になっ
ている。同様の問題は哺乳動物にもあるが、
哺乳動物では宿主ゲノムに挿入されず独立
に維持可能な人工染色体を用いることで遺
伝子の挿入部位やコピー数に影響を受けな
い安定した遺伝子発現が可能である。哺乳動
物と同様ニワトリ細胞や個体に人工染色体
技術が適用できれば、外来遺伝子の安定発現
がニワトリにおいても可能になると強く期
待された。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、人工染色体のニワトリ始

原生殖細胞への適用可能性を検討し、これを
用いて人工染色体を有するニワトリ個体の
樹立を目指すとともに、外来遺伝子の安定発
現を可能にするニワトリ遺伝子組換え技術
の開発を試みた。また、人工染色体技術に留
まらず、トランスポゾン発現系を用いたマル
チコピー遺伝子導入による外来遺伝子安定
発現系の開発ならびに、ゲノム編集技術のニ
ワトリ個体への適用による染色体操作、安定
遺伝子発現技術の開発を試みた。 

 
３．研究の方法 
3-1.人工染色体のニワトリへの適用 

雄ホワイトレグホン 3日胚の血液より樹立
された始原生殖細胞株を用いて、微小核融合
法によるマウス人工染色体の安定導入を試
みた。始原生殖細胞への微小核導入は前例が
無いため、初めに導入法の検討を行った。A9
細胞よりマウス人工染色体を含む微小核を
抽出し、始原生殖細胞へ融合する方法として
ポリエチレングリコールを用いた従来法に
加え、センダイウイルスエンベローブを用い
た融合法を検討した。 

微小核融合によりマウス人工染色体が導
入されたニワトリ始原生殖細胞を培養し、2.5

日胚（HH14）の血液中に移植した。レシピ
エント胚の解析を行い、人工染色体が導入さ
れた細胞が生殖巣に移住、増殖することを確
認するとともに、孵化・性成熟させ、ドナー
始原生殖細胞の機能性精子への分化能を後
代検定により検討した。 

 
3-2.トランスポゾン発現系を用いた外来遺伝
子発現系の開発 

また、外来遺伝子安定発現の別の試みとし
て、従来行われていないニワトリ染色体の複
数箇所に外来遺伝子を導入する技術の開発
を行った。トランスポゾンシステムを用いて
外来遺伝子複数コピーを始原生殖細胞へ導
入を試みた。この細胞を上述と同様にニワト
リ初期胚に移植し、生殖巣キメラニワトリを
樹立後、後代検定を行った。 
 
3-3.ゲノム編集技術のニワトリ個体への適用 

更に我々は、ニワトリ始原生殖細胞にゲノ
ム編集を用いて外来遺伝子を導入する技術
の開発を試みた。特に、外来遺伝子を鶏卵内
に特異的かつ大量に発現させることを目的
として卵白蛋白質遺伝子座へのゲノム編集
による遺伝子ノックイン技術の開発を行っ
た。オボアルブミンならびにオボムコイド遺
伝子を標的としてニワトリ始原生殖細胞内
でこれら遺伝子の操作が CRISPR/Cas9で可能
か検討するとともに、オボアルブミン遺伝子
座への外来遺伝子のノックインならびにこ
れを用いたノックインニワトリの樹立を試
みた。また、ノックアウトニワトリの樹立も
合わせて実施した。 
 
４．研究成果 
4-1.人工染色体のニワトリへの適用 
 マウス人工染色体を保持する A9 細胞をコ
ルセミド/サイトカラシン B 処理により微小
核細胞とし、ニワトリ始原生殖細胞にポリエ
チレングリコールならびにセンダイウイル
スエンベローブを用いて融合操作を行ない、
ネオマイシン耐性細胞のクローニングを行
った。いずれの方法でもマウス人工染色体を
安定的に保持する始原生殖細胞株が樹立可
能であったが、センダイウイルスエンベロー
ブを用いた融合法の方が従来法に比べて効
率が 10 倍程度高く、5x105～1x106細胞に 1
クローンの頻度で人工染色体の導入を認め
た。人工染色体を導入した始原生殖細胞株は
親株と同様の形態を保持し、BRL(buffalo rat 
liver)フィーダー細胞の存在下で安定的に増
殖した。また、始原生殖細胞マーカーである
CVH (chicken vasa homolog)も親株と同程
度発現することを免疫蛍光染色により確認
した【図 1】。続いて、人工染色体を導入した
ニワトリ始原生殖細胞を移植したキメラニ
ワトリの樹立と解析を行った。ニワトリ初期
胚(2.5 日胚)血液中に約 2000 個の人工染色体
導入始原生殖細胞を移植し、18-20 日胚の生
殖巣を解析した。移植細胞の生殖巣寄与率を 



【図 1】人工染色体を導入し、EGFP を発現
するニワトリ始原生殖細胞 
 
人工染色体上の EGFP 遺伝子発現を指標と
して解析した所、推定寄与率は 5-20%以下と
高くはないもののドナー由来細胞は精細管
内に定着し、生殖細胞分化が期待された【図
2】。さらに移植胚を孵化させ、人工染色体を
導入した生殖巣キメラニワトリを樹立した。
2 系統のキメラ雄ニワトリを得て性成熟の後
に後代検定を行ったが組み換え後代は得ら
れず、また精子細胞の中にも明瞭な EGFP の
蛍光シグナルを持つものも認められなかっ
た。これらのことから、樹立した人工染色体
導入始原生殖細胞が効率よく機能性の精子
に分化しなかったと考えられる。 

【図 2】人工染色体を
導入した始原生殖細
胞を移植したキメラ
ヒヨコ生殖巣（E18）。
精細管に EGFP陽性の
移植細胞と陰性のレ
シピエント由来細胞
が認められる 
 

4-2.トランスポゾン発現系を用いた外来遺
伝子発現系の開発 
 Piggybac トランスポゾンベクターシステ
ムを用いて、ニワトリ始原生殖細胞に EGFP
ならびにネオマイシン耐性遺伝子を導入し、
薬剤選択により安定遺伝子導入細胞群を樹
立した。この細胞をレシピエント胚に移植し
たが、移植に先立ちレシピエント胚を放射線
処理することによって内在性の始原生殖細
胞の大部分を不活化した。3 羽のキメラ雄を
孵化後性成熟させ、q-PCR により精液由来ゲ
ノムにおける導入遺伝子が最大の個体を用
いて後代の検定を行った。始原生殖細胞を白
色のハイライン系（I/I）、レシピエントを黒
色の横斑プリマスロック種(i/i)としたため、
野生型の横斑プリマスロック種の雌と交配
することでドナー由来（白色 I/i）とレシピエ
ント由来(黒色 i/i)の個体判別が可能となるよ
うにした。検定の結果、103 羽の後代のうち
移植細胞由来後代が 32 羽、うち外来遺伝子
を有する組換え後代が 21 羽得られた【図 3】。
得られた後代は胚発生期から全身で EGFP
を発現し、孵化個体も励起光照射に伴い緑色
蛍光が認められた【図 4】。組換え後代の有す
る外来遺伝子コピー数を複数羽の個体にお
いて検定したところ 1-8 コピーの外来遺伝子 

【図 3】培養始原生
殖細胞を移植した
キメラニワトリの
後代検定。黒ヒヨ
コ (i/i)はレシピエ
ント由来だが、白
ヒヨコ（I/i）はド
ナー細胞由来であ
る。 
 
【図 4】EGFP を全
身で発現する遺伝
子組換えヒヨコ 
 
 
 
 

が染色体上の複数部位に存在することが明
らかとなった。また、コピー数と羽軸におけ
る蛍光強度には明瞭な相関が認められた。
【図 5】さらにトランスジェニック個体の後
代にも得られ、強い EGFP 発現が継続してい
る。これらのことから、piggybac トランスポ
ゾンベクターによる染色体上の複数箇所へ
の遺伝子導入という技術は組換えニワトリ
における外来遺伝子の安定発現技術に繋が
ると大いに期待される。 

 
【図 5】 
導入遺伝
子コピー
数と羽軸
蛍光強度
の違い。 
 
 

4-3.ゲノム編集技術のニワトリ個体への適用 
オボアルブミンは卵白蛋白質の 55％オボ

ムコイドは 10％をそれぞれ占める卵管特異
的な蛋白質である。これら遺伝子座にゲノム
編集が適用可能か CRISPR/Cas9システムを用
いて検討を行った。ゲノム編集に先立ちオボ
アルブミン、オボムコイドの翻訳開始点近傍
にそれぞれ 4ヶ所の標的配列を設定し、EGFP
を用いた SSAアッセイを行ない標的配列を決
定した。ニワトリ始原生殖細胞に標的配列を
認識する gRNA と Cas9 ヌクレアーゼ、薬剤耐
性遺伝子を発現するベクターを導入し、遺伝
子導入後 48-96時間の間薬剤選択を一過的に
行った。残存した細胞を薬剤非存在下で増殖
させ、オボアルブミンやオボムコイドの変異
を解析した所、薬剤-薬剤耐性遺伝子をピュ
ーロマイシンやゼオシンで行ったものでは
90％以上の遺伝子で変異を認めた。極めて高
い効率でゲノム編集が可能と分かったため、
ドナーベクターを用いてオボアルブミン遺
伝子座への遺伝子ノックインを試みた。変異
挿入部位上流 2.8ｋ、下流 3.0ｋの間にヒト
インターフェロン β およびピューロマイシ
ン耐性遺伝子を挿入したドナーベクターを



構築し、オボアルブミンを標的とする gRNA
と Cas9 ヌクレアーゼを発現するベクターと
ともに始原生殖細胞に遺伝子導入した。ピュ
ーロマイシン耐性の細胞を増殖させ、レシピ
エント胚に移植した。前述と同様に雄キメラ
ニワトリを樹立し、精液中の導入遺伝子を
q-PCR で検定後、ドナー寄与率の高い個体の
後代を樹立した。羽毛色を基準にドナー細胞
由来個体を選別し、オボアルブミン遺伝子座
へのヒトインターフェロン β 遺伝子導入に
ついて解析を行った。【図 6】に示すようにノ
ックイン個体が得られており、目標とした遺
伝子ノックインは達成したと考えられる。ノ
ックイン個体は雄、雌共に野生型と同様に成
長し健康状態にも明瞭な異常が認められな
いことから、性成熟後にヒトインターフェロ
ンβを鶏卵中に大量に分泌することが強く
期待される。 

 
【図 6】オボアルブミン遺伝子座にヒトイ

ンターフェロン β 遺伝子をノックインした
ニワトリとゲノム PCR の結果 

 
オボムコイドを標的とした遺伝子ノック

インは行わなかったが、オボムコイドに変異
を含む始原生殖細胞をレシピエント胚に移
植し、生殖巣キメラ個体（G0）を得ることで
遺伝子ノックアウト個体の樹立を試みた。G0
生殖巣キメラ個体を性成熟させ、その精子の
ゲノムにおいて遺伝子欠損を確認した後に、
野生型個体と交配することで後代（G1）にほ
ぼ 50％程度の高い効率で雌雄の変異個体（ヘ
テロ個体）を得た。これらの中からヘテロノ
ックアウト個体を選抜、交配し後代（G2）に
オボムコイドホモノックアウト個体を複数
得ている【図 7,8】。 

 
【図 7】オボム
コイドノック
アウトニワト
リ雌（左）雄
（右） 
 
 
【図 8】ノック
アウトニワト
リゲノムのフ
ラグメント解
析結果。4b と
19ｂの欠損が
認められる。 

これらノックアウトニワトリも野生型と
同様に健常な発育をしており、内在性のオボ
ムコイドが発生過程において必須の分子で
はないと考えられる。現在 G2 世代の性成熟
を待っている段階であるが、オボムコイドの
無い卵が産まれるのか、また卵の性状はどう
なのかといった点に興味が持たれる。特に、
オボムコイドは加熱やプロテアーゼ処理に
よっても殆ど減弱しない強いアレルゲン性
が知られており、食品やワクチン製造産業を
中心に除去技術の開発が求められてきた。今
回のノックアウト鶏卵がこれら産業界の要
請に応えうるのか解析が待たれる。また、将
来鶏卵に有用蛋白質を大量生産するノック
インニワトリをオボムコイドノックアウト
ニワトリをベースとして樹立することで有
用蛋白質の精製を容易にするといった技術
への応用が見込まれる。 
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